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摘要
目的:观察抗真菌药物诱导的肠道真菌菌群失调对小鼠角
膜创伤修复的影响ꎮ
方法:选用健康无眼疾的 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 雄性小鼠ꎬ将实验小
鼠随机分为两组:对照组和两性霉素 Ｂ 组ꎮ 对照组给予
正常饮食ꎬ两性霉素 Ｂ 组给予添加两性霉素 Ｂ 的饮食ꎬ以
诱导小鼠肠道真菌菌群失调ꎬ４ｗｋ 后对两组小鼠角膜进行
上皮创伤ꎬ使用荧光素钠染色角膜创伤区域ꎬ动态观察上
皮修复情况ꎬ并利用免疫荧光染色观察角膜上皮细胞、炎
症细胞变化ꎬ通过 ＨＥ 染色观察角膜厚度的变化ꎮ
结果:两性霉素 Ｂ 组与对照组相比ꎬ再上皮化速度和创伤
修复延迟ꎬ炎症细胞明显减少ꎬ角膜上皮厚度变薄ꎮ
结论:肠道真菌菌群失调延迟角膜创伤的修复ꎬ降低角膜
创伤后的炎症反应ꎮ
关键词:肠道真菌菌群失调ꎻ角膜ꎻ创伤修复ꎻ炎症反应
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０引言
角膜创伤是眼科常见的急症ꎬ角膜创伤的愈合是一个

重要的临床问题ꎬ快速良好的角膜创伤修复对于恢复角膜
完整性和视力至关重要ꎮ 角膜的创伤修复是一个动态、有
序的过程ꎬ涉及到复杂的细胞和分子机制ꎮ 这一过程中生
长因子和细胞因子是重要的调节因子ꎬ可刺激参与伤口愈
合的细胞生长、增殖、迁移、分化、黏附ꎬ以及细胞外基质沉
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积和蛋白酶调节等[１－２]ꎮ 动物实验研究显示ꎬ在角膜创伤
修复的初期ꎬ角膜上的免疫细胞通过角膜缘血管网向创伤
区域迁移ꎬ通过释放大量的生长因子、细胞因子和各种酶
类等物质促进创伤的愈合ꎮ 其中中性粒细胞和 γδＴ 细胞
发挥着重要的作用[３－５]ꎮ 因此ꎬ任何破坏或者干扰炎症细
胞功能和免疫反应过程的因素都会造成角膜创伤修复的
延迟ꎮ

哺乳动物肠道存在着多样复杂的共生微生物ꎬ其中包
括细菌、古生菌、真菌、病毒等ꎮ 人体肠道中约定植 １０１２ ~
１０１４个微生物ꎬ基因总量是人基因的 １５０ 倍ꎬ被称为人类的
第二套基因组[６]ꎮ 大量研究表明ꎬ肠道微生物参与人体的
营养代谢、肠道功能、免疫调节等生理过程ꎬ肠道微生态的
失调常伴随多系统疾病的发生ꎬ如心脑血管疾病、肥胖、糖
尿病ꎬ甚至神经组织的修复再生等[７－１０]ꎮ 这些研究主要阐
明肠道细菌与疾病发生和发展的关系ꎬ但在肠道真菌方面
研究甚少ꎮ 肠道真菌作为肠道微生态的重要一员ꎬ亦有着
不可忽视的作用ꎮ 长期口服抗真菌药物两性霉素 Ｂ 可造
成肠道真菌菌群失调ꎬ增加炎症性肠道疾病和过敏性呼吸
道疾病的严重程度ꎮ 并且两性霉素 Ｂ 在肠道几乎不可吸
收ꎬ因此可以排除肠道外非特异效应的作用[１１－１２]ꎮ 本研
究通过两性霉素 Ｂ 诱导肠道真菌菌群失调ꎬ从而探索肠
道真菌菌群失调对角膜创伤修复的影响ꎬ试图从肠道真菌
菌群方面为角膜创伤的治疗提供思路ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料
１􀆰 １􀆰 １实验动物　 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 雄性小鼠 ６０ 只ꎬ８~１２
周龄ꎬ体质量 ２３~２５ｇꎬ均购自南京大学－南京生物医药研
究院ꎬ裂隙灯下检查双眼角膜均无病变ꎮ 小鼠的饲养与使
用均遵照视觉与眼科研究协会制定的科研动物使用规范ꎬ
经河南省眼科学与视觉科学重点实验室管理与伦理审查
委员会批准ꎮ 动物饲养环境为 １２ｈ 光照 / １２ｈ 黑暗(上午
６ ∶ ００开灯ꎬ下午 ６∶ ００ 关灯)的循环周期ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２ 主要实验试剂 　 免 疫 荧 光 试 剂 ＦＩＴＣ / Ｇｒ － １
( ５５３１２７ꎬ ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ )ꎻ ＰＥ / ＧＬ３ ( ５５３１７８ꎬ ＢＤ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ)ꎻ ４ꎬ ６ － ｄｉａｍｉｄｉｎｏ － ２ － ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ ( ＤＡＰＩ )
(９４４０２１ꎬ 美 国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司)ꎻ Ｂｏｖｉｎｅ Ｓｅｒｕｍ Ａｌｂｕｍｉｎ
(９０４８－４６－８ꎬＢＩＯＳＨＡＲＰ)ꎻＴｒｉｔｏｎ Ｘ－１００(Ｔ８２００ꎬ北京索莱
宝科技有限公司)ꎻ封片胶(Ｆ４６８０－２５ＭＬꎬ美国 Ｓｉｇｍａ 公
司)ꎻ多聚甲醛(北京索莱宝科技有限公司)ꎻ戊巴比妥钠
(国药集团化学试剂有限公司)ꎻ荧光素钠(Ｈ１１６１９－１００９ꎬ
美国 Ａｌｃｏｎ 公司)ꎻ两性霉素 Ｂ(大连美仑生物技术有限公
司)ꎻ粪便样本 ＤＮＡ 提取试剂盒(Ｏｍｅｇａ)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３主要仪器设备　 手术显微镜(ＹＺ２０Ｔ４ꎬ苏州六六视
觉科技股份有限公司)ꎻ超净工作台(ＳＷ－ＣＪ－１Ｆꎬ苏净集
团苏 州 安 泰 空 气 技 术 公 司 )ꎻ 裂 隙 灯 ( ＳＬ􀆰 ８Ｚꎬ 日 本
Ｔｏｐｃｏｎ)ꎻ解剖显微镜(Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｖ２０ꎬ德国 Ｚｅｉｓｓ)ꎻ荧光显
微镜(Ｅｃｌｉｐｓｅ ８０ｉꎬ日本 Ｎｉｋｏｎ)ꎻ单光子共聚焦荧光显微镜
(ＮｉｋｏｎＣ１Ｓｉꎬ日本)ꎻ移液器(法国 Ｇｉｌｓｏｎ)ꎻ角膜剪和显微
无齿镊(苏州明仁医疗器械厂)ꎻ环钻(２ｍｍꎬ美国)ꎻ高尔
夫刀(Ａｃｃｕｔｏｍｅꎬ美国)ꎻ分析天平(ＰＬ４０２－Ｌꎬ瑞士)ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １ 诱导小鼠肠道真菌菌群失调 　 利用抗真菌药物
两性霉素 Ｂ 诱导小鼠肠道真菌菌群失调ꎬ选取体质量均
一(２３±２ｇ)、角膜无病变小鼠 ６０ 只ꎬ随机分为两组:两性

　 　

图 １　 角膜分区模式示意图(１ 区为角膜缘区ꎬ５ 区为角膜中央
区)ꎮ

霉素 Ｂ 组 ( Ａｍｐｈ) 与对照组 ( Ｃｔｒｌ)ꎮ 两性霉素 Ｂ 组按
６０ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)的剂量将两性霉素 Ｂ 加入小鼠饮食中喂养
４ｗｋ[１３]ꎬ对照组正常饮食喂养 ４ｗｋꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２小鼠粪便样本收集和 ＤＮＡ提取　 饲养 ４ｗｋ 后将待
取样小鼠放入铺有灭菌滤纸的笼子内ꎬ每笼 １ 只小鼠ꎬ排
便后立即用无菌棉签收集小鼠粪便ꎬ不同的小鼠取样要更
换新的滤纸ꎮ 采集的小鼠粪便参照粪便样本 ＤＮＡ 提取试
剂盒使用方法 ( Ｅ􀆰 Ｚ􀆰 Ｎ􀆰 Ａ􀆰 ＴＭ Ｓｔｏｏｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ ) 提取样本
ＤＮＡꎮ 采用包含“ＧＴＧＡＡＴＣＡＴＣＧＡＲＴＣ”序列的上游引物
和包含“ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴ”序列的下游引物扩增真菌
ＩＴＳ ｒＤＮＡ 上的 ＩＴＳ２ 高变区ꎬ构建高通量测序文库并检测ꎬ
然后利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ ＰＥ２５０ 平台进行测序ꎮ 测序结果
经过分析ꎬ得到样本物种信息ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３小鼠角膜上皮创伤　 两性霉素 Ｂ 诱导肠道真菌菌
群失调后ꎬ于中午 １２ ∶ ００ 制作小鼠角膜上皮创伤模型ꎮ
１０ｇ / Ｌ 戊巴比妥钠按 ８０ｍｇ / ｋｇ 剂量腹腔注射麻醉小鼠ꎮ
解剖显微镜下使用环钻在小鼠角膜中央标记直径为
２ｍｍ 圆形区域ꎬ采用高尔夫刀机械性刮除标记圆形区域
的角膜上皮细胞层[５] ꎮ 以上过程均在超净工作台中
进行ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４角膜上皮创伤修复观察 　 创伤后 ０、６、１２、１８、２４、
３０ｈ 采用 ２０ｇ / Ｌ 荧光素钠溶液染色两组小鼠角膜ꎬ在裂隙
灯显微镜下观察角膜创伤修复情况并拍照ꎬ通过图像处理
软件 Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ ＣＳ６(１３􀆰 ０􀆰 １)计算创伤区域面积ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５角膜免疫荧光标记　 两组小鼠分别于创伤后 ０、６、
１２、１８、２４、３０、３６ｈ 各时间点分别处死 ３ 只小鼠ꎬ取角膜组
织ꎬ修剪角膜去除虹膜、晶状体等组织ꎬ于 ２％多聚甲醛中
固定 ４０ｍｉｎꎬ固定后 １×ＰＢＳ 冲洗角膜ꎬ添加 ０􀆰 ２％Ｔｒｉｔｏｎ －
ＢＳＡ 溶液中室温破膜、封闭 ３０ｍｉｎꎬ然后分别加入 ＦＩＴＣ /
Ｇｒ－１、ＰＥ / ＧＬ３ꎬ４℃避光孵育过夜ꎬ次日加入 １μｇ / ｍＬ ＤＡＰＩ
染液ꎬ避光室温染色ꎮ 染色后取出角膜组织ꎬ１×ＰＢＳ 冲洗ꎮ
将角膜上皮层朝上使用手术刀片将角膜均匀切割成 ４ 瓣
平铺于载玻片上ꎬ使用封片胶封片ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６分裂细胞、中性粒细胞和 γδＴ 细胞定量分析 　 小
鼠角膜进行免疫荧光染色后ꎬ对角膜中分裂细胞、中性粒
细胞和 γδＴ 细胞进行定量分析ꎮ 将角膜从角膜缘到角膜
中央依次分为 １~５ 区(图 １)ꎮ 在单光子共聚焦显微镜 ４０
倍油镜下分别计数角膜两条直径上从一侧角膜缘到另一
侧角膜缘 ９ 个视野 ＤＡＰＩ 标记的分裂细胞、ＰＥ / ＧＬ３ 标记
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图 ２　 两组小鼠肠道真菌菌群在门、纲水平上的构成　 Ａ:门水平ꎻＢ:纲水平(不同颜色表示不同菌群)ꎮ

表 １　 Ａｌｐｈａ多样性分析 ｎ＝ ５
组别 Ａｃｅ Ｃｈａｏ１ Ｓｈａｎｎｏｎ Ｓｉｍｐｓｏｎ ｇｏｏｄｓ＿ｃｏｖｅｒａｇｅ
Ｃｔｒｌ 组 ９４􀆰 ８７±８􀆰 ３６ １００􀆰 ７１±１４􀆰 ６７ ５􀆰 １７±０􀆰 ３９ ０􀆰 ９２±０􀆰 ０１ １􀆰 ００±０􀆰 ００
Ａｍｐｈ 组 ９９􀆰 ３０±１２􀆰 ５８ １００􀆰 ５０±１２􀆰 ７５ ４􀆰 １２±０􀆰 ８４ ０􀆰 ９３±０􀆰 ０２ １􀆰 ００±０􀆰 ００

Ｚ －０􀆰 ５２ －０􀆰 ３１ －２􀆰 ４１ －０􀆰 ７３ ０􀆰 ００
Ｐ ０􀆰 ６０ ０􀆰 ７５ ０􀆰 ０２ ０􀆰 ４７ １􀆰 ００

注:Ｃｔｒｌ 组:对照组ꎻＡｍｐｈ 组:两性霉素 Ｂ 组ꎮ

表 ２　 两组小鼠创伤后不同时间点分裂细胞计数 (􀭰ｘ±ｓꎬ个 /视野)
组别 ０ｈ ６ｈ １２ｈ １８ｈ ２４ｈ ３０ｈ ３６ｈ
Ｃｔｒｌ 组 １２􀆰 ６７±４􀆰 １９ ２４􀆰 １７±８􀆰 ６８ ５３􀆰 ２５±１０􀆰 ２９ １１２􀆰 ５８±２５􀆰 １４ ２１９􀆰 ５８±５８􀆰 ０２ ２０９􀆰 ９２±２９􀆰 ４２ ２５６􀆰 ４２±２５􀆰 ２５
Ａｍｐｈ 组 ７􀆰 ０８±２􀆰 ７５ １１􀆰 １７±５􀆰 ０４ ４２􀆰 ５８±１０􀆰 ２６ ５８􀆰 ７５±１０􀆰 ４５ １４１􀆰 ２５±２８􀆰 ４０ １０９􀆰 ５８±２５􀆰 ９３ １３３􀆰 ９２±４６􀆰 ８３

　 　
ｔ ３􀆰 ８６ ４􀆰 ４８ ２􀆰 ５４ ６􀆰 ８５ ４􀆰 ２０ ８􀆰 ８６ ７􀆰 ９８
Ｐ ０􀆰 ００１ <０􀆰 ０１ ０􀆰 ０１９ <０􀆰 ０１ <０􀆰 ０１ <０􀆰 ０１ <０􀆰 ０１

注:Ｃｔｒｌ 组:对照组ꎻＡｍｐｈ 组:两性霉素 Ｂ 组ꎮ

的 γδＴ 细胞ꎮ 单光子共聚焦显微镜断层扫描角膜两条直
径上第 ４ 区 ＦＩＴＣ / Ｇｒ－１ 标记的嗜中性粒细胞ꎬ然后使用
Ｉｍａｒｉｓ７􀆰 ２􀆰 １ 软件进行定量统计ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７角膜上皮厚度测量　 两组分别于创伤后 ２４、４８、９６ｈ
各处死 ３ 只小鼠ꎬ取下完整小鼠眼球ꎬ经固定、脱水浸蜡、
包埋、切片、脱蜡等过程ꎬ制作石蜡切片并进行 ＨＥ 染色ꎬ
在显微镜 １０ 倍物镜下拍摄图像并使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行
角膜厚度定量计算ꎮ

统计学分析:使用 ＳＰＳＳ２１􀆰 ０ 统计软件分析数据ꎮ 各

组数据用 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ分裂细胞、中性粒细胞、γδＴ 细胞和角
膜厚度各时间点组间差异比较采用独立样本 ｔ 检验ꎮ 菌
群多样性和结构分析采用秩和检验Ｍａｎｎ－Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检
验ꎮ 以 Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２􀆰 １两性霉素 Ｂ诱导后小鼠肠道真菌菌群发生改变　 小
鼠粪便样本 ＩＴＳ ｒＤＮＡ 测序结果显示:两性霉素 Ｂ 处理
４ｗｋ 后ꎬ小鼠肠道真菌菌群多样性和结构发生改变ꎬ其中
Ａｌｐｈａ 多样性分析显示两组 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数差异有统计学意
义(Ｐ＝ ０􀆰 ０２)ꎬ其余各项指标差异无统计学意义(表 １)ꎮ

说明抗真菌药物处理后肠道真菌菌群的多样性存在一定
程度的差异ꎮ 肠道真菌菌群结构分析显示ꎬ在门水平上ꎬ
两组间担子菌门(ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ)和接合菌门( ｚｙｇｏｍｙｃｏｔａ)
差异有统计学意义(Ｐ ＝ ０􀆰 ０３２、０􀆰 ００８ꎬ图 ２Ａ)ꎻ在纲水平
上ꎬ 两 组 酵 母 菌 纲 ( ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｔｅｓ )、 黑 粉 菌 纲
(ｕｓｔｉｌａｇｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ)及微球黑粉菌纲(ｍｉｃｒｏｂｏｔｒｙｏｍｙｃｅｔｅｓ)
差异有统计学意义(Ｐ ＝ ０􀆰 ００８、０􀆰 ０１６、０􀆰 ０３２ꎬ图 ２Ｂ)ꎮ 结
果证明ꎬ两性霉素 Ｂ 处理后造成小鼠肠道真菌菌群改变ꎮ
２􀆰 ２肠道真菌菌群失调对小鼠角膜创伤再上皮化的影响
　 角膜上皮创伤后ꎬ两组小鼠角膜均逐渐进行修复ꎬＣｔｒｌ
组小鼠创伤后 ２４ｈ 荧光素钠染色角膜上皮无着染ꎬ而
Ａｍｐｈ 组 仍 有 部 分 着 染ꎬ 并 且 创 伤 后 ３０ｈ 仍 有 着 染
(图 ３Ａ)ꎮ Ａｍｐｈ 组小鼠与 Ｃｔｒｌ 组小鼠相比ꎬ角膜创伤后
再上皮化速度明显延缓(图 ３Ｂ)ꎮ 创伤后ꎬ两组分裂细
胞数量持续增加ꎬ但 Ａｍｐｈ 组上皮层分裂细胞总数显著
低于 Ｃｔｒｌ 组ꎬ各时间点比较差异均有统计学意义(表 ２)ꎮ
实验表明肠道真菌菌群失调导致小鼠角膜创伤后再上
皮化时间延长ꎬ上皮层分裂细胞数量与 Ｃｔｒｌ 组相比显著
下降ꎮ
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图 ３　 两组小鼠角膜创伤修复的动态变化　 Ａ:创伤后不同时间点荧光素钠染色显示创伤面积ꎻＢ:创伤后各时间点两组的角膜创伤面

积占创伤原始面积百分比( ａＰ<０􀆰 ０５ꎬｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ Ｃｔｒｌ 组)ꎮ

图 ４　 两组小鼠创伤后 ４８ｈ角膜 ＨＥ染色和上皮层厚度定量　 Ａ:创伤后 ４８ｈ 角膜上皮组织形态变化(×１００)ꎻＢ:创伤后 ４８ｈ 角膜上皮

厚度定量计算( ｂＰ<０􀆰 ００１ ｖｓ Ｃｔｒｌ 组)ꎮ

表 ３　 两组小鼠创伤后不同时间点 γδＴ细胞计数 (􀭰ｘ±ｓꎬ个 /视野)
组别 ０ｈ ６ｈ １２ｈ １８ｈ ２４ｈ ３０ｈ ３６ｈ
Ｃｔｒｌ 组 １０５􀆰 １７±１３􀆰 ０８ １０６􀆰 ５±２１􀆰 １３ １０４􀆰 ６７±２１􀆰 ９１ １２３􀆰 ５０±２８􀆰 ０８ １９６􀆰 ８３±４４􀆰 ６５ １５８±２７􀆰 ９６ ６２􀆰 ２５±１４􀆰 ２８
Ａｍｐｈ 组 ８２􀆰 ４２±２７􀆰 ６６ ８２􀆰 ７５±１７􀆰 ８３ ８５􀆰 ３３±２１􀆰 ０６ ９９􀆰 １７±２４􀆰 ７１ １４４􀆰 ２５±１５􀆰 ８９ ８９􀆰 ０８±１０􀆰 ８７ ４９􀆰 ３３±１７􀆰 ２１

　 　
ｔ ２􀆰 ５８ ２􀆰 ９８ ２􀆰 ２０ ２􀆰 ２５ ３􀆰 ８４ ７􀆰 ９６ ２􀆰 ００
Ｐ ０􀆰 ０２１ ０􀆰 ００７ ０􀆰 ０３８ ０􀆰 ０３５ ０􀆰 ００２ <０􀆰 ０１ ０􀆰 ０５８

注:Ｃｔｒｌ 组:对照组ꎻＡｍｐｈ 组:两性霉素 Ｂ 组ꎮ

表 ４　 两组小鼠创伤后不同时间点中性粒细胞计数 (􀭰ｘ±ｓꎬ个 /视野)
组别 ６ｈ １２ｈ １８ｈ ２４ｈ ３０ｈ ３６ｈ
Ｃｔｒｌ 组 ８７􀆰 ３３±２８􀆰 ２５ ２０４􀆰 ３３±３８􀆰 ８７ ２７３􀆰 ８３±１８􀆰 ７４ ３４８􀆰 １７±８５􀆰 ９５ ２７３􀆰 ５０±５２􀆰 ５９ ２３４􀆰 ６７±３９􀆰 ０３
Ａｍｐｈ 组 ５６􀆰 ５０±２９􀆰 ２８ １８８􀆰 ６７±４３􀆰 ０４ ２２３􀆰 １７±４４􀆰 ３５ ２３６􀆰 １７±３０􀆰 ３２ １６５􀆰 ３３±５９􀆰 ４５ １３７􀆰 ５０±４８􀆰 ４４

　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ １􀆰 ８６ ０􀆰 ６６ ２􀆰 ５８ ３􀆰 ０１ ３􀆰 ３４ ３􀆰 ８３
Ｐ ０􀆰 ０９３ ０􀆰 ５２３ ０􀆰 ０３８ ０􀆰 ０２３ ０􀆰 ００８ ０􀆰 ００３

注:Ｃｔｒｌ 组:对照组ꎻＡｍｐｈ 组:两性霉素 Ｂ 组ꎮ

２􀆰 ３肠道真菌菌群失调对小鼠角膜炎症细胞的影响 　 通
过观察创伤后炎症细胞的数量变化ꎬ说明肠道真菌菌群失
调对炎症反应的影响ꎮ 两组 γδＴ 和中性粒细胞数量在创
伤后均明显增加ꎬ但是与 Ｃｔｒｌ 组相比ꎬＡｍｐｈ 组角膜两条径
线上 γδＴ 细胞数量显著下降(表 ３)ꎬ中性粒细胞数量也明
显降低(表 ４)ꎮ 结果表明ꎬ肠道真菌菌群失调小鼠创伤后
炎症反应降低ꎬ炎症细胞数量明显减少ꎮ
２􀆰 ４肠道真菌菌群失调对创伤修复后角膜厚度的影响 　
Ａｍｐｈ 组小鼠角膜创伤后上皮厚度在创伤后 ２４、４８、９６ｈ 均
小于 Ｃｔｒｌ 组( ｔ２４ｈ ＝ ２􀆰 ６０ꎬＰ２４ｈ ＝ ０􀆰 ０１４ꎻｔ４８ｈ ＝ ７􀆰 ５８ꎬＰ４８ｈ<０􀆰 ０１ꎻ
ｔ９６ｈ ＝ ２􀆰 ８５ꎬＰ９６ｈ ＝ ０􀆰 ００７)ꎬ创伤后 ４８ｈ 时 Ａｍｐｈ 组角膜上皮
厚度为 １０􀆰 ０２ ± １􀆰 ６２μｍꎬ Ｃｔｒｌ 组小鼠角膜上皮厚度为
１４􀆰 ５８±１􀆰 ９７μｍꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ００１ꎬ图 ４)ꎮ 表
明肠道真菌菌群失调小鼠角膜创伤后再上皮化及复层化
能力显著降低ꎬ角膜上皮厚度下降ꎮ

３讨论
创伤后炎症反应是组织完成修复的一个必经过

程[１４]ꎮ 组织创伤后通过一系列的微血管反应ꎬ大量的炎
症因子和其他因子等刺激微血管扩张、血管内皮细胞间隙
增大、黏附分子表达增加ꎬ促使炎症细胞向创伤区域迁移、
浸润[１５]ꎮ 角膜创伤后ꎬγδＴ 细胞在趋化因子 ＣＣＬ２０ 的诱
导下聚集在角膜上皮层ꎬγδＴ 细胞可以产生 ＩＬ－１７、ＩＬ－２０
和 ＩＬ－２２ 等炎症因子ꎬ促使中性粒细胞向创伤区域的募集
和上皮细胞的分裂ꎬ从而诱导炎症反应和促进上皮修复ꎬ
ＴＣＲδ－ / －小鼠角膜创伤后表现出炎症反应的降低、创伤愈
合的延迟ꎬ在创伤后 ９６ｈ 上皮细胞密度的降低ꎬ所以 γδＴ
细胞在角膜创伤后中性粒细胞在角膜缘血管中的定位和
上皮细胞的有丝分裂至关重要[４－５ꎬ１６]ꎮ 创伤早期ꎬ白细胞
的迁移可以促进再上皮化ꎬ研究表明通过抗体中和法去除
中性粒细胞的小鼠角膜创伤愈合延迟ꎬ证明中性粒细胞参

７２７

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.１９ꎬ Ｎｏ.５ Ｍａｙ ２０１９　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



与创伤修复[１７]ꎮ 本研究中ꎬ角膜上皮创伤后ꎬ角膜缘 γδＴ
细胞和中性粒细胞均迅速增多ꎬ中性粒细胞在创伤后迅速
向创伤区域迁移ꎬ但创伤后 ６、１２ｈ 中性粒细胞在第 ４ 区计
数差异无统计学意义ꎬ可能是炎症反应初期中性粒细胞仍
未大量迁移至创伤区域ꎬ但创伤后 ２４ｈ 在角膜第 ４ 区浸润
量达高峰ꎬ之后又逐渐恢复正常ꎮ 但肠道真菌菌群失调组
γδＴ 细胞在角膜缘聚集明显减少ꎬ分裂细胞数量和中性粒
细胞的浸润减少ꎬ导致角膜创伤的愈合延迟ꎬ在创伤后
２４、４８、９６ｈ 角膜上皮厚度均较对照组明显减少ꎬ这也验证
了上述研究的结果ꎮ 所以正常的免疫反应在角膜创伤修
复中占有重要地位ꎮ

正常的肠道菌群对免疫系统具有重要作用ꎮ 过去的
研究表明ꎬ肠道细菌对调节机体稳态和免疫反应至关重
要ꎻ然而ꎬ近几年来研究发现肠道真菌对这些过程也有很
大的影响[１８－１９]ꎮ 新的研究表明ꎬ真菌菌群的破坏可能会
对宿主免疫系统产生有害影响[２０－２２]ꎮ 在对慢性酒精性肝
硬化、强直性脊柱炎等疾病的研究中ꎬ均发现肠道真菌菌
群多样性和结构上的改变ꎬ这些疾病的发生和肠道真菌菌
群之间关系密切[１３ꎬ２３]ꎮ 研究表明在宿主抗真菌的免疫反
应中 ＮＦ －κＢ 信号通路发挥重要作用[２４]ꎬ并且 ＩＬ － ２２、
ＩＬ－１７参与肠道黏膜免疫反应ꎬ直接参与控制肠道真菌菌
群ꎬ缺乏 ＩＬ－２２ 的小鼠胃肠道更易感染念珠菌[１８ꎬ２５]ꎮ 而
ＮＦ－κＢ 信号通路被认为是与角膜创伤后炎症反应关系最
密切的调控分子ꎬＩＬ－１７ 和 ＩＬ－２２ 在角膜创伤修复中也有
重要的作用[２６]ꎮ 因此我们推测ꎬ肠道真菌失调可能通过
多种机制影响局部和全身免疫状态ꎬ其中包括调节细胞因
子环境、激活不同细胞类型和释放代谢物等[２２]ꎬ从而影响
了创伤修复中炎症反应的信号传导通路、炎症细胞的迁移
和募集、炎症因子和其他调节因子的产生ꎬ进一步降低了
炎症反应并延缓修复过程ꎮ

本实验采用属于近交系的 Ｃ５７ 小鼠ꎬ因其具有基因纯
合度高、遗传背景明确、动物模型重复性较好的优点ꎬ所以
我们前期很多研究都建立在 Ｃ５７ 小鼠上ꎬ其它品系小鼠是
否会有不同的研究发现ꎬ可以作为我们下一步新的研究方
向ꎮ 另外本研究发现抗真菌药物处理后肠道真菌中一些
菌群发生明显变化ꎬ但在国内外文献中未见对这些显著差
异菌属的研究报道ꎬ因此其与机体免疫反应和肠道微生态
的相关性不甚明确ꎬ对角膜创伤修复的影响更是知之甚
少ꎮ 并且肠道真菌和细菌之间有着密切的拮抗、互利、共
生关系ꎬ可以通过物理接触和分泌分子直接发生ꎬ或者通
过改变宿主的免疫反应间接发生[２２ꎬ２７]ꎮ 那么小鼠角膜创
伤修复的延迟是由肠道真菌菌群失调直接导致还是间接
的细菌改变所造成ꎬ仍需要后续大量的实验来验证ꎮ 本研
究虽然发现肠道真菌菌群的失调延缓了角膜创伤的修复ꎬ
但是未能揭示肠道真菌菌群的具体作用机制以及与角膜
创伤修复的相互关系ꎬ这将是我们下一步研究的方向和
重点ꎮ
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