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Abstract
誗AIM: To observe the effect of IL-10 modified immature
dendritic cells ( imDC ) for providing theoretical and
practical basis for anti-rejection of corneal transplantation.
誗METHODS: Eighteen Wistar rats were used as donors
and 36 SD rats were used ad recipients. The recipient was
injected by tail with donor IL - 10 - treated imDC or with
untreated imDC. The rats were randomly assigned to
three groups, 12 in control group received nopretreatment,
12 in imDC group were injected with imDC (2 伊 106 ) 3d
before surgery, and 12 in IL-10-imDC group were injected
with IL-10-imDC (2伊106) 3d before surgery. The survival
time of corneal allografts in three groups were observed.
The expression of NF - 资B was detected by
histopathological examination 14d postoperative.
誗RESULTS: The mean survival time was merely 10. 17 依
2郾 16d, 19. 83 依 2. 25d and 27. 57 依 1. 72d respectively in
control, imDC and IL - 10 - imDC groups. There was
significantly difference among three groups ( P < 0. 01) .
Corneas in groups B and C had fewer infiltrating cells,
corneal thickness almost normal, and stroma
arrangement in order, the center of the grafts showed no
inflammatory cellular infiltration. NF - 资B cells strongly
expressed in control group (P< 0. 05), and there was no
significant difference between groups B and C (P>0. 05) .
誗CONCLUSION: IL - 10 can restrained DC from mature.

Derivatives from donor imDC can markedly prolong the
survival time of corneal allografts. NF - 资B may play a
potential role in the development of corneal graft
rejection.
誗 KEYWORDS: IL - 10; dendritic cells; keratoplasty;
immunologic tolerance
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摘要

目的:研究白细胞介素-10( IL-10)修饰的未成熟树突状

细胞(immature dendritic cells,imDC)对大鼠同种异体角膜

移植术后免疫耐受的影响。
方法:用培养的供体来源的 imDC 及 IL-10-imDC 预处理

受体,建立 Wistar -SD 大鼠穿透性角膜移植模型。 供体

Wistar 大鼠 18 只;受体 SD 大鼠 36 只,受体鼠随机分为 3
组,每组均为 12 只。 A 组(对照组):受体鼠不经任何预处

理即行角膜移植术;B 组:角膜移植前 3d,每只受体鼠经

尾静脉注射供体的 imDC,细胞数为 2伊106个;C 组:角膜移

植前 3d,每只受体鼠经尾静脉注射用 IL-10 修饰的供体

imDC,细胞数为 2伊106个。 观察术后各组受体角膜植片的

存活时间;术后第 14d 各组随机抽取 4 只鼠取术眼角膜行

组织病理学检查及免疫组化法检测 NF-资B 的表达。
结果:三组植片存活时间分别为 10. 17 依 2. 16,19. 83 依
2郾 25,27. 57依1. 72d;三组组间比较,差异均有显著性(P<
0. 01)。 A 组角膜植片显著水肿、增厚,出现大量的淋巴细

胞和单核细胞浸润,角膜基质排列紊乱。 B,C 两组植片炎

性细胞浸润均显著减少,角膜厚度及结构基本正常。
NF-资B 在 A 组即对照组中呈高表达(P<0. 05),B,C 组间

比较无显著性差异(P>0. 05)。
结论:IL-10 可有效抑制树突状细胞(dendritic cells,DC)
成熟。 摄取供体的 imDC 能显著延长角膜植片的存活时

间。 IL-10-imDC 可抑制 NF-资B 的表达水平,从而抑制角

膜排斥反应的发生。
关键词:白细胞介素 - 10;树突状细胞;角膜移植;免疫

耐受
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0 引言

摇 摇 角膜移植是目前成功率最高的组织移植手术,而免疫

排斥反应仍是该手术失败的主要原因。 随着移植学实验

及临床实践的发展,如何诱导角膜移植的免疫耐受,使受

者在保持正常免疫应答能力的情况下诱导供体特异性免

疫耐受从而获得更长期的植片存活一直是研究的热点。
树突状细胞(dendritic cells,DC)是目前已知的功能最强的

专职抗原提呈细胞(antigen presenting cell,APC),DC 的功

能主要与其成熟状态有关。 成熟树突状细胞 ( mature
dendritic cells,mDC)可捕获和加工提呈外来抗原,激活初

始型 T 细胞启动免疫反应;未成熟树突状细胞( immature
dendritic cells,imDC)能够诱导免疫耐受,防止移植物排斥

反应的发生[1]。 体外研究发现,经白细胞介素-10( IL-10)
预处理后的 imDC 能降低效应性 T 细胞的反应能力,可用

于抑制炎性免疫反应和 T 细胞介导的免疫反应[2]。 本实

验通过获取所需的 imDC,继而采用这些细胞预处理受体,
观察角膜移植后植片的存活情况,探讨经 IL-10 修饰的

imDC 对大鼠角膜移植术后免疫耐受的影响作用。
1 材料和方法

1. 1 材料摇 健康雌性 Wistar 大鼠(供体)18 只,质量 200 ~
250g,购自中国医科大学实验动物中心。 成年健康雄性

SD 大鼠(受体)36 只,质量 200 ~ 250g,购自辽宁医学院实

验动物中心。 RPMI-1640 培养基(美国 Gibco 公司);胎牛

血清(杭州四季青生物试剂公司);细胞因子 rrGM-CSF,
rrIL-4,rrIL-10(英国 PeproTech 公司);OX62-FITC、CD86-PE
(Serotec 公司);NF-资B 试剂盒(武汉艾美捷科技有限公司)。
1. 2 方法

1. 2. 1 DC及 IL-10 修饰的 DC 的制备摇 DC 及 IL-10 修

饰的 DC 制备参考 Hermans 等方案取 Wistar 大鼠 1 只拉颈

处死,750mL / L 的乙醇中浸泡 5min。 无菌手术取出股骨

和胫骨,用磷酸盐缓冲液(PBS)反复冲洗出骨髓,将带骨

髓细胞的骨髓冲洗液经 100 目铜网过滤后收入离心管中,
3000r / min 离心 20min,弃上清;沉淀细胞用无血清 RPMI
1640 培养液重悬,将细胞悬液贴壁缓慢加入盛有等体积

淋巴细胞分离液的离心管内形成界面,中间为单核细胞

层,下层为红骨髓。 取中间层至离心管内,加 PBS,2000r / min
离心 10min,弃上清。 重复上述过程 2 次,取初步纯化的单

个核细胞,重悬于无血清 RPMI 1640 培养液中调整细胞浓

度至 1伊1010个 / mL,接种于 6 孔培养板,置于 37益、50mL / L
CO2培养箱中培养 2h,取出后用 37益预温的 RPMI 1640 培

养液洗去非黏附细胞,然后于贴壁细胞中加入含细胞因子

rrGM-CSF(10滋g / L)、rrIL-4(10滋g / L)的培养液中常规培

养,每 3d 更换含上述细胞因子的新鲜培养液。 培养期间

每日在相差倒置显微镜下观察细胞形态。 培养至第 6d,
细胞贴壁生长并呈现短毛刺状时即为 DC 诱导成功。 收

集部分细胞,与 20滋g / L 浓度的 IL-10 共同孵育 48h 即为

IL- 10 修饰的 DC。 流式细胞仪检测 DC 表面 OX62 和

CD86 分子的表达, IL - 10 修饰的 DC 表面标志性抗原

OX62 高表达 (88. 9% ), CD86 低表达 ( 12. 6% ),符合

imDC 的表型。

1. 2. 2 实验分组及角膜移植动物模型的建立摇 受体 SD 大

鼠 36 只,随机分为 3 组,每组均为 12 只。 A 组(对照组):
受体鼠不经任何预处理即行角膜移植术;B 组:角膜移植

前 3d,每只受体鼠经尾静脉注射供体的 imDC,细胞数为

2伊106个;C 组:角膜移植前 3d,每只受体鼠经尾静脉注射

用 IL- 10 修饰的供体 imDC,细胞数为 2 伊106 个。 参照

Williams 等[3]的方法建立大鼠穿透性角膜移植(PKP)模

型:于术前 15min 起滴 5g / L 复方托吡卡胺滴眼液充分散

瞳,庆大霉素 2000U 冲洗结膜囊。 常规消毒铺巾,在手术

显微镜下首先于供体鼠角膜中央区钻取直径为 3. 5mm 植

片,备用。 然后对受体鼠右眼行穿透性角膜移植术,植床

3. 0mm,10-0 Alcon 尼龙线间断缝合 8 针,线结不埋藏。
术毕前房内注入消毒小气泡,形成前房。 涂红霉素眼膏,
睑缘缝合。 术后第 1d 拆除睑缘缝线,2. 5g / L 氯霉素滴眼

液、10g / L 阿托品滴眼液每日 3 次滴眼 7d,不拆除角膜缝

线。 术后第 1d 起在裂隙灯显微镜下对受体鼠移植角膜进

行观察。 排斥反应发生之前,每日 1 次;排斥反应发生后

每周 2 ~ 3 次。 参照 Larkin 等[4]的评分标准对角膜植片混

浊、水肿、新生血管三项指标进行评分。 三项评分之和为

当日排斥反应指数( rejection index,RI),当 RI逸5 或植片

混浊一项达到 3 时,即认为排斥反应发生。
1. 2. 3 HE染色及免疫组织化学检测摇 于术后第 14d 各组

随机抽出 4 只大鼠术眼取材,全眼球摘除,10%甲醛固定,
常规石蜡包埋,5滋m 切片,1 张石蜡切片行常规 HE 染色,
光学显微镜下观察其病理学变化。 其余每组各取 3 张石

蜡切片行免疫组织化学的检测,以 PBS 液代替一抗作阴

性对照。 每张切片随机取 4 个视野 (每个视野面积为

0郾 2mm伊0. 2mm)做图像分析,计算平均光密度。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 17. 0 软件包进行数据处理,
计量资料以 軃x依s 表示,各组间差异采用单因素方差分析

(one way-ANOVA),进而采用 LSD-t 法检验,P<0. 05 认

为差异有统计学意义。
2 结果

2. 1 角膜植片裂隙灯显微镜观察结果 摇 PKP 术后第 1wk
内由于炎性反应各组角膜均出现一过性水肿、混浊,1wk
后各组角膜开始呈现不同免疫排斥情况(表 1):A 组混

浊、水肿、新生血管及 RI 这 4 项指标均明显高于 B,C 两组

(P<0. 01);B,C 组间比较差异无显著性(P>0. 05)。 B,C
两组植片存活时间与 A 组比较显著延长(P<0. 01);B,C
组间比较,差异有显著性(P<0. 01)。
2. 2 病理学及免疫组织化学检测

2. 2. 1 病理学检查 摇 A 组角膜植片显著水肿、增厚,出现

大量的淋巴细胞和单核细胞浸润,角膜基质排列紊乱

(图 1A);B,C 两组植片炎性细胞浸润均显著减少,角膜厚

度及结构基本正常(图 1B,C)。
2. 2. 2 NF-资B在角膜植片中的表达摇 A 组角膜植片的上

皮层基底部出现大量聚集的 NF-资B 阳性细胞(图 2A);而
B,C 两组角膜植片的上皮层亦存在 NF-资B 阳性表达,但
他们的表达强度较 A 组均明显减少(图 2B,C)。 NF-资B
的平均光密度 A 组(0. 560依0. 91)明显高于其他两组,与
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摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 1摇 三组大鼠角膜移植术后植片的评分以及平均存活时间 軃x依s
组别 混浊度 水肿 新生血管 排斥指数 排斥发生时间(d)
A 组 3. 50依0. 53b 1. 58依0. 51b 1. 75依0. 62b 5. 17依1. 03b 10. 17依2. 16b

B 组 0. 92依0. 66 0. 75依0. 45 0. 42依0. 79 1. 88依0. 90 19. 83依2. 25d

C 组 0. 83依0. 57 0. 75依0. 46 0. 45依0. 46 1. 83依0. 64 27. 57依1. 72

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 bP<0. 01 vs B,C 组;dP<0. 01 vs C 组。

摇 摇 摇 图 1摇 三组移植术后角膜病理学检查(伊200) 摇 A:A 组;B:B 组;C:C 组。

摇 摇 摇 图 2摇 三组移植术后免疫组织化学检测在角膜植片中 NF-资B的表达(伊200) 摇 A:A 组;B:B 组;C:C 组。

其他两组相比较差异均有统计学意义(P <0. 05);B 组

(0郾 212依0. 06),C 组(0. 192依0. 03)两组比较差异无显著

性(P>0. 05)。
3 讨论

摇 摇 目前,移植学界普遍认为解决异体移植排斥反应的关

键在于诱导受体对供体器官产生免疫耐受,即受体免疫系

统对供体器官产生特异性免疫无反应性[5]。 DC 是由美国

ROCKFELLE 大学 Steinman 等[6] 于 1973 年在分离小鼠脾

细胞中被发现并报道的,因其在成熟状态时伸出树突状伪

足而得名。 随着 DC 在免疫反应中的作用机制逐步被阐

明,人们发现 DC 是抗原提呈过程的中心环节,在免疫耐

受的诱导中起着重要的作用。 DC 的作用取决于其成熟状

态,近年来已有动物实验证实,输注 imDC 在一定程度上

可延长移植物的存活时间[7]。 因为 imDC 表面缺乏协同

刺激因子即 T 细胞活化的第二信号使 T 细胞特异性无应

答,但在摄取抗原或受到某些炎性细胞因子(如 TNF-琢)、
细菌成分(如 LPS)的刺激后,细胞表型会迅速改变为成熟

状态,从而失去耐受原作用,诱发免疫应答反应[8],故单独

应用 imDC 的效果不甚满意。 因此,使 DC 稳定地保持不

成熟状态是诱导移植免疫耐受的关键。 有研究证实,
imDC 分泌 IL-10 在免疫耐受中起重要作用[9]。
摇 摇 IL-10 是一种可以抑制同种移植免疫反应的细胞因

子。 研究发现,IL-10 可以降低单核细胞的抗原递呈能

力、下调 MHCII 表达,阻止抗原特异 T 细胞的增殖,由此

减弱或消除 T、B 细胞介导的免疫应答,导致 T 细胞无能。
另外,通过特异性的抑制 T 细胞 IL-2 的分泌,IL-10 可抑

制 T 细胞的增殖[10]。 此外 IL-10 还能直接作用于 T 细胞

上的 CD28 协同刺激受体,阻断 CD28 酪氨酸磷酸化过程

和 CD28 分子介导的信号传导通路,诱导 T 细胞耐受。 这

些特性可以看出作为一种潜在的免疫增殖反应和炎症反

应的负性调节因子,IL-10 在抵抗外界刺激因子对 DC 刺

激的同时可使 DC 稳定地维持在不成熟状态。 而且目前

没有发现 IL-10 对健康受试者存在严重毒副作用。 因此,
在本实验中我们应用 IL-10 处理 DC,抑制 DC 成熟,促使

在受体内的供体 DC 维持于不成熟状态,导致 T 细胞的低

应答或无应答,从而使移植物存活时间进一步延长。 核因

子-资B(NF-资B)是一种细胞内普遍存在的重要的转录因

子,它可高效诱导多种细胞因子、免疫识别受体和急性期

反应蛋白编码基因的表达,进而影响机体的炎症反应[11]。
摇 摇 本实验中我们应用 IL-10 修饰供体 imDC 后输注给

受体的预处理方法,在成功建立大鼠同种异体角膜移植模

型的基础上,观察角膜移植后受体植片存活和排斥反应情

况,同时检测术眼角膜 NF-资B 的表达。 结果显示,与对照

组比较,实验组角膜植片存活时间明显延长,术后 14d 角

膜植片混浊、水肿、新生血管及 RI 均显著降低。 对照组角

膜植片呈大量炎细胞浸润,植片显著水肿,角膜基质排列

紊乱;而实验组角膜植片炎细胞显著减少,角膜结构基本

正常。 NF-资B 在对照组呈显著高表达,而实验组的表达

水平显著降低。 IL-10-imDC 组角膜植片存活时间最长,
炎症反应最轻,NF-资B 表达水平最低。 用 IL-10 修饰供

体来源的 imDC 输注给受体,可能抑制了共刺激通路[12],
使受体处于一种低应答状态,抑制了植片的炎细胞浸润和
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NF-资B 的表达,降低受体对移植物的排斥,从而延长了角

膜植片的存活时间。 IL-10 可在一定程度上维持 DC 的未

成熟状态,进一步延长角膜植片存活时间。 但我们也发

现,供体来源的 IL-10-imDC 虽然延长了移植物的存活时

间,但在一定时间后仍会发生排斥反应。 其原因可能是随

着 imDC 的逐步成熟,其诱导耐受的作用逐步减弱,并不

能完全保护供者的移植物免于受者 T 细胞的攻击。 其次,
也可能是多种免疫细胞参与免疫活动,如树突状细胞、调
节性 T 细胞、自然杀伤 T 细胞等,它们在诱导免疫耐受中

均可抑制角膜移植术后排斥反应,而并非只依赖于单一的

耐受机制。 因此,如何进一步增强角膜移植术后的免疫耐

受从而更有效地延长角膜植片的存活时间,仍有待学者们

深入探讨。
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