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RR+摘要,R背景R基因转染是多种眼病基因治疗的有效方法#理想的非病毒载体是研究角膜基因治疗的

关键因素#选择高转染率*基因高表达*低毒性的非病毒载体是成功实施基因治疗的前提-R目的R探讨

;&0/)&:0(/U?*脂质体非病毒载体对正常 !-大鼠角膜转染 8-OP :#9WB的转染率和安全性#筛选角膜基因转染

的最佳载体-R方法R应用随机数字表法将 \D 只雄性 !4V级成年 !-大鼠随机分为 ;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB

组*脂质体Q8-OP :#9WB组*单纯 8-OP :#9WB组和生理盐水组#每组 OD 只#均以右眼作为实验眼- 实验眼眼

表麻醉后刮除角膜上皮#按照分组不同分别用 ;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB*脂质体Q8-OP :#9WB*单纯 8-OP

:#9WB和生理盐水各 PD )5点眼- 于点眼后 HO "*OG "*E 6 和 K 6 在裂隙灯显微镜下观察大鼠眼表组织反应#检

查各组大鼠角膜表面绿色荧光个数- 分别于上述时间点处死各组大鼠各 G 只并获取角膜组织#采用苏木精a

伊红染色法行角膜组织病理学检查&采用罗丹明染色行荧光检测#评估各组大鼠角膜基因转染的转染率&采用

U7W;A染色法检测实验眼角膜细胞的凋亡情况以评估各种转染载体的安全性&采用免疫荧光技术检测角膜

组织中 8-HHT 的表达-R结果R;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB组大鼠角膜表面的荧光染色数量及强度明显高于脂

质体Q8-OP :#9WB组#单纯 8-OP :#9WB组大鼠角膜荧光染色出现早#但转染后 OG " 角膜荧光染色消失- 角膜

组织病理学检查显示#各组大鼠行基因转染后脂质体Q8-OP :#9WB组大鼠角膜上皮水肿和角膜炎性细胞浸润

程度较 ;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB组*单纯 8-OP :#9WB组和生理盐水组严重#角膜基质层和内皮层未发现异

常#脂质体Q8-OP :#9WB组大鼠角膜炎性细胞数明显多于 ;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB组*单纯 8-OP :#9WB组和

生理盐水组#差异均有统计学意义 $均 ;hDqDD%- U7W;A检测发现#基因转染后 HO " 和 E 6#脂质体Q8-OP

:#9WB组大鼠角膜细胞凋亡数明显多于 ;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB组*单纯 8-OP :#9WB组和生理盐水组#差异

均有统计学意义$均 ;hDqDD%- 免疫荧光检测显示#8-HHT 荧光主要分布于角膜上皮层和角膜基质层#随着

基因转染后时间的延长#脂质体Q8-OP :#9WB组大鼠角膜组织中 8-HHT 的表达量逐渐增加#基因转染后 OG "

时荧光强度达峰#随后逐渐减弱#至转染后第 K 天仍可见弱荧光- ;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB组*单纯 8-OP

:#9WB组和生理盐水组大鼠角膜组织中均未发现 8-HHT 的荧光表达-R结论R;&0/)&:0(/U?纳米材料作为载体

转染 8-OP :#9WB于正常 !-大鼠角膜具有转染效率高*毒性低*不引起角膜免疫反应的特点#可作为角膜疾

病基因治疗的合适载体-R
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RR近年来#基因治疗方法逐渐用于一些眼科疾病的
治疗#角膜由于在基因治疗方面具有可视性*易于接
触*在体外生存时间较长以及具有免疫赦免等独特的
优势已成为基因治疗研究的主要靶组织之一

(HaO) #而
眼表基因治疗的效果取决于转染基因在眼表组织中表

达时间的长短- 因此#选择一种既能有效缓控基因在
眼表释放的有效剂量#又具有低毒性和生物安全性的
转染载体成为基因治疗的关键- 目前#基因治疗的转
染载体包括病毒载体和非病毒载体两大类#其中病毒
载体转染效率较高#但存在免疫原性*致癌性*宿主
-WB插入整合等缺点#故其临床应用受到一定的限

制#而非病毒载体具有价格低廉*制备简单*安全*有
效*无免疫原性等优点#逐渐成为基因载体研究的热
点

(E) - 本实验中分别选取了 ;&0/)&:0(/U?和脂质体
5#.23(>0)1#&(ODDD 两种非病毒载体#将其与 8-OP 小干
扰 9WB$:1)55#&0(/3(/#&,9WB#:#9WB%结合#探讨其对
大鼠角膜的转染效率和毒性#为后续角膜移植动物的
基因治疗提供实验基础-

87材料与方法

8J87材料
8J8J87实验动物7健康成年雄性 !4V级 !-大鼠 \D

!C\\!中华实验眼科杂志 ODHL 年 HD 月第 EG 卷第 HD 期R8"#& ];Z. *."0")5125#*>02T(/ODHL# 2̂5JEG#W2JHD
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只#体质量 ODD pOPD ,#由重庆医科大学动物实验中心
提供#于动物房适应性饲养 H 周- 采用随机数字表法
将大鼠随机分为 ;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB组*脂质体Q
8-OP :#9WB组*单纯 :#9WB组和生理盐水组#每组
OD 只#均取右眼作为实验眼- 实验动物的饲养和使
用符合国家科学技术委员会颁布的 2实验动物管理
条例3 -
8J8J;7主要试剂及仪器7;&0/)&:0(/U?体内转染试剂
$北京英格恩生物科技有限公司%&P1端用 VB?标记
的 8-OP :#9WB$上海吉玛制药技术有限公司%&脂质
体 5#.23(>0)1#&(ODDD$美国 <&@#0/2,(& 公司%&U7W;A试
剂盒$南京凯基生物有限公司%&小鼠抗大鼠 8-HHT 单
克隆抗体$)THOHH#英国 BT>)1公司%&B5(Z)V5%2/G\\
山羊抗小鼠 5,Y$BDGO\#美国 A#3(U(>"&252,#(:公司%#
质量分数 Gl多聚甲醛$北京海德生物有限公司%&盐
酸奥布卡因滴眼液 $日本参天制药株式会社 %-
-?LDDD`型正置荧光显微镜*?\GH 型眼科实验手术
显微镜$德国 A(#>)公司%&-8E 型眼前节裂隙灯显微
镜照相系统$日本 U2.>2& 公司%&眼科显微手术器械
$苏州明仁医疗器械有限公司%-
8J;7方法
8J;J87转染试剂的制备7按照 ;&0/)&:0(/U?体内转染
试剂说明书中的方法配制 ;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB复
合物$HEO )5%- $H%核酸的稀释REE ),核酸dEEqD )5
焦碳酸二乙酯$6#(0"+.+/2>)/T2&)0(#-;48%水dEEqD )5
质量分数 HDl葡萄糖溶液- $ O % 转染试剂的稀释
HLqP )5;&0/)&:0(/U?体内转染试剂dEEqD )5HDl葡萄
糖溶液dHLqP )5-;48水- $E%将$H%和$O%溶液充分
振荡混匀#室温下静置 HP 1#&- 同法配制脂质体Q8-OP
:#9WB复合物$EE ),核酸dEEqD )5-;48水dEEqD )5
HDl葡萄糖溶液dHLqP )55#.23(>0)1#&(ODDD 转染试剂
dEEqD )5HDl葡萄糖溶液dHLqP )5-;48水%*8-OP
:#9WB$HEOqD )5'EE ),核酸dHEOqD )5-;48水%和生
理盐水-
8J;J;7眼表基因转染7质量分数 El戊巴比妥钠溶
液腹腔内注射麻醉大鼠#大鼠右眼质量分数 DqGl盐
酸奥布卡因滴眼液点眼#参照 !")/1)等 (G)

的方法#用
手术刀在眼科实验手术显微镜下刮除大鼠右眼角膜上

皮#消毒棉签拭干眼表#取 PD )5;&0/)&:0(/U?Q8-OP
:#9WB*脂质体Q8-OP :#9WB*单纯 8-OP :#9WB*生理盐
水按照分组分别点眼#待转染 P 1#& 后用消毒棉签拭
干眼表#将实验鼠放回笼中正常饲养-
8J;J<7裂隙灯显微镜下检查各组大鼠眼前节反应7
分别于转染后 HO "*OG "*E 6*K 6 在裂隙灯显微镜下观

察眼睑*巩膜*结膜*虹膜*晶状体和角膜充血*水肿等
炎症反应情况-
8J;J>7采用荧光方法检测大鼠角膜基因转染率7分
别于点眼后 L "*HO "*OG "*E 6*K 6 各组任意处死 G 只
大鼠#避光条件下取出角膜#置于 Gl多聚甲醛溶液中
G t过夜#然后将角膜置于质量分数 EDl蔗糖溶液中
O 6#取出角膜并立即用 *8U包埋#采用冰冻切片机行
K )1厚切片#切片在避光条件下置于防脱载玻片上#
4̀ ! 清洗 O 次#荧光显微镜下观察基因转染情况#有绿
色荧光为基因表达阳性- 荧光强弱的判断标准'无荧
光为$a%#可疑荧光为 $r%#荧光较弱但清晰可见为
$d%#荧光明亮为$dd%#荧光闪亮为$dddpdddd%-
计算各组大鼠角膜表面绿色荧光个数-
8J;J?7各组大鼠角膜组织病理学观察7采用随机数
字表法分别于点眼后 HO "*OG "*E 6*K 6 各组随机处死
G 只大鼠#取术眼角膜#用 Gl多聚甲醛固定#常规石蜡
包埋#行 P )1厚切片#常规苏木精a伊红染色#光学显
微镜下观察-
8J;J@7U7W;A法检测基因转染后角膜细胞的凋亡R
大鼠角膜材料的获取同 HJOJP#用 EDl蔗糖溶液脱水
后迅速 *8U包埋#用冰冻切片机行 P )1厚切片- 按
照 U7W;A说明书操作步骤检测角膜细胞凋亡情况-
与罗丹明染料结合的角膜凋亡细胞呈红色荧光#-B4<
染色的细胞核呈蓝色荧光#荧光显微镜下进行观察-
8J;JA7免疫荧光组织化学法检测各组大鼠角膜组织
中 8-HHT 的表达R于点眼后 L "*HO "*OG "*E 6*K 6 各
组处死 G 只大鼠后取出角膜#固定和包埋方法同 HJOJL#
K )1厚切片#DqDH 125MA4̀ ! 漂洗 E 次#每次 HD 1#&-
将角膜置入质量分数 DqHlU/#02&FQHDD 溶液和体积分
数 Pl驴血清混合液中#室温下于摇床上放置 O "&取
出角膜放入含小鼠抗大鼠 8-HHT 单克隆抗体$用 Pl
驴血清和 DqDH 125MA4̀ ! 稀释至H fODD%的溶液中G t
过夜- 阴性对照组为每组 H 只角膜置于不含一抗的稀
释液中孵育过夜- 次日 DqDH 125MA4̀ ! 漂洗角膜 E
次#每次 HD 1#&#加入 V<U8标记的山羊抗小鼠二抗
$4̀ ! 稀释至 H fPDD%#避光条件下于 EK t孵育 O "#
DqDH 125MA4̀ ! 漂洗角膜 HD 1#&#-B4<染色 HD 1#&#
DqDH 125MA4̀ ! 漂洗 O 次#每次 HD 1#&#用防脱载玻片
铺片#滴加少许抗荧光淬灭剂封片#免疫荧光显微镜下
观察角膜组织中 8-HHT 表达情况-
8J<7统计学方法

采用 !4!! HHJP 统计学软件进行统计分析- 本研
究中各检测指标的数据资料经正态性检验证实呈正态

分布#以 XrT表示#组间方差经 A(@(&(检验方差齐-
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采用完全随机分组单因素干预多水平研究设计#
;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB组*脂质体Q8-OP :#9WB组*
单纯 8-OP :#9WB组*生理盐水组大鼠在角膜基因转
染后不同时间点角膜炎性细胞数*角膜凋亡细胞数*角
膜绿色荧光个数的总体差异比较均采用两因素方差分

析#多重比较采用 !W=QS检验- 采用双尾检测法#
;sDqDP为差异有统计学意义-

;7结果

;J87基因转染后活体大鼠眼前节炎症反应情况
基因转染活体大鼠后#裂隙灯显微镜下可见转染

后 HO " 各组大鼠角膜均有少量角膜上皮细胞#未见角
膜混浊*前房渗出*虹膜水肿*晶状体脱出等表现&转染
后 OG " 各组大鼠角膜上皮基本修复#角膜透明#脂质
体Q8-OP :#9WB 组 大 鼠 角 膜 水 肿 程 度 明 显 重 于
;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB组*单纯 8-OP :#9WB组和生
理盐水组&转染后 E 6#脂质体Q8-OP :#9WB组大鼠角
膜水肿程度减轻#;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB组*单纯
8-OP :#9WB组和生理盐水组大鼠角膜水肿消退&转染
后 K 6#脂质体Q8-OP :#9WB组大鼠角膜水肿明显改
善#角膜透明$图 H%-

12h 24h 3d 7d

EntransterTM�CD25
siRNA组

脂质体�CD25
siRNA组

单纯CD25
siRNA组

生理盐水组

C1

D1

C2

D2

B1

A1

B2

A2

B3

A3 A4

B4

C3 C4

D3 D4

图 87基因转染后裂
隙灯显微镜下活体观

察大鼠角膜表现

BH4;&0/)&:0(/U?Q8-OP
:#9WB组转染后HO "#
可见角膜上皮组织

缺损#角膜透明
BO4;&0/)&:0(/U?Q8-OP
:#9WB 组 转 染 后

OG "#角膜上皮修复#
角膜轻度水肿RBE4

;&0/)&:0(/U?Q8-OP
:#9WB组转染后 E 6#
角膜上皮完全修复#
水 肿 消 失 R BG4

;&0/)&:0(/U?Q8-OP
:#9WB组转染后K 6#
角膜透明#无水肿R
H̀4 脂 质 体Q8-OP

:#9WB 组 转 染 后

HO "#可见角膜上皮
组织缺损#角膜透明

Ò4脂质体Q8-OP :#9WB组转染后 OG "#可见角膜透明#角膜水肿R È4脂质体Q8-OP :#9WB组转染后 E 6#角膜上皮完全修复#角膜水肿减轻R G̀4脂质

体Q8-OP :#9WB组转染后 K 6#可见角膜透明#无水肿R8H pG4单纯 8-OP :#9WB组大鼠转染后各时间点角膜表现与 ;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB组类似R

-H pG4生理盐水组大鼠转染后各时间点角膜表现与 ;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB组类似

;J;7各组大鼠眼表基因转染后角膜组织中的基因转
染率

生理盐水组大鼠角膜组织中未发现绿色荧光- 大
鼠眼表基因转染后 L "#单纯 8-OP :#9WB组角膜组织
中荧光最强#其次为 ;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB组#脂质
体Q8-OP :#9WB组角膜组织中荧光最弱- 基因转染后
L " 和 HO "#单纯 8-OP :#9WB组荧光强度均为$dd%#
转染后 OG " 时荧光消失- 转染后 OG "#;&0/)&:0(/U?Q
8-OP :#9WB组大鼠角膜组织中绿色荧光强度为$dddd%#
脂质体Q8-OP :#9WB组为 $d%#随时间延长荧光强度
均逐渐减弱- 基因转染后 E 6 和 K 6#;&0/)&:0(/U?Q
8-OP :#9WB组和脂质体Q8-OP :#9WB组大鼠角膜表

面仍可见绿色荧光#分别为$dd%和$d%#其分布随着
时间的延长由角膜上皮层蔓延至角膜基质层$图 O%-
基因转染不同时间点各组大鼠角膜表面绿色荧光个数

的总体比较差异均有统计学意义$C分组 hH\qPGG#;h
DqDDD&C时间 hGqGDC#;hDqDDE%#其中基因转染后 L "
和 HO "#单纯8-OP :#9WB组大鼠角膜表面荧光个数均
明显多于 ;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB组和脂质体Q8-OP
:#9WB组#基因转染后 OG "#;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB
组大鼠角膜表面荧光个数最多#明显多于同组其他时
间点#各时间点 ;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB组大鼠角膜
表面荧光个数均明显多于脂质体Q8-OP :#9WB组#差
异均有统计学意义$均 ;sDqDH%$表 H%-
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EntransterTM�CD25siRNA组 脂质体�CD25siRNA组 单纯CD25siRNA组 生理盐水组
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C3 C4

D3 D4

E1 E2 E3 E4

图 ;7各组大鼠眼表基因转染后角膜组
织绿色荧光表达4V<U8uODD%RBH pE'
基因转染后 L "#单纯 8-OP :#9WB组绿
色 荧 光 数 量 及 强 度 明 显 高 于

;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB组和 脂 质 体Q
8-OP :#9WB组R H̀ pE'基因转染后
HO "#单纯 8-OP :#9WB组绿色荧光数量

仍多于 ;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB组和脂
质体Q8-OP :#9WB组#但荧光强度弱于转
染后 L "R8H pE'基因转染后 H 6#单纯
8-OP :#9WB组无荧光#而 ;&0/)&:0(/U?Q
8-OP :#9WB组绿色荧光个数达到高峰#
荧光 强 度 为 4 dddd% & 脂 质 体Q8-OP
:#9WB组荧光强度为4d%R-H pE*;H p
E'各组荧光随时间延长逐渐衰减RBG*
G̀*8G*-G*;G'无荧光显示

表 87基因转染后不同时间点各组大鼠角膜表面荧光个数4!P"%

组别 样本量
转染后不同时间角膜表面绿色荧光个数

L " HO " H 6 E 6 K 6

;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB组 G Lq\DrDq\G)T HHqLDrHqHG)T OPq\DrDq\G T HOq\DrDq\G)T LqDDrHqDD)T

脂质体Q8-OP :#9WB组 G HqLDrDqPP OqODrDq\G PqDDrDqKH Pq\DrDq\G EqGDrDqPP

单纯 8-OP :#9WB组 G HHqGDrHqHG T> HLqGDrHqHG T> DqDDrDqDD DqDDrDqDD DqDDrDqDD

R注'C分组 hH\qPGG#;hDqDDD&C时间 hGqGDC#;hDqDDEJ与 ;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB组内OG "

值比较#);sDqDH&与同一时间点脂质体Q8-OP :#9WB组比较#T ;sDqDH 4两因素方差分析#

!W=QS检验%

表 ;7基因转染后不同时间点各组炎性细胞数量比较4!P"%

组别 样本量
不同时间点炎性细胞数

HO " OG " E 6 K 6

;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB组 G Pq\rDq\) HGqOrDq\) Hq\rDq\) DqDrDqD

脂质体Q8-OP :#9WB组 G HHqLrHqH EOqGrHqP LqOrHqE DqDrDqD

单纯 8-OP :#9WB组 G Pq\rDq\) HOq\rDq\) HqLrDqL) DqDrDqD

生理盐水组 G PqLrDqC) HEqLrHqH) HqLrDqC) DqDrDqD

R注'C分组 hHPqLEP#;hDqDDH&C时间 hEqOPP#;hDqDKGJ与脂质体Q8-OP :#9WB组比较#

);sDqDH4两因素方差分析#!W=QS检验%

;J<7基因转染后角膜组织病理学改变
基因转染后 HO "#各组大鼠均可见角膜上皮组织

缺损#基因转染后 OG "#角膜上皮层基本修复#但各组
大鼠均出现角膜水肿#脂质体Q8-OP :#9WB组大鼠角
膜水肿程度较 ;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB组*单纯 8-OP
:#9WB组和生理盐水组严重#角膜基质
层和内皮层结构清楚#未发现细胞变
形#脂质体Q8-OP :#9WB组大鼠炎性细
胞数明显多于其他 E 个组且持续至基
因转染后第 E 天#差异均有统计学意
义 4 均 ;hDqDD %# ;&0/)&:0(/U?Q8-OP
:#9WB组*单纯 8-OP :#9WB组和生理盐
水组间大鼠角膜炎性细胞数的差异均无

统计学意义4均 ;wDqDP%#基因转染后第

E 天无炎性细胞浸润4图 E#表 O%-
;J>7各组大鼠基因转染后角膜细胞
的凋亡

基因转染后 HO "#脂质体Q8-OP
:#9WB组大鼠角膜 U7W;A阳性细胞数
明显多于 ;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB组*
单纯 8-OP :#9WB组和生理盐水组#差
异均有统计学意义 4均 ;hDqDD %#
;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB 组* 单 纯

8-OP :#9WB组和生理盐水组之间差异均无统计学意
义4均 ;wDqDP%- 随着时间的延长#U7W;A阳性细胞
数逐渐减少#直到基因转染后第 K 天#脂质体Q8-OP
:#9WB组仍有少许 U7W;A阳性细胞& ;&0/)&:0(/U?Q
8-OP :#9WB组*单纯 8-OP :#9WB组和生理盐水组在
转染后第 E 天时即无 U7W;A阳性细胞4图 G#表 E%-
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图 <7基因转染后角膜组织病理学检查4';uODD%RB';&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB组大鼠角膜组织病理学图R '̀脂质体Q8-OP :#9WB组大鼠角膜
组织病理学图R8'单纯 8-OP :#9WB组大鼠角膜组织病理学图R-'生理盐水组大鼠角膜组织病理学图R箭头所指为炎性细胞
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图 >7基因转染后角膜组织 93O!Y染色结果4uODD%R大鼠角膜凋
亡细胞呈红色荧光4罗丹明% #细胞核呈蓝色荧光4-B4<%RB'基因
转染后 ;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB组大鼠角膜凋亡细胞较少#至转染
后 E 6 无凋亡细胞R '̀基因转染后脂质体Q8-OP :#9WB组大鼠角膜
凋亡细胞数明显增多#至转染后 K 6 仍可见凋亡细胞R8'基因转染
后单纯 8-OP :#9WB组角膜凋亡细胞数明显少于脂质体Q8-OP
:#9WB组#至转染后 E 6 仅见少数凋亡细胞R-'基因转染后生理盐
水组大鼠角膜凋亡细胞数多于单纯 8-OP :#9WB组#至转染后 E 6 仅
见少数凋亡细胞

表 <7各组大鼠基因转染后不同时间点
角膜凋亡细胞数比较4!P"#个%

组别 样本量
不同时间点凋亡细胞数

HO " E 6 K 6

;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB组 G HLqDDrHqOO) OqDDrDqKH) DqDDrDqDD)

脂质体Q8-OP :#9WB组 G OPq\DrHqG\ HOqGDrHq\O LqGDrHqHG

单纯 8-OP :#9WB组 G HPqODrDq\G) HqLDrDqPP) DqDDrDqDD)

生理盐水组 G HGq\DrDq\G) HqGDrDqPP) DqDDrDqDD)

R注'C分组 hGHqGEO#;hDqDDD&C时间 hHCCqGCC#;hDqDDDJ与脂质体Q

8-OP :#9WB组比较#);sDqDP4两因素方差分析#!W=QS检验%

;J?7各组大鼠基因转染后角膜组织中 8-HHT 的表达
免疫荧光检测显示#随着基因转染后时间的延

长#脂质体Q8-OP :#9WB组大鼠角膜组织中 8-HHT
的表达量逐渐增多#基因转染后 OG " 荧光强度达高
峰#随后荧光强度逐渐减弱#转染后第 K 天仍可见弱
荧光- 8-HHT 荧光主要分布于角膜上皮层和角膜基
质 层 4 图 P % - ;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB 组* 单 纯
8-OP :#9WB组和生理盐水组大鼠角膜组织中均无
8-HHT 表达-
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C D

图 ?7基因转染后角膜组织中 GR880表达$V<U8uODD%RB'脂质
体Q8-OP :#9WB组基因转染后 HO "#可见 8-HHT 表达于角膜上皮层
和基质层#荧光较弱R '̀脂质体Q8-OP :#9WB组基因转染后 OG "#
8-HHT 表达量增多#荧光强度接近转染后 HO "R8'脂质体Q8-OP
:#9WB组基因转染后 E 6#8-HHT 表达的荧光强度减弱R-'脂质体Q
8-OP :#9WB组基因转染后 K 6#仅见少许 8-HHT 表达#荧光微弱

<7讨论

9WB干扰技术的发展为眼表疾病的基因治疗提
供了一个新的途径#其中:#9WB是 9WB干扰发挥效应
的关键分子#可高效*特异地抑制靶基因的表达#实现
转录后的基因沉默

(PaL) - 然而#由于 :#9WB易受核酸
自身相对分子质量*电荷*机体核酸酶降解*细胞膜*溶
酶体吞噬等因素的影响#:#9WB转染研究中开发安全*

有效的传递载体仍面临着巨大的挑战-

近年来#非病毒载体以其独特的优势广泛应用于
基因治疗的研究#其中脂质体和纳米载体成为目前研
究的热点- A#.23(>0)1#&(ODDD 是常用的转染脂质体#

可与基因形成复合物#有较强的转染能力- g)1):"#0)

等
(K)
采用脂质体携带质粒的方法成功转染人角膜上

皮细胞和大鼠结膜组织#且未发现明显的毒性作用-
]#)&,等 (\)

用阳离子包被的脂质体纳米载体 $>)0#2&#>
>2/((:"(555#.2&)&2.)/0#>5(#-A8!QW4%携带增强型绿色
荧光蛋白 $(&")&>(6 ,/((& 35%2/(:>(&>(./20(#&#;YV4%

转染到雌性新西兰白兔的结膜上皮细胞中#获得较好
的转染效果- 虽然脂质体具有良好的生物相容性#但
-)@#:等 (C)

和 =2#/)5)等 (HD)
认为脂质体本身会参与细

胞的生理活动#引起基因表达的上调或下调#转染效率
低#并可引起组织的炎症反应#且目前脂质体的研究仍
普遍停留在体外实验阶段#在活体角膜的转染方面研
究很少- ;&0/)&:0(/U?转染试剂属于纳米材料高分子聚
合物#目前在大鼠脑缺血损伤模型*8̂ È 感染小鼠模
型*小鼠哮喘模型的研究中均有着良好的转染优

势
(HHaHE) #但尚未用于活体角膜的实验研究-
目前#角膜移植手术是治疗角膜盲的有效方法#然

而#术后发生的移植排斥反应是导致角膜移植手术失
败的主要原因#即使术后给予糖皮质激素药物常规治
疗#仍有 HDl pEDl的患者发生排斥反应 (HGaHP) - ]#)
等

(HL)
研究发现#U细胞#尤其是 8-Gd U细胞在角膜移

植排斥反应中发挥重要作用- 作为 U淋巴细胞的主
要膜蛋白#白细胞介素 O 受体 $#即 8-OP 的表达则是
U细胞活化的关键环节 (HK) #例如 V=PDL 的主要作用机
制即是抑制 >?'% 基因的转录#从而抑制角膜移植排斥
反应

(H\) - 故下调 8-OP 的表达对抑制角膜移植排斥
反应的发生具有重要作用- 因此#本课题组拟筛选出
最佳体内基因转染试剂#从而为后续的抑制角膜排斥
反应研究提供实验基础-

基因可通过结膜下注射*前房注射*点眼等不同途
径原位转染至大鼠角膜组织#结膜下注射和点眼可使
目的基因在角膜上皮层及基质层大量表达#前房注射
途径可使目的基因在角膜内皮层大量表达

(HC) - 本实
验采用刮除大鼠角膜上皮后再用转染试剂点眼的方

法#旨在提高亲水性纳米载体的转染效率- 本研究发
现#脂质体Q8-OP :#9WB组给药后大鼠出现角膜水肿
程度*角膜细胞凋亡数*炎症反应#免疫反应均重于其
他 E 个组#从基因转染效率看#单独的:#9WB转染虽然
早期转染效率高于 ;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB组和脂质
体Q8-OP :#9WB组#但在转染后 OG " :#9WB的绿色荧
光消失#因缺少载体的保护#:#9WB容易受到泪膜或角
膜组织内核酸酶的降解#丧失 :#9WB的活性 (PaL) -
;&0/)&:0(/U?转染试剂和 A#.23(>0)1#&(ODDD 相比#前者
的基因转染率明显高于后者#并可持续到给药后第 K
天#可能是由于 ;&0/)&:0(/U?转染试剂是将 :#9WB包裹
在转染试剂内#阻止了体内核酸酶对 :#9WB的降解#
同时对 :#9WB有缓释作用- 此外 U7W;A染色显示#
;&0/)&:0(/U?Q8-OP :#9WB组角膜细胞的凋亡情况与单
纯 8-OP :#9WB组和生理盐水组相似#故推测角膜细
胞的凋亡可能与转染时刮除角膜上皮细胞有关#而不
是由转染试剂的毒性引起的- 因此#;&0/)&:0(/U?作为
载体具有高转染率*低毒性和生物安全性的特点#而
A#.23(>0)1#&(ODDD 作为载体引起角膜组织中炎性细胞
浸润明显#角膜细胞凋亡严重#同时造成机体的免疫应
答#这与 -)@#:等 (C)

和 =2#/)5)等 (HD)
的研究结果类似-

综上所述#;&0/)&:0(/U?纳米粒作为基因载体转染
:#9WB在正常 !-大鼠角膜的转染效率高#毒性作用
小#是一种安全*有效的非病毒转染载体#这为进一步
研究 ;&0/)&:0(/U?纳米粒介导的 8-OP :#9WB基因沉默
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效应的机制和角膜移植排斥反应的体内外基因治疗提

供了实验依据- 然而#本实验仅探讨了该载体的短期
转染效果和安全性#转染后 ;&0/)&:0(/U?纳米粒对角膜
组织 的 长 期 毒 性 作 用 仍 待 进 一 步 研 究- 另 外#
;&0/)&:0(/U?纳米粒转染到角膜后是否会对结膜*房水*
虹膜等组织产生影响也有待深入研究-
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