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%%$摘要%%目的%探讨尾静脉输注间充质干细胞(DBC<)联合肌内注射低剂量环孢素 H(C<H)对大鼠角膜
移植免疫排斥的作用&%方法%制作大鼠异体角膜移植动物模型"采用随机数字表法将 #9 只模型大鼠随机分
为 DBC<组'C<H组和 DBC<mC<H组"每组 7= 只"每组中 9 只用于症状观察"9 只用于免疫因子检测& 术后第 #
天开始裂隙灯显微镜下观察并记录角膜植片血管化程度'水肿程度及混浊程度评分& 术后 7$ N"采用酶联免
疫吸附测定(&]6BH)法测定脾脏辅助性 W细胞(WK)7 及 WK= 细胞因子的表达&%结果%DBC<mC<H组植片存
活时间为(=7k#t#k>)N"明显长于 DBC<组的 (7!k$t=k!) N 和 C<H组的 (79k"t7k7) N"差异均有统计学意义
(Tn"k""#'"k""!)& 术后 7$ N"DBC<组'C<H治疗组和 DBC<mC<H组植片的角膜混浊程度评分分别为 #k78t
"k78'#k""t"k"" 和 =k78t"k78"角膜新生血管评分分别为 =k98t"k=7'=k##t"k=7 和 7k$#t"k=7"总体比较差
异均有统计学意义([n7?k?"""To"k"7*[n!k?=!"Tn"k"=>)"其中 DBC<mC<H组角膜混浊程度及新生血管评
分较 DBC<组和 C<H组低"差异均有统计学意义(均 To"k"?)& DBC<组'C<H组和 DBC<mC<H组白细胞介素
(6])@='6]@!'6]@7"''干扰素 ( 6̂A@')质量浓度比较"差异均有统计学意义 ([n7?k"""'7=k$7"'7"k8="'
78k>9""均 To"k"7)& 与 DBC<组和 C<H组相比"DBC<mC<H组大鼠脾脏淋巴细胞中 WK7 亚群细胞因子 6̂A@'
及 6]@= 质量浓度明显降低"WK= 亚群细胞因子 6]@!'6]@7" 质量浓度明显升高"差异均有统计学意义 (均 To
"k"?)&%结论%DBC<联合 C<H治疗可以通过上调 WK= 亚群细胞因子的表达和抑制 WK7 亚群细胞因子的表
达而显著延长高危角膜移植植片的存活时间&%
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"k"7)1C3'T(GFN V)JK JKFDBC<OG30T (,N C<HOG30T"WK7 <0P<FJ<2.J3U),F<6̂A@'(,N 6]@= 23,2F,JG(J)3,<), JKF
DBC<mC<HOG30T VFGF<)O,)R)2(,J*.*3VFG"(,N WK= <0P<FJ<2.J3U),F<6]@! (,N 6]@7" 23,2F,JG(J)3,<VFGF<)O,)R)2(,J*.
),2GF(<FN ), JKFDBC<mC<H OG30T ), 23'T(G)<3, V)JK JKFDBC<OG30T (,N C<H OG30T ((**(JTo"k"? )1%
D,.)#3'5,.'%WKF23'P),(J)3, 3RDBC<V)JK *3V@N3<FC<H2(, FRRF2J)QF*.('F*)3G(JF)''0,3*3O)2(*GF;F2J)3, P.JKF
'3N0*(J)3, 3RJKFP(*(,2F3RWK7:WK=1%
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%%穿透角膜移植术( TF,FJG(J),OUFG(J3T*(<J."YaY)是
临床上常用的手术方法"是许多导致角膜盲疾病唯一
治疗方法& 角膜具有免疫赦免机制"相较其他器官移
植排斥反应发生率低"但角膜植片的 ? 年存活率却与
心脏'肾脏'肝脏等实体器官移植相近"约有 ?"j的患
者会发生排斥反应"导致手术失败 +7, & 在存在眼表炎
症或角膜血管化等的高危移植排斥患者中"排斥反应
发生率高达 8"j以上 +=, & 目前中国供体角膜来源缺
乏"且多次移植会增加排斥反应的发生率"目前抑制角
膜移植排斥的药物治疗效果尚不理想& 局部加全身糖
皮质激素和:或免疫抑制剂应用是角膜移植术后预防
排斥反应的金标准"但对于高危角膜移植却收效甚微"
且糖皮质激素及免疫抑制剂长期使用可能导致多种并

发症& 间充质干细胞 ('F<F,2K.'(*<JF'2F**<"DBC<)
对多种免疫细胞增生和功能具有调节作用& 前期研究
发现"大鼠尾静脉注射 DBC<可有效延长角膜植片存活
时间

+#, & 本研究在此基础上观察 DBC<联合不同浓度
环孢素H(2.2*3<T3G), H"C<H)对大鼠角膜移植排斥模型
植片存活的影响"探讨其对角膜组织移植排斥反应发
生和转归的作用"为角膜移植排斥反应的临床治疗提
供新的思路和方法&

<7材料与方法

<1<7材料
<1<1< 7实验动物及分组7选用清洁级雄性成年
S)<J(G大鼠(供体)和 ]FV)<大鼠(受体)各 #9 只(北京
维通 利 华 实 验 动 物 技 术 有 限 公 司 )" 体 质 量 为
(=""t7")O& 术前检查大鼠屈光间质均清晰"眼底无
病变& 采用随机数字表法将 #9 只造模成功的角膜移
植排斥模型大鼠随机分为 DBC<组'C<H组和 DBC<m
C<H组"每组 7= 只& 每组中 9 只大鼠用于症状观察"9
只用于免疫因子检测& 大鼠饲养于天津医科大学"饲
养环境符合医学实验动物环境设施要求& 选择左眼为
手术眼"以保证大鼠日常生活无障碍& 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& 本研究方案经天津医科大学眼科医院伦
理委员会审批(批文号#WDd(D&C="78"=$)&

<1<1=7主要试剂及仪器7C<H注射液(瑞士诺华制药
有限公司)*白细胞介素(),JFG*F,U),"6])@='6]@!'6]@7"
和 '干扰素 (),JFGRFG3,@'" 6̂A@')酶联免疫吸附测定
(F,-.'F*),UFN )''0,3<3GPF,J(<<(."&]6BH) 试剂盒
(美国 B)O'(公司)& 裂隙灯显微镜照相系统(深圳康
华科技有限公司)&
<1=7方法
<1=1<7高危角膜移植免疫排斥动物模型的建立7建
立以S)<J(G大鼠为供体"]FV)<大鼠为受体的角膜移植
排斥模型& 排斥反应模型大鼠称体质量后按照
# '*:UO的剂量使用7"" O:]水合氯醛溶液进行腹腔内
注射诱导全身麻醉"麻醉后左眼扩瞳并行穿透角膜移
植术& 角膜正中钻取直径 #k? ''植片& 植床直径为
#k" ''"7"@" 缝线间断缝合 $ 针"前房自然形成"缝线
裸露不包埋& 结膜囊内涂氧氟沙星眼膏& 手术由同一
医师完成&
<1=1=7实验动物的分组处理7参照文献+#,的方法
培养 DBC<"将 S)<J(G大鼠骨髓来源的 DBC<消化离
心"充分震荡"制成浓度为 ?r7"9 :'*YLB 的混悬液&
DBC<组模型大鼠分别于角膜移植术后即刻'7 N'= N行
尾静脉注射 DBC<"每天 7 '*&

C<H的用量和用法参照文献+!,的描述& 在前期
实验中行药物浓度筛选"进一步确定药物最适浓度&
将 C<H溶于 YLB"充分震荡"稀释至 = 'O:'*& C<H组
模型大鼠分别于角膜移植术后即刻及术后 7'='#'!'
?'9'8'$'> N 肌内注射 C<H溶液"每日剂量为 "k= '*"
共 7" N&

DBC<联合 C<H治疗组模型大鼠分别于角膜移植
术后即刻'7 N'= N 尾静脉注射DBC<"每天 7 '*"同时分
别于术后即刻及术后 7'='#'!'?'9'8'$'> N 肌内注射
C<H溶液"每天 "k= '*"共 7" N&
<1=1>7裂隙灯显微镜下观察角膜植片情况%术后第 #
天起各组分别取 9 只模型大鼠"裂隙灯显微镜下观察术
眼角膜"每隔 = 天观察 7 次"术后 # 周开始每周观察 =
次至术后 7"" N& 发生排斥反应者终止观察&

参照 ](GU), 分级 +?,
对植片的混浊程度'水肿以及

血管化程度进行评分& 混浊程度#植片完全透明为 "
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分*轻度混浊为 7 分*中度混浊为 = 分*虹膜血管窥不
清"但瞳孔轮廓可见为 # 分*瞳孔轮廓看不清为 ! 分&
植片水肿#植片无水肿为 " 分*植片中度水肿为 7 分*
伴有植片增厚的显著水肿为 = 分& 新生血管化#植片
无新生血管为 " 分*任何象限新生血管伸入达到植片
半径的 =?j为 7 分*新生血管伸入达到植片半径的
?"j为 = 分*新生血管伸入到植片半径的 8?j为 #
分*新生血管伸入到植片中央为 ! 分&

移植排斥定义为术后植片中等或严重混浊'水肿
以及血管化"即混浊程度评分!# 分"总评分!? 分&
剔除发生手术并发症大鼠"包括白内障'严重前房积脓
或术后第 = 天前房仍不能形成者&
<1=1?7&]6BH法测定 WK7 和 WK= 亚群细胞因子蛋白
表达水平%术后 7$ N"过量麻醉法处死各组大鼠"置体
积分数 8?j乙醇中浸泡 =" '),"在无菌操作台取出脾
脏"行 YLB 灌注冲洗& 以淋巴细胞提取液分离淋巴细
胞"并于 C3,H刺激下孵育 8= K"收集上清液"按照
&]6BH试剂盒说明书的步骤测定上清液中 6̂A@''
6]@='6]@! 以及 6]@7" 水平& 将抗大鼠 6̂A@''6]@='
6]@!'6]@7"单克隆抗体分别包被于酶标板上"加入生物
素化的抗大鼠 6̂A@''6]@='6]@!'6]@7""形成免疫复合
物"用辣根过氧化物酶标记的 BJGFTJ(Q)N), 与生物素结
合"加入底物工作液显蓝色"最后加终止液硫酸& 测定
波长为 !?" ,'处的吸光度(A)值"通过绘制标准曲线
求出标本中各细胞因子质量浓度&
<1>7统计学方法

采用 G̀(TKY(N YG)<'软件进行统计分析"各组植
片平均存活时间比较采用 a(T*(,@DF)FG的单因素分析
时序检验& 本研究中各测量指标
的数据资料经 S 检验呈正态分
布"以 Pt8表示"]FQF,F方差齐性
检验证实方差齐& DBC<组'C<H
组和 DBC<mC<H组间角膜植片存
活时间及术后 7$ N 角膜植片混
浊程度评分'角膜新生血管评分
比较采用单因素方差分析"两两
比较采用 L3,RFGG3,)检验& To
"k"? 为差异有统计学意义&

=7结果

=1<7各组角膜植片存活时间
DBC<组'C<H组和 DBC<m

C<H组角膜植片存活时间分别为
(7!k$ t=k! )' ( 79k" t7k7 ) 和

(=7k#t#k>)N(图 7)& DBC<mC<H组角膜植片存活时
间较 DBC<组和 C<H组明显延长"差异均有统计学意
义(Tn"k""#'"k""!)& C<H组角膜植片存活时间较
DBC<组稍延长"但差异无统计学意义(Tn"k?$=)&
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图 <7角膜移植术后
不同时间各组角膜植

片 的 存 活 率%注#
DBC<#间充质干细胞*
C<H#环孢素 H

%

=1=7各组角膜植片角膜混浊度及血管化程度评分比较
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图 =7裂隙灯显
微镜下各组角膜

植片情况%术后
7$ N"DBC<组及
C<H组较 DBC<m
C<H组 植 片 水
肿'混浊及血管
化程度更为 严

重%H#DBC<组
% L# C<H组 %

C#DBC<mC<H组%图 >7各组角膜混浊度及血管化程度评分%DBC<mC<H组大鼠角膜混浊及新生
血管发生时间较 DBC<组及 C<H组延迟"同时间点角膜混浊程度及血管化程度降低%H#各组角膜
混浊度评分比较%L#各组角膜血管化评分比较%注#DBC<#间充质干细胞*C<H#环孢素 H

在排斥反应发生高峰期"即术后 7$ N"DBC<组和
C<H组较 DBC<mC<H组植片水肿'混浊及血管化程度
更为严重(图 =)& 术后 7$ N"DBC<组'C<H组和 DBC<m
C<H组植片的角膜混浊程度评分分别为 #k78t"k78'
#k""t"k"" 和 =k78t"k78"总体比较差异有统计学意
义([n7?k?"""To"k"7)"其中 DBC<mC<H组较 DBC<
组和 C<H组角膜混浊程度评分降低"差异均有统计学
意义 (均 To"k"? )& 术后 7$ N"DBC<组'C<H组和
DBC<mC<H组角膜新生血管评分分别为 =k98t"k=7'
=k##t"k=7 和 7k$#t"k=7"总体比较差异有统计学意
义([n!k?=!"Tn"k"=>)"其中 DBC<mC<H组较 DBC<
组和 C<H组新生血管评分低"差异均有统计学意义
(均 To"k"?)(图 #)&
=1>7各组 WK7 和 WK= 亚群细胞因子表达比较

组9#$组 中华实验眼科杂志 ="7$ 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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DBC<组'C<H组和 DBC<mC<H组 6]@= 质量浓度分
别为 ($8?k7$ t!=k## )' ( $!$k>? t#=k9" ) 和 ( 899k!# t
#7k89) TO:'*"6]@! 质量浓度分别为 ( ?9k= t!k!# )'
(??k77t=k$$)和(9?k#$t!k">) TO:'*"6]@7" 质量浓度
分别为(7>?k!t7!k#$)'(="!k>8t7$k"$)和(=!!k7$t
=!k=? ) TO:'*" 6̂A@'质 量 浓 度 分 别 为 ( ?=?k8? t
799k">)'(#>9k#8t$!k$>)和(7!>k"7t!#k$!)TO:'*"#
个组间 6]@='6]@!'6]@7"'6̂A@'质量浓度总体比较差
异均有统计学意义([n7?k""""To"k"7*[n7=k$7""
Tn"k""9*[n7"k8=""Tn"k""7*[n78k>9""To"k"7)&
与 DBC<组和 C<H组比较"DBC<mC<H组大鼠脾脏淋巴
细胞中 WK7 亚群细胞因子 6̂A@'和 6]@= 质量浓度明显
降低"WK= 亚群细胞因子 6]@! 和 6]@7" 质量浓度明显升
高"差异均有统计学意义(均 To"k"?)(图 !)&
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图 ?7各组 a*< 亚群及 a*= 亚群细胞因子质量浓度的比较%H#各组
6]@= 质量浓度比较%[n7?k""""To"k"71与 DBC<mC<H组比较"(To
"k"?%L#各组 6]@! 质量浓度比较%[n7=k$7""Tn"k""91与 DBC<m

C<H组比较"(To"k"?%C#各组 6]@7" 质量浓度比较%[n7"k8=""Tn

"k""71与 DBC<mC<H组比较"(To"k"?%4#各组 6̂A@'质量浓度比较
%[n78k>9"To"k"71与 DBC<mC<H组比较"(To"k"?(单因素方差分
析"L3,RFGG3,)检验"#n9)%注#DBC<#间充质干细胞*C<H#环孢素 H*
6]#白细胞介素*6̂A@'#'干扰素

>7讨论

角膜移植术后排斥反应的发生是导致手术失败的

主要原因"局部联合全身糖皮质激素和:或免疫抑制剂
的应用是角膜移植术后用药的金标准& C<H是目前临
床上公认的防治器官和组织移植术后免疫排斥反应的

经典基础用药
+9, & C<H属于钙调神经素抑制剂"进入

细胞质后在钙离子的协同下与环啡啉 (2.2*3TK)*),"
C.Y)构成 C.Y@C<H复合物& C<H@C.Y复合物与 CAH
和 CAL结合构成异源性三聚体"再与钙离子和 C(D$
形成具有抑制中枢神经作用的五聚体"后者通过抑制
活化 W细胞的核因子 ( ,02*F(GR(2J3G3R(2J)Q(JFN W
2F**<"Â @HW)的去磷酸化抑制其向细胞核的转位并促

使其从细胞核上脱落"从而抑制由 Â @HW所引发的细
胞因子转录过程"阻止细胞编码因子 6]@='6̂A@'等的
产生及其受体基因的诱导"抑制细胞表面活化分子
C4=?'C49> 的表达"阻断 W细胞的活化"从而抑制细
胞免疫和体液免疫"最终发挥抑制机体免疫排斥作用&
C<H主要作用于细胞周期 7̀ 期"其靶细胞为 WK 细胞
和细胞毒性 W细胞"而以 WGFO为代表的 W抑制细胞因
其为钙离子非依赖性"故不受 C<H的影响& 在前期研
究中我们发现"不同剂量的 C<H肌内注射可以有效延
长植片生存时间"抑制术后排斥反应的发生"其抗排斥
作用呈剂量依赖性

+!, "但是 C<H长时间高剂量应用具
有系统毒性作用且有机会感染的风险"使得 C<H的使
用剂量受到限制&

DBC<是来源于发育早期中胚层和外胚层的一类
多能成体干细胞"近年来其免疫调控作用倍受关
注

+8\>, & 目前"DBC<已广泛用于多种器官和组织移植
的基础实验以及临床试验研究

+7"\7=, "如肾脏移植'心
脏移植'肝脏移植'胰岛移植'皮肤组织移植和角膜移
植等"证明 DBC<具有改善植片微环境'抑制免疫应
答'减轻炎症反应'延长植片存活时间的作用& 目前的
研究认为"DBC<发挥免疫抑制作用的机制主要包括细
胞间接触'分泌抑制性因子和:或诱导调节性 W细胞
形成& 研究表明"DBC<可以抑制 WK7 细胞因子"上调
WK= 细胞水平"同时增强抑制类细胞WGFO细胞的表达&
我们的前期实验也证明"DBC<是一种温和而有效的免
疫抑制剂"大鼠尾静脉注射 DBC<可有效延长角膜植
片存活时间"其作用机制主要为抑制 W细胞增生"改
变 WK7:WK= 平衡"诱导免疫耐受 +7", "但 DBC<免疫调
控作用效能较低也是临床应用亟待解决的关键问题&
尾静脉注射 DBC<的归巢问题一直倍受关注"但尚未
有定论& 有研究发现"DBC<可以定位并迁移至损伤靶
器官"通过细胞间接触发挥作用"但大部分研究倾向于
认为 DBC<通过旁分泌的作用发挥免疫调控作用"经
细胞本身自然死亡过程代谢出体外

+7#, & 尽管 DBC<
治疗已用于多项器官移植排斥的实验中"部分已通过
(期临床试验"但干细胞的复制潜能使得其在用于临
床治疗前需要大量实验进行佐证&

C(*,F+7!,
提出器官移植术后"不同类型免疫抑制

剂发挥总体抑制作用前具有相互促进表达的作用"此
理论是临床联合应用抗排斥药物的理论基础& 鉴于
DBC<与 C<H抗排斥作用机制不完全相同"本研究中
将 DBC<与低剂量 C<H联合应用"以在降低 C<H使用
剂量的基础上发挥二者的联合作用"达到延长角膜植
片存活时间的目的& 关于二者联合作用的效果"既往

!8#$!中华实验眼科杂志 ="7$ 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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研究结果报道不一& XK(,O等 +7?,
发现在肾脏移植模型

中单独应用 DBC<治疗或者 DBC<与 C<H联合应用均
会引起 6]@7"'WÂ @'和转化生长因子@"7 等炎性因子
表达的下调"从而抑制排斥反应"但联合治疗组各炎性
因子下调的程度不如单用 C<H治疗组& 6,30F等 +79,

在

同种异体心脏移植的大鼠模型中发现 DBC<和低剂量
C<H联合应用时" C<H的治疗作用被逆转& BP(,3
等

+78,
研究发现"在皮肤移植模型中"DBC<和 C<H联合

使用时具有协同作用"可以有效延长皮肤植片的存活
时间"且皮肤植片的存活率高于单用免疫抑制剂治疗
者& _(;U3Q(等 +7$,

也证实"DBC<与 C<H联合应用可以
通过上调 6]@7" 分泌水平"促进皮肤植片的存活& 在
气管移植动物实验中发现"C<H与 DBC<联合应用可
以通过抑制淋巴细胞浸润"促进气管黏膜上皮化表达"
提高机体对植片的耐受

+7>, & a)'等 +=",
在胰腺移植排

斥模型的研究中同样也表明"DBC<联合低剂量 C<H
可以上调 WGFO细胞表达"改善移植胰腺的存活环境"
延长植片存活时间& CF;U(等 +=7,

研究表明"C<H与
DBC<治疗角膜碱烧伤模型具有联合作用"可以有效减
少新生血管及瘢痕的形成& 本实验结果显示"术后
DBC<和 C<H联合使用与单用 DBC<或单用 C<H治疗相
比"植片的存活时间明显延长"二者的联合使用可以推
迟角膜新生血管形成时间"有效维持角膜透明程度"减
轻角膜植片的水肿程度& 分析联合作用的机制与上调
WK= 亚群细胞因子的表达和抑制 WK7 亚群细胞因子有
关"具体机制尚需进一步研究&

综上所述"本研究结果表明 DBC<与低剂量 C<H
联合应用具有免疫抑制剂的互补效果"对于大鼠高危
角膜移植排斥模型"可以发挥不同种类免疫抑制剂联
合应用的加和效果"为进一步临床研究提供了可供选
择的治疗方案&
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