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33&摘要'3目的3探讨慢病毒介导微小 J<R""$J#D75DLO 过表达对兔自身免疫性干眼模型外周血辅助性
T细胞 5+"T)5+#的免疫调控作用*3方法3构建 "$JD75DLO 重组慢病毒载体* 包装 "$JD75DLO 过表达及其对

照慢病毒%进行浓缩和滴度测定* 建立兔自身免疫性干眼模型%并分离模型兔外周血单个核细胞"HaQK#%分

别感染 "$JD75DLO 及阴性对照慢病毒颗粒作为 "$JD75DLO 过表达组和对照组%采用实时荧光定量 HKJ法检测
"$JD75DLO 的表达水平* 将 4 个组 HaQK与经 &射线照射后的泪腺上皮细胞共培养%采用实时荧光定量 HKJ

法检测 4 个组 HaQK中 T)5+ 细胞特异性转录因子维甲酸相关孤儿核受体 K"J;JK#-标志性细胞因子白细胞

介素D5+"G_D5+#及 T)5+ 细胞极化相关细胞因子 G_D5%-G_D- 和 G_D47 的 "J<R表达水平.采用 ^'(0'EC U%/0法

检测 HaQK中 G_D5+ 的蛋白表达水平*3结果3通过测序验证%成功构建 "$JD75DLO 重组慢病毒载体* 包装并

浓缩 "$JD75DLO 过表达和对照慢病毒颗粒%滴度测定结果分别为 78=4e5,+ T̀ 9"%和 78L,e5,+ T̀ 9"%%满足后

续实验需求* 实时荧光定量 HKJ结果显示%"$JD75DLO 过表达组 "$JD75DLO 相对表达量较对照组显著升高%

差异有统计学意义"*n[@8-@-%Ko,8,,5#* 在兔泪腺上皮细胞与 HaQK共培养体系中%"$JD75DLO 过表达组
HaQK中的 J;JK-G_D5+ "J<R相对表达量分别为 ,877p,8,7 和 ,84=p,8,@%明显低于对照组的 58,,p,8,,

和 58,,p,8,,%差异均有统计学意义"*n6-84L--578=5,%均 Ko,8,L#* ^'(0'EC U%/0检测结果显示%"$JD75DLO

过表达组 HaQK中 G_D5+ 蛋白相对表达量较对照组明显降低%差异有统计学意义"*n68@++%Kn,8,,=#* 实时

荧光定量 HKJ结果显示%"$JD75DLO 过表达组 HaQK中 G_D--G_D47 和 G_D5%"J<R相对表达量较对照组显著

下降%差异均有统计学意义"*n44,8,+---8-65-5784+5%均 Ko,8,L#*3结论3"$JD75DLO 过表达可能通过下调

免疫微环境中 G_D--G_D47-G_D5%等细胞因子的表达负向调控 T)5+ 细胞免疫反应*3

&关键词'3干眼. 干燥综合征. T)5+ 细胞. "$JD75DLO. 动物模型. 外周血单个核细胞

基金项目! 国家自然科学基金项目 "=5@+,+@7- =4,+,@4@#. 天津市临床重点学科 "专科# 建设项目
"TY_KlMkXT,,7#

M;G$5,17+-,92"#1N12C55L@=@D4,45,=,@D,,6L4

=22-+*'&1-60(*'4 &33&)(,*32/OIC?IE%*L&'&$%'&,,/*+*+%&'/%5&'0686**.H5?Q )&66/+0 '088/(2*.&6*3

0-(*/22-+&.'4 &4&

0+%834%G)+%E#%2)"4 7353%;"3Q#3)#+%!3+4 T%4.

C3+4W34 D"/E+F%$+*%$/%1Q"*34+,X#46*3%45+49 Y35"+5"5%C3+4W34 Z$+46) %1!+*3%4+,2,3436+,Q"5"+$6) 2"4*"$1%$

'6#,+$Y35"+5"%</"[45*3*#*"+49 76)%%,%1'(*%-"*$/%C3+4W34 8"936+,I43J"$53*/</"T%5(3*+,%C3+4W34 P??P\S%2)34+

2%$$"5(%4934. +#*)%$$!3+4 T%4.%<-+3,$43+4)%4.AOR@B6%-

"78,('0)(#9A8M&)(/L&9T/$CV'(0$A#0'0)'$""*C/E'A*%#0/EF'PP'20(/P%'C0$V$E*(D"'B$#0'B "$2E/J<R""$J#D
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h*#C0$0#0$V'E'#%D0$"'HKJ " hJTDHKJ#1T)'C HaQK$C 0)'0&/AE/*O(&'E'2/D2*%0*E'B &$0) &DE#F$EE#B$#0'B

!-5+! 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

%#2E$"#%A%#CB 'O$0)'%$#%2'%%(1T)''SOE'(($/C(/PT)5+ 2'%%E'%#0'B 0E#C(2E$O0$/C P#20/EE'0$C/$2#2$BDE'2'O0/EDE'%#0'B

/EO)#C E'2'O0/EK"J;JK# #CB $C0'E%'*c$CD5+ "G_D5+# "J<R%G_D5%%G_D- #CB G_D47 &'E'B'0'E"$C'B UFhJTD
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UFM<R('h*'C2$CA1T)'%'C0$V$E#%0$0'E/P%'C0$V$E*(/V'E'SOE'(($CA"$JD75DLO #CB 2/C0E/%%'C0$V$E*(O#E0$2%'(&#(

78=4e5,+ T̀ 9"%#CB 78L, e5,+ T̀ 9"%% E'(O'20$V'%F1T)'"$JD75DLO E'%#0$V''SOE'(($/C %'V'%/PHaQK &#(

($AC$P$2#C0%F$C2E'#('B $C "$JD75DLO /V'E'SOE'(($/C AE/*O $C 2/"O#E$(/C &$0) 2/C0E/%AE/*O%()/&$CA#(0#0$(0$2#%%F

($AC$P$2#C0B$PP'E'C2'"*n[@8-@-%Ko,8,,5#1̂ )'C HaQK&'E'2/D2*%0*E'B &$0) %#2E$"#%A%#CB 'O$0)'%$#%2'%%(34

J3*$%%0)'E'%#0$V''SOE'(($/C %'V'%(/PJ;JK#CB G_D5+ "J<R$C "$JD75DLO /V'E'SOE'(($/C AE/*O &'E',877p,8,7

#CB ,84=p,8,@%&)$2) &'E'($AC$P$2#C0%FB'2E'#('B $C 2/"O#E$(/C &$0) 58,,p,8,, #CB 58,,p,8,, $C 2/C0E/%AE/*O%

&$0) (0#0$(0$2#%%F($AC$P$2#C0B$PP'E'C2'(U'0&''C 0)'" "*n6-84L-%578=5,.U/0) #0Ko,8,L#1T)'E'%#0$V''SOE'(($/C

%'V'%/PG_D5+ OE/0'$C $C "$JD75DLO /V'E'SOE'(($/C AE/*O &#(($AC$P$2#C0%FE'B*2'B 0)#C 2/C0E/%AE/*O "*n68@++%Kn

,8,,=#1T)'E'%#0$V''SOE'(($/C %'V'%(/PG_D5%% G_D- #CB G_D47 "J<R &'E'($AC$P$2#C0%F%/&'E$C "$JD75DLO

/V'E'SOE'(($/C AE/*O 0)#C 2/C0E/%AE/*O "*n44,8,+-% -8-65% 5784+5. #%%#0Ko,8,L #13 P*+)6-,/*+,3 T)'
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33干燥综合征 " :NrAE'C (FCBE/"'% ::#相关干眼是
常见的自身免疫性干眼%严重者可继发角膜溃疡%造
成视力损伤

/ 50 * 由于 :: 发病机制尚未完全明确%临
床上仍缺乏有效的治疗方案

/ 4[70 * 辅助性 T细胞 5+
"T)'%O'E2'%%5+%T)5+#是自身免疫性干眼中关键的
致炎细胞群

/ 60 %研究发现 T)5+ 细胞在 :: 患者外周
血中比例上调%并且与 :: 疾病活动指数 !::MRG密
切相关

/ L0 * 多 项 研 究 证 实 微 小 J<R" "$2E/J<R%
"$J<R#参与调控 T)5+ 细胞免疫反应%进而影响自
身免疫性疾病的发生和发展

/ -0 * "$JD75DLO 是一种
进化高度保守的 "$J<R%在多种自身免疫性疾病中
发挥免疫调控作用* 研究表明 "$JD75 可通过促进 T
细胞中白细胞介素 4"$C0'E%'*c$CD4%G_D4#的异常表达
参与系统性红斑狼疮的发病

/ +0 %或通过抑制 IOE2L#

影响调节性 T细胞的分化%促进实验性自身免疫性
脑脊髓炎的炎症反应

/ =0 .但其在自身免疫性干眼中
的调控作用及机制尚不明确* 本课题组前期研究结
果表明%"$JD75DLO 在兔自身免疫性干眼模型泪腺以
及外周血单个核细胞 " O'E$O)'E#%U%//B "/C/C*2%'#E
2'%%%HaQK#中表达显著下调 / @0 * 本研究进一步探讨
"$JD75DLO 对兔自身免疫性干眼模型外周血 T)5+ 细
胞的免疫调控作用*

?9材料与方法

?1?3材料
?1?1?3实验动物3选用 :H?级成年雌性新西兰大白
兔 6 只%体质量为 48L]78, cA"北京维通利华实验动
物技术有限公司提供#%实验前排除眼部炎症及其他
异常* 实验动物的使用及喂养严格遵循国家科学技术
委员会颁布的(实验动物管理条例)%研究方案通过天
津医科大学眼科医院伦理委员会审批 "批文号$
TY>>4,4,5445,7-#*
?1?1!3主要试剂及仪器3慢病毒包装细胞人胚肾
4@7T细胞株 "美国 RTKK细胞库 #.辅助包装质粒
O:HRk4 和 OQM48I%_$O/?$0'ETQ"上海汉恒生物有限公

司#.大肠杆菌菌株 MbL$"美国 GCV$0E/A'C 公司#.*型
胶原酶-MQ!Q培养基-JHQGD5-6, 培养基-胎牛血清-

胰蛋白酶-聚乙二醇 =,,,"美国 I$U2/公司#.?$2/%%粉
"美国 :$A"#公司#.淋巴细胞分离液"美国 I!公司#.
J<R提取试剂盒"美国 l:2$'C2'a$/0'2)C/%/AF公司#.

限制性内切酶-T6 连接酶-逆转录试剂盒-:>aJIE''C
4 倍 Q#(0'EQ$S"美国 T)'E"/公司#.无内毒素质粒抽
提试剂盒-aKR蛋白定量试剂盒"北京康为世纪有限
公司 #.小鼠抗兔 G_D5+ 抗体 " QRR,-7JU45%美国
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K%/*BDK%/C'公司# .鼠抗兔 %D#20$C 抗体 "TRD,@%北
京中杉金桥生物技术有限公司 # .马抗小鼠 GAI二
抗 " +,+-(% 美 国 K'%%:$AC#%$CAT'2)C/%/AF公 司 #*
a$/:O'20E*"65, 凝胶成像仪 "美国 Z̀H公司#.akL7
型光学显微镜"日本 ;%F"O*(公司#._$A)0KF2%'EHKJ
仪"瑞士 J/2)'公司#*
?1!3方法
?1!1?3"$JD75DLO 过表达慢病毒载体的构建及鉴定3
根据 I'C'a#Cc 提供的 "$JD75DLO 前体序列设计引物%
并在其中引入 k)/G酶切位点%正向引物序列$ LiD
TITIIRIRIIRIIKRRIRTIKTIIKD7i.反向引物序
列$ L iDKKIKTKIRIRRRRRRRRIRTIIKRRTRTITTI
IKD7i"下划线标注部分为酶切位点 #* 以兔脾脏
2M<R为模板行 HKJ扩增 "$JD75DLO 前体序列%反应
体系为$2M<R模板 58, '%%正向引物和反向引物各
,8- '%%4 倍 OP* HKJ"$SL8, '%%超纯水 48= '%* HKJ
反应条件$@6 q预变性 7 "$C%@6 q变性 7, (%-687 q
退火 7, (%+4 q延伸 6L (%连续进行 7L 个循环.+4 q
保温 L "$C* HKJ产物经琼脂糖凝胶电泳鉴定后纯
化* 慢病毒空载体 O__78+ 经 k)/G和 bO#G双酶切%
目的片段经 k)/G单酶切后琼脂糖凝胶电泳纯化%用
T6 连接酶将酶切后载体和目的片段进行连接反应*
取 5, '%连接产物转化入 MbL$感受态细菌%在含氨
苄抗性的 _a培养基中 7+ q培养过夜* 次日挑取单
克隆菌落%7+ q-4L, E9"$C 摇菌 5- ) 后进行菌液 HKJ
鉴定%提取阳性克隆菌中质粒送至上海生工生物工程
技术服务有限公司进行测序*
?1!1!3三质粒共转染 4@7T细胞行慢病毒包装3将质
粒进行高纯度无内毒素抽提%转染前一天将培养至生
长对数期-状态良好的 4@7T细胞用胰蛋白酶消化并接
种于 5,, ""培养皿中%次日待细胞融合密度达 +,\]
=,\时用于慢病毒包装* 转染时%取 4 支灭菌离心管%
将重组载体质粒分别与包装质粒遵循摩尔比 5 g5g5混
合 " O:HRk4- OQM48I- O__78+9O__78+D"$JD75DLO%共
46 'A#%另取 MQ!Q基础培养基与 _$O/?$0'ETQ"7, '%#
混合 并 于 室 温 孵 育 L "$C* 将 质 粒 混 合 溶 液 与
_$O/?$0'ETQ溶液混合均匀%室温孵育 4, "$C 后共转染
4@7T细胞* - ) 后移去混合液并更换为含体积分数
5,\胎牛血清"P'0#%U/V$C'('E*"%?a:#的完全培养基*
于转染后 6= ) 及 +4 ) 收集细胞上清%离心半径
5-8= 2"%6 q条件下 7 ,,, E9"$C 离心 5L "$C%去除细
胞碎片%,86L '"过滤器过滤上清液后加入 L 倍聚乙
二醇 =,,, <#K%母液%6 q摇床过夜* 次日 - L,,e. 离
心 4, "$C%5-6, 基础培养基重悬沉淀并取 !H管分装%

[=, q储存*
?1!1C3"$JD75DLO 重组慢病毒滴度检测3将对数生长
期状态良好的 4@7T细胞用胰蛋白酶消化法计数%按每
孔 5e5,6

个细胞接种于 @- 孔板 "总体积为 5,, '%#*
次日细胞融合达 7,\]L,\%取 5, 个无菌 !H管分别
加入 @, '%含 5,\ ?a: 的完全培养基%将 5, '%重组
慢病毒原液加入第 5 个 !H管中%混合均匀后吸取
5, '%加入第 4 个 !H管中%重复操作直至最后 5 个 !H
管* 移去孔中培养基%将梯度稀释的病毒加入 4@7T细
胞中并孵育 46 )%加入 5,, '%完全培养基继续培养
6= )%于荧光显微镜下观察荧光表达情况* 对荧光比
例为 4,\]6,\的孔进行细胞计数并通过流式细胞仪
检测荧光表达比例%计算病毒原液滴度$滴度"T̀ 9"%#n

细胞数e荧光百分比e5,7 9病毒原液体积"'%#*
?1!1D3自身免疫性兔干眼模型的建立3参照前期研
究方法

/ 5,[550 %分离提纯兔泪腺上皮细胞及 HaQK%构
建细胞混合培养体系* 将实验兔全身麻醉后摘取左下
泪腺%分离并提纯泪腺上皮细胞%进行细胞计数并以
5e5,- 9孔细胞接种于 46 孔板%置于 7+ q-体积分数
L\ K;4 培养箱中培养 6= )%4L IF&射线照射去除其
增生能力%保留抗原提呈功能* 利用静脉采血针于兔
耳中动脉采血%磷酸盐缓冲液" O)/(O)#0'U*PP'E(#%$C'%
Ha:#稀释 6 倍后缓慢加到淋巴细胞分离液上方%4, q
条件下 4 ,,, E9"$C 离心 4, "$C%离心后吸取中间白色
云雾状单个核细胞%进行细胞计数并以相同的密度
"5e5,- 9孔#与经 &射线照射的泪腺上皮细胞混合培
养* 混合培养 L B 后%收集激活的淋巴细胞%用 Ha: 配
制成 4e5,- 9"%细胞悬液 5 "%%经耳缘静脉输注体内*
依照文献/5,0评估方法%于输注前及输注后每 4 周检
测干眼临床相关指标%确定模型成功建立*
?1!1E3实时荧光定量 HKJ法检测 "$JD75DLO 及 T)5+
细胞相关基因 "J<R相对表达量 3 分离模型兔
HaQK%分为 "$JD75DLO 过表达组和对照组%分别感染
"$JD75DLO 过表达及其对照慢病毒 +4 )%以 -̀ 为内参
照%实时荧光定量 HKJ法检测 "$JD75DLO "J<R相对
表达量%反应条件为$@L q预变性 7 "$C.@L q变性
5L (%-4 q退火及延伸 6, (%6, 个循环* 病毒感染后
46 ) 收集 4 个组 HaQK%换液后与经 &射线照射的泪
腺上皮细胞共培养%+4 ) 后收集 HaQK* 实时荧光定
量 HKJ反应引物序列见表 5%引物序列均由上海生工
生物工程有限公司合成%反应体系$ :>aJIE''C *
Q#(0'E6 '%%正反向引物各 5 '%%2M<R模板 4 '%.以
IRHMb为内参照%检测 G_D5+-维甲酸相关孤儿核受
体 "E'0$C/$2 #2$BDE'2'O0/EDE'%#0'B /EO)#C E'2'O0/EK%

!=5+! 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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BA

Marker miR�31�5p

500bp
400bp
300bp
200bp
100bp

430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 530

图 ?92/OIC?IE%重组慢病毒载体的构建及鉴定3R0HKJ扩增 "$JD75DLO 前体片段琼脂糖凝胶电泳图3a0"$JD75DLO 重组慢病毒载体测序图3
"$J0微小 J<R
</1-'&?9 P*+,('-)(/*+0+./.&+(/3/)0(/*+*32/OIC?IE%'&)*28/+0+(6&+(/L/'06L&)(*'3 R0RA#E/('A'%'%'20E/O)/E'($(P/E"$JD75DLO OE'2*E(/E
#"O%$P$'B UFHKJ3a0M<R('h*'C2$CA"#O /P0)'"$JD75DLO E'2/"U$C#C0%'C0$V$E#%V'20/E3"$J0"$2E/J<R

J;JK#-G_D5%-G_D--G_D47 "J<R相对表达量%反应条
件0@L q预变性 5, "$C.@L q变性 5L (%-, q退火及
延伸 5 "$C%6, 个循环* 4 个组相对定量结果分析采
用 4[((K0

法* 每次独立重复实验中设置 7 个复孔%取
平均值* 每个实验结果独立重复 7 次以上*

表 ?9实时荧光定量 GPO引物序列
H086&?9G'/2&',&Z-&+)&,3*'Z-0+(/(0(/L&'&06I(/2&GPO

基因 引物序列"LiD7i# 扩增片段长度" UO#

[E&O> 正向0IIRRTIRIIRKKRKKRKRTIR -5

反向0KTIKITRIIRKKRIIRTKTKTT

J;JK 正向0IIKKTRKKRKIKKIR L+

反向0TKKRTIKKRKKITRTTTIK

[E&O" 正向0KTKKTIKKRRKKKTRKRRKRR -,

反向0TKKRIRIKKRKRRKIRKTIR

[E&@ 正向0IKRIRRRRRKKRITIIKTIRR L7

反向0IIKKIKIKRIIRTIR

[E&RP 正向0RIIRITITKTTIKIRRTITIRT 56=

反向0RIKRIIRIKRIIITTIRTI

0:KYT 正向0IIITIITIIRKKTKRTIIT L=

反向0KIITIITTTIRIIIKTKTTR

-3Q&PO&N( 正向0KIRIIKRRIRTIKTIIKRT -,

反向0RITIKRIIITKKIRIITRTT

I@ 正向0KIKTTKIIKRIKRKRTRTRK =+

反向0TTKRKIRRTTTIKITITKRTK

3注0HKJ0聚合酶链式反应.G_0白细胞介素.J;JK0维甲酸相关孤儿核
受体 K.IRHMb0磷酸甘油醛脱氢酶."$J0微小 J<R. -̀0 -̀ 核小 J<R
3</0'0 HKJ0 O/%F"'E#('2)#$C E'#20$/C. G_0 $C0'E%'*c$C. J;JK0 E'0$C/$2
#2$BDE'2'O0/EDE'%#0'B /EO)#C E'2'O0/EK.IRHMb0A%F2'E#%B')FB'O)/(O)#0'
B')FBE/A'C#('."$J0"$2E/J<R. -̀0 -̀ ("#%%C*2%'#EJ<R

?1!1F3^'(0'EC U%/0法检测 G_D5+ 蛋白相对表达量3
"$JD75DLO 过表达组及对照组 HaQK与经 &射线照射

的泪腺上皮细胞体外共培养 +4 )%收集 HaQK%加入
JGHR裂解液-HQ:?-磷酸酶抑制剂"体积比 5,, g5g5#
提取细胞总蛋白* 用 aKR试剂盒检测相对蛋白浓度%
将蛋白与上样缓冲液混合均匀并于 5,, q高温变性
5, "$C* 取 =, 'A等量蛋白样品加入十二烷基硫酸
钠[聚丙烯酰胺凝胶孔%5,, Z恒压电泳 -, "$C 后%在
-L Z条件下将蛋白转印至硝酸纤维素膜* 用质量分
数 L\脱脂奶粉室温封闭 4 )%加入相应的鼠抗兔 G_D5+
"5 g--+#和小鼠抗兔 %D#20$C" 5 g4 ,,,#%6 q孵育过
夜* 5 倍 Ta:T缓冲液洗涤 5, "$C%共 7 次%加入马抗
小鼠 GAI二抗 " 5 g4 ,,,#%室温下孵育 4 )* 经 5 倍
Ta:T缓冲液再次洗涤%按体积比 5 g5混合加入 !K_发
光液%采用化学发光凝胶成像仪采集图片信息%采用
G"#A'Y软件进行灰度分析%以 %D#20$C 为内参%计算
G_D5+ 蛋白相对表达量* 实验结果独立重复 7 次*
?1C3统计学方法

采用 :H:: 4-8, 统计学软件进行统计分析* 计量
资料的数据经 :)#O$E/D̂ $%c 检验证实呈正态分布%以
Vp5表示* "$JD75DLO 过表达组与对照组中各检测指
标差异比较采用独立样本 *检验* Ko,8,L 为差异有
统计学意义*

!9结果

!1?3"$JD75DLO 重组慢病毒载体的鉴定
琼脂糖凝胶电泳结果显示%HKJ扩增 "$JD75DLO

前体序列的片段大小为 =7 UO%目的片段大小与预期结
果相符* 将目的片段克隆至 O__78+ 慢病毒过表达载
体后%测序分析结果显示插入片段序列与目的序列一
致%"$JD75DLO 重组慢病毒载体构建成功"图 5#*

!@5+!中华实验眼科杂志 4,44 年 = 月第 6, 卷第 = 期3K)$C Y!SO ;O)0)#%"/%%R*A*(04,44%Z/%16,%</1=
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!1!3"$JD75DLO 重组慢病毒滴度
荧光显微镜下可见转染后 6= ) "$JD75DLO 重组慢

病毒及对照病毒中表达 I?H蛋白的绿色荧光细胞约
占细胞总数的 @,\"图 4#.4@7T细胞荧光强度随病毒
的稀释逐渐减弱"图 7#* "$JD75DLO 重组慢病毒及对照
病毒滴度分别为 71=4e5,+ T̀ 9"%和 71L,e5,+ T̀ 9"%%
满足后续实验需求*

BA500μm 500μm

图 !92/OIC?IE%重组慢病毒和对照病毒感染 !SCH细胞 DR 5><G
表达情况"标尺nL,, '"#3Rm对照病毒3am"$JD75DLO 重组慢病毒
</1-'&!9><G&$%'&,,/*+*3!SCH)&66,03(&'DRI5*-'('0+,3&)(/*+*3
2/OIC?IE%'&)*28/+0+(6&+(/L/'-,0+.)*+('*6L/'-," U#EnL,, '"#
Rm2/C0E/%V$E*(3am"$JD75DLO E'2/"U$C#C0%'C0$V$E*(

C

E F

A B

D

100μm 100μm

100μm

100μm 100μm

100μm

图 C9不同浓度病毒感染 !SCH细胞后 Q! 5><G荧光表达情况"标
尺n5,, '"# 3R]?所含病毒体积百分比分别为 5,\m 5\m 5 e
5,[5\m5e5,[4\m5e5,[7\m5e5,[6\
</1-'&C9><G36-*'&,)&+)&/+!SCH)&66,0(Q! 5*-',03(&'./33&'&+(
)*+)&+('0(/*+,*3'&)*28/+0+(6&+(/L/'-,/+3&)(/*+" U#En5,, '"#3
T)'V$E*(V/%*"'O'E2'C0#A'/PR[?&#(5,\% 5\% 5 e5,[5\% 5 e
5,[4\%5e5,[7\%5e5,[6\

!1C34 个组 HaQK中 "$JD75DLO 相对表达量比较
实时荧光定量 HKJ结果显示%"$JD75DLO 过表达

组 "$JD75DLO 相对表达量明显高于对照组%差异有统
计学意义"*n[@1-@-%Ko,1,,5#"表 4#*

表 !9! 个组 G[NP中 2/OIC?IE%相对表达量比较"#Y$#
H086&!9P*2%0'/,*+*32/OIC?IE%'&60(/L&&$%'&,,/*+

6&L&6/+G[NP8&(;&&+(;* 1'*-%,"#Y$#
组别 样本量 "$JD75DLO

对照组 6 51,4p,1,7

"$JD75DLO 过表达组 6 41L=p,174

*值 [@1-@-

K值 o,1,,5

3注m"独立样本 *检验#3HaQKm外周血单个核细胞."$Jm微小 J<R
3</0'm"GCB'O'CB'C0(#"O%'(*0'(0#3HaQKmO'E$O)'E#%U%//B "/C/C*2%'#E
2'%%."$Jm"$2E/J<R

!1D34 个组 J;JK及 G_D5+ "J<R相对表达量比较
实时荧光定量 HKJ结果显示%"$JD75DLO 过表达

组 HaQK中 J;JKmG_D5+ "J<R相对表达量均较对照
组降低%差异均有统计学意义"均 Ko,1,L#"表 7#*

表 C9! 个组 G[NP中 OAOP和 =JI?Q 2OB7
相对表达量比较"#Y$#

H086&C9P*2%0'/,*+*3OAOP0+.=JI?Q 2OB7'&60(/L&
&$%'&,,/*+6&L&6/+G[NP8&(;&&+(;* 1'*-%,"#Y$#

组别 样本量 J;JK"J<R G_D5+ "J<R

对照组 7 51,,p,1,, 51,,p,1,,

"$JD75DLO 过表达组 7 ,177p,1,7 ,14=p,1,@

*值 6-14L- 571=5,

K值 o,1,,5 ,1,,L

3注m"独立样本 *检验#3HaQKm外周血单个核细胞.J;JKm维甲酸相
关孤儿核受体 K.G_m白细胞介素."$Jm微小 J<R
3</0'm"GCB'O'CB'C0(#"O%'(*0'(0# HaQKmO'E$O)'E#%U%//B "/C/C*2%'#E
2'%%.J;JKmE'0$C/$2#2$BDE'%#0'B /EO)#C E'2'O0/EK.G_m$C0'E%'*c$C."$Jm
"$2E/J<R

!1E34 个组 HaQK中 G_D5+ 蛋白相对表达量比较
^'(0'EC U%/0结果显示%"$JD75DLO 过表达组 G_D5+

蛋白条带较对照组明显减弱%其相对表达量为 ,17,p
,1,L%明显低于对照组的 ,1--p,15L%差异有统计学意
义"*n61@++%Kn,1,,=#"图 6#*

A

IL�17

β�actin

1 2

B

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0IL
�1
7蛋

白
相

对
表

达
量

a

1 2

17000

42000

图 D9! 个组 G[NP中 =JI?Q 蛋白相对表达量比较3Rm^'(0'EC U%/0
电泳图3amG_D5+ 蛋白相对表达量比较3与对照组相比%#Ko,1,5
"独立样本 *检验%4n7#35m对照组.4m"$JD75DLO 过表达组3G_m白
细胞介素.%D#20$Cm%D肌动蛋白
</1-'&D9P*2%0'/,*+*3'&60(/L&&$%'&,,/*+6&L&6*3=JI?Q %'*(&/+
/+G[NP 8&(;&&+ 2/OIC?IE% *L&'&$%'&,,/*+ 1'*-% 0+. )*+('*6
1'*-%3Rm!%'20E/O)/E'0/AE#" /PG_D5+ OE/0'$C 'SOE'(($/C UF^'(0'EC
U%/03amK/"O#E$(/C /P0)'E'%#0$V''SOE'(($/C %'V'%/PG_D5+ OE/0'$C3
K/"O#E'B &$0) 2/C0E/%AE/*O%#Ko,1,5 "GCB'O'CB'C0(#"O%'(*0'(0%4n
7#35m2/C0E/%AE/*O.4m"$JD75DLO /V'E'SOE'(($/C AE/*O3G_m$C0'E%'*c$C

0,4+0 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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!1F34 个组 HaQK中 T)5+ 细胞极化相关细胞因子
G_D--G_D47 和 G_D5%"J<R相对表达量比较

"$JD75DLO 过表达组 HaQK中 G_D--G_D47-G_D5%
"J<R表达量均明显低于对照组%差异均有统计学意
义"均 Ko,1,L#"表 6#*

表 D9! 个组 G[NP中 =JIF-=JI!C 和 =JI?"2OB7
相对表达量比较"#Y$#

H086&D9P*2%0'/,*+*3=JIF%=JI!C 0+.=JI?"2OB7
'&60(/L&&$%'&,,/*+6&L&6,/+G[NP8&(;&&+(;* 1'*-%,"#Y$#

组别 样本量 G_D- "J<R G_D47 "J<R G_D5%"J<R

对照组 7 51,,p,1,, 51,7p,1,- 51,,p,1,,

"$JD75DLO 过表达组 7 ,1L5p,1,, ,16+p,155 ,1-,p,1,L

*值 44,1,+- -1-65 5714+5

K值 o,1,,5 ,1,44 ,1,,-

3注$"独立样本 *检验#3HaQK$外周血单个核细胞.G_$白细胞介素.
"$J$微小 J<R
3</0'$"GCB'O'CB'C0(#"O%'(*0'(0#3HaQK$O'E$O)'E#%U%//B "/C/C*2%'#E
2'%%.G_$$C0'E%'*c$C."$J$"$2E/J<R

C9讨论

:: 相关干眼主要由 KM6dT) 细胞介导%其发病机
制复杂%了解其发病机制有助于探索新的治疗策
略

/ 540 * "$J<R能够在转录后水平调控基因表达并广
泛作用于多种生物学过程

/ 570 %是目前自身免疫性疾病
领域研究的热点* 研究表明%"$J<R的异常表达与 ::
相关干眼的发病机制密切相关

/ 56[5-0 %明确 "$J<R的
相关调控机制可以为疾病提供新的治疗靶点和干预策

略* "$JD75DLO 是一种高度保守的微小 J<R%其基因
位于染色体 @O4587 位点* 已有研究证明%"$JD75DLO
可以靶向抑制滤泡 T) 细胞中 ZCE:-7:K和 2YS?E 等
基因的表达%从而抑制其与 a细胞的相互作用%是治
疗自身免疫性疾病的一个潜在靶点

/ 5+0 * Y/)#C((/C

等
/ 5=0
研究发现在 :: 患者 T细胞中 "$JD75DLO 表达水

平显著下调* 本课题组前期研究结果表明%"$JD75DLO
在自身免疫性干眼模型兔泪腺和 HaQK中表达显著
降低%提示 "$JD75DLO 可能参与自身免疫性干眼的发
生和发展

/ @0 * 本研究探讨 "$JD75DLO 过表达对兔自身
免疫性干眼外周血 T)5+ 细胞的免疫调控作用%以期为
探索自身免疫性干眼发病机制以及优化治疗方案提供

实验基础*
T)5+ 细胞是一种表达特异性转录因子 J;JK和

标志性细胞因子 G_D5+ 的 KM6d
辅助 T细胞亚群*

J;JK可以调控初始 KM6d T细胞向 T)5+ 细胞分化%

是诱导 G_D5+ 分泌的关键转录因子 / 5@0 .G_D5+ 参与中性
粒细胞的增生-成熟和迁移过程%加剧组织炎症反

应
/ 4,0 * 研究表明%T)5+ 细胞是介导自身免疫性干眼

的主要致病细胞群
/ 450 %与健康对照者相比%:: 患者泪

液中 G_D5+R-G_D- 和 G_D47 等 T)5+ 相关细胞因子的表
达明显上调

/ 440 .[E&O>:基因敲除可以有效改善实验性
:: 模型鼠的疾病症状和病理改变 / 470 * 目前%越来越
多的证据显示 "$J<R可参与 T)5+ 细胞免疫反应%调
控自身免疫性干眼的发生和发展

/460 * 例如%^#CA
等

/ 4L0
研究发现 "$JD56-#DLO 在 :: 患者 HaQK中表达

显著上调%并且通过负调控金属蛋白酶 5+ 促进 T)5+
细胞的分化* 然而%在自身免疫性干眼中%"$JD75DLO
对 T)5+ 细胞的调控作用尚未见报道* 本研究中观察
"$JD75DLO 在 HaQK中过表达对兔自身免疫性干眼中
外周血 T)5+ 细胞免疫反应的影响%实时荧光定量
HKJ结果表明%"$JD75DLO 过表达后 J;JK及 G_D5+
"J<R表达下调.^'(0'EC U%/0检测结果显示 G_D5+ 蛋
白相对水平显著降低%这说明 "$JD75DLO 过表达可能
通过抑制兔自身免疫性干眼外周血 T)5+ 细胞免疫反
应%参与自身免疫性干眼的发病进程*

多项研究表明%免疫微环境参与调控 T)5+ 细胞免
疫反应* 其中%G_D--G_D5%和 G_D47 是影响 T)5+ 细胞
极化的关键细胞因子%G_D- 能够通过抑制 T细胞中
?/SO7 的表达%解除其对 J;J&0的抑制作用%促进
T)5+ 细胞活化 / 4-0 .G_D5%参与 T)5+ 细胞的早期分化%
促进 T)5+ 细胞的分泌功能 / 4+[4=0 .G_D47 则主要通过活
化 :TRT7 维持 T)5+ 细胞稳定和分泌功能%加剧组织
炎症反应

/ 4@0 * 近期研究表明%"$J<R可以通过调控
免疫微环境参与 T)5+ 细胞免疫反应* 例如% ^'$
等

/ 7,0
研究表明在实验性自身免疫性葡萄膜炎中%树突

状细胞过表达 "$JD447D7O 可以显著增强 T)5+ 极化相
关细胞因子 G_D47 和 G_D5%的分泌%进而促进致病性
T)5+ 细胞极化* >#C 等 / 750

研究发现%应用 "$JD5LL 抑
制剂治疗实验性自身免疫性心肌炎可以引起脾脏

KM552d
树突状细胞分泌的 T)5+ 极化相关细胞因子

G_D--G_D47-G_D5%-T<?D$显著降低%抑制 T)5+ 细胞免
疫反应%缓解心脏损伤* 本研究中结果显示%"$JD75D
LO 过表达组 HaQK中 T)5+ 细胞极化相关细胞因子
G_D--G_D5%和 G_D47 "J<R相对表达量较对照组明显
降低%提示 "$JD75DLO 过表达可能创造了一个抑制
T)5+ 细胞极化的免疫微环境%进而抑制了 T)5+ 细胞
免疫反应* 由于目前缺少 G_D5%-G_D- 和 G_D47 等商用
抗兔的单克隆抗体%故本研究中仅对其 "J<R水平进
行了检测*

综上所述%本研究表明 "$JD75DLO 过表达可能通
过下调免疫微环境中 G_D--G_D47-G_D5%等细胞因子的

!54+!中华实验眼科杂志 4,44 年 = 月第 6, 卷第 = 期3K)$C Y!SO ;O)0)#%"/%%R*A*(04,44%Z/%16,%</1=
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表达负向调控 T)5+ 细胞免疫反应%为进一步探索
"$JD75DLO 对自身免疫性干眼的保护作用及机制提供
了实验基础* 本研究仅探讨了在体外 HaQK中 "$JD
75DLO 过表达对 T)5+ 细胞的免疫调控及部分机制%关
于 "$JD75DLO 如何影响 T)5+ 细胞极化以及在体内过
表达 "$JD75DLO 是否能够抑制自身免疫性干眼的发病
进程%仍需进一步研究*
利益冲突3所有作者均声明不存在利益冲突
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"本文编辑$刘艳3施晓萌#

!病例报告!

葡萄膜炎合并全身结核病不当应用阿达木单抗治疗 4例
孙露丹3朱婕3朱俊3虞晶3陈放
江苏省苏北人民医院眼科%扬州 44L,,5
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33例 5%患者%男%L- 岁%因咳嗽-发热 5, B 于 4,4, 年 L 月 4=

日收入江苏省苏北人民医院呼吸科* 患者诉 7 个月前在外院

诊断双眼小柳[原田病%先后予以全身糖皮质激素-环孢素-阿

达木单抗治疗%但仍反复发作* 眼科会诊$最佳矫正视力" U'(0

2/EE'20'B V$(*#%#2*$0F%aKZR#右眼 ,87%左眼 58,%双眼角膜透

明%XH"[#%房水闪辉 "d#%玻璃体轻度混浊%右眼后极部视网

膜水肿"图 5R#%左眼后极部视网膜静脉稍迂曲扩张"图 5a#*

光相干断层扫描 "/O0$2#%2/)'E'C2'0/"/AE#O)F%;KT#结果示双

眼视网膜色素上皮 "E'0$C#%O$A"'C0'O$0)'%$*"%JH!#层有高反

射物质沉积%右眼黄斑区视网膜浆液性脱离"图 5K%M#* 荧光

素眼底血管造影"P%*/E'(2'$C P*CB*(#CA$/AE#O)F%??R#和吲哚菁

绿血管造影 "$CB/2F#C$C'AE''C #CA$/AE#O)F%GKIR#检查示双眼

多灶性脉络膜炎%双眼视网膜血管炎"图 5!%?#* 入院后呼吸科

检查$T细胞斑点检测"T2'%%(O/00'(0%TD:H;T#阳性.支气管镜

活检结果示左主-左上下叶支气管结核 "炎症浸润d肉芽增生

型#%痰结核分枝杆菌 M<R"d#* 诊断$活动性肺结核%双眼结核

相关葡萄膜炎* 追问病史%患者首诊原田病使用糖皮质激素治

疗前 TD:H;T阳性%未处理* 患者转传染病医院予以正规抗结核

治疗%并停用糖皮质激素-环孢素-阿达木单抗* 抗结核治疗后 4

周复查%双眼 aKZR58,%右眼前房闪辉"[#%;KT提示右眼黄斑

区浆液性视网膜脱离已复位"图 5I#* 患者经正规抗结核治疗

后 7 个月复查%肺部活动性结核病灶稳定%双眼视力 58,%JH!层

高反射物质较前减少.5 年后停药%随访近 5 年未复发*

例 4%患者%女%4= 岁%因双眼反复发红-视物模糊 5 个月于

4,45 年 7 月 5- 日就诊* 患者 5 年前因左眼虹膜睫状体炎在江

苏省苏北人民医院就诊%??R提示左眼视盘高荧光%;KT未见

明显异常"图 4R%a#.血清 b_RDa4+ 阳性.骶髂关节 KT示骶髂

关节炎%风湿科诊断强直性脊柱炎"#CcF%/($CA(O/CBF%$0$(%R:#%

建议生物制剂治疗* 治疗前常规筛查发现患者血清 TD:H;T阳

性%结核菌素皮肤试验"HHM试验# "dd#%胸部 KT检查未见明

显异常* 患者预防性抗结核治疗后 4 个月%风湿科予以阿达木

单抗治疗%并停用抗结核药物%治疗后 - 个月%患者开始出现双

眼反复发红-视物模糊%局部使用妥布霉素地塞米松滴眼液等

治疗无好转* 入院后眼部检查$双眼 aKZR,8L%尘样 XH"d#%

房水闪辉"dd#%玻璃体轻度混浊%视盘轻度充血* ;KT示双眼

后极部视网膜增厚%黄斑囊样水肿"图 4K#.??R示双眼视网膜

血管弥漫性荧光素渗漏%晚期黄斑囊样水肿%提示双眼视网膜

血管炎"图 4M#* 再次检测患者血清 TD:H;T阳性%胸部 KT检

查未见明显异常* 诊断$双眼结核相关性葡萄膜炎* 遂停用阿

达木单抗%转传染病医院进行正规抗结核治疗%未联合使用糖

皮质激素等免疫抑制剂治疗* 4 周后%患者双眼 aKZR58,%玻

璃体混浊明显好转%;KT提示双眼黄斑区神经上皮水肿明显好

转"图 4!#* 7 个月后%??R检查示双眼视网膜血管炎明显好转

"图 4?#%;KT示双眼黄斑水肿消失* 目前异烟肼-利福平二联

抗结核维持治疗中%双眼葡萄膜炎未复发*

讨论$阿达木单抗是目前唯一经美国 ?MR批准用于非感

染性葡萄膜炎的肿瘤坏死因子 $"0*"/EC'2E/($(P#20/ED$%T<?D

$#抑制剂%随着 T<?D$抑制剂在难治性葡萄膜炎治疗中的广

泛应用%患者的生活质量和预后明显改善 /50 * T<?D$在结核病

感染的控制中发挥核心作用%因此 T<?D$抑制剂激活结核感染

的风险较高
/40 %需格外关注 T<?抑制剂应用过程中结核病的

预防与管理问题
/7[60 * 4,57 年%(肿瘤坏死因子拮抗剂应用中

结核病预防与管理专家共识)发布 /L0 %旨在指导临床医生在使

用 T<?拮抗剂过程中对患者进行结核病的筛查与管理*
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