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反射缺乏型干眼动物模型的研究 
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Establishment of an animal model of dry eye due to lack of reflection 

Shi Wei，Li Qiao，Wang Yuliang，Huang Jingjing，Zhang Chuanwei．Affiliated Hospital of Nanjng University of 

Traditional College of Medicine，Na ng 210029，China 

Abstract 0haective This study was to establish an animal model of dry eye due to reflection lack． Methods Ten 

healthy New Zealand white rabbits were used in this study．The dry eye model was created in 1 0 left eyes of rabbits by lamellar 

corneal incision for 10 seconds following to the erection of the third eyelid gland after Harrington oppression eyeball with suction 

ring(corneal flap group)，and only the third eyelid gland was removed after Harrington oppression eyeball with suction ring in 10 

right eyes of rabbits(control group)．Luciferase corneal staining and Schirmer I test were performed prior to operation and 3，5， 

7，11，14，21，30 days after operation respeeti~rely．The rabbits were sacrificed in 14，21，30 days after operation and the lacrimal 

gland and cornea specimans were collected for the hist0pathological examination under the light microscope． Results In the 

control group，the corneal fluorescence staining score was significantly elevated in 3，7 and 1 1 days after operation in comparison to 

before operation(P<0．01)，and score in corneal flap group was obviously decreased in various time points after operation 

compared with before operation(P<0．05—0．01)．The corneal stain was significantly higher in corneal flap group than control 

group in the different time points(P<0．05—0．O 1)．Fourteen days later，the tear level in corneal flap group was significantly less 

than the control group(P<0．05)．In the corneal flap group，the Schirmer I test value was significantly reduced after 14 days 

(P<0．05)．The obvious infiltration of lymphatic Langhan’s cells and inflammatory cells was found under the corneal epithalium 

in corneal flap group．No significant difference in the morphology of lacrimal gland and corneal tissue under the light microscope． 

Conclusion The combination procedure of the third eyelid and lamellar corneal incision can successfully induce dry eye due to 

reflection lack．It is an ideal animal model for the study of dry eye． 
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摘要 目的 制作反射缺乏所致于眼动物模型并探讨反射缺乏在干 眼发病 中的作 用。 方法 健 康新 西兰大 白兔 

10只 ，左眼作为角膜瓣组 ，剪除第三眼睑及部分哈氏腺后用负压环压迫眼球 ，旋转式 角膜板层 刀做基底在上方的角膜板 

层切开 ，掀开角膜瓣暴露 10 s后 复位 ；有眼作为对照组 ，剪除第三限睑及部分哈 氏腺后仅用板 层刀及负压环压迫眼球而 

不作角膜板层切开。分别于造模前及造模后第 3、5、7、11、14、21、30 d行角膜荧光素染色、Schirmer I试验。在术后 14、 

21、30 d分批处死实验兔，取泪腺及角膜行光学显微镜检查。 结果 与造模前比较，角膜瓣组造模后角膜染色着色程度 

明显加重 (P<0．05)；造模后 14 d内，角膜瓣组与对照组的基础 Schirmer I试验值的差异无统计学意义 (P>0．05)，14 d 

后造模组 Schirmer I试验值较 对照 组显著 减小 (P<0．05)；角膜 瓣组 及对 照组 泪腺光 镜检查 结果 差异 无统计 学 意义 

(P>0．05)，但角膜瓣组上皮下 出现较多淋巴细胞和 朗格罕斯 细胞浸润 。 结论 通 过第 三眼睑切除联合板层角膜切开 

制作的反射缺乏型干眼动物模型具有手术操作简便，症状稳定，干眼持续时间较长，对泪腺干扰小，为一种较好的反射缺 

乏型干眼动物模型。 
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干眼是临床常见的眼表疾病之一。其发病机制并 
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不局限于泪腺的炎症反应，泪液分泌神经刺激的紊乱， 

跨膜粘蛋白和分泌性粘蛋白表达的缺陷，以及睑板腺 

功能的障碍 ，均可导致各种类型的干眼⋯。 目前已有 

多种建立干眼动物模型的方法，如通过药物作用、改变 

动物性激素分泌水平、去除泪腺或眼表的神经支配、诱 
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导 泪 腺 产 生 自身 免 疫 反 应 及 手 术 摘 出 泪 腺 等 。 但 这 些

干 眼 模 型 往 往 需 要 较 高 的 技 术 条 件 或 需 要 较 长 的 时

间 ， 探 索 简 单 实 用 的 新 的 干 眼 模 型 具 有 重 要 的 价 值 。

本 研 究 采 用 第 三 眼 睑 切 除 联 合 板 层 角 膜 切 开 制 作 的 反

射 缺 乏 型 干 眼 动 物 模 型 取 得 了 较 好 的 效 果 ， 报 道 如 下 。

1 材 料 与 方 法

1 ． 1 材 料

1 ． 1 ． 1 实 验 动 物 及 分 组 健 康 新 西 兰 大 白 兔 1 0 只 ，

由江 苏 省 中 医 院 动 物 实 验 室 提 供 ( 动 物 合 格 号 为 ：

S C x K ( 苏 ) 2 0 0 7 — 0 0 D 8 ) ， 雌 雄 不 限 ， 体 重 1 ． 5 ～ 2 k g ， 采

取 左 右 眼 对 照 的 方 式 分 为 角 膜 瓣 组 和 对 照 组 。 其 中 左

眼 ( 1 0 只 眼 ) 为 角 膜 瓣 组 ， 右 眼 ( 1 0 只 眼 ) 为 对 照 组 。

1 ． 1 ． 2 主 要 试 剂 及 仪 器 0 ． 2 5 ％ 荧 光 素 溶 液 ( 江 苏 省

中 医 院 眼 科 稀 释 配 制 ) ；S c h i r m e r 滤 纸 ( 天 津 晶 明 新 技

术 开 发 有 限 公 司 ) ；角 膜 板 层 刀 ( 美 国 B a u s c h & L o m b 公

司 ) ；手 术 显 微 镜 ( 日 本 T o p c o n 公 司 ) 。

1 ． 2 方 法

1 ． 2 ． 1 模 型 制 作 在 手 术 显 微 镜 下 ， 向后 切 开 外 眦 角

1 c m
， 剪 除 全 部 第 三 眼 睑 及 部 分 哈 氏 腺 ， 止 血 钳 球 后 托

起 眼 球 使 眼 球 脱 臼 并 固 定 眼 球 ， 放 置 直 径 8 ． 5 m m 的

负 压 环 ， 用 旋 转 式 角 膜 板 层 刀 做 以 上 方 为 基 底 、 厚 度 为

1 8 0 ¨ m 的 角 膜 瓣 ， 虹 膜 恢 复 器 掀 开 角 膜 瓣 ， 暴 露 1 0 s
，

B s s 液 冲洗 后 角 膜 瓣 复 位 ， 干 燥 角 膜 瓣 5 m i n 后 ， 缝 合

外 眦 部 ；右 眼 不 切 开 角 膜 板 层 ， 余 操 作 同 左 眼 。
2 组 结

膜 囊 均 涂 妥 布 霉 素 眼 膏 。

1 ． 2 ． 2 检 查 方 法 在 造 模 前 及 造 模 后 第 3 、 5 、 7 、
1 1

、

1 4
、

2 1
、 3 0 d 检 查 角 膜 荧 光 素 染 色 、 S c h i r m e r I 试 验 。 分

别 于 术 后 1 4
、

2 1
、

3 0 d 空 气 栓 塞 法 分 批 处 死 兔 子 ， 取 泪

腺 及 角 膜 行 组 织 病 理 学 检 查 ， 所 有 实 验 动 物 手 术 造 模 、

泪 液 学 检 查 及 处 死 取 材 均 由 同 一 人 完 成 ， 每 次 检 查 时

间 点 、 地 点 、 照 明 、 湿 度 及 温 度 相 同 。

1 ． 2 ． 3 组 织 病 理 学 检 查 实 验 动 物 处 死 后 取 泪 腺 及 角

膜 标 本 ， 用 1 0 ％ 甲 醛 固 定 7 2 h
， 梯 度 乙 醇 脱 水 ， 浸 蜡 、 石

蜡 包 埋 ，
5 ¨m 厚 连 续 切 片 ， 常 规 苏 木 精 一 伊 红 染 色 ， 光 学

显 微 镜 检 查 。 角 膜 荧 光 素 染 色 评 分 标 准
旧 ‘

：在 角 膜 中 心

做 水 平 与垂 直 两 条 线 将 角 膜 分 为 4 个 区 ， 每 个 区 按 0 、
l

、

2
、

3 评 分 ， 无 染 色 为 0
， 染 色 分 为轻 、 中 、 重 3 级 ， 共 12 分 。

1 ． 3 统 计 学 方 法

采 用 S P S S 1 1 ． 0 统 计 学 软 件 进 行 统 计 学 分 析 。 计

量 资 料 所 有 数 据 均 以 x ± s 表 示 ， 不 同 时 间 角 膜 荧 光 染

色 检 查 结 果 评 分 和 S c h i n n e r I 试 验 结 果 的 比 较 采 用 重

复 测 试 的 方 差 分 析 ， 各 时 间 点 间 的 比 较 采 用 D u n n e t t f

检 验 ， 角 膜 瓣 组 和 对 照 组 间 的 各 检 测 指 标 的 比 较 采 用

配 对 ￡ 检 验 。 P < 0 ． 0 5 为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2 ． 1 两 组 角 膜 荧 光 染 色 检 查 结 果

对 照 组 术 后 的 角 膜 荧 光 染 色 与 手 术 前 相 比 ， 第 3
、

7
、

1 1
、 3 0 d 时 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P < 0 ． 0 5 ) ， 但 第 5

、

1 4
、

2 1 d 的 结 果 差 异 无 统 计 学 意 义 ；角 膜 瓣 组 术 后 的 角

膜 染 色 在 各 时 间 点 上 与 术 前 相 比 差 异 均 有 统 计 学 意 义

( P < 0 ． 0 5 ) 。 角 膜 瓣 组 的 角 膜 荧 光 染 色 评 分 明 显 高 于

同 期 对 照 组 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 ( P < 0 ． 0 5 ) ( 表 1 ) 。

表 1 角 膜 瓣 组 和 对 照 组 角 膜 荧 光 染 色 检 查 结 果 评 分 ( i ± s )

T a b l e 1 T h e s c o r e 0 f c o r n e a l i n Ⅱu o r e s c e n c e s t a i n i n c o r n e a l n 。 p g r o u p a n d c o n t r o l g r o u p ( ；± s )

“
P < O ． 0 5 ，

。

P < O ． 0 1 口5 r e s p e c t i v e p r e ． 0 p v a l u e ( A N O V A
，

P a i r e d ￡ t e s t )



2 ． 2 角 膜 瓣 组 和 对 照 组 S c h i r r r - e r I 试 验 结 果

造 模 后 1 4 d 内 ， 对 照 组 造 模 后 S c h i r m e r I 试 验 结

果 与 造 模 前 相 比 ， 只 有 第 3 d 明 显 增 加 ；角 膜 瓣 组 则 在

第 1 4 d 后 S c h i 瑚 e r I 试 验 结 果 均 明 显 少 于 造 模 前 ， 至

3 0 d 时 仍 保 持 稳 定 ；与 对 照 组 比 较 ， 造 模 1 4 d 后 角 膜

瓣 组 的 S c h j 邢 e r I 试 验 结 果 均 少 于 对 照 组 ( P < 0 ． 0 5 )

( 表 2 ) 。

2 ． 3 角 膜 及 泪 腺 组 织 的 组 织 病 理 学 检 测

角 膜 瓣 组 可 见 角 膜 瓣 部 分 较 角 膜 边 缘 有 明 显 的 淋

巴 细 胞 及 朗 格 罕 斯 细 胞 浸 润 ， 此 现 象 与 角 膜 创 伤 相 一

致 ( 图 1 ) ；对 照 组 角 膜 上 皮 内 及 上 皮 下 可 见 散 在 淋 巴

细 胞 及 朗 格 罕 斯 细 胞 ( 图 2 ) 。 角 膜 瓣 组 及 对 照 组 泪 腺

组 织 均 无 明 显 变 化 ( 图 3
，

4 ) 。

十 分 复 杂 。 目前 干 眼 的 主 要 发 病 机 制 学 说 建 立 在 泪 腺

功 能 的 基 础 上
H 0

。 正 常 的 眼 表 和 泪 腺 组 织 均 有 丰 富

的 神 经 支 配 ， 通 过 完 整 的 神 经 反 射 环 路 完 成 泪 液 分 泌

功 能 ， 该 反 馈 环 路 中 任 一 环 节 异 常 均 可 导 致 分 泌 功 能

的 障碍
" j

。
x u 等

¨ 0
研 究 表 明 干 眼 患 者 的 角 膜 知 觉 减

退 。 眼 表 知 觉 的 减 退 可 导 致 泪 腺 对 眼 表 刺 激 反 应 的 下

降 ， 从 而 引 起 反 射 性 泪 液 减 少 ， 进 一 步 加 重 眼 表 损 害 ，

陷 入 恶 性 循 环
⋯ 。

。

在 本 研 究 中 ， 为 了 减 少 第 三 眼 睑 及 哈 氏 腺 的 切 除 、

外 眦 角 切 开 、 机 械 性 眼 球 脱 臼 等 手 术 刺 激 所 造 成 的 反

射 性 泪 液 分 泌 增 加 以 及 副 泪 腺 的 代 偿 分 泌 所 引 起 的 实

验 误 差 ， 我 们 设 置 了 不 做 角 膜 瓣 的 对 照 组 。 实 验 结 果

显 示 通 过 角 膜 板 层 刀 制 作 角 膜 瓣 时 切 断 了 角 膜 的 神 经

图 1 角 膜 瓣 组 术 后 角 膜 可 见 明 显 的 淋 巴 细 胞 及 朗 格 罕 斯 细 胞 堆 积 浸 润 ( H E × l OO )

图 2 对 照 组 角 膜 上 皮 内 及 上 皮 下 可 见 散 在 淋 巴 细 胞 及 朗 格 罕 斯 细 胞 ( H E × 1 0 0 )

图 3 角 膜 瓣 组 泪 腺 组 织 无 明 显 变 化 ( H E × l OO ) 图 4 对 照 组 泪 腺 组 织 无 明 显 变 化

( H E × 1 0 0 )

F i g ． 1 C o r n e a a f t e r c o r 『l e a l v a l v e ( H E × 1 0 0 ) T h e c o r n e a a f t e r c o r n e a l v a l v e s u 。g e 。y s h o w

m o r e o b v i o u s l y m p h o c y t e s a n d L a n g e r h a n s c e l l a c c u m u l a t i o n i n c o r n e a l e d g e F i g ． 2 C 0 r n e a l

s u 。g 。r y c o n t r { 】l g r o u p ( H E × 1 0 0 ) I n s u 。g i c a l c o n t r ( 】l g r o u p ，
c o r n e a l i n t r a 。p i t h e l i a l a n d

s u b 。p f t h e l i a l l y m p h o 。y t e 。 p r e s e n t s c a t t e r e d L a n g e r h a n s c e U s F i g ． 3 N 0 0 b V i o u s m o r p h o l o g i c a l

c h a “ g e i s fb u n d i n t h e 1a c r i m a l g l a n d t i s s u e f r U m c o r n e a l n a p g r U u p u n d e r t h e l i g h t m i c r o s e 。p e

( H E × 1 0 0 ) F i g ． 4 N 0 0 b v i o u s m 。r p h 0 1。 g i c a l c h a “ g e i s f o u n d i n t h e l a c r i m a I g Ia n d t i s s u e

f ro m s u 。g i c a l c o n t r o l g r 0 “ p u n d e r t h e g̈ h t m i c r o s c o p e ( H E × 1 0 0 )

传 导 方 式 ， 术 后 的 角 膜 染 色 评 分 明 显 高

于 术 前 ， 也 高 于 同 期 对 照 组 ；在 泪 液 的 分

泌 上 ， 角 膜 瓣 组 在 第 1 4 d 后 的 S c h i r m e r

I 试 验 均 明 显 少 于 造 模 前 ， 至 3 0 d 时 仍

保 持 稳 定 ；与 对 照 组 比 较 ， 造 模 1 4 d 后

角 膜 瓣 组 的 S c h i r m e r I 试 验 均 少 于 对 照

组 。 说 明 通 过 制 作 角 膜 瓣 联 合 第 三 眼 睑

全 部 切 除 和 哈 氏 腺 的 部 分 切 除 可 成 功 制

作 干 眼 动 物 模 型 。

有 研 究 发 现 准 分 子 激 光 原 位 角 膜 磨

镶 术 ( e x i m e r l a s e r i n s i t u k e r a t o m i l e u s i s ，

L A s I K ) 术 后 角 膜 知 觉 恢 复 时 间 较 长
" 0

，

L i n n a 等
p 。

观 察 到 L A S I K 术 后 6 ～ 1 2 个

月 角 膜 知 觉 才 基 本 恢 复 。 也 有 研 究 使 用

共 焦 显 微 镜 证 明 L A S I K 中 央 基 质 下 神

经 在 术 后 6 个 月 时 仍 保 持 较 短 和 未 连 接

状 态
” ⋯

。 在 本 实 验 中 联 合 制 作 角 膜 瓣

后 引 起 的 干 眼 表 现 较 单 纯 全 部 切 除 第 三

眼 睑 和 部 分 切 除 哈 氏 腺 的 对 照 组 更 明 显

而 持 久 ， 我 们 考 虑 为 手 术 损 伤 了 上 皮 下

的 角 膜 感 觉 神 经 ， 从 而 使 角 膜 一 泪 液 反

射 弧 的 阈 值 提 高 ， 同 时 摘 除 哈 氏 腺 ， 并 消

除第 三 眼 睑 对 眼 表 的 保 护 作 用 可 以 减 少

基 础 泪 液 的 分 泌 。 导 致 泪 液 分 泌 不 足 、

泪 膜 破 裂 时 间 缩 短 等 干 眼 表 现 ， 因 此 通

过 这 种 手 段 制 作 的 干 眼 模 型 为 反 射 缺 乏

3 讨 论
人 眼 的 角 膜 在 组 织 学 上 共 分 为 5 层 ， 但 兔 眼 的 角

型 干 眼 模 型 。

干 眼 为 任 何 原 因 引 起 的 泪 液 质 和 量 或 动 力 学 异 常 膜 则 无 前 弹 力 层 ， 正 常 情 况 下 角 膜 上 皮 内及 上 皮 下 可

导 致 的 泪 膜 不 稳 定 ， 并 伴 有 眼 部 不 适 症 状 ， 导 致 眼 表 组 见 散 在 淋 巴 细 胞 及 朗 格 罕 斯 细 胞 ， 在 角 膜 炎 症 及 角 膜

织 病 变 为 特 征 的 一 大 类 疾 病 的 总 称
⋯

。 其 发 病 机 制 创 伤 时 可 以 见 到 较 多 淋 巴 细 胞 及 朗 格 罕 斯 细 胞
⋯ ’

。




