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摘要

目的:探讨高原低压缺氧环境对兔泪液指标及相关解剖结

构的影响ꎮ
方法:选取 １８ 只健康新西兰兔ꎬ随机分为高原组和对照

组ꎬ每组 ９ 只 １８ 眼ꎮ 高原组饲养于西北特殊环境人工实

验舱ꎬ模拟海拔 ６ ０００ ｍ 低压缺氧环境ꎻ对照组饲养于常

压常氧的清洁动物房ꎮ 分别于干预前、干预 ３、７ ｄꎬ２、４ ｗｋ
采用 ＲＨＣＴ－１ 角膜地形图仪干眼综合分析系统检测泪河

高度、泪膜破裂时间ꎬ并采用泪液分泌试验测量泪液分泌

量ꎬ同时利用拉曼光谱分析高原环境干预前后泪液成分的

变化ꎮ 干预 ４ ｗｋ 采用苏木素－伊红(ＨＥ)染色观察下睑结

膜、角膜、泪腺、哈氏腺的组织病理学变化ꎬ采用免疫组织

化学法检测结膜组织中黏蛋白 ５ＡＣ(ＭＵＣ５ＡＣ)的表达ꎮ
结果:与对照组相比ꎬ高原组兔泪液分泌量、泪河高度、首
次及平均泪膜破裂时间自干预 ３ ｄ 开始明显下降ꎬ且随观

察时间的延长有显著差异(Ｐ<０.０５)ꎻ干预 ２ ｗｋ 开始上述

各指标增加ꎮ 干预４ ｗｋꎬ高原组兔泪液成分中蛋白质、脂
质含量较干预前增多ꎬ核酸含量较干预前减少ꎬ且与对照

组相比ꎬ高原组兔角膜基质水肿增厚ꎬ结膜杯状细胞数量

增多ꎬＭＵＣ５ＡＣ 表达水平升高ꎬ泪腺上皮细胞胞浆萎缩扁

平ꎬ腺腔扩大ꎬ哈氏腺无明显破坏性改变ꎮ
结论:急性高原环境可破坏兔眼表稳态ꎬ使泪液分泌量下

降ꎬ泪膜稳定性降低ꎬ但在一定时间内随着对低压缺氧环

境的习服ꎬ机体发生代偿ꎬ可在一定程度上增加泪液分泌

量ꎬ恢复泪膜稳定性ꎮ
关键词:高原ꎻ低压ꎻ缺氧ꎻ泪液ꎻ拉曼光谱
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ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｅａｒ ｆｉｌｍ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｓꎬ ｂｕｔ ｗｉｔｈｉｎ
ａ ｃｅｒｔａｉｎ ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ｔｉｍｅꎬ ｒａｂｂｉｔｓ ｕｎｄｅｒｇｏ ｃｏｍｐｅｎｓａｔｉｏｎ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈａｂｉｔｕａｔｉｏｎ ｔｏ ｔｈｅ ｈｙｐｏｂａｒｉｃ ｈｙｐｏｘｉａ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔꎬ ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｔｅａｒ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｔｏ ａ
ｃｅｒｔａｉｎ ｅｘｔｅｎｔ ａｎｄ ｒｅｓｔｏｒｅ ｔｈｅ ｔｅａｒ ｆｉｌｍ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｐｌａｔｅａｕꎻ ｈｙｐｏｂａｒｉｃꎻ ｈｙｐｏｘｉａꎻ ｔｅａｒꎻ
Ｒａｍａｎ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｑｉａｎ ＪＭꎬ Ｈｕ Ｂꎬ Ｚｈａｎｇ ＦＥꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｌａｔｅａｕ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｏｎ ｔｅａｒ ｉｎｄｅｘｅｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ａｎａｔｏｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ
ｒａｂｂｉｔｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ(Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２４ꎬ２４(４):５１５－５２１.

０引言
干眼(ｄｒｙ ｅｙｅ ｄｉｓｅａｓｅꎬＤＥＤ)指泪液分泌异常或者泪膜

稳定性下降并伴随组织受损和神经系统功能的变化ꎬ从而
引起各种眼部不适症状和 (或) 视功能障碍的眼表疾
病[１]ꎬ严重影响人们的生活质量ꎮ 我国干眼患病率不同地
区差异较大[２]ꎬ西部地区患病率 ３１.３％ꎬ高于其他地区ꎮ
其中属于高原山地性气候的西藏自治区和青海省玉树县
的干眼患病率更是高达 ５２.４％和 ５９.１％ꎮ 随着高原地区
经济和国防的不断发展ꎬ越来越多的人由于旅游、经商或
驻守等从平原地区进入高原地区ꎬ使得对高原环境下干眼
分类及防治方法的探讨有着较为重要的意义ꎮ

泪液含有多种分子成分ꎬ在异常条件下它们的相对浓
度可能会发生变化ꎬ因此ꎬ对泪液成分进行分析可以非侵
入地获得有关眼睛健康状况的重要信息ꎮ 随着仪器和数
据处理方法的进步ꎬ将各种成分分离方法与高灵敏度的光
学技术相结合使泪液成分分析成为可能[３]ꎮ 拉曼光谱
(Ｒａｍａｎ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ) 技术具有无损、快速、能原位获得
“分子指纹”信息等优点ꎬ而且检测所需的物质量少ꎬ能够
很好地对泪液中的分子物质进行检测分析ꎬ因此泪液的拉
曼光谱信息成为目前研究的热点[４－５]ꎮ 本研究依托新疆
军区总医院西北特殊环境人工实验舱模拟高原环境ꎬ旨在
探索 ６ ０００ ｍ 海拔留置不同时长后ꎬ泪液相关指标如泪液
分泌量、泪河高度( ｔｅａｒ ｍｅｎｉｓｃｕｓ ｈｅｉｇｈｔꎬＴＭＨ)、首次非接
触泪膜破裂时间( ｆｉｒｓｔ ｎｏｎ － ｉｎｖａｓｉｖｅ ｔｅａｒ ｂｒｅａｋ －ｕｐ ｔｉｍｅꎬ
ＮＩＢＵＴ－ｆｉｒｓｔ)、平均非接触泪膜破裂时间 ( ａｖｅｒａｇｅ ｎｏｎ －
ｉｎｖａｓｉｖｅ ｔｅａｒ ｂｒｅａｋ－ｕｐ ｔｉｍｅꎬＮＩＢＵＴ－ａｖｅｒａｇｅ)及相关组织病
理学改变等ꎬ并采用拉曼光谱对高原环境干预前后的泪

液成分变化进行分析ꎬ探讨高原环境所致干眼可能的类
型ꎬ为临床有针对性地防治高原环境下干眼提供理论
依据ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１实验动物及分组　 标准实验用清洁级健康成年新西
兰兔 １８ 只ꎬ体质量 ２－２.５ ｋｇꎬ均由新疆医科大学动物实验
中心提供ꎬ按标准动物饲养条件饲养ꎮ 经裂隙灯显微镜检
查排除眼表疾病ꎬ适应性饲养 ７ ｄ 后进行实验ꎮ 本研究通
过新疆军区总医院动物伦理委员会正式审查和批准(审
批号:ＤＷＬＬ２０２３０４１０)ꎬ保证动物福利ꎮ

采用随机数字表法将新西兰兔分为高原组和对照组ꎬ
每组 ９ 只ꎬ两组雌雄数均等(５ 雄 ４ 雌)ꎮ 高原组饲养于新
疆军区总医院西北特殊环境人工实验舱ꎬ以降低舱内气压
的方式将模拟舱以 ５ ｍ / ｓ 的上升速率升至海拨 ６ ０００ ｍꎬ
放置充足的饲料及清洁饮水供其自由摄取ꎬ每天中午
１２ 点将模拟舱高度降至当地海拔ꎬ进行各项检查并加食、
添水及清理卫生ꎬ下午１ 点再将舱内高度升至 ６ ０００ ｍꎮ
对照组饲养于舱外清洁动物实验室ꎬ其他饲养条件与高原
组相同ꎬ并与高原组同时段进行各项检查ꎮ
１.１.２主要耗材和仪器及试剂　 泪液分泌检测滤纸(天津
晶明)、无菌玻璃毛细管(Ｋｉｍｂｌｅ)ꎬ小鼠抗兔黏蛋白 ５ＡＣ
(ｍｕｃｉｎ ５ＡＣꎬＭＵＣ５ＡＣ)抗体(Ｔｈｅｒｍｏ)、免疫组织化学染色
试剂盒(Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ)ꎬＲＨＣＴ－１ 角膜地形图仪(安达斯)、
共聚焦拉曼光谱仪 ( ＬａｂＲＡＭ ＨＲ ＥｖｏｌｕｔｉｏｎꎬＧｏｒａ Ｒａｍａｎ
ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙꎬｉｄｅａｌ ｏｐｔｉｃｓꎬＣｈｉｎａ)ꎮ １０％甲醛溶液、石蜡、二
甲苯、乙醇、苏木素、伊红等病理切片用试剂均由本院动物
实验科提供ꎮ
１.２方法 　 为减少各种操作对检查结果的影响ꎬ先用
ＲＨＣＴ－１ 角膜地形图仪干眼综合分析系统进行双眼
ＮＩＢＵＴ－ｆｉｒｓｔ、ＮＩＢＵＴ－ａｖｅｒａｇｅ 及 ＴＭＨ 检测ꎬ然后采集双眼
泪液以备后续拉曼光谱分析ꎬ最后进行无表面麻醉泪液分
泌(Ｓｃｈｉｒｍｅｒ Ⅰ)试验ꎮ
１.２.１泪液指标检测　 分别于干预前、干预 ３、７ ｄꎬ２、４ ｗｋ
在同时间段、地点、环境下由两名经验丰富的医师完成
ＮＩＢＵＴ－ ｆｉｒｓｔ、ＮＩＢＵＴ－ａｖｅｒａｇｅ、ＴＭＨ 检测及 Ｓｃｈｉｒｍｅｒ Ⅰ试
验ꎮ (１)采用 ＲＨＣＴ－１ 角膜地形图仪干眼综合分析系统
评估 ＮＩＢＵＴ－ｆｉｒｓｔ、ＮＩＢＵＴ－ａｖｅｒａｇｅ 及 ＴＭＨꎬ辅助兔完全瞬
目后保持固定不动进行双眼非侵入性泪膜破裂时间检测ꎬ
系统自动识别并记录 ＮＩＢＵＴ－ｆｉｒｓｔ 和 ＮＩＢＵＴ－ａｖｅｒａｇｅꎬ观察
４０ ｓꎻ再使用内置的红外线照相功能对双眼泪河图像进行
拍摄ꎬ并用系统内置的测量工具对瞳孔中央正下方的
ＴＭＨ 进行测量ꎮ 重复测量 ３ 次取平均值ꎬ连续测量之间
的时间间隔至少为 ６０ ｓꎮ (２)采用 Ｓｃｈｉｒｍｅｒ Ⅰ试验评估泪
液分泌量ꎬ兔固定后将无菌泪液分泌检测试纸条头端弯折
后从包装袋内取出ꎬ在无表面麻醉的情况下置于兔双眼下
结膜囊中外 １ / ３ 处ꎬ静置 ５ ｍｉｎ 后取出试纸条ꎬ记录试纸
条浸润的长度即为泪液分泌量ꎮ
１.２.２拉曼光谱分析
１.２.２.１样本采集和参数设定　 分别于干预前、干预 ４ ｗｋꎬ
将高原组兔固定后ꎬ在无眼表面麻醉情况下ꎬ采用无菌玻
璃毛细管以虹吸方法在兔下睑结膜囊处收集双眼非刺激
性泪液ꎮ 由于可采集泪液量较少ꎬ故将双眼泪液置于同一
玻璃管中进行后续实验ꎮ 采用共聚焦拉曼光谱仪在
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５００－２ ５００ / ｃｍ范围内测量ꎬ半导体激光器激发波长为
７８５ ｎｍꎬ激光功率为 １６０ ｍＷꎮ 采用 ｌａｂｓｐｅｃ６ 软件进行光
谱采集和分析ꎬ使用 １０ 倍物镜采集每个光谱数据ꎮ 每个
泪液样本在不同位置记录 ３ 次ꎬ并获取每个泪液样本的平
均拉曼光谱用于后续研究ꎮ
１.２.２.２ 光谱预处理　 通常实际采集的拉曼光谱数据成分
复杂ꎬ除了基本的特征变量之外ꎬ还有背景基线、噪声等信
号ꎬ通过分析实际拉曼光谱分析技术发现ꎬ检测对象拉曼
光谱数据的主要成分来源于采集环境和设备所导致的基
线ꎬ所以在分析建模之前ꎬ需要将背景基线滤除ꎬ才能从获
得纯光谱数据中选择出分析对象对应的特征数据ꎮ 本研
究使用目前使用最广的基线校正方法———迭代自适应加
权惩罚最小二乘法(ａｄａｐｔｉｖｅ ｉｔｅｒａｔｉｖｅｌｙ ｒｅｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐｅｎａｌｉｚｅｄ
ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓꎬａｉｒＰＬＳ)对数据进行基线校正ꎮ 此外ꎬ本研究
还对数据进行了 ＳＧ(Ｓａｖｉｔｚｋｙ－Ｇｏｌａｙ)滤波算法和归一化
处理ꎮ 原始的泪液拉曼光谱含有噪声ꎬＳＧ 滤波算法对数
据进行平滑和去噪ꎬ可有效滤除高频噪声ꎮ 对光谱数据进
行归一化处理则可以处理不同样品的浓度、温度、压力等
因素对光谱数据强度值的影响ꎮ
１.２.３ 组织病理学检查　 于干预 ４ ｗｋ 上述检测及泪液收
集完毕后ꎬ采用戊巴比妥钠沿耳缘静脉过量注射处死两组
兔ꎬ在实验台上进行常规无菌操作ꎬ摘除两组兔右眼泪腺、
哈氏腺、角膜、下睑结膜ꎬ用生理盐水洗净残留血液后ꎬ立
即置于 １０％甲醛溶液中固定ꎬ经梯度乙醇脱水、二甲苯透
明、石蜡包埋、切片后进行苏木素 －伊红 ( ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ －
ｅｏｓｉｎꎬＨＥ)染色ꎬ光学显微镜下观察ꎬ采集图像信息ꎬ分析
组织病理学变化ꎮ
１.２.４ ＭＵＣ５ＡＣ在结膜组织中的表达　 采用免疫组织化
学法检测 ＭＵＣ５ＡＣ 在结膜组织中的表达ꎮ 将 １.２.３ 获取
的结膜组织制备的石蜡切片烘烤后经二甲苯脱蜡、梯度乙
醇水化、抗原修复后按照试剂盒说明进行灭活、封闭、孵育
及显色ꎮ 显微镜下观察及时终止显色ꎮ 经苏木素复染、盐
酸乙醇分化后梯度乙醇脱水、二甲苯透明、中性树胶封片ꎮ
角膜标本作为阴性对照ꎬ胃标本作为阳性对照ꎮ 显微镜下
观察结膜组织细胞内 ＭＵＣ５ＡＣ 的表达ꎬ每张切片随机拍
摄高倍镜(４０×１０)下 ５ 个不重叠视野照片ꎬ以细胞质内棕
黄色或深褐色颗粒者为阳性细胞ꎬ应用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析
软件测量每张免疫组织化学图像平均光密度 ( ａｖｅｒａｇｅ
ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎬ ＡＯＤ)值ꎬ对 ＭＵＣ５ＡＣ 的表达水平进行定
量分析ꎮ

统计学分析:用 ＳＰＳＳ ２６.０ 统计学软件分析数据ꎮ 计
量资料经正态性和方差齐性检验整体符合正态分布及方

差齐的数据采用均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ不同时间点两
组间的比较采用重复测量数据的方差分析ꎬ同组内不同时
间点的两两比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 法(校正水准 α􀆳 ＝ ０.０５)ꎬ
同时间点两组间比较采用独立样本 ｔ 检验ꎻ不符合正态分
布的采用中位数和四分位数[Ｍ(Ｐ２５ꎬＰ７５)]表示ꎬ不同时
间点两组间的比较采用广义估计方程ꎮ Ｐ<０.０５ 时认为差
异具有统计学意义ꎮ
２结果
２.１一般资料 　 对照组和高原组兔性别构成相同ꎮ 适应
性饲养 ７ ｄ 后ꎬ对照组兔体质量为 ２１４６.４４±１３４.１６ ｇꎬ高原
组兔体质量为 ２２０９.１１±１２８.１６ ｇꎬ差异无统计学意义( ｔ ＝
１.０１３ꎬＰ>０.０５)ꎮ

２.２ 泪液指标 　 干预前ꎬ两组兔 ＮＩＢＵＴ － ｆｉｒｓｔ、 ＮＩＢＵＴ －
ａｖｅｒａｇｅ、ＴＭＨ 及泪液分泌量差异均无统计学意义 ( Ｐ >
０.０５)ꎮ
２.２.１ 泪膜破裂时间 　 两组兔不同时间 ＮＩＢＵＴ－ ｆｉｒｓｔ 和
ＮＩＢＵＴ－ａｖｅｒａｇｅ 比较ꎬ具有时间差异性、组间差异性和交互
效应(χ２

时间 ＝ ６０.３０６、６１.２９６ꎬχ２
分组 ＝ ２８.４１０、３２.０７７ꎬ χ２

时间×分组 ＝
２７.７０８、３１.９７８ꎬ均 Ｐ<０.００１)ꎬ见表 １ꎮ 高原组兔干预 ３、
７ ｄ ＮＩＢＵＴ－ｆｉｒｓｔ和 ＮＩＢＵＴ－ａｖｅｒａｇｅ 均较干预前缩短ꎬ差异
均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ干预 ７ ｄ 较干预 ３ ｄ ＮＩＢＵＴ－
ｆｉｒｓｔ 和 ＮＩＢＵＴ－ａｖｅｒａｇｅ 均有所延长ꎬ但差异均无统计学意
义(Ｐ>０.０５)ꎻ干预 ２、４ ｗｋ ＮＩＢＵＴ－ｆｉｒｓｔ 和 ＮＩＢＵＴ－ａｖｅｒａｇｅ
均延长ꎬ且与干预 ３、７ ｄ 差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ
对照组兔不同时间 ＮＩＢＵＴ－ｆｉｒｓｔ 和 ＮＩＢＵＴ－ａｖｅｒａｇｅ 差异均
无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 干预 ３、７ ｄ 高原组兔 ＮＩＢＵＴ－
ｆｉｒｓｔ 和 ＮＩＢＵＴ－ａｖｅｒａｇｅ 均低于对照组ꎬ差异均有统计学意
义(Ｐ<０.０５)ꎻ干预 ２、４ ｗｋ 两组兔 ＮＩＢＵＴ－ｆｉｒｓｔ 和 ＮＩＢＵＴ－
ａｖｅｒａｇｅ 差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ
２.２.２泪河高度　 两组兔不同时间 ＴＭＨ 比较ꎬ具有时间差
异性、组间差异性和交互效应(χ２

时间 ＝ ３２.０４６ꎬχ２
分组 ＝ １３.９６１ꎬ

χ２
时间×分组 ＝ ２７.３８５ꎬ均 Ｐ<０.００１)ꎬ见表 ２ꎮ 高原组兔干预 ３、

７ ｄꎬ２、４ ｗｋ ＴＭＨ 均较干预前降低ꎬ差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎬ干预 ７ ｄ 较干预 ３ ｄ ＴＭＨ 略增加ꎬ但差异无统
计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ干预 ２ ｗｋ ＴＭＨ 继续增加ꎬ但仍低于
干预前ꎬ且与干预 ３、７ ｄ 差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ
干预 ４ ｗｋ ＴＭＨ 略降低ꎬ但与干预 ３、７ ｄꎬ２ ｗｋ 差异均无统
计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 对照组兔不同时间 ＴＭＨ 差异均无
统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 干预 ３、７ ｄ 高原组兔 ＴＭＨ 均低于
对照组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.００１)ꎻ干预 ２、４ ｗｋ 两
组兔 ＴＭＨ 差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ
２.２.３泪液分泌量　 两组兔不同时间泪液分泌量比较ꎬ具
有时间差异性、组间差异性和交互效应 ( Ｆ时间 ＝ ６. １２９ꎬ
Ｆ分组 ＝ ２３.０００ꎬＦ时间×分组 ＝ ８.５１６ꎬ均 Ｐ<０.００１)ꎬ见表 ３ꎮ 高原
组兔干预 ３、７ ｄ 泪液分泌量均较干预前降低ꎬ差异均有统
计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ但干预 ３、７ ｄ 泪液分泌量差异无统计
学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ干预 ２ ｗｋ 泪液分泌量有所增加ꎬ且与干
预 ３、７ ｄ 泪液分泌量差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ干预
４ ｗｋ 泪液分泌量继续增加ꎬ但与干预前及干预 ２ ｗｋ 泪液
分泌量差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 对照组兔不同时
间泪液分泌量差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 干预 ３、
７ ｄꎬ２ ｗｋ 高原组兔泪液分泌量均低于对照组ꎬ差异均有统
计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ干预 ４ ｗｋ 两组兔泪液分泌量差异无
统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ
２.３拉曼光谱数据分析　 干预前、干预 ４ ｗｋ 高原组兔泪液
光谱表现出相同的峰位置ꎬ并显示出相似的光谱图ꎬ见
图 １ꎮ 然而ꎬ两者在某些特定位置存在明显的峰值差异ꎬ
这些峰值差异是由与样本相对应的生物分子的成分和含
量的变化引起的ꎬ如干预前、干预 ４ ｗｋ 高原组兔泪液样本
光谱在 ７７７、８５６、１ １９５、１ ２４４、１ ３７３、１ ８５７、１ ９２１ / ｃｍ 处存
在较为显著差异ꎬ通过查找各峰值对应的化学结构或物
质ꎬ发现磷脂肌醇、脯氨酸、谷氨酸、磷酸盐、酰胺Ⅲ、脂质
等较干预前高ꎬ碱基含量较干预前低ꎬ这与高原环境引起
的机体生化和代谢反应有关ꎮ
２.４组织病理学检查　 ＨＥ 染色结果显示ꎬ与对照组相比ꎬ
高原组兔结膜上皮细胞排列紊乱且层数减少ꎬ杯状细胞增
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　 　 表 １　 两组兔不同时间 ＮＩＢＵＴ－ｆｉｒｓｔ和 ＮＩＢＵＴ－ａｖｅｒａｇｅ比较 [Ｍ(Ｐ２５ꎬＰ７５)ꎬｓ]

组别 眼数
ＮＩＢＵＴ－ｆｉｒｓｔ

干预前 干预 ３ ｄ 干预 ７ ｄ 干预 ２ ｗｋ 干预 ４ ｗｋ
对照组 １８ ４０.００(３９.３３ꎬ４０.００) ４０.００(２２.９３ꎬ４０.００) ４０.００(２２.９８ꎬ４０.００) ４０.００(３４.３０ꎬ４０.００) ４０.００(２３.９５ꎬ４０.００)
高原组 １８ ４０.００(２９.８８ꎬ４０.０５) １２.７０(８.４３ꎬ１７.２３) ａ １６.２５(４.５０ꎬ２３.４５) ａ ４０.００(１９.５８ꎬ４０.００) ｃꎬｅ ４０.００(３９.７８ꎬ４０.０５) ｃꎬｅ

　
χ２ ０.４３４ ３７.１０３ １９.００５ ０.７６７ ０.３０５
Ｐ >０.０５ <０.００１ <０.００１ >０.０５ >０.０５

组别 眼数
ＮＩＢＵＴ－ａｖｅｒａｇｅ

干预前 干预 ３ ｄ 干预 ７ ｄ 干预 ２ ｗｋ 干预 ４ ｗｋ
对照组 １８ ４０.００(３９.３３ꎬ４０.００) ４０.００(２６.９８ꎬ４０.００) ４０.００(２４.６３ꎬ４０.００) ４０.００(３６.３０ꎬ４０.００) ４０.００(２４.３５ꎬ４０.００)
高原组 １８ ４０.００(３２.１０ꎬ４０.０５) １２.７０(８.４３ꎬ１７.２３) ａ １６.２５(４.６５ꎬ２３.４５) ａ ４０.００(２０.０５ꎬ４０.００) ｃꎬｅ ４０.００(３９.７８ꎬ４０.０５) ｃꎬｅ

　
χ２ ０.２９５ ４２.２２０ ２１.５８４ １.９０４ ０.６７４
Ｐ >０.０５ <０.００１ <０.００１ >０.０５ >０.０５

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 同组干预前ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 同组干预 ３ ｄꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 同组干预 ７ ｄꎮ

表 ２　 两组兔不同时间 ＴＭＨ比较 [Ｍ(Ｐ２５ꎬＰ７５)ꎬｍｍ]
组别 眼数 干预前 干预 ３ ｄ 干预 ７ ｄ 干预 ２ ｗｋ 干预 ４ ｗｋ
对照组 １８ ０.１６(０.１５ꎬ０.１８) ０.１６(０.１４ꎬ０.１８) ０.１６(０.１５ꎬ０.１７) ０.１５(０.１３ꎬ０.１６) ０.１４(０.１３ꎬ０.１６)
高原组 １８ ０.１７(０.１６ꎬ０.２０) ０.１３(０.１１ꎬ０.１４) ａ ０.１３(０.１１ꎬ０.１４) ａ ０.１５(０.１２ꎬ０.１６) ａ ０.１４(０.１２ꎬ０.１４) ａ

　
χ２ ２.２９１ ２１.６４１ ２３.４２３ ２.２０２ ２.１５６
Ｐ >０.０５ <０.００１ <０.００１ >０.０５ >０.０５

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 同组干预前ꎮ

表 ３　 两组兔不同时间泪液分泌量比较 (􀭰ｘ±ｓꎬｍｍ / ５ ｍｉｎ)
组别 眼数 干预前 干预 ３ ｄ 干预 ７ ｄ 干预 ２ ｗｋ 干预 ４ ｗｋ
对照组 １８ １８.６７±３.７７ １９.０６±２.４１ １９.７８±２.６０ ２０.０６±２.４１ １９.０６±５.２６
高原组 １８ １８.３３±３.６５ １３.４４±２.９６ａ １２.５６±１.９２ａ １６.５６±３.９９ｃꎬｅ １７.９４±５.４９ｃꎬｅ

　
ｔ ０.０７３ ３８.９４４ ８９.８９４ １０.１４８ ０.３８４
Ｐ >０.０５ <０.００１ <０.００１ <０.０５ >０.０５

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 同组干预前ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 同组干预 ３ ｄꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 同组干预 ７ ｄꎮ

图 １　 干预前后泪液平均归一化拉曼光谱图ꎮ

多ꎬ上皮下组织中毛细血管扩张充血、纤维细胞增生ꎻ角膜
上皮细胞层厚薄不一ꎬ且部分区域细胞脱落ꎬ基质层肿胀
伴空泡状改变ꎬ浅层可见新生血管ꎻ泪腺上皮细胞轻度增
生ꎬ部分腺泡上皮细胞核浓缩ꎬ部分结构不清ꎬ间质少量毛
细血管扩张充血ꎬ细胞胞浆萎缩扁平ꎻ哈氏腺腺体结构不
均一ꎬ少量毛细血管轻度扩张充血ꎬ见图 ２ꎮ

２.５ ＭＵＣ５ＡＣ在结膜组织中的表达　 免疫组织化学染色
结果显示ꎬ对照组兔结膜上皮内散在 ＭＵＣ５ＡＣ 染色阳性
细胞ꎬ形态饱满ꎬ染色浓密(图 ３Ａ)ꎻ高原组兔结膜上皮内
ＭＵＣ５ＡＣ 染色阳性细胞明显增多ꎬ染色更强(图 ３Ｂ)ꎬ且与
对照组相比ꎬ高原组兔结膜组织中 ＭＵＣ５ＡＣ 表达显著增
加ꎬ差异有统计学意义(Ｚ＝ －２.９１４ꎬＰ<０.０１ꎬ图 ３Ｃ)ꎮ
３讨论

泪液主要分布于眼表的两个部位ꎬ即穹窿部和眼睑后
方、泪河和泪膜[６]ꎮ 眼表前泪膜主要分为 ３ 层ꎬ表面为脂
质层ꎬ中间为水液层ꎬ近角膜面为黏蛋白层ꎮ 生理状态下
泪膜可以维持眼表微环境的稳定并起到润滑角膜的作用ꎬ
从而维持屈光功能ꎮ 根据泪液的主要变化成分不同及动
力学因素ꎬ２０２０ 年«中国干眼专家共识»将干眼分为水液
缺乏型、脂质异常型、黏蛋白异常型、泪液动力学异常型及
混合型 ５ 种[７]ꎬ任何泪膜组成成分定量或定性的缺乏或改
变均可能导致干眼ꎬ包括但不限于泪腺损伤、炎症、感染、
系统性自身免疫性疾病和环境因素[８]ꎮ 高原环境具有氧
分压低、紫外线强、气候寒冷、风速高、湿度低等特点ꎮ 陈
晓敏等[９]通过建立可控干燥系统模拟低湿度环境ꎬ建立了
水液缺乏型干眼模型ꎮ 耿玉倩等[１０]调查发现除了低湿度
外ꎬ无论温度过高还是过低的环境均容易增加泪液蒸发ꎬ
导致脂质异常型干眼的发生发展ꎮ 但考虑到实际上无论
是高原久居还是去高原旅游ꎬ人们的防护意识越来越强ꎬ
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图 ２　 ＨＥ染色结果ꎮ

图 ３　 免疫组织化学染色结果　 Ａ:对照组ꎻＢ:高原组ꎻＣ:免疫组织化学染色平均光密度比较ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎮ

护目镜的普及减弱了高原地区紫外线辐射、高风速、低湿

度的影响ꎬ故本研究仅探讨高原低压缺氧条件的影响ꎮ
泪膜脂质层主要由睑板腺产生ꎬ防止或减少泪液蒸

发ꎬ并通过降低表面张力稳定泪膜ꎬ故睑板腺功能障碍将

引起脂质层异常和泪膜不稳定ꎬ导致脂质异常型干眼ꎮ 本

研究结果表明ꎬ高原环境暴露 ３、 ７ ｄꎬ ＮＩＢＵＴ － ｆｉｒｓｔ 和

ＮＩＢＵＴ－ａｖｅｒａｇｅ均显著降低ꎬ这与 Ｗｉｌｌｍａｎｎ 等[１１] 研究发现

健康受试者在高海拔(４ ５５９ ｍ)环境暴露第 １、２、４ ｄ 泪膜

破裂时间显著减少的研究结果一致ꎬ说明急性高原环境暴

露会破坏泪膜的稳定性ꎬ可能与脂质异常导致蒸发过强有

关ꎮ 但也有相关研究表明ꎬ与平原地区(２８４ ｍ)相比ꎬ高
原地区(３ ７００ ｍ)长期居住者睑板腺缺失程度更严重ꎬ却
反应性地分泌更多脂质[１２]ꎮ 此外ꎬ兔眼具有特殊的解剖

结构———哈氏腺ꎬ现有研究表明兔哈氏腺和泪液中的脂质

不同于人睑板腺和泪液中的脂质[１３]ꎬ这些独特的兔脂质

可能对脂质异常型干眼具有保护作用ꎬ润滑眼表稳定泪

膜ꎬ使其泪膜稳定性更高[１４]ꎮ 因此ꎬ本研究发现高原环境

暴露 ４ ｗｋ 对兔哈氏腺影响并不显著ꎬ这可能是 ２、４ ｗｋ时
ＮＩＢＵＴ－ｆｉｒｓｔ 和 ＮＩＢＵＴ－ａｖｅｒａｇｅ 逐步恢复的原因ꎮ

泪膜水液层主要由泪腺分泌ꎬ可以起到保护、冲洗、润
湿角膜和结膜的作用ꎮ 本研究发现ꎬ暴露在模拟 ６ ０００ ｍ
高海拔环境下的新西兰兔ꎬ３、７ ｄ 泪液分泌量和 ＴＭＨ 显著

降低ꎮ 早期对长期居住在高原地区(３ ７００ ｍ)的藏族居民

的调查研究也显示其基础泪液分泌量明显低于内地居

民[１５]ꎮ 马建洲等[１６] 研究发现正常中青年人在高原地区

(４ ３００ ｍ)居住 １ ｍｏ 后与前往高原前相比ꎬ泪液分泌量显

著增多ꎮ 这也与本研究观察到 ２、４ ｗｋ 高原组兔泪液分泌

量有所增加相符ꎬ但仍低于对照组ꎬ提示可能为适应性增

加ꎮ 然而ꎬ由于高原低压缺氧环境增加了泪液成分的蒸

发ꎬ故虽然泪膜稳定性较高ꎬ但仍不能抵消水液蒸发的程

度ꎬ因此在 ２、４ ｗｋ 时ꎬ虽然高原组泪膜稳定性提高ꎬ
ＮＩＢＵＴ－ｆｉｒｓｔ和 ＮＩＢＵＴ－ａｖｅｒａｇｅ 延长ꎬ甚至与对照组相比无

显著差异ꎬ但 ＴＭＨ 仍较低ꎬ这与 Ｌｉ 等[１２] 研究结果相似ꎮ
实验动物模型发现兔泪腺摘除后将导致水液缺乏型干

眼[１７]ꎬ提示泪腺对于维持泪液分泌量具有关键作用ꎮ 本

研究发现ꎬ与对照组相比ꎬ高原环境暴露 ４ ｗｋ 部分新西兰

兔泪腺充血较重ꎬ泪腺上皮细胞萎缩ꎬ腺体结构破坏ꎬ腺泡

黏液物质减少ꎬ将导致泪液的质和量改变及泪膜稳定性

降低ꎮ
角结膜上皮细胞的正常结构和功能是维持眼表健康

的关键ꎮ 水液中含有的氧和葡萄糖可供角膜新陈代谢ꎮ
有证据表明ꎬ干眼将导致角膜上皮细胞凋亡增加及上皮脱

落和更新增加ꎬ破坏正常眼表环境稳态[１８]ꎮ 本研究发现ꎬ
高原组兔角膜上皮细胞层数减少ꎬ基质肿胀ꎬ周边部基质

层新生血管形成ꎬ可能由于高原低压缺氧环境限制了角膜

与氧气的接触ꎬ导致显著的局部角膜缺氧引起的代偿增

生[１９]ꎮ 与本研究类似ꎬＷｉｌｌｍａｎｎ 等[２０]同样发现 １４ 名健康

成年人在急进到高海拔地区(４ ５５９ ｍ)４ ｄ 内ꎬ泪膜层和角

膜上皮厚度显著减少ꎬ而角膜内皮和角膜基质厚度显著增
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加ꎮ 故高原低压缺氧使角膜解剖结构改变ꎬ破坏其生理作

用ꎬ使眼表稳定性下降ꎬ导致干眼的发生ꎮ
眼表黏蛋白的表达水平及其在泪膜中的分布对维持

泪膜的稳定和眼表上皮细胞的正常生理功能至关重

要[２１]ꎮ 其中ꎬ分泌型胶样黏蛋白 ＭＵＣ５ＡＣ 是最主要的ꎬ主
要由结膜杯状细胞分泌入泪液ꎬ能通过连接水分子并形成

胶从而起到保持水分、维持泪膜稳定等作用ꎮ 与既往研

究[２２]一致ꎬ本研究进行免疫组织化学染色发现 ＭＵＣ５ＡＣ
在兔结膜杯状细胞中均质表达ꎬ表明高原环境暴露４ ｗｋ结
膜杯状细胞增多ꎬ且 ＭＵＣ５ＡＣ 表达水平较对照组高ꎬ泪膜

稳定性同样恢复ꎮ 另有研究表明ꎬ在急性手术应激后１ ｍｏ
时 ＭＵＣ５ＡＣ 水平增加[２３]ꎬ但与急性干眼状态相关的眼部

炎症自发消退ꎬ提示 ＭＵＣ５ＡＣ 的过度表达可能有助于眼

表稳态的代偿性恢复ꎮ 据报道ꎬ在慢性干眼条件下ꎬ杯状

细胞数量和 ＭＵＣ５ＡＣ 含量也减少[２４－２５]ꎮ 由此推测ꎬ杯状

细胞增多及 ＭＵＣ５ＡＣ 表达增加可能是由于短期内维持眼

表稳态的破坏对黏蛋白需求增加而适应性地增加ꎬ但具体

机制仍需进一步研究ꎮ
拉曼光谱是一种基于分子振动对光的非弹性散射的

光学技术ꎬ可以提供血清、组织或体液的“分子指纹”ꎬ进
而可用于以非侵入性、无标记的方式检测内源性大分子、
代谢物、细胞外基质、细胞类型等ꎬ具有很高的特异性[３]ꎮ
角膜前泪膜是具有不同结构和功能的蛋白质、脂质、代谢

物和电解质的复杂混合物ꎮ 有研究者利用滴涂沉积拉曼

光谱、表面增强拉曼光谱[４] 分析泪液ꎬ从而提供了完整的

人体泪液的溶菌酶、乳铁蛋白、白蛋白等蛋白质信息ꎮ 眼

泪中的蛋白质在抗菌防御和炎症反应的调节中起着重要

作用ꎬ本研究利用拉曼光谱分析高原组干预前和干预４ ｗｋ
泪液成分的变化ꎬ发现干预 ４ ｗｋ 与干预前泪液样本拉曼

光谱存在差异的多数区域峰值强度高于干预前ꎬ对应的蛋

白质、脂质等产物成分含量增多ꎬ也与干预 ４ ｗｋ 免疫组织

化学染色及泪液指标所提示结果相一致ꎮ 对应的峰值强

度低于干预前代表核酸含量减少ꎬ可能是由蛋白水解、氧
化分解代谢和糖异生的失调引起ꎮ

高原环境条件复杂ꎬ单一或混杂因素均可造成眼部不

适症状ꎬ但就本研究结果而言ꎬ低压缺氧所导致的干眼仍

倾向于脂质异常与水液缺乏共同作用的结果ꎬ提示在防治

高原环境下干眼时可适当应用护目镜或湿房镜并综合选

用人工泪液、局部促进泪液分泌剂、局部糖皮质激素或免

疫抑制剂ꎬ在出现严重角膜上皮病变时可以联合自体血清

进行治疗[２６]ꎮ
综上所述ꎬ本研究通过模拟高原环境探讨低压缺氧对

新西兰兔泪液指标及相关解剖结构的影响ꎬ证实急性(３－
７ ｄ 内)低压缺氧引起泪液蒸发增加或破坏泪液分泌而直

接或间接导致泪液分泌量下降ꎬ破坏泪膜稳定性ꎬ而随着

暴露时间的延长(２－４ ｗｋ 内)ꎬ高原环境所致损伤程度有

所降低ꎬ甚至功能代偿性增加ꎬ这与平原地区人群进入高

原后所产生的缺氧习服机制相同ꎮ 然而ꎬ本研究还存在一

定的不足:(１)由于未能获取兔睑板腺及脂质层分析的红

外图像ꎬ没有定量及定性研究泪液脂质及睑板腺的变化ꎬ

故尚不能确定急性高原暴露导致的泪膜稳定性下降是否

由脂质异常导致ꎻ(２)未观察干预 ３、７ ｄ 两组兔结膜杯状

细胞的数量及 ＭＵＣ５ＡＣ 的表达ꎬ不清楚早期的变化趋势ꎻ
(３)出于伦理学考虑ꎬ本研究利用高原模拟舱未将人列为

研究对象ꎬ由于兔眼和人眼解剖学类似故选择兔为研究对

象ꎬ但兔眼仍有其特殊结构ꎬ且泪液成分有差异ꎬ故研究结

果虽然有参考价值ꎬ但具有一定局限性ꎬ后续可实地收集

高原与平原地区居住者的泪液样本进行分析ꎮ 目前ꎬ低压

缺氧导致干眼的具体分子生物学机制尚不清楚ꎬ后续研究

可深入探讨高原与平原地区人群泪液中氧化应激、缺氧相

关因子的差异及与拉曼光谱的联系ꎮ
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