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趋化因子家族目前被认为是引导炎性细胞朝着排

斥部位趋化的最主要因子，在器官移植术后排斥反应中

起着重要作用［1-2］。基质细胞衍生因子-1（SDF-1）是趋化

因子家族中的一员，与其特异性受体趋化因子受体4

（CXCR4）结合后能介导免疫细胞的活化与运动［3-5］，在

肾移植、胰腺移植、动脉移植等领域已经证实SDF-1/

基质细胞衍生因子基质细胞衍生因子--11与趋化因子受体与趋化因子受体 44在大鼠角膜移植排斥反在大鼠角膜移植排斥反
应中的作应中的作用用
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摘要：目的 探讨基质细胞衍生因子-1（SDF-1）与基质细胞衍生因子-1（CXCR4）在大鼠角膜组织中的表达及其在角膜移植术后

免疫排斥反应中的作用。方法 取15只Wistar大鼠作为正常对照组；取22只Wistar大鼠行自体角膜移植术作为自体组；取22只

SD大鼠与44只Wistar大鼠，以SD大鼠为供体，Wistar大鼠为受体行穿透性角膜移植，术后随机抽取22只归入典必殊组，术眼滴

典必殊眼液（每日2次），剩余22只归入异体组，术眼滴同等量生理盐水，共一个月。参照Larkin法对各组角膜植片进行临床评

估；分别于术后第5、9天取术眼角膜植片，行组织病理学观察、免疫组化检查、实时荧光定量PCR检测。结果 自体组不发生排

斥反应，典必殊组角膜存活时间为24±0.32 d，远高于异体组10±0.36 d（P<0.001）。组织病理学检查发现异体组角膜有大量炎

性细胞浸润以及新生血管形成。SDF-1和CXCR4 mRNA在异体组角膜组织中表达水平明显升高（第5天P<0.001，第9天P<

0.01），典必殊组较异体组明显降低。免疫组化检查发现SDF-1/CXCR4主要表达在角膜植片的上皮层与基质层，异体组角膜组

织SDF-1和CXCR4含量明显升高。结论 SDF-1/CXCR4可能参与了大鼠角膜移植术后早期的排斥反应，其机制可能为SDF-1

特异性诱导CXCR4+细胞成熟和朝着排斥部位趋化，并促进角膜新生血管形成。

关键词：基质细胞衍生因子-1/基质细胞衍生因子-1；大鼠；免疫排斥；角膜移植

Abstract: Objective To examine expression of stromal cell-derived factor-1 (SDF-1) and CXC chemokine receptor 4 (CXCR4) in
rat cornea tissue and their role in corneal allograft rejection. Methods With 15 Wistar rats as the normal control group, 22
Wistar rats received autologous corneal graft transplantation, and 44 Wistar rats received transplantation of corneal graft from
SD rats with penetrating keratoplasty. From the rats with allograft transplantation, 22 were selected randomly for treatment
with TobraDex eye drops for 30 days after the operation (twice a day), and the remaining 22 rats were treated with normal
saline only. Clinical assessment of the corneal grafts was carried out using Larkin's method; histopathological observation,
immunohistochemistry, and real-time quantitative PCR of the corneal grafts were performed on days 5 and 9 after the
transplantation. Results Graft rejection occurred in none of the rats in autograft group. In rats treated with TobraDex, the graft
survival time was significantly longer than that in rats with saline treatment (24 ± 0.32 vs 10 ± 0.36 days, P<0.001), and
histopathological examination revealed numerous inflammatory cells and neovascularization in the allografts in the latter
group. SDF-1 and CXCR4 mRNA expression in the corneal tissue increased significantly in rats receiving allograft
transplantation and saline treatment (P<0.001 on day 5 and P<0.01 on day 5), and their expression was obviously lowered in
rats with TobraDex treatment. Immunohistochemical examination revealed that the expression of SDF-1 and CXCR4, found
mainly in the corneal epithelium and stroma, was significantly increased in the allografts in rats with saline treatment.
Conclusion SDF-1/CXCR4 may participate in corneal graft rejection in rats early after transplantation possibly through the
mechanism that SDF-1 specifically induces CXCR4 + cell maturation and chemotaxis toward the allograft to promote corneal
neovascularization.
Key words: stromal cell -derived factor-1; CXC chemokine receptor 4; graft rejection; corneal transplantation
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CXCR4参与了移植术后的排斥反应［6-8］，而在角膜移植

领域未见有任何相关的研究。角膜移植术后免疫排斥

反应是一个多种免疫细胞和免疫分子参与的复杂的免

疫应答，虽然角膜存在免疫赦免和前房相关性免疫偏

离，但炎性细胞依旧能浸润角膜植片，排斥反应仍是角

膜移植失败的主要限制因素［9-11］。为研究 SDF-1/

CXCR4是否参与角膜移植术后的排斥反应，既角膜植

片上的炎性细胞浸润是否与SDF-1/CXCR4相关，及为

今后抗角膜移植排斥反应药物提供可能的新作用靶点，

我们设计了如下实验。

1 材料和方法

1.1 实验动物与材料

选用SD大鼠22只作为供体，Wistar大鼠66只做为

受体行穿透性角膜移植术，另取Wistar大鼠15只作为

正常对照。所有大鼠均购于南方医科大学实验动物中

心，雌性，6~8周龄，体质量180~220 g，SPF级。实验动

物的使用遵循实验动物管理条例。麻醉剂为3%戊巴比

妥钠注射液（按1.5 mL/kg进行麻醉），散瞳剂为复方托

品酰胺滴眼液，10-0尼龙线购于美国Ethicon，典必殊购

于美国Alcon，免疫组化抗体购于英国Abcam，RNA提

取试剂盒、逆转录试剂盒、实时荧光定量PCR试剂盒

购于日本Takara，引物由上海英潍捷基贸易有限公司

合成。

1.2 分组和手术方法

采用完全随机分组设计方案，随机抽取15只未行

角膜移植的Wistar大鼠作为正常对照组；取22只Wistar

大鼠行自体角膜移植手术（自体组）；取22只SD大鼠作

为供体，44只Wistar大鼠作为受体进行同种异体角膜移

植，术后第2天，随机抽取22只Wistar大鼠，以典必殊滴

眼液滴术眼，2次/d，每次1滴，持续30 d（典必殊组）；剩

余22只滴同等量生理盐水（异体组）。供、受体大鼠术

前20 min给予复方托品酰胺滴眼液充分散瞳，腹腔注

射3%戊巴比妥钠麻醉（1.5 ml/kg），常规消毒铺巾。手

术过程在手术显微镜（Leica，德国）下进行。采用直径

3.5 mm环钻钻取供体角膜植片，以直径3.0 mm环钻制

备受体眼植床，10-0尼龙线间断缝合8针，术中及术后

注入粘弹剂（Bausch Lomb，中国）保持前房深度。术毕

结膜囊涂泰利必妥眼膏（santen，日本）。术后不拆除角

膜缝线。

1.3 观察排斥反应及其判断标准

在自体组、异体组、典必殊组每个组里各随机选取

10只用于临床排斥评价。术后30 d内，每日在手术显

微镜下观察植片情况。按照Larkin［12］等的评分方法，记

录角膜各参数。当各项评分之和≥5分时，或者混浊一

项达到3分时，即为发生排斥反应。术后3 d内有严重

感染、前房出血、晶状体混浊、虹膜广泛黏连、伤口裂开、

晶体脱出等并发症者剔除，并及时补充例数。

1.4 组织病理学检查及免疫组织化学检测

术后第5天、第9天各从每组随机抽取3只大鼠，处

死后取术眼眼球，4%多聚甲醛液固定，常规酒精梯度脱

水，石蜡包埋，4 μm切片，选取部分切片采用苏木素-伊

红（HE）染色法，显微镜下观察角膜植片厚度、炎性细胞

浸润情况。选取部分切片行免疫组织化学检测，分别选

用兔抗大鼠 SDF-1 抗体（ab9797，Abcam）、兔抗大鼠

CXCR4抗体（ab124824，Abcam）为一抗，以山羊抗兔抗

体（ab97049，abcam）为二抗，采用SP三步法，热修复抗

原，DAB显色，封片后显微镜下观察并染色情况；以

PBS代替一抗作为阴性对照，分别将已知的阳性片设为

阳性对照，细胞质或细胞核呈棕黄色为反应阳性细胞。

在显微镜下观察，并在400×的视野下拍照（OLYMPUS

DIGITAL CAMERA，Japan）。每张角膜免疫组化切片

随机选择5个视野，运用 Image-Pro Plus软件计算5个

视野的平均光密度作为此切片的阳性染色半定量结果。

1.5 荧光定量PCR检查

术后第5天、第9天各从每组随机抽取3只大鼠，取

术眼角膜，置于1 mL离心管中，采用Trizol法提取总

RNA。在Nanodrop上测定RNA浓度及其A260/A280值。

用逆转录试剂盒（Cat：RR037A，Takara）将RNA逆转录

为 cDNA。以大鼠 GAPDH 为内参行 qPCR 检测。

GAPDH 上游引物为 5'-ACCACAGTCCATGCCATC

AC-3'，下 游 为 5'-TCCACCACCCTGTTGCTGAT-3'；

SDF-1 上游引物为 5'-CCCTAACCAGTTAGCTTCA

TCC-3'，下 游 为 5'-GAGAAGCTCCAAAGCAAAC

C-3'；CXCR4上游引物为5'-TGAATGAGTGTCTAGG

CAGGA-3'，下游为 5'-CACATTCTGGAGCGTTCAG

T-3'。参照qPCR试剂盒（Cat：RR420A，Takara）说明书

配置反应液，采用三步法进行实时荧光定量 PCR检

测。应用7500 q-PCR仪（ABI，USA）对反应体系进行

扩增：95 ℃预变性30 s，95 ℃变性5 s，60 ℃退火34 s，共

40个循环，重复检测2次。

1.6 统计学方法

实验数据应用IBM SPSS Statistics 20 进行分析处

理，应用单因素方差分析检验各组之间SDF-1/CXCR4

的mRNA是否存在差异，两两比较采用LSD检验；绘制

Kaplan-Meier生存曲线比较植片的存活率。

2 结果

2.1 排斥反应的临床观察

术后7 d内，手术本身与缝线刺激等可产生炎症反

应，手术各组角膜植片均出现轻微的一过性的水肿、混

浊，未出现明显排斥现象。如图1所示，术后5 d，自体

·· 1678

ch
in

aX
iv

:2
01

71
2.

00
23

7v
1

ChinaXiv合作期刊



J South Med Univ, 2016, 36(12): 1677-1683 http://www.j-smu.com

组、异体组与典必殊组的角膜植片在显微镜下差异不明

显，缝线周围均出现了少量新生血管，角膜植片均保持

透明（图1A~C）。术后第8天开始，各组角膜植片呈现

不同情况：自体组角膜植片在整个观察期内均保持透

亮，未发生排斥反应，缝线及植片周围可见大量新生血

管（图1D）；同种异体角膜移植组的角膜植片在第8天开

始出现严重的水肿、混浊，虹膜纹理无法看清，瞳孔轮廓

依稀可见，伴有大量的新生血管生成，部分象限新生血

管长入植片中央，逐渐发生排斥反应（图1E），植片的中

位生存时间10±0.36 d。典必殊组的角膜植片在第9天

依旧保持透明，缝线可见少量新生血管（图1F），术后第

20天开始出现水肿及混浊逐渐加重，然后出现排斥反

应，植片的中位生存时间 24±0.32 d。应用 Kaplan-

Meier检验，比较异体组与典必殊组角膜植片平均存活

时间，差异有统计学意义（χ2=21.60，P<0.001）。

2.2 组织病理学及免疫组织化学检查结果

如图2A、E，HE染色结果显示，正常组大鼠角膜各

层结构清楚，无血管及淋巴细胞浸润。术后第5天，自

体角膜移植组中角膜各层结构清楚，基质层可见个别炎

性细胞浸润（图2B）；异体角膜移植组角膜植片可见较

多炎性细胞细胞浸润，未见明显新生血管管腔（图2C）；

典必殊组角膜结构正常，未见明显血管腔及淋巴细胞浸

润（图2D）。术后第9天，自体组角膜植片炎性细胞较5

天时多，基质层可见明显新生血管管腔（图2F）；异体组

角膜植片可见大量炎性细胞浸润，角膜结构紊乱，基质

层可见明显新生血管管腔（图2G）；典必殊组可见少量

新生血管管腔，基质层有少量炎性细胞浸润（图2H）。

免疫组化结果显示，SDF-1在正常大鼠角膜中有少量表

达（图2I、M）；自体组、异体组与典必殊组SDF-1阳性染

色程度均比正常组高，其中异体组阳性染色程度最强，

特别在上皮层，呈现强阳性（图2K、O）。术后第9天，各

组角膜植片上皮层中的SDF-1阳性染色程度均明显低

于第 5天，而基质层 SDF-1阳性程度稍高于第 5天。

CXCR4在正常大鼠角膜上皮层个别细胞表面可见少量

表达（图2Q、U）；在术后第5天自体组与异体组的角膜

上皮可见少数阳性染色细胞（图2R、S）；术后第9天，自

体组与典必殊可见少量阳性染色细胞（图2V、X），异体

组可见大量阳性染色细胞，主要分布在基质层跟上皮层

（图2W）。利用Image-Pro Plus软件进行半定量分析发

现术后第5天异体组的SDF-1 IOD（Mean）为0.0174±

0.0010，远高于术后第5天典必殊组的0.0071±0.0007

（P<0.01，图3A）及术后第9天异体组的 0.0921±0.0017

（P<0.01）。术后第9天异体组的CXCR4 IOD（Mean）为

0.0449±0.0047，远高于术后第9天典必殊组的0.0251±

0.0007（P<0.05）及术后第5天异体组的0.0225±0.0038

（图3B）。

2.3 实时荧光定量PCR检测结果

术后第 5 天，自体组、异体组、典必殊组 SDF-1 的

mRNA表达量均高于正常组，其中异体组最高（与其他

3组比均P<0.001）；术后第9天趋势与第5天相同，但各

组SDF-1 mRNA表达均比第 5天低（P<0.05，图 4A）。

术后第5天，CXCR4 mRNA在正常组、自体组、典必殊

组表达无统计学差异，在异体组表达显著增高（P<

0.05）；术后第9天，CXCR4 mRNA在自体组、异体组、

典必殊组的表达水平均高于正常组，其中异体组最高

（P<0.01）；术后第9天，各组CXCR4 mRNA的表达水平

均高于术后第5天（自体组、异体组P<0.01，典必殊组

P<0.05，图4B）。

3 讨论

角膜移植术后免疫排斥反应是一类以T 细胞介导

为主，多种免疫细胞及免疫分子共同参与调节的复杂的

免疫应答过程。角膜移植术后的免疫应答过程主要有

感应阶段、免疫细胞增殖与活化阶段和效应阶段［13-14］。

趋化因子是一类结构相似、对某些细胞具有定向趋化作

用的小分子（8~10 000）蛋白质。趋化因子受体属于7

次跨膜的G蛋白偶联受体超家族。根据结合趋化因子

的种类分为CXCR 类、CCR 类、CR 类和CX3CR类。

CXCR4 属于 CXCR 类趋化因子受体，是趋化因子

SDF-1 的特异性受体。SDF-1与CXCR4特异性结合

后，可通过G蛋白依赖的转导通路和非G蛋白依赖的转

导通路，来介导免疫细胞的的成熟及趋化［3, 5, 15-16］。

在角膜碱烧伤领域，已有研究发现SDF-1/CXCR4

在角膜组织中有表达，并参与角膜新生血管的形成［17-19］；

在免疫学领域，有研究表明CXCR4主要表达在淋巴细

胞、单核细胞、中性粒细胞表面，SDF-1对这些细胞的成

熟及游走中起着重要作用［20-23］；在造血干细胞移植模型

中，发现用AMD3100阻断SDF-1/CXCR4通路后能显

著提高宿主存活率［24］。在胰腺移植、肾移植、动脉移植

等研究领域，发现阻断SDF-1/CXCR4通路后能提高

移植物的存活时间［6-8, 25-26］。由于角膜的解剖位置特

殊，导致其存在前房相关的免疫偏离，移植术后的免

疫反应也跟其他实体器官不尽相同［10］。然而搜索国

内外相关研究，SDF-1/CXCR4在角膜移植领域依旧是

一片空白。

本研究首次探讨SDF-1/CXCR4在大鼠角膜移植

术后排斥反应中的作用，发现在排斥组的大鼠角膜中，

SDF-1与CXCR4表达均明显增高，用典必殊处理后，排

斥反应得到缓解，SDF-1与CXCR4的表达也相应下

降。因此我们认为SDF-1/CXCR4可能参与了大鼠角

膜移植术后的排斥反应过程。在术后第5天与第9天这

两个观察时间点中，我们发现术后第5天SDF-1在角膜
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植片中的含量明显上升，术后第9天呈下降趋势。因此

我们认为SDF-1主要参与了角膜移植早期的排斥反应

过程。利用免疫组化来研究这两个蛋白的表达位置，我

们发现术后第5天排斥组SDF-1主要在角膜上皮层表

达，CXCR4阳性细胞在术后第5天也只出现在角膜上

皮层；术后第9天，排斥组角膜上皮层表达的SDF-1稍

减少，在基质层表达增加，CXCR4阳性细胞也大量出

现在基质层。因此我们认为，SDF-1在诱导CXCR4+细

胞成熟及朝着排斥部位趋化方面起到了重要作用，而且

SDF-1/CXCR4可能是介导上皮型和基质型角膜移植排

斥反应的重要分子。与异体组相比，典必殊组的新生血

管数量明显减少，结合前人在角膜碱烧伤领域的研究，
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图1 角膜移植术后不同处理组之间角膜植片情况
Fig.1 Corneal grafts after transplantation in different groups.
A-F: Corneal grafts on days 5 and 9 after transplantation
showing corneal opacity, neovascularization and edema; H:
Corneal graft in Tobradex group on day 20; G: Rejection scores
in the groups (n=10).
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图2 各组术后第5天和第9天角膜植片的组织病理石蜡切片HE染色和免疫组化石蜡切片镜下照片
Fig.2 HE staining (A-H) and immunohistochemistry for SDF-1 (I-P) and CXCR4 (Q-X) of the corneal grafts on posttransplant day 5
and 9 (Original magnification: ×400). The inserts on the upper left corners in Q-X represent magnified images (×20) of the areas in
red box.
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图3 为各组大鼠各组术后第5天和第9天角膜植片的免疫组化半定量结果
Fig.3 Mean optical density (IOD) of immunohistochemistry SDF-1 (A) and CXCR4 (B) in different groups on days 5 and
9. *P<0.05 vs the other groups on day 9; **P<0.01 vs the other groups on day 5 and vs allograft group on day 9; &P<0.05 vs
the other groups on day 9 and vs allograft group on day 5; #P<0.05 vs normal and Tobradex groups on day 5.

0.020

0.015

0.010

0.005

0
Normal Autograft Allograft Tobradex

day5

day9
**

*

0.06

0.04

0.02

0

Normal Autograft Allograft Tobradex

day5

day9

#

&
A B

IO
D

of
S

D
F

-1

IO
D

of
C

X
C

R
4

我们还认为SDF-1/CXCR4可能参与了角膜植片新生

血管的生成，破坏了角膜的免疫赦免，进一步促进排斥

反应的发生。当然，要明确SDF-1/CXCR4的具体作用

可能需要我们特异性阻断 SDF-1/CXCR4 或者用

SDF-1/CXCR4基因敲除模型进行实验，才能得出比较

准确的结论。这是本研究的不足之处，也是我们课题组

今后的一个研究方向。

综上所述，本研究首次在角膜移植领域探讨

SDF-1/CXCR4的作用，并发现SDF-1/CXCR4可能参

与了大鼠角膜移植术后早期的排斥反应，其机制可能为

SDF-1特异性诱导CXCR4+细胞成熟及朝着排斥部位

趋化，并促进角膜新生血管形成。
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