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!!$摘要%!背景!研究表明"调节性 \细胞.\EC./是一类负向调控免疫应答的 \细胞亚群"在维持免疫稳
态和免疫耐受方面发挥重要作用' 自身免疫性葡萄膜炎是一种免疫性眼病"\EC.细胞在自身免疫性葡萄膜炎
发生和发展过程中的调控作用尚不完全清楚'!目的!观察 \EC.细胞在实验性自身免疫性葡萄膜炎.&Q̂ /
大鼠发病过程中的动态变化'!方法!选取 ?O 只 % V? 周龄 _M̀ 级 dCI)<大鼠"采用随机数字表法随机分为
模型组和对照组' 模型组于大鼠双后足垫&腹部双侧及背部皮下注射光感受器间维生素 Q类结合蛋白
.7abM/ ##99N##0# &结核菌素.\b/&完全弗氏佐剂.@̀ Q/和 Mb_ 混合乳化剂共 8$$ !*"对照组大鼠以同样方法皮
下注射等容量不含 7abM的 \b与 @̀ Q乳化剂' 分别于造模后第 0&#8&#?&=8&=?&8"&O? 天观察模型组和对照
组大鼠的眼部炎症症状并根据严重程度进行炎症评分' 于造模后上述时间点分别处死模型组及对照组大鼠
各 % 只"采用常规组织病理学方法观察各组大鼠眼部虹膜&睫状体和视网膜组织形态变化(分离大鼠脾脏淋巴
细胞"采用流式细胞术检测大鼠脾脏悬液中 \EC.细胞特异性标志物 ,̀F/8 标记细胞比例(采用实时荧光定量
M@a法检测大鼠脾脏淋巴细胞中 ,̀F/8 'aSQ相对表达量变化'!结果!免疫后第 ? 天模型组大鼠虹膜血管
扩张充血"开始出现眼部炎症表现"免疫后第 #8 天虹膜血管明显扩张"前房可见渗出和积脓"瞳孔区有膜样渗
出"炎症评分最高"为.8T9"o$TO=/分"之后眼部炎症反应逐渐减轻"至免疫后第 =8 天炎症反应接近消失"造
模后第 9&##&#8&#"&#9&#0&=# 天间模型鼠眼炎症反应评分总体比较差异有统计学意义 .Hi?#T9$0"
Ij$T$$#/' 对照组大鼠眼部检查正常' 组织病理学观察发现"模型组大鼠虹膜&睫状体&视网膜等组织有中
性粒细胞&淋巴细胞和单核细胞浸润"组织结构排列疏松"以免疫后第 #8 天最为明显"此后逐渐减轻"至免疫
后第 =8 天虹膜&睫状体和视网膜组织结构接近正常"炎性细胞浸润消失' 流式细胞技术检测发现"免疫后第
#8&#?&=8&=?&8"&O? 天模型组大鼠脾脏 ,̀F/8 标记细胞比例分别为."T"$o$T%O/U&.#8T8%o$T0?/U&.#$T8Oo
$T90/U&.0T"?o#T$= /& .%T98 o$T?# /U和 ."T"? o$TO9 /U"明显高于对照组的 . =T?$ o$T8? /U& . 8T8% o
$T"8/U&.8T%" o$T"9 /U& . 8T89 o$TO8 /U& . 8T88 o$T"$ /U和 . 8T#8 o$T%# /U"差异均有统计学意义
.)iN%T=9=&N#"T""%&N##T0#$&N0T9"8&N%T#"O&N"TO0#"均 Ij$T$#/' 模型组和对照组造模后各时间点大鼠
脾脏淋巴细胞中 ,̀F/8 'aSQ的相对表达量变化与 ,̀F/8 标记细胞比例变化趋势基本一致'!结论!&Q̂ 大

鼠葡萄膜炎的发病及转归与 \EC.细胞数量和功能变化密切相关'!
$关键词%!实验性自身免疫性葡萄膜炎:免疫( 调节性 \淋巴细胞:免疫( 淋巴细胞活性( 近交系 dCI

大鼠( 动物模型( 叉头转录因子:免疫( 脾脏:免疫
基金项目# 国家自然科学基金项目 . ?#898?=%& ?#O$8O8? /( 山东省医药卫生科技发展计划项目

.=$#8c_$="#/

W)%0#&"/'--)"&,%4(31%,>+"$(1# W-%++4'&$)%*"$)(,%&%4'4(3%.*%1'/%&$"+">$('//>&%>2%'$'4!52*%&
!"*%"($%& V"W+"N*%& ,*""52+%& H+%&4"%&"=9$V9%&9$"X"O$%&62+%&
(2*%C$%& ;%"<+/6")-$0N/*C")"$%*382"%+6+M+C"7"%+"V"%*% Q?AA@P"82"%* .52*%& !"($%& V,"N*%& ,/(=9*%&U"
;%"<+/6")-$0N/*C")"$%*382"%+6+M+C"7"%+" Y*%%"%& ?SAAAA"82"%* .52+%& HM/(D-+Z%6)")9)+$0(2*%C$%& ;%"<+/6")-
$0N/*C")"$%*382"%+6+M+C"7"%+"V"%*% Q?AAAQ"82"%* .=9$V="X"O(/
8$//+6'$%C"%& *9)2$/#X"O$%&62+%&"D4*"3#2$%&62+%&."F@QBG7$4

!564$1"-$"7@"-A,1(>&07_A2H)C<<B,IAB(AEC.2*(A,E+\4C**<. \EC./ (EC(K)-H ,D\4C**<2G<CA<A,
-C.(A)JC*+EC.2*(AC)''2-CEC</,-<C"(-H /*(+(- )'/,EA(-AE,*C)- '()-A()-)-.)''2-CB,'C,<A(<)<(-H )''2-C
A,*CE(-4C3Q2A,)''2-C2JC)A)<)<(- (2A,)''2-CH)<C(<C"ABCEC.2*(A),- ,D\EC.4C**<)- /(AB,.C-C<)<(-H /E,.EC<<),-
,D(2A,)''2-C2JC)A)<)<-,AD2**+2-C*24)H(ACH3!B6C%-$'2%!\B)<<A2H+I(<A,,G<CEJCABCH+-(')44B(-.C<,D\EC.
)- CF/CE)'C-A(*(2A,)''2-C2JC)A)<.&Q̂ / E(A<(-H CF/*,ECABCE,*C,D\EC.4C**<)- ABC/(AB,*,.)4(*/E,4C<<,D&Q̂

!O?%! 中华实验眼科杂志 =$#% 年 ? 月第 8O 卷第 ? 期!@B)- P&F/ 6/BAB(*',*"Q2.2<A=$#%"R,*38O"S,3?

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



E(A<3!D%$)(04!&).BA+D,2E%N? ICCK>,*H _M̀ dCI)<E(A<ICECE(-H,'*+H)J)HCH )-A,',HC*.E,2/ (-H 4,-AE,*
.E,2/3\BC')FCH C'2*<)D)CE,D)-ACE/B,A,EC4C/A,EECA)-,)H>G)-H)-./E,AC)- .7abM/ ##99>##0# "A2GCE42*)- .\b/"4,'/*CAC
ÈC2-H (H;2J(-A.@̀ Q/ (-H Mb_ .8$$ !*/ I(<<2G42A(-C,2<*+)-;C4ACH )- H,2G*CEC(ED,,A/(H"(GH,')-(*<)HC(-H

G(4K"(-H ,-*+Cf2(*(',2-A,D\b"@̀ Q(-H Mb_ C'2*<)D)CEI(<2<CH )- ABC<('CI(+)- ABC4,-AE,*.E,2/3642*(E
)-D*(''(A),- <+'/A,'<I(<CF(')-CH (A0"#8"#?"=8"=?"8" (-H O? H(+<(DACE',HC*)-.(-H <4,ECH G(<CH ,- ABC
<CJCE)A+,DABC)-D*(''(A,E+3_)FE(A<,DC(4B .E,2/ ICEC<(4E)D)4CH )- (G,JCA)'C/,)-A<EC</C4A)JC*+D,EABC
B)<A,/(AB,*,.)4(*CF(')-(A),- ,D)E)<"4)*)(E+G,H+(-H ECA)-(<G+B(C'(A,F+*)->C,<)- <A()-)-.3\BC*+'/B,4+AC<ICEC
)<,*(ACH (-H 42*A2ECH DE,'E(A</*CC-<"(-H ABC/E,/,EA),- ,D̀ ,F/8>*(GC**CH 4C**<"(</C4)D)4'(EKCE,D\EC.4C**<"I(<
(<<(+CH G+D*,I4+A,'CAE+3\BCEC*(A)JCCF/EC<<),- *CJC*,D̀ ,F/8 'aSQ)- ABC*+'/B,4+AC<HCAC4ACH G+2<)-.EC(*>
A)'Cf2(-A)A(A)JCM@a.a\>M@a/3\BC2<C(-H 4(EC,DABCE(A<4,'/*)CH I)AB ABCQaR6_A(AC'C-A3!E%4>+$4!&+C
)-D*(''(A,E+EC</,-<C(//C(ECH (A? H(+<(DACE)''2-)h(A),-"<B,I)-.J(<,H)*(A),- (-H B+/CEC')(,DE(A)E)<)- ABC
',HC*.E,2/"(-H ABCEC</,-<C/C(KCH (A#8 H(+<"I)AB CF2H(A),- (-H B+/,/+,- )- ABC(-ACE),E4B('GCE3\BCB).BC<A
)-D*(''(A,E+<4,EC<ICEC8T9"o$TO= (AH(+#8"(-H ABC,42*(E)-D*(''(A),- EC(4A),- I(<.E(H2(**+EC*)CJCH (DACEAB(A
(-H H)<(//C(ECH (A=8 H(+<(DACE)''2-)A+3Q<).-)D)4(-AH)DDCEC-4C)- ,42*(E)-D*(''(A,E+<4,EC<,D',HC*E(A<I(<
D,2-H (',-.H)DDCEC-AA)'C/,)-A<.Hi?#T9$0"Ij$T$$# /(IB)*C-,)-D*(''(A,E+<+'/A,' I(<,G<CEJCH )- ABC
4,-AE,*.E,2/3])<A,/(AB,*,.+CF(')-(A),- <B,ICH ,GJ),2<)-D)*AE(A),- ,D)-D*(''(A,E+4C**<)- ABC)E)<"4)*)(E+G,H+(-H
ECA)-(<)- ',HC*E(A<")-4*2H)-.-C2AE,/B)*<"*+'/B,4+AC<(-H ',-,-24*C(E4C**<3\BC/E,/,EA),- ,D̀,F/8>*(GC**CH 4C**<
)- </*CC- *+'/B,4+AC<I(<."T"$ o$T%O/U".#8T8% o$T0?/U".#$T8O o$T90/U".0T"? o#T$=/U".%T98 o
$T?#/U (-H ."T"? o$TO9 /U )- ABC',HC*.E,2/ ,- H(+#8"#?"=8"=?"8""O? EC</C4A)JC*+"I)AB <A(A)<A)4(**+
<).-)D)4(-AH)DDCEC-4C<)- 4,'/(E)<,- I)AB .=T?$o$T8?/U".8T8%o$T"8/U".8T%"o$T"9/U".8T89o$TO8/U"
.8T88o$T"$/U (-H .8T#8o$T%#/U )- ABC4,-AE,*.E,2/ .)iN%T=9="N#"T""%"N##T0#$"N0T9"8"N%T#"O"
N"TO0#"(**(AIj$T$#/3\BC4B(-.CAEC-H ,D̀ ,F/8 'aSQCF/EC<<),- I(<4,-<)<AC-AA,ABCH+-(')44B(-.C,DABC
/E,/,EA),- ,D̀ ,F/8>*(GC**CH 4C**<3!F(&-+>4'(&4!\BC/(AB,.C-C<)<(-H HCJC*,/'C-A)<4*,<C*+(<<,4)(ACH I)AB ABC
H+-(')44B(-.C<,D@5Om@5="m ,̀F/8m\EC.4C**<)- &Q̂ E(A<3!

!8%# 9(104"7 ĴC)A)<" (2A,)''2-C" CF/CE)'C-A(*:)''2-,*,.+( \>*+'/B,4+AC<" EC.2*(A,E+:)''2-,*,.+(
d+'/B,4+AC(4A)J(A),-( a(A<" )-GECH dCI( 5)<C(<C',HC*<" (-)'(*( ,̀EKBC(H AE(-<4E)/A),- D(4A,E<:)''2-,*,.+(
_/*CC-:)''2-,*,.+

G>&0*1(,1"/# S(A),-(*S(A2E(*_4)C-4C ,̀2-H(A),- ,D@B)-(.?#898?=%" ?#O$8O8?/( ]C(*AB qLCH)4)-C
aC<C(E4B (-H 5CJC*,/'C-AME,.E(',D_B(-H,-.ME,J)-4C.=$#8c_$="#/

!!自身免疫性葡萄膜炎是临床上常见的致盲眼病"
常反复发作"迁延不愈' 对自身免疫性葡萄膜炎的研
究受到病源和伦理等因素的限制"因此体外建立内源
性致病动物模型111实验性自身免疫性葡萄膜炎
.CF/CE)'C-A(*(2A,)''2-C2JC)A)<"&Q̂ /成为相关研究
的主要工具' &Q̂ 是一种器官特异性疾病"是通过视
网膜抗原进行免疫诱导"通过 @5Om\细胞介导的自身
免疫性疾病

)#* ' &Q̂ 与人类葡萄膜炎自然病程的主

要区别在于发病后存在明显的自发缓解现象"这是眼
组织限制过强免疫应答的一种自我保护过程"是机体
的一种负向免疫调控"但其机制尚未阐明' 研究表明"
机体的免疫调节主要与调节性 \细胞 .EC.2*(A,E+\
4C**<"\EC./的作用密切相关 )=N8* ' \EC.细胞是一类负
向调控免疫应答的 \细胞亚群"在维持免疫稳态和免
疫耐受方面发挥重要作用

)ON"* ' ,̀F/8 是 \EC.细胞的
特异标志物"对 \EC.细胞的发生和发育发挥控制作
用"剔除 H$U'S 基因的小鼠可因产生大量慢性炎性因
子而导致致死性炎症疾病的发生

)%* ' 研究表明"\EC.
细胞功能和数量的改变是诱发自身免疫性葡萄膜炎发

生的重要机制之一
)9* ' 为了进一步明确 &Q̂ 大鼠模

型中 \EC.细胞的动态表达变化对疾病发生&发展及转
归的影响"本研究中拟观察 &Q̂ 大鼠模型的眼部炎

症&\EC.细胞及其特异性转录因子 ,̀F/8 的动态变化"
为葡萄膜炎的临床治疗提供分子生物学基础'

:7材料与方法

:3:7材料
:3:3:7实验动物及分组7 % V? 周龄雌性 _M̀ 级

dCI)<大鼠.常州卡文斯实验动物有限公司/"按随机
数字表法将 ?? 只 dCI)<大鼠分为模型组和对照组"每
组各 O= 只' 实验动物的饲养和使用遵循 QaR6关于
眼科研究动物实验的要求'
:3:3;7主要试剂及仪器7感光细胞间维生素 Q类结
合 蛋 白 . )-ACE/B,A,EC4C/A,E ECA)-,)H G)-H)-. /E,AC)-"
7abM/##99N##0#.上海生工生物工程股份有限公司/(结核
杆菌.A2GCE4*CG(4)**2<"\b/.美国5)D4,公司/(完全弗氏
佐剂 .4,'/*CACDEC2-H (H;2J(-A" @̀Q/ .美国 _).'(公
司/( 7̀\@>@5O&QM@>@5="&M&>̀,F/8 抗人荧光标记抗
体.美国 Cb),<4)C-4C公司/(固定破膜试剂盒.美国 b5
公司/(逆转录试剂盒.美国罗氏公司/' WC-C<)<>5动物
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眼部照相机.日本 e,I(公司/(e"%$$ 超微量分光光度
计.北京凯奥科技发展有限公司/(石蜡切片机.德国
_d&&公司/( Q̀@_JCE<C流式细胞仪 .美国 b5公司/(
d).BA@+4*CEO?$'型实时荧光定量M@a仪.美国罗氏公司/'
:3;7方法
:3;3:7&Q̂ 大鼠模型的制备及分组处理!参照文献
)?*的方法建立 &Q̂ 大鼠模型"造模前大鼠腹腔内注
射体积分数 #$U水合氯醛溶液.$T" '*:#$$ ./进行麻
醉"将 =$$ !.7abM##99N##0#& =$$ !.\b& 8$$ !*@̀Q&
8$$ !*Mb_ 充分混合的乳化剂行大鼠双后足垫&腹部
双侧及背部皮下注射"每只 8$$ !*' 对照组大鼠于上
述部位注射不含 7abM充分混合的乳化剂'
:3;3; 7大鼠眼部炎症反应评分7免疫后每日用
WC-C<)<>5照相机观察 &Q̂ 发病情况"参照文献)0*的
标准对炎症反应进行评分#$ 分为无炎症(# 分为虹膜
血管扩张充血"瞳孔缩小(= 分为前房轻度混浊(8 分
为前房中度混浊"但仍可见瞳孔(O 分为前房重度混
浊或积脓"瞳孔膜闭"眼球前突'
:3;3<7眼球组织的常规组织病理学检查7分别于免
疫后第 0&#8&#?&=8&=?&8"&O? 天于大鼠腹腔内注射过
量 #$U水合氯醛麻醉处死大鼠"每个时间点处死% 只"
用弯镊&剪刀摘取眼球"立即放在质量分数 OU多聚甲
醛溶液中固定 O? B"常规石蜡包埋"将包埋好的眼球固
定在切片机上"调整角度使平行于视神经矢状轴的平
面与刀刃尽量在同一平面上"进行 " !'厚连续切片"
行苏木精N伊红染色' 光学显微镜下观察大鼠虹膜&
睫状体&视网膜的组织形态'
:3;3H7流式细胞术检测各组大鼠脾脏中 \EC.细胞!
无菌条件下摘取大鼠脾脏"置于含有 #%O$ 培养液的培
养皿中备用' 将分离的大鼠脾脏置于有 =$$ 目滤网的
培养皿中"加入 8 '*#%O$ 细胞培养液"研磨"收集细胞
悬液并依次通过棉花毛柱和尼龙毛柱"将过滤后的液体
收集到 "$ '*离心管中"离心半径 ?T= 4'"= $$$ E:')- 离
心 " ')-"得到抗原特异性 \细胞"用 Mb_ 清洗后再用
8 '*#%O$ 细胞培养液重悬细胞"轻轻注入含有 8 '*大
鼠淋巴细胞分离液的 )̀4,**管"# 9$$ E:')- 离心 8$ ')-"
离心后吸取中间细胞层"即为分离纯化的单细胞悬液'
取约含 #n#$%

个细胞的悬液"@5O 单染组和 @5O @5="
双染组各加入 7̀\@标记的 @5O 抗体 # !*"@5=" 单染
组和 @5O @5=" 双染组各加入 QM@标记的 @5=" 抗体
# !*"O l避光孵育 8$ ')-"加入 = '*Mb_""$$ n& 离心
% ')- 洗涤细胞"加入 # '*固定破膜剂"O l避光 O$ V
"$ ')-"用 MCE':c(<B 缓冲液洗涤细胞 = 次"加入特异
性胞内因子抗体.M&>̀,F/8/或同型对照抗体"O l避

光孵育 O$ V"$ ')-"用 MCE':c(<B 缓冲液洗涤细胞
= 次"重悬上机检测' 实验均重复 8 次'
:3;3I7实时荧光定量 M@a法检测大鼠脾脏中 ,̀F/8
'aSQ的表达!取上述部分单细胞悬液"离心去上清"
加入 # '*\E)/2EC"反复吹打裂解后提取总 aSQ' 按照
说明书中的步骤用逆转录试剂盒逆转录成 45SQ' 引
物的设计使用 MEC')CE"3$ 软件"引物序列见表 #' 应
用 d).BA@+4*CEO?$' M@a仪以 ">(4A)- 为内参进行扩
增"反应条件#0" l预变性 #$ ')-(0" l变性 #$ <"
%$ l退火 #$ <"9= l延伸 =$ <"循环 O" 次(熔解曲线#
0" l " <"%" l # ')-"0" l持续至结束(O" l #$ <"冷
却机器' 实验均重复 8 次"采用 =N$$@A

法计算 ,̀F/8
'aSQ的相对表达量'

表 :7目的基因的引物序列

目的基因 引物序列 退火温度.l/

H$U'S #̀"0>WWWW@@@Q@Q@@\@@\@\\@\\@>80
a#"0>WWWW@@@Q@Q@@\@@\@\\@\\@>80

%9

!:*7)"% #̀"0>@Q@@@W@WQW\Q@QQ@@\\@>80
a#"0>@@@Q\Q@@@Q@@Q\@Q@Q@@>80

%=

:3<7统计学方法
采用 _M__ #93$ 统计学软件进行统计分析' 本研

究中测试指标的数据资料经 c 检验呈正态分布"以
Uo6表示"组间均数经 dCJC-C检验方差齐' 模型组大
鼠免疫后不同时间点炎症评分比较采用单因素方差分

析"对照组与模型组大鼠脾脏中 ,̀F/8 细胞比例和脾
脏 ,̀F/8 'aSQ相对表达量的差异比较均采用两因素
方差分析"多重比较采用 d_5>)检验' 采用双尾检测
法"Ij$T$"为差异有统计学意义'

;7结果

;3:7两组大鼠眼部炎症表现
模型组大鼠免疫后第 ? 天"大鼠眼部出现虹膜血管

轻度扩张充血' 免疫后第 ## V#8 天大鼠虹膜充血逐渐
加重"房水混浊"可见积脓"瞳孔区有膜状渗出"其后眼
部炎症反应逐渐缓解"至免疫后第 =8 天眼部炎症完全
消退.图 #/' 免疫后第 #8 天模型鼠眼部炎症反应最
重"炎症评分最高"其后炎症反应逐渐减轻"至免疫后第
=# 天炎症反应消失"免疫后第 9&##&#8&#"&#9&#0&=# 天
间模型鼠眼炎症反应评分总体比较差异有统计学意义

.Hi?#T9$0"Ij$T$$#/.表 =/' 对照组大鼠眼部检查均
正常' 依据上述模型组大鼠的眼部炎症变化可将 &Q̂
大鼠的病程分为初发期.? V#$ H/&高峰期.## V#8 H/&
缓解期.#O V#0 H/和恢复期.=$ H 后/'

!%?%! 中华实验眼科杂志 =$#% 年 ? 月第 8O 卷第 ? 期!@B)- P&F/ 6/BAB(*',*"Q2.2<A=$#%"R,*38O"S,3?

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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图 :7各组大鼠不同时间点眼前节表现!

Q##对照组大鼠无炎症表现!Q=#模型组

大鼠免疫后第 0 天可见虹膜血管轻度扩张

充血.箭头/!Q8#模型组大鼠免疫后第 #8 天可见虹膜血管重度扩

张充血.白箭头/ "前房积脓"瞳孔膜闭 .黑箭头/!QO#模型组大鼠

免疫后第 #? 天可见虹膜血管中度扩张充血.白箭头/ "前房中度混

浊"瞳孔缩小.黑箭头/!Q"#模型组大鼠免疫后第 =8 天炎症反应消

失!b#模型组大鼠免疫后不同时间点眼部炎症反应评分的动态变

化!&Q̂ #实验性自身免疫性葡萄膜炎

表 ;7免疫后不同时间点模型组
大鼠眼部炎症评分的比较.!X"/

时间 样本量 炎症评分

免疫后第 9 天 % $

免疫后第 0 天 % #T0=o$T8?

免疫后第 ## 天 % 8T"?o$TO0(

免疫后第 #8 天 % 8T9"o$TO=(G

免疫后第 #" 天 % 8T88o$TO#(G4

免疫后第 #9 天 % =T"$o$TO"(G4H

免疫后第 #0 天 % #T#9o$T=%(G4HC

免疫后第 =# 天 % $
H ?#T9$0
I j$T$$#

!注#与免疫后第 0 天比较"(Ij$T$"(

与免疫后第 ## 天比较"G Ij$T$"(与免疫

后第 #8 天比较"4Ij$T$"(与免疫后第 #"

天比较"HIj$T$"(与免疫后第 #9 天比较"
CIj$T$".单因素方差分析"d_5>)检验/

;3;7各组大鼠球壁
组织病理学表现

光学显微镜下

可见"模型组大鼠免
疫后第 0 天"虹膜&睫
状体&视网膜等部位
可见少量炎性细胞

浸润" 免疫后第 #8
天"模 型 组 大 鼠 虹
膜&睫状体和视网膜
组织内均可见大量

淋巴细胞&中性粒细
胞及单核细胞浸润"
虹膜和视网膜结构

疏松( 免疫后第 #?
天"模 型 组 大 鼠 虹

膜&睫状体和视网膜内炎性细胞浸润减少"虹膜和视网
膜结构接近正常(免疫后第 =8 天"模型组大鼠虹膜和
视网膜组织中炎性细胞浸润消失"虹膜&视网膜结构正
常(对照组大鼠的虹膜&睫状体&视网膜等组织中未见炎
性细胞浸润"虹膜及视网膜组织结构排列整齐.图 =/'

虹膜

睫状体

视网膜

对照组

模型组

免疫后9d 免疫后13d 免疫后18d 免疫后23d
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图 ;7对照组大鼠和模型组大鼠免疫后不同时间点组织病理学观察.]&n=$$"标尺i"$$ !'/!Q##对照组大鼠虹膜组织结构正常"无炎性细胞

浸润!Q=#对照组大鼠睫状体组织结构正常!Q8#对照组大鼠视网膜结构排列整齐"无炎性细胞浸润!b##模型组大鼠免疫后第 0 天虹膜组织中

可见少量炎性细胞浸润!b=#模型组大鼠免疫后第 0 天睫状体组织中可见少量炎性细胞浸润!b8#模型组大鼠视网膜组织中可见少量炎性细胞

浸润!@##模型组大鼠免疫后第 #8 天虹膜组织结构紊乱"可见大量炎性细胞浸润!@=#模型组大鼠免疫后第 #8 天睫状体组织结构排列疏松"结

构紊乱"可见淋巴细胞&中性粒细胞和单核细胞浸润!@8#模型组大鼠免疫后第 #8 天视网膜结构排列异常"大量炎性细胞浸润!5##模型组大鼠

免疫后第 #? 天虹膜组织中炎性细胞减少!5=#模型组大鼠免疫后第 #? 天睫状体组织中炎性细胞浸润减少"组织结构接近正常!58#模型组大鼠

免疫后第 #? 天视网膜中炎性细胞减少!&##模型组大鼠免疫后第 =8 天虹膜组织形态接近正常"未见炎性细胞浸润!&=#模型组大鼠免疫后第 =8

天睫状体组织排列接近正常!&8#模型组大鼠免疫后第 =8 天视网膜结构接近正常"无炎性细胞浸润

39?%3中华实验眼科杂志 =$#% 年 ? 月第 8O 卷第 ? 期!@B)- P&F/ 6/BAB(*',*"Q2.2<A=$#%"R,*38O"S,3?

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



;3<7两组大鼠脾脏 \EC.细胞比例比较

表 <7对照组和模型组大鼠脾脏 G(.*< 标记细胞占 F)HYW细胞比例的比较.!X""Z/77

组别 样本量
免疫后不同时间点脾脏 \EC.细胞比例

0 H #8 H #? H =8 H =? H 8" H O? H

对照组 O= =T0%o$T=# =T?$o$T8? 8T8%o$T"8 8T%"o$T"9 8T89o$TO8 8T88o$T"$ 8T#8o$T%#

模型组 O= 8T=$o$T?$ "T"$o$T%O(G #8T8%o$T0?(4 #$T8Oo$T90(4 0T"?o#T$=(4 %T98o$T?#(G "T"?o$TO9(G

!注#H分组 i8#$TO$?"Ii$T$$=(H时间 i"#T?O0"Ii$T$$$3与各自的对照组比较"(Ij$T$#(与模型

组内 0 H 值比较"GIj$T$""4Ij$T$#.两因素方差分析"d_5>)检验/

表 H7对照组和模型组大鼠脾脏中 G(.*< /Ea5相对表达水平的比较

组别 样本量
免疫后不同时间点脾脏中 ,̀F/8 'aSQ表达水平.Uo6/

0 H #8 H #? H =8 H =? H 8" H O? H

对照组 O= #T$$o$T$$ #T$$o$T$$ #T$$o$T$$ #T$$o$T$$ #T$$o$T$$ #T$$o$T$$ #T$$o$T$$

模型组 O= $T?0o$T$" #T""o$T== OT$o$T8$(G OT=0o$T=0(G 8TO0o$T=?(G =TO0o$T8=(4 =T$%o$T8#(4

!注#H分组 i0O"T9"""Ii$T$$$(H时间 i%9T?%0"Ii$T$$$3与各自对照组比较"(Ij$T$#(与模型组

组内 0 H 值比较"GIj$T$#"4Ij$T$".两因素方差分析"d_5>)检验/

流式细胞计数检测显示"对照组大鼠脾脏组织中
,̀F/8 标记细胞占 @5Om @5="m \细胞比例为 ##T9%U"
模型组大鼠脾脏悬液中 ,̀F/8 标记细胞比例增加"模
型组大鼠免疫后第 #? 天 ,̀F/8 标记细胞比例达高峰"
此后随着造模时间的延长" ,̀F/8 标记细胞比例逐渐
下降.图 8/'

A B1 B2
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图 <7对照组大鼠和模型组大鼠免疫后不同时间点脾脏组织中
G(.*< 标记细胞.W1%, 细胞/比例的流式细胞检测!Q#@5Om@5="m

\细胞流式检测设门图片!b##对照组大鼠脾脏组织中 ,̀F/8 标记
细胞比例为 ##T9%U!b=#模型组大鼠免疫后第 0 天 ,̀F/8 标记细
胞比例为 #0T$%U!b8#模型组大鼠免疫后第 #8 天 ,̀F/8 标记细胞
比例为 88T#=U!bO#模型组大鼠免疫后第 #? 天 ,̀F/8 标记细胞比
例为 O#T="U!b"#模型组大鼠免疫后第 =8 天 ,̀F/8 标记细胞比例
为 88T"9U!b%#模型组大鼠免疫后第 =? 天 ,̀F/8 标记细胞比例为
=?T"9U!b9#模型组大鼠免疫后第 8" 天 ,̀F/8 标记细胞比例为
=OT$?U!b?#模型组大鼠免疫后第 O? 天 ,̀F/8 标记细胞比例为
==T0=U

对照组大鼠与模型组大鼠造模后不同时间点脾脏

中 ,̀F/8 标记细胞占 @5Om \细胞比例的总体比较"差
异有统计学意义 .H分组 i8#$TO$?"Ii$T$$=(H时间 i
"#T?O0"Ii$T$$$/"其中模型组大鼠在免疫后第 #84#?4
=84=?48"4O? 天脾脏中 ,̀F/8 标记细胞比例均明显高于
对照组"差异均有统计学意义 .)iN%T=9=4N#"T""%4
N##T0#$4N0T9"84N%T#"O4N"TO0#"均 Ij$T$#/(模型组
大鼠于造模后第 #8 天脾脏中 ,̀F/8 标记细胞比例开始
增加"造模后第 #? 天数值达高峰"与造模后第 0 天值比
较差异有统计学意义.均 Ij$T$"/"此后逐渐下降"造模
后第O? 天大鼠脾脏中 ,̀F/8 标记细胞比例仍稍高于造
模后第 0 天"差异有统计学意义.Ij$T$"/.表 8/'
;3H7两组大鼠脾脏中 ,̀F/8 'aSQ相对表达量的
比较

各组大鼠脾脏中 ,̀F/8 'aSQ相对表达量总体比
较差异有统计学意义.H分组 i0O"T9"""Ii$T$$$/"模
型组大鼠在免疫后不同时间点脾脏中 ,̀F/8 'aSQ的
相对表达水平随免疫后时间发生动态变化"总体比较
差异有统计学意义.H时间 i%9T?%0"Ii$T$$$/' 模型
组大鼠在免疫后第 #?4=84=?48"4O? 天脾脏中 ,̀F/8
'aSQ相对表达量明显高于对照组"差异均有统计学
意义 . )iN#9TO?%4 N#0TO8#4 N#"T?=O4 N?T#?O4
N%TO8O"均 Ij$T$#/' 模型组大鼠于造模后第 #? 天
脾脏中 ,̀F/8 'aSQ相对表达量开始增加"造模后第
=8 天达高峰"与造模后第 0 天值比较差异有统计学意
义.Ij$T$#/"此后逐渐下降"造模后第 O? 天大鼠脾脏
中 ,̀F/8 'aSQ相对表达量仍稍高于造模后第 0 天"
差异有统计学意义.Ij$T$"/.表 O/'

<7讨论

本研究中通过 7abM##99N##0#乳

糜液免疫dCI)<大鼠"成功诱导出
大鼠 &Q̂ 动物模型"发现大鼠于
免疫后第 ? 天开始出现眼部炎症
表现"第 #8 天眼部炎症反应最
重"然后逐步缓解"至第 =8 天炎
症反应基本消退"故 7abM##99N##0#

诱导出的 &Q̂ 大鼠呈现急性4单
相葡萄膜炎的病理过程'

\EC.细胞是主要的负向调控
免疫 \淋巴细胞 )#$* "由日本学者
_(K(.24B)在 #00" 年首次报道"是
部分 高 表 达 7d>= 受 体 % 链

!??%! 中华实验眼科杂志 =$#% 年 ? 月第 8O 卷第 ? 期!@B)- P&F/ 6/BAB(*',*"Q2.2<A=$#%"R,*38O"S,3?

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



.@5="/分子的 @5Om\细胞 )##* "在维持自身免疫耐受
中有着不可替代的作用" 其细胞表面标志物是
,̀F/8 )#=* ' 研究表明"多种疾病的进展过程中均伴有

\EC.细胞数量和功能的改变 )#8>#9* ' @BC- 等 )#?*
研究表

明"R,.A>小柳原田综合征患者存在 \EC.细胞数量的减
少或其功能损害"表明人类葡萄膜炎易反复发作及迁
延不愈与 \EC.细胞数量的减少或免疫负向调控作用
的减弱有密切关系' 本研究中通过流式细胞技术检测
发现"&Q̂ 大鼠脾脏 \EC.细胞比例高于对照组"且在
免疫后第 #? 天.缓解期/达到高峰"至免疫后第 O? 天
.恢复期/仍维持在较高水平"且 \EC.细胞特异性转录
因子 ,̀F/8 'aSQ的相对表达量动态变化趋势与流式
细胞术检测结果一致"验证了 &Q̂ 大鼠病程变化过程

中 \EC.细胞的变化规律' 本研究结果与 _2- 等 )#0*
报

道的 7abM#%#N#?$诱导的 b#$a)小鼠 \EC.细胞比例达
到峰值的时间不同"且本研究中发现造模后第 O? 天
&Q̂ 大鼠脾脏中 \EC.细胞比例虽有明显的下降趋势"
但仍高于对照组"造成这些研究结果差异的原因可能
与 = 个研究中所采用的鼠类品种&免疫所用的抗原肽
段或免疫后所选的检测时间点等不同有关' eC等 )=$*

研究发现"dCI)<大鼠复发性 &Q̂ 模型中 \EC.细胞的
抑制功能弱于单相 &Q̂ 模型"且将单相 &Q̂ 模型鼠

\EC.细胞过继转移给复发性 &Q̂ 模型可使其转化为

单相 &Q̂ "说明 \EC.细胞在葡萄膜炎发生和发展中的
作用可能是相关领域进一步研究的热点"\EC.细胞检测
可作为葡萄膜炎病情监测的重要指标'

综上所述"本研究成功诱导出单相 &Q̂ 大鼠模

型"结合模型鼠眼部炎症表现和组织病理学结果证实
了 &Q̂ 大鼠的病理变化过程' 本研究中发现"&Q̂
模型鼠脾脏中 \EC.细胞比例在眼部炎症的高峰期明
显升高"并在炎症缓解期达到高峰"至炎症恢复期依然
保持在较高水平"证实 \EC.细胞在 &Q̂ 模型中可发

挥免疫调节作用"使 &Q̂ 呈现出自愈倾向"&Q̂ 模型

鼠脾脏中 \EC.细胞比例的变化规律可为临床上葡萄
膜炎的个体化治疗及疗效评价提供依据' 但葡萄膜炎
中 \EC.细胞负向调控免疫反应的确切分子机制及如
何调控 \EC.细胞靶点以提高 \EC.水平"从而更好地发
挥其抑制炎症&维持免疫耐受作用等"仍需进一步研究
加以证实'
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!临床经验!

微创玻璃体手术联合雷珠单抗治疗息肉样脉络膜血管病变

合并玻璃体出血和出血性视网膜脱离

于滨!冉莉莉!张晶!李君
=%%$9# 青岛"山东省眼科研究所!青岛眼科医院
通信作者#于滨"&'()*#'(E++29=#1<)-(34,'
567##$389%$:4'(3;3)<<-3=$0">$#%$3=$#%3$?3$$O

!!息肉样脉络膜血管病变. /,*+/,)H(*4B,E,)H(*J(<42*,/(AB+"

M@R/是一组以视网膜下橘红色结节样病灶和:或呈异常分支

的脉络膜血管网及其末梢息肉状扩张为特征的疾病
)#* "严重

者可伴有玻璃体积血和出血性视网膜脱离"导致视力丧失'

目前常用的治疗 M@R的方法有抗血管内皮生长因子.J(<42*(E

C-H,ABC*)(*.E,IAB D(4A,E"R&Ẁ /药物的玻璃体腔注射和光动力

疗法. /B,A,H+-(')4ABCE(/+"M5\/ "但伴有玻璃体积血和出血

性视网膜脱离的 M@R病变单纯应用抗 R&Ẁ 药物玻璃体腔注

射效果不佳"且因眼底无法窥见而不能实施 M5\治疗' 采用

玻璃体切割联合视网膜下积血清除术可有效清除玻璃体腔和

视网膜下的积血"但术后并发症多"视力恢复不理想"且常需

行硅油填充术"而抗 R&Ẁ 药物玻璃体腔注射可抑制眼内新

生血管的生长"减轻病灶区的渗出和水肿' 故本研究中应用

玻璃体切割术联合雷珠单抗玻璃体腔注射法对伴有玻璃体积

血和出血性视网膜脱离的 M@R患者进行治疗"并评价其

疗效'

:7资料与方法

:3:7一般资料7本研究为干预性试验研究' 纳入 =$#= 年
#= 月至 =$#" 年 ## 月在青岛眼科医院诊治的 M@R合并玻璃体

出血和出血性视网膜脱离患者 #= 例 #= 眼' 患者的诊断标准

为行吲哚青绿血管造影 .)-H,4+(-)-C.ECC- (-.),.E(/B+"7@WQ/

发现息肉样血管瘤样扩张和:或异常分支血管网"直接或间接

检眼镜行眼底检查发现眼底有橘红色结节样病灶及 6@\显示

视网膜色素上皮层出现高而窄的 ,手指样-突起和双层征者'

#= 例患者中男 ? 例"女 O 例(年龄 "# V?= 岁"平均.%0T="o?T9=/

岁(初诊时病程为 $T" V=T" 个月"平均.#T8$o$T""/个月'

:3;7方法7术眼术前行常规 b型超声检查' #= 例患者因玻

璃体出血无法窥见眼底"除 # 例患者对侧眼已发生萎缩外"同

时对其他 ## 例患者的对侧眼行常规眼底照相&荧光素眼底血

管造影 .D*2,EC<4C)- D2-H2<(-.),.E(/B+"`̀Q/&7@WQ和 6@\检

查"以协助患眼的病因诊断' 患者术前 # 周停用抗凝血药物'

患者治疗前均签署手术知情同意书"患眼的治疗均由同一位具

有丰富玻璃体视网膜手术经验的医师完成'

所有患眼均行 ="W标准玻璃体切割术"术中尽可能清除玻

璃体积血"经睫状体扁平部注入雷珠单抗注射液.瑞士诺华制

药有限公司/$T" '.:$T$" '*"术毕巩膜切口不予缝合' 术眼术

中均未探查到视网膜裂孔"未行视网膜切开术及玻璃体腔内惰

性气体或硅油填充' 患者术后无体位限制"静脉滴注氨甲环酸
8 H"应用抗生素及糖皮质激素滴眼液点眼"口服活血化瘀药物

促进视网膜下积血吸收(术眼玻璃体腔注射雷珠单抗每月# 次"

共注射 8 次' 分别于术后 # 周&= 周和 # 个月进行随访"之后每

月随访 # 次' 患者共随访 % V#? 个月"平均.#8T=o=T?/个月"

定期行眼底照相&6@\&`̀Q以及 7@WQ检查'

;7结果

#= 眼中术后均未发生前房及玻璃体出血"视网膜脱离无复

发' 玻璃体腔注射雷珠单抗每月 # 次"共 8 次"视网膜下出血

逐渐吸收"视网膜脱离复位"所有患者均未再次行玻璃体切割

术' 末次随访时"#= 眼中最佳矫正视力 . GC<A4,EEC4ACH J)<2(*

(42)A+"b@RQ/$T$# V$T#$ 者 % 眼"$T#= V$T=$ 者 O 眼"$T=" V

$T8$ 者 = 眼"视力均较术前提高' 其中 # 例患者术前视力为光

感"于发病后 =O H 行 $T" '.雷珠单抗玻璃体腔注射联合玻璃

体切割术"术中可见 8:O 象限视网膜高度隆起"视网膜下暗红

色出血"黄斑区受累.图 #Q/"术后第 # 天 b@RQ为 $T$=' 术后

行 $T" '.雷珠单抗玻璃体腔注射每月 # 次"视网膜下出血逐渐

吸收"视网膜平复' 术后 = 个月"视网膜下出血逐渐吸收"视网

膜仍未解剖学复位.图 #b/"视力恢复至 $T#="术后 % 个月视网

膜完全平复"呈斑驳外观"黄斑中心凹颞侧见盘状黄白色瘢痕
.图 #@/"视力为 $T8' 术后随访期间 6@\检查显示"随着时间

的推移"黄斑区视网膜下低反射暗区面积逐渐缩小"至术后% 个

月时"黄斑中心凹显现.图 =/'
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