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基于代谢组学探讨两种慢性应激相关干眼大鼠
的表型和中医证候差异

陈泽海,芮书文,丁园晨,裴昱,王畅畅,施炜∗ ,杨颖∗

(南京中医药大学附属医院,南京　 210029)

　 　 【摘要】 　 目的　 构建慢性不可预测轻度约束( chronic
 

unpredictable
 

mild
 

restraint,CUMR)与慢性不可预

测节律干预(chronic
 

unpredictable
 

rhythm
 

disturbance,CURD)两种慢性应激相关干眼模型,比较两种模型的表

型和代谢组学特征以及与中医证候的关联。 方法 　 SPF 级健康雄性大鼠分为空白组、CUMR 组、CURD 组,
CUMR 组每天施加单笼饲养

 

+
 

行为约束,CURD 组每天施加随机节律干预。 造模 6 周后,筛选出郁证相关干

眼大鼠,评估一般情况、行为学、干眼指标;苏木素-伊红(HE)染色观察结膜、角膜、泪腺病理变化;ELISA 法检

测血清 5-羟色胺(5-HT)、皮质醇(cortisol)和角膜组织肿瘤坏死因子(TNF)-α、白介素(IL)-1β 指标水平;超高

效液相色谱-四极杆-飞行时间质谱联用系统( UPLC-QTOF-MS) 技术进行血清代谢组学分析。 结果 　 ( 1)
CUMR 组和 CURD 组外观和行为学有显著性差异;( 2) CUMR 组、CURD 组与空白组相比,角膜荧光染色

(CFS)显著增加,泪流量( TF)、泪膜破裂时间( BUT) 显著减少,且 CUMR 组改变更为明显;( 3) CUMR 组、
CURD 组角膜未见明显炎症细胞浸润。 与空白组相比,CUMR 组、CURD 组结膜杯状细胞数量显著降低、泪腺

空泡化面积显著增加,且 CUMR 组改变更为明显;(4) CUMR 组与 CURD 组 ELISA 检测比较,CUMR 组血清

5-HT 显著降低,cortisol 显著升高、角膜组织 TNF-α、IL-1β 无统计学意义;(5)血清代谢组学分析提示,CUMR
组和 CURD 组样本中鉴定出 235 个差异代谢物,呈现显著的分离趋势。 结论　 不同的应激造模会影响大鼠代

谢,从而造成不同的中医证候和干眼表型。 CUMR 组表现为“肝郁脾虚型”干眼,其病理进程可能与色氨酸代

谢有关;CURD 组表现为“肝经郁热型”干眼,其生物学基础可能涉及三羟酸循环。
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　 　 【Abstract】　 Objective　 To
 

establish
 

and
 

characterize
 

two
 

chronic
 

stress-related
 

dry-eye
 

models
 

using
 

chronic
 

unpredictable
 

mild
 

restraint
 

(CUMR)
 

and
 

chronic
 

unpredictable
 

rhythm
 

disturbance
 

(CURD),
 

respectively,
 

and
 

to
 

compare
 

their
 

phenotypic
 

presentations,
 

metabolomic
 

profiles,
 

and
 

correlations
 

with
 

traditional
 

Chinese
 

medicine
 

syndrome
 

patterns.
 

Methods　 Healthy
 

male
 

specific-pathogen-free
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

control,
 

CUMR,
 

and
 

CURD
 

groups.
 

Rats
 

in
 

the
 

CUMR
 

group
 

underwent
 

single-cage
 

housing
 

combined
 

with
 

behavioral
 

restraint
 

daily,
 

while
 

CURD
 

rats
 

received
 

random
 

daily
 

rhythm
 

interventions.
 

After
 

6
 

weeks
 

of
 

modeling,
 

dry-eye
 

rats
 

associated
 

with
 

Yu
 

syndrome
 

were
 

assessed
 

for
 

general
 

conditions,
 

behavioral
 

performance,
 

and
 

dry-eye
 

parameters.
 

Histopathological
 

alterations
 

in
 

the
 

conjunctiva,
 

cornea,
 

and
 

lacrimal
 

gland
 

were
 

examined
 

by
 

hematoxylin-eosin
 

staining.
 

Serum
 

concentrations
 

of
 

5-hydroxytryptamine
 

(5-HT)
 

and
 

cortisol,
 

and
 

cornea
 

levels
 

of
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

( TNF-α)
 

and
 

interleukin-1β
 

( IL-1β),
 

were
 

quantified
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.
 

Serum
 

metabolomic
 

profiling
 

was
 

conducted
 

using
 

ultra-performance
 

liquid
 

chromatography
 

coupled
 

with
 

quadrupole
 

time-of-flight
 

mass
 

spectrometry.
 

Results　 (1) There
 

were
 

significant
 

differences
 

in
 

appearance
 

and
 

behavior
 

between
 

the
 

CUMR
 

and
 

CURD
 

groups.
 

(2)Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

cornea
 

fluorescein
 

staining(CFS)
 

was
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

CUMR
 

and
 

CURD
 

groups,
 

while
 

tear
 

flow
 

and
 

tear-film
 

breakup
 

time ( BUT)
 

were
 

significantly
 

decreased,
 

especially
 

in
 

the
 

CUMR
 

group.
 

(3)There
 

was
 

no
 

obvious
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration
 

in
 

the
 

cornea
 

in
 

the
 

CUMR
 

or
 

CURD
 

group.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

there
 

were
 

significantly
 

fewer
 

conjunctival
 

goblet
 

cells
 

in
 

the
 

CUMR
 

and
 

CURD
 

groups,
 

and
 

the
 

area
 

of
 

lacrimal
 

gland
 

vacuolation
 

was
 

significantly
 

increased.
 

( 4) Serum
 

5-HT
 

was
 

significantly
 

decreased
 

and
 

cortisol
 

was
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

CUMR
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

CURD
 

group,
 

but
 

there
 

were
 

no
 

significant
 

differences
 

in
 

cornea
 

tissue
 

TNF-α
 

and
 

IL-1β
 

levels.
 

(5) Serum
 

metabolomic
 

analysis
 

revealed
 

235
 

differential
 

metabolites
 

in
 

the
 

CUMR
 

and
 

CURD
 

groups,
 

demonstrating
 

a
 

significant
 

separation
 

trend.
 

Conclusions
 

Distinct
 

stress-modeling
 

paradigms
 

differentially
 

impact
 

host
 

metabolism,
 

culminating
 

in
 

divergent
 

TCM
 

syndrome
 

manifestations
 

and
 

dry-eye
 

phenotypes.
 

The
 

CUMR
 

model
 

exemplifies
 

a
 

dry-eye
 

phenotype
 

consistent
 

with
 

“Liver
 

Depression
 

and
 

Spleen
 

Deficiency,”
 

potentially
 

mediated
 

by
 

perturbations
 

in
 

tryptophan
 

metabolism,
 

while
 

the
 

CURD
 

model
 

aligns
 

with
 

“Stagnation
 

Heat
 

in
 

the
 

Liver
 

Channel,”
 

likely
 

arising
 

from
 

disruptions
 

in
 

the
 

tricarboxylic
 

acid
 

cycle.
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medicine
 

syndrome;
 

metabolomics
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　 　 干眼是一种以泪膜稳态失衡为核心的多因

素眼表疾病,国内发病率达 21%
  

~
  

52. 4%[1] ,约
25%的眼科患者主诉与干眼症状相关[2] 。 近年来

横断面研究证实,焦虑症、抑郁症等精神心理障

碍在干眼的发生发展中具有重要影响[3-5] 。
CHANG 等[6]通过整合荟萃分析、遗传学关联研

究和孟德尔随机化分析的多模式研究方法,系统

揭示了干眼与抑郁症之间密切的相关性,但其内

在机制还有待探究。
抑郁相关性干眼的基础研究需要成熟可靠

的动物模型支持。 现有抑郁动物模型主要包括

生物因子诱导 ( 如利血平、皮质醇 ( cortisol) 干

预)、基因缺陷模型(如 FH 突变大鼠)及心理应激

模型[7-10] 。 其中,慢性不可预测轻度应激(chronic
 

unpredictable
 

mild
 

stress,CUMS)更接近自然发病

状态,是抑郁研究中常用的一种造模方式。 国内

不少学者在 CUMS 的基础上构造干眼模型,进行

抑郁相关干眼的机制研究[11-12] 。
本课题组此前的造模研究发现增加 CUMS 中

的约束性刺激,会使大鼠更容易表现出情绪低

落、蔗糖偏好度降低及自主活动减少等典型抑郁

样表现。 而增加节律干预措施,则会使大鼠表现

出狂躁样行为,包括自主活动增加、攻击性以及

惊跳反射增强。 这与 LI 等[13] 的研究结果相一

致,即不同应激模式可能诱导特征性精神障碍表

型。 那么,不同应激造模的干眼表型是否会有差

异,内在机制如何?
因此本研究通过构建慢性不可预测轻度约

束( chronic
 

unpredictable
 

mild
 

restraint,CUMR)与

慢性不可预测节律干预 ( chronic
 

unpredictable
 

rhythm
 

disturbance,CURD)两种应激模型,比较其

一般情况、行为学特征、干眼表型、组织病理改变

413



中国实验动物学报 2026 年 3 月第 34 卷第 3 期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,March
 

2026,Vol.
 

34,
 

No.
 

3

及相关生化指标,并基于代谢组学分析两种应激

模式的差异,探讨不同应激造模与干眼中医证候

的相关性,为郁证相关干眼的中医模型评价提供

实验依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

36 只 SPF 级雄性 SD 大鼠,8 周龄,体质量约

为 230
 

g,购于苏州斯贝福生物技术有限公司

【SCXK(苏) 2022-0006】。 饲养于南京中医药大

学附属医院实验动物中心 【 SYXK ( 苏) 2022 -
070】。 饲养期间各组大鼠自由饮水,饲喂普通维

持饲料,饲料由南京中医药大学附属医院实验动

物中心提供。 饲养环境:昼夜各半循环照明,湿
度 50%

  

~
  

60%,温度控制在 22
  

~
  

25
 

℃ 。 本实验

方案经南京中医药大学附属医院伦理委员会批

准(2023DW-019-01)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

甲 醇 ( Merck, 1. 06035 )、 乙 晴 ( Merck,
1. 00029)、氨水( Merck,105426)、乙酸铵( Sigma,
73594)、甲酸胺( Sigma,70221)、甲酸( Millipore,
111670)、大鼠 5-羟色胺 ( 5-hydroxytryptamine, 5-
HT)ELISA 检测试剂盒(上海源桔,YJ028308)、大
鼠 cortisol

 

ELISA 检 测 试 剂 盒 ( 上 海 源 桔,
YJ002874)、 大 鼠 白 介 素 ( interleukin, IL )-1β

 

ELISA 检测试剂盒(上海源桔,YJ037361)、大鼠

肿瘤 坏 死 因 子 ( tumor
 

necrosis
 

factor, TNF )-α
 

ELISA 检测试剂盒(上海源桔,YJ002859)、苏木

素-伊红(HE)染色试剂盒(Sigma,C0105M)。
质谱仪(Thermo

 

Scientific,Q
 

Exactive
 

Plus,美
国)、 可见紫外分光光度计 ( Thermo

 

Scientific,
MultiSkan

 

FC, 美 国 )、 超 高 压 液 相 色 谱 仪

(Shimadzu,Nexera
 

X2
 

LC-30AD,日本)、超声波系

统(Diagenode,比利时)、色谱柱( Waters,美国)、
真空离心浓缩仪(Eppendorf,Concentrator

 

Plus,德
国)、离心机(Eppendorf,5430R;Centrifuge

 

5424R,
德国)、手持式裂隙灯(苏州六六仪器厂,LS-1A)、
酚红棉线(天津晶明技术有限公司,20230901)、
荧光 染 色 试 纸 ( 天 津 晶 明 技 术 有 限 公 司,
20220412)、旷场反应箱(上海欣软信息科技有限

公司,XR-XZ301)。

1. 2　 方法

1. 2. 1　 实验动物与分组

SD 大鼠于标准实验环境中开展实验,随机分

为 3 组:空白组(n
  

=
  

10)、CUMR 组(n
  

=
  

13)和

CURD 组(n
  

=
  

13)。 根据以往造模经验,郁证相

关干眼的造模成功率约为 80%[12] ,因此 CUMR
组和 CURD 组动物数量是空白组的 1. 3 倍。
CUMR 组每天施予单笼饲养

 

+
 

随机一种应激源

(包括 12
 

h 笼体倾斜、3
 

h 躯体束缚、24
 

h 潮湿垫

料);CURD 组每天随机施加两种昼夜节律干预

(包括 6
 

h 昼 / 18
 

h 夜的光周期颠倒、6
 

h 夜 / 18
 

h
昼的光周期颠倒、12

 

h 频闪刺激、24
 

h 禁水、24
 

h
禁食) [13] 。 所有应激干预均采用随机时间序列实

施,各组干预持续 6 周。 造模 6 周后,CUMR 组与

CURD 组大鼠与空白组相比,旷场活动、糖水偏好

度、2
 

h 糖水消耗量、体质量出现显著性差异则视

为抑郁造模成功[12-13] ,再根据酚红棉线测试泪流

量( tear
 

flow, TF)
 

<
  

7
 

mm 筛选出郁证相关性

干眼[12,14] 。
1. 2. 2　 一般情况

实验开始前 24
 

h 及实验结束当日,评估大鼠

精神状态、被毛状态、静息体态、耳廓颜色、粪便

性状。
1. 2. 3　 抑郁行为学及体质量观察

旷场实验:将摄像机置于旷场反应箱上,通
过 SMARTv3. 0-Panlab 动物行为分析系统进行数

据采集。 系统自动记录大鼠在 5
 

min 内的运动轨

迹,重点分析中央区域持续时间、进入中央区次

数及总运动距离(mm)等行为学参数。
糖水偏好实验:实验前进行 3

 

d 适应性训练:
每日 9:00

  

~
  

11:00 给予 1%蔗糖水。 正式实验前

禁食禁水 24
 

h,在标准化代谢笼中同时提供预称

质量的 1%蔗糖水瓶和纯水瓶,自由饮用 2
 

h 后重

新称量。 糖水偏好指数计算公式为:糖水偏好百

分比(%)
 

=
  

[蔗糖水消耗量 / (蔗糖水
 

+
 

纯水消

耗量)]
  

×
 

100%[15-16] 。
2

 

h 糖水饮用量:正式实验前禁食禁水 2
 

h,在
标准化代谢笼中同时提供预称质量的 5%蔗糖水

瓶,自由饮用 2
 

h 后重新称量。
体质量:每周定时测量每组大鼠体质量。

1. 2. 4　 干眼指标

TF:采用显微镊固定标准酚红棉线,置于结
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膜下,停留 20
 

s 后取出,立即使用标尺测量棉线

被泪液浸染的红色区域长度[17] 。
泪膜 破 裂 时 间 ( tear

 

film
 

break-up
 

time,
BUT):于结膜下滴注 2%荧光素钠溶液 3

 

μL,在
裂隙灯钴蓝光照射下,实验者手动诱导大鼠瞬

目。 自末次完全瞬目后开始计时,记录首个角膜

干燥斑出现的时间间隔,连续测量 3 次取平均值。
角膜荧光染色 ( cornea

 

fluorescein
 

staining,
CFS):于结膜下滴注 2%荧光素钠溶液 3

 

μL,在裂

隙灯钴蓝光照射下,实验者手动诱导实验大鼠完

成 3 次自主瞬目动作。 采用改良 Oxford 分级法:
以角膜中心为原点作垂直与水平十字交叉线,将
角膜划分为四个象限。 各象限评分标准如下:0
分:无染色点;1 分:散在点状染色(

 

≤
  

30 个);2
分:密集点状染色(

 

>
  

30 个)但无融合;3 分:斑片

状染色或条索状。 着色总分为四象限分值之和

(0
  

~
  

12 分)。
1. 2. 5　 光学显微镜观察

大鼠异氟烷气体麻醉处死后立即取部分角

膜、结膜、泪腺在多聚甲醛溶液中固定。 24
 

h 石

蜡包埋切片 HE 染色后,光学显微镜下观察。 采

用 20 倍光学显微镜对结膜、泪腺随机选取 10 个

视野,人工计数结膜杯状细胞数量,采用 Image
 

J
(Version1. 54p)软件,定量分析腺泡区域空泡面

积占比(空泡面积 / 腺泡区域总面积
 

×
 

100%)。
1. 2. 6　 血清和角膜 ELISA 检测

严格按照试剂盒说明书操作,检测大鼠血清

中 5-HT、cortisol 以及角膜组织中 TNF-α、IL-1β。
反应终止后,立即使用酶标仪于 450

 

nm 波长下测

定各孔吸光度( OD)值。 依据试剂盒提供的标准

品浓度梯度及相应 OD 值建立标准曲线,通过回

归方程计算各组样本浓度。 所有样本均设 2 个复

孔,检测结果取平均值作为最终定量值。
1. 2. 7　 代谢组学分析

样本制备:冷冻干燥的组织样本经称量质量

后,置于含钨珠的离心管中研磨粉碎。 代谢物用

预冷甲醇 ∶ 乙腈 ∶ 水(2 ∶ 2 ∶ 1)提取,冰浴超声

1
 

h,随后-20
 

℃ 孵育 1
 

h,4
 

℃
 

14
 

000
 

r / min 离心

20
 

min。 上清液真空干燥后,复溶于冷甲醇 ∶ 乙

腈(1 ∶ 1),再次进行冰浴超声 1
 

h、-20
 

℃孵育 1
 

h
及相同条件的离心。 最终上清液真空干燥,溶解

于 50%乙腈,经 0. 22
 

μm 滤膜过滤,转移至进样

瓶并于-80
 

℃保存待测。
超高效液相色谱-四极杆-飞行时间质谱联用

系 统 ( ultra
 

performance
 

liquid
 

chromatography-
quadrupole

 

time
 

of
 

flight-mass
 

spectrometry,UPLC-
QTOF-MS ) 分 析: 代 谢 组 分 析 在 配 备

ACQUITY
 

UPLC􀅺
 

HSS
 

T3 色谱柱的 UPLC-ESI-
Q-Orbitrap-MS 系统上进行。 流动相为 0. 1%甲酸

水溶液(A)和乙腈( B),梯度洗脱。 质谱采集采

用 正 负 离 子 模 式 电 喷 雾 电 离 ( electrospray
 

ionization,ESI),设定特定源参数,在 Full
 

MS 模式

和 MS / MS 模式下采集数据。
数据预处理和过滤:原始数据经 MS-DIAL 进

行峰提取、对齐及保留时间校正,代谢物通过精

确质量数 ( MS 偏差
 

<
  

10
 

ppm, MS / MS 偏差
 

<
  

0. 02
 

Da)匹配公共数据库( HMDB,MassBank)及

自建库鉴定。 保留在至少一个组别中非零值比

例
 

>
  

50%的特征峰。 随后使用 R
 

v4. 0. 3 软件进

行多元统计分析:数据经 Pareto 缩放后,构建主成

分分析( principal
 

component
 

analysis,PCA)、偏最

小二乘判别分析( partial
 

least
 

squares
 

discriminant
 

analysis,PLS-DA) 和正交偏最小二乘判别分析

( orthogonal
 

partial
 

least
 

squares
 

discriminant
 

analysis,OPLS-DA) 模型,并通过置换检验( n
  

=
  

200)评估模型性能(R2X,R2Y,Q2)及过拟合。 差

异代谢物筛选标准为 OPLS-DA 的变量重要性投

影(variable
 

importance
 

in
 

the
 

projection,VIP)值
 

>
  

1. 0 且 t 检验 / 单因素方差分析 ( ANOVA) P
  

<
  

0. 05,并计算 Fold
 

Change。 最后,对显著差异代

谢物进行京都基因与基因组百科全书 ( kyoto
 

encyclopedia
 

of
 

genes
 

and
 

genomes,KEGG)通路富

集分析(超几何检验,FDR 校正,P
  

<
  

0. 05 为差异

具有显著性)。
1. 3　 统计学分析

统计分析采用 GraphPad
 

Prism
 

8. 0 和 SPSS
 

21. 0 软件完成。 计量资料采用平均值
 

±
 

标准差

( 􀭰x
 

±
 

s)表示;对数据进行 ANOVA 和 Tukey 多重

比较检验,P
 

<
 

0. 05 表示差异具有显著性。

2　 结果

2. 1　 大鼠一般情况

造模 6 周后,肉眼观察可见空白组大鼠精神

饱满,毛发洁净、浓密且有光泽,自主活动正常且
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协调,耳廓色泽红润,粪便呈颗粒状。 CUMR 组大

鼠精神萎靡、毛发脏乱、粗糙蓬松、自主活动减

少、运动迟滞、 耳廓色 泽 暗 淡、 粪 便 呈 糊 状。
CURD 组大鼠精神亢奋、毛发枯槁、易激惹性增

高、活动增多、耳廓潮红、粪便呈粟粒状。
2. 2　 大鼠抑郁行为学指标

造模前,3 组大鼠在糖水偏好度、2
 

h 糖水消

耗量、旷场实验指标及体质量组间比较无统计学

意义(均 P
  

>
  

0. 05)。 造模后 3 组旷场轨迹热图

分析显示动物活动模式存在显著空间分布差异

(图 1A)。 与空白组相比,CUMR 组运动总距离显

著减少(图 1B),中央区域持续时间显著缩短(图

1C),中央区进入频次显著降低(图 1D);糖水偏

好度显著降低(图 1E);2
 

h 糖水消耗量显著减少

(图 1F);体质量明显下降(图 1G)。 CURD 组运

动总距离显著增多、中央区持续时间显著增长、
中央区进入频次显著增加;糖水偏好度显著降

低;2
 

h 糖水消耗量显著增多;体质量显著下降。
CUMR 组与 CURD 组相比,CUMR 组旷场实验总

距离、中央区持续时间以及进入中央区次数显著

降低;2
 

h 糖水消耗量显著减少;体质量也显著

减少。

注:A:运动轨迹;B:运动总距离;C:中央区持续时间;D:进入中央区次数;E:糖水偏好度;F:2
 

h 糖水消耗量;G:体质量;与空

白组相比,
  ∗P

 

<
 

0. 05,
 ∗∗P

  

<
  

0. 01,
 ∗∗∗P

  

<
  

0. 001;与 CURD 组相比,###P
 

<
 

0. 001。 (下图同)

图 1　 抑郁行为学及体质量指标

Note.
 

A.
 

Representative
 

tracks.
 

B.
 

Total
 

distance
 

of
 

movement.
 

C.
 

Central
 

areal
 

duration.
 

D.
 

Central
 

zone
 

entry
 

count.
 

E.
 

Sucrose
 

preference
 

degree.
 

F.
 

2
 

h
 

sucrose
 

consumption.
 

G.
 

Body
 

mass.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
  ∗P

 

<
 

0. 05,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01,
 ∗∗∗P

  

<
  

0. 001. Compared
 

with
 

CURD
 

group,
 ###P

 

<
 

0. 001. (The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

1　 Depressive
 

behavioral
 

indicators
 

and
 

body
 

mass
 

indicator
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2. 3　 大鼠干眼指标

造模前,3 组大鼠 CFS 评分、TF、BUT 均无统

计学意义(P
  

>
  

0. 05)。 造模后,据 TF
 

<
  

7
 

mm 选

出 CUMR 组郁证相关干眼 10 只、CURD 组郁证相

关干眼 10 只。 与空白组比,CUMR 组与 CURD 组

CFS 评分显著增高(图 2A,图 2B),TF 显著降低

(图 2C),BUT 显著缩短(图 2D);而 CUMR 组与

CURD 组相比,TF 和 BUT 减少,具有显著性差异。

注:A:角膜荧光素染色;B:CFS 评分;C:TF;D:BUT;与 CURD 组相比,#P
 

<
 

0. 05,
 ##P

 

<
 

0. 01。

图 2　 干眼指标结果

Note.
 

A.
 

Fluorescein
 

staining
 

of
 

the
 

cornea.
 

B.
 

CFS
 

scoring.
 

C.
 

TF.
 

D.
 

BUT.
 

Compared
 

with
 

CURD
 

group,
 #P

 

<
 

0. 05,
 ##P

 

<
 

0. 01.

Figure
 

2　 Dry
 

eye
 

index
 

results

2. 4　 病理切片结果

HE 染色显示,3 组角膜、结膜、泪腺组织均未

见明显炎症细胞浸润(图 3)。 结膜 HE 染色显

示,CUMR 组和 CURD 组结膜杯状细胞数量较空

白组呈减少趋势(图 3B)。 定量统计结果显示,3
组间具有统计学意义, 且 CUMR 组显著低于

CURD 组(图 4A)。 泪腺 HE 染色显示,CUMR 组

和 CURD 组泪腺空泡样改变较空白组呈增加趋

势(图 3C)。 进一步对空泡化面积进行定量分析

发现,3 组间具有统计学意义,且 CUMR 组显著高

于 CURD 组(图 4B)。
2. 5　 大鼠血清、角膜组织 ELISA 检测指标结果

与 CURD 组相比,CUMR 组血清中 5-HT 水

平显著降低,而 cortisol 水平则显著升高(表 1)。
此外,两组间角膜组织 TNF-α 和 IL-1β 含量无统

计学意义(表 1)。
表 1　 CUMR 组与 CURD 组 ELISA 检测指标对比( 􀭰x

 

±
 

s,n
 

=
 

10,ng / mL)
Table

 

1　 Comparison
 

of
 

ELISA-detected
 

indicators
 

between
 

CUMR
 

group
 

and
 

CURD
 

group( 􀭰x
 

±
 

s,n
 

=
 

10,ng / mL)

组别
 

Groups 5-HT Cortisol TNF-α IL-1β

CUMR 组
 

CUMR
 

group 4. 2480
 

±
 

0. 3371 13. 460
 

±
 

2. 166 14. 680
 

±
 

3. 062 137. 80
 

±
 

11. 92

CURD 组
 

CURD
 

group 5. 0210
 

±
 

0. 6911
 

8. 191
 

±
 

1. 151 13. 610
 

±
 

1. 959 136. 10
 

±
 

13. 39

T 值
 

T
 

value 3. 178 6. 7880 0. 9519 0. 3227

P 值
 

P
 

value 0. 0052 <
 

0. 001 0. 3525 0. 7502
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注:黑色箭头:角膜上皮;蓝色箭头:结膜杯状细胞;白色箭头:泪腺腺泡。

图 3　 大鼠角膜、结膜、泪腺 HE 染色结果

Note.
 

Black
 

arrow.
 

Cornea
 

epithelium.
 

Blue
 

arrow.
 

Conjunctiva
 

goblet
 

cells.
 

White
 

arrow.
 

Lacrimal
 

gland
 

acini.

Figure
 

3　 HE
 

staining
 

results
 

of
 

the
 

cornea,
 

conjunctiva
 

and
 

lacrimal
 

gland
 

in
 

rats

图 4　 杯状细胞数量、泪腺空泡化面积定量分析

Figure
 

4　 Quantitative
 

analysis
 

of
 

goblet
 

cell
 

number
 

and
 

lacrimal
 

gland
 

vacuolization
 

area

2. 6　 差异代谢物多元统计分析

基于 PCA 结果显示,CUMR 组与 CURD 组之

间有明显的分离趋势(图 5A)。 OPLS-DA 进一步

证实,CUMR 组与 CURD 组的血清代谢物在得分

图上呈现明显分离,表明造模后两组大鼠的血清

代谢物整体表达模式发生了显著改变。 OPLS-DA
模型验证结果中 R2Y

  

=
  

0. 993,Q2
  

=
  

0. 792,P
  

<
  

0. 05,Q2 值显著
 

>
  

0. 5,表明模型具有优异的预测

能力和解释效力(图 5B)。 依据 VIP 值
  

≥
  

1,P
  

<
 

0. 05,log2(FC)
 

≥
  

0. 58(对应 FC
  

≥
  

1. 5 或 FC
  

≤
  

0. 75)筛选并鉴定出 235 个显著性差异表达的血

清代谢物。 其中,与 CUMR 组比,CURD 组中 191
个代谢物表达上调,44 个代谢物表达下调(表 2)。
2. 7　 差异代谢物的 KEGG 代谢通路富集分析

对血清样本 235 个差异代谢物进行 KEGG 通

路富集分析,其相关代谢通路主要有氨基酸生物

合成、苯丙氨酸 / 酪氨酸 / 色氨酸生物合成、色氨

酸代谢、蛋白质消化吸收、甘油磷脂代谢、癌症中

的胆碱代谢、癌症中的中心碳代谢、2-氧羧酸代谢

等(表 2)。
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表 2　 CUMR 组与 CURD 组大鼠血清主要差异代谢物含量变化及富集通路

Table
 

2　 Changes
 

in
 

serum
 

levels
 

of
 

major
 

differential
 

metabolites
 

and
 

enriched
 

pathways
 

in
 

rats
 

between
 

CUMR
 

group
 

and
 

CURD
 

group

差异代谢物
Differential

 

metabolites

物质分类
Substance

 

classification

代谢通路
Metabolic

 

pathway
VIP P 值

P
 

value

含量变化
Content

 

change

L-色氨酸
L-tryptophan

甲状腺素
Thyroxine

N-乳酰缬氨酸
N-lactoyltyrosine

焦谷氨酸-缬氨酸
Pyroglu-val

辛酰甘氨酸
Capryloyl

 

glycine

2-苯基乙酰胺
2-phenylethanamide

4-乙炔基苯胺
4-ethynylaniline

γ-谷氨酰丙氨酸
γ-glutamylphenylalanine

氨基酸及
小肽类

Amino
 

acids
 

and
 

small
 

peptides

氨基酸生物合成、
苯丙氨酸 / 酪氨

酸 / 色氨酸生物合
成、色氨酸代谢、
蛋白质消化吸收

Amino
 

acid
 

biosynthesis,
phenylalanine、

tyrosine、tryptophan
 

biosynthesis,
tryptophan

 

metabolism,
 

protein
 

digestion
 

and
absorption

1. 749
 

955
 

038 0. 001
 

608
 

432 ↑

1. 814
 

757
 

716 0. 000
 

663
 

252 ↑

1. 967
 

406
 

276 0. 000
 

005
 

140 ↓

1. 738
 

929
 

387 0. 002
 

874
 

241 ↓

1. 731
 

513
 

323 0. 002
 

620
 

779 ↓

1. 791
 

979
 

328 0. 000
 

908
 

449 ↑

1. 739
 

509
 

835 0. 001
 

831
 

309 ↑

1. 730
 

881
 

632 0. 002
 

595
 

935 ↑

溶血磷脂酰乙醇胺
 

(18 ∶ 1
 

(9Z) / 0 ∶ 0)
Lys

 

phosphatidylethanolamine
 

(18 ∶ 1
 

(9Z) / 0 ∶ 0)

溶血磷脂酰胆碱
 

(16 ∶ 0 / 0 ∶ 0)
Lys

 

phosphatidylcholine
 

(16 ∶ 0 / 0 ∶ 0)

溶血磷脂酰胆碱
 

(P-16 ∶ 0 / 0 ∶ 0)
Lys

 

phosphatidylcholine
 

(P-16 ∶ 0 / 0 ∶ 0)

溶血磷脂酰胆碱
 

(18 ∶ 1 / 0 ∶ 0)
Lys

 

phosphatidylcholine
 

(18 ∶ 1 / 0 ∶ 0)

溶血磷脂酰胆碱
 

(20 ∶ 3
 

(8Z,11Z,14Z) / 0 ∶ 0)
Lys

 

phosphatidylcholine
 

(20 ∶ 3
 

(8Z,11Z,14Z) / 0 ∶ 0)

溶血磷脂酰胆碱
 

(18 ∶ 3
 

(6Z,9Z,12Z) / 0 ∶ 0)
Lys

 

phosphatidylcholine
 

(18 ∶ 3
 

(6Z,9Z,12Z) / 0 ∶ 0)

溶血磷脂酰乙醇胺(16 ∶ 0 / 0 ∶ 0)
Lys

 

phosphatidylethanolamine
 

(16 ∶ 0 / 0 ∶ 0)

磷脂酰胆碱(17 ∶ 1(10Z) / 0 ∶ 0)
Phosphatidylcholine

 

(17 ∶ 1
 

(10Z) / 0 ∶ 0)

磷酰胆碱
Phosphocholine

单油酸甘油酯
Glyceryl

 

monooleate

磷脂及其
衍生物

Phospholipids
 

and
 

their
 

derivatives

甘油磷脂代谢、癌
症中的胆碱代谢

Glycerophospholipid
 

metabolism、choline
 

metabolism
 

in
 

cancer

1. 965
 

912
 

380 0. 000
 

008
 

160 ↑

1. 855
 

265
 

465 0. 000
 

222
 

529 ↑

1. 787
 

702
 

960 0. 000
 

823
 

516 ↑

1. 719
 

019
 

842 0. 002
 

002
 

780 ↑

1. 779
 

463
 

294 0. 001
 

055
 

228 ↑

1. 871
 

848
 

797 0. 000
 

181
 

443 ↑

1. 935
 

550
 

434 0. 000
 

008
 

140 ↑

1. 811
 

836
 

374 0. 000
 

757
 

427 ↑

1. 826
 

369
 

564 0. 000
 

394
 

688 ↑

1. 838
 

774
 

861 0. 000
 

391
 

268 ↑

柠檬酸
Citric

 

acid

对苯二甲酸
Terephthalic

 

acid

中心碳与能
量代谢物

Central
 

carbon
 

and
 

energy
 

metabolites

癌症中的中心碳
代谢、2-氧羧酸代

谢通路
Central

 

carbon
 

metabolism
 

in
 

cancer、2-
oxocarboxylic

 

acid
 

metabolic
 

pathway

1. 796
 

169
 

925 0. 000
 

593
 

749 ↑

1. 785
 

015
 

140 0. 001
 

020
 

946 ↓

注:↑:上调;↓:下调。
Note.

 

↑.
 

Upregulated. ↓.
 

Downregulated.
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图 5　 差异代谢物多元统计分析

Figure
 

5　 Multivariate
 

statistical
 

analysis
 

of
 

differential
 

metabolites

3　 讨论

干眼是一种多因素相关的复杂疾病,抑郁症

是其发生发展过程中的重要危险因素[18] 。 在抑

郁相关性干眼的机制研究中,建立有效且可重复

的动物模型至关重要。 CUMS 模型作为当前抑郁

研究领域的经典造模方式,其理论构建可追溯至

KATZ 等[19] 提出的慢性不可预测性应激干预方

案。 随后由 WILLNER 等[20]在此基础上进行系统

性改良,使该模型更精确地模拟抑郁症在长期低

强度应激状态下的病理演进规律。 本课题组此

前的研究以及 LI 等[13]的研究发现不同的应激模

式可以造成不同的精神表型,因此,本研究在

CUMS 造模的基础上,通过构建 CUMR 与 CURD
两种独立应激模型,系统比较了两种慢性应激模

式下大鼠一般情况、行为学、干眼表型、组织病理

改变以及代谢组的异质性。
CUMR 组和 CURD 组在行为学方面表现出显

著性差异,CUMR 组大鼠表现出中央区探索行为

减少、糖水偏好率降低等典型抑郁样行为;而

CURD 组则表现为总运动距离增加、2
 

h 糖水消耗

量升高、体质量下降及易激惹行为。 行为学观察

作为抑郁造模成功的关键评价指标,对于郁证相

关干眼造模也是必要条件,这些行为学差异验证

了不同应激方式对精神状态和活动的不同影响,

CUMR 组表现为懒动,而 CURD 组则表现为激惹

好动。 研究人员首先是在造模中发现了行为学

的差异,从而进一步设想除了行为学以外,不同

应激干预下的干眼表型是否会有差异或规律可

循。 尽管两种造模方式均能导致干眼,但 CUMR
组干眼表现出更严重的泪液分泌损伤,对泪液分

泌的主要结构泪腺和结膜进行病理观察,发现

CUMR 组泪腺空泡化及结膜杯状细胞数量的减少

更加明显。 因此除了行为学表现不同,两种应激

模式可能也会导致不同程度的干眼和靶器官结

构差异[12-13,21-22] 。
从中医理论观之, 抑郁症属情志病范畴。

《素问·灵兰秘典论》言:“肝者,将军之官,谋虑

出焉” [23] 。 即肝为情志之枢,主疏泄,调气机;肝
气郁结,则情志抑郁。 《灵枢·脉度》又云:“肝气

通于目,肝和则目能辨五色矣” [23] 。 肝开窍于目,
在液为泪,故抑郁相关性干眼的中医本质为肝郁

目躁。 那么能否将本研究中的两种郁证相关干

眼模型和具体的中医证型相对应呢?
当前动物模型中医证候评价方法包括宏观

辩证、客观指标、以方测证 3 种核心方法[24] ,本研

究采用宏观辨证法进行观察。 CUMR 大鼠中医宏

观体征表现为精神萎靡、毛发脏乱、粗糙蓬松、自
主活动减少、运动迟滞等表现。 正如《医宗金鉴》
所云:“郁则气滞,气滞则血凝,神为之消” [25] 。
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国内多项动物实验表明,糖水偏好率降低、旷场

总距离及中央区探索行为下降等行为学表现与

中医肝郁气滞证的肝失疏泻, 气机不畅相吻

合[26-29] 。 《金匮要略》 有云:“见肝之病,知肝传

脾” [30] 。 此理论在动物模型研究中得到印证,薛
茜尹等[28]发现 CUMS 模型小鼠存在从肝郁气滞

向肝郁脾虚的证候动态转化。 这为解释本研究

中 CUMR 大鼠出现的食欲减退、体质量下降、大
便溏泄等继发症状提供了理论依据。 从中医病

机角度分析,《证治准绳》 指出:“脾虚则津液不

升,目无所养而干涩” [31] 。 《医宗金鉴》又言:“肝

郁脾伤,化源不足,目睛失养则干涩” [25] 。 综合上

述宏观体征、行为学表现、继发症状及经典理论

分析,本研究推测 CUMR 干眼模型应为肝郁脾虚

型干眼。 CURD 模型诱导的宏观体征与 CUMR 模

型存在本质差异:表现为精神亢奋、毛发枯槁、易
激惹性增高、活动增多、耳廓潮红、粪便呈粟粒状

等。 正如《西溪书屋夜话录》所云:“肝火燔灼,游
行于三焦,一身上下内外皆能为病[32] 。 如目红颧

赤,痉厥狂躁,淋秘疮疡,善饥烦渴,呕吐不寐,上
下血溢皆是[32] ”。 研究发现,肝经郁热型干眼小

鼠会表现出体质量下降以及旷场实验水平垂直

得分升高等,这与本研究 CURD 大鼠的体质量变

化及行为学表现相一致。 综合分析表明 CURD
干眼模型可能归属于肝郁化火、 肝经郁热型

干眼[33-34] 。
尽管 CUMR 与 CURD 均能成功构建干眼模

型,但两组在行为学、表观体征都存在显著差别,
且对应的中医证候也不同。 这种差异产生的内

在机制是什么? 齐景馨等[35] 采用代谢组学技术

分析慢性萎缩性胃炎肝郁脾虚证大鼠,发现血清

差异代谢物主要富集于癌症的中心碳代谢以及

蛋白质的消化与吸收等代谢途径。 洪银洁等[36]

对肝郁脾虚型慢性萎缩性胃炎大鼠大脑皮质、下
丘脑和胃多个组织进行了代谢组检测,结果揭示

柴芍六君汤可能通过纠正氨基酸代谢紊乱从而

发挥对模型大鼠的中枢调节作用。 还有一项临

床研究对肝经郁热型干眼患者的泪液进行代谢

组分析发现其主要差异代谢产物包括有机酸及

其衍生物,脂类及类脂类分子并表现为缬氨酸、
亮氨酸和异亮氨酸合成途径的抑制[37] 。 本研究

结果显示 CUMR 组与 CURD 组差异代谢物主要

为氨基酸及其小肽类、磷脂及其衍生物、中心碳

与能量代谢物。 其中 CURD 组与 CUMR 组相比,
表现为色氨酸、磷脂及其衍生物、柠檬酸显著上

调,缬氨酸相关代谢产物明显下降。 这些差异代

谢物涉及的通路主要有氨基酸生物合成、苯丙氨

酸 / 酪氨酸 / 色氨酸生物合成、色氨酸代谢、蛋白

质消化吸收、甘油磷脂代谢、癌症中的胆碱代谢、
癌症中的中心碳代谢、2-氧羧酸代谢等。 代谢组

学的改变可能是两种应激模型差异的本质原因。
色氨酸是人体的一种必需氨基酸,也是神经

递质 5-HT 的唯一前体[38] 。 5-HT 是抑郁发病的

主要机制之一,也是抗抑郁药 5-HT 再摄取抑制

剂( selective
 

serotonin
 

reuptake
 

inhibitor,SSRIs)作

用的靶点[39-40] 。 本研究 CUMR 组与 CURD 组相

比,大鼠血清中 5-HT 水平显著降低,与代谢组学

结果一致,即 CUMR 组 L-色氨酸(人体中色氨酸

最主要的存在形式)显著下调,而同时 cortisol 水
平则显著升高。 长期慢性应激会导致 cortisol 水

平升高,升高的 cortisol 通过结合糖皮质激素受

体,可以直接激活吲哚胺 2,3-双加氧酶和色氨酸

2,3-双加氧酶的转录,促进色氨酸向犬尿氨酸代

谢途径偏移,从而造成色氨酸耗竭[28,41] 。 说明不

同应激状态可能影响体内激素和神经递质代谢,
造成不同行为学和证候表现,同时影响干眼表型。

国外学者研究发现双相情感障碍与线粒体

功能障碍相关[42] 。 而线粒体功能障碍,能量缺陷

会导致干眼发生[43-44] 。 柠檬酸是三羧酸循环的

起始底物,其浓度动态反映线粒体功能状态,其
代谢通量直接决定 ATP 的生成效率[45-46] 。 本研

究结果揭示 CURD 组存在柠檬酸堆积的情况。
而柠檬酸堆积可以直接抑制线粒体三羧酸循环

中的关键酶(如异柠檬酸脱氢酶)的产生,导致线

粒体代谢效率下降、进而削弱电子传递链活性并

降低 ATP 合成能力[47-48] 。 因而线粒体功能障碍

可能是 CURD 组干眼产生的原因。
值得注意的是本研究结膜、角膜、泪腺的病

理切片并没有发现明显的炎症细胞浸润,且角膜

组织的 ELISA 检测也没有发现炎症因子的显著

上调。
综上,本研究认为两种不同的应激造模会影

响大鼠代谢,从而导致不同的中医证候和干眼表

型。 CUMR 组大鼠表现为“肝郁脾虚型”干眼,其
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病理进程可能与色氨酸代谢有关;而 CURD 组大

鼠表现为“肝经郁热型”干眼,其生物学基础可能

涉及三羟酸循环受阻以及线粒体功能障碍。 本

研究对于郁证相关干眼的中医证型研究有一定

启发作用,但仍存在一定局限性,比如模型和中

医证候的对应主要通过体征观察,后续将加入与

证型相对应的中药,进行方药验证。 接下来将在

本研究代谢组学的基础上,着眼具体的分子信号

通路,进行更加深入的机制探讨。
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