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Abstract
誗AIM: To investigate the inhibited effect of Doxycycline
on the infiltration of inflammatory cells in rat alkali burn
corneas.
誗METHODS: Corneas of 32 SD rats were injured with
1mol / L NaOH, then divided into two groups: control and
doxycycline - treated. All agents were administered
topically 4 times daily. Slit - lamp microscope was
performed and inflammatory index was calculated at 3, 7,
14 and 21 days after injury. Then 4 rats were randomly
sacrificed and each cornea was divided into two parts,
one for histopathology, the other for ICAM - 1 ELISA
assay.
誗RESULTS:In control group, the inflammatory index and
the number of inflammatory cell was higher than the
doxycycline- treated dramatically at all time points ( P <
0郾 05) . Compared with control group, corneal ICAM - 1
expression decreased significantly in doxycycline- treated
group at all time points(P < 0. 05) .
誗 CONCLUSION: Doxycycline may inhibit inflammatory
cell infiltration by down-regulating ICAM-1 expression.
誗 KEYWORDS: Doxycycline; alkali burn; cornea;
inflammatory cells
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摘要
目的:观察多西环素对碱烧伤大鼠角膜炎症细胞浸润的抑
制作用。
方法:健康 SD 大鼠 32 只,随机分为对照组、多西环素组,
每组 16 只大鼠。 建立角膜碱烧伤模型后,多西环素组予
3g / L 多西环素眼液点眼,对照组予眼液溶媒点眼。 分别
于碱烧伤后第 3,7,14,21d 观察计算炎症指数,角膜取材
后进行病理切片及炎症细胞计数,行 ICAM-1 的 ELISA
检测。
结果:多西环素组各时间点结膜充血、角膜水肿较对照组
轻,炎症指数均明显低于对照组,差异有统计学意义(P<
0. 05)。 多西环素组各时间点炎症细胞计数少于对照组
(P< 0. 05)。 多西环素组各时间点大鼠角膜的 ICAM-1
表达低于对照组(P<0. 05)。
结论:多西环素可以抑制碱烧伤大鼠角膜的炎症细胞浸
润,其机制可能是抑制 ICAM-1 的表达。
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0 引言
摇 摇 角膜碱烧伤是严重的致盲性眼外伤,烧伤早期即有大
量炎症细胞浸润,炎症细胞分泌炎症因子趋化更多的炎症
细胞,放大炎症反应;同时分泌基质金属蛋白酶,溶解角膜
基质,导致角膜溃疡、穿孔[1]。 因此,炎症细胞在角膜碱烧
伤的病理过程中起主导地位。 抑制炎症细胞浸润可以促
进角膜上皮愈合,减少角膜溃疡发生[2-4],抑制新生血管
形成[5,6]。 多西环素具有强大的抗炎作用,应用于人腹主
动脉瘤的研究发现,多西环素可以使腹主动脉瘤管壁中的
中性粒细胞减少 72% ,使细胞毒性 T 细胞的数量减少
95% ,并且可以抑制多种炎症因子的表达[7]。 我们通过大
鼠角膜碱烧伤模型观察多西环素对炎症细胞浸润的抑制
作用。
1 材料和方法
1. 1 材料 摇 健康 SD( sprague dawley)大鼠 32 只,雌性,体
质量 180 ~ 220g,购自广西医科大学动物实验中心提供,
实验前裂隙灯检查排除眼部疾病。 实验动物随机分为对
照组、多西环素组,每组 16 只大鼠。 多西环素组予 3g / L
多西环素眼液点眼,对照组予眼液溶媒点眼。 眼液溶媒除
不含多西环素外,其余成分与 3g / L 多西环素眼液相同。
多西环素购自 Sigma 公司,使用前配制成眼液。 ELISA 试
剂盒购自 RapidBio Lab 公司。
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摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 图 1摇 大鼠角膜碱烧伤后 3d角膜炎症细胞变化(HE伊200) 摇 A:对照组;B:多西环素组。

1. 2 方法摇 碱烧伤模型制备前 1d 予 5g / L 妥布霉素眼液
每天 4 次和 10g / L 阿托品眼液点眼 1 次。 按照 0. 2mL / 100g
体质量腹腔注射氯胺酮和氯丙嗪 1颐1 混合液,结膜囊内滴
10g / L 丁卡因表面麻醉,棉签擦干结膜囊内液体。 使用自
制碱烧伤模具制作大鼠角膜碱烧伤模型。 碱烧伤模具的
制备过程如下:在 200滋L 容积的枪头距尾部 15mm 处水平
切去枪头头端,用刀片小心将切口端外部削薄。 在枪头内
填塞适量棉花,枪头切口端外露棉花形成平整的微凸面,
松紧度适中,模具尾部用纸胶布封贴,模具容积为 220滋L,
高温高压消毒灭菌备用。 于大鼠角膜碱烧伤模具内滴入
220滋L 浓度为 1mol / L NaOH 后,将模具垂直放置于大鼠角
膜中央 30s,迅速用 30mL 生理盐水冲洗结膜囊。 冲洗完
毕每只大鼠角膜中央均可见一个圆形灰白色烧灼斑,直径
约 4mm。 每组大鼠于角膜碱烧伤后立即予眼液点眼,每
日 4 次,分别于碱烧伤后 3,7,14,21d 随机选取 4 只大鼠,
腹腔注射氯胺酮和氯丙嗪 1颐1 混合液诱导麻醉,裂隙灯下
观察,评估炎症指数。 随即处死大鼠,角膜取材,均分两
半,一半 10% 福尔马林固定,做病理组织切片,HE 染色;
另一半-80益保存,备 ELISA 检测用。 实验动物发生严重
眼内出血、角膜溶解穿孔或感染则予剔除。
1. 2. 1 炎症指数的计算摇 碱烧伤后第 3,7,14 及 21d,裂隙
灯下观察大鼠角膜缘血管环充血情况、周边角膜和中央角
膜水肿程度、角膜上皮愈合情况等,计算炎症指数。 炎症
指数按以下标准评分[8]:(1)结膜充血:0 分:无充血;1
分:角膜缘血管环轻度充血;2 分:角膜缘血管环中度充
血;3 分:角膜缘血管环重度充血,血管怒张。 (2)中央角
膜水肿:0 分:透明,无水肿;1 分:中央角膜水肿,可看到虹
膜纹理;2 分:中央角膜水肿,但看不清虹膜纹理;3 分:中
央角膜水肿,看不清瞳孔;(3)外周角膜水肿:0 分:透明,
无水肿;1 分:外周角膜水肿,可看到虹膜纹理;2 分:外周
角膜水肿,但看不清虹膜纹理;3 分:中央角膜水肿,看不
清虹膜。 炎症指数即为上述三项得分相加除以 9。
1. 2. 2 炎症细胞的计数摇 4% 福尔马林固定的大鼠角膜,
经梯度乙醇脱水,二甲苯透明,石蜡包埋。 按角膜的最大
径线切片,厚度 5滋m,脱蜡、复水,常规 HE 染色,中性树胶
封片,光镜下观察。 于 400 倍镜下(BX50, Olympus)计数
炎症细胞数,计数范围由目镜测微尺划定。 目镜测微尺共
有 100 个小方格,分别计数切片中角膜周边部、中周部及
角膜中央共 5 个视野中方格内的炎症细胞数,取平均值,
按均数依标准差表示。 炎症细胞包括中性粒细胞、淋巴细
胞和巨噬细胞。 胞核深染,杆状或分叶状,胞浆猩红色者
为中性粒细胞。 胞核深染,圆形或椭圆形,胞浆极少者为
淋巴细胞。 胞核深染,呈马蹄形或不规则,胞体较大者为
巨噬细胞。

表 1摇 各组大鼠各时间点角膜碱烧伤炎症指数 軃x依s
分组 3d 7d 14d 21d
对照组 0. 67依0. 00 0. 87依0. 32 0. 61依0. 36 0. 67依0. 52
多西环素组 0. 45依0. 03a 0. 22依0. 14a 0. 04依0. 06a 0. 19依0. 11

aP<0. 05 vs 对照组。

1. 2. 3 ELISA 检测各组大鼠角膜 ICAM-1 蛋白变化 摇
ICAM-1 蛋白含量用酶联免疫吸附试验(Enzyme-linked
immunoassay,ELISA)试剂盒 ( RapidBio Lab,USA) 检测。
每一时间点实验组与对照组各取 6 个角膜标本,剪碎,加
入 200滋L 纯水电动匀浆,冷冻离心机(UNIVERSAL 32R,
Hettich Zentrifugen)15000r / min 4益离心 20min,取上清备
用。 BCA 法测各标本总蛋白浓度(mg / mL)。 ELISA 检测
按照试剂盒说明书操作,酶标仪(Multiskan MK 3, Thermo
Labsystem)测量 570nm 吸光度值,通过标准曲线得到
ICAM-1 蛋白浓度(ng / mL)。 ICAM-1 蛋白浓度比上总蛋
白浓度即为单位总蛋白中的 ICAM-1 蛋白浓度(滋g / g 总
蛋白)。
摇 摇 统计学分析:两组各时间点的炎症指数、炎症细胞计

数及 ICAM-1 表达浓度均以均数依标准差(軃x依s) 表示,应
用 SPSS 13. 0 统计软件进行统计处理,进行独立样本 t 检
验,P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 各组大鼠角膜炎症指数变化摇 碱烧伤后第 3,7d,对照
组结膜充血与角膜水肿明显,多西环素组较对照组轻。 第
14,21d 起,对照组结膜充血及角膜水肿减轻,多西环素组
较对照组轻,而且角膜透明度高,瘢痕轻。 两组大鼠角膜
碱烧伤后各时间点炎症指数见表 1。 多西环素组各时间
点炎症指数均明显低于对照组,除第 21d 略有回升外,其
余各时间点与对照组比较均有统计学差异(P>0. 05)。
2. 2 各组大鼠角膜炎症细胞变化摇 第 3d:对照组,角膜上
皮水肿,3 ~ 4 层细胞,局部区域有气球样变,部分上皮与
实质层分离,形成上皮下大泡;实质层水肿明显,纤维排列
紊乱,大量炎症细胞浸润(图 1A);多西环素组,角膜上皮
水肿,细胞 4 ~ 5 层,较多区域气球样变;实质层水肿明显,
纤维排列不规则,少量炎症细胞浸润(图 1B)。 第 7d:对
照组,角膜上皮水肿,细胞 4 ~ 5 层;实质层水肿明显,纤维
排列紊乱,大量炎症细胞浸润,角膜中周部大量新生血管
长入;多西环素组,角膜上皮水肿,细胞 4 ~ 5 层,局部气球
样变;实质层轻度水肿,纤维排列不规则,少量炎症细胞浸
润,周边角膜有新生血管长入。 第 14,28d:对照组,角膜
上皮细胞 4 ~ 6 层;实质层轻度水肿,纤维排列紊乱,较多
炎症细胞浸润,新生血管进入角膜中央;多西环素组,角膜
上皮 2 ~ 4 层;实质层无水肿,纤维排列尚规则,少许炎症

1901

Int Eye Sci, Vol. 13, No. 6, Jun. 2013摇 摇 www. ies. net. cn
Tel:029鄄82245172摇 82210956摇 Email:IJO. 2000@163. com



细胞浸润。 两组大鼠角膜碱烧伤各时间点炎症细胞计数
见表 2。
2. 3 各组大鼠角膜 ICAM-1 蛋白变化 摇 大鼠角膜碱烧伤
后各时间点角膜 ICAM-1 表达情况见表 3。 对照组第 3d
ICAM-1 的表达最高,随时间推移表达逐渐降低。 多西环
素组第 3d 低表达,第 7d 表达升高,第 14,21d 逐渐下降,
除第 7d 时 P=0. 072 外,其余各时间点与对照组比较均有
统计学差异(P<0. 05)。
3 讨论
摇 摇 炎症是角膜碱烧伤的基本病理生理过程,也是影响角
膜碱烧伤预后的一个重要因素。 角膜碱烧伤后 12 ~ 24h
即有大量的炎症细胞浸润,主要是中性粒细胞和单核巨噬
细胞。 这些炎症细胞由血管渗漏而来,趋化至损伤区域,
释放炎症因子如 MMP, IL - 1,TNF, IFN -酌 及趋化因子
MIP,MCP 和 IL-8 等,一方面引起局部炎症反应,另一方
面募集更多的炎症细胞进入角膜,此即为第二波的炎症细
胞浸润。 第二波的炎症细胞浸润始于烧伤后第 7d,第
14 ~ 21d 达高峰,其分泌炎症因子的高峰与组织胶原酶激
活时间重叠,容易发生角膜溃疡及穿孔。 第二波的炎症细
胞浸润主要由第一波的炎症细胞分泌的炎症因子趋化。
因此,控制炎症的关键在于控制炎症细胞浸润,特别是第
一波次的炎症细胞浸润[1]。
摇 摇 多西环素具有多方面的抗炎机制,可选择性地使人腹
主动脉瘤管壁的中性粒细胞减少 72% ,使细胞毒性 T 细
胞的数量减少 95% ;显著地抑制基质金属蛋白酶 MMP8
和 MMP9 的 mRNA 表达;通过转录激活蛋白-1(AP-1)途
径抑制 IL-6、IL-8 的表达;通过核转录因子 C / EBP 途径
抑制 IL-8、粒细胞集落刺激因子(G-CSF)的表达[7];还可
以抑制 IL-1茁,TNF-琢,IL-6 和 IFN-酌 等多种炎症因子的
产生[9,10]。 本实验对照组第 3d 角膜大量炎症细胞浸润,
并于第 7d 达到高峰,然后逐渐减轻,但仍维持在较高的水
平,炎症的变化规律与以前的报导一致。 炎症指数亦于第
3d 明显升高,第 7d 达到高峰,其动态变化与炎症细胞浸
润的规律一致。 多西环素组各个时间点的炎症指数及炎
症细胞数均低于对照组,差异具有统计学意义。 表明 3g / L
多西环素眼液具有抑制碱烧伤大鼠角膜炎症细胞浸润的
作用。
摇 摇 炎症细胞与角膜基质的黏附主要由 ICAM - 1 介
导[11]。 肖启国等[12]研究表明,多西环素可以抑制结膜上
皮细胞表达 ICAM-1。 我们使用 ELISA 方法检测大鼠角
膜 ICAM-1 的表达显示,对照组大鼠角膜第 3d 出现
ICAM-1 高表达,然后逐渐降低,但维持在较高水平,多西
环素组各时间点 ICAM-1 表达均明显低于对照组,除第
7d 时 P=0. 072 外,其余各时间点 ICAM-1 表达与对照组
相比均有统计学差异。 实验数据说明,多西环素可以抑制
碱烧伤大鼠角膜表达 ICAM-1。 碱烧伤角膜表达 ICAM-1
的变化规律与角膜炎症细胞计数变化规律一致,说明了
ICAM-1 可能在介导角膜炎症细胞浸润过程中起重要
作用。

表 2摇 各组大鼠角膜碱烧伤后各时间点炎症细胞计数

(軃x依s,个 /高倍视野)
分组 3d 7d 14d 21d
对照组 36. 2依22. 5 55. 0依46. 2 23. 2依12. 3 27. 2依20. 3
多西环素组 11. 3依2. 4a 2. 5依1. 4a 8. 2依3. 3a 0. 8依0. 7a

aP<0. 05 vs 对照组。

表3摇 两组大鼠角膜各时间点的 ICAM-1表达 (軃x依s,滋g / g 总蛋白)

分组 3d 7d 14d 21d
对照组 150. 9依57. 7 123. 9依61. 1 110. 4依35. 2 90. 5依34. 6
多西环素组 37. 4依10. 6a 66. 9依17. 1 59. 1依11. 5a 46. 2依10. 5a

aP<0. 05 vs 对照组。

摇 摇 综上所述,多西环素可以减轻碱烧伤大鼠角膜的炎症
反应,减少炎症细胞浸润。 多西环素作用下,碱烧伤大鼠
角膜表达 ICAM-1 降低,可能是多西环素抑制角膜炎症细
胞浸润的机制。 这一研究结果可能为角膜碱烧伤的治疗
开辟新的思路。
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