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铜绿假单胞菌$

68

%是革兰阴性条件致病菌#当角膜发生

损伤时易感染角膜诱发角膜炎#其致病机制是过度炎性反应和

细菌侵袭导致的角膜病理损伤'

:!)

(

)因此#如何抑制过度炎性

反应并清除角膜细菌是治疗疾病的关键)

!

!"#$%&'&

是经典

.&$

通路中核心分子#调节细胞的凋亡*增殖*肿瘤形成等#参

与机体众多生理和病理过程'

-

(

)作为
:

个多功能分子#

!

!"#$%!

&'&

可以参与调节细菌的定植和机体的炎性反应'

+!(

(

)研究报

道
!

!"#$%&'&

可在沙门菌感染和结核分枝杆菌感染时抑制炎性

反应'

+!(

(

#并抑制细菌定植#然而其在
68

感染中的作用尚属未

知)本研究构建
68

角膜炎的动物模型#观察
!

!"#$%&'&

对该疾

病的调节作用及机制)研究发现#

!

!"#$%&'&

通过抑制促炎因子

的分泌#促进细菌清除#延缓角膜炎疾病进展#在
68

角膜炎中

发挥角膜保护作用)现报道如下)

B

!

材料与方法

B;B

!

材料
!

用乙醚麻醉小鼠后#在体视显微镜
+,

倍放大倍数

下用
)(L

的针头在小鼠的左侧眼角膜上连续划
-

下#每次划

痕约
:55

)用移液器滴加入
(

"

M

的
:N:,

=

7OP

"

5M

菌量于

划伤角膜#右侧眼未经任何处理作为正常对照)感染
68

的小

鼠角膜于
:

*

-

*

(F

观察角膜病变情况)根据已建立的角膜疾

病临床分级评分如下!

,

级#角膜清澈或轻度浑浊#浑浊范围部

分或完全遮盖瞳孔&

Q:

级#角膜轻度浑浊#浑浊范围部分或完

全遮盖眼前段&

Q)

级#角膜浑浊度增高#浑浊范围部分或完全

遮盖眼前段&

Q-

级#角膜高度浑浊#浑浊范围完全遮盖眼前

段&

Q+

级#角膜穿孔)感染后
(F

#裂隙灯显微镜观察并拍摄

细菌感染后小鼠角膜的炎性状态#用临床评分法确定角膜疾病

的严重程度)
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方法
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结膜下注射
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慢病毒
!
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*
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!"#$!2%&$'K'0E/

及对照慢病毒
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*

7$2!

2%&$'K'0E/

#收集角膜的蛋白样品#经十二烷基硫酸钠$

RSR

%

!

聚

丙烯酰胺凝胶电泳$

68LT

%后转膜至硝酸纤维膜上#分别孵育

(U

脱脂奶粉*

!
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$

:V:,,,

%的一抗*抗兔二抗)经曝光

后检测目的蛋白的量)
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聚合酶链式反应$
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%

!

用
@4WX32

法提取

细胞
4Y8

)

:

G

4Y8

转录成
"SY8

#用
RZ[4L0%%&

进行
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扩增)白细胞介素$

WM

%

!=

*

WM!:

!

*肿瘤坏死因子

$

@YO

%

!

!

*巨噬细胞炎性蛋白$

9W6

%

!)

*抗菌肽$如
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%和
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的引物序列#见表
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!

角膜活细菌平板计数
!

于感染后
(F

收集
!

!"#$%&'&

慢

病毒注射组和对照组的小鼠角膜#用含有
,;*(U

$

J

"

K

%

Y#72

和
,;)(U

牛血清清蛋白$

[R8

%的无菌水碾磨#

:,

倍系列稀释

样品#涂布于
68

分离平板#

-?\

孵箱培养过夜#每个稀释度
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设
-

个复板#第
)

天计数平板菌落)

B;D

!

统计学处理
!

采用
R6RR),;,

统计软件进行统计分析#

所有动物实验按每组
(

只#每个实验重复
-

次#计量资料以

H_5

表示#角膜临床评分用
9!.

统计分析方法#其他实验用

非配对
?

检验#以
I

$

,;,(

表示差异有统计学意义)

表
:

!!

引物列表

基因 引物序列 $

(̀

#

-̀

% 位置

!

!#"$'& L8@@87@L7@7@LL7@77@8L7

上游

L87@78@7L@87@77@L7@@L7

下游

WM!= 78788L@77LL8L8LL8L87

上游

78L88@@L778@@L787887

下游

WM!:

!

7L78L78L7878@788788L8L7

上游

@L@77@78@77@LL88LL@7787L

下游

@YO!

%

7878L888L78@L8@77L7L87

上游

@L778788L78LL88@L8L88L8L

下游

9W6!) @L@788@L77@L88L8777@L77

上游

887@@@@@L877L777@@L8L8L@LL

下游

5[S: LL78@@7@78788L@7@@LL87L88L

上游

8L7@7@@878878L@@LLL7@@8@7@LL

下游

5[S) @7@7@L7@7@7@L7@L7@L8@8@L7

上游

8LL87888@L77@7@L87878L@877

下游

5[S- @7@@@L78@@@7@77@LL@LL@L7

上游

887@L7788@7@L87L8L@L@@L7

下游

74896 8L7@878LLL8@L7@L@L7@

上游

@787@7LL8877@78L87@

下游
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结
!!

果

C;B

!

结膜下注射慢病毒的效果
!

为了研究
!

!"#$%&'&

在
68

角

膜炎中的调控作用#结膜下注射
!

!"#$%&'&

慢病毒或对照慢病

毒#

.%/$%0&!123$

显示#

68

感染小鼠角膜后#

!

!"#$%&'&

的表达

低于正常角膜#结膜下注射
!

!"#$%&'&

慢病毒后#

!

!"#$%&'&

的表

达水平显著上调)见图
:

)

!!

注!泳道
:

为正常对照&泳道
)

为对照慢病毒
Q68

&泳道
-

为
!

!

"#$%&'&

慢病毒
Q68

)图
:8

为结膜下注射
!

!"#$%&'&

慢病毒的效果图&

图
:[

为
!

!"#$%&'&

相对于
!

!#"$'&

的灰度扫描结果)数据源于
-

次独立

实验#每次实验
(

只小鼠角膜)

""

I

$

,;,(

)

图
:

!!

结膜下注射
!

!"#$%&'&

慢病毒的效果

C;C

!

!

!"#$%&'&

延缓角膜炎疾病进展
!

临床评分结果显示#在

68

感染后
:

*

-

*

(F

#

!

!"#$%&'&

慢病毒注射组疾病的严重程度减

轻#

:

*

-

*

(F

的临床评分分别为
Q:

*

Q)

*

Q-

#而对照组的临床

评分分别为
Q)

*

Q-

*

Q+

)裂隙灯显微镜照片显示#

!

!"#$%&'&

慢病毒注射组角膜中"重度浑浊遮盖瞳孔区&对照组膜溃疡穿

孔)临床表现结果提示
!

!"#$%&'&

能够延缓
68

角膜炎的疾病

进程#在
68

角膜炎中发挥角膜保护作用)见图
)

)

!!

注!图
)8

为临床评分显示
!

!"#$%&'&

慢病毒注射组在小鼠感染后

:

*

-

*

(F

临床评分均低于对照组$

I

$

,;,(

%#

""

I

$

,;,(

#

"""

I

$

,;,(

#横线表示中位线评分&图
)[

为对照组感染后
(F

的小鼠角膜照

片&图
)7

为
!

!"#$%&'&

慢病毒注射组感染后
(F

的小鼠角膜照片)数据

源于
-

次独立实验#每次实验
(

只小鼠角膜)

图
)

!!

!

!"#$%&'&

延缓角膜炎疾病进展

C;D

!

!

!"#$%&'&

抑制促炎因子的分泌
!

炎性因子的分泌是引起

角膜过度炎性反应的关键因素)为全面了解角膜的炎性反应

情况#笔者检测
!

!"#$%&'&

慢病毒注射组和对照组促炎因子的

表达)结果显示#在
68

感染后
(F

#

!

!"#$%&'&

抑制促炎因子

WM!:

!

*

@YO!

%

和
9W6!)

的表达#而对
WM!=

的表达无影响)在

未感染时#

)

组的炎性因子分泌无差别)见图
-

)

!!

注!图
-8

为
4%#2!$'5%674

检测
!

!"#$%&'&

慢病毒注射组和对照组

感染角膜炎性因子
WM!=

的表达&图
-[

为
WM!:

!

的表达&图
-7

为
@YO!

!

的表达&图
-S

为
9W6!)

的表达)数据源于
-

次独立实验#每次实验
(

只小鼠角膜)

"

I

$

,;,(

&

""

I

$

,;,(

&

"""

I

$

,;,(

)

图
-

!!

!

!"#$%&'&

抑制促炎因子的分泌

C;E

!

!

!"#$%&'&

促进角膜细菌的清除
!

除了过度炎性反应#细

+

+<,-

+
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月第
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期
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菌侵袭也是导致角膜炎病理损伤的主要因素)平板计数结果

发现#

68

感染后
(F

#与对照组比较#

!

!"#$%&'&

慢病毒注射组

的角膜荷菌量显著降低#提示
!

!"#$%&'&

促进细菌清除)为了

探讨
!

!"#$%&'&

促进细菌清除的机制#笔者检测了抗菌肽的表

达)实验结果发现#

!

!"#$%&'&

促进抗菌肽
74896

的表达#而

对抗菌肽
5[S:

#

-

的表达无影响)见图
+

)

!!

注!图
+8

为平板细菌计数检测
!

!"#$%&'&

慢病毒注射组和对照组

的角膜荷菌量&图
+[

为
4%#2!$'5%674

的方法检测抗菌肽
74896

的

表达&图
+7

为
5[S:

#

-

的表达)数据源于
-

次独立实验#每次实验
(

只小鼠角膜)

""

I

$

,;,(

)

图
+

!!

!

!"#$%&'&

促进角膜细菌的清除效果

D

!

讨
!!

论

!

!"#$%&'&

是一个多功能分子#参与众多生理和病理过程#

并可参与调节炎性反应和细菌的定植)研究报道#在沙门菌感

染和结核分枝杆菌感染时'

+!(

(

#

!

!"#$%&'&

有利于感染性疾病的

恢复#然而其在
68

感染中的作用尚未知)本研究发现#

!

!

"#$%&'&

通过抑制促炎因子的分泌并促进角膜细菌的清除#延

缓角膜炎的疾病进展#发挥角膜保护作用)

据报道#在不同疾病中#

!

!"#$%&'&

对机体炎性反应的调节

作用不同)

!

!"#$%&'&

可在沙门菌感染和结核分枝杆菌感染时

抑制炎性反应'

+!(

(

&然而#也有报道
!

!"#$%&'&

可诱导多种炎性

介质如一氧化氮*

WM!*

*环氧合酶*前列腺素
T)

的表达#促进机

体炎性反应'

=!*

(

)本研究发现#在
68

感染角膜时#

!

!"#$%&'&

通

过抑制促炎因子的分泌发挥抑炎作用)

除了机体过度炎性反应#角膜细菌侵袭也是导致角膜炎病

理损伤的重要因素)本研究发现#

!

!"#$%&'&

可促进角膜细菌的

清除#抗菌肽
74896

和抗菌肽
5[S

可通过降低角膜荷菌量

并抑制角膜炎性反应'

<!:)

(

#延缓角膜炎疾病进展)

!

!"#$%&'&

可

促进抗菌肽
74896

的表达#对抗菌肽
5[S:

#

-

的表达无影

响#提示
!

!"#$%&'&

通过上调抗菌肽
74896

的表达#促进角膜

细菌的清除)

综上所述#本研究揭示了
!

!"#$%&'&

在
68

角膜炎中的调节

作用#为角膜炎疾病的临床辅助应用提供了坚实的理论基础)
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