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摘要
目的：在实验性过敏性结膜炎模型中，研究局部应用环孢素A 0.05%、环孢素A 2%、盐酸依匹斯汀0.05%
和醋酸泼尼松龙1%的作用。

方法：将40只Wistar白化雄性大鼠随机分为5组。所有大鼠均经腹腔注射100 mg卵白蛋白进行免疫。
2周后开始局部给药：第1组给予环孢素A 0.05%，每日4次；第2组给予环孢素A 2%，每日4次；第3组给予
盐酸依匹斯汀0.05%，每日2次；第4组给予醋酸泼尼松龙1%，每日4次；连续给药7天。第5组设为对照组。
于研究第22天摘除大鼠双眼。切除的组织切片以甲苯胺蓝染色进行肥大细胞计数，以苏木精–伊红染色进行
组织病理学评估。

结果：与对照组相比，两种环孢素A制剂和依匹斯汀在组织病理学评分上比醋酸泼尼松龙更有效（P < 
0.05）。各治疗组与对照组之间肥大细胞数量差异有统计学意义（P < 0.05）；但各治疗组之间肥大细胞数
量未见差异。

结论：在实验性过敏性结膜炎模型中，局部应用0.05%环孢素A在抑制肥大细胞介导的I型过敏性结膜炎
方面与2%环孢素A和依匹斯汀同样有效。
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引言
尽管已开展了大量研究并开发了多种新药，过敏性结膜炎在某些病例中仍可转为慢性，并导致后遗症甚至
失明。由于大气中过敏原数量的变化，过敏症状的严重程度也各不相同。为获得准确的研究结果，所有病
例需处于相同的大气和地理条件下。因此，研究者建立了眼部过敏的动物模型。1

尽管存在冷敷、人工泪液等非特异性治疗选择，免疫调节药物治疗仍是目前过敏性结膜炎治疗的基石。
2 环孢素A是一种非甾体类免疫调节药物，具有多重抑制作用，包括抑制抗原诱导的T淋巴细胞活化以及抑
制细胞凋亡。3 以人工泪液、橄榄油、玉米油或蓖麻油配制的不含防腐剂的2%环孢素A乳剂，已成功用于
对糖皮质激素耐药的春季角结膜炎（VKC）和特应性角结膜炎（AKC）病例。4–8 少数研究考察了市售
0.05%环孢素A制剂在VKC、AKC和过敏性结膜炎中的应用。然而，这些研究均在人体中进行，仅使用单一
浓度，且以临床症状和体征的消退为依据。9–11 盐酸依匹斯汀是一种多效药物，不仅是抗组胺药，还是具
有抗炎作用的肥大细胞稳定剂。12 在局部用糖皮质激素中，醋酸泼尼松龙的生物利用度和眼内渗透率最高。
13

本研究旨在实验性过敏性结膜炎模型中，研究并比较局部应用环孢素A 0.05%、环孢素A 2%、盐酸依
匹斯汀0.05%和醋酸泼尼松龙1%的作用。

材料与方法
本研究使用40只体重250～300 g的Wistar白化雄性大鼠。大鼠饲养于Inonu大学实验动物生产与研究中心
的无病原体动物设施中，并按照视觉与眼科学研究协会（ARVO）关于科研用动物的决议进行处理。伦理批



准由Inonu大学地方伦理委员会出具。

免疫与局部给药
将大鼠分为5组。所有大鼠均经腹腔注射100 mL溶液致敏，该溶液含100 mg卵白蛋白（OVA，V级；
Sigma Immunochemicals，圣路易斯，密苏里州）及作为佐剂的20 mg Al(OH)3（200 mg/mL；Sigma
Immunochemicals）。1,14,15

分组
致敏完成2周后，各组接受为期7天的每日给药：第1组大鼠眼部给予环孢素A 0.05%（Restasis）滴眼液，
每日4次；第2组给予环孢素A 2%（以人工泪液配制的溶液），每日4次；第3组给予盐酸依匹斯汀0.05%（
Relestat），每日2次；第4组给予醋酸泼尼松龙1%（Pred Forte），每日4次。第5组设为对照组，不给予
任何额外治疗。

组织病理学分析
实验第21天，在最后1次滴药前1小时，向每只大鼠双眼结膜穹窿部给予10 mL以磷酸盐缓冲盐水配制的、
浓度为100 mg/mL的卵白蛋白进行激发。15 激发24小时后对大鼠进行临床评估，随后以150 mg/kg肌内
注射盐酸氯胺酮（Ketalar，Parke-Davis）和15 mg/kg赛拉嗪（Rompun，Bayer）麻醉。处死动物后，
剜除大鼠双眼，包括上下眼睑及结膜。组织固定于10%中性缓冲甲醛溶液中。经常规组织处理后石蜡包埋
，切取5 μm切片，用于苏木精–伊红染色和甲苯胺蓝染色。在苏木精–伊红染色切片中分析结膜的一般结构
，在甲苯胺蓝染色切片中分析肥大细胞计数。

在苏木精–伊红染色切片中，通过分析上皮结构、结缔组织基质水肿、炎性细胞浸润及肥大细胞脱颗粒
来评估结膜的一般结构。根据组织病理学状况将变化分为：无（0）、轻度（1）、中度（2）、重度（3）。
将这4个权重相同的参数评分相加，获得每只大鼠的组织病理学评分数据，并计算各组均值（表1）。最高
组织病理学评分为12分。使用Leica QWin分析系统（Leica Microsystems，布法罗格罗夫）在10×镜头下
计数结膜5个不同区域的肥大细胞（表1）。具有5个或以上细胞外颗粒的肥大细胞视为脱颗粒细胞。16 为
尽量减少技术相关变量，由同一名研究者负责给药及摘取眼球操作。切片的显微镜评估亦由同一名研究者
在盲法下完成，以尽量减少偏倚。

表1 各组组织病理学评分均值与肥大细胞计数值，以及Kruskal–Wallis检验的组间比较

组别 组织病理学评分均值 肥大细胞计数均值

1 3.0 ± 0.7 4.5 ± 1.6

2 3.7 ± 1.1 4.3 ± 0.9

3 3.1 ± 1.1 5.0 ± 1.3

4 5.8 ± 0.6 4.1 ± 1.6

5 7.7 ± 1.2 7.1 ± 0.6

P 0.000 0.001

统计学分析
采用Kolmogorov–Smirnov检验评估各组分布是否呈正态。两个参数的所有组分布均为正态。采用
Kruskal–Wallis检验进行组间比较，结果显示差异有统计学意义（表1）。随后对有统计学意义的结果采用
Mann–Whitney U检验进行组间比较（表2）。P < 0.05认为差异有统计学意义。

结果
各组平均组织病理学评分和肥大细胞数量见表1。第1至第5组的组织病理学评分分别为3.0 ± 0.7、3.7 ±
1.1、3.1 ± 1.1、5.8 ± 0.6和7.7 ± 1.2。两种环孢素A制剂和依匹斯汀比醋酸泼尼松龙更有效（表2），但



这3组之间未见差异。第1至第5组的肥大细胞计数分别为4.5 ± 1.6、4.3 ± 0.9、5.0 ± 1.3、4.1 ± 1.6和
7.1 ± 0.6。治疗组与对照组之间差异有统计学意义（表2），但各治疗组之间无显著差异。我们在第4组和
第5组中观察到明显的炎性细胞浸润、上皮剥脱、肥大细胞脱颗粒及结缔组织水肿（图1）。对照组的炎症
表现最为严重。

表2 组织病理学评分与肥大细胞计数组间比较（Mann–Whitney U检验）的P值

指标 1–2组 1–3组 1–4组 1–5组 2–3组 2–4组 2–5组 3–4组 3–5组 4–5组

肥大细
胞

0.738 0.415 0.746 0.001 0.300 0.871 0.001 0.309 0.003 0.001

组织病
理学评
分

0.201 0.912 0.001 0.001 0.294 0.004 0.001 0.001 0.001 0.003

图1 结膜组织学切片。A：上皮剥脱、结缔组织水肿（苏木精–伊红染色 ×40，第4组）。B：上皮剥脱（苏木精–伊红染
色 ×40，第5组）。C：脱颗粒肥大细胞（甲苯胺蓝染色 ×40，第5组）。D：观察到显著的炎性细胞浸润（苏木精–伊
红染色 ×40，第5组）。

讨论
环孢素A可同时抑制I型和IV型变态反应，但其对IV型变态反应的作用更为显著。3 在大鼠中进行的研究提示
，抗原特异性T细胞在实验性过敏性睑结膜炎的发生中起关键作用。17 环孢素A是一种免疫调节药物，不仅
抑制T细胞，还抑制抗原提呈细胞、肥大细胞、嗜酸性粒细胞和嗜碱性粒细胞的活化以及结膜上皮细胞的凋
亡。18,19 在对糖皮质激素耐药或依赖的VKC和AKC治疗中，环孢素A被用作助减激素药物。3,8 局部应用
环孢素A可使眼部组织达到适当的药物浓度，并避免许多全身性副作用。20 目前，环孢素A浓度与过敏性结
膜炎治疗之间尚无明确的剂量–反应关系。

尽管有许多研究探讨了局部2%环孢素A的临床疗效，但考察局部0.05%环孢素A（获批用于干眼治疗）
在过敏性结膜炎中疗效的研究很少。4–11 这些研究仅使用单一浓度，且基于人体临床症状和体征。此外，
尚无研究比较市售0.05%环孢素A与2%环孢素A。临床研究多以患者每日主观症状评分为依据，目前尚无客



观评估过敏症状严重程度的方法。以卵白蛋白在大鼠中建立的IgE介导的实验性过敏性睑结膜炎模型与人类
生理及过敏反应结果非常相似。其临床改变（结膜水肿）和组织病理学改变（肥大细胞脱颗粒）与人类眼
部过敏的血管通透性变化非常相似。1,21,22 我们在本研究中考察了肥大细胞浸润以及结膜的炎症性病理改
变（上皮结构、结缔组织水肿、炎性细胞浸润和肥大细胞脱颗粒）。肥大细胞通过其释放的介质在过敏反
应的早期和晚期阶段均发挥重要作用。23,24 在一项结膜组织的实验研究中，结膜组织中增加的肥大细胞数
量与过敏性结膜炎症状的严重程度相关。25 研究者指出，有症状过敏患者的结膜活检标本中脱颗粒肥大细
胞计数增加。26 过敏反应中的介质分泌，特别是组胺分泌，是炎性细胞浸润、水肿、瘙痒、发红、成纤维
细胞增殖、结膜血管扩张及血管通透性增加等早期表现的原因。24 本研究中，各治疗组之间未见差异，而
治疗组与对照组之间肥大细胞数量差异有统计学意义。El-Asrar等27采用免疫组织化学方法评估了6例重度
VKC患者经2%环孢素A治疗3周后的情况。尽管肥大细胞数量未改变，作者检测到炎性细胞浸润的减少无统
计学意义。他们认为局部环孢素治疗后观察到的VKC临床改善可能源于其免疫调节作用。在Hingorani等开
展的一项研究中，对AKC患者给予环孢素A 2%或安慰剂每日4次、持续3个月，随后行结膜活检取样。作者
得出结论：局部环孢素A降低了T细胞计数和活化水平，使CD4/CD8比值恢复正常，且未导致肥大细胞计数
的任何差异。因此，作者认为局部环孢素A具有免疫调节作用，对I型超敏反应的影响极小。28 在Keklikci
等11开展的另一项研究中，研究者指出，根据印迹细胞学结果，环孢素A 0.05%治疗降低了浸润至结膜的
炎性细胞密度，并改善了结膜上皮的形态。在我们的组织病理学研究中，未观察到0.05%与2%两种浓度环
孢素A之间存在统计学显著差异。我们的数据显示，除对T细胞介导的IV型变态反应的作用外，局部环孢素
在两种浓度下均能有效抑制肥大细胞介导的I型实验性过敏性结膜炎。环孢素是一种免疫调节药物，可减少
肥大细胞浸润和脱颗粒，并抑制炎性细胞向结膜浸润。此外，环孢素似乎改善了上皮的保存，这与炎症减
轻及结膜上皮细胞凋亡减少的研究结果一致。29

由于局部糖皮质激素作用强大，目前仍用于重度过敏性结膜炎病例的治疗。30 与糖皮质激素相比，环
孢素A发挥的是免疫调节作用而非免疫抑制作用。3 糖皮质激素长期使用后还具有较强的潜在副作用，如青
光眼和白内障形成。部分患者可能对局部糖皮质激素产生耐药、不耐受或依赖。3,30 在肥大细胞计数方面
，我们未观察到醋酸泼尼松龙、两种浓度环孢素A与依匹斯汀之间的差异。然而，以组织病理学评分评估时
，环孢素A 0.05%组、环孢素A 2%组、依匹斯汀组与醋酸泼尼松龙组之间差异有统计学意义。糖皮质激素
主要阻止迟发相过敏反应，对早期反应的作用较弱。30 糖皮质激素也可抑制肥大细胞数量的增加，但不足
以阻止这些细胞脱颗粒。25 由于肥大细胞脱颗粒在早期阶段最为集中，糖皮质激素不足以阻止早期表现（
结缔组织水肿、细胞浸润和肥大细胞脱颗粒）。Whitcup等18在小鼠实验性过敏性结膜炎模型中，比较了3
种不同浓度局部环孢素A（0.05%、0.2%和0.4%）与1%局部醋酸泼尼松龙治疗的疗效。作者认为，环孢素
A治疗动物的结膜结构得到更好保护，且结膜水肿程度较轻。尽管有这些发现，作者未发现颗粒化或脱颗粒
肥大细胞及其他炎性细胞计数在任何组间存在显著差异。我们未发现依匹斯汀组与两个环孢素A组之间在这
些参数上存在差异。然而，依匹斯汀兼具抗组胺、肥大细胞稳定和抗炎特性，可以解释这一情况。12 Shii
等31研究了环孢素A、酮替芬和倍他米松对过敏性结膜炎模型早期反应的影响。其结果提示环孢素A可抑制
由肥大细胞脱颗粒介导的I型过敏性结膜炎早期反应。他们发现的效价顺序为：单次激发模型中酮替芬 > 环
孢素A > 倍他米松。我们的结果与其报告一致。

在实验性过敏性结膜炎模型中，局部0.05%环孢素A在抑制肥大细胞介导的I型过敏性结膜炎方面与2%
环孢素A和依匹斯汀同样有效，且优于糖皮质激素。对于对糖皮质激素耐药或依赖的慢性过敏性结膜炎患者
，可尝试将其作为替代治疗方案。
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