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摘要
目的:研究大黄素对烟曲霉菌性角膜炎模型大鼠的抗炎作
用机制ꎮ
方法:建立烟曲霉菌性角膜炎模型ꎬ分为模型组和大黄素
组ꎬ各 ８ 只ꎬ正常组 １０ 只ꎮ 大黄素组采取大黄治疗ꎬ模型
组和正常组采取等体积生理盐水治疗ꎮ 观察大鼠角膜炎
症指数、病理学特征ꎬ检测肿瘤坏死因子－α(ＴＮＦ－α)、白
介素－６(ＩＬ－６)、细胞间黏附分子－１( ＩＣＡＭ－１)、过氧化物
酶体增殖物激活受体(ＰＰＡＲ)、ＭＡＰＫ、ＮＦ－κＢ 蛋白ꎮ
结果:大黄素组大鼠角膜炎症指数、角膜炎症细胞计数、
ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＣＡＭ－１ 水平、ＭＡＰＫ、ＮＦ－κＢ 蛋白低于模型
组ꎬＰＰＡＲ 蛋白表达高于模型组(Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:大黄素通过调控 ＰＰＡＲ、ＭＡＰＫ、ＮＦ－κＢ 蛋白ꎬ改善
ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＣＡＭ－１ 炎症因子水平ꎬ对烟曲霉菌性角膜
炎大鼠起到抗炎作用ꎮ
关键词:大黄素ꎻ烟曲霉菌ꎻ角膜炎
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０引言
烟曲霉菌是一种致病性较强的病原菌ꎬ数据显示ꎬ因

烟曲霉菌感染导致角膜炎症发生的研究增多[１]ꎮ 近年来

我国患烟曲霉菌性角膜炎的人数也在逐年增加ꎬ严重制约
人们的生活水平ꎬ影响人们的身心健康[２]ꎮ 大黄素主要从

大黄中提取出来ꎬ是大黄的主要有效成分[３]ꎮ 大黄素药理
性质广泛ꎬ具有抑菌消炎、保肝利尿的功效ꎬ同时还可以调
节免疫系统[４]ꎮ 本实验通过大黄素对烟曲霉菌性角膜炎
模型大鼠进行治疗ꎬ研究其抗炎作用机制ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料　 选取 ３０ 只雄性健康清洁级 ＳＤ 大鼠ꎬ体质量
２１５ ~ ２５５(平均 ２２５􀆰 ５ ± １０􀆰 ２) ｇꎬ鼠龄 ９ ~ １２(平均 １０􀆰 ５ ±
０􀆰 ３)ｍｏꎬ均符合动物保护条例ꎮ 由广西医科大学实验动
物中心提供ꎬ大鼠饲养严格按照动物饲养标准规程操作ꎬ
环境温度保持于 ２２℃ ~ ２５℃ꎬ湿度 ４５％ ~ ５５％ꎬ每小时通
风 ６~１０ 次ꎬ每天按时给水及添加饲料ꎬ每 ２ｄ 更换垫料 １
次ꎮ 烟曲霉菌菌种由中国科学院微生物研究所菌种保存
中心提供ꎮ 本研究经过我院伦理委员会批准ꎮ 主要试剂
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　 　表 １　 三组大鼠角膜炎症指数和角膜炎症细胞计数比较 􀭰ｘ±ｓ

组别 数量(只)
角膜炎症指数

(分)
角膜炎症细胞计数

(个 /视野)
正常组 １０ ３􀆰 １５±０􀆰 ５５ ４０􀆰 ２５±１０􀆰 １６
模型组 ８ ６􀆰 ２５±１􀆰 ５５ａ ９０􀆰 １２±１７􀆰 ２５ａ

大黄素组 ８ ４􀆰 ３１±０􀆰 ３５ａꎬｃ ５９􀆰 ４５±１３􀆰 ３６ａꎬｃ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ８􀆰 ８７１ １１􀆰 ４９４
Ｐ <０􀆰 ０１ <０􀆰 ０１

注:ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 正常组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 模型组ꎮ

和仪器:大黄素(广东中山康之源生物有限公司提供)ꎻ流
式细胞仪、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试剂盒(天津九鼎公司)ꎻＰＰＡＲ、
ＭＡＰＫ、ＮＦ－κＢ 一抗和二抗(英国 Ａｂｃａｍ 公司提供)ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １烟曲霉菌性角膜炎模型建立　 将菌种在 Ｓａｂｏｕｒｏｕｄ
培养基中接种ꎬ在 ２５℃环境下培养 １ｗｋꎬ采用灭菌水配置
真菌孢子悬浊液ꎬ将孢子浓度调整为 １×１０８ＣＦＵ / ｍＬꎮ 选
取 ２０ 只大鼠制备烟曲霉菌性角膜炎模型ꎮ 参考任毅等[５]

模型建立并适当进行改正ꎬ在制备前使用 ５ｇ / Ｌ 左氧氟沙
星滴眼液滴注双眼ꎬ ４ 次 / ｄꎬ连续滴注 ３ｄꎮ 之后采用
３􀆰 ５ｍＬ / ｋｇ １０％水合氯醛进行腹腔麻醉ꎬ采用 １％盐酸丁卡
因滴注大鼠双眼ꎬ常规消毒后ꎬ采用 ４ｍｍ 环钻在角膜中间
进行定位ꎬ将角膜上皮清除后ꎬ覆盖直径 ６ｍｍ 的软性角膜
接触镜ꎬ将浓度为 １×１０８ＣＦＵ / ｍＬ 的悬浊液注入镜片与角
膜层之间ꎬ在结膜囊位置涂抹氧氟沙星眼膏ꎬ之后采用
５－０丝线将上下眼睑缝合ꎮ 手术 ９ｈ 后拆线ꎬ将软性角膜
接触镜移除ꎮ 建模 ４８ｈ 后ꎬ发现大鼠角膜白润病症深度加
深ꎬ范围扩大ꎬ覆盖整个眼球ꎬ说明建模成功ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２分组和给药　 ２０ 只大鼠建模死亡 ４ 只ꎬ成功 １６ 只ꎬ
随机分为模型组和大黄素组ꎬ各 ８ 只ꎮ 建模成功后 １ｈꎬ大
黄素组大鼠给予大黄素进行治疗ꎬ在大鼠眼结膜下注射大
黄素(大黄素ꎬ纯度≥９８％)ꎬ其剂量参考陈国玲等[６] 文
献ꎬ为 ０􀆰 ０５ｍＬꎬ１ 次 / ｄꎬ连续治疗 ５ｄꎮ 模型组和正常组大
鼠给予等体积的生理盐水进行治疗ꎬ１ 次 / ｄꎬ连续治疗 ５ｄꎮ
观察所有大鼠治疗期间饮食和活动情况ꎬ采用裂隙灯显微
镜观察大鼠鼠眼畏光、流泪和角膜混浊情况ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ 角膜炎症指数统计　 角膜炎症指数评分以病灶大
小、病变深度为标准ꎮ 病灶大小:病灶占角膜总面积的
１％~２５％ꎬ记为 １ 分ꎻ病灶占角膜总面积的>２５％ ~ ５０％ꎬ
记为 ２ 分ꎻ病灶占角膜总面积>５０％~７５％ꎬ记为 ３ 分ꎻ病灶
占角膜总面积的>７５％ ~ １００％ꎬ记为 ４ 分ꎮ 病变深度:角
膜显示轻度混浊ꎬ但瞳孔和虹膜清晰ꎬ记为 １ 分ꎻ角膜浅层
显示灰白色混浊ꎬ瞳孔和虹膜通过病灶可以观察到ꎬ记为
２ 分ꎻ角膜全层不透明ꎬ显示不均匀的混浊ꎬ记为 ３ 分ꎻ角
膜显示均匀致密混浊ꎬ记为 ４ 分ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４病理学观察　 提取大鼠角膜组织ꎬ在 １０％甲醛缓冲
液中保持 ４８ｈꎬ之后脱水、浸蜡、包埋、切片、脱蜡处理后ꎬ
采用 ＨＥ 进行染色ꎬ在显微镜下观察大鼠角膜病理学特
征ꎬ并对角膜炎症细胞进行计数ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５酶联免疫吸附测定法 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＣＡＭ－１ 指标
检测　 采用 ５０ｍｍｏｌ / Ｌ 碳酸盐包被缓冲液将抗原进行溶
解ꎬ 浓 度 为 １０ ~ ２０μｇ / ｍＬꎬ 在 ９６ 孔 酶 标 板 中 加 入

１００μＬ / 孔ꎬ４℃过夜保存ꎮ 第 ２ｄ 舍弃包被液ꎬ采用 ＰＢＳＴ
洗涤 ３ 次ꎬ每孔中加入 １５０μＬ １％ ＢＳＡꎬ在 ３７℃环境中封
闭 １ｈꎮ 之后采用 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ在每孔中加入 １００μＬ 不
同倍比稀释度的血清ꎬ加入对照样品ꎬ３７℃孵育 ２ｈꎮ 采用
ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次ꎬ加入 １００μＬ 稀释后的 ＨＲＰ 标记二抗ꎬ
３７℃孵育 １ｈꎮ ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次ꎬ之后使用显色剂显色
２０ｍｉｎ 后ꎬ在酶标仪上读取 Ａ４０５ 吸收值ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＰＰＡＲ、ＭＡＰＫ、ＮＦ－κＢ 蛋白表
达　 将采集到的标本使用 ＰＢＳ 缓冲液清洗 ３ 遍以上ꎬ分离
缓冲液ꎬ加入 ＩＰ 细胞裂解液ꎬ进行裂解 ３５ｍｉｎꎬ提取总蛋
白ꎬＢＣＡ 测定蛋白浓度ꎮ 取 ２０μｇ / 孔蛋白质ꎬ通过 １０％
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶进行电泳ꎬ加入适量浓缩的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
蛋白缓冲液 １５ｍｉｎꎻ１００Ｖ 电泳 １０ｍｉｎꎬ结束之后ꎬ将电转膜
浸泡在 １０％牛奶中ꎬ在 ３７℃环境下的摇床上封闭 １􀆰 ５ｈꎻ与
一抗(稀释浓度 １∶ １００００)结合ꎬ加入 ＴＢＳＴ 稀释按 １∶ １０００
稀释一抗 Ｔｕｂｕｌｉｎ(内参照)ꎬ在 ４℃ 环境下孵育过夜保
存ꎻ第 ２ｄ 用 ＴＢＳＴ 缓 冲 液 清 洗ꎬ 与 二 抗 ( 稀 释 浓 度
１ ∶ １０ ０００)结合在室温下孵育 １ｈꎬ再次用 ＴＢＳＴ 缓冲液
反复清洗ꎮ 最后加入显影剂将其仅在底物溶液中进行
显色ꎬ分析其灰度值ꎬ目的蛋白条带灰度值 / 内参条带灰
度值 ＝目的蛋白相对表达量ꎬ分析 ＰＰＡＲ、ＭＡＰＫ、ＮＦ－κＢ
蛋白表达量ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ２０􀆰 ０ 统计软件进行分析ꎬ其中

计量资料采用 􀭰ｘ±ｓ 进行描述ꎬ对于每个指标首先采用单

因素方差分析进行 ３ 组间的比较ꎬ若存在差异ꎬ再采用
ＬＳＤ－ｔ 检验进行组间的两两比较ꎮ 以 Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异有统
计学意义ꎮ
２结果
２􀆰 １三组大鼠角膜炎症指数和角膜炎症细胞计数比较 　
如表 １ 所示ꎬ三组大鼠角膜炎症指数和角膜炎症细胞计数
比较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 模型组大鼠角膜炎
症指数和角膜炎症细胞计数高于正常组ꎬ差异有统计学意
义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ大黄素组大鼠角膜炎症指数和角膜炎症细
胞计数低于模型组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ大黄素
组大鼠角膜炎症指数和角膜炎症细胞计数高于正常组ꎬ差
异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ２三组大鼠角膜组织病理学观察　 正常组大鼠角膜组
织上皮表现完整ꎬ未见炎性细胞浸润ꎮ 模型组大鼠角膜组
织胶原纤维发生肿胀ꎬ排列紊乱ꎬ有大量炎性细胞浸润ꎬ坏
死组织脱落ꎬ形成溃疡ꎮ 大黄素组大鼠角膜组织炎性细胞
减少ꎬ胶原纤维排列整齐(图 １)ꎮ
２􀆰 ３三组大鼠 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＣＡＭ－１ 水平比较　 三组大
鼠 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＣＡＭ－１ 水平比较ꎬ差异有统计学意义
(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 模型组大鼠 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＣＡＭ－１ 水平高于
正常组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ大黄素组 ＴＮＦ－α、
ＩＬ－６、ＩＣＡＭ－１ 水平低于模型组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎻ大黄素组 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＣＡＭ－１ 水平高于正常组ꎬ
差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ表 ２)ꎮ
２􀆰 ４三组大鼠 ＰＰＡＲ、ＭＡＰＫ、ＮＦ－κＢ 的蛋白表达比较 　
三组大鼠 ＰＰＡＲ、ＭＡＰＫ、ＮＦ－κＢ 的蛋白表达比较ꎬ差异有
统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 模型组大鼠 ＰＰＡＲ 蛋白表达低于
正常组ꎬＭＡＰＫ、ＮＦ－κＢ 蛋白高于正常组ꎬ差异有统计学意

７６４１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.１９ꎬ Ｎｏ.９ Ｓｅｐ. ２０１９　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



　 　

图 １　 三组大鼠角膜组织病理学观察(ＨＥ) 　 Ａ:正常组(×２００)ꎻＢ:模型组(×４００)ꎻＣ:大黄素组(×２００)ꎮ

表 ２　 三组大鼠 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＣＡＭ－１ 水平比较 (􀭰ｘ±ｓꎬｎｇ / Ｌ)
组别 数量(只) ＴＮＦ－α ＩＬ－６ ＩＣＡＭ－１
正常组 １０ ３５３􀆰 １５±２０􀆰 ５５ １４０􀆰 ２５±１１􀆰 １６ ３８􀆰 ６６±５􀆰 ４５
模型组 ８ ４６８􀆰 ２５±５０􀆰 ５５ａ ２９０􀆰 １２±２０􀆰 ２５ａ ６８􀆰 ４２±１０􀆰 ３３ａ

大黄素组 ８ ３８２􀆰 １１±１０􀆰 ８５ａꎬｃ １８９􀆰 ４５±１５􀆰 ３６ａꎬｃ ４５􀆰 ３６±８􀆰 ６２ａꎬｃ

　
Ｆ ９􀆰 ８８６ ３０􀆰 ００７ １１􀆰 ８２０
Ｐ <０􀆰 ０１ <０􀆰 ０１ <０􀆰 ０１

注:ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 正常组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 模型组ꎮ

表 ３　 三组大鼠 ＰＰＡＲ、ＭＡＰＫ、ＮＦ－κＢ的蛋白表达比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 数量(只) ＰＰＡＲ ＭＡＰＫ ＮＦ－κＢ
正常组 １０ １􀆰 １５±０􀆰 ０６ ０􀆰 ３２±０􀆰 ０５ ０􀆰 ４２±０􀆰 ０３
模型组 ８ ０􀆰 ２５±０􀆰 ０５ａ １􀆰 ２５±０􀆰 ０８ａ １􀆰 ３６±０􀆰 ０５ａ

大黄素组 ８ ０􀆰 ８８±０􀆰 ０４ａꎬｃ ０􀆰 ９５±０􀆰 ０３ａꎬｃ １􀆰 ０６±０􀆰 ０２ａꎬｃ

　
Ｆ ５０􀆰 ９６３ ４２􀆰 ９２６ ７９􀆰 １５７
Ｐ <０􀆰 ０１ <０􀆰 ０１ <０􀆰 ０１

注:ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 正常组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 模型组ꎮ

义(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ大黄素组 ＰＰＡＲ 蛋白表达高于模型组ꎬ
ＭＡＰＫ、ＮＦ － κＢ 低于模型组ꎬ差异有统计学意义 ( Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎻ大黄素组 ＰＰＡＲ 蛋白表达低于正常组ꎬＭＡＰＫ、
ＮＦ－κＢ表达高于正常组ꎬ差异有统计学意义 (Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ
表 ３ꎬ图 ２)ꎮ
３讨论

真菌性角膜炎致病菌是真菌ꎬ是一种感染性角膜病ꎮ
真菌性角膜炎与长时间配戴角膜接触镜和使用抗生素有
关[７]ꎮ 我国主要的致病真菌主要有镰刀菌属、曲霉菌属和
念珠菌等[８]ꎮ 烟曲霉菌属于曲霉菌属ꎬ烟曲霉菌角膜炎使
用一般的抗菌药物治疗ꎬ很难完全杀死ꎬ增大了治疗难度ꎬ
严重时会导致角膜溃疡、角膜穿孔甚至失明[９]ꎮ 本研究
中ꎬ建立烟曲霉菌性角膜炎大鼠模型ꎬ选择将悬浊液注入
角膜接触镜镜片与角膜层之间ꎬ其操作简单ꎬ时间短ꎬ建模
成功率较高ꎮ
　 　 研究表明ꎬ多种细胞因子参与了真菌性角膜炎的发生
和发展ꎬ细胞因子表达水平与炎症的发生和发展以及角膜
损伤的严重具有相关性[１０]ꎮ 有研究指出ꎬ大黄素能够提
高角膜闭锁蛋白表达量ꎬ保护角膜屏障完整ꎬ降低中性粒
细胞的浸润程度ꎬ减少角膜损伤[１１]ꎮ 本研究结果显示ꎬ大
黄素组大鼠角膜炎症指数和角膜炎症细胞计数降低ꎬ说明
大黄素可以降低大鼠角膜炎症指数ꎬ减少角膜炎症细胞数

　 　

图 ２ 　 三组大鼠 ＰＰＡＲ、ＭＡＰＫ、ＮＦ － κＢ 蛋白表达 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ图ꎮ

量ꎮ 高红刚等[１２]指出ꎬ大黄素能够抑制眼部碱烧伤炎症ꎮ
本研究也说明大黄素的抑制炎症作用明显ꎮ ＩＬ－６ 是炎症
发热反应的重要因子ꎬ某些肿瘤细胞会自身诱导形成
ＩＬ－６ꎬ促进肿瘤细胞的增殖生长ꎬＩＬ－６ 在人体内参与多种
炎症反应和疾病ꎬ属于促炎因子[１３－１４]ꎮ ＴＮＦ－α 能够刺激
免疫活性细胞产生白细胞介素等炎症因子ꎬ但是 ＴＮＦ－α
在机体中过多表达ꎬ会促使 Ｔ 细胞产生各种炎症因子ꎬ从
而造成机体细胞的损坏[１５]ꎮ ＩＣＡＭ－１ 是一种重要的黏附
分子ꎬ主要介导细胞间的黏附反应ꎬ参与细胞间的信号转
导和活化过程ꎬ促进细胞生长和分化ꎬ在炎症反应过程中
发挥着重要作用[１６]ꎮ 本研究结果显示ꎬ大黄素组 ＴＮＦ－α、
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ＩＬ－６、ＩＣＡＭ－１ 水平降低ꎬ说明大黄素可以改善大鼠的
ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＣＡＭ－１ 水平ꎬ起到抑制炎症的作用ꎮ Ｃｈｅｎ
等[１７]指出ꎬ大黄素能够缓解角膜水肿和炎性细胞浸润程
度ꎬ降低角膜组织中 ＴＮＦ－α、ＩＣＡＭ－１ 水平ꎬ与本研究结果
保持一致ꎮ

本研究显示ꎬ大黄素组 ＰＰＡＲ 蛋白表达升高ꎬＭＡＰＫ、
ＮＦ－κＢ 表达降低ꎬ说明大黄素对 ＭＡＰＫ、ＮＦ－κＢ 有抑制作
用ꎬ促进 ＰＰＡＲ 蛋白表达ꎬ大黄素通过抑制 ＮＦ－κＢ 活化ꎬ
能够减少炎性细胞因子的释放ꎬ从而对组织起到一定的保
护作用ꎮ 陈国玲等[６] 研究也指出ꎬ大黄素能改善其 ＮＦ－
κＢ 蛋白表达ꎬ本研究与其保持一致ꎮ ＮＦ－κＢ 可以与多种
基因启动因子进行特异性结合ꎬ促进基因转录ꎬＮＦ－κＢ 通
过对下游基因进行转录ꎬ起到对炎症因子网络调节作
用[１８－１９]ꎮ ＰＰＡＲ、ＭＡＰＫ 是 ＮＦ －κＢ 重要的调节蛋白[２０]ꎮ
通过本研究说明ꎬ大黄素其可能的作用机制是激活ＮＦ－κＢ
相关通路ꎬ控制 ＰＰＡＲ、ＭＡＰＫ 表达ꎬ通过抑制 ＮＦ－κＢ 调控
ＴＮＦ－α、ＩＬ － ６、ＩＣＡＭ－ １ 水平ꎬ抑制炎性释放ꎬ降低炎性
反应ꎮ

综上所述ꎬ大黄素治疗烟曲霉菌性角膜炎模型大鼠效
果显著ꎬ通过调控 ＰＰＡＲ、 ＭＡＰＫ、 ＮＦ － κＢ 蛋白ꎬ 改善
ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＣＡＭ－１ 炎症因子水平ꎬ起到抗炎作用ꎮ
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