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Abstract
誗 AIM: To study the effect of exogenous IL - 10
transfection to dendritic cells(DC) of rat on expression of
IL - 4 and IFN - 酌 in aqueous humor after corneal
transplantation.
誗METHODS: Cells of 8-DC, GFP-DC and IL-10-GFP-DC
were prepared. Totally 55 SD rats were randomly
selected 6 (6 eyes), as a negative control group, the rest
were randomly divided into 4 groups: positive control
group, injected of 1mL PBS by receptor tail vein 3 days
before surgery, and 8-DC group, GFP-DC group, IL-10-
GFP - DC group, respectively, injected of 1mL cell
suspension(8 -DC, GFP-DC and IL- 10 -GFP-DC) have
been prepared by receptor tail vein 3 days before
surgery. Wistar rats as donor, keratoplasty was
performed. The rats corneal graft status was examined
after operation, and ELISA method was used to detect
the expression of IL-4, IFN- 酌 in aqueous humor at the

fourteenth day after operation.
誗RESULTS: The survival time of corneal graft in group
IL- 10-GFP-DC was significantly prolonged. Expression
of IL- 4 in group IL - 10 -GFP -DC cytokines was higher
than that in other groups, while the expression of IFN- 酌
was lower than other groups, the difference was
statistically significant.
誗CONCLUSION: Exogenous IL- 10 gene transfection to
immature dendritic cells could inhibit corneal allograft
rejection, and induce the formation of immune
tolerance. The disturbance over the expression of
cytokines IL- 4, IFN- 酌 in aqueous humor is one of the
mechanisms for the induction of immune tolerance in
corneal transplantation.
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摘要
目的:探讨外源性 IL-10 转染大鼠树突状细胞(dendritic
cell,DC)对角膜移植术大鼠房水中细胞因子 IL-4 和 IFN-酌
表达的影响。
方法:制备细胞 8-DC,GFP-DC 及 IL-10-GFP-DC。 55
只 SD 受体大鼠,随机抽取 6 只 6 眼,作为阴性对照组,其
余随机分成 4 组:阳性对照组(术前 3d 受体大鼠尾静脉
注射 1mL PBS)、8-DC 组、GFP-DC 组、IL-10 -GFP-DC
组,分别于术前 3d 受体大鼠尾静脉注射 1mL 已制备的细
胞悬液(8-DC,GFP-DC,IL-10-GFP-DC)。 以 Wistar 大
鼠为供体建立角膜移植实验模型。 术后观察各组大鼠的
角膜植片状态,并于术后第 14d 采用 ELISA 方法检测大
鼠房水中 IL-4 和 IFN-酌 因子的表达。
结果:IL-10-GFP-DC 组角膜植片的存活时间显著延长。
IL-10-GFP-DC 组细胞因子 IL-4 表达较其他各组高,而
IFN-酌 的表达较其他各组低,差异具有统计学意义。
结论:外源性 IL-10 基因转染的未成熟树突状细胞能抑
制角膜移植排斥反应,诱导免疫耐受的形成。 其中干扰
大鼠房水中细胞因子 IL-4 和 IFN-酌 的表达是诱导角膜
移植免疫耐受的机制之一。
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0 引言
摇 摇 角膜移植是治疗顽固性角膜病变的重要手段,而且
是目前最成功的器官移植术。 但角膜移植术后发生的排
斥反应至今仍是手术失败的主要原因[1]。 树突状细胞
(dendritic cell,DC)是由美国学者 Steinman 于 1973 年发
现的,是目前所知的、功能最强的抗原呈提细胞,其最大
的特点是能够显著刺激初始 T 细胞(naive T cells)增殖,
是机体适应性 T 细胞免疫应答的始动者,在适应性 T 细
胞免疫应答的诱导中具有独特的地位[2]。 若预先去除移
植物中的 DC 或用未成熟 DC 处理,均可延长同种移植物
的存活时间[3]。 本实验室前期的研究已证实,利用腺病
毒将外源性 IL-10 基因转染到大鼠骨髓来源的 DC 后,能
够维持 DC 的未成熟状态,抑制异体 T 淋巴细胞的增
殖[4]。 在本研究中,我们应用大鼠角膜移植动物模型,以
探讨外源性 IL-10 基因修饰的未成熟 DC 对角膜移植术
后房水中细胞因子表达的影响。
1 材料和方法
1. 1 材料
1. 1. 1 实验动物摇 选用 28 只健康 Wistar 大鼠作为供体,
8 ~ 12 周龄,体质量 200 ~ 250g,雌雄不限,购自中国医科
大学实验动物中心;55 只健康 Sprague Dawley(SD) 大鼠
作为受体,8 ~ 12 周龄,体质量 200 ~ 250g,雌雄不限,购
自辽宁医学院实验动物中心。 两组大鼠分别于术前 1wk
自实验动物中心取至本实验室,单笼单只喂养,自由饮
食,隔日更换垫料。
1. 1. 2 主要试剂摇 IL-10 基因过表达的腺病毒载体( IL-
10-GFP Adenovirus)及荧光蛋白基因的腺病毒空载体
(GFP -Adenovirus),上海吉凯基因化学技术有限公司;
大鼠淋巴细胞分离液,天津 TBD sciencis;重组大鼠粒细
胞-巨噬细胞集落刺激因子(GM-CSF)及重组大鼠白细
胞介素 4(IL-4),PeproTech 公司;IL-4 ELISA 试剂盒及
IFN-酌 ELISA 试剂盒,USA。
1. 2 方法
1. 2. 1 大鼠树突细胞原代培养与体外修饰摇 用淋巴细胞
分离液密度梯度法提取 Wistar 大鼠骨髓单个核细胞,用
RPMI-1640 培养液重悬,在 37益,50mL / L CO2 孵箱中培
养 2h 后,利用黏附分离法去除不贴壁的 T 淋巴细胞,加
入细胞因子 GM-CSF 10ng / mL,IL-4 5ng / mL,隔天半量
换液,培养至第 6d,收集悬浮细胞,即为 6-DC。 将收集
的 6d 的 DC 细胞分三组:第一组,将 6 -DC 在无病毒的
10%完全培养基中继续培养 48h,收集细胞,即为 8-DC;
第二组,将 6-DC 在含有 GFP-Adenovirus 重组腺病毒的
10%完全培养基中培养转染48h,收集细胞,即为 GFP-DC;
第三组,将 6-DC 在含有 IL-10-GFP-Adenovirus 重组腺
病毒的 10%完全培养基中培养转染 48h,收集细胞,即为
IL-10-GFP-DC。 分别将收集的 8-DC,GFP-DC,IL-10-
GFP-DC 用 PBS 洗涤 2 次,调整细胞悬液浓度为 2伊106 / mL,
备用。
1. 2. 2 实验分组摇 55 只 SD 大鼠,随机抽取 6 只 6 眼,作
为阴性对照组,大鼠未做任何处理;其余为受体大鼠,随
机分成 4 组,具体分组如下:阳性对照组,术前 3d 受体大
鼠尾静脉注射 1mL PBS;8-DC 组、GFP-DC 组和 IL-10-
GFP-DC 组,分别于术前 3d 受体大鼠尾静脉注射 1mL 已
制备的相应细胞悬液(8 -DC,GFP-DC 及 IL-10 -GFP-
DC)。 角膜移植术后第 14d 各组分别取大鼠 6 只,取房

水、进行 ELISA 方法检测,其余大鼠用于观察角膜植片的
存活率。
1. 2. 3 建立大鼠穿透性角膜移植模型摇 术前 30min 术眼
滴复方托吡卡胺眼液 3 次,充分散瞳;腹腔注射 10%水合
氯醛 0. 4mL / 100g 全身麻醉;于受体右眼进行穿透性角膜
移植手术,植片直径 3. 5mm,植床 3. 0mm,10-0 Alcon 尼
龙线间断缝合 8 针,线结不埋藏,前房注入小气泡,建立
前房。 术毕结膜囊内涂红霉素眼膏,缝合眼睑;每只动物
仅右眼手术, 以保证动物觅食正常。 术后 24h 拆除眼睑
缝线观察,氯霉素滴眼液和复方托吡卡胺滴眼液每日 3
次点术眼,共 10d。 角膜缝线不拆除。
1. 2. 4 角膜植片的临床观察 摇 自术后第 1d 起每日在裂
隙灯下进行观察,以混浊、水肿和新生血管 3 项指标进行
评分,参照 Larkin 等[5]评分标准,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。 术后 5d 内有严重前房出血、虹膜广泛前粘连、
伤口裂开、晶状体混浊、植片感染等并发症者剔除,并补
充例数。
1. 2. 5 酶联免疫吸附测定法检测大鼠房水中细胞因子摇
全身麻醉后无菌术下从角膜缘穿刺大鼠前房,用毛细采
血管吸取房水,置于 0. 5mL Eppendorf 管中,-80益密封保
存。 测定前从 4益取出 IL-4 ELISA 试剂盒 / IFN-酌 试剂
盒,开启前室温平衡 30min。 从-80益 取出房水,室温融
化,用 PBS 稀释 5 倍,备用。 严格按照说明书操作。 终止
反应后,即以空白孔调零,450nm 波长依序测量各孔的吸
光度 OD 值,测定在加入终止液后 15min 内进行。 根据标
准浓度及对应的 OD 值计算出标准曲线的回归方程,再
根据样品的 OD 值在回归方程上计算出对应的样品
浓度。
摇 摇 统计学分析:应用统计分析软件 SPSS 17. 0 进行数

据处理,所有数据以 軃x依s 表示。 采用单因素方差分析及
独立样本 t 检验,比较角膜植片生存时间及排斥指数;绘
制 KaplanMeier (K-M)生存曲线描述植片生存过程;应
用直线回归,分析 ELISA 数据,以 P<0. 05 为差异具有统
计学意义。
2 结果
2.1角膜植片的存活情况摇 阳性对照组、GFP-DC 组、8-DC
组及 IL -10 -GFP-DC 组的角膜植片存活时间分别为
10郾 86依0. 60,19. 50依0. 89,19. 67依1. 37,25. 50依0. 76d。 其
中 IL-10-GFP-DC 组与阳性对照组、GFP-DC 组及 8-DC
组比较,角膜植片的存活时间延长,差异具有统计学意义
(均为 P<0. 01)。 各组大鼠角膜植片存活时间见表 1,角
膜植片生存曲线见图 1。 第 14d 裂隙灯下观察大鼠术眼
角膜植片的状态,四组角膜植片的混浊、水肿、新生血管
及排斥指数 Larkin 等[5] 评分,各组差异具有统计学意义
(均为 P<0. 01)。 各组角膜植片第 14d 的 Larkin 评分见
表 2。
2. 2 大鼠房水中细胞因子变化摇 利用 Excel 软件求得细
胞因子 IL-4 和 IFN-酌 标准曲线的直线回归方程,并绘制
以细胞因子含量为纵坐标,OD 值为横坐标的标准曲线图
(图 2,3)。 同样方法计算样品孔矫正 OD 值,代入方程求
得样品细胞因子 IL-4 和 IFN-酌 的含量,各组测量结果均
独立重复 3 次(图 4,5) 。 五组房水中 IL-4 和 IFN-酌
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摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 1摇 各组角膜植片存活时间

分组 n(眼) 存活时间(d) 軃x依s
阳性对照组 7 9,11,10,8,13,12,9 10. 86依 0. 60
GFP-DC 组 6 21,18,23,17,19,19 19. 50依0. 89b

8-DC 组 6 20,19,22,18,20,18 19. 67依1. 37b

IL-10-GFP-DC 组 6 23,24,27,25,28,26 25. 50依0. 76b,d,f

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

摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 2摇 术后第 14d各组排斥反应比较 軃x依s
分组 混浊 水肿 新生血管 RI
阳性对照组 2. 857依0. 900 1. 429依0. 535 2. 286依0. 488 6. 571依1. 272
GFP-DC 组 1. 167依0. 408b 0. 833依0. 752 1. 500依0. 547b 3. 500依0. 837b

8-DC 组 1. 203依0. 324b 0. 799依0. 721 1. 473依0. 511b 3. 759依0. 213b

IL-10-GFP-DC 组 0. 547依0. 500b 0. 548依0. 500b 1. 000依0. 632b 1. 833依0. 753a,b,c

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 注:aP<0. 05 vs GFP-DC 组;bP<0. 01 vs 阳性对照组;cP<0. 05 vs 8-DC 组。

图 1摇 各组角膜植片生存曲线。

图 2摇 IL-4 的 ELISA标准曲线图。

图 3摇 IFN-酌的 ELISA标准曲线图。

的表达组间比较差异具有统计学意义(P<0. 01)。 其中,
阴性对照组大鼠(正常大鼠)房水中亦有 IL-4 和 IFN-酌
的表达。 IL-10-GFP-DC 组 IL-4 表达较阳性对照组、

图 4摇 各组房水中 IL-4 细胞因子的表达摇 注:bP<0. 01 vs 阴性
对照组;dP<0. 01 vs 阳性对照组;fP<0. 01 vs GFP-DC 组;hP<
0郾 01 vs 8-DC 组。

图 5摇 各组房水中 IFN-酌 细胞因子的表达摇 注:bP<0. 01 vs 阴
性对照组;dP<0. 01 vs 阳性对照组;fP<0. 01 vs GFP-DC 组;hP<
0. 01 vs 8-DC 组。

GFP-DC 组及 8 -DC 组显著增强,差异具有统计学意义
(均为 P<0. 01)。 IL-10-GFP-DC 组 IFN-酌 表达较阳性
对照组、GFP-DC 组及 8-DC 组低,差异具有统计学意义
(均为 P<0. 01)。
3 讨论
摇 摇 众多研究表明,角膜移植排斥反应是以细胞免疫为
主、多种因素共同参与的复杂过程。 在抗原信号、共刺激
信号及促生长因子等因素的作用下,抗原特异性 T 淋巴细
胞活化、增殖,从而启动排斥反应的效应环节。 目前观点
认为,Th 细胞及其细胞因子在移植免疫中起十分重要的
作用,Th1 / Th2 细胞因子的动态平衡与移植后免疫反应密
切相关,Th1 细胞因子分泌增加可致排斥反应,当 Th1 / Th2
向 Th2 偏移,易发生免疫耐受反应[6,7]。
摇 摇 IL-10 称为细胞因子合成抑制因子(cytokine synthesis
inhibitory factor,CSIF),最初被认为是由 Th2 细胞合成及
分泌的细胞因子[8,9]。 然而,目前广泛认为 IL-10 不限于
某些特定的 T 细胞亚群,而是产生于几乎所有的白细
胞[10]。 体内 IL-10 主要来源包括辅助性 T 细胞、单核细
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胞、巨噬细胞和树突状细胞。 但在某些环境下,无数的免
疫效应细胞类型都能产生 IL-10,如 B 细胞、细胞毒性 T
细胞、NK 细胞、肥大细胞、粒细胞(中性粒细胞和嗜酸性
粒细胞)等[11]。 此外,非免疫效应的类型,如上皮细胞和
角质形成细胞,在出现感染或组织损伤以及肿瘤形成时也
能够产生 IL-10。 在体外,IL-10 降低单核细胞 MHC域类
抗原和 ICAM-1 (CD54) ,B7-1 及 B7-2(CD86)等协同刺
激分子的表达,降低单核细胞的黏附能力,降低 APC 抗原
提呈作用[12-15],并抑制巨噬细胞的功能及 Th1 型细胞的
免疫反应,使其相关的细胞因子,如 IL-2 和 IFN-酌 等分
泌减少,发挥免疫抑制作用,诱导调节性 T 细胞介导的免
疫耐受的形成[16,17]。 由此可见,IL-10 的抑制特性使得其
在诱导器官免疫耐受中的作用凸显出来。
摇 摇 本实验室前期的研究利用腺病毒将外源性 IL-10 基
因转染到大鼠骨髓来源的 DC 后,经绿色荧光蛋白测试转
染率高达 90%以上,流式细胞仪检测结果显示,转染后的
DC 特异性成熟标志 CD83 及 DC 表面共刺激分子 CD86 呈
低表达,同时通过 Western-Blot 方法检测到 IL-10 蛋白的
高表达,在淋巴细胞增殖反应中 IL-10 基因转染后的 DC
刺激同种异体 T 淋巴细胞增殖水平较低,提示转染 IL-10
基因后的 DC 具备了未成熟 DC 诱导的免疫无能及免疫低
反应性。 即证实将外源性 IL-10 基因导入 DC 细胞,能维
持 DC 的不成熟状态[4],进而抑制异体 T 淋巴细胞增殖。
摇 摇 本研究采用穿透性角膜移植术前,经鼠尾静脉给予
IL-10 基因修饰的大鼠 DC 处理。 结果显示,IL-10-GFP-
DC 组植片的存活率明显高于其他各组,说明应用转染了
IL-10 的 DC 诱导免疫耐受更有优势。 术后 14d 采用酶联
免疫吸附测定法对大鼠房水中细胞因子进行了检测。 检
测结果表明,IL-10 基因修饰后的大鼠 DC 对角膜移植术
后房水中的细胞因子有调节作用。 上调房水中由 Th2 细
胞分泌的细胞因子 IL-4 的表达,抑制房水中由 Th1 细胞
分泌的细胞因子 IFN-酌 的表达,推测外源性 IL-10 转染
大鼠 DC 细胞通过干扰大鼠房水中细胞因子的表达而抑
制角膜移植术后排斥反应的发生,诱导免疫耐受的产生。
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