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摘要
目的:通过体外分离及培养泪腺上皮细胞ꎬ建立干眼细胞
模型ꎬ分析相关炎症因子ꎬ为进一步探究干眼治疗的有效
药物奠定基础ꎮ
方法:体外分离培养兔泪腺上皮细胞ꎬ并采用细胞增殖实
验和免疫荧光实验对原代细胞活性和纯度进行鉴定ꎮ 根

据脂多糖(ＬＰＳ)和肿瘤坏死因子－α(ＴＮＦ－α)的 ＩＣ５０值ꎬ采
用两者的 ０􀆰 ５ 倍 ＩＣ５０刺激兔泪腺上皮细胞ꎬ构建干眼细胞
模型即 ＬＰＳ 组和 ＴＮＦ－α 组ꎬ并通过细胞增殖实验、ＥＬＩＳＡ
和流式方法对比两种构建干眼细胞模型的相关生物学
特征ꎮ
结果:兔泪腺上皮原代细胞培养 １２ｈ 后细胞基本贴壁ꎬ４８ｈ
可见细胞形态舒展ꎬ呈长三角形ꎮ 兔泪腺上皮原代细胞活
性为 ９２％以上ꎬ标志角化蛋白( Ｐａｎ－ｃｙｔｏｅｒａｔｉｎ)阳性率>
９０％ꎬ符合实验要求ꎮ ＬＰＳ 和 ＴＮＦ－α １２ｈ 的 ＩＣ５０ 分别为
２０μｇ / ｍＬ、４􀆰 ９９６ｎｇ / ｍＬꎬ采用 ＬＰＳ ( １０μｇ / ｍＬ) 和 ＴＮＦ － α
(２􀆰 ５ｎｇ / ｍＬ)干预细胞 １２ｈ 后:两组细胞凋亡率明显高于
空白对照组(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ组间比较ꎬＴＮＦ－α 组细胞凋亡率
高于 ＬＰＳ 组(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ两组细胞上清液中 ＩＬ－１β 和 ＩＬ－６
的含量均明显高于空白对照组 ( Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ组间比较ꎬ
ＴＮＦ－α组 ＩＬ － １β 和 ＩＬ － ６ 的含量明显高于 ＬＰＳ 组 (Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎮ 提示 ＴＮＦ－α 模拟干眼的炎症反应效果优于 ＬＰＳꎮ
结论:本研究成功建立了一种细胞纯度较高、相对简便、快
速ꎬ模型稳定的兔干眼细胞模型ꎬ为兔泪腺上皮细胞功能
及干眼的基础研究提供了更稳定的体外实验模型ꎮ
关键词:兔泪腺上皮细胞ꎻ原代培养ꎻ干眼细胞模型ꎻ脂多
糖ꎻ肿瘤坏死因子－α
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ｏｆ ｄｒｙ ｅｙｅ.
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａ
ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ ｒａｐｉｄ ｒａｂｂｉｔ ｄｒｙ ｅｙｅ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ
ｈｉｇｈ ｃｅｌｌ ｐｕｒｉｔｙ ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙꎬ ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａ ｍｏｒｅ
ｓｔａｂｌｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｒｅｓｅａｒｃｈ
ｏｎ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ｌａｃｒｉｍａｌ ｇｌａｎｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ
ｄｒｙ ｅｙｅ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｌａｃｒｉｍａｌ ｇｌａｎｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ ｐｒｉｍａｒｙ
ｃｕｌｔｕｒｅꎻ ｄｒｙ ｅｙｅ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌꎻ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎻ ＴＮＦ－α

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｌｉ Ｌꎬ Ｚｈｕ ＭＣꎬ Ｌｉ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ｄｒｙ
ｅｙｅ ｃｅｌｌｓ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｔｓ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ. Ｇｕｏｊｉ
Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２１ꎻ２１(２):２１７－２２１

０引言
随着现代生活计算机、手机的普及ꎬ外界环境风沙、烟

尘的侵袭ꎬ隐形眼镜和冷暖空调的广泛使用ꎬ干眼的发病
率呈逐年升高趋势[１－２]ꎮ 因此ꎬ对干眼发病机制与药物防
治的研究具有重要的现实意义ꎮ 基于泪腺细胞原代培养
构建稳定的干眼细胞模型成为本课题组研究的首要工作ꎬ
然而ꎬ干眼细胞模型虽有报道ꎬ但不尽详细ꎬ模型的稳定性
也有待考究ꎬ不利于以原代泪腺细胞为工具的相关的基础
和临床研究ꎮ 因此ꎬ本研究使用原代培养兔泪腺上皮细
胞ꎬ采用脂多糖(ＬＰＳ)和肿瘤坏死因子－α(ＴＮＦ－α)干预
的方式构建干眼细胞模型ꎬ并通过免疫荧光、流式和
ＥＬＩＳＡ 方法ꎬ对原代细胞进行活性和纯度检测ꎬ并对比两
种建模方式的差异ꎬ为进一步筛选干眼防治药物和评价药
效学奠定基础ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料　 新西兰白兔ꎬ雄性ꎬ１２ 只ꎬ９０ 日龄ꎬ１~ １􀆰 ２ｋｇꎬ普
通级ꎬ由湖南中医药大学动物实验中心提供( ＳＰＦ 级)ꎮ
湖南许可证号: ＳＣＸＫ(湘) ２０１３ － ０００４ꎮ 饲养温度 ２０ ~
２５℃ꎬ湿度 ５０％~７０％ꎮ 所有动物实验操作均经过湖南中
医药大学实验动物伦理委员会审议并通过ꎮ 流式细胞仪
(美国 Ｂｅｃｋｍａｎꎬ ｃｏｕｌｔｅｒ － ｃｙｔｅｘｐｅｒｔ)ꎬ细胞培养箱 (美国
Ｔｈｅｒｍｏꎬ３１１１)ꎬ台式高速冷冻离心机 (美国 Ｔｈｅｒｍｏ)ꎬ
ＥＬＸ８００－酶标仪(美国 Ｂｉｏ－ｔｅｋꎬＥＬＸ８００)ꎬ微量移液器(德
国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ)ꎻＦＢＳ、ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 的培养液购自美国 Ｇｉｂｃｏꎬ
Ⅱ型胶原酶(Ｖ９００８９２)、ＬＰＳ(ＳｉｇｍａꎬＬ２８８０)ꎬＴＮＦ－α 因子
(美国 Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ６５１９)ꎬＰａｎ －ｃｙｔｏｅｒａｔｉｎ 抗体( ｂｓ －

１７１２Ｒ)、ＦＩＴＣ－羊抗兔 ＩｇＧ(ｂｓ－０３７０Ｒ)、Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ
细胞凋亡检测试剂盒(ＢＡ００１０１)、ＣＣＫ－８ 细胞增殖－毒性
检测试剂盒(ＢｉｏｓｈａｒｐꎬＢＳ３５０Ａ)ꎮ
１􀆰 ２方法

１􀆰 ２􀆰 １完全培养液的配置 　 取 １０ｍＬ ＦＢＳ、４０ｍＬ ＤＭＥＭ /
Ｆ１２ 基础培养基混合ꎬ配成含 ２０％ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 完全
培养液ꎮ Ⅱ型胶原酶:０􀆰 ０１ｇⅡ型胶原酶粉溶于基础培养
基中定容至 ５ｍＬꎬ配制成 ２ｇ / Ｌ 应用液ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ 泪腺上皮细胞的原代培养[３－４] 　 随机选取 １ 只雄
兔ꎬ选用 ２０％乌拉坦 １􀆰 ５ｇ / ｍＬ 耳缘静脉注射ꎬ在超净工作

台上常规无菌操作ꎬ用眼科剪取出泪腺组织ꎮ 置于培养皿
中用含双抗的 ＰＢＳ 清洗两遍ꎬ换成 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 基础培养
基ꎬ剥离小血管及纤维结缔组织ꎬ并剪碎泪腺小组织块ꎬ整
个过程在冰上操作ꎮ 转移至 １５ｍＬ ＢＤ 管中ꎬ１５００ｒ / ｍｉｎꎬ
离心 ５ｍｉｎ 去上清ꎬ 加入 ５ｍＬ Ⅱ 型胶原酶ꎬ 置于摇床
８０ｒ / ｍｉｎ消化 ２０ ~ ３０ｍｉｎ 后加入完全培养液终止消化ꎮ
１５００ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ｍｉｎꎬ弃部分上清ꎬ加入 ５ｍＬ ０􀆰 ２５％胰蛋

白酶后于培养箱消化 ５ｍｉｎꎮ 终止消化后进行吹打并吸走
絮片状组织块ꎬ经 ２００ 目筛网过滤ꎬ１５００ｒ / ｍｉｎꎬ离心 ５ｍｉｎ
去上清ꎮ 加入含 ２０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 完全培养基ꎬ制
备细胞悬液ꎮ 细胞按(４ ~ ６) ×１０４ ｃｅｌｌｓ / ｍＬ 的密度接种于
培养瓶ꎬ常规培养ꎬ１２ｈ 后换液ꎬ以去除没有贴壁的细胞及
碎片ꎮ 此后每 １２ｈ 换液一次ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３免疫荧光法检测 Ｐａｎ－ｃｙｔｏｅｒａｔｉｎ 蛋白 　 取第二代
细胞ꎬ接种于预置在 １２ 孔板的爬片上ꎬ当细胞基本融合ꎬ
及时取出作 ４％多聚甲醛固定 ３０ｍｉｎꎮ 冷 ０􀆰 ０１ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ
洗 ５ｍｉｎ×３ 次ꎬ５％ＢＳＡ 封闭 ３０ｍｉｎ 后ꎬ每孔加入一抗兔源
Ｐａｎ－ｃｙｔｏｅｒａｔｉｎ(１ ∶ ２００) ５０μＬꎬ４℃ 孵育过夜ꎮ ＰＢＳ 洗爬片
５ｍｉｎ×３ 次ꎬ吸水纸吸干多余液体后加入 ＦＩＴＣ 标记抗兔
ＩｇＧ(１∶ ２００)ꎬ室温避光孵育 １ｈꎬ弃液ꎬＰＢＳ 洗 ５ｍｉｎ×５ 次ꎮ
细胞骨架罗丹明(１∶ １００)染色ꎬ避光孵育 ２０ｍｉｎꎬ弃液ꎬＰＢＳ
洗 ５ｍｉｎ×５ 次ꎮ 滴加 ＤＡＰＩ(１∶ ２００)避光孵育 ５ｍｉｎꎬ弃液ꎬ
ＰＢＳ 洗 ５ｍｉｎ×８ 次ꎮ 防荧光淬灭剂封片ꎮ 检测泪腺上皮细
胞特异性蛋白 Ｐａｎ－ｃｙｔｏｅｒａｔｉｎ 表达情况ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４干眼细胞模型[５] 　 根据 ＬＰＳ 和 ＴＮＦ－α 的 ＩＣ５０值ꎬ
结合预实验结果ꎬ分别选取 ＬＰＳ (１０μｇ / ｍＬ) 和 ＴＮＦ － α
(２􀆰 ５ｎｇ / ｍＬ)作为干预泪腺细胞的施加因素ꎬ干预 １２ｈ 后ꎬ
处理细胞ꎬ收集样本ꎬ对相关炎性因子的细胞损伤关键元
件进行检测ꎬ拟构建泪腺细胞的炎症微环境ꎬ模拟干眼的
生物学特征ꎬ同步设空白对照组ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４􀆰 １ 药物 ＩＣ５０ 的测定 　 泪腺细胞接种于 ９６ 孔板
(６０００ｃｅｌｌｓ / ｗｅｌｌ )ꎮ 分 别 用 不 同 浓 度 ( ０、 ５、 １０、 ２０、
４０μｇ / ｍＬ)的 ＬＰＳ 和 ＴＮＦ－α(０、２􀆰 ５、５、１０、２０ｎｇ / ｍＬ)孵育
１２ｈꎮ 根据试剂盒说明书ꎬ使用 ＣＣＫ－８ 测定细胞毒性ꎮ 在
４５０ｎｍ 处测量光密度(ＯＤ)ꎮ 根据光密度(ＯＤ)计算细胞
抑制率 ＩＲ(％)＝ (对照－干预) / (对照－空白) ×１００％ꎬ以
及 ＩＣ５０ꎮ 选取半数 ＩＣ５０值作为干预浓度ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４􀆰 ２流式细胞术检测各组细胞的凋亡情况 　 泪腺原

代细胞接种于 ６ 孔板(１００００ｃｅｌｌｓ / ｗｅｌｌ)中ꎬ采用上述细胞
模型建立的不同干预方式处理 １２ｈ 后ꎬ收集各组细胞ꎬ按
照 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ / ＰＩ 试剂盒说明书ꎬ使用流式细胞仪检
测各组细胞凋亡率ꎮ
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图 １　 兔泪腺上皮原代细胞提取与培养　 Ａ:兔泪腺取材ꎻＢ:兔泪腺上皮原代细胞镜下观察(×４０)ꎻＣ:兔泪腺上皮原代细胞镜下观察

(×１００)ꎮ

图 ２　 兔泪腺上皮原代细胞标志蛋白 Ｐａｎ－ｃｙｔｏｅｒａｔｉｎ的表达(×２００)　 Ａ:合成 Ｂ＋Ｃ＋ＤꎻＢ:ＦＩＴＣ 标记 Ｐａｎ－ｃｙｔｏｅｒａｔｉｎ 蛋白ꎻＣ:ＤＡＰＩ 标
记细胞核ꎻＤ:罗丹明标记细胞骨架ꎮ

图 ３　 ＬＰＳ和 ＴＮＦ－α干预兔泪腺原代上皮细胞 １２ｈ的 ＩＣ５０ 　 Ａ:ＬＰＳ 的 ＩＣ５０ꎻＢ:ＴＮＦ－α 的 ＩＣ５０ꎮ

１􀆰 ２􀆰 ４􀆰 ３ ＥＬＩＳＡ检测各组细胞上清液中相关炎性因子的

含量　 泪腺原代细胞接种于 ６ 孔板(８０００ｃｅｌｌｓ / ｗｅｌｌ)中ꎬ
采用上述细胞模型建立的不同处理方法ꎬ收集各组细胞上

清液ꎬ按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书ꎬ测定白细胞介素 １β
(ＩＬ－１β)和白细胞介素 ６(ＩＬ－６)的含量ꎮ

统计学分析:使用 ＳＰＳＳ２１􀆰 ０ 统计软件进行处理数据ꎬ
计量资料经正态性检验符合正态分布ꎬ以均数±标准差

(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ采用单因素方差分析进行组间比较ꎬ并用
ＬＳＤ－ｔ 检验进行两两比较ꎬ以 Ｐ< ０􀆰 ０５ 为差异有统计学

意义ꎮ
２结果

２􀆰 １兔泪腺上皮原代细胞培养情况 　 原代培养 １２ｈ 后细

胞基本贴壁ꎬ４８ｈ 可见细胞形态舒展ꎬ呈长三角形ꎮ 待细

胞增殖至覆盖培养瓶 ７０％ ~ ８０％时进行胰蛋白酶消化传

代ꎮ 用 ＣＣＫ－８ 法检测细胞活性ꎬ达 ９２％以上ꎬ见图 １ꎮ
２􀆰 ２免疫荧光法检测兔泪腺上皮原代细胞标志蛋白 Ｐａｎ－
ｃｙｔｏｅｒａｔｉｎ的表达　 免疫荧光结果显示:兔泪腺上皮原代

细胞标志角化蛋白(Ｐａｎ－ｃｙｔｏｅｒａｔｉｎ)主要表达在细胞质ꎬ
且阳性率>９０％ꎬ符合实验要求ꎬ见图 ２ꎮ
２􀆰 ３ ＬＰＳ和 ＴＮＦ－α的 ＩＣ５０结果　 ＣＣＫ－８ 结果显示:ＬＰＳ 和
ＴＮＦ－α 干预兔泪腺上皮细胞 １２ｈ 的 ＩＣ５０分别为 ２０μｇ / ｍＬ、

　 　表 １　 不同浓度 ＬＰＳ和 ＴＮＦ－α 干预兔泪腺原代上皮细胞的抑

制率

ＬＰＳ(μｇ / ｍＬ) 抑制率(％) ＴＮＦ－α(ｎｇ / ｍＬ) 抑制率(％)
４０ ５９.０９ ２０ ７３􀆰 ５７
２０ ４９.７９ １０ ６９􀆰 ９
１０ ４０.０２ ５ ５７􀆰 ２１
５ ２２.９２ ２􀆰 ５ ４０􀆰 ４５
２􀆰 ５ １２.９７ １􀆰 ２５ １６􀆰 ８８
１􀆰 ２５ ４.９６ ０􀆰 ６２５ ９􀆰 ４

４􀆰 ９９６ｎｇ / ｍＬꎬ拟后续两种方法制备兔干眼细胞模型时ꎬ选
择 ＬＰＳ 的 ０􀆰 ５ 倍ꎬ即 １０μｇ / ｍＬ 和 ＴＮＦ－α 的 ０􀆰 ５ 倍 ＩＣ５０ꎬ即
２􀆰 ５ｎｇ / ｍＬ 进行后续实验ꎬ见表 １ꎬ图 ３ꎮ
２􀆰 ４流式细胞术检测各组细胞的凋亡情况　 流式细胞术

结果显示:三组细胞凋亡率比较ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝
２２５􀆰 ３０ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎮ ＬＰＳ(１０μｇ / ｍＬ)和 ＴＮＦ－α(２􀆰 ５ｎｇ / ｍＬ)
组细胞凋亡率明显高于空白对照组ꎬ差异具有统计学意义

( ｔ＝ １２􀆰 ３４ꎬＰ<０􀆰 ０１ꎻｔ＝ １６􀆰 ５３ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎮ 两种造模干预组

组间比较ꎬＴＮＦ－α 组细胞凋亡率高于 ＬＰＳ 组ꎬ差异具有统

计学意义( ｔ＝ ４􀆰 １８ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎬ提示 ＴＮＦ－α 模拟干眼的炎

症反应效果优于 ＬＰＳꎬ见表 ２ꎬ图 ４ꎮ
９１２
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图 ４　 两种干预方式细胞凋亡情况的比较　 Ａ:空白对照组ꎻＢ:ＬＰＳ 组ꎻＣ:ＴＮＦ－α 组ꎻＤ:各组凋亡率比较ꎮｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 空白对照组ꎻｄＰ<
０􀆰 ０１ ｖｓ ＬＰＳ 组ꎮ

表 ２　 各组细胞凋亡率和细胞上清液中 ＩＬ－１β、ＩＬ－６ 的含量比较 􀭰ｘ±ｓ
分组 凋亡率(％) ＩＬ－１β(ｐｇ / ｍＬ) ＩＬ－６(ｐｇ / ｍＬ)
空白对照组 ４􀆰 ６９±０􀆰 ４４ １９􀆰 ４７±２􀆰 ４５ ２０􀆰 ０２±２􀆰 ６３
ＬＰＳ 组 １７􀆰 ０３±１􀆰 ７２ｂ ４９􀆰 ０３±４􀆰 ７３ｂ ６４􀆰 ６７±６􀆰 １６ｂ

ＴＮＦ－α 组 ２１􀆰 ２１±１􀆰 ３３ｂꎬｄ ６２􀆰 ８３±６􀆰 ２５ｂꎬｄ ８６􀆰 ３３±６􀆰 ５０ｂꎬｄ

　 　 　
Ｆ ２２５􀆰 ３０ １０９􀆰 １１ １９６􀆰 ９１
Ｐ <０􀆰 ０１ <０􀆰 ０１ <０􀆰 ０１

注:ｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 空白对照组ꎻｄＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ ＬＰＳ 组ꎮ

２􀆰 ５ ＥＬＩＳＡ检测各组细胞上清液中炎性因子的含量 　
ＥＬＩＳＡ 结果显示:三组细胞上清液中 ＩＬ－１β 和 ＩＬ－６ 的含量

比较ꎬ差异有统计学意义(均 Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ ＬＰＳ(１０μｇ / ｍＬ)和
ＴＮＦ－α 组(２􀆰 ５ｎｇ / ｍＬ)细胞上清液中 ＩＬ－１β 和 ＩＬ－６的含

量均明显高于空白对照组ꎬ差异具有统计学意义 ( Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎮ 两种造模干预组组间比较ꎬＴＮＦ－α 组 ＩＬ－１β 和

ＩＬ－６的含量明显高于 ＬＰＳ 组ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ<
０􀆰 ０１)ꎬ提示 ＴＮＦ－α 模拟干眼的炎症反应效果优于 ＬＰＳꎬ
见表 ２ꎮ
３讨论

干眼是眼表的一种多因子疾病ꎬ特征是泪膜稳态的丧

失并伴有眼表症状ꎬ其病因包括泪膜不稳定、泪液高渗性、
眼表炎症与损伤和神经感觉异常ꎬ其中泪腺上皮炎症浸润

和病变是干眼的重要病理生理过程[６－７]ꎮ 近几年有研究
发现ꎬ眼表的慢性炎症是干眼重要的病理机制[８] ꎮ 人体

内的炎症因子如 ＴＮＦ－α 具有免疫调节、参加炎症反应

的功能ꎬ生理状态下炎症因子表达较低[９] ꎬ当分泌量加

大时ꎬ能够激活单核细胞和中性粒细胞ꎬ促进白细胞聚

集ꎬ诱发机体产生一系列炎症反应[１０] ꎮ 炎症在延续和维
持干眼中起着关键作用[１１] ꎮ 因此ꎬ通过离体兔泪腺并分

离泪腺上皮细胞作为研究干眼的对象ꎬ有助于在体外模

拟干眼ꎮ
本研究中兔泪腺上皮细胞的体外基础培养基为

ＤＭＥＭ / Ｆ１２ꎬ含有更为丰富的营养成分和多种微量元素ꎬ
并加以 １５％~２０％的 ＦＢＳꎬ能尽可能模拟体内机体环境ꎬ有
利于细胞的生长和代谢ꎮ 本研究对获取的兔泪腺上皮细

胞进行活性和纯度检测结果显示:兔泪腺上皮原代细胞标

志角化蛋白(Ｐａｎ－ｃｙｔｏｅｒａｔｉｎ)主要表达在细胞质ꎬ且阳性

率>９０％ꎬ符合实验要求ꎮ
目前研究表明ꎬ干眼发生的主要机制为炎症反应、细

胞凋亡等ꎬ众多炎症细胞因子、促炎因子的交互作用参与

了干眼的发病过程[１２－１３]ꎮ 常规细胞炎症模型的干预方法

以 ＬＰＳ 刺激为主ꎬＬＰＳ 是革兰氏阴性菌细胞外膜的主要成

分ꎬ与其受体结合后启动细胞内信号传递链ꎬ促使核因

子－κＢ(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ－ｋａｐｐａ ＢꎬＮＦ－κＢ)活化ꎬ从而启动炎

症介质、黏附分子等转录ꎬ介导炎症反应[１４]ꎮ 而 ＴＮＦ－α
０２２
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是干眼炎症反应中活跃的炎症因子ꎬ通过激活 ＮＦ－κＢ 通

路诱导炎症介质的产生ꎬ介导细胞凋亡ꎮ 我们前期研究也

证实兔干眼动物模型血清和泪腺组织匀浆液中 ＴＮＦ－ɑ 表

达与正常组差异最为显著ꎬ而且干眼患者泪液中 ＴＮＦ－α
的含量与角膜上皮的损伤程度呈正相关[１５]ꎬ由此可推测ꎬ
在一定程度上 ＴＮＦ－α 干预泪腺上皮细胞更具备干眼模型

的特征ꎮ 因此ꎬ本研究采用 ＬＰＳ 和 ＴＮＦ－α 构建干眼模型ꎬ
并对两者构建干眼模型的 ＩＣ５０ꎬ细胞凋亡和炎性因子分泌

等进行检测和比较ꎬ结果表明 ＬＰＳ 和 ＴＮＦ－α 干预兔泪腺

上皮细胞 １２ｈ 的 ＩＣ５０分别为 ２０μｇ / ｍＬ 和 ４􀆰 ９９６ｎｇ / ｍＬꎬ两
者的 ０􀆰 ５ 倍 ＩＣ５０ꎬ即 １０μｇ / ｍＬ 和 ２􀆰 ５ｎｇ / ｍＬ 干预下细胞凋

亡和炎性因子分泌水平 ＴＮＦ－α 高于 ＬＰＳꎮ 由此可见ꎬＬＰＳ
和 ＴＮＦ－α 皆可以构建干眼模型ꎬ但是在相同 ＩＣ５０的干预

下ꎬＴＮＦ－α 的造模效果优于 ＬＰＳꎮ
本研究成功建立了一种细胞纯度较高、相对简便、快

速ꎬ模型稳定的兔干眼细胞模型ꎬ为兔泪腺上皮细胞功能

及干眼的基础研究提供了更稳定的体外实验模型ꎮ
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