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　 　 【摘要】 　 目的　 采用临床分离的茄病镰刀菌感染树鼩角膜，建立茄病镰刀菌性角膜炎树鼩模型。 方法　 茄

病镰刀菌接种到沙保氏培养基，２６℃培养箱培养 ７ ｄ，收集真菌混悬液，血细胞计数板调整孢子数量为 １ × １０１０ＣＦＵ ／
ｍＬ。 清洁级树鼩 ４０ 只随机分为实验组（ｎ ＝ ３０）、对照组（ｎ ＝ １０）。 实验组用胰岛素针头（２９ Ｇ）将真菌孢子混悬液

５０ μＬ 注入角膜基中央，对照组注入生理盐水 ５０ μＬ。 通过前段照相、共聚焦显微镜检查、病理组织学变化、感染角

膜组织培养对模型进行评价。 结果　 真菌浸润范围、角膜上皮细胞和内皮细胞水肿程度、菌丝数量均与时间呈正

相关；炎性细胞浸润数量造模后第 ７ 天达到高峰，以中性粒细胞为主；实验各时间点均可见菌丝平行于基质纤维生

长；感染后角膜组织培养可见茄病镰刀菌生长；造模成功率为 ８６％ 。 结论　 采用基质注射茄病镰刀菌孢子的方法

首次成功建立茄病镰刀菌性角膜炎树鼩模型。
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　 　 真菌性角膜炎是我国主要致盲性眼病之一，植
物外伤是主要诱因，近年来，随着抗生素和皮质类固

醇激素的广泛使用及佩戴角膜接触镜的广泛流行，
真菌性角膜炎发病率呈逐年增高的趋势［１ － ３］。 我国

真菌性角膜炎的主要致病菌为镰刀菌属（２８％ ～
６５％ ）和曲霉菌属（１１％ ～ ４９％ ） ［４］。 局部抗真菌药

物少、渗透性差、而全身的抗真菌药副作用大、使得

真菌性角膜炎的治疗非常棘手。 由于缺乏理想的模

拟人角膜真菌感染的动物模型阻碍了真菌性角膜炎

基础研究的发展，常见的真菌性角膜炎造模动物为

小鼠、大鼠、兔等。 其中，以小鼠造模的实验研究最

多，小鼠与人类亲缘关系近，但是角膜太小，不易于

观察和分子实验操作；兔角膜大易于造模取材，但与

人类亲缘关系远，均不是最理想的角膜炎造模动物。
树鼩（ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ）角膜大小适中，而且与啮齿类相

比，与人类亲缘关系更近。 因此，本研究以树鼩构建

发病率最高的茄病镰刀菌性角膜炎。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

４ ～ ６ 月龄清洁级树鼩 ４０ 只，体重（１３０ ± １０）ｇ，
雌雄不限。 由中国医学科学院医学生物学研究所提

供【ＳＣＸＫ（滇）２０１３ － ０００１】，操作地点：中国医学科

学院医学生物学研究所实验室【ＳＣＸＫ（滇）２０１３ －
０００６】。 实验方案获得昆明医科大学伦理委员会通

过（２０１４⁃Ｙ０２）。
１􀆰 １􀆰 ２　 茄病镰刀菌

茄病镰刀菌及培养基菌种购于美国 ＡＴＣＣ 公司

（ＡＴＣＣ３６０３１），分离自患者；沙保氏葡萄糖琼脂培

养基（梅里埃）。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要仪器

海德堡视网膜激光断层扫描系统Ⅱ代（德国），
前段照相仪（日本拓普康）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 真菌孢子制备方法　
将茄病镰刀菌接种到沙保氏培养基中，置于

２６℃培养箱 ７ ｄ，生物安全柜内，０􀆰 １％ ＮＳ １０ ｍＬ 反

复冲洗培养皿菌丝表面，收集真菌混悬液，无菌脱脂

纱 ８ 层过滤菌丝，血细胞计数板调整孢子数量为 １
× １０１０ＣＦＵ ／ ｍＬ（ＣＦＵ， ｃｏｌｏｎｙ⁃ｆｏｒｍｉｎｇ ｕｎｉｔ）。
１􀆰 ２􀆰 ２　 造模

将 ４０ 只树鼩分为实验组 ３０ 只，对照组 １０ 只

（均取右眼为实验眼）。 １００ ｍｇ ／ ｋｇ 盐酸氯胺酮肌肉

注射麻醉后，碘伏消毒术眼 ３ 遍，盐酸奥布卡因眼液

表面麻醉，聚维酮碘 １ ｍＬ 冲洗术眼结膜囊，实验组

用胰岛素针头从角膜缘进针致角膜基质中央，深度

约 １ ／ ２ 处注入孢子混悬液 ５０ μＬ （１ × １０１０ ＣＦＵ ／
ｍＬ）；对照组注入 ０􀆰 １％ ＮＳ ５０ μＬ。
１􀆰 ２􀆰 ３　 角膜组织培养

模型建立后第 １４ 天，无菌刀片刮取角膜溃疡周

边组织接种到沙保氏培养基中，置于 ２６℃培养箱 １４
ｄ，观察是否有真菌生长，长出真菌后菌丝涂片，１％
亚甲基蓝染色镜下观察菌丝及孢子形态。
１􀆰 ２􀆰 ４　 指标观察

实验组及对照组术后第 ３ 天、７ 天、１４ 天行前段

照相，观察真菌性角膜炎形态变化；活体共聚焦显微

镜检查及病理切片观察菌丝生长、周围组织炎性细

胞浸润情况。 模型建立后 １４ ｄ 角膜病灶周边取材

培养明确病原体。 造模 １４ ｄ 统计模型成功率。

２　 结果

２􀆰 １　 前段照相

裂隙灯下观察：造模后第 ３ 天，实验组角膜中央

见高密度白色浸润改变，大小约 １ ｍｍ × １􀆰 ５ ｍｍ，浸
润灶边缘毛躁，病灶周围角膜轻度水肿，周边角膜透

明（图 １Ａ）；对照组角膜中央轻度浑浊，未见高密度

病灶改变（图 １Ｄ）。 造模后第 ７ 天：实验组角膜浸润

范围扩大，病灶周围角膜水肿，虹膜纹理欠清（图
１Ｂ）；对照组角膜完全透明，注射生理盐水完全排出

基质（图 １Ｅ）。 造模后第 １４ 天：实验组角膜病灶密

度增高，病灶周围见大量毛刺样浸润，可见卫星病

灶，瞳孔看不清（图 １Ｃ）；对照组：角膜透明，未见任

何改变（图 １Ｆ）。
２􀆰 ２　 活体共聚焦显微镜检查

２􀆰 ２􀆰 １　 角膜上皮细胞

造模后第 ３ 天，实验组角膜上皮细胞呈多边形，
部分细胞边界不清（图 ２Ａ１）；第 ７ 天，部分角膜上皮

细胞体积变大、边界模糊（图 ２Ａ２）；第 １４ 天病灶区

角膜上皮细胞体积均变大，呈不规则形状，部分细胞

边界模糊（图 ２Ａ３）。 对照组角膜上皮呈多边形，大
小一致，边界清晰（图 ２Ａ４）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 角膜基质

造模后第 ３ 天、７ 天、１４ 天，均见基质内细长菌

丝杂乱生长，呈高反光，可见菌丝间隔。 第 ３ 天时菌

丝密度小，第 １４ 天菌丝密度最高（图 ２Ｂ１⁃Ｂ３）。 对

１２４
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照组角膜基质内见基质细胞，核呈圆形高反光，胞体

反光弱，呈网状相互连接（Ｂ４）。
角膜内皮：造模后第 ３ 天，实验组角膜内皮细胞

稍水肿，呈多边形，边界清晰（图 ２Ｃ１）；第 ７ 天，角膜

内皮细胞水肿加重呈类圆形，高反光，细胞间连接疏

松（图 ２Ｃ２）；第 １４ 天，角膜高度水肿，边界消失，形态

看不清（图 ２Ｃ３）。 对照组第 ３ 天，角膜内皮细胞规则

５ ～７ 变形，大小一致，边界清楚、呈低反光（图 ２Ｃ４）。

图 １　 两组眼前段照相对比图

Ｆｉｇ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｓｅｇｍｅｎｔ ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ

图 ２　 活体共聚焦显微镜观察两组角膜各层组织变化

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｉｎ ｖｉｖｏ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

２􀆰 ３　 病理组织学

实验组第 ３ 天、７ 天、１４ 天均可见角膜组织炎性

细胞浸润，其中第 ７ 天时炎性细胞数量最多、以中性

粒细胞为主，第 １４ 天可见分叶状的中性粒细胞及单

核细胞；角膜水肿增厚，可见菌丝平行于基质纤维生

长，接近角膜内皮面 （图 ２Ａ⁃Ｃ，红色箭头指向菌

２２４
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丝）；对照组角膜无水肿，基质层见基质细胞规则排

列，未见炎性细胞浸润（图 ２Ｄ）。
２􀆰 ４　 角膜组织培养

造模第 １４ 天，角膜组织取材培养第 ５ 天，见白

色菌落生长，菌落表面见菌丝呈毛刷样生长 （图

２Ａ）；涂片染色（１％亚甲基蓝）后镜下观察见真菌菌

丝及镰刀状分生孢子（图 ２Ｂ）。

图 ３　 各时间点角膜病理组织学变化

Ｆｉｇ． ３　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ⁃ｐｏｉｎｔｓ

图 ４　 实验组角膜组织培养及涂片查菌丝

Ｆｉｇ． ４　 Ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ａ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｃｏｒｎｅａｌ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ａ ｓｍｅａｒ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｆｕｎｇａｌ ｈｙｐｈａｅ

２􀆰 ５　 模型成功率

实验组 ３０ 只树鼩，３０ 只眼，观察期满 １４ ｄ 时，
２６ 眼出现镰刀菌感染病灶表现，造模成功率为

８６％ 。

３　 讨论

树鼩隶属攀鼩目，广泛分布于东南亚、南亚和中

国南部等地区。 由于其独特的特点，如体型小、脑⁃
体重比例高、生殖周期短、寿命短和饲养成本低等，
在生物医学研究中被认为是可望替代灵长类动物的

新型实验动物［５］。 树鼩在生理解剖、神经发育、肝
炎病毒感染特性及心理应激模式等方面与灵长类，
甚至与人类高度相似［６］。 昆明动物所近期将树鼩

和啮齿类的蛋白质序列与人的同源基因进行一对一

比较时，发现人与树鼩之间较人与啮齿类之间拥有

更高的蛋白质相似度，进一步说明树鼩与灵长类亲

缘关系更近［６］。 同时研究发现树鼩与灵长类在一

些重要的神经系统和免疫系统信号通路中拥有高度

的同源性［７］。 近几年，国内外以树鼩构建各种疾病

模型进行研究的报道逐年增多，主要应用于近视、肝
炎、脑功能及神经退行性疾病、病毒性脑炎、心理应

激、糖尿病、肺癌等疾病的基础研究［８ － １４］，其中树鼩

近视动物模型的构建已被国际公认。 树鼩角膜直径

约 ８ ～ ９ ｍｍ，横径 ７ ～ ８ ｍｍ，分为 ５ 层，角膜各层结

构与人类比较接近［１５］，是角膜疾病理想的造模动

物。 至今，未见以树鼩为实验动物构建真菌性角膜

炎的相关研究报道，因此，本实验采用树鼩作为实验

动物构建茄病镰刀菌角膜炎模型。
裂隙灯前段照相显示，实验组造模后第 ３ ～ １４

天病情逐渐加重，真菌浸润范围扩大，菌丝向周围组

织侵犯形成的毛刺状改变增多，角膜浑浊水肿加重，
观察期内未见角膜穿孔病例。 与小鼠构建镰刀菌性

角膜炎模型相比，树鼩的病情发展较为迟缓，研究者

以 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠［１６、１７］ 和 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠［１８、１９］ 接种镰

刀菌孢子后，１ ～ ３ ｄ 即可出现严重角膜浸润改变，４
～ ６ ｄ 即可出现角膜溶解穿孔。 这一现象可能与

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠容易诱发免疫耐受、ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠免

疫缺陷有关，导致真菌感染时机体防御能力降低，利

３２４



中国实验动物学报 ２０１７ 年 ８ 月第 ２５ 卷第 ４ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ａｕｇｕｓｔ ２０１７，Ｖｏｌ． ２５􀆰 Ｎｏ． ４

于真菌生长。 病理组织学观察发现，树鼩造膜第 ３
天见中性粒细胞浸润、第 ７ 天聚集最多、说明树鼩镰

刀菌性角膜炎急性炎症高峰期在第 ７ 天；第 １４ 天可

见中性粒细胞及单核细胞，单核细胞的出现代表炎

症开始进入慢性期，机体启动固有免疫；造膜 ３ 个时

间点均可见菌丝平行于基质纤维生长； Ｃｈａｎｄｒａ
等［１７］ 研究发现炎性细胞浸润高峰出现在造膜后 ２
ｄ，本实验中炎症细胞浸润高峰在第 ７ 天，较 Ｃｈａｎｄｒａ
等研究中小鼠模型明显延迟，可能系不同物种之间

存在差异导致，但具体原因还需进一步研究。 共聚

焦显微镜（ｉｎ ｖｉｖｏ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＩＶＣＭ）使活体

观察眼表组织及细胞结构的生理及病理变化成为可

能，可以直接观察活体角膜中增殖的体积达微米及

以上的微生物，目前 ＩＶＣＭ 已被广泛应用于感染性

角膜炎的诊断。 本实验造膜后第 ３ 天可观察到菌丝

生长，此时菌丝密度低，第 １４ 天，菌丝密度最高、角
膜上皮及内皮水肿最重，树鼩真菌性角膜炎病情随

时间延长存在加重的趋势，在 ＩＶＣＭ 检查中表现为

菌丝数量的增多、角膜上皮细胞和内皮细胞水肿、细
胞间隙增宽。 感染角膜组织培养是目前诊断真菌性

角膜炎的金标准，本实验造模后第 １４ 天取角膜溃疡

周边组织培养第 ５ 天，发现白色菌落生长，菌落涂片

镜下观察可见典型镰刀型分生孢子，可确定树鼩模

型系镰刀菌感染所致。 ３０ 只树鼩接种镰刀菌孢子

第 １４ 天，共有 ２６ 只成功感染镰刀菌，成功率为

８６％ 。
本实验不足之处：首先，实验树鼩数量太少，不

能更好的了解树鼩发病的特点及接种成功率。 其

次，造模采用的是基质注射法，不能模拟真实患者感

染真菌性角膜炎的发病过程，限制了分子机制的研

究。 最后，本实验观察期太短，不能观察整个病程的

发展过程。 在后续实验中将改进以上不足。
综上，本研究结果显示，树鼩可成功构建镰刀菌

性角膜炎动物模型。 与非人灵长类动物相比，树鼩

来源广泛、价格低廉、角膜结构大小与人类相近，可
预测树鼩在角膜感染疾病相关研究中具有良好的应

用前景。
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