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Abstract
誗AIM: To investigate the expression of mucin in the
conjunctival tissue and tear in eyes with
conjunctivochalasis (CCh) .
誗METHODS: Thirty- eight cases(38 eyes) of CCh were
recruited as the CCh group and 36 cases ( 36 eyes )
without CCh were included as the normal control group
and the conjunctival tissue and tear were collected,
respectively. Mucins (MUC2, MUC4, MUC5AC, MUC16)
expression in conjunctival tissue were detected by
immunohistochemical staining; Mucins (MUC2, MUC4,
MUC5AC, MUC16) OD value in tear were determined by
ELISA, the differences of which were compared between
the CCh and normal control group.
誗RESULTS: No difference in the expression of MUC2
and MUC4 in conjunctival epithelia was observed
between the two groups (P = 0. 315, P = 0. 156) . There

was significant difference in the expression of MUC5AC
and MUC16 in conjunctival epithelia between the two
groups (P= 0. 016, P<0. 01, respectively) . No significant
difference in the OD value of MUC2 in tear was found
between the two groups (P = 0. 651) . The OD value of
MUC4 and MUC5AC in tear were significantly lower in
CCh group that in the normal control group (P<0. 01, P<
0. 01, respectively), so was the OD value of MUC16 (P=
0. 022) .
誗CONCLUSION: MUC5AC and MUC16 both decreased in
the conjunctiva and tear of eyes with CCh. The further
study may reveal the pathogenesis of
conjunctivochalasis.
誗KEYWORDS: conjunctivochalasis; mucin; conjunctival
tissue; tear
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摘要
目的:观察结膜松弛症松弛结膜组织和泪液中黏蛋白的
表达变化,探讨结膜松弛症的发病机制。
方法:收集结膜松弛症组 38 例 38 眼和正常对照组 36 例
36 眼的结膜组织和泪液标本,分别行免疫组织化学染色
检测 结 膜 组 织 中 黏 蛋 白 ( MUC2、 MUC4、 MUC5AC、
MUC16)表达情况,ELISA 检测泪液中黏蛋白 (MUC2、
MUC4、MUC5AC、MUC16)A 值,结果行统计学分析,比较
两组之间的差异。
结果:结膜松弛症组的结膜上皮细胞中 MUC2、MUC4 与
正常对照组表达无统计学差异 (P = 0. 315、0. 156);结膜
松弛症组的结膜上皮细胞中 MUC5AC、MUC16 阳性表达
细胞较正常对照组明显减少,差异有统计学意义(P =
0郾 016、<0. 01)。 结膜松弛症组泪液中 MUC2 的 A 值与正
常对照组无统计学差异(P = 0. 651),结膜松弛症组中
MUC4、MUC5AC 的 A 值较正常对照组明显降低,有显著
的统计学差异(均 P<0郾 01),结膜松弛症组中 MUC16 的
A 值较正常对照组下降,差异有统计学意义(P=0郾 022)。
结论:结膜松弛症患者结膜组织和泪液中 MUC5AC 和
MUC16 均下降,对其进一步研究可能揭示结膜松弛症的
发病机制。
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0 引言
摇 摇 正常的眼表覆盖一层泪膜,其中水分占 98. 2% ,蛋白
质约占 0. 7% 。 泪膜稳定是维持眼表健康的基础,任何
原因引起泪液成分的改变都会引起泪膜的不稳定,导致
临床症状的产生。 黏蛋白(Mucin, MUC)是泪膜的主体,
被泪液中的水分所水化,水化的黏蛋白成凝胶样将泪膜
水液层固定于其下的结膜和角膜表面,稳定泪膜。 人类
黏蛋白家族至少包括 24 种,目前已证实存在于人类的黏
蛋白有 MUC1 ~ 2、3A、3B、 4、5AC、5B、6 ~ 21 和 24,眼表
的黏蛋白主要由结膜杯状细胞以及角膜和结膜上皮细胞
分泌[1-2]。 许多眼部疾病均可出现黏蛋白异常,其中干眼
症近年日益受到高度重视,干眼症患者的眼表黏蛋白分
泌 减 少, 泪 膜 完 整 性 破 坏。 结 膜 松 弛 症
(conjunctivochalasis, CCH)属于泪液动力学异常型干眼,
是由于球结膜过度松弛和(或)下睑缘张力高,造成松弛
球结膜堆积在眼球与下睑缘,内、外眦部之间形成皱褶引
起眼表泪液学异常[3]。 研究发现结膜松弛症患者出现泪
膜稳定性下降,泪液分泌减少,泪液中羊齿状结晶减少,
因此泪液中黏蛋白异常可能是导致结膜松弛症发生发展
的重要原因[4]。 但是具体是何种黏蛋白出现异常未见文
献报导。 因此,本文就结膜松弛症患者结膜组织及泪液
中的黏蛋白表达情况进行研究,以期对结膜松弛症的治
疗提供新的思路。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 2015-05 / 2016-04 收集结膜松弛症组 38 例 38
眼,其中男 13 例 13 眼,女 25 例 25 眼,年龄 63 ~ 79(平均
73. 5依3. 9)岁。 结膜松弛症组的临床分级为域级 10 眼,
芋级 22 眼,郁级 6 眼。 正常对照组 36 例 36 眼为老年性
白内障手术病例,其中男 12 例 12 眼,女 24 例 24 眼,年龄
65 ~ 80(平均 72. 6依4. 5)岁。
1. 1. 1 结膜松弛症组入选标准摇 参照 Zhang 等[3] 提出的
结膜松弛症诊断与分级标准:(1)患者有干涩、异物感、
泪溢、视物模糊、视疲劳、疼痛等症状;(2)裂隙灯检查松
弛结膜成皱褶堆积在下睑缘、内、外眦部之间,影响泪河,
堵塞泪小点,引起结膜充血、水肿;且结膜松弛症分级逸
域级;(3)泪小点大小、位置无异常,泪道冲洗通畅;无鼻
腔病变或异常;无睑缘内、外翻及倒睫;(4)经规范药物
等保守治疗 3mo 无明显效果,经医院伦理委员会及患者
知情同意自愿要求手术治疗的患者。
1. 1. 2 正常对照组入选标准摇 (1)随机选择单纯白内障
超声乳化手术的病例,无眼部其他不适主诉;(2)裂隙灯
检查眼表形态结构无异常,无结膜松弛症,年龄匹配;
(3)经患者知情并同意签字后为正常对照组。
1. 1. 3 主要试剂 摇 鼠抗 MUC2 抗体、鼠抗 MUC4 单克隆
抗体、兔抗 MUC5AC 抗体、兔抗 MUC16 抗体(1颐200,美国
sigma 公司),羊抗鼠二抗、羊抗兔二抗(北京中杉金桥公
司)用于结膜组织免疫组织化学染色。 人黏蛋白 MUC2、
MUC4、MUC5AC、MUC16 的 ELISA 试剂盒(武汉基因美生
物科技有限公司)用于泪液标本检测。
1. 1. 4 实验仪器摇 裂隙灯显微镜(苏州医疗器械厂),自
吸式毛细玻管(国药集团化学试剂有限公司),Olympus
BX51 双目光学显微镜,HMIAS-2000 高清晰度彩色医学
图文分析系统(美国 Leica 公司)。
1. 2 方法
1. 2. 1 标本的收集

1. 2. 1. 1 结膜标本[5] 摇 松弛结膜标本取自结膜松弛症患
者术中切除,正常结膜标本取自单纯白内障超声乳化手
术病例在白内障手术中剪取相应区域的球结膜组织。 将
获取的结膜组织上皮面朝上,基质面朝下,平铺于无菌滤
纸上,4%中性甲醛固定,石蜡包埋。
1. 2. 1. 2 泪液标本 摇 10滋L 的玻璃毛细管在下睑结膜囊
泪阜处采用虹吸方法吸取泪液标本,尽量不接触眼表,不
使用表面麻醉药物或其他化学性药物,每例患者共收集
20滋L 泪液吹入 Ep 管,置-70益超低温冰箱冷冻保存。
1. 2. 2 检测方法及指标
1. 2. 2. 1 结膜标本免疫组织化学染色摇 石蜡切片烘干后
常规脱蜡,经胰酶消化、双氧水消除内源性过氧化物酶活
性。 滴加正常山羊血清封闭后,依次使用 MUC2、MUC4、
MUC5AC、MUC16 抗体于 4益冰箱内反应过夜,二抗室温
反应 1h,二氨基联苯胺显色,苏木素复染、脱水、透明、封
片,在高倍镜下观察染色结果。 染色结果判定:细胞膜边
界清晰、无特异性细胞胞质染色者为阴性( -);细胞胞质
呈浅棕黄色者为弱阳性( +),细胞胞质呈棕色者为中度
阳性(++),细胞胞质呈深棕色者为强阳性( +++)。 分别
定为 0、1、2、3。 每个切片随机选择 4 个视野,每个视野测
定 3 次后取平均值[6]。
1. 2. 2. 2 泪液标本 ELISA检测摇 采用双抗体夹心法测定
泪液标本中人黏蛋白 MUC2、MUC4、MUC5AC、MUC16 水
平。 用纯化的抗体包被微孔板,制成固相抗体,往包被单
抗的微孔中依次加入 MUC2、MUC4、MUC5AC、MUC16,再
与 HRP 标记的 MUC2、MUC4、MUC5AC、MUC16 抗体结
合,形成抗体-抗原-酶标抗体复合物,经过彻底洗涤后
加底物 TMB 显色。 TMB 在 HRP 酶的催化下转化成蓝
色,并在酸的作用下转化成最终的黄色。 颜色的深浅和
样品中的 MUC2、MUC4、MUC5AC、MUC16 呈正相关。 用
酶标仪在 450nm 波长下测定吸光度(A 值)。
摇 摇 统计学分析:使用 SPSS 21. 0 统计软件包对所有数
据进行统计学处理。 结膜标本黏蛋白免疫组织化学染色
结果采用卡方检验,泪液黏蛋白 A 值采用独立样本检验。
以 P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 结膜标本 MUC2、MUC4、MUC5AC、MUC16 的
表达 摇 结膜松弛症组中结膜上皮细胞 MUC2、MUC4 阳性
表达细胞与正常对照组无明显差异 ( 字2 = 3. 548,P =
0郾 315;字2 =5. 222,P= 0. 156);结膜松弛症组中结膜上皮
细胞中 MUC5AC、MUC16 阳性表达细胞较正常对照组明
显减少,差异有统计学意义( 字2 = 10. 284,P = 0. 016;字2 =
19. 900,P<0. 01),见图 1 ~ 3。
2. 2 泪液中 MUC2、MUC4、MUC5AC、MUC16 的表达摇
结膜松弛症泪液中 MUC2 的 A 值(0. 440依0. 110)与正常对
照组(0. 427依0. 107)比较差异无统计学意义( t = -0. 455,
P=0. 651)。 结膜松弛症组中 MUC4 的 A 值 (0. 362 依
0郾 107)、MUC5AC 的 A 值(0. 334依0. 097)较正常对照组
(0. 452依0. 122、0. 457依0. 136)明显降低,差异有显著统
计学意义( t = -2. 929,P = 0. 005; t = -3. 984,P<0. 01)。
MUC16 的 A 值(0. 408 依0. 114)较正常对照组(0. 477 依
0郾 109)下降,差异有统计学意义( t= -2. 356,P=0. 022)。
3 讨论
摇 摇 结膜松弛症是老年性常见眼病,Mimura 等[7] 对
1 416 例 1 ~ 94 岁住院患者的结膜松弛症调查发现其患
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图 1摇 黏蛋白免疫组织化学染色分级统计图。

图 2摇 结膜松弛症组黏蛋白免疫组织化学染色,结膜松弛症组中结膜上皮层明显变薄,上皮细胞排列稀疏,杯状细胞减少,观察结膜
上皮细胞特异性黏蛋白染色情况(伊200)摇 A:黏蛋白 MUC2 染色,可见细胞膜边界清晰,未见特异性细胞胞质染色;B:黏蛋白 MUC4
染色,可见细胞膜边界清晰,细胞胞质呈浅棕黄色;C:黏蛋白 MUC5AC 染色,结膜上皮层显著变薄,上皮下组织减少、稀疏,细胞胞质
呈浅棕黄色,附见结膜下大量出血也呈现棕黄色颗粒;D:黏蛋白 MUC16 染色,可见细胞膜边界清晰,细胞胞质呈浅棕黄色。

图 3摇 正常对照组黏蛋白免疫组织化学染色,正常对照组结膜上皮层排列紧密,结构清晰,细胞层次较多,可见较多的杯状细胞分布,
观察结膜上皮细胞特异性黏蛋白染色情况(伊200)摇 A:黏蛋白 MUC2 染色,可见细胞膜边界清晰,未见明显特异性细胞胞质染色;B:
黏蛋白 MUC4 染色,可见细胞膜边界清晰,细胞胞质呈浅棕黄色,杯状细胞分布较多;C:黏蛋白 MUC5AC 染色,结膜上皮层细胞层次
较多,固有层与上皮层结合紧密,可见杯状细胞特异性染色呈深棕色强阳性;D:黏蛋白 MUC16 染色,可见细胞膜边界清晰,细胞胞质
染色呈棕色。

病率为 85. 24% 。 傅东红等[8] 对无锡市滨湖区 50 岁及以
上人群结膜松弛症流行病学调查发现患病率为 13. 92% 。
但目前结膜松弛症的发病机制并不是很清楚。 近年的研
究多集中在炎症因子、基质金属蛋白酶等增加导致胶原纤
维溶解,弹力纤维变性,球结膜基质和 Tenon 囊的过度降
解等导致球结膜松弛,松弛结膜堆积在下睑缘、内、外眦部
之间,出现一系列眼表泪液学异常[9-10]。
摇 摇 黏蛋白是迄今为止发现的分子量最大且高度糖基化
的糖蛋白,主要由眼表、呼吸系统、消化系统及生殖系统产
生。 黏蛋白是泪膜的重要组成成分,在维持眼表稳态、内
在黏膜的防御功能方面具有重要作用。 目前研究较多的
黏蛋白分别是 MUC2、 MUC4、 MUC5AC、 MUC16。 其 中

MUC2、MUC5AC 属于成胶型黏蛋白;MUC4、MUC16 属于
跨膜黏蛋白。 MUC5AC 是泪膜中主要的分泌黏蛋白,由结
膜杯状细胞分泌。 Arg俟eso 等[11] 发现干燥综合征患者结
膜上皮表达 MUC5AC mRNA 含量明显低于正常人,泪液
中含量也明显低于正常人。 Floyd 等[12] 通过动物实验发
现 MUC5AC 敲除的大鼠较野生型对照组的泪膜破裂时间
显著下降,角膜荧光素染色评分显著上升,同时角膜透明
度也出现不同程度的下降。 McKenzie 等[13]研究发现了泪
液中的另一种成胶型黏蛋白 MUC2,并通过 PCR 技术在人
类结膜上皮细胞中也发现 MUC2 的转录。 MUC4 存在于
人结膜、角膜缘和角膜组织的各层及泪液中,并呈现一定
的浓度梯度。 Pflugfelder 等[14] 认为 MUC4 起到维持眼表
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屏障功能和稳定泪膜的作用,并促进眼表上皮的正常生长
和具有抗凋亡的特性。 MUC16 是人类眼表发现的第 3 个黏
蛋白,主要存在于结膜上皮层的扁平细胞中,具有抗黏附和
屏障的功能,Corrales 等[15] 证实结膜上皮中 MUC1、MUC2、
MUC4 和 MUC5AC 的 mRNA 在干眼症中表达显著减低。
摇 摇 关于结膜松弛症中黏蛋白方面的研究国内外均较少,
研究发现结膜松弛症中结膜杯状细胞减少[16],泪液中羊
齿状结晶减少提示泪液中的黏蛋白发生异常[4]。 Wang
等[17]也证实在芋级鼻侧结膜松弛症中出现杯状细胞密度
减少,同时 MUC5AC mRNA 的表达相对下调。 在本研究
中发现结膜松弛症结膜上皮细胞中 MUC5AC、MUC16 阳
性表达细胞较正常对照组明显减少 (P = 0. 016、<0. 01);
而 MUC2、MUC4 阳性表达细胞与正常对照组无统计学差
异 (P>0. 05)。 同时对结膜松弛症泪液的黏蛋白研究发
现 MUC4、MUC5AC 的 A 值较正常对照组明显降低,差异
有显著统计学意义(均 P<0. 01),MUC16 也出现下降,差异
有统计学意义(P=0. 022),但 MUC2 较正常对照组无差异。
说明结膜松弛症中黏蛋白表达无论是在结膜组织或是在泪
液中均减少,特别是 MUC5AC、MUC16 的变化较为突出。
摇 摇 对于结膜松弛症松弛结膜组织和泪液中均出现黏蛋
白减少的原因分析如下:(1)结膜松弛症中松弛结膜的杯
状细胞减少[17],杯状细胞数量减少导致结膜组织和泪液
中的黏蛋白合成和分泌减少。 (2)瞬目时,由于球结膜过
度松弛,上睑缘不能正常接触到下睑缘,无法将黏蛋白正
常带到眼表,从而影响黏蛋白在眼表的分布,加重泪膜的
不稳定[18]。 (3) 同时结膜松弛症出现泪液渗透压上
升[19],泪液渗透压升高激活一系列炎性反应,加之结膜松
弛症自身表达炎性因子增加[20],造成眼表正常微环境的
破坏。 出现细胞凋亡、杯状细胞减少以及黏蛋白的改变,
引起泪膜不稳定,进而松弛结膜堆积,影响泪液的分泌、流
动和正常分布,出现一系列临床症状和体征。
摇 摇 因此,结膜松弛症中黏蛋白的改变可能是其发生发展
的重要原因。 MUC5AC 和 MUC16 在结膜松弛症中均下
降,进一步研究可能揭示结膜松弛症的发病机制。 而临床
上通过增加黏蛋白的分泌、促进杯状细胞合成和分泌黏蛋
白并改善结膜松弛症的眼表微环境,有利于治疗结膜松弛
症,并改善患者的不适症状和体征。
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