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崔红 李正日 孙丽霞 任宁
欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞
欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁

欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁

欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁

氉

氉氉

氉

李英俊

作者简介: 崔红，女，1994 年 5 月出

生，辽宁人，在读硕士研究生。联系

电话:15567694749;E-mail:chynxf@
qq． com; OＲCID: 0000-0001-9151-
8443

About CUI Hong: Female，born in
May，1994． Tel: 15567694749; E-
mail:chynxf@ qq． com;OＲCID:0000-
0001-9151-8443

收稿日期: 2018-01-20
修回日期: 2018-04-10
本文编辑: 付中静
△基金项目: 国家自然科学基金( 编

号:81460091、81560167)

作者单位: 133000 吉林省延吉市，

延边大学附属医院眼科(崔红，孙丽

霞，任宁，李英俊);361102 福建省

厦门市，厦门大学附属翔安医院眼

科、厦门大学眼科研究所(李正日)

通讯作者: 李英俊，E-mail: liyingjun
@ hanmail． net; OＲCID: 0000-0001-
9962-2624
Ｒeceived date:Jan 20，2018
Accepted date:Apr 10，2018
Foundation item: National Natural
Science Foundation of China ( No:

81460091，81560167)

From the Department of Ophthalmolo-
gy，the Affiliated Hospital of Yanbian
University ( CUI Hong，SUN Li-Xia，

ＲEN Ning，LI Ying-Jun )，Yanji
133000，Jilin Province，China;Depart-
ment of Ophthalmology，Xiangan Hos-
pital Affiliated Hospital of Xiamen Uni-
versity，Eye Institute of Xiamen Univer-
sity( LI Zheng-Ｒi)，Xiamen 361102，

Fujian Province，China
Ｒesponsible author:LI Ying-Jun，E-
mail:liyingjun @ hanmail． net;OＲCID:

0000-0001-9962-2624

Expression of inflammatory factors in type 2 diabetic
patients with dry eyes and its significance
CUI Hong，LI Zheng-Ｒi，SUN Li-Xia，ＲEN Ning，LI Ying-Jun
【Abstract】 Objective To investigate the expression and significance of inflammatory
factors in type 2 diabetic patients with dry eyes． Methods Totally 102 diabetic patients
(102 eyes) who met the diagnostic criteria for dry eye were collected as diabetic dry eye
group and 84 normal individuals (84 eyes) as control group． All subjects were inquired a-
bout dry eye syndrome and received the examination including tear break-up time ( BUT) ，

Schirmer I test ( SIT) and corneal fluoresce in staining ( FLS) ． Conjunctival epithelial
cells of patients in both groups were examined by imprint cytological test and immunohisto-
chemical staining while double antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent assay
( ELISA) was used to detect the levels of concentration of inflammatory factors in tears．
Ｒesults Immunohistochemical staining results represented that the positive expression
rate of transforming growth factor-β1 ( TGF-β1 ) and nuclear factor-κB ( NF-κB) in con-
junctival epithelial cells of diabetic dry eye group were higher than those of the control
group，and the difference was statistically significant ( P = 0 ． 008，0 ． 016 ) and the
Spearman correlation analysis showed that there was a significant positive correlation be-
tween the two groups ( r = 0 ． 654，P = 0 ． 005 ) ． The levels of interleukin-1β ( IL-1β) ，

tumor necrosis factor-α ( TNF-α) ，chemokine C-C ligand 3 ( CCL3 ) ，CCL4，CCL5 and
vascular endothelial growth factor ( VEGF) in the tears of diabetic patients were signifi-
cantly higher than those of the control group，and the differences were statistically signifi-
cant ( all P ＜ 0 ． 05) ． Conclusion IL-1β，CCL3，TNF-α，TGF-β1 are highly expressed in
the epithelial cells and tears of diabetic patients with dry eye and meanwhile play key roles
in the clinical diagnosis．
【Key words】 inflammatory factors;diabetes mellitus;dry eye

【摘要】 目的 研究炎症因子在糖尿病性干眼患者中的表达变化及意义。方法 选择符

合干眼病诊断标准的糖尿病患者( 糖尿病干眼组 102 例 102 眼) 及正常对照者( 正常对照

组 84 例 84 眼) 。所有受检者均接受干眼症状询问及相关检查如: 泪膜破裂时间 ( tear
break-up time，BUT) ，泪液分泌试验( schirmer Ⅰ test，SⅠT) 及角膜荧光素染色( fluoresce in
staining，FLS) 评分。将两组结膜上皮细胞进行印迹细胞学检查和免疫组织化学染色。采

用双抗体夹心酶联免疫吸附试验法( enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA) 检测所收

集的泪液中炎症因子的浓度。结果 免疫组织化学染色结果显示: 糖尿病组患者的结膜

上皮细胞中转化生长因子 β1 ( transforming growth factor β1，TGF-β1 ) 与转录因子-κB( nuclear
factor κB，NF-κB) 的阳性表达率均明显高于正常对照组，差异均具有统计学意义 ( P =
0. 008、0． 016 ) ，Spearman 相关性分析结果显示，两者之间显著正相 关 ( r = 0． 654，P =
0. 005) 。ELISA 法检测结果显示，糖尿病组患者的泪液中白细胞介素-1β( interleukin 1β，

IL-1β) 、肿瘤坏死因子-α( tumor necrosis factor α，TNF-α) 、趋化因子 3( chemokine C-C ligand 3，CCL3) 、CCL4、CCL5 及血管内皮生

长因子( vascular endothelial growth factor，VEGF) 的浓度均明显高于正常对照组，差异均有统计学意义( 均为 P ＜ 0． 05) 。结论

IL-1β、CCL3、TNF-α、TGF-β1 等都在糖尿病性干眼患者的结膜上皮细胞及泪液中高表达，并有临床指导意义。
【关键词】 炎症因子;糖尿病;干眼

【中图分类号】 Ｒ777

糖尿病可引起多种眼部并发症如角结膜炎、视

网膜病变及代谢性白内障等。近年来，除了糖尿病

引起的视网膜病变因可致盲而备受关注外，糖尿病

引起的干眼问题也受到广大学者的关注
［1］。在干眼

的发病机制中，炎症因子作为导致干眼发生的关键

因素，通过影响泪膜的稳定性和功能性以及升高泪

液渗透 压 等 因 素 诱 发 眼 表 和 结 膜 上 皮 细 胞 的 损

害
［2］。研究表明

［3］
糖尿病患者是干眼的易患人群，
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糖尿病性干眼的发生是以泪液质和量的失调，鳞状

上皮化生及杯状细胞减少为特征，随着眼表亲水性

和泪膜稳定性的不断降低、炎症因子不断聚集，导

致眼表稳定性被不断破坏，进而诱发糖尿病性干眼

的发生
［4］。本研究通过探讨白细胞介素-1β( inter-

leukin 1β，IL-1β)、肿瘤坏死因子-α( tumor necrosis
factor α，TNF-α) 及血管内皮生长因子( vascular en-
dothelial growth factor，VEGF) 等炎症相关因子在糖

尿病性干眼患者结膜上皮细胞及泪液中的表达变

化，旨在了解糖尿病性干眼患者眼表改变的影响因

素，以 便 更 好 地 治 疗 与 干 预 糖 尿 病 相 关 性 眼 表

疾病。

1 资料与方法

1． 1 研究对象 随机选择 2015 年 3 月至 2016 年 3
月在我院就诊并已确诊 8 a 以上的 2 型糖尿病性干

眼患者 102 例(102 眼)为糖尿病组(均符合 WHO 糖

尿病诊断标准)，其中男 52 眼，女 50 眼，年龄 42 ～ 73
(52． 03 ± 8． 26) 岁。另选择正常人 84 名(84 眼) 为

正常对照组，其中男 43 眼，女 41 眼，年龄 40 ～ 69
(55． 12 ± 6． 31)岁。糖尿病组与正常对照组的性别、
年龄的构 成 比 差 异 均 无 统 计 学 意 义 (P = 0． 078、
0. 066)。本研究遵守《赫尔辛基宣言》，并经过医院

伦理委员会评审通过，已获得患者知情同意。
1． 2 纳入与排除标准 正常对照组纳入标准:无眼

部刺激 症 状，无 眼 部 用 药 史，基 础 泪 液 分 泌 试 验

(schirmer Ⅰ test，SⅠT) ＞ 10 mm /5 min，泪膜破裂时

间( tear break-up time，BUT) ＞ 10 s，眼表无荧光素染

色。排除标准包括:角膜接触镜配戴者，眼部外伤史

或手术史，药物过敏史，以及任何眼部或全身疾病。
糖尿病性干眼患者纳入标准:(1) 主观症状:眼干涩

感，异物感，烧灼感，眼红，分泌物多，眼睑沉重感，视

疲劳，畏光，流泪，痒感，眼痛，视力波动;前 6 项症状

中需有 1 项或多项经常出现或持续存在。(2) 泪膜

不稳定:BUT≤ 5 s( ++ )或 ≤ 10 s ( + )。(3)泪液

分泌减少:泪液分泌量 ≤ 5 mm /5 min( + + ) 或 ≤
10 mm /5 min( + )。(4) 眼表面损害:角膜荧光素染

色( fluoresce in staining，FLS)评分≥1 分。依据以上

所述，主观症状阳性加眼部检查 (BUT、SⅠT、FLS)

1 项强阳性( ++ )或 2 项阳性( + )诊断为干眼;糖尿

病组人群为除干眼、糖尿病外无其他眼病及影响泪

液分泌的其他系统疾病者。
1． 3 方法

1． 3． 1 BUT 检测 将荧光素钠滤纸条触及受检者

下睑结膜囊内，嘱其眨眼后自然平视，采用裂隙灯蓝

色激发光下观察受检者瞬目后睁眼至角膜出现第一

个黑斑(破裂点)的时间为 BUT。
1． 3． 2 FLS 检测 FLS 阳性反映角膜上皮缺损(不

连续)。泪膜破裂试验后观察角膜上皮着色情况，将

角膜平分为四个象限:0 分:无染色;1 分:散在点状

染色或小于 5 个着色点;3 分:高密度点状染色或片

状染色或出现块状或丝状物;2 分介于两者之间。共

计 0 ～ 12 分。
1． 3． 3 SⅠT检测 将 5 mm × 35 mm 泪液试纸首端

折弯 5 mm，置于下眼睑中外部 1 /3 交界处，闭眼 5
min 后取出试纸，自折弯处测量试纸被泪液浸湿的

长度。
1． 3． 4 干眼问卷调查 所有受检者均在同一医师

指导下完成干眼问卷调查( ocular surface disease in-
dex，OSDI) 的填写，该问卷由国际干眼工作小组( In-
ternational Dry Eye Workshop)制定，包括 12 个问题，

共 0 ～ 100 分:0 ～ 12 分为无症状;13 ～ 32 分为轻

度 ～ 中度症状;33 ～ 100 分为严重症状。
1． 3． 5 结膜印迹细胞学检查 将 6 mm 硝酸纤维膜

圆形纸片，高压灭菌后干燥待用。让受检者平卧位，

眼表麻醉结膜囊，以无菌镊夹住滤纸一角，轻压颞侧

球结膜 5 s 后揭下，贴于 5 mm ×5 mm 大小的载玻片

上，用体积分数 95%乙醇固定 5 min。进行过碘酸雪

夫染色，以及免疫组织化学染色观察结膜上皮细胞

中转化生 长 因 子-β1 ( transforming growth factor β1，

TGF-β1) 与 核 转 录 因 子-κB ( nuclear factor κB，NF-
κB)的表达情况。
1． 3． 6 ELISA 检测 在受检者结膜囊内滴无菌生

理盐水 1 滴，转动眼球使泪液与盐水充分混合，将毛

细玻璃管轻置于穹隆结膜与球结膜交界处，轻轻按

压后分别收集左右眼泪液，转移至同一微量离心试

管中，将泪液标本置 － 20 ℃ 保存备用。采用 ELISA
法检测泪液中趋化因子 3(chemokine C-C ligand 3，

CCL3)、CCL4、CCL5、IL-1β、IL-6、TNF-α 及 VEGF 的

浓度。遵照试剂盒说明进行操作，吸光度 A450 值采

用酶标仪进行测定。绘制标准曲线:横坐标为标本

浓度，纵坐标为 A 值。最后通过标本的 A 值在标准

曲线上查出其浓度。
1． 4 统计学方法 采用 SPSS 19． 0 统计软件进行数

据分析。对糖尿病组和正常对照组的 BUT、SⅠT、FLS
及两组 IL-1β、IL-6、TNF-α 及 VEGF 的含量关联性等

采用 χ2 检验;结膜印迹细胞学检查结果为等级资料，

采用秩和检验;IL-6 与各指标间采用 Spearman 进行

相关性分析。P ＜ 0． 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 OSDI 评分、BUT、SⅠT及 FLS 比较 糖尿病组

BUT、SⅠT和 FLS 均明显低于正常对照组，OSDI 评分

明显高于正常对照组，两组之间差异均有统计学意

义(P ＜ 0． 001、P ＜ 0． 001、P ＜ 0． 001、P = 0． 034)，见

表 1。
2． 2 结膜印迹细胞学检查结果 糖尿病组的结膜

杯状细胞数量极少，异常球结膜上皮细胞数较多，可

见炎性细胞浸润，结膜上皮细胞大而稀疏，细胞核与

细胞浆比值增大，可见双核细胞及杆状核染色质细
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胞，少部分核呈“蛇样”改变。糖尿病组的结膜上皮

细胞及杯状细胞数量与正常对照组相比均有所改变

(图 1)。正常对照组结膜杯状细胞数量较多，未见

炎性细胞浸润。

表 1 两组一般资料比较

参数 正常对照组 糖尿病组 P 值

例数 84 102 0． 852
年龄 /岁 55． 12 ± 6． 31 52． 03 ± 8． 26 0． 524
性别(男 /女) 43 /41 52 /50 0． 625
OSDI /分 9． 52 ± 8． 67 26． 23 ± 9． 65 ＜ 0． 001
BUT /s 12． 17 ± 2． 31 3． 64 ± 1． 23 ＜ 0． 001
SⅠT /mm 15． 21 ± 3． 25 7． 16 ± 1． 09 ＜ 0． 001
FLS /分 3． 56 ± 1． 93 2． 41 ± 2． 13 0． 034

图 1 糖尿病组和正常对照组的结膜印迹细胞检查结果。A:正
常对照组结膜杯状细胞数量较多，未见阳性反应细胞;B:糖尿病
组结膜上皮细胞大而稀疏，杯状细胞数量极少甚至消失，核极小
甚至无核，少部分核呈“蛇样”改变(↑指示阳性反应细胞)

2． 3 两组结膜上皮细胞中 TGF-β1 和 NF-κB 的表

达情况 正常对照组结膜上皮细胞的 TGF-β1 表达

为胞浆呈浅棕色阳性反应，糖尿病组结膜上皮细胞

TGF-β1 表达为胞浆呈深棕色阳性反应。正常对照

组结膜上皮 NF-κB 的表达为胞浆呈棕黄色阳性反

应，糖尿病组结膜上皮细胞 NF-κB 表达为胞浆深棕

色阳性 反 应。糖 尿 病 组 的 TGF-β1 阳 性 表 达 率 为

81%，正常对照组为 17%，糖尿病组的 NF-κB 阳性

表达率为 76%，正常对照组为 21%。糖尿病组的

TGF-β1 与 NF-κB 表达较正常对照组明显增强，差异

均有 统 计 学 意 义 ( P = 0. 008、0． 016; 见 图 2 )。
Spearman 相关性分析结果显示，糖尿病组结膜上皮

细胞 TGF-β1 表达与 NF-κB 表达呈显著正相关( r =
0． 654，P = 0． 005，图 2)。
2． 4 ELISA 法检测 IL-1β、IL-6、TNF-α 及 VEGF
表达 糖尿病组的泪液中 IL-1β、TNF-α 及 VEGF 的

表达均明显高于正常对照组，差异均有统计学意义

(P ＜ 0． 001、P = 0． 023、P ＜ 0． 001;见图 3)。糖尿病

组的泪液中 IL-6 表达与 BUT、SⅠT、结膜杯状细胞密

度均具有显著相关性( r = 0． 50，P = 0． 02;r = 0． 70，

P ＜ 0． 001;r = 0． 46，P = 0． 04)，但与泪液清除率无相

关性( r = 0． 41，P = 0． 06)，而正常对照组的泪液中

IL-6 表达与 BUT、SⅠT、结膜杯状细胞密度无明显相

关性( r = 0． 19，P = 0． 53;r = 0． 20，P = 0． 49;r = 0． 31，

P = 0． 14;见图 4)。

图 2 免疫组织化学检测正常对照组(A、C)和糖尿病组(B、D)的结膜上皮细胞 TGF-β1 与 NF-κB 表达。A:正常对照组结膜上皮细胞未见

TGF-β1深棕色阳性反应细胞;B:糖尿病组结膜上皮细胞见大量 TGF-β1 深棕色阳性反应细胞;C:正常对照组结膜上皮细胞见 NF-κB 棕黄色

阳性反应细胞;D:糖尿病组结膜上皮细胞可见大量 NF-κB 深棕色阳性反应细胞

图 3 糖尿病组泪液中 IL-1β、TNF-α 与 VEGF 表达明显高于正常对照组。与正常对照组比较，* P ＜ 0． 05

2． 5 ELISA 法检测 CCL3、CCL4、CCL5 表达 正

常对照组的泪液中 CCL3、CCL4、CCL5 浓度分别为

(23． 21 ± 19． 63)ng·L －1、(6． 52 ± 5． 24)ng·L －1
以

及 (124． 62 ± 35． 61 ) ng· L －1，糖 尿 病 组 分 别 为

(89. 35 ± 23. 92)ng·L －1、(196． 32 ± 62． 34)ng·L －1

以及(262． 39 ± 68． 25)ng·L －1。可见糖尿病组的泪

液中 CCL3、CCL4、CCL5 浓度均明显大于正常对照

组，差异均具有统计学意义(P ＜ 0. 001、P ＜ 0． 001、
P = 0． 012，图 5)。
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图 4 糖尿病组患者的泪液中 IL-6 表达与 BUT(A)、SⅠT(B)、结膜杯状细胞密度(C)具有显著相关性，但与泪液清除率(D)无关

图 5 糖尿病组患者的泪液中 CCL3、CCL4、CCL5 浓度明显高于正常对照组。与正常对照组比较，* P ＜ 0． 05

3 讨论

近几年，随着糖尿病患者不断增加，糖尿病引起

的眼部并发症已成为人们关注的焦点。糖尿病为系

统性疾病，可诱发干眼的发病
［5］。干眼是一种由多

因素相互作用的以泪液和眼表改变为特征的疾病，

糖尿病人群更易通过多种机制来影响着泪膜的功能

性和稳定性进而导致干眼的发生，其泪液的质量与

成分都会受到影响
［6］。据相关研究报道

［7］，结膜杯

状细胞具有维持眼表功能的作用，糖尿病患者的泪

膜稳定性较正常人下降与结膜杯状细胞密度减少有

关，而其眼表的炎症反应对眼表功能的损害又起到

关键作用。本研究旨在了解炎症因子在糖尿病性干

眼患者结膜上皮细胞及泪液中的表达变化，以便及

早对糖尿病性干眼进行诊治，对指导临床具有重要

意义。
2017 年国际干眼专题研究会对干眼的最新定义

为，干眼是眼表的多因素疾病，其特征是泪膜稳定性

的下降，伴有眼部症状，其发病机制包括泪膜不稳

定、泪液渗透压升高、眼表炎症和损害以及神经感觉

异常
［8］。研究表明

［9］
炎症是引起干眼病理损害的重

要机制，眼表的炎症反应可以使结膜上皮细胞、结膜

杯状细胞数量减少，从而导致泪膜稳定性下降，眼表

受到损害。本研究对比糖尿病组与正常对照组的结

膜上皮细胞及杯状细胞的形态和数量，结果显示糖

尿病组结膜上皮细胞及杯状细胞数量较正常对照组

明显减少，提示炎症反应可能是糖尿病性干眼患者

眼表损害的诱发因素。
干眼患者眼表泪液成分的改变会刺激眼表产生

更多的炎症因子，反过来炎症因子也会导致眼表机

能障碍以及分泌泪液细胞的丢失
［10］。越来越多证

据表明 TGF、CCL、TNF 等炎症因子在干眼患者的泪

液和结膜上皮细胞中呈高表达
［2，11］，而这些参与炎

症反应的各种细胞因子都受 NF-κB 的调控。TGF-β1

与 NF-κB 作为多功能的炎症因子，对组织的凋亡、分
化，炎症等免疫反应的调控具有重要作用

［12］，本研

究对糖尿病组和正常对照组的结膜上皮细胞进行免

疫组织化学染色，糖尿病组患者结膜上皮细胞中

TGF-β1 与 NF-κB 的阳性表达率均明显高于正常对

照组，糖尿病组患者结膜上皮细胞 TGF-β1 表达与

NF-κB 表达呈显著正相关，提示 TGF-β1 与 NF-κB 可

能对糖尿病性干眼患者的眼表组织的凋亡与炎症有

重要调控作用。
IL-1β 是 研 究 干 眼 最 为 广 泛 的 炎 症 因 子 之

一
［13］，此后 IL-6、TNF-α 及 VEGF 也逐渐开始被研

究，TNF-α、IL-1β 等炎症因子可使 VEGF 表达上调，

并参与体内的特异性与非特异性炎症反应
［14-15］。研

究表明炎症和凋亡共同作用于干眼的发病过程，干

眼可导致结膜上皮细胞及泪腺腺泡的凋亡增加，同

时 IL-1β、IL-6、TNF-α 及 VEGF 等这些炎症因子又可

促进凋亡，因此炎症因子被认为是干眼发病的核

心
［12］。本研究采用 ELISA 法对糖尿病组和正常对

照组泪液中 IL-1β、IL-6、TNF-α 及 VEGF 的浓度进行

测定，糖尿病组的泪液中 IL-1β、TNF-α 及 VEGF 的

浓度明显高于正常对照组，将糖尿病组的泪液中 IL-
6 浓度与 BUT、SⅠT、结膜杯状细胞密度进行相关性

分析，结果表明均有相关性，而正常对照组无相关

性。由此我们推测 IL-6 可能与糖尿病性干眼发病的

严重程度有关，而 IL-1β、IL-6、TNF-α 及 VEGF 作为

重要的炎症因子，可能通过对眼表炎症反应和凋亡
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的不断激活，进而不断对眼表产生损害。
糖尿病性干眼患者眼表炎症的激活不仅有 IL、

TGF 的参与，CCL 可能也在其中发挥重要作用。本

研究对两组泪液中 CCL3、CCL4、CCL5 浓度进行检

测，结果显示其在糖尿病组的浓度明显高于正常对

照组，由此推测 CCL 可作为糖尿病性干眼发病的重

要生物标志物，以及在糖尿病性干眼患者的泪膜及

眼表变化中具有重要作用，这些与 Barabino 等
［16］

及

Benito 等
［17］

的报道一致，更有研究发现 CCL 水平与

干眼的诊断指标如 BUT、SⅠT及结膜上皮细胞染色程

度具有显著相关性
［18］。

综上所述，炎症因子对糖尿病性干眼的发病具

有 关 键 作 用，IL-1β、CCL3、CCL4、CCL5、TNF-α 及

TGF-β1 等都参与了糖尿病性干眼的发病，通过研究

这些炎症因子在糖尿病性干眼患者结膜及泪液中的

表达变化及意义，以便更好地对糖尿病性干眼患者

进行治疗。
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