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TGF一131对大鼠角膜移植后IL一6，IL一8的影响 

杨 洋，周善璧 

(重庆医科大学附属第一医院眼科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨转化生长因子 13 1(TGF一13 1)与大鼠穿透性角膜移植术后外周血中IL_6、IL_8含量的关系。方法：建立大鼠 

穿透性角膜移植模型，于术后 1周、2周、3周、4周 4个时间点用 ELISA法检测大鼠外周血中 IL_6、IL一8含量的变化。结果 ：实 

验组各时间点 IL_6、IL_8的表达较实验对照组和空白对照组均明显下降( ：0．01)。结论 ：TGF一13 1通过抑制大鼠穿透性移植 

术后外周血中IL_6、IL_8的表达来发挥免疫抑制作用。 
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Effects of TG F一13 1 on the expressions of interleukin-6 and 

interleukin-8 in the rat corneaI allografts 

YANG Yang，et ol 

(Department of ophthalmology，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the relationship between TGF-13 1 and the contents of IL一6 and IL一8 in peripheral blood 

after the penetrating keratoplasty in rat．Methods：Rat model of penetrating keratoplasty was established．ELISA assay Was used 

to detect the contents of IL一6 and IL一8 in the peripheral blood at the first week，second week，third week，and fourth week 

postoperatively．Results：Compare with the control groups and self groups，the expression level of IL-6 and IL一8 in ajI 

experimental groups markedly decreased at different periods postoperatively(P<O．01)．Conclusion：TGF-13 1 Can inhibit the 

expression of IL一6 and IL一8 in peripheral blood after penetrating keratoplasty to achieve the immune inhibition 

【Key words】Penetrating keratoplasty；Interleukin(IL)；TGF—betal 

角膜病是致盲的主要眼病之一，角膜移植是治 

疗角膜盲的唯一有效方法。角膜移植术后免疫排斥 

反应是角膜移植失败的主要原因【”，如何有效地抑 

制或减弱移植排斥反应是提高移植成功率、延长植 

片存活时间的根本问题，也是多年来国内外学者不 

断努力探讨的领域。TGF—B 1是一类具有多种生物 

活性的细胞因子，参与调节细胞生长、分化等多种 

功能，是免疫系统的主要抑制性分子。IL一6和 IL一8 

可促进 T淋巴细胞的激活、增殖及分化，在角膜移 

植中起到非常重要的作用。本研究通过建立大鼠穿 

透性角膜移植模型，探讨 IL一6和 IL一8与 TGF—B 1 

作者介绍： 

通讯作者 ： 

C0m ．Cn o 

基金项目： 

杨 洋(1982一 )，男，硕士， 

主要研究方向：眼表面疾病和角膜病的研究工作。 

周善璧，男，主任医师，E—mail：zhoushanbi@yahoo． 

重庆市卫生局资助项目(05—2—182)。 

及角膜移植免疫排斥发生的关系，为临床上应用 

TGF—B 1防治角膜移植免疫排斥提供实验依据。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物 

供体采用健康雌性 Wistar大鼠20只，受体采用健康雌 

性 SD大鼠60只，体重 200～250g，鼠龄 2~3个月，由重庆医 

科大学实验动物中心提供。 

1．2 实验动物分组 

本实验共分 3组：实验组 、实验对照组各 20只大鼠，行 

同种异体角膜移植；空白对照组 20只，行 自体移植。 

1．3 试 剂 

无菌条件下 ，将 1 g TGF(购 自美国 R&D公司 )融于 

20ml生理盐水中，充分混合，配成 50n~ml的眼液I2．31，4~C冰 

箱保存备用。ELISA试剂盒购自武汉博士德公司。 

1．4 手术方法 
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参照 W i l l i a m s 和 C c , s t m
I‘ I 力

‘

法 ． 供 怵 提 供 双 眼 角 膜 ， 受 体

均 选 择 7 i 眼 手 术 供 体 、 受 体 均 J
：

术 fj订以 l () ％ 水 合 氯 醛

3 m l／k g 腹 盼 内注 剁 麻 醉 力11眼 局 部 0 ． 4 e／c 1
'

ff 乐喜 表 面 麻 醉 ．． 受

体 眼 存 麻 醉 后 局 部 点 l ％ 阿 托 品 眼 液 3 次 致 瞳 孔 扩 大 约

4 - 5 l l l i
'

l ／ 常 规 消毒 ， 化 手 术 罹 微 镜 下 ， 严 格 无 蔺操 作 、 首 咒 于

供体 w i s t a ~
� 大 鼠 角膜 钻 取 直 径 为 3 ． 5 I l l I l l 椅 片 ( 弯维 纳 斯 剪 l办

助 取 材 ) ， 黄 于 培 养 l llJ_q ，
， 用 料 弹 刺 透 明 质 腋 钠 ( 爱 维 )仪护 『f】

膜 植 片备用 ， 于 受 体 S D 人 鼠什 小 川 直 径 3 ． 2 5 m m 环 钻 钻取 巾

央 Ⅸ 角膜 圳作 怕 床 ( 弯维 纳 斯 剪 阱助 制 作 植 床 ) ， 将 值 片 莆 于

植 床 ， 以 10 ／0 无 损 伤 缝 合线 作 M 断缝 合 8 针 ， 线 头 4 i 埋 。 自

体 移 植 组 用 3 ． 5 m m 环 钻 钻 取 植 片 后 将 其 旋 转 人约 2 7 0
。

后

原 化缝 合 ， 以 10 ／0 尢 损 伤缝 合线 作 间 断 缝 合 8 针 ， 线 火 小

埠 术 牛 ． 于 前喏 内汀 入 空 气 泡 ， 结 膜 下 注 射庆 人霉 素 0 ． 1 m l ，

结 膜囊 内涂 红 霉 索眼 膏 5 ／0 丝 线 缝 合 睑缘 1 针 ， J ¨
j

术后 第

1 d 拆 除 保 留 1 0 ／0 线 不拆 直 下 取 材 ．

1 ． 5 术 后 用 药 及 临 床 观 察

术 开 实 验 组 淌 J tJ
‘

FG F — B 1 ill4 液 卡【l氯 霉 素 叭 液 ， 实 验 对

照 及 空 I
’

川
‘

照 射 均 只 川 氯缚 索 滴 眼 液 滴 人 结 膜 囊 ， 3 次 ／天 ，

l 、 2 滴 ／次 ， 由：垒 取 材 r1 术后 第 l 天 开 始起 件 显 微 镜 下 进 行

临 床 观 察 ， 隔 H 1 次 ，

=

J二显 微 镜 下 检 台 rf】膜 移 植 片透 叫 度 及

新 牛 『ff【管 牛 长情 况 ， 并进 仃 分缎 。 、 参 照 L a l k i n
I‘I等制 定 的计 分

标 准 ． 包 括 值 片新 牛 m 管 ． 水 肿 ． 混 浊 3 项 指 标 ， 计 算 排 斥 反

矗 指 数 ( R I ) ，

“

i R J ≥ 5 时 ， H『J认 为排 斥反 应 发 牛

1 ． 6 取 材

仵 术后 l J十J 、 2 删 、 3 剧 、 4 周 4 个时 『HJ点 ， 分 别处 化 3 组

各 5 只 大 鼠 ， 川 断 头 法 取 大 鼠 外 例 静 脉 mL约 l m l ， 水 浴 () ． 5 1�

后 ， 离 心 l 0 0 (h × 5 m i n ， 提 取 上 清 液 4 气：冰箱 保 仔 ， 侍昕 _仃标

奉取 完 后 ， 统 一 i 彳E L I S A 检 测

1 ． 7 E 1。 1S A 检 测

他 厂H E 1 ．1S A 法 愉 测 外 周 I⋯ }1 11 ,

- 6
、 I L 一 8 禽 城 ， 舟 待 测 扎

巾 每 孑L JJlJ 入 5 0 LL l 待 测 惮 f!iJIl ( m 消 ) ， 酶 怀 扳 加 盖 ． 3 7 1 ：反 心

1 2 0 ra i n 开 洗 饭 ． N ：
．f L 依 次 nn 人 抗 体 1 ：作 液 0 ． 1 m l ， A B C I ：作

液 0 ． 1 1 1 1 1 ． T M B 11̂ 包订砭0 ． 1 m l
，

T M B 终 止 液 0 ． i m l ， 均 n 3 7 1 ：条

件 卜进 行 反 应 ， 川 个 自动 牌怀 仪 存 4 5 0 n to 洲 定 惮 ，u l浓 岌 、

1 ． 8 统 计 学 处 理

数据 以 均 数 ± 怀 准 差 ( 。 ± ．- ) 表水 ， 采 _L}J 成组 没 汁两 样 本

均 数 的 ， 检 验 ． 所 订 数 {1t ；均 J、t J II 阪
。

、

? ：统 汁软 什 s h s l 3 ． 0 处

删 P < O ． 0 5 为丛 异 仃 h^ 垮I' l
-

2 结 果

2 ． 1 排 除 动 物

所 有 大 鼠 I l I _有 2 只 发 乍 麻 醉 意 外 死 广 ， 4 只 发

生 术后 }ji『房 ⋯ u1L ． 2 只 发 乍 严 噩 的蚍 膜 丽 粘 连 ， 1 H

发 ，卜感 染 ， 以 卜人 鼠 均 被 圳 除 实 验 ， J i：及 『1、J
‘

补 充 实

验 动 物 。 观 察 满 2 个 门 ．
、

表 1 实 验 各 组 大 鼠 角 膜 植 片存 活 时 间 ( t I ' l＼± 一 )

渖 ：
‘ 丧 爪 P < O． 0 1 ：T ( ：p

、

一 B 1
’

戈验 纠l 动 物 的 f fI悛 似 片 r i ：̂

It , J I'HJ 较
。

史验 再J j!《{组 f 】
‘

【纠{1̂ 延 l< ( P < O ． 0 1 ) 、

2 ． 2 排 斥 反 应 发 生 时 间

l 周 没 有 发 现 排 斥 反 应 ． 按 7 人 汁入 统 汁 ， 其 它

组 处 死 的 大 鼠 ， 未 发 叶i 排 斥 反 J、锄 ，J 按 处 化 时 Ii ：II i 4
‘

入

统 训
‘

。

2 ． 3 角膜 植 片 存 活 时 间

实 验 组 角 膜 值 片存 活 时 11_JJ 比 "2 - 验 埘 照 组 明 艰

延 长 ， 差 刖 有 统 汁 学 意 义 ( P < O ． 0 1 ) ， }1t 此 I lf 虬 ，

T ( Ⅲ 一 13 l 能 【IJJ姓 抑 制 大 鼠 角 膜 移 值 免 疫 排 斥 反 应 ，

延 长 角膜 值 片存 活 时 问 ( 虬 太 1 )

2 ． 4 I L 一 6 、 I L 一 8 的 表 达

『F 常 大 鼠 外 悯 m t l l 仃 化 一 定 姑 的 I L 一 6 、 I L 一 8 ，

扛 炎 症 、 免 疫 反 应 等 条件 卜
‘

仃 多 种 细 胞 表 达 ， 发 挥

免疫 蒯 节 作 川 、

、 实 验 绀 术 后 外 周 ÏL巾 I L 一 6 及 11 ．

一 8

含 苗 ， 与 实 验 对 照 组 及 卒 门 对 照 组 卡『1比 ， 均 叫 5ll!．F

图 l 实 验 组 第 2 周 角 膜 图 2 空 白对 照 组 第 2 周 角 膜 图 3 对 照 组 第 2 周 角膜
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注：‘表示P<O．O1；从表中，我们可以看到实验组 IL-6的表达在不同时间点 ，较实验对照组和空白对照组，均受到明显抑 

制，P<O．O1；对照组的表达在 2周时间段达到高峰，而后逐渐下调。 

表 3 各组大鼠角膜移植术后外周血中 IL一8含~(pg／ml。互±s) 

注：·表示 P<O．O1；实验组 IL一8的表达在不同时间点，较实验对照组和空白对照组，均受到明显抑制，P<O．O1；对照组的表达 

在 2周时间段达到高峰，而后逐渐下调。 

调 ，差异有统计学意义(P<O．01)。各组在术后 2周 

时，IL一6、IL一8的表达为最高，而后逐渐下调。对照 

组 IL一6、IL一8的表达 ，在不同时间段较自体移植组 

均有所增高 ，差异有统计学意义(p<0．05)(见表 

2，3)。 

3 讨 论 

TGF一13是一大类多功能细胞生长增殖调节蛋 

白，由Todaro等于 1978年首次发现。目前已经证实 

TGF一13 1是一种强效免疫抑制因子，功能比CsA还 

要强大，可抑制内皮细胞，T、B淋巴细胞以及胚胎成 

纤维细胞的增殖。由于正常体细胞都有 TGF一13家 

族的膜结合受体，因此 TGF一13 1广泛参与免疫系统 

细胞之间的相互作用，影响胸腺细胞、NK细胞的增 

殖分化 ，干扰 B细胞各种免疫球蛋白的产生和转 

换 ，并通过直接 、间接影响 IL一1、IL一2、IFN一 而起 

到免疫抑制作用[61。体外实验已经证明，它作为一种 

自动分泌的负性信号，具有抑制多种 IL和其他细胞 

因子产生的正性信号而抑制淋巴细胞增殖功能 。 

IL一6是由多种细胞产生的具有多种生物效应 

的细胞因子，参与了机体多个系统的生理及病理反 

应过程，如造血过程、肿瘤免疫应答等，特别是器官 

移植领域。IL一6在机体内与相应的受体结合而产生 

生物效应，由于受体分布相当广泛，没有严格的靶 

细胞特异性 ，因而表现出的生物学活性也千差万 

别，主要包括 ：促进 T、B细胞的激活、增殖和分化， 

并可促进 T细胞产生 IL-2及使 IL一2R表达增强 

等。由此可见，IL一6不仅直接促进了T、B淋巴细胞 

的激活 、增殖及分化 ，同时也促进了其它淋巴因子 

的分泌。 

IL一8是一种能激活嗜中性粒细胞的趋化性细 

胞因子，是一种具有内源性白细胞趋化性和活化性 

作用的碱基 一肝素结合性蛋白质，可介导多形核中 

性粒细胞、嗜酸性粒细胞和淋巴细胞等向炎性部位 

聚集。移植物排斥时特征性的细胞浸润主要有单核 

细胞 、巨噬细胞和 T淋巴细胞 ，所有这些细胞均可 

分泌 IL一8。IL-8的生物学活性主要有：(1)趋化和激 

活中性粒细胞，这种效应无种族特异性。(2)趋化嗜 

碱性粒细胞 ，并刺激其释放组胺，与速发型超敏反 

应有关。此外，还可趋化部分静止的 CD4~或 CDsq' 

细胞，以及趋化 IL-2活化等。(3)IL-8是角化细胞 

的复合促有丝分裂原，也是黑色素瘤细胞的自分泌 

生长因子 Ol。 

目前已有大量临床及实验资料证实在移植物 

排斥反应中，患者机体有异常的 IL一6或 IL一8表达 

水平升高。Fodor等⋯】在研究中发现用 ELISA方法 

检测 PKP术后及发生结膜炎后的泪液中的 IL一6和 

IL一8含量 ，发现它们均出现明显的释放增加 ，提示 

IL一6、IL一8可作为术后早期炎症的的一项重要指 

标。Mathur等[121的研究表明，在肺移植出现排斥反应 

之后，IL一6、IL一8等细胞因子的表达可明显提高，提 
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高的程度与排斥反应的发生时间和程度相关联。而 

Ohta等 1在研究中发现 IL一6能对抗 TGF—B的作 

用 ，当TGF—B高水平的时候 ，T细胞的激活受到了 

抑制，而当 IL一6高水平表达时，丧失了对 T细胞激 

活的抑制功能。而Ventura等【141的研究也表明，通过 

药物抑制 IL-6及 IL-8的表达 ，能显著的提高角膜 

植片的存活时间。 

然而，TGF—B 1也有它作用的两面性。它也是 

一 种重要的致纤维形成因子，在伤口愈合和组织修 

复中具有重要作用，能刺激成纤维细胞合成胶原和 

其他细胞外基质并抑制胶原蛋白的降解 ，增加血管 

化，导致慢性排斥反应的发生和移植物长期功能的 

丧失。有研究表明，在出现新生血管的角膜中均能 

找到TGF—B|[15,161。 

本实验中，通过建立大鼠穿透性角膜移植模型， 

将 TGF—B 1眼液运用于术后大鼠，因为大鼠泪液分 

泌少 ，提取不易 ，故选择检测移植术后外周血中 

IL一6和 IL一8含量的变化，分析TGF—B 1对大鼠角 

膜移植术后免疫排斥反应的作用。实验结果显示： 

实验组动物的角膜植片存活时间较实验对照组有 

明显延长；在不同时间点，实验组外周血中的 IL一6 

和 IL一8的表达均明显低于同一时间点的实验对照 

组和空白对照组；IL-6和 IL一8可作为反应角膜移 

植排斥反应发生的重要指标 ，它们的高水平表达可 

提示免疫排斥的发生，而 TGF—B 1可通过抑制它们 

的表达，发挥免疫抑制剂的作用。在实验中未观察 

到局部用TGF—B 1眼液显著的毒副作用。目前，关 

于 TGF—B 1抑制 IL-6、IL一8的作用机制 ，尚不清 

楚，考虑可能是 TGF—B抑制了T细胞的 DNA的合 

成，从而间接的抑制了这 2种白介素的作用【121。关于 

TGF—B 1的免疫抑制作用 ，目前已经得到证实 ，但 

其具体作用机制，尚有待进一步的深入研究和完善。 

本次实验进一步研究了 TGF—B 1的免疫抑制的作 

用机制，为其在临床中的运用提供理论基础和实验 

依据。 
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