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摘  要 

目的：探讨芳香烃受体(Aryl hydrocarbon receptor, AhR)在干眼中对结膜杯状细胞增殖分化及黏

蛋白5AC (MUC5AC)分泌的调控作用。方法：建立小鼠干眼动物模型，采用酚红棉线法测量小鼠泪

液分泌量，使用裂隙灯观察小鼠角膜荧光素钠染色损伤情况，并记录临床评分。给予AhR激动剂

(FICZ)或AhR抑制剂(CH223191)处理七天，采用RT-PCR检测小鼠结膜组织中AhR、MUC5AC和炎

症因子(TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8) mRNA的表达。提取C57BL/6小鼠结膜杯状细胞，给予FICZ或
CH223191处理，采用RT-PCR检测小鼠结膜杯状细胞中AhR、MUC5AC和炎症因子(TNF-α, IL-1β, 
IL-6, IL-8) mRNA的表达。结果：与对照组相比，AhR在干眼小鼠结膜组织中表达降低。FICZ处理

后AhR、MUC5AC表达升高，炎症因子表达下降。CH223191处理后AhR、MUC5AC表达降低，炎

症因子表达升高。结论：AhR活化后促进结膜杯状细胞增殖分化，增加MUC5AC分泌，在治疗干眼

中发挥重要作用。 
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Abstract 
Objective: To investigate the effect of Aryl hydrocarbon receptor (AhR) on the proliferation and 
differentiation of conjunctival goblet cells and the secretion of mucin 5AC (MUC5AC) in dry eye. 
Methods: Dry eye models of mice were developed to measure the tear volume by using phenolic 
cotton line method, observe the corneal injury stained with sodium fluorescein under a slit-lamp, 
and record the clinical scores. RT-PCR was used to detect the mRNA expressions of AhR, MUC5AC 
and inflammatory cytokines (TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8) in conjunctiva tissues treated by the AhR 
agonist (FICZ) or the AhR inhibitor (CH223191) for 7 days. The conjunctiva goblet cells of C57BL/6 
mice were collected and treated with FICZ or CH223191. RT-PCR was used to detect the mRNA ex-
pressions of AhR, MUC5AC and inflammatory cytokines (TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8) in conjunctiva goblet 
cells of mice. Results: Compared with the control group, the expression of AhR was decreased in the 
conjunctiva tissue of dry eye mice. The expressions of AhR and MUC5AC were increased by FICZ, 
and the expressions of inflammatory factors were decreased by FICZ. The expressions of AhR and 
MUC5AC were decreased by CH223191, and the expressions of inflammatory factors were in-
creased by CH223191. Conclusion: The activation of AhR plays an important role in the treatment 
of dry eye by promoting the proliferation and differentiation of conjunctival goblet cells and in-
creasing the secretion of MUC5AC. 
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1. 引言 

干眼(dry eye disease, DED)是一种由多种致病因素引起的常见眼表疾病，其致病因素包括泪液分泌异

常、泪膜不稳定和炎症[1]。干眼可引起眼部不适、干涩、眩光、视力模糊等症状，影响人们的生活质量。

结膜杯状细胞是眼表主要的分泌细胞，可分泌黏蛋白 MUC5AC 等润滑眼表上皮细胞，稳定泪膜，阻挡病

原体渗透[2] [3]。干眼患者的结膜杯状细胞数量减少，黏蛋白 MUC5AC 分泌含量下降[4]，导致泪膜稳定

性降低，促炎因子 TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-8 分泌增多[5]。 
芳香烃受体(Aryl hydrocarbon receptor, AhR)是螺旋–环–螺旋家族中的一种核转录因子，在多种

人类细胞中广泛表达[6] [7]。非活性状态下，AhR 与分子伴侣结合于细胞质中。AhR 与配体结合后，

与分子伴侣分离并与 AhR 核转录子(AhR Nuclear Translocator, ARNT)结合，并从细胞质转移至细胞核

中激活下游目的基因序列的表达[8] [9]。AhR 可以通过激活蛋白激酶 C (PKC)、丝裂原活化蛋白激酶

(MAPK)等，参与多种细胞信号通路的调节，在调控细胞增殖分化、凋亡、炎症反应等多种重要生物

学过程中发挥作用[10] [11] [12]。6-甲酰基吲哚并[3,2-B]咔(FICZ)是 AhR 的一种内源性高亲和力配体，

通过与 AhR 结合起活化作用[13]，而 1-甲基-氮-[2-甲基-4-[2-(2-甲基苯基)二氮烯基]苯基-1H-吡唑-5-
甲酰胺(CH223191)是 AhR 的有效特异性拮抗剂，抑制 AhR 的活化。近年来研究发现，在人气道上皮
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细胞中，AhR 在被激活后可诱导 MUC5AC 过表达[14]，但 AhR 在干眼中对黏蛋白 MUC5AC 的调控

作用鲜少研究。 
本研究将通过皮下注射氢溴酸东莨菪碱溶液联合模拟干燥环境建立动物模型及结膜杯状细胞模型，

研究 AhR 在干眼中对结膜杯状细胞及黏蛋白 MUC5AC 的调控作用。 

2. 实验材料 

2.1. 实验对象 

2.1.1. 实验动物 
体重约为 20 g 的 7 周至 8 周龄健康 C57BL/6 雌性小鼠(济南鹏悦实验动物繁育有限公司)。 

2.1.2. 小鼠结膜杯状细胞 
利用组织块培养法从小鼠结膜组织中提取，具体方法见下文(2.3.4 小鼠结膜杯状细胞体外原代培养、

2.3.5 小鼠结膜杯状细胞的纯化和传代培养)。 

2.2. 试剂和耗材 

2.2.1. 干眼模型的建立 
东莨菪碱氢溴酸盐 上海麦克林生化科技有限公司，生理盐水溶液(0.9%) 青岛大学附属医院。 

2.2.2. 小鼠结膜杯状细胞的提取及培养 
MEM-ALPHA 培养基 美国 Hyclone 公司，胎牛血清 美国 Hyclone 公司，青霉素–链霉素溶液 北京

Solarbio 公司，L-谷氨酰胺 美国 Sigma 公司，HEPES 液 美国 Sigma 公司，PBS 缓冲液 北京 Solarbio 公

司，0.125% Trypsin-EDTA 美国 Gibco 公司。 

2.2.3. 动物和细胞实验预处理 
6-甲酰基吲哚并[3,2-B]咔(FICZ) 美国 Sigma 公司，1-甲基-氮-[2-甲基-4-[2-(2-甲基苯基)二氮烯基]苯

基-1H-吡唑-5-甲酰胺(CH223191) 美国 AbMole 公司。 

2.2.4. RT-PCR 
RNA 裂解液 大连 TaKaRa 公司，异丙醇分析纯 江苏强盛功能化学股份有限公司，逆转录试剂盒 南

京挪威赞公司，氯仿分析纯 江苏强盛功能化学股份有限公司，SYBR 大连 TaKaRa 公司，DEPC 水 上
海生物工程有限公司，引物的设计与合成 大连 TaKaRa 公司。 

2.3. 实验方法 

2.3.1. 建立干眼小鼠模型 
将 C57BL/6 雌性小鼠随机分为四组(CON 组、干眼(DE)组、DE + FICZ 组、DE + CH223191 组)，模

型组及处理组小鼠饲养于恒温(24℃ ± 2℃)、恒湿(30% ± 5%)、恒定风速(2.5 ± 0.5 km/s)的环境中，每天 4
次(10:00, 13:00, 16:00, 19:00)皮下注射 0.3%氢溴酸东莨菪碱溶液 0.2 mL，连续 14 天。CON 组小鼠置于正

常环境中饲养，每天相同时间皮下注射等量生理盐水。14 天后采用酚红棉线法检测各组小鼠泪液分泌量，

角膜荧光素钠染色检测各组小鼠眼表损伤情况。实验设计严格遵循实验动物使用的伦理准则，并获取伦

理委员会批准。 

2.3.2. 小鼠干眼临床评分 
在干眼小鼠模型建立后第 15 天，对各组小鼠的眼表损伤程度进行评级划分，将角膜分为 4 个象限，
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每个象限单独计分，总分为 4 个象限评分之和(0~16 分)，评分原则如表 1 [15]。 
 

Table 1. Clinical score of dry eye 
表 1. 干眼临床评分 

 0 1 2 3 4 

损伤程度 无点状染色 轻微点状染色，少于

30 个点 
点状染色多于 30 个

点，但非弥漫 
严重弥漫性染色

但无阳性斑块 阳性荧光素斑块 

2.3.3. AhR 激动剂 FICZ、抑制剂 CH223191 对动物模型的处理 
建模后 DE + FICZ 组小鼠球结膜下注射 0.001% FICZ 溶液 0.1 mL，每天 2 次，DE + CH223191

组小鼠球结膜下注射 0.2% CH223191 溶液 0.1 mL，每天 2 次，连续给药 1 周。采用酚红棉线法检

测各组小鼠泪液分泌量，角膜荧光素钠染色检测各组小鼠眼表损伤情况，引颈处死小鼠进行结膜收

集。 

2.3.4. 小鼠结膜杯状细胞体外原代培养 
1) 引颈处死小鼠并使用 75%乙醇消毒，立即无菌条件下切开皮肤，逐层分类结膜，摘除眼球，生理

盐水冲洗干净。 
2) 超净工作台内，0.001%青霉素–链霉素溶液冲洗 2~3 次，浸泡 30 分钟，PBS 缓冲液冲洗 2~3 次。 
3) 放入培养皿，置于手术显微镜下无菌分离出较纯的结膜组织，剪成约 1 mm3大小的组织块，均匀

铺到 24 孔板中，每孔 10 块组织，放入 5% CO2恒温培养箱中培养 20 分钟。 
4) 加入 MEM-ALPHA 培养液(含 20% FBS、2 mM 谷氨酰胺、0.2 m MHEPES、10 μg/mL 青霉素–链

霉素溶液)至刚好没过孔板底部，放入 5% CO2恒温培养箱中培养，24 小时后换液并加培养液至没过所有

组织块，每天观察细胞生长状况，每 48 小时换液 1 次。 

2.3.5. 小鼠结膜杯状细胞的纯化和传代培养 
1) 组织块边缘形成细胞环，去除组织块继续培养至细胞融合达孔板 80%进行传代。 
2) 弃去培养液，PBS 缓冲液冲洗 3 次，0.125% Trypsin-EDTA 消化 3 分钟，加入含 20% FBS 的

MEM-ALPHA 培养液终止消化。 
3) 吹打分散细胞，1000 r/min 离心 10 分钟收集细胞，弃去上清液，PBS 缓冲液洗 2 次。加入

MEM-ALPHA 培养液重悬细胞混匀，显微镜下计数，按 5 × 104个/mL，1:3 传代至 24 孔板中培养。 

2.3.6. 小鼠结膜杯状细胞的刺激与抑制实验 
FICZ 组加入 FICZ (100 nM)处理 12 小时，CH223191 组加入 CH223191 (10 μM)处理 12 小时，收取

细胞进行 RT-PCR 实验。 

2.3.7. RT-PCR 实验方法 
1) 总 RNA 的提取 
收集小鼠结膜组织、结膜杯状细胞于 RNA 裂解液中裂解 30 分钟，4℃，12,000 rpm 转速条件下离心

5 分钟，吸取上清液移入新的 EP 管中。向上清液中加入 120 μL 三氯甲烷，混匀后在室温条件下静置 5
分钟，待分层后再次在 4℃，12,000 rpm 转速条件下离心 5 分钟。随后可见样本分为三层，吸取上层 RNA
移入新的 EP 管中。加入相同体积的异丙醇，充分混匀后再次在室温条件下静置 10 分钟。4℃，12,000 rpm
转速条件下离心 10 分钟。弃去上清液，沿管壁缓慢加入 500 mL 75%的乙醇(无水乙醇:DEPC 水 = 3:1)，
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充分混匀后在 4℃，12,000 rpm 转速条件下离心 5 分钟。在室温条件下静置 20 分钟待乙醇挥发。加入适

量 DEPC 水溶解 RNA，可置于−80℃冰箱储存备用。 
2) RNA 浓度检测 
吸 1 μl RNA，使用核酸蛋白分析仪检测所有样本在 260 nm/280nm 处的 OD 值(吸光度值)及 A260/280

的比值。根据测得的 RNA 浓度计算 2 μg RNA 的样本溶液体积。 
3) 逆转录反应 
逆转录反应按照逆转录试剂盒说明书进行。 
4) PCR 反应 
设置 PCR 反应条件，重复 40 个循环，循环结束后记录循环数阈值结果。引物序列见表 2。 

 
Table 2. Primer sequence 
表 2. 引物序列 

Gene Primer sequence 

m-β-action F: GATTACTGCTCTGGCTCCTAGC 
R: GACTCATCGTACTCCTGCTTGC 

m-IL-1β F: CGCAGCAGCACATCAACAAGAGC 
R: TGTCCTCATCCTGGAAGGTCCACG 

m-IL-6 F: TGTATGAACAACGATGATGCAC 
R: CTGGCTTTGTCTTTCTTGTT 

m-IL-8 F: TGCATGGACAGTCATCCACC 
R: ATGACAGACCACAGAACGGC 

m-MUC5AC F: GCTGCCCGACCCAGAACT 
R: AGCTGACCATAAAGACATCGGAAA 

m-TNF-α F: CCTGTAGCCCACGTCGTAG 
R: GGGAGTAGACAAGGTACAACCC 

m-AhR F: ATTGCCAAGTGCCAAATGGA 
R: GGTTAAGTGTTCAGGTGCTGTAAGA 

2.3.8. 统计学处理 
各实验均独立操作，各组样本量 n ≥ 6，至少重复操作三次。为了比较两组之间的差异，采用 t 检验

来确定差异的显著性。数据以 x ± s 表示，采用 Graphpad Prism 8.0 软件，对各组结果进行统计学分析，

以 P < 0.05 为标准，差异具有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. AhR 活化对干眼的影响 

首先，我们建立了 CON 组、干眼(DE)组、DE + FICZ 组、DE + CH223191 组小鼠模型，用酚红棉

线法检测各组小鼠泪液分泌量，在裂隙灯钴蓝光下观察各组小鼠角膜荧光素钠染色情况。结果发现，

DE 组泪液分泌量明显减少，角膜荧光素钠着色明显，眼表损伤显著。与 DE 组相比，DE + FICZ 组的

泪液分泌量增多，临床评分减低，角膜损伤减轻，DE + CH223191 组的泪液分泌量更少，临床评分更

高，角膜损伤更严重(图 1(a)，图 1(b)，图 1(c)，*P < 0.05；****P < 0.0001)，CON 组的角膜没有明显损

伤。 
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注：(a)：小鼠泪液分泌量。(b)：小鼠角膜荧光素钠染色代表图像。(c)：小鼠角膜荧光素钠染色评分。CON 组、干

眼(DE)组、DE + FICZ 组、DE + CH223191 组的小鼠泪液分泌量、角膜荧光素钠染色代表图像及临床评分。 

Figure 1. AhR effect the progression and clinical score of dry eye 
图 1.AhR 对小鼠干眼进展及临床评分的影响 

3.2. AhR、MUC5AC 及炎症因子在小鼠结膜组织中的表达 

为了明确 AhR、MUC5AC 及炎症因子在小鼠结膜组织中的表达，我们建立干眼小鼠模型，并对

各组进行相应处理，收集结膜组织进行研究。结果显示与 CON 组相比，DE 组 AHR mRNA 表达水平

降低，与 DE 组比，DE + FICZ 组表达水平升高，DE + CH223191 组表达水平降低(图 2(a)，**P < 0.01；
****P < 0.0001)。MUC5AC 在 DE 组的 mRNA 表达降低，在 DE + FICZ 组的表达水平显著升高，在

DE + CH223191 组的表达水平最低(图 2(b)，*P < 0.05；****P < 0.0001)。DE 组小鼠结膜组织中 TNF-α、
IL-1β、IL-6、IL-8 的产生增加，给予 AhR 激动剂 FICZ 后，它们的水平降低，而给予 AhR 抑制剂

CH223191 后，它们的水平升高(图 2(c)，图 2(d)，图 2(e)，图 2(f)，*P < 0.05；**P < 0.01；***P < 0.001；
****P < 0.0001)。 

3.3. AhR、MUC5AC 及炎症因子在小鼠结膜杯状细胞中的表达 

为研究 AhR、MUC5AC 及炎症因子在小鼠结膜杯状细胞中的表达，提取小鼠结膜杯状细胞，设立

CON 组、FICZ 组、CH223191 组。FICZ 组给予 FICZ (100 nM)刺激 12 小时，CH223191 组给予 CH223191 
(10 μM) 处理 12 小时，RT-PCR 结果表明，AhR、MUC5AC 在 FICZ 刺激结膜杯状细胞后表达上调，而

应用 CH223191 处理结膜杯状细胞后，AhR、MUC5AC mRNA 表达下调(图 3(a)，图 3(b)，****P < 0.0001)。
而炎症因子 TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-8 在 FICZ 刺激结膜杯状细胞后表达下调，在 CH223191 处理结膜杯

状细胞后表达上调(图 3(c)，图 3(d)，图 3(e)，图 3(f)，****P < 0.0001)。 

4. 讨论 

干眼是由泪液分泌不足、蒸发过多或泪液中成分异常导致的疾病[16]，且随年龄增长患病率不断上升，

严重者会导致角膜并发症，甚至失明等[17]。目前针对干眼的治疗方式主要为人工泪液和抗炎治疗，有研

究表明环孢素 A (CsA)及部分人工泪液的使用会导致眼部烧灼感，甚至出现严重的炎性反应，加重干眼的

发展[18] [19] [20]。已有研究证实，AhR 在大鼠和人的角膜等多种眼部结构中表达，在眼睛的发育及多种 
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注：CON 组、DE 组、DE + FICZ 组、DE + CH223191 组 AhR、MUC5AC 及炎症因

子 TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-8 mRNA 的表达。 

Figure 2. Expressions of AhR, MUC5AC and inflammatory factors in conjunctiva of mice 
图 2. AhR、MUC5AC 及炎症因子在小鼠结膜中的表达 
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注：CON 组、FICZ 组、CH223191 组在小鼠结膜杯状细胞中 AhR、MUC5AC 及炎症因子 TNF-α、
IL-1β、IL-6、IL-8 mRNA 的表达。 

Figure 3. Expressions of AhR, MUC5AC and inflammatory factors in conjunctival goblet cells of mice 
图 3. AhR、MUC5AC 及炎症因子在小鼠结膜杯状细胞中的表达 
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眼部疾病中起重要作用[21] [22]。活化的 AhR 可促进杯状细胞的增殖分化[23]，增加 MUC5AC 的分泌，

维持泪膜稳定，保护眼表屏障，在治疗干眼中发挥重要作用。 
为了明确干眼中结膜杯状细胞的变化及 AhR 在其中发挥的作用，本实验建立了小鼠干眼模型及结膜

杯状细胞模型进行一系列研究。在体内实验中，我们发现 AhR 在干眼小鼠结膜组织中表达降低。干眼小

鼠泪液分泌减少，眼表损伤加重，给予 AhR 激动剂 FICZ 后，损伤程度减轻，干眼临床评分降低，相反，

给予 AhR 抑制剂 CH223191 后，眼表损伤进一步加重，临床评分显著升高。分别给予 FICZ、CH223191
处理后，MUC5AC的表达趋势与AhR的表达表达趋势一致，而干眼相关促炎因子的表达趋势相反，TNF-α、
IL-1β、IL-6、IL-8 在 FICZ 处理后表达降低，在 CH223191 处理后表达升高。此外，我们建立了小鼠结膜

杯状细胞的体外模型，通过 RT-PCR 证实 AhR 在结膜杯状细胞中表达，同体内实验研究结果，AhR 及

MUC5AC 均在 FICZ 处理后表达升高，在 CH223191 处理后表达下降，TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-8 表达

趋势相反。 
已有研究证实，在人结肠癌细胞中，AhR 被激活后通过促进杯状细胞增殖分化，正向调控 MUC5AC

分泌来发挥作用[24]。与已有研究结果一致，AhR 在结膜杯状细胞中表达，AhR 活化后可以促进结膜杯

状细胞增殖分化，增加黏蛋白 MUC5AC 的表达，并减少炎症因子 TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-8 的产生，

减轻炎症反应，延缓干眼进展。此外，有研究表明，AhR 被 FICZ 激活后通过 ERK 通路促进肠道杯状细

胞增殖分化，增加黏蛋白的表达，改善结肠炎症[25]，另有研究显示，p-ERK1/2 参与调控杯状细胞增殖

过程[26] [27]。在干眼中，AhR 是否通过 p-ERK1/2 通路调控结膜杯状细胞的增殖分化及 MUC5AC 的分

泌有待于进一步探讨。未来，AhR 可能成为干眼治疗的新靶点。 
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