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维生素B12滴眼液对干眼症小鼠角膜MMP-9
与TNF-α表达的影响

董 慧，郑华成，王韦婷，赵海霞

（内蒙古医科大学附属医院眼视光中心，呼和浩特 010050）
摘要 目的　本研究通过人工模拟的干燥环境（空气湿度<30%）联合皮下注射氢溴酸东莨菪碱诱导混合型干眼症（DED）小鼠

模型，并探究维生素 B12滴眼液如何调控 DED 小鼠角膜基质金属蛋白酶 9（MMP-9）和肿瘤坏死因子 α（TNF-α）的表达水平。方

法　C57BL/6 雌鼠 50 只，10 只小鼠为 A 组（空白组），其余 40 只小鼠采用干燥环境（空气湿度<30%）联合皮下注射氢溴酸东莨

菪碱诱导 DED 小鼠模型，分别对所有小鼠进行基础泪液分泌实验（SIT）、泪膜破裂时间（TBUT）和角膜荧光素染色评分（CFS）
检测，最终选择符合造模标准的小鼠入组，并随机分为 B 组（模型组）、C 组（PBS 组）、D 组（维生素 B12 组），药物处理第 0、7、14、

21 天对各组小鼠进行 TBUT、SIT、CFS 及角膜炎症程度的评估，从宏观角度分析维生素 B12滴眼液治疗 DED 的疗效。药物处理

21 d 后，采用颈椎脱臼法处死所有小鼠并取角膜组织，进行 HE 染色观察各组小鼠角膜组织的形态学变化，ELISA 法和免疫组

织化学染色检测各组小鼠角膜组织中 MMP-9 及 TNF-α的表达水平。结果　干燥环境（空气湿度<30%）联合皮下注射氢溴酸东

莨菪碱诱导 DED 小鼠的 DED 相关指标的变化：SIT 显著减少、TBUT 显著缩短、角膜荧光素点染增加及 CFS 均显著升高（P<
0. 05），表明 DED 模型成功建立，共 30 只 DED 小鼠入组。DED 模型建立成功且未进行药物干预时，B 组、C 组、D 组之间 TBUT、

SIT、角膜荧光素点染情况及 CFS 差异均无统计学意义；B 组、C 组、D 组分别与 A 组比较，SIT 减少、TBUT 缩短、角膜荧光素点染

明显和 CFS 均增加，且各项指标的差异均有统计学意义（P<0. 05）。药物干预后，D 组（维生素 B12组）各项指标分别与 B 组、C 组

比较：SIT 明显增加、TBUT 显著延长、角膜荧光素点染减少，角膜较前清亮，荧光素点染减少，CFS 降低，且差异均有统计学意义

（P<0. 05）。ELISA 和免疫组织化学染色结果均显示，与 A 组相比，B 组和 C 组角膜组织中 MMP-9 和 TNF-α的表达量均显著升

高（P<0. 05）；D 组角膜组织中 MMP-9 和 TNF-α的表达量较 B 组和 C 组均有所下降，但仍较 A 组高（P<0. 05）。结论　MMP-9 及

TNF-α两种炎症因子均参与 DED 的发生发展。维生素 B12 滴眼液可能通过促进角膜上皮修复改善眼表不适症状。维生素 B12
滴眼液可能通过降低小鼠角膜组织中 MMP-9 及 TNF-α的表达，增加泪液分泌量，延长泪膜破裂时间，减少角膜荧光素点染，减

轻角膜炎症反应，从而达到治疗 DED 的目的。
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干眼症（dye eye disease， DED）是指由各种原因

导致的泪液质或量异常、泪膜稳定性下降的慢性眼

表炎性疾病。两版国际干眼指南［1–2］均将 DED 分为

3 种类型：泪液分泌减少型、蒸发过强型和混合型。

混合型 DED 是临床上最常见的 DED，因此，本研究

预计采取风扇模拟干燥环境联合皮下注射氢溴酸

东莨菪碱来诱导混合型 DED 模型。

维生素 B12 在 DED 治疗中的潜在作用近年来受

到关注。有报道［3］称，维生素 B12 滴眼液可能通过增

加睫状肌血流量来增加睫状肌的调节灵敏度，增加

泪液分泌量，进而缓解视疲劳患者的干眼症状。

Yang et al［4］提到维生素 B12 雾化治疗 DED 时，在改

善症状和体征方面有显著效果，尤其是在提高泪膜

破裂时间和角膜上皮修复方面表现出相对较强的

作用，证实了维生素 B12 在 DED 相关角膜上皮损伤

修复中的作用。近年来，大量动物实验及临床研

究［5–6］认为 DED 是以眼表产生炎症介质和趋化因子

为特征的眼表疾病，炎症反应是 DED 发病的最主要

机制。其中，基质金属蛋白酶 9（ matrix metallopro⁃
teinase-9， MMP-9 ）和肿瘤坏死因子 α （ tumor necro⁃

2025 - 12 - 08 接收

基金项目：国家自然科学基金项目（编号：81460090）；内蒙古自治区

卫生健康委医疗卫生科技计划项目（编号：202201332）；内

蒙古自治区自然科学基金项目（编号：2023LHMS08005）；

内蒙古医科大学高等教育教学改革研究与实践项目（编

号：NYJXGGSJ2024008）
作者简介：董  慧，女，硕士研究生；

赵海霞，女，博士，教授，博士生导师，通信作者，E-mail： 
nmghhzhx@163. com

··424网络首发时间：2026-02-11 09:02:07       网络首发地址：https://link.cnki.net/urlid/34.1065.R.20260210.1659.013



安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2026 Mar；61（3）

sis factor-α， TNF-α ） and 与 DED 的发病过程密切相

关。因此，本研究欲探索维生素 B12 滴眼液对 DED
小鼠角膜 MMP-9 和 TNF-α表达的影响。

1　材料与方法

1. 1　实验动物的筛选和饲养条件　雌性 C57BL/6
小鼠 50 只，6～8 周龄，体质量 18～22 g。研究期间，

所有实验动物饲养于恒温环境中（室温 22～25 ℃），

12 h 明暗交替（AM 8：00—PM 8：00）。本研究经内

蒙古医科大学附属医院医学伦理委员会批准（伦理

批准号：YJS2025053），本研究所涉及的所有实验方

法及处理均遵循《赫尔辛基宣言》。

1. 2　主要实验试剂及仪器　东莨菪碱氢溴酸盐购

自上海麦克林生化科技股份有限公司，维生素 B12滴

眼液购自日本参天制药有限公司，泪液检测酚红棉

线、荧光素钠眼科检测试纸购自天津景明技术开发

有限公司，兔抗鼠 MMP-9 多克隆抗体、兔抗鼠 TNF-

α多克隆抗体购自武汉博士德生物工程有限公司，

小鼠 MMP-9 和 TNF-α ELISA 试剂盒购自武汉菲恩

生物科技有限公司；眼科显微手术器械购自上海生

物科技有限公司，裂隙检查仪 011356 购自日本拓普

康（TOPCON）公司，显微镜玻片扫描仪 LV1、组织包

埋机购自德国徕卡公司，半自动石蜡切片机 S700 购

自深圳瑞沃德生命科技有限公司。

1. 3　实验方法　

1. 3. 1　 诱 导 DED 动 物 模 型　 50 只 健 康 雌 性

C57BL/6J 小鼠，于恒温环境、12 h 明暗交替的环境中

适应性饲养 1 周后，随机选取 40 只采用人工模拟的

干燥环境（空气湿度<30%）联合皮下注射氢溴酸东

莨菪碱（0. 5 mg/mL，剂量为 0. 5 mL，TID，持续 3 周），

诱导混合型 DED 模型；其余 10 只作为空白组（A 组，

n=10）置于正常湿度房间中正常饲养即可。造模

后，测得所有小鼠的基础泪液分泌实验（schirmer Ⅰ 
test， SIT）、泪膜破裂时间（tear break up time， TBUT）

和角膜荧光素染色评分（corneal fluorescence stain⁃
ing score，CFS），筛选造模成功的小鼠入组，入组标

准为 TBUT<（2. 5±0. 5）s、CFS≥12［7–8］。

1. 3. 2　实验动物分组　造模后，根据上述入组标

准选取 30 只 DED 小鼠模型入组，随机分为 3 组，分

别为 B 组（模型组，n=10）、C 组（PBS 组，n=10）、D 组

（VitB12 组，n=10）。A、B 组正常喂养，不给予任何处

置； C、D 组分别用 PBS 和维生素 B12 滴眼液滴眼治

疗，治疗 21 d 后处死各组小鼠，取角膜组织进行 HE

染色初步评估各组小鼠角膜组织形态学差异，采用

ELISA 和免疫组织化学染色法检测各组小鼠角膜组

织中 MMP-9 及 TNF-α的表达水平。

1. 3. 3　SIT 实验　由于小鼠配合欠佳，故测量前采

取腹腔注射 4% 水合氯醛（0. 1 mL/10 g）麻醉小鼠；

由于小鼠结膜囊容量较小，故采用酚红棉线检测泪

液分泌量。左手轻轻拉开小鼠下睑，右手用显微镊

夹取一根酚红棉线，放置于下睑中外 1/3 结膜囊内，

随后手动闭合小鼠眼睑，计时 15 s，取出酚红棉线，

用游标卡尺测量酚红棉线由黄色变为红色部分的

长度即为泪液分泌量，单位为毫米（mm），测量 3 次，

取平均值记录。

1. 3. 4　TBUT　继上述步骤后，确保小鼠仍处于麻

醉状态，右手持荧光素钠眼科检查试纸蘸取少量生

理盐水，左手轻轻拉开小鼠下睑，将荧光素染色液

滴入结膜囊内，手动使小鼠瞬目数次，荧光素染液

在角膜上分布均匀后，将小鼠置于裂隙灯显微镜，

先保持小鼠眼睑闭合，随后手动扒开眼睑，此刻计

时，观察角膜上出现第一个黑斑的时间，即为泪膜

破裂时间，单位为秒（s），测量 3 次，取平均值记录。

1. 3. 5　CFS　继上述步骤后，确保小鼠仍处于麻醉

状态，在裂隙灯显微镜下用钴蓝光观察小鼠角膜荧

光素点染情况，拍照记录并评分，每次由同一人评

分。参考 Pauly et al［9］的评分方法，将角膜平均分为

4 个象限，每个象限分 5 个等级，计分范围 0~4 分，4
个象限共计 16 分，评分标准如下表（表 1）。

1. 3. 6　制作石蜡切片并进行 HE 染色　4% 多聚甲

醛固定眼球；将样本置于浓度递增的酒精脱水；清

洗后包埋浸蜡；展片、烤片，置于干燥玻片盒内保

存，备用。二甲苯脱蜡，各级浓度酒精（高→低）；

PBS 返蓝；伊红染色，各级浓度酒精（低→高），二甲

苯透明，晾干后用中性树胶封片。

1. 3. 7　免疫组织化学染色　脱蜡水化；3% 过氧化

氢溶液灭活内源性酶；抗原修复；滴加 5%BSA 封闭

液，将切片放置于湿盒中，再将湿盒放于 37 ℃水浴

表1　角膜荧光素染色评分标准

Tab. 1　Grading criteria of corneal fluorescein staining

CFS score
0
1
2
3
4

Corneal staining
Clear， no staining
Minor staining， fewer than 30 lesions
The number of staining dots exceeds 30， but they do not 
form a continuous pattern
Diffuse staining， no patchy staining
Patchy staining
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锅中 20 min 进行封闭；一抗孵育；二抗孵育；滴加

DAB 显色剂；苏木精染色；1% 盐酸酒精分化；脱水；

中性树胶封片。

1. 3. 8　ELISA 实验　给予药物治疗 21 d 后处死各

组小鼠并取下角膜，每组 10 个，放入含 500 μL PBS 
的 EP 管中，4 ℃，1 000 r/min 离心 10 min 取上清液。

分别设标准品孔、待测样本孔。

加样；洗板；加生物素-抗体标记工作液；洗板；

加 HRP-链霉素亲和素洗板；加 3，3′，5，5′-四甲基联

苯胺（ tetramethylbenzidine，TMB ）显色底物；当标准

孔中呈现较明显的蓝色梯度时，即可加反应终止液

终止反应，向每孔加入 50 μL 反应终止液，颜色将由

蓝色立即变为黄色；测量吸光度 A 值

1. 4　统计学处理　采用 ImageJ 图像分析软件分析

免疫组织化学染色图片。采用 GraphPad Prism 9. 5
软件对数据进行分析，符合正态分布的数据以平均

值±标准差（x̄±s）表示。多组间比较采用单因素方差

分析，若满足方差齐则采用 Turkey 事后检验进行组

间 多 重 比 较 ；若 方 差 不 齐 采 用 Brown-Forsythe 和

Welch ANOVA 检验进行矫正，多组间两两比较采用

Dunnett t 检验进行显著性分析。采用双因素方差分

析比较各组间在不同时间点的差异。在本研究中，

以 α=0. 05 为检验水准，P<0. 05 表示差异有统计学

意义。

2　结果

2. 1　干燥环境联合氢溴酸东莨菪碱诱导DED小鼠

模型的效果及评价　与 A 组相比，B 组、C 组、D 组

SIT 和 TBUT 均缩短，CFS 增加，以上各项指标的差异

均有统计学意义（P<0. 05）；B 组、C 组、D 组之间上述

各项指标的差异均无统计学意义（P>0. 05）（表 2）。

A 组角膜清亮，未见分泌物及角膜荧光素着色，

B 组、C 组、D 组角膜荧光素均可见明显着色，有少许

分泌物（图 1）。

2. 2　DED相关指标的变化分析　

2. 2. 1　SIT实验　不同时间点组内比较：D 组 SIT 逐

渐增加，组内不同时间点比较，除处理第 7 天与第 0
天无差别外，各时间点较 B 组和 C 组增加，但尚未超

过 A 组，且差异均有统计学意义（P<0. 05）；B 组 SIT
除处理第 21 天与第 0 天有差异外，其他时间点两两

比较差异均无统计学意义（P>0. 05）；A 组和 C 组 SIT
各时间点组内相比，差异均无统计学意义（P>0. 05）

（表 3 和图 2）。

同一时间点组间比较：治疗前，B 组、C 组、D 组

之间 SIT 差异无统计学意义（P>0. 05）；与 A 组相比，

B 组、C 组、D 组各时间点 SIT 均减少（P<0. 05）；随着

治疗时间的延长，D 组 SIT 除治疗第 7 天与 C 组差异

无统计学意义外，其余各时间点与其他 3 组差异均

有统计学意义（P<0. 05）。

2. 2. 2　泪膜破裂时间（TBUT）　不同时间点组内比

较：A 组组内比较除第 21 天较第 0 天明显缩短外，其

余 各 时 间 点 组 内 比 较 差 异 均 无 统 计 学 意 义（P>
0. 05）； D 组随着治疗时间的延长，TBUT 逐渐延长

（P<0. 05）；B 组和 C 组内各时间点比较，TBUT 变化

表2　诱导DED小鼠模型的效果及评价 （x̄±s）

Tab. 2　Efficacy and evaluation of induced dry eye syndrome 
mouse models （x̄±s）

Group
A
B
C
D
F value

SIT （mm）

8. 42±0. 43#&

2. 72±0. 37*

2. 65±0. 36*

2. 66±0. 20*

672. 0

TBUT （s）
5. 48±0. 22#&

2. 46±0. 32*

2. 40±0. 17*

2. 38±0. 21*

286. 3

CFS
0±0 #&

13. 70±0. 95*

13. 40±0. 84*

13. 10±1. 10*

637. 1
*P<0. 05 vs A group； #P<0. 05 vs B group； & P<0. 05 vs D group.

图1　造模后各组小鼠角膜荧光素染色

Fig.  1　Corneal fluorescein staining of mice in each group after molding

表3　各组小鼠不同时间点SIT  （mm，x̄±s）

Tab. 3　SIT of mice in each group at different 
time points （mm，x̄±s）

Group
A
B
C
D

0 d
8. 42±0. 43#&

2. 72±0. 37*

2. 65±0. 36*

2. 66±0. 20*

7 d
8. 45±0. 30#&

2. 55±0. 22*&

2. 69±0. 26*

2. 96±0. 32*#

14 d
8. 50±0. 29#&

2. 44±0. 23*&

2. 61±0. 26*&

5. 60±0. 35*#

21 d
8. 25±0. 39#&

2. 30±0. 22*&

2. 72±0. 49*#&

7. 32±0. 51*#

*P<0. 05 vs A group； #P<0. 05 vs B group； & P<0. 05 vs D group.
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不明显，差异无统计学意义（P>0. 05）（表 4 和图 3）。

同一时间点组间比较：治疗前，B 组、C 组、D 组

之间 TBUT 差异无统计学意义（P>0. 05）；B 组、C 组、

D 组各时间点分别与 A 组进行比较，TBUT 均明显缩

短，差异均有统计学意义（P<0. 05）；各时间点组间

比较时，D 组 TBUT 比相同时间点 B 组和 C 组均延

长 ，但 尚 未 超 过 A 组 ，且 差 异 均 有 统 计 学 意 义

（P<0. 05）。

2. 2. 3　角膜荧光素染色情况及其评分（CFS）　A
组小鼠结膜各时间点均无充血，角膜清亮，无分泌

物，角膜无荧光素着色； B 组和 C 组小鼠角膜各时间

点均有明显荧光素着色，但区别不明显；在未开始

治疗时，D 组与 A 组相比，角膜着色较明显，经过

21 d 维生素 B12滴眼液治疗后，角膜情况逐渐较前好

转 ，仅 角 膜 周 边 有 少 许 荧 光 素 着 色 ，角 膜 清

亮（图 4）。

不同时间点组内比较：随着维生素 B12滴眼液治

疗时间的延长，D 组 CFS 逐渐降低（P<0. 05）；A 组和

B 组各时间点组内比较时，差异无统计学意义（P>
0. 05）；C 组 CFS 除第 21 天与第 0 天差异有统计学意

义外，其他各时间点两两比较差异无统计学意义

（P>0. 05）（表 5 和图 5）。

同一时间点组间比较：治疗前，B 组、C 组、D 组

CFS 之间差异无统计学意义（P>0. 05），B 组、C 组、D
组 CFS 均较 A 组明显升高，且差异有统计学意义

（P<0. 05）；维生素 B12滴眼液治疗后，D 组 CFS 除第 7
天与 C 组差异无统计学意义外，其他各时间点与其

他 3 组差异均有统计学意义，明显较 B 组和 C 组降

低，但仍较 A 组高（P<0. 05）。

2. 3　角膜组织的形态学变化　A 组角膜上皮表面

较为光滑，细胞形态整齐，而 B 组和 C 组角膜上皮水

肿且细胞的厚度增加，表层上皮出现较大的不规则

细胞，角膜基质层中有较多的炎性细胞浸润。相比

之下，D 组角膜上皮细胞形态较为规整、光滑，角膜

组织学形态优于 B 组和 C 组，角膜上皮厚度及角膜

上皮形态与 A 组接近（图 6）。

2. 4　角膜组织中MMP-9和TNF-α的浓度变化　

2. 4. 1　ELISA 实验结果　治疗 21 d 后各组小鼠角

膜组织中 MMP-9 的浓度变化如下：D 组 MMP-9 的浓

度较 B 组和 C 组明显下降，但仍比 A 组高，差异有统

计学意义（P<0. 05）。B 组、C 组、D 组角膜组织中

MMP-9 浓度均较 A 组高（P<0. 05）；B 组和 C 两组角

膜 组 织 中 MMP-9 的 差 异 无 统 计 学 意 义（P>
0. 05）（图 7）。

治疗 21 d 后各组小鼠角膜组织中 TNF-α的浓度

变化如下：D 组 TNF-α的浓度较 B 组和 C 组下降，但

图2　各组小鼠不同时间点泪液分泌量

Fig.  2　SIT of mice in each group at different time points
  #P<0. 05， ###P<0. 001 vs D group.   

表4　各组小鼠不同时间点TBUT （s，x̄±s）

Tab. 4　TBUT of mice in each group at
different time points （s，x̄±s）

Group
A
B
C
D

0 d
5. 48±0. 22#&

2. 46±0. 32*

2. 40±0. 17*

2. 38±0. 21*

7 d
5. 15±0. 34*#&

2. 25±0. 24*&

2. 61±0. 42*#&

3. 18±0. 42*#

14 d
5. 10±0. 36#&

2. 28±0. 15*&

2. 44±0. 28*&

3. 66±0. 27*#

21 d
4. 95±0. 37#&

2. 13±0. 28*&

2. 38±0. 30*&

4. 57±0. 24*#

*P<0. 05 vs A group； #P<0. 05 vs B group； & P<0. 05 vs D group.

图3　各组小鼠不同时间点泪膜破裂时间

Fig.  3　TBUT of mice in each group at different time points
  #P<0. 05， ###P<0. 001 vs D group.   

表5　各组小鼠不同时间点CFS （x̄±s）

Tab. 5　CFS of mice in each group at different time points （x̄±s）

Group
A
B
C
D

0 d
0±0#&

13. 70±0. 95*

13. 40±0. 84*

13. 10±1. 10*

7 d
0±0#&

13. 20±1. 23*&

12. 70±1. 70*

11. 90±1. 52*#

14 d
0±0#&

13. 60±1. 08*&

12. 20±0. 92*#&

8. 50±1. 27*#

21 d
0±0#&

14. 00±1. 33*&

11. 70±1. 16*#&

5. 80±1. 03*#

*P<0. 05 vs A group； #P<0. 05 vs B group； & P<0. 05 vs D group.
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仍较 A 组高。差异均有统计学意义（P<0. 05）；B 组、

C 组、D 组角膜组织中 TNF-α 浓度均较 A 组高（P<
0. 05）；B 组和 C 两组角膜组织中 TNF-α的差异无统

计学意义（P>0. 05）。

2. 4. 2　免疫组织化学染色结果　免疫组织化学染

色可以对角膜组织中的 MMP-9 和 TNF-α的表达进

行初步定位、定量、定性评估，阳性产物染为棕黄

色（图 8）。

与 A 组相比，B 组、C 组、D 组角膜组织中 MMP-9
和 TNF-α的表达水平均显著增加（P<0. 05）；与 B 组

和 C 组相比，D 组 MMP-9 和 TNF-α的表达水平均显

著下降（P<0. 05）；B 组和 C 组之间相比，MMP-9 和

TNF- α 的 表 达 水 平 差 异 均 无 统 计 学 意 义（P>
0. 05）（图 9）。

3　讨论

在 DED 发病过程中，眼表炎症的恶性循环会加

重角膜上皮的损伤［10］，因此，及时阻断眼表炎症的

发生发展具有重要意义。MMP-9 是一种重要的蛋

白酶，参与干 DED 的发生发展。MMP-9 能够分解角

膜上皮细胞的膜蛋白，破坏角膜上皮的完整性，从

而影响角膜上皮屏障功能［11］。在 MMP-9 敲除的小

图4　各组小鼠不同时间点角膜荧光素染色

Fig.  4　Fluorescein staining of the cornea of mice in each group at different time points

图5　各组小鼠不同时间点角膜荧光素钠染色评分

Fig.  5　CFS of mice in each group at different time points
  #P<0. 05， ###P<0. 001 vs D group.   

图6　各组小鼠角膜组织HE染色     ×20
Fig.  6　Hematoxylin and eosin staining of corneal tissue of mice in each group     ×20
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鼠模型中，角膜上皮疾病的发生率显著降低，干眼

症 状 也 得 以 改 善［12］。 这 表 明 MMP-9 不 仅 参 与 了

DED 的病理过程，还可能通过促进细胞凋亡进一步

加剧眼表损伤；DED 患者眼表组织中 TNF-α水平显

著升高 ，且其水平与疾病严重程度呈正相关［13］。

TNF-α通过激活多种炎症通路，导致眼表上皮细胞

和免疫细胞的活化，进而引发局部炎症反应。这种

炎症反应不仅会破坏泪腺组织的正常功能，还会导

致泪液分泌减少和泪膜稳定性下降。

本 研 究 进 一 步 探 索 了 DED 模 型 中 MMP-9 和

TNF-α表达量的关系。在模型组角膜组织中，MMP-

9 和 TNF-α的表达量较空白组明显增加，且空白组

和模型组中 MMP-9 的浓度均较 TNF-α高，这提示，

在早期 DED 患者中，可能 MMP-9 的升高更容易被检

测到。另外，经维生素 B12 滴眼液治疗后，MMP-9 和

TNF-α的浓度均降低，但仍高于空白组，这说明维生

素 B12 在降低角膜组织 MMP-9 和 TNF-α的表达方面

有一定的作用，但尚未能使其恢复至正常水平，这

表明，除此之外可能还有其他作用机制有待探索。

通过观察，显示维生素 B12 滴眼液能显著改善

DED 小鼠的多项 DED 相关指标。与模型组和 PBS
组相比，经维生素 B12滴眼液治疗的小鼠，SIT 明显增

加、TBUT 显著延长，角膜荧光素染色阳性区域减

少，CFS 下降。

组织学检测进一步证实了维生素 B12 的治疗效

果。HE 染色表明了维生素 B12组小鼠的角膜上皮形

态更为规整；同时，ELISA 和免疫组织化学染色结果

表明，该组角膜组织中 MMP-9 和 TNF-α的表达量相

较于模型组显著降低。而 PBS 组与模型组相比，

MMP-9 和 TNF-α的表达水平几乎无差别。这表明，

维生素 B12 滴眼液可能通过降低角膜组织中 MMP-9
和 TNF-α 的 表 达 量 缓 解 干 眼 症 状 。 研 究［14］表 明

DED 与氧化应激存在关联，而透明质酸/维生素 B12
滴眼液能够减轻氧化应激和炎症反应，从而改善干

眼症状。这些研究结果与本研究相似，均证实了维

图7　ELISA法检测各组小鼠角膜组织中MMP-9和TNF-α的浓度

Fig.  7　Measurement of MMP-9 and TNF-α concentrations
in corneal tissue of mice in each group using ELISA

  ***P<0. 001 vs A group； ###P<0. 001 vs D group.   

图8　各组小鼠角膜组织MMP-9和TNF-α的表达情况    ×20
Fig.  8　Expression of MMP-9 and TNF-α in corneal tissue of mice in each group    ×20

  The black arrow indicates a positive staining result.   
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生素 B12 能够抑制炎症反应，对缓解 DED 症具有积

极作用。
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图9　免疫组织化学染色法检测各组小鼠角膜组织中

MMP-9和TNF-α的表达水平

Fig.  9　Immunohistochemical staining was used to detect the
expression levels of MMP-9 and TNF-α in the corneal

tissues of mice in each group
  ***P<0. 001 vs A group； ##P<0. 01， ###P<0. 001 vs D group.   
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Effect of vitamin B12 eye drops on the expression of MMP-9
and TNF-α in the cornea of mice with dry eye disease

Dong Hui， Zheng Huacheng， Wang Weiting， Zhao Haixia
（Ophthalmic Optics Center of Affiliated Hospital of Inner Mongolia Medical University， Hohhot      010050）

Abstract Objective　To investigate how vitamin B12 eye drops regulate MMP-9 and TNF-α expression levels in 
the corneas of dry eye disease （DED） mouse model induced by a combination of an artificially simulated dry envi⁃
ronment （air humidity <30%） and subcutaneous injection of hyoscine hydrobromide. Methods　Fifty C57BL/6 fe⁃
male mice were used in the study.  10 mice formed A group （blank control）， while the remaining 40 mice were sub⁃
jected to dry eye disease induction through subcutaneous injection of scopolamine hydrobromide in a controlled en⁃
vironment with <30% air humidity.  All mice underwent schirmer I test （SIT）， tear break-up time （TBUT）， and 
corneal fluorescence staining score（CFS）evaluations.  Mice meeting modeling criteria were randomly assigned to 
three groups： B group （model group）， C group （PBS control）， and D group （vitamin B12 group）.  0， 7， 14， and 
21 days after treatment， each group received TBUT， SIT， CFS， and corneal inflammation assessments.  Macro⁃
scopic analysis evaluated the efficacy of vitamin B12 eye drops in treating dry eye.  After 21 days of treatment， all 
mice were euthanized via cervical dislocation and their corneas analyzed using HE staining to examine morphologi⁃
cal changes.  ELISA and immunohistochemical methods were employed to detect MMP-9 and TNF-α expression lev⁃
els in corneal tissues across groups. Results　In dry environments （air humidity <30%）， subcutaneous injection of 
scopolamine hydrobromide induced changes in dry eye-related indicators in mice： SIT significantly decreased， 
TBUT significantly shortened， corneal fluorescein staining increased， and CFS all significantly elevated （P <
0. 05）， indicating successful establishment of the dry eye model.  A total of 30 dry eye mice were enrolled.  When 
the dry eye model was successfully established without drug intervention， no statistically significant differences 
were observed between B group， C group and D group in terms of TBUT， SIT， corneal fluorescein staining， or 
CFS.  Compared with A group， B group， C group and D group showed statistically significant differences in re⁃
duced SIT， shortened TBUT， increased corneal fluorescein staining， and elevated CFS （P <0. 05）.  After drug in⁃
tervention， D group （vitamin B12 group） exhibited significantly increased SIT， prolonged TBUT， reduced corneal 
fluorescein staining， clearer corneas， decreased fluorescein staining， and lower CFS compared with B and C groups

（P<0. 05）.  ELISA and immunohistochemical staining results showed that compared with A group， B and C groups 
exhibited significantly increased expression of MMP-9 and TNF-α in corneal tissues （P <0. 05）.  D group showed 
decreased expression of MMP-9 and TNF-α compared with B and C groups but remained higher than A group （P <
0. 05）. Conclusion　The expression of MMP-9 and TNF-α in the corneal tissues of mice with dry eye is elevated， 
suggesting that both inflammatory factors， MMP-9 and TNF-α， are involved in the development of dry eye.  Vitamin 
B12 eye drops may improve the symptoms of ocular surface discomfort by promoting the repair of the corneal epithe⁃
lium.  Vitamin B12 eye drops may increase tear secretion， prolong tear film break up time， reduce corneal fluores⁃
cein staining， and alleviate the inflammatory reaction of the cornea by decreasing the expression of MMP-9 and 
TNF-α in the corneal tissues of the mice， thus playing a therapeutic role in the treatment of dry eye disease.
Key words dry eye disease model； MMP-9； TNF-α； vitamin B12 eye drops；inflammatory mediators
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