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ICOS共刺激通路参与角膜移植免疫排斥反应的研究 

袁 伟 陆晓和 宫玉波 周 瑾 杨旭冉 汤明芳 

The role of ICOS co-stimulatory passageway on corneal 

transplantati0n rejection 
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Zhujiang Hospital，Southern Medical University，Guangzhou 510280，China 

Abstract Objective Researches demonstrated that inducible co-stimulator(ICOS)一mediated co—stimulatory passageway 

plays a critical role during multi—organ transplantation rejection．However，its influence on corneal graft rejection is unclear． 

Present study was to investigate the expression of ICOS protein and ICOS mRNA in rejected rat corneal allografts and the 

expression of CD3 ICOS T／CD3 T in rejected rat peripheral blood and explore the relationship between ICOS co—stimulator 

passageway and immune rejection． Methods Corneal allografl transplantation was performed orthotopically from 10 Wistar rats 

to 20 SD rats(wistar__+SD)．Corneal samples were collected on day 7，14 postoperatively．Immunohist0chemistry was used to 

detect the expression and distribution of ICOS protein in corneal grafts．RT-PCR was used for the detection of expression of ICOS 

mRNA．The expression of CD3 ICOS T／CD3 T in peripheral blood of SD rats was evaluated using flow cytometry．Ten healthy 

eyes from 5 normal SD rats were as control group． Results The grafts rejection occurred in postoperative day 14，showing the 

thickness increase of corneal grafts and infiltration of inflammatory cells．ICOS protein and ICOS mRNA were not detected in 

normal rat cornea but were expressed on graft tissue from 7 days through 14 days after transplantation and peaked on the 14th day 

after operation．Compared with the normal rats．CD3 ICOS T／CD3 T expression in peripheral blood was elevated on the 7th and 

14th days after transplantation with the highest level on the 14th day． Conclusion The ICOS mRNA and ICOS protein are 

overexpressed in graft tissue during the allograft rejection．ICOS co—stimulatory passageway may be associated to the acute immune 

rejection after penetrating keratoplasty． 
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摘要 目的 研究可诱导共刺激分子 (ICOS)共刺 激通 路与角膜移植急性免疫排 斥反应 的关 系。 方 法 建立大 鼠 

同种异体穿透角膜移植模型 ，分别 于术后 7 d、14 d取植 片进行 病理 学观察 ，采用 RT—PCR法检测植片组织 ICOS mRNA的 

表达情况 ，免疫组织化学法 检 测植 片组织 淋 巴细胞 ICOS蛋 白水 平 ；同时采 用 流式 细胞 术检 测外 周 血 CD3 ICOS T／ 

CD3 T的表达情况。均以正常大 鼠作为正常对照 。 结果 正常大鼠角膜 组织未检测 到 ICOS蛋 白及 ICOS mRNA的表 

达 ，移植术后植片组织可 以检测到 ICOS蛋 白及 ICOS mRNA的表达 ，且术后 14 d高于术后 7 d(P=0．000)；与正常 大 鼠 

外周血 CD3 ICOS T／CD3 T的表达相 比术后 表达 皆升 高 (方差 齐性 ，P=0．156)，且术 后 14 d外 周血 CD3 ICOS T／ 

CD3 T的表达高于术后 7 d的表达(P=0．000)。 结论 共刺激分子 ICOS与角膜 移植 急性 免疫排斥 反应 密切相关 。 

关键 词 角膜移植 ；排 斥反应 ；可诱 导共刺激分子 
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研究认为角膜移植免疫排斥 反应主要是 T细胞 

介导的迟发型超敏反应 ，是多种免疫细胞和分子共 同 
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参与、相互调节的复杂过程。T细胞活化需要两个信 

号的参与，即 MHC．抗原肽信号和共刺激信号。如缺 

乏共刺激分子提供的共刺激信号，T细胞则不能活化 

而处于无能状态。在 T细胞 活化 的不同阶段 ，多种共 

刺激分子发挥着重要 的调节作用。其 中可诱导共刺激 

分子(inducible co—stimulator，ICOS)是新近发现 的一种 

重要的共刺激分子  ̈。以 ICOS介导的共刺激通路在多 



种器官移植免疫排斥中发挥重要作用’ I4 。我们通过 

建立大鼠同种异体穿透角膜移植模型，研究 ICOS共刺 

激通路与角膜移植急性免疫排斥反应的关系。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 实验动物及分组 健康清洁级 Wistar大鼠 10只 

为供体，SD大鼠20只为受体，另取5只健康清洁级 SD大 

鼠(1O只眼)作为正常对照。雌雄兼用，体重 200～250 g， 

鼠龄 2—3个月。南方医科大学实验动物中心提供。 

1．1．2 主要试剂及药物 羊抗大 鼠 ICOS多克隆抗 

体(美国 Santa Cruz公司)；RT—PCR试剂盒 、Trizol试剂 

盒(南京凯基生物公司)；FITC标记的抗大鼠CD3 mAb 

及匹配的同型对照(美国 Biolegend公 司)；PE标记的 

抗大 鼠 ICOS mAb及 匹配 的同型对 照 (英 国 Serotee 

公司)。 

1．2 方法 

1．2．1 动物模型的制作 术前 20 rain以 0．5％托品 

酰胺 滴 眼液 散 瞳，腹 腔 注射 3％ 戊 巴 比妥 钠溶 液 

1．5 mL／kg麻 醉。术 前 消毒 ，常 规 无 菌 操 作 ，参 照 

William等 的方法在手术显微镜下进行。首先于供 

体角膜中央区钻取直径为 3．5 mm植 片，置于 Healon 

中备用。在受体大鼠右眼行穿透角膜移植术。做上下 

眼睑牵引线，用直径 3．0 mm环钻钻取中央区角膜 ，将植 

片置于植床，以 10．0尼龙丝线间断缝合 8针 ，线结暴露 

不包埋。手术做部分改进，以黏弹剂 Healon代替平衡 

盐溶液 ，维持前房。术 毕散 瞳，结膜下 注射 庆大霉 素 

2 000 U，结膜囊涂 四环素眼膏 ，缝合睑缘。24 h后拆除 

睑缘缝线观察角膜植片情况。角膜缝线在整个观察期 

内不拆除。 

1．2．2 术后观察 术后第 1 d开始在裂隙灯显微镜 

下进行临床观察，参照 Larkin等 的评分标准 ，记 录 

每 日排斥反应指数(rejection index，RI)，当 RI>5或植 

片混浊一项达到 3时 ，即认为排斥反应发生。 

1．2．3 术后取材 移植组及正常对照组大鼠分别 于 

术后7 d、14 d随机取 10只大鼠，麻醉后心脏采血行流 

式细胞术检测 ；处死大鼠，取角膜分别行苏木精 一伊红 

染色、免疫组织化学及 RT—PCR检测。 

1．2．4 苏木精 一伊红染色 将角膜植片于 10％ 甲醛 

溶液中固定 ，常规石蜡包埋 ，4 m厚连续切片 ，常规行 

苏木精 一伊红染色 ，光学显微镜下观察 。 

1．2．5 免疫组织化学染色 取植片置于 4％多聚 甲 

醛溶液固定 、脱水 ，常规石蜡包埋 ，行免疫组织化学染 

色。以试剂盒中未染色的已知阳性对照片与被测标本同 

时染色作阳性对照，以 PBS取代一抗作阴性对照，两种标 

记物均以细胞膜呈棕黄色染色者为阳性细胞。 

1．2．6 RT—PCR检测 ICOS mRNA 取完 整植 片 ，采 

用 Trizol法提取总 RNA，紫外分光光度计 测定 大 鼠 

角膜 RNA浓 度 ，利用提取大 鼠角膜 RNA行逆 转录 

为 cDNA。引 物 设 计 合 成 ：ICOS上 游 引 物 为 5’一 

CCCTACTTCTCGTGCGTCTT一3’，下 游 引 物 为 5’． 

GTGTTTCCGCTTCCCTTG-3’，扩 增 片 段 长 度 为 

2l5 bp；内 参 照 ：G PDH 上 游 引 物 为 5’一 

TATCGGACGCCTGGTTAC．3’，下 游 引 物 为 5’． 

TTCCCATTCTCAGCCTTG-3’，扩增片段长度为 159 bp。 

RT—PCR反应条件 ：94 oc预变性 5 min，94℃变性 40 s， 

58℃退火 40 S，72 oC延伸40 S，30个循环 ，72℃再延伸 

5 min。扩增产物在 1％琼脂糖凝胶 电泳 ，溴化乙锭染 

色 ，利用凝胶成像分析系统观察电泳结果及图像分析， 

计算待测基因与 G PDH灰度值的比值并比较。 

1．2．7 流式细胞术检测外周血 CD3 ICOS T／CD3 T 

将 移 植术 后 不 同时 间点 大 鼠麻 醉后 ，心脏 采 血 

1．0 mL，并放人 EDTA抗凝管中，正常 SD大 鼠作为对 

照。检测方法：取 100 txL EDTA抗凝 大鼠全血 ，加入 

l0 txL FITC标记 的抗大 鼠 CD3单克隆抗体及 l0 L 

PE标记的抗大鼠 ICOS单克隆抗体 ，室温反应 20 min； 

加红细胞裂解液 2 mL充分裂解 ；用含 1％BSA的 PBS 

洗 2次，上机检测。并用 CellQuest软件分析结果。 

1．3 统计学方法 

采用 SPSS 13．0统计学软件对数据进行统计学处 

理。两组间比较用独立样本 t检验 ；3组以上均数比较 

应用单 因素方差 分析，样本均数 间的多重 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 术后裂隙灯观察 

角膜移植术后 1 d，可见角膜轻度水肿和混浊，随 

时间推移角膜植片水肿 、混浊逐渐加重，厚度逐渐增 

加 ；术后 3 d，部分角膜缘可见新生血管开始 向角膜生 

长 ；术后 5 d起 ，排斥反应的各项观测指标出现明显变 

化 ；术后 7 d时，所有移植大鼠 RI均 <5，且植片混浊 
一 项均未达到 3；至 14 d时大鼠均已发生排斥反应。 

2．2 苏木精 一伊红染色及病理学观察 

苏木精 一伊红染色结果显示 ：正常大鼠角膜上皮 

细胞层由 5～6层细胞构成，上皮结构完整 ；基质层胶 

原排列整齐。角膜组织无水肿、增厚及混浊，无单核细 

胞及淋巴细胞等炎性细胞浸润。术后 7 d角膜植片厚度 

增加，角膜基质出现水肿增厚，纤维排列紊乱，可见炎性 
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图 4 正 常 大 鼠 移 植 术 后 7 d
、

1 4 d 外 周 血 C D 3
’

I C O S
’

T ／C D 3
’

T 的 表 达

F i g ． 4 P 0 s i t i v e r a t e o f C D 3
’

I C O S
’

T ／C D 3
’

T i n p e r j p h e r a 】b 10 0 d 0 f n o r m a l r a t s
，

t r a n s p l a n t i n g 7 一 d a y r a t s a n d t r a n s p l a n t i “ g 1 4 一 d a y r a t s

：和 移 植 片 交 接 处 ， 角 膜 前 基 2 ． 5 流 式 细 胞 术 检 测

基 质 层 更 为 多 见 ( 图 1
，
2 ) 。 正 常 大 鼠 外 周 血 C D 3

’

I C O S
’

T ／C D 3
’

T 表 达 为

见 I c o s 蛋 白表 达 ( s A B c x 2 0 0 ) 图 2 移 植 术 后 1 4 d 植 片 组 织 I c o s

C × 2 0 0 、

0 n t h e c e l l m e m b r a n e I n 。p i t h e l i a l a n d s t m m a l a y e r s 0 f c o r n e a o n t h e 7 t h

h o w i n g t h e b r o w n s t a i n i n g ( S A B C × 2 0 0 ) F i g ． 2 T h e I c O s p m t e i n

r d o n g r 曲 t i s s u e o n t h e 1 4 t h d a y a f t e r c o r n e a I t r a n s p l a n t a t i o n ( s A B C × 2 0 0 )

1 0 0 0 b p

7 5 0 b p

5 0 0 b p

2 5 0 b p

1 0 0 b p

4 d 7 d m a r k e r

日3 移 植 术 后 7 d 、
1 4 d 植 片

I C o S m R N A 的 表 达

；． 3 T h e e 。 p r e s s i o n o f I C O S m R N A

0 n t h e 7 t h d a y a n d 1 4 t h d a y

a f l e r t r a n s D l a n t a t i o n

( 7 ． 3 5 4 ± 1 ． 1 14 ) ％ ， 术 后 7 d

为 ( 3 1 ． 5 2 l ± 1 ． 9 9 5 ) ％ ， 术 后

1 4 d 为 ( 4 5 ． 6 0 2 ± 2 ． 0 3 4 ) ％ ( F

= 2 0 6 7 ． 2 6 3
，

P = 0 ． 0 0 0 ) 。 与

正 常 大 鼠 相 比 ， 术 后 7 d 、
1 4 d

夕h周 血 C D 3
’

I C O S
’

T ／C D 3
’

T

表 达 均 升 高 ， 且 1 4 d 时 较 7 d

时 升 高 更 加 明 显 ， 差 异 均 有 统

计 学 意 义 ( P < 0 ． 0 5 ) ( 图 4 ) 。

3 讨 论

近 年 来 对 T 淋 巴 细 胞 活

化 的 研 究 表 明 ，
T 细 胞 要 发 挥

效 应 除 了 特 异 性 抗 原 信 号 作 用

于 T 细 胞 受 体 外 ， 还 需 要 抗 原

递 呈 细 胞 递 呈 的 共 刺 激 信 号 激

活 。 阻 断 其 共 刺 激 信 号 可 诱 导 T 细 胞 凋 亡 或 者 呈 现

无 能 状 态 。 在 诱 导 T 细 胞 活 化 的 共 刺 激 分 子 中 ， 研 究

最 广 泛 的 共 刺 激 信 号 是 B 7 ／C D 2 8 分 子
”

。

I C O S 是 H u t l o f f 等
0 叫

在 激 活 的 人 外 周 血 T 细 胞 中

首 次 认 定 的 。 基 于 I C O S 与 C D 2 8 结 构 相 似 、 基 因 位 点

相 近 ， 而 且 为 T 细 胞 活 化 提 供 共 刺 激 信 号 ， 故 将 其 化

归 为 C D 2 8 家 族 。 I C O S 具 有 较 强 的 共 刺 激 效 应 ， 与

C D 2 8 组 成 型 表 达 在 静 止 T 细 胞 表 面 不 同 ， 其 只 表 达

于 活 化 的 T 细 胞 上
¨ “ 。

， 说 明 I C O S 不 能 活 化 T 细 胞 而

产 生 初 次 免 疫 应 答 但 能 够 维 持 T 细 胞 的 免 疫 力 。 目

前 研 究 发 现 I C O S 对 T h 细 胞 分 化 有 重 要 影 响 ，
T h l 和

T h 2 细 胞 都 受 到 I c o s 的 调 节
¨ 。 ⋯

；I c o s 还 可 以 刺 激

T 细胞 增 生 并 分 泌 细 胞 因 子 ， 尤 其 是 I L 一 10 及 I L 4
、

I L 一 5
、

I F N 一

叫 、
T N F ．

仪 和 G M 。 C S F 的 分 泌
” 。 ’ ” 。

；此 外 I C O S 还

能 够 促 进 T ／B 细 胞 协 同 ， 影 响 抗 体 类 型 转 换 ， 与 其 他
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共刺激途径相互作用 。许多研究证实阻断共刺 

激信号诱导 T细胞进入低反应状态或者引起凋亡 ，是 

促进抗原特异性器官移植耐受 的有效方法 。 目前 

国内外很多学者已经将 ICOS／ICOSL应用于移植排斥 

的防治研究 当中，诸多研究提示其与心脏移植 、肝脏移 

植等多种器官移植免疫排斥反应有关。 

本研究发现 ：正常大 鼠角膜组织未检 测 出 ICOS 

mRNA表达，也未检测到 ICOS阳性淋巴细胞 ，这与正 

常大鼠角膜组织各层均无淋巴细胞浸润的特征相符 ； 

移植术后植片可检测到 ICOS蛋白及 mRNA的表达 ， 

ICOS阳性淋巴细胞主要集中于植片基质层 ，尤以植片 

与植床交接 处 明显，且 术后 14 d植 片 ICOS蛋 白及 

mRNA的表达高于术后 7 d；正常大 鼠外 周 CD3 

ICOS T／CD3 T的表达为(7．354±1．114)％，移植术 

后 7 d、14 d大鼠 CD3 ICOS T／CD3 T表达均升高， 

14 d时升高尤为明显。结合术后裂隙灯观察结果 ，术 

后 7 d大 鼠均发生排斥反应，而术后 14 d大鼠均已发 

生角膜移植急性免疫排斥反应 ，ICOS蛋白及 mRNA表 

达结果及外 周血 流式 细胞术 结果 提示 共刺激 分 子 

ICOS与角膜移植免疫排斥反应关系密切。 
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英文参考文献著录的注意事项 

(本文编辑：刘 艳) 

镖 右 · 右 ·编考 

按照我 国出版物中的文后参考文献的著录规则 ，英文 的参考文献主要涉及主要责任者 、题名 、版本 、出版项 (出版地 、出版者、出 

版 日期)、期刊名称、出版年、卷(期)和页码等信息 

1 主要责任者的著录方法 

1．1 个人著者采用姓在前用全称，名存后用缩写的菩录形式。一般来说，国外作者在发表文章时常采用名前姓后的形式，所 

以作者在著录参考文献时应注意交换原文中作者姓名的书写顺序。 

1 2 姓名 中若表示 “小”或“几世”时 ，应将其放置于姓名最后 ，并用逗号隔开 ，如 Day Fw，-fr。 

1．3 西方人姓名中的yon，van，de，la为姓的组成部分，当其移至前面时，首字母大小写均可，如 yon Hindenberg P。 

1．4 如姓名中出现复姓时，著录格式为夫姓 一妇姓在前均用全称，名在后用缩写的形式。 

1．5 著作方式相同的责任者不超过3人时，可全部照录。责任者超过 3人时，只著录前 3位责任者，其后加“et al”字样。 

1．6 集体责任者，可直接按照著录来源著录，每个词的首字母大写。 
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