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[摘要] 目的 探讨雷帕霉素(RAPA)-深共晶溶剂(DES)滴眼液对小鼠同种异体角膜移植免疫排斥反应的

抑制作用及其机制。方法 采用CCK-8实验检测10种DES对人角膜上皮细胞系(HCECs)细胞活性的影响,选择

细胞活性显著高于对照组的DES检测其表征,筛选最适宜DES,并通过BALB/c小鼠和新西兰大白兔对最适宜

DES进行生物相容性评价。将小鼠随机分为正常组、磷酸盐溶液(PBS)组、DES组和RAPA-DES组。正常组正常

饲养小鼠,PBS组、DES组和RAPA-DES组小鼠右眼行角膜移植术,术后小鼠右眼分别滴加PBS、DES和RAPA-
DES溶液,隔天通过裂隙灯观察角膜移植物的存活状况,评估角膜移植物的生存百分比并绘制角膜移植物生存曲

线。于移植术后第7、16天,取小鼠眼球,苏木素-伊红(HE)染色,于显微镜下观察角膜水肿和炎症浸润情况。于移

植术后第16天,经实时荧光定量PCR(RT-qPCR)法检测各组小鼠角膜组织中TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-10、IL-12α
和IL-17αmRNA的表达水平。并通过蛋白质免疫印迹试验(WB)检测各组小鼠角膜组织中IL-6和IL-17α蛋白表

达水平。结果 CCK-8实验显示,与对照组比较,DES-1和DES-2组细胞的细胞活性显著升高(P<0.05),DES-1
组细胞的细胞活性较DES-2组高(P<0.05),且DES-1的黏度低于DES-2,pH值更接近于7.4,因此DES-1为最适

宜DES,应用于后续实验。生物相容性评价结果显示,DES-1对小鼠和新西兰大白兔眼球和角膜均无任何刺激。

相比PBS组,RAPA-DES组的角膜植片在术后第7、16天更透明,无明显水肿和新生血管现象。RAPA-DES组与

PBS组、RAPA-DES组与DES组相比,角膜移植物的生存百分比显著升高(P<0.05)。PBS组、DES组和RAPA-
DES组小鼠角膜移植物的中位生存时间分别为16、16和22d。HE染色结果显示,PBS组和DES组小鼠角膜移植

物明显水肿,有大量炎症细胞浸润。RAPA-DES组的角膜移植物中无明显水肿,只有少量炎症细胞积累。RT-

qPCR结果显示,RAPA-DES组小鼠角膜组织中TNF-αmRNA表达水平与PBS组无明显差异(P>0.05),RAPA-
DES组IL-1β、IL-6、IL-10mRNA表达水平明显低于PBS组和DES组(P<0.05),RAPA-DES组小鼠角膜组织中

IL-12α和IL-17αmRNA表达水平低于PBS组(P<0.05)。WB结果显示,RAPA-DES组的IL-6和IL-17α蛋白的

表达水平明显低于PBS组(P<0.05)。结论 RAPA-DES滴眼液能显著延长角膜移植物生存时间,其可以通过降

低角膜组织中促炎因子水平,抑制术后角膜移植物炎症反应,从而起到抑制免疫排斥反应的作用。
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Inhibitoryeffectofrapamycin-deepeutecticsolventeyedropsoncornealallograftrejectioninmice
anditsmechanism  YANGYang,HUANGCixin,ZENGFanxing,SUN Yaru,WEIChao,WANG Hongwei,GAO

Hua  (FacultyofMedicine,QingdaoUniversity,Qingdao266071,China)

[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheinhibitoryeffectofrapamycin(RAPA)-deepeutecticsolvent(DES)eyedrops

oncornealallograftrejectioninmiceanditsmechanism. Methods CCK-8assaywasusedtomeasuretheinfluenceof10typesof

DESontheviabilityofhumancornealepithelialcells(HCECs),andtheDESwithasignificantlyhighercellviabilitythanthecon-

trolgroupwasselectedforcharacterizationtoobtainthemostsuitableDES.BALB/cmiceandNewZealandwhiterabbitswere

usedtoevaluatethebiocompatibilityofthemostsuitableDES.Themicewererandomlydividedintonormalgroup,phosphatesolu-

tion(PBS)group,DESgroup,andRAPA-DESgroup.Themiceinnormalgroupwerefednormally,andthoseinthePBSgroup,

theDESgroup,andtheRAPA-DESgroupwereadministratedPBS,DES,andRAPA-DESsolution,respectively,totherighteye

aftercornealtransplantation.Onthenextday,aslitlampwasusedtoobservethesurvivalofcornealgrafts,andthesurvivalper-

centageofcornealgraftswasanalyzedtoplotthesurvivalcurveofcornealgrafts.Ondays7and16aftertransplantation,theeye-

ballsofthemicewerecollected,andHEstainingwasusedtoobservecornealedemaandinflammatorycellinfiltrationunderami-

croscope.Onday16aftertransplantation,RT-qPCRwasusedtomeasurethemRNAexpressionlevelsoftumornecrosisfactor-α
(TNF-α),interleukin-1β(IL-1β),interleukin-6(IL-6),interleukin-10(IL-10),interleukin-12α(IL-12α),andinterleukin-17α
(IL-17α)incornealtissue,andWesternblotwasusedtomeasuretheproteinexpressionlevelsofIL-6andIL-17αincornealtissue.

Results CCK-8 assayshowedthatcompared withthecontrol

group,theDES-1groupandtheDES-2grouphadasignificant

increaseincellviability(P<0.05),andtheDES-1grouphadasig-
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nificantlyhighercellviabilitythantheDES-2group(P<0.05);inaddition,DES-1hadalowerviscositythanDES-2andapHva-

luecloserto7.4,andtherefore,DES-1wasthemostsuitableDESandwasusedforsubsequentexperiments.Theresultsofbio-

compatibilityevaluationshowedthatDES-1didnotcauseanyirritationtotheeyesandcorneaofmiceandNewZealandwhiterab-

bits.ComparedwiththePBSgroup,theRAPA-DESgrouphadmoretransparentcornealgraftsondays7and16aftersurgery,

withoutsignificantedemaorneovascularization.TheRAPA-DESgrouphadasignificantincreaseinthesurvivalpercentageofcor-

nealgraftscomparedwiththePBSgroupandtheDESgroup(P<0.05).ThemediansurvivaltimeofcornealgraftsinthePBS,

DES,andRAPA-DESgroupswas16d,16d,and22d,respectively.HEstainingshowedsignificantedemaandmassiveinflamma-

torycellinfiltrationinthecornealgraftsofmiceinthePBSgroupandtheDESgroup,whiletherewasnosignificantedemawitha

smallnumberofinflammatorycellsintheRAPA-DESgroup.RT-qPCRshowedthattherewasnosignificantdifferenceinthemR-

NAexpressionlevelofTNF-αincornealtissuebetweentheRAPA-DESgroupandthePBSgroup(P>0.05);comparedwiththe

PBSgroupandtheDESgroup,theRAPA-DESgrouphadsignificantlylowermRNAexpressionlevelsofIL-1β,IL-6,andIL-10
(P<0.05),andcomparedwiththePBSgroup,theRAPA-DESgrouphadsignificantlylowermRNAexpressionlevelsofIL-12α

andIL-17αincornealtissue(P<0.05).WesternblotshowedthattheRAPA-DESgrouphadsignificantlylowerproteinexpression

levelsofIL-6andIL-17αthanthePBSgroup(P<0.05). Conclusion RAPA-DESeyedropscansignificantlyprolongthesurvi-

valtimeofcornealgraftsandinhibitimmunerejectionreactionbyreducingthelevelsofproinflammatoryfactorsincornealtissue

andinhibitingtheinflammatoryresponseofcornealgraftsaftersurgery.
[KEYWORDS] Cornealtransplantation;Transplantation,homologous;Immunosuppressiontherapy;Sirolimus;Deepeu-

tecticdolvents;Drugcarriers

  角膜移植手术是失明患者主要的治疗方法,是
否发生免疫排斥反应是手术成功与否的关键,目前

临床常用的免疫抑制剂有环孢素、他克莫司和雷帕

霉素(RAPA)。RAPA是一种特异性雷帕霉素靶蛋

白复合体1(mTORC1)抑制剂[1]。但其水溶性极

低,局部应用时,在角膜和前房常难以达到有效药物

浓度,影响其功效[2]。
近十年来,脂质体、水凝胶、纳米材料和离子液

体(ILs)等被广泛用于药物载体[3-6],提高了药物的

溶解度和持续释放能力。ILs具有对非极性物质的

高溶解性,化学和热稳定性强,以及低蒸汽压力的特

性[7]。作为一种新型ILs,深共晶溶剂(DES)弥补

了某些药物水溶性差和生物利用率低的缺点,在化

学、材料、食品和药物等行业均引起了高度关注,但
其生物安全性还有待进一步明确。本研究根据摩尔

比和相应温度采用混合加热的方法合成了一种基于

DES的雷帕霉素(RAPA)滴眼液,并对该滴眼液的

表征、生物相容性以及对小鼠角膜移植排斥反应作

用进行评估,旨在提高RAPA临床应用的效果。

1 材料和方法

1.1 材料和试剂

氯化胆碱、果糖、蔗糖、葡萄糖、尿素、乙二酸、丙
二酸、苹果酸、乙二醇、丙二醇和1,4-丁二醇均购自

上海麦克林生化科技有限公司,所有试剂纯度均超

过98%。CCK-8细胞增殖检测试剂盒购自上海耶

森生物技术有限公司,人角膜上皮细胞系(HCECs)
由Choun-KiJOO教授(韩国加图立大学,首尔,韩

国)赠与。雄性C57小鼠(共24只)和BALB/c小

鼠(共76只),均8周龄,体质量(22±2)g,由北京维

通利华实验动物繁育有限公司提供。雄性新西兰大

白兔(共6只),12周龄,体质量(2.5±0.1)kg,购自

济南西岭角生物科技有限公司。

1.2 DES的合成

根据摩尔比和相应温度采用混合加热的方法参

照相关文献合成10种DES,分别为氯化胆碱/果糖

(DES-1)、氯化胆碱/蔗糖(DES-2)、氯化胆碱/葡萄

糖(DES-3)[8]、氯化胆碱/尿素(DES-4)[9]、氯化胆

碱/乙二 酸(DES-5)[10]、氯 化 胆 碱/丙 二 酸(DES-
6)[8]、氯化胆碱/苹果酸(DES-7)[11]、氯化胆碱/乙二

醇(DES-8)[12]、氯化胆碱/丙二醇(DES-9)[13]和氯化

胆碱/丁二醇(DES-10)DES[14]。将10种DES分别

溶解于混合培养液(10%胎牛血清、1%青霉素-链霉

素溶液和90%DMEM-f12培养液)中,配置成DES
浓度为5%的DES混合培养液备用。

1.3 CCK-8实验检测各DES对 HCECs细胞细胞

活性的影响

将HCECs细胞接种于96孔板,加入DMEM-
f12混合培养液,于37℃、含体积分数0.05的CO2
的培养箱中培养24h,然后弃去原培养液,分别加

入DES-1~DES-10混合培养液,设置为 DES-1~
DES-10组,同时设立对照组(加入DMEM-f12混合

培养液),均再培养24h,然后每孔加入10μL的

CCK-8试剂,并在培养箱中继续培养3h。使用酶

标仪测量450nm波长处的吸光度值,并计算细胞

活性。选择细胞活性高于对照组的DES组用于后
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续实验。

1.4 DES的表征

将上面筛选出来的DES放置于干燥炉中干燥

48h。用流变仪测定各DES在25℃时的黏度,并
且测量各DES的pH 值。使用 Nicolet380热光谱

仪进行傅里叶变换红外光谱(FTIR)分析,测量各

DES的FTIR峰值。所有测量均重复3次。使用细

胞活性高、黏度低以及pH接近7.4的DES(后简称

DES)用于后续的实验。采用流变仪测定该DES在

20、40、60℃时的黏度。

1.5 生物相容性评价

将BALB/c小鼠随机分为实验组和对照组,每
组6只。实验组小鼠每天以5.0μL剂量的DES(浓
度100%)混合后,滴双眼,对照组小鼠双眼滴用等

量的PBS溶液,均每天4次,第8天停药,观察至第

14天,期间正常喂饲小鼠。在实验的第0、7和14
天,利用裂隙灯观察两组小鼠眼球,每次观察结束后

立即用2%荧光素钠滴眼,10s后将小鼠置于裂隙

灯钴蓝光下,观察其角膜上皮。取雄性新西兰大白

兔6只,右眼(实验组)每30min滴入20μL的DES
(浓度100%),共5次,左眼(对照组)同时滴入等量

的PBS。在第1次滴眼前以及第5次滴眼后第1、

24、48小时,利用裂隙灯观察兔角膜上皮和眼球,采
用Draize评分系统[15]对眼球症状进行评估。

1.6 小鼠同种异体角膜移植模型的建立和评估

RAPA-DES滴眼液的配制:将1.0mg的RA-
PA粉末和1.0mL的DES(浓度100%)混合后,以

10000r/min离心5min,充分混合,未发现有未溶

解物,即RAPA完全溶解于DES中后,使用盐酸溶

液调整其pH值至7.4。将BALB/c小鼠随机分为

正常组、磷酸盐溶液(PBS)组、DES组和 RAPA-
DES组,每组16只。正常组不进行角膜移植手术,
正常喂饲30d。以24只C57小鼠的双眼为供体,
移植到PBS组、DES组和RAPA-DES组48只小鼠

的右眼中[16],术后第2天,三组小鼠的右眼分别滴

加PBS、DES和RAPA-DES滴眼液,每次5μL,每
天4次,第8天停药,正常喂饲至第30天。

四组小鼠各取5只,隔天通过裂隙灯观察一次

角膜移植物的存活状况,并根据文献报道的评分系

统[17]评估角膜移植物的生存百分比并绘制角膜移

植物生存曲线。

1.7 苏木素-伊红(HE)染色观察小鼠角膜移植术

后角膜水肿和炎症浸润情况

四组小鼠分别于术后第7、16天,每组每次随机

选取3只,断颈处死后,摘除右眼眼球,以4%的多

聚甲醛固定24h后,脱水制作成石蜡切片。将切片

置于60℃烤箱中烘烤20min行 HE染色,于显微

镜下观察角膜水肿和炎症浸润情况。

1.8 实时荧光定量PCR(RT-qPCR)检测小鼠角膜

移植术后角膜组织中 TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-10、

IL-12α和IL-17αmRNA表达水平

四组小鼠分别于术后第16天,每组随机选取3
只,断颈处死后,摘除右眼眼球并剥离角膜,提取角

膜组织中的总RNA。以 GAPDH 作为内参,使用

ABI7000SDS系统通过RT-qPCR技术,测量角膜

组织中TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-10、IL-12α和IL-
17αmRNA的表达水平。引物名称及其序列见表

1。实验重复3次,结果取均值。

表1 引物名称及其序列

名称 序列
长度
(bp)

GAPDH F:5'-CCTCGTCCCGTAGACAAAATG-3' 21
R:5'-TGAGGTCAATGAAGGGGTCGT-3' 21

TNF-α F:5'-CTCTTCTGTCTACTGAACTTCGGG-3' 24
R:5'-GGTGGTTTGTGAGTGTGAGGGT-3' 22

IL-1β F:5'-TCAAATCTCGCAGCAGCACATC-3' 22
R:5'-CGTCACACACCAGCAGGTTATC-3' 22

IL-6 F:5'-CCCCAATTTCCAATGCTCTCC-3' 21
R:5'-CGCACTAGGTTTGCCGAGTA-3' 20

IL-10 F:5'-AATAAGCTCCAAGACCAAGGTGT-3' 23
R:5'-CATCATGTATGCTTCTATGCAGTTG-3' 25

IL-12α F:5'-CCAAACCAGCACATTGAAGACC-3' 22
R:5'-AAGGCACAGGGTCATCATCAAA-3' 22

IL-17α F:5'-TCCACCGCAATGAAGACCCT-3' 20
R:5'-CATGTGGTGGTCCAGCTTTCC-3' 21

1.9 蛋白质免疫印迹试验(WB)检测小鼠角膜移植

术后角膜组织中IL-6和IL-17α蛋白的表达水平

四组小鼠分别于术后第16天,每组取剩余的2
只,断颈处死后,摘除右眼眼球并剥离角膜,加入至

RIPA裂解液和PMSF蛋白抑制剂(100∶1)中,将
角膜组织研磨,超声处理后,在4℃下以12000r/

min离心30min。使用BCA法绘制标准曲线并计

算蛋白浓度。将蛋白样品于95℃加热10min后置

于-80℃冰箱过夜。第2天取出蛋白样品后,95℃
加热5min,4℃下以12000r/min离心10min。
配置好SDS-PAGE胶后,电泳、转膜。室温摇床封

闭2h。一抗4℃冰箱孵育过夜。以GAPDH作为

内参。复温30min,TBST洗膜3次。二抗室温摇

床孵育2h,TBST洗膜3次后,加入发光液于超高

灵敏电子压片成像仪上显影。使用ImageJ软件分

析条带灰度值。
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1.10 统计学处理

使用Prism9(GraphPad)对数据进行统计分

析。符合正态分布的数据以􀭺x±s 表示,使用独立

样本t检验比较两组数据间的差异;使用单因素方

差分析(ANOVA)评估多组数据的总体分布,进一

步两两比较采用 Tukey检验。使用 Kaplan-Meier
法绘制角膜移植物的生存曲线并计算中位生存期,
使用Log-rank(Mantel-Cox)检验分析各组生存曲

线的差异。

2 结  果

2.1 DES的生物相容性和表征

CCK-8实验结果显示,对照组细胞的细胞活性

为(100.0±1.0)%,DES-1~DES-10组细胞的细胞

活性分 别 为(137.0±9.2)%、(112.0±5.2)%、
(90.7±4.7)%、(2.0±2.0)%、(10.0±2.0)%、
(3.0±0.0)%、(8.0±2.0)%、(34.0±1.0)%、(9.7±
2.1)%和(11.7±0.6)%。与对照组比较,DES-1组

和DES-2组细胞的细胞活性显著升高(t=6.95、

3.93,P<0.05),且 DES-1组显著高于 DES-2组

(t=4.11,P<0.05);DES-3~DES-10组细胞的细

胞活性明显降低(t=3.35~168.00,P<0.05)。因

此选择细胞活性高于对照组的DES-1组和DES-2
组进行后续实验。

DES-1和DES-2在25℃时的黏度分别为0.80
和1.37Pa·s,pH则分别为8.04±0.09和8.05±
0.03。FITR分析结果显示,氯化胆碱的FTIR峰值

为3256cm-1,DES-1、DES-2的FTIR峰值分别为

3330cm-1和3327cm-1。综合上面的实验结果,
以DES-1为最适宜DES,用于后续实验。DES-1在

20、40、60℃时黏度分别为1.0、0.25和0.1Pa·s。
裂隙灯观察结果显示,在实验的第0、7、14天

时,对照组和实验组小鼠眼球均没有角膜新生血管、
角膜混浊或角膜上皮水肿的现象;荧光素钠染色结

果显示,在实验的第0、7、14天时,对照组和实验组

小鼠角膜均未出现溃疡、划痕或糜烂现象。在滴眼

前以及滴眼结束后第1、24、48小时,对照组和实验

组兔眼均未出现结膜充血、角膜混浊或虹膜炎性渗

出现象;荧光素钠染色结果显示,两组兔眼角膜上皮

均无脱落、水肿及溃疡现象,Draize评分均为0分。

2.2 RAPA-DES对各组小鼠角膜移植排斥反应的

影响

PBS组和DES组小鼠在角膜移植术后第7天

均出现角膜反应性水肿和轻度混浊,术后第16天,

移植物水肿加重,严重者前房、瞳孔边缘无法窥见,
新生血管逐渐向移植物中心生长。相比PBS组,

RAPA-DES组的角膜植片在术后第7、16天更透

明,无明显水肿和新生血管现象。见图1。
角膜移植物的生存曲线显示,PBS组、DES组

和RAPA-DES组第17天角膜移植物生存百分比分

别为40%、20%和100%,RAPA-DES组与PBS组、

RAPA-DES组与DES组比较差异有显著性(χ2=
5.84、6.43,P<0.05),对照组和DES组比较差异无

显著性(P>0.05);PBS组、DES组和 RAPA-DES
组小鼠角膜移植物的中位生存时间分别为16、16和

22d。见图2。

图1 四组小鼠第7、16天角膜裂隙灯观察结果

图2 四组小鼠角膜移植物生存曲线

HE染色结果显示,正常组小鼠的角膜5层结

构均清楚可见,没有明显水肿和炎症反应;PBS组

和DES组小鼠角膜移植物有明显水肿,有大量炎症

细胞浸润,并且角膜间质层的血管结构明显,血管腔

内充满大量红细胞;RAPA-DES组的角膜移植物无

明显水肿,只有少量炎症细胞积累。见图3。

RT-qPCR检测结果显示,4组小鼠角膜组织中

TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-10、IL-12α和IL-17αmR-
NA表达水平比较差异具有显著意义(F=19.43~
961.90,P<0.05);正常组与PBS组、DES组、RA-
PA-DES组上述6项指标比较差异均具有显著意义

(P<0.05);PBS组和 DES组比较,IL-1β、IL-6、
IL-10和IL-17αmRNA表达水平差异有显著意义

(P<0.05);PBS组与 RAPA-DES组比较,IL-1β、

IL-6、IL-10、IL-12α和IL-17αmRNA表达水平差
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异有显著性(P<0.05);DES组与RAPA-DES组比

较,TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-10mRNA表达水平差

异有显著性(P<0.05)。WB检测结果显示,4组小

鼠角膜组织中IL-6和IL-17α蛋白的表达水平比较

差异有显著性(F=8.76、6.50,P<0.05)。正常组与

PBS组、PBS组与RAPA-DES组IL-6和IL-17α表

达水平比较差异有显著性(P<0.05),正常组与

DES组、正常组与 RAPA-DES组、PBS组与 DES
组、DES与RAPA-DES组IL-6和IL-17α表达水平

比较差异无显著性(P>0.05)。见表2,图4。

图3 四组小鼠角膜HE染色结果(10倍)

表2 各组小鼠角膜组织中相关基因和蛋白相对表达水平比较(n=3,􀭵x±s)

分组 TNF-α IL-1β IL-6 IL-10 IL-12α IL-17α IL-6 IL-17α

正常组 1.00±0.11  1.01±0.19 1.01±0.21 1.01±0.13 1.02±0.25 1.01±0.15 0.27±0.23 0.56±0.15
PBS组 3.32±0.36 183.76±3.42 12.51±0.71 4.56±0.33 3.86±0.71 5.79±0.41 1.15±0.17 1.21±0.08
DES组 4.11±0.39 88.95±3.94 10.97±0.23 2.76±0.45 2.95±0.15 3.05±0.38 0.86±0.10 0.85±0.14
RAPA-DES组 2.81±0.57 68.63±6.62 6.05±0.18 1.90±0.08 2.37±0.53 2.40±0.40 0.50±0.34 0.47±0.40

图4 各组小鼠角膜组织中IL-6和IL-17α蛋白的表达水平

3 讨  论

DES中氢键受体(HBA)和氢键供体(HBD)间
的氢键能维持混合物结构的稳定性,从而克服了药

物水溶性差和生物利用率低的缺点。DES制备中

常用的HBA有氯化胆碱和氨基酸,氯化胆碱因易

于降解,在药物递送方面应用广泛,因此本研究中

HBA选择了氯化胆碱。同时本研究又选择了DES
制备中常用的四类HBD(碳水化合物、酰胺、有机酸

和多元醇),共制备了10种DES,研究其生物相容

性和负载RAPA后对角膜移植免疫排斥反应影响。
本研究CCK-8实验的结果表明,基于葡萄糖

(DES-3)、酰胺(DES-4)、有机酸(DES-5~DES-7)和
多元醇(DES-8~DES-10)的DES处理 HCECs细

胞24h以后,HCECs细胞的细胞活性较对照组显

著降低,具有一定的毒性,而基于碳水化合物DES-1
和DES-2组细胞的细胞活性显著升高,上述结果与

BERGUA等[18]的研究结果一致。进一步分析原因

可能为,果糖等碳水化合物是可被细胞利用的能源,
因此,DES-1不仅没有毒性,同时还可以提升细胞的

活力,促进细胞增殖。

DES黏度与氢键作用力、范德华力和静电力的

相互作用紧密相关,是影响DES在眼科应用中舒适

度的重要因素之一[19]。本研究中DES-1和DES-2
在25℃时的黏度分别为0.80和1.37Pa·s,同时,

DES-1组细胞的细胞活性显著高于DES-2组,DES-
1的黏度低,pH 更接近于7.4,因此以DES-1为最

适宜DES,用于后续实验。本研究还评估了不同温

度对于DES-1黏度的影响,结果显示,随着温度从

20℃升至40℃,DES的黏度迅速从1.0Pa·s下降

至0.26Pa·s,并在60℃时达到0.10Pa·s。DES-
1的黏度随温度升高而降低的趋势,可能是由于加

热过程中范德华力和氢键作用力减弱,以产生足够

的动能来克服分子间的相互作用力。这些结果均与

Arrhenius公式关于温度和黏度关系的描述相吻

·501·



精准医学杂志2024年4月第39卷第2期 JPrecisMed,April2024,Vol.39,No.2

合[20]。同时,DES-1的pH 呈轻度碱性,这也是人

眼睛能够接受的适宜pH值[21]。
本研究通过FTIR分析,结果显示,氯化胆碱在

3256cm-1处有一个宽阔的 O-H 拉伸振动峰,在

DES-1、DES-2的光谱中,该峰位向更低波数移动。
这可能是由于在DES制备过程中,碳水化合物(果
糖和蔗糖)中的羟基与氯化胆碱中的氯离子之间形

成了强氢键所导致。综上,相较于DES-2,DES-1可

显著促进 HCECs细胞的细胞活性,且黏度低、pH
适宜。对DES-1又通过小鼠和新西兰兔进行了生

物相容性评价,结果表明,DES-1对小鼠和新西兰兔

的眼球和角膜均无任何刺激,是一种具有良好生物

相容性的眼用药物载体。
本研究结果显示,PBS组和DES组小鼠在角膜

移植术后第7天出现角膜水肿和混浊现象,术后第

16天,角膜移植物水肿更加明显,新生血管长入角

膜中央,提示排斥反应达到了高峰期。相比PBS组

和DES组,RAPA-DES组小鼠角膜移植物第16天

时非常透明,无明显水肿,能窥见虹膜和瞳孔。角膜

移植物生存曲线结果显示,PBS组、DES组和RA-
PA-DES组小鼠角膜移植物的中位生存时间分别为

16、16和22d,表明RAPA-DES组能明显延长角膜

移植物的存活时间。HE染色显示,与PBS组相比,

RAPA-DES组小鼠角膜移植物炎症细胞数量少,水
肿及血管结构不明显,表明 RAPA-DES滴眼液能

够显著降低角膜移植物的炎症反应。
本研究又进一步测定了各组小鼠角膜组织中炎

症因子相关基因的表达水平,结果显示,在术后第

16天,RAPA-DES组与PBS组的 TNF-αmRNA
表达水平没有明显差异,这可能与TNF-α主要在炎

症早期发挥作用有关[22]。相比PBS组,促炎因子

IL-1β、IL-6、IL-12α和IL-17αmRNA表达水平在

RAPA-DES组均有所降低。WB结果表明,RAPA-
DES组的炎症因子IL-6和IL-17α蛋白的表达水平

低于PBS组,提示RAPA-DES滴眼液能够通过降

低这些促炎因子的水平,抑制角膜移植物的炎症反

应,从而抑制移植角膜免疫排斥反应。
综上所述,本研究成功制备出一种生物相容性

良好的RAPA-DES滴眼液,该滴眼液能显著延长

角膜移植物生存时间,其可以通过降低角膜组织中

促炎因子基因的水平,抑制术后角膜移植物的炎症

反应,从而起到抑制免疫排斥反应发生的作用。本

研究为RAPA-DES滴眼液的眼科临床应用提供了

实验数据。但本研究只是针对小鼠进行了初步实

验,关于RAPA-DES滴眼液的远期疗效及潜在作

用机制尚需进一步深入探讨。
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