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IL-1对房水流出通道中 MMP-9 

的影响△ 

陈静嫦 王宁利 吴河坪 范志刚 林 辉 乔利亚 

Effects of interleukin．1 on MMP—9 in rat aqueo 

OUS humor outflow pathw ays 
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LIN Hui．QIAO Li-Ya 
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【Abstract】 Objective To determine the tmderlying cellular and molecular 
mechanisms ofinterleukin．1( 1)on intraocular pressur e reduction by stud· 

恤 its effects on matrix metalloproteinases(M )in aqueous humor outflow 

pathways．Methods Ten Sprag ue．Dawley rats were selected with  one eye re． 

ceiving intracamerally injection of30 ng II广1B an d th e control ateral eye rece~- 

ing equivalen t volum e of 1 g·L PBS intracamerally injection．Eyes were re· 

moved 30hoursafartreatm en t，th en immtmohistochemistrywasdoneto exanl· 

ine th e expression of -9 in aqu eous outfl ow path way．an d th e experimen tal 

results were semiquantitative analyzed with  computerized im age analysis tech- 

niques ．Results Strong positive reaction were detected in trabecular mesh． 

work，cillial~ muscle an d iris of th e trea te d eyes．The gray scale resolutions of 

th e trea te d eyes an d th e contralate ral eyes  were 47．39±3．30 an d 88．42±4．76． 

respectively，which was statistically differen t(t=25．95．P=0．000<0．01)．Con． 
clusion Increased express ion ofⅣ Ⅱ，s in three aqu eous hum or OUtfl OW pa th — 

ways maybeth etmderlying10P reduction mec hanism s of口L-1． 
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【摘要】 目的 通过观察白细胞介素-1(intedeukin．1，IL-1)对房水流出通道中基质金属 

蛋白酶(matrix metalloproteinases，MMPs)的影响。从分子细胞学水平探讨 IL．1的降眼压机 

制。方法 sD大鼠 10只，随机选择一眼前房注射重组鼠IL一1B 30 ng，对侧眼前房注射等 

体积 1 g·L PBs作为对照。用药30 h后取眼球，进行免疫组织化学检测房水流出通道 

的MMP-9表达，并利用自动图像分析系统对实验结果进行半定量分析。结果 用药眼的 

小梁网、睫状肌和虹膜均出现强阳性反应，自动图像分析显示用药眼与对侧眼的灰度分别 

为47．39±3．30、88．42±4．76，差别有非 常显著统计 学意义 (t=25．95，P=0．000< 

0．01)。结论 IL·1降眼压机制可能与 3条房水流出通道的 MMPs表达增加有关。 

[眼科新进展 2Oo8；28(1)：6-8] 

房水流出通道中基质金属蛋白 

酶(matrix metalloproteinases，MMPs) 

的异常表达和细胞外基质(extrace1． 

1ular matrix，ECM)的异常代谢多年 

前已被认为与青光眼病理性眼压增 

高密切相关⋯。白细胞介素-1(in- 

terleukin．1，IL．1)是一种细胞因子， 

近期被证实具有增加培养小梁网细 

胞的MMPs的表达 和房水流出易 

度的作用 4。。但是，至今有关 IL．1 

对眼压和房水流出通道 MMPs影响 

的活体研究报道较少。我们对此进 

行了相关活体动物研究，发现 IL一1 

具有增加小梁网通道房水流出 J， 

以及强 而持 久 的降低 眼 压 的作 

用。。 。因此，本研究将观察 IL-1对 

活体房水流 出通道 MMPs表达情 

况，以期在分子细胞学水平探讨 IL． 

1的降眼压机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 动物 SD大鼠 10只，体重 

200～250 g，排除全身和眼部病变。 
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由中山大学北校区实验动物中心提供。 

1．1．2 主要试剂 重组大鼠 IL一1B(英国 PEPRO 

TECH公司产品)，1 g·L 磷酸平衡盐溶液(PBS) 

稀释成6 mg·L～；混合固定液(体积分数为40％甲 

醛 50 mL，体积分数为 95％酒精 250 mL，冰醋酸 25 

mL，蒸馏水 175 mE)；一抗：小鼠抗大鼠MMP-9单克 

隆抗体(Neomarkers公司，美国)；试剂盒：链霉菌抗 

生物素蛋白一过氧化酶免疫组织化学染色超敏试剂 

盒(Kit-9701，含 A过氧化酶阻断剂，B非免疫血清，c 

生物素标记羊抗小鼠二抗，D为链霉菌抗生物素蛋 

白一过氧化酶溶液，福州迈新生物技术开发公 司)； 

DAB酶底物显色试剂盒(DAB-0031／1031，福州迈新 

生物技术开发公司)。手术显微镜(苏州)，微量注射 

器(自制)，微量进样器(上海医用激光仪器厂)，常 

规石蜡包埋、切片所需器材。 

1．2 方法 

1．2．1 实验分组 本研究采用 自身双眼对照。为 

突出IL一1这一干预因素的作用，避免溶剂及前房注 

射对实验结果的影响，随机选择大鼠一眼前房注射 6 

mg·L 重组大鼠 IL一1B 30 ng(5 L)，对侧眼前房 

注射为 1 g·L～PBS 5 iLL。采用的药物剂量为前期 

研究中产生最大降压幅度的用量 。 

1．2．2 给药方法 按体重给予氯胺酮(50 mg· 

kg )和氯丙嗪(25 mg·kg )混合液腹腔注射麻 

醉。前房注射在手术显微镜下进行，以保证药物确 

切进入前房。先用 30一G针头经角巩膜缘进入前房， 

有少量房水流出，随即用 自制微量注射器沿原穿刺 

口进入前房，并缓慢注入药物，留针 30 s后拔出针 

头，四环素软膏涂于伤口。先行双眼前房注射药物 

的预实验，并对用药后实验动物的眼部表现和 日常 

活动进行观察，确定双眼操作并未造成明显的眼副 

作用，以及没有对其 日常生活造成明显不利影响后， 

方进行本实验。以上注射操作均由同一人完成。 

1．2．3 免疫组织化学染色方法 前期动物活体研 

究显示 IL一1在用药 24～48 h后用药眼已出现眼压 

下降 J，而其他研究表明MMPs的激活需要4～48 
h J

，因此，选择用药30 h作为 IL一1对房水流出通道 

MMPs作用的观察时间。用药 30 h后按体重氯胺酮 

和氯丙嗪等量混合液进行腹腔注射麻醉，用混合固 

定液心脏灌注 30 min，取眼球后用混合固定液固定 

30 h，取材，逐级酒精脱水，石蜡包埋(56～58℃)，切 

片(6 pan)，烘片(50～60℃)1 h，置 40℃恒温箱 24 

h。后取出二甲苯脱蜡，体积分数95％ ～80％酒精逐 

级洗除二甲苯，水化，然后分别加入非特异性阻断血 

清、一抗、二抗并孵育，按厂家提供的具体步骤进行 

免疫组织化学操作(迈新公司)，最后苏木素复染，中 

性树胶封片。封片后第 2天，观察房水流出通道是 

否有阳性反应(棕色为阳性反应)。不加二抗为阴性 

对照。所采用的药物计量、观察时间均参照前期研 

究结果 引。 

1．3 统计学处理 采用统计软件 SPSS 10．0进行分 

析。用药眼与对侧眼免疫组织化学结果中阳性部位 

的灰度比较进行配对 t检验，P<0．05为差异有统计 

学意义。 

2 结果 

发现用药眼的房水流出通道，包括小梁网细胞、 

睫状肌细胞和虹膜的细胞浆和间质均出现较强的阳 

性反应。经全 自动图像分析系统处理并分析，对用 

药眼和对侧眼的阳性部位进行半定量分析，结果见 

表 1、图 1～3，经配对 t检验，差异有非常显著统计学 

意义(t=25．95，P=0．000<0．01)。 

∥ 

{ 

幸 

ragure 1 Negative control：Without the secondary antibodyf4o× 

2．5) 阴性对照：不加二抗(4o×2．5) 

Figure 2 Treated eyes：Strong positive reaction was found in cyto- 

plasmie and ECM oftrabecular meshwork，eilliary mu~c：le and iris(20 
×2．5) 用药眼：可见虹膜、小梁网和睫状肌的胞浆和外基质出 

现强的棕色阳性反应(20×2．5) 

3 讨论 

3．1 MMPs激活剂降低眼压的机制和特点 MMPs 

包含一组ECM降解酶，分布广泛，参与胚胎的生长 

发育、组织的损伤修复和重塑等生理病理过程。 

MMPs不少于 l7种，分布于眼部的 MMPs主要有 4 

种，包括问质胶原酶、明胶酶 A、明胶酶 B和问质溶 

解素，分别命名为 MMP一1、MMP-2、MMP-9、MMP-3。 

它们可降解 ECM，作用底物既有交叉，又各有特点， 

MMP—I主要作用底物为I、Ⅱ、Ⅲ型胶原；MMP-2、MMP-9 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


·

8· 眼 科新进 展 2008年1月 第28卷 第1期 
Rec Adv 0p胁 Z啪Z Vo1．28 No．1 January 2008 

表 1 用药眼与对侧眼免疫组织化学结果半定量分析 
Table 1 Semi-quantitative analysis of immunohistochemi cal results in treated eyes an d control ateral eyes 

(n=10，gray scale) 

Eyes Gray scale resolution ±s 

Treated 52．64 46．43 45．22 44．21 50．21 47．45 49．51 43．21 44 ．0】 51．02 47．39±3．30a 

Control 91．54 82．02 86．50 89．04 93．79 79．0l 9o．o2 88．12 93．o4 91．14 88．42±4．76△ 

Note：△P<0
． Ol 

—ig眦 3 Contralateral eyes：Weak brown staining was partly show— 

ed in tral~ularmeshwork，eilliary muscle and iris(20×2．5) 对 
侧眼：可见虹膜、小梁网和睫状肌出现弱的棕色反应(20 x2．5) 

主要作用底物为Ⅳ、V型胶原、明胶(变性胶原)、层 

粘连蛋 白(1aminin，LN)、纤粘连蛋 白(fibronectin， 

FN)、弹性蛋白和蛋白多糖；MMP-3的作用底物则主 

要为 LN、FN、弹性蛋白和蛋白多糖。小梁网和葡萄 

膜巩膜通道的 ECM包括胶原 I、Ⅲ、Ⅳ、V、FN、LN、 

弹性纤维和蛋白多糖，其中蛋 白多糖 中的氨基葡糖 

多聚糖基团被认为是房水流出阻力形成的主要物质 

基础 。因此，MMP一2、MMP-3、MMP-9有可能通过 

降解小梁网和葡萄膜巩膜通道的 ECM，包括蛋白多 

糖，减少生理性房水外排而降低眼压。由于 ECM的 

半衰期长达36 h，故通过降解 ECM起效的 MMPs激 

活剂的降压持续时间较长。另外，由于葡萄膜巩膜 

通道为非压力依赖性通道，所 以促其房水外流的 

MMPs激活剂将具有降压幅度大、降压平稳和夜间有 

效等优点。 

3．2 IL-1降低眼压的可能性及机制 体外研究表 

明MMP-9分布于小梁网和葡萄膜巩膜通道 J，作用 

底物广泛，直接参与了房水流出通道阻力的调节 J， 

因此，本实验选择 MMP．9作为观察指标。本研究首 

次在动物活体上观察了IL．1对房水流出通道 MMP．9 

表达的影响，证实了 IL-1具有增加房水流出通道 

MMP-9表达的作用，结果与国外一些相关的体外研 

究相似 J。本研究在分子组织水平支持了IL．1降眼 

压的可能性，以及进一步明确其降低眼压的可能作用 

机制。由于强阳性反应不但出现在小梁网，而且出 

现在睫状肌和虹膜，所以估计 IL．1降眼压的作用途 

径包括 3条房水流出通道，这可能成为 IL-1降眼压 

幅度较大的原因所在。因此，可以推测 IL-1的降压 

效果可能优于只通过葡萄膜巩膜通道起效的新型抗 

青光眼药物一拉坦前列腺素滴 眼液 (Xalatan)。另 

外，作为MMPs的激活剂，IL-1应具备降压幅度大、 

维持时间长、降压平稳和夜间有效等优点。 

3．3 IL-1研发的意义 随着我国社会及经济的发 

展，人们利用抗青光眼药物治疗的观念也发生了改 

变，对青光眼的综合治疗质量和用药依从性更为重 

视。因此，传统一线抗青光眼药物噻吗心安的有效 

性及安全性受到质疑，如降压欠平稳，夜间降压作用 

差，以及长期抑制房水生成后引起眼前节包括小梁 

网的营养障碍和功能损害等。而通过促生理性房水 

外排 ，兼具强效、安全和维持时间长等将是未来新型 

降眼压药物的发展方向。IL．1有望成为理想的新型 

降眼压药物，值得进一步研究。 
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