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ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ基因转染可提高大鼠穿透性角膜移植片的存活率
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　　［摘要］　目的　探讨ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ基因转染对大鼠穿透性角膜移植排斥反应的作用，及术后植片中
ＩＬ１０和ＦＯＸＰ３的含量变化。方法　配制５０μＬＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭ反义 ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ和５０μＬＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭ
ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ点眼纳米转染试剂，５０μＬ生理盐水为对照。建立 ＷｉｓｔａｒＳＤ大鼠穿透性角膜移植模型，右
眼为术眼，采用单纯随机抽样方法，分为对照组（Ａ组）、ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭ反义 ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组（Ｂ组）和
ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组（Ｃ组），每组２８只。术后每日对植片行临床评分并分别于３、７、１４、２１ｄ
行ＨＥ染色、免疫组化、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ｑＲＴＰＣＲ检测。结果　角膜植片生存曲线显示ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染
组角膜植片的生存率显著优于其余２组（Ｐ＜０．０５）；ＨＥ染色显示ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组较其余２组，角膜
植片新生血管减少，炎症细胞渗入减少；同时，术后各时间点ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组中ＣＤ２５表达均低于其
余２组（Ｐ＜０．０５），但ＩＬ１０表达均高于其余２组（Ｐ＜０．０５），ＦＯＸＰ３表达在３组间无统计学意义（Ｐ＞
００５）。结论　ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染通过上调抗炎性细胞因子 ＩＬ１０表达，抑制炎症反应，进而延长角膜植
片生存时间，提高植片生存率。
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　　角膜移植手术是治疗角膜盲患者唯一有效的方
法［１］。据临床资料统计显示，８８％的角膜植片可维持
１年［２］，仅５５％的角膜植片可维持５年［３］。其中１／３
的角膜移植手术失败均缘于角膜移植排斥反应，而在

高危型角膜移植术后，排斥反应率达到５０％以上［４］。

先前的研究认为ＣＤ４＋Ｔ细胞在角膜移植排斥反应中
具有关键作用［５］。其中，ＩＬ２／ＩＬ２Ｒ／ＰＩ３Ｋ／ｍＴＯＲ介
导的信号通路对ＣＤ４＋Ｔ细胞的增殖和分化具有关键
重要，ＩＬ２Ｒ的α链（ＣＤ２５）被认为是激活的 Ｔ细胞的
表面标志和早期排斥反应诊断的标准［６］。相反地，研

究表明 ＩＬ２／ＣＤ２５／ＪＡＫ／ＳＴＡＴ５介导的信号通路可诱
导Ｔｒｅｇ细胞分化，上调 ＦＯＸＰ３表达，进而维持免疫耐
受［７］。因此，ＣＤ２５在角膜移植排斥反应中是一把双
刃剑。ＦＯＸＰ３是分化的 Ｔｒｅｇ细胞的特异性标志，
ＦＯＸＰ３表达水平可间接反映 Ｔｒｅｇ细胞功能［８］。最近

的研究指出抗炎分子 ＩＬ１０也能诱导 Ｔｒｅｇ细胞分化，
上调ＦＯＸＰ３表达，升高的ＦＯＸＰ３下调ＩＬ２表达，最终
调节 ＣＤ２５水平［９］。综上所述，ＦＯＸＰ３的表达受到
ＣＤ２５与ＩＬ１０的调节，而 ＣＤ２５对角膜移植排斥反应
具有重要作用。先前大量的实验着重于对单个分子在

角膜移植排斥反应中作用的探讨，而因子之间的相互

作用却研究得甚少。本实验通过 ＲＮＡｉ干扰技术探讨
ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ基因治疗对大鼠穿透性角膜移植排斥反
应的作用，以及检测术后植片中 ＩＬ１０和 ＦＯＸＰ３含量
变化规律。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　健康成年清洁级ＳＤ大鼠作为受体，雌性，体质量
２００～２２０ｇ，购自重庆医科大学实验动物中心；健康成
年清洁级 Ｗｉｓｔａｒ大鼠作为供体，雌性，体质量 ２００～
２２０ｇ，购自北京医科大学实验动物中心。动物均符合
国家 医 用 动 物 使 用 标 准。ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ 和 反 义
ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ均合成于上海吉玛制药技术有限公司。
ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭ体内纳米转染试剂购自北京英格恩公司。
ＰＣＲ引物由上海捷瑞生物工程有限公司合成。

１．２　ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭ纳米转染试剂的制备
　　参照说明书，将２５μｇ干粉状 ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ基因溶
于２５μＬＤＥＰＣ水中混匀，再加入２５μＬ１０％葡萄糖
溶液，充分混匀作为试剂１。取１２．５μＬＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭ

体内转染试剂置于２５μＬ１０％葡萄糖溶液和１２．５μＬ
ＤＥＰＣ水中，充分混匀作为试剂２。将试剂２加入到试
剂１中，立即充分振荡混匀，即配制成５０μＬＥｎｔｒａｎ
ｓｔｅｒＴＭＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染试剂，室温静置１５ｍｉｎ后即可
使用。相同的方法配制 ５０μＬＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭ反义
ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染试剂。５０μＬ的生理盐水作为空白转
染试剂。将３种转染试剂配好备用。
１．３　大鼠穿透性角膜移植模型的分组及建模
　　取８４只ＳＤ大鼠作为角膜受体，４２只Ｗｉｓｔａｒ大鼠
作为供体。手术前用裂隙灯检查所有大鼠排除角膜疾

病。采用单纯随机抽样法将受体大鼠分为对照组

（Ａ组）、ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭ反义ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组（Ｂ组）和
ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组（Ｃ组），每组 ２８只。
大鼠正位穿透性角膜移植手术参照 Ｗｉｌｌｉａｍｓ和 Ｃｏｓｔｅｒ
方法［１０］，Ｗｉｓｔａｒ大鼠双眼角膜作为供体，ＳＤ大鼠右眼
作为移植眼。供体、受体术前均用３％戊巴比妥钠溶
液腹腔注射麻醉。术眼０．５％复方托吡卡胺滴眼液充
分散瞳后，用盐酸奥布卡因滴眼液进行眼表麻醉，手术

显微镜（德国 ＬｅｉｃａＭ８４１型）下严格无菌操作。用直
径３．５ｍｍ环钻钻取供体眼角膜，置于角膜保存液中
备用。用直径３．０ｍｍ环钻钻取受体右眼中央区角膜
作为植床，将供体植片置于植床，用 １００尼龙线
（Ａｌｃｏｎ，美国）间断对称缝合８针，线头暴露。用一个
直径为５ｍｍ的自制光滑圆筒协助，将５０μＬ生理盐
水滴于Ａ组大鼠眼表并维持５ｍｉｎ后，用消毒棉签擦
拭眼表多余液体。用相同方法分别将 ５０μＬＥｎｔｒａｎ
ｓｔｅｒＴＭＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染试剂和５０μＬＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭ反义
ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染试剂滴于 Ｂ组和 Ｃ组大鼠眼表。
０．２万单位庆大霉素结膜下注射后，涂红霉素眼膏于
大鼠结膜囊内，并用７０皮肤缝线缝合睑缘１针。次
日拆除皮肤缝线，每日给予０．２５％氯霉素滴眼液点眼
３次，每次１～２滴。
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１．４　术后观察
　　术后大鼠每日行裂隙灯检测，参照Ｌａｒｋｉｎ等［１１］的

评分标准从混浊、水肿和新生血管３项指标对角膜植
片进行评分并记录。①植片混浊分级。０级：完全透
明；１级：透明度轻度丢失；２级：透明度中度丢失，虹膜
血管可见；３级：虹膜血管窥不清，但瞳孔轮廓可见；
４级：瞳孔轮廓不清。②植片水肿分级。０级：无水肿；
１级：中度水肿；２级：伴有植片增厚的显著水肿。③新
生血管分级。０级：无新生血管；１级：新生血管在任何
象限伸入达到植片半径的２５％；２级：新生血管达到植
片半径 ５０％；３级：新生血管达到植片半径的 ７５％；
４级：新生血管达到植片的中央。以上３项评分之和
定义为当日角膜移植的免疫排斥反应指数（ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ
ｉｎｄｅｘ，ＲＩ），ＲＩ≥５或植片混浊≥３时视为角膜移植排
斥反应发生。术后大鼠患有白内障、前房出血、感染、

虹膜前粘连等并发症，被剔除手术，并及时补充动物

例数。

１．５　植片组织病理学及免疫组化检查
　　每组分别在术后３、７、１４、２１ｄ各随机处死１只大
鼠，取出完整角膜，置于４％多聚甲醛中固定，酒精脱
水，常规石蜡包埋切片，厚度５μｍ。取出部分切片行
ＨＥ染色，显微镜观察植片形态。另取部分切片行免
疫组织化学染色。切片脱蜡后置于梯度酒精中脱水，

后行微波抗原修复和正常山羊血清封闭。参照说明

书，加入兔抗大鼠 ＣＤ２５单克隆抗体（ａｂｃａｍ公司，英
国）作为一抗，置于４℃冰箱过夜，阴性对照用 ＰＢＳ代
替。次日加入山羊抗兔 ＩｇＧ（武汉博士德生物工程有
限公司）作为二抗，ＤＡＢ显色，苏木精复染，显微镜观
察植片ＣＤ２５表达。
１．６　ｑＰＣＲ检测植片 ＣＤ２５、ＦＯＸＰ３、ＩＬ１０ｍＲＮＡ的

表达

　　每组分别在术后３、７、１４、２１ｄ各随机处死３只大
鼠，取出完整眼角膜，按照 ＴａＫａＲａ反转录试剂盒说明
书将ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ后，在ＡＢＩ７５００ＰＣＲ仪上检
测ｍＲＮＡ浓度。引物序列设计如下：ＧＡＰＤＨ上游：５′
ＣＡＡＧＧＴＣＡＴＣＣＡＴＧＡＣＡＡＣＴＴＴＧ３′，下游：５′ＧＧＧＣ
ＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣＴＧ３′。 ＣＤ２５ 上 游： ５′ＧＡＧ
ＧＡＡＧＡＧＣＡＧＡＡＧＡＡＣ３′，下 游：５′ＧＴＣＴＣＧＧＧＡＣＴ
ＴＣＡＴＡＡＣ３′。ＩＬ１０上 游：５′ＴＧＣＣＴＴＣＡＧＴＣＡＡＧＴ
ＧＡＡＧＡＣＴ３′，下游：５′ＡＡＡＣＴＣＡＴＴＣＡＴＧＧＣＣＴＴＧＴＡ
３′；ＦＯＸＰ３上游：５′ＴＧＡＧＣＴＧＧＣＴＧＣＡＡＴＴＣＴＧＧ３′，下
游：５′ＡＴＣＴＡＧＣＴＧＣＴＣＴＧＣＡＴＧＡＧＧＴＧＡ３′。反应体
系１０μＬ，反应程序为９５℃退火１０ｍｉｎ，共４０个循环
后，用２－ΔΔＣｔ法对数据进行分析，以ＧＡＰＤＨ值为内参。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测植片ＣＤ２５蛋白表达
　　每组分别在术后３、７、１４、２１ｄ各随机处死３只大
鼠，取出完整眼角膜，置于 ＲＩＰＡ裂解液中提取总蛋
白。采用ＢＣＡ法测定总蛋白浓度后，将等量蛋白样品
用１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ分离，转移至聚偏氟乙烯膜（ＰＶＤＦ
膜）。参照说明书，加入兔抗大鼠 ＣＤ２５单克隆抗体
（Ａｂｃａｍ公司，英国）于４℃冰箱孵育过夜，次日 ＴＢＳＴ
洗ＰＶＤＦ膜后加入抗兔二抗，室温孵育２ｈ后用凝胶成
像系统拍照。ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．４．０软件分析光密度值并
统计分析。

１．８　统计学处理
　　数据用珋ｘ±ｓ表示。采用ＳＰＳＳ１１．５软件进行单因
素方差分析，组间两两比较采用 ＬＳＤｔ检验。植片生
存时间用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法和ｌｏｇｒａｎｋ法分析。

２　结果

２．１　术后植片观察
　　共１０只大鼠因患手术并发症导致角膜移植失败，
遂剔除实验，并补充动物模型例数。移植术后３～４ｄ，
３组均可见少量小新生血管分布在植片缝线边缘，植
片均透明。术后６～１４ｄ，可见对照组和 ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭ
反义ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组植片恶化加剧，表现为新生血
管长入迅速增多，角膜混浊水肿逐渐加重，至术后１４ｄ，
植片明显增厚，高度水肿，大量新生血管达到植片中

央，瞳孔轮廓窥不清。然而，ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭＣＤ２５ｓｉＲＮＡ
转染组植片发展缓慢，至术后１４ｄ，可见大量小新生血
管分布在角膜边缘，少量新生血管穿透植片中央，角膜

水肿加重，植片开始混浊，但仍可窥见虹膜血管。至术

后２１ｄ，ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组植片仍维持较
好的透明度，但角膜水肿和新生血管程度与对照组和

ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭ反义ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组无显著差异（图１）。
２．２　术后植片生存曲线和排斥评分分析
　　３组植片存活时间显示，ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭＣＤ２５ｓｉＲＮＡ
转染组植片存活时间明显延长至（１４．８３±０．７２）ｄ，而
对照组和ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭ反义ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组植片存
活时间分别为（７．５８±０．６７）、（７．８３±０．５８）ｄ，与 Ｅｎ
ｔｒａｎｓｔｅｒＴＭＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组植片存活时间比较有统
计学差异（Ｐ＜０．０５）。植片生存曲线显示 Ｅｎｔｒａｎ
ｓｔｅｒＴＭＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组植片生存率明显高于其余
２组（Ｐ＜０．０５，图 ２）。在急性排斥反应期，Ｅｎｔｒａｎ
ｓｔｅｒＴＭＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组植片的水肿、新生血管、混浊
和排斥指数评分均明显低于其余２组（Ｐ＜０．０５）。术
后２１ｄ，相对于对照组和ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭ反义ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ
转染组，ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组植片仍维持较
好的透明度，其余３个指标无显著差异（图２）。
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图１　ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ基因转染于大鼠穿透性角膜移植术后植片的裂隙灯观察
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Ａ：各组植片生存曲线；Ｂ：各组植片平均新生血管评分；Ｃ：各组植片平均水肿评分；Ｄ：各组植片平均混浊评分；
Ｅ：各组植片平均排斥反应指数评分　ａ：Ｐ＜００５，与Ｃ组比较

图２　ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ基因转染于大鼠穿透性角膜移植术后植片的生存曲线及排斥评分　（ｎ＝１２，珋ｘ±ｓ）

２．３　植片组织病理学观察
　　 移植术后 ３ｄ，对照组和 ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭ反义
ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组可见炎性细胞渗入，主要分布在角
膜基质层，角膜轻度水肿。随后，炎症细胞的渗入和角

膜基质的水肿逐渐加重，在 １４ｄ达到峰值。如图所
示，可见角膜植片明显增厚，角膜基质严重水肿，大量

炎症细胞浸润，伴有大量新生血管长入，主要分布在角

膜基质层，角膜胶原纤维排列紊乱。术后２１ｄ，炎症细

胞和角膜水肿逐渐减轻，但新生血管无显著变化。Ｅｎ
ｔｒａｎｓｔｅｒＴＭＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组从移植术后５ｄ开始，可
见少量炎症细胞渗入，主要分布在角膜基质层，炎症细

胞渗入发展缓慢。到移植术后１４ｄ，炎症细胞浸润加
重，角膜轻微增厚，基质轻度水肿，胶原纤维排列整齐，

并可见少量新生血管长入（图３）。至移植术后２１ｄ，
ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组植片组织形态明显优
于对照组和ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭ反义ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组。
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Ａ：对照组；Ｂ：ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭ反义ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组；Ｃ：ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组　↑：示新生血管
图３　大鼠穿透性角膜移植术后１４ｄ各组植片组织病理学改变　（ＨＥ×２００）

２．４　植片免疫组织化学观察
　　免疫组化结果显示移植术后３、７、１４、２１ｄ各时间
点，ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组中ＣＤ２５阳性表达
量均少于其余２组。ＣＤ２５的表达量在急性排斥反应
期逐渐增多，在排斥反应后期减少。移植术后 ３ｄ，
３组ＣＤ２５阳性表达量均较少，主要分布在角膜上皮
层，棕色显示（＋）。术后１４ｄ，对照组和 ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭ
反义ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组 ＣＤ２５阳性表达量显著增加，
棕色显示（＋＋＋），主要分布在角膜上皮层和基质层，
角膜内皮层少量表达。而ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转
染组ＣＤ２５阳性表达量明显少于其余２组，棕色显示
（＋），主要分布在角膜上皮层和基质层（图４）。
２．５　植片 ＣＤ２５、ＦＯＸＰ３、ＩＬ１０ｍＲＮＡ的表达水平分

析

　　ｑＰＣＲ结果显示移植术后３、７、１４、２１ｄ各时间点，
ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组中 ＣＤ２５ｍＲＮＡ阳性
表达量均少于其余２组（Ｐ＜０．０５）。ＣＤ２５ｍＲＮＡ表
达趋势与免疫组化结果显示相同。３组 ＣＤ２５ｍＲＮＡ
最高表达量均出现在移植术后１４ｄ，之后表达量降低
（图５Ａ）。

　　在移植术后３、７、１４、２１ｄ各对应时间点，Ｅｎｔｒａｎ
ｓｔｅｒＴＭＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组中ＦＯＸＰ３ｍＲＮＡ表达量在同
一时间点虽高于其余２组，但无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。
在急性排斥反应期，３组ＦＯＸＰ３ｍＲＮＡ表达量均逐渐增
多，１４ｄ达到最高表达量，之后逐渐降低（图５Ｂ）。
　　移植术后 ３、７、１４、２１ｄ各时间点，ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭ
ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组中ＩＬ１０ｍＲＮＡ阳性表达量均显著
高于其余２组（Ｐ＜０．０５）。对照组和 ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭ反
义ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组中，ＩＬ１０ｍＲＮＡ阳性表达量在
术后７ｄ最低，１４ｄ最高。而ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭＣＤ２５ｓｉＲＮＡ
转染组中，ＩＬ１０ｍＲＮＡ阳性表达量在术后７ｄ最高，
２１ｄ最低（图５Ｃ）。
２．６　植片ＣＤ２５蛋白的表达
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示移植术后３、７、１４、２１ｄ各时
间点，ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组（０６５８４±
０１４１６）中ＣＤ２５蛋白表达量均少于对照组（１．０３１５±
０１３３７）和 ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭ反义 ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组
（１．０３１３±０．１３２９，Ｐ＜０．０５，图６）。在急性排斥反应
期，３组植片中ＣＤ２５蛋白浓度均逐渐升高，在术后１４ｄ
达到最大，之后浓度降低。
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Ａ：对照组；Ｂ：ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭ反义ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组　Ｃ：ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组；↑：示阳性ＣＤ２５表达
图４　免疫组织化学染色观察大鼠穿透性角膜移植术后１４ｄ各组植片ＣＤ２５表达及分布　（二步法 ×４００）
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Ａ：相对ＣＤ２５ｍＲＮＡ含量；Ｂ：相对ＦＯＸＰ３ｍＲＮＡ含量；Ｃ：相对ＩＬ１０ｍＲＮＡ含量　ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃ组比较
图５　ｑＲＴＰＣＲ检测各组植片术后３、７、１４、２１ｄＣＤ２５、ＦＯＸＰ３、ＩＬ１０ｍＲＮＡ的表达水平　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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１：对照组；２：ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭ反义 ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组；３：Ｅｎ
ｔｒａｎｓｔｅｒＴＭＣＤ２５ｓｉＲＮＡ转染组
图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组植片术后１４ｄＣＤ２５蛋白表达

３　讨论

　　角膜移植排斥反应是导致角膜移植失败的主要原
因［１２］。根据流行病学资料推测，我国公民因各种角膜

病致盲致残者（包括单眼）约１７０万人，而因角膜供体
来源的受限，每年全国仅能完成约５０００例角膜移植
手术，大部分患者由于供体的缺乏而丧失了最佳的治

疗时机［１３］。因此，如何抑制角膜移植排斥反应的发

生，是临床提高角膜移植手术成功率的关键。至今为

止，环孢素 Ａ、西罗莫司、霉酚酸酯、ＦＫ５０６、ＦＴＹ７２０等
免疫抑制剂大量应用于临床预防和治疗角膜移植免疫

排斥反应，均能有效的延长植片的存活时间，但同时造

成药物不良反应［１４］。因此，新型的治疗方式，作用于

角膜移植排斥反应中的关键分子或关键通路，成为目

前角膜移植排斥反应中研究的一大热点。

　　ＣＤ２５，即 ＩＬ２Ｒ的 α链，由 ＣＤ４＋Ｔ细胞分泌，被
认为是参与角膜移植排斥反应中的关键分子［６］。Ｈｏｌ
ｌａｎｄ等［１５］发现在角膜移植急性排斥反应期，ＩＬ２Ｒ高
表达于渗入的 ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞表面。临床上将 ＢＴ
５６３（ＣＤ２５的单克隆抗体）应用于治疗肝移植患者，发
现这些患者均未出现急性排斥反应。此外，ＣＤ２５的单
克隆抗体也应用于治疗临床肾移植患者，均取得明显

抑制移植排斥反应的效果［１６］。以上结果表明 ＣＤ２５
在移植免疫排斥反应中发挥着重要作用。基因治疗是

一种新型的治疗方式，通过载体转运 ＤＮＡ或者 ＲＮＡ
到特定细胞，调节基因的转录、翻译，进而影响细胞的

功能。该种治疗方式具有高效性，并且避免了大剂量

药物带来的毒性反应［１７］。研究表明，角膜的基因治疗

具有高效性，原因为：①角膜具有可见性及易于接触；
②离体培养的角膜组织可存活１个月，利于研究；③角
膜内皮细胞再生能力有限，人角膜内皮细胞无分裂能

力。因此，基因转染于角膜内皮细胞持续效应长［１８］。

结合以上因素，本实验采用基因治疗技术下调 ＣＤ２５
表达，进而探讨ＣＤ２５在角膜移植排斥反应中的作用，
并检测ＩＬ１０和ＦＯＸＰ３的浓度变化。
　　本实验结果表明，ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ基因治疗显著下调
ＣＤ２５表达，尤其在移植术后１４ｄ最明显。在急性排
斥反应期，可见ＣＤ２５表达逐渐增高，而在排斥反应后
期，其表达降低。表明 ＣＤ２５中介的免疫应答主要发
生在排斥反应早期。另外，角膜植片的大体观察显示，

ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ基因治疗显著延长植片的生存时间，提高
植片的生存率，但并未完全抑制角膜移植排斥反应的

发生。可能的原因为：在 ＣＤ２５表达降低的情况下，
ＩＬ２Ｒ的β链和γ链能诱导自然杀伤细胞（ｎａｔｕｒａｌｋｉｌ
ｌｅｒｃｅｌｌｓ，ＮＫｃｅｌｌｓ）和静止 Ｔ细胞发生免疫排斥反
应［１９］。在移植术后２１ｄ，我们观察到 ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ治
疗组的角膜相对于空白组和反义 ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ治疗组
而言，仍维持较好的透明度，但角膜新生血管和角膜水

肿评分在３组之间无显著差异。因此，我们认为在鉴
定角膜植片是否发生排斥反应的３个指标中，即新生
血管、水肿和透明度评分，角膜的透明度评分更能反映

植片发生排斥反应的情况。

　　此外，本实验结果表明ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ基因治疗能在
排斥反应早期，显著地上调 ＩＬ１０ｍＲＮＡ水平，进而下
调主要组织相容性复合体Ⅱ（ｍａｊｏｒｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ
ｃｏｍｐｌｅｘｃｌａｓｓⅡ，ＭＨＣｃｌａｓｓⅡ）和共刺激分子的表达，
从而减少有效的抗原应答。另外，本实验观察到

ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ基因治疗组在角膜植片发生排斥时，仍维
持较好的植片形态，表现为角膜组织结构形态清晰，胶

原纤维排列整齐，增生较少。可能的机制为上调的ＩＬ１０
通过抑制炎性分子的合成，防止植片过度的炎性损伤

和组织破坏。综上表明ＩＬ１０在角膜移植免疫排斥反
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应中，通过多方面作用保护角膜植片，免受排斥损伤。

最近的研究指出 ＩＬ１０通过参与诱导 Ｔｒｅｇ细胞分化，
间接地诱导植片免疫耐受，对植片产生保护作用［９］。

然而，先前的研究证实 ＣＤ２５是促使 Ｔｒｅｇ细胞分化的
关键分子，而 ＦＯＸＰ３是已分化的 Ｔｒｅｇ细胞的特异性
标志。Ｈｉｒｅ等［２０］发现在体外培养的淋巴细胞中应用

ＣＤ２５ｍＡｂ，下调 ＣＤ２５表达后，对 Ｔｒｅｇ细胞的分化无
显著作用。相反地，在临床胰岛移植患者中，应用

ＣＤ２５ｍＡｂ治疗后，却显著地上调了 ＦＯＸＰ３表达。本
实验发现ＣＤ２５表达的下调并未降低ＦＯＸＰ３ｍＲＮＡ水
平，推测可能是由高表达的 ＩＬ１０和其他细胞因子诱
导了Ｔｒｅｇ细胞分化，上调了 ＦＯＸＰ３表达，以及 ＦＯＸＰ３
ｍＲＮＡ水平可能受到不同 ＣＤ２５浓度和不同种系的影
响，其详细机制目前不详。并且，我们检测到在术后各

个时间点，３组模型间 ＦＯＸＰ３ｍＲＮＡ的水平均无显著
差异，但仅 ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ治疗组能延长植片存活时间，
进而推测 ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ基因转染抑制角膜植片排斥反
应的机制不在于诱导植片的免疫耐受，而是通过ＩＬ１０
信号通路抑制植片的炎症反应，防止植片产生过度的

炎性组织损伤，最终保护角膜植片。

　　因此，本实验表明在角膜移植术后，早期应用
ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ基因治疗能显著延长植片的存活时间，维
持植片较好的透明度，并有效降低植片发生排斥反应

的程度。可能的机制主要在于 ＣＤ２５ｓｉＲＮＡ基因转染
下调 ＣＤ２５表达后，低浓度的 ＣＤ２５上调抗炎性分子
ＩＬ１０的表达，高表达的 ＩＬ１０一方面抑制植片的炎症
反应，一方面上调 ＦＯＸＰ３表达，维持 Ｔｒｅｇ细胞功能，
最终延长植片的存活时间。这一技术为临床角膜移植

患者的基因治疗提供参考，但需要更多的基础实验与

临床研究来进行验证。
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