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注射供者的肝匀浆提取液延长大鼠

异位心脏移植存活时间

)
·

村 张百萌 罗琪 颜江华 丘劲华 卢毅卓

【摘要: 目的 探讨注射供者的肝匀浆提取液对大鼠淋巴细胞功能及大鼠异位移植心的影响
。

方法 以 ; ∋.1
+ −
大鼠为供者

,

<= 大鼠为受者
。

制作 ; ∋.1
+ −

大鼠的肝匀浆提取液 >建立大鼠同种异体

异位心脏移植模型
。

∀!# 经受者阴茎静脉注射肝匀浆提取液。
6

9 −(0
,

!? ≅ 后取供
、

受者的血液
,

用四

甲基偶氮哩盐 ∀Α
−

叮#法分别测定受者对同一供者和无关供者的单向混合淋巴细胞反应∀ΑΒ Χ#
。

∀ #

心脏移植术前 3 &经受者阴茎静脉注射肝匀浆提取液∀#
6

9 Δ 0
6

心脏移植术后分别观察受者注射同一

供者和无关供者的肝匀浆提取液后移植心脏的存活时间
>
心脏停跳后取移植心做病理检查及免疫组

织化学检测
。

结果 受者对同一供者和无关供者的单向 Α Β Χ 比较
,

前者明显减轻
,

吸光度 Ε 值分别

为
Φ
。

,

? 9 ? 士
6

∀#9 ?和。
6

Γ 士
6

! Γ
,

两组比较
,

差异有统计学意义 ∀尸Η
6

∀#! #
。

心脏移植术前
,

受者接

受同一供者和无关供者的肝匀浆提取液后
,

前者移植心脏存活时间延长
,

分别为∀9 Ι
6

仍 士 !∃
6

∀〕∃# ≅ 和

∀ϑ
6

Ι  士
6

 ∃# ≅
,

两组比较
,

差异有统计学意义 ∀尸Η 。
6

∀#! # >且前者心肌出血
、

坏死程度更轻
,

心肌组织

内址Α 和 工Κ Λ 沉积更少
。

结论 注射同一供者的肝匀浆提取液能特异性抑制相应个体抗原引起的

淋巴细胞增殖反应
,

减轻大鼠移植心脏的排斥反应
,

明显延长其存活时间
。

【关键词】 肝提取物 >心脏移植
>

淋巴细胞
>

免疫耐受
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排斥反应是目前导致移植物功能丧失的主要原

因
,

抑制移植物排斥反应 的最佳方法是诱导受者建

立针对移植物的免疫耐受
。

有些学者发现了肝脏的

天然耐受性并进行了研究
,

但目前其机制尚不明确
。

本研究在同种大鼠异位心脏移植中
,

探讨注射供者

的肝匀浆提取液对受者移植心脏的影响
。

对象和方法

基金项目
Φ

厦门大学科技创新项 目基金资助∀Τ 研丈)%米洲? 川 ! ∃ #

作者单位
Φ 9印 ∀#∀# Γ 厦门大学 医院普外科 ∀刘小村

、

卢毅卓 # > 中山大学附属

第五 医院 ∀’限百萌 # > 厦门中山医院∀罗琪# > 厦门大学 医学院∀颜江华
、

丘劲华 #

一
、

实验动物

健康的清洁级 ; Μ< 1+ Φ 和 < = 大 鼠分别作为供
、

受者
,

均为雄性
,

体重 Γ 一9∀# Κ
,

均购 自上海斯莱

克实验动物有限责任公司
。

二
、

实验试剂
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山羊抗大鼠 ΜΚ Α
、

ΜΚ Λ ∀一抗 #购 自美国晶美 ∀深

圳 #生物技术有限公司
,

兔抗山羊 ΜΚ Λ ∀二抗 #购自上

海华美生 物技术有 限 公司
,

四 甲基偶氮 哇 盐

∀Α , , #购 自北京 <∋Κ Δ +
公司

。

三
、

肝匀浆提取液的制作

取供者 ; Μ< 1+ −
大鼠

,

采用乙 醚开放式 吸人麻

醉
,

作上腹部正中切 口
,

切取部分肝组织
,

关腹后 回

笼自由饲养
。

称取 ? ϑ 肝组织
,

适当剪碎后放人玻

璃匀浆器中
,

加人 ! Δ 0生理盐水
,

研磨制成匀浆
,

再用 ! 层生理盐水浸湿的纱布过滤
,

得到肝匀浆提

取液
。

四
、

心脏移植方法

以 <= 大鼠为受者
,

; ∋. 1+ −
大鼠为供者

。

采用

乙醚开放式吸人麻醉
。

在 5 (5 等川术式基础上稍

作改进
,

建立大鼠同种异体异位心脏移植模型
。

将

供心升主动脉与受者腹主动脉行端侧吻合
,

供心肺

动脉主干与受者下腔静脉行端侧吻合
。

五
、

观察指标

飞
6

单向混合淋 巴细胞反应 ∀ΑΒ Χ #
Φ

单向 Α ΒΧ

共分 9 组
,

每组各 Γ 只大鼠
。

Α ΒΧ
6

! 组
Φ

用 刚制成

的 ; ∋. 1+− 大鼠肝匀浆提取液
6

9 Δ 0
,

经阴茎静脉注

射到 Γ !# 大鼠的体内
,

!? ≅ 后测定 Γ !#大鼠对同一供

者的单向 ΑΒ Χ > Α ΒΧ
一

组
Φ

经 < = 大鼠阴茎静脉注

射 ; ∋.1 +− 大鼠的肝匀浆提取液
6

9 Δ 0
,

!? ≅ 后测定

受者对无关供者的单向 Α ΒΧ > ΑΒ Χ 对照组
Φ

经 <=

大鼠阴茎静脉注射生理盐水
6

9 Δ 0
,

!? ≅ 后测定 < =

大鼠对 ; ∋.1 +− 大鼠的单向 Α ΒΧ
。

各组均取供
、

受

者的血液样本
,

采用 Α , , 法测定单向 ΑΒ Χ
,

观察

波长为 Γ∃
( Δ 处的吸光度 Ε 值

。

6

心脏移植后存活时间
Φ

将供
、

受者随机分为 9

组
,

每组 ! 对大鼠
。

Ε 组
Φ

先经受者阴茎静脉注射

刚制成的肝匀浆提取液 6 9 Δ 0
,

0 & 后再用同一个供

者的心脏进行异位心脏移植
> Υ 组

。
先经受者阴茎静

脉注射刚制成的肝匀浆提取液
6

9 Δ 0
,

0 & 后再用另

一个供者的心脏进行异位心脏移植
。

对照组
Φ

术前

不注射肝匀浆
,

仅行心脏移植
。

供心缺血时间均小

于 ?Γ Δ ∋(
,

在吻合结束后
,

放开血管阻断夹
,

供心在
! Δ ∋( 内复跳

。

各组均不用抗生素等任何药物
。

术

后每 日 次腹部触诊检查移植心的心率
、

心律及心

肌收缩力
。

术后 ∃ & 内移植心停跳或动物死亡判

为手术失败
,

其后的移植心停跳为排斥反应终点
,

移

植心脏存活时间为移植心复跳至停跳时间
。

9
6

病理检查及免疫组织化学检测
Φ

取停跳后的

移植心
,

观察其病理改变
,

免疫组织化学检测采用山

羊抗大鼠 ΜΚ Α
、

ΜΚ Λ ∀一抗 #和兔抗山羊 ΜΚ Λ ∀二抗 #
,

通过免疫组织化学染色
,

显示 ΜΚ Α
、

ΜΚ Λ 在移植心脏

组织中的沉积状况
。

六
、

统计学处理

应用 <Π<< !
6

统计软件
,

实验数据采用 厉 士 Φ

表示
,

两组移植心脏存活时间比较采用两独立样本

的 1 检验
,

ΑΒ Χ 多组 间 比较采用 单 向方差分析

∀Ε7 ∗ χ Ε #
,

组 间 比较采用 Β <= 法检验
,

以 尸 δ

6

! 做为检验水准
。

结 果

一
、

单向 Α Β Χ 结果

Α ΒΧ]] ! 组在波长为 Γ ∃ 二 处的吸光度 Ε 值

与 Α Β Χ
一

组和 Α Β Χ 对照组比较
,

差异均有统计学

意义 ∀尸 δ
6

#
,

而 Α ΒΧ 3 组与 Α ΒΧ 对照组 比

较
,

差异无统计学意义
。

见表 !
。

表 ! 各组单向 ΑΒ Χ 的结果

分 组

ΑΒ Χ
一
!

ΑΒ Χ
2.
3

吸光度 Ε 值

组

组

ΑΒ Χ 对照组

6

?9 ? 士
6

9 ?

∀#
6

Γ 士 !Γ

∗
,

Γ !Ι 士
、

1#

二
、

移植心存活时间

对照组移植心跳动时 间为归
6

?Γ 士
6

! # ≅ > Ε

组为 ∀9 Ι
6

Γ 士 ! ∃
6

∃ #≅ > Υ 组为 ∀ϑ
6

Ι  士
6

 ∃ #≅
,

Ε 组

与对照组 和 Υ 组 比较
,

差异有统计学意义 ∀尸 Η
6

! #
,

对照组与 Υ 组比较
,

差异无统计学意义
。

三
、

移植心病理检查及免疫组织化学法检测

移植心组织表现为血管内血栓形成
,

伴有出血
,

炎症细胞浸润
,

部分心肌凝固性坏死
。

对照组和 Υ

组的病理改变相类似
,

Ε 组则明显较轻
。

对照组移

植心组织中 ΜΚ Λ 和 ΜΚ Α 的沉积较严重
,

Ε 组则明显

减少
。

讨 论

= 2Δ 21 −∋ <
等图观察了大鼠同种异体肝移植排

斥反应的物质基础和特点
,

术后第 3 ≅ 汇管区出现

明显的白细胞浸润
,

并于第 ∃ ≅ 达到高峰
,

其中包括

了 , 细胞 ∀占绝大多数 #
、

Υ 细胞
、

巨噬细胞
、

噬酸细

胞和中性粒细胞
,

术后 !? ≅ 浸润逐渐减弱
,

但仍有

少量浸润细胞保留
,

这表明同种异体肝移植的耐受

是一个主动过程
。

所有的移植肝在早期都经历 了一

个短暂的组织排斥
,

此时很容易在移植肝内的浸润
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细胞 中检出供者特异性的细胞毒性 , 淋 巴细胞

∀% , Β# 活性
,

这一原位的免疫反应迅速下降可能是

由于清除
,

即移植物内供者特异性 % , Β 发生 了凋

亡
。

_0
Θ
Κ2 [ 毗 等Ξ9Ν 的实验表明肝窦内皮细胞选择

性地抑制产干扰素 袱 Με 7
一

种细胞的扩增
,

而促进表

达 ΜΒ]] ? , &3 细胞的生长
,

从而使肝脏具有致耐受

性
。

肝脏微环境的许多特性可能决定其免疫特性及

天然的耐受性
。

! ϑ ϑ 年 < 1+− +0 等Ξφ: 证实在同种器

官移植长期存活患者的组织 以及外周血中
,

有一较

长的时间段幸存一些过客白细胞
,

称之为
“

微嵌合
”

现象
。

在因 Μχ 型糖原积聚或 Μ型 Λ +Θ Ρ&
2 −
疾病而

接受肝移植并存活 年以上的患者肝外组织中检测

出了供者单核细胞系细胞
。

肝脏中包括干细胞在内

的过客白细胞有极独特的性质ΞΓ,
“」

。

在啮齿类动物

的同种异体肝移植天然耐受模型 中
,

这些供者来源

的白细胞及其产生的细 胞因子
,

或许还包括供者

产生的
“

耐受原性
”

或
“

清 除性
”

的 活 化蛋 白 %

∀ΕΠ%# 川
,

是移植物存活所必须的
。

同种异体肝移

植耐受 的诱导与肝脏的实质细胞和 非 实质 细胞

∀7Π% #群相关阁
。

在对大鼠的实验中
,

带有受者过

客白细胞和供者肝实质细胞的嵌合肝
,

不能诱导对

随后植人的供者源皮肤的耐受困
。

若在术前 ! 周采

用放射线照射可减少供肝中供者白细胞数量
,

则以

前耐受的同种异体移植肝会被排斥叫
。

若给受鼠注

射供者的肝细胞或脾细胞重建肝脏的白细胞群
,

则

可恢复肝脏的耐受原性贾
。

肝移植的全身效应包括

肝脏白细胞能广泛迁徙到受者的淋 巴组织
,

并在那

里长期存活
。

这些嵌合细胞可能不仅提供了持续的

同种异体抗原性刺激
,

而且还具有在受者淋 巴系统

中诱导同种异体抗原激活 的 , 细胞凋亡 的能 力
。

在大鼠实验中
,

供者细胞迁徙到受者淋 巴组织与同

种异体肝移植耐受的关系似乎更大
,

可观察到这些

组织的早期 !! 二 和 Με 7
一

Ζ 上调表达和耐受诱导
。

肝移植术后供肝组成性的释放可溶性主要组织

相容性复合物 Μ ∀Α Ω Λ Μ #类抗原
,

使循环 中的

ΑΩ % 抗原迅速转变成为供者 Α Ω % 类型
,

提示供

者可溶性 Α Ω %]] Μ类抗原在诱导肝脏同种异体移植

耐受 中具有作用
,

可溶性 Α Ω %]] Μ 类抗原可能通过

中和供者特异性抗体或阻止细胞毒性 , 细胞而起

到免疫抑制作用 Ξ0 〕
。

肝匀浆提取液中含有 的抗原

量较大
、

并且是可溶的
,

经静脉注射后易诱导受者耐

受
。

有研究指出
,

小剂量抗原引起 , 细胞耐受
,

大

剂量抗原则引起 , 细胞和 Υ 细胞都耐受
。

同种异

体反应性 , 细胞可 因为接触高剂量的同种异体抗

原而被清除或 导致无能
,

从而产生免疫耐受
。

< &∋
]

( 5 Δ ∋Ζ+
等〔”!〕提出免疫反应可能被一种肝内因子控

制
,

并证明大 鼠肝匀浆中提取 的精氨酸酶能抑制

Α ΒΧ
。

本实验中受者注射同一供者的肝匀浆提取

液可抑制 Α Β Χ
,

并使移植心肌组织内 ΜΚ Α 和 ΜΚ Λ

沉积减少
,

与国外研究结果一致
,

这可能是大鼠移植

心存活时间明显延长的重要机理
。
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