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论著

玻璃酸钠和 Omega-3必需脂肪酸混合滴眼液
对去势雄兔干眼症模型的疗效观察

刘荣，刘长明，崔乐乐，周正，韦晓丹
（河北省唐山工人医院 眼科，河北 唐山 063000）

摘要：目的 探讨玻璃酸钠和Omega-3必需脂肪酸（Omega-3 EFAs）混合滴眼液对去势雄兔干眼症治疗的

有效性。方法 将 15只新西兰成年雄兔随机分为正常对照组（A）、非治疗组（B）、玻璃酸钠治疗组（C）、Omega-3

EFAs治疗组（D）、玻璃酸钠和 Omega-3 EFAs联合治疗组（E），每组 3只。对 B、C、D、E组行去势术复制动物模

型，造模成功后 C、D、E组雄兔双眼分别以玻璃酸钠滴眼液、Omega-3 EFAs滴眼液、玻璃酸钠及Omega-3 EFAs

混合滴眼液治疗，每日 10次，连续 1个月。全部实验兔行 Schirmer 1试验，测定泪膜破裂时间，行角膜荧光素染

色评分，Western blot检测兔泪腺组织中的肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）表达。结果 各组指标经 LSD- 检验显

示，药物干预后玻璃酸和 Omega-3 EFAs混合滴眼液组泪液分泌量、泪膜稳定性高于其他实验组，差异有统计

学意义（ <0.05）；泪腺组织内 TNF-α的表达低于其他实验组，差异具有统计学意义（ <0.05）。结论 局部应

用玻璃酸钠和 Omega-3 EFAs混合滴眼液治疗去势雄兔干眼症可明显改善雄兔眼表体征，降低泪腺组织

TNF-α的表达。
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Effects of mixed eye drops of omega-3 essential fatty acids and
sodium hyaluronate on ocular surface of dry

eye model of castrated male rabbits

Rong Liu, Chang-ming Liu, Le-le Cui, Zheng Zhou, Xiao-dan Wei
(Department of Ophtalmology, Tangshan Gongren Hospital, Tangshan, Hebei 063000, China)

Abstract: Objective To investigate the efficacy of the topical application of omega-3 essential fatty acids
(EFAs) and sodium hyaluronate mixture in a rabbit model of experimental dry eye (EDE). Methods Fifteen
healthy New Zealand rabbits were randomly divided into 5 groups with 3 rabbits in each group, i.e. normal
group (A), non-treatment group (B), sodium hyaluronate therapy group (C), omega-3 EFAs therapy group (D),
and mixed sodium hyaluronate and omega-3 EFAs therapy group (E). The rabbits in the groups B, C, D and
E had bilateral testis and epididym resected. After successful building of xerophthalmia model, the groups C,
D and E were treated with sodium hyaluronate, omega 3 EFAs and combined sodium hyaluronate and omega
3 EFAs in two eyes, 10 times a day for a month. All the experimental rabbits received Schirmer玉 test, the
breakup time of tear film and corneal fluorescein staining scores were determined. Tumor necrosis factor 琢
(TNF-琢) in lacrimal tissue was detected by Western blot. Results LSD- test showed the rabbits in the group
E showed a significant improvement in lacrimal secretion and tear film stability compared with other groups,
the differences were statistically significant ( < 0.05). A significant decrease in the TNF-琢 level was observed
in the group E, the differences were statistically significant from other groups ( < 0.05). Conclusions Topical
application of mixed eye drops containing sodium hyaluronate and omega 3 EFAs could improve the ocular
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干眼症（dry eye，DE）是一种常见的具有潜在危

害的眼表疾病，包括多种眼表症状如眼表干燥、发

红、烧灼感、视力波动，以及眼表病理学改变如角膜

上皮的缺损和泪腺细胞的鳞状化生。研究显示[1-2]，

造成 DE的重要机制是泪膜功能障碍导致的炎症[3]。

Omega-3必需脂肪酸（Omega-3 essential fatty acids，

Omega-3 EFAs）是具有多种生物学功能的必需脂肪

酸，研究证实其具有调节抗氧化酶的活性，阻断炎症

因子的基因编码的作用 [4-5]，包括白介素 -1α、白介

素 -6、干扰素 -γ、肿瘤坏死因子 -α（tumor necrosis

factor，TNF-α）等[6]。玻璃酸钠滴眼液是临床治疗干

眼症的常用药物，但是单独使用并不能完全解决干

眼症症状。本实验用去势雄兔复制干眼症模型，探

讨玻璃酸钠和 Omega-3 EFAs混合滴眼液治疗干眼

症的疗效及对眼表炎症因子表达的影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物和药物

健康 1月龄新西兰雄兔 15只，体重（0.5±0.2）kg，

由天津医科大学动物中心提供。玻璃酸钠滴眼液

（德国 URSAPHARTM Arzne），Omega-3 EFAs（美国

Sigma Aldrich公司），泪液分泌测定滤纸、荧光素钠

染色剂（天津晶明新技术开发有限公司），山羊抗兔

TNF-α抗体、β-actin、人抗山羊 IgG（Santa Cruz），

PIPA蛋白裂解液、Trizol试剂（碧云天生物技术研究

所），抗体稀释液、蛋白封闭液（北京博奥森公司），

SDS-PAGE蛋白上样缓冲液（北京普利来基因技术

有限公司），PVDF膜（北京索莱宝科技有限公司），

蛋白质 Marker（Fermentas 公司），甲醇、浓盐酸等其

他化学试剂均为国产。

1.2 动物模型复制

将实验兔固定于兔架上，氯胺酮（0.05 ml）50 mg/kg

肌内注射全身麻醉，阴囊局部加用盐酸利多卡因局

部麻醉，将一侧睾丸由腹腔挤入阴囊，用刀片作一阴

囊切口，用力挤出睾丸，结扎精索静脉及输精管后，

切除睾丸及附睾，另一侧睾丸及附睾同法切除，术后

预防感染。检查均由同一人完成，每次检查时间、地

点、照明亮度、湿度及温度相同，于实验前和实验后

2、3、4周，2、3个月行 SchirmerⅠ试验、BUT检测及

角膜荧光素染色。

1.3 实验分组及给药方法

0.2%Omega-3 EFAs 溶液配制：0.2% Omega-3

EFAs溶于三蒸水中；玻璃酸钠和 0.2% Omega-3 EFAs

混合液配制：0.2% Omega-3 EFAs溶于玻璃酸钠滴

眼液中。将 15只新西兰成年雄兔随机分为正常对照

组（A）、非治疗组（B）、玻璃酸钠治疗组（C）、0.2%

Omega-3 EFAs 治疗组 （D）、玻璃酸钠和 0.2%

Omega-3 EFAs混合治疗组（E），每组 3只。对 B、C、

D、E组行去势术复制动物模型，术后 3个月动物模

型成功复制后，C、D、E组雄兔双眼分别以玻璃酸钠

滴眼液、0.2% Omega-3 EFAs滴眼液、玻璃酸钠和

0.2% Omega-3 EFAs 混合滴眼液治疗（混合后滴

眼），每日自 9～18 点每小时滴双眼 1 次，每次

30μl，每日 10次，连续 1个月。

1.4 检查方法

①SchirmerⅠ试验：用 5 mm×35 mm泪液检测滤

纸条，一端弯折 5 mm，置于下睑外侧 1/3泪腺囊内，

余部分悬垂于皮肤表面。5 min后测量滤纸湿润长

度。②泪膜破裂时间（BUT）：荧光素钠滤纸生理盐水

浸润后涂抹于模型兔下睑泪腺囊内，眼睑闭合数次

使荧光素均匀分布于角膜表面，于钴蓝光下观察，从

最后一次瞬目开始计时，记录泪膜上出现第一个破

裂点的时间。③角膜荧光素染色评分（FL）：荧光素染

色后钴蓝光下观察，采用 0～12分制方法记录染色

结果，将角膜分为 4个象限，0分：无染色（-）；1分：

1～30个点状着色；2分：>30个点状着色但染色未

融合；3分：角膜点状着色融合、丝状物及溃疡等。

1.5 Western blot检测 TNF-α的表达

1.5.1 组织总蛋白提取 每组雄兔以空气栓塞法

处死后立即取适量泪腺组织（1～2 ml），反复用单

去污剂裂解液（PMSF）400μl 裂解制成组织匀浆

（于冰上），将组织匀浆移至 1.5 ml 离心管中离心

（12 000 r/min×5 min，4℃），取上清液置于-20℃冰

箱冷冻保存。

1.5.2 Western blot步骤 配制分离胶及浓缩胶，灌

胶上样，调整各组蛋白的含量约 50μg，加入 200μl

EP管中，每管 7μl的蛋白上样缓冲液，调整体积为

45μl，电泳（先恒压 80 V，待溴酚蓝跑至分离胶后改

为横流 35 mA，距离底部 0.5 cm时，停止电泳），转

膜：PVDF膜浸泡于甲醇中 60 min激活，转膜条件横

surface signs and decrease the expression of TNF-琢 in lacrimal gland of xerophthalmia model of castrated
male rabbits.

Keywords: dry eye; sodium hyaluronate; omega-3 essential fatty acids; TNF-琢
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附表 各组治疗前后眼表实验检测结果及泪腺组织内 TNF-α表达比较 （ =3，x±s）

组别
SchirmerⅠ BUT FL TNF-α

治疗前 治疗前 治疗前 治疗后

A组 18.067±0.513 17.467±1.1501）2）3） 15.000±1.000 15.000±1.7321）2）3）4） 0 01）2）3）5） 0.195±0.0101）2）

B组 3.700±0.781 3.334±1.3052）3）5）6） 5.000±1.000 2.000±1.0002）3）4）5）6） 7.333±1.528 9.000±1.0002）3）5）6） 0.461±0.0382）3）5）6）

C组 4.800±0.656 15.367±0.6661）3）4）5）6） 4.333±0.577 11.667±2.5171）4）6） 6.334±1.528 1.667±0.5771）3）4）6） 0.338±0.0191）3）5）6）

D组 4.633±0.551 13.300±1.1141）2）4）5）6） 4.333±0.882 10.000±1.0001）4）5）6） 6.667±0.577 3.667±0.5771）2）4）5）6） 0.212±0.0151）2）

E组 4.300±0.800 18.067±1.2061）2）3）4） 4.667±0.577 13.334±1.5281）3）4） 6.000±1.000 1.333±0.5771）3）4） 0.180±0.01131）2）

值 252.08 87.27 94.8 41.94 _ _ 3.64

值 0.000 0.000 0.000 0.000 _ _ 0.0442

治疗后 治疗后 治疗后

注：1）与非治疗组（B）比较， <0.05；2）与玻璃酸钠治疗组（C）比较， <0.05；3）与 Omega-3 EFAs治疗组（D）比较， <0.05；4）与同组治疗前

比较， <0.05；5）与玻璃酸钠和 Omega-3 EFAs混合治疗组（E）比较， <0.05；6）与正常对照组（A）比较， <0.05

流 200 mA，60 min。取出 PVDF膜放入 TBST中漂洗

（3×10 min），将膜浸入封闭液中，置于摇床上室温封

闭 60 min。一抗孵育 4℃过夜约 12 h，室温下继续孵

育 2 h。TBST清洗 3×7 min。二抗孵育：将膜放入稀

释好的二抗（1︰1 000）中置于摇床上室温孵育 3 h。

TBST清洗 3×7 min。按比例（1︰1）配好显色液，将

膜平铺于玻璃板上，吸取适量显色液滴加于膜上，反

应约 1 min后，放入凝胶成像分析仪器中，曝光照相

保存。

1.6 统计学方法

采用 SPSS 13.0统计软件进行数据分析，计量资

料用均数±标准差（x±s）表示，采用方差分析，组间

两两比较采用 LSD- 检验， <0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 造模成功

去势模型兔术后 3周，泪液分泌开始减少,泪膜

稳定性下降，3个月后，模型雄兔体重较对照组无明

显变化，角膜干燥，角膜表面染色，泪液分泌及泪膜

稳定性降低，并呈时间依赖性，与对照组相比差异有

统计学意义。去势后 3个月雄兔作为去势干眼症模

型用于实验。

2.2 实验检测

2.2.1 SchirmerⅠ 治疗后，玻璃酸钠和 0.2%

Omega-3 EFAs混合治疗组（E）与玻璃酸钠治疗组

（C）、0.2%Omega-3 EFAs治疗组（D）以及非治疗组

（B）比较，经 LSD- 检验，差异有统计学意义（ =

14.225、10.060 和 14.361， =0.000）；玻璃酸钠和

0.2% Omega-3 EFAs混合治疗组（E）与正常对照组

（A）比较，差异无统计学意义（ =0.624， =0.567）。见

附表。

2.2.2 BUT 经 LSD- 检验，玻璃酸钠治疗组（C）、

0.2% Omega-3 EFAs治疗组（D）、玻璃酸钠和 0.2%

Omega-3 EFAs混合治疗组（E）经药物治疗后泪膜

稳定性均有提高，差异有统计学意义（ =19.579、

16.232 和 22.182， =0.000）；玻璃酸钠治疗组（C）、

0.2%Omega-3 EFAs 治疗组（D）、玻璃酸钠和 0.2%

Omega-3 EFAs混合治疗组（E）与非治疗组（B）比较

泪膜稳定性差异有统计学意义（ =6.182、5.173 和

10.750， =0.004、0.013和 0.000），玻璃酸钠和 0.2%

Omega-3 EFAs混合治疗组（E）与正常对照组（A）、

玻璃酸钠治疗组（C）比较泪膜稳定性差异无统计学

意义（ =1.249和 0.981， =0.280和 0.382）。见附表。

2.2.3 FL 经 LSD- 检验，玻璃酸钠治疗组（C）、

0.2%Omega-3 EFAs 治疗组（D）、玻璃酸钠和 0.2%

Omega-3 EFAs混合治疗组（E）药物治疗后角膜染

色较治疗前减少（ =4.949、2.828和 7.002， =0.008、

0.047和 0.002）。见附表。

2.2.4 TNF-α表达 相应药物治疗后，玻璃酸钠

治疗组（C）、0.2% Omega-3 EFAs 治疗组（D）、玻璃

酸钠和 0.2% Omega-3 EFAs 混合治疗组（E）与非

治疗组（B）TNF-α表达经 LSD- 检验，差异有统计

学意义（ =5.014、10.557 和 12.277， =0.007、0.000

和 0.000），0.2% Omega-3 EFAs 治疗组（D）及玻璃

酸钠和 0.2% Omega-3 EFAs 混合治疗组（E）治疗

后TNF-α表达与正常对照组（A）相当（ =1.633 和

0.229， =0.178和 0.830），玻璃酸钠和 0.2% Omega-

3 EFAs 混合治疗组（E）与玻璃酸钠治疗组（C）

TNF-α表达比较，差异有统计学意义（ =12.379， =

0.000）。见附表和附图。
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3 讨论

炎症是干眼症发生、发展的重要因素，炎症因子

的产生不仅可刺激淋巴细胞增生对泪腺造成免疫攻

击，自身也会干扰泪腺的正常分泌。泪腺的腺泡细胞

可以表现为一种抗原表达细胞，刺激淋巴细胞的增

生，因此泪腺可能是最先具有免疫应答的组织，并产

生异常调节 [7]。研究显示在干眼症患者泪腺组织中

TNF-α 的表达增高，而给予外生性 TNF-α，会抑

制神经递质的释放，减弱泪腺的分泌，因此减少炎症

因子的表达是干眼症治疗的重点[8]。

Omega-3 EFAs是一种天然的调节剂，除了可以

调节抗氧化酶，如超氧化物歧化酶、过氧化氢酶及抑

制促氧化酶的产生外，还可以通过向类花生四烯酸的

转化代谢过程中调节炎症性和免疫应答[7，9]。Omega-

3 EFAs的代谢产物包括α亚麻酸及它的去饱和产

物二十碳五烯酸（eicosapentaenoic acid，EPA）和二

十六碳六烯酸（docosahexaenoic acid，DHA）[6]。EPA

是抗炎因子的前体，可抑制 IL-α、β和 TNF-α的

生成。DHA是具有神经保护作用的 D1的前体，可以

保护泪腺组织和眼表细胞免于由 TNF-α介导的凋

亡[10]。实验证实[6，9]单独使用Omega-3 EFAs可在细胞

和分子水平减少炎症因子如 CD11b+、IL-1α和 TNF-

α的表达。本实验结果证实单独使用 Omega-3 EFAs

组及玻璃酸钠和 Omega-3 EFAs混合组均减少泪腺

组织内 TNF-α的蛋白表达，两组间 TNF-α的表达

差异无统计学意义，说明 Omega-3 EFAs可能有抑制

眼表炎症的作用。

玻璃酸钠滴眼液广泛应用于干眼症的临床治疗

中，玻璃酸钠具有非牛顿液体的特性和极好的生物

相容性，其溶液具有高度的黏弹性，分子链越长，黏

弹性越好，黏度随切变的增大而明显减小，即使药液

的黏度很高，眼睑仍然可眨眼自如没有黏糊感。同时

玻璃酸钠除润滑眼表面，改善眼表刺激症状外还可

改善干眼症患者角膜表面规律从而改善其视功能并

减轻畏光现象 [11-12]，但单独使用玻璃酸钠滴眼液并

不能完全解决干眼症患者的所有症状。本实验证实，

单独使用玻璃酸钠治疗可有效地改善泪膜质量，减

少角膜染色并可局部控制炎症，玻璃酸钠治疗组及

玻璃酸钠和 Omega-3 EFAs混合组在 BUT和 FL检

测中差异无统计学意义。应用玻璃酸钠和 Omega-3

EFAs混合滴眼液后有效改善干眼症雄兔临床症状

并减少炎症因子的表达，角膜荧光素染色评分、泪腺

组织内 TNF-α均明显低于其他实验组，通过West-

ern blot检测证实玻璃酸钠和 Omega-3 EFAs混合

制剂可明显降低炎症因子 TNF-α的表达。

综上所述，玻璃酸钠和 Omega-3 EFAs混合滴眼

液可改善干眼症雄兔的角膜失代偿，减少炎症因子的

产生。综合玻璃酸钠对角膜的保护作用和 Omega-3

EFAs的抗炎作用，玻璃酸钠和 Omega-3 EFAs混合

滴眼液以协同的方式改善干眼症的症状和体征。实

验证实，使用玻璃酸钠和 Omega-3 EFAs混合滴眼液

的临床治疗效果更好。
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