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1.一种在有需要的受试者中治疗角膜病变的方法，所述方法包括向受试者眼部施用包

含治疗有效量的式I的组合物：

2.一种在有需要的受试者中保护角膜免受角膜病变的方法，所述方法包括向受试者眼

部施用包含治疗有效量的式I的组合物。

3.一种促进有需要的受试者的角膜病变愈合的方法，所述方法包括向受试者眼部施用

包含治疗有效量的式I的组合物。

4.根据权利要求1所述的方法，其中治疗角膜病变包括增加角膜神经密度、恢复角膜神

经密度、修复轴突生长、诱导Rictor、诱导TIMP8基因表达、伤口愈合或其组合。

5.根据权利要求1、2或3中任一项所述的方法，其中所述角膜病变包括干眼病(DED)、畏

光、神经损伤、神经性疼痛、干眼样疼痛、角膜神经营养性溃疡、外伤、角膜创伤或神经营养

性角膜炎。

6.根据权利要求1、2或3中任一项所述的方法，其中所述组合物还包含药学上可接受的

载体、赋形剂或稀释剂。

7.根据权利要求6所述的方法，其中所述药学上可接受的载体、赋形剂或稀释剂适用于

局部施用。

8.根据权利要求1、2或3所述的方法，其中所述组合物被配制用于局部施用。

9.根据权利要求6所述的方法，其中所述药物组合物被配制成滴眼剂。

10.根据权利要求1、2或3中任一项所述的方法，其中所述组合物每小时、每天、每周或

每月施用。

11.根据权利要求1所述的方法，其中治疗有效量包括约10ng至约1000ng的量。
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用于治疗角膜病变的生物分子

[0001] 本申请要求2019年12月9日提交的美国临时申请第62/945,580号的优先权，其全

部内容通过引用并入本文。

[0002] 本文所引用的所有专利、专利申请和出版物均特此通过引用以其全文并入本文。

这些出版物的公开内容特此通过引用以其全文并入本申请，以更全面地描述自本文所描述

和要求保护的发明的日期起本领域技术人员已知的现有技术的状态。

[0003] 本专利公开含有受版权保护的材料。版权所有人不反对任何人对本专利文件或专

利公开内容进行复制再现，因为其出现在美国专利与商标局的专利文档和记录中，但在其

它方面保留任何和所有版权。

[0004] 政府利益

[0005] 本发明是根据美国国立卫生研究院(National  Institutes  of  Health)授予的批

准号R01EY019465在政府支持下进行的。政府享有本发明的某些权利。

技术领域

[0006] 本发明涉及用于治疗角膜病变的组合物和方法。具体而言，本发明的方面涉及一

种生物分子和使用该生物分子治疗影响组织神经支配的角膜病变的方法。

背景技术

[0007] 干眼症主要在衰老过程中干扰视力。它也发生在类风湿性关节炎、糖尿病、甲状腺

病变、环境条件(例如，暴露于烟雾或污染物)、长期使用隐形眼镜和屈光手术后。这种眼部

病变是由缺乏润滑、阻止感染、滋养和维持眼表清洁的眼泪引起的。角膜神经支配是维持眼

表完整性所必需的，神经损伤会减少泪液产生、眨眼反射，并扰乱上皮伤口愈合，导致透明

度和视力丧失。

[0008] 来自三叉神经节(TG)神经元眼科分支的感觉神经的轴突穿透角膜缘区域周围的

角膜基质，并在到达角膜上皮之前分支为上皮下丛，最终形成游离神经末梢。

[0009] 屈光手术造成神经损伤后，可能需要3‑15年才能恢复角膜神经的完整性。结果，角

膜敏感性降低并可能发展为干眼症，导致神经性疼痛、角膜溃疡，并且在严重的情况下，需

要进行角膜移植。此外，干眼症与冷受体功能有关，例如瞬时受体电位melastatin  8

(TRPM8)通道，其可控制角膜表面冷却速率并维持正常的泪液分泌。即使在实验性角膜手术

后很长时间，也会发生TRPM8末端的减少，这表明这些变化会导致手术后神经性疼痛。

发明内容

[0010] 本发明提供保护角膜免受角膜病变影响的方法。

[0011] 此外，本发明提供促进角膜伤口愈合的方法。

[0012] 最后，本发明提供了治疗角膜病变的方法。

[0013] 在实施方案中，该方法可以包括向眼睛表面施用包含治疗有效量的RvD6si的组合

物。
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[0014] 本发明的方面提供了在有需要的受试者中治疗角膜病变的方法。例如，该方法可

以包括向受试者眼部施用包含治疗有效量的式I的组合物：

[0015]

[0016] 本发明的方面进一步提供了在有需要的受试者中保护角膜免受角膜病变影响的

方法。例如，该方法可以包括向受试者眼部施用包含治疗有效量的式I的组合物。

[0017] 更进一步，本发明的方面可以包括促进有需要的受试者的角膜病变愈合的方法。

例如，方法可以包括向受试者眼部施用包含治疗有效量的式I的组合物。

[0018] 在实施方案中，治疗角膜病变包括增加角膜神经密度、恢复角膜神经密度、修复轴

突生长、诱导Rictor、诱导TIMP8基因表达、伤口愈合或其组合。

[0019] 在实施方案中，角膜病变包括干眼病(DED)、畏光、神经损伤、神经性疼痛、干眼样

疼痛、角膜神经营养性溃疡、外伤、角膜创伤或神经营养性角膜炎。

[0020] 在实施方案中，组合物还包含药学上可接受的载体、赋形剂或稀释剂。

[0021] 在实施方案中，药学上可接受的载体、赋形剂或稀释剂适用于局部施用。

[0022] 在实施方案中，组合物被配制用于局部施用。

[0023] 在实施方案中，药物组合物被配制成滴眼剂。

[0024] 在实施方案中，所述组合物每小时、每天、每周或每月施用。

[0025] 在实施方案中，治疗有效量包括约10ng至约1000ng的量。

[0026] 本发明的其他目的和优点将从随后的描述中变得显而易见。

附图说明

[0027] 图1显示了来自用PEDF+DHA处理的小鼠泪液的峰1鉴定为RvD6si。(小图A)从16个

角膜收集的损伤、治疗和撕裂样品的时间范围的实验设计。(小图B)样品中359m/z化合物

(红色)在RT从7到9.5分钟内的总离子流(TIC)分析。检测到3个峰，m/z为359，被认为是二羟

基‑DHA产物。在本研究中，我们关注的是RT为8.20分钟的峰(峰1)。LTB4‑d4内标(绿色)在

8.25分钟洗脱。(小图C)所选峰1和RvD6标准的完整碎片分析。(小图D)峰1的结构解释，具有

碰撞后碎片产物的质量(红色虚线表示断裂的键)。编号为1到6的碎片用于MRM检测。(小图

E)峰1和RvD6的共注入。在本次运行中，峰1在8.10分钟洗脱，而RvD6在8.37分钟洗脱(蓝色

LTB4‑d4内标在8.15分钟洗脱)。所有产物离子都匹配相同的RT差异。(小图F)峰1和RvD6的

UV二极管阵列曲线，在238.09nm处具有最大吸光度。

[0028] 图2显示了源自添加的DHA的RvD6si。(小图A)RvD6si‑d5的结构，具有碰撞后碎片

产物的质量(红色虚线表示断裂的键)。源自DHA‑d5的五个氘将RvD6的m/z从359(左列)移动

到364(右列)。移位的产物离子在C21和C22处含有氘标记(蓝色)。对于MRM检测，使用了一种
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移位产物离子和一种非移位产物离子(红色虚线框)。(小图B)RvD6si的MRM检测，源自DHA‑

d5(红色虚线框)或常规DHA(绿色虚线框)。跃迁MRM检测方法显示在每个图表的顶部。蓝色

峰是LTB4‑d4内标。合并窗口显示源自DHA‑d5或DHA的RvD6si在相同的RT下洗脱，这意味着

它们是相同的化合物。(小图C)来自B的RvD6si‑d5的完整碎片分析。(小图D)在增加的DHA浓

度对RvD6si的量化。游离DHA及其衍生物如14‑HDHA、17‑HDHA和RvD6si随着DHA浓度逐渐增

加，而游离AA及其衍生物12‑HETE和15‑HETE则没有。

[0029] 图3显示了RvD6si的分离。(小图A)从分级洗脱中检测RvD6si。在通过LC‑MS/MS分

析合成RvD6si的存在之前，使用带有C18柱的UPLC系统在洗脱时间6到12分钟内每30秒收集

一次来自泪液和培养基的样品。合并级分6、7和8。(小图B)组合级分6‑8的质谱分析以确认

RvD6si的分离。359m/z的TIC显示出独特的峰，而所有二羟基‑DHA产物(359→297和359→

279)的MRM扫描证实没有其他二羟基‑DHA衍生物。此外，单氢‑DHA(343→299和343→281)或

三羟基‑DHA(375→277)的MRM扫描没有显示分离的RvD6si的纯度的峰。

[0030] 图4显示RvD6增强角膜伤口愈合和敏感性。(小图A)伤口愈合实验的实验设计。(小

图B)损伤后20小时用亚甲蓝染色的角膜受伤区域的代表性图像。(小图C)受伤和治疗后计

算的伤口闭合。(小图D)角膜敏感性以及角膜和TG组织收集的实验图。(小图E)使用非接触

式触觉计(N＝40个角膜)在未受伤小鼠中记录的角膜敏感性分布。(小图F)每3天记录一次

角膜敏感性。RvD6si治疗的小鼠在第3、6和9天具有显著更高的敏感性，而PEDF+DHA和RvD6

治疗组仅在第9天表现出更高的角膜感觉。在第12天，测试的化合物和载体之间没有差异。

统计p值来自单向ANOVA，然后是Tukey诚实显著性差异(HSD)多重成对比较。

[0031] 图5显示RvD6s增强角膜神经再生。(小图A)用总角膜神经的泛标记物抗PGP9.5和

小鼠角膜中的主要神经肽SP染色的正常角膜神经的整体图像。在整体图像中用虚线框标记

的插图显示了放大的角膜中心区域，具有双重PGP  9.5和SP染色，以及单独的PGP  9.5和SP。

(小图B和C)在损伤和治疗后12天的代表性整体图像和计算的PGP  9.5(小图B)和SP(小图C)

阳性轴突的神经密度。将数据归一化至基线(小图A中未受伤的角膜)。统计p值来自单向

ANOVA，然后是Tukey诚实显著性差异(HSD)多重成对比较。

[0032] 图6显示了角膜损伤和RvD6s处理后TG转录组的变化。(小图A)TG  RNA测序数据的

主成分分析显示了三组分析样品的良好聚簇的转录谱。(小图B)RvD6(粉红色)和RvD6si(绿

色)之间共享上调和下调基因的维恩图，以载体样品作为参考。输入的基因从RvD6s到载体

组有显著差异(FDR<0.05)。(小图C)轴突生长锥分类(GO‑0044295)中两个显著增加基因的

箱线图。(小图D)涉及炎症和疼痛的基因变化。(小图E和G)Rictor基因参与RvD6si神经再生

机制的证据。(小图E)RvD6si_vs_载体和RvD6_std_vs_载体的上游分析热图显示出显著的

基因变化。RICTOR标有黑色粗体箭头。(小图F)RvD6si_vs_载体比较中RICTOR的详细信号通

路显示在中间小图中。蓝色的钝箭头代表抑制的交互，红色尖端的箭头代表激活的交互，黄

色箭头代表IPA分析的冲突交互。(小图G)Rictor基因表达的箱线图。统计p值来自单向

ANOVA，然后是Tukey诚实显著性差异(HSD)多重成对比较。

[0033] 图7显示了从生物生产中分离的RvD6si的高纯度。将来自级分6至8的样品合并并

使用具有特定MRM窗口的LC‑MS/MS进行分析，以检测DHA、EPA和AA及其衍生物，包括HETE、

LXA4、PGD2、PGE2、PGF2α。所有MRM窗口均显示痕量目标化合物，表明分离的RvD6是纯的。

[0034] 图8显示来自Enrichr分析的细胞成分的基因本体。有许多组基因位于特定的细胞
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区室。在这些组中，靶向轴突生长锥(GO:0044295)组。

[0035] 图9显示没有针对干眼和眼神经性疼痛的有效疗法。

[0036] 图10显示了一种新的RvD6立体异构体(RvD6si，局部应用)修复了小鼠受伤的角

膜。

[0037] 图11显示了一种新的RvD6立体异构体(RvD6si)触发角膜神经再生。

[0038] 图12显示了RvD6异构体降低了三叉神经节中疼痛相关基因的表达并增加了

TRPM8。

[0039] 图13显示了角膜结构和神经支配。小图A显示了苏木精和伊红组织学染色后人角

膜的解剖结构。显示了所有五层：上皮、鲍曼层、基质、后弹力层和内皮。小图B显示了从45岁

男性供体的左眼获得的完整人类角膜上皮神经网络的整体视图。小图C显示了从周边延伸

到角膜中心会聚的上皮神经束的详细过程(小图B和C经许可从“Elsevier”参考文献5复制)

[0040] 图14显示在DHA局部治疗具有受损基质神经的小鼠角膜1小时后将DHA掺入PC和PE

中。小图A显示小鼠角膜受损并用DHA局部治疗1小时，然后提取脂质并通过LC‑MS/MS分析

(27)。在sn‑1中含有油酸(18:1)和在sn‑2位置中含有DHA的PC和PE的比例。PE比PC更富含

DHA。小图B显示了在角膜损伤和用PEDF+DHA局部治疗三小时后DHA的释放和单羟基‑DHA衍

生物的合成。通过基于质谱的脂质组学分析，分析角膜脂质谱。

[0041] 图15显示源自在磷脂的sn‑2位酯化的三种最丰富的必需脂肪酸AA、EPA和DHA的脂

质介质。取决于主要的催化酶环氧合酶‑2(COX‑2)以及5和15脂氧合酶(5‑LOX、15‑LOX)，可

以合成多种参与炎症以及缓解消炎应答的生物活性脂质。来自AA的介质以橙色突出显示，

EPA以绿色突出显示，DHA以蓝色突出显示。

[0042] 图16显示了RvD6i的结构。这种新的异构体是在用PEDF+DHA局部刺激小鼠受伤的

角膜后合成的，并在眼泪中释放出来。通过LC‑MS/MS对其进行分析，并且显示至少6个与

RvD6标准匹配的子离子，但保留时间更早(40)。后验研究表明，峰保留时间与手性色谱柱中

化学合成的R,R‑RvD6i一致。

[0043] 图17显示RvD6i加速角膜伤口愈合和敏感性。小图A显示了在损伤上皮和前部基质

神经20小时后用亚甲蓝染色的小鼠角膜受伤区域的代表性图像。这些动物每天接受三次含

有相似浓度PEDF+DHA或RvD6i的滴眼液。用解剖显微镜拍摄图像并使用Photoship软件进行

量化(40)。小图B显示损伤后3、6和9天角膜敏感性的恢复，并使用非接触式触觉计进行PEDF

+DHA或RvD6i(3次/天)治疗。RvD6i处理的小鼠比PEDF+DHA处理的角膜更快恢复敏感性。小

图C显示了在RvD6i的TG中与炎症和疼痛相关的基因的表达，并通过RNA测序进行了分析

(40)。Calcb和Tac1基因被下调，而(小图D)Trpm8和Rictor基因通过RvD6i治疗角膜在TG神

经元中上调。

[0044] 图18显示了由PEDF+DHA的组合刺激的信号传导的示意模型。DHA迅速掺入角膜上

皮的膜磷脂中，然后在PEDF‑R的PEDF刺激后释放，具有iPLA2ζ活性。然后，游离DHA是类二十

二烷(docosanoid)(如NPD1和新型RvD6i)的底物。然后这些类二十二烷被释放到眼泪中，并

通过自分泌刺激到未定义的GPRC受体，该受体诱导神经营养因子NGF、BDNF和Sema7A的基因

和蛋白质表达，这些营养因子分泌到眼泪中并增强轴突生长。RvD6i刺激角膜伤口愈合、角

膜感觉和神经恢复以及泪液分泌。该机制涉及TG转录组的变化，激活与神经发生相关的基

因和调节与神经性疼痛有关的基因。单独使用PEDF或DHA治疗不会激活这些途径，因此角膜
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神经再生没有增加(19)。

具体实施方式

[0045] 本文描述的是发现泪液中释放的立体特异性消退素D6(Resolvin  D6)异构体

(RvD6si)，其在角膜损伤时由神经营养因子色素上皮衍生因子(PEDF)和二十二碳六烯酸

(DHA)激活。该新RvD6si通过恢复维持眼表完整性的高密度神经支配，促进角膜伤口愈合、

敏感性、神经再生和功能恢复。在感知角膜神经损伤并接受RvD6si治疗后，三叉神经节(TG)

的转录组增强了Rictor即mTOR的雷帕霉素不敏感复合物2(mTORC2)的基因表达，以及参与

轴突生长的基因的表达，而与神经性疼痛相关的基因减少。该新RvD6异构体刺激信号返回

三叉神经节神经元。该新RvD6异构体在三叉神经节中诱导了一个基因程序，其修复轴突生

长并减少神经性疼痛。结果，发生眼部神经性疼痛和干眼症的减轻。因此，RvD6si为角膜病

变开辟了新的治疗途径，例如影响组织神经支配的角膜病变，包括但不限于神经营养性角

膜炎和干眼样疼痛。

[0046] 本文提供一个或多个实施方案的具体实施方式。然而，应当理解，本发明可以用各

种形式来体现。因此，本文所公开的具体细节不应被解释为限制性的，而是作为权利要求书

的基础并且作为教导本领域技术人员以任何适当的方式来采用本发明的代表性基础。

[0047] 除非另外定义，否则本文所使用的所有技术和科学术语都具有与本公开所属领域

的普通技术人员所通常理解的含义相同的含义。虽然与本文所描述的那些方法和材料类似

或等同的任何方法和材料也可以用于本公开的实践或测试中，但是现在描述有利的方法和

材料。

[0048] 在本说明书中引用的所有出版物和专利均通过引用并入本文，就好像每个单独的

出版物或专利被确切且单独地指示为通过引用并入一样，并且通过引用并入本文以结合所

引用的出版物来公开和描述所述方法和/或材料。对任何出版物的引用是针对其在提交日

之前的公开内容，并且不能理解为承认本公开因先前的公开而无权先于此类出版物。进一

步地，所提供的公开日期可能与实际的公开日期不同，实际的公开日期可能需要单独确认。

[0049] 如对于本领域技术人员将显而易见的是，在阅读本公开时，本文描述和说明的单

独实施方案中的每一个均具有离散的组成部分和特征，所述组成部分和特征可以在不偏离

本公开的范围或精神的情况下易于与任何其它一些实施方案的特征分离或组合。任何所叙

述的方法都可以按所叙述的事件的顺序或以逻辑上可能的任何其它顺序执行。

[0050] 除非另有说明，否则本公开的实施方案将采用在本领域技术范围内的医学、有机

化学、生物化学、分子生物学、药理学、毒理学等技术。此类技术在文献中有充分解释。

[0051] 除非上下文另外清楚地指明，否则单数形式“一个(a)”、“一种(an)”和“所述

(the)”包含复数指示物。在权利要求书和/或说明书中，当结合术语“包括(comprising)”使

用时，词语“一个”或“一种”的使用可以指“一个/一种(one)”，但是还与“一个或多个/一种

或多种(one  or  more)”、“至少一个/至少一种(at  least  one)”、以及“一个或多于一个/一

种或多于一种(one  or  more  than  one)”一致。

[0052] 无论本文何处使用了“例如”、“如”、“包含”等短语，除非另有明确说明，否则应理

解为短语“和但不限于”跟随其后。类似地，“实例”、“示例性”等应理解为非限制性的。

[0053] 术语“基本上”允许与对预期目的不产生负面影响的描述符的偏离。即使“基本上”
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一词没有明确地列举出来，描述性术语也应理解为由术语“基本上”修饰。

[0054] 术语“包括(comprising)”和“包含(including)”和“具有(having)”和“涉及

(involving)”(和类似地“包括(comprises)”、“包含(includes)”、“具有(has)”和“涉及

(involves)”)等可互换使用且具有相同含义。具体地，所述术语中的每个术语被定义成与

“包括”的通用美国专利法定义一致，并且因此应被解释为意指“至少以下”的开放术语，并

且还应被解释为不排除另外的特征、限制、方面等。因此，例如，“涉及步骤a、b和c的过程”意

指包含至少步骤a、b和c的过程。无论在何处使用术语“一个”或“一种”，应理解为“一个或多

个/一种或多种”，除非此种解释在上下文中是无意义的。

[0055] 如本文所用，本文中使用术语“约”意指大约、大致、左右或在其区域中。当结合数

值范围使用术语“约”时，所述术语通过扩展所阐述的数值以上和以下的界限来修改所述范

围。通常，本文中使用术语“约”按向上或向下(更高或更低)例如20％的变化来修饰所述值

以上和以下的数值。

[0056] 本发明的一些方面涉及保护受试者角膜的方法。例如，在一个实施方案中，该方法

包括向受试者的眼睛表面施用包含治疗有效量的RvD6si的组合物。

[0057] 化合物

[0058] 本文所述的生物分子的一个实施方案具有以下式I的结构：

[0059]

[0060] 式I指(4R,5E,7Z,10Z,13Z,15E,17R,19Z)‑4,17‑二羟基二十二碳‑5,7,10,13,15,

19‑六烯酸。在实施方案中，术语消退素D6(Resolvin  D6)立体特异性异构体(RvD6si)、RvD6

异构体、RvD6s、RvD6i或立体特异性消退素D6‑异构体、4R,17R‑二羟基‑DHA可以互换使用，

并且可以指例如式I的生物分子。然而，应理解，此类术语不必仅限于根据式I的生物分子。

在实施方案中，例如，术语“RvD6异构体”或“RvD6立体特异性异构体”可指消退素D6的除了

式I之外的其他异构体。

[0061] 如本文所用，术语“异构体”可以指具有相同分子式的不同化合物。如本文所用，术

语“立体异构体”可以指其原子以相同顺序键合但原子在空间中的排列不同的异构体。立体

异构体可以指“对映异构体”或“非对映异构体”。如本文所用，术语“对映异构体”可以指彼

此不可重叠镜像的立体异构体。如本文所用，术语“非对映异构体”可以指不是彼此镜像的

立体异构体。如本文所用，术语“立体特异性”可以指在化学或酶促反应中一种立体异构体

相对于另一种立体异构体的转化。

[0062] 角膜是眼睛前部的透明外层。角膜帮助受试者的眼睛聚焦光线，使受试者可以清

楚地看到。

[0063] 本发明的方面可以防止(即预防)或治疗角膜疾病或角膜损伤，以及由此造成的损
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害。“角膜疾病”可以指角膜的任何疾病或损伤，例如由各种因素引起的，例如由物理/化学

损伤、刺激、过敏、细菌/真菌/病毒感染、角膜溃疡引起的角膜炎。也可指角膜上皮损伤(如

脱离、角膜糜烂)、角膜上皮水肿、角膜烧伤、化学品引起的角膜腐蚀、干眼症等。“角膜损伤”

可以指角膜上的擦伤(划痕)。在某些情况下，小伤可以自行愈合；然而，更深的划痕或其他

伤害会导致角膜疤痕和视力问题。“角膜损伤”可以指对角膜的任何损伤，例如由例如病原

体、炎症、物理刺激(例如隐形眼镜或紫外线)、化学刺激(例如药物)、神经损伤、累积疲劳引

起的损伤，但不限于此。可伴有疼痛、红眼、角膜混浊、眩目、异物感等症状。如本文所用，术

语“疾病”、“损伤”和“功能障碍”可与“病变”互换使用。

[0064] 本发明的方面可以避免(即预防)或治疗角膜病变。

[0065] 本发明的其他方面可以促进角膜病变的愈合。术语“促进愈合”或“加速愈合”可以

指与不治疗相比产生有利的结果。有利的结果包括，例如，减少瘢痕形成、减少炎症、正常组

织再生或瘢痕组织生长、神经再生、神经支配、伤口闭合、感染减少和与潜在病变相关的死

亡率/发病率降低。

[0066] 角膜病变的实例包括但不限于干眼病(DED)、畏光、神经性疼痛、干眼样疼痛、角膜

神经营养性溃疡、外伤、角膜创伤、神经营养性角膜炎或其组合。如本文所用，术语“神经性

疼痛”可以指由于外周和/或中枢感觉通路受损或外周和/或中枢感觉通路功能障碍以及神

经系统功能障碍引起的疼痛。

[0067] 花粉等过敏症会刺激眼睛并导致过敏性结膜炎(可称为红眼病)。这会使人的眼睛

发红、发痒和流泪。

[0068] 角膜炎是指角膜的炎症(如发红和肿胀)。与隐形眼镜相关的感染是角膜炎的最常

见原因。

[0069] 当受试者的眼睛没有足够的眼泪来保持湿润时，就会出现干眼症。这可能会让人

不舒服，并可能导致视力问题。

[0070] 当物质在角膜上堆积时，角膜营养不良会导致视力模糊。这些疾病通常在家族中

传播。

[0071] 还有许多不太常见的疾病会影响角膜——包括眼疱疹、Stevens‑Johnson综合征、

虹膜角膜内皮综合征和翼状胬肉。本发明的方面可以包括增加和/或恢复角膜神经密度、角

膜神经完整性和/或角膜神经敏感性的方法。例如，本发明的一个实施方案可以包括通过眼

部施用包含治疗有效量的式I的组合物来治疗受试者的角膜病变的方法，其中治疗角膜病

变包括增加角膜神经密度、恢复角膜神经密度、修复轴突生长、诱导Rictor基因表达、伤口

愈合或其组合。Rictor基因编码RICTOR蛋白，它是哺乳动物雷帕霉素不敏感复合物2

(mTORC2)靶标的关键成分，其在损伤后在感觉神经元的抗炎和轴突生长中发挥作用。本发

明的方面可以进一步提供角膜神经再生和/或神经支配的方法。如本文所用，短语“神经再

生”可以指包括神经元细胞在内的细胞的修复或再生。如本文所用，短语“神经支配”可以指

神经进入组织的过程和/或向组织例如角膜组织供应神经的过程。

[0072] 本发明的一些方面还涉及促进角膜伤口愈合的方法。例如，在一个实施方案中，该

方法包括向受试者眼部(例如，向眼睛表面)施用包含治疗有效量的式I(例如，RvD6si)的组

合物。

[0073] “伤口”，例如“角膜伤口”可以指组织结构的连续性或完整性的物理破坏。“伤口愈
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合”可以指组织完整性的恢复。应当理解，这可以指组织完整性的部分或完全恢复。因此，伤

口的治疗可以指促进、改善、进展、加速或以其他方式推进与伤口愈合过程相关的一个或多

个阶段或过程。

[0074] 更进一步，本发明的方面涉及治疗干眼症的方法。术语“干眼症”是指泪液和眼表

(包括角膜、结膜和眼睑)的多因素疾病，导致不适、视力障碍和泪膜不稳定的症状，可能对

眼表造成损害，如由“干眼病的定义和分类：2007年国际干眼工作坊指南”，Ocul  Surf 

2007,5(2):75‑92定义的)。干眼症可伴有泪膜渗透压增加和眼表炎症。干眼症包括干眼综

合征、干燥性角膜结膜炎(KCS)、功能障碍性泪液综合症、泪道角膜结膜炎、蒸发性泪液缺乏

症、水性泪液缺乏症和LASIK诱导的神经营养性上皮病(LNE)。

[0075] 术语“受试者”或“患者”可以指可以向其施用本公开的方面的任何生物体，例如，

用于实验、诊断、预防和/或治疗目的。可以被施用本公开的化合物的典型的受试者将是哺

乳动物，特别是灵长类动物，尤其是人类。对于兽医应用，多种受试者将是合适的，特别家

畜，如牛、绵羊、山羊、奶牛、猪等；家禽，如鸡、鸭、鹅、火鸡等；以及家养动物，特别是宠物，如

狗和猫。对于诊断或研究应用，多种哺乳动物将是合适的受试者，包含啮齿动物(例如，小

鼠、大鼠、仓鼠)、兔、灵长类动物和猪(如近交系猪)等。术语“活的受试者”可以指上文中提

到的受试者或另一种活的生物体。术语“活的受试者”可以指整个受试者或生物体，而不仅

仅是从活的受试者中切除的部分(例如，肝脏或其它器官)。

[0076] 化合物的短语“药学上可接受的衍生物”可以包含其盐、酯、烯醇醚、烯醇酯、缩醛、

缩酮、原酸酯、半缩醛、半缩酮、酸、碱、溶剂化物、水合物或前药。本领域技术人员可以使用

用于这种衍生化的已知方法容易地制备这种衍生物。所产生的化合物可以施用于动物或

人，而没有实质的毒性作用，并且具有药学活性或是前药。

[0077] 如本文所使用的，“制剂”可以指被选择以提供用于特定最终用途的最佳性质(包

含产品规格和/或使用条件)的化合物、混合物或溶液的任何组分的集合。术语制剂可以包

含液体、半液体、胶体溶液、分散体、乳液、微乳液和纳米乳液，包含水包油乳液和油包水乳

液、糊剂、粉末和悬浮液。本公开的制剂还可以包含或包装有其它无毒化合物，如载体、赋形

剂、粘合剂和填充剂等。考虑用于实践本发明的可接受的载体、赋形剂、粘合剂和填充剂是

使化合物易于口服递送和/或提供稳定性从而使得本发明的制剂表现出商业上可接受的储

存保质期的那些化妆品载体、赋形剂、粘合剂和填充剂。

[0078] 术语“施用”可以指使用玻璃体内、眼内、眼部、视网膜下、鞘内、静脉内、皮下、经

皮、皮内、颅内、局部等施用向受试者提供治疗有效量的制剂或药物组合物。本发明的制剂

或药物化合物可以单独施用，但也可以与基于所选施用途径和标准制药实践选择的其它化

合物、赋形剂、填充剂、粘合剂、载体或其它媒剂一起施用。

[0079] 在实施方案中，组合物“眼部”施用或是通过“眼部施用”。如本文所用，“眼部施用”

可以指对眼部进行局部施用，而不进行注射。眼部施用的非限制性实例包括溶液(滴眼剂)、

凝胶、软膏和胶体剂型(纳米颗粒、纳米胶束、脂质体和微乳液)的引入。眼部施用在本领域

中是众所周知的(参见例如Gaudana等人，2010，“Ocular  Drug  Delivery”AAPS  J .12(3)：

348‑360，通过引用并入本文)。

[0080] 在实施方案中，组合物“局部”施用，或是通过“局部施用”。术语“局部施用”可以指

将组合物应用于身体的局部区域或身体部位的表面，而不管作用的位置如何，例如眼睛表
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面。典型的局部施用部位包括皮肤或粘膜上的部位。

[0081] 施用可以通过载体或媒剂，例如注射溶液、局部溶液或眼用溶液。合适的溶液包括

但不限于无菌水溶液或非水溶液，或盐溶液；霜剂；洗剂；胶囊剂；片剂；颗粒；丸粒；粉末；悬

浮液、乳液或微乳液；贴剂；胶束；脂质体；囊泡；植入物，包含微型植入物；眼药水；其它蛋白

质和肽；合成聚合物；微球；纳米颗粒；等。

[0082] 在实施方案中，组合物和制剂将被配制成溶液、悬浮液和其他剂型以用于局部施

用，例如施用于受试者的眼睛表面。基于易于配制、生物相容性(特别是考虑到要治疗的疾

病，例如角膜疾病和损伤)以及患者的通过滴注一滴或更多滴溶液到受影响的眼睛表面容

易地施用此类组合物的能力，可以使用水溶液。然而，组合物也可以是悬浮液、粘性或半粘

性凝胶、或其他类型的固体或半固体组合物。对于在水中溶解度较低的组合物，悬浮液可能

是优选的。

[0083] 如本文所用，术语“局部滴眼液”可以指将组合物作为液体、凝胶或软膏施用于受

试者的角膜外表面。术语“液滴体积”可以指类似于液滴的眼科可接受液体的量。例如，液滴

体积可以指对应于约5μL至约1000μL，例如约5μL至约500μL，例如约5μL至约200μL的液体体

积。在实施方案中，液滴体积可包括约20μL。

[0084] 本公开的制剂或药物组合物可以包含或包装有其它无毒化合物，如药学上可接受

的载体、赋形剂、粘合剂和填充剂，包含但不限于葡萄糖、乳糖、阿拉伯树胶、明胶、甘露醇、

黄原胶、刺槐豆胶、半乳糖、低聚糖和/或多糖、淀粉糊、三硅酸镁、滑石粉、玉米淀粉、淀粉碎

片、角蛋白、胶体二氧化硅、马铃薯淀粉、尿素、葡聚糖、糊精等。可用于实践本公开的药学上

可接受的载体、赋形剂、粘合剂和填充剂是使本发明的化合物能够经受玻璃体内递送、眼内

递送、眼递送、视网膜下递送、鞘内递送、静脉内递送、皮下递送、经皮递送、皮内递送、颅内

递送、局部递送等的那些载体、赋形剂、粘合剂和填充剂。此外，包装材料可以是生物惰性的

或缺乏生物活性，如塑料聚合物、硅树脂等，并且可以由受试者内部加工而不影响与其一起

包装和/或递送的组合物/制剂的有效性。

[0085] 可以校准制剂的不同形式以适应不同个体和单个个体的不同需要。在实施方案

中，受试者可以是患有一种或多种角膜病变的个体。例如，受试者可以是患有以下疾病的个

体：干眼综合征，干燥性角膜结膜炎(KCS)，功能障碍性泪液综合症，泪道角膜结膜炎，蒸发

性泪液缺乏症，水性泪液缺乏症，LASIK诱导的神经营养性上皮病(LNE)眼部疱疹，Stevens‑

Johnson综合症、虹膜角膜内皮综合征，翼状胬肉，角膜损伤，如各种因素造成的，例如物理/

化学刺激引起的角膜炎，过敏，细菌/真菌/病毒感染，角膜溃疡，内核损伤，干眼病(DED)，畏

光，神经性疼痛，干眼样疼痛，角膜神经营养性溃疡，外伤，角膜伤口，神经营养性角膜炎或

其组合。

[0086] 如本文所使用的，术语“治疗有效量”可以指所施用的组合物或药物组合物的实施

方案的量，所述量将在一定程度上缓解正在治疗的疾病或病状的一种或多种症状，和/或将

在一定程度上预防正在治疗的受试者患有或有风险患上的病状或疾病的一种或多种症状。

如本文可互换使用的，“受试者”、“个体”或“患者”可以指脊椎动物，例如哺乳动物(如人)。

哺乳动物包括但不限于鼠类、猴类、人类、农场动物、竞技动物和宠物。术语“宠物”包括狗、

猫、豚鼠、小鼠、大鼠、兔子、雪貂等。术语农场动物包括马、绵羊、山羊、鸡、猪、牛、驴、美洲

驼、羊驼、火鸡等。
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[0087] 治疗有效剂量可以取决于本领域普通技术人员已知的许多因素。剂量可以根据已

知因素而变化，例如活性成分的药效学特征及其施用方式和途径；活性成分的施用时间；接

受治疗的受试者或样品的身份、大小、状况、年龄、性别、健康和体重；症状的性质和程度；并

发治疗的种类、治疗频率和期望的效果；和排泄率。这些量可由技术人员容易地确定。

[0088] 如本文所用，“眼用有效量”可以指组合物或药物组合物的实施方案的量，当施用

至患者时，其预防、治疗或改善角膜疾病或角膜损伤或其相关病症。作为一个实例，“治疗干

眼症的有效量”可以指当施用于患者时预防、治疗或改善干眼疾病或病症或其相关病况的

量。

[0089] “药学上可接受的赋形剂”、“药学上可接受的稀释剂”、“药学上可接受的载体”或

“药学上可接受的佐剂”可以指可用于制备药物组合物的赋形剂、稀释剂、载体和/或佐剂，

其安全、无毒且在生物学上或其它方面均无不良影响，并且包括兽医使用和/或人类药物使

用可接受的赋形剂、稀释剂、载体和佐剂。“药学上可接受的赋形剂、稀释剂、载体和/或佐

剂”可以指一种和多种此类赋形剂、稀释剂、载体和佐剂。

[0090] 如本文使用，“药物组合物”或“药物制剂”可以包含适合施用于受试者(如哺乳动

物，尤其是人)的组合物或药物组合物，并且可以指一种或多种活性剂或成分与药学上可接

受的载体或赋形剂的组合，使得所述组合物适用于体外、体内或离体的诊断、治疗或预防用

途。可以将药物组合物配制成与其预期的施用途径(例如眼部施用)和从业者期望的效果相

容。

[0091] 在实施方案中，药物组合物可以包括治疗有效量的RvD6异构体和治疗有效量的一

种或多种另外的活性剂。这样的药物组合物(即，RvD6异构体和另外的活性剂)可以被称为

结合组合物。合适的另外的活性剂包括但不限于一种或多种抗氧化剂、抗过敏剂、抗炎剂、

抗病毒剂、抗菌剂、止痛剂、保湿剂、润滑剂或退烧剂。例如，一种或多种抗氧化剂可以是合

成抗氧化剂、天然抗氧化剂或其组合。在实施方案中，抗氧化剂可以保护RvD6异构体的双

键。

[0092] “药物组合物”可以是无菌的，并且可以不含可在受试者体内引起不期望反应的污

染物(例如，药物组合物中的化合物是药物级的)。药物组合物可以被设计用于通过多种不

同的施用途径向有需要的受试者或患者施用，所述施用途径包含口服、局部、静脉内、口腔、

直肠、肠胃外、腹膜内、皮内、管内、肌肉内、皮下、通过支架洗脱装置、导管洗脱装置、血管内

球囊、吸入装置等。

[0093] 术语“施用”可以指将本公开的组合物引入受试者中。组合物的一种施用途径是局

部施用。另一种施用途径是眼部施用。在实施方案中，可以将组合物施用于眼睛表面。然而，

可以使用任何施用途径，如口服、静脉内、皮下、腹膜、动脉内、吸入、阴道、直肠、鼻内、引入

脑脊液、血管内静脉或动脉，或滴入身体隔室。

[0094] 在实施方案中，该组合物每小时施用一次。例如，约每小时、约每2小时、约每3小

时、约每4小时、约每5小时、约每6小时、约每8小时、约每10小时、约每12小时、约每16小时、

约每18小时、约每20小时或约每24小时，连续施用组合物。

[0095] 在实施方案中，可以每天施用组合物。例如，可以每天、大约每2天、大约每3天、大

约每5天或大约每7天施用组合物。

[0096] 在实施方案中，可以每周施用组合物。例如，可以大约每周、大约每10天、大约每两
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周、大约每18天、大约每3周或大约每25天施用组合物。

[0097] 在实施方案中，可以每月施用组合物。例如，可以大约每个月、大约每两个月、大约

每3个月、大约每4个月、大约每5个月、大约每6个月、大约每7个月、大约每8个月、大约每9个

月、大约每10个月、大约每11个月、或大约每12个月，施用组合物。在实施方案中，组合物可

以一年施用一次，或一年多于一次。

[0098] 在实施方案中，组合物可以在角膜病理症状首次出现时施用，并且组合物的施用

可以在症状减轻或缓解时停止，或者在症状减轻或缓解一段时间后停止。

[0099] 施用频率可以根据使用的制剂、正在治疗或预防的特定病症以及患者/受试者的

病史而变化。一般而言，优选使用足以提供有效治疗的最小剂量。可以使用适合待治疗或预

防的病症的定量或测试方法监测患者的治疗有效性，例如本文所述的角膜病变，这对于本

领域普通技术人员来说是常规的。

[0100] 在实施方案中，施用的组合物的剂量包括约10ng至约1000ng。例如，施用的组合物

的剂量可以包括约20ng至约500ng，例如约50ng至约100ng。在实施方案中，剂量可以包括约

50ng‑约80ng。

[0101] 如本文所使用的，“治疗(treatment和treating)”可以指以改善或以其它方式有

益地改变疾病或病症的一种或多种症状的任何方式，以对抗病状、疾病或病症为目的对受

试者进行管理和护理。该术语可以包含针对患者所患有的给定病状的全方位治疗，如出于

以下目的施用活性化合物：减轻或缓解症状或并发症；缓解病状、疾病或病症的进展；治愈

或消除病状、疾病或病症；和/或预防病状、疾病或病症，其中“预防(preventing或

prevention)”可以指出于阻碍病状、疾病或病症的发展而对患者进行管理和护理，并且可

以包含施用活性化合物以预防或降低症状或并发症发作的风险。

[0102] 待治疗的患者可以是哺乳动物，如人。治疗可以涵盖本文组合物的任何药物用途，

如用于治疗本文提供的疾病。

[0103] 实施例

[0104] 下面提供了实施例，以促进更全面地理解本发明。以下实施例展示了制备和实践

本发明的示例性模式。然而，本发明的范围并不限于仅出于说明目的在这些实施例中所公

开的具体实施方案，因为可以使用替代性方法获得类似的结果。

[0105] 实施例A

[0106] 类二十二烷信号传导调节角膜神经再生：对泪液分泌、伤口愈合和神经性疼痛的

影响

[0107] 角膜受密集神经支配，主要由三叉神经节(TG)的眼分支的感觉神经支配。这些神

经对维持角膜稳态很重要，神经损伤会导致伤口愈合减少、角膜溃疡和干眼病(DED)增加以

及神经性疼痛。诸如糖尿病、衰老、病毒和细菌感染等疾病，以及长期使用隐形眼镜和矫正

视力的手术都会造成神经损伤。没有有效的疗法来缓解DED(一种多功能疾病)，并且使用

ω‑3补充剂的几项临床试验显示不清楚，有时甚至是负面的结果。使用角膜神经损伤的动

物模型，我们显示用色素上皮衍生因子(PEDF)加二十二碳六烯酸(DHA)治疗角膜增加神经

再生、伤口愈合和泪液分泌。该机制涉及钙非依赖性磷脂酶A2(iPLA2ζ)的激活，该酶从磷脂

中释放掺入的DHA，并增强类二十二烷神经保护素D1(NPD1)和新的消退素立体异构体RvD6i

的合成。NPD1刺激脑源性神经营养因子(BDNF)、神经生长因子(NGF)和信号素7A(Sema7A)的
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合成。RvD6i治疗受损角膜可调节TG中的基因表达，从而增强神经发生；减少神经性疼痛和

增加敏感性。总之，这些结果验证了重新建立角膜稳态的治疗性组合物和方法。

[0108] 角膜解剖学

[0109] 透明角膜通过让光线穿过并投射到视网膜上，占人眼屈光力的70％。此外，角膜还

提供了调节免疫反应和防止病原体进入眼球的重要屏障。在解剖学上，角膜可分为五个亚

层：上皮、Bowman层、基质或固有质、Descemet膜和内皮(1,2)(图13小图A)。

[0110] 上皮由5‑7层非角化鳞状上皮细胞组成，这些细胞分为三种形态细胞类型：表层上

皮细胞、中间翼细胞和具有高增殖率的最内层基底上皮细胞(2)。上皮细胞通过紧密的连接

点连接起来，阻止灰尘、水和细菌等外来物质进入眼睛，并提供吸收氧气和细胞营养的光滑

的表面。此外，上皮的最外层与泪膜接触，泪膜可以维持眼表的湿润并防止因干燥(干眼症，

DE)造成的损伤。随着干细胞从角膜缘上皮向基底层移动，角膜上皮细胞经常经历“更替”。

这些基底细胞向表面移动，产生两到三层翼细胞，然后开始终末分化和脱屑。平均而言，人

角膜上皮细胞的更新时间在7‑10天之间(3)。

[0111] Bowman层是薄的无细胞层，将上皮与基质分开。它主要含有胶原蛋白IV和层粘连

蛋白。这些蛋白质的组织对于保持组织的透明度很重要。

[0112] 基质层由静止的角质细胞和组织良好的细胞外基质(ECM)构成，并且也构成角膜

的最大部分(角膜厚度的约90％)，细胞外基质主要由称为薄片的高度有序的1型胶原原纤

维和蛋白聚糖组成。基质通过以防止散射的方式促进光通过胶原原纤维，为角膜提供结构

支撑以及透明度。角质细胞(位于胶原纤维之间的扁平细胞)是角膜基质的主要细胞居民。

[0113] Descemet膜是由内皮合成的无细胞薄层，由纤连蛋白、层粘连蛋白和胶原蛋白IV

和VII以及蛋白聚糖组成。对Descemet膜的损伤会导致角膜水肿和视力丧失。

[0114] 角膜的最后一层是内皮，其与房水接触。它是负责泵送液体以调节角膜基质脱水

的单层细胞。如果没有内皮泵，就会出现间质水肿，从而产生混浊和视力下降。人角膜内皮

细胞的增殖能力非常低，导致与年龄相关的细胞密度降低。

[0115] 角膜的一个重要特征是其密集的神经支配(图13小图B)。大多数角膜神经纤维起

源于感觉，主要来源于三叉神经节(TG)的眼神经元(4‑6)。在解剖学上，角膜神经网络起源

于基质神经以放射状方式进入角膜巩膜缘时。为了保持角膜透明，到达的神经失去髓鞘，只

被Schwann细胞包围。在间质中，粗大的分支分成较小的神经分支。大多数分支穿透外围的

Bowman层并延伸到上皮的中心以形成上皮神经网络(图13小图C)，从而为密集的神经末梢

网络提供生命。

[0116] 角膜神经刺激泪液分泌和眨眼以保持眼表的完整性(7)。角膜神经支配的改变发

生在衰老、糖尿病、免疫疾病，如类风湿性关节炎和 综合征、病毒和细菌感染、长期

使用隐形眼镜和屈光手术，如激光原位角膜磨镶术(LASIK)和屈光性角膜切除术(PRK)中

(8‑13)。神经损伤的并发症会降低敏感性，减少泪液分泌和眨眼，因此，在严重的情况下会

发生产生神经性疼痛和角膜溃疡的DE病(DED)。由于感觉神经丰富，角膜也是人体疼痛的有

效产生器。

[0117] PEDF+DHA治疗角膜相关损伤。消退素D6立体异构体的发现。

[0118] 如前所述，损伤后，角膜神经密度缓慢且不完全恢复，敏感性和DE症状降低。我们

实验室的研究表明，神经生长因子(NGF)与ω‑3脂肪酸二十二碳六烯酸(DHA)结合的应用导
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致兔实验性PRK后角膜神经密度恢复更快(14)。当时，这些机制可能是由DHA衍生的脂质介

质神经保护素D1(NPD1)介导的，该神经保护素是一种具有强效抗炎和神经保护作用的类二

十二烷(15)。视网膜色素上皮(RPE)细胞中NPD1的合成受到几种生长因子的刺激，其中色素

上皮衍生因子(PEDF)的效力是NGF的10倍(16)。PEDF是一种广泛作用的神经营养和神经保

护因子，其调节与血管生成、神经元细胞存活和细胞分化相关的过程(17)，并在损伤后从角

膜上皮释放(18)。后来的研究表明，用PEDF+DHA治疗可减轻炎症并刺激兔和小鼠角膜实验

手术模型以及糖尿病和单纯疱疹病毒(HSV1)感染等疾病中的角膜伤口愈合和神经再生

(19‑23)。该行动需要同时使用PEDF和DHA进行治疗(19)。PEDF的44个氨基酸片段具有神经

保护活性，而相邻的34个氨基酸肽具有抗血管生成活性(24,25)。在兔角膜基质解剖模型中

比较两种肽与全PEDF蛋白加DHA的效果，我们发现，与34‑mer‑PEDF不同，44‑mer‑PEDF+DHA

减少炎症并增加泪液分泌和角膜敏感性，并且还通过激活PEDF受体(PEDF‑R)促进角膜神经

的再生(21)。这种跨膜受体在角膜中表达，并具有释放DHA的钙非依赖性磷脂酶A2(iPLAζ)

活性(26,27)，其通过补充DHA在膜磷脂的sn‑2位置富集。

[0119] 对小牛角膜的研究发现，磷脂酰胆碱(PC)、磷脂酰乙醇胺(PE)和鞘磷脂是组织中

的主要磷脂(28)。在这些磷脂中，PC是最丰富的，在上皮中的含量最高。在人类(29)和兔角

膜(30)中报告了类似的观察结果。在兔子中，油酸(18:1)是所有角膜层的磷脂中酯化的主

要脂肪酸(约占磷脂中总脂肪酸的50％)，其次是棕榈酸(16:0)，其占约16‑18％。在磷脂中

酯化的多不饱和脂肪酸(PUFA)中，百分比较高(约占总脂肪酸的9％)的对应于花生四烯酸

(AA)，而在磷脂中酯化的二十碳五烯酸(EPA)和DHA的百分比低得多(约占总脂肪酸的

1.6％)(30)。

[0120] DHA对基质神经受损的小鼠角膜进行的局部治疗使脂肪酸快速掺入到含有18:1‑

DHA的PC和PE分子种类中(27)，这表明添加PUFA在脂质膜组合物中产生了显著的DHA富集

(图14小图A)。

[0121] 组织损伤激活磷脂酶A2，其从sn‑2位置释放PUFA，例如AA、EPA和DHA(31,32)。我们

实验室和其他人的一些早期研究表明，角膜对损伤有反应，通过激活环氧合酶‑2(COX‑2)增

加前列腺素(PG)的合成(33‑36)和通过激活脂氧合酶(LOX)增加羟基二十碳四烯酸(HETE)

和脂氧素A4(LXA4)的合成(37‑39)。由于膜脂中DHA的浓度非常低(图14小图A)和(30)，我们

发现向用PEDF处理的角膜中添加DHA对于增加具有强抗炎特性的DHA的脂质衍生物(类二十

二烷)的合成很重要(19,40,41)。因此，通过用PEDF+DHA处理角膜来激活PEDF‑R的iPLA2ζ导

致从角膜释放的游离DHA增加超过3000倍(图14小图B)。

[0122] 然后，游离DHA是合成14‑和17‑氢过氧DHA(HpDHA)的底物，后者迅速转化为更稳定

的羟基‑DHA衍生物(HDHA)(图14小图B)。这些结果证实，PEDF+DHA处理刺激了源自DHA的类

二十二烷的形成。

[0123] 图15显示了由AA、EPA和DHA产生的生物活性脂质的示意图。虽然许多AA脂质介质

以及一些EPA脂质介质具有强的促炎特性，但所有已知DHA介质(类二十二烷)都可以保护和

解决炎症(42,43)。它们构成了一个名为专门的前消退素介质(SPM)家族的一部分，该家族

包括NPD1和D系列的其他保护素、maresins和消退素(43)以及新的保护素(PCTR)、maresins

(MCTR)和消退素(RCTR)的硫化物缀合物。产生SPM的合成机制涉及脂氧合酶(包括作为主要

催化剂的15‑LOX和作为次要催化剂的5‑LOX)、环氧合酶(在阿司匹林存在下)和细胞色素
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P450酶(44)。关于DHA脂质介质的信号传导机制的信息仍然有限，尤其是其受体的鉴定(表

1)。大多数已知的受体属于G蛋白偶联受体家族。此外，一些类二十二烷具有相同的受体，但

它们的激活会发挥特定的生物活性(43)。

[0124] 表1.报告的类二十二烷受体列表。

[0125]

[0126] 我们发现了一种新的类二十二烷，消退素D6(RvD6)的一种立体异构体，称为RvD6i

(图16)，它在受伤和用PEDF+DHA治疗后在小鼠泪液中释放(40)。这种新脂质的碎片模式显

示至少有六个匹配的产物离子与RvD6一致。在一些组织中发现了消退素D6，对健康个体血

浆的研究表明，RvD6是一种随着年龄增长而降低的生物标志物(50)。RvD6也从分离自人牙

周韧带的干细胞中释放出来，这对组织再生很重要(51)。然而，在正常人类眼泪中未检测到

RvD6(52)。与使用PEDF+DHA和RvD6的治疗相比，新的RvD6i加速了角膜伤口愈合和敏感性，

展示了更高的生物活性(图16小图A和B)。

[0127] 使用DHA治疗干眼病。

[0128] DED影响5％到40％的40岁以上成年人(53 ,54)，估计美国有1640万人受到影响

(55)。在最近的干眼研讨会(DEWS  II)中，干眼被定义为“一种以泪膜失去稳态为特征的眼

表多因素疾病，并伴有眼部症状，其中泪膜不稳定和高渗性，眼表炎症和损伤，以及神经感

觉异常具有病因学作用”(54)。

[0129] 在过去的十年中，已经有许多针对不同病因的DED患者使用ω‑3脂肪酸DHA和EPA

补充剂的临床试验，其论点是膳食脂肪酸可以掺入泪腺和血浆磷脂中(56)。然而，口服PUFA

补充剂对DED的影响存在争议。虽然一些研究显示有所改善，但其他研究显示效果微不足

道。在表2中，我们总结了过去十年中进行的临床试验，其中补充DHA用于治疗不同病因的

DED。

[0130] 表2.过去10年使用ω‑3FAs治疗的DED临床试验总结。
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[0131]
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[0132]
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[0133]

[0134] 下划线表示使用局部滴眼液的临床试验。

[0135] 最重要的试验之一是DREAM研究，该研究共涉及499名患者，其中329名接受12个月

的EPA和DHA补充，170名患者接受精制橄榄油作为安慰剂(69)，表明没有改善.这项研究增

加了对DHA治疗DED益处的怀疑。出于这个原因，在这篇评论中，我们指出了可以解释DHA补

充结果的问题。

[0136] 一个问题是DHA补充的形式。大多数研究使用天然的富含鱼油。然而，对鱼油成分

的分析表明，PUFA主要在甘油三酯中酯化。饮食中的DHA需要被肝脏吸收，然后在膜磷脂的

sn‑2位被酯化，主要是PC(71)。然后DHA磷脂在被释放到血流中之前被包装在极低密度脂蛋

白(VLDL)或其他脂蛋白中(71,72)。因此，从鱼油中补充的DHA或EPA到达眼表，尤其是角膜，

是非常低的。这得到了先前研究的支持，其中主要含有长链PUFA的PC的磷虾油在大鼠血液

和大脑中的吸收率高于鱼油(73)。只有一项研究使用磷虾油治疗DED，这是一项小型临床试

验(每组18名参与者)，其中Deinema及其同事在处理90天后显示，补充磷虾油的眼表疾病指

数和IL‑17A水平低于鱼油(67)和表2。

[0137] 此外，重要的是要注意角膜是无血管的，因此不太可能将膳食脂肪酸掺入角膜细

胞膜中。一项使用14C标记的DHA口服给大鼠的研究支持了这一点，该研究显示DHA到达眼室

的比例非常小(低于口服剂量的0.03％)(74)。在这个数量中，可能进入角膜的量非常低，因
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为视网膜从视网膜下血管中吸收了大部分DHA。因此，泪腺中的PUFA富集不足以确保对角膜

进行有益的治疗。

[0138] 据我们所知，只有一项使用局部DHA的临床试验((70)和表2)。

[0139] 该试验基于先前的研究表明AA、DHA和EPA存在于DED患者的眼泪中，并且ω‑6

(AA):ω‑3(DHA+EPA)的比率与泪膜功能障碍的严重程度相关(75)。小型试验(19名局部使

用DHA治疗的患者)表明，使用含有ω‑3脂肪酸的滴眼液治疗可在滴注后1小时内增加泪膜

的脂质层厚度(70)。

[0140] 最后，我们的动物研究表明，DHA迅速掺入角膜磷脂中，主要在PE和PC中，以增加神

经密度。神经密度的降低是DED的一个有据可查的改变，其需要PEDF和DHA来再生神经。该治

疗释放DHA并刺激RvD6i的合成，并且这种类二十二烷可增加伤口愈合和敏感性(图17小图A

和B)，并且不希望受理论束缚，对于DED，其比DHA具有更好的治疗用途(40)。

[0141] 在几种不同的损伤、感染、糖尿病、角膜血管生成和移植模型上，类二十二烷在减

少炎症和增加角膜伤口愈合、神经再生和泪液分泌方面的有效性已得到明确证明(表3)。这

些结果强调了类二十二烷作为强效药物的作用。

[0142] 表3.使用PEDF+DHA或类二十二烷对角膜损伤的体内研究。

[0143]
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[0144]

[0145]

[0146] 下划线表示我们实验室的研究。
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[0147] RvD6i调节参与TG中神经发生和疼痛的基因

[0148] 以前的研究表明，用PEDF和DHA治疗角膜也刺激了类二十二烷NPD1的合成。然而，

合成量远低于RvD6i(19,40)。将NPD1添加到受损角膜时，神经营养因子NGF、脑源性神经营

养因子(BDNF)和刺激轴突生长的信号素A2(Sema7A)的基因表达和蛋白质水平会增加(27)。

这些蛋白质被分泌到泪液中并激活角膜神经末梢中的受体，以促进下游信号传导以及逆行

至TG的神经元。

[0149] 使用RNA测序分析来自小鼠受损角膜的TG中的基因表达，我们揭示了PEDF+DHA的

产物RvD6i，局部应用于角膜诱导了TG中两个有趣基因的表达，即9号染色体开放阅读框架

72(C9orf72)和糖蛋白MGA(Gpm6A)(40)。这些基因刺激神经发生和生长锥形成(81,82)。

[0150] 在许多情况下，损害角膜神经的眼部病变会产生神经性疼痛(83)。此外，有大量患

者出现DED症状并经历神经性疼痛，表明存在活跃的角膜‑TG关系(84)。在用RvD6i治疗的角

膜中，与疼痛有关的两个基因减少了：编码物质P(SP)的Tac1，它是角膜神经中表达最丰富

的神经肽之一(4,85,86)，以及编码降钙素基因相关肽(CGRP)的Calcb(在角膜神经中也丰

富)(4,20)(图17小图C)。两种神经肽在神经源性炎症和疼痛中都具有重要作用(87,88)。此

外，用RvD6i进行的角膜治疗增加了瞬时受体电位melastatin  8(Trmp8)的基因表达(图17

小图D)。TRPM8离子通道是冷传感器，其调节眼表的润湿并对慢性疼痛产生镇痛作用(89‑

93)。我们在前基质水平神经受损的小鼠模型中的研究表明，角膜TRPM8阳性神经纤维在损

伤3个月后仅达到其正常密度的50％，这表明TRPM8的减少可能导致DE样疼痛(94)。因此，损

伤和RvD6i治疗后SP和CGRP的表达降低而TRPM8的表达增加表明新的类二十二烷可以保护

角膜免受疼痛。它还提供了用于治疗眼表损伤(例如角膜神经营养性溃疡)的组合物和方

法，因为研究表明眼痛是由NGF局部治疗引起的角膜神经再生增加的副作用(95)。使用RvD1

和RvD5的研究表明在胫骨骨折小鼠模型中减轻疼痛，而RvD3和RvD4没有影响(96)。这些差

异可能是由于其受体的不同表达。在骨质疏松症小鼠模型中，RvDs  17R‑羟基DHA的前体可

通过AXL受体的激活降低疼痛行为(97)。另一个重要发现是RvD6i是TG中Rictor基因表达的

强诱导剂(40)(图17小图D)。RICTOR是哺乳动物雷帕霉素不敏感复合物2(mTORC2)靶标的关

键成分，并且在损伤后在感觉神经元的抗炎和轴突生长中发挥作用(98)。

[0151] 图18显示了PEDF和DHA刺激的类二十二烷信号通路的总结图。

[0152] 结论

[0153] 角膜神经支配在维持眼表稳态和组织清晰度方面发挥着关键作用(7)。对角膜神

经的损伤会导致泪液产生和眨眼反射减少，并可能损害上皮伤口愈合，导致透明度和视力

丧失(8‑13)。因此，更好地了解角膜神经功能和修复将增加对影响角膜神经支配的病理的

治疗策略。不希望受理论束缚，DHA衍生的类二十二烷，例如新的介质RvD6i，是减少角膜相

关炎症的治疗方法。这种脂质在加速神经再生和调节TG中神经性疼痛成分的基因表达方面

的作用可以为屈光手术后DE患者的治疗提供一种新的选择，以及对几种降低角膜神经密度

的病理提供共同治疗。前瞻性人体临床试验可以验证这些新疗法对DE和眼表疾病的最佳剂

量、施用方式、功效和安全性。
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[0253] 实施例1

[0254] 介绍

[0255] 干眼症主要在衰老过程中干扰视力。它也发生在类风湿性关节炎、糖尿病、甲状腺

病变、环境条件(例如，暴露于烟雾或污染物)、长期使用隐形眼镜和屈光手术后。这种病变

是由缺乏润滑、阻止感染、滋养和维持眼表清洁的眼泪引起的。角膜神经支配是维持眼表完

整性所必需的(1)，神经损伤会减少泪液产生、眨眼反射，并扰乱上皮伤口愈合，导致透明度

和视力丧失(2–5)。出于这个原因，干眼症和角膜神经损伤之间有很强的关系。

[0256] 来自三叉神经节(TG)神经元眼科分支的感觉神经的轴突穿透角膜缘区域周围的

角膜基质，并在到达角膜上皮之前分支为上皮下丛，最终形成游离神经末梢(6–8)。

[0257] 在屈光手术(例如，激光辅助原位角膜磨镶术、LASIK或光屈光角膜切除术、PRK)造

成神经损伤后，需要3‑15年才能恢复角膜神经的完整性(9‑11)。结果，角膜敏感性降低并可

能发展为干眼症，导致神经性疼痛、角膜溃疡，并且在严重的情况下，需要进行角膜移植

(12–14)。此外，干眼症与冷受体功能有关，主要是瞬时受体电位melastatin  8(TRPM8)通道

(15)，其可控制角膜表面冷却速率并维持正常的泪液分泌(16–18)。事实上，即使在实验性

角膜手术后很长时间，也会发生TRPM8末端的减少，这表明这些变化会导致手术后神经性疼

痛(19)。

[0258] 神经营养因子色素上皮衍生因子(PEDF)和ω‑3脂肪酸家族成员二十二碳六烯酸

(DHA)的局部治疗可增强实验性手术后兔和小鼠角膜中以及糖尿病和单纯疱疹病毒(HSV1)

感染等疾病中的神经再生并刺激神经再生(20‑24)。此外，PEDF激活PEDF受体(PEDF‑R)的

Ca2+非依赖性磷脂酶A2(iPLA2ζ)活性，并从可转化为生物活性类二十二烷的膜磷脂中释放

DHA(25)，这种类二十二烷包括诱导屈光手术兔模型中的角膜神经再生的神经保护素D1

(NPD1)(20)。在这里，我们报告了一种新的脂质介质的发现，它是PEDF+DHA在眼表施加的信

号传导机制的一部分。此外，我们发现TG基因感知角膜损伤并对具有特定转录组特征的角

膜RvD6si治疗作出反应。我们证明RvD6si的局部应用具有角膜保护作用，揭示了干眼和眼

神经性疼痛的新机制和治疗途径。

[0259] 从小鼠眼泪中鉴定新的消退素D6si

[0260] 我们的实验室已经揭示了PEDF+DHA的生物活性(20‑24)。已经发现PEDF+DHA对角

膜神经再生的作用机制与iPLA2ζ的激活和神经营养因子脑源性生长因子(BDNF)和神经生

长因子(NGF)的表达增加以及在眼泪中释放的轴突生长指导semaphorin  7a(Sema7A)有关

(25)。为了确定通过PEDF活化释放DHA后产生哪些类二十二烷，小鼠角膜受到损伤和治疗，

收集眼泪，提取脂质并通过LC‑MS/MS分析(图1)。359m/z的总离子色谱图(TIC)代表处理4小

时后泪液中的所有二羟基DHA异构体，明确了三个峰，保留时间(RT)分别为8.20、8.74和

9.20分钟(图1)。内标LTB4‑d4(绿色)在8.25分钟洗脱。我们专注于在8.20分钟洗脱的峰(峰

1)，与碳数4和17(图1)处带有两个羟基的RvD6标准品(图1)相比，该峰在完全碎裂时显示出

母离子359m/z，显示至少6个匹配的产物离子(子离子)。当峰1与相同浓度的RvD6共注射时，

峰1在6个主要多反应监测(MRM)通道359‑>297、279、239、199、159和101处比RvD6早0.27分

钟洗脱(图1)。峰1和RvD6的紫外光谱在238nm处显示最大吸光度(λmax)，表明两种化合物均

说　明　书 29/39 页

31

CN 115038434 A

31



具有共轭二烯结构(图1)。综合起来，我们的数据表明峰1是RvD6立体特异性异构体

(RvD6si)，其与RvD6共享完整的碎片模式，以及至少6个匹配的子离子、DHA主链的C4和C17

处的2个羟基和紫外光谱，但具有不同的RT。

[0261] RvD6si源自DHA

[0262] 为了验证新的RvD6si是否源自添加的DHA，采用了离体角膜器官培养模型(16个角

膜/样品)。在存在DHA或氘标记的DHA(DHA‑d5)以及PEDF的情况下，将受伤的角膜培养4小

时，并从培养基中提取和分析脂质。由于5个氘(D)原子连接到DHA主链的末端(在第21和第

22个C)，RvD6si‑d5的总质量转移到365Da([MH]m/z在MS结果中为364)，而它的一些产物离

子在碎裂后没有改变(图2)。MRM检测方法旨在捕获DHA‑d5总结构。在培养基中检测到

RvD6si‑d5，具有与PEDF+DHA产生的RvD6si相似的RT(图2)。RvD6si‑d5的完全碎片化也证实

了该结构(图2)。此外，RvD6si的起源在三种不同浓度的添加的DHA下得到验证(图2)，其合

成随DHA浓度增加而增强。在分析可能的花生四烯酸(AA)‑和DHA‑羟基衍生物(HDHA)时，结

果显示DHA产物(例如14‑和17‑HDHA)成比例增加，而AA及其羟基衍生物12‑和15‑HETE的量

没有改变。这些数据表明新的RvD6si来源于外源性DHA。

[0263] 体内RvD6si的分离和表征

[0264] 尽管新的RvD6si的2D结构与RvD6相匹配，但不同的RT可以使它们的生物活性不

同。为了获得足够的RvD6si进行测试，使60只小鼠受伤并每30分钟用PEDF+DHA治疗4小时，

收集眼泪。第二天，对小鼠实施安乐死，分离角膜并在含有PEDF+DHA的培养基中培养4小时。

将从泪液和角膜培养基中提取的脂质混合并在使用C18柱的UPLC中运行，从6到12分钟每30

秒收集一次级分。所有级分都经过脂质组学分析，以检测新RvD6si的可用性。合并具有明显

可检测量的RvD6si的级分6至8(图3)。我们的靶向脂质介质的纯度是在体内测试之前通过

脂质组学分析确定的。分离的RvD6si对其他DHA衍生物(图3)以及AA、二十碳五烯酸(EPA)及

其衍生物(图7)的污染非常低。

[0265] RvD6si增强角膜伤口愈合和损伤后角膜敏感性的恢复

[0266] 研究表明，PEDF+DHA促进兔(20,21)以及正常和糖尿病小鼠(24,25)在实验性手术

后的角膜伤口愈合。我们验证了RvD6s(RvD6或RvD6si)在刺激角膜伤口愈合方面的能力。使

小鼠右眼受伤，将动物分为四组：载体、PEDF+DHA、RvD6和RvD6si(图4)。受伤后二十小时，所

有药物治疗的小鼠角膜伤口愈合速度都快于载体；然而，在用RvD6si治疗的动物中发现了

最大的增加(图4)。

[0267] 在角膜损伤和治疗后第3、6、9和12天评估角膜敏感性(图4)。使用Belmonte非接触

式感觉仪引入了一种测量小鼠角膜感觉的新方法。图4显示了在100.45至110.05毫升空气/

分钟(α＝0.05)的流速下基础角膜感觉记录值(n＝40个角膜)的高斯分布曲线。重要的是注

意，该正常角膜敏感度范围对于评估角膜感觉至关重要，因为Belmonte非接触式感觉仪的

工作流速为20至200毫升/分钟。小鼠正常角膜敏感度范围100.45至110.05ml被视为损伤和

治疗后成功恢复，并将其用于归一化测量。在受伤后第3天和第6天，用RvD6si治疗的动物的

角膜感觉恢复更快(图4)。到第9天，与载体相比，三种治疗增加了敏感性，并且在第12天，任

何研究组都没有显著差异。

[0268] RvD6si增强角膜神经再生。

[0269] PEDF+DHA在损伤动物模型中刺激角膜神经再生(20‑25)。重要的是确认RvD6si作
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为PEDF+DHA作用下的脂质介质的生物学活性。为了验证这一点，对小鼠进行了损伤和治疗

(如图4所述)。分离的角膜用泛神经元标记PGP  9.5和SP神经肽抗体染色。分别对PGP  9.5和

SP呈阳性的未受伤角膜神经的密度用于使值归一化(图5)。P物质是哺乳动物角膜中的主要

神经肽(26‑28)。此外，我们小组之前的一项研究表明，角膜敏感性和SP阳性神经之间存在

相关性(29)。

[0270] 在损伤和治疗后的第12天，载体治疗组的总角膜神经密度为正常角膜的45.9±

6.8％，而RvD6si治疗的角膜显著更高，62.6±4.2％(p<0.05)(图5)。PEDF+DHA和RvD6治疗

也将神经密度分别增加到59.9±63％和59.7±11.2％。RvD6si、RvD6和PEDF+DHA之间没有

显著差异。类似地，与载体治疗组相比，RvD6si、RvD6和PEDF+DHA治疗在损伤后12天的SP阳

性神经密度更高(图5)。该结果证实了在经治疗的角膜中角膜敏感性的更快恢复(图4)并加

强了RvD6si作为PEDF+DHA增强角膜神经再生机制中的主要介质的生物学功能。

[0271] RvD6si在三叉神经节中的转录组选择性调节

[0272] 因为角膜感觉神经起源于TG神经元，我们想验证是否可以在TG中感知角膜损伤，

而t反过来会引发基因表达反应。因此，在损伤后12天收获TG，并用RvD6si或RvD6处理或用

作对照的载体处理(图4)，然后进行RNA‑seq分析。质量控制显示映射读数范围为84.63至

93.00％，每个样品表达约20,000个基因。主成分分析(PCA)显示，载体处理与RvD6si‑或

RvD6‑处理组的良好分离(图6)。与对照相比，两个RvD6共有58个上调基因和36个下调基因

(图6)。为了对RvD6si_vs_载体和RvD6_vs_载体的上调基因进行分类，使用基因富集分析来

证明RvD6si显示出细胞分隔位置的差异(图8)并激活轴突生长锥基因(基因本体编号

0044295)。箱线图描绘了该类别中由RvD6si激活的两个基因：C9orf72和Gpm6a(图6)。我们

还检测到与角膜中的神经肽和离子通道受体相关的特定基因，这些基因通过添加PEDF+DHA

来刺激(19,21,24)(图6D)。RNA‑seq确定RvD6或RvD6si降低了两种主要神经肽的基因表达，

即编码物质P(SP)的速激肽前体1(Tac1)和降钙素相关多肽β(Calcb)。重要的是注意，这些

神经肽，尤其是Calcb，是偏头痛和其他原发性头痛中主要的疼痛诱导介质(30)。相比之下，

RvD6si选择性增强瞬时受体电位melastatin  8(Trpm8)通道和神经纤毛蛋白1(Nrp1)的表

达，后者是包括III/IV类信号素、血管内皮生长因子的某些同种型和转化生长因子β的几种

因素的共受体(31)。

[0273] 进一步的分析揭示了作为雷帕霉素不敏感哺乳动物靶复合物‑2(mTORC2)的一部

分(图6)的转录因子Rictor的RvD6si的强烈诱导(图6)。RvD6si修饰RICTOR调节的基因有39

个。其中，37个(95％)基因与从已发表数据收集的IPA知识相匹配，而只有两个基因Egr1和

Psme3不符合预测(黄色箭头)(图6)。重要的是注意，与载体处理组相比，所有接受IPA分析

的基因都存在显著差异(DESeq2分析中FDR<0.05)。因此，95％的下游基因与IPA知识相匹

配；Rictor信号传导在TG中明显受到RvD6si的刺激(图6)。

[0274] 讨论

[0275] 我们实验室的研究表明，PEDF+DHA在兔和小鼠手术后模型中用于角膜伤口愈合和

神经再生(20‑25)。这包括观察到PEDF‑R的iPLA2ζ活性的激活会从磷脂中释放DHA，这表明

可以在角膜中可能合成了类二十二烷(25)。在这里，我们报告了泪液中在其受体上激活

PEDF后衍生自DHA的一种新的消退素D6si生物活性的发现、鉴定和表征。RvD6si的完整MS/

MS碎裂将六个特征离子与RvD6以及UV二极管阵列轮廓相匹配(图1)。生物活性表明，它在角
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膜PRK模拟手术后比PEDF+DHA更有效地促进角膜伤口愈合和敏感性恢复(图4)。这些结果表

明，RvD6si是促成PEDF+DHA作用的信号传导机制的主要脂质介质。此外，RvD6s和PEDF+DHA

治疗在损伤和治疗后12天表现出相似的角膜神经支配增强(图6)。

[0276] 消退素D6使用人类多形核中性粒细胞(32)进行了描述，并在皮肤(33)、脑(34)、脑

脊液(35)和血浆(36)中检测到。然而，这是第一份证明RvD6和一种新型立体异构体的生物

学功能的报告。当单羟基、二羟基和三羟基DHA衍生物被检测为视网膜中DHA氧化代谢物的

酶介导产物时，建议从DHA形成有效的生物活性介质(37)。与视网膜不同(其中感光膜在磷

脂的sn‑2位置具有高DHA含量)(38)，而角膜在该位置含有更多的AA(25,39)。出于这个原

因，需要添加外源DHA来合成类二十二烷而不是类二十烷酸。此外，仅用DHA或PEDF处理角膜

时未检测到RvD6si，这表明仅在用PEDF+DHA处理角膜时才检测到新的RvD6si。这一观察结

果与先前的研究一致，该研究表明在人类泪液样品中未检测到RvD6及其立体异构体(40)。

由于RvD6si主要存在于器官培养的角膜的泪液或培养基中，这表明RvD6si需要分泌到细胞

外区室中才能发挥作用。可以通过受体引发生物活性，进而调节细胞信号传导和转录因子，

从而上调角膜中的神经营养基因(25)。RvD6si可以以自分泌方式起作用和/或可以通过泪

液扩散并在其他眼表细胞上充当旁分泌信号。

[0277] 大多数角膜神经起源于位于TG中的神经元(6)。因此，使用无偏RNA测序，我们在这

里破译了RVD6和RvD6si在TG中共享少量上调基因，暗示它们的生物学活性的信号传导机制

存在差异。RNA‑seq数据显示，RvD6si强烈激活了两个基因C9orf72和Gpm6A，它们刺激神经

发生和生长锥形成(41,42)。我们还发现了与疼痛相关的基因，因为角膜神经性疼痛可在神

经损伤后发生(43)。在用RvD6si治疗的角膜中，与疼痛有关的两个基因的表达降低：编码SP

的Tac1，它是角膜神经中表达的最丰富的神经肽之一(26‑28)。SP发挥促炎作用，临床前研

究将其作用与慢性疼痛联系起来(44)。另一个是Calcb，它编码降钙素基因相关肽(CGRP)，

它在角膜神经中也很丰富(21)，并且在神经源性炎症和疼痛中起重要作用(30)。该类别中

的另一个重要基因是Trmp8。TRPM8通道调节眼表的润湿并对慢性疼痛具有镇痛作用(17,

46‑49)。先前对神经受损小鼠的研究表明，TRPM8阳性神经纤维在损伤后3个月仅达到其正

常密度的50％，这表明TRPM8神经末梢的减少可导致干眼样疼痛(19)。损伤后Trpm8的表达

增加并用RvD6si治疗表明新的脂质可以保护角膜免受疼痛。此外，Nrp1的选择性增加也很

有趣，因为它是SEMA3A的共同受体，已被证明可以减轻坐骨神经损伤大鼠模型中的机械异

常性疼痛(50)。

[0278] 我们的结果披露，RvD6si有效且选择性地诱导TG中的Rictor基因表达。作为PI3K/

Akt通路的调节剂，RICTOR是mTORC2的关键成分，明显参与细胞增殖和修复。与此一致，

Rictor或mTORC2的缺失抑制了小鼠背根神经节损伤后的感觉轴突再生(51)。

[0279] 总之，我们的数据表明，PEDF+DHA治疗后受损角膜产生的新RvD6si对于角膜伤口

愈合和神经再生是必要的。这种脂质介质激活从角膜到TG神经元的信号传导，并作为响应，

调节特定基因特征，这增强轴突生长、减少神经性疼痛并促进对干眼症的控制。我们的研究

结果提供了使用RvD6si治疗受损角膜神经疾病的组合物和方法，疾病包括干眼症、角膜神

经营养性溃疡、神经营养性角膜炎和神经性疼痛。

[0280] 动物

[0281] 十周大的雄性CD1小鼠购自Charles  River(美国马萨诸塞州威尔明顿)，并在洛杉
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矶新奥尔良的路易斯安那州立大学健康神经科学卓越中心的动物护理设施中以30lux保持

12小时的暗/光循环。这些动物的处理符合视觉和眼科研究协会关于在眼科和视觉研究中

使用动物的指南，实验方案得到奥尔良路易斯安那州立大学健康机构动物护理和使用委员

会的批准。

[0282] 角膜损伤和治疗

[0283] 用氯胺酮(200mg/kg)和甲苯噻嗪(10mg/kg)的混合物腹膜内注射麻醉小鼠，并将

一滴盐酸丙美卡因溶液(0.5％)应用于受伤的右眼。如前所述(19,29)，用2mm环钻划定角膜

中心，并在手术显微镜下使用角膜锈环去除器(Algerbrush  II；Alger  Equipment  Co .,

Lago  Vista ,TX ,USA)轻轻去除上皮和前部基质。将一滴0.3％妥布霉素滴眼液(Henry 

Schein，Melville，NY，USA)应用于眼睛以防止术后感染。同一位研究者(J.H.)进行了所有

手术。之后，如每个实验设计中所解释，局部应用10μl  PEDF(50ng/ml)加DHA(50nM)或DHA衍

生的脂质介质。

[0284] 脂质组学分析

[0285] 将五微升无菌PBS滴入小鼠眼睛的下死角，30秒后，将眼泪收集在1毫升含1克/升

丁基化羟基甲苯的冰冷MeOH中，然后加入2毫升CHCl3和5μl氘标记脂质AA‑d8(5ng/μl)、

PGD2‑d4(1ng/μl)、EPA‑d5(1ng/μl)、15‑HETE‑d8(1ng/μl)和LTB4‑d4(1ng/μl)的内标混合

物。将样品在水浴中超声处理30分钟，然后在‑80℃下储存过夜。第二天，将样品离心，收集

上清液，用1ml  CHCl3/MeOH(2:1)洗涤沉淀并离心，然后合并上清液。将pH  3.5的水以1:5的

比例加入上清液中，涡旋并离心，用1N  HCl将上部相的pH调节至3.5‑4.0。收集下部相，在N2
下干燥，然后重悬于1ml  MeOH中并储存在‑80℃。

[0286] 对于角膜器官培养实验，收集2mL培养基并在4℃下以14,000rpm离心15分钟以去

除细胞碎片。通过Blight和Dyer方法提取脂质(52)。简而言之，将3.75ml  CHCl3:MeOH(1:2)

的混合物添加到1ml样品和5μl氘标记的脂质内标混合物中。将样品涡旋并在‑80℃下储存

过夜。接下来，为了制备两相，加入2.5ml  CHCl3并涡旋，然后加入2.5mL水(pH  3.5)，涡旋，

并用1N  HCl将上部相的pH调节至3.5‑4.0。下部相在N2下干燥，重悬于1ml  MeOH中，并储存

在‑80℃。

[0287] 在配备有带有流通针的Acquity  I级超性能液相色谱(UPLC)的Xevo  TQ中进行LC‑

MS/MS分析(马萨诸塞州米尔福德的Waters公司(Waters  Corporation,Milford,MA))。如所

述(25,53)，样品在N2下干燥，重新悬浮在20μl  MeOH/H2O(2:1)中，并注入CORTECS  C182.7μm 

4.6×100mm色谱柱(Water,MA)中。将色谱柱设定在45℃，流速为0.6ml/min。初始流动相组

成为45％溶剂A(H2O+0.01％乙酸)和55％溶剂B(MeOH+0.01％乙酸)，然后在前10分钟梯度

至15％溶剂A，然后梯度至2％溶剂A持续18分钟，2％溶剂A等度运行直至25分钟，然后梯度

回至45％溶剂A以重新平衡直至30分钟。脂质标准品(密歇根州安娜堡的Cayman公司

(Cayman ,Ann  Arbor ,MI))用于调整和优化，以及为每种化合物创建校准曲线。提供RvD6

[4S,17S‑二羟基‑5E,7Z,10Z,13Z,15E,19Z‑二十二碳六烯酸]标准品

[0288] 从小鼠眼泪和角膜生产消退素D6si

[0289] 使小鼠角膜(n＝60)受伤并用PEDF+DHA局部治疗4小时。将眼泪收集在MeOH中并储

存在‑80℃。24小时后，对小鼠实施安乐死，切除受伤的角膜，用PEDF+DHA在DMEM/F12培养基

中培养4小时。收集培养基，并如上所述提取脂质。使用C18柱(Water,MA)对来自混合泪液和
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角膜培养基的脂质进行UPLC分离。收集注射后6‑12分钟之间的十二个级分(30秒/级分)。该

过程至少重复8次，每次运行25μl样品，直到所有样品都被分级分离。每个级分在N2下干燥

并重新悬浮在1mL的MeOH中。使用所述的LC‑MS/MS系统确认10μl每个级分中RvD6si的存在。

将具有高纯度和高浓度RvD6si的级分汇集并储存在‑80℃，直至体内实验需要。

[0290] 角膜伤口愈合

[0291] 小鼠在损伤和治疗后20小时实施安乐死，角膜用0.5％亚甲蓝染色20秒，然后用

PBS清洗2分钟。照片是通过附接的数码相机(DXM  1200；Nikon)用解剖显微镜(日本东京

SMZ1500；Nikon)拍摄的。使用Photoshop  CC  2014软件(Adobe，San  Jose，CA，USA)对受伤区

域对应的图像进行量化。

[0292] 角膜敏感度测量

[0293] 非接触式角膜感觉器被描述为比标准Cochet‑Bonnet感觉器更可靠的方法来确定

角膜感觉阈值(54)。因此，对于角膜感觉测量，使用了Belmonte非接触式角膜感觉仪(55)，

进行了一些修改。简而言之，一名研究人员握住小鼠并将空气输出针保持在距角膜3mm的距

离处。另一位研究人员控制空气流速。测量以每分钟80毫升的空气流速开始，然后逐渐增加

十个单位，直到小鼠开始眨眼。当小鼠眨眼时，空气流速被记录为最终的角膜敏感性指数。

[0294] 角膜神经分析

[0295] 受伤和治疗后十二天，对小鼠实施安乐死，摘除眼睛并用Zamboni固定剂

(American  Master  Tech  Scientific,Lodi,CA,USA)在室温下固定45分钟。然后切除角膜

并再固定15分钟，然后用PBS洗涤3次。为了阻断非特异性结合，将角膜与10％正常山羊血清

加0.5％Triton  X‑100的PBS溶液在室温下温育1小时。之后，角膜与一抗、兔单克隆抗

PGP9.5(1:500)(ab108986；Abcam,Cambridge,MA,USA)和大鼠单克隆抗物质P(SP；1:100)

(sc‑21715；Santa  Cruz  Biotechnology,Dallas,TX,USA)在室温下伴随持续摇动一起温育

24小时。用PBS洗涤后，将角膜与相应的二抗山羊抗兔Alexa‑Fluor  488(1:1000)和山羊抗

大鼠Alexa‑Fluor  488(1:1000)(Thermo  Fisher  Scientific,Waltham,MA,USA)在4℃下一

起温育24小时。在每个角膜上进行四次径向切割，将其平装在载玻片上，内皮面朝上，并用

荧光显微镜(Deconvolution  microscope  DP80；Olympus,Tokyo,Japan)检查。这些图像被

合并在一起以构建角膜神经网络的整个视图。如前所述(26,29)，使用Photoshop  CC  2014

(Adobe)测量角膜神经密度。

[0296] 三叉神经节RNA测序

[0297] 收获对应于损伤眼侧(n＝5)的TG，并保存在RNAlater溶液(Thermo  Fisher 

Scientific)中，直到使用Dounce匀浆器在冰上匀浆。如制造商所述，使用RNeasy微小试剂

盒(Qiagen ,Germantown ,MD,USA)提取总mRNA。用NanoDrop  ND‑1000分光光度计(Thermo 

Fisher  Scientific)测定RNA的纯度和浓度，并将样品储存在‑80℃直至使用。使用改编的

Smart‑seq2协议进行RNA测序(56)。简而言之，用Oligo‑dT30VN和模板转换寡核苷酸(TSO)

引物逆转录一ng总RNA。使用ISPCR引物扩增总cDNA，并使用Nextera  XT  DNA文库制备试剂

盒(Illumina，San  Diego，CA，USA)制备文库。使用相同的摩尔浓度合并文库，并使用

NextSeq  500/550High  Output  Kit  v2(75个循环，Illumina)进行测序。解复用后，使用

Rv3.6.1的RSubread包v1.34.6(57)将RNA‑seq数据与GENCODE  GRCm38小鼠初级基因组组装

(Release  M22，gencodegenes .org/mouse/)对齐。使用featureCounts函数(Ubuntu  LTS 
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16.4操作系统中的Subread  v1.6.5)对输出的用于测序数据比对的BAM文件进行计数(58)。

接下来，使用R的DESeq2包对原始计数数据进行差异基因表达分析(59)。调整后的p值被视

为错误发现率(FDR)。使用Enrichr(60)对RvD6si_vs_载体和RvD6_vs_载体之间显著变化的

基因 (F D R < 0 .0 5 ) 进行富集分析 ，并使 用I P A ( Q I A G E N  I n c . ,h t t p s : / /

www.qiagenbioinformatics.com/products/ingenuity‑pathway‑analysis)进行途径分

析。

[0298] 统计分析

[0299] 数据表示为≥3次独立实验的平均值±SD。通过1‑way  ANOVA分析数据，然后在

95％置信水平下进行Tukey诚实显著差异事后检验，以比较不同组，当p<0.05时认为是显著

的。所有统计分析均使用Stata  14(StataCorp，College  Station，TX，USA)进行。使用Prism 

7软件(GraphPad  Software，La  Jolla，CA，USA)和Bio  Vinci(BioTuring，La  Jolla，CA，

USA)作图。对于测序数据，由于DE‑Seq2分析不提供多样品比较，因此将来自DE‑Seq2的归一

化计数用作ANOVA测试的输入。

[0300] 登录号

[0301] 支持本研究结果的完整RNA‑Seq数据已保存在Gene  Expression  Omnibus中，登录

代码为GSE138685。
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[0366] 实施例2

[0367] ‑发现新的RvD6异构体：

[0368] ‑促进角膜伤口愈合、敏感性和神经再生。

[0369] ‑刺激“有益”信号传导返回三叉神经节神经元。

[0370] ‑在三叉神经节中诱导基因程序，修复轴突生长并减少神经性疼痛。

[0371] ‑这种RvD6异构体为神经营养性角膜炎和干眼样疼痛开辟了新的治疗途径。

[0372] *****

[0373] 等价物

[0374] 仅使用常规实验，本领域技术人员将认识到或能够确定本文描述的特定物质和程

序的许多等效物。这样的等效物被认为是在本发明的范围内并且被所附权利要求所覆盖。
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