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Abstract Objective Present study was to investigate the expression of TGF—pl gene transferred by recombinated adeno— 

associated virus(rAAV)in the implant tablets after high·risk keratoplasty of rats and the effects of TGF—B1 gene on transplant 

rejection． Methods Corneal neovascularization models were created by putting the filter paper with 1％ NaC1 solution in the 

central cornea for 20 seconds in 40 Sprague—Dawley(SD)rats．The penetrating corneal transplatation was performed in the model 

rats with 20 W istar rats as donors and models as receiptors．The right eyes of 20 model rats received the grafts cultured in DMEM／ 

F12 medium with rAAV—TGF一131 in experimental group，and another right eyes of 20 model rats received the grafts cultured in only 

DMEM／F12 medium as control group．After the operation，survival of grafts was examined under the slit lamp once a day at the 

first week and afterthere at two—day interva1．The grafts rejection was scored according to Plskova criteria．Expression of TGF—pl in 

graft was detected in different time points by immunohistochemistry and W estern—blotting in 1 week，2，4 and 8 weeks after the 

operation．The use of the animals followed the Standard of Statement of ARVO． Results The mean graft rejection time was 

(17．60±2．31)days in experimental group and (9．27±1．50)days in control group，showing a statistically significant 

difference between them(t=6．76，P<0．0 1)．The degree of vascularizing and the turbidity of graft in treatment group was 

significantly lower than that the control group with the statistically significant difference between them (P<0．01)．TGF—Bl showed 

a weak expression only in corneal epithelium in the initial week and positive expression in whole layer of cornea from 2 weeks 

through 4 weeks in experimental group．After 2—4 weeks，TGF—p1 expression in graft was stronger in experimental group compared 

with control group．In the first week after operation，no significant difference in TGF-13l expression between two groups(t=0．46， 

P>0．05)．However，the TGF-pl content in grafts was significantly higher in experimental group than control group from 2 through 

8 weeks after operation(JP<0．05)． Conclusion The rAAV—TGF-pl can reduce high—risk corneal transplant rejection． 

Key words adeno—associated virus； transforming growth factor； high—risk corneal transplantation 

摘 要 目的 研究高危角膜移 植术后 ，重 组腺相关 病毒 (rAAV)携 载的 TGF—p 基 因(rAAV—TGF—p，)在角 膜 中的表 

达及对免疫排斥反应的影响。 方法 用碱烧伤的方法建立受体角膜新生血管(CNV)化模型。20只 Wistar大鼠角膜为 

供体 ，4O只 sD大鼠为受体进行大鼠穿透角膜移植。治疗组术前将 20只供体植片置于含 rAAV—TGF-B，的 DMEM／F12混 

合培养液 中常温培养 30 rain，对照组术前将 20只供体植 片置于 DMEM／F12培养液 中常温 培养 30 rain，术后裂 隙灯下 观 

察植片排斥反应及存活情况 。免疫组织化学染 色观察 2组术 后 1、2、4周 TGF—B，在角膜 中的表达 。Western blot检测 2 

组术后 1、2、4、8周 TGF—p 的表达量。 结果 治疗组 角膜平 均存活 时间为 (17．60 4-2．31)d，对照组 为 (9．27±1．50)d， 

治疗组角膜植片混浊及血管化程度 明显低于对照组 (P<0．01)。免疫组织化学染色显示治疗组术后 1周 TGF-B。在角膜 

上皮呈弱 阳性表达 ，术后 2～4周角膜上皮及 内皮细胞层呈 阳性表达并高 于对 照组 。对 照组 术后 1～4周 TGF—p．在角膜 

上皮及基底膜呈弱阳性表达。Western blot检测显示术后 1周2组角膜 TGF—p 含量差异无统计学意义(P>0．05)，术后 

2、4、8周治疗组角膜 TGF，B，的表达较对照组增高(P>0．05)。 结论 rAAV—TGF—p，能减轻高危角膜移植的排斥反应。 
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TGF-B。是一类具有多种生物学活性 的细胞因子 ， 

具有显著的免疫抑制作用，是免疫 系统的主要抑制因 

子。可通过抑制 T淋 巴细胞 、B淋 巴细胞 的功能及增 



生 ，树突状细胞分化的成熟和影响白介素(interleukin， 

IL)IL．1、IL一2、IFN一̂y等细胞 因子发挥其 免疫抑制 功 

能 。 。因此，TGF-p，在抗移植排斥反应 中是一个非 

常重要的细胞 因子。重组 腺相关病 毒 (recombinated 

adeno．associated virus，rAAV)载体是 目前动物病毒 中 

最小的单链 DNA病毒 ，无包被 ，自然缺陷 ，无致病源 

性 ，具有高效 、安全、长期有效表达的优点 ，是 目前 

较理想的病毒基因载体。本研究将 rAAV作为载体携 

载 TGF-p。基因转染到供体 角膜组织 ，利用 TGF—B 的 

生物学活性减轻高危角膜移植术后的免疫排斥反应 ， 

并探讨其作用机制。 

1 材料与方法 

1．1 材 料 

1．1．1 实验动 物 健 康 清洁 级 SD大 鼠 40只及 

Wistar大鼠20只，雌雄兼用 ，体重 120～150 g，鼠龄 8 

～ 12周(武汉大学人 民医院实验动物 中心提供)。20 

只 Wistar大鼠为供体 ，40只 SD大 鼠为受体。所有受 

体右眼接受角膜移植手术 ，供体双眼取材后过量麻醉 

处死。动物的饲养及使用均遵循美国视觉及眼科学会 

(ARVO)制定的科研动物使用规范进行。 

1．1．2 主要试剂 小 鼠抗大 鼠 TGF—p 单克隆抗体 

(北京博奥森公司)；免疫组织化学试剂盒(武汉博士 

德公司)；10％水合氯醛 200 mL、1 mol／L NaOH 20 mL、 

DMEM培养基 、胎牛血清(美国 Gibco公司)。Western 

blot试剂盒、其他细胞培养及病毒包装试剂 (上海星汉 

生物公司)。 

1．2 方法 

1．2．1 rAAV—TGF-p，的包装 、纯化及滴度测定 根据 

已公布的人 TGF-p．成熟 肽基因序列设计两端引物 ， 

TGF—B 基因上游 引物为 5’一GCCGAATTCATGCCGCCC 

TCGGGGCTGC．3’，下游引物为 5’一GCCGTCGACTCAG 

CTGCACTTGCAGGAG一3’，PCR扩增 回收 目的基 因片 

段，内切酶分别酶切 回收 目的基因片段与 pSNAV2．0一 

EGFP质粒 ，将 回收产物连接 、转化。pSNAV 2．0一TGF— 

p】-EGFP质粒转染到 BHK一21细胞，24 h后用 800 mg／L 

G418选择培养 ，在辅助 病毒 HSV1一RC感 染后 培养 

48 h收获病毒颗粒。氯仿处理 一聚乙二醇／氯化钠沉 

淀 一氯仿抽提法粗纯化病毒 ，肝素柱层析法精纯化病 

毒。地高辛标记的 CMV探针点杂交法检测病毒物理 

滴度为 0．125×10”txg／L，DMEM／F12稀释为病毒滴 

度 10”txg／L的溶液 ，一80℃冰箱保存备用。 

1．2．2 角膜 新 生 血 管 (corneal neovascularization， 

CNV)化模型的制作[6 3 10％水合氯醛 3 mL／100 g腹 

腔麻醉联合丁卡 因滴眼液表面麻醉 SD大 鼠，将浸有 

l mol／L NaOH碱液的3 mm直径滤纸片贴于 SD大鼠 

右眼角膜 中央烧灼 20 S，100 mL生理盐水冲洗结膜囊 

及角膜。每 日用裂隙灯显微镜观察角膜 、结膜及前房 

情况，直至出现 CNV。随机选取 3个 以上象限角膜有 

新生血管且新 生血管达到角膜中央的 SD大鼠 40只 

右眼用于实验 。 

1．2．3 动物分组、穿透角膜移植术及取材 CNV化 

SD大鼠模型 40只作为角膜移植受体 ，Wistar大鼠 20 

只(40只眼)作为供体，抽签法随机分为 2组(每组 

Wistar大 鼠 10只，SD大鼠20只)。治疗组 ：术前将供 

体植片(20只眼)置于含1×10 g／L(病毒基 因组数 

／mL)rAAV．TGF．p．的 DMEM／F12(1：1)混合培养液中 

常温孵育 30 rain。对照组 ：术前将供体植片(20只眼) 

置于 DMEM／F12培养液中常温孵育 30 min。2组分别 

进行 穿透 角膜 移植。常 规方 法进 行手 术参 照 文献 

[7]，供体 Wistar大 鼠术前 15 rain美多丽滴眼液散瞳， 

10％水合氯醛350 mg／kg腹腔注射。供体角膜钻取 

3．5 mm直径植片。SD大鼠作为受体散瞳麻醉方法同 

上 ，右眼行穿透角膜移植术，用直径 3．25 mm环钻钻 

除中央角膜，将植片置于植床，10-0尼龙线间断缝合 8 

针至前房密闭。术后 每 日0．3％氧氟沙 星滴眼液点 

眼 ，每 日2次 ，持续 1周。分别于术后 1⋯2 4 8周随机 

处死 5只动物摘取术眼，将术眼 自角膜缘取下完整角 

膜植片 ，一半用 4％ 多聚甲醛溶液固定 ，常规石蜡包 

埋 ，切片备用。另一半角膜液氮保存备用。 

1．2．4 术后植片排斥反应及存活情况观察 受体 自 

术后第 1天起在裂隙灯显微镜下观察术眼角膜水肿、 

混浊及新生血管情况，1周后 隔 日观察。并依据 

Plskova等 的评分标准分别进行评分 ，三项评分之和 

为当 日排斥反应指数(rejection index，RI)，当 RI≥5或 

植片混浊一项达到 2时即认为排斥反应发生。 

1．2．5 免疫组织化学染色观察 将术后 1、2、4周实 

验组和对照组的切片固定于有明胶 的载玻片上 ，SABC 

法进行免疫组织化学染 色。一抗为小 鼠抗大 鼠 TGF． 

p 单克隆抗体(1：300)，二抗为生物素化羊抗小鼠 

IgG，DAB显色。PBS代替一抗 、二抗作为 阴性对照。 

染色后常规脱水 ，苏木素复染 ，中性树脂封片后光镜下 

观察。组织 内出现棕黄色、棕褐色颗粒为阳性。每只 

眼球 的切片 随机 抽取 5张，每张切片选择 5个视 野 

(×400倍 )，测定其阳性染 色平均灰度值 ，利用 MIAS 

医学图像分析软件进行分析 。 

1．2．6 Western blot检测 2组术后角膜 TGF—p。的含量 

将实验组和对照组术后 1、2、4、8周液氮保存的角膜 
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舌 测 定 蛋 白含 量 ( 用 B C A 试 剂 盒 测 定

) 。 参 照 W e s t e r n b l o t 检 测 试 剂 盒 操

3 - P A G E 凝 胶 电 泳 分 离 蛋 白 并 电 转 移

上 ， 用 转 移 槽 转 印 蛋 白质 ， 将 转 印 后 的

染 色 ， 抗 体 耦 联 物 进 行 免 疫 检 测 ， 用 发

日显 色 试 剂 盒 显 色 ) ， 照 相 ， 实 验 重 复 5

统 对 条 带 进 行 灰 度 测 定 。

=

、

3 ． 0 统 计 学 软 件 进 行 统 计 学 分 析 。 实

鼠 角 膜 植 片 存 活 时 间 、
R I

、
T G F — B ， 灰

示 ， 不 同 时 间 点 2 组 问 所 测 指 标 的 比

拘 t 检 验 。
P < 0 ． 0 5 为 差 异 有 统 计 学

! 观 察 结 果

，
2 组 角 膜 植 片 出 现 一 过 性 混 浊 、 水

』伤 刺 激 所 致 ， 对 照 组 混 浊 、 水 肿 持 续

5 d 恢 复 透 明 。 对 照 组 术 后 1 周 出 现

混 合 充 血 、 角 膜 后 沉 着 物 及 上 皮 和 内皮 层 排 斥 线 、 房 水

闪 辉 、 虹 膜 血 管 可 见 ， 植 片 中 度 混 浊 及 基 质 层 水 肿 ，
4 ～

7 d 有 新 生 血 管 长 入 植 片 周 边 ， 部 分 植 片 混 浊 程 度 2

级 ， 植 床 细 小 新 生 血 管 长 入 植 片 ( 图 1 ) ，
R I 为 5 ． 4 0 ±

1 ． 3 6 ；术 后 2 周 植 片 弥 漫 性 基 质 层 水 肿 、 增 厚 ， 植 片 混

浊 程 度 1 级 ， 植 床 较 粗 大 新 生 血 管 长 人 植 片 边 缘 ( 图

2 ) ，
R I 为 7 ． 1 0 ± 2 ． 1 3 ；术 后 4 周 植 片 溶 解 坏 死 ， 混 浊 程

度 2 级 ， 植 床 可 见 粗 大 新 生 血 管 ( 图 3 ) ；术 后 8 周 植 片

瘢 痕 化 、 混 浊 ， 新 生 血 管 长 入 ( 图 4 ) ， 治 疗 组 术 后 1 周

植 片 上 皮 层 水 肿 ， 角 膜 上 皮 层 出 现 排 斥 线 ， 轻 度 混 浊 ，

细 小 新 生 血 管 开 始 长 入 植 床 ( 图 5 ) ，
R I 为 2 ． 0 7 ±

1 ． 0 9 ；术 后 2 周 植 片 水 肿 较 前 加 重 、 中 度 混 浊 ，
9 ～ 1 0 d

出 现 新 生 血 管 ， 但 实 验 组 较 对 照 组 血 管 稀 疏 ， 生 长 速 度

较 慢 ， 较 粗 大 新 生 血 管 长 入 植 床 边 缘 ( 图 6 ) ，
R I 为

3 ． 7 5 ± 1 ． 7 3 ；术 后 4 周 大 部 分 新 生 血 管 萎 缩 ， 水 肿 消

失 ， 植 片 透 明 ( 图 7 ) 。 术 后 8 周 仍 有 2 只 植 片 保 持 透

明 ( 图 8 ) 。 对 照 组 和 治 疗 组 均 在 术 后 7 d 左 右 出 现 排

斥 反 应 ， 发 生 率 为 1 0 0 ％
， 术 后 1 4 d 左 右 R I 接 近 峰 值 。

对 照 组 角 膜 植 片 平 均 存 活 时 间 为 ( 9 ． 2 7 ± 1 ． 5 0 ) d
， 治

受

周 植 片 混 浊 程 度 2 级 ， 植 床 细 小 新 生 血 管 长 入 植 片 图 2 对 照 组 术 后 2 周 植 片 混 浊 程 度 1 级 ， 植 床 较 粗 大 新 生 血 管 长 人 植

组 术 后 4 周 植 片 溶 解 坏 死 ， 混 浊 程 度 2 级 ， 植 床 可 见 粗 大 新 生 血 管 圈 4 对 照 组 术 后 8 周 植 片 瘢 痕 化 ， 混 浊 程 度 2 级 ， 新 生

图 5 治 疗 组 术 后 1 周 植 片 混 浊 程 度 1 级 ， 细 小 新 生 血 管 开 始 长 人 植 床 图 6 治 疗 组 术 后 2 周 植 片 混 浊 程 度 1 级 ， 较 粗 大

【缘 图 7 治 疗 组 术 后 4 周 植 片 转 为 透 明 ， 植 床 粗 大 新 生 血 管 长 入 图 8 治 疗 组 术 后 8 周 仍 有 植 片 保 持 透 明

，f g r a f t o p a c i fi e a t i o n w a s d i s p l a y e d ． a n d t h i n n e w b l o o d v e s s e l s o n t h e g r a f t s w e r e s e e n i n c o n t r o l g r o u p i n 1 w e e k a ft e r o p e r a t i o n

) l o o d v e s s e l s w e r e e x h i b i t e d i n t h e m a r g i n o f g r a f t
． a n d t h e o p a c i f i e a t i o n o f g r a ft s h o w e d g r a d e l i n c o n t r o l g r o u p i n t w o w e e k s a ft e r

l e g r a ft s d i s s o l v e d a n d n e e r o z e d
，

a n d t h i c k e r n e o v a s c u l a r i z a t i o n w a s s e e n o n g r a ft w i t h t h e g r a d e 2 o f o p a c i f i c a t i o n i n c o n t r o l g r o u p i n

：i o n F i g ． 4 T h e s c a r fi n g o f g r a f t w a s p r e s e n t e d ，
a n d n e o v a s c u l a r i z a t i o n i n g r o w e d i n t h e c e n t e r o f g r a ft i n c o n t r o l g r o u p i n 8 w e e k s a ft e r

l e g r a d e 1 o f g r a ft o p a c i fi c a t i o n a n d t h i n n e w b l o o d v e s s e l s w e r e s e e n i n e x p e r i m e n t a l g r o u p i n 1 w e e k s a ft e r o p e r a t i o n F i g ． 6 T h e

，e l s w e r e s e e n i n t h e e d g e o f b e d ． a n d g r a ft p a c i fi c a t i o n w a s g r a d e 2 i n e x p e r i m e n t a l g r o u p i n 2 w e e k s a fi e r o p e r a t i o n F i g ． 7 T h e g r a ft

l i c k n e o v a s c u l a r i z a t i o n i n g r o w e d i n b e d i n e x p e r i m e n t a l g r o u p i n f o u r w e e k s a f t e r o p e r a t i o n F i g ． 8 T h e g r a ft s r e m a i n e d t r a n s p a r e n t i n

e i g h t w e e k s a ft e r o p e r a t i o n
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疗 组 为 ( 1 7 ． 6 0 ± 2 ． 3 1 ) d
， 较 对 照 组 明 显 延 长 ， 差 异 有

统 计 学 意 义 ( t = 6 ． 7 6
，

P < 0 ． O t ) 。 术 后 2 周 对 照 组 角

膜 植 片 混 浊 、 水 肿 、 新 生 血 管 以 及 R I 均 明 显 较 实 验 组

高 ( P < 0 ． 0 1 ) ( 表 1 ) 。

表 1 术 后 2 周 治 疗 组 及 对 照 组 角 膜 植 片 R I 的 比 较 ( x ± s )

T a b l e 1 C o m p a r i s o n o f g r a f t r e j e e t i o n i n d e x ( R I ) b e t w e e n e x p e r i m e n t a l

g r o u p a n d c o n t r o l g r o u p i n t w o w e e k s a f t e r o p e r a t i o n f x ± s 1

( S t u d e n t
’

s f l e s t )

2 ． 2 免 疫 组 织 化 学 观 察 术 后 T G F 一 13 ． 在 角 膜 组 织 中

的 表 达

对 照 组 术 后 1 周 角 膜 上 皮 及 基 底 膜 呈 弱 阳 性 表

达 ， 基 质 层 和 内 皮 细 胞 层 未 见 明 显 表 达 ， 基 质 层 炎 性 细

胞 浸 润 ( 图 9 ) ；术 后 2 周 角 膜 上 皮 表 达 较 l 周 时 减 弱 ，

基 质 层 炎 性 细 胞 较 前 有 所 增 加 ， 其 他 各 层 未 见 明 显 表

达 ( 图 1 0 ) ；术 后 4 周 在 角 膜 上 皮 呈 低 表 达 ， 仍 可 见 炎

性 细 胞 浸 润 ( 图 1 1 ) ；治 疗 组 术 后 1 周 角 膜 上 皮 有 极 少

量 表 达 ， 可 见 大 量 炎 性 细 胞 浸 润 ( 图 1 2 ) ， 与 相 同 时 间

C h i n O p h t h a l R e s
，

S e p t e m b e r 2 0 0 9
，

V 0 1 ． 2 7
，

N o 9

点 对 照 组 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义 ( P > 0 ． 0 5 ) ；术 后 2

周 角 膜 内皮 表 达 较 高 ， 角 膜 上 皮 也 可 见 阳 性 表 达 ， 炎 性

细 胞 浸 润 较 前 减 少 ( 图 1 3 ) ， 较 相 同 时 间 点 对 照 组 内 皮

细 胞 表 达 高 ( P < 0 ． 0 5 ) ；术 后 4 周 角 膜 上 皮 、 内 皮 细 胞

较 高 表 达 ， 基 质 层 少 量 表 达 ， 未 见 明 显 炎 性 细 胞 浸 润

( 图 1 4 ) ；对 照 组 T G F — B ， 表 达 在 术 后 1
、

2
、

4 周 未 见 明

显 变 化 。 实 验 组 术 后 2 周 时 表 达 开 始 增 强 ，
4 周 时 稍

下 降 但 仍 维 持 在 较 高水 平 ， 实 验 组 术 后 2 周 、
4 周 表 达

较 对 照 组 高 ( P < 0 ． 0 5 ) ( 表 2 ) 。

表 2 术 后 不 同 时 期 2 组 角 膜 植 片 T G F — B ．

平 均 灰 度 值 的 比 较 ( x ± s )

T a b l e 2 E x p r e s s i o n o f T G F - p l
i n c o r n e a l g r a f t s o f t w o g r o u p s a t

d i f f e r e n t p e r i o d s a f t e r t r a n s p l a n t a t i o n ( i ± s 1

r A A V — T G F — B

C o n t r o l

P

6 0 ． 2 2 ± 1 3 ． 3 4 l 】9 ． 3 8 ± 1 0 ． 3 2 1 0 8 ． 8 5 ± 8 ． 9 0

5 6 ． 7 0 ± 8 ． 9 3 6 2 ． 0 8 ± 1 0 ． 8 5 5 4 ． 0 1 ± 8 ． 9 9

0 ． 4 6 8 ． 5 6 9 ． 7 0

> 0 ． 0 5 < 0 ． 0 l < 0 ． 0 1

( S t u d e n t
’

s t t e s t )

2 ． 3 W e s t e r n b l o t 检 测 2 组 不 同时 间 角膜 植 片 内 T G F — p ，

的 含 量

术 后 1 周 治 疗 组 和 对 照 组 角 膜 T G F — p 。 含 量 均 较

图 9 对 照 组 术 后 1 周 角 膜 上 皮 及 基

底 膜 T G F — B ， 呈 弱 阳 性 表 达 ， 可 见 大 量

炎 性 细 胞 浸 润 ( D A B x 2 0 0 ) 图 1 0

对 照 组 术 后 2 周 角 膜 上 皮 层 T G F 一 8 ，

表 达 较 1 周 时 减 弱 ． 基 质 层 炎 性 细 胞

较 前 有 所 增 加 ( D A B x 2 0 0 ) 图 1 1

对 照 组 术 后 4 周 角 膜 上 皮 中 T G F — p 。

呈 低 表 达 ， 仍 可 见 炎 性 细 胞 浸 润 ( D A B

x 2 0 0 ) 图 1 2 治 疗 组 术 后 1 周 角 膜

上 皮 T G F - B ，有 极 少 量 表 达 ． 可 见 大 量

炎 性 细 胞 浸 润 ( D A B × 2 0 0 ) 图 1 3

治 疗 组 术 后 2 周 角 膜 内 皮 T G F ． p ， 表

达 较 高 ， 角 膜 上 皮 也 可 见 阳 性 表 达 ． 炎

性 细 胞 浸 润 较 前 减 少 ( D A B × 2 0 0 )

图 1 4 治 疗 组 术 后 4 周 角 膜 上 皮 、 内

皮 细 胞 较 高 表 达 ， 基 质 层 少 量 表 达 ， 未

见 明 显 炎 性 细 胞 浸 润 ( D A B x 2 0 0 )

F i g ． 9 I n 1 w e e k a f t e r o p e r a t i o n ， T G F 一 8 1

w a s w e a k l y e x p r e s s e d i n c o r n e a ] e p i t h e l i u m

a n d b a s e m e n t m e m l) r a n e ， a n d a l a r g e

n u m b e r o f i n fl a m m a t o r y c e l l s w e r e s e e n i n c o n t r o l g r o u p ( D A B x 2 0 0 ) F i g ． 1 0 I n 2 w e e k s a f t e r o p e r a t i o n
，

e x p r e s s i o n o f T G F � p 1
i n c o r n e a l e p i t h e l i u m w a s

w e a k e r t h a n l w e e k
，

a n d t h e i n fl a m m a t o r y c e l l s i n s t r o m a l l a y e r i n c r e a s e d i n c o n t r o l g r o u p ( D A B × 2 0 0 ) F i g ． 1 1 A f e w o f T G F - B 1 p o s i t i v e c e l l s w e r e s e e n

i n c o r n e a l e p i t h e l i u m ． a n d t h e i n fl a m m a t o r y c e l l i n f i l t r a t i o n w a s s t i l l v i s i b l e 4 w e e k s l a t e r i n c o n t r o l g r o u p ( D A B × 2 0 0 ) F i g ． 1 2 I n 1 w e e k a f t e r o p e r a t i o n ．

T G F — B 】
w a s w e a k l y e x p r e s s e d i n c o r n e a l e p i t h e l i u m

，
a n d a l a r g e n u m b e r o f i n fl a n a m a t o r y c e l l s w e r e s e e n i n e x p e r i m e n t a l g r o u p ( D A B × 2 0 0 ) F i g ． 1 3 T h e

e x p r e s s i o n o f T G F — p 1
i n c o r n e a l e p i t h e l i u m a n d e n d o t h e l i u m e n h a n c e d

，
a n d t h e i n fl a m m a t o r y c e l l s d e c r e a s e d t h a n 1 w e e k i n e x p e r i m e n t a l g r o u p i n 2 w e e k s

a f t e r o p e r a t i o n ( D A B x 2 0 0 ) F i g ． 1 4 A f t e r 4 w e e k s ． T G F — p 1
w a s s t r o n g l y e x p r e s s e d i n c o r n e a l e p i t h e l i a l c e l l s a n d e n d o t h e l i a l (

'

e l l s a n d w e a k l y e x p l
’

e s s e d

i n s t r o o l a c e l l s ． N o o b v i o u s i n fl a m m a t o r y c e l l i n fi l t r a t i o n w a s s e e n i n e x p e r i m e n t a l g r o u p 4 w e e k s l a t e r ( D A B × 2 0 0 )
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低 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 ( P > 0 ． 0 5 ) ， 术 后 2
、

4 、
8 周 治 疗

组 角 膜 T G F — p 。含 量 明 显 高 于 对 照 组 ，
2 组 比 较 差 异 有

统 计 学 意 义 ( P < 0 ． 0 1 ) ( 图 1 5
， 表 3 ) 。 治 疗 组 术 后 2

周 角 膜 T G F — p ．含 量 较 同 组 其 他 时 间 点 高 ， 可 见 治 疗 组

T G F 一 13 ， 的 表 达 早 期 具 有 一 段 时 问 的 增 强 趋 势 ， 在 急 性

排 斥 反 应 期 表 达 最 高 ， 随 后 稍 下 降 。 结 果 表 明 ，
T G F ． p ，

可 显 著 抑 制 大 鼠高 危 角 膜 移 植 术 后 免 疫 排 斥 反 应 ， 延

长 角 膜 植 片 存 活 时 间 。

表 3 T G F - p 。 蛋 白 各 组 表 达 水 平 ( X ± s )

T a b l e 3 T G F ， B I p r o t e i n e x p r e s s i o n l e v e l s i n e a c h g r o u p ( i ± s )

1 W 2 W 4 W 8 W 1 W 2 W 4 W 8 W

C o n t r o l g r o u p E x p e r i m e n t a l g r o u p

图 1 5 术 后 T G F - 民 在 角 膜 中 的 表 达 形 式 为 相 对 分 子 质 量 为

2 5 0 0 0
， 对 照 组 角 膜 I 、

2
、

4
、 8 周 可 见 较 弱 条 带 ， 治 疗 组 角 膜 术 后 I 周

可 见 I 条 较 弱 条 带 +
2 、

4
、

8 周 可 见 条 带 明 显 较 其 他 条 带 色 深 ( W e s t e r n

b l o t 分 析 )

F i g ． 1 5 W e s t e r n b l o t a n a l y s i s s h o w e d t h e w e a k e r b a n d o f T G F - B 1

e x p r e s s i o n i n 1 w e e k ． 2 w e e k s
，

4 w e e k s a n d 8 w e e k s i n c o n t r o l g r o u p ． I n

e x p e r i m e n t a l g r o u p ，
t h e b a n d o f T G F —

p 1
e x p r e s s i o n w a s g r a d u a l l y

i n c r e a s e d fr o m 1 w e e k t h r o u g h 8 w e e k s ( W e s t e r n b l o t a n a l y s i s )

3 讨 论

高 危 角 膜 移 植 术 后 移 植 排 斥 反 应 的 发 生 率 为

6 0 ％ ～ 9 0 ％
， 虽 然 术 后 糖 皮 质 激 素 、 环 孢 素 、

F K 一 5 0 6 等

免 疫 抑 制 剂 用 于 抗 排 斥 反 应 ， 但 角 膜 移 植 的 远 期 效 果

仍 然 欠 佳
旧

。 角 膜 移 植 排 斥 反 应 是 一 种 多 因 素 参 与

的 复 杂 过 程 ， 在 角 膜 移 植 术 后 诱 导 免 疫 耐 受 和 前 房 相

关 免 疫 偏 离 ( a n t e r i o r c h a m b e r — a s s o c i a t e d i m m u n e

d e v i a t i o n
，

A C A I D ) 及 房 水 中 的 免 疫 抑 制 性 细 胞 因 子 对

于 延 长 植 片 的 存 活 时 间 有 着 十 分 重 要 作 用 。
T G F — p ，

是 存 在 于 角 膜 、 前 房 和 全 身 各 组 织 器 官 的 多 肽 类 生 长

因 子 ， 具 有 强 大 的 免 疫 抑 制 作 用 ， 能 通 过 抑 制 T 淋 巴

细 胞 的 活 化 及 功 能 、 干 扰 D C 细 胞 的 分 化 成 熟 、 诱 导 免

疫 抑 制 性 细 胞 因 子 等 途 径 发 挥 其 抗 移 植 排 斥 反 应 的 作

用
” ” 。

， 是 前 房 中 主 要 的 免 疫 抑 制 性 因 子
⋯ 。

， 角 膜 移 植

后 当房 水 中 T G F 一 13 ． 、
I L 一 1 0

、
I L _4 等 细 胞 因 子 缺 乏 或 丧

失 ， 而 I L 一 2
、

I L 一 1 2
、

I F N 一

叫 等 上 调 时 发 生 排 斥 反 应
¨ ⋯

。

在 正 常 水 平 T G F — p ，存 在 的 情 况 下 ， 虹 膜 和 睫 状 体 的 树

突 状 细 胞 获 得 诱 导 A C A I D 的 潜 能 ， 抑 制 I F N 一

ŷ 活 化 的

巨 噬 细 胞 的 功 能 ， 在 前 房 炎 症 时 T G F — p ，水 平 下 降 ， 免

疫 赦 免 被 破 坏 ， 巨 噬 细 胞 被 激 活 ，

一 氧 化 氮 等 炎 性 因 子

增 加 。 在 急 性 炎 症 过 程 中 房 水 T G F ． p ，水 平 急 剧 下 降 ，

炎 症 高 峰 后 角 膜 、 虹 膜 和 睫 状 体 代 偿 性 产 生 T G F — p ， 。

本 研 究 对 照 组 角 膜 术 后 2 周 T G F ． p ， 表 达 较 同 组 其 他

时 间 点 稍 高 可 能 与 此 作 用 有 关 。 有 研 究 证 实 T G F — p ，

能 增 强 角 膜 移 植 片 的 耐 受 性 ， 延 长 其 存 活 时 间
⋯

， 因

此 认 为 在 角 膜 移 植 后 提 高 眼 局 部 T G F ． p 。 的 水 平 是 有

利 的 。

基 因 治 疗 为 高 危 角 膜 移 植 后 排 斥 反 应 的 治 疗 提 供

了 新 思 路 。
S e n 等

” 。 。
通 过 基 因 枪 、 阳 离 子 聚 合 物 、 脂

质 体 及 腺 病 毒 等 作 为 基 因 治 疗 载 体 ， 但 无 法 避 免 转 染

效 率 低 、 目 的 基 因 表 达 时 间 短 、 可 诱 导 机 体 免 疫 反 应 以

及 野 生 型 病 毒 感 染 等 缺 点 。
r A A V 为 非 致 病 性 单 链

D N A 微 小 病 毒 ， 它 是 动 物 病 毒 中 最 小 的 一 种 真 核 病

毒 ， 可 感 染 分 裂 细 胞 和 非 分 裂 细 胞 ， 并 定 点 整 合 到 1 9

号 染 色 体 。 重 组 r A A V 具 有 高 效 转 导 、 稳 定 长 期 表 达 、

无 致 病 源 性 等 优 点 ， 是 基 因 治 疗 的 理 想 载 体 。 由 于 其

有 以 上 优 点 ， 因 此 已 被 广 泛 应 用 于 基 因 治 疗 的 研 究 中 ，

在 某 些 疾 病 如 血 友 病 B 已 经 取 得 了 较 好 的 效 果 。

r A A V 宿 主 范 同 广 ，
A A V 不 仅 可 感 染 分 裂 期 细 胞 ， 对 非

分 裂 期 细 胞 ( 如 神 经 元 、 肌 细 胞 、 造 血 干 细 胞 等 ) 也 较

敏 感 。 我 们 在 以 往 的 研 究 巾 采 用 不 同 的 用 药 途 径 ， 将

r A A V 携 载 的 报 告 基 因 转 染 到 结 膜 下 组 织 、 角 膜 及 视

网 膜 组 织 中 并 且 持 续 、 稳 定 地 表 达
‘” “ ⋯

。 本 研 究 的 免

疫 组 织 化 学 结 果 说 明 r A A V — T G F — p ，能 成 功 的 转 染 到 角

膜 各 层 ， 尤 其 是 角 膜 内 皮 细 胞 。 而 对 照 组 植 片 术 后 各

时 间 点 均 未 见 明 显 T G F — p ， 内 皮 表 达 ， 说 明 在 无 病 毒 转

染 的 情 况 下 大 鼠 角 膜 内 皮 细 胞 较 少 表 达 T G F — p ， 。

W e s t e r n b l o t 结 果 显 示 治 疗 组 植 片 术 后 2 周 时 T G F — p 。

表 达 量 最 高 ， 随 后 有 所 下 降 。 可 能 的 原 因 为 r A A V —

T G F — p ，基 因 在 转 染 早 期 进 入 宿 主 细 胞 核 内 的 为 游 离 、

无 活 性 单 链 核 苷 酸 ， 必 须 在 宿 主 D N A 合 成 酶 的 作 用 下

合 成 第 2 条 链 变 成 双 链 核 苷 酸 游 离 体 时 ， 才 能 激 活 目

的 基 因 的 表 达 。 这 个 过 程 在 不 同 宿 主 细 胞 及 转 染 环 境

可 以 是 数 日 、 数 周 甚 至 是 数 月 。 另 外 可 能 由 于 炎 症 反

应 时 角 膜 组 织 细 胞 的 分 裂 增 生 增 强 而 使 其 表 达 量 增

加 ， 随 后 炎 症 的 消 退 ， 角 膜 组 织 细 胞 分 裂 增 生 减 弱 伴 随

T G F — p ，达 到 稳 定 表 达 水 平 。 本 实 验 至 观 察 结 束 实 验
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组仍有 2只植片保持透明，可能为高表达的 TGF—p 成 

功诱导 了大鼠的免疫耐受 ，或是大鼠的个体差异免疫 

缺陷等因素导致 了植片的透明存活。本研究还发现治 

疗性 TGF．B，基因的表达高峰与植片排斥反应高峰相 

重叠 ，可能是血管化的角膜更易使外周炎性细胞和细 

胞因子进入 ，导致排斥 反应发 生更早、更 剧烈 ，其 次 

TGF．B 也是较强的巨噬细胞趋化因子 ，高浓度 TGF—p 

的存在也促进了巨噬细胞 向角膜的侵入 ，由于巨噬细 

胞可分泌多种炎性细胞因子如 IL一1、肿瘤坏死因子等， 

又能作为抗原递呈细胞激活免疫反应 ，这些因素可引 

起强烈的炎症反应并造成对植片的破坏 ，这也可能是 

角膜移植排斥反应未能被完全有效抑制的原因之一。 

本研究采用 rAAV介导的 TGF—p 在角膜植 片中 

的转染和表达，使眼局部 TGF—p．含量增加诱导 ACAID 

从而抑制高危角膜移植反应。本研究表明重组 rAAV 

介导的 TGF—p 在角膜组织能高效 、稳定 、长期地表达 ， 

并显著抑制了大鼠高危角膜移植排斥反应 ，延长了植 

片的存活时间。对于 TGF．p 抑制高危角膜移植免疫 

排斥反应的具体机制，本课题将从细胞和分子水平进 

一 步研究 
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本刊对前言 的写作要求 

(本文编辑 ：尹卫靖) 

镖右 · 者 ·编者 

前言主要回答 “为什么研究”这个问题 ，简明扼要地介绍论文的研究 背景 即相关领 域的研究历史与现状 (此 处应列出引用的参 

考文献 )，研究 目的、范 围和方法等 ；前言一般 200字左右。勿将知识性 、常识性的叙述写人前言。 

论文 中对“ 结果 ”和“讨 论”部分的要求 

结果是论文最重要的部分。结果应尊重事实，得出的各种数据应有统计学处理；能用简要文字讲清楚的内容不用图表；图和表 

应有 自明性 ；各种数据应严谨准确 ，具有可靠性和重现性 。 

讨论是整篇文章的最后总结，主要回答“研究 什么”的问题。讨论的内容：由研究结果所揭示的原理及其普遍性；研究中有无 

发现例外或本论文尚难以解释和解决的问题；与先前已发表过的(他人或自己)研究工作的异同，引用他人成果要有出处，列出参考 

文献 ；本论文在理论上与实用 上的价值 ；对进一步深入研究本课题的建议。 

(本刊编辑部) 


