
湖南中医药大学学报 http://hnzyydxxb.hnucm.edu.cn 圆园25 年第 45 卷

曾令聪 1袁3袁吴 凯 1袁2袁朱冰瑶 1袁4袁刘倩宏 1袁2袁陈 雄 1袁2袁彭清华 1*袁姚小磊 1袁2*
1.湖南中医药大学袁湖南 长沙 410208曰2.湖南中医药大学第一附属医院袁湖南 长沙 410007曰

3.郴州市中医医院袁湖南 郴州 424499曰4.深圳市中西医结合医院袁广东 深圳 518033

也收稿日期页2024-09-02
也基金项目页国家自然科学基金面上项目渊82174443冤曰湖南省教育厅野芙蓉学者冶奖励计划渊2022 年冤曰湖南省卫生健康委高层次人才计划渊2023
年冤曰湖南省眼科疾病渊中医冤临床医学研究中心渊2023SK4038冤曰湖南中医药大学一流学科开放基金渊2021ZYX05冤遥
也通信作者页* 姚小磊袁男袁博士袁主任医师袁博士研究生导师袁E-mail院yxlshh@126.com曰彭清华袁男袁博士袁教授尧主任医师袁博士研究生导师袁E-
mail院pqh410007@126.com遥

也摘要页 目的 探讨除风益损汤对兔角膜损伤的修复作用及对自噬相关因子和转化生长因子-茁1渊TGF-茁1冤尧基质金属蛋白酶-2
渊MMP-2冤的影响遥 方法 随机将 84只新西兰大白兔分为 6 组袁具体为空白组尧模型组尧中药组尧自噬促进组尧自噬抑制组尧自噬促进+
中药组尧自噬抑制+中药组袁每组 12只袁每一组下又分为 3 个亚组袁每个亚组 4 只袁分别供造模后第 7尧14尧28 天检测遥 动物模型建立

后各组在第 7尧14尧28 天观察角膜以及角膜荧光素染色情况袁记录角膜混浊评分袁采用激光共焦断层扫描仪观察角膜基质层修复情

况袁用Western blot 检测角膜中 TGF-茁1尧微管相关蛋白轻链 3渊LC3冤比值尧MMP-2 的蛋白表达遥 结果 渊1冤角膜基质激光共焦断层扫

描结果院除空白组外袁其余各组角膜在造模后第 7 天均有成纤维细胞浸润及胶原沉积遥 随着时间的推移袁中药组尧自噬促进组尧自噬

促进+中药组中成纤维细胞及胶原沉积较其他组减少遥 渊2冤显微镜观察白兔角膜情况院空白组白兔的角膜在第 7尧14尧28 天皆清晰透

明遥其余各组白兔的角膜在第 7天均出现混浊袁荧光素着染袁随着时间推移荧光素着色范围缩小袁角膜混浊逐渐消褪遥角膜混浊评分

显示袁与模型组相比袁第 28 天自噬抑制组尧自噬抑制+中药组评分较高渊P约0.05冤遥 渊3冤LC3-域/玉院与模型组相比袁各时间段中药组尧自
噬促进组 LC3-域/玉表达均升高渊P约0.05冤袁自噬抑制组表达降低渊P约0.05冤遥 渊4冤TGF-茁1院与模型组相比袁各时间段中药组尧自噬促进组

表达均较低渊P约0.05冤袁自噬抑制组表达较高渊P约0.05冤遥渊5冤MMP-2院与模型组相比袁各时间段中药组尧自噬促进组表达均较低渊P约0.05冤袁
自噬抑制组表达较高渊P约0.05冤遥 结论 除风益损汤尧氯化锂可以促进角膜损伤的愈合袁有助于减少瘢痕形成袁其机制是通过促进自噬

和调控 TGF-茁1尧MMP-2的水平来实现的遥
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impact on autophagy related factors, as well as the expressions of TGF-茁1, and MMP-2. Methods A total of 84 New Zealand
white rabbits were randomized into six groups, including blank group, model group, Chinese medicines group, autophagy
promotion group, autophagy inhibition group, autophagy promotion+Chinese medicines group and autophagy inhibition+Chinese
medicines group, with 12 rabbits in each group. Each group was further divided into three subgroups of four rabbits each, for
observations and testing at 7, 14, and 28 days post-modeling. After establishing the animal model, the corneal condition and
corneal fluorescein staining were observed on days 7, 14, and 28 in each group, and the corneal opacity score was recorded.
A confocal laser scanning microscopy was used to observe the repair of the corneal stroma. Western blot was employed to
determine the expressions of transforming growth factor-茁1 (TGF-茁1), the ratio of microtubule-associated protein light chain 3
(LC3)-II/I, and matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) in the cornea. Results (1) Confocal laser scanning of the corneal stroma:
Except for the blank group, all other groups showed fibroblast infiltration and collagen deposition in the cornea on day 7
post -modeling. Over time, the Chinese medicines group, autophagy promotion group, and autophagy promotion +Chinese
medicines group exhibited reduced fibroblast and collagen deposition compared to the other groups; (2) Microscopic observation
of rabbit corneas: The corneas of rabbits in the blank group were clear and transparent on days 7, 14, and 28. The corneas
of rabbits in all other groups were hazy and stained with fluorescein on day 7, with the fluorescein staining area decreasing
and corneal opacity gradually fading over time. Corneal opacity score showed that, compared with the model group, the
autophagy inhibition and autophagy inhibition+Chinese medicines groups had higher scores on day 28 (P<0.05). (3) LC3-域/玉:
Compared with the model group, the LC3-域/玉 expression was higher in the Chinese medicines and autophagy promotion groups
at all time points (P<0.05), while it was lower in the autophagy inhibition group (P<0.05). (4) TGF-茁1: Compared with the model
group, the TGF-茁1 expression was lower in the Chinese medicines and autophagy promotion groups at all time points (P<0.05),
while it was higher in the autophagy inhibition group (P<0.05). (5) MMP-2: Compared with the model group, the MMP-2 expression
was lower in the Chinese medicines and autophagy promotion groups at all time points (P<0.05), while it was higher in the
autophagy inhibition group (P<0.05). Conclusion Chufeng Yisun Decoction and lithium chloride can promote the healing of corneal
injuries and help reduce scar formation, and their mechanisms involve promoting autophagy and regulating the levels of TGF-
茁1 and MMP-2.

也运藻赠憎燥则凿泽页 Chufeng Yisun Decoction; corneal injury; autophagy; microtubule-associated protein light chain 3; transform鄄
ing growth factor-茁1; matrix metalloproteinase-2

角膜位于眼球结构最外层袁易受到物理尧化学尧
感染等外界因素的损伤袁各种原因导致的角膜损伤袁
皆可使角膜过度纤维化而形成瘢痕袁最终导致角膜

盲遥 角膜混浊或角膜瘢痕在全球范围内影响超 1000
万人袁是全球致盲的主要原因[1]遥 在临床上袁对于角

膜瘢痕引起的视力障碍主要以角膜移植术为主要治

疗手段袁但手术风险高尧价格昂贵袁且存在术后移植

排斥的风险[2]遥 因此袁寻找风险较小尧经济的有效治

疗方法来促进角膜损伤后修复及减少瘢痕形成至关

重要遥
角膜损伤修复过程是一个多因子参与的过程袁

现有的研究发现袁转化生长因子-茁1渊transforming
growth factor-茁袁TGF-茁1冤在角膜修复过程中起重要

的作用院能诱导伤口中成纤维细胞分化为不透明

的肌成纤维细胞促进伤口愈合 [3]曰同时促使肌成纤

维细胞分泌大量的细胞外基质渊extracellular matrix袁
ECM冤袁其中 ECM 中的金属蛋白酶-2渊matrix metallo鄄

proteinase-2袁MMP-2冤沉积[4-5]遥 大量的肌成纤维细

胞尧MMP-2 的沉积能降低角膜透明度 [3]袁进而损害

视力遥 而自噬过程存在于角膜损伤修复整个过程袁
当自噬体或者溶酶体活性降低袁角膜组织中有害因

素或者过剩因子及蛋白积累袁最终导致角膜瘢痕[6]遥
研究发现袁氯化锂通过调节自噬水平来影响 TGF-
茁1 的表达[7]遥因此袁通过调节自噬活性来减少 TGF-
茁1尧MMP-2 的表达来抑制角膜瘢痕的形成遥

中医学认为角膜损伤所产生的角膜瘢痕野翳冶的
范畴袁叶眼科秘诀窑论退翳法曳中野翳者袁气血津凝而不

行袁结聚而成云翳冶袁归结为角膜气血津液运行失常

是野翳冶产生的病机袁而外伤是导致气血津液运行失

常最常见原因遥中医学拥有庞大的药物资源袁在眼表

损伤的治疗中已取得良好的成效袁除风益损汤便是

代表之一遥 除风益损汤出自叶原机启微曳院野主治目为

物所伤冶为中医治疗眼部外伤的常用代表方剂遥本方

由熟地黄尧当归尧白芍尧川芎尧藁本尧前胡尧防风组成袁
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具有养血活血尧祛风明目之功袁现代常用于眼外伤及

眼科术后袁预防及治疗气血津液运行失常产生翳障

的常用方剂袁使用除风益损汤有助于调整气血运行袁
从而促进角膜的修复[8-10]遥故除风益损汤理论上可减

少野翳冶的形成遥 本实验将以新西兰大白兔为实验对

象袁从 TGF-茁1尧MMP-2 以及自噬相关因子着手袁研
究除风益损汤是否有助于减少角膜损伤后瘢痕的形

成袁并探讨其机制袁旨在为除风益损汤在角膜损伤中

的应用提供理论依据和技术借鉴遥
1 材料

1.1 动物

健康成年的普通级新西兰兔 84 只袁雄性袁体质

量 2.0~2.5 kg袁许可证号院SCXK渊湘冤2020-0005袁购自

湖南太平生物科技有限公司遥 均在 20~25 益环境中

以普通饲料喂养袁本研究方案已通过湖南中医药大

学实验动物伦理委员会审批渊编号院LL20210921001冤遥
1.2 药物配制

除风益损汤组成院熟地黄尧当归尧白芍药尧川芎各

3 g曰藁本尧前胡尧防风各 2.1 g袁药物购自湖南中医药

大学第一附属医院袁厂家为四川新绿色药业科技发

展有限公司遥 该药为颗粒剂袁根据每次实验用量袁分
袋密封包装袁室温条件下储存遥

根据 NIE 等[7]的报道袁发现 20 mmol/L 氯化锂处

理过的角膜基质细胞活性高袁故将 0.84 g 氯化锂

颗粒溶于 100 mL 生理盐水中用于角膜板层注射遥
0.5 mg/mL 3-甲基腺嘌呤渊3-methyladenine袁3-Ma冤院
将 5 mg 3-Ma 溶解于 10 mL 生理盐水中遥
1.3 主要试剂与仪器

TGF-茁 抗体尧LC3 抗体尧MMP-2 抗体渊Protein鄄
tech袁批号院21898-1-AP袁14600-1-AP袁10373-2-AP冤曰
氯化锂渊阿法丁袁批号院7447418冤曰3-甲基腺嘌呤

渊MCE袁批号院HY-19312冤曰戊巴比妥钠渊Sigma袁批号院
P3761冤曰脱脂奶粉渊伊利袁批号院66196131T冤曰三硫叔

糖醇渊Biosharp袁批号院Amresco0281冤曰SDS尧甘油尧甲
醇渊国药集团化学试剂有限公司袁批号院30166428尧
10010618尧10014118冤曰TEMED尧Trise-Base尧溴酚蓝尧
丙烯酰胺尧甲叉丙烯酰胺尧PMSF渊Amresco袁批号院
Amresc00761尧Exp2017/12尧BO449-5G尧Exp2016109尧
Amresc00172尧329-98-6冤曰PVDF 膜渊Millipore袁批号院
IPVH00010冤曰BCA 蛋白浓度测定试剂盒渊增强型冤

渊上海碧云天生物有限公司袁批号院P0010S冤曰电泳仪

渊Tanon袁批号院EPS300冤曰酶标仪渊Thermo袁批号院muLI鄄
SKANMK3冤曰4 益离心机 渊Eppendorf袁 批号院Cen鄄
trifuge 5415R冤曰月形隧道刀头渊宿迁天工医疗袁型号院
2.8 mm 月形刀冤曰共焦激光断层扫描仪渊德国 Hei鄄
delberg Engineering GmbH袁型号院HRT3冤曰7伊~50伊倍
三目显微镜尧4800 万像素高清相机渊深圳市海约电

子有限公司袁型号野HY-0750A冤曰角膜环钻渊淮安中林

东晟医疗器械有限公司袁型号院直径 6 mm冤遥
2 方法

2.1 分组

取 84 只健康雄性新西兰大白兔袁随机分为 7组袁
每组 12 只袁具体为空白组尧模型组尧中药组尧自噬促

进组尧自噬抑制组尧自噬促进+中药组尧自噬抑制+中
药组遥 分别供造模后 7尧14尧28 d 检测遥
2.2 兔角膜损伤模型制备

根据所查阅文献及临床基础袁参照 CONNON[11]

及徐路星[12]的方法袁对于造模方式进行改良袁予空白

组不做处理袁其他组制作成兔角膜损伤动物模型遥造
模方法院将新西兰大白兔固定于兔固定箱中袁剔除双

耳及双眼周围毛发袁充分暴露耳缘静脉及眼周皮肤袁
将 10豫戊巴比妥钠溶液以耳缘静脉注射的方式麻

醉白兔袁待白兔麻醉后置其于干净手术台袁常规消毒

铺巾袁以奥布卡因滴眼剂滴眼表面麻醉 3 次遥 在显

微镜下使用 6 mm 的角膜环钻在角膜中央进行旋转

按压袁留下直径约 6 mm 的圆形印迹袁使用 2.8 mm
月形隧道刀剔除角膜厚度约 100 滋m袁造成直径为

6 mm袁深度为 100 滋m 左右的圆形角膜创面遥
2.3 干预方法

造模完成后袁空白组尧模型组不做特殊干预遥 参

照由新英[13]的方法稍作改良袁使用 32G 注射针头在

自噬促进组尧自噬促进+中药组角膜的 3 点尧6 点尧9
点尧12 点位置注射 20 mmol/L 氯化锂溶液袁每个方

位注射 0.05 mL遥 使用 32G 注射针头在自噬抑制组

和自噬抑制+中药组角膜的 3 点尧6 点尧9 点尧12 点位

置注射 0.5 mg/mL 的 3-MA溶液袁每个方位注射

0.05 mL遥 术后均予以左氧氟沙星凝胶抗感染遥 中药

组尧自噬促进+中药组尧自噬抑制+中药组每天予以

中药汤剂灌胃 5 mL遥
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2.4 观测指标

分别在造模后第 7尧14尧28 天对白兔进行角膜激

光共焦断层扫描仪检查尧高倍显微镜眼前段观察遥
之后处死动物袁剪取角膜组织低温保存以供Western
blot 检测遥
2.4.1 角膜激光共焦断层扫描仪检查 在造模 7尧
14尧28 d 后袁对新西兰大白兔进行激光共焦断层扫描

仪检查遥 将新西兰大白兔置于兔固定箱中并放于稳

定平台袁予以奥布卡因滴眼剂滴眼进行表面麻醉 3
次遥 将左氧氟沙星凝胶涂于角膜显微镜镜头表面袁
盖上无菌接触帽遥 将兔头固定袁并贴近于激光共焦断

层扫描仪的激光摄像头遥 调整激光头位置袁使激光

摄像头光束位于角膜损伤病灶区域后向前缓慢推进

激光摄像头遥 当前接触帽与角膜之间相距 5~10 mm
时袁再缓慢调整激光摄像头的位置袁让角膜接触帽中

央对准角膜激光束反射光点遥 然后缓慢旋转推进激

光摄像头袁让角膜与角膜接触帽之间保持一种轻

微的接触遥 系统上设定焦距平面为 0袁拧动激光扫描

旋钮改变焦平面袁观察并采集不同深度的角膜图像遥
2.4.2 高倍显微镜眼前段观察 在造模 7尧14尧28 d
后袁对新西兰大白兔进行高倍显微镜观察遥 将新西

兰大白兔置于兔固定箱中并放于稳定平台遥 予以奥

布卡因滴眼剂进行表面麻醉 3 次后放开睑器遥 调整

显微镜位置袁使视野落于角膜表面袁充分暴露角膜及

角膜创面区域遥 调整显微镜焦距袁观察兔角膜并采

集图像遥 然后用 2豫荧光素钠滴眼液对兔角膜进行

染色袁显微镜转换为钴蓝色灯袁调整显微镜焦距袁观
察并采集图像遥
2.4.3 角膜混浊评分来评估角膜瘢痕的程度 在造

模 7尧14尧28 d 后袁对 7 组新西兰大白兔进行裂隙灯

生物显微镜观察下观察角膜混浊及基本情况进行临

床评分袁临床评分根据 SHARMA 等 [14]和 FANTES
等 [15]报道的量表进行分级袁评分细则及具体标准遥
详见表 1遥
2.4.4 Western blot 检测 TGF-茁1尧LC3-域/玉尧MMP-
2 蛋白表达 准备 1伊TBST尧10伊电泳缓冲液尧10伊电
转缓冲液尧5%牛奶封闭液袁使用 RIPA 强裂解液稀

释 PMSF袁配制裂解液袁按每 60 mg 组织粉末加入

150 滋L RIPA 裂解液振荡混匀后放入冰盘上袁摇床

上 摇 1 h遥 将裂解溶液放入 4 益的低温冰箱中

12 000 r/min离心 5 min袁取上清进行蛋白定量遥 采

用上海碧云天生物有限公司 BCA 蛋白浓度测定试

剂盒测定蛋白质浓度遥 将不同浓度蛋白上样尧电泳尧
转膜尧封闭袁加入对应的一抗在摇床孵育一夜遥 第 2
天回收一抗袁清洗后加入对应的二抗袁室温孵育 2 h遥
洗去多余二抗袁制备 AB 液袁加入 AB 混合液袁用化

学发光成像系统曝光 30/60袁观察结果并保存图片遥
2.5 统计学分析

应用 SPSS 25.0 软件进行统计分析遥 定量结果

采用野曾依s冶表示遥多组间定量资料或数值变量资料比

较符合正态性及方差齐性则采用单因素方差分析

及多重比较曰不满足正态性及方差齐性则采用

Kruskal-Wallis H 检验袁两两比较遥 均以 P<0.05 表

示差异具有统计学意义遥
3 结果

3.1 角膜基质激光共焦断层扫描结果

空白组在 3 次测量时间点皆显示角膜基质层的

基质细胞分布均匀袁细胞呈椭圆状尧细胞核高反光袁
细胞间网状连接袁细胞间未见胶原沉积遥模型组在造

模后第 7 天显示基质细胞密度降低并被细长状成纤

维细胞代替并伴有炎症细胞浸润袁细胞间联系模

糊曰在第 14 天时袁角膜基质见成纤维细胞浸润曰第
28 天时袁基质层见大量肌成纤维细胞及胶原沉积遥
中药组在造模 7 天后显示基质中有成纤维细胞浸

润曰第 14 天可见成纤维细胞及胶原沉积袁第 28 天可

见少量成纤维细胞浸润及胶原沉积遥 自噬促进组在

造模第 7 天时可见少许炎症细胞尧成纤维细胞曰第
14 天可见少许成纤维细胞曰第 28 天可见少量成纤

维细胞及胶原沉积遥 自噬抑制组在造模后第 7 天可

见基质细胞密度降低袁可见瘢痕曰第 14 天可见大量

成纤维细胞及胶原沉积曰第 28 天可较多胶原沉积遥

表 1 角膜混浊评分标准

Table 1 Scoring criteria for corneal opacity
评分/分

0
0.5
1
2
3
4

角膜混浊程度

角膜完全清晰无混浊

在裂隙灯生物显微镜下可以倾斜照射可见细微轻度混浊

角膜混浊明显袁但不会影响观察虹膜的细微结构

角膜足够混浊造成虹膜的细微结构不能辨认

角膜中度混浊遮挡虹膜及晶状体结构

角膜完全混浊
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图 1 各组白兔各时间段角膜浅层基质变化渊伊800冤
Fig.1 Changes in the superficial stroma of cornea in each
group of white rabbits at different time periods (伊800)

自噬促进+中药组在造模第 7 天基质细胞密度较

低袁少量胶原沉积曰第 14 天可基质中少量成纤维细

胞浸润曰第 28 天可见少量成纤维细胞及胶原沉积遥
自噬抑制+中药组在造模第 7 天可见大量成纤维细

胞及炎症细胞浸润曰第 14 天可见基质间存在成纤维

细胞及少量胶原沉积曰第 28 天可见成纤维细胞及

肌成纤维细胞袁角膜见褶皱现象遥 详见图 1遥

3.2 显微镜眼前节形态表现

3.2.1 显微镜下角膜情况 空白组角膜在第 7尧14尧
28 天皆清晰透明遥 其余各组第 7 天均出现角膜混

浊袁角膜不平整呈半透明状袁荧光素着染袁随着时间

推移荧光素着染范围缩小袁角膜混浊逐渐消褪遥 在

第 28 天袁各组荧光素着染范围较第 7 天减小袁角膜

混浊减轻遥 其中袁模型组角膜表层不均匀袁角膜混浊

伴有轻微的荧光着染袁中药组及自噬促进组在角膜

混浊程度较模型组轻袁可模糊透间虹膜纹理遥 自噬

促进+中药组角膜混浊程度较其余各组明显减轻袁
可模糊透见虹膜纹理遥 自噬抑制组在建模后第 7尧
14尧28 天角膜出现质地不均匀的混浊袁不能窥见虹

膜结构袁尤其在第 28 天时角膜中央可见新生血管

蔓延袁中央周围可见不均匀的角膜瘢痕遥 自噬抑制+
中药组在建模后第 28 天角膜混浊程度接近于模型

组遥 详见图 2遥

3.2.2 角膜混浊评分 与空白组比较袁模型组在造

模后第 7尧14尧28 天的角膜混浊程度均有升高渊P约
0.05冤遥与模型组相比较袁自噬促进+中药组在造模后

第 7尧14尧28 天角膜混浊程度均均有降低渊P约0.05冤袁
而自噬抑制组在造模后第 7尧14尧28 天的角膜混浊明

显高于模型组渊P约0.05冤遥 详见表 2遥
3.3 Western blot 检测 TGF-茁1尧LC3尧MMP-2 相关

蛋白表达

与空白组相比袁各时间段模型组 LC3-域/玉蛋

白表达显著升高渊P约0.05冤遥与模型组相比袁各时间段

中药组尧自噬促进组 LC3-域/玉表达均升高渊P约0.05冤袁

图 2 各组白兔各时间段角膜混浊及荧光染色情况渊伊1.5冤
Fig.2 Corneal opacity and fluorescent staining in each
group of white rabbits at different time periods (伊1.5)

注院A 为空白组曰B 为模型组曰C 为中药组曰D 为自噬促进组曰E 为自

噬抑制组曰F 为自噬促进+中药组曰G 为自噬抑制+中药组曰1 为第 7
天曰2 为第 14 天曰3 为第 28 天遥
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表 2 建模后各组白兔角膜混浊比较渊曾依s袁n=4冤
Table 2 Comparison of corneal opacity among different

groups of white rabbits after modeling

注院与空白组比较袁aP约0.05曰与模型组比较袁bP约0.05曰与中药组比

较袁cP约0.05曰与自噬促进组比较袁dP约0.05曰与自噬抑制组比较袁eP约
0.05曰与自噬促进+中药组比较袁fP约0.05遥

组别

空白组

模型组

中药组

自噬促进组

自噬抑制组

自噬促进+中药组

自噬抑制+中药组

造模第 7 天

0.13依0.25
1.75依0.50a

1.75依0.50a

1.25依0.50a

2.50依1.00ad

0.88依0.25bcde

2.00依0.00af

造模第 14 天

0.13依0.25
1.75依0.50a

1.75依0.50a

1.25依0.50a

2.50依1.00abcd

0.88依0.25abe

2.00依0.00acdef

造模第 28 天

0.13依0.25
1.75依0.50a

1.75依0.50a

1.25依0.50a

2.50依1.00abcd

0.88依0.25bde

2.00依0.00abcdef

自噬抑制组表达降低渊P约0.05冤遥 与中药组相比袁各
时间段自噬促进+中药组 LC3-域/玉表达较高渊P约
0.05冤袁自噬抑制+中药组表达较低渊P约0.05冤遥

与空白组相比袁各时间段模型组 TGF-茁1尧MMP-
2 蛋白表达显著升高渊P约0.05冤遥 与模型组相比袁各时

间段中药组尧自噬促进组 TGF-茁1尧MMP-2 蛋白表

达均较低渊P约0.05冤袁自噬抑制组表达较高渊P约0.05冤遥
与中药组对比袁各时间段自噬促进+中药组 TGF-
茁1尧MMP-2 蛋白表达降低渊P约0.05冤袁自噬抑制+中药

组 TGF-茁1尧MMP-2 蛋白表达升高渊P约0.05冤遥详见

图3要4遥
4 讨论

角膜损伤修复过程是一个由胶原蛋白尧糖胺聚

糖尧基质金属蛋白酶等多因子参与的过程 [3]遥 而

MMP-2 作为 MMPs 重要成员之一袁在该过程中发

挥重要作用遥当角膜基质受到创伤后袁在创伤区周围

激活的角膜基质细胞会进行凋亡来防止在角膜损伤

修复过程中有害因素对周围角膜组织结构产生不良

影响[16]遥 部分激活的角膜基质细胞会在 TGF-茁1 等

作用下分化为角膜成纤维细胞并迁移至损伤区域袁
在 TGF-茁1 的作用下诱导成纤维细胞向不透明的

肌成纤维细胞转化并促进 ECM 分泌[5]遥 角膜基质混

图 4 第 7尧14尧28 天各组白兔 LC3-玉/域尧TGF-茁1尧MMP-2 蛋白表达量比较图

Fig.4 Comparison charts of LC3-玉/域, TGF-茁1, and MMP-2 protein expression levels among different groups
of white rabbits on days 7, 14, and 28

注院与空白组相比袁**P<0.05曰与模型组相比袁##P<0.05曰与中药组相比袁&&P<0.05遥

图 3 第 7尧14尧28 天各组 LC3-II/ LC3-I尧TGF-茁1尧MMP-2 蛋白条带图

Fig.3 Protein bands of LC3-II/LC3-I, TGF-茁1, and MMP-2 in each group on days 7, 14, and 28
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浊/瘢痕主要是 ECM 的沉积以及肌成纤维细胞存在

的结果[17]遥 当组织修复到一定程度袁成纤维细胞开

始凋亡袁肌成纤维细胞侵袭并充满创伤处最终形成

瘢痕袁经过数月或数年的修复袁规则正常的 ECM 逐

渐取代肌成纤维细胞及其产生的混浊 ECM[18]遥 该过

程中肌成纤维细胞也会向成纤维细胞转化袁异常

ECM 被重吸收袁角膜细胞重新组成基质袁角膜透明度

逐渐恢复[19]遥 角膜伤口愈合过程中基质中 ECM 沉积

过多和出现异常的肌成纤维细胞袁将会产生角膜瘢

痕袁自噬可能有助于减少或清除多余的 ECM 来减轻

瘢痕增生遥 有研究报道袁在角膜疾病中角膜成纤维

细胞中的蛋白质如 LC3A/B 和 LAMP-1 在角膜伤

口表达增加 [20]袁氯化锂原本是一种广泛应用于精神

和神经系统疾病的治疗药物袁近期发现氯化锂能在

一定程度上促进自噬 [21-22]袁CHOI 等 [23]袁发现氯化锂

能增加角膜基质中成纤维细胞 LC3II/I 的比例袁同时

还TGF-茁1 的表达随着氯化锂的浓度增加而减少遥
常鸣[24]等在使用哺乳动物雷帕霉素靶蛋白通路抑制

剂雷帕霉素作用于小鼠角膜瘢痕后发现袁自噬水平

的提高降低角膜成纤维细胞转化为肌成纤维细胞

的标志 琢-SMA 的表达袁以及 TGF-茁1 的表达[24]袁
从而减轻角膜瘢痕遥

角膜归属于中医学黑睛范畴袁黑睛常暴露于外袁
易受外伤及邪毒侵袭袁络脉受损袁目珠流失气血袁致
气血不足尧瘀血留滞袁风热邪气乘虚而入袁留存于黑

睛致气机郁滞[25]遥 叶伤科汇纂窑外邪篇曳言野大凡伤损

症袁有外邪乃乘虚而入冶袁并且叶原机启微窑卷二曳曰
野翳之所生袁多因风热不制冶袁说明角膜损伤后易感风

热之邪遥 叶眼科秘诀窑论退翳法曳载院野翳者袁气血津凝

而不行袁结聚而成云翳遥 冶综合认为袁角膜损伤所产

生的翳证的病机为气血失和袁风热侵袭遥 除风益损

汤由四物汤加藁本尧前胡尧防风组成袁方中四物汤补

血养血尧活血明目袁配合藁本尧前胡尧防风祛风散邪袁
使得全方补血而不滞尧行血而不过遥 诸药合用袁养血

活血尧祛风明目袁促使气血得以畅达目窍用以疗养遥
本研究发现袁眼前节照相及角膜荧光素染色尧角

膜混浊评分中袁随着时间推移袁实验兔在中药除风益

损汤汤剂灌胃治疗和 LiCl 板层角膜注射治疗及联

合治疗对比模型组角膜混浊程度较轻袁虹膜纹理更

为清晰遥 而通过 3-MA 板层角膜注射治疗对比模型

组角膜混浊程度更重袁虹膜纹理模糊遥 以上说明除

风益损汤和 LiCl 板层角膜注射对兔角膜损伤修复

有促进作用袁且提高自噬水平能促进角膜损伤修复遥
通过激光共焦断层扫描在不同时间进行观察袁发现

模型组在造模第 7尧14 天时间段内存在炎症细胞及

大量成纤维细胞浸润袁造模 28 d 可见成纤维细胞浸

润及胶原沉积袁而中药组尧自噬促进组尧自噬促进+
中药组成纤维细胞浸润尧胶原沉积少袁而自噬抑制组

对比模型组胶原沉积更多遥 以上说明成纤维细胞浸

润和LiCl 板层角膜注射能减少成纤维细胞的转化袁
减轻胶原沉积来从而减轻角膜瘢痕遥 在 Western blot
检测发现实验兔 LC3-域/玉随时间推移升高袁本实

验中自噬促进+中药组 LC3-域/玉表达明显高于各建

模组袁中药组尧自噬促进组中 LC3-域/玉较模型组高

说明除风益损汤和 LiCl 板层角膜注射能促进角膜

自噬水平遥 而 TGF-茁1尧MMP-2 表达在自噬促进+中
药组尧中药组尧自噬促进组中均低于模型组袁且随着

时间的推移而减少袁而自噬抑制组 TGF-茁1尧MMP-
2 表达高于模型组袁这与 XU 等[26]在角膜损伤予以

治疗后MMP-2 降低相似袁由此可知除风益损汤和

LiCl 板层角膜注射能减少 TGF-茁1尧MMP-2 表达袁
从而减少角膜瘢痕遥与空白组相比袁模型组TGF-茁1尧
MMP -2 蛋白在各时间段表达均升高袁TGF-茁1尧
MMP-2 增加以促进角膜瘢痕的形成完成角膜基质

的重塑袁自噬增加以清除多余的 ECM袁抑制炎症反

应遥 与模型组相比袁中药组和自噬促进组在 3 个时

间段的LC3-域/玉蛋白表达升高袁TGF-茁1尧MMP-2
蛋白表达降低遥 提示除风益损汤和氯化锂可增加兔角

膜中的自噬效应袁自噬活性的升高帮助角膜恢复

正常的 ECM袁限制细胞应激遥 同时降低 TGF-茁1尧
MMP-2 减少瘢痕的形成遥 相反袁自噬抑制组与模型

组相比袁各时间段LC3-域/玉表达降低袁TGF-茁1尧
MMP-2 表达升高袁提示 3-MA降低了兔角膜中的自

噬袁细胞持续处于应激状态袁不利于角膜透明度的

恢复和伤口的愈合遥 与中药组相比袁各时间段自噬促

进+中药组增加自噬更明显袁降低 TGF-茁1 与MMP-2
的效果也更加显著袁自噬抑制+中药组则相反袁提
示促进自噬有利于除风益损汤发挥更好的修复角

膜的作用遥
综上可知袁角膜损伤后可以调控 TGF-茁1尧MMP-

2 和自噬水平来影响角膜愈合及瘢痕的形成遥 本实

验通过宏观和微观的观察角度袁以及分子水平的检
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测检测袁发现除风益损汤尧氯化锂对于角膜损伤愈合

起到促进作用袁并能减少瘢痕形成袁其机制可通过促

进自噬和调控 TGF-茁1尧MMP-2 的水平来实现袁二
者合用效果更佳遥
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