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甲状腺相关眼病眼眶结缔组织中共刺激分子ＣＤ４０／ＣＤ４０Ｌ的表达
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　　［摘要］　目的　观察甲状腺相关眼病（ｔｈｙｒｏｉｄａｓｓｏｃｉａｔｅｄｏｐｈｔｈａｌｍｏｐａｔｈｙ，ＴＡＯ）患者眼眶结缔组织中共刺激分子ＣＤ４０／

ＣＤ４０Ｌ的表达，并探讨其可能的作用机制。方法　采用免疫组化检测ＣＤ４０／ＣＤ４０Ｌ、细胞间黏附分子１（ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒａｄｈｅｓｉｏｎ
ｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＩＣＡＭ１）／白细胞功能抗原（１ｅｕｋｏｃｙｔｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｔｉｇｅｎ１，ＬＦＡ１）在甲状腺相关眼病患者（ｎ＝１２）及正常对照（ｎ＝

８）眼眶组织中的表达情况；原代培养ＴＡＯ患者及正常对照眼眶成纤维细胞，应用ＲＴＰＣＲ方法检测ＣＤ４０Ｌ刺激后眼眶成纤

维细胞合成ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ水平的变化。结果　ＴＡＯ患者眼眶结缔组织中可见高表达ＣＤ４０、ＩＣＡＭ１的成纤维细胞，大量
淋巴细胞浸润并高表达ＬＦＡ１；双酶标组化显示ＣＤ４０阳性表达的成纤维周围浸润ＣＤ４０Ｌ阳性表达的淋巴细胞；ＩＣＡＭ１阳

性眼眶成纤维细胞与ＬＦＡ１阳性淋巴细胞以直接接触的形式存在。ＲＴＰＣＲ结果显示，未激活状态ＴＡＯ组眼眶成纤维细胞

ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ水平高于正常组（Ｐ＜０．０５）；两组眼眶成纤维细胞经ＣＤ４０Ｌ诱导后ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ水平高于未激活状态

（Ｐ＜０．０５）；ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ表达量与ＣＤ４０Ｌ刺激呈剂量依赖关系。结论　ＣＤ４０／ＣＤ４０Ｌ共刺激分子在ＴＡＯ患者眼眶结缔
组织中高表达，可能在ＴＡＯ眼眶淋巴细胞浸润及炎症发生、发展中起重要作用。
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　　共刺激分子参与了类风湿性关节炎、系统性红斑狼疮等

自身免疫性疾病的病理过程［１２］。甲状腺相关眼病（ｔｈｙｒｏｉｄ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｏｐｈｔｈａｌｍｏｐａｔｈｙ，ＴＡＯ）是一种器官特异性自身免疫

病，其免疫病理表现为甲状腺及眼眶局部淋巴细胞浸润［３］。

眼眶结缔组织疾病中，尤其是眼眶成纤维细胞（ｏｒｂｉｔａｌｆｉｂｒｏ

ｂｌａｓｔｓ，ＯＦ）中存在共刺激分子ＣＤ４０异常表达，而且ＣＤ４０信

号参与调节Ｔ细胞与眼眶成纤维细胞的相互作用［４］。因此，

本研究采用免疫组织化学染色方法观察一系列共刺激分子在

甲状腺相关眼病眼眶结缔组织及原代培养眼眶成纤维细胞中

的表达特征，探讨其可能的作用机制和临床意义。

１　材料和方法

１．１　一般资料及标本获取　甲状腺相关眼病患者：２００６年

９月至２００８年９月在第二军医大学长征医院因角膜溃疡或

压迫视神经病变进行眼眶减压手术治疗的重症 ＴＡＯ患者

１２例，男７例，女５例，年龄２９～６７岁，平均（４５．０８±１０．８８）

岁，病程２．５～１３．０年，平均（５．６３±２．９８）年。ＮＯＳＰＥＣＳ分

级：Ⅴ级３例，Ⅵ级９例。静止期ＴＡＯ患者１０例，术前１个

月内甲状腺功能正常，３例行一壁开眶减压术（２例下壁，１例

外侧壁），７例行二壁开眶减压术（３例外壁、下壁联合开眶减

压，４例内壁、下壁联合开眶减压）。活动期患者２例，视神经

受压视力进行性下降，给予大剂量糖皮质激素全身治疗及眼

眶局部放疗后，症状缓解不明显，甲状腺功能经内科积极治

疗稳定１个月后行眼眶减压术，２例都采用外壁、下壁二壁联

合开眶减压术。术中取眼眶结缔组织标本。正常对照：收集

同期角膜移植捐献者正常新鲜眼眶结缔组织标本８例，男５
例，女３例，年龄２５～５９岁，平均（４２．８８±１１．０２）岁，均排除

甲状腺疾病、眼眶炎症及眼眶肿瘤等疾病，取球后结缔组织。

以上操作均经第二军医大学长征医院医学伦理委员会批准，

符合赫尔辛基宣言，取得患者及家属书面知情同意。

１．２　免疫组织化学染色法检测眼眶结缔组织中共刺激分子

的表达　无菌操作下收集手术切除的ＴＡＯ患者及正常眼眶

结缔组织，经４％多聚甲醛固定２４ｈ，石蜡包埋、切片。ＣＤ４０、

ＣＤ４０Ｌ、细胞间黏附分子１（ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１，

ＩＣＡＭ１）和白细胞功能抗原（１ｅｕｋｏｃｙｔｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｔｉｇｅｎ１，

ＬＦＡ１）鼠抗人单克隆抗体为丹麦Ｄａｋｏ公司产品，采用华美生

物工程公司即用型ＳＰ免疫组化检测试剂盒标记染色，实验步

骤按试剂盒说明书进行。ＣＤ４０／ＣＤ４０Ｌ、ＩＣＡＭ１／ＬＦＡ１双酶

标免疫组织化学染色采用华美生物工程公司免疫组化检测试

剂盒标记染色，染色步骤按试剂盒说明书进行。

１．３　眼眶成纤维细胞原代培养及ＣＤ４０Ｌ诱导实验　无菌

取材后的眼眶结缔组织用无菌磷酸缓冲液（ＰＢＳ）冲洗，尽量

剔去脂肪和血管样组织后，用眼科角膜剪将其剪成约０．５

ｍｍ３的小组织块。加０．２５％ 胰蛋白酶和０．０５％ＥＤＴＡＮａ２
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（１１）的混合消化液，置于３７℃温箱消化１５ｍｉｎ。消化后反

复吹打，滤过、离心、去除胰蛋白酶。用无血清ＥａｇｌｅＭＥＭ
培养液洗１次，离心，最后加入含１５％胎牛血清（ＦＢＳ）的Ｅａ

ｇｌｅＭＥＭ培养液（含青霉素 Ｇ１００Ｕ／ｍｌ和链霉素１００Ｕ／

ｍｌ），将细胞制成混悬液，接种入培养瓶，常规培养。根据情

况３～４ｄ换液１次，待细胞长满瓶底８０％～９０％后传代。

本实验所用细胞为３～７代。传代稳定后从形态学和免疫组

化的层面对细胞进行鉴定，免疫组化染色可见 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ染

色阳性，Ｄｅｓｍｉｎ、Ｋｅｒａｔｉｎ、Ｓ１００染色均为阴性，证实为成纤维

细胞。取生长良好的同代ＴＡＯ与正常眼眶成纤维细胞制成

细胞悬液，分别加入不同浓度的ｓＣＤ４０Ｌ（５、１０、５０、１００ｎｇ／

ｍｌ）作用１、２、４、８ｈ后，收集细胞提取总ＲＮＡ。ＴＮＦα（１００

ｎｇ／ｍｌ）作为阳性对照组。

１．４　引物设计和合成 　在 ＧｅｎＢａｎｋ检索ＩＣＡＭ１基因全

长序列，采用Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计引物，委托上海生工生物

工程技术服务有限公司合成。ＩＣＡＭ１（１９２ｂｐ）引物序列

为：上游５′ＡＧＣＴＴＣＴＣＣＴＧＣＴＣＴＧＣＡＡＣＣ３′，下游

５′ＡＣＡＣＴＴＧＡＧＣＴＣＧＧＧＣＡＡＴＧ３′。内参照采用β

ａｃｔｉｎ（２２２ｂｐ），引物序列为：上游５′ＧＣＧＡＧＡＡＧＡＴＧＡ

ＣＣＣＡＧＡＴＣＡＴ３′，下游５′ＴＧＡＧＧＴＡＧＴＣＡＧＴＣＡ

ＧＧＴＣＣＣＧ３′。

１．５　ＲＴＰＣＲ半定量测定ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ 表达　ＴＲＩｚｏｌ

ＲＮＡ抽提试剂、反转录酶为 Ｇｉｂｃｏ公司产品。ＰＣＲ扩增试

剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司。按 ＲＮＡ试剂盒提取各组标本中

ＲＮＡ，并取１０μｇＲＮＡ进行反转录。取反转录产物ｃＤＮＡ
用上述合成的上下游引物分别进行 ＰＣＲ扩增，对比分析

ＩＣＡＭ１和βａｃｔｉｎｍＲＮＡ表达水平。扩增条件均为：９５℃变

性３ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，６０℃２０ｓ，７２℃３０ｓ，循环３０次；７２℃延伸

３ｍｉｎ。取ＰＣＲ产物５μｌ，２％琼脂糖凝胶进行电泳，ＥＢ染

色，ＵＶ２００紫外透射分析仪观察，用 ＮＩＨＳｃｉｏｎＩｍａｇｅ软件

分析ＰＣＲ产物，计算ｍＲＮＡ条带光密度值与相应βａｃｔｉｎ条

带光密度值的比值，以对照组为１进行比较。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件包进行统计学

处理，免疫组化阳性率的比较采用χ
２检验；ＲＴＰＣＲ半定量

数据以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用ｔ检验。

２　结　果

２．１　眼眶结缔组织中共刺激分子的表达　１２例ＴＡＯ患者

眼眶结缔组织中均检测到ＣＤ４０／ＣＤ４０Ｌ、ＩＣＡＭ１／ＬＦＡ１。

其中ＣＤ４０蛋白主要表达在眼眶结缔组织成纤维细胞的细

胞膜上和细胞质上，以细胞膜为主，阳性呈黄褐色颗粒状。

所有ＴＡＯ标本均有程度不一的染色（阳性率为３７．５％），正

常眼眶组织有微弱阳性染色（阳性率为３．１％），组间差异有

统计学意义（χ
２＝３４．６７８，Ｐ＜０．０１；图１）。ＩＣＡＭ１蛋白主

要表达在ＴＡＯ眼眶组织中成纤维细胞的细胞膜上和血管内

皮细胞的细胞膜上，阳性呈黄褐色 颗 粒 状 （阳 性 率 为

８０．４％），正常眼眶组织有微弱染色，大多位于血管壁上（阳

性率为１７．０％），组间差异有统计学意义（χ
２＝４１．５４３，Ｐ＜

０．０１；图１）。ＣＤ４０Ｌ、ＬＦＡ１蛋白主要表达在 ＴＡＯ眼眶组

织中浸润的淋巴细胞的细胞膜上和小血管中的淋巴细胞的

细胞膜上，阳性呈黄褐色颗粒状（阳性率为４８．７％、７４．２％），

正常眼眶组织中几乎未见染色（阳性率为４．５％、８．２％），组

间差异有统计学意义（χ
２＝２１．４７５，χ

２＝４５．８６１，Ｐ＜０．０１；图

１）。

　　双酶标免疫组化显示：（１）ＣＤ４０／ＣＤ４０Ｌ：ＣＤ４０蛋白主

要表达在眼眶组织中成纤维细胞的细胞膜上，阳性呈棕红色

颗粒状。ＣＤ４０Ｌ蛋白主要表达在眼眶组织中浸润的淋巴细

胞的细胞膜上和小血管中的淋巴细胞的细胞膜上，阳性呈紫

蓝色颗粒状。标本中可见表达ＣＤ４０阳性的成纤维细胞周

围浸润着表达ＣＤ４０Ｌ的淋巴细胞，并且以直接接触的形式

存在（图２Ａ）。（２）ＩＣＡＭ１／ＬＦＡ１：ＩＣＡＭ１蛋白主要表达

在眼眶组织中成纤维细胞的细胞膜上和血管内皮细胞的细

胞膜上，阳性呈棕红色颗粒状。ＬＦＡ１蛋白主要表达在眼眶

组织中浸润的淋巴细胞的细胞膜上和小血管中的淋巴细胞

的细胞膜上，阳性呈紫蓝色颗粒状。标本中可见表达ＩＣＡＭ

１阳性的成纤维细胞周围浸润着表达ＬＦＡ１的淋巴细胞，并

且以直接接触的形式存在；ＬＦＡ１阳性的淋巴细胞直接黏附

于ＩＣＡＭ１阳性的血管内皮细胞上（图２Ｂ）。

２．２　ＲＴＰＣＲ半定量结果　结果（图３）表明：在未激活状态

时，ＴＡＯ组眼眶成纤维细胞ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ水平高于正常

组（Ｐ＜０．０５）；经ＣＤ４０Ｌ激活后，正常组和ＴＡＯ组ＩＣＡＭ１

ｍＲＮＡ水平都高于各自未激活状态（Ｐ＜０．０５）。ＴＡＯ组眼

眶成纤维细胞经不同剂量ＣＤ４０Ｌ刺激后ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ表

达（图４Ａ）显示，ＣＤ４０Ｌ浓度为５～１０ｎｇ／ｍｌ时，细胞内

ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ水平无明显变化；ＣＤ４０Ｌ浓度为５０ｎｇ／ｍｌ
时，细胞内ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ水平升高（Ｐ＜０．０１）；ＣＤ４０Ｌ浓

度为１００ｎｇ／ｍｌ时，细胞内ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ水平达到峰值水

平（Ｐ＜０．０１）。ＴＡＯ 组眼眶成纤维细胞经 １００ｎｇ／ｍｌ

ＣＤ４０Ｌ刺激后１ｈ，ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ水平未发生明显性升高，

２ｈｍＲＮＡ水平升高达到最高值（Ｐ＜０．０１），其后 ｍＲＮＡ水

平逐渐下降，但在最后８ｈ时，其 ｍＲＮＡ水平仍高于未激活

组（Ｐ＜０．０１，图４Ｂ）。

３　讨　论

　　眼眶成纤维细胞在ＴＡＯ的发生和发展中起中心作用，

既是靶细胞，又是效应细胞，表现出多种功能［３４］。ＣＤ４０

ＣＤ４０Ｌ在眼眶成纤维细胞和Ｔ淋巴细胞相互作用引起ＴＡＯ
的发病中起重要作用，通过黏附分子进入眼眶组织的Ｔ淋巴

细胞可释放多种细胞因子，以刺激眼眶成纤维细胞发生增

殖，并通过ＣＤ４０ＣＤ４０Ｌ信号通路上调糖胺多糖（ｇｌｙｃｏｓａｍｉ

ｎｏｇｌｙｃａｎ，ＧＡＧ）合成和许多免疫调节因子的表达［５７］。体外

培养的ＯＦ经ＩＦＮγ激活后细胞表面ＣＤ４０上调性表达［８］，

提示ＴＡＯ眼眶成纤维细胞受ＩＦＮγ等细胞因子的刺激而上

调表达共刺激分子ＣＤ４０，通过ＣＤ４０ＣＤ４０Ｌ信号通路介导

Ｂ细胞的活化，启动眼眶组织自身免疫应答。

　　本研究的免疫组织化学结果发现ＴＡＯ 患者成纤维细胞

ＣＤ４０的表达比正常人要高；眼眶组织小血管及毛细血管中存

在大量ＣＤ４０Ｌ阳性淋巴细胞，并且这种ＣＤ４０Ｌ强阳性的淋巴

细胞弥漫性浸润在眼眶成纤维细胞、脂肪细胞周围。双酶标

法免疫组化染色结果显示，ＣＤ４０阳性表达的成纤维周围浸润
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ＣＤ４０Ｌ阳性表达的淋巴细胞，并且以直接接触的形式存在。

图１　ＴＡＯ与正常眼眶结缔组织中ＣＤ４０、ＩＣＡＭ１、ＣＤ４０Ｌ、ＬＦＡ１染色

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图２　ＴＡＯ组眼眶结缔组织ＣＤ４０／ＣＤ４０Ｌ（Ａ）、

ＩＣＡＭ１／ＬＦＡ１（Ｂ）双酶标染色

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图３　眼眶成纤维细胞经ＣＤ４０Ｌ（１００ｎｇ／ｍｌ）

作用２ｈ后ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ的表达变化
Ｐ＜０．０５与未激活正常组比较；△Ｐ＜０．０５与未激活ＴＡＯ组比较；

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图４　ＣＤ４０Ｌ刺激后ＴＡＯ眼眶成纤维细胞

ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ的表达变化

Ａ：不同浓度ＣＤ４０Ｌ（０、５、１０、５０、１００ｎｇ／ｍｌ）刺激眼眶成纤维细胞２

ｈ后ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ的表达变化；Ｂ：１００ｎｇ／ｍｌＣＤ４０Ｌ分别刺激眼

眶成纤维细胞０、１、２、４、８ｈ后ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ的表达变化．Ｐ＜

０．０１与未激活组比较；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ
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　　ＩＣＡＭ１是最早发现的免疫球蛋白超家族黏附分子之

一，其配体为ＬＦＡ１，两者结合后表达细胞激活所必需的协

同共刺激信号从而介导ＴＴ细胞、Ｔ细胞与基质细胞、效应

细胞与靶细胞间的相互作用，因而在炎症反应中起主要作

用［１０］。活动期ＴＡＯ患者血清中可溶性黏附分子ｓＩＣＡＭ１
升高，而经过糖皮质激素治疗后，血清ｓＩＣＡＭ１水平显著性

下降，说明ＩＣＡＭ１在眼眶的免疫性炎症反应的进程中扮演

了十分重要的角色［１１１２］。本研究的免疫组化结果还证实，

ＴＡＯ患者眼眶结缔组织成纤维细胞高表达ＩＣＡＭ１及眼眶

浸润的淋巴细胞表达ＬＦＡ１强阳性，双酶标免疫组化法显示

ＩＣＡＭ１强阳性的眼眶成纤维细胞与ＬＦＡ１强阳性淋巴细

胞以直接接触的形式存在。结果提示：ＴＡＯ患者眼眶组织

ＩＣＡＭ１表达强阳性，眼眶组织中成纤维细胞和血管内皮细

胞表达量比较高，并且ＩＣＡＭ１强阳性的成纤维细胞和血管

内皮细 胞 周 围 聚 集 大 量 ＬＦＡ１ 强 阳 性 的 淋 巴 细 胞。

Ｈｅｕｆｅｌｄｅｒ等［９］通过免疫组化与单克隆抗体技术在ＴＡＯ患

者的球后组织中检测到ＩＣＡＭ１高表达于血管与眼外肌纤

维的肌束膜及眼外肌周围结缔组织中。这进一步证明黏附

分子免疫球蛋白超家族在Ｔ淋巴细胞介导的ＴＡＯ眶部免疫

反应中的重要作用。

　　本研究表明ＴＡＯ患者眼眶成纤维细胞经ＣＤ４０Ｌ刺激

后，其细胞分泌的ＩＣＡＭ１明显上调，并且这种增强作用随

ＣＤ４０Ｌ的浓度呈剂量依赖性和时间依赖性，与以往研究结

果［７，１３］类似。结果提示，ＴＡＯ患者眼眶由于淋巴细胞的浸

润、黏附，通过 ＣＤ４０ＣＤ４０Ｌ刺激眼眶成纤维细胞高表达

ＩＣＡＭ１，而高表达ＩＣＡＭ１的成纤维细胞进一步加强了与

表达ＬＦＡ１淋巴细胞的黏附作用，从而促进炎症的发生与发

展。
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