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!!$摘要%!背景!甲状腺相关眼病.\Q6/的致病机制尚未明确"目前认为其是一种自身免疫性疾病"研究
证实白细胞介素>#9Q.7d>#9Q/在多种自身免疫性疾病的发生和发展中起着重要作用"但其是否参与 \Q6的
发病过程目前尚不明确'!目的!探讨培养外周血单个核细胞.MbL@</与眼眶成纤维细胞.6̀ </共培养体系
中分泌的 7d>#9Q是否参与 \Q6的发病过程及其可能的作用机制'!方法!采集 =$#O 年 O1#= 月在中南大学
湘雅医院确诊的 #= 例 \Q6患者的外周血及眼眶结缔组织作为 \Q6组"并采集同期因先天性眼球萎缩行义
眼台植入术的 ? 例患者外周血及眼眶结缔组织作为对照组"采用密度梯度离心法提取所有受试者血中
MbL@<"采用组织块培养法培养 6̀ <' 采用流式细胞仪检测 MbL@<中 \淋巴细胞纯度"分别用 W)C'<(染色法
和免疫组织化学法鉴定培养的 6̀ <' 以 # X=$ 的比例将 6̀ <与 MLb@<在 ^型 0% 孔板中共培养以建立共培养
体系"分别在各组共培养体系中加入 $&#T$&=T"&"T$&#$T$ !.:'*植物凝集素.M]Q/刺激 9= B"用 &d7_Q法检
测共培养体系上清液中 7d>%&7d>#9Q质量浓度以及共培养体系细胞膜中总 7d>#9Q受体.7d>#9aQ/的质量浓
度' 比较不同质量浓度 M]Q作用后各组共培养体系上清液中 7d>%&7d>#9Q&7d>#9aQ质量浓度的差异'!结果!
\Q6组和对照组 MbL@<中 \淋巴细胞的纯度分别为.?#T#$o$T=#/U和.?$T$"o$T8?/U"组间差异无统计学
意义.)i$T0=8"It$T$"/' 体外培养的 6̀ <对 R)'C-A)- 呈阳性反应"W)C'<(染色阳性"证实为成纤维细胞'
#T$ !.:'*M]Q作用后共培养体系中 MbL@<和 6̀ <增生能力最强"M]Q质量浓度t#T$ !.:'*时"MbL@<出现
凋亡"6̀ <增生明显减弱"相同质量浓度 M]Q作用下"\Q6组的 MbL@<和 6̀ <增生均较对照组快' 不同质量
浓度 M]Q作用下 \Q6组与对照组共培养体系 7d>%&7d>#9Q和 7d>#9aQ质量浓度总体比较"差异均有统计学
意义.7d>%#H

分组
i#=T"%#"Ii$T$$$(H

质量浓度
i=8T8"%"Ii$T$$#37d>#9Q#H

分组
i#=T$89"Ii$T$$$(H

质量浓度
i

#0T=$%"Ii$T$$$37d>#9aQ#H
分组

i#%T=#%"Ii$T$$$(H
质量浓度

iOT%=9"Ii$T$#?/' #T$ !.:'*M]Q作用后各组
共培养体系上清液中 7d>%&7d>#9Q和 7d>#9aQ质量浓度均达峰值"随着 M]Q质量浓度的增加"7d>%&7d>#9Q和
7d>#9aQ质量浓度均逐渐下降"差异均有统计学意义.均 Ij$T$"/(相同质量浓度 M]Q作用下 \Q6组共培养
体系上清液中 7d>%&7d>#9Q&7d>#9aQ质量浓度明显高于对照组"差异均有统计学意义.均 Ij$T$"/'!结论!
#T$ !.:'*M]Q刺激可增强共培养体系中 MbL@<和 6̀ <的增生及免疫炎性因子的分泌"7d>#9Q能够放大细
胞免疫反应和炎症反应"从而参与 \Q6的发病过程'!

$关键词%!细胞培养( 甲状腺相关眼病( 外周血单个核细胞( 眼眶成纤维细胞( \淋巴细胞( 白细胞
介素>%( 白细胞介素>#9Q( 人
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/(EA)4)/(AC<)- ABC/(AB,.C-C<)<,D\Q63!B6C%-$'2%!\B)<<A2H+I(<A,CF/*,ECIBCABCE7d>#9Q<C4ECACH G+4,>
42*A2EC<+<AC' ,D/CE)/BCE(*G*,,H ',-,-24*C(E4C**<.MbL@</ (-H ,EG)A(*D)GE,G*(<A<. 6̀ </ /(EA)4)/(AC<)- ABC
/(AB,.C-C<)<,D\Q6(-H )A</,<<)G*C'C4B(-)<'3!D%$)(04!MCE)/BCE+G*,,H (-H ,EG)A(*4,--C4A)JCA)<<2CICEC
,GA()-CH DE,'#= /(A)C-A<I)AB \Q6(-H ? /(A)C-A<IB,EC4C)JCH /E,<ABC<)<)'/*(-A(A),- D,EC+CG(**(AE,/B+)- Z)(-.+(
],</)A(*H2E)-.Q/E)*A,5C4C'GCE=$#O3MbL@<ICEC)<,*(ACH G+HC-<)A+.E(H)C-A4C-AE)D2.(A),-"(-H 6̀ <ICEC
42*A2ECH G+CF/*(-A42*A2EC'CAB,H3\BC/2E)A+,D\*C2K,',-,4+AC)- MbL@<I(<AC<ACH G+D*,I4+A,'CAE+"(-H 6̀ <
ICEC)HC-A)D)CH G+W)C'<(<A()-)-.(-H )''2-,4BC')<AE+36̀ <(-H MLb@<ICEC)-42G(ACH )-A,0%>IC**/*(AC)- (
# X=$ /E,/,EA),- A,C<A(G*)<B 4,>42*A2EC<+<AC'35)DDCEC-A4,-4C-AE(A),-<,D/B+A(..*2A)-)- .M]Q/ .$"#T$"=T"""T$"
#$T$ !.:'*/ I(<(HHCH D,E9= B,2E<"(-H 7d>%"7d>#9Q*CJC*<)- ABC4,>42*A2EC<+<AC' <2/CE-(A(-A(-H 7d>#9Q
EC4C/A,E.7d>#9aQ/ ,DABCA,A(*4C**'C'GE(-C<)- ABC4,>42*A2EC<+<AC'ICEC(<<(+CH G+&d7_Q3\BCH)DDCEC-4C<,D
7d>%"7d>#9Q"7d>#9aQ*CJC*<)- 4,>42*A2EC<+<AC' ICEC4,'/(ECH GCAICC- ABC\Q6.E,2/ (-H 4,-AE,*.E,2/3!
E%4>+$4!\BC'C(- /2E)A+,D\*C2K,',-,4+AC)- MbL@<I(<.?#T#$o$T=#/U )- ABC\Q6.E,2/ (-H .?$T$"o
$T8?/U )- ABC4,-AE,*.E,2/ EC</C4A)JC*+"I)AB -,<).-)D)4(-AH)DDCEC-4CGCAICC- ABC'.)i$T0=8"It$T$"/3@2*A2ECH
6̀ <<B,ICH ABC/,<)A)JCEC</,-<CD,ER)'C-A)- CF/EC<<),- (-H W)C'<(<A()-)-.3QDACE<A)'2*(ACH G+#T$ !.:'*M]Q"
ABC/E,*)DCE(A),- ,DG,AB MbL@<(-H 6̀ <ICEC)-4EC(<CH )- ABC4,>42*A2EC<+<AC'3Q/,/A,<)<CF)<A)- MbL@<(-H ABC
-2'GCE,D6̀ <HC4EC(<CH IBC- M]QI(<B).BCEAB(- #T$ !.:'*3\BC.E,IAB ,DMbL@<(-H 6̀ <I(<D(<ACE)- ABC
\Q6.E,2/ AB(- AB(A)- ABC4,-AE,*.E,2/ )- ABC<('C4,-4C-AE(A),- ,DM]Q3\BC4,-AC-A<,D7d>%"7d>#9Q (-H
7d>#9aQ)- 4,>42*A2EC<+<AC'ICEC<).-)D)4(-A*+H)DDCEC-A(',-.J(E),2<4,-4C-AE(A),-<,DM]Q<2G.E,2/<.7d>%#H.E,2/ i
#=T"%#"Ii$T$$$( H4,-4C-AE(A),- i=8T8"%" Ii$T$$#37d>#9Q# H.E,2/ i #=T$89" Ii$T$$$( H4,-4C-AE(A),- i#0T=$%"
Ii$T$$$37d>#9aQ#H.E,2/ i#%T=#%"Ii$T$$$(H4,-4C-AE(A),- iOT%=9"Ii$T$#?/3\BC/E,H24A),- ,D7d>%"7d>#9Q(-H
7d>#9aQEC(4BCH /C(K )- G,AB \Q6.E,2/ (-H ABC4,-AE,*.E,2/ (DACE#T$ !.:'*M]Q<A)'2*(ACH3],ICJCE"ABC
4,-4C-AE(A),-<,D7d>%"7d>#9Q(-H 7d>#9aQECH24CH I)AB ABC)-4EC(<C,DM]Q4,-4C-AE(A),-3\BC4,-4C-AE(A),-<,D
7d>%"7d>#9Q(-H 7d>#9aQ)- 4,>42*A2EC<+<AC'ICEC<).-)D)4(-A*+B).BCE)- ABC\Q6.E,2/ AB(- AB,<C)- ABC4,-AE,*
.E,2/ 2-HCEABC<A)'2*(A),- ,DABC<('C4,-4C-AE(A),- ,DM]Q .(**(AIj$T$" /3!F(&-+>4'(&4!\BC4,>42*A2EC
<+<AC',DMbL@<(-H 6̀ <<A)'2*(ACH I)AB M]Q4(- GCABC)')A(A),- ,D\Q6/(AB,.C-C<)<"% <")/$"(-H M]Q4(-
('/*)D+)A<)''2-CEC(4A),- A,)')A(AC\Q6/(AB,.C-)4/E,4C<<C<)-A2)A)JC*+3\BC7d>%"7d>#9Q(-H 7d>#9aQ<C4ECACH
G+MbL@<(-H )-H24CH G+M]Q(EC)-4EC(<CH )- \Q6/(A)C-A<")'/*+)-.AB(A7d>#9Q/(EA)4)/(AC<)- ABC/(AB,.C-C<)<
,D\Q6ABE,2.B '(.-)D+)-.4C**2*(E)''2-CEC</,-<C(-H )-D*(''(A,E+EC(4A),-3!

!8%# 9(104"7@C**42*A2EC( \B+E,)H>(<<,4)(ACH ,/BAB(*',/(AB+( MCE)/BCE(*G*,,H ',-,-24*C(E4C**<( 6EG)A(*
D)GE,G*(<A<( \*+'/B,4+AC<( 7-ACE*C2K)->%( 7-ACE*C2K)->#9Q( ]2'(-

G>&0*1(,1"/# \BC5CJC*,/'C-A(-H aCD,E'@,'')<<),- ,̀2-H(A),- ,D]2-(- ME,J)-4C. )=$##* #8#?/

!!甲状腺相关眼病.AB+E,)H (<<,4)(ACH ,/BAB(*',/(AB+"
\Q6/是常见的眼眶疾病"其发病机制尚未完全明了'
目前认为 \Q6是一种自身免疫性疾病"研究表明遗传
因素&体液免疫&细胞免疫及其相关的细胞因子&吸烟
等多种因素可能在 \Q6发病中均发挥一定的作
用

)#N=* ' 眼眶成纤维细胞 .,EG)A(*D)GE,G*(<A<" 6̀ </是
\Q6病理过程中的靶细胞和效应细胞"\Q6患者外周
血中活化的淋巴细胞浸润眼眶组织并刺激 6̀ <"产生
一系列复杂的病理反应"最终表现出相应的临床症
状

)#* "因此在研究过程中采用传统的单独 6̀ <培养方
法并不能很好地模拟 \Q6患者的体内环境' \B#9 是
最近发现的 @5Om\淋巴细胞亚群"主要分泌白细胞介
素>#9.)-ACE*C2K)->#9"7d>#9/' 7d>#9 家族包括 % 种结
构相近的细胞因子 7d>#9Q&b&@&5&&& "̀其中 7d>#9Q
和 7d>#9`高度同源并高表达 )8N%* ' 研究证实"7d>#9Q
在自身免疫性疾病等疾病的发生和发展中起着重要作

用
)9N0* ' 白细胞介素>#9 受体 .)-ACE*C2K)->#9 EC4C/A,E"

7d>#9a/家族包含 7d>#9aQ&b&@&5&&共 " 位成员 )#$* (
其中 7d>#9aQ分布广泛"主要分布于免疫细胞"如淋巴
细胞中"7d>#9a@则主要表达于非免疫细胞"如成纤维
细胞中"7d>#9Q以同源二聚体 .7d>#9Q:7d>#9Q/或异
源二聚体.7d>#9Q:7d>#9 /̀的形式与受体异源二聚体
.7d>#9aQ:7d>#9a@/结合启动下游信号传导通路 )##* '
7d>% 是由多种免疫或非免疫细胞分泌的一种多效性细
胞因子"与多种自身免疫性疾病的发病机制密切相关'
_(*J)等 )#=*

研究发现"活动性 \Q6患者血清中 7d>%&
7d>%a水平明显高于非活动性 \Q6患者' 植物凝集素
./B+A,BC'(..*2A)-)-"M]Q/是一种由低聚糖和蛋白质
构成的有丝分裂原"可特异性地作用于外周血单个核
细胞. /CE)/BCE(*G*,,H ',-,-24*C(E4C**<"MbL@</中的
\淋巴细胞"促进其增生和分化为效应 \细胞"诱导其
分泌 (干扰素.)-ACEDCE,->("7̀S>(/&7d>O&7d>#9 等"以
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增强机体的免疫功能
)#8* ' 为了更好地模拟体内环境"

本研究中将 \Q6患者 MbL@<与 6̀ <共培养"并添加
不同质量浓度的 M]Q刺激共培养体系"激活 MbL@<
中的 \淋巴细胞"以建立 \Q6模型"探讨 7d>#9Q是否
参与 \Q6的发病过程及其可能的致病机制'

:7材料与方法

:3:7材料
:3:3:7受试者外周血及眼眶结缔组织标本的收集7
收集 =$#O 年 O1#= 月在中南大学湘雅医院眼科确诊
的 \Q6患者 #= 例作为 \Q6组"\Q6的诊断符合
b(EA*C+等 )#O*

的标准"均为 S6_M&@_ 分级法中的* V
+级而需要手术治疗者' 患者实验室检查甲状腺功能
均稳定在正常范围内 % 个月以上"无其他免疫性&代谢
性&感染性疾病和恶性肿瘤' 采集患者周围静脉血
#$ '*"并采集同期因先天性眼球萎缩行义眼台植入术
的 ? 例成年患者静脉血作为对照组"术中收集 = 个组
患者术眼的眼眶结缔组织标本'
:3:3;7主要试剂7aML7#%O$.美国 ]+4*,-C公司/(
Mb_.北京鼎国生物技术责任有限公司/(胎牛血清.杭
州四季青生物工程材料有限公司 /(含质量分数
$T="U&5\Q胰蛋白酶.美国 W)G4,公司/(青链霉素&
M]Q&5L_6.美国 _).'(公司/(W)C'<(染色液 .江苏
凯基生物技术股份有限公司/(5Qb显色液&MR二步
法检测试剂盒.北京中杉金桥生物技术有限公司/(鼠
抗人 @58 单克隆抗体.抗体编号#"""88$/ .美国 b5公
司/( 7̀\@标记的羊抗鼠二抗.抗体编号###">$0">$$8/
.美国 P(4K<,- 7''2-,aC<C(E4B 公司/(质量分数 OU多
聚甲醛"人 7d>%&7d>#9Q&7d>#9aQ&d7_Q试剂盒.武汉
华美生物工程有限公司/(鼠抗人 R)'C-A)- 单克隆抗
体.抗体编号#%$88$>#>7./.美国 ME,AC)-AC4B 公司/'
:3;7方法
:3;3:7MbL@<的提取及 6̀ <培养!将外周血与 Mb_
等体积混匀稀释"将人淋巴细胞分离液按照体积比
= X8比例加入到上述稀释血液中"离心半径 #O 4'"
= $$$ E:')- 室温下离心 =" ')-"取第 = 层单个核细胞
悬液(将 Mb_ 按照体积比 " X#重悬单个核细胞悬液"
O l条件下= =$$ E:')- 离心 #$ ')-"弃上清液"用 Mb_
重悬细胞"# %$$ E:')- 室温下离心 #$ ')-"弃上清液"
用适量含体积分数 #$U胎牛血清的完全培养基重悬
细胞"调整细胞密度为 #n#$% :'*' 在眶减压术或义眼
台植入术中获取眼眶结缔组织"剔除结缔组织中的脂
肪组织及血管"Mb_ 反复冲洗 8 次"用眼科剪将其剪成
约# ''8

大小"均匀置入已用少量胎牛血清湿润瓶底

的培养瓶中"剪碎的组织之间的摆放间隙约为 " ''"
然后将培养瓶轻轻翻转"瓶底朝上"加入 = '*含 =$U
胎牛血清的 aML7#%O$ 完全培养基"置入 89 l&"U
@6=培养箱中培养 O V% B 后轻轻翻转瓶底将其平放"
间隔 = V8 H 换液 # 次(细胞贴壁后 = 周细胞基本覆盖
培养瓶底时进行第 # 次传代"继续培养8 V" H进行第
= 次传代"取第 8 代细胞用于后续实验'
:3;3;7MbL@<和 6̀ <的鉴定
:3;3;3:7锥虫蓝染色法判断 MbL@<细胞活力!在细
胞涂片滴加锥虫蓝并静置 8 V" ')-"光学显微镜下观
察 MbL@<细胞活力"染色阳性者为失活细胞'
:3;3;3;7采用流式细胞仪检测 MbL@<中 \淋巴细胞
的纯度!分别提取 MbL@<悬液 "$$ !*.约含 "n#$"

个

单个核细胞/置入 &//C-H,ED管中"加入鼠抗人 @58 抗
体"置 89 l&"U@6=培养箱中孵育 8$ ')-(离心半径
?T" 4'"# =$$ E:')- 离心 " ')-"弃上清液"Mb_ 清洗
= 次"加入 "$$ !*Mb_ 重悬细胞(加入 7̀\@标记的兔
抗鼠 7.W"置于 O l避光环境孵育 8$ ')-"# =$$ E:')-
离心 " ')-"弃上清液"Mb_ 清洗 = 次"加入 "$$ !*Mb_
重悬细胞(加入 #U多聚甲醛固定"上机检测' 对照组
仅加入 7̀\@标记的兔抗鼠 7.W"阴性对照组仅用 Mb_
清洗 = 次'
:3;3;3<7采用 W)C'<(染色法鉴定 6̀ <!制作眼眶成
纤维细胞爬片"Mb_ 漂洗 = ')-"甲醛固定"自然干燥后
滴加 W)C'<(染色试剂盒试剂一"室温孵育 # ')-"滴加
W)C'<(染色试剂盒试剂二混匀"风干"封片后于倒置
显微镜下观察成纤维细胞形态并照相'
:3;3;3H7采用免疫组织化学法检测细胞中 R)'C-A)-
的表达!制作细胞爬片"OU多聚甲醛室温下固定
=$ ')-(加入体积分数 8U ]=6=去离子水 = '*"室温孵
育 #$ ')-(体积分数 "U牛血清白蛋白在 89 l封闭
8$ ')-"加入鼠抗人 R)'C-A)- 单克隆抗体 #"$ !*"于
O l下孵育 #= B(Mb_ 冲洗后滴加 MR>0$$$ 试剂 #"Mb_
冲洗后加入 MR>0$$$ 试剂 =(Mb_ 冲洗后进行 5Qb显
色"苏木素复染细胞"自来水冲洗(用梯度乙醇将细胞
脱水干燥"二甲苯透明"用中性树胶封片' 阴性对照用
Mb_ 替代一抗进行免疫组织化学染色'
:3;3<7共培养体系的建立7用胰蛋白酶消化第 8 代
6̀ <"制备成单细胞悬液"调整细胞密度为 #T="n#$" :'*"
取 O$ !*细胞悬液放入 ^型 0% 孔板中"每孔 "n#$8

个

6̀ <"置 89 l&"U@6=培养箱培养 =O B"待 6̀ <大部分

贴壁后"每孔再接种密度为 #n#$% :'*的 MbL@<#$$ !*'
各孔按实验分组的不同分别加入不同质量浓度 .$&
#T$&=T"&"T$&#$T$ !.:'*/的 M]Q各 #$ !*"89 l&"U
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@6=培养箱中孵育 9= B' 每组设 ? 个复孔'
:3;3H7&d7_Q法检测 7d>%&7d>#9Q及总 7d>#9aQ质量
浓度!采用双抗夹心法检测共培养体系上清液中的
7d>%&7d>#9Q质量浓度以及共培养体系细胞膜中总
7d>#9aQ质量浓度' 具体步骤如下# .# /标准品的稀
释!将标准品稀释成不同浓度用以做标准曲线(.=/加
样!分别设待测样品孔&空白孔"于酶标包被板上的待
测样品孔中依次滴加 O$ !*标准品稀释液及 #$ !*待
测样品"避免接触孔壁"轻轻晃动均匀"空白孔不加样
品及酶标试剂"其余步骤同样品孔(.8/温育!用封板
膜封板后置 89 l环境下孵育 8$ ')-(.O/配液!用蒸
馏水稀释浓缩洗涤液(."/洗涤!移除板孔中液体"轻
轻甩干"用 8$$ !*上述稀释洗涤液清洗板孔"静置 8$ <
后移除"重复洗涤 " 次"轻轻拍干(.%/加酶!于每孔
中加入 "$ !*酶标试剂"温育&洗涤(.9/显色!每孔中
滴加 #$$ !*显色剂并摇匀"于 89 l环境下避光显色
#" ')-(.?/终止!于每孔中滴加 "$ !*终止液"终止其
反应.可见蓝色立即转为黄色/(.0/测定及计算!调
零空白孔"以 O"$ -'波长分别测量各孔吸光度 .T/
值"绘制标准曲线"计算各孔质量浓度'
:3<7统计学方法

采用 _M__ #?3$ 统计学软件进行统计分析' 本研
究中测量指标的数据资料经 c 检验呈正态分布"以
Uo6表示' 采用独立均衡分组两水平实验设计"\Q6组
与对照组间 MbL@<中 \淋巴细胞的纯度比较采用独
立样本 )检验(不同质量浓度 M]Q作用后 = 个组间共
培养体系上清液中 7d>%&7d>#9Q和 7d>#9aQ质量浓度
的总体差异比较采用两因素方差分析"组间多重比较
采用 _Se:\检验' Ij$T$" 为差异有统计学意义'

;7结果

;3:7= 个组 MbL@<的形态&细胞活力及 \淋巴细胞
比例

\Q6组和对照组受试者血中提取的 MbL@<均呈
圆形或椭圆形"大小均一"= 个组间细胞形态无明显差
别.图 #/' 锥虫兰染色阳性 MbL@<较少"MbL@<活力
约为 09U' 流式细胞计数检测显示"\Q6组和对照组
受试者 MbL@<中 \淋巴细胞比例分别为 . ?#T#$ o
$T=#/U和.?$T$"o$T8?/U"差异无统计学意义 .)i
$T0=8"It$T$"/'

A B
图 :7W5B组和对照组 !@DF4的生长状态.n#$$/!= 个组受试者
提取的 MbL@<胞体均呈圆形或椭圆形"大小均一!Q#\Q6组!b#
对照组

;3;7= 个组 6̀ <的形态表现及鉴定
体外培养的 6̀ <生长状况良好"\Q6组与对照组

培养的 6̀ <形态无明显区别' 在组织块贴壁后 8 V" H
可见组织块边缘有少量细胞长出"细胞呈梭形"两端有
细长的突起.图 =Q"b/(贴壁后 ? V#= H 细胞呈典型的
梭形"胞体较丰满"细胞质丰富.图 =@"5/' 免疫组织
化学检测显示"细胞 R)'C-A)- 染色阳性 .图 8Q/"
W)C'<(染色下可更清晰显示培养细胞呈长梭形"细胞
核呈蓝紫色"细胞质呈淡粉色.图 8b/"证实为 6̀ <'

3B3A

2A 2B 2C 2D

图 ;7W5B组和对照组 BG4的生长状态!Q#\Q6组 6̀ <贴壁培养 8 V
" H 后组织块边缘长出大量 6̀ <"胞体两端有细长突起.n=$/!b#对照
组 6̀ <贴壁培养 8 V" H 后"组织块边缘出现 6̀ <"但细胞数量较 \Q6组
少.n=$/!@#\Q6组 6̀ <培养 ? V#= H 后细胞呈梭形"细胞质丰富.n#$$/!
5#对照组 6̀ <培养 ? V#= H 细胞形态与\Q6组无明显差异.n#$$/!图 <7
体外培养 BG4的免疫组织化学检测及 ['%/4" 染色!Q#细胞质中
R)'C-A)- 表达阳性"呈棕色染色.5Qbn#$$/!b#细胞呈长梭形"细胞
核呈蓝紫色"细胞质呈淡粉色.W)C'<(n=$$/
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;3<7不同质量浓度 M]Q作用下共培养体系的生长
状况

共培养后 9= B"#T$ !.:'*M]Q作用下 = 个组共
培养体系中 MbL@<和 6̀ <生长均最旺盛"= 种细胞接

触最紧密"胞体形态饱满(随着 M]Q质量浓度的增加"
MbL@<出现凋亡"胞体欠饱满"6̀ <增生明显减弱' 相
同质量浓度 M]Q作用下 \Q6组共培养体系中 MbL@<
和 6̀ <增生能力均较对照组强.图 O/'

C1 D1

E1

C2 D2

E2

B1A1 B2A2

图 H7不同质量浓度 !P5刺激下共培养体系中 !@DF4和 BG4的增生

情况.nO$/!Q#2未添加 M]Q的 \Q6组共培养体系中 6̀ <适量增生"

周围可见少量 MbL@<!Q=2未添加 M]Q的对照组共培养体系中 6̀ <少

量增生"可见极少量 MbL@<!b#2#T$ !.:'*M]Q刺激的 \Q6组共培养

体系中MbL@<和 6̀ <均大量增生"可见部分MbL@<克隆团!b=2#T$ !.:'*

M]Q刺激的对照组共培养体系中 MbL@<和 6̀ <亦大量增生"出现少量

MbL@<克隆团"细胞形态较 #T$ '.:'*M]Q刺激的 \Q6组无明显差异

@#2\Q6组加入 =T" !.:'*M]Q刺激后"MbL@<出现大量克隆团"6̀ <

增生状态较 #T$ '.:'*M]Q刺激的 \Q6组差!@=2对照组加入 =T" !.:'*

M]Q刺激后"MbL@<和 6̀ <增生均较 =T" '.:'*M]Q刺激的 \Q6组少

5#2\Q6组加入 "T$ !.:'*M]Q刺激后"MbL@<多散在分布"少见克隆团"胞体欠饱满"出现细胞凋亡"6̀ <适量增生!5=2对照组加入 "T$ !.:'*

M]Q刺激后"MbL@<较少"呈散在均匀分布"胞体较小!&#2\Q6组加入 #$T$ !.:'*M]Q刺激后"6̀ <极少量增生"MbL@<数量较 "T$ '.:'*M]Q

刺激的 \Q6组更少"胞体亦欠饱满"多为凋亡状态!&=2对照组加入 #$T$ !.:'*M]Q刺激后"MbL@<多已凋亡"6̀ <亦极少量增生且胞体呈细长

梭形

;3H7不同质量浓度 M]Q作用下共培养体系中 7d>%&
7d>#9Q及 7d>#9aQ质量浓度的变化

\Q6组与对照组不同质量浓度 M]Q作用下共培
养体系上清液中 7d>%&7d>#9Q和 7d>#9aQ质量浓度总
体比较差异均有统计学意义 .7d>%2H分组 i#=T"%#"
Ii$T$$$(H质量浓度 i=8T8"%"Ii$T$$#37d>#9Q2H分组 i
#=T$89" Ii$T$$$( H质量浓度 i#0T=$%" Ii$T$$$3
7d>#9aQ2H分组 i#%T=#%"Ii$T$$$(H质量浓度 iOT%=9"
Ii$T$#?/'#T$ !.:'*M]Q作用后 \Q6组和对照组

共培养体系上清液中 7d>%&7d>#9Q和 7d>#9aQ质量浓
度均达峰值"此后随着 M]Q质量浓度的增加"= 个组
共培养体系上清液中 7d>%&7d>#9Q和 7d>#9aQ质量浓
度均下降"各组内不同质量浓度 M]Q间共培养体系上
清液中 7d>%&7d>#9Q和7d>#9aQ质量浓度比较差异均
有统计学意义.均Ij$T$"/(相同质量浓度 M]Q作用
条件下 = 个组间共培养体系上清液中 7d>%&7d>#9Q&
7d>#9aQ质量浓度比较差异均有统计学意义 .均 Ij
$T$"/.表 #/'
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表 :7不同质量浓度 !P5作用后各组共培养体系中 =Q?J&=Q?:K5&=Q?:KE5质量浓度比较.!X"/

组别 样本量
不同质量浓度 M]Q作用下 7d>% 测定值. /.:'*/

$ !.:'* #T$ !.:'* =T" !.:'* "T$ !.:'* #$T$ !.:'*

对照组 ? # ?O?T"?o$T$# # 0$8T$?o$T$#( # ?09T$0o$T$=(G # ??9T8?o$T$#(G # ?O%T"8o$T$#G4H

\Q6组 ? # 0#=T88o$T$#C # 0"OT$%o$T$#(C # 088T9%o$T$=(GC # ?00T09o$T$$(GC # ?0?T?"o$T$=(G4C

组别
不同质量浓度 M]Q作用下 7d>#9Q测定值. /.:'*/

$ !.:'* #T$ !.:'* =T" !.:'* "T$ !.:'* #$T$ !.:'*

对照组 ? #?#T#8o$T$# =8=T#%o$T$#( =$%T=9o$T$#(G #%%TO#o$T$$(G4 #O#T%"o$T$#(G4H

\Q6组 ? =$#T0#o$T$=C =?OTO#o$T$#(C =%%T88o$T$#(GC =80T?%o$T$=(G4C ==%T8=o$T$#(G4HC

组别
不同质量浓度 M]Q作用下 7d>#9aQ测定值. -.:'*/

$ !.:'* #T$ !.:'* =T" !.:'* "T$ !.:'* #$T$ !.:'*

对照组 ? =8#T=0o$T$# =O"T%9o$T$#( =#"T0$o$T$#(G #?9T=#o$T$#(G4 #%9TO?o$T$#(G4H

\Q6组 ? =O0T%$o$T$#C =%=T$9o$T$#(C =88T$$o$T$#(GC ==8T"=o$T$#(G4C ===T8#o$T$#(G4C

!注#7d>%#H分组 i#=T"%#"Ii$T$$$(H质量浓度 i=8T8"%"Ii$T$$#37d>#9Q#H分组 i#=T$89"Ii$T$$$(H质量浓度 i#0T=$%"Ii$T$$$37d>#9aQ#H分组 i

#%T=#%"Ii$T$$$(H质量浓度 iOT%=9"Ii$T$#?3与各自组内 $ !.:'*M]Q比较"(Ij$T$"(与各自组内 #T$ !.:'*M]Q比较"G Ij$T$"(与各自组内

=T" !.:'*M]Q比较"4Ij$T$"(与各自组内 "T$ !.:'*M]Q比较"HIj$T$"(与同质量浓度 M]Q的对照组比较"CIj$T$".两因素方差分析"_Se>\检

验/!M]Q#植物凝集素(7d#白细胞介素(\Q6#甲状腺相关眼病

<7讨论

[(-.等 )#"*
和 7I(K2E(等 )#%N#9*

的研究结果表明"
7d>#9Q与 7d>#9aQ结合并募集 7d>#9a@形成 7d>#9aQ:
7d>#9 a@异源二聚体"核因子 &b. -2*C(ED(4A,E>&b"
S̀ >&b/激活剂 # 通过与 7d>#9aQ:7d>#9a@中的 _&̀ :
7d>#9 受体结合域 . _&̀ :7d#9 EC4C/A,E"_&̀ 7a/结合进
行信号传导"募集更多的泛素连接酶 % 和蛋白激酶
\Qe#"从而激活 S̀ >&b通路以及活化丝裂原活化蛋
白激酶N激活子蛋白># 通路 .')A,.C->(4A)J(ACH /E,AC)-
K)-(<C>(4A)J(A,E/E,AC)->#"LQMe>QM># /' 而 S̀ >&b和
LQMe>QM># 的激活则上调靶细胞.成纤维细胞&淋巴
细胞&内皮细胞&上皮细胞等/中一系列编码前炎性因
子"如 7d>#& 7d>% 和粒细胞 N巨 噬 细 胞 刺 激 因 子
..E(-2*,4+AC>'(4E,/B(.C4,*,-+><A)'2*(A)-.D(4A,E" WL>
@_ /̀以及趋化因子:抗炎性因子.抗菌肽&基质金属蛋
白酶/基因的表达"从而引发一系列病理反应和防御
反应'

以往关于 \Q6的相关研究多基于单独培养的
6̀ <"不能反映体内多种因素影响下的病理过程"因此
本研究建立体外细胞复合培养模型111MbL@<和 6̀ <
共培养体系"并用不同质量浓度的 M]Q刺激共培养体
系' 虽然 \Q6组与对照组 MbL@<形态无明显差别"
但是 \Q6组 MbL@<中 \淋巴细胞分泌 7d>#9Q和 7d>%

增多"同时细胞膜中 7d>#9aQ表达也增多' 研究发现"
活化的 6̀ <分泌糖胺聚糖..*+4,<(')-,.*+4(-"WQW/和
多种细胞因子"如 7d>% 等' WQW可引起眼外肌水肿"
细胞因子则通过增加眼眶组织主要组织相容性复合体

.'(;,EB)<A,4,'/(A)G)*)A+4,'/*CF"L]@/>'类分子&细
胞黏附分子&热休克蛋白&@5O$ 以及前列腺素的表达
而调节自身免疫反应"进而通过级联反应使眼眶局部
炎症加剧"表现出 \Q6的临床症状 )#?* ' 本研究中将
MbL@<与 6̀ <建立共培养体系"用 M]Q激活共培养
体系中的 MbL@<"更能真实地模拟 \Q6的发病过程'

研究证实"7d>% 是 @5Om \淋巴细胞向 \B#9 分化
的关键因子"转化生长因子 "# .AE(-<D,E')-..E,IAB
D(4A,E>"#"\Ẁ >"# /&\Ẁ >"8&7d>=#&7d>=8 在促进 \B#9

转化过程中也发挥协同作用
)#"* "不同细胞因子间的相

互作用可诱导具有致炎能力或者抗炎能力 \B#9 亚群
的产生

)#0N=$* "7d>% 和 \Ẁ >"#等细胞因子可协同诱导

\淋巴细胞染色质的重建和 7d>#9Q:̀ 位点的基因表
达"最终分化为 \B#9"并分泌 7d>#9&7d>=#&7d>== 等促
炎性细胞因子

)=#N=8* ' 7d>#9 与 7d>#9aQ结合可诱导
6̀ <和MbL@<分泌大量7d>%"而7d>% 可反馈促进\B#9
的分化和 7d>#9Q的分泌"不断放大细胞免疫反应和炎
症反应"从而引起相应的临床症状 )=O* ' 本研究中发
现"在 M]Q质量浓度为 #T$ !.:'*时"共培养体系中
的7d>#9Q&7d>#9aQ和 7d>% 水平均达峰值"但当 M]Q
质量浓度大于 #T$ !.:'*时"随着其质量浓度的增加"
共培养体系中 7d>#9Q&7d>#9aQ&7d>% 水平均下降"这
可能与高质量浓度的 M]Q诱导部分 \淋巴细胞发生
凋亡有关'

本研究中采用 MbL@<和 6̀ <共培养体系模拟体
内环境对 \Q6的病理机制进行研究"与以往单纯培养
6̀ <的研究方法比较"更好地验证了 7d>#9Q在 \Q6发
病和发展过程中的作用' 然而"本研究的方法也存在
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一定的局限性"本研究中采用的是同种异体的 MbL@<
和 6̀ <共培养体系"= 种细胞间有可能存在一定的排
斥反应"虽已有研究证实当发生排斥反应时患者的血
清 7d>#9 水平上升 )="N=%* "但是基于在 L]@不相容的情
况下"\Q6组患者的血清 7d>#9 水平仍高于对照组的
事实"认为 \Q6中 7d>#9Q水平的差异性升高与 \Q6
的发生和发展有关'

综上所述"本研究成功地建立了模拟自然发病过
程的 \Q6体外模型"可用于 \Q6发病机制和治疗策
略的研究' 本研究发现 \Q6组共培养体系中 7d>#9Q&
7d>#9aQ&7d>% 质量浓度明显高于对照组"7d>#9Q可能
通过放大细胞免疫反应和炎症反应而参与 \Q6的发
病过程'
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