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Abstract
誗 AIM: Through the establishment of penetrating
keratoplasty model of rats, to detect the role and its
mechanism of immature dendritic cells with IL- 10 gene
modified.
誗 METHODS: Allogeneic penetrating corneal
transplantation in rat model was performed. SD rats
were randomly divided into positive control group, GFP-
DC group, 8-DC and IL-10-GFP-DC group. At 3d before
keratoplasty, the rats were given tail intravenous
injection with the same amount of PBS, bone marrow 8-
DC (DC had cultured for 8d) from donor Wistar rats,
GFP-DC after 48h transfection and IL-10-GFP-DC. Rats
were observed under slit - lamp for corneal graft cases
every day, and recorded rejection index and corneal graft

survival time. At 14d after keratoplasty, pathologic and
immunohistochemical examinations were performed.
誗RESULTS:Compared with GFP - DC group and 8 - DC
group, corneal graft survival time of IL - 10 - GFP - DC
group was significantly longer ( P < 0. 01); at 14d after
keratoplasty, corneal opacity, edema, neovascularization
and rejection index of IL - 10 - GFP - DC group were
significantly lower (P < 0. 01) . Pathological examination
showed that in the three experimental groups corneal
inflammation was lighter than the positive control group
without significant central graft neovascularization.
Immunohistochemistry showed: compared to the
positive control group, GFP-DC group and 8-DC group,
CD4+, CD8+, CD25+, IL - 2+, NK+ and NF - 资B+ positive
cells in IL-10-GFP-DC group were lower(P<0. 01) .
誗 CONCLUSION: After donor - derived immature
dendritic cells pretreated, corneal graft survival was
significantly prolonged, successfully induced corneal
transplantation tolerance. CD4+, CD8+, CD25+, IL - 2+,
NK+ and NF - 资B+ positive cells are involved in corneal
allograft rejection regulation, IL-10-GFP-DC may reduce
CD4+, CD8+, CD25+, IL-2+, NK+ and NF-资B+ positive cell
infiltration, inhibit corneal transplant rejection.
誗KEYWORDS:Interleukin-10; dendritic cells; penetrating
keratoplasty; transplant rejection
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摘要
目的:通过建立大鼠角膜穿透性移植模型,探讨 IL-10 基
因修饰的未成熟树突状细胞在大鼠角膜移植排斥反应中
的作用及其作用机制。
方法:建立大鼠同种异体穿透性角膜移植模型,将受体
SD 大鼠随机分为:阳性对照组、GFP-DC 组、8-DC 组及
IL-10-GFP-DC 组,分别于角膜移植术前 3d 尾静脉注射
等量的 PBS、供体 Wistar 大鼠骨髓源 8 -DC(培养 8d 的
DC)、转染 48h 的 GFP-DC 及 IL-10-GFP-DC。 术后每
天在裂隙灯下观察角膜植片情况,记录排斥反应指数及
角膜植片存活时间,在移植术后第 14d 行各组角膜组织
的病理学检查及免疫组织化学检查。
结果:IL-10-GFP-DC 组角膜植片存活时间较 GFP-DC
组、8-DC 组比较显著延长(P<0. 01)。 术后第 14d 时 IL-
10-GFP-DC 组角膜植片的混浊、水肿、新生血管及排斥
指数均显著降低(P<0. 01)。 病理组织学检查结果显示
各实验组角膜植片的炎症反应较阳性对照组轻,植片中
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央未见明显新生血管。 免疫组织化学结果显示:IL-10-
GFP-DC 组的 CD4+、CD8+、CD25+、IL-2+、NK+及 NF-资B+

阳性细胞数量较阳性对照组、GFP-DC 组、8-DC 组减少,
差异均具有显著统计学意义(P<0. 01)。
结论:经过供体来源未成熟树突状细胞预处理的受体,角
膜植片的存活时间显著延长,成功诱导角膜移植免疫耐
受。 CD4+、CD8+、CD25+、IL-2+、NK+及 NF-资B+阳性细胞
参与了同种异体角膜移植排斥反应的调控,IL-10-GFP-
DC 可降低 CD4+、CD8+、CD25+、IL-2+、NK+及 NF-资B+阳
性细胞的浸润,抑制角膜移植排斥反应的发生。
关键词:IL-10;树突状细胞;穿透性角膜移植;移植排斥
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0 引言
摇 摇 在我国,每年因角膜病致盲的患者约有 400 万,角膜
病是我国目前主要致盲病因之一,已成为第二致盲眼病,
角膜移植术是治疗顽固性角膜病的最终手段,但角膜移
植术后的排斥反应仍然是角膜移植失败的主要因素,如
何抑制排斥反应的发生已经成为角膜移植研究中亟待解
决的关键问题[1]。 目前研究表明诱导受体对供体器官产
生免疫耐受是抑制移植排斥反应的最佳方法[2]。 树突状
细胞(dendritic cell,DC)是现在所知唯一的机体内专职
的、功能强大的、诱导初始 T 细胞活化的抗原递呈细胞
(antigen processing cell,APC),是适应性 T 细胞免疫应答
的始动者[3]。 未成熟的树突状细胞( immature dendritic
cell,imDC)能够调节 T 细胞的反应能力,诱导其发生免
疫耐受[4]。 IL-10( Interleukin 10,IL-10)又叫细胞因子
合成抑制因子,是由 Th2 淋巴细胞和单核细胞合成分泌
的,在抗炎和抑制多种细胞因子合成方面发挥着重要的
作用。 据研究表明,IL-10 能够抑制 DC 成熟,并且 imDC
又能够进一步分泌 IL-10,从而放大 imDC 在诱导免疫耐
受中的作用,形成反馈效应,从而延长移植物的存活时
间[5-6]。 本实验通过建立同种异体大鼠穿透性角膜移植
模型,经过供体大鼠骨髓源树突状细胞对受体大鼠预处
理的方法,观察移植术后各组角膜植片的存活情况及病
理组织学变化,观察 CD4+、CD8+、CD25+、IL-2+、NK+ 及
NF-资B+的表达,从而探讨 IL-10 基因修饰的未成熟树突
状细胞在大鼠角膜移植排斥反应中的作用。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 健康 SD 大鼠 52 只,购自辽宁医学院实验动
物中心;健康 Wistar 大鼠 26 只,购自中国医科大学实验
动物中心,这两种大鼠重量均为 200 ~ 250g,鼠龄 6 ~
8wk,雌雄不限。 IL-10-GFP-Adenovirus(上海吉凯基因
化学技术有限公司),CD4 免疫组化试剂盒、CD8 免疫组
化试剂盒、CD25 免疫组化试剂盒、IL-2 免疫组化试剂
盒、NK 免疫组化试剂盒、NF-资B 免疫组化试剂盒(北京
博奥森生物技术有限公司),本实验的 DC 细胞的来源和
培养主要通过利用大鼠淋巴细胞分离液及细胞因子诱生
方法,提取大鼠骨髓源树突状细胞的前体细胞并进行
培养[7]。

表 1摇 移植术后角膜植片各参数评分标准

角膜植片的临床观察情况 评分

角膜植片混浊 0 ~ 4
摇 植片完全透明 0
摇 植片透明度轻度丢失 1
摇 植片透明度中度丢失,虹膜血管可见 2
摇 虹膜血管窥视不清,但瞳孔可见 3
摇 瞳孔轮廓窥不清 4
角膜植片水肿 0 ~ 2
摇 无水肿 0
摇 中度水肿 1
摇 伴有植片增厚的显著水肿 2
角膜植片新生血管 0 ~ 4
摇 无新生血管 0
摇 新生血管在任何象限伸入达到植片半径的 25% 1
摇 新生血管达到植片半径的 50% 2
摇 新生血管达到植片半径的 75% 3
摇 新生血管达到植片的中央 4
总积分 10

1. 2 方法
1. 2. 1 实验分组摇 将培养第 6d 的 DC 分为 3 组:第 1 组
继续原条件培养 48h 后(共培养 8d),即为 8-DC,收集细
胞,PBS 洗涤 2 次,调整细胞悬液浓度为 2伊106个 / mL;另
两组分别经 GFP-Adenovirus、IL-10-GFP-Adenovirus 转
染 48h 后,收集细胞,PBS 洗涤 2 次,调整细胞悬液浓度
为 2伊106个 / mL。 以 SD 大鼠为受体,Wistar 大鼠为供体,
将受体 SD 大鼠随机分为 4 组,每组 13 例 13 眼。 阳性对
照组:术前 3d 受体鼠尾静脉注射 PBS 1mL;GFP-DC 组:
术前 3d 受体鼠尾静脉注射 GFP-DC 细胞悬液 1mL;8-
DC 组:术前 3d 受体鼠尾静脉注射 8-DC 细胞悬液 1mL;
IL-10-GFP-DC 组:术前 3d 受体鼠尾静脉注射 IL-10-
GFP-DC 细胞悬液 1mL。
1. 2. 2 建立角膜移植动物模型[8] 摇 术前 15min 术眼滴复
方托吡卡胺滴眼液充分散瞳,腹腔注射 10% 水合氯醛进
行全身麻醉,常规消毒。 在手术显微镜下,用植片直径
3. 5mm 的环钻在供体大鼠(术眼为双眼)角膜中央轻压
形成压痕,用尖刀在压痕处刺入前房,使用显微角膜剪沿
压痕环形剪下角膜,作为备用植片,放入 0. 9% 氯化钠注
射液中保存(保存时间不超过 20min);使用植床直径
3郾 0mm 的环钻,按上述相同方法剪除受体大鼠(术眼为
右眼)中央角膜,制作植床。 将植片置于植床上,用 10-0
爱惜良尼龙线间断缝合 8 针,建立前房。 术毕红霉素眼
膏涂结膜囊内,缝合眼睑。 术后第 1d 拆除眼睑缝线,术
后每天用复方托吡卡胺滴眼液和氯霉素滴眼液滴眼 3 次
至术后第 10d。
1. 2. 3 裂隙灯显微镜观察 摇 自术后第 1d 起每日在裂隙
灯显微镜下对受体鼠术眼进行观察,以水肿、混浊和新生
血管 3 项指标进行评分,参照 Larkin 等[9]评分标准(表 1),3
项评分之和为当日排斥反应指数( rejection index,RI),当
RI逸5 时,或者植片混浊一项达到 3 时视为排斥反应发
生,记录角膜植片存活时间。
1. 2. 4 组织病理学检查摇 角膜移植术后第 14d,各组随机
抽取 6 只大鼠,术眼(右眼)全眼球摘除,正常 SD 大鼠 3
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图 1摇 显微镜下观察移植术后第 14d各组角膜植片的情况摇 A:阳性对照组:角膜植片混浊、水肿,瞳孔窥不见,新生血管角膜长入植
片中央,角膜植片发生排斥;B:GFP-DC 组:角膜植片轻度混浊、水肿,新生血管长入植片边缘;C:8-DC 组:角膜植片轻度混浊、水肿,
新生血管长入植片边缘;D:IL-10-GFP-DC 组:角膜植片透明,未见混浊、水肿,新生血管长入植片边缘。

图 2摇 术后第 14d各组角膜病理组织学 HE染色(伊200)摇 A:阳性对照组:角膜植片明显水肿、增厚,植片可见大量炎细胞浸润并可
见新生血管,基质层排列紊乱;B:GFP-DC 组;C:8-DC 组;D:IL-10-GFP-DC 组。

只,6 眼为阴性对照,4% 多聚甲醛固定,常规石蜡包埋,
5滋m 切片,HE 染色,镜检。
1. 2. 5 免疫组织化学检测摇 石蜡切片常规脱蜡,微波修复
抗原,灭活内源性过氧化物酶。 滴加 5% BSA 封闭液,室
温 10 ~ 30min。 滴加 1 颐200 浓度稀释的一抗,4益 孵育过
夜,PBS 洗涤 3 次。 滴加 1颐200 浓度稀释的二抗,37益孵育
30min。 滴加试剂 SP,DAB 显色。 苏木素复染、脱水、封
片,光学显微镜下观察。 设立阴性对照:以 PBS 代替一
抗。 进行图像分析:以伊400 图像输入。 每张切片随机取 5
个视野,每个视野面积为 0. 2mm伊0. 2mm。 阳性结果为细
胞胞膜、胞浆或胞核呈棕黄色,计数单位视野内阳性细
胞数。
摇 摇 统计学分析:应用统计分析软件 SPSS 17. 0 处理数

据,所有数据均采用 軃x依s 表示,组间比较采用单因素方差
分析,以 P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 角膜植片存活时间摇 各组角膜植片的存活时间 GFP-
DC 组、8-DC 组、IL-10-GFP-DC 组与阳性对照组比较,植
片存活时间明显延长,差异具有显著统计学意义 ( P <
0郾 01);IL-10 -GFP-DC 组角膜植片存活时间显著长于
GFP-DC 组、8-DC 组,有显著统计学意义(P<0. 01);GFP-
DC 组与 8-DC 组比较,差异无统计学意义(P>0. 05,表 2,
图 1)。
2. 2 各组角膜植片参数结果摇 术后第 14d,GFP-DC 组、8-
DC 组、IL-10-GFP-DC 组与阳性对照组比较,角膜植片的
混浊、水肿、新生血管及排斥指数均降低,差异具有显著统
计学意义(P<0. 01);IL-10-GFP-DC 组与 GFP-DC 组、8-
DC 组比较角膜植片的混浊、水肿、新生血管及排斥指数均
降低,差异具有显著统计学意义(P<0. 01);GFP-DC 组与
8-DC 组比较,差异无统计学意义(P>0. 05,表 3)。
2. 3 组织病理学检查结果摇 术后第 14d,阳性对照组角膜
植片明显水肿、增厚,植片可见大量炎细胞浸润,并可见新
生血管,基质层排列紊乱;GFP-DC 组、8-DC 组及 IL-10-
GFP-DC 组角膜植片无明显水肿及增厚,且炎性细胞浸润
较少,角膜结构基本正常,其中 IL-10-GFP-DC 组角膜植
片改善最明显,炎性细胞最少(图 2)。

表 2摇 各组角膜植片存活时间 (軃x依s,d)
分组 眼数 植片存活时间

阳性对照组 7 10. 29依1. 11
GFP-DC 组 7 19. 14依1. 34a

8-DC 组 7 18. 57依1. 27a

IL-10-GFP-DC 组 7 25. 86依1. 07a,b,c

注:aP<0. 01 vs 阳性对照组;bP<0. 01 vs GFP-DC 组;cP<0. 01 vs
8-DC 组。

2. 4 免疫组织化学检测结果摇 应用细胞图像分析系统进
行图像分析,以伊400 图像输入。 每只眼随机取出 1 张切
片,每张切片随机取 5 个视野,每个视野面积为 0. 2mm伊
0. 2mm。 阳性结果为细胞胞膜、胞浆或胞核呈棕黄色,计
数单位视野内阳性细胞数。 阳性对照组中、GFP-DC 组、8-
DC 组及 IL - 10 -GFP -DC 组角膜植片中均存在 CD4+、
CD8+、CD25+、IL-2+、NK+及 NF-资B+ 阳性细胞的表达,但
其余三组阳性细胞数量明显较阳性对照组减少。 IL-10-
GFP-DC 组 CD4+、CD8+、CD25+、IL-2+、NK+及 NF-资B+阳
性细胞的数量最少,阳性对照组 CD4+、CD8+、CD25+、IL-
2+、NK+及 NF-资B+阳性细胞的数量最多;GFP-DC 组与 8-
DC 组比较,结果无统计学意义(P>0. 05);IL-10 -GFP-
DC 组与 GFP-DC 组、8-DC 组及阳性对照组比较,差异具
有统计学意义(P<0. 01,表 4)。
3 讨论
摇 摇 目前,角膜病已成为第 2 位致盲眼病,角膜移植仍然
是目前治疗各种严重角膜疾病的最终途径,而免疫排斥反
应是造成植片衰竭导致移植失败的主要原因[10]。 如何避
免排斥反应的发生是角膜移植研究中需要解决的关键问
题,近来众多学者认为诱导受体对供体器官产生免疫耐受
才是解决异体移植排斥反应的关键所在[11-13]。
摇 摇 DC 是目前所知的机体内唯一的、专职的、功能强大
的、诱导初始 T 细胞活化的 APC,是适应性 T 细胞免疫应
答的始动者[14-15]。 IL-10 主要是由 Th2 淋巴细胞和单核
细胞合成分泌的,在抗炎和抑制多种细胞因子合成等方面
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摇 摇 摇 摇 摇 表 3摇 术后第 14d各组排斥反应指数 軃x依s
组别 眼数 混浊 水肿 新生血管 排斥指数

阳性对照组 7 2. 29依0. 49 2. 14依0. 38 2. 29依0. 49 6. 71依0. 49
GFP-DC 组 7 1. 29依0. 49b 1. 14依0. 38b 1. 29依0. 49b 3. 71依0. 49b

8-DC 组 7 1. 57依0. 54b 1. 14依0. 38b 1. 14依0. 70b 3. 86依0. 38b

IL-10-GFP-DC 组 7 0. 71依0. 49b,d,f 0. 57依0. 54b,d,f 0. 43依0. 54b,d,f 1. 71依0. 49b,d,f

摇 摇 摇 摇 摇 注:bP<0. 01 vs 对照组;dP<0. 01 vs GFP-DC 组;fP<0. 01 vs 8-DC 组。

表 4摇 免疫组织化学检测各细胞因子的结果 (軃x依s,个 /高倍视野)
组别 眼数 CD4+ CD8+ CD25+ IL-2+ NK+ NF-资B+

阳性对照组 6 41. 20依5. 07 38. 00依2. 92 35. 40依2. 70 38. 60依2. 30 34. 60依4. 45 69. 80依5. 22
GFP-DC 组 6 29. 40依2. 07b 23. 60依2. 19b 20. 80依3. 35b 23. 60依2. 41b 23. 20依3. 90b 43. 00依5. 48b

8-DC 组 6 32. 00依2. 65b 24. 00依2. 35b 22. 00依2. 74b 25. 20依0. 84b 24. 60依2. 60b 44. 60依1. 95b

IL-10-GFP-DC 组 6 19. 60依2. 07b,d,f 17. 60依3. 05b,d,f 15. 00依1. 58b,d,f 17. 40依2. 07b,d,f 11. 60依3. 56b,d,f 24. 80依3. 63b,d,f

注:bP<0. 01 vs 对照组;dP<0. 01 vs GFP-DC 组;fP<0. 01 vs 8-DC 组。

发挥着重要的作用。 大量的实验证明,IL-10 修饰的 DC
可以明显降低心脏、肝、肾等移植术后的排斥反应,延长移
植物的存活时间,诱导免疫耐受的发生[16-18]。
摇 摇 有研究表明,同种异体的角膜移植排斥反应是由 T 淋
巴细胞为主所介导的迟发型超敏反应 ( delayed type
hypersensitivity,DTH) [19],根据其表型的不同可分为:CD4+

T 细胞和 CD8+T 细胞。 有研究学者在对大鼠角膜移植术
后的排斥反应的病理组织学中发现,在移植排斥反应中,
植片内有很多 CD4+ T 细胞和 CD8+ T 细胞的浸润[20-21]。
CD4+Th 主要负责介导细胞免疫应答,在器官移植排斥反
应、抗感染及自身免疫性等疾病的诱导中起着重要的作
用。 CD25 是效应性 T 细胞的重要标志[22],作为非特异性
免疫系统重要组成部分之一的 NK 细胞与 T 淋巴细胞同
属共同的祖细胞,与 T 细胞不同的是,NK 细胞表面没有
特异性抗原识别受体的表达。 有实验表明,术前受体内
NK 细胞的清除可以明显延长动物异体心脏移植的存活
时间[23]。 1986 年,Sen 和 Blaldwin 最初在 B 细胞核的抽取
物中发现了一种核蛋白因子,取名为 NF-资B[24],在许多参
与免疫和炎症反应物质的基因中,NF-资B 均对其有诱导
调控的作用[25],调控 T 淋巴细胞、B 淋巴细胞和树突状细
胞的生长、增殖及分化,在体液和细胞免疫中扮演着重要
的角色[26],在器官移植排斥反应中也可能发挥着中心调
控者的作用。
摇 摇 本实验室前期的研究通过细胞因子诱生法成功培养
出大鼠骨髓源树突状细胞,已证实 IL-10-GFP-Adenovirus
转染可以抑制树突状细胞的成熟,GFP-Adenovirus 对 DC
无影响。 在本实验研究中,术后第 14d 我们对角膜植片行
病理组织学检查及免疫组织化学检测,研究角膜移植术后
角膜植片的病理学变化及植片中 CD4+、CD8+、CD25+、IL-
2+、NK+及 NF-资B+阳性细胞数量的表达变化。 病理组织
学检查结果显示:GFP-DC 组、8-DC 组、IL-10-GFP-DC
组与阳性对照组比较,植片存活时间明显延长(P<0. 01),
IL-10-GFP-DC 组角膜植片存活时间显著长于 GFP-DC
组、8-DC 组(P<0. 01)。 阳性对照组角膜植片明显水肿、
增厚,植片可见大量的炎细胞浸润及新生血管,基质层排
列紊乱,GFP-DC 组、8-DC 组、IL-10-GFP-DC 组角膜植
片无明显水肿及增厚,且炎性细胞浸润较少,角膜结构基
本正常,其中 IL-10-GFP-DC 组角膜植片改善最明显,炎

性细胞最少。 免疫组织化学检测结果为:阳性对照组角膜
植片中 CD4+、CD8+、CD25+、IL-2+、NK+及 NF-资B+阳性细
胞的数量最多,说明诱导了排斥反应的发生,IL-10-GFP-
DC 组的阳性细胞数量较阳性对照组、GFP-DC 组、8-DC
组减少,差异均具有统计学意义(P<0. 01)。 在各实验组
中可能由于 imDC 低表达 MHC玉/ 域类分子,并且缺乏免
疫应答中所必需的 CD40、B7(CD80、CD86)等共刺激分子
和黏附分子,缺少激活 T 细胞免疫应答所必需的第二信
号,不能有效激活 T 细胞,抑制了上述细胞的浸润,从而抑
制排斥反应,可见 imDC 在诱导移植免疫耐受过程中具有
重要作用。 IL-10-GFP-DC 组中,CD4+、CD8+、CD25+、IL-
2+、NK+及 NF-资B+的细胞数量最少、炎症反应最轻,并且
角膜植片存活时间最长。 由此可见,IL-10-GFP-DC 在诱
导角膜移植免疫耐受中更加具有优势。
摇 摇 本实验通过受体大鼠术前尾静脉注射经供体来源的
imDC、GFP-Adenovirus、IL-10-GFP-Adenovirus 转染的供
体来源 imDC 能够延长角膜植片存活时间,能诱导角膜移
植免疫耐受,结果显示 IL-10-GFP-DC 组诱导耐受效果
最佳。 CD4+、CD8+、CD25+、IL-2+、NK+及 NF-资B+细胞参
与了角膜移植排斥反应的调控,IL-10-GFP-DC 可降低
CD4+、CD8+、CD25+、IL-2+、NK+及 NF-资B+阳性细胞的浸
润,抑制角膜移植排斥反应的发生。 本文探讨了 IL-10 基
因修饰的树突状细胞在大鼠角膜移植中的作用,为诱导角
膜移植免疫耐受提供实验依据。
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