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绿色荧光蛋白在大鼠角膜移植术后植片中的表达 

周炼红 朱祥祥 邢怡桥 陈 希 

ExpressiOn Of green nuOrescent prOtein in graft 0f rats after 

penetrating keratOplasty 
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Abstract ObjectiVe It is very important f0r us t0 t姐nsfer the relevant gene into cornea1 graft to prevent the reject and 

protect the end0thelium after keratoplasty．0ur previ0us study dem0nstrated that the report gene mediated by recombinant adeno— 

ass0ciated virus(rAAV)can be expressed in subconjunctiva1，c0rneal and retinal tissue．Current experiment was t0 investigate the 

expressi0n 0f green nuorescent protein (GFP) transf rred by rAAV in the c0rneal graft of rats afte penetrating kerat0plasty 

(PKP)． Methods Sixteen Wistar rats(donors) and thirty—tw0 Sprague—Dawley rats (recipients) were used to establish 

penetrating keratoplasty mode1．The use of these animals f0ll0wed the Standard 0f Ass0ciation fbr Research in Vison and 

0phthalmology．Don0r cornea grafl was treated in culture medium c0ntaining 1：1 rAAV—GFP(10 ”vg／mL)+DMEM／F12 and 

2O％ fe【a1 bovine serum f0r 3O minutes bef0re su gery．The comeal grafts were examined under the slim—lamp after 0peration at a 

tw0一day interva1．The rats were sacrificed and the eyeballs were enucleated at the 1 st，2nd，4th and 12nd week respectively to 

detecIlhe e p阳ssion 0f GFP jn c0ffJeal endo幽elium under fhe conf0cal micmsc0pe． Results The co rrJea grafts were 

transparent，and no edema，opacity，ne0vascularizati0n and 0ther comp1ications were seen．The green f1u0rescence was seen in 

corneal endothelium under the c0nf0cal micr0scope with the green nu0rescence intensity 91．83±1O．83，l28．67 ±4．32，117．33 

±3．01 and 1l8．5O±3．02 in l—week gr0up，2一week gr0up，4一week group and 12-week group respectively，indicating a significant 

diflference in e pression of GFP between 2-week gr0up and 1一week group，4-week group and 1一week gr0up，l2一week gr_Uup and 

l week gr0up(P<0．01)．N0 signifjcant dif rence was f0und in the expressi0n intensity 0f GFP between 4一week gr0up and 

l—week group(P>O．05)． Conclusion rAAV—GFP can be transferred into c0rneal endothelium 0f rats by the c0-culture 

method．GFP gene can be stably expressed in endothelium 0f c0rneal graft f0r long-term after PKP． 

Key w0rds recombinated aden0一associated viru。； green fJuoresce力l pr0tein； penetI．丑tjng keI甚loplasly； gene lransf r 

摘要 目的 研究穿透角膜移植术 (PKP)后重组腺相关病毒 (rAAV)载体介 导的绿色荧光 蛋 白(GFP)在大 鼠植片 

中的转染及表达情况。 方法 建立 32只大 鼠穿透角膜移植 的动物模型 ，sD大 鼠作 为受体 ，wistar大 鼠作为供 体 ，供体 

植片置于含 l0 g／mL(病毒基 因组数／mL)rAAV—GFP的 DMEM／F12 1：1混合培养液 中培养 30 min。按 照不 同的观察时 

间点用抽签法将角膜移植术后 的大 鼠随机分成 4组 ，每组 8只。手 术后 隔 日在裂隙灯显微镜下 观察角膜植 片的存活情 

况。于角膜移植术后 1、2、4、12周取各组眼球在共焦显微镜下观察角膜组织中 GFP的表达情 况 ，Infinity—capt软件测量角 

膜植片内皮层 中荧光的表达 强度 。 结果 各组 中选取 的受体 角膜 植片无 水肿 、混 浊 、新生 血管 及其 他并发 症发 生。 

GFP基 因表达 阳性 的角膜 内皮 细胞呈 绿 色荧光 。各 组角 膜 内皮 细胞 绿 色荧光 强度 与 背景亮 度 比值 ，A组 ：91．83± 

lO．83；B组 ：128，67±4．32；C组 ：117．33±3．01；D组 ：l18．50±3．O2，转染后 1周即有明显表达，4周及 l2周组较 1周组 

强 (P<O．01)，2周组强度最高 (P<0．01)。 结论 通过共培养 的方法 ，rAAV—GFP能够有效地转染 到角膜 内皮细胞 中。 

PKP后 GFP基 因能够持续 、高效 、稳定地在移植片的角膜 内皮细胞中表达 。 
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角膜移植是治疗角膜盲 的主要手段之一 ，免疫排 

斥反应是角膜移植手术失败 的主要原 因⋯ 。角膜内 

皮细胞由于其特殊的结构及功能，使其在免疫排斥反 
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应 中最容易受到攻击 ，同时，移植术后免疫排斥反应造 

成内皮细胞的数量减少和功能丧失 ，是植 片衰竭 的最 

主要原因 。预防和治疗角膜移植术后 的免疫排斥 

反应，保护角膜内皮细胞，提高植片的存活率至关重 

要。前期研究中我们发现，重组腺相关病毒(recombinated 

aden0一associated virus，rAAV)载体携载 的报告基 因可 

在结膜下组 织、角膜及视 网膜组织 中持续稳定 地 表 

达 。那么在 角膜移 植手 术过 程 中，是 否可 以利 用 

rAAV的生物学特点 ，对角膜植片进行 简单的前期 处 

理，从而使相关 目的基因在植 片的内皮细胞中持续稳 

定地表达 ，达到减轻免疫排斥反应 ，保护角膜 内皮的 目 

的。本 研 究 观 察 穿 透 角 膜 移 植 术 (penetrating 

keratoplasty，PKP)后 ，rAAV载体介导的绿色荧光蛋 白 

(green nu0rescent pr0tein，GFP)基 因在大 鼠角膜 内皮 

组织中的转染及表达情况报道如下。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

sD大鼠及 wistar大 鼠各 32只，雌雄不 限，体 重 

200～250 g，由武汉 大学 实验 动物 中心提供。动 物的 

饲 养 和 使 用 遵 循 美 国 视 觉 和 眼 科 学 研 究 会 

(Association f0r Research in Vision and Ophthalmology， 

ARV0)制定的科研动物使用规范进行 。rAAV．GFP委 

托 863计划生物领域病毒基 因载体研究开发基地 、本 

元正 阳基 因 技 术 股 份 有 限 公 司 包 装 ，滴 度 为 2× 

10 g／mL(病毒 基 因组 数／mL)。DMEM／F12 1：1混 

合培养液购 自美 国 Gibco公 司；20％胎牛血清营养液 

购 自杭州四季青公司。共焦显微镜 由武汉大学基础医 

学院免疫学教研室提供。 

1．2 rAAV—GFP体外转染角膜组织 

wistar大 鼠作为供体 ，无菌条件下沿角膜缘取全 

角 膜 ，将 其 浸 泡 在 含 10 g／mL rAAV—GFP 的 

DMEM／F12 1：1混合 培养液 、20％胎 牛血 清及 双抗 的 

24孔板 中，37。C，5％C0，培养箱中培养 30 min。 

1．3 PKP 

参照文献 [6—7]的方法建立大 鼠同种异 体角膜 

移植模型。术前 15 min用 1％阿托 品滴眼液和 0．5％ 

托吡酰胺滴眼液充分散瞳 ，0．7 mL 10％水合氯醛溶液 

腹腔注射麻醉大 鼠。手术在显微镜下进行。32只 SD 

大鼠右眼行 PKP，用直径 3．25 mm的环钻在角膜 中央 

做植床 ，直径 3．5 mm 的环钻钻取浸泡过的 wistar大 

鼠角膜作为植片，l0—0尼龙线间断缝合 8针固定植片。 

术毕前房注气 ，涂典必殊眼膏。术后所有受体 大 鼠术 

眼均用妥 布霉 素滴 眼液及 0．5％托 吡酰胺滴 眼液点 

眼，每 日1次，共 7 d。隔 日裂 隙灯下观察角膜植片是 

否透明，有无新生血管生长及混浊 出现。术后发生角 

膜植片溶解 、无前房、前房 出血或积脓 、虹膜前粘连及 

感染等并发症者剔除。 

1．4 实验分组 

接受 PKP的 SD大 鼠，抽 签法随机分为 A、B、C、 

D 4组，每组 8只，分别于术后 1、2、4、12周处死，摘除 

眼球。 

1．5 GFP基因表达的检测 

将 A、B、C、D 4组各组 的眼球用 PBs冲洗 lO次， 

分别置于 4％戊二醛 中固定 2 h。固定后沿矢状面纵 

形剖开 ，在共焦显微镜下观察角膜内皮层中 GFP的表 

达情况。若 GFP基因在细胞 中有表达 ，在共焦显微镜 

下为绿色荧光 ，判断为 阳性细胞。每只眼球 随机选择 

8个视野，测 GFP平均荧光强度 比值，取平均值。 

Infinity—capy软件测量 GFP在内皮细胞层 中的平均荧 

光强度 比值 。 

1．6 统计学方法 

采用 SPSS l3．0统计学 软件 进 行统 计学 处理。 

GFP在内皮细胞层 中的平 均荧光 强度 测定值 以 ±s 

表示 ，对术后不同组测得 的平均荧光强度 比值进行多 

个样本均数的单因素方差分析 ，各时间点的两两比较 

采用 Dunnett f检验。P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 裂隙灯观察角膜植片 

角膜移植术后第 1周 内，角膜植片 出现一过性水 

肿 、混浊(图 1)。术后第 2周 ，部分角膜植片出现严重 

水肿 、混浊 ，伴新生血管形成 (图 2)。术后第 4周，角 

膜植片水肿、混浊逐渐消失 ，新生血管开始消退 ，植片 

透明(图 3)。术后 l2周 ，大部分角膜植 片保 持透明 

(图 4)，部分再次出现排斥反应。 

2．2 共焦显微镜观察 GFP表达 

A组大鼠共焦显微镜下见角膜内皮层 出现一条连 

续的绿色荧光条带 (图 5)，平均荧光强度 比值为 

91．83±10．83。提示 GFP基 因在角膜 内皮层得 到表 

达 。B组见角膜内皮层出现一条连续的绿色荧光条带 

(图6)，强度高于其他各组。平均荧光强度 比值为 

128．67±4．32，与其他各组 比较 ，差异均有统计学意义 

(P<0．01)。术后 4周 ，C组大 鼠角膜各层均 出现绿 

色荧光 ，角膜 内皮层 出现一条连续 的绿色荧光 条带 

(图7)，表达强度高于其他各层，c组平均荧光强度比 

值为 1l7．33±3．01。术后 l2周，D组大鼠角膜各层均 

出现绿色荧光，角膜内皮层出现一条连续的绿色荧光 
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C h i n 0

：鼠 角 膜 移 植 术 后 1 周 ， 角 膜 植 片 出 现 一 过 性 水 肿 、 混 浊 图 2 大 鼠 角 膜 移 植 术 后 2 周 ， 角 膜 植 片 水 肿 、 混

≤移 植 术 后 4 周 ， 角 膜 植 片 水 肿 、 混 浊 减 轻 ， 角 膜 新 生 血 管 部 分 消 退 图 4 大 鼠 角 膜 移 植 术 后 1 2 周 ， 大

In p o s t o p e r a t i v e 1 w e e k
，

t h e c o r n e a g r a f t s s h o w e d t e m p o r a r y e d e m a a n d o p a c i t y F i g � 2 I n p o s t o p e r a t i v e 2

：a f t s w a s a g g r a v a t e d a n d n e w b l o o d v a s s e l s a p p e a r e d F i g ． 3 I n p o s t o p e r a t i v e 4 w e e k s
，

t h e e d e m a a n d o p a c i t y

~s e l s f a d e a w a y p a ~ l y F i g ． 4 I n p o s t o p e r a t i v e 1 2 w e e k s ， m o s t o f t h e c o r n e a g r a ti s k e p t t r a n s p a r e n t
， p a ~ l y r e j

：鼠 角 膜 移 植 术 后 1 周 ， 共 焦 显 微 镜 下 可 见 角 膜 植 片 内 皮 层 中 G F P 基 因 的 表 达 ( × 4 0 0 ) 图 6 大 鼠 角 J

自片 内 皮 层 中 G F P 基 因 的 表 达 ( × 4 0 0 ) 图 7 大 鼠 角 膜 移 植 术 后 4 周 ， 共 焦 显 微 镜 下 可 见 角 膜 植 片 内 j

：鼠 角 膜 移 植 术 后 1 2 周 ， 共 焦 显 微 镜 下 可 见 角 膜 植 片 内 皮 层 中 G F P 基 因 的 表 达 ( × 4 0 0 )

I n D o s t o p e r a t i v e 1 w e e k ， t h e e x p r e s s i o n o f G F P i n c o r n e a l e n d o t h e l i u m w a s s e e n u n d e r t h e c o n f o c a l m i c r o s c o p e

t h e e x p r e s s i o n o f G F P i n c o r n e a l e n d o t h e l i u m w a s s e e n u n d e r t h e c o n f o c a

n c o r n e a l e n d o t h e l i u m w a s s e e n u n d e r t h e c o n f o c a l m i c r o s c o p e ( × 4 0 0 )

u n l w a s s e e n u n d e r t h e c o n f o c a i m i c r o s c o p e ( × 4 0 0 )

j 7
，

8 ) ， 表 达 强 度 高 于 其 他 各 层 ，
D 组 平 均 荧 光

直 为 1 1 8 ． 5 0 ± 3 ． 0 2 。 C 组 与 D 组 之 间 比 值 差

汁学 意 义 ( P > 0 ． 0 5 ) ( 图 9 ) 。

1 一 w e e k 2 一 w e e k 3 - w e e k 4 一 w e e k

忙后 不 同 时 间 点 G F P 平 均 荧 光 强 度 比 值 ( F = 5 1 ． 0 7 5 3 ，

)

G F P i n f l u o r e s e e n c e i n t e n s i t y r a t i o i n d i f f e r e n t t i m e g r o u p a f t e r

： 5 1 ． 0 7 5 3 ． P ( 0 ． 0 1 )

3 讨 论

角 膜 移 植 是 治 疗 角 膜

疫 排 斥 反 应 是 造 成 移 植 片 j

高 危 角 膜 移 植 术 后 ， 免 疫 排

认 的 角 膜 移 植 免 疫 排 斥 反 』

型 排 斥 反 应 、 基 质 型 排 斥 反

中 内 皮 型 排 斥 反 应 最 常 贝

型 ， 约 占 免 疫 排 斥 反 应 发 生

行 了 大 量 病 例 术 后 长 期 随 ]

排 斥 反 应 于 术 后 1
、

6
、

1 8 叩

皮 型 排 斥 反 应 时 植 片 内 皮

8 0 ％ ， 而 发 生 一 次 免 疫 排 斥

在 近 期 可 能 再 次 发 生 免 疫 一

和 治 疗 角 膜 移 植 术 后 免 疫 ：

胞 ， 提 高植 片 的 存 活 率 是 迫

由 于 角 膜 组 织 中 没 有 一
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全身及局部用药后 ，前房及角膜内皮组织难 以达到有 

效的药物质量浓度，并且存在不 良反应  ̈。近年来 ， 

随着分子生物学技术 的发展 ，基 因治疗作为一种新 型 

的治疗手段在多种疾病 的治疗领域 已成为研究 的重 

点 ，并取得 了一定 的成果。本研究使用 的 rAAV载体 

是 目前动物病毒 中最小的单链 DNA病毒 ，自然缺陷、 

无包被 、无致病源性 ，具有高效安全、长期有效表达 的 

优点。国内外研究证实重组 rAAV能有效转导外源基 

因至造血干细胞 、肺 、肝脏 、肾、肠道 、肌 肉、心脏 、神经 

和眼等组织 中，并 能长期表达 ‘。 。Tsai等  ̈研究 

发现 rAAV载体能有效地将 目的基因转染到角膜内皮 

细胞 ，LPs诱导眼内炎症反应后 ，基 因表达水平明显增 

高 ，眼内炎症情况好转后 ，基因表达水平降低。再次诱 

导眼内炎症反应 ，其基因表达水平再次升高，可持续到 

注射 目的基 因后 60 d，推测此现 象可能 与炎症增 强 

cMV启动子活性 有关 。我们在前期研究 中亦发现经 

不同的给药途径 ，rAAV携带 的报告基 因可在结膜下 

组织 、角膜及视 网膜组织 中持续、稳定地表达 。其 中前 

房注射的方法可将携带 目的基因的 rAAV载体转染至 

活体大鼠角膜 内皮细胞中，持续半年以上  ̈。 

本研究 观察 到通 过共培养 的方法 ，rAAV载体携 

带的 GFP基因能够定向转染到移植片的角膜内皮细 

胞中，稳定表达 12周以上。操作方法简单 、易行 ，可操 

控性强 ，无需特殊设备和技术 。对于排斥反应等情况 

的观察 可 直接 在 裂 隙灯显 微 镜 下进 行。推测 通 过 

rAAV载体介导 的基 因治疗 ，可以将相关 目的基 因导 

入到相应的角膜内皮细胞中，持续稳定表达 ，从而促进 

角膜内皮细胞 的分裂及移行 ，或纠正异常的代谢 ，改善 

角膜内皮 的营养和功能，保护角膜 内皮，将为治愈难治 

性角膜病变带来希望。特别在施行角膜移植手术时， 

有望通过基因转染 的方法，提高移植片的组织相容性， 

降低排斥反应的发生率。 
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