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  糖尿病肾病是糖尿病最严重的并发症，可通

过间质及肾小管纤维化等机制导致肾脏功能衰竭，

最终进展为终末期肾脏病（end stage renal disease，

ESRD）［1-2］。既往认为，糖尿病肾病及其他慢性肾

病患者更容易死于心血管疾病而不是 ESRD，但是

据一份 2 型糖尿病（type 2 diabetes mellitus，T2DM）

随访统计，ESRD 导致的死亡比心血管疾病更为常

见，约为其 2.5 倍［3］。同时，ESRD 也是 1 型糖尿

病（type 1 diabetes mellitus，T1DM）的主要死亡原

因， 而 T1DM 的发病率在世界范围内以每年 2% ～ 

3% 的速度增长。既往常规的血液透析、胰岛素应

用及相关对症治疗对于控制糖尿病肾病并发症的发

生、发展有着很大的局限性，已不能满足当今治疗

的需要。随着近年来器官移植科学突飞猛进的发展，

肾脏 - 胰岛联合移植（kidney-islet transplantation，

KIT）这一新技术的应用为糖尿病肾病，尤其是

为 ESRD 的治疗拓展了一条新道路，其中异种移

植扮演了重要角色。本文将从历史回顾、供体选

择、供体制备及免疫支持等方面对 KIT 进行综述。 

1 历史概况

  自 1954 年首例临床肾移植获得成功以来，器

官移植作为治疗终末期肾脏病最有前景的手段而备

受瞩目［4］。但单凭肾脏移植不能有效控制糖尿病

并发症的进展，由于糖尿病病情没有得到缓解，将

导致移植的肾脏存活时间显著减少，且应用免疫抑

制剂对胰岛细胞具有损伤作用，加之肾移植后糖尿

病的发生风险增加、患者耐受力下降等因素，单

纯行肾脏移植并不真正适用于末期糖尿病肾病患

者的治疗。1966 年，研究人员为 1 例由糖尿病导

致的肾衰竭患者尝试了历史上首例胰肾联合移植

术，虽然该例患者术后生存时间仅为 2 个月，患者

最终死于排斥反应，但它为器官移植在治疗糖尿病

肾病的应用打开了新思路。如今，随着移植术式的

成熟及对免疫排斥机制的深入研究，联合器官移植

已成为选择性治疗多个脏器同时衰竭的有效方法。 

2015 年，国内一项长期随访报道显示，胰肾联合

移植受者术后 1、3、5 和 10 年存活率分别达到了

100％、100％、100％和 66.7％［5］。

  然而，胰肾联合移植虽然能取得较高的术后生

存率，但其在临床上仍具有不可避免的缺点，例如

外科术式的复杂、排斥反应风险的增加、更易发生

移植物功能的下降、具有术后严重并发症（吻合

口瘘及胰腺炎）等。国内一项关于胰肾联合移植术

60 例的临床随访资料统计显示，其中近 1/4 病例移

植肾功能恢复延迟，4 例移植胰腺切除［6］。

  因此，临床实际对移植研究者们提出了更高的

要求。与肾脏 - 胰腺联合移植相比，近些年发展起

来的 KIT 不仅继承了前者的治疗思路，同时还具有

更显著的临床优势 ：术式简单、可重复性、安全高

效、并发症少。研究显示，胰岛移植结合最佳的胰

岛素治疗对于维持患者接近正常的血糖水平，其内

源性胰岛素的产生是足够的。在血糖控制上，胰岛

移植的效果不亚于胰腺移植，并且没有后者那么高

的手术并发症风险及胰岛素依赖率。2005 年，亚

洲首例成人 KIT 在上海成功实施。

2 伦理限制及供体选择

  要想推广 KIT 的应用，离不开异种移植技术

的发展。由于传统文化等诸多因素影响，我国器
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官捐献率仍然不高［7］。据卫生部门 2012 年统计数

据表明，我国每年约有 150 万人等待接受供体器

官，实际上却只有约 1 万人最终能进行器官移植手

术。供体器官严重缺乏不仅失去了许多挽救患者

生命的机会，而且还严重限制我国器官移植学科

的发展，同时也成为了全世界医学领域必须解决

的重大难题。因此，人们提出异种移植这一思路， 

通过量产合适的供体器官解决移植难、移植贵、 

没有合适移植物的现状。异种移植的首要问题是挑

选合适的物种作为供体来源。人们发现，猪是一种

能为人类提供移植器官的理想动物，其具有世代间

隔短、与人有着相似器官大小及构造、代价低、内

源性逆转录病毒感染风险对人来说相对较低及符合

动物保护法、相关道德准则等特点，且其胰岛素的

分子结构跟人源胰岛素相似，故而成为备受移植工

作者们青睐的研究对象。

3 供体制备

  异种移植为 KIT 解决了供体数量问题，但制

备异种供体对人们提出多方面要求，包括尽可能减

少排斥反应的发生、保证生物安全性等诸多方面。 

其涉及多种技术支持，其中包括基因编辑、处理内

源性逆转录病毒及基因修饰等。

3.1 基因编辑 ：近年来，基因编辑技术日趋成熟，

随着 CRISPR/Cas9 等工具在制备异种抗原基因敲

除猪上应用的成功［8］，异种器官移植这一设想早

已不再大胆。CRISPR/Cas9 广泛存在于古细菌中，

是一种微生物用来保护自身免受外源性基因侵袭的

核酸酶系统，它由一个核酸内切酶和一个能靶向定

位 DNA 的向导 RNA 构成。当把能识别特定靶点的

crRNA 和辅助的 tracrRNA 整体设计为嵌合的向导

RNA 后，可用来引导 Cas9 切割特定区域的 DNA

序列。此系统具有效率高、通用性强、可编程等特

点，在基因打靶和基因编辑方面具有巨大的潜力和

普遍的适用性。基因编辑技术的发展使得加工供体

器官成为可能，是异种移植的必要条件。

  从动物实验中人们发现，异种抗原是导致超急

性排斥反应的主要抗原。人类抗体所识别的主要猪

细胞抗原即为 α-1，3- 半乳糖抗原（alpha-1，3 - 

galactose antigen，α-1，3-Gal），其位于猪的血管

内皮上，是目前公认的引起猪 - 人异种移植超急

性排斥反应的主要抗原，其表达受 α-1，3- 半乳

糖苷转移酶基因的控制。早在 2002 年，应用基因

编辑技术就已能成功地将 α-1，3- 半乳糖苷转移 

酶（alpha-1， 3-galactosyl transferase，GGTA1） 基

因敲除［9］。人们将敲除该基因后的猪称为GTKO猪，

其移植物在猪 - 狒异种移植模型上有着较高成活

率。除了 α-1，3-GAL 抗原，猪还有着其他一些

具有重要意义的异种抗原，如 N- 羟基乙酰神经氨 

酸（N-glycolylneuraminic acid，Neu5Gc）。 控 制 合

成该异种抗原的是 CMP-N- 乙酰神经氨酸羟化酶

（CMAH）基因。

  利用基因编辑工具，人们已经实现了多基

因敲除（knockout，KO）的克隆动物。据研究报

道，成功实现的 GGTA1/CMAH 双基因敲除猪， 

比起仅仅敲除 GGTA1，移植物的存活时间进一步

延长［10］。近年来人们于此基础上，进一步完成了

GGTA1/CMAH/β4GalNT2 三基因敲除［11］。此外 

有最新研究示，虽然 GGTA1/CMAH/B4GalNT2 三

基因 KO 猪显著减少了异种反应性抗体的水平， 

但是在部分实验结果中发现了人类白细胞抗 

原（human leukocyte antigen，HLA）和猪白细胞抗原 

Ⅰ类（swine leukocyte antigens class Ⅰ，SLA class Ⅰ）

存在免疫交叉反应［12］。另有报道显示，SLA class Ⅱ

也可作为异种抗原而存在［13］，均提示猪白细胞抗

原很可能是异种移植基因编辑的下一个目标。

  目前， CRISPR/Cas9 技术本身也在不断发展

中，现在有更多类型的 Cas9 工具可供实验挑选。

当仅仅只想抑制或者活化目的基因时，可以选择 

dCas9（Dead Cas9），这种经过处理的 Cas9 失去

了对 DNA 的切割活性，但仍能靶定目标序列，并

可将各种功能蛋白如转录激活或抑制因子带给目

标基因。而当强调 Cas9 的特异性时，可以选择 

FokI-dCas9，FokI 是一种非特异性核酸酶，且只

有二聚化时才能发挥切割作用。因此，在人们将

FoKI 与 dCas9 融合后，需要双重靶定目标序列才

能发生切割，这显著降低了 Cas9 的脱靶率。目前
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FokI-dCas9 已被应用于实验设计中。近年来，有

实验针对性地将抗 CD2 单克隆抗体基因通过 FokI-

dCas9 敲进了猪 GGTA1 基因外显子 9 中，并通过

体细胞核移植技术生产出健康的小猪。被改进的小

猪缺乏 α-1，3-Gal 异种抗原的表达，并且其血清

中持续存在抗 CD2 单克隆抗体［14］。

  越来越多成功的动物实验和研究数据表明， 

随着基因编辑技术的发展，异种移植所面临的种间

屏障正被逐渐消除。

3.2 猪内源性逆转录病毒的处理 ：猪内源性逆转

录病毒（porcine endogenous retrovirus，PERV）也

是人们研究的热点。虽然有关其生物安全性的初步

研究未显示人类受试者感染的证据［15］，但 PERV

仍具有对人传播的可能，尤其对于移植术后免疫

功能低下的机体来说潜在风险无疑是巨大的，对人

类健康和基因结构的长远影响更是不可预料，目前

已得到了人们普遍和高度的重视。目前，多种类型

的猪已被证明能释放逆转录病毒颗粒，这种病毒在

体外培养时会感染人类细胞，且在最新的实验中观

察到了体外共培养时病毒在人类健康细胞中的水平

传播。2015 年，人们在处理 PERV 的研究上取得

了突破性进展。Yang 等［16］在确定了猪肾脏上皮

细胞（PK15）中 PERV 片段的拷贝数为 62 后，利

用基因编辑技术 CRISPR/Cas9 一次性打乱了 PERV 

拷贝的所有副本，体外实验证实病毒的感染率被削

弱了多达 1 000 倍，初步表明 PERVs 灭活猪应用

到临床异种移植的可能性。但是由于当时并没有使

用猪胚胎干细胞，因此并不能真正实现 PERVs 灭

活的猪。2017 年 8 月，经过 Yang 等［16］及我国多

所大学和研究机构的共同努力，两年前终于实现了

PERVs灭活猪的设想。以猪胚胎细胞作为研究对象，

再次利用 CRISPR/Cas9 技术灭活了 PERV 所有的

25 个拷贝，并且确保了病毒 100% 灭活后猪细胞

正常的生长及分化，随后应用体细胞核移植克隆技

术培育并收获了世界首批 PERVs 失活的幼猪 ［17］。 

该突破性研究解决了跨物种移植的安全问题，进一

步展示了基因编辑技术的强大潜能，对移植医学 

意义重大。

3.3 基因修饰 ：实施异种器官移植时不仅可激活

受体的补体系统，还会引起凝血功能异常及移植

物内血栓的形成，进一步加重对移植器官的损害。 

因此，对供体器官进行基因修饰，使之针对性表

达一种或多种功能上抑制免疫反应或减少血栓形

成的特定蛋白，可进一步延长移植物的存活时间。 

常见的基因修饰蛋白包括：人补体调节蛋白（human 

complement regulatory proteins，hCRPs）如 hCD46、

hCD55 和 hCD59 等，可抑制受体补体系统的反应，

减轻对移植物血管内皮细胞的损害 ；人内皮细胞

蛋白 C 受体（human endothelial protein C receptor，

hEPCR），具有与蛋白 C 结合的能力，并形成 APC。

在抗炎症、抗凝血及抗凋亡方面具有重要意义， 

动物实验提示对于延长异种移植肾脏生存时间可能

发挥重要作用 ；人整合素相关蛋白（human integrin 

associated protein，hIAP），又称 hCD47，帮助移植

物免受人体巨噬细胞的吞噬，但有最新研究显示，

单独过表达时 CD200 对于巨噬细胞浸润的抑制效

果好于 CD47［18］；人组织因子途径抑制物（human 

tissue factor pathway inhibitor，hTFPI）， 可 抑 制 组

织因子凝血途径 ；胞外三磷酸核苷双磷酸水解酶

ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase-1，

NTDPase-1），又称 CD39，可抵抗血小板聚集， 

同时具有一定的抗炎效果 ；细胞毒性 T 淋巴细胞

相关抗原 4（cytotoxic T lymphocyte associated antigen 

4，CTLA4Ig），抑制体液及细胞免疫反应 ；血栓调

节蛋白（thrombomodulin，TM），可使凝血酶变促

凝为抗凝 ；此外在 β 细胞特异性表达 CTLA4Ig 的

变体 LEA29Y 也具有持久的免疫抑制作用等［19］。 

  多基因修饰是未来研究发展的一个方向，目前，

人们已经成功构建了以 GTKO 猪为基础的多抗原敲

除多基因修饰猪，进一步延长了异种移植物的存活

时间。据动物模型研究显示，构建 GTKO/hCD39/

hTFPI/ pCTLA-4 Ig 的多基因修饰猪，并将其胰岛

细胞移植到糖尿病模型的猴体内，接下来的 1 年内

移植物的功能及受体血糖水平完全正常［20］。构建

GTKO/CD46/ CD55/EPCR/ TFPI/CD47 的猪源异种肾

脏移植给狒狒，其生存时间也达到了 8 个月以上，
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受体最终死于感染［21］。此外，共表达的功能蛋白

之间也可能存在相互影响。据报道，在细胞毒性实

验中，hCD47/hTFPI 共表达的 PK15 细胞，其生存

时间比单纯构建 hCD47-PK15 或 hTFPI-PK15 及无

处理的 PK15 细胞都要长［22］，据推测 hTFPI 的表

达可能具有促进 hCD47-SIRPa 调控的作用。

4 供体的制备及储存

  KIT 包括肾脏及胰岛两方面：关于肾脏移植术前

保存，有研究指出常用的低温保存对移植肾功能有不

良影响，而常温体外肾脏灌注可能有助于降低移植术

后移植肾功能延迟恢复率，并可进一步扩大供体池［23］。

  关于胰岛移植，获得大量具有活性的供体细胞

是进行胰岛移植的前提。自从胰岛自动化提纯装置

被发明以来，利用胶原酶消化法成为了国际上提

取活体细胞的主要途径，其原理为通过胶原酶消

化胰腺组织，辅以机械震荡收集不断脱落的胰岛， 

最后以密度梯度离心法进行纯化。此后随着技术的

不断进步，分离及提纯技术在得到不断完善。研究

人员进一步改进了传统的提纯装置，通过控制酶的

消化程度及机械震荡强度，大大减轻了分离过程对

游离胰岛细胞的损伤，增加了胰岛细胞提纯效率。

在胶原酶的选择上，以新型的 Liberase 释放酶最为

常见，其具有较低的毒性作用，并能更好地保护胰

岛的完整性。目前国际主流的提纯方式有 Ficoll 不

连续密度梯度法等多种方式，近年来有报道称，用

COBE2991 连续密度梯度离心法可能较传统方法获

得纯度更高的胰岛细胞［24］。在制备过程中供体保

存方面，有对照试验指出使用 Custodiol HTK 保护

液的胰岛细胞活性及存活率均高于 Belzer UW 组。

另外，对于猪源胰岛细胞的制备，挑选过于年轻的

供体器官通常会导致胰岛的产量和存活率降低［25］。

5 排斥反应防治支持

  KIT 进一步提高了免疫治疗的性价，结合新的

抗免疫排斥药物极大提升了移植成功率，但是术后

抗排斥治疗带来的不良反应仍然无法回避，如胰岛

功能减退、蛋白尿及卵巢囊肿等。如何找到有效且

副作用低的排斥反应防治方案仍然是研究的重中之

重。目前这一领域仍有许多难题和瓶颈，如处理补

体及炎症的激发、巨噬细胞的激活和吞噬、T 细胞

共刺激通路等都是重要的研究方向。如今，随着免

疫机制的深入研究、新型免疫抑制剂的研发成功以

及技术上的成熟和进步，越来越多的设想正被实现。

人们借助诸如“挑选合适的移植部位”“免疫隔离 -

微囊化技术”“异源性嵌合体诱导移植免疫耐受”

等多种途径，试图将移植术后排斥反应降至最低。 

5.1 选择合适的胰岛移植部位 ：关于胰岛细胞的

移植部位，过去常见的选择有经门静脉胰岛细胞移

植，这是由于肝脏既是胰岛素的作用部位，又是相

对的免疫豁免区，其结构利于胰岛的居留。有报道

称，胰岛于肝内可获得较长的存活时间，并可发挥

相应的内分泌功能。但必须指出的是，此种方案仍

存在有一定的术后门静脉高压及肝功能损害等严重

并发症风险。

  与肝脏相比，大网膜可能是一个更合适的胰岛

移植部位［26］，其分泌多种有利于胰岛细胞居留及生

存的细胞因子，同时具有良好的血供及门静脉引流， 

且能容量大量胰岛细胞。近年来，一项国外动物对

照试验显示，与肝脏相比，大网膜为移植胰岛提

供了更佳的植入条件［27］。国外一项临床前动物研

究提示，利用可吸收血浆 - 凝血酶生物支架进行

经大网膜胰岛移植具有临床可行性［28］。与此同时， 

国内进一步开展了经大网膜胰岛移植的临床研究。

天津市第一中心医院器官研究中心的医者们挑选了

2 例 T1DM 患者，利用腹腔镜技术将提纯后的胰岛

细胞直接滴散于受者大网膜上，利用可吸收血浆 -

凝血酶生物支架进行固定，术后监测患者血糖提示

术后移植物正常发挥生理学功能，且随访数月未发

现明显不良反应［29］。

  除肝脏及大网膜外，眼球前房、肾包膜下区、睾 

丸及脑室等其他部位因有免疫豁免特性，也可成为胰

岛移植研究与选择的潜在对象。人们尝试将同种异 

体胰岛细胞移植到1例失明的糖尿病患者眼球前房，

术后随访 3 个月提示移植胰岛存活并发挥功能，未

造成眼睛永久损伤，初步证明了该术式的可行性［30］。 

5.2 免疫隔离 - 微囊化技术 ：微囊化技术通过在

胰岛细胞表面包裹一层具有生物相容性的半通透薄
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膜来阻止大分子免疫成分的进入，达到保护胰岛细

胞、减轻免疫排斥反应的效果。目前，以 Sun 等 

人的海藻酸钠 - 聚赖氨酸 - 海藻酸钠（alginate-

polylysine-alginate，APA）微囊最为经典常用，其具 

有较好的细胞相容性、长期的稳定性、较低的细胞

毒性以及细胞黏附性等优点。尽管目前微囊技术较

为成熟，但微囊材料的生物相容性、结构的强度

及稳定性仍有待提高。有报道称，胰岛微囊化后， 

部分囊内胰岛可出现缺氧表现，囊壁可出现过度纤

维化，可能与微囊材料的生物相容性较差有关［31］。

近年来有研究显示，含雷帕霉素的聚乙二烯涂层可

在一定程度上改善藻酸盐微囊的生物相容性［32］。

  寻找到生物相容性和通透选择性好、分子结构

稳定的新材料，是微囊化技术突破的目标和关键。

5.3 异源性嵌合体诱导移植免疫耐受 ：自 1993 年

嵌合体理论被提出以来，异源性嵌合体就成了研究

人工诱导免疫耐受的一大方向。通俗意义上讲，嵌

合体状态是指受体接受异己来源的移植物后，受体

自身与异源细胞相互移行、共同存在的现象。在至

今为止的动物移植实验中，多次发现受者体内存在

供者来源 DNA 的细胞，并且形成受体对这些异源

细胞的免疫耐受。因此，长期的嵌合状态可在一定

程度上诱导受体对移植物的免疫耐受。

  在之前的动物试验中，输注供体特异性的骨

髓细胞（donor-specific bone marrow cells，DBMC）

诱导的免疫耐受已获得成功，可有效降低慢性

排斥发生率并延长移植物存活时间。但是一直

以来，受体巨噬细胞快速清除猪的造血干细胞

都阻碍着猪 - 灵长类之间异种嵌合的尝试。最

新的研究在这一方面有所进展，通过基因修饰

使猪表达 hCD47 后发现，异种嵌合现象的水平

及持续时间都比处理前要更好。随后进行的猪 -

狒狒异种皮肤移植进一步验证，应用该方法的

异种嵌合使移植物的生存时间成功延长，其中 

1 例术后至少 53 天内没有出现明显排斥反应［33］。

  总的来说，嵌合体的机制复杂，目前尚存在很

多争议，其缺点也很明显 ：降低机体免疫力、增加

疾病感染和肿瘤发生风险、需依靠其他免疫抑制手

段进行诱导等。但是随着技术的不断进步，相信其

内在机制的阐述会越发清晰，能在不远的将来为异

种移植解决临床实际问题。

  如今，人们已能通过免疫抑制疗法阻断 T 细

胞共同刺激通路，如 CD40/CD154，进而延长异种

胰岛的存活时间［34］。2C10R4 作为一种新型的抗

CD40 抗体，表现出不错的免疫调节作用且不良反

应较少［35］，但是在预防早期移植胰岛损害方面不

如抗 CD154 单克隆抗体［36］。另外，虽然之前有

研究提示抗 CD154 单克隆抗体会引起血栓栓塞， 

不宜用于异种移植的应用，但据该研究团队最新的

一份猪 - 猴异种胰岛移植实验报道，应用新一代抗

CD154 单克隆抗体后进行器官活检，并没有发现血

栓栓塞的组织学特征［37］；另一研究团队的实验报

道称新型的抗 CD154 域抗体可使抗 CD154 单抗缺

乏 Fc 结合活性，不会引起血小板活化及血栓栓塞，

使用安全且效果强大［38］。

  多份证据预示抗 CD154 抗体途径也可成

为一种安全有效的异种胰岛移植方案。临床应

用上，越来越多的新型免疫抑制药物如雷帕霉

素、贝拉西普等也已开发并投入使用，其与传统

药物（如环孢素）相比，所需剂量更少、毒性更

小、疗效更好。免疫疗法研究方向诸多，未来或许

还可通过 Cp40 等补体抑制剂有效阻断补体活化

的主要途径，进一步降低异种移植时的细胞损 

害［39］。相信随着理论和技术的进步，越来越多可

行有效的方法会被发现。

6 展 望

  器官移植的不断革新已为医学带来了翻天覆地

的变化，是未来最有可能攻克终末期器官衰竭的途

径。这其中，前景大好的当属异种器官移植，目前

已在临床应用上取得了一定进展。2011年，王维等 ［40］ 

证实了猪源异种胰岛可以在人体内存活并发挥其功

能。2016 年至今，其团队已成功将猪源胰岛细胞移

植给数例 T1DM 患者，在异种移植技术的研究及临

床应用上取得了阶段性突破。目前来讲，肾脏及胰

岛移植技术仍处在不断摸索中，这里面还有很长的

路要走，而整个移植领域都仅仅只是生命科学探究
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真理的冰山一角。但不论如何，人们都有理由相信，

随着时代的进步和技术的发展，这一小角冰山终将

成为生命科学大拼图中不可或缺的一片天地。
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