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　　［摘要］　目的　探讨Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤＡｅｃ１Ａｅｃ２干燥综合征模型小鼠干眼体征严重程度及泪腺炎
症反应与性别的关系。方法　Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤＡｅｃ１Ａｅｃ２小鼠雌性和雄性组各４５只，在生后第４、８、１２、
１６、２０周龄时进行泪液分泌实验（Ｓｃｈｉｒｍｅｒ’ｓｔｅｓｔⅠ）、角膜荧光素染色及评分和泪腺组织 ＨＥ染色、炎
症细胞浸润计数评估及角膜上皮细胞表面微绒毛扫描电镜观察。结果　第４周龄时，Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤ
Ａｅｃ１Ａｅｃ２雌、雄性小鼠均未出现明显的干眼体征。从第８周龄开始，随着周龄增加，２组小鼠泪液分泌
值均逐渐减少；角膜荧光素染色及评分值均明显加重；ＨＥ染色显示泪腺组织腺管、腺泡等结构破坏及
炎症细胞浸润程度逐渐加重；扫描电镜观察显示角膜上皮细胞脱落增多，微绒毛减少，细胞紧密连接减

少或中断。第１６周龄时，雌性小鼠组较同龄雄性小鼠组的泪液分泌值显著减少（Ｐ＝０．０３５），角膜荧光
素染色评分高（Ｐ＝０．０２８），雌性小鼠泪腺组织破坏及炎症细胞浸润程度更严重（Ｐ＝０．０１７）。结论　
雌性Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤＡｅｃ１Ａｅｃ２干燥综合征模型成年小鼠干眼体征较雄性更为严重，推测可能与雌激素
水平变化有关。
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　　干燥综合征（Ｓｊｇｒｅｎ’ｓｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＳＳ）是一种主要
侵犯外分泌腺体尤以唾液腺和泪腺为主的慢性自身免

疫性疾病，主要表现为口干、眼干等症状，也可有多器

官、多系统损害［１］。受累腺体中有大量淋巴细胞浸

润，血清中多种自身抗体阳性［２］。流行病学研究表明

女性患者多于男性，男女之比为１∶９，发病年龄多数为
４０～６０岁。干眼是由于泪液的量或质或流体动力学
异常引起的泪膜不稳定和（或）眼表损害，从而导致眼

不适症状及视功能障碍的一类疾病［３］。流行病学调

查显示［４］，干眼的患病人群中女性发病率为２２８％，
高于男性的１４．９％。高龄和女性已被认为是干眼发
生的主要危险因素，特别是围绝经期和绝经后的

妇女［５］。

　　Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤＡｅｃ１Ａｅｃ２小鼠是将 ＮＯＤ小鼠与
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠先相互杂交，再近交多代后得到纯合
的、只含有ＮＯＤ小鼠中可参与干燥综合征发病的Ｉｄｄ３
和Ｉｄｄ５两个疾病易感基因位点的小鼠［６］。Ｃ５７ＢＬ／６．
ＮＯＤＡｅｃ１Ａｅｃ２小鼠完全显现出 ＮＯＤ小鼠类似干燥
综合征的表型，但无胰岛炎和自身免疫性（１型）糖尿
病的表现［６］。该小鼠能够较好地模拟人干燥综合征

慢性病程、逐渐恶化的特点，是研究干燥综合征发病机

制的理想动物模型［７］。我们早期实验研究［８］也证明

Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤＡｅｃ１Ａｅｃ２干燥综合征模型小鼠可自发
地产生干眼，且随着周龄增加，其干眼体征加重。但该

小鼠的干眼是否存在性别差异，目前尚不清楚，因此本

研究拟探讨此问题。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤＡｅｃ１Ａｅｃ２雌、雄性小鼠各 ４５只
（第三军医大学全军免疫研究所郭波教授提供），饲养

于第三军医大学西南医院中心实验室 ＳＰＦ动物房（饲
养温度：２５～２８℃；相对湿度：５０％ ～７０％；光照／黑暗
时间：１２ｈ／１２ｈ；水和敷料均经高温消毒）。分别在
２组小鼠出生后第４、８、１２、１６、２０周龄５个时间点进
行各项实验。

１．２　泪液分泌实验Ⅰ（ｓｃｈｉｒｍｅｒｔｅｓｔⅠ，ＳＩｔⅠ）
　　采用该方法检测２组小鼠在不同时间点眼部无表

面麻醉时的泪液分泌量［９］。显微镊夹住酚红棉线（天

津晶明新技术开发有限公司），置于小鼠双眼外眦部

６０ｓ后，测量酚红棉线湿润变红部分的长度作为泪液
量的估计值（以毫米为单位）。每组每个时间点各检

测１０只眼睛，每只眼均测量３次，由２人读数后取平
均值。

１．３　角膜荧光素染色及评分
　　使用微量加液器在无表面麻醉的 Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤ
Ａｅｃ１Ａｅｃ２小鼠下方结膜囊内滴入１μＬ１％荧光素钠
溶液（ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌｍｅｄｉｃａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｓ，ＬＴＤ），３ｍｉｎ后
在裂隙灯显微镜下采用钴蓝光检查并照相记录［９］。

将角膜划分为鼻上方、鼻下方、颞上方、颞下方４个象
限，每个象限评分按照 ０分（无着色）、１分（点状着
色）、２分（点片状着色）、３分（片状着色）进行，每个角
膜评分为４个象限评分之和。每组每个时间点均测量
１０只眼睛并照相记录，由２人评分后取均值。
１．４　泪腺组织病理学观察及炎症细胞计数
　　在各个时间点均选 Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤＡｅｃ１Ａｅｃ２雌
性及雄性小鼠各５只，麻醉处死。手术显微镜下取出
双侧泪腺，磷酸盐缓冲液（ｐＨ７．４）清洗后，迅速置于
４％多聚甲醛缓冲液中，４℃固定，２ｈ后，换置于２５％
蔗糖，４℃脱水过夜。标本经液氮速冻后，在 －２０℃
冰冻切片机切片处理（每张切片厚度１０μｍ）。泪腺
切片经苏木精伊红染色剂（南京建成科技有限公司）
染色，光学显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本）下观察泪腺组织形
态及淋巴细胞浸润变化并计数，每个标本计算３张切
片，取均值。

１．５　角膜扫描电镜观察
　　在各个时间点均选 Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤＡｅｃ１Ａｅｃ２雌
性及雄性小鼠各５只，磷酸盐缓冲液（ｐＨ７．４）轻轻冲
洗小鼠角膜和结膜，眼科剪剪取眼球（不含眼睑）后，

迅速置于２．５％戊二醛中，４℃固定。１２ｈ后，眼球经
梯度脱水、临界点干燥法干燥及镀银处理，扫描电子显

微镜（Ｓ３４００Ｎ，日本Ｈｉｔａｃｈｉ公司）下观察角膜上皮细
胞及微绒毛的形态。

１．６　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，结果以珋ｘ±ｓ表示，用双
因素方差分析分别比较 Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤＡｅｃ１Ａｅｃ２的
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雌性与雄性小鼠在 ５个时间点的泪液分泌值、角膜
荧光素染色评分及泪腺炎症细胞数目的差异。用

ＬＳＤ检验方法比较２组小鼠各个指标在相同时间点
的差异。

２　结果

２．１　泪液分泌实验结果
　　自第８周龄起，Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤＡｅｃ１Ａｅｃ２雌、雄性
小鼠泪液分泌值均随着周龄的增加而下降（Ｐ＜
００５）。第１６周龄时，Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤＡｅｃ１Ａｅｃ２雌性
小鼠较雄性小鼠的泪液分泌量少，差异有统计意义

（Ｐ＝０．０３５）。其余周龄雌、雄性小鼠之间的泪液分泌
值无显著差异（Ｐ＞０．０５，表１）。以上结果表明：随着
周龄的增加，Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤＡｅｃ１Ａｅｃ２雌、雄性小鼠泪
液分泌值均逐渐减少，且在第１６周龄时，其泪液分泌
值出现性别差异，提示干眼的程度在干眼小鼠模型中

存在性别的差异。

２．２　角膜荧光素染色观察及评分结果
　　自第８周龄起，Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤＡｅｃ１Ａｅｃ２雌、雄性
小鼠角膜荧光素染色评分随周龄的增加而增加（Ｐ＜
０．０５，表２）。由图１可见，随着周龄的增加，角膜荧光
素染色阳性着色由点状（图 １Ａ、Ｆ）、点片状（图 １Ｂ、
Ｇ），再到片状（图１Ｃ、Ｈ）逐渐加重，甚至伴有角膜水肿
（图１Ｄ、Ｉ）；第１６周龄时，Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤＡｅｃ１Ａｅｃ２雌
性小鼠较雄性小鼠的角膜荧光素染色严重，差异有统

计学意义（Ｐ＝０．０２８），其余周龄雌、雄性小鼠之间的
角膜荧光素染色评分无显著差异（Ｐ＞０．０５，表２）。以
上结果表明：随着周龄的增加，Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤ
Ａｅｃ１Ａｅｃ２雌、雄性小鼠角膜损伤程度均逐渐增加，且
在第１６周龄时，出现性别差异，雌性小鼠较雄性小鼠

角膜损伤程度严重，提示干眼的程度在干眼小鼠模型

中存在性别的差异。

２．３　泪腺组织形态学观察及炎症细胞计数结果
　　由图 ２可见，第 ４、８周龄时，Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤ
Ａｅｃ１Ａｅｃ２雌、雄性小鼠泪腺的腺管、腺泡结构完整、排
列规则；自第１２周龄起，Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤＡｅｃ１Ａｅｃ２雌、
雄性小鼠泪腺的腺泡细胞出现空泡，腺管扩张及排列

紊乱，淋巴细胞浸润增多；且第１６、２０周龄时，小鼠泪
腺可见大量淋巴细胞浸润，伴随腺管及腺泡结构破坏。

由表３可见，Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤＡｅｃ１Ａｅｃ２雌、雄性小鼠泪
腺炎性细胞浸润均随着周龄的增加而加重（Ｐ＜
００１），且第１６周龄时，Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤＡｅｃ１Ａｅｃ２雌性
小鼠较雄性小鼠的泪腺炎性细胞浸润程度严重，差异

有统计学意义（Ｐ＝０．０１７），其余周龄雌、雄性小鼠之
间的泪腺炎性细胞浸润程度保持相对稳定（Ｐ＞００５，
表３）。以上结果表明：随着周龄的增加，Ｃ５７ＢＬ／６．
ＮＯＤＡｅｃ１Ａｅｃ２雌、雄性小鼠泪腺的炎症浸润程度均
逐渐增加，且在第１６周龄时，出现性别差异，雌性小鼠
较雄性小鼠的泪腺炎性细胞浸润程度严重，提示泪腺炎

性细胞浸润的程度在干眼小鼠模型中存在性别的差异。

２．４　角膜上皮扫描电镜观察
　　由图３可见，第４、８周龄Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤＡｅｃ１Ａｅｃ２
雌、雄性小鼠角膜上皮组织可见六边形的上皮细胞及

其中央凸起的细胞核，表面附有较多的、排列规则的微

绒毛和细胞间紧密连接（图３Ａ、Ｂ、Ｆ、Ｇ）。随着周龄的
增加，角膜上皮细胞逐渐脱落，形态紊乱，微绒毛逐

渐变短及稀疏，细胞连接减少（图３Ｃ～Ｅ、Ｈ～Ｊ）。至
第２０周龄时，角膜上皮几乎完全脱落，可见表面披
覆大量的上皮细胞残骸及深层的基质层胶原纤维

（图３Ｅ、Ｊ）。

表１　Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤＡｅｃ１Ａｅｃ２雌、雄性小鼠在不同鼠龄泪液分泌值的比较（１０只眼，珋ｘ±ｓ）

组别 ４周 ８周 １２周 １６周 ２０周

雌性小鼠组 １．０６４±０．１７５ ０．９３８±０．１２１ｂ ０．８１３±０．０９６ｃ ０．６６９±０．１２１ａｃ ０．６９２±０．１６４ｃ

雄性小鼠组 １．１７１±０．１９５ １．０４５±０．１１３ｂ ０．９２２±０．０８０ｃ ０．７９９±０．１２３ｃ ０．７９５±０．１３０ｃ

双因素方差分析：Ｆ＝１．８２２，Ｐ＞０．０５，方差齐；不同时间点因素主效应有显著差异，即 Ｆ＝２９．３０２，Ｐ＜０．０１；雌、雄分组因
素主效应有显著差异，即Ｆ＝１６．７１９，Ｐ＜０．０１；雌、雄分组与不同时间点之间不存在交互效应，Ｆ＝０．０３１，Ｐ＞０．０５；ａ：Ｐ＜
０．０５，与雄性小鼠比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，与４周龄小鼠比较

表２　Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤＡｅｃ１Ａｅｃ２雌、雄性小鼠在不同鼠龄角膜荧光素染色评分值比较（１０只眼，珋ｘ±ｓ）

组别 ４周 ８周 １２周 １６周 ２０周

雌性小鼠组 ４．０００±０．４７１ ５．２５０±０．６７７ｂ ８．０００±０．７８２ｂ １１．２５０±０．４８６ａｂ １０．７５０±０．５８９ｂ

雄性小鼠组 ３．６５０±０．３３７ ４．７５０±０．７９１ｂ ７．６００±０．４５９ｂ １０．６５０±０．７０９ｂ １０．２５０±０．５４０ｂ

双因素方差分析：Ｆ＝１．３７７，Ｐ＞０．０５，方差齐；不同时间点因素主效应有显著差异，即Ｆ＝５７０．７５３，Ｐ＜０．０１；雌、雄分组因
素主效应有显著差异，即Ｆ＝１５．４９６，Ｐ＜０．０１；雌、雄分组与不同时间点之间不存在交互效应，Ｆ＝０．１３３，Ｐ＞０．０５；ａ：Ｐ＜
０．０５，与雄性小鼠比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与４周龄小鼠比较
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Ａ～Ｅ：依次为第４、８、１２、１６、２０周龄雌性小鼠；Ｆ～Ｊ：依次为４、８、１２、１６、２０周龄雄性小鼠　↑：示荧光素染色阳性着染点
图１　Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤＡｅｃ１Ａｅｃ２雌、雄性小鼠角膜荧光素染色观察　（×４０）
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Ａ～Ｅ：依次为第４、８、１２、１６、２０周龄雌性小鼠；Ｆ～Ｊ：依次为４、８、１２、１６、２０周龄雄性小鼠　↑：示浸润的淋巴细胞及纤维化的腺管
图２　Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤＡｅｃ１Ａｅｃ２雌、雄性小鼠泪腺淋巴细胞浸润观察　（ＨＥ×４００）

表３　Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤＡｅｃ１Ａｅｃ２雌、雄性小鼠在不同鼠龄泪腺淋巴细胞浸润计数比较（６只眼，珋ｘ±ｓ）
组别 ４周 ８周 １２周 １６周 ２０周

雌性小鼠组 １５４．５００±４０．８７９ ３０３．５００±６４．７０４ｂ ５４１．５００±１１７．４７３ｂ ９７９．１６７±１９．６００ａｂ ９００．３３３±４９．７９８ｂ

雄性小鼠组 １５３．８３３±４５．３２３ ２５８．６６７±３１．１１７ｂ ４７５．１６７±９７．８７４ｂ ８７０．５００±１１８．２６９ｂ ８２７．８３３±９４．６３９ｂ

双因素方差分析：Ｆ＝１．７２１，Ｐ＞０．０５，方差齐；不同时间点因素主效应有显著差异，即Ｆ＝２４２．７２９，Ｐ＜０．０１；雌、雄分组因
素主效应有显著差异，即Ｆ＝８．８７１，Ｐ＜０．０１；雌、雄分组与不同时间点之间不存在交互效应，Ｆ＝０．８１４，Ｐ＞０．０５；ａ：Ｐ＜
００５，与雄性小鼠比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与４周龄小鼠比较
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Ａ～Ｅ：依次为第４、８、１２、１６、２０周龄雌性小鼠；Ｆ～Ｊ：依次为４、８、１２、１６、２０周龄雄性小鼠　↑：示坏死、脱落的上皮细胞
图３　Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤＡｅｃ１Ａｅｃ２雌、雄性小鼠角膜上皮扫描电镜观察

３　讨论

　　干眼是一类常见的眼表疾病，严重影响人们的生

活质量。泪膜是覆盖眼表前面的一层均匀液体薄膜，

为眼表结构的重要组成部分。泪膜的稳定性对维持眼

表的健康起着十分重要的作用。也有研究表明，干眼
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不只是单纯的泪膜功能不全，也是一种影响眼表和泪

腺的炎症性疾病［１０］。

　　性类固醇激素主要包括雄激素、雌激素、孕激素
等，主要通过性激素受体介导作用。研究表明，眼组织

中存在雄激素受体［１１］、雌激素受体和孕激素受体［１２］。

研究还发现雄激素水平过低［１３］或过高水平的雌激

素［１４］均可使泪液分泌减少，致使眼表干燥。而应用雄

激素治疗可使泪腺中细胞内和细胞核上的雄激素受体

数量明显增多，从而改善干眼症状［１５］。文献［１６］也报
道干燥综合征小鼠模型的炎症浸润程度存在性别、损

伤和组织有关的差异。

　　本研究通过泪液分泌实验、角膜荧光素染色评分
及泪腺组织病理学观察等方法，发现 Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤ
Ａｅｃ１Ａｅｃ２雌性和雄性小鼠随着观察周龄增加，其干眼
体征均逐渐加重；在第１６周龄时，该模型小鼠干眼体
征最严重，且出现性别差异，包括：雌性小鼠较雄性小

鼠的泪液分泌值少，角膜损伤及泪腺炎性细胞浸润程

度更严重。因此，这些结果表明干眼程度在干眼小鼠

模型中存在性别的差异，与广泛的临床实践中干眼女

性患者远多于男性相符。

　　而至第２０周龄时，２组小鼠干眼体征性别差异无
统计学意义。考虑可能原因如下：该模型小鼠出现的

干眼体征是不可逆的改变，至第２０周龄时，雌、雄性小
鼠均出现角膜上皮几乎完全脱落，暴露出的深层胶原

纤维层不能被荧光素钠着染，泪腺组织中腺管及腺泡

结构严重破坏，并出现纤维化，此时２组小鼠的干眼体
征都已发展到严重、不可逆的阶段。而且激素水平和

小鼠的生理周期（或者称生理状态）有关，不同的生理

周期其激素水平不一样，并且波动很大，前期实验多次

检测２０周龄雌、雄性小鼠的 Ｅ２数量级均为 ２００～
１０００ｐｍｏｌ／Ｌ，波动很大，差异不明显，故本实验没有
观察到２０周龄小鼠干眼表型的性别差异。本实验小
鼠仍存在受外界环境影响导致性激素水平波动太大的

可能，性激素在干眼综合征模型小鼠中的影响机制，我

们将进一步研究。

　　综上所述，Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤＡｅｃ１Ａｅｃ２雌性和雄性
小鼠均发生干眼，其体征随观察周龄增加逐渐加重，而

在第１６周龄时，该雌性小鼠的干眼体征较雄性小鼠更
严重，说明干眼的程度在 Ｃ５７ＢＬ／６．ＮＯＤＡｅｃ１Ａｅｃ２小
鼠中存在性别差异，且雌性小鼠干眼体征更严重，为临

床实践中女性干眼患者高于男性提供依据，也为进一

步研究干眼发病机制和药物治疗奠定理论基础。
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