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Pax6和 Wnt7a表达对小鼠角膜碱烧伤的影响

高 杰，文邦红，邹星星，张祥令，胡 蓉，苏 敏　（贵州医科大学组织学与胚胎学教研室，贵州 贵阳 550004）

［摘 要］　目的　研究Pax6和Wnt7a在碱烧伤小鼠角膜中的表达，探讨Pax6和Wnt7a是否参与了角膜的损伤修复。方法　选

取40只健康雌性昆明小鼠，随机分为对照组和实验组，每组20只。实验组小鼠右眼建立角膜碱烧伤模型，左眼不做任何处理。对照

组小鼠不做碱烧伤。1个月后，取小鼠角膜组织，HE染色观察角膜的形态学变化；免疫荧光染色及流式细胞术检测角膜组织中 p63、
Pax6和Wnt7a的表达。结果　肉眼观察到碱烧伤模型小鼠角膜混浊，HE染色观察可见角膜内有杯状细胞和毛细血管增生。实验组

小鼠角膜厚度较对照组显著增加（P<0. 05）。与正常小鼠的角膜相比，碱烧伤小鼠角膜Pax6阳性表达率降低（P<0. 05），而Wnt7a阳
性表达率升高（P<0. 05）。结论　Pax6及Wnt7a在碱烧后小鼠的角膜中表达量发生改变，提示可能参与了角膜的损伤修复。
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Effect of Pax6 and Wnt7a expression in mouse cornea with alkali burn
GAO Jie，WEN Bang-hong，ZOU Xing-xing，ZHANG Xiang-ling，HU Rong ，SU Min　（Department of Histology and Embryology， 
Guizhou Medical University ，Guiyang Guizhou 550004，China）

Abstract: Objective　To explore the expression of Pax6 and Wnt7a in alkali-burned cornea of mice， and thus discuss whether Pax6 
and Wnt7a are involved in the repair of corneal damage. Methods　Totally 40 healthy female Kunming mice were randomly divided into the 
control group and the experimental group，with 20 mice in each group. The alkali burn model was established in the right eye of mice in the 
experimental group，and the left eye was not treated.  The control group was not intervened by alkali burn.  One month later， corneal tissues of 
mice were taken and the morphological changes of the cornea were observed by HE staining.  The expressions of p63， Pax6 and Wnt7a in 
corneal tissues were detected by immunofluorescence staining and flow cytometry. Results　Corneal opacity was observed with the naked eye 
in the alkali-burned mice.  HE staining revealed goblet cells and capillary hyperplasia within the cornea.  The corneal thickness of the mice 
in the experimental group was significantly increased than that in the control group （P<0. 05）.  Compared with the corneas of normal mice， 
the positive expression rate of Pax6 in the corneas of alkali-burned mice decreased （P<0. 05）， while the positive expression rate of Wnt7a 
increased （P<0. 05）. Conclusion　The expression levels of Pax6 and Wnt7a changed in the corneas of mice after alkali burn， suggesting 
that they might be involved in the repair of corneal damage.
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眼球壁的最外层为角膜，为透明的圆盘状结构，

正常的角膜组织中不含血管和淋巴管，营养由房水和

角膜缘的血管以渗透方式供应。外界环境（如外伤、

感染、化学试剂、物理刺激等）因素可能导致角膜的正

常结构遭到破坏，严重时影响外观和视力[1]。角膜化

学烧伤是临床上常见的严重眼外伤之一，主要由眼部

接触 NaOH、KOH、氨水等碱性物质所致，可引发角膜

上皮缺损、角膜穿孔及眼球粘连等严重创伤[2]，此类创

伤愈合过程中易形成角膜瘢痕和新生血管，从而造成

永久性失明。目前研究多集中在药物对角膜碱烧伤

的效果上，对于引起的角膜碱烧伤的分子机制研究较

少，因此，本研究主要对角膜损伤修复中的分子表达

变化进行观察研究。

配对盒基因 6（paired box gene 6,Pax6）对于眼球结

构形成和正常发育具有非常重要的作用[3-4]。研究发

现在胚胎发育过程中 Pax6 基因突变可能导致角膜混

浊、先天性无虹膜、Peters异常、黄斑发育不良、视网膜

母细胞瘤等[5]。Pax6 主要表达于眼球各组织中，包括

视泡、视盘、晶状体、睫状体、角膜上皮以及视网膜色

素上皮等[6-7]。其可维持角膜上皮的细胞分化，在治疗

角膜上皮损伤中有重要作用[8]。Wnt7a 是 Wnt 信号家

族成员中的一种分泌糖蛋白，广泛存在于生物体内，

对细胞的增殖和分化具有重要的作用，经典 Wnt通路

激活后，联合其他一些因子可影响下游目的基因的表

达，从而影响细胞增殖和分化[9-10]。研究表明，Wnt7a
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主要在胎盘、肾脏、睾丸、子宫和成人脑等组织中表

达，在胚胎生长、组织再生、干细胞分化以及癌症中都

起到了关键性的作用，并负责维持基质中其他 Wnt基
因的表达[11-12]。

目前国外有研究在体外无滋养细胞的条件下成

功扩增了角膜缘干细胞，发现Wnt7a通过 Pax6控制了

角膜上皮的分化，证实Wnt7a和 Pax6在角膜谱系专向

分化中起重要作用[13]。我们前期也在正常角膜中观察

到 Wnt7a和 Pax6的表达[14]，但其在碱烧伤角膜中是否

发挥作用，目前还不清楚。因此，本研究通过建立小

鼠角膜碱烧伤模型，运用免疫荧光染色、流式细胞术

等技术检测 Pax6 及 Wnt7a 在碱烧伤造成的角膜损伤

中的表达变化，以期为转基因治疗眼表疾病提供理论

依据。

1　材料与方法

1. 1　材料

健康清洁级雌性昆明小鼠，体质量 10~20 g，周龄

4~6周，由贵州医科大学实验动物中心提供，动物使用

许可证号：SYXK（黔）2018-001。甲醛-乙醇-冰醋酸

（alcohol-formalin-acetic acid，AFA）固定液配置：20%甲

醛 40 mL+95%乙醇 60 mL+冰醋酸 5 mL。兔抗 Pax6
多克隆抗体（稀释浓度 1∶200）、兔抗Wnt7a单克隆

抗体（稀释浓度 1∶300）、别藻青蛋白（allophycocyanin，
APC）山羊抗兔荧光二抗（稀释浓度 1∶500）购自

Abcam；Cy3荧光山羊抗兔二抗（稀释浓度 1∶300）购自

碧云天公司。引物设计与合成由上海生工完成。

1. 2　方法

1. 2. 1　动物模型制作　　将 40只昆明小鼠随机分为

对照组和实验组，每组 20只。对照组小鼠双眼不做任

何处理，常规饲养。实验组小鼠右眼造模，左眼不处

理。碱烧伤造模步骤：小鼠腹膜注射 1% 戊巴比妥钠

溶液 0. 2 mL/20 g进行麻醉，然后使用盐酸利多卡因对

小鼠右眼进行表面麻醉，使用阿托品滴眼扩瞳 1 min，
1 mol/L NaOH 滤纸片碱灼伤右眼 30 s；之后生理盐水

冲洗，妥布霉素滴眼液 1 滴清洗。以后每天滴 4 次氧

氟沙星滴眼液，持续 3 d，之后每日 3次，持续 1周，1个

月后取材做相关检测。

1. 2. 2　HE染色观察小鼠眼球壁的形态变化　　10%
的水合氯醛麻醉处理小鼠，摘取眼球，投入垫有脱脂

棉的 AFA 固定液固定，间隔 6 h换等量 AFA 固定液固

定，眼球后壁开窗，共固定 18 h。常规乙醇梯度脱水，

氯仿透明，石蜡包埋制作眼球切片，厚度 7 μm，常规

HE 染色，化蜡-染色-上行-二甲苯透明，封片后正置

荧光显微镜下观察并采集图片。

1. 2. 3　免疫荧光染色　　将眼球组织切片常规化蜡

后，用柠檬酸蒸煮 10 min，PBS洗涤 3次。加入山羊血

清工作液封闭 30 min。去掉山羊血清，不洗，直接加入

一抗（p63、Pax6或Wnt7a）4 ℃过夜。隔天取出，PBS洗

涤3次，加入荧光二抗37 ℃水浴2 h。PBS洗涤3次，加

入DAPI染核 15 min，PBS洗涤 3次，荧光淬灭剂封片后

正置荧光显微镜下观察并采集图片。

1. 2. 4　流式细胞术检测　　取小鼠的眼球，小心除

去周围的结缔组织，从角膜与巩膜交界的地方分离角

膜组织。用眼科剪尽可能地剪碎角膜组织，加入 4%
甲醛固定 40 min，2%BSA 重悬组织细胞，调整组织细

胞量约 1×106个/管，加入一抗（Pax6或Wnt7a），混匀冰

上孵育 45 min，PBS 洗 2 遍，去掉一抗，2%BSA 100 μL
重悬后，加入 APC 山羊抗兔荧光二抗避光冰上孵育

30 min，去除二抗，PBS重悬，混匀后上机检测。

1. 3　统计学分析

采用 SPSS 19. 0 统计软件处理分析，计数资料用

率（%）表示，组间比较采用 t检验，P<0. 05为差异有统

计学意义。

2　结果

2. 1　小鼠角膜的形态学观察

造模 1 个月后，对照组小鼠的眼睛透明，折光性

好；而实验组小鼠的右眼角膜混浊，透光性不好

（图 1）。HE染色发现：对照组小鼠的角膜形态结构完

整，各层排列整齐，无炎症细胞增生及毛细血管生成，

其中角膜上皮为未角化的复层扁平上皮，基底面平

坦，游离面平整光滑；而实验组小鼠角膜上皮明显缺

损，由 5～6层细胞缩减为 2～3层细胞，出现角膜结膜

化，杯状细胞增生，前后界膜消失，角膜基质变厚，有

新生毛细血管生成（图 1）。与对照组比较，实验组小

鼠角膜厚度增加，差异有统计学意义（P<0. 05）。

2. 2　免疫荧光染色结果

免疫荧光结果显示：p63 主要表达于角膜上皮基

底层细胞内，与对照组比较，实验组小鼠角膜中 p63表

达明显减少，见图 2。对照组小鼠角膜上皮全层细胞

均有 Pax6和Wnt7a阳性表达；实验组小鼠角膜上皮因

角膜结膜化出现大量的杯状细胞，顶部胞质中充满空

泡状黏原颗粒，Pax6和 Wnt7a主要表达于杯状细胞的

胞膜上，见图3。
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2. 3　流式细胞术检测结果

流式细胞术结果显示：与对照组比较，实验组小

鼠角膜组织 Pax6阳性表达率降低，Wnt7a阳性表达率

升高，差异均有统计学意义（P<0. 01），见图4。
3　讨论

在建立角膜碱烧伤模型过程中，小鼠眼组织较

小，且眼组织结构特殊，采用NaOH滴注浸润方式更容

易建立角膜碱烧伤模型[15-16]。由于角膜上皮有丰富的

游离神经末梢，感觉敏锐，经常出现小鼠抓挠眼部而

造成细菌感染，导致小鼠死亡；为解决该问题，本研究

在滴注浸润NaOH前及建立模型后多次用盐酸利多卡

因进行眼局部麻醉，并长时间持续滴加妥布霉素抗感

染，结果小鼠存活率高，造模结果良好。

角膜为眼球前部的透明薄膜，向前突出，由前向

后依次为角膜上皮、前界膜、角膜基质、后界膜及角膜

内皮。正常角膜上皮由 5～6层排列整齐的细胞组成，

表层细胞有许多短小的微绒毛，基底面平坦，基底层

细胞再生功能强[17-18]。睑结膜为眼睑内层结构，由上

皮和固有层形成，上皮夹有少量杯状细胞，在经NaOH
化学碱烧伤后，角膜上皮和结膜上皮会缺损，再生过

程中会出现角膜结膜化的现象[19]，因此肉眼观察角膜

上皮会出现灰白色混浊，透明度下降，角膜上皮也会

出现少量结膜上皮才有的杯状细胞。角膜基质由粗

细一致的胶原纤维平行排列成层，夹有少量成纤维细

胞，经碱烧伤处理后，前界膜会永久性缺损，而角膜基

质可能发生免疫炎症反应及水肿，同时促血管生成因

子增加，抑制血管生成因子减少，导致新生血管生成，

角膜基质结构改变，胶原原纤维排列紊乱，使角膜基

质变厚，从而影响后界膜的排列[20]。

a~c：对照组小鼠眼球及角膜结构(HE 染色×200)；d~f：实验组小鼠眼球及角膜结构(HE 染色×400，黑色箭头示杯状细胞，红色箭头示

毛细血管)；g：角膜厚度定量统计 *：与对照组比较，P<0.05
图1　小鼠角膜的形态学观察

图2　免疫荧光检测p63在小鼠角膜中的表达（×400）
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转录因子 p63 是肿瘤抑制蛋白 p53 家族成员之

一，与 p53表现出高度的同源性，可在角膜缘基底部特

异性表达。Yoshida 等[21]研究表明，p63 高表达的细胞

具有向复层上皮分化的潜能；体外研究表明，p63可用

于角膜上皮前体细胞的鉴定，其表达可影响人角膜上

皮前体细胞在羊膜上的存活[22]。Dua等[23]和Hernandez
等[24]研究发现，一些具有增生能力的干细胞可表达

p63。本研究免疫荧光结果显示，碱烧伤后的小鼠角

膜上皮基底层细胞中 p63表达减少，提示角膜基底层

的细胞增殖能力减弱，无法修复碱烧伤的角膜上皮，

导致角膜上皮缺损。

Pax6 在眼正常发育和各种眼科疾病中有重要作

用，主要表达于角膜上皮、视网膜及睫状体等，Pax6表

达降低后会导致角膜混浊、先天性无虹膜等疾病[5]。
有研究表明，Pax6基因有维持角膜上皮细胞增殖的能

力，在治疗角膜上皮损伤中有重要作用[8]。Wnt7a 为

*：与对照组比较，P<0.05；**：与对照组比较，P<0.01
图4　流式细胞仪检测Pax6和Wnt7a阳性表达率

图3　免疫荧光检测Pax6、Wnt7a在小鼠角膜中的表达（×400）
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Wnt 信号家族的成员之一，Wnt 信号转导通路是调控

细胞生长、发育和分化的重要途径，可以调控 Pax6 的

表达，对维持角膜缘干细胞特性有重要意义[13]。因此，

在本研究中，经免疫荧光染色定位，确定了 Pax6 和

Wnt7a 在正常和碱烧伤角膜上皮均有阳性表达；通过

流式细胞术检测发现，碱烧伤小鼠角膜组织的Pax6阳

性表达减少，Wnt7a 阳性表达增加。在碱烧伤的小鼠

角膜中，角膜正常结构遭到破环，细胞增殖能力减弱，

致使碱烧伤角膜中Pax6表达相对正常角膜降低，从而

进一步破坏角膜上皮的修复。而 Wnt7a表达上调，推

测其原因是碱损伤激活了 Wnt信号通路，调控了新生

血管形成，结果提示Wnt7a参与角膜的损伤修复。

综上所述，角膜上皮的持续更新需要基底层细胞

增殖分化完成，在基底层形成新的细胞可阻止角膜结

膜化。在碱烧伤角膜的治疗中可通过激活或增加

Pax6的表达来影响角膜的损伤修复能力，同时可通过

抑制Wnt信号通路减少新生血管的生成。这为转基因

治疗角膜疾病提供了科学依据。
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