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摘要!目的 观察大鼠角膜组织中共刺激分子 !"#$!)*+&"的原位表达#以了解共刺激分子在大鼠角膜移植排斥反应中
的作用和意义$ 方法 制作大鼠角膜移植模型#观察角膜透明度%新生血管$ 采用免疫组化法检测 !"#$ 在角膜%脾脏组
织中的表达$ 结果 术后角膜植片均出现不同程度的新生血管#角膜水肿%混浊#基质增厚$ !"#$ 在正常的角膜组织中
无阳性表达&在移植后出现急性排斥反应的角膜上皮层中有大量阳性细胞表达$ 在脾脏的阳性细胞表达与文献报道的

一致$ 结论 共刺激分子 !"#$ 在移植后发生排斥的角膜组织中的阳性表达#可能与免疫排斥反应有关$
关键词!共刺激分子&!"#$,-)*+&.&角膜&移植排斥反应&免疫组织化学
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,,,,,,,,目前#穿透性角膜移植被公认为是治疗角膜盲%
恢复视力的唯一有效的方法’%($但手术后的排斥反应
威胁着角膜植片的成活#是导致手术失败的关键$ 该
反应是一种多因素参与的复杂过程$ 目前认为局部
的抗原提呈细胞提呈同种异体抗原#激活 X 细胞#诱
发免疫反应导致植片排斥 ’&#3(#但其具体机制尚未完
全清楚$ 近年的研究表明)X 细胞的完全活化需要 &
个信号#第 % 个信号是 X 淋巴细胞表面的 X!W+!"3
复合物同抗原提呈细胞上的 RA!+!类抗原肽复合
物结合#赋予免疫应答的特异性&第 & 个信号主要由
X 细胞上的 !"&# 与抗原提呈细胞上的 !"#(-)*+%.
和 !"#$-)*+&.结合所提供#这一传导途径被称为共
刺激途径’1#’($ !"#(和 !"#$被称为共刺激分子$ 关
于 !"#$在大鼠角膜组织中的原位表达#国内尚未见
报道$ 因此#我们采用免疫组织化学方法检测正常和

移植后发生排斥反应的角膜上 !"#$ 的表达#并以脾
脏组织中 !"#$ 的表达为对照#以了解 !"#$ 在角膜
移植排斥反应中的作用和意义$

%,,材料和方法
%[%,,材料

F_Q 级雌性 ‘<PG6J 大鼠 %& 只#为供体&雄性 F"
大鼠 %& 只#为受体$ 另用 F_Q 级雌性 ‘<PG6J 大鼠和
雄性 F"大鼠各 & 只作正常对照$所有动物购自第一
军医大学实验动物中心$ 免疫组化主要试剂)一抗为
小鼠抗大鼠 !"#$单克隆抗体# 购自深圳晶美公司$
即用型 F2)! 免疫组化试剂盒 !含生物素化羊抗小
鼠 48E"#购自武汉博士德公司$
%[&,,手术方法
大鼠穿透性角膜移植术参照 ‘<MM<6KP 等 ’$(方法

建立大鼠同种异体角膜移植模型$ %(a水合氯醛 1,
KMbZ8*][\[腹腔注射麻醉#术前冲眼#散瞳$ 对术眼进
行表面麻醉#显微镜下无菌操作#作上下眼睑牵引缝
线$ 以环钻钻取植片!直径 3[&’,KK"和制作植床!直
径 3,KK"$ 受体前房注入爱维粘弹剂#然后将植片植
入植床#以 %(+(尼龙缝线间断缝合 #针$术毕前房内
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图 !""正常大鼠角膜免疫组化染色无阳性细胞表达
!原放大倍数"!#$$#
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图 :33急性排斥期大鼠角膜免疫组化染色见角膜上皮层
;<=> 阳性细胞表达 !原放大倍数"!#??$
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图 A33正常大鼠脾脏组织免疫组化染色在红髓区可见大量
;<=> 阳性细胞表达 %原放大倍数"!#??$
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注入少量平衡盐溶液&形成前房’结膜囊内涂 ?BCD四
环素眼膏&使上下睑闭合’术后每日滴氯霉素眼液&每
日 :次&每次 !滴’
!BA33临床观察
自术后第 !天起每天行裂隙灯显微镜观察’记录

移植排斥指数 %60E0/.,*)3,)F0G53H&9&包括 "角膜透明
度(水肿度(新生血管度以及角膜排斥发生时间’评分
标准参照 I*221)F 法 )J*&即以混浊(水肿(新生血管 A
项指标进行评分’ 当植片的 A个参数之和达到 C或 C
以上&或植片混浊 ! 项达到 A 时&即认为免疫排斥反
应发生’
!B#33免疫组织化学染色
大鼠角膜移植术后明确诊断出现排斥反应时&桉

术后 C3F(JK!?3F以及 !#3F分别取材’标本经 #L多聚
甲醛溶液固定( 脱水& 常规石蜡包埋& 制备成 C3!’
厚&连续切片备用’ !张行 IM染色’另取 :张石蜡切
片脱蜡至水后&NOP 振洗& 按试剂盒说明书操作 ’
<QO 显色&苏木素复染&脱水透明后封片&光镜下观
察’以 NOP液代替一抗作空白对照’结果判定以细胞
膜呈棕黄色染色为阳性细胞’

:R3结果
:B!33临床观察
术后第 !天&角膜轻度水肿混浊’ 随时间推移水

肿(混浊(厚度增加&新生血管逐渐长入植片&部分角
膜植片有融解征象’排斥反应发生时间为术后 CK!!3F&
排斥反应率为 !??L’
:B:33组织学及病理学改变!IM染色"
对照组的正常大鼠角膜上皮细胞层由 CK> 层细

胞组成&基质层胶原排列整齐&无水肿(混浊&无单核
细胞及淋巴细胞等炎性细胞浸润’发生排斥反应的角
膜组织在急性排斥期角膜植片水肿(增厚(混浊&上皮
基底细胞有空泡形成&间质结构疏松&伴大量炎细胞
浸润&基质层可见新生血管管腔’
正常脾脏组织被膜完整光润&小梁清楚&脾小结

内单核细胞分布均匀’发生排斥反应的脾脏组织与正
常脾脏组织差别不明显’
:BA33免疫组织化学观察
正常大鼠角膜及角膜缘未见阳性细胞表达 %图

!$’发生排斥反应的角膜上皮层可见大量的阳性细胞
表达&;<=>S细胞聚集出现在角膜缘和角膜植片的上

皮层基底部%图 :$’
正常脾脏组织被膜完整光润&小梁清楚&红髓区

可见大量的阳性细胞表达+边缘区和动脉旁淋巴细胞
鞘有中等程度的阳性细胞表达+ 白髓区 ;<=>S细胞

少见%图 A$’ 发生排斥反应的脾脏组织与正常脾脏组
织差别不明显’

A33讨论
目前认为共刺激途径在免疫反应中起着重要作

用&共刺激分子只有在细胞上有效的表达&才可以在
抗原特异性免疫应答和免疫排斥中引起 T 细胞亚群
的成功活化’OJ8;<:=U3;TVQ@#是最重要的共刺激分
子之一)#*&OJ 家族属于免疫球蛋白超家族&至少包括
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!个成员!"#$%&’()*+和 "#$,&’()-+" ".分子以单体
形式主要表达于单核细胞# 树突状细胞和 " 淋巴细
胞等抗原提呈细胞上"其配体为 ’(,)/’012$3$表达
于 0 细胞表面" 未受抗原刺激的抗原提呈细胞中几
乎不表达 ".$ 经活化后 ’()* 和 ’()4 的表达显著
上调"抗原提呈细胞表面 ’()*#’()4与 0细胞上的
配体 ’(,)#’012$3 结合$传导非抗原特异性的共刺
激信号$即第二信号" 缺乏共刺激信号而仅有抗原特
异性信号$将导致 0细胞无能甚至凋亡" 正常的角膜
无炎性细胞浸润$静止状态下角膜组织内的抗原提呈
细胞不表达共刺激分子$ 所以无法检测到 ’()45细

胞"在角膜移植后$移植物表达同种异体抗原$激活抗
原提呈细胞表达共刺激分子$因此在理论上应检测到
’()45细胞" 67889:; 等%)&研究发现小鼠角膜移植后

,<=> 植片即可检测到 ’()-5细胞$ 出现高峰分别在
术后第 ,天#第 -?%,天和第 %.天$而在移植后期’术
后 ,%天后(’()-仅出现于宿主角膜基质层" 但其它
学者%@?%%&仅在植片 $ 植床区检测到少数细胞表达共刺
激分子 ’()-或 ’()-$呈弱阳性表达"本研究以检测
脾脏表达的阳性细胞为对照$结果与 (;A9BCD;7E等%%,&

的检测结果一致$ 说明本实验方法确实可行" ’()4
在正常的角膜组织上无阳性表达$在发生排斥反应的
角膜上皮层有大量的阳性细胞表达$’()45 细胞聚
集出现在角膜缘和角膜植片的上皮层基底部"本研究
以术后出现排斥反应的时间分为 F组!术后 G=H#.?%*=
H以及术后 %3=H" 检测结果表明!术后 %3=H角膜出现
’()45细胞最多"值得注意的是!&%+角膜基质层也出
现阳性染色$但细胞定位欠准确$还有待于进一步研
究)&,+ 一般认为角膜缘上皮存在成熟的 1;IJDK>;IC
细胞$表达 ’()4" 但本研究并未在正常角膜缘上皮
检测到 ’()45细胞" 推测其原因可能与所用抗体和
检测手段不同有关"

6;J;L; 等 %%%&联合使用抗 ’()* 和抗 ’()4 的单
克隆抗体$’9ADK 等 %@&用 ’012$< 抑制蛋白’’012<$=
MJ( 或表达 ’012<$MJ的腺病毒载体处理供体或受体
角膜可阻断 ".N’(,)/’012$< 介导的共刺激分子通
路$有效延长同种异体角膜移植物的存活$这进一步
证实了 ’()* 和 ’()- 共刺激分子在角膜移植排斥
中的重要作用" 因此$选择性减弱或消除抗原提呈细

胞上共刺激分子的表达和活性$ 阻断共刺激信号$可
减轻或阻断移植后排斥反应"本研究为可能的免疫治
疗提供了试验依据"
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