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摘要
目的:探索大鼠角膜移植术后玻璃体腔内注射 ＦａｓＬ 抑制
剂对角膜细胞凋亡ꎬ角膜 Ｆａｓ、ＦａｓＬ 表达ꎬ全血和颈部淋巴
结中 Ｔｒｅｇ 数量及排斥反应指数的影响ꎮ
方法:将 ２４ 只 ＳＤ 大鼠 ２４ 眼行穿透性角膜移植术ꎬ术后随
机分为玻璃体腔内注射 ＰＢＳ 组(１２ 只 １２ 眼)、ＦａｓＬ 抑制
剂组(１２ 只 １２ 眼)ꎬ每周记录角膜排斥反应指数ꎬ术后 １、
３、５ｗｋ 取全血、颈部淋巴结检测 Ｔｒｅｇ 数量ꎬ取角膜组织测
Ｆａｓ、ＦａｓＬ 表达及凋亡细胞数量ꎮ
结果:ＦａｓＬ 抑制剂组角膜 Ｆａｓ、ＦａｓＬ 表达较 ＰＢＳ 组明显下
降(均 Ｐ<０.０５)ꎻＦａｓＬ 抑制剂组角膜细胞凋亡较 ＰＢＳ 组明
显减少ꎬＦａｓＬ 抑制剂组术后 ５ｗｋ 凋亡最少ꎻ术后 ３ｗｋ 开始
ＦａｓＬ 抑制剂组 Ｔｒｅｇ 数量较 ＰＢＳ 组明显升高(均 Ｐ<０.０５)ꎬ
ＦａｓＬ 抑制剂组角膜移植排斥反应评分明显低于 ＰＢＳ 组
(均 Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:大鼠角膜移植术后玻璃体腔内注射 ＦａｓＬ 抑制剂可
减少角膜各层细胞凋亡ꎬ增加全血、颈部淋巴结中 Ｔｒｅｇ 的
数量ꎬ减轻排斥反应ꎮ
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ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２３.１０.０４

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＦａｓＬ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｏｎ ｃｏｒｎｅａｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ Ｔｒｅｇ ａｆｔｅｒ ｃｏｒｎｅａｌ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ

Ｑｉａｎ Ｃａｏꎬ Ｌａｎ Ｌｉꎬ Ｙｏｎｇ Ｌｉꎬ Ｙｕｎ－Ｃｈｕａｎ Ｌｉꎬ Ｙｉｎｇ
Ｚｏｕꎬ Ｊｕｎ－Ｊｕｎ Ｌｏｎｇꎬ Ｌｉｕ－Ｙｕ Ｈｅꎬ Ｈａｏ－Ｗｅｎ Ｌｉｕ

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ: Ｔｈｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｌａｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ
Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ [ Ｎｏ. ２０１８ＦＥ００１
(－０１０)]
Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ｐｅｏｐｌｅ􀆳ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ
ＫｕｎｍｉｎｇꎬＫｕｎｍｉｎｇ ６５００００ꎬ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ:Ｌａｎ Ｌｉ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ
Ｐｅｏｐｌｅ􀆳ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｋｕｎｍｉｎｇꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５００００ꎬ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ
Ｃｈｉｎａ. ６４１１０６１４４＠ ｑｑ.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２２－０９－１２　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２３－０９－０１

Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ:Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｔｒａｖｉｔｒｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ＦａｓＬ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｏｎ ｃｏｒｎｅａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ Ｆａｓꎬ ＦａｓＬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ
Ｔｒｅｇ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅｓ ａｎｄ ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ
ｉｎｄｅｘ ｉｎ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｃｏｒｎｅａｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ:Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ２４ ＳＤ ｒａｔｓ (２４ ｅｙｅｓ) ｗｈｏ ｒｅｃｅｉｖｅｄ
ｐｅｎｅｔｒａｔｉｎｇ ｋｅｒａｔｏｐｌａｓｔｙ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｗｏ
ｇｒｏｕｐｓ: ＰＢＳ ｇｒｏｕｐ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ｉｎｔｒａｖｉｔｒｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＢＳ
(１２ ｒａｔｓꎬ １２ ｅｙｅｓ) ａｎｄ ＦａｓＬ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ (１２ ｒａｔｓꎬ １２
ｅｙｅｓ) . Ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ｗａｓ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ｅｖｅｒｙ ｗｅｅｋ ａｎｄ
ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｔ １ꎬ ３ ａｎｄ
５ｗｋ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｔｒｅｇ.
Ｃｏｒｎｅａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ Ｆａｓ ａｎｄ ＦａｓＬ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆａｓꎬ ＦａｓＬ ｉｎ ＦａｓＬ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＰＢＳ
ｇｒｏｕｐ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５)ꎻ Ｃｏｒｎｅａｌ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＦａｓＬ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｉｔ ｗａｓ ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ
ａｔ ５ｗｋ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙꎻ Ｔｒｅｇ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ｌｙｍｐｈ
ｎｏｄｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＦａｓＬ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ａｔ
３ｗｋ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ (ａｌｌ Ｐ< ０.０５)ꎻ ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｃｏｒｎｅａｌ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ＦａｓＬ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ＰＢＳ ｇｒｏｕｐ (ａｌｌ Ｐ<０.０５) .
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｉｎｔｒａｖｉｔｒｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＦａｓＬ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ
ａｆｔｅｒ ｃｏｒｎｅａｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｃｏｕｌｄ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ
ａｌｌ ｌａｙｅｒｓ ｏｆ ｃｏｒｎｅａꎬ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｔｒｅｇｓ ｉｎ
ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅｓꎬ ａｎｄ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ＦａｓＬ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒꎻ ｃｏｒｎｅａｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎꎻ
ｒｅｊｅｃｔｉｏｎꎻ Ｔｒｅｇ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｃａｏ Ｑꎬ Ｌｉ Ｌꎬ Ｌｉ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＦａｓＬ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｏｎ
ｃｏｒｎｅａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ Ｔｒｅｇ ａｆｔｅｒ ｃｏｒｎｅａｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ. Ｇｕｏｊｉ
Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２３ꎻ２３(１０):１６２１－１６２６

０引言

角膜移植术是终末期角膜疾病患者复明的唯一方式ꎬ
但每年手术不足万例ꎬ相对于亟待手术的 ４００ 万角膜盲患

者来说是杯水车薪ꎮ 目前我国角膜植片的主要来源是心

脏死亡供体捐献( ｄｏｎａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｃａｒｄｉａｃ ｄｅａｔｈꎬＤＣＤ)的角

膜ꎮ 在供体角膜植片极度缺乏的情况下对于角膜新生血

管、角膜穿孔等高危角膜移植术排斥反应率高达 ５０％ [１]ꎬ
１２６１
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最终患者视力纠正不佳甚至再次失明ꎮ 因此探索角膜移

植排斥反应的发生机制尤为迫切ꎮ 排斥反应是多因素参

与的复杂免疫反应ꎬ其发生机制目前仍不十分清楚ꎮ 既往

认为主要是 Ｔ 细胞介导的迟发型超敏反应ꎬ细胞凋亡不会

引起排斥反应ꎬ但近年来研究表明[２－４] 在同种异体器官移

植中ꎬ细胞凋亡与移植后的急、慢性排斥反应有密切的联

系ꎮ Ｆａｓ 信号途径与 ＦａｓＬ 结合后ꎬ表达 Ｆａｓ 的细胞被诱导

发生凋亡ꎮ 角膜移植术后 Ｆａｓ 和 ＦａｓＬ 可见在上皮细胞

层、基质层、内皮细胞层表达ꎬ且 Ｆａｓ 和 ＦａｓＬ 表达程度与

排斥反应程度呈正相关[５]ꎮ 近期的研究表明 Ｔｒｅｇ 细胞在

角膜移植免疫排斥反应中扮演重要角色[６]ꎬ通过增加小鼠

体内的 Ｔｒｅｇ 细胞数量可降低排斥反应率[７]ꎮ 为了解 Ｆａｓ
途径介导角膜细胞凋亡后 Ｔｒｅｇ 细胞的变化情况ꎬ本研究

建立心脏死亡供体大鼠角膜移植模型后ꎬ将 ＦａｓＬ 抑制剂

注射到玻璃体腔内ꎬ观察角膜植片细胞凋亡情况及排斥反

应ꎬ并检测大鼠全血、颈部淋巴结中 Ｔｒｅｇ 数量ꎮ 旨在为角

膜移植排斥反应的防治提供一定的实验依据ꎮ
１材料和方法

１.１材料　 选取体质量为 ２２０~２５０ｇ 的雄性 ８~ １０ 周龄 ＳＤ
大鼠ꎬ动物由湖南斯莱克景达实验动物有限公司提供ꎬ江
苏美迪森生物医药有限公司有限公司供应饲料ꎬ饲养环境

为清洁级ꎬ适应性饲养 １ｗｋ 后进行实验ꎮ 本实验经昆明市

第一人民医院医学伦理委员会动物实验伦理审批(Ｎｏ.
ＹＬＳ２０２０－１１９)ꎬ符合动物伦理ꎮ
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公司)ꎬＦａｓＬ 抑制剂(Ｓｅｌｌｅｃｋ 公司)ꎬＴＵＮＥＬ 试剂盒(Ｒｏｃｈｅ
公司)ꎬＦａｓ 抗体(Ａｂｃａｍ 公司)ꎬＦａｓＬ 抗体 Ａｂｃａｍ 公司)ꎮ
１.２方法

１.２.１角膜移植模型建立 　 １２ 只 ＳＤ 大鼠建立心脏死亡

模型[８]后取双侧眼角膜作为供体植片ꎬ２４ 只 ＳＤ 大鼠作

为受体ꎬ选取右眼作为手术眼ꎮ 采用硬币法随机分为两

组:ＰＢＳ 组(１２ 只 １２ 眼):术毕玻璃体腔内注射 ＰＢＳ 注

射液 １ＩＵꎻＦａｓＬ 抑制剂组(１２ 只 １２ 眼):术毕玻璃体腔内

注射 ＦａｓＬ 抑制剂 １ＩＵ(１０μｇ)ꎮ 术毕结膜囊内点妥布霉

素眼膏ꎬ６－０ 缝线缝合眼睑中部ꎬ术后 ２４ｈ 剪开眼睑缝

线ꎬ点妥布霉素眼膏ꎬ每天 １ 次ꎬ连续使用 １ｗｋꎮ
１.２.２角膜移植术后排斥反应评分　 术后用体视镜每天观

察术眼角膜混浊、水肿、新生血管情况ꎬ由同一医生根据

表 １进行排斥反应评分ꎬ三项评分之和为排斥反应指数

(ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘꎬ ＲＩ)ꎬ当 ＲＩ≥６ꎬ确定为排斥[９]ꎮ
１.２.３流式细胞术　 分别于术后 １、３、５ｗｋ 处死每组大鼠各

４ 只ꎬ取心脏全血、颈部淋巴结ꎬ提取出单个细胞后用流式

细胞术检测 Ｔｒｅｇ 数量ꎮ
１.２.４ ＴＵＮＥＬ染色　 取角膜组织用 ＴＵＮＥＬ 染色检测角膜

细胞凋亡数量:每张切片任意取 ５ 个高倍视野同时对每个

视野阳性细胞数进行计数ꎮ 凋亡指数 ＝阳性细胞数 / 有核

细胞总数×１００％ꎮ
１.２.５免疫荧光染色　 石蜡包埋角膜组织切片后用免疫荧

光染色法测 Ｆａｓ / ＦａｓＬ 表达情况:Ｆａｓ(绿色染色为阳性染

色)、ＦａｓＬ(红色染色为阳性染色)ꎮ 阳性结果使用 Ｉｍａｇｅ
ｐｒｏ ｐｌｕｓ 软件ꎬ每张图片取 ５ 个高倍视野进行统计ꎮ 阳性

表达率＝阳性区域面积 / 总面积×１００％ꎮ
统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２２.０ 软件进行统计学分析ꎬ以

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.０.２ 软件绘制图片ꎬ符合正态分布的数据

使用均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ采用单因素方差分析ꎬ进一

步两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎻ两组间比较采用独立样本 ｔ
检验ꎮ 以 Ｐ<０.０５ 为差异具有统计学意义ꎮ
２结果
２.１术后不同时间角膜 Ｆａｓ 和 ＦａｓＬ 含量比较　 ＰＢＳ 组术
后不同时间角膜 Ｆａｓ 含量比较差异有统计学意义(Ｆ ＝
４７.５２ꎬＰ＝ ０.００１６)ꎬ术后 ３、５ｗｋ 与术后 １ｗｋ 比较差异均有
统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ ＦａｓＬ 抑制剂组术后不同时间角膜
Ｆａｓ 含量比较差异无统计学意义(Ｆ ＝ ２.５８１ꎬＰ ＝ ０.１９０６)ꎮ
ＰＢＳ 组术后不同时间角膜 ＦａｓＬ 含量结果比较差异无统计
学意义(Ｆ＝ ３.７９ꎬＰ＝ ０.１１９３)ꎮ ＦａｓＬ 抑制剂组术后不同时
间角膜 ＦａｓＬ 含量结果比较差异无统计学意义(Ｆ ＝ １.０３６ꎬ
Ｐ＝ ０.４３４)ꎮ 术后 １、３、５ｗｋ 两组间 Ｆａｓ 和 ＦａｓＬ 含量比较差
异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 １ꎬ表 ２、３ꎮ

表 １　 角膜移植术后排斥反应评分标准

分值 植片混浊程度 植片水肿程度 植片新生血管程度

０ 植片透明ꎬ无混浊 无水肿 无新生血管

１ 植片轻度混浊 角膜基质轻度水肿、增厚 植床周边角膜新生血管

２ 混浊加重ꎬ但仍可见虹膜纹理 弥漫性角膜基质水肿 新生血管达植片周边部

３ 混浊进一步加重ꎬ但仍可见瞳孔 弥漫性基质水肿ꎬ并伴有上皮微囊样水肿 新生血管达植片中周部

４ 完全混浊ꎬ前房窥不进 大泡样角膜病变 新生血管布满角膜植片

表 ２　 术后不同时间角膜 Ｆａｓ含量比较 (􀭰ｘ±ｓꎬ％)
组别 术后 １ｗｋ 术后 ３ｗｋ 术后 ５ｗｋ
ＰＢＳ 组 １７.２７１±０.５０３ ２５.０８１±１.６７９ａ ２７.２５４±１.７３２ａ

ＦａｓＬ 抑制剂组 ５.４７７±０.５８０ ６.４１１±１.０１５ ７.５４２±１.４２３

ｔ １５９.２ １４.８８ １６.６４
Ｐ <０.０００１ ０.００４５ ０.００３６

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 同组术后 １ｗｋꎮ

表 ３　 术后不同时间角膜 ＦａｓＬ含量比较 (􀭰ｘ±ｓꎬ％)
组别 术后 １ｗｋ 术后 ３ｗｋ 术后 ５ｗｋ
ＰＢＳ 组 １０.７６２±２.１２２ １４.０７８±１.２８４ １４.７３２±１.１５４
ＦａｓＬ 抑制剂组 ４.２７３±０.５７８ ３.５４３±０.３９５ ４.２１９±１.０５８

ｔ ６.２３４ １６.３３ １３.７４
Ｐ ０.０２４８ ０.００３７ ０.００５３
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２.２术后不同时间角膜凋亡指数比较 　 ＰＢＳ 组术后不同
时间角膜凋亡指数比较差异有统计学意义(Ｆ ＝ ８.１６７ꎬＰ ＝
０.０３８７)ꎬ术后 ５ｗｋ 与术后 １ｗｋ 比较差异有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎮ ＦａｓＬ 抑制剂组术后不同时间角膜凋亡指数比
较差异有统计学意义(Ｆ ＝ ４９.５３ꎬＰ ＝ ０.００１５)ꎬ术后 ３、５ｗｋ
与术后 １ｗｋ 比较差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 术后 １、
３、５ｗｋ 两组间角膜凋亡指数比较差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ２ꎬ表 ４ꎮ
２.３术后不同时间全血和颈部淋巴结 Ｔｒｅｇ 数量比较 　
ＰＢＳ 组术后不同时间全血 Ｔｒｅｇ 数量比较差异有统计学意
义(Ｆ＝ ７７.５２ꎬＰ＝ ０.０００６)ꎬ术后 ３、５ｗｋ 与术后 １ｗｋ 比较差
异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ术后 ５ｗｋ 与术后 ３ｗｋ 比较
差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ ＦａｓＬ 抑制剂组术后不同时
间全血 Ｔｒｅｇ 数量比较差异有统计学意义(Ｆ ＝ ３４.９６ꎬＰ ＝
０.００２９)ꎬ术后 ３、５ｗｋ 与术后 １ｗｋ 比较差异有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎻ术后 ５ｗｋ 与术后 ３ｗｋ 比较差异有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎮ 术后 １ｗｋꎬ两组间全血 Ｔｒｅｇ 数量比较差异无
统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ术后 ３、５ｗｋꎬ两组间全血 Ｔｒｅｇ 数量
比较差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ５ꎬ图 ３Ａꎮ

ＰＢＳ 组术后不同时间颈部淋巴结 Ｔｒｅｇ 数量比较差异
有统计学意义(Ｆ＝ １８.４４ꎬＰ＝ ０.００９６)ꎬ术后 ５ｗｋ 与术后 １、
３ｗｋ 比较差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ ＦａｓＬ 抑制剂组
术后不同时间颈部淋巴结 Ｔｒｅｇ 数量比较差异有统计学意
义(Ｆ＝ ７９０.１ꎬＰ<０.０００１)ꎬ术后 ３、５ｗｋ 与术后 １ｗｋ 比较差
异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ术后 １ｗｋꎬ两组间颈部淋巴
结 Ｔｒｅｇ 数量比较差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ术后 ３、
５ｗｋꎬ两组间颈部淋巴结 Ｔｒｅｇ 数量比较差异均有统计学意
义(Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ６ꎬ图 ３Ｂꎮ
２.４术后不同时间角膜植片排斥反应评分比较 　 ＰＢＳ 组
术后不同时间角膜植片排斥反应评分比较差异有统计学
意义(Ｆ＝ １０.４４ꎬＰ＝ ０.００３６)ꎬ术后 ３、５ｗｋ 与术后 １ｗｋ 比较
差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ ＦａｓＬ 抑制剂组角膜植片
排斥反应评分比较差异有统计学意义 ( Ｆ ＝ ４. ４８８ꎬＰ ＝
０.０４０６)ꎬ术后 ５ｗｋ 与术后 １ｗｋ 比较差异有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎮ 术后 １ｗｋꎬ两组间角膜植片排斥反应评分比较
差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ术后 ３、５ｗｋꎬ两组间角膜植
片排斥反应评分比较差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见
表 ７ꎬ图 ４ꎮ

图 １　 术后不同时间免疫荧光染色法检测 Ｆａｓ 和 ＦａｓＬ 表达情况 　 蓝色:ＤＡＰＩ 细胞核染色ꎻ绿色:Ｆａｓ 阳性表达ꎻ红色:ＦａｓＬ 阳性

表达ꎮ

图 ２　 术后不同时间 ＴＵＮＥＬ 染色检测角膜细胞凋亡情况　 棕

黄色染色为凋亡染色阳性细胞ꎮ

表 ４　 术后不同时间角膜凋亡指数比较 (􀭰ｘ±ｓꎬ％)
组别 术后 １ｗｋ 术后 ３ｗｋ 术后 ５ｗｋ
ＰＢＳ 组 １４.０７８±１.２８５ １０.７６２±２.１２２ １０.９８０±０.６２９ａ

ＦａｓＬ 抑制剂组 ７.７９０±１.１５８ ４.０３３±０.５２７ａ ３.２１３±０.２２９ａ

ｔ ５.０５９ ７.１８４ ３０.９１
Ｐ ０.０３６９ ０.０１８８ ０.００１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 同组术后 １ｗｋꎮ

表 ５　 术后不同时间全血 Ｔｒｅｇ数量比较 (􀭰ｘ±ｓꎬ％)
组别 术后 １ｗｋ 术后 ３ｗｋ 术后 ５ｗｋ
ＰＢＳ 组 ２.７８０±０.６８８ ４.２８９±０.０４４ａ ７.３９９±０.３７３ａꎬｃ

ＦａｓＬ 抑制剂组 ２.４３１±１.７７８ ４.８８５±０.６１６ａ ８.３１９±０.２９６ａꎬｃ

ｔ ０.４０２１ ４.７８４ ５.２７５
Ｐ ０.７２６５ ０.０４１ ０.０３４１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 同组术后 １ｗｋꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 同组术后 ３ｗｋꎮ

３２６１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２３ꎬ Ｎｏ.１０ Ｏｃｔ. ２０２３　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２０５９０６　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



图 ３　 术后不同时间流式细胞术检测 Ｔｒｅｇ比例　 Ａ:全血 Ｔｒｅｇ 检测结果ꎻＢ:颈部淋巴结 Ｔｒｅｇ 检测结果ꎮ

图 ４　 体视显微镜观察两组术后不同时间移植角膜植片图ꎮ

表 ６　 术后不同时间颈部淋巴结 Ｔｒｅｇ数量比较 (􀭰ｘ±ｓꎬ％)
组别 术后 １ｗｋ 术后 ３ｗｋ 术后 ５ｗｋ
ＰＢＳ 组 １.７２８±０.５６４ ３.２８９±０.９９８ ６.０６６±０.９２６ａꎬｃ

ＦａｓＬ 抑制剂组 ３.５１８±０.０９９ ４.９４１±０.０９３ａ ９.５３１±０.４０８ａꎬｃ

ｔ １.６３９ １０.５ ７.１３４
Ｐ ０.２４２８ ０.００８９ ０.０１９１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 同组术后 １ｗｋꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 同组术后 ３ｗｋꎮ

表 ７　 术后不同时间角膜植片排斥反应评分比较 (􀭰ｘ±ｓꎬ分)
组别 术后 １ｗｋ 术后 ３ｗｋ 术后 ５ｗｋ
ＰＢＳ 组 ２.５００±１.２２５ ５.５００±１.３７８ａ ６.６６６±１.６３３ａ

ＦａｓＬ 抑制剂组 ２.８３３±０.９８３ ４.０００±１.４１４ ５.５０１±１.８７１ａ

ｔ ０.４３８５ ３.４６４ ２.７３５
Ｐ ０.６７９３ ０.０１８ ０.０４１１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 同组术后 １ｗｋꎮ
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３讨论

角膜移植术后排斥反应的有效防治是临床工作中关

注的重点和难点ꎬ然而角膜移植术后排斥反应是多因素共

同作用的复杂机制ꎬ至今仍未完全明了ꎮ 近年来的研究表

明细胞凋亡与移植术后的排斥反应有密切关系ꎮ 角膜移

植术后内眼微环境改变ꎬ眼前段免疫赦免机制受到破坏ꎬ
大量炎性细胞存在于角膜植片及房水中ꎮ 角膜基质细胞

受刺激后分泌 ＦａｓＬꎬ形成上皮－基质ꎬ基质－基质的旁分泌

和自分泌 Ｆａｓ / ＦａｓＬ 体系ꎬ介导和调控基质细胞凋亡ꎮ 上

皮和内皮细胞通过分泌 ＦａｓＬꎬ既可以通过自分泌方式作

用于自身ꎬ也可以通过旁分泌作用于基质细胞ꎬ介导细胞

的凋亡ꎮ ＦａｓＬ 抑制剂是否会减少角膜植片基质细胞的凋

亡? Ｆａｓ 细胞凋亡抑制分子已被确定为 Ｆａｓ 信号传递的负

调控因子ꎬ随后被发现在许多生理过程中发挥多方面的

作用[１０]ꎮ
既往研究表明在小鼠前房内注射 Ｆａｓ 受体的小肽抑

制剂 ＯＮＬ１２０４ 通过抑制 Ｆａｓ 信号通路ꎬ在诱导型青光眼小

鼠模型中提供强大的神经保护ꎬ可以减少视网膜神经节细

胞的凋亡ꎬ防止青光眼发病机制中多种炎症通路的诱

导[１１]ꎮ Ｚａｃｋｓ 等[１２]发现阻断 Ｆａｓ 受体的激活ꎬ可以防止在

面对急性氧化应激时的视网膜色素上皮损伤ꎬ除了减少与

年龄相关性黄斑病变过程相关的炎症反应外ꎬ还能直接抑

制细胞死亡ꎬ表明 ＦａｓＬ 抑制剂无视网膜毒性ꎮ 本研究使

用心脏死亡供体同种类 ＳＤ 大鼠供体进行角膜移植模型

构建ꎬ在术后 １４ｄ 均出现排斥反应[８]ꎮ 大鼠前房极浅ꎬ角
膜移植术毕需要前房内注射空气形成前房ꎬ反复进行前房

的注射操作容易造成药物渗漏ꎬ并发性白内障、角膜内皮

损伤等ꎬ因此我们参照 Ｚａｃｋｓ 等[１２] 方法用 ＦａｓＬ 抑制剂进

行玻璃体腔注射ꎬ探讨 ＦａｓＬ 抑制剂在减轻角膜移植排斥

反应中的作用机制ꎮ
近年来ꎬ发现角膜的免疫赦免地位与 Ｆａｓ / ＦａｓＬ 系统

密切相关[１３]ꎬＦａｓ、ＦａｓＬ 是人体细胞表面的一种膜蛋白ꎬ二
者结合后可在短短数小时内诱发细胞凋亡ꎮ Ｆａｓ 属于肿

瘤坏死因子—神经生长因子受体家族Ⅰ型膜蛋白ꎬ是由

３２５ 个氨基酸组成的分子量为 ４５ｋＤ 的细胞膜表面受体蛋

白ꎮ ＦａｓＬ 是分子量约为 ４０ｋＤ 的Ⅱ型膜蛋白ꎬ细胞外区约

有 １５０ 个氨基酸与 ＴＮＦ 家族成员同源ꎮ 许多组织及细胞

均有一定的 Ｆａｓ 表达ꎬ研究证实在活化的成熟淋巴细胞中

Ｆａｓ 表达增高ꎬＦａｓＬ 表达局限ꎬ常见于活化的 Ｔ 淋巴细胞ꎬ
也在部分睾丸和眼组织表达ꎮ

急性排斥反应发生时ꎬ角膜植片边缘及中央与正常角

膜相比 Ｆａｓ 和 ＦａｓＬ 蛋白表达均呈现上升趋势ꎬ表达于上

皮层及浅基质层ꎬ距植片边缘 ０.５ｍｍ 内均较中央区域表

达高[１４]ꎮ 既往研究结果提示 Ｆａｓ 系统与凋亡在排斥反应

过程中扮演了重要角色一致ꎬ推测可能是外来抗原激活了

体内的免疫因子或细胞ꎬ它们可诱发局部角膜组织 Ｆａｓ 及

ＦａｓＬ 的异常表达ꎬ进而使 Ｆａｓ 系统途径介导的细胞凋亡的

异常发生ꎬ造成组织损害ꎬ将引发或促进移植排斥反应的

发生发展[１２]ꎮ

本实验中角膜移植术毕玻璃体腔注射 ＦａｓＬ 抑制剂后

分别于术后 １、３、５ｗｋ 检测角膜组织 Ｆａｓ、ＦａｓＬ 的表达ꎬ与
ＰＢＳ 组相比均有不同程度下降ꎮ ＦａｓＬ 抑制剂组角膜组织

的 Ｆａｓ、ＦａｓＬ 含量术后 １、３、５ｗｋ 差异不明显ꎬ表明 ＦａｓＬ 抑

制剂对降低角膜组织中 Ｆａｓ、ＦａｓＬ 的含量的作用稳定ꎮ 检

测角膜凋亡细胞数量ꎬＦａｓＬ 抑制剂组较 ＰＢＳ 组明显下降ꎮ
术后 ３ｗｋ 开始效果明显ꎬ持续至术后 ５ｗｋꎬ且 ＦａｓＬ 抑制剂

组从术后 ３ｗｋ 开始排斥反应评分低于 ＰＢＳ 组ꎮ 提示玻璃

体腔注射 ＦａｓＬ 抑制剂可减少角膜全层细胞的凋亡ꎬ减少

排斥反应评分ꎮ
当眼部组织发生感染、过敏、自身免疫病等炎症反应

时 Ｔｒｅｇ 细胞也迁移至病灶部位ꎬ发挥抗炎作用ꎬ抑制病程

进展[１５－１８]ꎮ 有研究检测小鼠行同种异体角膜移植术后免

疫耐受与发生排斥的小鼠植片和局部引流淋巴结内 Ｔｒｅｇ
细胞的数量及功能ꎬ证实了 Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ 细胞参与了眼局

部角膜移植术后免疫耐受[１７]ꎮ
本实验中检测到 ＦａｓＬ 抑制剂组、ＰＢＳ 组在术后 １ｗｋ

全血 Ｔｒｅｇ 数量差异不显著ꎬ术后 ３ｗｋ 开始 ＦａｓＬ 抑制剂组

较 ＰＢＳ 组明显升高ꎬ术后 ３、５ｗｋ ＦａｓＬ 抑制剂组颈部淋巴

结中 Ｔｒｅｇ 数量较 ＰＢＳ 组明显升高ꎬ排斥反应评分较 ＰＢＳ
组低ꎬ且术后 ５ｗｋ 排斥反应评分与术后 ３ｗｋ 相比无统计

学差异ꎬ表明玻璃体腔注射 ＦａｓＬ 抑制剂于术后 ３ｗｋ 开始

出现明显抗排斥作用ꎬ且一直维持至术后 ５ｗｋꎮ 可能与角

膜移植术后 Ｔｒｅｇ 经引流淋巴结迁移至炎症部位发挥作用

有关ꎮ 文献显示当 Ｆａｓ 与 ＦａｓＬ 以三聚体形式结合时ꎬ可
激活细胞内 Ｆａｓ 死亡信号系列的活性ꎬ诱导表达 Ｆａｓ 的细

胞发生凋亡[１５]ꎬ角膜移植术后玻璃体腔注射的 ＦａｓＬ 抑制

剂为分子量 ４６０.３４ｋＤ 的小分子化合物ꎬ可通过血房水屏

障进入血液系统ꎬ抑制了 Ｔｒｅｇ 表面 Ｆａｓ 与 ＦａｓＬ 的结合ꎬ从
而减少 Ｔｒｅｇ 细胞凋亡ꎮ 抑制 Ｆａｓ 系统分子的过度表达ꎬ可
能是排斥反应防治的有效途径ꎮ 近年不少研究者提出通

过调控 Ｔｒｅｇ 细胞来诱导免疫耐受的免疫治疗具有良好的

运用前景[１９]ꎬ主要为增加体内 Ｔｒｅｇ 数量ꎬ诱导 Ｔｒｅｇ 细胞

迁移至病灶来降低排斥[７]ꎮ ＣＤ４＋ ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ 仅占外周血

及脾脏 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞的 ５％ ~ １０％ꎬ数量较少ꎬ本研究从减

少角膜移植术后 Ｔｒｅｇ 细胞凋亡方面着手ꎬ为角膜移植排

斥反应的治防治提供了新思路ꎮ
本实验结果提示大鼠角膜移植术后玻璃体腔注射

ＦａｓＬ 抑制剂 ３ｗｋ 后可减少大鼠移植角膜细胞的凋亡ꎬ提
高 Ｔｒｅｇ 细胞含量ꎬ提高移植物免疫耐受ꎬ减少排斥反应ꎮ
但到目前为止ꎬ还没有鉴定出与 Ｆａｓ 细胞凋亡抑制分子相

互作用的蛋白ꎬ这使得我们很难确定其结构和准确理解其

功能的分子机制[１０]ꎮ 因此ꎬ未来迫切需要识别 Ｆａｓ 细胞

凋亡抑制分子在不同生理和病理背景下的相互作用蛋白ꎮ
ＦａｓＬ 抑制剂玻璃体腔注射引起全血和颈部淋巴结 Ｔｒｅｇ 升

高的具体机制还有待进一步研究ꎮ
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(４):６５２－６５９
１８ Ｍｉｌｌｉｎｇ Ｓꎬ Ｅｄｇａｒ ＪＭ. Ｈｏｗ Ｔ􀆳ｒｅｇ－ｕｌａｔｅ ｈｅａｌｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｊｕｒｅｄ ｓｐｉｎａｌ
ｃｏｒｄ? Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ ２０１９ꎻ１５８(４):２５３－２５４
１９ 李清林ꎬ 章煌杰ꎬ 葛明华ꎬ 等. 基于 Ｔｈ１７ / Ｔｒｅｇ 平衡和 ＩＬ－ ２３ /
ＩＬ－１７炎症轴探讨淫羊藿总黄酮防治桥本甲状腺炎的作用机制. 中

华中医药学刊 ２０２１ꎻ３９(８):９
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