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［摘　 要］　 目的　 观察Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ在小鼠角膜中的表达及分布情况，探讨Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ在角膜中的关系。方法　 对小鼠
与人、家兔、恒河猿的Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ氨基酸序列同源性进行生物信息学分析；石蜡切片法观察小鼠眼球壁的形态结构；免疫组织化
学技术和流式细胞术分别检测Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ在小鼠角膜中的分布和表达。结果　 小鼠和人、家兔、恒河猿的Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ蛋白氨
基酸序列同源性都超过９０％，其中小鼠和人的同源性最高。ＨＥ染色显示了正常小鼠的眼球壁结构。Ｐａｘ６的免疫阳性表达在小鼠
角膜全层的细胞质和细胞膜上，阳性表达率约为７７． ８４％；Ｗｎｔ７ａ的免疫阳性主要表达在小鼠角膜全层的细胞膜上，阳性表达率约
为６３． ５１％。结论　 Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ均在小鼠角膜中高表达，可能参与角膜的形成。
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　 　 角膜位于眼球壁的最外层，其表面的角膜上皮不
断更新和脱落从而维持角膜的通透性。内外环境因素
导致角膜上皮损伤会严重影响视力和外观。角膜上皮
由角膜缘基底层内的角膜缘干细胞（ｌｉｍｂａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，
ＬＳＣｓ）不断增殖、分化补充，使其处于动态平衡，维持
其正常的生理功能［１２］。研究表明，ＬＳＣｓ对角膜损伤
修复具有非常重要的作用［３４］。配对盒基因６（ｐａｉｒｅｄ
ｂｏｘ ｇｅｎｅ，Ｐａｘ６）是脊椎动物Ｐａｘ家族成员之一，具有控
制眼球形成的作用［５］。有研究表明，Ｐａｘ６基因不仅与
虹膜发育有关，同时与角膜、神经及视网膜的形成也密
切相关［６］。Ｗｎｔ信号通路广泛存在于多种生物体内，
在调节干细胞自我更新中发挥着重要作用［７９］。
Ｏｕｙａｎｇ等［１０］体外研究表明，Ｗｎｔ７ａ和Ｐａｘ６ 是调控
ＬＳＣｓ分化的关键因子，并首次将皮肤表皮干细胞诱导
分化为ＬＳＣｓ用于眼表疾病治疗。但ＬＳＣｓ在体内的分
化是否也受到Ｗｎｔ７ａ和Ｐａｘ６的调控有待进一步明确。
因此，本研究结合国内外研究进展，以小鼠眼球为研究
对象，通过生物信息学分析、形态学和流式细胞技术观
察Ｗｎｔ７ａ和Ｐａｘ６在角膜中的定位和表达情况，以期为
小鼠的眼球形态结构提供实验数据，为进一步研究
Ｗｎｔ７ａ和Ｐａｘ６在小鼠角膜干细胞损伤修复中的作用
提供实验依据。
１　 材料与方法
１． １　 材料

健康清洁级Ｃ５７ＢＬ ／ ６小鼠，体质量１８ ～ ２０ ｇ，周
龄７ ～ ８周，由贵州医科大学实验动物中心提供，动物
合格证号：ＳＹＸＫ（黔）２０１８００１。甲醛－乙醇－冰醋酸
（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）、
ＡＰＣ山羊抗兔荧光二抗（稀释浓度１∶ ５００）购自ａｂｃａｍ
公司，Ｃｙ３荧光山羊抗兔二抗（稀释浓度１ ∶ ３００）购自
碧云天公司。
１． ２　 方法
１ ． ２ ． １ 　 Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ ａ蛋白氨基酸序列同源性分析
　 　 在美国国家生物技术信息中心网站查阅小鼠（ＮＰ＿
００１２３１１２７． １）、人（ＮＰ ＿００１２４５３９１． １）、恒河猿（ＸＰ ＿
０１４９６９９９５． １）及家兔（ＸＰ＿００１０７５６８６． １）Ｐａｘ６蛋白氨基
酸序列，查阅小鼠（ＮＰ＿０３３５５３． ２）、人（ＮＰ＿００４６１６． ２）、
恒河猿（ＮＰ＿００１２５２８６７． １）及家兔（ＸＰ＿００８２５８５１９． １）
Ｗｎｔ７ａ蛋白氨基酸序列，利用Ｃｌｕｓｔａｌ Ｏｍｅｇａ软件对
Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ蛋白氨基酸序列进行同源性比对和
分析。

１． ２． ２　 小鼠眼球壁的形态学观察　 　 采用１０％水合
氯醛麻醉处理Ｃ５７ＢＬ ／ ６小鼠，摘取眼球，置入垫有脱
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－氯仿透明，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（Ｐａｘ６或Ｗｎｔ７ａ）４ ℃过夜。隔天取出，ＰＢＳ洗涤
３次，加入Ｃｙ３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　 　 取正常Ｃ５７ＢＬ ／ ６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。用眼科剪尽可能剪碎角膜组织，
加入４％甲醛固定４０ ｍｉｎ，加入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洗涤２次，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软件进行统计学分析，计数资料
用率（％）表示，组间比较采用χ２ 检验，Ｐ ＜ ０． ０５为差
异具有统计学意义。角膜组织中Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ表达
量做Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析，求ｒ值，查ｔ界值表，Ｐ ＜ ０． ０５为
差异有统计学意义。
２　 结果
２． １　 Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ蛋白氨基酸序列在不同物种之间

的同源性比较
Ｐａｘ６蛋白氨基酸序列中，人和小鼠的同源性最高，

为９９． ８％；其次为家兔和小鼠，为９９． ５％；最低的是恒
河猿和小鼠，为９６． ８％。Ｗｎｔ７ａ蛋白氨基酸序列中，人
和小鼠的同源性最高，为９９． ４％；其次为恒河猿和小鼠，
为９９． １％；同源性最低的是家兔和小鼠９８． ９％。
２． ２　 小鼠眼球壁的形态结构

石蜡切片ＨＥ染色结果显示：低倍镜下正常小鼠
的眼球壁结构由３层膜组成，从外向内依次为纤维膜、
血管膜和视网膜（图１ａ）。高倍镜下可观察到纤维膜
中角膜的结构，依次为角膜上皮、前界膜、角膜基质、后
界膜和角膜内皮；其中角膜上皮为未角化的复层扁平
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上皮，细胞排列紧密而不规则，层数较多，有６ ～ ８层，
基底细胞呈矮柱状或立方形，胞体较小，细胞核大而圆
（图１ｂ）；可观察到血管膜中虹膜和睫状体的结构，可

见富含色素颗粒的色素上皮细胞（图１ｃ）；可观察到视
网膜的结构，依次为色素上皮细胞层、感光细胞层、双
极细胞层及节细胞层（图１ｄ）。

ａ：正常眼球壁结构（ＨＥ ×４０）；ｂ：纤维膜（ＨＥ ×４００）；ｃ：血管膜（ＨＥ ×４００）；ｄ：视网膜（ＨＥ ×４００）
图１　 小鼠眼球壁的形态结构光镜图

２． ３　 免疫荧光染色结果
免疫荧光染色结果显示：ＤＡＰＩ染料标记细胞核，

蓝色荧光；Ｃｙ３染料分别标记Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ，红色荧
光。Ｐａｘ６主要表达于角膜全层的细胞质和细胞膜上，
Ｗｎｔ７ａ主要表达于角膜全层的细胞膜上（图２）。
２． ４　 流式细胞术检测结果

流式细胞术检测结果显示：小鼠角膜组织中Ｐａｘ６
阳性表达率约为７７． ８４％，Ｗｎｔ７ａ阳性表达率约为
６３． ５１％（图３）。

图２　 免疫荧光染色结果（×４００）

图３　 流式细胞术检测小鼠角膜中Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ阳性表达率
２． ５　 Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析

横向比较角膜组织中Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ表达量：ｒ ＝
０． ８３０ ６，ｔｒ ＝ １７． ４５，查ｔ界值表（Ｐ ＜ ０． ０５）。Ｐａｘ６和
Ｗｎｔ７ａ在角膜组织中的表达呈正相关。

３　 讨论
由于眼球结构的特殊性，各部分组织类型及硬度

不一，角膜各层连接处也不是特别紧密，因此，眼球组
织切片制作是组织切片技术上的难题［１１１５］。为了获
取较为正常的小鼠眼球壁结构，本研究根据课题组成
员前期在固定液、脱水剂及透明剂等方面的改良进行
实验：调整固定液各成分浓度比例（２０％甲醛４０ ｍＬ、
９５％乙醇６０ ｍＬ、冰醋酸５ ｍＬ）及固定时长；脱水剂采
用乙醇，从低浓度至无水乙醇进行梯度脱水并尽量缩
小梯度差；使用氯仿代替二甲苯进行透明［１３］。但在制
作过程中依然遇到很多问题，主要包括：①眼球组织不
同于其他组织，对眼球进行固定时，固定液中的冰醋酸
和甲醛容易挥发，需要现用现配；②为保持眼球良好的
形态，剔除多余组织后需直接完成眼球固定，然后再在
眼球壁后方使用注射器开小孔使房水流出、固定液缓
慢流入，使眼球壁得到充分固定；③在酒精上行脱水和
石蜡包埋的过程中要严格把控时间和蜡温，否则会出
现组织标本易脆等问题。本研究的免疫荧光染色是建
立在同批次较好的ＨＥ染色切片基础上进行连片染色
的，因此包埋切片至关重要。本研究采用的组织切片
技术取得了较好的结果，眼球壁架构完整且角膜形态
正常，为检测Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ在角膜组织中的表达及分
布情况奠定了良好的技术基础。

本研究分别通过对小鼠和人、家兔、恒河猿的
Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ蛋白氨基酸序列进行分析，结果显示小
鼠和人、家兔、恒河猿的Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ蛋白的氨基酸
序列同源性都超过９０％，其中小鼠和人的序列同源性
最高，表明Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ在进化过程中都高度保守。
因此，本研究采用小鼠作为研究对象，分析Ｐａｘ６和
Ｗｎｔ７ａ在角膜损伤修复中的作用，研究结果显示，角膜

１９６局解手术学杂志　 Ｊ ＲＥＧ ＡＮＡＴ ＯＰＥＲ ＳＵＲＧ　 ２０２０，２９（９）　 　 　 　 ｈｔｔｐ：／ ／ ｗｗｗ． ｊｊｓｓｘｚｚ． ｃｎ



位于眼球壁的最外层，石蜡组织切片结果显示了正常
小鼠的角膜结构，小鼠的角膜由前向后可见５层结构，
依次为角膜上皮、前界膜、角膜基质、后界膜和角膜内
皮，为下一步的基因定位表达做好了准备。通过对小
鼠角膜组织进行免疫荧光染色发现，Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ均
定位表达于角膜全层。同时对表达量进行相关性分析
发现，Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ的表达呈正相关。因此，本研究
认为在角膜的组织中Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ表达密切相关。

Ｗｎｔ信号转导通路是调控细胞生长、发育和分化
的关键途径之一［１６１７］。Ｗｎｔ７ａ是Ｗｎｔ家族中的一员，
可通过多种途径作用于下游靶分子而发挥生物学效
应［１８１９］。Ｐａｘ６对维持角膜上皮正常分化有重要作用，
Ｗｎｔ信号转导通路调控Ｐａｘ６的表达对维持ＬＳＣｓ特性
有重要意义［２０］。有研究表明，角膜缘“龛”环境异常，
Ｗｎｔ７ａＰａｘ６轴受到抑制，致使ＬＳＣｓ不能正常分化，逐
渐被耗竭导致角膜缘干细胞缺乏（ｌｉｍｂａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｄｅ
ｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＬＳＣＤ）发生［２１］。而在皮肤表皮干细胞中高表
达Ｐａｘ６可使其转分化为角膜上皮细胞，是干细胞移植
治疗ＬＳＣＤ的潜在种子细胞资源［１０］。因此，ＬＳＣｓ更新
和分化与Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ密切相关，具体调控机制有待
进一步明确。

综上所述，本研究证实了Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ在小鼠角
膜中高表达，并通过免疫荧光染色确定了其表达部位，
可为进一步研究Ｐａｘ６和Ｗｎｔ７ａ对ＬＳＣｓ增殖与分化的
影响提供实验数据，同时也为转基因干细胞移植治疗
人类眼部疾病奠定了一定的理论依据。
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