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33&摘要'3目的3探讨 RC0$D白细胞介素"G_#D549G_D47 O6, 抗体对实验性自身免疫性葡萄膜炎"!R̀ #的
抑制作用及其机制*3方法3选取 :H?级健康无眼疾 -]= 周龄雌性 KL+a_9-<小鼠 -- 只%其中 46 只采用光
感受器维生素 R类结合蛋白"GJaH#-L5D-+, 诱导小鼠 !R̀ 模型%分别在免疫前及免疫后第 7-54-5= 天各取
- 只小鼠%流式细胞术检测各时间点小鼠脾脏-淋巴结和眼球中 G_D5+Rd&干扰素"G?<D&# dKM6dT细胞比例*
取 - 只小鼠制作 !R̀ 模型%免疫后 5= B 采用小动物成像仪进行眼底拍照并行光相干断层扫描";KT#检查*
检查完成后处死小鼠%摘取眼球%采用苏木精[伊红染色法检测小鼠视网膜炎症反应和组织结构形态学改变.
取淋巴结行流式细胞术检测 G_D5+RdG?<D&dKM6dT细胞比例%按照表达数量不同分为 G_D5+Rd G?<D&d

细胞高

表达组和 G_D5+RdG?<D&d
细胞低表达组%比较 4 个组小鼠视网膜损伤情况* 取 7- 只小鼠制作 !R̀ 模型%采用

随机数字表法分成 RC0$DG_D549G_D47 O6, 组和 GAI组%每组 5= 只%分别尾静脉注射 RC0$DG_D549G_D47 O6, 和
GAI%每 7 天 5 次* 免疫后第 54 天和第 5= 天每组各取 - 只小鼠%分别取淋巴结和眼球组织%采用流式细胞仪
检测 T细胞亚群比例* 免疫后第 46 天%每组各取 - 只小鼠%摘取眼球%采用苏木精[伊红染色法观察视网膜损
害情况.采用流式细胞仪检测 KM6d T细胞体外诱导分化情况.采用酶联免疫吸附测定 "!_G:R#法检测
G_D5+Rd G?<D&dKM6dT细胞诱导分化后 G_D5+ 和 G?<D&表达情况.采用实时荧光定量 HKJ法检测 G_D5+RdG?<D&d

KM6dT细胞诱导分化后 T)5 细胞转录因子 TDU'0和 T)5+ 细胞转录因子维甲酸相关孤核受体 &0"J;JD&0#相
对表达量*3结果3免疫前和免疫后第 7-54-5= 天%淋巴结-脾脏-眼球中 G_D5+Rd G?<D&d KM6d T细胞比例总
体比较差异均有统计学意义"Tn@8-64-5-8L75-5,87=L%均 Ko,8,L#%其中与免疫前相比%!R̀ 小鼠免疫后第

54 天淋巴结 G_D5+RdG?<D&dKM6d T细胞比例明显升高.免疫后第 5= 天脾脏-眼球中 G_D5+Rd G?<D&d KM6d

T细胞比例明显升高%差异均有统计学意义 "均 Ko,8,L#* G_D5+Rd G?<D&d
细胞高表达组小鼠视网膜严重水

肿-视网膜脱离-重度炎性细胞浸润和广泛视网膜褶皱.G_D5+RdG?<D&d
细胞低表达组小鼠视网膜轻度水肿-局

灶性炎性细胞浸润-轻度视网膜褶皱* RC0$DG_D549G_D47 O6, 组免疫后 5= B%眼球中 KM7 和 G_D5+Rd G?<D&d

KM6dT细胞比例低于 GAI组%差异均有统计学意义 "*n5L87,6-=8,=,%均 Ko,8,L#.免疫后 54 B%RC0$DG_D549
G_D47 O6, 组淋巴结中 G_D5+RdG?<D&d KM6dT细胞比例为",877p,85=#\%明显低于 GAI组的"68=7p,86L#\%
差异有统计学意义"*n5L8@+6%Ko,8,,5#* 与 GAI组相比%RC0$DG_D549G_D47 O6, 组 T)5-T)5+-G_D5+Rd G?<D&d

KM6dT细胞百分比及 G_D5+-G?<D&-TDU'0-J;JD&0表达量明显降低%差异均有统计学意义 "均 Ko,8,L#*3
结论3RC0$DG_D549G_D47 O6, 可通过抑制 G_D5+RdG?<D&dKM6dT细胞发挥对 !R̀ 的治疗作用*3

&关键词'3葡萄膜炎. 药物治疗. 白细胞介素 54 亚基 O6,. 单克隆抗体. 光感受器间维生素 R类结合
蛋白. 小鼠
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'SO'E$"'C0#%#*0/$""*C'*V'$0$("!R̀ # #CB $0("'2)#C$("13N&(5*.,3:$S0FD($S:H?P'"#%'KL+a_9-<"$2'
#A'B - [= &''c(&'E' ('%'20'B1!R̀ "/B'%&#('(0#U%$()'B $C 46 "$2' 0)E/*A) $""*C$W#0$/C &$0) 0)'
$C0'EO)/0/E'2'O0/EE'0$C/$BDU$CB$CAOE/0'$C "GJaH# -L5D-+,1T)'46 "$2'&'E'(#2E$P$2'B U'P/E'$""*C$W#0$/C%#CB /C
0)'7EB%540)%#CB 5=0) B#F#P0'E$""*C$W#0$/C%&$0) - #0'#2) 0$"'O/$C01?%/&2F0/"'0EF&#(*('B 0/B'0'200)'
OE/O/E0$/C /PG_D5+Rd$C0'EP'E/CD&"G?<D&# d KM6d T2'%%($C 0)'(O%''C%%F"O) C/B'(#CB 'F'U#%%(1RC/0)'E- "$2'
&'E'('%'20'B 0/'(0#U%$() !R̀ "/B'%%#CB P*CB*($"#A'(/P0)'"$2'&'E'0#c'C &$0) #("#%%#C$"#%$"#A$CA
$C(0E*"'C0#CB /O0$2#%2/)'E'C2'0/"/AE#O)F";KT# 5= B#F(#P0'E$""*C$W#0$/C1T)'- "$2'&'E'(#2E$P$2'B #P0'E
;KT'S#"$C#0$/C #CB 0)''F'U#%%(&'E'2/%%'20'B1b'"#0/SF%$CD'/($C (0#$C$CA&#(*('B 0//U('EV'0)'E'0$C#%
$CP%#""#0$/C #CB "/EO)/%/A$2#%2)#CA'($C 0$((*'(0E*20*E'1?%/&2F0/"'0EF&#('"O%/F'B 0/B'0'200)'OE/O/E0$/C /P
G_D5+RdG?<D&dKM6dT2'%%($C %F"O) C/B'(1T)'- "$2'&'E'B$V$B'B $C0/G_D5+Rd G?<D&d )$A)%F'SOE'(('B AE/*O
#CB G_D5+Rd G?<D&d %/&%F'SOE'(('B AE/*O #22/EB$CA0/P%/&2F0/"'0EFE'(*%0(%#CB 0)'E'0$C#%$CN*EF&#(2/"O#E'B
U'0&''C 0)'0&/AE/*O(1!R̀ "/B'%&#('(0#U%$()'B $C #C/0)'E7- "$2'%&)$2) &'E'B$V$B'B $C0/#C0$DG_D549G_D47 O6,
AE/*O #CB GAIAE/*O UFE#CB/"C*"U'E0#U%'"'0)/B%&$0) 5= "$2'$C '#2) AE/*O1RC0$DG_D549G_D47 O6, /EGAI&#(
$CN'20'B UF0#$%V'$C #0#7DB#F$C0'V#%#22/EB$CA0/AE/*O$CA1;C 0)'540) #CB 5=0) B#F#P0'E$""*C$W#0$/C%- "$2'
&'E'('%'20'B PE/"'#2) AE/*O 0/2/%%'20%F"O) C/B'(#CB 'F'U#%%(%#CB 0)'OE/O/E0$/C /PT2'%%(*U('0(&#(B'0'20'B
UFP%/&2F0/"'0EF1!F'U#%%(/P- "$2'$C '#2) AE/*O &'E''S0E#20'B /C 0)'460) B#F#P0'E$""*C$W#0$/C #CB E'0$C#%
B#"#A'&#(/U('EV'B UF)'"#0/SF%$CD'/($C (0#$C$CA1T)'$CB*2'B B$PP'E'C0$#0$/C /PKM6d T2'%%(34 J3*$%&#(#((#F'B
UFP%/& 2F0/"'0EF1T)''SOE'(($/C(/PG_D5+ #CB G?<D&&'E'B'0'20'B UF'CWF"'D%$Cc'B $""*C/(/EU'C0#((#F
"!_G:R# #P0'E$CB*2'B B$PP'E'C0$#0$/C /PG_D5+Rd G?<D&d KM6d T2'%%(1T)'E'%#0$V''SOE'(($/C %'V'%(/PT)5
0E#C(2E$O0$/C P#20/ETDU'0#CB T)5+ 0E#C(2E$O0$/C P#20/EE'0$C/$B #2$BDE'%#0'B /EO)#C C*2%'#EE'2'O0/E&0"J;JD&0#
#P0'E$CB*2'B B$PP'E'C0$#0$/C /PG_D5+Rd G?<D&d KM6d T2'%%(&'E'B'0'20'B UFE'#%D0$"'h*#C0$0#0$V'HKJ1T)'*('
#CB 2#E'/P#C$"#%(P/%%/&'B 0)'RJZ;(0#0'"'C0#CB 0)$((0*BFOE/0/2/%&#(#OOE/V'B UF#C !0)$2(K/""$00''/P
!SO'E$"'C0#%RC$"#%(/PT$#CN$C Q'B$2#%̀ C$V'E($0F!F'b/(O$0#%"</8TY>>4,5@555,5@#13O&,-6(,3T)'E'&'E'
($AC$P$2#C0B$PP'E'C2'($C 0)'OE/O/E0$/C /PG_D5+RdG?<D&dKM6dT2'%%($C %F"O) C/B'(%(O%''C #CB 'F'U#%%(U'0&''C
&$%BD0FO'"$2'#CB !R̀ "$2'#00)'7EB%540) #CB 5=0) B#F#P0'E$""*C$W#0$/C "Tn@8-64%5-8L75%5,87=L.#%%#0
Ko,8,L#1K/"O#E'B &$0) U'P/E'$""*C$W#0$/C%0)'OE/O/E0$/C /PG_D5+Rd G?<D&d KM6d T2'%%(&#(($AC$P$2#C0%F
$C2E'#('B $C %F"O) C/B'(/P!R̀ "$2'/C 0)'540) B#FP/%%/&$CA$""*C$W#0$/C #CB &#(($AC$P$2#C0%F$C2E'#('B $C
(O%''C #CB %F"O) C/B'(/C B#F5= #P0'E$""*C$W#0$/C "#%%#0Ko,8,L#1:'V'E'E'0$C#%'S*B#0$/C%E'0$C#%B'0#2)"'C0%
('V'E'$CP%#""#0/EF2'%%$CP$%0E#0$/C #CB 'S0'C($V'E'0$C#%P/%B(&'E'B'0'20'B $C G_D5+Rd G?<D&d )$A)%F'SOE'(('B
"$2'1Q$%B E'0$C#%'B'"#%P/2#%$CP%#""#0/EF2'%%$CP$%0E#0$/C #CB "$%B E'0$C#%P/%B(&'E'P/*CB $C G_D5+RdG?<D&d%/&%F
'SOE'(('B "$2'1T)'OE/O/E0$/C /PKM7 #CB G_D5+Rd G?<D&d KM6d T2'%%($C 0)''F'U#%%(/P#C0$DG_D549G_D47 O6,
AE/*O &#(%/&'E0)#C 0)#0$C GAIAE/*O #00)'5=0) B#F#P0'E$""*C$W#0$/C%#CB 0)'B$PP'E'C2'(&'E'(0#0$(0$2#%%F
($AC$P$2#C0"*n5L87,6%=8,=,.U/0) #0Ko,8,L#1;C B#F54 #P0'E$""*C$W#0$/C%0)'O'E2'C0#A'/PG_D5+Rd G?<D&d

KM6dT2'%%($C #C0$DG_D549G_D47 O6, AE/*O &#(",877p,85=#\%&)$2) &#(($AC$P$2#C0%F%/&'E0)#C "68=7p,86L#\
$C GAIAE/*O "*n5L8@+6%Ko,8,,5#1K/"O#E'B &$0) GAIAE/*O%0)'O'E2'C0#A'/PT)5%T)5+%G_D5+Rd G?<D&dKM6d

T2'%%(#CB 0)''SOE'(($/C %'V'%(/PG_D5+%G?<D&%TDU'0%J;JD&0$C #C0$DG_D549G_D47 O6, AE/*O &'E'($AC$P$2#C0%F
B'2E'#('B%&$0) (0#0$(0$2#%($AC$P$2#C2'("#%%#0Ko,8,L#13P*+)6-,/*+,3RC0$DG_D549G_D47 O6, )#(#0)'E#O'*0$2
'PP'20/C !R̀ UF$C)$U$0$CAG_D5+RdG?<D&dKM6dT2'%%(1

":&4 ;*'.,#9 V̀'$0$(. ME*A0)'E#OF. GC0'E%'*c$CD54 (*U*C$0O6,. RC0$U/B$'(% "/C/2%/C#%. GC0'EO)/0/E'2'O0/E
E'0$C/$BDU$CA$CAOE/0'$C. Q$2'

<-+.%'*1'02$ <#0$/C#%<#0*E#%:2$'C2'?/*CB#0$/C /PK)$C#" =5-+5-64% =45+5,64% =5=+,-L5 #. X'F
HE/N'20/PT$#CN$C :2$'C2'#CB T'2)C/%/AF:*OO/E0"4,>?lK:>,,@@,#. X'FHE/N'20/P<#0*E#%:2$'C2'?/*CB#0$/C /P
T$#CN$C "4,YKlMYK,,5,,#. T$#CN$C Q'B$2#%X'FM$(2$O%$C'":O'2$#%0F# K/C(0E*20$/C HE/N'20"TY>klMkXD,7+R#

M;G$5,17+-,92"#1N12C55L@=@D4,4,,=4,D,,-,5

33自身免疫性葡萄膜炎是一类严重威胁视力且发病
机制尚不完全清楚的炎症性眼病* 由 KM6d T细胞功
能紊乱引起的眼内炎症反应被认为在葡萄膜炎的发生

和发展过程中起到关键作用* 人和实验小鼠组织特异
的炎症部位均有白细胞介素 "$C0'E%'*c$C%G_#D5+Rd

&干扰素"$C0'EP'E/CD&%G?<D&# dKM6dT细胞存在%这种
细胞具有低细胞毒性-高致病性以及对调节性 T细胞
"E'A*%#0/EFT2'%%(%TE'A#低敏感性等特征 / 50 %已成为治
疗多种自身免疫性疾病%如炎症性肠病 "$CP%#""#0/EF
U/&'%B$('#('%GaM#-多发性硬化-类风湿关节炎-复发
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性葡萄膜炎的新靶点
/ 4[L0 * 白细胞介素 "$C0'E%'*c$C%

G_#D5+RdG?<D&dKM6dT细胞的形成是多种细胞因子
作用的复杂过程%G_D54 和 G_D47 在其中起到重要作
用

/ -[+0 * G_D54 " O7L 和 O6, 的异源二聚体 # 和 G_D47
"O5@ 和 O6, 的异源二聚体#具有共同亚基 O6,%针对
O6, 亚基的单克隆抗体可以抑制 G_D54J和 G_D47J介
导的信号转导

/ =[@0 * RC0$DG_D549G_D47 O6, 单克隆抗
体临床上已用于治疗慢性炎症性疾病%如银屑病-银
屑病关节炎和克罗恩病%并显示出显著疗效 / 5,[570 %但
其在自身免疫性葡萄膜炎患者及实验性自身免疫性

葡萄膜炎 "'SO'E$"'C0#%#*0/$""*C'*V'$0$(%!R̀ #动
物模型中的作用研究较少* 本研究拟探讨 G_D5+Rd

G?<D&dKM6dT细胞在 !R̀ 发病中的动态变化%以及
RC0$DG_D549G_D47 O6, 抗体对 !R̀ 的治疗作用及其

机制*

?9材料与方法

?1?3材料
?1?1?3实验动物3 :H?级健康无眼疾 - ]= 周龄
KL+a_9-<雌鼠 -- 只%购自北京维通利华实验动物技
术有限公司 /合格证号$:KkX"京# 4,5-D,,,-0%饲养
于天津医科大学眼科医院动物房%室温" 47p4#q%相
对湿度为 L,\]-,\%光照强度不超过 7,, %S%54 ) 昼
夜规律循环* 实验小鼠的喂养及使用遵循美国视觉与
眼科学研究协会制定的 RJZ;声明%本研究方案经天
津医科大学眼科医院伦理委员会批准 "批文号$
TY>>4,5@555,5@#*
?1?1!3主要试剂及仪器3光感受器维生素 R类结合
蛋白 "$C0'EO)/0/E'2'O0/EE'0$C/$BDU$CB$CAOE/0'$C%GJaH#
-L5D-+,"上海生物工程有限公司#.完全弗氏佐剂"美
国 :$A"#公司#.百日咳毒素 "美国 _$(0_#U(公司#.
KM6 细胞分离试剂盒"美国英杰生命技术有限公司#.
!lDOE'((J<R纯化试剂盒"美国 !la$/(2$'C2'公司#.
?#(0:0#E0̀ C$V'E(#%:>aJIE''C Q#(0'E"瑞士 J/2)'公
司#.抗鼠 G_D549G_D47 O6, 单克隆抗体-逆转录试剂盒
"5-+547=5%美国 T)'E"/?$()'E公司#.大鼠 GAI"上海
赛默飞世尔科技有限公司#.布雷菲德菌素 R-离子霉
素"美国 Q'B K)'"!SOE'((公司#.佛波酯"英国 RU2#"
公司#.抗鼠 RHKDKM6 单克隆抗体"5,,654#-抗鼠 H!D
G_D5+R单克隆抗体"L,-@,7#-抗鼠?GTKDG?<D&单克隆
抗体"L,L=,-#-抗鼠 aE$%%$#C0Z$/%'0645TQDKM7 单克隆
抗体"5,,44=#"美国 a$/%'A'CB 公司#* 小动物成像仪
"美国 H%'#(#C0/C 公司#.流式细胞仪"美国 aM公司#.
HKJ仪"美国 _$P'T'2)C/%/A$'(公司#*

?1!3方法
?1!1?3!R̀ 模型的建立3采用文献/560的方法在小
鼠的足垫部-尾根部-躯干共 -个点皮下注射人GJaH-L5D
-+,"4L, 'A9只#和完全弗氏佐剂乳化液"4,, '%9只#* 免
疫前及免疫后 46 ) 分别腹腔内注射百日咳毒素
,8L 'A作为附加免疫佐剂*
?1!1! 3 流式细胞术检测 !R̀ 病程中各时间点

G_D5+Rd G?<D&dKM6dT细胞比例3取 46 只小鼠%免疫
前及免疫后第 7-54-5= 天腹腔内注射过量质量分数
6\水合氯醛各处死小鼠 - 只* 将脾脏-淋巴结研磨制
备成单细胞悬浮液%脾脏用红细胞裂解液作用 L "$C%
用磷酸盐缓冲液 " O)/(O)#0'U*PP'E(#%$C'%Ha:#清洗 4
次* 眼球需先剔除晶状体%剪碎%研磨%加入 5 "A9"%
胶原酶 M%在摇床上 7+ q孵育 5 )%得到的细胞用 Ha:
清洗 4 次* 将细胞用 5-6, 完全培养基重悬%以 5e5,-

个9"%细胞密度接种于 @- 孔板中* 用含有佛波酯-离
子霉素-布雷菲德菌素 R的细胞刺激液 7+ q孵育
L )* 收集细胞于流式管中%加入抗鼠 RHKDKM6 单克
隆抗体 4 '%%6 q避光孵育 7, "$C* Ha: 清洗 7 次%加
入 4 "%细胞破膜液%添加抗鼠 H!DG_D5+R单克隆抗体
和抗鼠 ?GTKDG?<D&单克隆抗体各 4 '%的混合液%6 q
避光孵育 7, "$C%Ha: 清洗 7 次* 采用流式细胞仪检
测样本%根据细胞体积和颗粒度%通过前向散射光和侧
向散射光设门确定单核细胞%依据 KM6-G_D5+R-G?<D&
圈出 G_D5+RdG?<D&dKM6dT细胞*
?1!1C3;KT仪及小动物成像仪检测 G_D5+Rd G?<D&d

细胞高表达组和 G_D5+Rd G?<D&d
细胞低表达组视网膜

表现3取免疫后 5= B 小鼠 - 只进行全身麻醉* 采用
频域光相干断层扫描 "/O0$2#%2/)'E'C2'0/"/AE#O)F%
;KT#以视盘为中心对小鼠眼底进行扫描%观察是否出
现视网膜水肿-炎症细胞渗漏-视网膜脱离* 采用小动
物成像仪采集常规可见光眼底相%观察其斑块样-融合
和线性脉络膜视网膜炎性浸润情况%以及视网膜下是
否有玻璃体积血-视网膜脱离等* 观察后处死小鼠%取
小鼠淋巴结组织%采用流式细胞术检测淋巴结中 G_D
5+RdG?<D&dKM6d T细胞数量%从高到低排序%取前 7
位为 G_D5+RdG?<D&d

细胞高表达组%后 7 位为 G_D5+Rd

G?<D&d
细胞低表达组%比较 4 个组视网膜炎症程度*

?1!1D3苏木精[伊红染色法观察 G_D5+Rd G?<D&d
细胞

高表达组和 G_D5+RdG?<D&d
细胞低表达组视网膜组织

形态改变3取 51417 部分小鼠%完整取出小鼠眼球%于
体积分数 5,\甲醛9Ha: 中固定 46 )%石蜡包埋%于视
神经层面行 L '"厚组织切片%经苏木精[伊红染色%
观察视网膜各层或玻璃体腔炎症细胞浸润-视网膜褶
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皱及脱离情况%以及是否出现视网膜下新生血管等*
?1!1E3!R̀ 小鼠 RC0$DG_D549G_D47 O6, 抗体的尾静脉
注射3采用随机数表法将 7- 只小鼠随机分成 RC0$D
G_D549G_D47 O6, 组和 GAI组%每组 5= 只* 免疫后第
, 天起%RC0$DG_D549G_D47 O6, 组小鼠每 7 天尾静脉注
射 5 次 RC0$DG_D549G_D47 O6, 抗体%GAI组每 7 天尾静
脉注射 5 次大鼠 GAI%均 L,, 'A9只* 每个时间点各组
任取 - 只小鼠%采用流式细胞术检测免疫后 54 B 淋巴
结中 G_D5+RdG?<D&d

细胞表达情况%以及免疫后 5= B
眼球中 G_D5+Rd G?<D&d

细胞-KM7 细胞表达情况* 免
疫后第 46 天%取剩余小鼠眼球制作苏木精[伊红染色
切片观察视网膜损伤情况*
?1!1F3!R̀ 模型小鼠眼部视网膜表现评分3RC0$DG_D
549G_D47 O6, 组和 GAI组小鼠从免疫后第 5, 天起每
隔 5 B 扩瞳后使用直接检眼镜进行眼底检查%根据
K#(O$分级标准对视网膜表现进行评分$正常眼底为
, 分.视网膜中央出现局灶性损伤o7 处为 ,8L 分.视
网膜周边和中央出现oL 处但! 5 处局灶性损伤为
5 分.弥漫性视网膜脉络膜损伤%有fL 处局灶性损伤%
且oL 处线性损伤为 4 分.大的融合性视网膜脉络膜损
伤%视网膜水肿%且有大量局灶性损伤和线性损伤为
7 分.出现大范围视网膜脱离为 6 分 / 5L0 *
?1!1Q3流式细胞术检测 KM6dT细胞的体外诱导分化
情况3采用 KM6 细胞分离试剂盒行磁珠分选%将免疫
前小鼠脾脏-腹股沟淋巴结经研磨后置于红细胞裂解
液中作用 L "$C%每 5e5,+

细胞中加入 4, '%抗体混合
物%6 q 孵育 4, "$C%隔离缓冲液冲洗 5 次%添加
4,, '%提前洗好的阴选磁珠%在摇床上轻摇%室温孵育
5L "$C%置于磁铁上 4 "$C%收集的悬浮液即为 KM6d

T细胞* 实验前一晚在 @- 孔板上铺平板结合型抗鼠
KM7"5, 'A9"%#抗体%6 q孵育过夜* 取分离的 KM6d

T细胞以每孔 4e5,L
细胞种在 @- 孔板中%用可溶性

KM4="48L 'A9"%#激活细胞* 将细胞分为 RC0$DG_D49
G_D47 O6, 组和 GAI组%分别加入 RC0$DG_D549G_D47 O6,
抗体"5, CA9"%#和 GAI"5, CA9"%#%并用细胞因子诱导
细胞分化* T)5 分化条件为 G_D54" -, CA9"%#和 #C0$D
G_D6"7,, CA9"%#.T)5+ 细胞分化条件为转化生长因子
"0E#C(P/E"$CAAE/&0) P#20/E% TI?#D%" L CA9"%#- G_D-
"5, CA9"%#和 G_D47" 5, CA9"%#.G_D5+Rd G?<D&d

细胞

分化条件为 G_D54"5 CA9"%#-TI?D%"L CA9"%#-G_D47
"5, CA9"%#和 G_D-"5, CA9"%#* 取细胞悬液 4,, '%9孔%
在 7+ q-体积分数 L\ K;4 孵箱中培养 6 B%收集上清
及细胞%采用流式细胞术检测 4 个组 T)5 细胞-T)5+
细胞和 G_D5+Rd G?<D&d T细胞诱导分化情况%将剩余

的上清液及细胞储存于[=, q备用*
?1!1R3酶联免疫吸附测定法定量检测 G_D5+Rd G?<D&d

KM6dT细胞诱导分化后 RC0$DG_D49G_D47 O6, 组和 GAI
组 G_D5+ 和 G?<D&表达情况3取 5141+ 中 RC0$DG_D49
G_D47 O6, 组和 GAI组细胞上清%按照鼠 G_D5+ 和鼠
G?<D&酶联免疫吸附测定"'CWF"'D%$Cc'B $""*C/(/EU'C0
#((#F%!_G:R#试剂盒说明书进行检测%将捕获抗体铺
在 @- 孔板上%6 q孵育过夜%用试剂稀释剂封闭 5 )*
加细胞上清液和小鼠重组 G?<D&标准品%室温孵育 4 )
后加入生物素化的山羊抗小鼠 G?<D&抗体%室温孵育
4 ) 后加入链霉亲和素室温避光孵育 4, "$C%加入显
色剂在室温下孵育 4, "$C* 加入终止液%于酶标仪上
定量检测波长 L6, C"或 L+, C"处各组 G_D5+ 和
G?<D&表达水平*
?1!1S3实时荧光定量 HKJ法检测诱导分化后 T)5 细
胞和 T)5+ 细胞转录因子的相对表达量3取 5141+ 中
RC0$DG_D49G_D47 O6, 组和 GAI组细胞%用 !lDOE'((J<R
纯化试剂盒提取细胞 "J<R* 采用逆转录试剂盒将
"J<R逆转录成 2M<R%进行 HKJ扩增* 引物均购自
天津金唯智生物科技有限公司* TDU'0正向引物序列
为 LiDTKRKTRRIKRRIIRKIIKIRRTITTD7i%反向引
物序列为 LiDIIRKRTRTRRIKIITTKKKTIIKRTD7i.维
甲酸相关孤核受体 &0"E'0$C/$BDE'%#0'B /EO)#C C*2%'#E
E'2'O0/E&0%J;JD&0# 正向引物序列为 LiDRKKTKTTT
TKRKIIIRIIRD7i%反向引物序列为 L iDTKKKRKRT
KTKKKRKRTTID7i* IRHMb 正 向 引 物 序 列 为 L iD
IKRKKITKRRIIKTIRIRRKD7i%反向引物序列为 LiD
TIITIRRIRKIKKRITIIRD7i* HKJ反应条件$@L q
预变性 7, (%@L q变性 7, (%-, q退火 7, (%共 6, 个
循环* 以 IRHMb为内参%采用 4[((K0

法计算各组 T)5
细胞转录因子 TDU'0和 T)5+ 细胞转录因子 J;JD&0表
达情况* 每组设置 7 个样本%每个样本设 7 个复孔*
?1C3统计学方法

采用 :H:: 478, 统计学软件进行统计分析* 计量
资料数据经 :)#O$E/D̂ $%c 检验证实符合正态分布者以
Vp5表示%不符合正态分布者以 8"]5%]7#表示* 各组

织中不同时间点 G_D5+Rd G?<D&d KM6d T细胞百分比
的比较采用 XE*(c#%D̂ #%%$(检验.RC0$DG_D549G_D47 O6,
组与 GAI组免疫后不同时间点视网膜表现评分总体比
较采用重复测量两因素方差分析%两两比较采用
:<XD̂检验.RC0$DG_D549G_D47 O6, 组与 GAI组 T)5-
T)5+ 和 G_D5+RdG?<D&dKM6dT细胞分化比例-G_D5+R
和 G?<D&及其转录因子表达量的比较采用独立样本 *
检验* Ko,8,L 为差异有统计学意义*
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IL
�1
7A

免疫前 免疫后第3天 免疫后第12天 免疫后第18天
1.26% 0.078%

94.8% 3.87%

2.25% 0.216%

95.5% 2.05%

10.8% 4.54%

67.3% 17.3% 82.0% 7.81%

9.01% 1.19%

2.46%10.9%

71.6% 15.1%71.6%2.03%92.6%8.22%

0.837%0.00% 4.67% 0.592% 5.16% 4.48%0.00%

88.9%6.48%

1.5%

95.1%

1.98%

0.381% 0.011% 2.61% 0.238% 5.65% 0.274%

72.2% 6.23% 97.5% 1.67% 88.3% 6.45% 62.7% 27.6%

IFN�γ

淋
巴

结
脾

脏
眼

球

图 ?9流式细胞术检测 =JI?Q7T=<BI!TPUDTH细胞在免疫前及免疫后不同时间点 #7V小鼠

不同组织中表达比例3与免疫前相比%免疫后第 54 天%淋巴结中 G_D5+RdG?<D&dKM6dT细胞

比例明显增多%免疫后第 5= 天%脾脏-眼球中 G_D5+RdG?<D&dKM6dT细胞比例明显增多3G_$

白细胞介素.G?<D&$&干扰素

</1-'&?9G&')&+(01&*3=JI?Q7T =<BI!T PUDT H)&66,/+#7V2/)&0(./33&'&+((/2&%*/+(,
8&3*'&0+.03(&'/22-+/W0(/*+.&(&)(&.84 36*;)4(*2&('43K/"O#E'B &$0) OE'D$""*C$W#0$/C%0)'

OE/O/E0$/C /PG_D5+RdG?<D&dKM6dT2'%%(&#(($AC$P$2#C0%F$C2E'#('B $C %F"O) C/B'(/C B#F54 #P0'E
$""*C$W#0$/C%#CB &#(($AC$P$2#C0%F$C2E'#('B $C (O%''C #CB 'F'U#%%/C B#F5= #P0'E$""*C$W#0$/C3
G_$$C0'E%'*c$C.G?<D&$$C0'EP'E/CD&

表 ?9小鼠免疫前后不同时间点各组织中 =JI?Q7T=<BI!TPUDTH细胞比例
比较/!""?%"C#%X0

H086&?9P*2%0'/,*+*3(5&%'*%*'(/*+*3=JI?Q7T=<BI!TPUDTH)&66,
/+./33&'&+(2/)&(/,,-&,0(./33&'&+((/2&%*/+(,"!/"?%"C0%X#

时间 样本量

不同组织中 G_D5+RdG?<D&dKM6dT细胞比例

淋巴结 脾脏 眼球

免疫前 - ,8,=",8,5%,855# ,8,5",8,5%,8,4# 58-7"58L,%58+,#

免疫后第 7 天 - ,85=",8,L%,844# ,857",8,@%,846# 584@",8=6%68,7#

免疫后第 54 天 - 68L7"68L4%68LL## ,86L",84+%,8+-# ,8=,",8L@%68@7#

免疫后第 5= 天 - 585@",8=+%584+# 58L4"584=%486-## 785L"58@=%686=##

T值 @86-4 5-8L75 5,87=L

K值 ,8,46 ,8,,5 ,8,5-

3注$与免疫前比较%#Ko,8,L"XE*(c#%D̂ #%%$(检验#3G_$白细胞介素.G?<D&$&干扰素
3 </0'$K/"O#E'B &$0) OE'D$""*C$W#0$/C%#Ko,8,L "XE*(c#%D̂ #%%$(0'(0# 3 G_$$C0'E%'*c$C.G?<D&$
$C0'EP'E/CD&

!9结果

!1?3!R̀ 小鼠免疫前后不同时间点脾脏-淋巴结-眼
球组织中G_D5+RdG?<D&dKM6dT细
胞比例比较

流式细胞术检测结果显示%免
疫前和免疫后第 7-54-5= 天淋巴
结-脾脏-眼球中 G_D5+Rd G?<D&d

KM6dT细胞比例总体比较差异均
有统计学意义 "Tn@8-64-5-8L75-
5,87=L%均 Ko,8,L#%其中与免疫前
相比%免疫后第 54 天%淋巴结中 G_D
5+RdG?<D&d KM6d T细胞比例明显
增多%免疫后第 5= 天%脾脏-眼球中
G_D5+RdG?<D&dKM6dT细胞比例明
显增多%差异均有统计学意义 "均
Ko,8,L#"图 5%表 5#*
!1!3G_D5+Rd G?<D&d

高表达组与

G_D5+RdG?<D&d
低表达组小鼠视网

膜炎症程度比较

眼底照相结果显示%G_D5+Rd

G?<D&d
高表达组眼底可见大片状融

合性视网膜脉络膜损伤%视网膜水
肿%且有大量局灶性损伤和线性损
伤.G_D5+RdG?<D&d

低表达组眼底呈

现弥漫性视网膜脉络膜损伤"图 4#*
;KT结果显示%G_D5+RdG?<D&d

高表

达组视网膜水肿-大量炎症细胞渗
漏和视网膜脱离.G_D5+RdG?<D&d

低

表达组视网膜轻度水肿%少量炎症
细胞渗漏"图 7#* 苏木精[伊红染
色结果显示 G_D5+Rd G?<D&d

高表达

组视网膜各层及玻璃体腔大量炎性

细胞浸润-视网膜高度褶皱及大面
积视网膜脱离%视网膜各层分界不
清.G_D5+RdG?<D&d

低表达组视网膜

各层及玻璃体腔有少量炎性细胞浸

润%视网膜中度褶皱%视网膜各层分
界清晰"图 6#*
!1C3RC0$DG_D549G_D47 O6, 组与 GAI
组视网膜表现评分及炎症情况比较

GAI组和 RC0$DG_D549G_D47 O6,
组不同时间点视网膜表现评分总体

比较差异均有统计学意义 "X组别 n

5L8,6L%Kn,8,7.X时间 n@@8+-6%Ko,8,5#%其中免疫后
第 54-56-5--5=-4,-44-46 天视网膜表现评分均低于
GAI组%差异均有统计学意义"均Ko,8,5#"表 4#*
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苏木精[伊红染色结果显示%GAI组视网膜出现重
度炎性细胞浸润及广泛视网膜褶皱伴脱离* RC0$DG_D
549G_D47 O6, 组视网膜各层出现中度炎症细胞浸润及
中度视网膜褶皱"图 L#*

流式细胞术检测结果显示%RC0$DG_D549G_D47 O6,

组免疫后第 5= B 眼球中 KM7d
细胞和 G_D5+Rd G?<D&d

KM6dT细胞比例分别为 " 578L=p68+,#\和 " 58L4p
,84@#\%分别低于 GAI组的"@,855p=8,+#\和"68@Lp
,8-=#\%差异均有统计学意义 "*n5L87,6-=8,=,%均
Ko,8,L#* 免疫后第 54 B RC0$DG_D549G_D47 O6, 组淋
巴结中 G_D5+Rd G?<D&d KM6d T细胞比例为 " ,877 p
,85=#\%低于 GAI组的 " 68=7p,86L#\%差异有统计
学意义"*n5L8@+6%Ko,8,,5#"图 -#*
!1D34 个组 T)5-T)5+ 和 G_D5+RdG?<D&dKM6dT细胞
分化比例-G_D5+R和 G?<D&及其转录因子表达量比较

流式细胞术检测结果显示%与 GAI组相比%RC0$D
G_D549G_D47 O6, 组 T)5-T)5+-G_D5+Rd G?<D&d KM6d T

细胞百分比明显降低%差异均有统计学意义 "*n

448=+--,8-76-+8,4L%均 Ko,8,5"表 7#* !_G:R检测
结果显示%与 GAI组相比% RC0$DG_D549G_D47 O6, 组
G_D5+ 和 G?<D&质量浓度明显降低%差异均有统计学意
义"*n@8L=,-6-8654%均 Ko,8,,5# "表 6#* 实时荧光
定量 HKJ结果显示%RC0$DG_D549G_D47 O6, 组 TDU'0-
J;JD&0"J<R相对表达量明显低于 GAI组%差异均有
统计学意义"*n-8,@+-+8L4-%均 Ko,8,L#"表 L#*

BA

图 !9=JI?Q7T=<BI!T
高表达组与 =JI?Q7T=<BI!T

低表达组小鼠眼

底照相3G_D5+RdG?<D&d
高表达组小鼠眼底可见大片状融合性视网

膜脉络膜损伤%表现为严重的视网膜水肿%同时可见多个局灶性视
网膜脉络膜损伤和线性损伤.G_D5+Rd G?<D&d

低表达组眼底呈现弥

漫性视网膜脉络膜损伤3R$G_D5+Rd G?<D&d
高表达组3a$G_D5+Rd

G?<D&d
低表达组

</1-'&!9 <-+.-,/201&,*32/)&/+(5&=JI?Q7T =<BI!T 5/1564
&$%'&,,&.1'*-%0+.=JI?Q7T=<BI!T6*;64 &$%'&,,&.1'*-%3_#EA'
2/CP%*'C0E'0$C#%2)/E/$B#%$CN*EF% E'0$C#%'B'"#% #CB "#CFP/2#%#CB
%$C'#E$CN*E$'(&'E'P/*CB $C "$2'&$0) )$A) G_D5+RdG?<D&d'SOE'(($/C1
M$PP*('E'0$C#%2)/E/$B#%$CN*EF&#(P/*CB $C "$2'&$0) %/&G_D5+RdG?<D&d

'SOE'(($/C3 R$G_D5+Rd G?<D&d )$A)%F'SOE'(('B AE/*O3 a$G_D5+Rd

G?<D&d%/&%F'SOE'(('B AE/*O

B

A

图 C9=JI?Q7T=<BI!T
高表达组与 =JI?Q7T=<BI!T

低表达组小鼠眼

底 APH图像3G_D5+RdG?<D&d
高表达组小鼠视网膜水肿增厚.可见

大量炎性细胞渗漏和视网膜脱离.与 G_D5+Rd G?<D&d
高表达组小鼠

比较%G_D5+RdG?<D&d
低表达组视网膜轻度水肿%少量炎性细胞渗

漏3R$G_D5+RdG?<D&d
高表达组3a$G_D5+RdG?<D&d

低表达组

</1-'&C9APH/201&,*32/)&3-+.-,/+(5&=JI?Q7T=<BI!T5/1564

&$%'&,,&.1'*-%0+.=JI?Q7T =<BI!T 6*;64 &$%'&,,&.1'*-%3J'0$C#%
'B'"#% # %#EA' C*"U'E/P$CP%#""#0/EF 2'%%( %'#c#A' #CB E'0$C#%

B'0#2)"'C0&'E'P/*CB $C "$2'&$0) )$A) G_D5+Rd G?<D&d 'SOE'(($/C1
Q$%B E'0$C#%'B'"##CB #("#%%#"/*C0/P$CP%#""#0/EF2'%%(%'#c#A'&'E'

P/*CB $C "$2'&$0) %/&G_D5+RdG?<D&d'SOE'(($/C3R$G_D5+RdG?<D&d

)$A)%F'SOE'(('B AE/*O3a$G_D5+RdG?<D&d%/&%F'SOE'(('B AE/*O

BA100μm 100μm

图 D9=JI?Q7T=<BI!T
高表达组与 =JI?Q7T=<BI!T

低表达组小鼠视

网膜组织病理图"b!e5,,%标尺n5,, '"#3G_D5+RdG?<D&d
高表达

组视网膜各层及玻璃体腔大量炎性细胞浸润-视网膜高度褶皱及大

面积视网膜脱离%视网膜各层分界不清.G_D5+RdG?<D&d
低表达组视

网膜各层及玻璃体腔有少量炎性细胞浸润%视网膜中度褶皱%视网

膜各层分界清晰3R$G_D5+RdG?<D&d
高表达组3a$G_D5+Rd G?<D&d

低表达组

</1-'&D9 O&(/+065/,(*%0(5*6*14 *32/)&/+(5&=JI?Q7T =<BI!T

5/1564 &$%'&,,&.1'*-%0+.=JI?Q7T =<BI!T 6*;64 &$%'&,,&.1'*-%
"b!e5,,% U#En5,, '"# 3 R %#EA'C*"U'E/P$CP%#""#0/EF2'%%(
$CP$%0E#0$CA$C0/'#2) %#F'E/P0)'E'0$C##CB V$0E'/*(2#V$0F%('V'E'E'0$C#%
P/%B(%#%#EA'#E'#/PE'0$C#%B'0#2)"'C0#CB *C2%'#EU/*CB#E$'(U'0&''C

E'0$C#%%#F'E(&'E'P/*CB $C "$2'&$0) )$A) G_D5+RdG?<D&d'SOE'(($/C1R
P'&$CP%#""#0/EF2'%%($CP$%0E#0$CA'#2) %#F'E/P0)'E'0$C##CB V$0E'/*(
2#V$0F%"/B'E#0'E'0$C#%P/%B(#CB 2%'#EU/*CB#E$'(U'0&''C E'0$C#%%#F'E(

&'E'P/*CB $C "$2'&$0) %/&G_D5+RdG?<D&d'SOE'(($/C3R$G_D5+RdG?<D&d

)$A)%F'SOE'(('B AE/*O3a$G_D5+RdG?<D&d%/&%F'SOE'(('B AE/*O

m45+m 中华实验眼科杂志 4,44 年 = 月第 6, 卷第 = 期3K)$C Y!SO ;O)0)#%"/%%R*A*(04,44%Z/%16,%</1=
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表 !9免疫后不同时间点 ! 个组视网膜表现评分比较"#Y$%分#
H086&!9P*2%0'/,*+*3'&(/+06,)*'&,8&(;&&+(;* 1'*-%,0(./33&'&+((/2&%*/+(,03(&'/22-+/W0(/*+"#Y$%,)*'&#

组别 样本量
免疫后不同时间点视网膜表现评分

第 5, 天 第 54 天 第 56 天 第 5- 天 第 5= 天 第 4, 天 第 44 天 第 46 天

GAI组 - ,8,=p,84, ,8=7p,865 58-+p,8L4 4877p,865 48=7p,8L4 48-+p,865 48,=p,87= 58+Lp,84+
RC0$DG_D549G_D47 O6, 组 - ,1,,p,1,, ,85+p,84-# ,8=7p,865# 58-+p,865# 48,=p,87=# 48,,p,86L# 58L,p,86L# 585+p,865#

3注$X组别 n5L8,6L%Kn,8,7.X时间 n@@8+-6%Ko,8,51与各自时间点 GAI组比较%#Ko,8,5"重复测量两因素方差分析%:<XD̂检验#3G_$白细胞介素

3</0'$XAE/*O n5L8,6L%Kn,8,7.X0$"'n@@8+-6%Ko,8,51K/"O#E'B &$0) GAIAE/*O #02/EE'(O/CB$CA0$"'O/$C0(%#Ko,8,5 "T&/D&#FE'O'#0'B "'#(*E'(
R<;ZR%:<XD̂0'(0#3G_$$C0'E%'*c$C

100μm 100μm 5B5A

6C 6D6B 6E

IgG组 Anti�IL�12/IL�23p40组

IL
�1
7
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�1
7

IFN�γ

IgG组 Anti�IL�12/IL�23p40组
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+
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细
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比
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a
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+
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+
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T
细

胞
比

例（
%
）
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a

IgG组Anti�IL�
12/IL�23
p40组

12.7 5.005.00 11.411.4 1.57

7.0180.010.671.7

10.710.7 5.255.25 2.61 0.52

3.7015.215.2 93.293.268.9
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胞
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a
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图 E9=1>组和 7+(/I=JI?!K=JI!C %D" 组视网膜组织病理改变"b!e5,,%标尺n5,, '"#3R$GAI组视网膜各层分界不清%出现重度炎症细胞浸
润%广泛的视网膜褶皱伴脱离3a$RC0$DG_D549G_D47 O6, 组视网膜各层出现中度炎症细胞浸润%中度视网膜褶皱3图 F9免疫后不同时间点 ! 个组
=JI?Q7T=<BI!TPUDTH细胞比例比较 3R$各组免疫后第 5= 天眼球 KM7 细胞表达情况3与 GAI组相比%#Ko,8,5"独立样本 *检验%4n@#3
aAK$各组免疫后第 5= 天眼球 G_D5+RdG?<D&dKM6dT细胞比例流式细胞分析"a#及量化比较"K#3与 GAI组相比%#Ko,8,L"独立样本 *检验%4n

-#3MA!$各组免疫后第 54 天淋巴结 G_D5+RdG?<D&dKM6dT细胞比例流式细胞分析"M#及量化比较"!#3与 GAI组比较%#Ko,8,L"独立样本 *
检验%4n-#3G_$白细胞介素.G?<D&$&干扰素
</1-'&E9O&(/+065/,(*%0(5*6*14 *3=1> 1'*-%0+.0+(/I=JI?!K=JI!C %D" 1'*-%"b!e5,,%U#En5,, '"#3R$GC GAIAE/*O%0)'U/*CB#E$'(U'0&''C
E'0$C#%%#F'E(&'E'*C2%'#E%#CB ('V'E'$CP%#""#0/EF2'%%$CP$%0E#0$/C%'S0'C($V'E'0$C#%P/%B(#CB B'0#2)"'C0&'E'P/*CB3a$GC #C0$DG_D549G_D47 O6, AE/*O%
"/B'E#0'$CP%#""#0/EF2'%%$CP$%0E#0$/C #CB "/B'E#0'E'0$C#%P/%B(&'E'B'0'20'B $C '#2) E'0$C#%%#F'E3</1-'&F9P*2%0'/,*+*3(5&%'*%*'(/*+*3
=JI?Q7T =<BI!TPUDTH)&66,8&(;&&+=1>1'*-%0+.0+(/I=JI?!K=JI!C %D" 1'*-%0(./33&'&+((/2&%*/+(,3R$!SOE'(($/C /PKM7 2'%%($C 'F'U#%%(/C
B#F5= #P0'E$""*C$W#0$/C3K/"O#E'B &$0) GAIAE/*O%#Ko,8,5 "GCB'O'CB'C0(#"O%'(*0'(0%4n@#3a%K$?%/&2F0/"'0EF"a# #CB h*#C0$0#0$V'2/"O#E$(/C
"K# /P0)'O'E2'C0#A'/PG_D5+Rd G?<D&d KM6d T2'%%($C 'F'U#%%(/C B#F5= #P0'E$""*C$W#0$/C3K/"O#E'B &$0) GAIAE/*O%#Ko,8,L "GCB'O'CB'C0
(#"O%'(*0'(0%4n-#3M%!$?%/&2F0/"'0EF"M# #CB h*#C0$0#0$V'2/"O#E$($/C "!# /P0)'OE/O/E0$/C /PG_D5+RdG?<D&dKM6dT2'%%($C %F"O) C/B'(/C B#F
54 #P0'E$""*C$W#0$/C3K/"O#E'B &$0) GAIAE/*O%#Ko,8,L "GCB'O'CB'C0(#"O%'(*0'(0%4n-#3G_$$C0'E%'*c$C.G?<D&$$C0'EP'E/CD&

表 C9! 个组 H5?AH5?Q 和 =JI?Q7T=<BI!TPUDTH细胞
分化比例比较"#Y$%X#

H086&C9P*2%0'/,*+*3(5&./33&'&+(/0(/*+%&')&+(01&*3
H5?%H5?Q 0+.=JI?Q7T=<BI!TPUDTH)&66,8&(;&&+(;*

1'*-%,"#Y$%X#

组别

样

本

量

T)5
细胞

比例

T)5+
细胞

比例

G_D5+Rd

G?<D&dKM6d

T细胞比例

GAI组 7 4@8=,p585L 4584+p,8@5 L867p,8=@

RC0$DG_D549G_D47 O6,组 7 5784,p,86@ =8+5p,8-- 58-+p,84+

*值3 448=+- ,8-76 +8,4L

K值 o,8,,5 o,8,,5 ,8,,4

3注$"独立样本 *检验#3G_$白细胞介素.G?<D&$&干扰素
3</0'$"GCB'O'CB'C0(#"O%'(**'(0#3G_$$C0'E%'*c$C.G?<D&$$C0'EP'E/CD&

表 D9! 个组 =JI?Q7和 =<BI!质量浓度比较
"#Y$%%1K26#

H086&D9P*2%0'/,*+*3=JI?Q7和 =<BI!)*+)&+('0(/*+
8&(;&&+(;* 1'*-%,"#Y$%%1K26#

组别 样本量 G_D5+R G?<D&

GAI组 7 6+84=p68++ +@68-+p =8,=

RC0$DG_D549G_D47 O6, 组 7 5=8,=p78=, 7@@877p54876

*值 @8L=, 6-8654

K值 o,8,,5 o,8,,5

3注$"独立样本 *检验#3G_$白细胞介素.G?<D&$&干扰素
3</0'$"GCB'O'CB'C0(#"O%'(**'(0#3G_$$C0'E%'*c$C.G?<D&$$C0'EP'E/CD&

!75+!中华实验眼科杂志 4,44 年 = 月第 6, 卷第 = 期3K)$C Y!SO ;O)0)#%"/%%R*A*(04,44%Z/%16,%</1=
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表 E9! 个组 HI8&(和 OAOI!(2OB7相对表达量比较"#Y$#
H086&E9P*2%0'/,*+*3'&60(/L&&$%'&,,/*+*3HI8&(0+.

OAOI!(2OB78&(;&&+(;* 1'*-%,"#Y$#

组别 样本量 TDU'0 J;JD&0

GAI组 7 ,8,,L 6p,8,,5 @ ,8,5, 5p,8,,5 +

RC0$DG_D549G_D47 O6, 组 7 ,8,,, @p,8,,, 6 ,8,,5 7p,8,,5 5

*值 -8,@+ +8L4-

K值 ,8,6, ,8,,4

3注$"独立样本 *检验#3J;J$维甲酸相关孤核受体.G_$白细胞介素
3 </0'$ " GCB'O'CB'C0(#"O%'(**'(0# 3 J;J$ E'0$C/$BDE'%#0'B /EO)#C
C*2%'#EE'2'O0/E.G_$$C0'E%'*c$C

C9讨论

G_D5+Rd G?<D&d KM6d T细胞具有很强的致病
性

/5-0 * 在体内和体外实验中%G_D5+Rd G?<D&d KM6d T

细胞可优先穿过人血[脑屏障%且在实验性自身免疫性
脑脊髓炎 "'SO'E$"'C0#%#*0/$""*C''C2'O)#%/"F'%$0$(%
!R!#模型中%G_D5+RdG?<D&dKM6dT细胞可在小鼠发
病的效应期内在中枢神经系统中积存

/ 5+0 *
本研究发现% 在 !R̀ 免疫第 7 天各 类 组 织

G_D5+Rd G?<D&d KM6d T细胞浸润均很少%随着疾病进
展 G_D5+RdG?<D&dKM6dT细胞不断增多%免疫第 54 天
引流淋巴结中 G_D5+RdG?<D&d KM6d T细胞显著增多%

而眼球和脾脏中 G_D5+Rd G?<D&d KM6d T细胞则于
!R̀ 免疫第 5= 天达峰值* 以上结果表明%在 !R̀ 模

型诱导的第 54 天左右%引流淋巴结中的免疫反应被激
活%淋巴结中出现大量 G_D5+Rd G?<D&d KM6d T细胞%

同时外周免疫组织中的 G_D5+Rd G?<D&d KM6d T细胞
开始循环%浸润到脾脏-眼特异的炎症组织部位%因此
免疫第 54 天以后%随着疾病进程的加剧%淋巴结中
G_D5+Rd G?<D&d KM6d T细胞减少%而脾脏和眼球中
G_D5+Rd G?<D&dKM6d T细胞逐渐增多* 陈爽等 / 5=0

研

究 !R̀ 模型小鼠视网膜表现评分%发现炎症起始于造
模后第 @ ]54 天%炎症高峰期为造模后第 5- ]5= 天*

本研究表明%眼球中 G_D5+Rd G?<D&d KM6d T细胞于炎
症起始期开始出现%于炎症高峰期达峰值* 此外%本研
究发现 !R̀ 进程中 G_D5+Rd G?<D&d KM6d T细胞占比
多的小鼠眼球视神经层面病理切片-视网膜影像图显
示发病更重* 因此%本研究推断 G_D5+Rd G?<D&d KM6d

T细胞多%表明 !R̀ 发病更重*
G_D54 和 G_D47 共有 O6, 亚基的单克隆抗体可以

抑制 G_D54J和 G_D47J介导的信号转导%因此 O6, 亚
基对 G_D5+RdG?<D&dKM6dT细胞的形成有重要作用*

本研究试图通过中和 G_D549G_D47 信号%抑制 G_D5+Rd

G?<D&dKM6dT细胞的分化%探讨其对 !R̀ 进程的作

用* 本研究结果表明%!R̀ 模型小鼠尾静脉注射 RC0$D
G_D549G_D47 O6, 抗体后%RC0$DG_D549G_D47 O6, 组小鼠
的视网膜表现评分及视网膜损害表现均减轻%包括炎
症细胞浸润数量-视网膜褶皱数量-视网膜脉络膜新生
血管数量和视网膜脱离面积均减少%且第 5= 天眼球中
KM7 细胞比例也明显低于对照组* 本研究进一步通过
体外实验来验证 RC0$DG_D549G_D47 O6, 对 T细胞炎性
因子的作用* KM6dT细胞诱导分化实验中%与 GAI组
相比%RC0$DG_D549G_D47 O6, 组可明显抑制 KM6dT细胞
群中 T)5-T)5+-G_D5+Rd G?<D&d KM6d T细胞的分化%
表明 RC0$DG_D549G_D47 O6, 可以通过抑制小鼠体内 G_D
5+RdG?<D&dKM6dT细胞的浸润减轻 !R̀ 模型小鼠的

眼部及病理表现%并延迟 !R̀ 的发生* 本研究更进一
步探讨了 RC0$DG_D549G_D47 O6, 对 !R̀ 治疗作用的具

体机制* TDU'0和 J/JD&0分别是 T)5 和 T)5+ 细胞独
特的转录因子* 本研究发现%RC0$DG_D549G_D47 O6, 能
分别使G_D5+RdG?<D&dKM6dT细胞C&F"*-Q'Q&!*基因
表达减少* 因此%本研究推断 RC0$DG_D549G_D47 O6, 对
!R̀ 的治疗作用部分可能是通过抑制 T)5-T)5+ 转录
因子 TDU'0-J;JD&0表达%从而抑制 G_D5+Rd G?<D&d

KM6dT细胞分化来实现的* 但本研究未检测其他相
关基因的变化%我们将在接下来研究中进一步验证*

在 GaM实验模型中%T)5+ 细胞向 G_D5+Rd G?<D&d

KM6dT细胞转变需要 TDU'0和 :TRT6 的表达 / 40 * 同
样在 !R!模型中研究表明%由转录因子 TDU'0-J*CS5
和 J*CS7 来启动 T)5+ 细胞向 G_D5+Rd G?<D&d KM6d

T细胞分化* K)'C 等 / 5@0
采用干眼小鼠模型证实

G_D5+Rd G?<D&dKM6d T细胞群来自 T)5+ 前体并发挥
致病作用* 然而%一项新的研究证明 T)5 细胞能够在
TI?D%和 G_D- 的影响下转分化为 T)5+ 细胞%上调
J̀ <k5 的表达%增加 J;JD&0启动子中 J*Ck5 结合位
点以及 G_D5+ 启动子中 J*Ck5 和 J;JD&0结合位点的
可及性

/4,[440 * 因此%目前还没有明确向 G_D5+RdG?<D&d

KM6dT细胞分化的路线%或者这个亚群是否代表稳定
的 KM6d T细胞亚群* 本研究中%虽然 RC0$DG_D549G_D
47O6, 能有效减轻 !R̀ 的眼部病理变化%但并未被完
全抑制%我们认为是 RC0$DG_D549G_D47 O6, 治疗后仍存
在 G_D5+RdG?<D&dKM6dT细胞所致*

G_D5+RdG?<D&dKM6d T细胞在 !R̀ 中的升高可

被认为是生物制剂的一个选择性靶点* 未来我们希望
诱导产生 G_D5+RdG?<D&dKM6d T细胞%以在过继转移
疾病实验中评估其诱发疾病的能力%相信采用生物制
剂靶向 G_D5+Rd G?<D&d KM6d T细胞的可塑性将为未
来潜在的葡萄膜炎治疗策略提供有价值的工具*

!65+! 中华实验眼科杂志 4,44 年 = 月第 6, 卷第 = 期3K)$C Y!SO ;O)0)#%"/%%R*A*(04,44%Z/%16,%</1=



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

利益冲突3所有作者均声明不存在利益冲突

作者贡献声明3崔雪雪$直接参与选题-酝酿和设计实验-实施研究-

采集数据-分析9解释数据-起草文章.张智慧-吴凌子-栗勇涛-陈爽-

陈努$直接参与选题-酝酿和设计实验.张晓敏$直接参与选题-对文章

知识性内容的审阅和智力性内容的修改及定稿

参考文献

/50 ^#CA>%I/B'2Y%a'CDR$((#X%'0#%1T)'0E#C(2E$O0$/C P#20/E(TDU'0
#CB J*CS#E'E'h*$E'B P/E0)'/C0/A'CF/PO#0)/A'C$2$C0'EP'E/CD&D
OE/B*2$CAT)'%O'E5+ 2'%%(/Y01G""*C$0F%4,56%6," 7# g7LL[7--1
M;G$5,15,5-9N1$""*C$14,561,51,,41

/40 b#EU/*E:<%Q#FC#EB K_%l$CB%K_%'0#%1T)5+ 2'%%(A$V'E$('0/T)5
2'%%(0)#0#E'E'h*$E'B P/E0)'O#0)/A'C'($(/P2/%$0$(/Y01HE/2<#0%R2#B
:2$̀ : R% 4,5L% 554 " 44 # g+,-5 [+,--1M;G$ 5,15,+79OC#(1
565L-+L5541

/70 V#C _#CA'%##EY%V#C B'EZ**E(0B'ZE$'(JQ%Y#C(('C Q%'0#%1T)'%O'E
5+15 2'%%(#((/2$#0'&$0) "*%0$O%'(2%'E/($(B$('#('#20$V$0F$O'E(O'20$V'(
P/E'#E%F$C0'EV'C0$/C/Y01aE#$C%4,5=%565" L# g5776[576@1M;G$5,1
5,@79UE#$C9#&F,-@1

/60 :E$V#(0#V#JX% M#Eb>% Q$()E#HX1G""*C/O/E/($($ $""*C/%/AF/P
/(0'/O/E/($(DE/%'/PT2'%%(/Y9;_01?E/C0G""*C/%%4,5=%@ g-L+/4,45[
54[,L01)00O($99O*U"'B1C2U$1C%"1C$)1A/V94@-+L,4491M;G$ 5,1
77=@9P$""*14,5=1,,-L+1

/L0 M$'BE$2)(DQr)E$CAQ%X#*P"#CC %̀^$%BC'EI1T)'$""*C/O#0)/A'C'($(
/P2)E/C$2#CB E'%#O($CA#*0/$""*C'*V'$0$(D%'((/C(PE/"'SO'E$"'C0#%
E#0"/B'%(/Y01HE/AJ'0$C !F'J'(% 4,5=% -L g5,+ [54-1M;G$ 5,1
5,5-9N1OE'0'F'E'(14,5=1,41,,71

/-0 I)/E'(2)$X%_#*E'C2'R%>#CAkH%'0#%1I'C'E#0$/C /PO#0)/A'C$2
Tb5+ 2'%%($C 0)'#U('C2'/PTI?D% ($AC#%%$CA/ Y01<#0*E'% 4,5,%
6-+"+75=# g@-+[@+51M;G$5,15,7=9C#0*E',@66+1

/+0 Z/%O'!% :'EV#C0<% l/%%$CA'EJ% '0#%1R 2E$0$2#%P*C20$/C P/E
0E#C(P/E"$CAAE/&0) P#20/EDU'0#% $C0'E%'*c$C 47 #CB OE/$CP%#""#0/EF
2F0/c$C'($C BE$V$CA#CB "/B*%#0$CA)*"#C TbD5+ E'(O/C('(/Y01<#0
G""*C/%%4,,=%@"-# g-L,[-L+1M;G$5,15,7=9C$15-571

/=0 ;c#"/0/:%?*N$&#E#b%<$()$"/E$b%'0#%1RC0$DG_D54947 O6, #C0$U/BF
#00'C*#0'( 'SO'E$"'C0#% 2)E/C$2 AE#P0DV'E(*(D)/(0 B$('#(' V$#
(*OOE'(($/C /PG?<D&9G_D5+DOE/B*2$CA2'%%(/ Y01YG""*C/%% 4,5L%
5@6"7# g57L+[57-71M;G$5,16,6@9N$""*C/%156,,@+71

/@0 a#(0$#C M%:*$k%<A*F'C bM%'0#%1GC0'E%'*c$CD47 E'2'O0/E($AC#%$CA
UF$C0'E%'*c$CD7@ O/0'C0$#0'(T2'%%O#0)/A'C$2$0F$C #2*0'AE#P0DV'E(*(D
)/(0B$('#('/Y01R"YTE#C(O%#C0%4,45%45" 55# g7L7=[7L6@1M;G$
5,155559#N015--461

/5,0_'/C#EB$K_% X$"U#%%Ra% H#OO XR% '0#%1!PP$2#2F#CB (#P'0F/P
*(0'c$C*"#U% # )*"#C $C0'E%'*c$CD54947 "/C/2%/C#%#C0$U/BF% $C
O#0$'C0(&$0) O(/E$#($($ +-D&''c E'(*%0(PE/" #E#CB/"$('B% B/*U%'D
U%$CB% O%#2'U/D2/C0E/%%'B 0E$#%" Hb;!<Gk 5 # / Y01_#C2'0% 4,,=%
7+5"@-4L# g5--L[5-+61M;G$5,15,5-9:,56,D-+7-",=#-,+4LD61

/550H#OO XR% _#CA%'FJI% _'U&/)%Q% '0#%1!PP$2#2F#CB (#P'0F/P
*(0'c$C*"#U% # )*"#C $C0'E%'*c$CD54947 "/C/2%/C#%#C0$U/BF% $C
O#0$'C0(&$0) O(/E$#($($ L4D&''c E'(*%0(PE/" #E#CB/"$('B% B/*U%'D
U%$CB% O%#2'U/D2/C0E/%%'B 0E$#%" Hb;!<Gk 4 # / Y01_#C2'0% 4,,=%

7+5"@-4L# g5-+L[5-=61M;G$5,15,5-9:,56,D-+7-",=#-,+4-D-1
/540Q2GCC'(Ga%X#V#C#*A) R%I/00%$'U Ra%'0#%1!PP$2#2F#CB (#P'0F/P

*(0'c$C*"#U $C O#0$'C0(&$0) #20$V'O(/E$#0$2#E0)E$0$($5 F'#EE'(*%0(/P
0)'O)#('7%"*%0$2'C0E'%B/*U%'DU%$CB%O%#2'U/D2/C0E/%%'B H: Q̀QGT5
0E$#%/Y01_#C2'0%4,57%7=4" @=@6# g+=,[+=@1M;G$5,15,5-9:,56,D
-+7-"57#-,L@6D41

/570 :#CBU/EC ^Y%I#($Cc K%I#/__%'0#%1̀ (0'c$C*"#U $CB*20$/C #CB
"#$C0'C#C2'0)'E#OF$C E'PE#20/EFKE/)Ci(B$('#('/Y01<!CA%YQ'B%
4,54%7-+"5-# g5L5@[5L4=1M;G$5,15,L-9<!YQ/#54,7L+41

/560王贝贝%田庆梅%解孝锋%等1&) T细胞在实验性自身免疫性葡萄膜
炎小鼠脾脏中的动态表达及作用机制 /Y01中华实验眼科杂志%
4,5+%7L"@# g+@7[+@=1M;G$5,17+-,92"#1N1$((C14,@LD,5-,14,5+1
,@1,,-1
^#CAaa%T$#C jQ%k$'k?%'0#%1MFC#"$2'SOE'(($/C #CB "'2)#C$("
/P&) T2'%%($C 0)'(O%''C /P"/*('&$0) 'SO'E$"'C0#%#*0/$""*C'
*V'$0$(/Y01K)$C Y!SO ;O)0)#%"/%%4,5+%7L"@# g+@7[+@=1M;G$5,1
7+-,92"#1N1$((C14,@LD,5-,14,5+1,@1,,-1

/5L0RA#E&#%JX% :$%V'EHa% K#(O$JJ1J/B'C0"/B'%(/P'SO'E$"'C0#%
#*0/$""*C'*V'$0$(/Y01Q'0)/B(Q/%a$/%%4,54%@,, g667[6-@1M;G$
5,15,,+9@+=D5D-,+-5D+4,D6s441

/5-0I#E0%#C Xb%Z#E'%$#(R%X/F#"#Q%'0#%1T)5+ O%#(0$2$0F#CB 0E#C($0$/C
0/&#EB #O#0)/A'C$22F0/c$C'($AC#0*E'#E'E'A*%#0'B UF2F2%/(O/E$C'
#P0'E#%%/A'C'$2:KT/Y01a%//B RBV%4,5+%5" -# g765[7L51M;G$5,1
55=49U%//B#BV#C2'(14,5-,,4@=,1

/5+0X'U$Eb% GP'EA#C G% R%V#E'WYG% '0#%1HE'P'E'C0$#%E'2E*$0"'C0/P
$C0'EP'E/CDA#""#D'SOE'(($CATb5+ 2'%%($C "*%0$O%'(2%'E/($(/Y01RCC
<'*E/%%4,,@%--"7# g7@,[6,41M;G$5,15,,49#C#145+6=1

/5=0陈爽%邵先锋%张智慧%等1实验性自身免疫性葡萄膜炎小鼠视网膜
蛋白差异表达及生物信息分析 /Y01中华实验眼科杂志% 4,5@%
7+"54# g@6@[@LL1M;G$5,17+-,92"#1N1$((C14,@LD,5-,14,5@1541
,,71
K)'C :% :)#/ k?% l)#CA lb% '0#%1M$PP'E'C0$#%'SOE'(($/C #CB
U$/$CP/E"#0$2(#C#%F($(/PE'0$C#%OE/0'$C($C "$2'&$0) 'SO'E$"'C0#%
#*0/$""*C'*V'$0$(/ Y01K)$C Y!SO ;O)0)#%"/%% 4,5@% 7+ " 54 # g
@6@[@LL1M;G$5,17+-,92"#1N1$((C14,@LD,5-,14,5@1541,,71

/5@0K)'C >%K)#*)#C :X%:)#/K%'0#%1G?<D&D'SOE'(($CAT)5+ 2'%%(#E'
E'h*$E'B P/EB'V'%/O"'C0/P('V'E'/2*%#E(*EP#2'#*0/$""*C$0F/Y01Y
G""*C/%%4,5+% 5@@ " 7 # g55-7 [55-@1M;G$ 5,16,6@9N$""*C/%1
5-,45661

/4,0_'$O'Y%H$EE/C'%%/?%X%/('R%'0#%1GC2E'#('B O%#(0$2$0F/PC/CD2%#(($2
T)5 2'%%(0/&#EB 0)'T)5+ O)'C/0FO'/ Y01Q/B J)'*"#0/%% 4,4,%
7,"L# g@7,[@7-1M;G$5,15,=,9567@+L@L14,5@15--+6+71

/450I'A$C#0Y%H#E/C$Q%X#(0$EEG%'0#%1J'V'E('O%#(0$2$0F$TI?D%#CB G_D-
$CB*2'T)5D0/DT)5+D2'%%0E#C(B$PP'E'C0$#0$/C $C 0)'A*0/ Y01!*EY
G""*C/%%4,5-%6-"5,# g47,-[475,1M;G$5,15,,49'N$14,5-6--5=1

/440_$* bH%K#/RT%?'CAT%'0#%1TI?D%2/CV'E0(T)5 2'%%($C0/T)5+
2'%%(0)E/*A) (0$"*%#0$/C /PJ*CS5 'SOE'(($/C / Y01!*EYG""*C/%%
4,5L%6L"6# g5,5,[5,5=1M;G$5,15,,49'N$14,5666+4-1

"收稿日期$4,45[54[4,3修回日期$4,44[,-[57#

"本文编辑$刘艳3施晓萌#

读者!作者!编者

本期英文缩略语名词解释

33G_$白细胞介素"$C0'E%'*c$C#

"$J$微小 J<R""$2E/J<R#

T)5+$辅助性 T细胞 5+"T)'%O'E2'%%5+#

RK!$血管紧张素转换酶"#CA$/0'C($CD2/CV'E0$CA'CWF"'#

TQHJ::$跨膜丝氨酸蛋白酶"0E#C("'"UE#C'('E$C'OE/0'#('(#

?!ZJ$家族性渗出性玻璃体视网膜病变"P#"$%$#%'S*B#0$V'V$0E'/E'0$C/O#0)F#
"本刊编辑部#

!L5+!中华实验眼科杂志 4,44 年 = 月第 6, 卷第 = 期3K)$C Y!SO ;O)0)#%"/%%R*A*(04,44%Z/%16,%</1=




