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泪液的相关研究与进展 

阎 慧 综述 赵少贞 审校 

The research progress in tear fluid analysis 
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· 综 述 · 

摘 要 泪液是主要 由泪腺 分泌 的一种水样液 体 ，通过瞬 目运 动覆盖在 眼表面形成 泪膜 。当前就 泪膜 的特 殊结构 和 

功能等方面 ，已开展 了大量研究 ，将收集到 的泪液 ，睑板腺分泌物 ，印迹细胞学 、刷检细胞学 、结膜活组织检查 收集到的 眼 

表细胞 ，应用 电泳 、色谱分析联合质谱分析及 聚合酶链式反 应 (PCR)等分 子生物学技 术 ，分 析泪膜脂 质 、蛋 白、黏蛋 白分 

子及其 mRNA是较 常用 的方法 。泪液成分分析技术 的进 步为I临床医师了解 泪膜 ，诊断及治疗干眼症提供 了有力 的依据。 

就泪液成分分析的基本方法和研究现状进行综述 。 
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泪液的化学成分复杂 ，除水和电解质外 ，还有含氮 

物质、糖类 、寡核苷酸、甾醇、有机酸 、维生素、酶类和脂 

类 ，其 中水分占 98％ ～99％ 。为了维持眼表各种细 

胞的正常功能 ，泪液的 pH值 、渗透压和各种离子的质 

和量必须保持在一个相对较窄的范围内，确保 眼表的 

健康状态和屈光系统的透明。现将泪液成分分析的基 

本方法和研究现状综述如下。 

1 泪液标本的采集 

一 般认为泪液成分的测定结果受标本采集方法的 

影响很大，由于泪液量少，尤其是干眼患者要采集到足 

够的样本很困难 ，以往常用机械法或化学刺激结膜法 

增加泪液分泌，但这些方法势必造成 收集到 的泪液成 

分改变 ，所以目前多用非刺激法采集标本 ，常用方法有 
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以下几种 ：(1)毛细管采集 法 ，从 内眦点 2滴 生理盐 

水 ，在患者数次眨眼后用毛细管在外眦收集泪液 ；(2) 

滤片纸吸附法，如 Schirmer试验，临床上多用 ，但对结 

膜 的刺激较大，会造成泪液 中血 清衍 生蛋 白的增加 ； 

(3)细管直接采集法 ，对结膜刺激小，但对 于干眼患者 

很难收集到足够的泪液用于分析 ；(4)多孔聚酯杆 、聚 

亚安酯小海绵收集泪液 ，其吸水性较高 ，患者的耐受性 

较好 。 

2 泪膜脂质的分析 

2．1 泪膜脂质的成分 

脂质层位于泪膜最表面，主要 由睑板腺分泌 的脂 

质构成 ，主要化学成分是胆固醇脂 、蜡脂 、甘油三酯 、游 

离脂肪酸、二脂、碳水化合物 、游离胆固醇和极性脂质， 

可为眼表提供平滑的屈光面并防止泪液的蒸发。泪液 

脂质层较薄 ，约 0．1 txm  ̈，由亲水 的极性脂质和其上 
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疏水的非极性脂质组成 ，两者以疏水键相连 ，共同构成 

泪膜的脂质层。非极性脂质拥有较大的表面张力 ，使 

泪膜在眨眼后迅速恢复平滑状态 ；极性脂质与其下 的 

水液相交连 ，形成一层水化的黏液胶 。 

2．2 泪膜脂质的分析方法 

脂质的收集法：用棉棒轻挤压受试者的眼睑，在睑 

板腺开 口处用细玻璃 管收集脂质 ，或直接从 泪液 中 

分离 ；先将收集到 的脂质溶于氯仿等有机溶剂 ，室温 

下氮气 中蒸干 ，一80℃液氮 中储存 ；脂质 的分离检测 

可采 用 高 效 液 相 色 谱 法 (high performance liquid 

chromatography，HPLC)或气相色谱法联合质谱分析 ， 

也可以直接通过 P磁共振法 、薄层色谱法等分析 睑 

板腺脂质成分 。。研究发现 睑板腺分泌物中的磷脂 

含量很低 ，不到总脂质的 0．01％ ，另外还检测到油 

酸酰胺的存在 ，猜 测可能与泪液 中的细胞信号传 递 

有关 。 

2．3 泪膜脂质在于眼中的表现 

睑板腺功能障碍 (meibomiau gland dysfuncion， 

MGD)患者 的 泪液 中甘 油 三脂 和胆 固醇 的含 量 降 

低 ，除非极性脂质减少外 ，MeCulley等 研究发现 ， 

慢性睑缘炎患者的干眼状况与极性脂质的特定改变直 

接相关，单不饱和脂肪酸尤其是 十八烯 酸明显减少。 

应用固化金属离子亲和层析色谱仪提纯浓缩极性脂 

质 ，通过基质辅助的激光解析 电离化飞行时问质谱分 

析发现，磷脂在正常眼和干眼间有很大差别，而几种鞘 

磷脂只在于眼中存在。慢性睑板腺炎而无睑板腺开口 

阻塞的患者，极性脂质尤其是磷脂酰乙醇胺和鞘磷脂 

减 少 。 

3 泪液蛋白的分析 

3．1 泪液蛋白的作用 

de Souza等 应用蛋白质组学技 术发现 ，人泪液 

中含有 491种不 同的蛋 白质 ，其主要 的生物学功能 ： 

(1)杀灭细菌、病毒和真菌等微生物，发挥特异和非特 

异性免疫功能；(2)提供脂质转运载体 ；(3)消弱因紫 

外线照射引起的细胞损伤 ，抑制丝氨酸蛋 白酶和半胱 

氨酸蛋白酶的活性，减少细胞自溶；(4)营养角膜、结 

膜上皮细胞 ，加速跟表愈合 ；(5)调整角膜结膜上皮细 

胞的运动、增生和分化等功能。目前认为，蛋 白质主要 

由主泪腺、副泪腺及眼表上皮细胞分泌 ，还有来 自结膜 

血管中血清蛋 白的溢出 ，另一方面 ，睑板腺也分泌 

多种微量蛋白 。 

3．2 泪液蛋白的分析方法 

当前泪液蛋 白质 的分析技术有 多种，凝胶 电泳 

(gel electrophoresis，GE)和 HPLC是分离纯化蛋 白质 

常用的 2种 ，单一 GE分离复杂蛋 白质的能力有限，之 

后出现的一维／二维十二烷基磺酸铵 一聚丙烯酰胺凝 

胶 电 泳 (sodium dodecyl sulfate gel polyaerylamide 

electrophoresis，SDS．PAGE)、毛细管电泳等弥补了这种 

缺陷，十二烷基磺酸铵带较多负电荷 ，覆盖在蛋 白质颗 

粒表面，使蛋白质分子间的电荷差异消失，可定量分析 

蛋白质；2D．SDS．PAGE技术，即第一向根据蛋白质所 

带电荷量的不同，进行等电点聚焦电泳分离，第二向根 

据分子量的不同，再进行分离，这样就将复杂蛋 白质混 

合物在二维平面上分离。电泳结束后，应用蛋 白质显 

色剂显色 ，再进行酶解 ，质谱分析。这种方法可重复性 

好 、敏感性高，但耗时、费力 、所需样本量较大 ⋯̈。 

80年代后期 出现的电喷雾离子化 一质谱技术和 

激光解析电离质谱技术分别利用高电场、激光将蛋白 

质分子离子化，根据不同质荷比得出质谱图，经计算机 

软件处理，快速、高效地鉴定蛋白质。近年随着质谱技 

术的发展 ，泪液蛋白质组学研究成为新的热点 ，一个重 

要 目标是寻求与疾病发生发展相关的蛋 白质标记物， 

以期快速 、准确地诊 断疾病 。 

3．2．1 泪腺分泌蛋 白 人 泪液蛋白质大部分来 自泪 

腺 ，其中20％～40％为溶菌酶 ，由溶酶体产生，属长链、 

大分子量糖蛋白，耐热，耐低温  ̈，溶菌酶通过水解细 

菌细胞壁的 B1-4键 ，杀死细菌 ，最近研究发现溶菌酶 

还具有吸收 、侵入脂质的作用，从而降低眼表张力 。 

摘除泪腺后 ，溶菌酶从泪液中消失；用免疫法检测病毒 

性结膜炎患者的泪液 ，发现溶菌酶显著减少，且与疾病 

严重程度成正比 。另外 ，溶菌酶水平随着年龄的增 

长而降低，Sj~gren综合征患者溶菌酶合成减少 。乳 

铁蛋白是一种铁离子结合蛋白，阻止细菌利用铁 ，从而 

抑制细菌生长，主要在泪腺细胞浆合成  ̈；应用酶联 

免疫吸附试验分析泪液 中乳铁蛋 白的浓度，发现各种 

类型 的 干 眼症，泪 腺乳 铁 蛋 白均有 不 同程 度 的减 

少 。泪液 lipocalin(TL)蛋白又名泪前 白蛋白，主要 

由泪腺及 Von Ebner腺体合成 分泌，为脂结合 蛋 白。 

采用免疫扩散法研究角膜接触镜配戴者的TL水平， 

发现其泪液 TL水平明显高于正常对照组，此外 ，在不 

能耐受角膜接触镜的患者泪液中TL的浓度也高于能 

耐受者；通过 HPLC法分析发现，MGD患者泪液中 TL 

的含量明显降低，且与泪膜破裂时间呈正相关，与角膜 

荧光染色分数呈负相关 。 

3．2．2 血清蛋白 泪液清蛋白即从眼表血管血浆中 

溢出的白蛋白，在正常人泪液中含量极微，但当结膜受 

到刺激时大量增加；免疫球蛋白 IgA、IgG、IgE等执行 
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着泪液 的非 特异性免疫 功能 ；泪液 中免疫球蛋 白以 

IgA为主 ，这些免疫蛋 白可有效地抵御外来 病毒或抗 

原 ，同时 IgA能协调溶菌酶使细菌裂解 。 

3．2．3 睑板腺分泌蛋 白 Tsai等 研究发现睑板腺 

分泌超过 90种蛋白质 ，应用 HPLC／MS／MS技术检测 

睑板腺分泌物发现 仪，巨球蛋 白受体、IgAet链 、干扰素 

调节因子一3、lacritin前体 、转铁蛋 白前体、lipoealine 1、 

酪氨酸激酶等。 

3．2．4 其他泪液蛋 白 Aquaporins(AQPs)是一类 由 

上皮细胞及内皮细胞合成的同源性水转运蛋 白。眼部 

至少表达 5种 ，AQP4、AQP5在泪腺及颌下腺 的含量丰 

富 。Ohashi等 用 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 (enzyme 

linked immunosorbent assay，ELISA)发 现，Sjogren综合 

征患者泪液 中 AQP5浓 度 明显 升高 ，推 测其 原 因为 

Sjt~gren综合征患者 的泪腺细胞 由于受 到淋巴细胞 的 

破坏 ，AQP5大量渗入泪液中所致 ；同时 由于淋巴细胞 

的渗入导致泪腺细胞功能缺陷 ，虽然 AQP5合成能力 

未受影响，但不能有效地将其从 细胞浆转运到细胞膜 

上，导致泪腺局部细胞膜 的水快速转运通道障碍 ，反射 

性泪液分泌减少。 

另一方面，一些炎性因子在干眼症患者的泪液 中 

显著增 加，Stern等 报 道 IL一1 、IL一1 8、IL一6、IL一8、 

TGF．B1、TNF．仪在干眼症患者结膜上皮 中的含量 明显 

高于对照组。Sjtigren综合征患者泪液中 IL．6显著升 

高 ，而 TNF的变化不大 。 

4 黏蛋 白的分析 

4．1 泪液黏蛋 白的基本结构 

黏蛋 白是泪膜中黏液胶的结构和骨架分子。应用 

分子克隆技术和糖蛋 白基因编码测序技术分析黏蛋 白 

发现 ，黏蛋 白是富含氨基酸 串联重复序列的大分子糖 

蛋白，单糖 、双糖与寡糖通过氧 一糖肽键连接于黏蛋 白 

骨架中的丝氨酸和苏氨酸残基上。当前运用分子生物 

学技术 已检测出 19种黏蛋 白基 因 。根据黏蛋白功 

能域的不同，分为分泌性 的和膜结合性的黏蛋 白，前者 

又分为可溶性 的和凝胶状的黏蛋 白。凝胶状黏蛋白是 

以浓缩形式储存于分泌颗粒中的大分子量分子，当受 

到适当刺激时主动分泌 ；可溶性黏蛋 白分子量 比凝胶 

状的小但分泌方式相同；膜结合型的黏蛋白分子量 

最 小 。 

4．2 黏蛋白的检查方法 

4．2．1 ELISA和免疫印迹法分析 ELISA和免疫 印 

迹法常利用黏蛋白特异氨基酸序列与抗体结合进行的 

抗原抗体反应来检测泪液中所含的黏蛋 白。ELISA法 

常规在检测前用糖基酶去糖基使抗体更易接近黏蛋白 

的抗原 中心 ，减少因糖链阻碍抗体结合造成检测误差 。 

Argtieso等 应用 ELISA法测定发现 MUC5AC黏蛋 

白在 干 眼 患 者 的 泪 液 中 明显 减 少。Spurr．Miehaud 

等 应 用 免疫 印迹 技 术 检 测 人 泪液 发 现 MUC1、 

MUC4、MUC16、MUC5AC、MUC2黏蛋 白的存在 ，但 尚 

未在泪液 中检测到 MUC7黏蛋白。 

4．2．2 印迹细胞学 、刷检细胞学分 析黏蛋 白 mRNA 

和蛋白质 印迹细胞学技术是一种简单 、快速、便宜、 

无痛、无损伤的非侵入性结膜上皮细胞采集法。在结 

膜囊内点表面麻醉剂后用清洁印迹膜 (如硝酸纤维素 

膜 、多聚磺醚滤纸 )黏取结膜上皮细胞后浸人 0．05％ 

多聚甲醛溶液中，为避免收集到的细胞裂解 ，需将其储 

存于 4℃恒温环境 中，于 PBS缓冲液中离心后 ，进行免 

疫组织化学和分子生物学研究 。印迹细胞学可收 

集包括杯状细胞在 内的结膜上皮的顶端细胞和顶端下 

细胞 ，用 于分 析黏 蛋 白 的 mRNA和 蛋 白表达 ’ 。 

Corrales等 用结膜印迹细胞学联合 RT—PCR检测到 

MUC1、MUC2、MUC4、MUC5AC及 MUC7，并首 次检测 

出 MUC13、MUC15、MUC16和 MUC17存在于人结膜上 

皮细胞中。然而 ，究竟这些 mRNA能否被转录尚未得 

知，到 目前为止 ，利用现有的分子生物学技术还未在泪 

液中直接检测到 MUC7黏蛋白的存在 。Berry等 应 

用 免疫荧光 法，直接 在角膜结膜 上皮细胞 中检测到 

MUC4黏蛋白。利用流式细胞学技术在印迹细胞学收 

集到的结膜杯状细胞中发现了 MUC5AC黏蛋白 。 

刷检细胞学技术也可用于眼表细胞的采集 ，其基 

本方法是表面麻醉后以细胞刷轻压于结膜表面，擦取上 

皮细胞后立即置于 Hank缓冲液中，4℃ ，8 000 r／min离 

心 3 min，弃 去上 清 液，将 细胞 沉 淀 物悬 浮 于 l mL 

isogen溶液中 ，置于 一20 qC冰箱中保存[32 2；1次刷检细 

胞学检查可采集到至少100 000个上皮细胞，包括结膜 

基底细胞和表层细胞 ，联合流式细胞学技术进行分子 

生物学分析。 

4．2．3 原位免疫杂交技术、免疫印迹法分析结膜活组 

织黏蛋 白 mRNA和蛋 白质 结膜活组织的采集 比印 

迹法和刷式细胞学对眼表的损害大 ，但这种方法可直 

接检测 结膜 上 皮各 层 细胞 的蛋 白质表 达 和黏蛋 白 

mRNA合成的具体部位；原位免疫杂交技术最早应用 

于 20世纪 60年代末期 ，具有高度的敏感性和特异性 ， 

基本测定法是 将切取 的结 膜组织用 4％多聚 甲醛 固 

定 ，石蜡封闭 ，利用特异性抗体探针与黏蛋白基因肽链 

串联重复序列进行原 位杂交 ，即可检测出黏蛋 白基因 

是否在 待测 组织 中存 在 。lnatomi等 采用 RT— 
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PCR、RNA印迹及原位杂交法证实培养的人角膜上皮 

各层均有 MUCI mRNA表达 ，免疫 印迹和免疫组织化 

学分析发现，MUC1蛋 白主要在角膜上皮细胞膜 的顶 

端分布 ，在结膜组织则主要分布在基底区域 。 

4．3 干眼患者黏蛋白的改变 

研究认为，MUC5AC的改变与干眼的发生密切相 

关。Argtieso等 运 用实时 RT—PCR技术分析发现 ， 

SjOgren综合征患者结膜上皮 MUC5AC mRNA的表达 

显著减少 ，而 MUC1 mRNA和 MUC4 InRNA的表达无 

明显变化；用酶联免疫吸附试验分析，同样发现其泪液 

中 MUC5AC蛋白的表达水平明显 降低 ，同时，流式细 

胞学检查干眼患者结膜组织发现，MUC5AC的合成细 

胞 一结膜杯状细胞也减少；另一方面，Mantelli等 报 

道，新生儿泪液中 MUC5AC黏蛋 白水平 明显高于成年 

人，可能与其泪膜破裂时间长、瞬 目次数少有关。有 

研究认为跨膜黏蛋白的丧失或改变可单独或合并 

MUC5分泌型黏蛋 白的减少是角膜干燥斑形成 的主 

要 原 因 。 

当前，随着泪液分离及检测技术的进步，可以更准 

确地测定健康人的泪液成分及可能与干眼症等疾病密 

切相关的特征性改变 ，为疾病的诊断及药物疗效 的评 

价提供依据 。 
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