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??$摘要%?背景?以往防治角膜移植术后排斥反应的药物存在诱发局部或全身不良反应的风险#研究表
明 A/;4)P(,%$'GP%$(能够调节辅助性 @细胞 $'@-$(型免疫反应#但其对高危角膜移植术后的植片排斥反应
有无抑制作用尚不清楚&?目的?观察高危角膜移植动物模型局部应用 GP%$ 对植片免疫排斥反应的抑制作
用&?方法?以 IXBI:3小鼠为受体)M=9IB:" 小鼠为供体行角膜移植术& 采用随机数字表法将 <# 只 IXBI:3
小鼠随机分成异体角膜移植组)异体角膜移植tGP%$ 组和自体角膜移植组#每组各 8# 只& IXBI:3小鼠右眼
先用缝线法刺激 ! 周以建立高危角膜移植眼模型#然后行穿透角膜移植术& 异体角膜移植组和异体角膜移植t
GP%$ 组小鼠右眼行异体角膜移植#自体角膜移植组小鼠将右眼角膜植片旋转 $b#d后缝合于植床上& 异体角
膜移植组及自体角膜移植组小鼠术后每日用生理盐水 $# ")结膜下注射 $ 次#异体角膜移植tGP%$ 组小鼠术
后同法注射终质量浓度为 #]$ "*:")的 GP%$ $# ")#连续 9 R& 术后裂隙灯显微镜下观察小鼠角膜植片反应并
对其排斥反应进行评分& 术后 !$ R 处死各组小鼠各 !# 只#收集小鼠术眼角膜)眼球和术眼侧颈部淋巴结#采
用苏木精_伊红染色法观察各组小鼠角膜植片的组织病理学变化*采用免疫组织化学法检测术眼角膜中 M5L
及 )干扰素'7WH>)(的表达*采用流式细胞术检测术眼侧颈部淋巴结淋巴细胞中 @-$ 细胞'M58tM5b'_7WH>
)t(比例*采用荧光定量 EMG法检测 @-$ 细胞相关因子白细胞介素>!'7B>!()肿瘤坏死因子>#'@HW>#()7WH>)
及 @>Q/D&GHX的相对表达水平&?结果?异体角膜移植tGP%$ 组小鼠角膜植片存活时间为'!b]=p$]9( R#明
显长于异体角膜移植组的'$L]#p$]"(R#差异有统计学意义',qL]$L#Gc#]##$(#自体角膜移植组小鼠植片在
术后 =# R 存活率为 $##^& 苏木精_伊红染色显示#异体角膜移植tGP%$ 组和自体角膜移植组小鼠角膜植片
水肿及炎性细胞浸润程度均轻于异体角膜移植组& 免疫组织化学法检测显示#各组角膜全层均有 M5L 表达#
而 7WH>)主要表达于角膜上皮层#异体角膜移植组小鼠角膜组织中 M5L 和 7WH>)阳性细胞数均明显多于异体
角膜移植tGP%$ 组和自体角膜移植组& 流式细胞术检测显示#异体角膜移植tGP%$ 组和自体角膜移植组小
鼠淋巴细胞中 @-$ 细胞比例分别为 '$]#9p#]!=(^和 '#]b=p#]$!(^#明显低于异体角膜移植组的 '$]="p
#]!#(^#差异均有统计学意义'均 Gc#]#=(& 荧光定量 EMG检测显示#异体角膜移植组小鼠角膜中 7B>!)
@HW>#)7WH>)及 @>Q/D&GHX的相对表达量明显高于异体角膜移植tGP%$ 组和自体角膜移植组#差异均有统
计学意义'均 Gc#]#=(&?结论?GP%$ 可抑制小鼠高危角膜移植排斥反应#作用机制可能与其下调角膜植片
和淋巴细胞中 @-$ 细胞及相关细胞因子的表达有关&?
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??角膜病是世界上主要的致盲眼病之一#目前治疗
角膜盲的主要方法是角膜移植术& 尽管角膜缺乏血管
及淋巴管而具有免疫赦免特性#但高危角膜移植患者
存在角膜新生血管增加及炎症细胞浸润#因此术后免
疫排斥反应的发生率仍较高& 研究表明#M5Lt@淋巴

细胞激活是诱发角膜移植排斥反应的主要因素
,$- &

M5Lt@细胞在不同的细胞因子诱导下主要分化为 L 个

亚群且表达不同的转录因子#分别为 @-$'@>Q/D()@-!
'aX@X>8()@-$9'G6G)D(和 @A/*'W4VE8( ,!- #其中 @-$

型细胞主要产生白细胞介素>! '(,D/A)/+U(,>!#7B>!())
干扰素 '(,D/AS/A4,>)#7WH>)()肿瘤坏死因子>#'D+&4A
,/3A4;(;S'3D4A>##@HW>#(等促炎性细胞因子#诱发局部
炎症反应#在介导免疫排斥反应中发挥重要作用 ,8- &

G/;4)P(,%$ ' GP%$ ( 是 *8>二 十 碳 五 烯 酸 ' *8>
/(34;'N/,D'/,4(3'3(R#*8>%EX(多不饱和脂肪酸的 %

类衍生物#可通过抑制 M5Lt@细胞的浸润而减少相关

炎性因子的分泌#以发挥免疫调节作用 ,L- #但 GP%$ 是

否能够减少高危角膜移植眼发生免疫排斥反应的风险

尚不清楚& 本研究中将 GP%$ 应用于小鼠高危角膜移
植模型#探讨 GP%$ 对小鼠高危角膜移植眼发生免疫
排斥反应的作用及其机制#为高危角膜移植术后免疫
排斥反应的预防和治疗提供新的思路&

:7材料与方法

:2:7实验动物及分组
<# 只 JEW级雄性 IXBI:3小鼠作为受体#8# 只雄

性 M=9IB:" 小鼠为供体#体质量为'$"pL(*#鼠龄 L `
" 周#由重庆医科大学动物实验中心提供及 JEW级适
应性饲养 =# R& 所有小鼠术前经裂隙灯显微镜检查眼
部未见异常#采用随机数字表法将小鼠分为异体角膜
移植组)异体角膜移植tGP%$ 组和自体角膜移植组#
每组 8# 只& 异体角膜移植组及自体角膜移植组小鼠
术后结膜下注射生理盐水 $# ")#每天 $ 次#连续 9 R*
异体角膜移植tGP%$ 组小鼠术后结膜下注射等容积
生理盐水稀释的 GP%$'加拿大 @GM公司(#每天 $ 次#
连续 9 R#终质量浓度为 #]$ "*:")& 实验动物的饲养和
使用符合国家科学技术委员会颁布的0实验动物管理
条例1&
:2;7方法
:2;2:7小鼠高危角膜移植模型的建立7IXBI:3受
体小鼠右眼为术眼#用 $$># 缝线于术眼上方角膜基质
上缝 8 个线结#! 周后拆除缝线#行穿透角膜移植术
'N/,/DA'D(,*U/A'D4N)';D0#EZE(#异体角膜移植tGP%$
组用眼科环钻取雄性 M=9IB:" 小鼠双眼中央全层角
膜#直径为 ! &&#并用过量麻醉法处死& 受体小鼠用

!#$!! 中华实验眼科杂志 !#$9 年 8 月第 8= 卷第 8 期?M-(, Y%VN 6N-D-')&4)#C'A3- !#$9#F4)28=#H428

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



质量分数 L^水合氯醛'$# &):U*(腹腔内注射麻醉#术
前 $= &(, 用盐酸奥布卡因滴眼液点眼行眼表麻醉#用
复方托吡卡胺滴眼液点眼充分扩瞳后#将角膜植片移
植于受体角膜植床上#植床直径为 $]= &&#用 $$># 缝
线'日本 CXHi公司(间断缝合 b <̀ 针#线结暴露不
包埋#术后前房注入黏弹剂& 自体角膜移植组小鼠将
自身角膜植片旋转 $b#d后缝合于植床上& 术毕术眼
结膜囊内涂左氧氟沙星眼膏& 术后 = R 内若小鼠出现
前房感染)出血)虹膜嵌顿等并发症或死亡者均剔除#
重新造模进行补充&
:2;2;7裂隙灯显微镜下观察各组小鼠角膜情况?自术
后第 ! 天起每日裂隙灯显微镜下观察小鼠角膜情况#参
考 J4,4R'等,=-

的评分标准进行评分#以角膜混浊)水肿
及新生血管 8 项评分之和作为排斥反应指数'A/./3D(4,
(,R/V#G7(#植片混浊 $ 项达到 8 分或者G7!= 时视为排
斥反应发生& 记录角膜存活时间#持续观察 =# R&
:2;2<7各组小鼠角膜组织病理学检查7术后 !$ R 任
意处死各组小鼠各 L 只#获取术眼完整眼球置于质量
分数 L^多聚甲醛中固定过夜#经乙醇脱水)二甲苯透
明后常规石蜡包埋#L "&厚切片#苏木精_伊红染色#
光学显微镜下观察角膜组织&
:2;2=7免疫组织化学染色检测术眼 M5L 和 7WH>)的
表达?各组取术后 !$ R 小鼠 L 只#术眼眼球固定和切
片方法同 $2!28#将眼球组织切片置于有明胶的载玻
片上#采用体积分数 8^K!6!灭活内源性过氧化物酶#
山羊血清封闭#分别滴加兔抗小鼠 M5L 抗体'抗体编
号"'Q$b8"b=#工作浓度"$ f$ ####英国 XQ3'&公司(及
兔抗小鼠 7WH>)抗体'抗体编号"JM>b8#b#工作浓度"
$ f=##美国 J',D'MA+[公司(#L r过夜#阴性对照片用
EIJ 代替一抗& 洗涤后加辣根过氧化物酶标记的抗兔
7*a'抗体编号"EF<##$#北京中杉金桥生物技术有限
公司(#5XI显色#苏木素复染#光学显微镜下观察#以
细胞质中出现黄色或棕黄色染色为 M5L 或 7WH>)表
达阳性&
:2;2N7实时荧光定量 EMG检测角膜中 7B>!)@HW>#)
@>Q/D和 7WH>)&GHX的表达?将小鼠完整角膜'含角
膜缘(超声粉碎#采用 @A([4)'美国 B(S/公司(法提取总
GHX#逆转录为 35HX#用 $# ")反应体系进行扩增
,@'U'A'宝生物工程 '大连 (有限公司-"<= r反应
8# ;#<= r反应 $= ;#"# r反应 L= ;#共 L# 个循环& 引
物由重庆生工公司合成& aXE5K 上游引物" = />
XaXXaa@aa@aXXaMXaaMX@M>8/# 下 游 引 物" = />
MaXXaa@aaXXaXa@aaaXa@@a>8/*7B>! 上游引物"
= />aaXXMM@aXXM@MMMMXaa>8 /# 下 游 引 物" = />

XX@MMXaXXMX@aMMaMXaX>8 /* @HW>#上游引物"
=/>M@@a@@aMM@MM@M@@@@aM@@X>8/#下游引物"= />
M@@@X@@@M@M@MXX@aXMMMa@Xa>8/* @>Q/D上游引
物" = />@MXXMMXaMXMMXaXMXaXa>8 /#下游引物"
=/>MMXMX@MMXMXXXMX@MM@a>8/*7WH>)上游引物"
= />Xa@@M@aaaM@@M@MM@MM@>8 /# 下 游 引 物" = />
aaM@@@MXX@aXM@a@aMMa>8/& 以 aXE5K为内参#
采用 !–++MD

法计算靶基因的相对表达量&
:2;2膜7流式细胞术检测术眼侧颈部淋巴结中 @-$ 细
胞比例?术后 !$ R#取各组 " 只小鼠术眼侧颈部淋巴
结#研磨过滤后计数#每组样本接种于 !L 孔培养板#加
入 ECX和 (,4&03(,'美国 J(*&'公司(在 89 r)体积
分数 =^ M6!条件下刺激 $ -#加入布雷菲德菌素 X
'QA/S/)R(, X#IWX('美国 C/RM-/&%VNA/;;公司(再次
孵育 L -#洗涤后转入流式管并将细胞分为两部分#每
管加 入 抗 鼠 M58>XEM 和 抗 鼠 M5b'>W7@M' 美 国
/I(4;3(/,3/公司(混匀#L r避光孵育 8# &(,#洗涤后
加入破膜剂 8# &(,#再次洗涤#加入抗鼠 7WH>)>E%'美
国 /I(4;3(/,3/公司(混匀#避光孵育 8# &(,#洗涤并重
悬细胞后上机检测& 通过 WXMJ M')(Q+A和 W)4OY4928
软件进行分析#计算术侧颈部淋巴中 @-$ 细胞'M58t

M5b'_7WH>)t(在淋巴结 M58 细胞中所占比例&
:2<7统计学方法

采用 JXJ <2! 统计学软件'美国 JXJ 公司(进行
统计分析& 本研究中测量指标的数据资料经 g检验
呈正态分布#以 Yp7表示#组间数据资料经 B/P/,/检
验方差齐'均 Ge#]#=(& 采用完全随机分组单因素干
预三水平研究设计#异体角膜移植组与异体角膜移植t
GP%$ 组间植片生存时间的差异比较采用独立样本,检
验*异体角膜移植组)异体角膜移植tGP%$ 组和自体
角膜移植组间术眼侧颈部淋巴结中@-$ 细胞比例及角
膜植片中 7B>!)@HW>#)@>Q/D及 7WH>)&GHX相对表达
量的总体差异比较均采用单因素方差分析#两两比较
采用 JHZ>\检验& Gc#]#= 为差异有统计学意义& 角
膜植片生存曲线采用 Z'N)',>C/(/A法&

;7结果

;2:7各组小鼠术后植片的一般情况
术后 !$ R#角膜移植术眼植片均发生排斥反应#植

片明显混浊且水肿增厚#大量新生血管长入'图 $X(&
异体角膜移植tGP%$ 组小鼠角膜植片水肿及混浊程度较
异体角膜移植组明显减轻#新生血管明显减少'图 $I(&
自体角膜移植组小鼠角膜植片新生血管少#角膜呈轻
度混浊水肿#观察期内未发生明显排斥反应'图 $M(&
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图 :7各组小鼠术后 ;: 0裂隙灯
显微镜下角膜植片表现?X"异体
角膜移植组小鼠植片呈重度灰白

色混浊#可见大量新生血管?I"
异体角膜移植tGP%$ 组小鼠角膜
植片呈中度混浊水肿#可见少量
新生血管?M"自体角膜移植组小
鼠角膜植片轻度水肿#新生血管
少见

;2;7各组植片的存活时间及生存曲线
异体角膜移植tGP%$ 组小鼠角膜植片存活时间

为'!b]=p$]9(R#明显长于异体角膜移植组的'$L]#p
$]"(R#差异有统计学意义',qL]$L#Gc#]##$(#! 个组
植片生存率为 =#^的时间分别为 $L R 和 !b R#自体角
膜移植组观察期间内植片无明显排斥反应#观察 =# R
植片存活率为 $##^'图 !(&

角膜移植组
异体角膜移植+RvE1组
自体角膜移植组

***

生
存
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%
）

100

80
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0
0 10 20 30 40 50

术后时间（d）

图 ;7各组大鼠角膜
植片生存曲线?异体
角膜移植组和异体角

膜移植tGP%$ 组术后
角膜植片生存率为

=#^的时间分别为术
后 $L R 和 !b R#自体
角膜移植组小鼠至术

后 =# R 植片生存率
为 $##^' $q$#(
?

;2<7各组大鼠角膜植片的组织病理学表现
术后 !$ R#异体角膜移植组小鼠角膜植片明显水

肿增厚#大量炎症细胞浸润#胶原纤维排列紊乱#可见
大量新生血管形成）异体角膜移植tGP%$ 组小鼠角膜
植片增厚程度明显轻于异体角膜移植组#此外与异体
角膜移植组比较#植片胶原纤维排列较规则#炎症细胞
浸润及新生血管均减少）自体角膜移植组角膜植片未
见明显水肿#胶原纤维排列规则#未见明显的炎症细胞
浸润'图 8(&
;2=7各组小鼠角膜组织中 M5L 及 7WH>)的表达情况

术后 !$ R#免疫组织化学染色显示#异体角膜移植
组小鼠角膜全层中均可见 M5L 呈强阳性表达#阳性反
应细胞数明显多于异体角膜移植tGP%$ 组和自体角
膜移植组#自体角膜移植组 M5L 阳性反应数最少#反
应强度最弱& 异体角膜移植组小鼠 7WH>)主要表达于

20μm 20μm

20μm

A B

C

图 <7术后 ;: 0各组小鼠角膜
植 片 的 组 织 病 理 学 表 现

'K%sL###标尺q!# "&(?X"异体
角膜移植组小鼠角膜植片明显水

肿增厚#可见炎症细胞浸润和新
生血管管腔'箭头(?I"异体角
膜移植tGP%$ 组小鼠角膜植片
轻度水肿?M"自体角膜移植组
小鼠角膜植片未见炎症细胞浸润
?

上皮细胞及部分基质细胞#异体角膜移植tGP%$ 组
7WH>)在角膜中的表达弱于异体角膜移植组#主要集
中在角膜上皮层#自体角膜移植组 7WH>)的表达最弱#
可见上皮层中少量散在阳性细胞'图 L(&

20μm 20μm

20μm

20μm20μm

20μm

A B

C D

E F
图 =7免疫组织化学法检测各组角膜植片中 G@= 和 P9ML!的表达
'5XIsL###标尺q!# "&(?X"异体角膜移植组小鼠角膜全层可见
大量 M5L 阳性细胞#呈棕色染色 '箭头(?I"异体角膜移植tGP%$
组小鼠角膜组织中 M5L 阳性细胞较异体角膜移植组减少'箭头(?
M"自体角膜移植组小鼠角膜组织中少有 M5L 阳性细胞?5"异体角
膜移植组小鼠角膜中可见大量 7WH>)阳性反应细胞'箭头(?%"异
体角膜移植tGP%$ 组小鼠角膜组织中 7WH>)阳性反应细胞较异体角
膜移植组减少'箭头(?W"自体角膜移植组小鼠角膜组织中可见少
量 7WH>)阳性反应细胞'箭头(?
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;2N7各组小鼠术眼侧颈部淋巴结中 @-$ 细胞比例
角膜移植术后 !$ R#异体角膜移植组)异体角膜移

植tGP%$ 组和自体角膜移植组小鼠术眼侧颈部淋巴
中 @-$ 细胞 'M58tM5b'_7WH>)t(在淋巴结 M58 细胞
中所占比例分别为'$]="p#]!#(^)'$]#9p#]!=(^和
'#]b=p#]$!(^#8 个组间总体比较差异有统计学意义
'[q$8]"##Gq#]##(& 与异体角膜移植组相比#异体
角膜移植tGP%$ 组和自体角膜移植组小鼠颈部淋巴
结中 @-$ 细胞比例明显降低#其中自体角膜移植组小
鼠颈部淋巴结中 @-$ 细胞 '7WH>)t

细胞(比例明显低
于异体角膜移植组和异体角膜移植tGP%$ 组#差异均
有统计学意义'均 Gc#]#=('图 =(&
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图 N7各组小鼠术眼侧颈部
淋巴结淋巴细胞中 P9ML!的
表达?X9淋巴细胞中 7WH>)
阳性细胞的流式细胞图#蓝色
线条内为 7WH>)阳性细胞比
例?I9各组小鼠术眼侧颈部
淋巴结淋巴细胞中 7WH>)阳

性细胞比例的量化比较?[q$8]"##Gq#]##2与异体角膜移植组比

较#'Gc#]#=*与异体角膜移植tGP%$ 组比较#QGc#]#='单因素方差
分析#JHZ>\检验#$q"(?GP%$9A/;4)P(,%$*7WH9干扰素
?

;2膜 7各组小鼠角膜植片中 7B>!) @HW>#) @>Q/D和
7WH>)&GHX的表达

术后 !$ R#异体角膜移植组)异体角膜移植tGP%$
组和自体角膜移植组小鼠角膜植片中 7B>! &GHX表
达水平的总体比较差异有统计学意义 '[q=]==#Gq
#]#$(#其中异体角膜移植 tGP%$ 组植片中 7B>!
&GHX表达水平明显低于异体角膜移植组#差异有统
计学意义'Gc#]#$(#自体角膜移植组小鼠角膜植片中
7B>! &GHX表达水平低于异体角膜移植组#但差异无
统计学意义'Ge#]#=(*异体角膜移植组)异体角膜移
植tGP%$ 组和自体角膜移植组小鼠角膜植片中 @HW>#
&GHX水平的总体比较差异有统计学意义'[q<]=!#

Gc#]#$(#异体角膜移植tGP%$ 组和自体角膜移植组
小鼠角膜植片中 @HW>#&GHX水平均明显低于异体
角膜移植组#差异均有统计学意义'均 Gc#]#$(*异体
角膜移植tGP%$ 组和自体角膜移植组中 7WH>)&GHX
表达水平均低于异体角膜移植组#差异有统计学意义
'[q!$]9=#Gc#]#$(#其中#异体角膜移植tGP%$ 组
降低最为明显*异体角膜移植组)异体角膜移植tGP%$

组和自体角膜移植组小鼠角膜植片中 @-$ 细胞的特征
性表达因子 @>Q/D&GHX的表达水平总体比较差异有统
计学意义'[q<]9!#Gq#]#$(#异体角膜移植组小鼠角
膜植片中 @>Q/D&GHX的表达水平明显高于异体角膜移
植tGP%$ 组和自体角膜移植组#差异均有统计学意义
'均 Gc#]#=(#异体角膜移植tGP%$ 组与自体角膜移植
组间小鼠角膜植片中 7B>!) @HW>#) @>Q/D和 7WH>)
&GHX的比较差异均无统计学意义'均Ge#]#=('表 $(&

表 :7术后 ;: 0各组角膜植片中 PIL;)膜M9L")P9ML!和
膜L6('4FM5相对表达量的比较'!X"(

组别 样本量 7B>! &GHX @HW>#&GHX 7WH>)&GHX @>Q/D&GHX

异体角膜移植组 " $]$#p#]=L $]#$p#]$< $]##p#]$$ $]#!p#]!!

异体角膜移植tGP%$ 组 " #]=8p#]$8' #]=$p#]!8' #]!#p#]$"' #]L!p#]#"'

自体角膜移植组 " #]98p#]$!' #]8!p#]#"' #]L#p#]!#' #]L!p#]!8'

[值 =]== <]=! !$]9= <]9!
G值 #]#$ #]## #]## #]#$

?注9与各自的异体角膜移植组比较#'Gc#]#$'单因素方差分析#JHZ>

\检验(?7B9白细胞介素*@HW9肿瘤坏死因子*7WH9干扰素*GP%$9

A/;4)P(,%$

<7讨论

高危角膜移植患者由于角膜新生血管的生长而破

坏了角膜正常的微环境和角膜免疫赦免的解剖基础#

导致术后排斥反应的发生率明显升高
,"- & 传统抗移

植物排斥反应的药物对肝功能和肾功能有一定的毒性

作用#部分药物眼部长期局部使用有引起青光眼)白内
障等并发症的风险#如肾上腺皮质激素)环孢素等& 因
此#近年来研发高效)低毒的抗免疫排斥反应药物是研
究的热点之一&

GP是近年来发现的一种具有较强抗炎作用的多
不饱和脂肪酸衍生物

,9- #根据其前体结构及合成途径
的不同#可分为 GP5)GP%及阿司匹林触发的 X@>GP5#
其中 GP%$ 在眼科的应用研究较多#已有文献报道
GP%$ 可作为一种新型的高效低毒抗炎药物用于干眼
的治疗#可抑制 M5Lt@细胞及相关炎性因子#对结膜
杯状细胞发挥保护作用# 恢复泪液 分 泌 率 ,b_<- &
G'.';'*(等 ,$#-

用 GP%$ 对单纯疱疹性角膜炎模型进行
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治疗#发现 GP%$ 可减少角膜中 M5Lt@细胞及中性粒
细胞的浸润#降低 7WH>))7B>" 等促炎性细胞因子的分
泌#减轻角膜炎症反应& @4AA(3/))(等 ,$$-

研究发现#兔
屈光性角膜切削术后局部应用 GP%$ 可减少组织中成
纤维细胞的增生#减轻术后角膜混浊程度& B/P0等 ,$!-

则发现#应用 GP%$ 可有效减轻小鼠肾移植术后移植
物的炎症反应#并提高移植物的存活率& 上述研究均
证实了 GP%$ 能够通过抑制炎性因子的分泌而延长移
植器官的生存时间#但其是否可以抑制角膜移植术后
免疫排斥反应#目前尚缺乏相关文献报道#故本研究利
用目前国际上通用的小鼠角膜移植模型进行了相关研

究& 本研究中发现#GP%$ 结膜下注射可有效抑制角膜
植片的排斥反应#延长植片存活时间& 植片存活期内
成纤维细胞的增生可导致胶原纤维排列紊乱#加速植
片的免疫排斥反应& 本研究通过常规组织病理学检查
显示#GP%$ 可有效减轻角膜植片水肿及炎症细胞浸
润#维持角膜正常的板层结构#减轻了角膜移植免疫排
斥反应&

角膜移植免疫排斥的发生过程复杂#与免疫炎症
反应相关的多种细胞因子及炎症介质介导的炎症反应

密切相关& 在间接抗原识别途径中#M5Lt@淋巴细胞
识别外源性主要组织相容性抗原复合物 ' &'.4A
-(;D434&N'Q()(D034&N)/V#CKM(并进而活化和分泌相
关细胞因子#激活 M5bt@细胞和 I淋巴细胞#引发免
疫应答#导致移植排斥反应& 研究表明#M5L 单克隆抗
体对角膜移植模型植片排斥反应的预防作用好于 M5b
抗体#使用药物抑制角膜移植术后 M5L 细胞的表达可
使植片存活率明显增高

,$8- #故认为 M5Lt@淋巴细胞
是介导角膜移植免疫排斥反应主要的细胞群体& 本研
究中通过免疫组织化学法检测发现#GP%$ 可减轻角膜
植片中 M5Lt@细胞的浸润程度#提示局部应用 GP%$
可抑制排斥反应的发生& M5Lt@细胞在不同细胞因子
的诱导下可分化为 @-$)@-!)@-$9 和 @A/*L 种亚型#
其中 @-$ 细胞表达特征性转录因子 @>Q/D#主要分泌
7B>!)@HW>#)7WH>)等相关细胞因子#介导细胞免疫及
局部炎症反应#从而促进角膜免疫排斥反应& 研究表
明#@-$ 细胞在同种异体角膜移植排斥反应中发挥关
键作用

,$L- #高危角膜移植术后 @-$ 细胞在颈部淋巴结
中产生并经新生血管)淋巴管引流至眼部#分泌相关细
胞因子#诱发炎症反应#引起移植排斥反应 ,$=- & 在
@-$ 细胞分泌的多种细胞因子中#7WH>)是强有力的促
炎性细胞因子#可上调 CKM&类和!类因子的表达#
导致趋化因子表达及白细胞浸润#介导组织炎症反应#
在急性炎症反应及免疫排斥反应中发挥重要作用

,$"- &

本研究中观察到#异体角膜移植组小鼠颈部淋巴结中
@-$ 相关细胞的比例明显高于自体角膜移植组#而异
体角膜移植tGP%$ 组小鼠颈部淋巴细胞中 @-$ 细胞
比例明显降低& 本研究中还显示#异体角膜移植组中
小鼠角膜上皮及基质中 7WH>)呈高表达#而异体角膜
移植tGP%$ 组角膜上皮及基质中 7WH>)表达明显减
少#自体角膜移植组小鼠角膜中 7WH>)表达量最低#说
明局部应用 GP%$ 能够抑制 @-$ 细胞在淋巴结的流
出#进而减少 7WH>)在角膜组织中的表达& 有学者对
小鼠角膜移植排斥反应中植片内细胞因子的表达水平

进行检测#发现 @HW>#是角膜移植术后局部参与调控
的主要因子

,$9- & 本研究中发现#异体角膜移植组小鼠
中 @-$ 细胞相关细胞因子7B>!)@HW>#及 7WH>)&GHX
的表达水平均明显高于自体角膜移植组#异体角膜移
植tGP%$ 组角膜中相关因子的表达水平明显低于异
体角膜移植组#表明 GP%$ 可通过下调 @-$ 相关细胞
因子的表达水平而抑制角膜植片的免疫排斥反应&

@>Q/D是 @-$ 细胞特征性转录因子#参与机体的免
疫调控过程#在 @-$ 细胞的分化中发挥决定性的作用&
P̂L),基因敲除的小鼠其 @-$ 细胞型免疫应答明显缺
陷#且 7WH>)的分泌严重减少 ,$b- & 本研究结果表明#
角膜组织中 @>Q/D&GHX的表达变化趋势与 7WH>)大
致相同#从转录因子水平进一步验证了 @-$ 细胞与角
膜移植术后排斥反应的严重程度有关& GP%$ 干预后
角膜中 @>Q/D表达下调#角膜移植排斥反应减轻#从而
抑制 @-$ 细胞的分化#导致 @-$ 细胞分泌 7WH>)等促
炎性细胞因子减少#这可能是 GP%$ 抑制角膜免疫排
斥反应的机制之一&

在角膜移植术后减轻排斥反应并达到免疫耐受状

态是器官移植的终极目标& 本研究结果证明#GP%$ 可
减少角膜移植术后 M5L 细胞及炎症细胞的浸润#对
@-$ 细胞分化有潜在影响#并减少 @-$ 细胞及其相关
细胞因子#从而减轻角膜移植术后排斥反应的发生#这
些结果提示 GP%$ 是抑制角膜免疫排斥反应的新型药
物#但其具体的作用机制仍需进一步研究&

参考文献

,$- EA(3/C6# @-4&N;4, Gg YA# EA(3/Wg YA2G(;U S'3D4A;S4AP'A(4+;
3'+;/;4SS'()+A/(, (,(D(')34A,/')*A'SD;,Y-2XA3- 6N-D-')&4)#!##8#
$!$'b( f$#b9_$#<!2567"$#2$##$ :'A3-4N-D2$!$2b2$#b92

,!- K/*R/J#I/'+A/*'AR M#C'0-/O%#/D')2M5L ' t( @>3/))>&/R('D/R
&/3-',(;&;4S34A,/')'))4*A'SDA/./3D(4,"A4)/4SW';>(,R+3/R 'N4ND4;(;,Y-2
@A',;N)',D'D(4,#!##=#9<'$( f!8_8$2

,8- Z(,*gY# M4&/AGC# K+RR/ @# /D')2M0D4U(,/ ',R 3-/&4U(,/
/VNA/;;(4, U(,/D(3;'SD/A34A,/')DA',;N)',D'D(4, ,Y-2@A',;N)',D'D(4,#
!####9#'b( f$!!=_$!882

,L- B//Y%#J+, i#a.4A;DA+N E#/D')27,-(Q(D(4, 4S34A,/')(,S)'&&'D(4, Q0
D-/A/;4)P(, %$,Y-27,P/;D6N-D-')&4)F(;J3(#!#$=#="'L( f!9!b_!98"2
567"$#2$$"9 :(4P;2$L>$=<b!2

!L$!! 中华实验眼科杂志 !#$9 年 8 月第 8= 卷第 8 期?M-(, Y%VN 6N-D-')&4)#C'A3- !#$9#F4)28=#H428

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



,=- J4,4R'i# JDA/()/(, Yg27&N'(A/R 3/))>&/R('D/R (&&+,(D0(, &(3/
Q/'A(,*-/')D-04AD-4D4N(334A,/')'))4*A'SD;, Y-2Y7&&+,4)# $<<8#
$=#'=( f$9!9_$98L2

,"- 侯培莉#陆燕#黄振平2角膜新生血管与微环境研究进展,Y-2中华
实验眼科杂志#!#$"#8L '!( f$bL_$bb2567"$#289"# :3&'2.2(;;,2
!#<=>#$"#2!#$"2#!2#$<2
K4+ EB# B+ i# K+',* lE2 G/;/'A3- NA4*A/;; (, 34A,/')
,/4P';3+)'A(['D(4, ',R &(3A4/,P(A4,&/,D,Y-2M-(, Y%VN 6N-D-')&4)#
!#$"#8L'!( f$bL_$bb2567"$#289"# :3&'2.2(;;,2!#<=>#$"#2!#$"2
#!2#$<2

,9- J3-O'Q YC#M-(',*H#XA(D'C#/D')2G/;4)P(, %$ ',R NA4D/3D(, 5$
'3D(P'D/ (,S)'&&'D(4,>A/;4)+D(4, NA4*A'&&/;, Y-2H'D+A/# !##9#
LL9'9$L"( fb"<_b9L2567"$#2$#8b :,'D+A/#=b992

,b- M4AD(,'CJ#I'[', K%25434;'-/V'/,4(3'3(R#NA4D/3D(,;',R RA0/0/,Y-2
M+AA6N(, M)(, H+DAC/D'Q M'A/#!#$$#$L ' ! ( f$8!_$892567"$#2
$#<9 :CM62#Q#$8/8!b8L!QQ$'2

,<- B(H#K/Y#J3-O'AD[M%#/D')2G/;4)P(, %$ (&NA4P/;D/'ANA4R+3D(4,
',R R/3A/';/;(,S)'&&'D(4, (, 'RA0/0/&4+;/&4R/), Y-2Y63+)
E-'A&'34)@-/A#!#$##!" ' = ( fL8$ _L8<2567"$#2$#b< :.4N2!#$#2
##$<2

,$#-G'.';'*(HZ# G/RR0EI# J+A0'O',;-(X# /D')2M4,DA4))(,*-/AN/;
;(&N)/VP(A+;>(,R+3/R 43+)'A(,S)'&&'D4A0)/;(4,;O(D- D-/)(N(R>R/A(P/R
&/R('D4AA/;4)P(, %$,Y-2Y7&&+,4)#!#$$#$b"'8( f$98=_$9L"2567"
$#2L#L< :.(&&+,4)2$##8L="2

,$$-@4AA(3/))(XX#J',D-','&X#X*A'O')F#/D')2G/;4)P(, %$ ',')4*Gh>
$##L= #2$^ A/R+3/;34A,/');DA4&')-'[/(, A'QQ(D;O-/, 'NN)(/R
D4N(3'))0'SD/AEGZ,Y-2C4)F(;#!#$L#!# f$9$#_$9$"2

,$!-B/P0I5#l-',*oi#I4,,',;M#/D')2@-//,R4*/,4+;NA4>A/;4)P(,*
&/R('D4A;)(N4V(, XL ',R A/;4)P(, %$ NA/;/AP/4A*', S+,3D(4, (,
'))4*A'SDA/./3D(4,,Y-2EA4;D'*)',R(,;B/+U4D%;;/,DW'DD0X3(R;#!#$$#
bL'$_!( fL8_=#2567"$#2$#$" :.2N)/S'2!#$#2#<2##!2

,$8-王大江#黄一飞#郭惠玲#等2以 M5L 为靶点的小分子化合物 Y! 对
异基因角膜移植小鼠淋巴细胞的影响,Y-2眼科研究#!#$##!b'b( f
9=#_9=L2567"$#28<"< :.2(;;,2$##8>#b#b2!#$#2#b2#$92
g',*5Y# K+',*iW# a+4KB# /D')2%SS/3D;4S'&(3A4&4)/3+)'A
34&N4+,R D'A*/DD4M5L>Y! 4, )0&N-430D/;4S&4+;/'SD/A34A,/')
'))4*A'SD,Y-2M-(, 6N-D-')G/;#!#$##!b ' b ( f9=# _9=L2567"$#2
8<"< :.2(;;,2$##8>#b#b2!#$#2#b2#$92

,$L-M+,,+;'&0Z#M-/, Eg#H(/R/AU4A, Yi2E'A'R(*&;-(SD;(, D-/A4)/4S
M5Lt@3/));(, U/A'D4N)';D0,Y-25(;34PC/R#!#$##$#'=L( fL=!_L"$2

,$=-i'&'*'&(J# 5','CG# @;+A+ @25A'(,(,*)0&N- ,4R/;N)'0',
/;;/,D(')A4)/(, '))4(&&+,(D0*/,/A'D/R (, A/;N4,;/D4-(*->A(;U 34A,/')
DA',;N)',D'D(4,,Y-2M4A,/'#!##!#!$'L( fL#=_L#<2

,$"-%P'A(;D4M# X)/*A/ CB27WH>)" D-/ 5A2Y/U0))',R CA2K0R/ 4S
(&&+,4)4*0. ,Y-2X&Y@A',;N)',D#!#$8#$8'$!( f8#=9_8#=b2567"
$#2$$$$ :'.D2$!L"b2

,$9-闫峰#石尧#蔡莉2小鼠角膜移植排斥反应中植片内细胞因子表达
水平的变化,Y-2中华实验眼科杂志#!#$!#8#'$#( fb"<_b9!2567"
$#289"# :3&'2.2(;;,2!#<=>#$"#2!#$!2$#2##!2
i', W#J-(i#M'(B2%VNA/;;(4, 4S30D4U(,/(, &4+;/*A'SD4S34A,/')
'))4*A'SDA/./3D(4, , Y-2M-(, Y%VN 6N-D-')&4)# !#$!# 8# ' $# ( f
b"<_b9!2567"$#289"# :3&'2.2(;;,2!#<=>#$"#2!#$!2$#2##!2

,$b- J['Q4JY#J+))(P', IC#JD/&&',, M#/D')25(;D(,3D/SS/3D;4S@>Q/D(,
@K$ )(,/'*/34&&(D&/,D',R 7WH>*'&&'NA4R+3D(4, (, M5L ',R M5b
@3/));,Y-2J3(/,3/# !##!# !<= ' ===8 ( f88b _8L!2567" $#2$$!" :
;3(/,3/2$#"==L82

'收稿日期"!#$"_$$_#=(

'本文编辑"尹卫靖?杜娟(

!病例报告!

未规范治疗的湿性年龄相关性黄斑变性病情转归一例

万文萃?金学民
L=##=!郑州大学第一附属医院眼科?郑州大学眼底病研究所'万文萃(*L=###8郑州#河南省立眼科医院?河南省眼科研究所'金学民(

通信作者"万文萃#%&'()"O',O/,3+(b!1$!"234&

567"$#289"#:3&'2.2(;;,2!#<=>#$"#2!#$92#82##"

2B2A

1A 1B

图 :7患者就诊时右眼眼底表现?X"彩色眼底照相可见黄斑区视网膜前出血'箭头(?
I"6M@检查可见黄斑区视网膜神经上皮层水肿#神经上皮下团块状高反射信号#GE%层
缺损?图 ;7患者就诊后 : 个月右眼眼底表现?X"彩色眼底照相可见黄斑区出血面积较
就诊时增加'箭头(?I"6M@检查可见黄斑区视网膜神经上皮水肿#神经上皮下团块状高
反射信号#GE%层缺损

??患者#女#=# 岁#因右眼视力下降 $ 周伴闪光感就诊于郑州

大学第一附属医院B 患者既往身体健康#无全身病史及家族遗

传病史B 眼科检查"右眼最佳矫正视力 ' Q/;D

34AA/3D/R P(;+')'3+A(D0#IMFX(为 #]$#左眼 #]bB

右眼彩色眼底照相见黄斑区视网膜前出血 '图
$X(#6M@检查见视网膜神经上皮层水肿#神经

上皮层下团块状高反射信号#视网膜色素上皮
'A/D(,')N(*&/,D/N(D-/)(+&# GE%( 层 缺 损 '图
$I(B 初步诊断"右眼年龄相关性黄斑变性''*/>

A/)'D/R &'3+)'AR/*/,/A'D(4,#XC5(B 患者未接受

雷珠单抗右眼玻璃体腔注射的治疗方案#故进行

临床观察B 初次就诊后 $ 个月患眼 IMFX为
#]#=#彩色眼底照相见黄斑区出血面积增加'图
!X(#6M@检查见视网膜神经上皮层水肿)隆起#

神经上皮层下团块状高反射信号#GE%层缺损
'图 !I(B 患眼给予雷珠单抗 #]= &*'#]= &)(玻

璃体腔注射治疗B 注射后 ! 周复查#可见患眼

黄斑区积血较治疗前减少'图 8X(#6M@检查见
GE%层隆起'图 8I(B 患者接受第 ! 次雷珠单

抗 #]= &*'#]= &)(右眼玻璃体腔注射B 注射后

! 周复查患眼 IMFX提高至 #]!#右眼彩色眼底照相可见黄斑

区积血明显减少'图 LX(#6M@检查见黄斑区视网膜结构清晰
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