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!!$摘要%!目的!探讨腺苷激酶 );<S*小干扰 Q[;)1)Q[;*修饰的角膜内皮细胞诱导调节性 L细胞
)LJ4D*增生和分泌的作用'!方法!取第 7 _" 代人角膜内皮细胞"实验分为转染组和未转染组"转染组采用
T)E-.46G(')+4' 7$$$ 将 C;YB;<S1)Q[;转染进入角膜内皮细胞"采用高效液相色谱法检测各组中腺苷的质
量浓度' 实验分为对照组+转染对照 1)Q[;,&雷帕霉素组)转染对照 1)Q[;后培养液中加入 #$ +D@'*雷帕霉
素*和 ;<S1)Q[;组)转染 ;<S1)Q[;后培养液中加入 #$ +D@'*雷帕霉素*"采用 Li[&T染色检测细胞凋亡
比例(采用流式细胞术检测内皮细胞表面细胞间黏附分子B#)>P;YB#*&血管细胞黏附分子B#)ZP;YB#*和 &B
选择素的表达' 实验分为单独培养组)单纯淋巴细胞培养*&共培养组)淋巴细胞与角膜内皮细胞共培养*和
;<S1)Q[;组)淋巴细胞与 ;<S1)Q[;转染的角膜内皮细胞共培养 *"流式细胞术检测各组 P<9aP<8"a

C-,E7aLJ4D细胞的比例(&T>R;法检测各组上清液中白细胞介素B#$)>TB#$*和转化生长因子B&)LVCB&*的质
量浓度'!结果!流式细胞术检测结果显示":" #̂]的角膜内皮细胞表达 1)Q[;"转染组上清液中腺苷的质量
浓度为)7\ $̂8$l% %̂"\*+D@'*"较对照组的)# %̂%7l$ "̂\#* +D@'*明显升高"差异有统计学意义)/j" 9̂7?"Lj
$ $̂$%*' Li[&T染色结果显示"雷帕霉素组角膜内皮细胞平均凋亡率较对照组明显升高";<S1)Q[;组角膜
内皮细胞平均凋亡率较雷帕霉素组明显降低"差异均有统计学意义 )/j7 ?̂%7"Lj$ $̂8$(/j9 9̂$""Lj
$ $̂#8*' 流式细胞术检测结果显示";<S1)Q[;组 >P;YB#&ZP;YB# 和 &B选择素的平均荧光强度分别为
9 $̂%$l# #̂?:&7 %̂$$l# 8̂79 和 " 8̂87l# ?̂79"明显弱于对照组的 ## %̂$$l8 9̂8?&## $̂7$l8 8̂:# 和 89 8̂?$l
9 7̂78"差异均有统计学意义)/j8 ?̂:9"Lj$ $̂9:(/j8 \̂"?"Lj$ $̂9%(/j9 $̂\#"Lj$ $̂#"*' 单独培养组&共培
养组和 ;<S1)Q[;组淋巴细胞中 LJ4D细胞比例总体比较"差异有统计学意义)Kj#8 \̂:$"Lj$ $̂$?*"其中
;<S1)Q[;组淋巴细胞中 LJ4D细胞的比例较共培养组明显升高"差异有统计学意义)/j7 %̂"$"Lj$ $̂88*'
&T>R;检测结果显示"单独培养组&共培养组和 ;<S1)Q[;组淋巴细胞上清液中 >TB#$ 和 LVCB&的质量浓度
总体比较"差异均有统计学意义)Kj8$ :̂%$"Lj$ $̂$7(Kj8? 7̂8$"Lj$ $̂$#*"其中 ;<S1)Q[;组淋巴细胞上
清液中 >TB#$ 和 LVCB&的质量浓度均较共培养组明显升高"差异均有统计学意义 )/j9 9̂:8"Lj$ $̂##(/j
" 8̂\$"Lj$ $̂$%*'!结论!;<S1)Q[;修饰的角膜内皮细胞能够诱导 LJ4D细胞增生及分泌 >TB#$ 和 LVCB&"
为角膜移植的免疫耐受诱导提供了新的选择'!

$关键词%!腺苷激酶( 角膜移植( 内皮细胞( 调节性 L细胞
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"45%',*#'#6D5E)#'-C)6L-)+I41G)D(G4GF4J-*4-.(54+-1)+4H)+(14);<S*1'(**)+G4J.4J)+DQ[;)1)Q[;*
'-5).)45 6-J+4(*4+5-GF4*)(*64**1-+ GF4EJ-*).4J(G)-+ (+5 146J4G)-+ -.J4D3*(G-J2L64**1)LJ4D64**1*0!F)'("+%!
LF44,E4J)'4+GK(15)I)545 )+G-GJ(+1.46G45 DJ-3E (+5 +-+BGJ(+1.46G45 DJ-3E"C;YB;<S1)Q[;K(1GJ(+1.46G45 )+G-
6-J+4(*4+5-GF4*)(*64**1K)GF T)E-.46G(')+47$$$ )+ GJ(+1.46G45 DJ-3E" (+5 GF4(I4J(D4'(116-+64+GJ(G)-+ -.
(54+-1)+4K(154G46G45 O2F)DF E4J.-J'(+64*)o3)5 6FJ-'(G-DJ(EF2)+ O-GF DJ-3E10LF44,E4J)'4+GK(15)I)545 )+G-
6-+GJ-*DJ-3E )GJ(+1.46G45 K)GF 6-+GJ-*1)Q[;*"J(E('26)+ DJ-3E )(5545 #$ +D@'*J(E('26)+ G-63*G3J413E4J+(G(+G
(.G4JGJ(+1.46G45 K)GF 6-+GJ-*1)Q[;* (+5 ;<S1)Q[;DJ-3E )(5545 #$ +D@'*J(E('26)+ G-63*G3J413E4J+(G(+G(.G4J
GJ(+1.46G45 K)GF ;<S1)Q[;*0Li[&T1G()+)+DK(13145 G-54G46GGF4EJ-E-JG)-+ -.(E-EG-1)10C*-K62G-'4GJ2K(1
3145 G-54G46GGF44,EJ411)-+1-.)+G4J64**3*(J(5F41)-+ '-*463*4B# )>P;YB# *"I(163*(J64**(5F41)-+ '-*463*4B#
)ZP;YB# * (+5 &B14*46G)+ )+ 6-J+4(*4+5-GF4*)(*64**10LF464**1K4J4 5)I)545 )+G-1)+D*463*G3J45 DJ-3E
)*2'EF-62G41K4J463*G3J45 14E(J(G4*2*"6-B63*G3J4DJ-3E )*2'EF-62G41K4J46-B63*G3J45 K)GF 6-J+4(*4+5-GF4*)(*
64**1* (+5 ;<S1)Q[;DJ-3E )*2'EF-62G41K4J46-B63*G3J45 K)GF ;<S1)Q[;GJ(+1.46G45 6-J+4(*4+5-GF4*)(*64**1*"
(+5 GF4EJ-E-JG)-+ -.P<9aP<8"aC-,E7aLJ4D64**1K(154G46G45 O2.*-K62G-'4GJ2"(+5 GF46-+G4+G-.)+G4J*43H)+B#$
)>TB#$* (+5 GJ(+1.-J')+DDJ-KGF .(6G-JB&)LVCB&* )+ GF413E4J+(G(+GK(154G46G45 O2&T>R;)+ GF4GFJ44DJ-3E10
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LF4(66411(+5 314 -.6*)+)6(*1E46)'4+1K(1(EEJ-I45 O2 &GF)6 P-'')GG44 -.L)(+A)+D L()5( h-1E)G(*
)L<8$#?$"#9$:$#*0!A)%$2'%!C*-K62G-'4GJ21F-K45 GF(G:" #̂] -.GF44+5-GF4*)(*64**14,EJ41145 1)Q[;0LF4
(I4J(D4'(116-+64+GJ(G)-+ -.(54+-1)+4)+ GF413E4J+(G(+G-.GF4GJ(+1.46G)-+ DJ-3E K(11)D+).)6(+G*2F)DF4JGF(+ GF(G
)+ GF46-+GJ-*DJ-3E )+7\ $̂8$l% %̂"\, +D@'*>9I+# %̂%7l$ "̂\#, +D@'** )/j" 9̂7?"Lj$ $̂$%*0Li[&T1G()+)+D
1F-K45 GF(GGF4(I4J(D4(E-EG-G)664**EJ-E-JG)-+ -.6-J+4(*4+5-GF4*)(*64**1)+ GF4J(E('26)+ DJ-3E K(11)D+).)6(+G*2
F)DF4JGF(+ GF(G)+ GF46-+GJ-*DJ-3E"(+5 GF4(I4J(D4(E-EG-G)664**EJ-E-JG)-+ -.6-J+4(*4+5-GF4*)(*64**1)+ GF4;<S
1)Q[;DJ-3E K(11)D+).)6(+G*2*-K4JGF(+ GF(G)+ GF4J(E('26)+ DJ-3E"K)GF 1)D+).)6(+G5)..4J4+641O4GK44+ GF4' )/j
7 ?̂%7"Lj$ $̂8$(/j9 9̂$""Lj$ $̂#8*0C*-K62G-'4GJ21F-K45 GF(GGF4(I4J(D4.*3-J4164+64)+G4+1)G)41-.>P;YB#"
ZP;YB# (+5 &B14*46G)+ )+ GF4;<S1)Q[;DJ-3E K(1K4(H4JGF(+ GF(G)+ GF46-+GJ-*DJ-3E ) 9 $̂%$ l# #̂?: >9I
## %̂$$l8 9̂8?"7 %̂$$l# 8̂79 >9I## $̂7$ l8 8̂:#"" 8̂87 l# ?̂79 >9I89 8̂?$ l9 7̂78 *"K)GF 1)D+).)6(+G5)..4J4+641
O4GK44+ GF4' )/j8 ?̂:9"Lj$ $̂9:(/j8 \̂"?"Lj$ $̂9%(/j9 $̂\#"Lj$ $̂#"*0LF4EJ-E-JG)-+1-.LJ4D64**1)+ GF4
1)+D*463*G3J45 DJ-3E"6-B63*G3J4DJ-3E (+5 ;<S1)Q[;DJ-3E K(11)D+).)6(+G*25)..4J4+G)Kj#8 \̂:$"Lj$ $̂$?*"
(+5 GF4EJ-E-JG)-+ -.LJ4D64**1)+ GF4;<S1)Q[;DJ-3E K(11)D+).)6(+G*2*-K4JGF(+ GF(G)+ GF46-B63*G3J4DJ-3E )/j
7 %̂"$"Lj$ $̂88*0&T>R;(11(21F-K45 GF(G"GF46-+G4+G1-.>TB#$ (+5 LVCB&)+ GF413E4J+(G(+G)+ GF41)+D*4
63*G3J45 DJ-3E"6-B63*G3J4DJ-3E (+5 ;<S1)Q[;DJ-3E K4J41)D+).)6(+G*25)..4J4+G)Kj8$ :̂%$"Lj$ $̂$7(Kj
8? 7̂8$"Lj$ $̂$# *" (+5 GF46-+G4+G-.>TB#$ (+5 LVCB& )+ GF413E4J+(G(+G)+ GF4;<S 1)Q[; DJ-3E K(1
1)D+).)6(+G*2F)DF4JGF(+ GF(G)+ GF46-B63*G3J4DJ-3E"J41E46G)I4*2)/j9 9̂:8"Lj$ $̂##(/j" 8̂\$"Lj$ $̂$%*0!
G"&#2$%-"&%!;<S1)Q[;'-5).)45 6-J+4(*4+5-GF4*)(*64**16(+ )+5364LJ4D64**1G-EJ-*).4J(G4(+5 146J4G4>TB#$
(+5 LVCB&"KF)6F EJ-I)541(+4K'4GF-5 .-J)+536G)-+ -.6-J+4(*(**-DJ(.G)''3+4G-*4J(+640

"7)8 9",+%#6;54+-1)+4H)+(14( P-J+4(*GJ(+1E*(+G(G)-+( &+5-GF4*)(*64**1( Q4D3*(G-J2L64**1
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!!角膜移植是角膜盲患者复明的主要手段"免疫排斥
反应和血管新生是引起角膜移植失败的主要原因' 目
前临床上多采用糖皮质激素或者免疫抑制剂诱导移植

角膜的免疫耐受"具有较好的治疗效果+#, ' 然而这些免
疫抑制剂会不同程度地损伤移植角膜的内皮细胞"长期
使用还容易引起感染

+8, ' 因此寻找新的诱导免疫耐受
的方法对于角膜移植具有十分重要的意义

+7, ' 研究表
明"腺苷能够诱导局部组织的免疫耐受"并在缺血W再灌
注损伤中发挥着保护移植器官的作用

+9W", ' 然而"腺苷
在体半衰期极短"如何长时间维持腺苷的释放至关重
要' 腺苷激酶)(54+-1)+4H)+(14";<S*是控制细胞中腺
苷浓度的一种关键酶"抑制 ;<S能保护组织和细胞抵
御外界损伤"此外 ;<S抑制的细胞还能持续释放腺苷
进入局部组织

+%, ' 本研究中将 ;<S小干扰 Q[;)1'(**
)+G4J.4J)+DQ[;"1)Q[;*转染进入角膜内皮细胞"并进一
步研究其诱导免疫耐受的作用及机制'

:6材料与方法

:0:6材料
人角膜内皮细胞 )美国 ;LPP公司*(胎牛血清&

QUY>#%9$ 基础培养基&<Y&Y基础培养基&胰蛋白酶
)美国 h2P*-+4公司*(人淋巴细胞分离液)天津 L̀ <
生物公司*(白细胞介素B#$))+G4J*43H)+B#$">TB#$*和转
化生长因子B&)GJ(+1.-J')+DDJ-KGF .(6G-JB&"LVCB&*的
&T>R;试剂盒)深圳欣博盛生物科技公司*(Li[&T凋
亡试剂盒)美国罗氏生物公司*(P<9BU&&P<8"B;UP&
C-,E7BC>LP&细胞间黏附分子B# ))+G4J64**3*(J(5F41)-+
'-*463*4B#" >P;YB# *BU&& 血 管 细 胞 黏 附 分 子B#

)I(163*(J64**(5F41)-+ '-*463*4B#"ZP;YB# *B;UP和
&B选择素BC>LP抗体)美国 <̀公司*(雷帕霉素)美国
R)D'(公司*' ;<S1)Q[;由上海吉玛公司设计合成'
:0;6方法
:0;0:6角膜内皮细胞的培养及 ;<S1)Q[;转染!采
用第 7 _" 代处于对数生长期的角膜内皮细胞' 采用含
体积分数 #$]胎牛血清的<Y&Y培养基培养内皮细胞(
待内皮细胞铺满培养孔 ?$]时"使用质量分数 $ 8̂"]胰
蛋白酶进行细胞传代' 实验分为转染组和未转染组' 转
染 组 C;Y 荧 光 标 记 ;<S 1)Q[; 的 转 染 采 用

T)E-.46G(')+4' 7$$$"转染后 % F"更换新鲜的内皮细胞培
养基' 继续培养 89 F"收集细胞"流式细胞术检测转染效
率"检测荧光阳性细胞的比例"实验均重复 7 次"取平均
值' 采用高效液相色谱法检测各组中腺苷的质量浓度'
:0;0;6Li[&T染色法检测细胞凋亡率!实验分为对
照组)转染对照 1)Q[;*&雷帕霉素组)转染对照 1)Q[;
后培养上清中加入 #$ +D@'*雷帕霉素*和 ;<S1)Q[;
组)转染;<S1)Q[;后培养上清中加入 #$ +D@'*雷帕
霉素*' 雷帕霉素刺激 9\ F 后"弃上清"加入质量分数
9]多聚甲醛固定" Ù R 清洗后"加入含质量分数
$ #̂] LJ)G-+ gB#$$ 的 Ù R"冰浴孵育 8 ')+"Ù R 清洗 7
次"加入 "$ !*Li[&T检测液"7? m避光孵育 %$ ')+"
Ù R 清洗 7 次"加入 <;U>染色 " ')+"Ù R 清洗 7 次"
封片"#$$ 倍荧光显微镜下观察绿色荧光细胞的比例"
实验均重复 7 次"取平均值'
:0;0<6流式细胞术检测内皮细胞促炎分子的表达6
实验分为对照组)转染对照 1)Q[;*和 ;<S1)Q[;组
)转染;<S1)Q[;后培养上清中加入 #$ +D@'*雷帕霉
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素*' ;<S1)Q[;转染后 9\ F"弃上清"胰蛋白酶消
化"离心半径 8$ 6'"# $$$ J@')+离心 " ')+"之后加入
小鼠抗人 >P;YB#&ZP;YB# 和 &B选择素的流式细胞术
抗体)实验浓度严格按照说明书*"室温下孵育8$ ')+"
离心后弃上清"流式细胞术检测平均荧光强度' 实验
均重复 7 次"取平均值'
:0;0>6淋巴细胞和内皮细胞共培养及流式细胞技术
检测 LJ4D细胞比例!采用梯度离心法分离健康志愿
者外周血中的淋巴细胞)临床标本的获取和使用经天
津 市 泰 达 医 院 伦 理 委 员 会 批 准" 批 准 号#
L<8$#?$"#9$:$#*"将其加入提前培养有 "n#$9

个内皮

细胞的培养孔中' 实验分为单独培养组)单纯的淋巴
细胞置于含有 #$]胎牛血清的 QUY>#%9$ 培养基中培
养*&共培养组)淋巴细胞与内皮细胞置于含有 #$]胎
牛血清的 QUY>#%9$ 培养基中共培养*和 ;<S1)Q[;
组)淋巴细胞与 ;<S1)Q[;转染的内皮细胞置于含
#$]胎牛血清的 QUY>#%9$ 培养基中共培养*"分别培
养 9\ F"收集淋巴细胞"加入 P<9BU&和 P<8"B;UP抗
体"室温下孵育 #" ')+" Ù R 清洗 7 次"破膜后加入
C-,E7BC>LP抗体"室温下孵育#" ')+"Ù R 清洗 7 次"
流式细胞仪上检测 P<9aP<8"aC-,E7a

调节性 L细胞
)J4D3*(G-J2L64**"LJ4D*"实验均重复 7 次"取平均值'
:0;0H6&T>R;法检测细胞因子含量!实验分组同
#0809"共培养后 9\ F"收集淋巴细胞"置于培养板中继
续培养 9\ F"之后收集上清"&T>R;法检测上清中>TB#$
和 LVCB&的含量"操作严格按照试剂盒的说明书进
行' 实验均重复 7 次"取平均值'
:0<6统计学方法

采用 RURR #?0$ 统计学软件进行统计分析' 本研
究中计量资料的数据经 S-*'-D-J-IBR')J+-I检验证实
呈正态分布"以 '4(+lR<表示"经 T4I4+4检验证实方
差齐' 转染组与未转染组上清中腺苷的质量浓度比
较"以及对照组与 ;<S1)Q[;组 >P;YB#&ZP;YB# 和
&B选择素的平均荧光强度均采用独立样本 /检验(对
照组&雷帕霉素组和 ;<S1)Q[;组角膜内皮细胞平均
凋亡细胞比例比较"单独培养组&共培养组和 ;<S
1)Q[;组淋巴细胞中 LJ4D细胞的比例比较"以及淋巴
细胞上清液中 >TB#$ 和 LVCB&质量浓度比较均采用单
因素方差分析"两两比较采用 TR<B/检验' Lk$ $̂" 为
差异有统计学意义'

;6结果

;0:6;<S1)Q[;转染进入角膜内皮细胞
流式细胞术检测结果显示":" #̂]的细胞表达 C;Y

标记荧光"表明;<S1)Q[;成功转染进入角膜内皮细胞(
转染组上清中腺苷质量浓度为)7\ $̂8$l% %̂"\*+D@'*"明
显高于未转染组的)# %̂%7l$ "̂\#*+D@'*"差异有统计学意
义)/j" 9̂7?"Lj$ $̂$%*)图 #*'
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图 :64M7%-AJ4转染进入角膜内皮细胞!;#流式细胞术检测未
转染组 C;Y标记荧光! #̀流式细胞术检测转染组 C;Y标记荧光!

P#8 个组上清液中腺苷的质量浓度比较!与未转染组比较" (Lk
$ $̂")独立样本 /检验"#j7*
!

;0;6各组角膜内皮细胞凋亡比例比较
Li[&T染色结果显示"对照组&雷帕霉素组和

;<S1)Q[;组角膜内皮细胞平均凋亡细胞比例分别
为 $ 8̂9?l$ $̂7?%&$ 9̂\$l$ $̂9:7 和 $ #̂:$l$ $̂97%"差
异有统计学意义)Kj#8 7̂9$"Lj$ $̂$\*"其中雷帕霉
素组角膜内皮细胞平均凋亡率较对照组明显升高"
;<S1)Q[;组角膜内皮细胞平均凋亡率较雷帕霉素
组明 显 降 低" 差 异 均 有 统 计 学 意 义 ) /j7 ?̂%7"
Lj$ $̂8$(/j9 9̂$""Lj$ $̂#8*)图 8*'
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图 ;6各组角膜内皮细胞凋亡情况比较!;<S1)Q[;抑制雷帕霉素
引起的角膜内皮细胞凋亡!;#Li[&T染色结果! #̀各组角膜内皮

细胞凋亡率的量化比较!与对照组比较"(Lk$ $̂"(与雷帕霉素组比

较"OLk$ $̂")单因素方差分析"TR<B/检验"#j7*!注#;<S#腺苷激
酶(1)Q[;#小干扰 Q[;
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;0<6各组角膜内皮细胞表面促炎分子的表达比较
流式细胞术检测结果显示" 对照组 >P;YB#&

ZP;YB# 和 &B选择素的平均荧光强度分别为 ## %̂$$l
8 9̂8?&## $̂7$ l8 8̂:# 和 89 8̂?$ l9 7̂78";<S1)Q[;
组分别为 9 $̂%$ l# #̂?:& 7 %̂$$ l# 8̂79 和 " 8̂87 l
# ?̂79";<S1)Q[;组 >P;YB#&ZP;YB# 和 &B选择素的
平均荧光强度明显弱于对照组"差异均有统计学意义
)/j8 ?̂:9"Lj$ $̂9:(/j8 \̂"?"Lj$ $̂9%(/j9 $̂\#"
Lj$ $̂#"*)图 7*'

;0>6各组内皮细胞 LJ4D细胞比例比较
流式细胞术检测结果显示"单独培养组&共培养组

和 ;<S1)Q[;组淋巴细胞中 LJ4D细胞的比例分别为
$ $̂?"l$ $̂88&$ $̂:$l$ $̂87 和 $ 7̂9?l$ $̂%%"总体比较差
异有统计学意义 )Kj#8 \̂:$"/j$ $̂$?*"其中 ;<S
1)Q[;组淋巴细胞中 LJ4D细胞的比例较共培养组明显
升高"差异有统计学意义)/j7 %̂"$"Lj$ $̂88*(单独培
养组淋巴细胞中 LJ4D细胞的比例与共培养组比较"差
异无统计学意义)/j$ 9̂?9"Lj$ %̂%$*)图 9*'
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图 <6各组角膜内皮细胞表面促炎分子 @G4FB:&aG4FB: 和 PB选择素的表达比较!;<S1)Q[;可以降低角膜内皮细胞表面 >P;YB#&ZP;YB#
和 &B选择素的表达!;#>P;YB# 的流式细胞术检测结果! #̀ZP;YB# 的流式细胞术检测结果!P#&B选择素的流式细胞术检测结果!<#各组角
膜内皮细胞表面 >P;YB# 表达的量化比较!&#各组角膜内皮细胞表面 ZP;YB# 表达的量化比较!C#各组角膜内皮细胞表面 &B选择素表达的量

化比较!与对照组比较"(Lk$ $̂")独立样本 /检验"#j7*!注#>P;Y#细胞间黏附分子(ZP;Y#血管细胞黏附分子(;<S#腺苷激酶(1)Q[;#小干
扰 Q[;
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图 >6各组淋巴细胞中 C,)0 细胞的比例比较!;#单独培养组流式细胞术检测结果! #̀共培养组流式细胞术检测结果!P#;<S1)Q[;组流式细

胞术检测结果!<#各组淋巴细胞中 LJ4D细胞比例的量化比较"与共培养组比较"(Lk$ $̂")单因素方差分析"TR<B/检验"#j7*!注#LJ4D#调节性
L细胞(;<S#腺苷激酶(1)Q[;#小干扰 Q[;
!

;0H6各组细胞培养上清液中 >TB#$ 和 LVCB&质量浓
度比较

&T>R;的结果显示"单独培养组&共培养组和
;<S1)Q[;组淋巴细胞培养上清液中 >TB#$ 的质量浓
度分别为)$ #̂"9l$ $̂8$*&)$ #̂\%l$ $̂8%*和)$ "̂79l
$ $̂"#* +D@'*" LVCB&的质量浓度分别为 ) 8 \̂77 l
$ ?̂\\*&)7 ?̂$$l# $̂99*和)#? \̂$$l8 9̂"\* +D@'*"总
体比较差异均有统计学意义 )Kj8$ :̂%$"Lj$ $̂$7(
Kj8? 7̂8$"Lj$ $̂$#*"其中 ;<S1)Q[;组淋巴细胞
上清液中 >TB#$ 和 LVCB&的质量浓度均较共培养组明
显升高"差异均有统计学意义 )/j9 9̂:8"Lj$ $̂##(
/j" 8̂\$"Lj$ $̂$%*(单独培养组淋巴细胞上清液中
>TB#$ 和 LVCB&的质量浓度与共培养组比较"差异均
无统 计 学 意 义 ) /j$ ?̂$?" Lj$ "̂#\( /j$ %̂%8"
Lj$ "̂99*)图 "*'
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图 H6各组细胞培养上清液中 @UB:C 和 C组!B!质量浓度的比较!;#
各组上清液中 >TB#$ 质量浓度的比较! #̀各组上清液中 LVCB&质量

浓度的比较!与共培养组比较"(Lk$ $̂" )单因素方差分析"TR<B/检
验"#j7*!注#>T#白细胞介素(;<S#腺苷激酶(1)Q[;#小干扰 Q[;(
LVC#转化生长因子

<6讨论

免疫排斥反应是引起角膜移植失败的主要原因"临
床上主要采用免疫抑制剂局部治疗"然而不良反应很
大"常引起各种并发症+?, ' 雷帕霉素是近几年临床应用
较多的免疫抑制剂"然而研究发现其能够诱导角膜内皮

!$97! 中华实验眼科杂志 8$#: 年 " 月第 7? 卷第 " 期!PF)+ X&,E =EFGF(*'-*"Y(28$#:"Z-*07?"[-0"

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



细胞发生凋亡并抑制其增生&迁移"长期应用将会引起
感染"甚至致盲等+\W:, ' 间充质干细胞治疗是近几年兴
起的一种诱导移植角膜免疫耐受的方法"但是其在发挥
免疫耐受作用的同时"还可能分泌促血管生成因子"具
有潜在的诱导血管新生作用

+#$W#8, ' 基因转染进入内皮
细胞能够精准靶向治疗"减少不良反应的发生' 本研究
中以 ;<S为靶点"一方面可以帮助角膜内皮细胞抵御
免疫抑制剂或者免疫细胞的损伤(另一方面还能促进角
膜内皮细胞不断释放腺苷"促进 LJ4D细胞增生"诱导移
植角膜局部的免疫耐受"最终促进移植角膜的长期存活
和正常功能的发挥'

角膜内皮细胞表面表达 >P;YB#&ZP;YB# 和 &B选
择素 7 种促炎分子"在移植免疫排斥中发挥重要的功
能' 第 7 _" 代处于对数生长期的角膜内皮细胞生长
状态佳"细胞表面蛋白表达稳定"因此本研究中选择第
7 _" 代内皮细胞进行实验' 缺氧或脂多糖等能够诱
导 >P;YB#&ZP;YB# 和 &B选择素表达增加"进一步促
进局部炎症反应

+#7, ' >P;YB#&ZP;YB# 和 &B选择素还
能以分子或者外泌体的形式从内皮细胞脱落"诱导巨
噬细胞向促炎型细胞转换"加重炎症反应的损伤 +#9, '
因此"抑制内皮细胞促炎分子的表达对于角膜移植的
成功具有重要意义' 本研究中发现";<S1)Q[;能够
通过直接抑制 >P;YB#&ZP;YB# 和 &B选择素的表达"
减少内皮细胞引起的同种异体免疫排斥反应'

LJ4D细胞在诱导移植物免疫耐受中发挥着重要的
作用">TB#$ 和 LVCB&等免疫抑制分子在这个过程中
发挥着关键作用

+#", ' 近年研究发现"LJ4D细胞移植或
者通过各种途径促进 LJ4D细胞比例升高能够显著诱
导同种异体移植物的免疫耐受

+#%W#\, ' 在角膜移植后"
LJ4D细胞移植可以有效诱导免疫耐受 +#:, ' 本研究中
发现";<S1)Q[;修饰的角膜内皮细胞能够显著促进
LJ4D细胞的增生及其分泌免疫抑制分子"进而诱导角
膜移植物局部的免疫耐受'

综上所述"本研究中发现 ;<S1)Q[;能够通过促
进 LJ4D细胞的增生和分泌"诱导角膜移植物的免疫耐
受以保护角膜内皮细胞' 本研究为角膜移植免疫排斥
反应的治疗提供了新的选择'
利益冲突!所有作者均声明不存在利益冲突
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