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【摘要】　目的　探讨利妥昔单抗（ＲＴＸ）对实验性自身免疫性葡萄膜炎（ＥＡＵ）小鼠的抗炎
作用及其机制。方法　取ＳＰＦ级６～８周龄健康雌性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠２７只，使用光感受器
间维生素Ａ类结合蛋白１２０（ＩＲＢＰ１２０）建立ＥＡＵ小鼠模型，将ＥＡＵ小鼠随机分为ＰＢＳ对
照组、５０ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组和１００ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组，每组各９只小鼠，ＰＢＳ对照组
小鼠腹腔注射ＰＢＳ，５０ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组和１００ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组小鼠每千克体重
分别腹腔注射５０ｍｇＲＴＸ和１００ｍｇＲＴＸ。造模后第２１天，对各组小鼠进行眼底图像的采
集与视网膜组织ＨＥ切片的制作，通过小动物视网膜成像仪采集各组小鼠眼底图像并参照
Ｃａｓｐｉ临床评分标准进行炎症评分，将 ＨＥ染色切片置于显微镜下观察并进行拍照，参照
Ｃａｓｐｉ组织病理学评分标准进行评分。采用实时荧光定量 ＰＣＲ检测各组小鼠视网膜组织
白细胞介素（ＩＬ）１β、ＩＬ６、ＩＬ４和 ＩＬ１０的 ｍＲＮＡ相对表达量。采用 ＳＰＳＳ２１．０软件进行
统计学分析。结果　眼底图像显示：ＰＢＳ对照组ＥＡＵ小鼠眼底出现多发性血管炎，血管扩
张，视网膜脉络膜出现多发病灶及少量线样病变；５０ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组ＥＡＵ小鼠眼底
发生轻度血管炎，视网膜出现个别局部病灶，无线样病变；１００ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组 ＥＡＵ
小鼠视网膜局部出现个别病灶，无线样病变。ＰＢＳ对照组、５０ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组和１００
ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组 ＥＡＵ小鼠眼底图像 Ｃａｓｐｉ临床评分分别为（１．９４４±０．８０８）分、
（１．６６７±０．７９１）分、（１．６６７±０．８２９）分，三组间比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＰＢＳ
对照组、５０ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组和１００ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组 ＥＡＵ小鼠视网膜组织病理
学评分分别为（１．５６３±１．１１６）分、（１．０６３±０．６２３）分、（１．２５０±０．６５５）分，三组间比较差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。实时荧光定量ＰＣＲ检测结果显示，５０ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组

和１００ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组小鼠视网膜组织ＩＬ６、ＩＬ１０ｍＲＮＡ相对表达量以及ＩＬ１０／ＩＬ６比值均高于ＰＢＳ对照组（均为Ｐ＜
０．０５）；１００ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组小鼠视网膜组织ＩＬ６、ＩＬ１０ｍＲＮＡ相对表达量以及ＩＬ１０／ＩＬ６比值均高于５０ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ
实验组（均为Ｐ＜０．０５）。结论　腹腔注射ＲＴＸ可一定程度缓解ＥＡＵ小鼠视网膜组织的炎性病变，其机制可能与 ＲＴＸ提高小
鼠视网膜组织ＩＬ１０／ＩＬ６比值有关。
【关键词】　实验性自身免疫性葡萄膜炎；利妥昔单抗；白细胞介素６；白细胞介素１０
【中图分类号】　Ｒ７７３

　　非感染性葡萄膜炎是一类常见的、严重威胁视
力的炎症性眼病，好发于青壮年，可造成沉重的社会

经济负担［１］。糖皮质激素、免疫抑制剂或生物制剂

是目前治疗非感染性葡萄膜炎的主要方式，但这些

药物长期使用时疗效局限并可能产生局部或全身副

作用［２３］。因此，寻求一种毒副作用小，疗效确切且

稳定的治疗药物成为当前非感染性葡萄膜炎研究的

重点。

利妥昔单抗（ＲＴＸ）是一种人鼠嵌合型抗 ＣＤ２０
单克隆抗体，可特异性地与前体 Ｂ细胞和成熟 Ｂ细
胞膜表面ＣＤ２０受体结合，已被批准用于治疗类风湿
性关节炎、Ｗｅｇｅｎｅｒ肉芽肿和寻常型天疱疮等自身免
疫性疾病［４］。在炎症性眼病治疗方面有少数应用

ＲＴＸ的病例报道，包括周边溃疡性角膜炎［５６］、难治

性葡萄膜炎［７］、幼年特发性关节炎相关性葡萄膜

炎［８］和视网膜血管炎［９１０］等，但其中的具体作用机

制尚不明确。本研究通过构建与非感染性葡萄膜炎

致病机制相似的实验性自身免疫性葡萄膜炎（ＥＡＵ）
小鼠模型［１１］，探讨 ＲＴＸ对 ＥＡＵ小鼠的抗炎作用及
其机制。

１　材料与方法　

１．１　材料　
１．１．１　实验动物　选取ＳＰＦ级６～８周龄健康雌性
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠２７只，体重１８～２０ｇ，购于北京维通
利华实验动物技术有限公司。饲养条件：温度２０～
２６℃，相对湿度３０％ ～７０％，最低工作照度１５０ｌｘ，
昼夜明暗交替时间１２ｈ／１２ｈ，自由饮水，使用灭菌垫
料与鼠粮进行喂养。实验动物操作符合天津医科大

学总医院医学动物保护与伦理委员会相关规定。本

研究方案经天津医科大学总医院伦理委员会审批

（批文号：ＩＲＢ２０２２ＤＷ３１）。
１．１．２　试剂及仪器　光感受器间维生素 Ａ类结合
蛋白１２０（ＩＲＢＰ１２０）多肽、特异性引物（上海生工生
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物工程股份有限公司），完全弗氏佐剂（美国 Ｓｉｇｍａ
公司），结核分枝杆菌（美国 Ｄｉｆｃｏ公司），百日咳毒
素（美国ＬｉｓｔＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司），ＲＴＸ注射
液、ＳＹＢＲ（瑞士 Ｒｏｃｈｅ公司），Ｔｒｉｚｏｌ（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公
司），ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘ（北京全式金生物技术
有限公司），ＦＡＳ眼球固定液、苏木素、伊红染液（武
汉赛维尔生物科技有限公司）；小动物视网膜成像仪

（美国ＰｈｏｅｎｉｘＲｅｓｅａｒｃｈＬａｂｓ公司），ＰＣＲ热循环仪、
实时荧光定量ＰＣＲ仪（美国ＢＩＯＲＡＤ公司）。
１．２　方法　
１．２．１　ＥＡＵ模型的建立及分组　将含有 ３００μｇ
ＩＲＢＰ１２０多肽的ＰＢＳ溶液与等体积含有３００μｇ结核
分枝杆菌的完全弗氏佐剂溶液充分混合为油包水状

态的乳化剂，在每只小鼠四肢根部皮下注射５０μＬ，
同时腹腔注射０．５μｇ百日咳毒素以增强免疫，建立
ＥＡＵ小鼠模型。采用随机数字表法将 ＥＡＵ小鼠随
机分为ＰＢＳ对照组、５０ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组和１００
ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组，每组各９只小鼠，ＰＢＳ对照组
小鼠腹腔注射ＰＢＳ，５０ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组和１００
ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组小鼠每千克体重分别腹腔注
射５０ｍｇＲＴＸ和１００ｍｇＲＴＸ，从造模后第１天至第
２１天对各组小鼠进行连续干预。
１．２．２　ＥＡＵ小鼠眼底图像采集及临床评分　于造
模后第２１天，使用复方托吡卡胺滴眼液散瞳，贝复舒
凝胶涂眼，通过小动物视网膜成像仪采集各组小鼠眼

底图像并参照Ｃａｓｐｉ临床评分标准进行炎症评分［１２］。

１．２．３　ＥＡＵ小鼠视网膜组织 ＨＥ染色及组织病理
学评分　于造模后第２１天，颈椎脱臼法处死小鼠，
取一侧眼球置于ＦＡＳ眼球固定液固定２４ｈ，之后进
行梯度酒精脱水，石蜡包埋，再沿瞳孔视神经轴连
续切片，切片厚度为４μｍ。然后，将石蜡切片依次
进行二甲苯脱蜡，酒精脱水，流水冲洗，ＨＥ染色，再
经脱水、透明，最后中性树胶封片，完成视网膜组织的

ＨＥ染色。将ＨＥ染色切片置于显微镜下观察并进行
拍照，参照Ｃａｓｐｉ组织病理学评分标准进行评分［１２］。

１．２．４　实时荧光定量 ＰＣＲ　采用实时荧光定量
ＰＣＲ检测各组小鼠视网膜组织白细胞介素（ＩＬ）１β、
ＩＬ４、ＩＬ６和 ＩＬ１０ｍＲＮＡ相对表达量，使用 Ｔｒｉｚｏｌ

试剂提取视网膜组织总 ＲＮＡ，ＮａｎｏＤｒｏｐｏｎｅ超微量
分光光度计测量ＲＮＡ浓度，根据逆转录试剂盒反应
体系将 ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ，最后以 ｃＤＮＡ和基因
特异性引物（表１）为模板，进行实时荧光定量 ＰＣＲ。
反应条件为 ９５℃预变性 １０ｍｉｎ，９５℃变性 １５ｓ，
５８℃退火＋延伸１ｍｉｎ，共设置４０个循环。反应结
束后，应用２－ΔΔＣｔ法计算各基因表达水平。

表１　特异性引物序列
基因 引物序列（５’至３’）
ＩＬ１β 上游引物：ＴＣＧＣＡＧＣＡＧＣＡＣＡＴＣＡＡＣＡＡＧＡＧ

下游引物：ＡＧＧＴＣＣＡＣＧＧＧＡＡＡＧＡＣＡＣＡＧＧ
ＩＬ６ 上游引物：ＣＴＴＣＴＴＧＧＧＡＣＴＧＡＴＧＣＴＧＧＴＧＡＣ

下游引物：ＡＧＧＴＣＴＧＴＴＧＧＧＡＧＴＧＧＴＡＴＣＣＴＣ
ＩＬ４ 上游引物：ＧＧＴＣＴＣＡＡＣＣＣＣＣＡＧＣＴＡＧＴ

下游引物：ＧＣＣＧＡＴＧＡＴＣＴＣＴＣＴＣＡＡＧＴＧＡＴ
ＩＬ１０ 上游引物：ＴＧＣＡＣＴＡＣＣＡＡＡＧＣＣＡＣＡＡＧ

下游引物：ＴＧＡＴＣＣＴＣＡＴＧＣＣＡＧＴＣＡＧＴ
ＧＡＰＤＨ 上游引物：ＴＴＣＡＧＣＴＣＴＧＧＧＡＴＧＡＣＣＴＴ

下游引物：ＴＧＣＣＡＣＴＣＡＧＡＡＧＡＣＴＧＴＧＧ

１．３　统计学方法　采用ＳＰＳＳ２１．０软件进行统计学
分析，ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９软件制作统计图。计量资料
以均数±标准差表示。行正态性检验，符合正态分
布的数据两组间比较采用独立样本ｔ检验；不符合正
态分布的数据两组间比较采用非参数检验即 Ｍａｎｎ
ＷｈｉｔｎｅｙＵ检验。检验水准：α＝０．０５。

２　结果　

２．１　各组小鼠眼底图像及临床评分比较　眼底图
像显示：ＰＢＳ对照组ＥＡＵ小鼠眼底出现多发性血管
炎，血管扩张，视网膜脉络膜出现多发病灶及少量线

样病变；５０ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组 ＥＡＵ小鼠眼底发
生轻度血管炎，视网膜出现个别局部病灶，无线样病

变；１００ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组 ＥＡＵ小鼠视网膜局部
出现个别病灶，无线样病变（图１）。ＰＢＳ对照组、５０
ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组和１００ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组
ＥＡＵ小鼠眼底图像 Ｃａｓｐｉ临床评分分别为（１．９４４±
０．８０８）分、（１．６６７±０．７９１）分、（１．６６７±０．８２９）分，
三组间比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

图１　各组ＥＡＵ小鼠眼底图像　Ａ：ＰＢＳ对照组；Ｂ：５０ｍｇ· ｋｇ－１ＲＴＸ实验组；Ｃ：１００ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组。

·５３４·眼 科新进展　２０２３年６月　第４３卷　第６期
ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｏｌ．４３Ｎｏ．６Ｊｕｎｅ２０２３ ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ



２．２　各组小鼠视网膜组织 ＨＥ染色结果及组织病
理学评分比较　ＨＥ染色结果显示：ＰＢＳ对照组ＥＡＵ
小鼠玻璃体内及视网膜组织中出现大量炎症细胞浸

润，视网膜结构部分紊乱，存在大量视网膜皱褶，部

分光感受器细胞破坏；５０ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组ＥＡＵ
小鼠玻璃体内及视网膜组织中有少量炎症细胞浸

润；１００ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组ＥＡＵ小鼠视网膜组织
中出现少数炎症细胞浸润（图２）。ＰＢＳ对照组、５０
ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组和１００ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组
ＥＡＵ小鼠视网膜组织病理学评分分别为（１．５６３±
１．１１６）分、（１．０６３±０．６２３）分、（１．２５０±０．６５５）分，
三组间比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

图２　各组ＥＡＵ小鼠视网膜组织ＨＥ染色结果（×２００）　Ａ：ＰＢＳ对照组；Ｂ：５０ｍｇ· ｋｇ－１ＲＴＸ实验组；Ｃ：１００ｍｇ·ｋｇ－１
ＲＴＸ实验组。

２．３　各组小鼠视网膜组织炎症细胞因子表达情况
　 实时荧光定量 ＰＣＲ检测结果显示，５０ｍｇ·ｋｇ－１

ＲＴＸ实验组和１００ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组小鼠视网
膜组织ＩＬ６、ＩＬ１０ｍＲＮＡ相对表达量以及 ＩＬ１０／ＩＬ

６比值均高于ＰＢＳ对照组（均为Ｐ＜０．０５）；１００ｍｇ·
ｋｇ－１ＲＴＸ实验组小鼠视网膜组织 ＩＬ６、ＩＬ１０ｍＲＮＡ
相对表达量以及 ＩＬ１０／ＩＬ６比值均高于 ５０ｍｇ·
ｋｇ－１ＲＴＸ实验组（均为Ｐ＜０．０５）（表２）。

表２　各组小鼠视网膜组织ＩＬ１β、ＩＬ４、ＩＬ６、ＩＬ１０ｍＲＮＡ相对表达量

组别
ｍＲＮＡ相对表达量

ＩＬ１β ＩＬ４ ＩＬ６ ＩＬ１０
ＩＬ１０／ＩＬ６比值

ＰＢＳ对照组 １７．７２９０±１２．０３４２ １．９１８９±１．２５６７ ２．３００３±１．４０４０ １．７００１±１．４９２６ １．０４１１±１．１４３６

５０ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组 １８．５９６２±５．７２２１ ４．５１９７±２．２９５２ ７．５４３０±２．１６２６ａ ２２．６５２６±１１．１７４９ａ ２．９４０７±１．１００１ａ

１００ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组 １１．４２５６±４．４４９２ ４．５８１９±３．５８２６ ８．０５５５±４．９１９９ａｂ ２７．８９０７±２４．０７７８ａｂ ３．２６４８±１．８００４ａｂ

　　注：与ＰＢＳ对照组相比，ａＰ＜０．０５；与５０ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组相比，ｂＰ＜０．０５。

３　讨论

葡萄膜炎是一类严重威胁视力的眼病，目前仍

有部分难治型非感染性葡萄膜炎患者没有合适的治

疗方法。少数临床病例报道 ＲＴＸ对葡萄膜炎［１３］有

一定疗效，但缺乏相关基础实验研究的证据。本研

究通过构建ＥＡＵ小鼠模型探讨不同剂量的 ＲＴＸ在
缓解ＥＡＵ炎症中的作用及机制。研究结果显示，腹
腔注射 ＲＴＸ后，不同剂量 ＲＴＸ实验组 ＥＡＵ小鼠视
网膜组织ＩＬ６、ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达及 ＩＬ１０／ＩＬ６比值
均显著升高（均为 Ｐ＜０．０５），且１００ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ
实验组ＩＬ６、ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达及 ＩＬ１０／ＩＬ６比值均
高于５０ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组（均为 Ｐ＜０．０５）。但
不同剂量ＲＴＸ实验组 ＥＡＵ小鼠眼底临床评分与组
织病理学评分差异均无统计学意义，结合视网膜组

织ＩＬ６与ＩＬ１０细胞因子水平的变化与ＲＴＸ剂量相
关，我们考虑给药剂量与取材时间是影响 ＥＡＵ眼底
临床表现的主要因素。研究结果显示，腹腔注射

ＲＴＸ可调节 ＥＡＵ小鼠视网膜组织 ＩＬ１０与 ＩＬ６之

间的平衡，使 ＩＬ１０／ＩＬ６比值显著升高且与剂量相
关，表明ＲＴＸ在改善ＥＡＵ小鼠视网膜组织的炎症性
病变中起正向调节作用。

ＩＬ６由内皮细胞和眼实质细胞产生，可促进巨
噬细胞激活和Ｂ细胞向浆细胞分化，在包括葡萄膜
炎在内的多种自身免疫性疾病中发挥重要作用［１４］。

实验结果显示，腹腔注射ＲＴＸ后ＥＡＵ小鼠视网膜组
织ＩＬ６ｍＲＮＡ表达升高，我们考虑这可能与给药方
式、给药剂量以及取材时间相关。ＩＬ１０是一种重要
的抗炎多功能细胞因子，可由多种免疫细胞分泌，可

促进Ｂ淋巴细胞增殖及抗体分泌，促进非单核细胞
依赖性Ｔ淋巴细胞增殖成熟［１５］。已有文献证明，ＩＬ
１０的产生与疾病的消退有关，提示其在ＥＡＵ病情的
缓解中可能具有重要意义［１６］。Ｓｕｎ等［１７］研究发现，

在重症肌无力患者中，对 ＲＴＸ治疗反应良好的患者
体内Ｂ细胞增殖明显，这些Ｂ细胞能快速地产生ＩＬ
１０。Ｃｈｏｃｏｖａ等［１８］发现，在抗中性粒细胞胞质抗体

相关性血管炎中，应用 ＲＴＸ治疗的患者在缓解期产
生ＩＬ１０的单核细胞比例会保持稳定。在本研究中，
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不同剂量 ＲＴＸ实验组 ＥＡＵ小鼠视网膜组织 ＩＬ１０
ｍＲＮＡ表 达 均 显 著 高 于 ＰＢＳ对 照 组，且 １００
ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达显著高于５０
ｍｇ·ｋｇ－１ＲＴＸ实验组，表明 ＲＴＸ在 ＥＡＵ小鼠的炎
症缓解中发挥正向作用。

ＩＬ６和 ＩＬ１０的表达水平常被用于衡量炎症和
抗炎的平衡情况。研究表明，在ＨＬＡＢ２７阳性葡萄
膜炎患者以及系统性红斑狼疮患者中，ＩＬ６／ＩＬ１０比
值与疾病活动程度呈正相关且对患者的预后具有临

床指导意义［１４，１９］。Ｔａｌａａｔ等［２０］研究发现，与健康对

照组相比，白塞病患者血清中 ＩＬ６／ＩＬ１０比值显著
升高。本研究结果显示不同剂量 ＲＴＸ实验组 ＥＡＵ
小鼠视网膜组织 ＩＬ１０／ＩＬ６比值均显著升高，提示
ＲＴＸ可通过调节 ＩＬ１０／ＩＬ６比值改善 ＥＡＵ小鼠视
网膜组织的炎性环境且作用强度与ＲＴＸ剂量相关。

综上所述，我们探讨了不同剂量的 ＲＴＸ对 ＥＡＵ
小鼠的抗炎作用及其机制，结果表明，腹腔注射 ＲＴＸ
可一定程度缓解ＥＡＵ小鼠视网膜组织的炎性病变，
其机制可能与ＲＴＸ提高小鼠视网膜组织 ＩＬ１０／ＩＬ６
比值有关。
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