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摘 要：【目的】旨在通过关闭结膜上皮钠通道，抑制上皮钠离子吸收，促进泪液分泌，以期达到治疗东莨菪

碱诱导的干眼。【方法】选取体质量约 2.0~2.5 kg的新西兰兔 24只，实验组（8只）皮下注射东莨菪碱，一天 4次，连

续 12 d，造干眼症模型；对照组（8只）皮下注射等量溶剂生理盐水；治疗组（8只）先经过 12 d的皮下注射东莨菪

碱造成干眼症后，右眼局部应用上皮钠通道抑制剂阿米洛利（100 mmol/L），左眼局部应用等量溶剂生理盐水，一

天 3次，连续 9 d。应用荧光定量PCR检测上皮钠通道ENaCα和ENaCγ亚基的表达，短路电流技术检测钠电流开

放程度。比较对照组、实验组以及治疗组 3组中ENaCα和ENaCγ基因表达差异，角膜荧光素钠染色以及泪液分

泌情况。【结果】皮下给药 12 d后，对照组泪液分泌实验结果为（17.00 ± 0.37）mm/5 min，实验组泪液分泌实验结

果为（4.42 ± 1.34）mm/5 min（P<0.001，n=8），治疗组泪液分泌实验结果（14.25 ± 0.54）mm/5 min（P>0.05，n=8）。

短路电流结果显示：对照组中的结膜钠电流大小为（5.72 ± 0.35）μA/cm2，实验组结膜钠电流大小为（12.24 ±
0.54）μA/cm2（P<0.001，n=8）；经过阿米洛利点眼治疗后，治疗组兔结膜钠电流大小降至（4.00 ± 0.61）μA/cm2（P>
0.05，n=8），与对照组对比无统计学差异。荧光定量 PCR结果显示：与对照组相比，在实验组中结膜上皮钠通道

ENaCα和 ENaCγ亚基以及炎症因子 IL-1β表达上调（P<0.01），经过局部应用上皮钠通道阻滞剂阿米洛利点眼

后，治疗组的 IL-1β、ENaCα、ENaCγ和对照组无统计学差异（P>0.05，n=8）。【结论】局部滴用阿米洛利眼药水，可

通过关闭结膜上皮钠离子通道，促进泪液分泌，改善干眼症状，有望成为新一代治疗干眼症的药物。

关键词：干眼症；上皮钠通道；结膜上皮；离子通道

中图分类号：R771.2 文献标志码：A 文章编号：1672-3554（2019）01-0046-08

Effect of Topically Epithelial Sodium Channel Inhibitors Eyedrops on Tear Production in
Rabbit with Scopolamine Induced Dry Eye
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Abstract：【Objective】To test the hypothesis that inhibiting sodium absorption via the epithelial sodium channel
（ENaC） will increase ocular hydration and cure the rabbit′ s dry eye induced by scopolamine. 【Methods】In the
experiment，24 New Zealand rabbits weighing about 2.0-2.5 kg were divided into 3 groups：tested group（8 rabbits），

control group（8 rabbits），and treatment group（8 rabbits）. For the rabbits in the tested group，they were given
subcutaneous injection of scopolamine 4 times a day for 12 consecutive days to induce the dry eye. For the rabbits in the
control group，they accepted subcutaneous injection of saline solution. For the rabbits in the treatment group，they were
firstly given the same treatment as the rabbits in the tested group. Then，the local regions in their right eyes received the
application of 100 mmol/L amiloride（a sodium channel inhibitor）. Meanwhile，the local regions in their left eyes
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received the application of equivalent saline solution. We detected ENAC α and ENAC γ subunits of epithelial sodium
channel in conjunctival epithelium by fluorescence quantitative PCR and detected the opening of epithelial sodium
channel by short-circuit current technology. Finally，we compared the ENaC α and ENaC γ gene expression，corneal
fluorescein sodium staining and tear secretion among the 3 groups. Fluorescence quantitative PCR was used to detect
ENaC α and ENaC γ subunits of epithelial sodium channel in conjunctival epithelium and short-circuit current was used
to detect the opening of epithelial sodium channel. The ENaC α and ENaC γ gene expression，corneal fluorescein sodium
staining and tear secretion（immerged length）were compared among 3 groups.【Results】The results showed that the
quantity of tear secretion was（17.00 ± 0.37）mm for the control group，（4.42 ± 1.34）mm for the tested group（P<0.001
vs Control，n=8） and（14.25 ± 0.54）mm for the treatment group（P>0.05 vs Control，n=8）. The results of short-circuit
current detection showed that the sodium current was（5.72 ± 0.35）μA /cm2 in normal model and（12.24 ± 0.54）μA /cm2

in dry eye model（P<0.001）. After Amiloride treatment，the sodium current decreased to（4.00 ± 0.61）μA/cm2（P>
0.05）and there was no statistical difference compared with the normal group. According to the results of fluorescence
quantitative PCR，the expression of ENaC α and ENaC γ subunits and IL-β in in dry eye model were up-regulated（P<
0.01）compared with that in normal group. After topical amiloride application，there were no statistical differences in
inflammatory cytokines IL-1 β，ENaC α，and ENaC γ between the normal group and treatment group（P>0.05，n=8）.
After treatment，tear secretion increased（P<0.001），and ocular surface staining improved significantly.【Conclusion】
Topical application of amiloride increase the quantity of preocular tears owing to inhibition of conjunctival sodium
channels and could provide an effective new therapy for chronic dry eye.

Key words：dry eye；epithelial sodium channel；conjunctival epithelium；ion channel
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2019，40（1）：46-53］

泪液的量、质或流体动力学的异常会引起泪

膜不稳定和（/或）眼表损害，主要表现为眼部干

涩、灼烧痛、眼红、异物感、眼痒、视力下降等，临

床上称为“干眼症”［1］。严重干眼者会导致视力下

降明显，甚至导致失明，给正常的工作和生活带来

困扰［2-3］。近年来，随着视频终端的普及、人口老

龄化、空气污染等原因，干眼症的发病率越来越

高。现有流行病学研究显示：我国的干眼症发病

率高达 21%~30%，全球有超过 10亿人口存在不同

程度的干眼症。临床上最常见的干眼症为水样液

缺乏型［4］。在泪膜稳态的维持和失衡过程中，泪

液变化机制的研究始终占据着泪液疾病研究的核

心位置。近年来，通过体外电生理实验发现：结膜

上皮和其他组织上皮一样，存在着多种离子通道，

结膜分泌的液体量占到了泪液总量的 25%左

右［5］。水分的转运依赖于离子的转运，当离子转

运调控失衡，则会出现一系列症状，典型代表如囊

性纤维病［6］。钠离子是最常见的阳离子之一，钠

离子的转运伴随着水分的移动。在与上皮细胞基

底膜上的 Na+/K+-ATPase 的共同作用下［7-10］，上皮

钠通道（epithelial sodium channel，ENaC）介导了

Na+的跨上皮转运，带动水分的转运完成上皮吸收

功能。但结膜ENaC在干眼症的发生和发展过程

中的作用机制到目前尚不清楚，本研究旨在探讨

ENaC通道与泪液分泌变化的关系，探讨能否可以

将其作为干眼症治疗的分子靶向目标，为干眼症

的治疗提供一种新选择。

1 材料与方法

1.1 试剂和动物

正常雄性新西兰白兔，体质量 2.0~2.5 kg，购
于广州花都区华东信华实验动物养殖场（动物生

产许可证号：SCXK（粤）2014-0023），动物饲养及

实验操作均在中山大学中山眼科中心实验动物中

心普通区进行（实验单位使用许可证编号：SCXK
（粤）2015-0058），并遵守中山大学中山眼科中心

动物实验伦理规定以及“眼科和视觉研究动物使

用”的ARVO申明，饲养环境采用 12 h 光照–黑暗

循环，室温 20~25 ℃，动物可自由取食和取水。

阿米洛利（Amiloride）、东莨菪碱（scopolamine
hydrochloride，SCOP）购于 Sigma-Aldrich 公司，细
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胞增殖及细胞毒性检测试剂盒（MTT BB-4201贝

博生物），胰酶细胞消化液购于 Invitrogen 公司，荧

光定量PCR试剂购自南京诺唯赞公司。

1.2 组织的制备

经兔耳缘静脉注射速眠新（0.3 mL/kg），1 min
后 取 下 结 膜 上 皮 组 织 ，放 入 BRS（Bicarbonate
Ringer’s Solution）溶液中适当润洗，而后钳夹在短

路电流灌流小室的中间，两侧的灌流小室各加入

5 mL BRS 溶液（NaCl 116.4，KCl 5.4，CaCl2 1.8，
NaHCO3 25，MgSO4 0.81，NaH2PO4 0.78 mmol/L）。

1.3 短路电流

使 用 北 京 泰 盟 科 技 公 司 的 短 路 电 流 装

置［11-13］。将放大器连接 BL420+生物机能实验系

统，BL420+生物机能系统输出连接电脑。实验时

设置参数为：采样率 10 Hz，扫描速度 40s/格子数，

增益 2，时间常数DC，滤波 0.3 Hz。
将结膜上皮组织固定在面积为 0.5 cm2的灌流

小室中，向小室管两侧各加入 5 mL相应的BRS溶

液，通入混合气体（体积分数 95% O2和 5% CO2），

当表示电流的图形曲线达到平稳时，往顶膜面（A
面，apcial side）加药，观察电流的变化，待电流达

到最大变化值时，测量加药前后的电流差值

（ΔIsc），计算单位面积的短路电流变化量，即短路

电流=ΔIsc/0.5/放大倍数（μA/cm2）。

1.4 荧光定量PCR

用Trizol提取总RNA，根据诺唯赞公司荧光定

量 PCR 试剂盒说明进行产物合成［14］。所用的

PCR 仪为 Thermo Fisher PikoReal 96。反应条件

为：95 ℃预变性 30 s，PCR：95 ℃ 10、60 ℃ 30 s，共
40 个循环，溶解曲线：95 ℃ 15 s、60 ℃ 60 s、95 ℃
15 s。基于目的基因和看家基因实时荧光定量扩

增曲线得到 Ct（C 为 Cycle，t 为 threshold）值，用

Folds=2-ΔΔCt表示实验组目的基因与对照组目的基

因表达量的倍比关系。实验重复例数为 3。引物

序列如表 1所示。

1.5 干眼模型的制作

实验组皮下注射 0.8 mL 东莨菪碱（5 mg/mL），

对照组注射等量生理盐水（溶剂），各一天 4次。

分别于给药第 0、3、6、9、12天观察眼表，检测泪液

分泌量以及角膜荧光素钠染色拍照记录，待泪液

下降至 5 mm以下以及出现角膜荧光素钠染色阳

性，造模完成［15-17］。

1.6 泪液的测量和荧光素钠染色

泪液分泌量采用 Schirmer实验，即：将泪液检

测滤纸条一端反折 5 mm，置于下眼睑外侧 1/3处

结膜囊内，5 min后取出，读取泪液浸入的长度。

每次测量重复 3次，取均值为最终测量值。分别

在实验前和实验第 3、6、9、12天按照如上方法行

泪液分泌情况的检测并记录。

1.7 局部应用上皮钠通道抑制剂阿米洛利

阿米洛利粉剂溶于生理盐水中，配成 100
mmol/L滴眼剂，8只干眼模型制作完成后，右眼用

阿米洛利滴眼，作为治疗组别，左眼滴用溶剂生理

盐水，作为自身对照，分别于第 3、6、9、12天进行

荧光素钠染色和泪液分泌检测。

1.8 MTT实验

用 0.25%胰蛋白酶消化并收集新西兰兔结膜

上皮细胞，并计数细胞，制成细胞悬液［18-21］。以

2.0×104/mL、100 μL/孔接种于 96孔板上，加入含

体积分数 20%胎牛血清的DMEM培养液，37 ℃，

体积分数 5% CO2培养箱中培养 24 h。将上皮钠

通道抑制剂阿米洛利储存溶液倍比稀释为工作液

终浓度分别为 10×104、10×103、1000、100、10、1
μmol/L，对照组不加，每个浓度设置 6个复孔，于

24 h取出 96孔板，每孔加入 5 mg/mL MTT 20 μL
继续培养 2 h，终止培养，吸弃孔内上清；每孔加入

150 μL DMSO与无水乙醇的混合液（体积比 1∶1）
震荡 10 min，使结晶物充分溶解；在酶标仪上，以

波长 570 nm 测定各孔光密度（Optical density，
OD）值；以测定孔OD-空白孔OD表示每组的实际

OD值；以正常对照组的细胞活力为 100%，各实验

组的细胞活力=实验组OD的实际值/对照组OD的

实际值。

1.9 统计学处理

数据采用 SPSS 20.0、GraphPad prism5进行处

理分析。数据以均数 ± 标准差（x ± s）表示。两

组之间比较采用单样本 t检验。多组间的比较采

用 one-way ANOVA（方差齐时）或Welch法（方差

表 1 实时荧光定量 PCR 引物序列

Table 1 Primers sequence of real time PCR
Gene

ENaCα
ENaCγ
IL-1β
β-actin

Forward
TACACGGTCAGCAACAAGAGA
TTCGTCCTGCCGATGGATTAG
CTCCATGAGCTTTGTACAAGG
ATGTGGATCAGCAAGCAGGA

Reverse
ACGGACAGCACGGAAGAG
ACCCGATGTATGGGAACTGCT
TGCTGATGTACCAGTTGGGG
AAGCCATGCCAATCTCGTCT
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不 齐 时），两 两 比 较 采 用 Tukey′ s multiple
comparison test。不同时间的泪液测量采用重复测

量方差分析法。以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 东莨菪碱诱导的干眼模型的病理现象

2.1.1 泪液分泌检测结果 实验组和对照组泪液

分泌的比较如表 2，由此可看出造模组注射 SCOP
第 3天泪液分泌量明显下降，随时间延长，泪液分

泌量进行性递减，在第 12天降至 5 mm 以下，为

（4.42 ± 1.34）mm，与对照组相比泪液分泌量显著

下降（t=13.363，P<0.001，n=8）。

2.1.2 角膜荧光素钠染色 在第 3、6、9、12天进

行荧光素钠染色，实验中观察到模型组兔角膜第

6天开始出现点状荧光素钠染色，第 12天出现片

状染色，对照组荧光素钠染色阴性（图 1）。

2.2 兔结膜上皮在不同状态下的钠电流变化

三 组 间 方 差 分 析 ，F=72.41，P<0.001，n=8/
groups。短路电流结果见图 2。对照组中兔子结

膜上皮钠电流大小为（5.72 ± 0.35）μA/cm2（n=8），

实验组钠电流升高至（12.24 ± 0.54）μA/cm2（n=
8），两组之间有统计学差异（P<0.001）。治疗组经

过上皮钠通道特异性阻滞剂阿米洛利（100 mmol/
L）连续点眼 12 d、每天 3次后，同未经过治疗的实

验组相比，其钠电流大小明显降低，降至（4.00 ±
0.61）μA/cm2，与正常组相比无统计学差异（图 3，
P≥0.05）。

表 2 东莨菪碱对泪液分泌的影响

Table 2 The effect of scopolamine on tear secretion ［（n=8 pairs，X ± S，mm/5 min）］
Group
Scopolamine
Control

Day 0
15.58 ± 2.22
14.83 ± 1.29

Day 3
7.28 ± 0.58
15.25 ± 1.03

Day 6
6.13 ± 0.29
15.75 ± 1.17

Day 9
5.12 ± 1.28
17.00 ± 0.22

Day 12
4.42 ± 1.34
17.00 ± 0.37

P value
0.001
0.075

The emergence of fluorescein sodium spot on the sixth day in tested group and flake staining on the twelfth day; No cornea staining for the
rabbits in the control group. n=8

图 1 兔角膜荧光素钠染色照相

Fig.1 Fluorescein sodium staining of rabbit’s cornea

Sco
p

Sal
ine

Day 0 Day 3 Day 6 Day 9 Day 12
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2.3 兔结膜上皮钠通道基因在干眼症治疗前后

的变化

取下对照组、实验组、治疗组的结膜上皮，通

过荧光定量 PCR 方法检测上皮钠通道 ENaCα、
ENaCγ 以及炎症因子 IL-1β，结果显示，实验组中

ENaCα、ENaCγ以及炎症因子 IL-1β表达升高，并

且具有统计学差异（P<0.01）。治疗组经过阿米洛

利点眼后，ENaCα、ENaCγ以及炎症因子 IL-1β表

达下降，与对照组组相比，差异无统计学意义（P>
0.05，图 4）。

2.4 局部滴用上皮钠通道阻滞剂后眼表的变化

治疗前，右眼泪液分泌量为（4.42 ± 1.30）mm，

左眼泪液分泌量为（6.25 ± 1.10）mm（图 5），左右

眼荧光素钠染色皆为片状染色（图 6）。治疗第 3
天，右眼泪液分泌增加至（16.67 ± 0.67）mm，具有

A：Sodium current of conjunctival epithelium in control group；B：Sodium current of conjunctival epithelium in tested group induced by
scopolamine；C：Sodium current of treatment group treated with amiloride

图 2 上皮钠通道介导的钠电流

Fig.2 Sodium current mediated by epithelial sodium channel

30
μA

25 s

100 μmol/L 100 μmol/L 100 μmol/L
Control group tested group treatment group

AA BB CC

The sodium current in control group was（5.72 ± 0.35）μA/cm2.
For the tested group，the sodium current increased to（12.24 ±0.54）
μA/cm2，Values are means ± SD. Among 3 groups，F=72.41，P<
0.001，n=8. 1）Control vs scopolamine，P<0.001. The sodium current
returned （4.00 ± 0.61） μA/cm2 after topical amiloride eye drops
about 12 day in treatment group induced by scopolamine. 2）There
was no statistical difference between the sodium current of control
group and treatment group，n=8，amiloride vs control，P>0.05.

图 3 上皮钠通道介导的钠电流统计学结果

Fig.3 Statistical results of sodium currents mediated by
epithelial sodium channels
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control scopolamine treated by amiloride0
-3
-6
-9

-12
-15
-18
-21

ISC
（

μA
/cm

2 ）

1）

2）

1）Compared with the control group, the expression of ENaC α
and ENAC γ and inflammatory factor IL-1 β in tested group was high⁃
er than that in the control group, n=6, P<0.01. 2）There was no signifi⁃
cant difference in ENAC α, ENAC γ and IL-1 β expression between
the treatment group and the control group. n=8, P>0.05.

图 4 三组的上皮钠通道以及炎症因子 mRNA 相对

表达量

Fig.4 The relative expression of epithelial sodium
channel and inflammatory factor mRNA in 3 groups

ENACα ENACγ ENACβ

F=5.655，P=0.0086

F=14.72，P=0.0006
F=11.02，P=0.002

18
16
14
12
10
8
4
3
2
1
0

Rel
ativ

eE
xpr

ess
ion

control
dry eye
treatment group

1）

1）
2）

2）

2）

1）

50



第1期

统计学差异（F=36.64，P<0.001，n=8），荧光素钠染

色显示上皮缺损减轻，第 6天泪液分泌浸入长度

达到顶峰并维持一段时间，上皮染色范围局限在

第一象限，随着给药时间延长，泪液分泌趋于正

常，上皮染色逐渐减轻，治疗第 12天右眼泪液为

（14.25 ± 0.54）mm（n=8，F=36.64，P=0.000）。左

眼未给予治疗，作为自身对照。左眼第 3、6、9、12
天泪液分别为（6.00 ± 1.06、7.60 ± 0.92、9.30 ±
2.04、5.50 ± 0.99）mm（与治疗前相比，P皆>0.05，
n=8；多组间比较，F=0.002，P=0.965）。

2.5 MTT法检测阿米洛利对兔结膜上皮细胞体

外增殖的影响

阿米洛利对兔结膜上皮细胞没有细胞毒性，

The mean tear quantity showed a significant increase at day 3
and day 6 compared to the pre-instillation value in eyes assigned to
amiloride eye drops. The mean tear quantity at day 3 and day 6 was
significantly higher in the amiloride group compared to control eyes.
图 5 阿米洛利点眼后泪液分泌浸入长度的变化趋势

Fig.5 The variation trend of tear’s quantity after
amiloride application in dry eye model rabbit
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The right eye was treated with amiloride（100 mmol/L）and the left eye with saline solution as own control. The results of sodium fluorescein on
day 0，day 3，day 6 and day 9 showed that the corneal epithelium of the right eye recovered faster than that of the left eye control group，which
means the symptoms of dry eye can be improved by closing the epithelial sodium channel.

图 6 干眼症模型兔用阿米洛利点眼后角膜上皮的变化

Fig.6 Changes of corneal epithelium after amiloride eye drops for the rabbits in tested group
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Survival rate of rabbit conjunctival epithelial cells treated by
various concentration of Amiloride.

图 7 MTT 检测细胞存活率柱状图

Fig.7 Histogram of cell survival by MTT

150

100

50

0

Cel
lvi

abi
lity（

%
ofc

ont
rol）

control 1 10 100 1 000 10 000 100 000
μmol/L

魏园，等 .局部应用上皮钠通道阻滞剂对干眼兔泪液分泌的影响 51



中山大学学报（医学版） 第40卷
不能抑制细胞增殖（图 7，F=2.365，P>0.05，n=6）。

3 讨 论

目前传统治疗干眼症的方法主要是滴人工泪

来维持眼表湿润，或者通过刺激泪腺分泌缓解干

眼症状［22］。

最近有文献报道P2Y2受体激动剂，地瓜磷酸

可以促进泪液分泌，改善干眼症状，促黏蛋白分泌

的药物如DE-089和 15-S-HETE也可以改善干眼

症［23］。因为结膜上皮是一层“分泌型”上皮［24］，我

们提出使用局部阿米洛利滴眼液的想法，希望通

过抑制结膜上皮钠通道来增加眼表泪量。我们认

为，这种抑制会导致眼表上皮对“现存的眼表泪

液”的吸收受到抑制，从而增加泪液向眼表的分

泌。在验证这一假说之前，我们进行了短路电流

实验，以证实上皮钠通道在兔结膜组织中的存在。

本研究中，我们应用上皮钠通道特异性阻滞

剂作用于兔结膜上皮面观察离子转运，确定了

ENaC存在于结膜上皮顶膜面，接着我们通过对兔

皮下连续注射东莨宕碱 12 d，建立泪液分泌不足

型干眼模型，根据临床检测指标泪液分泌量和角

膜荧光素钠染色来确定干眼模型的可靠性。下一

步，我们对兔进行局部阿米洛利滴眼液滴眼，观察

泪液量随时间的变化。考虑到眼表的自身修复作

用，我们采取了自身对照的方法，即让右眼接受阿

米洛利的治疗，左眼仅仅滴用等量溶剂生理盐水，

结果，在治疗的第 3天，右眼泪液逐渐增多，并且

持续升高，到第 6天达到高峰，左眼泪液分泌量无

明显变化。我们注意到，尽管接受阿米洛利滴眼

液的眼睛的眼表泪液分泌量随后继续增加，眼表

染色减轻直至恢复至完整状态，对侧的盐水滴眼

液的泪量无明显改变，但是眼表染色减轻，可能是

由于左右眼之间存在神经反馈作用所致。

本研究发现，东莨菪碱诱导的干眼症组钠电

流增大，即钠离子过度被吸收，这个现象最先在囊

性纤维化病患者呼吸道黏膜上皮中发现，Huang
等［25］在异源表达系统中证明了CFTR（囊性纤维化

跨膜转导调节因子）对上皮钠通道的抑制作用，解

释了该现象。但是右眼经过阿米洛利连续 12 d的
治疗，钠离子通道的开放逐渐减少并恢复至正

常。接下来，我们检测了正常对照组，干眼症模型

组，以及治疗组的ENaC，IL-1β基因表达变化，结

果，我们发现干眼症组的ENaC亚基以及炎症因子

IL-1β基因表达升高，经过 12 d的治疗后，治疗组

与正常组之间，ENaC 亚基以及炎症因子 IL-1β基

因表达，差异无统计学意义。此外，我们通过体外

实验，MTT显色法检测阿米洛利对兔结膜上皮增

殖的影响，该药物对结膜上皮细胞无明显抑制作

用。通过在体实验，兔子接受阿米洛利局部点眼

过程中，眼表无充血红肿，无分泌物。

本研究不足之处在于未对结膜上皮钠离子的

整个转运信号通路做出研究，接下来的研究将着

重探讨钠离子的转运以及调控机制，进一步解释

干眼症中钠离子通道的病理生理改变。

综上所述，我们提出并且验证：结膜上皮钠离

子过度吸收是干眼症发病机制之一，并针对该靶

点，通过关闭该通道来治疗干眼症，泪液分泌增

加，促进角膜上皮修复，改善干眼症状，有望成为

治疗干眼症中新的选择。
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