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大气颗粒物 PM10对小鼠泪膜功能和
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摘要：目的 研究大气颗粒物 PM10对小鼠泪膜功能和角膜上皮组织结构的影响。方法 24只雄性 6～8

周龄 BALB/c小鼠，随机分为 A、B组，每组 12只。空白对照组 6只不作处理。B组采用 5 mg/ml PM10点眼，A

组采用无菌 PBS点眼，3次 /d。分别在干预前及干预第 1、4和 7天进行实验小鼠泪膜功能相关检查，包括采用

酚红棉线法检查泪液分泌量、泪膜破裂时间（BUT）、荧光素染色及荧光素染色评分（FL）。根据分组于相应时间

点收集其角膜组织，行苏木精 -伊红染色及透射电子显微镜下观察角膜上皮组织结构变化。结果 干预 4和

7 d后，A组泪液分泌量、BUT、FL较干预前无明显变化（ >0.05），而 B组泪液分泌量减少、BUT、FL较干预前

恶化（ <0.05）。点眼 7 d后，A组上皮细胞为（5±1）层，B组为（7±1）层，差异有统计学意义（ <0.05）。电镜观

察可见 A组角膜上皮微绒毛呈指状突起，微绒毛数量多，排列整齐；而 B组角膜上皮微绒毛减少、变短、排列紊

乱。结论 PM10会影响小鼠泪膜功能，小鼠泪液量分泌减少，泪膜稳定性下降；小鼠角膜上皮组织结构损坏。
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Influence of air pollutant PM10 on tear film and
corneal epithelium in mice鄢
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Abstract: Objective To investigate the influence of PM10 on tear film functions and corneal epithelium in
mice. Method Totally 30 male BALB/c mice at the age of 6-8 weeks (30 eyes) were divided into 3 groups:
group A (PBS eye drops, = 12), group B (PM10 eye drops, = 12) and blank control group ( = 6). The
group B used 5 mg/ml PM10 eye drops, 50 滋l each time, 3 times a day, for 7 consecutive days. The group A
used sterile PBS as eye drops, 3 times a day, for 7 consecutive days. The tear film function tests including
tear secretion level, breakup time of tear film (BUT) and fluorescein staining and fluorescein staining score
(FL) were performed before therapy and 1, 4 and 7 d after treatment. On the 7th d after treatment, the
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空气污染已成为世界许多地区一个重要的公共

卫生问题。越来越多的流行病学和临床证据表明，污

染物使人群各种疾病的患病率增加[1]。大气颗粒物

（particular matter，PM）是不同大小和化学特征的液

体和固体材料的混合物，包括释放到空气中的灰尘、

污垢、烟尘、吸烟及液滴等。颗粒物依据其动力学直

径，将空气动力学直径≤10μm的固体颗粒物称为

PM10，主要由含碳物质、有机质、元素碳的总和、有机

物组成[2]。PM10主要来源于人为燃烧、排放等过程。

因为 PM10是目前雾霾的主要成分，可能对人体健康

产生负面影响，因此对 PM10的监测和研究很重要。

眼球作为机体的一个重要器官，眼表直接暴露于外

界。本研究旨在探究 PM10滴眼液对正常小鼠泪膜功

能和角膜上皮组织结构的影响，为临床防治提供一

定的理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 选取 30 只 BALB/c 雄性小鼠

（18～22 g，西安交通大学医学院实验动物中心），为

无特定病原体级实验动物（SPF级动物）。使用裂隙

灯显微镜及眼底镜检查眼前节、眼底无异常。30只

小鼠置于标准环境：室温（25±1）℃，湿度（60±

10）%，12 h昼 /夜循环照明（8∶00～20∶00）[3]。所

有小鼠都给予相同的水量和食物。本研究所涉及的

研究方法均遵循《赫尔辛基宣言》，动物实验符合视

觉与眼科协会规定的对动物眼科和视觉研究的使

用，同时获得西安交通大学医学院动物伦理委员会

批准[4]。

1.1.2 主要试剂及仪器 TH-16A 4通道大气颗粒

物智能采样仪（武汉天虹仪表有限责任公司），聚四

氟乙烯滤膜（美国Whatman公司），酚红棉线（天津晶

明医用器材公司），荧光素钠（广州白云山明兴制药

有限公司）。H-7650透射电子显微镜（德国 HITACHI

公司），裂隙灯显微镜（苏州 66视觉科技股份有限公

司），游标卡尺（上海仪器一厂）。

1.2 方法

1.2.1 PM10混悬液的制备 ①PM10的采集：PM10由

西安环境监测站提供（2015年 10 月 1 日 -2015年

10月 31日，于西安市某超级站采用智能采样仪，切

割粒径为 10μm，采用聚四氟乙烯滤膜进行采样。采

样时间为当天 10∶30至次日 8∶30，22 h/d连续采

样）。将载有 PM10的聚四氟乙烯滤膜裁剪为 1.0 cm×

1.0 cm，浸入蒸馏水中，超声振荡 45 min/次，共 3次，

用 6层纱布滤过，真空下冷冻干燥、称重，4℃冰箱保

存备用；②PM10混悬液的制备：使用前，PM10稀释于

无菌的 PBS 中，浓度为 5 mg/ml，用超声漩涡处理。

加入保存剂苯扎溴铵，其浓度控制在 0.005%，4℃冰

箱保存备用。

1.2.2 实验分组 24只雄性 6～8周龄 BALB/c小

鼠，随机分为 A、B两组，每组 12只，均为右眼。A组

采用 PBS点眼，B组采用 5 mg/ml PM10混悬液点眼，

3次 /d，空白对照组 6只不点眼，作为正常对照组。

分别在干预前及干预后 1、4和 7 d各时间检测并观

察实验小鼠的泪液分泌量、泪膜破裂时间（break-up

time，BUT）、荧光素染色（fluorescein stain test，FL）

及其评分。干预 7 d后，行角膜苏木精 -伊红染色

（hematoxylin-eosin staining，HE）观察小鼠角膜上皮

情况，以及透射电子显微镜下观察小鼠角膜上皮组

织超微结构变化下的角膜上皮情况。

1.2.3 酚红棉线试验 取酚红棉线，一端置于小鼠

右眼外眦中外 1/3处，计时 60 s。用游标卡尺测量酚

红棉线红色部分的长度，计算泪液分泌量。进行每次

检查时应注意控制变量，应由同一人在相同的时间、

地点，相同的照明亮度、湿度及温度下操作[5]。

1.2.4 BUT检测 参照文献[3]，使用 1滴 1%荧光

素钠滴眼，使其瞬目，在裂隙灯显微镜钴蓝光下观察

记录角膜染色区出现第 1个破裂点的时间[6]。每次检

查时应注意控制变量，由同一人在相同的时间、地

点，相同的照明亮度、湿度及温度下操作。

corneas of all the mice were collected for HE staining and ultrastructural examination under transmission
electron microscope. Results On the 1st, 4th and 7th d after treatment, there was no statistical change in tear
secretion level, BUT or FL in the group A ( > 0.05); but there were statistical changes in all items in the
group B ( < 0.05). On the 7th d after therapy, the mean layers of corneal epithelial cells in the group A
were significantly fewer than those in the group B ( < 0.05). Under electron microscope, the microvilli of
corneal epithelium in the group A were finger -like and in regular arrangement; in contrast, a cluster of
disordered, shorter and fewer microvilli was observed in the group B. Conclusions PM10 can influence tear film
functions and damage corneal epithelial structure in mice.

Keywords: particular matter 10; tear film function; corneal epithelium
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组别 干预前
干预后

1 d 4 d 7 d

A组 6.01±0.96 5.95±1.01 6.01±0.98 6.02±0.91

B组 5.92±1.02 5.89±1.12 4.61±1.23覮 2.89±1.42覮

表 1 两组干预前后不同时间泪液分泌量比较

（ =12，mm/min，x±s）

注：覮与 A组、干预前比较， <0.05

组别 干预前
干预后

1 d 4 d 7 d

A组 6.24±0.76 6.74±1.89 6.55±1.16 6.53±1.23

B组 6.53±0.88 6.62±2.04 5.23±1.73覮 3.47±1.19覮

表 2 两组干预前后不同时间 BUT比较 （ =12，s，x±s）

注：覮与 A组、干预前比较， <0.05

组别 干预前
干预后

1 d 4 d 7 d

A组 0.00±0.00 0.48±0.31 0.45±0.41 0.62±0.37

B组 0.00±0.00 0.51±0.471） 0.77±0.631）2） 5.73±2.011）2）

表 3 两组干预前后不同时间 FL评分比较

（ =12，分，x±s）

注：1）与 A组比较， <0.05；2）与干预前比较， <0.05

1.2.5 FL及评分 使用 1滴 1%荧光素钠滴眼，使

其瞬目，参考国家眼科研究临床干眼评分系统[7]，分

为 0～3 级：<30 个轻微点状染色斑点为 0 级；<30

个非分散点状染色斑点为 1级；严重弥漫性染色，而

无阳性斑块为 2级；荧光素斑块为 3级。

1.2.6 透射电子显微镜 参照文献[8]，角膜标本经

2.5%戊二醛前固定 2 h，1%锇酸后固定 1 h，乙醇梯

度脱水、包埋。经枸橼酸铅和醋酸双氧铀双重染色后

于透射电子显微镜下观察并拍照。

1.3 统计学方法

数据分析采用 SPSS 17.0统计软件，计量资料以

均数±标准差（x±s）表示，多组比较用方差分析或

重复测量设计的方差分析，两两比较用 LSD- 检验，

<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组干预前后各项干眼检测指标比较

2.1.1 泪液分泌量 两组干预前、干预后 1、4和 7 d

泪液分泌量比较，采用重复测量设计的方差分析，结

果：①不同时间泪液分泌量有差异（ =12.658， =

0.004）；②两组泪液分泌量有差异（ =23.852， =

0.001），B组较 A组泪液分泌量低，泪液分泌破坏明

显；③A组与 B组的泪液分泌量变化趋势有差异（ =

10.452， =0.002）。两组干预前泪液分泌量比较，经

LSD- 检验，差异无统计学意义（ >0.05）。干预后 1 d，

两组泪液分泌量比较，经 LSD-t检验，差异无统计学

意义（ >0.05）；干预后 4和 7 d，A组泪液分泌量较

干预前无变化（ =0.432和 0.547， =0.486和 0.336），

而 B组泪液分泌量较干预前恶化（ =3.781和 6.453，

=0.001和 0.000）；干预后 4和 7 d，两组泪液分泌

量比较，经 LSD- 检验，差异有统计学意义（ =2.064

和 4.596， =0.002和 0.000）。见表 1。

2.1.2 BUT 两组干预前、干预后 1、4和 7 d BUT比

较，采用重复测量设计的方差分析，结果：①不同时间

BUT有差异（ =11.612， =0.002）；②两组的 BUT有

差异（ =31.521， =0.000），B组较 A组 BUT低，泪膜

破坏明显；③两组的 BUT变化趋势有差异（ =9.214，

=0.003）。两组干预前 BUT比较，经 LSD- 检验，差

异无统计学意义（ >0.05）。干预后 1 d，两组 BUT比

较，经 LSD- 检验，差异无统计学意义（ >0.05）；

干预后 4和 7 d，A组 BUT较干预前无变化（ =0.432

和 0.527， =0.227和 0.261），而 B组 BUT较干预前恶

化（ =5.232 和 6.715， =0.009 和 0.000）；干预后 4

和 7 d，两组 BUT比较，经 LSD- 检验，差异有统计

学意义（ =4.498和 6.196， =0.002 和 0.001）。见

表2。

2.1.3 FL评分 A 组与 B 组干预前及干预后 1、4

和 7 d FL评分比较，采用重复测量设计的方差分析，

结果：①不同时间 FL评分有差异（ =7.319，=0.006）；

②两组的 FL评分有差异（ =19.218， =0.001），B组

较 A组 FL评分高，角膜上皮破坏明显；③两组的

FL评分变化趋势有差异（ =8.251， =0.004）。A组

干预前与干预后 1、4和 7 d FL评分比较，经 LSD-

检验，差异无统计学意义（ >0.05）；B组干预前与干

预后 1 d FL评分比较，经 LSD- 检验，差异无统计

学意义（ >0.05）。干预 7 d后，A组 FL评分较干预

前无变化（ =0.772， =0.702），而 B组 FL评分较干

预前恶化（ =6.432， =0.002）；两组 FL评分比较，经

LSD- 检验，差异有统计学意义（ =6.121， =0.007）。

见表 3。

2.2 两组小鼠角膜 HE染色情况

HE染色显示，正常小鼠角膜上皮由整齐排列的

4～6层上皮细胞组成，基底细胞为一单层柱状上皮

9· ·
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图 2 3组小鼠用不同滴眼液处理 7 d后

角膜上皮细胞层数比较

覮与正常对照组、A组比较， <0.05

正常对照组 A组 B组

10

8

6

4

2

0

覮

3 讨论

PM10是我国主要空气污染物之一 [5]，其对人类

健康的影响一直是讨论的热点[9]。PM10不仅直径小，

可以通过呼吸道进入体内[10]，而且吸附的有毒物质，

如多环芳烃类（包括萘、蒽、菲、芘等）[11]、元素碳等[12]，

也会对人体健康造成损害。有研究报道，PM10可以

引起呼吸系统和循环系统的症状，如慢性阻塞性肺

气肿、呼吸衰竭、动脉粥样硬化、心率不齐、心肌梗死

等[13-14]。PM10对眼的影响也引起人们越来越多的关

注。CHANG等[15]通过对 2007年～2009年非特异性

结膜炎门诊患者进行统计分析后认为，空气中 PM10

的浓度升高，会增加患者就诊的概率，可能会造成非

特异性结膜炎。WIWATANADATE等[16]发现 PM10与

视力模糊呈正相关。

眼部微环境稳态维持着眼的正常生理功能。作

为与外界直接接触的泪膜，对维持视力及眼睛的健

康至关重要。泪膜分为 3层：黏蛋白层、水液层、脂质

层。黏蛋白层约为 2.5～5.0μm，附着于角膜表面；

水液层约为 4μm，含有水溶性离子、蛋白质等；最

外层的脂质层，其厚度受到外界环境的影响，约为

0.015～0.160μm[17]。TORRICELLI等[18]认为，空气污

染对眼表的影响是因为造成泪液高渗透压和泪膜

的不稳定。泪液高渗透压会使泪液中炎症因子的释

放增多，从而进一步影响上皮细胞，对上皮细胞造成

损伤，导致上皮细胞凋亡、杯状细胞丢失，以及黏蛋

白表达失调。而这些变化又进一步导致泪膜不稳定，

继续加重泪液的高渗透压，形成一个恶性循环。有研

究表明，当人暴露于污染的环境中时，不仅泪膜的稳

细胞层，排列紧密整齐（见图 1A）。PBS滴眼液点眼

7 d后角膜上皮层数未见增加，基底细胞仍为一单层

柱状上皮细胞层，角膜上皮厚度基本未改变，表层上

皮较为完整（见图 1B），而经过 PM10混悬液点眼 7 d

后角膜上皮细胞层数开始增多，上皮厚度增加，翼状

细胞及基底细胞排列紊乱，同时伴有表层上皮细胞

损伤、脱落，角膜表面欠光滑（见图 1C）。正常对照组

上皮细胞为（5±1）层，治疗 7 d 后，A 组为（5±1）

层，B组为（7±1）层，经方差分析，差异有统计学意

义（ =31.809， =0.007），A、B两组比较差异有统计

学意义（ =7.541， =0.007）（见图 2）。

2.3 两组小鼠角膜上皮细胞超微结构的变化

正常角膜上皮细胞会向外伸出许多微绒毛和微

皱襞，排列整齐。A组用 PBS点眼 7 d后，透射电镜

下可见表层上皮细胞有丰富的微绒毛，呈指状突起，

排列规则（见图 3A）。B组使用 PM10点眼 7 d后，小

鼠角膜上皮微绒毛明显减少，微绒毛形态也与 A组

有很大差别，偶见指状突起，大部分微绒毛变短，且

排列不规则（见图 3B）。

A 正常对照组 B A组 C B组

图 1 3组小鼠用不同滴眼液处理 7 d后角膜染色情况 （HE染色×400）

A组 B组

箭头示角膜上皮微绒毛

图 3 两组小鼠用不同滴眼液处理 7 d后角膜上皮细胞

微绒毛形态 （醋酸双氧铀和枸橼酸铅染色×30 000）
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定性会降低，而且光滑的折光系统也被破坏，导致视

力降低[19]。泪膜不稳定引起的各种眼部不适的总称，

被认为是干眼综合症（dry eye syndrome，DES）[20]。常

见的干眼症状包括：眼部不适、疼痛感、异物感、视

疲劳、眼睛发红肿胀、眼睛发痒、眼皮抽搐等 [21-22]。

DES还可能导致角膜严重侵蚀和继发感染，甚至视

力丧失[23]。

本实验中采用 PM10混悬液点眼，模拟空气中

PM10对泪液和角膜上皮的作用，得出一部分实验数

据。本研究结果发现，用 PM10混悬液干预 4和 7 d

后，SIT、BUT、FL较干预前恶化，整个角膜荧光素染

色增加，角膜上皮细胞层增厚，角膜表面微绒毛变

短，以及数量减少，进一步说明 PM10会损伤小鼠角

膜上皮。而使用 PBS滴眼 4和 7 d后，泪液分泌量、

BUT较干预前无明显变化，两组结果对比后说明滴

用 PM10可能破坏泪膜的稳定性，从而使有害化学物

质和病原体侵袭，进一步损伤角膜上皮细胞，导致干

眼的形成。目前，治疗干眼病一方面是通过增加泪膜

的湿润度，来弥补丢失的眼泪成分，以及降低泪膜的

渗透压和蒸发，从而减少干眼的相关症状[24]。另一方

面，对于 DES的某些患者，虽然眼表面微环境被破

坏，但是可通过增加上皮细胞来提高眼部自身防御

力，维持一个相对良好的状态来防止感染。

综上所述，PM10会损伤小鼠泪膜功能，影响小

鼠角膜上皮组织结构。今后笔者将进一步研究 PM10

损伤眼表是否与结膜杯状细胞的黏蛋白分泌、眼睑

腺体（包括睑板腺和泪腺）形态变化而导致的泪膜黏

蛋白层和脂质层成分改变等有关。同时笔者还将积

极寻找有效地防护和治疗方法，以减少 PM10对眼部

的损害，促进人们的眼部健康。
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