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· 实 验 研 究 · 

NFKBp65、NOS2在维生素 A缺乏干眼模型兔角膜中 

的表达及意义 

刘 超 耿 燕 

Expression and significance of NFKBp65 and NOS2 in cornea of experimental 

xerophthalmia rabbits 

Liu Chao，Geng lean．Department of Ophthalmology，Qingdao Central Hospital，Qingdao 266042，China 

Abstract Objective Xerophthalmia is common and frequently—occurring in clinic，and its cause is comprehensive．This 

paper aimed to detect the expression and alteration of NFKBp65 and inducible nitric oxide synthase(NOS2)in cornea with 

experimental xerophthalmia and investigate the pathogenesis of xerophthalmia． M ethods Experimental xerophthalmia model 

was induced in 6 rabbits by raising with casein—base vitamin A—deficient diet for six months and the criteria of xerophthalmia Was 

identified based on Schirmer I test，tear film break—up time(BUT)and fluorescence score of cornea．Six eontrol rabbits Were fed 

with normal forage and matched environment．Corneas were removed from the rabbit models and normal controls after six months 

for HE stain and immunohistochemistry to detect the expressions of NFKBp65 and NOS2 in cornea
． Results The fluorescence 

stain showed the corneal ulceration with the score >1 in model rabbits．and the values of Schirmer I and BUT were significantlv 

decreased(6．17 nlm±1．75 mm，5．83 S±1．95 s，respectively)in comparison with normal rabbits(30．08 mm ±6．65 Inn。 

29．75 S±5．66 S)(t=12．05，13．84，P<0．O1)．The expression of NFKBp65 and NOS2 in the models(34．75±9．49．21．17± 

5．44 respectively)was prominently higher than that in the normal controls(4．33±2．64，2．25±1．76)(t=4．38，4．68， 

P<0．O1)．NFKBp65 was expressed mainly inside of cell and that of NOS2 was outside of cel1． Conclusion The 

immunological inflammation may be one of the most important mechanisms leading to the destruction of cornea with 

xerophthalmia，and overexpression of NFKBp65 and NOS2 plays a role during the process of xerophthalmia． 
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摘要 目的 检测NFKBp65、NOS2在维生素A缺乏干眼模型兔角膜中的表达和改变，探讨干眼的发病机制。 方法 

实验组6只兔以维生素 A完全缺乏饲料喂养6个月制作维生素A缺乏干眼兔模型，正常对照组6只兔喂养正常饲料，采 

用免疫组织化学 sP方法，对模型兔和对照兔角膜组织中 NFKBp65、NOS2的表达进行检测。 结果 与正常对照组相比， 

实验组维生素 A缺乏干眼模型兔角膜组织中 NFKBp65、NOS2的表达明显增多(P<0．01)，NFKBp65在细胞中表达明显， 

NOS2在间质中表达明显。 结论 维生素 A缺乏兔角膜组织中的免疫炎症反应可能是导致干眼的主要病理过程， 

NFKBp65、NOS2在此过程 中起重要作用 。 
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干眼是多种原 因所致泪液质和量及动力学 的异 

常 ，从而导致泪膜不稳定和／或 眼表的异常，并伴有 眼 

部不适症状的一类疾病。其致病原因很多，由环境诱 

发因素 、个人习惯等引起的轻度干眼仅出现较轻 的症 

状体征，而无明显的眼表损伤；但眼表化学伤、热烧伤、 

作者单位 ：266042青 岛市 中心医院眼科 

通讯作者：刘超(Email：babyliuchao@126 

干燥综合征 (Sjt~gren’S syndrome，SS)等原因导致 的干 

眼发病机制较复杂，最终导致包括眼表、泪腺及相关神 

经 回路的泪腺功能单位运作失常 ，泪液动力学改变而 

出现严重的干眼  ̈。近年来研究表明基于免疫 的炎 

症反应是各种类型干眼发病的共 同机制 ，角膜等眼 

表面的炎症可导致眼表上皮细胞 损伤及凋亡 ，泪 

液中水样液及黏液的成分改变，维生素 A缺乏可能是 

导致炎症反应发生 的重要因素 ，而 NFKBp65、NOS2 



是参与此过程 的重要 因子 。我们 制作维生素 A 

缺乏 的 干 眼 兔 模 型，对 其 角 膜 组 织 标 本 进 行 

NFKBp65、NOS2的检测和研究 ，旨在探讨干眼组织破 

坏的发生机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 实验动物及分组 健康 1个月龄新西兰白兔 

l2只(青岛市实验动物中心提供)，雌雄兼用，体重 

(0．5±0．2)kg，采用抽签法将实验动物随机分为实验 

组和正常对照组 ，每组 6只。 

1．1．2 主要试 剂 NFKBp65多克隆抗体、亲 和纯化 

兔 NOS2多克隆抗体 (武汉博士德 生物 工程有 限公 

司)；SP试剂盒、DAB显色剂 (北京中杉金桥生物技术 

有限公司)；干酪素(上海伯奥生物科技有限公司)。 

1．2 方法 

1．2．1 动物模型的建立 维生素 A缺乏组以干酪素 

为主的维生素 A完全缺乏饲料喂养 6个月，饲料配方 

参照文献[8]。正常对照组喂含维生素 A 1 200 jxg／kg 

的正常饲料。 

1．2．2 诊断标准 两组动物均由同一人检查 ，每次检 

查的时 间、地 点 、照 明亮 度 、湿 度 及 温 度 相 同。以 

Schirmer I试 验 <10 113II1、泪 膜 破 裂 时 间 (tear film 

break．up time，BUT)<10 S、角膜荧 光素染色评分 >1 

作为干眼的诊断标准 。 

1．2．3 标本取材及处理 两组兔均以空气栓 塞法处 

死后取双眼角膜组织 ，4％多聚甲醛 固定 ，常规石蜡包 

埋，4 m连续切片，行苏木精 一伊红染色。 

1．2．4 NFKBp65、NOS2检测方法 采用免疫组织化 

学 sP法 ，取石蜡切片常规脱蜡 、水化 ，3％H O：室温孵 

育20 min以消除 内源性过氧化物酶活性 ，蒸馏水 冲洗 

5 min×3次 ；置于 0．01 mol／L柠檬酸缓 冲液 中进行微 

波抗原修复，温度保持在 92～98 cC，持续 5 min，室温 

自然冷却 ，PBS冲洗 5 min×3次 ；正 常血清封 闭非特 

异性抗原 ，37℃孵育 20 rain，倾去血清 ，滴加 1：100稀 

释的 NFKBp65，37℃孵育 2 h，PBS冲洗 5 min×3次 ， 

滴加生物素化二抗，37℃孵育 2O min，PBS冲洗 5 min 

×3次 ，滴加三抗(工作液)，37 cc孵育 30 min，PBS冲 

洗 5 min×3次；DAB显色 ，苏木素复染 ，系列 乙醇脱 

水 、透明，中性树胶封片。阳性对照采用乳腺癌石蜡切 

片，阴性对照采用 PBS液代替一抗。NOS2抗体检测 

方法同上，稀释度为 1：100。在 400倍放大下 以 16 D 

目镜测微网(每个网格面积为0．102 4 mm )计数阳性 

细胞数，每个切片随机统计 10个网格，取平均值为阳 

性细胞密度 。 

1．3 统计学方法 

计量 资 料所 有 数 据 均 以 4-s表 示，采 用 

SPSS 13．0统计学软件对数据进行统计学处理。两样 

本均数间的比较均采用独立样本的 t检验。P<0．05 

为差异有统计学意义。 

2 结果 

维生素 A缺乏模型兔喂养 6个月后，体重较对照 

组轻，体型较小 ，毛发粗糙 ，活动度差。未进行维生素 

A含量的测定 。 

2．1 两组兔角膜 Schirmer I试验 、BUT结果 比较 

3个月开始实验兔 出现角膜干燥 ，荧光素染色可见 

点状着色，并随时问的延长逐渐加重 ，6个月时荧光素 

染色见散在点状溃疡 ，评分均 >1。正常对照组兔眼未 

见上述表现。Schirmer I试验结果示实验组均 <10 mm，正 

常对照组均 >20 mm，两组比较差异有统计学意义 

(P<0．01)；BUT结果示实验组均 <10 S，正常对照组均 

>20 S，两组比较差异有统计学意义(P<0．01)(表 1)。 

表 1 模型兔和正常兔角膜 Sc~rmer I试验 、BUT结果比较( 4-s) 

Table 1 Comparison of Schirmer I test．BUT between normal 

and model rabbits( ± ) 

(Student’s t test) 

2．2 形态学改变 

正常对照组兔角膜结构完整(图 1)。与正常对照 

组相 比，维生素 A缺乏干眼模型兔角膜上皮细胞层次 

增加，排列紊乱 ，细胞形态不规则 ；翼状细胞及基底细 

胞变得扁而小 ，细胞核小而染色深 (图 2)。 

2．3 NFKBp65的阳性表达 

NFKBp65在角膜细胞胞核和胞浆表达明显 ，呈棕 

褐色，以胞核为主，弥漫或颗粒状分布，阳性着色细胞 

主要为角膜上皮细胞 ，间质内有少量不连续表达 (图 

3)；对照组极少表达。实验组和对照组 角膜阳性细胞 

密度差异有统计学意义(P<0．01)(表 2)。 

2．4 NOS2的阳性表达 

NOS2主要在角膜 的问质 中表达 ，连续 的弥漫性 

分布，呈棕褐色；阳性着色细胞较 NFKBp65少，以角膜 

的炎症细胞为主，胞浆着色明显(图4)；对照组表达微 

弱。实验组和对照组角膜的阳性细胞密度差异有统计 
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图 1 正 常 兔 角 膜 结 构 完 整 ， 无 阳 性 染 色 ( H E × 2 0 0 ) 图 2 维 生 素 A 缺 乏 干 眼 模 型 兔 角 膜

结 构 紊 乱 ( H E X 2 0 0 )

F i g ． 1 I n t e g r a t e d s t r u c t u r e i s s h o w e d w i t h o u t p o s i t i v e s t a i n i n n o m a l c o r n e a ( H E × 2 0 0 ) F i g ． 2

C o r n e a l s t r u c t u r e i s d i s o r e d e r i n v i t a m i n A d e f i c i e n t r a b b i t s ( H E X 2 0 0 )

图 3 维 生 素 A 缺 乏 兔 角 膜 组 织 中 N F K H—p 6 5 的 表 达 ， 呈 棕 褐 色 ( S P x 2 0 0 ) 图 4 维 生 素 A

缺 乏 兔 角 膜 组 织 ( 上 皮 层 和 基 质 层 ) 中 N O S 2 的 表 达 ， 呈 棕 褐 色 ( S P × 4 0 0 )

F i g ． 3 N F K B p 6 5 i s p o s i t i v e l y e x p r e s s e d i n c o r n e a o f m o d e l r a b b i t s
，

s h o w i n g d a r k b r o w n s t a i n ( S P X

2 0 0 ) F i g ． 4 N O S 2 i s e x p r e s s e d i n t h e c o r n e a l e p i t h e l i u m a n d s t r o m a o f m o d e l r a b b i t s
， p r e s e n t i n g

t h e d a r k b r o w n s t a i n ( S P X 4 0 0 )

学 意 义 ( P < 0 ． 0 1 ) ( 表 2 ) 。

表 2 N F K B p 6 5 和 N O S 2 在 正 常 免 和 模 型 兔 角 膜

组 织 的 阳 性 细 胞 密 度 比 较 ( x ± S )

T a b l e 2 P o s i t i v e c e l l d e n s i t y o f N F K B p 6 5 a n d N O S 2 e x p r e s s i o n

i n c o r n e a o f n o r m a l a n d m o d e l r a b b i t s ( z ± S )

( S t u d e n t
’

S t t e s t )

3 讨 论

S c h i r m e r I 试 验 主 要 检 查 泪 液 分 泌 的 量 ，
B U T 是

检 查 泪 膜 稳 定 性 的 简 单 及 常 用 的 指 标 ， 两 者 是 诊 断 干

眼 症 的 重 要 指 标 ， 在 本 实 验 中造 模 后 S h i r m e r I 试 验 值

和 泪 膜 破 裂 时 间 均 明 显 减 少 。 鉴 于 目前 没 有 兔 干 眼 时

泪 液 分 泌 和 稳 定 性 的 诊 断 标 准 ， 采 用 自身 比 较 的 t 检

验 ， 结 果 差 异 有 统 计 学 意 义 。

维 生 素 A 又 名 视 黄 醇 ( r e t i n 0 1 ) ， 其 体 内 代 谢 后 的

衍 生 物 为 视 黄 醛 、 视 黄 酸 ， 视 黄 酸 通 过 与 核 受 体 结 合 后

调 控 基 因 的 转 录 表 达 ， 调 节 眼 的 发 育 和 眼 表 上 皮 的 正

常 分 化 。 维 生 素 A 参 与 合 成 角 膜 糖

蛋 白 ， 刺 激 葡 萄 糖 和 氨 基 葡 聚 糖 渗 入

角 膜 上 皮 ；诱 导 基 质 层 纤 维 母 细 胞

c D N A 合 成 增 加 ；参 与 角 膜 的 能 量 代

谢 ；诱 导 角 膜 内皮 细 胞 表 面 表 皮 生 长

因 子 受 体 表 达 增 加
” ” “ 0

。 维 生 素 A

缺 乏 时 角 膜 上 皮 不 能 正 常 生 长 与 分

化 ， 鳞 状 角 化 细 胞 比 例 增 加 ， 周 密 性

下 降 。 角 膜 基 底 层 增 生 变 厚 ， 细 胞 分

裂 加 快 ， 合 成 张 力 原 纤 维 和 桥 粒 增

加 ， 使 表 面 层 细 胞 变 扁 ， 变 为 无 核 的

角 化 细 胞 ， 由 被 角 质 原 纤 维 所 填 充 的

角 质 透 明 质 构 成 。 基 底 细 胞 一 旦 发

生 角 化 ， 实 际 上 就 是 终 止 它 的 分 化 ，

标 志 着 角 膜 上 皮 的 衰 老 和 死 亡
0 ”

。

。

角 膜 上 皮 对 维 生 素 A 缺 乏 有 一 定 阈

值 ， 维 生 素 A 稍 低 于 此 值 即 可 使 角

膜 跃 人 角 化 状 态 。

N F K B p 6 5 是 核 转 录 因 子 一 k a p p a

B ( n u c l e a r f a c t o r — k a p p a B
，

N F K B ) 的

一 个 亚 基 。 近 来 研 究 发 现 在 多 种 类

型 细 胞 中 的 基 因 启 域 存 在 着 N F K B

的结 合 位 点 ，
N O S 2 启 动 子 动 子 和 增

强 子 区 就 是 其 中之 一

” “

。 N F K B 是 R e l 蛋 白 家 族 成 员 ，

并 广 泛 存 在 于 真 核 细 胞 胞 浆 中 的 一 种 重 要 的 核 转 录 因

子 ， 在 静 息 细 胞 中 ，
N F K B 的 p 6 5 亚 基 与 其 抑 制 蛋 白 I K B

结 合 形 成 I K B — N F K B p 5 0 ／p 6 5 三 聚 体 复 合 物 ， 覆 盖 了 p 5 0

亚 基 的 核 定 位 信 号 ， 处 于 无 活 性 状 态 ， 存 在 于 胞 浆

中
” ⋯

。 只 有 当胞 外 刺 激 通 过 一 个 或 多 个 信 号 传 导 途 径

激 活 蛋 白激 酶 致 I s ：B 磷 酸 化 并 与 N F K B 解 离 后 ， p 5 0 亚

基 的核 定 位 信 号 才 被 暴 露 出 来 ，
N F K B 才 被 活 化 进 入 胞

核 ， 与 核 内基 因 启 动 子 上 的 K B 位 点 ( G G G A C T T T C C ) 特

异 性 结 合 ， 发 挥 其 基 因 转 录 调 控 作 用 ， 参 与 多 种 生 理 、 病

理 的 基 因 调 节
” “

。
N F K B p 6 5 的 检 测 可 间 接 反 应 N F K B

的 活 化 和 表 达 。

N O S 2 即 诱 导 型 一 氧 化 氮 ( n i t r i c o x i d e
，

N O ) 合 成

酶 ( i n d u c i b l e n i t r i c o x i d e s y n t h a s e
，

i N O S ) ， 是 重 要 的 促

炎 介 质 ， 但 在 正 常 生 理 情 况 下 不 表 达 或 低 水 平 表 达 ， 当

受 到 炎 症 、 免 疫 因 子 和 细 菌 内 外 毒 素 等 刺 激 时 经 基 因

转 录 翻 译 后 生 成 大 量 N O
， 且 持 续 时 间 长 ，

N O S 的 表 达

调 控 中 最 重 要 的 是 转 录 水 平 的 调 节 ，
N F K B 的 活 化 是

诱 导 N O S 2 基 因 表 达 的 关 键 环 节 。 N O 是 一 种 胞 间 信

使 分 子 ， 可 介 导 许 多 生 物 学 现 象 。 在 炎 症 反 应 中 ，
N O

可 直 接 介 导 细 胞 毒 作 用 ，
N O 对 金 属 蛋 白 有 高 亲 和 性 ，
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其损伤机制有：(1)NO与线粒体呼吸链或 DNA合成 

酶的含铁部分结合，导致亚硝基化，从而抑制线粒体合 

成酶 I和 Ⅱ电子传递 ，抑制乌头酸酶、核糖核酸还原酶 

和 DNA限速酶活性。(2)NO对嘌呤和嘧啶碱基有脱 

氨基作用，导致 DNA突变断裂，直接 损伤 DNA。 

(3)NO与超氧化物结合形成过氧亚硝酸盐，自发释 

放 ·OH而损伤靶细胞 。(4)NO可引起 3一磷酸甘油醛 

脱氢 酶核 糖 基化 ，封 闭糖酵 解 过 程而 阻 断 ATP产 

生 tr]。Konttinen等⋯ 用 Griess法测量发现干眼患者 

NOS2常与肿瘤坏死 因子一起 在角膜上 皮细胞 中表 

达 ，过剩的 NO发挥其 自由基性质 的细胞毒作用可导 

致炎症损害 、细胞凋亡。 

本研究结果表明 ，维生素 A缺乏 干眼兔角膜组织 

较正 常 对照 组 其组 织 病 理结 构 有 明显 异 常 ，同时 

NFKBp65、NOS2的表达明显高于对照组。推测维生素 

A缺乏时，可能通过 NFKB的活化 ，诱导 NOS2基因的 

表达，产生大量 NO，过量 的 NO将发挥其 自由基性质 

的细胞毒作用，参与干眼的发生和发展。 
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