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Abstract 

·AIM ： To study the effect of CTLA4一Ig on alIog raft 

rejection after high—risk corneal transDIantation by 

blocking CD28 on the models of high—risk and non—high—risk 

rabbit corneaI． 

·M ETHODS：Rabbits were divided into nonvascuIa rized 

group and vascularized group， Then， each group was 

divided into control and experimental group seperately(n= 

1 0 ．Transplantant corneas were incubated in preserving 

solutions for control group，contained CTLA4一Ig(10mg／L) 

for experimental group(4~C，18 hou rs)．All corneas were 

examined and the appearance of the g raft was recorded 

with a slit—lam P photom icroscope after operation．CorneaI 

grafts were examined on the 4 week and rejection 

happened with histology method and in situ hybridization 

method． Tumor necrosis factor—oc (TNF—a 1 on corneaI 

graft was determined and su rviaI days were compared 

between two Darts． 

·RESULTS： Nonvascularized g roup：control allografts 

and aII experimentaI aIlog rafts exhibited sim ilar fre— 

quencies of rejection．More than half of the g rafts(16／30， 

53％)survived du ring the 1 00一day observation period： 

Vascularized g roup：the grafts of experimental g roup f69± 

34 days)had significantly longer mean survival times， 

compared with control group(26±4 days)，the expres— 

sion of TNF一。c was determined on corneaI graft in control 

group in situ hybridization method，whereas no expres— 

sion in experimental group． 

· CONCLUSION： These findings demonstrate that the 

blockade with CTLA4一lg has a favorable e仟ect to restrain 

the rejection of high—risk corneal transDIantatfon． 

·KEYW ORDS：corneal transpIantation；CTLA4；CD28；rabbit 
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摘要 

目的：建立兔 角膜移植高 危及非高 危模 型，通过 阻断 

CD， ，探讨 CTLA4一Ig对高危角膜移植排斥反应的影响。 

方法 ：实验分为新生血管化模型组及非新生血管化组 ，每 

组随机分成 ：空白对照组 (空白保存液)、实验组 (浸人含 

有 CTLA4一Ig 10mg／L保存液 4℃孵育 18h)，每组 10只兔。 

观察术后受体植片角膜混浊情况和植片病理改变，原位杂 

交方法检测角膜植片 TNF mRNA的表达情况，比较植片 

生存时间。 

结果：非新生血管化角膜移植组 ：对照组和实验各组的植 

片排斥时间或平均植片存活时间上无统计学意义，超过半 

数植片(16／30，53％)存活时间超过 100d。新生血管化角 

膜移植组 ：实验组生存时间较长 69±34d，对照组 26±4d， 

原位杂交检测移植术后 4wk或排斥反应发生时对照组角 

膜植片上皮下基质层浸润细胞有 明显的 TNF mRNA的表 

达 ，实验组未见 TNF mRNA表达。 

结论 ：在兔角膜移植排斥反应中应用 CTLA4一Ig阻断 CD⋯ 

可以明显抑制兔高危角膜移植排斥反应，提高移植 的存 

活率。 

关键词：角膜移植；CTLA4；CD， ；兔 
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O引言 

角膜盲人在我国约有 200～300万 ，已经成为第二大 

致盲原因 ，角膜移植是这部分患者复明的唯一手段。角 

膜移植是 目前器官和组织移植成功率最高的手术 ，但术后 

的免疫排斥反应仍是手术失败的最主要原因 ，尤其在 

血管化、角膜严重感染或大植片移植术后，免疫排斥率高 

达 60％ 。现在应用于临床一线的免疫抑制药物大多数 

为非特异性免疫抑制药物，并不能诱导移植物特异性的免 

疫耐受。所以，寻找稳定、有效、副作用小的特异性免疫抑 

制剂和联合用药方案仍是角膜移植研究的主要方向。阻 

断 CD ／B 共刺激通路是一个较为理想的无角膜毒性的 

特异性免疫抑制方案 。实验证明使用 CTLA4一Ig在啮齿 

类动物中可阻止 T细胞增殖 ，防止排斥反应的发生 ’ 。 

我们拟在兔高危及非高危角膜移植排斥反应 中应用 CT— 

LA4一Ig，探讨 CTLA4一Ig抑制高危角膜移植排斥反应的效 

应 ，提高高危角膜移植的成功率。 

1．材料和方法 

1．1材料 新西兰大白兔 65只，体质量 2．0～2．5kg，8～ 
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12wk，雌雄不限，购 白巾围医科大学实验动物中心。成功 

制作非高危角膜移植受体动物模型20只，成功做高危角 

膜移植受体模型 25只，其余 2O只兔作为供体。 

1．2方法 选择大干3个象限，新生血管 长入距角膜中央 

7mill的20只兔作为高危即新生血管模型实验组 。分 

别将新生 血管化模型组及非新生血管化组随机分成：空 

白对照组 (空 白保存 液)、实验组 (浸入 含有 CTI A4一Ig 

10mg／L保存液4 孵育 18h)。25只兔右眼角膜 3个象 

限分别间断缝合～针(5—0丝线)，跨距 5Him，深 达 2／3 

角膜基质层 ，2wk新生Ifn 管长入角膜后拆线。其余 20只 

健康新西兰白兔右眼作为供体 。穿透性 角膜移植在角 

膜缝线拆除 2～4d之间进行，氯胺酮(50rag／kg)和氯丙 

嗪(10mg／kg)混合 im全身麻醉 ，选择 20只新生血管化模 

型组及 20只健康兔行穿透性角膜移植术，植片 与植床直 

径分别为7．5mill和7．0mm，10-0尼龙线间断缝合 12针至 

水密状态，平衡盐溶液形成前房。对植片混浊，水肿，新生 

血管生长进行观察 2～3次／wk。记录排斥指数(rejection 

index，RI)，角膜混浊 ，水肿 ，新生血管评分合汁 。：应用双 

肓法裂隙灯显微镜检查植片情况连续检测 100d(在临床 

医学上 ，移植物生存超过 l00d视为长期存活)，具体评分 

标准如下 ：角膜混浊：0分 ，角膜透明；1分，角膜轻度混浊； 

2分 ，角膜混浊加重 ，前房结构依然清楚；3分 ，角膜明显混 

浊，前房结构模糊不清；4分，角膜 白色混浊，前房不入。 

角膜水H中：0分，角膜无水肿；1分 ，角膜基质轻度增厚 ；2 

分，角膜基质弥漫水肿 ；3分，2分伴 皮下微小水泡；4 

分，大泡性角膜病变。角膜新生m管：0分 ，植片无新生m 

管；1分，新生血管长人植片 1个象限；2分，新生血管长入 

植片2个象限；3分 ，新生血管长入植片3个象限；4分 ，新 

生m管长入植片4个象限。RI达到或超过 6分判定为免 

疫排斥反应。发生排斥反应时或移植术后 4wk切取 1／2 

危膜植片，40g／L甲醛同定，HE染色原位杂交判定结果。 

统汁学分析：昕川数据以 ±S表示，采取方差分析 q 

检验。P<0．05为有统计学意义，所有数据均南SPSS l1．5 

软件处理．、 

2结果 

新西兰白兔 25只进行角膜新生 管化模型制作，其 

rf1 2O只兔成功诱导角膜新生血管化并作为受体进行 PKP 

术；另5只兔 发生感染或未达到模型要求而被淘汰。对 

照组和实验各组的植』‘i‘排斥时问或平均植片存活时问上 

无统计学意义。超过半数植片(16／30，53％)存活时间超 

过 100d(图 1)。在新生血管化角膜移植组：实验组孵育于 

CTLA4一Ig 10mg／L的植片有较长的生存时间(图2)。移植 

术后 4wk或排斥反应发生时，对照组角膜植片水肿，可见 

新生血管长入，角膜基质中有大量的炎性细胞浸润，以单 

核和淋巴细胞为主，实验组未见明显的炎性细胞浸润。移 

植术后4wk或排斥反应发牛时 ，对照组角膜植片上皮下基 

质层浸润细胞 有明 的 TNF mRNA的表达，CTLA4一Ig 

10mg／I 实验组未见TNF mRNA表达。 

3讨论 

在器官移植排斥反应中，诱导抗原特异性免疫应答 

时，T细胞激活必须接受抗原递呈细胞(APC)递呈的双重 

信 号 ．即 APC上主要组织相容性复合体(MHC)／多肽复 

合物与T细胞抗原受体(TCR)／CD 复合物结合产生第一 

信号 ，还需要由抗原递呈细胞上一组黏附分子所组成的协 

同刺激分子．B 与 T细胞上相应的受体 CD： 相结合，产生 

共同刺激信号，称为第二信号，共同调节 T淋巴细胞的 

图 1 非新生血管化组 

图2 新生血管化组 

增殖反应及效应功能。如果阻断 B，与 CD 相结合，抑制 

第二信号的产生 ，将导致 T细胞的克隆失活或克隆无反 

应，诱导免疫耐受 。CTLA4一Ig mAb是 B，的特异性阻 

断剂，是 Linsley等在 1991年采用基冈重组方法构建的一 

种可溶性嵌合蛋白。它由人的 CTLA4膜外部分和免疫球 

蛋白CrL链组成 。CTLA4一Ig的氨基酸序列与 CTI A一4 

相同。可溶性 CTLA4一Ig和膜结合 CD， ／CTLA一4一样都能 

与 B 分子结合 ，CTI A4一Ig与 B 的结合力比 CD。。Ig与 B 

的结合力强 20倍。因此采用 CTLA4一Ig与 CD， 竞争性地 

结合 B 分子，阻断共同刺激信号的产生。抗 CD mAb的 

Fab片段或抗 B mAb也能阻断该信号 ，但它们的作用不 

如 CTLA4一Ig，CTLA4一Ig是阻断 B 一CD， 共同刺激途径地最 

有效制剂。CTLA4一Ig不是在于消灭或抑制活化 T细胞的 

功能 ，与免疫抑制剂不同。内源性 CTLA4一Ig对 B 的亲和 

力明显高于 CD， 的亲和力，但通常 CTLA4受体数量明显 

少于 CD， 配体数量，闲此当外源性 CTLA4一Ig应用后 ，其可 

以迅速与 APC细胞上 B 结合，从而阻断 B ／CD 激活途 

径。我们在新生m管化模型中，CTLA4一Ig治疗组角膜植 

片存活时问 69±34d，明显长于对照组。角膜移植术后 

非特异性炎性反应伴随 TNF— 的分泌，大量的 TNF． 可 

以增加角膜组织中主要组织相容性复合物(MHC)一II类 

抗原的表达 ，提高 噬细胞提取及递呈抗原能力，同时激 

活 T淋巴细胞并促进其他细胞因子的释放 ，形成复杂的细 

胞因子网络从而加剧免疫反应发生。我们应用原位杂交 

法及 RT—PCR法检测各组移植术后一定阶段的角膜植片 

发现在 CTLA4一Ig治疗组未见细胞 因子阳性表达，而在对 

照组可见TNF一 的表达。说明CTLA4一Ig治疗组降低或抑 

制 TNF一 的表达，降低移植术后排斥反应，延长植片存活 

时问。在本实验中，可见新生血管化模型中角膜排斥反应 

较非新生血管化模型中角膜排斥反应易于发生。其机制 

有待进一步研究 ，但是可能由于新生血管化提高更多 B 

分子结合，增加 VEGF等细胞因子大量分泌，促进排斥反 

应加剧，同时显现了 CTLA4．Ig的治疗效果。临床上新生 

血管化角膜移植患者排斥反应高风险性也证明了这一点。 

反过来，也为这一类患者提供一新的治疗思路。在体内和 

体外实验中，CTLA4一Ig均显示很强的免疫抑制作用。因 

此 ，阻断 CD， ／B 共刺激通路是一个较为理想的免疫抑 

制方案和潜在的诱导免疫耐受方案。应用 CTLA4一Ig来封 

闭 B 是抑制高危角膜排斥反应的有效方法。 
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0引言 

晶状体脱位的原因多为外伤或马凡氏综合征及同型 

胱氨酸尿症 ，球形晶状体短指综合征 ，而 自发性单眼晶状 

体全脱位较为少见 。我们在临床工作中遇到 1例 ，现报 

道如下。 

1病例报告 

患者 ，男，40岁，2008—06—16就诊于我院。患者右眼 

于 1IIlO前无明显诱因下出现视力下降，无 眼红、眼痛 、眼 

胀 、头痛及复视，曾就诊于当地医院，诊断为右眼晶状体半 

脱位 ，未行特殊处理。后因视力不断下降而就诊于我院。 

人院检查：右眼视力为 0．05，左眼视力为 0．5。以前双眼 

为轻度近视。右眼结膜无充血，角膜透明，房水清，瞳孑L 

圆，对光反射(+)，虹膜震颤明显，下方前房变浅。晶状 

体透明，向鼻下方脱位 ，于瞳孔巾心可见 10：30晶状体赤 

道部。晶状体脱位处未见悬韧带，晶状体后的玻璃体前界 

膜完整，无玻璃体脱出。诊断：右眼晶状体脱位。术巾发 

现：患者平躺后晶状体位置明显改变，说明晶状体 已全脱 

位。治疗方法：拟行晶状体囊内摘除术。右眼球后麻醉及 

上直肌 吊线后，做 4：00～8：00球结膜剪开并充分止血。 

做 3：0(】和9：【)0巩膜瓣 ，之后沿角膜缘后界稍前剪开 ，长 

· 病例报告 · 

约 10IllHI。左手用有齿镊下压角膜切口后唇，右手持截囊 

钩拟将脱位晶状体转出切口，但一压后唇，晶状体 自动从 

角膜切口绷出，伴大量玻璃体脱出，眼球变扁。遂立即用 

有齿镊向后拉前唇，以与后唇接触而暂时关闭切 口。角膜 

间断缝合 5针。显微剪剪除切 口处的玻璃体，再用前段玻 

切头行前段玻璃体切除。吊线法植入人工品状体。卡米 

可林缩瞳，最后再次清除前房及人工晶状体前的玻璃体 ， 

至瞳孔复圆为止。术后第 3d视力为 0．1，7d后恢 复到 

0．2，视力不佳可能与角膜散光及玻璃体轻度混浊有关。 

2讨 论 

本例患者无眼外伤史 ，智力正常，骨骼系统、心血管系 

统及泌尿系统均未见异常。家族中也无同类患者，故可诊 

断为 自发性品状体脱位。自发性晶状体脱位多见于葡萄 

膜慢性炎症患者及高度近视患者 ，本例患者无眼红痛病 

史，仅有轻度近视 ，考虑发病原l六I为先天晶状体悬韧带发 

育异常所致。以往报道晶状体全脱位的手术方法为先用 

针固定品状体后再行晶状体囊内摘除术 ，此方法对于品 

状体已脱人玻璃体腔，有玻璃体脱出者有效。但对于玻璃 

体前界膜完整，无玻璃体脱出的患者，我们采用晶状体囊 

内摘出术，即扩大角膜切口至足够大，约 ]OlIlm左右，用压 

迫及旋转法将脱位的晶状体娩出。此方法在患者合作的 

情况下晶状体可顺利娩 ，且不伴有玻璃体的脱出。但如 

出现后段眼压高时，如患者过于紧张，眨眼频繁，则在娩出 

品状体的瞬间可伴随玻璃体的大量脱出，眼球迅速变软， 

有可能 现暴发性胳脉膜出血。此时应及时关闭角膜切 

口，稳定眼内压 ，之后彻底清除前房内的玻璃体 ，并植入 

吊线式人工晶状体。我们认为这是治疗品状体全脱位且未 

脱人玻璃体腔的较佳方式 ，也是较简单实用的一种方式。 
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