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1,25 二羟基维生素 D3 对兔角膜碱烧伤朗格罕氏细胞影响
解玉军 1,2 高晓唯 2△ 李文静 2

(1 石河子大学医学院 新疆 石河子 832000；2 解放军 474 医院全军眼科中心 新疆 乌鲁木齐 830011)

摘要 目的：研究 1,25 二羟基维生素 D3（骨化三醇）对兔角膜碱烧伤后角膜朗格罕氏细胞分布的影响，并初步探讨其作用机制。方

法：在兔角膜制作碱烧伤模型，然后实验组局部和全身给予 1,25 二羟基维生素 D3，分别在第 3，7，21 天时对正常组，实验组和对照

组家兔行角膜共聚焦显微镜，HE 染色观察角膜病理改变。结果：正常组角膜中央在三个时间点均未检测出朗格罕氏细胞。实验

组和对照组碱烧伤后 3、7 天角膜中央出现朗格罕氏细胞，对照组密度高于实验组（p<0.05）；碱烧伤后 21 天两组朗格罕氏细胞密

度相近(p>0.05)。实验组炎性反应程度在第 7，21 天时轻于对照组。结论：1,25 二羟基维生素 D3 能够在兔角膜碱烧伤早期抑制朗

格罕氏细胞的向心性迁移，并且能在一定程度上抑制炎性反应。
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ABSTRACT Objective: To investigate the role of 1,25-dihydroxyvitamin D3 (calcitriol) on Langerhans cell in rabbit corneal alkali
burn and preliminary study its mechanism action. Methods: The models of corneal alkali burn were induced in rabbit, then administer the
experimental group 1,25-dihydroxyvitamin D3 in local and general way. Corneas of normal group，experimental group and control group
were examined at day 3, 7 and 21, analyzed by corneal confocal microscopy and H-E staining. Results: None Langerhans cell was found
in the corneas of normal group on all three days. Less Langerhans cells were found in the experimental group than in the control group on
day 3 and 7 (p<0.05). Quantity of Langerhans cells in both experiment group and control group was no difference on the day 21 (p>0.05).
The inflammatory reaction degree of experimental group is slighter than the control group on the day 7 and 21. Conclusions:
1,25-dihydroxyvitamin D3 can suppress Langerhans cell transfer centrality and provide a way to suppress the inflammatory reaction in
prophase of rabbit corneal alkali burn.
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角膜是一种透明组织，没有血管，淋巴管 ,免疫学上处于

“免疫赦免”的状态。角膜碱烧伤后，角膜的免疫平衡被破坏，引

发细胞免疫和体液免疫的改变。其中朗格罕氏细胞（Langer-
hans cells,LC） 作为重要的抗原提呈细胞在局部的免疫反应中

起重要作用。过度的免疫反应对角膜碱烧伤后的角膜溶解和新

生血管起促进作用。因此角膜碱烧伤后的免疫抑制剂的治疗手

段 的 使 用 成 为 重 要 的 研 究 方 向。 1,25 二 羟 基 维 生 素 D3

[1,25-dihydroxyvitamin D3，1,25(OH)2D3]是维生素 D3 在体内的

一种活性形式，近年来不断有研究证实其具有免疫调节作用，

提示可以作为免疫抑制剂用于角膜碱烧伤。
本实验旨在通过兔角膜碱烧伤模型 , 研究 1,25 二羟基维

生素 D3 对兔角膜碱烧伤后角膜 LC 的分布的影响，并观察角

膜的病理改变，以对 1,25 二羟基维生素 D3 作用于角膜碱烧伤

进行进一步的研究。

1 材料与方法

1.1 实验动物和主要试剂

清洁级新西兰大白兔 40 只，体重 1800-2300g，雌性，由新

疆医科大学实验动物中心提供。
1,25 二羟基维生素 D3（罗氏公司），由解放军 474 医院药

剂科在无菌条件下用灭菌花生油溶液溶解 1,25 二羟基维生素

D3 配制成腹腔注射液，浓度 0.1μg/mL，滴眼液，浓度为

0.5μg/mL。
1.2 实验动物分组和兔角膜碱烧伤模型的建立

36 只新西兰大白兔随机分为正常组 6 只（12 眼），实验组

17 只(15 眼)，对照组 17 只（15 眼），三组造模前均进行 5 天适

应性饲养。
将外径 8mm 内径 5mm 的滤纸环浸入 1mol/L 的 NaOH 溶

液中，1min 后取出。选实验组和对照组共 30 只家兔，滴 1%盐
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图 3 对照组 21 天 (角膜共聚焦显微镜，×1000)

图 4 实验组 21 天 (角膜共聚焦显微镜，×1000)

Fig3. The control group on day 21(Corneal Confocal Microscopy,×1000

Fig4.The experiment group on day 21 (Corneal Confocal Microscopy, ×

1000)

酸奥比卡因于随机单眼做三次表面麻醉；用眼科镊将浸有

NaOH 的滤纸片贴附于角膜中央，与角膜密切接触 1min 后取

下，立即用生理盐水冲洗角膜表面和结膜囊 1min；形成角膜中

央边界清楚的圆盘状白色烧伤区，依据 Hughes 分度法确认中

度碱烧伤模型建立。
1.3 造模后用药

实验组组动物建模后 5 小时内以 0.5μg/mL1,25 二羟基维

生素 D3 溶液和 0.25%氯霉素滴眼液滴眼 3 次 / 日，腹腔注射

0.1μg/mL1,25 二羟基维生素 D3.kg-1.d-1；正常组和对照组以灭

菌纯花生油和 0.25%氯霉素滴眼液滴眼 3 次 / 日，腹腔注射灭

菌纯花生油 1ml.kg-1.d-1。
1.4 造模后临床观察

手术显微镜分别在造模后第 3，7，21d 观察各组动物的角

膜浑浊程度，角膜混浊程度评分标准[1]：0 分：角膜无混浊；1 分：

角膜轻度混浊；2 分：角膜混浊较重，可见虹膜纹理；3 分：角膜

混浊加重，不能窥见虹膜；4 分：角膜完全混浊，看不到前房。

造模后第 3，7，21d 采用 NIDEK 公司 CS 系列角膜共聚焦

显微镜观察各组角膜改变，计算 LC 数量。
1.5 造模后取材

分别在造模后第 3，7，21d 实验组和对照组各随机处死 5

只，正常组随机处死 2 只，取完整角膜（连角膜缘），用于实验检

测。
1.6 病理学检测

将兔完整角膜连角膜缘，置于 4%多聚甲醛溶液固定，常规

石蜡包埋，切片，苏木精 - 伊红（HE）染色，显微镜下观察。
1.7 统计学处理

SPASS13.0 统计软件，进行成组设计的两样本均数 t 检验

和等级资料的秩合检验，以 p<0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 角膜浑浊度改变

浑浊度评分在造模后 3 天，实验组和对照组差异无统计学

意义（p>0.20）；在造模后 7 天，实验组和对照组差异有统计学

意义（p<0.05）；造模后 21 天，实验组和对照组差异明显（p<0.

01）。正常组角膜浑浊度在三个时间点均未出现角膜浑浊。在三

个时间点实验组和对照组与正常组差异均有统计学意（p<0.

01）。
2.2 病理学检查

造模后 3 天，对照组角膜明显水肿增厚，烧伤区域透明度

明显下降，且镜下可见少量的炎性细胞浸润，角膜边缘出现毛

刷样新生血管；实验组角膜也出现水肿，透明度下降和炎性细

胞浸润，但是角膜边缘毛细血管的数量和长度明显低于对照

组。

造模后第 7 天，对照组角膜明显水肿增厚，烧伤区域透明

度仍较低，且镜下可见中量的炎性细胞浸润，新生血管粗大，部

分长入烧伤区域；实验组角膜水肿和透明度均好于对照组，且

炎性细胞数量明显少于对照组。角膜边缘毛细血管的呈毛刷

状，有个别新生血管较长，但是新生血管面积明显低于对照组

造模后第 21 天，对照组角膜明显水肿减轻，烧伤区域透明

度好转，且镜下可见炎性细胞浸润减少，仍有少量粗大新生血

管，部分新生血管开始萎缩；实验组角膜水肿较对照组减轻明

显，部分烧伤区域透明度接近正常区域，炎性细胞数量明显少

于对照组。角膜边缘毛细血管开始萎缩，新生血管面积明显低

于对照组。

正常组角膜在三个时间点角膜均未发生浑浊，无新生血管

生成和炎性细浸润，裂隙灯显微镜下均未出现上皮缺损。

2.3 角膜共聚焦显微镜检查

造模后 3 天，对照组和实验组角膜烧伤区域前基质层和前

弹力层的反光较强，提示水肿明显，在此区域发现极少量的朗

格罕氏细胞浸润，但数量无明显差异。

造模后第 7 天，对照组角膜烧伤区域前基质层和前弹力层

的反光较强，提示仍存在较严重水肿，在此区域发现少量的朗

格罕氏细胞浸润。实验组角膜烧伤区域前基质层和前弹力层的

反光明显弱于对照组，提示基质水肿较轻，在此区域的朗格罕

氏细胞浸润数量也低于对照组。

造模后第 21 天，对照组角膜烧伤区域前基质层和前弹力

层的仍存在反光，但是较前减弱，提示基质水肿减轻，在此区域

发现中量的朗格罕氏细胞浸润。实验组角膜烧伤区域前基质层

和前弹力层的反光明显弱于对照组，部分区域接近正常区域角

膜，且基质细胞的形态完整，细胞核明显。提示基质细胞水肿较

轻，在此区域可见少量朗格罕氏细胞浸润，数量明显低于对照

组。

图 1 对照组 21 天 HE 染色(HE,×400)

图 2 实验组 21 天 HE 染色(HE,×400)

Fig1. H-E staining of control group on day 21(HE,×400)

Fig2. H-E staining of experiment group on day 21(HE,×400)
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图 5 实验组与对照组三次 LC 数量结果

Fig.5 The quantity of LCS in both experiment group and control group on

three days

正常组角膜在三个时间点角膜上皮层，基质层细胞形态均

正常，无基质层强反光，在角膜中央均未发现朗格罕氏细胞浸

润。
LC 计数变化

正常组在三个时间点均未发现 LC 细胞浸润。实验组和对

照组随时间延长，中央角膜区域 LC 细胞数量增加，在造模后 3
天实验组与对照组角膜中央 LC 数量差异不明显（p>0.1）。在造

模后第 7，21 天时，对照组角膜中央 LC 数量高于实验组，差异

有统计学意义（p<0.05）。

3 讨论
维生素 D 受体（vitamin D receptor, VDR）广泛分布于机体

多种细胞，包括抗原提呈细胞和 T 细胞。1,25 (OH)2D3 通过

VDR 实现其免疫学生物功效。Suzuki 等[2]通过离体培养的角膜

上皮细胞证实，1,25 (OH)2D3 能显著降低角膜上皮细胞合成

IL-1α，IL-1β和 IL-8。而 IL-1 是诱导 LC 移行的重要因子。而

且 1,25(OH)2D3 对角膜上皮细胞无毒性作用，这点我们在本实

验中也得到证实。他们还发现[3]采用缝线诱导的小鼠角膜新生

血管，1,25(OH)2D3 能抑制 LC 移行。胡雁等[4]采用 1,25(OH)2D3

全身应用抑制角膜移植后免疫排斥反应，发现 1,25(OH)2D3 能

显著降低外周血中 IL-1β，IL-2，IL-8 水平，提高 IL-10 水平，从

而延长角膜植片的存活时间。
关于角膜碱烧伤的免疫学机制，目前比较肯定的是角膜碱

烧伤可引起体液免疫反应和细胞免疫反应的改变，过度的免疫

反应对角膜碱烧伤后的愈合过程起不利的作用，可能加重角膜

血管化和溃疡的形成。LC 是来源于骨髓的树突状细胞，近来通

过共聚焦显微镜和新发现的 APC 表面标记物证实，在角膜缘

和角膜中央均存在一定密度的 LC，其密度为从角膜缘向角膜

中央递减 [5] 在角膜碱烧伤后的免疫反应过程中 LC 起重要作

用。引起 LC 迁移的机制尚不明确，可能与多种细胞因子和抗

原抗体复合物相关，IL-1 可能是关键的启动因素，IL-1 的这种

启动作用可能是通过 TNF-α 介导实现的[6]。LC 有识别抗原，

诱导免疫反应的作用，可诱导 T 细胞和多形核白细胞浸润。
Resch 等[7]认为 LC 在角膜无菌性炎症反应中起重要作用。已有

研究证实[8]角膜无菌性溃疡的形成与基质金属蛋白酶（MMP）

和氧自由基有密切关系，角膜碱烧伤后多形核白细胞（PMN）浸

润是角膜内 MMP 和氧自由基的主要来源。
朱可建等[9]研究证实 1,25(OH)2D3 能够对树突状细胞，主要

为 LC 在免疫应答开始阶段摄取抗原起重要的调节作用。1,25
(OH)2D3 能够诱导细胞保护性基因 A20 的表达，通过抑制蛋白

IκB 的降解，抑制 NF-κB 的活化从而抑制 Th-1 类细胞因子如

IL-1，IL-2 和 INF-γ 等的表达[10]。有实验证明角膜碱烧伤后，角

膜组织中炎性因子 IL-1α，IL-1β和 IL-6 表达增强[11]在本实验

中我们发现，在角膜碱烧伤初期 1,25(OH)2D3 能有效的抑制 LC
移行，而且 1,25(OH)2D3 应用治疗角膜碱烧伤能减轻早期角膜

碱烧伤的基质层溃疡和炎性细胞浸润，从而减轻角膜浑浊。我

们推测其作用机制可能为通过抑制局部 （主要为角膜上皮细

胞）和全身免疫系统生成 IL-1，IL-2 和 INF-γ 从而抑制了 LC 的

移行和分化，因此 LC 的抗原提呈作用受到抑制，从而减轻角

膜损伤区域的炎性细胞浸润，达到减轻基质层细胞水肿和破坏

的作用。
角膜碱烧伤治疗效果差，并发症多，是临床上复杂而难以

治愈的眼病之一，长期困扰眼科临床医生。1,25(OH)2D3 在实验

动物模型中治疗角膜碱烧伤显示了良好的应用前景。当然对于

1,25(OH)2D3 治疗角膜碱烧伤的具体作用机制，用药方法，用药

的浓度剂量，如何避免药物副作用等问题有待进一步探讨，其

远期效果还有待进一步研究。
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