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IL-l ra对大鼠高危角膜植片 IL一1 I3} 

影响的实验研究△ 

周 瑾 陆晓和 陈静平 党森涛 白 浪 张永强 

Experim ental study of ●L-1 receptor antago- 

nist on ●L-1 13 in rat corneal grafts after high- 
risk penetrating keratopIaSty 
ZHOu Jin，LU Xiao-He，CHEN Jing-Ping，DANG Sen-Tao，BAI Lang， 

ZHANG Yong-Qiang 

【Keywords】 l~netratingkeratoplasty；graft rejection；receptor；interleukin一1； 
cytokines 

【Abstract】 Objective To detect the expression ofintedeukin．1B(II厂1B) 
and th e inhibiting mechanisms of intedeukin receptor antagonist(II厂1ra)on 

th e rat cornea graft after high—risk penetrating keratoplasty．Methods Sp— 

regue Dawley rats were treated with  corneal vasoalarization，an d developed th e 

high risk  penetrating keratoplasty．All th e models were divided into three 

groups：control group wi th normal~ litlln，trea ted grou p with  10 g·L～ cyclos— 

porin(CsA)and treated group、Ⅳith 50 mg·L 工I厂1ra．15 rats in each group．In 
situ hybridization an d immunohistochemistry meth od  were used to detect th e 

expression ofⅡ，1B mRNA an d II厂1B protein at different ti~les in each grou p． 

Results II厂B mRNA can be traced in basal layer ofthe corneal epith elium in 

normal rat cornea，but not II厂113 protein．Af r high．risk  keratoplasty，both th e 

expression ofⅡ，13 mRNA an dⅡ，113 protein were detected in th e corneal ep ith e— 

lium ．stroma an d en doth elium  at different tillles．Differen t groups compared at 

th e sa／ne tinle ofpost．operation：The level ofexpression ofII厂113 mRNA an d II厂 

1B protein decreased in sequen ce as control group，10 g·L CsA group an d 50 

nag·L II厂Ira group(P<0．01)；In the acute—rejection period ，the expression of 
II厂1B mRNAan dprotein in the 50 II厂Ira group咖 lessth an that ofthe 10 g· 

LI1 CsA~oup(P<0．01)．Conclusion II厂1racaninfluen cethe expressionofII厂 

113，which plays an active role in the cornea眦 immunogenie rejection．And it 
can in duce th e corn eal vasoalarization，release hnm unity inflamm atory reaction 

an d prolort~th e survival tilne ofcorn eal im plant． 

{Roe Adv Ophthalmol 2008；28(1)：9-12，15 l 

【中图分类号】 Q959．836；R779．65 【文献标识码】 A 
【文章编号】 1003-5141(2008)01-0009-05 
【关键词】 穿透性角膜移植术；移植物排斥；受体；白细胞介素一1；细胞因子 
【摘要】 目的 探讨炎性细胞因子白细胞介素一1(interleukin一1，IL一1)B在高危角膜移植 
免疫排斥反应中的作用及 IL一1受体拮抗剂(IL一1 receptor antagonist，IL一1ra)抑制大鼠高危 

角膜移植免疫排斥反应的作用机制。方法 诱导新生血管后的大鼠行 穿透性角膜移植 

术，受体鼠随机分为3组：生理盐水对照组、10 g·L 环孢霉素 A(cyclosporin A，CsA)滴 

眼液治疗组、50 mg·L 的 IL一1ra滴眼液治疗组，每组 15只。分别采用原位杂交和免疫 

组织化学方法检测术后不同时间点各组大鼠角膜移植物 IL一1B mRNA及蛋 白表达情况。 

结果 正常大鼠角膜 IL一1B mRNA在上皮细胞基底层微量表达，IL一1B蛋白无表达；术后 

不同时间点各移植组角膜植 片上皮层、基质层均可检测到 IL一1B mRNA及蛋白的阳性表 

达。术后同一时间点不同移植组相比：IL一1B mRNA及蛋 白的表达依次减低顺序为生理 

盐水对照组、10 g·L CsA组、50 mg·L IL一1ra组，差异有显著统计学意义(P<0．01)； 

在急性排斥期 ，与 10 g·L CsA滴眼液组相比，IL—lra组降低更明显，两治疗组间比较差 

异有显著统计学意义(P<0．01)。结论 IL一1ra可通过影响 IL一1B的表达抑制高危角膜 

移植免疫排斥反应，减少新生血管生成，减轻免疫性炎性反应，延长角膜植片的存活时间。 

[眼科新进展 2008；28(1)：9—12，15] 

角膜病是主要致盲眼病之一。 

导致角膜移植失败的首位并发症是 

免疫排斥反应，高危穿透角膜移植术 

后排斥反应发生率高达50％以上 ̈ ， 
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迄今仍未找到切实有效的防治措施。目前采用的免 

疫抑制剂如环孢霉素 A(cyclosporin A，CsA)等虽然 

在一定程度上可降低移植排斥反应的发生率，但仍 

存在许多问题。白细胞介素．1受体拮抗剂(interleu． 

kin．1 receptor antagonist，IL．1 ra)是第 1个被发现的 

淋巴因子拮抗剂 J。大量动物实验已证实其具有延 

长角膜移植物生存时间的作用，但具体机制尚未明 

确。我们在建立大鼠高危角膜移植模型的基础上， 

探讨 IL．1ra抑制角膜移植免疫排斥反应的作用机 

制 

1 材料与方法 

1．1 实验动物 供体选用健康清洁级 Wistar大鼠 

23只，受体为健康清洁级 Spregue Dawley大鼠45 

只，均为雌性，体重 200—250 g，鼠龄 2～3个月。 

供、受体大鼠均购自南方医科大学实验动物中心。 

1．2 药物和试剂 人重组 白细胞介素一1受体拮抗 

剂(rhIL．1ra)，每支 100 tzg，干粉状(北京宝赛生物技 

术有限公司产品)，使用时每支加 2 mL生理盐水配 

制成 50 mg·L～；10 g·L。。CsA滴眼液，中山大学 

中山眼科中心配制；典必殊滴眼液，爱尔康公司提 

供；大鼠 IL．1B mRNA原位杂交试剂盒，大鼠 IL一1B 

免疫组织化学染色试剂盒，均购 自武汉博士德生物 

工程有限公司。 

1．3 手术方法 健康清洁级 Spregue Dawley大鼠 

45只，选其右眼用 10-0丝线在角膜基质 3个不同象 

限内各间断缝合 1针，针距2 am，深度达2／3角膜基 

质。当新生血管伸人角膜中央区后拆除缝线。角膜 

新生血管化增生的Spregue Dawley大鼠作为受体，于 

角膜基质内缝线拆除后 5～7 d用于实验。供体为 

Wistar大鼠，腹腔注射体积分数 10％水合氯醛溶液4 

mL·kg 麻醉，术前消毒，散瞳。常规无菌操作，手 

术在显微镜下进行。直径 3．5 am环钻钻取供体中 

央区角膜，置于黏弹剂 Healon中备用。用直径 3．0 

am环钻钻取受体中央区角膜。将植片置于植床，以 

10-0尼龙线间断缝合8针，线结暴露不包埋。术毕 

散瞳，前房注入 Healon以形成前房，结膜下注射庆大 

霉素2 000 U。缝合睑缘，术后24 h剪开。 

1．4 动物分组方法 随机将 45只受体大鼠分为 

I、Ⅱ、Ⅲ组，每组 15只。其中 I、Ⅱ组大鼠自术后 

第 1天起每天结膜囊内滴用50 mg·L 的IL一1ra滴 

眼液(I组)、10 g·L。。CsA滴眼液(II组)3次；Ⅲ 

组为生理盐水对照组。受试动物术后均每天滴用典 

必殊眼液及托品卡胺眼液3次。由于手术因素造成 

感染、前房出血、前房消失或术后 3 d内发生严重的 

角膜移植物水肿、混浊及破坏，不能归于角膜移植术 

后免疫排斥反应，应及时剔除并补充实验动物。 

1．5 观察方法 术后第 1天起在裂隙灯显微镜下 

进行临床观察，对角膜混浊、水肿、新生血管 3项指 

标进行评分。评分标准：(1)植片混浊：0分：植片完 

全透明；1分：透明度轻度下降；2分：透明度中度下 

降，虹膜血管可见；3分：虹膜血管窥不清，但瞳孔轮 

廓可见；4分：瞳孔轮廓不清。(2)水肿：0分：无水 

肿；1分：中度水肿；2分：伴有移植物增厚的显著水 

肿。(3)新生血管：0分：无新生血管；1分：新生血管 

在任何象限伸人达到移植物半径的25％；2分：新生 

血管在任何象限伸人达到移植物半径的 50％；3分： 

新生血管在任何象限伸人达到移植物半径的75％；4 

分：新生血管达到移植物中央。3项评分之和为当天 

排斥反应指数(response index，RI)，当 RII>6时认为 

免疫排斥反应发生。 

1．6 植片取材 在角膜植片急性免疫排斥反应发 

生前(术后 3 d)各组取材5眼，角膜植片急性免疫排 

斥反应发生期(RII>6)各组取材5眼，急性免疫排斥 

反应发生后(术后 2周)各组取材5眼。将动物麻醉 

后摘除眼球，自角膜缘剪下完整角膜。沿角膜中心 

将角膜一分为二，一半置于40 g·L 多聚甲醛溶液 

固定，另一半置于经 DEPC处理的40 g·L 多聚甲 

醛溶液固定。常规石蜡包埋，切片备用。 

1．7 原位杂交检测植片 原位杂交检测试剂盒检 

测 IL一1B mRNA表达：脱蜡、暴露 mRNA核酸片段、 

后固定，预杂交、洗涤、封闭，滴加生物素化鼠抗地高 

率，加生物素化过氧化物酶，DAB显色，苏木素复染， 

酒精脱水，二甲苯透明、封片；免疫组织化学染色检 

测植片 IL．1B蛋白表达：脱蜡，微波修复抗原，封闭 

液封闭，滴加特异性一抗(兔抗大鼠 IL．1B)，4℃冰 

箱过夜，滴加生物素化山羊抗兔 IgG，室温，20 min， 

洗涤，滴加 ABC复合物，DAB显色，镜下控制反应时 

间，苏木素轻度复染，脱水、封片。 

1．8 统计学方法 北航真彩色病理图像分析系统进 

行图像分析，检测阳性染色的总面积及灰度，计算 PU 

值。数据以均数 ±标准差( ± )表示，应用 SPSS 10．0 

统计软件包进行处理。数据分析用t检验和单向方差 

分析(One—way ANOVA)，阳性 PU平均值间的多重比 

较采用 LSD法，P<0．01为差异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 活体观察 大鼠高危角膜移植术后第 1天，可 

见角膜轻度水肿和混浊；11组于第 2天，I、Ⅱ组于 

术后第 3～4天时，角巩膜新生血管开始 向角膜生 

长。术后第 5天各组角膜基质层均见植床有新生血 

管，可见虹膜水肿、前房内炎性细胞渗出，I组前房 

反应较其他组轻。随着时间延长，角膜移植物水肿、 

混浊、增厚，且逐渐加重。 

2．2 角膜植片中 IL-1B mRNA表达情况的比较 

术前正常角膜植片中 IL．1 B mRNA在上皮细胞基底 

层微量表达。术后植片的上皮层、基质层均可检测 

到 IL一1B mRNA表达，其中IL一1B mRNA表达量与免 

疫排斥反应程度呈正相关。按表达量 由大到小排 

列，依次为Ⅲ组、Ⅱ组、I组(图 1～4)。在急性排斥 
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表1 SMP-30在各项临床指标中的表达情况 
Table 1 Expre~ion of SM P-30 in different clinical 

indexes 

Expression level of SMP-30 
n 一  

一  十 ++ 卅 

Male 32 

Female 25 

≤50 27 

≥50 30 

3 讨论 

SMP一30／regucalcin为一种钙结合蛋白质，但该 

蛋白和以往报道的钙结合蛋白的结构不同，它没有 
一 般钙结合蛋白结构中所具有的EF模序(helix loop 

helix motif)，表明 SMP-30／regucalcin代表了一种新 

型的钙结合蛋白质 。它在体内作为钙信号转导蛋 

白，调节体内细胞的增生及多种代谢过程。在其功 

能的研究上发现 SMP-30的蛋白质含量与组织成熟、 

老化及细胞增生有关。它具有调节活化钙泵、GTP 

酶，抑制 DNA、RNA及蛋 白质的合成，抑制细胞增 

生、凋亡，以及抗氧化等功能 。动物实验证 明 

SMP-30作为一种有机磷酸酯与糖酵解的磷酸戊糖 

途径和维生素 c的合成密切相关，其表达随年龄增 

加而减少是由于氧化应激所致 。 

本实验用免疫组织化学方法测定了 SMP．30在 

透明晶状体与白内障晶状体上皮细胞的表达情况， 

发现 SMP-30在白内障晶状体上皮细胞的表达较透 

明晶状体弱，说明白内障的发生伴随有晶状体上皮 

细胞 SMP-30含量的减少。白内障的发生可能与 

(上接第 12页) 

不同的免疫抑制剂可以通过不同途径影响移植 

物细胞因子的表达。在我们的研究中，IL-1ra治疗组 

较生理盐水对照组和 CsA治疗组，IL-1 13 mRNA及其 

蛋白的表达明显减弱，差异有显著统计学意义(P< 

0．01)；CsA组表达较生理盐水组表达病理学观察减 

弱，经统计学分析，差异无统计学意义(P>0．05)。 

说明 IL-1ra可以通过抑制高危角膜移植物 IL-113的 

表达发挥作用，而 CsA对高危角膜移植物 IL-113的 

表达影响较小。IL-113 mRNA及其蛋白表达的同步 

性再一次说明 IL．1ra可以结合于靶细胞膜上的特异 

性受体，改变靶细胞中编码相应蛋白质 mRNA的表 

达。即IL．1ra在mRNA水平影响高危角膜移植物细 

胞因子的表达，降低炎性细胞浸润，抑制免疫排斥反 

应。这有助于进一步揭示移植免疫机理。作为天然 

免疫抑制剂，IL．1ra体内副作用小，对该免疫抑制剂 

的不断深入研究将为临床进一步提高角膜移植成功 

率开辟更广阔的前景。 

SMP-30含量的减少或活性的下降引起晶状体钙离 

子失衡、抗氧化功能下降以及维生素 c的合成不足 

有关。这与陈莺 的报道一致。而在正常晶状体 

SMP-30仅表达于外层晶状体上皮细胞，内层老化的 

带状晶状体细胞均未见表达。间接说明了 SMP-30 

的年龄相关性，此次实验未得出 SMP．30的表达随年 

龄增加而减少的结论，可能与样本含量不够大有关。 

至于 SMP-30在维持晶状体正常生理功能中所起的 

作用以及具体作用机制有待进一步研究。 
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