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【实验研究】

敲除 ＴＬＲ２基因对同种异体小鼠角膜移植排斥反应的影响△
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【中图分类号】　Ｒ７７２．２
【关键词】　Ｔｏｌｌ样受体２；基因敲除；ＭｙＤ８８；角膜移植；免疫排斥；ＣＤ４＋Ｔ细胞；干扰素γ
【摘要】　目的　探讨敲除Ｔｏｌｌ样受体２（ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＴＬＲ２）基因后是否抑制同种异体小鼠角膜排斥反应的发生。方法　以
ＢＡＬＢ／ｃ为供体，各取３０只 Ｃ５７ＢＬ／６和同背景 ＴＬＲ２基因敲除鼠为受体行右眼角膜移植术，设为野生组（ＷＴ）和基因敲除组
（ＫＯ）；取１９只Ｃ５７ＢＬ／６行右眼自体角膜移植术，为自体组（ＩＳＯ）；各取９只Ｃ５７ＢＬ／６和ＴＬＲ２基因敲除鼠分别设为野生对照组
（ＷＴｃｏｎｔｒｏｌ）和基因敲除对照组（ＫＯｃｏｎｔｒｏｌ）。术后每周两次观察植片并记录免疫排斥的发生时间；术后１４ｄ，收集术眼同侧颈部
淋巴结，行流式细胞术分析ＣＤ４＋Ｔ细胞百分比；收集术眼角膜，行免疫组织化学染色和实时荧光定量ＰＣＲ检测角膜干扰素（ｉｎｔｅｒ
ｆｅｒｏｎ，ＩＦＮ）γ、ＴＬＲ２和ＭｙＤ８８的表达。结果　ＷＴ组和ＫＯ组小鼠角膜移植术后中位生存时间ＫＯ组（３５．０±３．８）ｄ长于ＷＴ组
（２１．０±１．５）ｄ（Ｐ＜０．０５）。流式细胞术分析显示，ＷＴ组同侧颈部淋巴结 ＣＤ４＋Ｔ细胞百分比较 ＷＴｃｏｎｔｒｏｌ组明显增高（Ｐ＜
００５），而ＩＳＯ和ＫＯ组相对于其对应的ｃｏｎｔｒｏｌ组（ＷＴ／ＫＯｃｏｎｔｒｏｌ）差异均无统计学意义（均为Ｐ＞０．０５）；免疫组织化学结果显示，
ＩＳＯ和ＫＯ组间角膜ＩＦＮγ和ＭｙＤ８８分子表达无差异，但两者均低于ＷＴ组。ＫＯ组角膜几乎不表达ＴＬＲ２分子，ＩＳＯ组有微量表
达，ＷＴ组表达明显增高；ＰＣＲ检测显示，ＩＳＯ和 ＫＯ组角膜 ＩＦＮγ和 ＴＬＲ２ｍＲＮＡ相对表达量差异均无统计学意义（均为 Ｐ＞
００５），但两者均低于ＷＴ组（均为Ｐ＜０．０５）；ＫＯ组角膜ＭｙＤ８８ｍＲＮＡ相对表达量比ＩＳＯ组高（Ｐ＜０．０５），但两者均低于ＷＴ组
（均为Ｐ＜０．０５）。结论　敲除ＴＬＲ２基因可以一定程度抑制同种异体小鼠角膜排斥反应的发生。
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　　角膜移植术是成功率最高的器官移植手术，但
术后免疫排斥反应的发生仍是导致角膜移植术后植

片无法存活的主要原因［１］。研究认为角膜移植排斥

反应是以 ＣＤ４＋Ｔ细胞介导为主导的 Ｔｈ１型免疫反
应［２］。Ｔｏｌｌ样受体２（ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＴＬＲ２）是天
然免疫与获得性免疫的桥梁［３］，阻断 ＴＬＲ２信号通
路可以抑制多种器官移植排斥反应的发生［４］。在

角膜移植中，ＴＬＲ２及其下游信号蛋白髓样分化因
子（ｍｙｅｌｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ８８，ＭｙＤ８８）的表达
增高可以促进排斥反应的发生［５６］。我们前期研究

发现给大鼠球结膜注射 ＴＬＲ２单克隆抗体可以延
长角膜植片的生存时间，提示抑制 ＴＬＲ２／ＭｙＤ８８信
号通路可能降低角膜排斥反应的发生［７８］。为了进

一步证实这一现象，本研究利用 ＴＬＲ２基因敲除小
鼠，建立同种异体小鼠角膜移植模型，观察分析术

后角膜排斥反应的发生情况，检测 ＣＤ４＋Ｔ细胞百
分比和 Ｔｈ１细胞因子干扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，ＩＦＮ）γ的
表达变化，进一步探讨敲除 ＴＬＲ２基因对角膜移植
免疫反应的影响。

１　材料与方法

１．１　主要试剂　３０ｇ·Ｌ－１戊巴比妥钠注射液、复方
托吡卡胺滴眼液、ＦＩＴＣ标记抗小鼠 ＣＤ３及 ＰＥ标记
抗小鼠 ＣＤ４（Ｅｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，美国），兔抗小鼠 ＩＦＮγ、
ＴＬＲ２、ＭｙＤ８８一抗（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ、Ｔｈｅｒｍｏ、Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，
美国），二抗选用山羊来源抗体（ＤａＫｏ公司，丹麦），
ＲＮＡ提取试剂盒（ＯＭＥＧＡ公司，美国），逆转录试剂
盒、ｑＰＣＲ试剂盒（ＴａＫａＲａ公司，日本），引物由南京
金思特科技公司合成。

１．２　实验动物与分组　ＴＬＲ２基因敲除小鼠
（Ｃ５７ＢＬ种系鼠，购于南京大学—南京生物医药研究
院）、Ｃ５７ＢＬ／６小鼠及 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，６～８周龄，ＳＰＦ
级，均由南方医科大学实验动物中心提供及饲养。

动物的饲养和使用均遵循视觉和眼科学研究学会原

则中关于科研动物的使用规范。以 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠为
供体，各取３０只Ｃ５７ＢＬ／６小鼠和 ＴＬＲ２基因敲除鼠
为受体，供体角膜均来自 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，右眼行角膜
移植手术，分别设为野生（ＷＴ）组和基因敲除（ＫＯ）
组。取１９只Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，右眼行同种自体角膜移
植手术，设为自体（ＩＳＯ）组。各取９只 Ｃ５７ＢＬ／６小
鼠和ＴＬＲ２基因敲除鼠不做手术处理，作为野生对照
组（ＷＴｃｏｎｔｒｏｌ）和基因敲除对照组（ＫＯｃｏｎｔｒｏｌ）。
１．３　穿透性角膜移植术
１．３．１　手术方法　采用改进的角膜移植术，经腹
腔麻醉后，术前冲眼、散瞳、表面麻醉。显微镜下，

环钻钻取，制作植片（直径 ２．０ｍｍ）和植床（直径
１．５ｍｍ），１１０尼龙线间断缝合８～１０针，无菌空
气泡形成前房，术后仅用氧氟沙星眼膏涂眼（日本

参天制药公司产品），活结缝合眼睑。术后单笼饲

养３ｄ，眼睑缝线自行脱落，７ｄ拆除角膜缝线。手

术均由同一人完成。术中发生前房出血、术后虹膜

粘连及白内障者均视为手术失败，不纳入实验并及

时补充样本。

１．３．２　角膜移植术后免疫排斥反应观察　流式检
测术眼同侧颈部淋巴结ＣＤ４＋Ｔ细胞比例，用以反映
术眼角膜移植排斥反应情况。术后７２ｈ开始，每周
观察２次，由同一术者用裂隙灯显微镜观察，并记
录角膜移植片的透明度情况，观察时间持续８周。
按以下标准评分［９］：０分：角膜植片透明；１分：轻微
上皮混浊；２分：轻度基质混浊，瞳孔缘及虹膜血管
可见；３分：中度基质混浊仅见部分瞳孔缘；４分：深
度基质层混浊仅可见前房；５分：基质层完全混浊
前房不可见。据此标准可对移植排斥反应的程度

进行量化评价：２周及２周前，角膜评分≥３分视为
排斥反应发生；２周后，角膜评分≥２分视为排斥反
应发生。

１．４　流式细胞术检测　术后１４ｄ每组随机处死６
只小鼠，取术眼同侧颈部淋巴结，制成单细胞悬液。

取６×１０５个细胞悬于１００μＬＰＢＳ，加入ＦＩＴＣ和ＰＥ
标记的各种单克隆抗体，避光孵育３０ｍｉｎ；离心弃上
清，加入１ｍＬＰＢＳ清洗细胞３次，然后将细胞重悬
于０．５ｍＬＰＢＳ避光放置，流式细胞仪检测，Ｆｌｏｗｊｏ软
件分析。

１．５　免疫组织化学检查　术后１４ｄ每组随机处死
３只小鼠，取术眼眼球经４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛液固定、
脱水、石蜡包埋，制备成５ｍｍ厚连续切片。一抗选
用兔来源的抗小鼠 ＩＦＮγ、ＴＬＲ２和 ＭｙＤ８８抗体，二
抗采用山羊来源的抗小鼠抗体，常规链霉菌抗生素

蛋白过氧化物酶连结三步法，热修复抗原、ＤＡＢ显
色、封片后显微镜下观察并拍照。所有样本均以

ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照，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阳性染色

细胞。

１．６　实时荧光定量ＰＣＲ检测　术后１４ｄ每组随机
处死６只小鼠，取术眼角膜，置于１．５ｍＬ离心管中，
按照ＲＮＡ提取试剂盒说明书提取总 ＲＮＡ，以 ＤＥＰＣ
水为空白对照，同时记录 ＲＮＡ浓度和吸光度比值
Ａ２６０／Ａ。用ＴａＫａＲａ逆转录试剂盒行逆转录反应合成
ｃＤＮＡ。以ＧＡＰＤＨ为内参，各引物基因序列：ＧＡＰＤＨ
上游：５’ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ３’，下游：５’
ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡ３’；ＩＮＦγ上游：５’
ＣＧＡＡＴＣＧＣＡＣＣＴＧＡＴＣＡＣＴＡＡＣ３’，下游：５’ＧＣＴＧ
ＧＡＴＣＴＧＴＧＧＧＴＴＧＴＴＣＡ３’；ＴＬＲ２上游：５’ＧＣＡＡＡＣ
ＧＣＴＧＴＴＣＴＧＣＴＣＧＣＴＣＡＧ３’，下游：５’ＡＧＧＣＧＴＣＴＣ
ＣＣＴＣＴＡＴＴＧＴＡＴＴ３’；Ｍｙｄ８８上游：５’ＣＡＧＡＡＧＡＡＴ
ＧＧＡＡＧＡＧＴＣＡＧ３’，下游：５’ＣＡＧＡＴＡＴＧＣＡＧＧＧＡＧ
ＴＣＡＣＣ３’。参照 ＴａＫａＲａ公司的说明配置反应液进
行ＰＣＲ反应。扩增条件：９５℃预变性３０ｓ，９５℃变性
５ｓ，６０℃退火３４ｓ，共４０个循环。
１．７　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件分析
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数据，各指标均以 珋ｘ±ｓ表示，ＷＴ组与 ＫＯ组间角膜
平均排斥时间比较采用两独立样本 ｔ检验；ＷＴ、ＩＳＯ
和ＷＴｃｏｎｔｒｏｌ三组间淋巴结 ＣＤ４＋Ｔ细胞数量百分
比差异及比较采用单因素方差分析，组间比较采用

ＬＳＤｔ检验；ＫＯ组和 ＫＯｃｏｎｔｒｏｌ组间淋巴结 ＣＤ４＋Ｔ
细胞数量百分比差异采用两独立样本ｔ检验；各组角
膜组织中 ＩＦＮγ、ＴＬＲ２和 Ｍｙｄ８８ｍＲＮＡ表达差异及
比较采用单因素方差分析，组间比较采用 ＬＳＤｔ检
验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　小鼠角膜植片排斥反应结果　ＩＳＯ组术后因炎
症反应出现一过性角膜植片水肿混浊；术后７ｄ部分
缝线处有新生血管伸入，拆除角膜缝线后，角膜新生

血管逐渐消退；术后１４ｄ眼前节无炎性反应，无充
血，裂隙灯显微镜下观察８周，角膜移植片仍透明。
ＷＴ组术后因炎症反应出现一过性角膜植片水肿混
浊；术后７ｄ角膜植片出现混浊，瞳孔不可见，拆除角
膜缝线后，水肿混浊继续加重；术后１４ｄ多例角膜植
片出现水肿、混浊，完全不透明（图１Ａ）；术后角膜的
中位生存时间（ｍｅｄｉａｎｓｕｒｖｉｖａｌｔｉｍｅ，ＭＳＴ）为（２１．０±
１．５）ｄ，１例角膜长期生存。ＫＯ组术后因炎症反应
出现一过性角膜植片水肿混浊；术后７ｄ拆除缝线
后，植床和植片新生血管逐渐消退；术后１４ｄ植片透
明，无充血（图１Ａ）；术后约３５ｄ，多例角膜植片又出
现水肿、混浊，并逐渐加重；角膜 ＭＳＴ为（３５．０±
３８）ｄ，３例角膜长期生存。ＷＴ组与 ＫＯ组 ＭＳＴ比
较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图１　小鼠角膜移植后排斥反应结果。Ａ：术后１４ｄ小鼠角膜植片生存情况；Ｂ：术后１４ｄ术眼同侧颈部淋巴结ＣＤ４＋Ｔ细胞比例，ＷＴ组与
ＷＴｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０５；ＷＴ组与ＩＳＯ组比较，＃Ｐ＜０．０５

２．２　同侧颈部淋巴结ＣＤ４＋Ｔ细胞流式检测分析　
各组淋巴结中 ＣＤ４＋Ｔ细胞的流式细胞术分析见图
１Ｂ。ＷＴ组同侧颈部淋巴结 ＣＤ４＋Ｔ细胞百分比较
ＷＴｃｏｎｔｒｏｌ组、ＩＳＯ组均显著增高（均为 Ｐ＜００５），
而ＩＳＯ组与ＷＴｃｏｎｔｒｏｌ组相比差异无统计学意义（Ｐ
＞００５）；ＫＯ组与 ＫＯｃｏｎｔｒｏｌ组相比差异也无统计
学意义（Ｐ＞０．０５）。
２．３　小鼠角膜 ＩＦＮγ的表达　免疫组织化学结果
显示，在ＩＳＯ、ＷＴ和ＫＯ三组间，ＩＳＯ组和ＫＯ组小鼠
角膜ＩＦＮγ分子均有微量表达，但两组间无明显差
异，而ＷＴ组小鼠角膜ＩＦＮγ分子表达明显增高（图
２）。ＰＣＲ结果显示，在 ＩＳＯ、ＷＴ和 ＫＯ三组间，ＫＯ
组和ＩＳＯ组间小鼠角膜 ＩＦＮγｍＲＮＡ表达差异均无

统计学意义（均为Ｐ＞０．０５），且两组均明显低于ＷＴ
组（均为Ｐ＜０．０５，图３）。
２．４　小鼠角膜ＴＬＲ２和 Ｍｙｄ８８的表达　ＰＣＲ结果
显示，在ＩＳＯ、ＷＴ和ＫＯ三组间，ＫＯ组和ＩＳＯ组间小
鼠角膜ＴＬＲ２ｍＲＮＡ表达差异均无统计学意义（均为
Ｐ＞０．０５），且两组均明显低于 ＷＴ组（均为 Ｐ＜
００５）；ＫＯ组小鼠角膜 ＭｙＤ８８ｍＲＮＡ表达略高于
ＩＳＯ组（Ｐ＜０．０５），且 ＫＯ组和 ＩＳＯ组小鼠角膜
ＭｙＤ８８ｍＲＮＡ表达均明显低于 ＷＴ组（均为 Ｐ＜
００５，图４）。免疫组织化学结果显示，在ＩＳＯ、ＷＴ和
ＫＯ三组间，ＫＯ组小鼠角膜几乎不表达 ＴＬＲ２分子，
ＩＳＯ组有微量表达，ＷＴ组小鼠角膜 ＴＬＲ２分子表达
明显增高（图５）；ＫＯ组和ＩＳＯ组小鼠角膜ＭｙＤ８８分

图２　术后１４ｄ小鼠角膜ＩＦＮγ分子的表达（×４００）
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子均有微量表达，但两组间无明显差异，ＷＴ组小鼠
角膜ＭｙＤ８８分子表达明显增高（图６）。

图３　术后１４ｄ小鼠角膜 ＩＦＮγｍＲＮＡ的相对表达量。ＩＳＯ组
和ＫＯ组分别与ＷＴ组比较，Ｐ＜０．０５

图４　术后１４ｄ小鼠角膜内 ＴＬＲ２和 ＭｙＤ８８ｍＲＮＡ相对表达
量。ＩＳＯ组和ＫＯ组分别与 ＷＴ组比较，ＴＬＲ２和 ＭｙＤ８８ｍＲＮＡ
差异显著，Ｐ＜０．０５；ＫＯ组与 ＩＳＯ组比较，ＭｙＤ８８ｍＲＮＡ差异
显著，＃Ｐ＜０．０５

图５　术后１４ｄ小鼠角膜内ＴＬＲ２分子的表达（×４００）

图６　术后１４ｄ小鼠角膜内ＭｙＤ８８分子的表达（×４００）

３　讨论

ＴＬＲｓ被认为是连接天然免疫和获得性免疫的
重要桥梁，其中 ＴＬＲ２是 ＴＬＲ家族中识别抗原种类
最多、分布范围最广的分子［３］。研究认为，移植排斥

反应中ＴＬＲ２可能由树突状细胞或受损细胞产生的
内源性配体激活，通过下游 ＭｙＤ８８分子传递信号，
促使树突状细胞成熟和多种细胞因子分泌，从而激

活Ｔ细胞，介导移植排斥反应发生［１０］。大量研究表

明，ＴＬＲ２／ＭｙＤ８８信号通路与器官移植排斥反应的
发生密切相关，抑制 ＴＬＲ２信号通路可以减少皮肤、
肾、心脏等器官移植排斥反应的发生［４，１１１２］。在角膜

移植中，ＷＵ等［５］、ＢＡＩ等［６］先后通过大鼠同种异体

角膜移植模型，证实了 ＴＬＲ２和 ＭｙＤ８８出现异常增

加的时间（术后第９天）与角膜排斥反应的时间（术
后第９天）相吻合，提示ＴＬＲ２和ＭｙＤ８８的增加可能
促进角膜排斥反应的发生。进一步给大鼠球结膜注

射 ＴＬＲ２单克隆抗体延长了移植角膜的生存时
间［７８］，提示抑制ＴＬＲ２／ＭｙＤ８８信号通路可以抑制大
鼠角膜排斥反应的发生。

角膜移植术后免疫排斥反应是以 ＣＤ４＋Ｔ细胞
介导为主的 Ｔｈ１型免疫反应［２］。ＩＦＮγ是 Ｔｈ１型细
胞因子，其表达增高在 Ｔｈ１型免疫反应中起决定作
用［１３］。为了进一步证实抑制ＴＬＲ２信号可以减少角
膜排斥反应发生这一现象，我们采用 Ｃ５７ＢＬ种系为
背景的ＴＬＲ２基因敲除鼠和同背景的 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠
为受体，ＢＡＬＢ／ｃ小鼠为供体，建立同种异体角膜移
植模型。并采用Ｃ５７ＢＬ／６小鼠建立同种自体角膜移
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植模型，用以排除手术操作对实验结果的影响。参

照ＤＯＨＬＭＡＮ等［１４］和ＺＨＵ等［１５］的方法，于术后１４
ｄ收集各组术眼同侧颈部淋巴结和术眼角膜，通过分
析同侧颈部淋巴结 ＣＤ４＋Ｔ细胞比例及角膜 ＩＦＮγ
表达反映术眼的免疫状态。本研究结果显示，与野

生型小鼠角膜植片相比，ＴＬＲ２基因敲除小鼠角膜植
片的生存时间明显延长。当野生型小鼠接受同种异

体角膜移植后，同侧颈部淋巴结内 ＣＤ４＋Ｔ细胞百分
比为３５％，这与ＺＨＵ等［１６］的研究结果（３６％）相近，
且明显高于野生型对照小鼠；而ＴＬＲ２基因敲除小鼠
接受同种异体角膜移植后，同侧颈部淋巴结内ＣＤ４＋

Ｔ细胞百分比仅为１８．７％，与基因敲除对照小鼠比
较差异无统计学意义。可见同种异体角膜移植术

后，敲除ＴＬＲ２基因可以抑制 ＣＤ４＋Ｔ细胞的激活。
另外，本研究还发现野生型小鼠接受同种异体角膜

移植后，角膜局部 ＩＦＮγ表达明显增高，这与 ＫＩＮＧ
等［１７］研究一致；而 ＴＬＲ２基因敲除小鼠接受同种异
体角膜移植后，角膜局部 ＩＦＮγ分子表达明显低于
同种异体角膜移植后的野生型小鼠。以上结果显

示，敲除ＴＬＲ２基因可能抑制了同种异体角膜移植术
后的免疫排斥反应，同样的现象在皮肤移植中也有

报道［１８］。

与前期研究一样［８］，我们还发现野生型小鼠接

受同种异体角膜移植后，ＴＬＲ２与 ＭｙＤ８８分子表达
增高。但当ＴＬＲ２基因敲除小鼠接受同种异体角膜
移植后，ＴＬＲ２分子的表达无增高，但其下游分子
ＭｙＤ８８的表达却少量增高。这与 ＬＩＵ等［１９］的理论

相符合：除ＴＬＲ２分子以外，ＴＬＲ４、５、１１分子都可以
激活ＭｙＤ８８分子传递下游信号。因此，我们猜想在
同种异体角膜移植中，敲除 ＴＬＲ２基因后，ＭｙＤ８８表
达增高可能是由于激活了其他 ＴＬＲｓ分子。激活的
ＴＬＲｓ可以通过共同的下游信号分子 ＭｙＤ８８传递下
游信号诱导了免疫排斥反应发生。这也解释了在本

研究中，ＴＬＲ２基因敲除小鼠角膜植片最终发生了排
斥反应，敲除ＴＬＲ２基因不能完全阻断同种异体角膜
移植排斥反应的发生。这提示同种异体角膜移植排

斥反应是一个复杂的多信号通路共同参与调控的过

程，其具体作用机制仍有待进一步研究。
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