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%%$摘要%%目的%研究在英国皇家外科学院(MCB)大鼠视网膜色素变性(MY)发展过程中"介导细胞免疫
的 W淋巴细胞和自然杀伤(Aa)细胞及其分泌的细胞因子 '干扰素( 6̂A@')的变化&%方法%选取出生后 ="
日龄(Y=")'Y!"'Y9" MCB@GN.\@Ym

大鼠(简称 MCB 大鼠)和相应日龄 MCB@GN.m@Ym
大鼠 (简称对照大鼠)各 7=

只"细胞因子液相悬浮芯片检测大鼠视网膜匀浆中多种炎性细胞因子的质量浓度& 实时荧光定量聚合酶链反
应(GF(*@J)'FYCM)检测各日龄大鼠视网膜中白细胞介素@=(6]@=)'CC类趋化因子配体 =(CC]=)'CcC趋化因
子配体 >(CcC]>)'CcC]7" 和 6̂A@''MAH的表达水平*免疫组织化学技术检测大鼠视网膜中 W淋巴细胞
(C4!m'C4$m)和 Aa细胞(C4797m)的分布*流式细胞术检测大鼠视网膜中 W淋巴细胞 (C4!m'C4$m)和 Aa
细胞(C4797m)的比例"酶联免疫吸附试验(&]6BH)检测大鼠视网膜组织匀浆中 6̂A@'的质量浓度&%结果%
MCB 组大鼠视网膜中淋巴细胞相关细胞因子和趋化因子 'MAH表达水平均表现出随日龄增加而表达上调的
趋势"Y9" MCB 大鼠视网膜中 6]@='CC]='CcC]>'CcC]7"'CcC]77 和 6̂A@''MAH表达水平均较 Y=" MCB 大
鼠和对照组大鼠表达水平明显升高"差异均有统计学意义(均 To"k"?)& Y9" MCB 大鼠视网膜中 C4!'C4$'
C4797 细胞阳性率分别为(>k">t"k$>)j'(7$k88t"k#$)j和(>k!7t"k#$)j& Y9" MCB 大鼠视网膜中 6̂A@'
阳性细胞比例为($k=>t"k=8)j"较对照大鼠的("k=$t"k"=)j显著升高"差异有统计学意义(-n=>k"#"Tn
"k"")& Y9" MCB 大鼠视网膜中 C4!m'C4$m

和 C4797m
淋巴细胞主要分布在内层视网膜"且 6̂A@'阳性标记与

淋巴细胞表面标记呈共定位& 不同日龄 MCB 大鼠和对照大鼠视网膜中 6̂A@'质量浓度比较"差异均有统计
学意义([

组别
n79k!>"To"k"7*[

时间
n=7k"?"To"k"7)"其中 Y9" MCB 大鼠视网膜中 6̂A@'质量浓度较 Y="

MCB 大鼠'Y!" MCB 大鼠和对照组大鼠明显升高"差异均有统计学意义(均 To"k"?)&%结论%MCB 大鼠 MY
改变了视网膜内相对免疫豁免的微环境"视网膜中淋巴细胞趋化因子和细胞因子表达水平逐渐升高"并在病
变后期引起淋巴细胞的浸润和激活"导致 6̂A@'在视网膜中浓度显著升高"表明细胞免疫参与其病理机制&%

$关键词%%视网膜变性疾病* 淋巴细胞* '干扰素
基金项目! 国家重点基础研究发展计划 (>8# 计划) 项目 (="7#CL>98""=)* 重庆市基础科学与前沿

技术研究 (重点) 项目 (2<J2="78;2.;Lc""?$)
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"60'4%()4#7E0F$)45G$7W3FIT*3GFJKF)''0,F@')2G3F,Q)G3,'F,J3RJKFGFJ),(<(JN)RRFGF,J<J(OF<3RGFJ),(*
NFOF,FG(J)3, ), M3.(*C3**FOF3RB0GOF3, (MCB) G(J<1%!$4*,/'%MCB@GN.\@Ym(MCB) G(J<(JF(G*.<J(OF(Y=")"
')NN*F<J(OF(Y!") (,N *(JF<J(OF(Y9") VFGF),Q3*QFN"7= G(J<(JF(2K T3<J@,(J(*N(."MCB@GN.m@YmG(J<<FQFGFN (<
23,JG3*1MF*(J)QF23,2F,JG(J)3,<3RG(J2.J3U),F<), G(JGFJ),(K3'3OF,(JFVFGFNFJF2JFN P.0<),OL)3@Y*FIB0<TF,<)3,
HGG(.B.<JF'1MF*(J)QFFITGF<<)3,<3R),JFG*F0U),@= (6]@=)"C@C'3J)R*)O(,N = (CC]=)"2KF'3U),F(C@c@C'3J)R)
*)O(,N > (CcC]>)"CcC]7""CcC]77 (,N ),JFGRFG3,@'( 6̂A@') 'MAH), G(JGFJ),(VFGF(,(*.-FN P.GF(*@J)'F
YCM1&ITGF<<)3,<3R6̂A@'(,N )''0,F2F**<<0GR(2F'(GUFGC4!"C4$ (,N C4797 ), JKFGFJ),(<VFGFNFJF2JFN P.
)''0,3K)<J32KF')2(*<J(),),O1YFG2F,J(OF3R6̂A@'T3<)J)QFW*.'TK32.JF<(,N ,(J0G(*U)**FG(Aa) 2F**<), G(JGFJ),(
VFGF(,(*.-FN P.R*3V2.J3'FJG.1WKF23,2F,JG(J)3,<3R6̂A@'), G(JGFJ),(K3'3OF,(JFVFGFFQ(*0(JFN P.F,-.'F@
*),UFN )''0,3<3GPF,J(<<(. ( &]6BH)1WKF0<F(,N 2(GF3RJKF(,)'(*<23'T*)FN V)JK MFO0*(J)3,<R3GJKF
HN'),)<JG(J)3, 3RHRR()GC3,2FG,),O&ITFG)'F,J(*H,)'(*<P.BJ(JFB2)F,2F(,N WF2K,3*3O.C3'')<<)3,1%&$'3#4'%
].'TK32.JF<GF*(JFN 2.J3U),F<(,N 2KF'3U),F<'MAHFITGF<<)3, *FQF*<), JKFMCB G(JGFJ),(<<K3VFN ),2GF(<FJGF,N<
V)JK JKFFIJF,<)3, 3RJ)'F1WKFFITGF<<)3, *FQF*<3R6]@="CC]="CcC]>"CcC]7""CcC]77 (,N 6̂A@''MAH), Y9"

!>#$!中华实验眼科杂志 ="7$ 年 77 月第 #9 卷第 77 期%CK), Z&IT 5TKJK(*'3*"A3QF'PFG="7$"[3*1#9"A3177
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MCB G(JGFJ),(<VFGF<)O,)R)2(,J*.),2GF(<FN JK(, JK3<F), JKFY=" MCB G(JGFJ),(<(,N JKF23,JG3*G(JGFJ),(<((**(JTo
"k"?)1WKFT3<)J)QFG(JF<3RC4!"C4$ (,N C4797 2F**<), JKFGFJ),(<3RY9" MCB G(J<V(<( >k"> t"k$> )j"
(7$k88t"k#$)j (,N (>k!7t"k#$)j"GF<TF2J)QF*.1WKFTG3T3GJ)3, 3R6̂A@'T3<)J)QF2F**<), JKFGFJ),(<3RY9" MCB
G(J<V(<($k=>t"k=8)j"VK)2K V(<<)O,)R)2(,J*.K)OKFGJK(, JK(J3RJKF23,JG3*G(J<(+"k=$t"k"= ,j)"V)JK (
<)O,)R)2(,JN)RRFGF,2FPFJVFF, JKF' (-n=>k"#"Tn"k"" )1C4!m" C4$m (,N C4797m *.'TK32.JF<VFGF'(),*.
N)<JG)P0JFN ), JKFGFJ),(<3RY9" MCB G(J<"(,N JKFFITGF<<)3,<3R6̂A@'VFGF23@*32(JFN V)JK *.'TK32.JF<0GR(2F
'(GUFG<1WKFGFVFGF<)O,)R)2(,JN)RRFGF,2F<), JKF23,2F,JG(J)3,<3R6̂A@'), JKFGFJ),(<3RMCB G(J<(,N 23,JG3*G(J<(J
N)RRFGF,JN(.(OF<([OG30T n79k!>"To"k"7* [J)'Fn=7k"?"To"k"7)"JKF23,2F,JG(J)3, 3R6̂A@'), GFJ),(<3RY9" MCB
G(J<V(<<)O,)R)2(,J*.K)OKFGJK(, JK(J3RY=" MCB G(J<"Y!" MCB G(J<(,N 23,JG3*G(J<"(,N JKFN)RRFGF,2F<VFGF
<J(J)<J)2(**.<)O,)R)2(,J((**(JTo"k"?)1%D,.)#3'5,.'%H*3,OV)JK JKFTG32F<<3RGFJ),(*NFOF,FG(J)3,")''0,F
TG)Q)*FOFP(*(,2F), JKFGFJ),(<)<N)<G0TJFN"JKFFITGF<<)3,<3R*.'TK32.JF<GF*(JFN 2KF'3U),F<(,N 2.J3U),F<(GF
F*FQ(JFN1].'TK32.JF<),R)*JG(J)3, (,N (2J)Q(J)3, (GF(TTF(GFN ), JKFGFJ),(K)OK*.(2J)Q(JFN (JJKF*(JF<J(OF3RMY"
*F(N),OJ3JKF<)O,)R)2(,J0T@GFO0*(J)3, 3R),R*(''(J3G.2.J3U),F6̂A@'), ')2G3F,Q)G3,'F,J"VK)2K ),N)2(JF<JK(J
*.'TK32.JF<'FN)(JFN )''0,FGF<T3,<F'(.J(UFT(GJ), GFJ),(*NFOF,FG(J)3,1%

"8$9 :,%/'#7MFJ),(*NFOF,FG(J)3, N)<F(<F* ].'TK32.JF<* 6,JFGRFG3,@'
;3./+%,-%(1# A(J)3,(*L(<)2MF<F(G2K YG3OG('3RCK),((>8# YG3OG(') (="7#CL>98""=)* CK3,O+),O

MF<F(G2K YG3OG('3RL(<)2MF<F(G2K (,N Ĝ3,J)FGWF2K,3*3O.(2<J2="78;2.;Lc""?$)

%%在视网膜色素变性(GFJ),)J)<T)O'F,J3<("MY)的病
理过程中"炎症和自身免疫反应具有极其重要的作
用

+7, & 研究表明视网膜变性疾病的发生与血\视网膜
屏障的破坏和免疫细胞的激活密切相关

+=\!, "以往此
类疾病的免疫学研究主要关注视网膜固有免疫细

胞---小胶质细胞"本研究团队也通过大量动物实验
证明小胶质细胞的激活可促进视网膜变性疾病的发

展
+?\8, & 目前"关于眼内淋巴细胞的研究多集中于前

房和葡萄膜
+$\>, "淋巴细胞在 MY病理过程中的具体作

用鲜见报道"视网膜中淋巴细胞与外源性治疗细胞的
关系仍处于干细胞转化医学研究的真空地带& 英国皇
家外科学院(M3.(*C3**FOF3RB0GOF3,"MCB)大鼠是 MY
模型大鼠"其遗传性受体酪氨酸激酶基因突变导致视
网膜色素上皮(GFJ),(*T)O'F,JFT)JKF*)0'"MY&)细胞吞
噬感光细胞外节膜盘功能障碍"膜盘残余小体潴留于
基底部细胞原浆中并向细胞外排出"特征表现为色素
上皮层和 LG02K<膜之间形成玻璃膜疣 +7"\77, & 玻璃膜
疣中大量自身抗原'氧化蛋白'模式识别受体等可活化
抗原递呈细胞和补体系统"诱发视网膜中免疫细胞对
感光细胞的攻击"促进视网膜变性疾病的发展 +77\7=, &
其中"淋巴细胞作为机体获得性免疫的主要介导者"能
识别抗原递呈细胞表面的眼自身抗原而被激活"受到
趋化作用聚集于微环境中并引起一系列的免疫应答"
破坏视网膜组织

+7#, & 本研究中通过检测 MCB 大鼠视
网膜微环境在变性不同阶段淋巴细胞相关细胞因子和

趋化因子"以及淋巴细胞在变性视网膜组织中的分布
和比例"探讨视网膜变性疾病与淋巴细胞的相互关系&

<7材料与方法

<1<7材料

<1<1<7实验动物7出生后 =" 日龄(Y=")'Y!" 和 Y9"
的变性早'中'晚期 MCB@GN.\@Ym

大鼠(MCB 大鼠)以及
相应日龄的 MCB@GN.m@Ym

大鼠(对照大鼠)各 7$ 只(陆军
军医大学实验动物中心提供)"分笼饲养于 =" s恒温室
内"自动控制光照 7= K& 实验动物的使用和喂养遵循国
家科学技术委员会颁布的0实验动物管理条例1&
<1<1=7主要试剂及仪器7L)3@Y*FI大鼠炎性因子试
剂盒(美国 L)3@M(N 公司)*M6YH裂解液'LCH蛋白定
量试剂盒(北京康为世纪有限公司)*小鼠抗大鼠 C4!
单克隆抗体 (5c@#?)'小鼠抗大鼠 C4$(单克隆抗体
(5c@$)'小鼠抗大鼠 C4797(单克隆抗体 ( 7":8$ )'
H*FI(̂ *03G) 9!8 偶联小鼠抗大鼠 '干扰素(),JFGRFG3,@'"
6̂A@')抗体(4L@7) (美国 L4L)3<2)F,2F公司)*H*FI(
*̂03G!$$ 标记山羊抗小鼠 6Ò 二抗 (H#=8=# )'大鼠

6̂A@'&]6BH试剂盒 (美国 WKFG'3R)<KFG公司)*Y&标
记山羊抗小鼠 6Ò 二抗(??"?$>"美国 L4公司)*MAH
提取试剂WG)-3*'YG)'FB2G)TJWD MWGF(OF,Ja)J逆转录试
剂盒'荧光染料 BbLMYGF')I&IW(+(日本 W(U(G(公
司)& L)3@Y*FI悬液微珠芯片平台'Ĉ c>9 荧光实时定
量 YCM仪(美国 L)3@M(N 公司)*]BD$"" 激光扫描共
焦显微镜(德国X&6BB 公司)* ĤCBC(,J3WD

流式细胞仪

(美国L4公司)*[(G)3<U(, *̂(<K 全波长多功能酶标仪
(美国 WKFG'3R)<KFG公司)&
<1=7方法
<1=1<7液相悬浮芯片检测大鼠视网膜中细胞因子质
量浓度7取 Y9" MCB 和相应日龄对照大鼠各 # 只"腹
腔内注射质量分数 #j戊巴比妥钠?" 'O:UO"深度麻
醉后断颈处死大鼠"摘取眼球"分离并剪碎视网膜"置
于含蛋白酶抑制剂的 M6YH裂解液"冰上吹打裂解
=" '),"! s条件下7= """ r'离心 7" '),"收集各组视

!"!$! 中华实验眼科杂志 ="7$ 年 77 月第 #9 卷第 77 期%CK), Z&IT 5TKJK(*'3*"A3QF'PFG="7$"[3*1#9"A3177
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网膜组织匀浆蛋白样本"LCH法测定样本蛋白质量浓
度& 根据 L)3@Y*FI大鼠炎性因子试剂盒说明"各组样
本按照?" %O等质量上样"并用 M6YH裂解液补足体积
至?" %*"依次孵育微珠'抗体和 Y&标记链霉亲和素后
送入已校正的 L)3@Y*FI机器中读值& 根据标准品得到
的荧光检测值"使用多参数模式对标准曲线进行拟合"

得到标准曲线及其方程"再将样本检测的原始荧光检
测值代入标准曲线公式"计算样品质量浓度&
<1=1=7实时荧光定量 YCM法检测细胞因子及趋化因
子基因表达%取 Y="'Y!"'Y9" MCB 大鼠和相应日龄
对照大鼠各 9 只"按照 71=17 步骤处死大鼠后摘取眼
球"分离并剪碎新鲜视网膜组织"分组置于含 7 '*
WG-)3*的无菌离心管内"氯仿抽提组织 'MAH"每组制
备 # 份 'MAH样本& 按照 YG)'FB2G)TJWD MWGF(OF,J
a)J逆转录试剂盒说明书逆转录合成各组 24AH"用特
异性引物 (表 7 )进行实时荧光定量聚合酶链反应
(GF(*@J)'FT3*.'FG(<F2K(), GF(2J)3,"GF(*@J)'FYCM)检
测白细胞介素@= (),JFG*F0U),@="6]@=)'CC类趋化因子
配体 =(C@C'3J)R*)O(,N ="CC]=)'CcC趋化因子配体
=+2KF'3U),F(C@c@C'3J)R) *)O(,N >"CcC]>,'CcC]7"

和 6̂A@''MAH的表达& MF(*@J)'FYCM扩增达到荧光
阈值时的循环次数记作 CJ值"&CJnCJ目的基因\CJ̀HY4_"各

基因相对表达量用 =\&&CJ
表示"=\&&CJn=\(&CJMCB组\&CJ对照组) &

表 <7各目的基因上下游引物序列

基因 引物序列(?2@#2 )

==5O
正义链#`̀ HCCH̀ HHCCHH̀ Ẁ H̀ HWCH̀ H

反义链#H̀ CWWCH̀ HWWWHẀ `̀ WCHH̀ WWCHC

=R=5`
正义链#WCCHCWHCHHHWCCCWCHHH̀ HCCW

反义链# C̀H̀ ẀWẀ HWCWCC̀ WWCWWCH̀

=R=5NG
正义链# H̀H̀ CHCCHẀ HHCCCHH̀ W

反义链#CHHCHẀ C̀ H̀CH̀ H̀WH̀ H

=R=5NN
正义链#`̀ CCHCHHC̀ ẀWCCH̀ C̀WW

反义链# C̀WẀ H̀Ẁ Ẁ `̀ ẀCCH̀ C̀

Y5UO
正义链# C̀WWWCHCWẀ H̀H̀ HC̀ CẀ H̀H

反义链#HHHWWCCHCCHCH̀ WẀ CẀ C̀WC

Y[SU"
正义链#HHCHHCCCHCH̀ HWCCH̀ CHCHH

反义链#CCH̀ HHWCH̀ CHCC̀ HCWCCWWW

XAT)@
正义链# H̀̀ HCH̀ CC̀ CHWCWWCWẀ

反义链#Ẁ HCẀ Ẁ CC̀ WẀ HHCWẀ

%注#CC]#CC类趋化因子配体*CcC]#CcC趋化因子配体*6]#白细胞

介素*6̂A@'#'干扰素* H̀Y4_#磷酸甘油醛脱氢酶

<1=1>7流式细胞术检测视网膜中淋巴细胞比例7取
Y9" MCB 大鼠和对照大鼠各 # 只"按照 71=17 的步骤
麻醉并处死各组大鼠"摘取大鼠眼球并分离视网膜"置
于 MYD6培养基"巴氏吸管轻柔吹打成细胞悬液"

#" %'滤器过滤去除消化不完全的细胞团块 +7!, "细胞
悬液以 #""r' 离心 7" '),"重悬于含质量分数 =j L̂B
的 YLB 缓冲液备用& = 个组样本分别以小鼠抗大鼠
C4! 单克隆抗体(7 e="")'小鼠抗大鼠 C4$(单克隆抗
体(7 e="")'小鼠抗大鼠 C4797(单克隆抗体(7 e="")
! s避光孵育 #" '),"经固定破膜处理后以 HYC偶联
小鼠抗大鼠 6̂A@'单克隆抗体(7 e7"") ! s避光孵育
#" '),"YLB 漂洗后再以 H*FI(̂ *03G!$$ 标记山羊抗小
鼠 6Ò 二抗(7 e?"")和 Y&标记山羊抗小鼠 6Ò 二抗

(7 e?"") ! s 避光孵育 #" ')," YLB 漂洗重悬后
ĤCBC(,J3WD

流式细胞仪上机检测& *̂3VZ3软件分析
流式细胞学数据"并分别统计活细胞中 C4!'C4$ 和
C4797 淋巴细胞阳性率以及表面标记阳性细胞中
6̂A@'的表达水平&
<1=1?7免疫荧光染色检测视网膜中淋巴细胞分布7
取 Y9" MCB 大鼠和对照大鼠各 # 只按照 71=17 步骤麻
醉并处死各组大鼠"摘取眼球并立即置于质量分数
!j多聚甲醛溶液中室温固定 7k? K"于显微镜下去除
眼前节"质量分数 #"j蔗糖溶液 ! s过夜脱水后 5CW
包埋剂包埋"经视网膜后极部和锯齿缘行 7" %'厚连
续切片"切片保存于\=" s备用& 选取各组形态结构
完整冰冻切片""k"7 '3*:]YLB 漂洗 # 遍后用质量分
数 "k7j WG)J3, c@7"" 溶液室温破膜 7? '),"再以 ?j
山羊血清室温封闭 7 K& 小鼠抗大鼠 C4! 单克隆抗体
(7 e!"")'小鼠抗大鼠 C4$(单克隆抗体(7 e!"")'小
鼠抗大鼠 C4797(单克隆抗体(7 e!"")和 H*FI(̂ *03G)

9!8 偶联小鼠抗大鼠 6̂A@'单克隆抗体 (7 e="" )以
"k"7 '3*:]YLB 稀释后 ! s孵育组织切片过夜& 样本
经 "k"7 '3*:]YLB 漂洗 # 遍后用 H*FI(̂ *03G!$$ 标记
山羊抗小鼠 6Ò 二抗(7 e7 """)室温孵育 = K"4HY6室
温孵育 7" '),"YLB 漂洗 # 遍后以抗荧光淬灭封片剂
封片"]BD$"" 激光扫描共焦显微镜下观察并拍照&
4HY6染色细胞核用以区分视网膜层次"C4!'C4$ 和
C4797 分别标记视网膜组织中辅助性 W淋巴细胞'细
胞毒性 W淋巴细胞和自然杀伤细胞 ( ,(J0G(*U)**FG
2F**<"Aa细胞)"并共定位分析以上细胞 6̂A@'表达情
况判断其是否为激活状态&
<1=1A7酶联免疫吸附试验测定大鼠视网膜中 6̂A@'
质量浓度%取 Y="'Y!" 和 Y9" MCB 大鼠和对照大鼠
各 # 只"按照 71=17 步骤麻醉并处死各组大鼠"提取各
组视网膜组织匀浆蛋白样本"按照说明书以 ?" %O总蛋
白上样量进行 &]6BH检测& 梯度稀释标准品 (" l
= """ TO:'*)"标准品和样品均设 = 个复孔"每孔 ?" %*
(样品稀释液补足体积)上样"室温孵育 = K 后去除孔板
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中标准品和样品"继续室温下孵育辣根过氧化物酶标记
链霉亲和素(_MY@<JGFTJ(Q)N),)7 K"弃去孵育试剂后每
孔加入 7"" %*WDL底物显色 7" '),"随后迅速加入
7"" %*终止液终止反应"并立即用酶标仪检测(检测波
长#!?" ,'"参考波长#9=" ,')& 根据不同浓度标准品
的吸光度(A)值绘制标准曲线"再利用样品的 A值计算
其细胞因子蛋白质量浓度&
<1>7统计学方法

采用 BYBB 7#1" 统计学软件进行分析& 各组量化
指标的数据资料经 BK(T)G3@S)*U 检验呈正态分布"以 P
t8表示"经 ]FQF,F检验证实方差齐性& MCB 大鼠和对
照大鼠视网膜中多种细胞因子质量浓度的比较及

6̂A@'阳性细胞比例比较均采用独立样本 -检验"MCB
组和对照组不同日龄 MCB 大鼠视网膜中趋化因子和
淋巴细胞相关细胞因子'MAH表达水平以及 6̂A@'质
量浓度比较均采用两因素方差分析"多重比较采用

W0UF.检验& To"k"? 为差异有统计学意义&

=7结果

=1<7变性晚期 MCB 大鼠视网膜免疫微环境中炎性因
子质量浓度变化

视网膜液相悬浮芯片检测结果显示"多种细胞因
子中白细胞介素@=(),JFG*F0U),@="6]@=)质量浓度最高"
达(= 98?k7!t>"7k!8) TO:'*"6̂A@'次之"为(7">k>#t
7#k9=)TO:'**变化最显著的细胞因子除粒细胞:巨噬
细胞(小胶质细胞)相关细胞因子粒细胞集落刺激因
子(OG(,0*32.JF23*3,.@<J)'0*(J),OR(2J3G" @̀CB )̂ '巨噬
细胞 集 落 刺 激 因 子 ( '(2G3TK(OF23*3,.@<J)'0*(J),O
R(2J3G"D@CB )̂和 6]@7!外"淋巴细胞相关细胞因子
6]@=和 6̂A@'在 MCB 大鼠视网膜中较对照大鼠也有明
显升高"= 个组间比较差异均有统计学意义 (均 To
"k"?)(表 =)&

表 =7&DC大鼠和对照大鼠视网膜中多种细胞因子质量浓度比较(!Q""+-R1#)

组别 样本量 @̀CB^ D@CB^ 6]@7! 6]@= 6̂A@' D6Y@#( 6]@7P 6]@8

对照大鼠 # "k9>t"k=8 =k7#t"k=$ 8k#=t=k## >8>k8=t=7#k$# !=k">t9k=8 "k>#t"k"# 7"k=#t7k?8 9k>=t"k?9
MCB 大鼠 # =k9?t"k$7 9k7=t7k=9 ="k9!t#k$? = 98?k7!t>"7k!8 7">k>#t7#k9= 7k>9t"k=# 7$k>>t7k>8 7=k7!t7k!>
-值 !k"" ?k## ?k7# #k78 8k$! 8k9! 9k"7 ?k9>
T值 "k"= "k"7 "k"7 "k"# "k"" "k"" "k"" "k""

组别 样本量 D6Y@7( DCY@7 6]@! D̀@CB^ 6]@78 6]@? CC]@? [&̀ ^

对照大鼠 # 7k98t"k78 =#k!?t7k$# #k$ t"k! >k>$t7k79 9k$8t"k#? !=k9"t=k97 77k9t7k7! ="k?$t!k9!

MCB 大鼠 # =k$>t"k9? #$k??t9k>! 9k7?t"k#9 7?k9#t7k>! >k78t"k$# ?9k?>t?k7# 8k#?t7k7" 9k87t7k>8

-值 #k7= #k9? 8k?# !k## !k!= !k=7 !k9! !k89

T值 "k"! "k"= "k"" "k"7 "k"7 "k"7 "k"7 "k"7

%注#MCB#英国皇家外科学院* @̀CB #̂粒细胞集落刺激因子*D@CB #̂单核细胞集落刺激因子*6]#白细胞介素*6̂A@'#'干扰素*D6Y#巨噬细胞炎症蛋

白*DCY#单核细胞趋化蛋白* D̀@CB #̂粒细胞\巨噬细胞集落刺激因子*CC]#CC类趋化因子配体*[&̀ #̂血管内皮生长因子(独立样本 -检验)

=1=7各组不同日龄大鼠视网膜中淋巴细胞趋化因子
和细胞因子 'MAH表达水平变化

MCB 组和对照组不同日龄大鼠视网膜中 6]@='
CC]='CcC]>'CcC]7"'CcC]77 和 6̂A@''MAH表达
水平的比较"差异均有统计学意义(6]@=#[组别 n8k7$"
Tn"k"=*[时间 n>k7?"To"k"71CC]=#[组别 n7#7k8""
To"k"7*[时间 n##k!?"To"k"71CcC]>#[组别 n7"k$""
To"k"7* [时间 n8=k"!" To"k"71CcC]7"# [组别 n
=7!k$#" To"k"7* [时间 n78#k"9" To"k"71CcC]77#
[组别 n7"k=="To"k"7*[时间 n=k#>"Tn"k7#16̂A@'#
[组别 n=?8k#=" To"k"7* [时间 n=#$k$>" To"k"71)&
MCB 组大鼠视网膜中淋巴细胞相关细胞因子和趋化因
子 'MAH表达水平均表现出随日龄的增加而表达上
调的趋势"在变性晚期(Y9")表达水平显著升高"Y9"

MCB 大鼠视网膜中 MCB 大鼠视网膜中 6]@='CC]='
CcC]>'CcC]7"'CcC]77 和 6̂A@''MAH表达水平均
较 Y=" MCB 大鼠表达水平明显升高"差异均有统计
学意义 (均 To"k"? )& Y=" MCB 大 鼠 视 网 膜 中
6̂A@''MAH的表达水平高于同日龄对照组"Y!" MCB
大鼠视网膜中 CC]= 和 CcC]7" 的表达水平高于同
日龄对照组"Y9" MCB 大鼠视网膜中 6]@='CC]='
CcC]>'CcC]7"'CcC]77 和 6̂A@''MAH表达水平
高于同日龄对照组"差异均有统计学意义 (均 To
"k"?) (表 #) &
=1>7MCB 大鼠变性晚期视网膜中淋巴细胞及其相关
细胞因子表达变化

视网膜流式细胞学结果显示"对照组大鼠视网膜
中几乎未见淋巴细胞浸润" 而 Y9" MCB 大鼠视网膜中
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表 >7&DC组和对照组不同日龄 &DC大鼠视网膜中趋化因子和
淋巴细胞相关细胞因子 1&@6表达比较(!Q")

组别 样本量
不同日龄 6]@= 'MAH 不同日龄 CC]= 'MAH

Y=" Y!" Y9" Y=" Y!" Y9"

对照组 # 7k""t"k=" 7k!7t"k=9 7k#7t"k== 7k""t"k=> "k99t"k7" 7k"?t"k7=

MCB 组 # 7k79t"k=" 7k!>t"k77 7k$>t"k=8(2 #k==t"k## 7=k"=t=k"?(2 =!k9!t?k="(P2

组别 样本量
不同日龄 CcC]> 'MAH 不同日龄 CcC]7" 'MAH

Y=" Y!" Y9" Y=" Y!" Y9"

对照组 # 7k""t"k"> 7k9#t"k78( 7k!!t"k7"( 7k""t"k77 7k9?t"k7! =k?8t"k79(

MCB 组 # "k89t"k7> 7k##t"k=$( =k$=t"k7>(P2 7k"8t"k=7 !k!8t"k>7(2 7=k7?t7k7=(P2

组别 样本量
不同日龄 CcC]77 'MAH 不同日龄 6̂A@''MAH

Y=" Y!" Y9" Y=" Y!" Y9"

对照组 # 7k""t"k7" "k>8t"k7" "k$>t"k"8 7k""t"k77 =k?>t"k=?( #k=?t"k==(

MCB 组 # "k>9t"k78 7k7#t"k=7 7k!=t"k7#(2 =k9$t"k?"2 #k=>t"k9! 7?k99t7k##(P2

%注#6]@=#[组别 n8k7$"Tn"k"=*[时间 n>k7?"To"k"71CC]=#[组别 n7#7k8""To"k"7*[时间 n##k!?"To"k"71CcC]>#

[组别 n7"k$""To"k"7*[时间 n8=k"!"To"k"71CcC]7"#[组别 n=7!k$#"To"k"7*[时间 n78#k"9"To"k"71CcC]77#[组别 n

7"k=="To"k"7*[时间 n=k#>"Tn"k7#16̂A@'#[组别 n=?8k#="To"k"7*[时间 n=#$k$>"To"k"71与组内 Y=" 比较"(To

"k"?*与组内 Y!" 比较"PTo"k"?*与同日龄对照组比较"2To"k"?(两因素方差分析"W0UF.法检验)%MCB#英国皇

家外科学院*6]#白细胞介素*CC]#CC类趋化因子配体*CcC]#CcC趋化因子配体*6̂A@'#'干扰素

C4! 阳性细胞率为(>k">t
"k$>)j"C4$ 阳性细胞率
为(7$k88t"k#$)j"C4797
阳 性 细 胞 率 为 ( >k!7 t
"k#$)j*其中表达 6̂A@'
的 C4!m

细 胞 比 例 为

(9>k8#t!k8!)j"表达 6̂A@
'的 C4$m

细 胞 比 例 为

(!7k88t=k?8)j"表达 6̂A@
'的 C4797m

细胞比例为

(8$k7#t=k#?)j"证明视网
膜中 6̂A@'表达水平的上
调来自于浸润的淋巴细胞&
Y9" MCB 大鼠视网膜中
6̂A@'阳性细胞比例为
($k=>t"k=8)j"较对照大
鼠的("k=$t"k"=)j显著升
高"差异有统计学意义(-n
=>k"#"Tn"k"")(图 7)&
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图 <7&DC大鼠变性晚期
视网膜中淋巴细胞检测%
分别以 C4!γC4$ 和 C4797
标记辅助性 W淋巴细胞γ细
胞毒性W淋巴细胞和Aa细
胞"并破膜标记细胞内细胞
因子 6̂A@'%H#左侧 # 个流
式散点图示对照组视网膜

细胞"中间及右侧 9 个流式
散点图示 MCB 组视网膜细
胞及表面标记阳性细胞

6̂A@'表达百分比"图中数
字为门内阳性细胞所占百

分比(各组平均值)%L7 l
L##MCB 组和对照组大鼠
C4!mγC4$m

和 C479m
淋巴

细胞所占百分比比较%与

对照组比较"(To"k"?(独立
样本 -检验" # n# ) %C7γ
C=#对照组和MCB 组视网膜
中 6̂A@'细胞阳性率"图中
数字为门内阳性细胞所占

百分比(各组平均值)%4#
MCB 和 对 照 组 视 网 膜 中
6̂A@'细胞阳性率比较%与

对照组比较"(To"k"?(独立
样本 -检验"#n#)%&#MCB
组视网膜中各群淋巴细胞

6̂A@'阳 性 率 比 较 % 与

C4$m
细胞比较"(To"k"?

(单因素方差分析"]B4@-检
验"#n#)%注#MCB#英国皇
家外科学院*6̂A@'#'干扰素

%
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=1?7MCB 大鼠变性晚期视网膜中淋巴细胞的分布
视网膜免疫组织化学结果显示"Y9" MCB 大鼠视

网膜中 C4!m'C4$m
和 C4797m

淋巴细胞主要分布在内

层视网膜"且 6̂A@'阳性标记与淋巴细胞表面标记呈
共定位(图 =)& Y9" 对照大鼠视网膜中未检测到以上
# 种淋巴细胞&

D2

F2

BA B2

C D

E F

25μm25μm

25μm25μm

25μm25μm

D1

F1

B1

D3

F3

B3

D2

F2

BA B2

C D

E F

25μm25μm

25μm25μm

25μm25μm

D1

F1

B1

D3

F3

B3

图 =7&DC大鼠变性晚期视网膜冰冻切片免疫荧光染色(H*FI(̂ *03G!$$"4HY6"标尺n=? %')%分别以小鼠抗大鼠 C4!'C4$ 和 C4797 单克隆抗
体标记辅助性 W淋巴细胞'细胞毒性 W淋巴细胞和 Aa细胞(绿色) "并双标细胞因子 6̂A@'(红色) "细胞核以 4HY6(蓝色)染色标记"白色框示视
网膜中典型淋巴细胞形态%H'C'&3对照大鼠%L'4' 3̂MCB 大鼠%注3 C̀]3节细胞层*6A]3内核层*5A]3外核层

%

=1A7MCB 大鼠视网膜组织中 6̂A@'质量浓度的变化
&]6BH定量检测结果显示"不同日龄 MCB 大鼠和

对照大鼠视网膜中 6̂A@'质量浓度比较"差异均有统
计学意义 ([组别 n79k!>"To"k"7*[时间 n=7k"?"To
"k"7)& MCB 大鼠和对照大鼠视网膜中 6̂A@'质量浓
度均表现出随日龄增加而升高的趋势"其中对照组
Y9" 大鼠视网膜中 6̂A@'质量浓度高于 Y=" 大鼠(Tn
"k"=)"Y9" MCB 大鼠视网膜中 6̂A@'质量浓度较 Y="
MCB 大鼠'Y!" MCB 大鼠和对照组大鼠明显升高"差异
均有统计学意义(均 To"k"?)(表 !)&

>7讨论

视网膜微环境的稳定是维持视网膜细胞正常功能

的必要条件"早期对于视网膜免疫微环境的研究主要
聚焦于小胶质细胞

+7?, "淋巴细胞及其相关细胞因子在
视网膜变性疾病中的作用并未受到重视& 本研究中发
现 MCB 大鼠视网膜中淋巴细胞趋化因子 CC]='CcC]>'

表 ?7不同日龄 &DC大鼠和对照大鼠
视网膜中 S;@O!质量浓度比较(!Q""+-R1#)

组别 样本量
不同日龄大鼠视网膜中 6̂A@'质量浓度

Y=" Y!" Y9"

对照组 # =9=k7"t=8k!" ##?k"=t#"k=9 #9=k9?t="k7!(

MCB 组 # =8$k"9t!"k89 #!=k#9t8>k#" ?#"k=9t$"k#!(P2

%注3[组别 n79k!>"To"k"7*[时间 n=7k"?"To"k"71与组内 Y=" 比较"(To

"k"?*与组内 Y!" 比较"PTo"k"?*与同日龄对照组比较"2To"k"?(两因素

方差分析"W0UF.法检验)%MCB3英国皇家外科学院*6̂A@'3'干扰素

CcC]7" 和 CcC]77 可随 MY的发展而表达上调"并引
起视网膜中 W淋巴细胞和 Aa细胞的浸润"证实 MY改
变了视网膜内相对免疫豁免的平衡状态"引起小胶质
细胞的激活*首次阐述 MCB 大鼠视网膜中淋巴细胞和
6̂A@'的关系"证明 C4!mW淋巴细胞和 C4797m Aa细
胞是视网膜中 6̂A@'的主要来源"淋巴细胞的浸润导
致视网膜中 6̂A@'的质量浓度随 MY发展逐渐升高&
更重要的是"本研究表明细胞免疫的参与使 MCB 大鼠

!!!$! 中华实验眼科杂志 ="7$ 年 77 月第 #9 卷第 77 期%CK), Z&IT 5TKJK(*'3*"A3QF'PFG="7$"[3*1#9"A3177
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视网膜免疫微环境发生了更加复杂的变化"为深入研
究视网膜变性的免疫学机制提供了新的启示&

本研究创新性借助悬液微珠芯片平台"发现在
MCB 大鼠 MY的过程中除小胶质细胞的激活外"6]@='
6̂A@''6]@8 和 6]@! 等淋巴细胞相关细胞因子的表达
也显著上调"提示淋巴细胞的浸润和获得性免疫反应
的激活& 其中 6]@= 是促进 W淋巴细胞成熟和分化"维
持 Aa细胞增生的重要细胞因子"在免疫应答和调节
中处于极其关键的位置"并且 6]@= 可以促进视网膜中
W淋巴细胞与视网膜微血管的结合 +79\7$, *而 6̂A@'主
要由激活的 W淋巴细胞和 Aa细胞产生"能通过上调
细胞表面主要组织抗原提高其免疫原性"继而特异性
激活淋巴细胞"引发自身免疫反应或免疫排斥反应"并
且 6̂A@'还可通过活化补体或极化小胶质细胞参与视
网膜变性疾病

+7>\=", & 本研究中发现"伴随 MY的进程"
MCB 大鼠视网膜中不但有 6]@= 和 6̂A@''MAH的表
达上调"CC]='CcC]>'CcC]7" 和 CcC]77 等淋巴细
胞趋化因子的表达水平也逐渐升高"表达差异在变性
晚期(Y9")尤其显著& 其中 CC]= 在视网膜中主要由
活化的小胶质细胞分泌

+=7, "与 HD4等视网膜变性疾
病有密切关系

+==, "并且对 W淋巴细胞"尤其是活化的
记忆性 W淋巴细胞有较强的趋化效应& CcC趋化因
子家族中 # 个重要成员 CcC]>'CcC]7" 和 CcC]77"
由 6̂A@'诱导免疫细胞产生和分泌 +=#, "同样对 W淋巴
细胞和 Aa细胞有很强的趋化作用 +=!\=?, "这也从另一
方面说明 6̂A@'对于淋巴细胞的功能发挥有非常重要
的意义& 本研究率先从细胞水平'蛋白水平和 'MAH
水平对视网膜中淋巴细胞与 6̂A@'的关系进行研究"
发现 MCB 大鼠变性晚期视网膜中淋巴细胞的浸润伴
随 6̂A@'表达的上调"使视网膜免疫微环境发生了显
著变化&

研究表明"MY可被视为一种神经系统炎症"免疫
豁免平衡的改变不但引起原位小胶质细胞的激活和

血\视网膜屏障的破坏"还引起外源性巨噬细胞和淋
巴细胞在视网膜的浸润"进一步改变视网膜的免疫微
环境

+=9, & 近 9"j的 MY患者可检测到其外周血淋巴
细胞的激活

+=8\=$, "脉络膜视网膜病变患者的玻璃体中
也存在自身免疫性 C4!m

和 C4$m
淋巴细胞的活化和浸

润"并且大量分泌 6̂A@'+=>, "与本研究在 MCB 大鼠中
的研究结果一致&

目前"对于大部分视网膜变性疾病尚无明确有效
的治疗方法"细胞替代疗法为视网膜变性疾病受累患
者的视力恢复带来了一线曙光

+#"\#7, & 研究人员成功
利用间充质干细胞'胚胎干细胞'视网膜祖细胞和多能

干细胞等诱导出表型和功能与视网膜特定细胞相似的

治疗细胞
+#=\#!, "在动物实验和临床试验中短期疗效较

好
+#?\#9, "但长期观察发现干细胞来源的眼治疗细胞在

视网膜微环境中的生存并不理想
+="##"#8, & 细胞替代疗

法关键问题在于宿主对同种异基因治疗细胞的免疫排

斥反应
+#$\#>, "而变性视网膜微环境中的淋巴细胞是特

异性免疫排斥反应的主要效应细胞"应引起干细胞转
化医学研究的重视& 同时"视网膜中随淋巴细胞浸润
而表达上调的 6̂A@'可以增强干细胞来源的眼治疗细
胞的免疫原性"激活淋巴细胞对治疗细胞的识别和攻
击"威胁外源性治疗细胞的长期存活和功能"严重影响
细胞替代治疗的效果& 我们在后期的研究中将进一步
探究这些淋巴细胞的来源和激活的机制"以及在自身
免疫应答和特异性排斥反应中发挥的具体作用"为调
控视网膜免疫微环境'改善外源性治疗细胞的长期存
活和功能提供免疫学理论基础*基于眼内液或外周血
检测"我们希望建立系统评估视网膜变性患者眼内免
疫微环境的手段"这对于指导干细胞临床研究和治疗
将有重要意义&

综上所述"本研究结果显示 MCB 大鼠 MY改变了
视网膜内相对免疫豁免的微环境"视网膜中淋巴细胞
趋化因子和细胞因子表达水平逐渐升高"并在病变后
期引起淋巴细胞的浸润和激活"导致 6̂A@'在视网膜
中表达量显著增加"表明细胞免疫的参与是其病理机
制之一& 本研究结果对于深入认识视网膜免疫微环境
内各种免疫细胞和细胞因子在视网膜变性疾病中的作

用具有重要意义"也为今后细胞替代治疗'基因治疗'
药物治疗致盲眼病提供了免疫学参考&
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FITGF<<)3, 3RWÂ @(*TK((,N )A5B P.(2J)Q(JFN G(JGFJ),(*')2G3O*)("#
E"-,/(,N "# E"E/+Z,15TKJK(*')2MF<"="">"!= (7) e=7\=$1456#7"1
77?> :"""=7>9$71

+9, g0 ]" (̀3]" c0 _" FJ(*1C3'P),FN JG(,<T*(,J(J)3, 3RK0'(,
'F<F,2K.'(*<JF' 2F**<(,N K0'(, GFJ),(*TG3OF,)J3G2F**<),J3JKF

!?!$!中华实验眼科杂志 ="7$ 年 77 月第 #9 卷第 77 期%CK), Z&IT 5TKJK(*'3*"A3QF'PFG="7$"[3*1#9"A3177

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



<0PGFJ),(*<T(2F3RMCB G(J<+Z:5],1B2)MFT"="78"8(7) e7>>+="7$\
">\"#,1KJJT<#::VVV1,2P)1,*'1,)K1O3Q:T'2:(GJ)2*F<:YDC?!=$"=9:1
456#7"17"#$:<!7?>$@"78@""=!7@?1

+8, ])X"XF,Ob"CKF, c"FJ(*1AF0G(*<JF' 2F**<JG(,<T*(,JFN J3JKF
<0PGFJ),(*<T(2F3RGN7 ')2FNF*(.GFJ),(*NFOF,FG(J)3, P.<0TTGF<<),O
')2G3O*)((2J)Q(J)3,+Z,1C.J3JKFG(T."="79"7$(9) e887\8$!1456#7"1
7"79 :;1;2.J1="791"#1""71

+$, Y(0,)2U(a" CKF, YS" A)FNFGU3G, Zb1M3*F 3R6̂A@' ), JKF
F<J(P*)<K'F,J 3R (,JFG)3G 2K('PFG@(<<32)(JFN )''0,F NFQ)(J)3,
(HCH64)@),N02FN C4$mWGFO0*(J3G.2F**<+Z,1Z]F0U32L)3*"="7="
>7(#) e!8?\!$#1456#7"177$> :;*P1"#7778#1

+>, _3G()M" XuG(JF@L*(Nh<CM" 4)**F,P0GO@Y)**(Y" FJ(*1D)2G3P)3J(@
NFTF,NF,J(2J)Q(J)3, 3R(, (0J3GF(2J)QF W 2F**GF2FTJ3GTG3Q3UF<
(0J3)''0,)J.), (, )''0,3*3O)2(**.TG)Q)*FOFN <)JF+ Z,16''0,)J."
="7?"!#(=) e#!#\#?#1456#7"17"79 :;1)''0,)1="7?1"81"7!1

+7", *̀F,, Z["D(K(RR._"S0 a"FJ(*1HNQ(,2FN O*.2(J)3, F,N TG3N02J
( H̀ &) (220'0*(J)3, 3, LG02Ki<'F'PG(,F#*),U<J3(OF@GF*(JFN MY&
N.<R0,2J)3,+Z,16,QF<J5TKJK(*'3*[)<B2)"="">"?" (7 ) e!!7\!?71
456#7"17798 :)3Q<1"$@78=!1

+77,CG(PP ZS1WKFTG3JF3')2<3RNG0<F, + Z:5],1C3*N BTG),O_(GP
YFG<TF2JDFN"="7!"! (8) e("787>! +="7$\">\7" ,1KJJT<#::VVV1
,2P)1,*'1,)K1O3Q:T'2:(GJ)2*F<:T')N:=!8>>#9! :1456# 7"177"7 :
2<KTFG<TF2J1("787>!1

+7=,_(OF'(, B̀"]0JKFGJYZ"[)2J3GCA_"FJ(*1H, ),JFOG(JFN K.T3JKF<)<
JK(J23,<)NFG<NG0<F, (<P)3'(GUFG<3R)''0,F@'FN)(JFN TG32F<<F<(J
JKFMY&@LG02Ki<'F'PG(,F),JFGR(2F), (O),O(,N (OF@GF*(JFN '(20*(G
NFOF,FG(J)3,+Z,1YG3OMFJ), &.FMF<"=""7"="(9) e8"?\8#=1

+7#,L3*N)<3, Z" CK0 CZ" C3T*(,N 4H" FJ(*1W)<<0F@GF<)NF,JFIK(0<JFN
FRRF2J3G'F'3G.C4$m W2F**<(220'0*(JF), JKFGFJ),(N0G),O2KG3,)2
FITFG)'F,J(* (0J3)''0,F 0QF3GFJ),)J)<+ Z,1Z 6''0,3*" ="7!"
7>=(7") e!?!7\!??"1456#7"1!"!> :;)''0,3*17#"7#>"1

+7!,A3()**F<H"D(,F0 ["C('TF**3]"FJ(*1YFG<)<JF,J),R*(''(J3G.<J(JF
(RJFGTK3J3GF2FTJ3G*3<<), (, (,)'(*'3NF*3RGFJ),(*NFOF,FG(J)3,
+Z:5],1B2)MFT" ="79" 9 e###?9 + ="7$ \"> \77 ,1KJJT<#::VVV1
,2P)1,*'1,)K1O3Q:T'2:(GJ)2*F<:YDC?"=="#> :1456# 7"17"#$ :
<GFT###?91
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