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摘要 目的 研究骨髓细胞( BMC)移植联合短期使用环磷酰胺( CTX )对诱导糖尿病大鼠胰腺移植免疫耐

受的作用。方法 采用链脲霉素( ST Z) 45 mg / kg 腹腔一次性注射法诱导建立 BN 大鼠 1 型糖尿病模型。以 SD 大

鼠为供体, 糖尿病 BN 大鼠为受体, 制作异基因大鼠胰腺移植动物模型。20 只 BN 大鼠1 型糖尿病模型随机分为 4

组,每组 5 只。 组:单纯行胰腺移植; 组: 胰腺移植术后第 1 d 按 150 mg/ kg 腹腔注射 CTX ; 组:胰腺移植时

经门静脉注射供体 BM C 2. 0 108 个; 组: 胰腺移植时经门静脉注射供体 BMC 2. 0 108 个, 移植术后第 1 d 按

150 mg/ kg腹腔注射 CTX。术后监测血糖, 记录大鼠功能性存活期。术后 2周取外周血,制备单细胞悬液, 用流式

细胞仪检测 V 11+ T 细胞的水平和嵌合体形成率。结果 组大鼠功能性存活期为( 7. 8 1. 2) d, 组功能性存

活期为( 8. 2 1. 6) d, 组功能性存活期为( 8. 8 1. 4) d, 而 组功能性存活期为( 18 2. 2) d,与其它各组比较,

存活时间延长 (P< 0. 05)。 组 V 11+ T 细胞的水平( 2. 5 0. 3) % ,低于其它各组( P< 0 05) , 组糖尿病大鼠外

周血液中可以检测到供体骨髓源性细胞,嵌合率为( 10. 0 2. 3) % ,其它 3 组均未检测到供体骨髓源性细胞。结论

BMC 移植联合短期使用 CT X可促进嵌合体形成, 诱导免疫耐受,延长大鼠胰腺移植术后功能性存活期。
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Abstract Objective T o study the immune tolerance induced by bone marr ow cell transplantation combined

wit h shor t term use o f cy clophosphamide after pancr eatic transplantation in diabetic r ats. Methods Type

diabetes mellitus was induced in BN rats w ith streptozoto cin ( STZ ) intraperitoneal injection at a sing le dose o f 45

mg/ kg . Pancreatic transplantat ions were per formed w ith the SD rats as dono rs and the diabetic BN rats as

recipients. Tw ent y BN rats wit h t ype diabetes mellitus w ere r andomly div ided into four g roups. The BN rats in

Group received pancreas transplant at ions only . T he BN rats in Group receiv ed int raperitoneal injection of 150

mg/ kg cyclophospham ide on the first day after pancr eas tr ansplantations. T he BN rats in Group received injection

of 2. 0 108 donors bone mar row cells via t he port al vein dur ing the pancreas t ransplantat ions. The BN rats in

Group received inject ion 2. 0 108 dono rs bone marr ow cells via the po rta l vein dur ing the pancreas

transplantat ions and an intr aper itoneal injection of 150 mg/ kg cyclophosphamide on the first day after pancreas

transplantat ions. The blo od gluco se of the rats was measured after tr ansplantations. T he gr aft functional surv ival

time ( GFST ) w as reco rded. Per ipher al blood w as obtained tw o weeks after the transplantat ions to prepare single

cell suspension for detect ing chimera formation r ate and the lev el of V 11+ T cell by flow cytometry . Results The

average GFST of g roup was ( 18 2. 2) d, significantly longer than tho se of g roup ( 7. 8 1. 2) d, gr oup

( 8 2 1. 6) d, and g roup ( 8. 8 1. 4) d (P < 0. 05) . The rats in g roup had significant low er level o f V 11+ T

cells ( 2. 5 0. 3) % than t ho se in the other g roups ( P< 0. 05) . Donors bone marrow derived cells could be detected

in the periphera l blo od of diabetic r ats in gr oup , w ith a chimeric r ate of ( 10. 0 2. 3) % . No dono rs bone

marr ow der ived cells w ere detected in the r ats in o ther g roups. Conclusion Bone marr ow cell t ransplantation

combined with sho rt term use of cyclopho sphamide promote chimerism fo rmation and induce immune to ler ance in

rats w ith pancreatic t ransplantations, w hich pro long s pancreatic g raft functional surv iv al time.
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对于胰岛 细胞自身免疫破坏引起的 1型糖尿

病,现有的治疗方法尚无法治愈,也不能防止并发症
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的产生。胰腺移植能够给糖尿病患者提供稳定且符

合生理需要的胰岛素, 不但能够控制血糖, 而且能

够预防、改善甚至逆转糖尿病的并发症
[ 1]
。目前影

响胰腺移植效果的因素除了手术操作技术外, 主要

是免疫排斥 [ 2]。诱导免疫耐受是目前解决器官移植

排斥的重要课题,研究表明通过骨髓移植形成嵌合

体是诱导免疫耐受的有效手段
[ 3]
。本实验通过门静

脉将供体骨髓细胞( BMC)输注入胰腺移植大鼠, 并

短期使用环磷酰胺( CTX)促进嵌合体形成, 探讨供

体 BMC联合 CTX 对诱导大鼠胰腺移植免疫耐受

的作用。

1 材料和方法

1. 1 实验药品及器材

链尿霉素 ( ST Z)购自 SIGMA 公司, F ITC 标

记的抗 RT 1B 单抗 HIS19 购自美国 Bioscience 公

司, F ITC 标记 的抗 V 11
+
单克隆 抗体购 自

Immuno tech公司, 无水乙醚购自国药集团化学试

剂有限公司,医用无创伤缝合线(针)购自杭州华威

医疗用品有限公司,显微外科手术器械购自上海手

术器械厂。

1. 2 实验动物及分组

同月龄、雄性、清洁级 SD 大鼠 20 只, 体质量

180~ 200 g; 同月龄、雌性、清洁级 BN 大鼠 20只,

体质量200~ 220 g。均购自上海斯莱克实验动物有

限公司。

BN 大鼠禁食 12 h,按 45 mg/ kg 腹腔 1次性注

射 STZ,注射后每 3 d测一次血糖,血糖连续 2次

16. 7 mmol/ L ,具有多饮、多食、多尿,且体质量减轻

者判定为糖尿病诱导成功, 作为移植受体。20 只

BN 大鼠 1型糖尿病模型随机分为 4组,每组 5只。

组(对照组) : 单纯行胰腺移植; 组( CT X组) : 胰

腺移植术后第 1 d按 150 mg/ kg 腹腔注射 CT X;

组( BMC组) :胰腺移植时经门静脉注射供体 BMC

2. 0 10
8
个; 组( BMC 联合 CT X组) : 胰腺移植

时经门静脉注射供体 BMC 2. 0 108 个, 移植术后

第 1 d按 150 mg / kg 腹腔注射 CTX。

20只 SD大鼠亦随机分为 4组, 每组 5只, 作

为供体对应每只受体 BN大鼠, 供体 BMC和供体胰

腺取自同一只供体大鼠。

1. 3 BMC的制备

供体 SD 大鼠于 750 mL/ L 乙醇中浸泡 10

min, 取股骨、胫骨, 剪去两端骨垢, 用磷酸缓冲液

( PBS)溶液冲出骨髓, 200目钢筛过滤制成单细胞

悬液,红细胞裂解液去除红细胞, PBS 离心洗 2次,

台盼蓝染色检测细胞活力在 98%以上,制备成单细

胞悬液,调整浓度为 1. 0 10
8
/ mL。

1. 4 大鼠糖尿病模型的胰腺移植和 BMC输注

按文献[ 4] 方法行大鼠胰腺移植,在胰腺移植时

将 BMC 悬液 2 mL 经门静脉输注到受体。麻醉清

醒后喂饲 5%糖水, 术后次日正常喂食。

1. 5 观测指标

1. 5. 1 大鼠移植胰腺功能性存活期的测定 受体

大鼠移植胰腺后 1周内尾静脉取血, 每天定时检测

非空腹血糖, 1 周后隔日定时测定。以血糖低于

11 2 mmo l/ L 作为移植胰腺功能正常的标准,血糖

连续2 d超过11. 2 mmol/ L 判定为移植胰腺发生排

斥。若第 1次血糖> 11. 2 mmol/ L 的日期在移植

后 1周内, 则该日期前推 1日判定为糖尿病复发日

期;若第 1次血糖> 11. 2 mmo l/ L 的日期在移植 1

周后, 则该日期前推两日判定为糖尿病复发日期。

大鼠胰腺移植结束日期与糖尿病复发日期之间判定

为大鼠移植胰腺功能性存活期。

1. 5. 2 V 11+ 的 T 细胞和嵌合体的测定 受体大

鼠移植胰腺后 2周取外周血,裂解红细胞,制备单细

胞悬液,调整浓度为 1. 0 106 / mL,加入 FIT C 标记

的抗 RT 1B 的单抗 HIS19 或 FIT C 标记的抗

V 11
+
单克隆抗体, 用流式细胞仪 ( Beckman

Coulter EPICS XL 型) 检测受体外周血V 11
+
的T

细胞水平和供体来源细胞的嵌合水平。

1. 6 统计学方法

数据用 x s表示。采用 t检验, P< 0. 05为差

异有统计学意义。

2 结果

2. 1 大鼠移植胰腺功能性存活期

4组糖尿病大鼠在胰腺移植术后第 1 d血糖均

恢复正常。各组糖尿病大鼠在 2 周内均无死亡。

、 、 组大鼠术后 1~ 14 d 血糖逐步上升,最终

血糖> 11. 2 mmol/ L ,糖尿病复发; 组大鼠术后 1

~ 14 d 血糖维持在 11. 2 mmol/ L 之内。 组的移

植胰腺功能性存活期 16~ 28 d,平均( 18 2 2) d,

与其它各组比较, 存活时间延长 ( P< 0. 05)。而

组 ( 8. 2 1. 6) d 、 组 ( 8. 8 1. 4) d 的移植胰

腺功能性存活期与 组 ( 7. 8 1. 2) d 比较差异均

无统计学意义( P> 0. 05)。

2. 2 外周血 V 11
+
的 T细胞水平

胰腺移植术后 2周, 组外周血 V 11+ 的 T 细
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胞水平为( 2. 5 0. 3) %, 与 组( 4. 8 0. 4) %、 组

( 4. 7 0. 1) %、 组( 4. 3 0. 3) %大鼠相比, V 11+

的 T 细胞水平降低,差异有统计学意义( P< 0 05) ,

说明供体 BMC 联合短期使用 CTX 能抑制 T 细胞

增殖。

2. 3 嵌合体的检测

胰腺移植术后 2周, 组的糖尿病大鼠外周血

液中可以检测到供体骨髓源性的 RT1B 阳性细胞,

嵌合率为( 10. 0 2. 3) % ,其它 3组均未检测到供体

骨髓源性细胞(附图)。提示输注供体 BMC 并短期

使用 CT X能诱导嵌合体的形成, 单纯采用该剂量

的 CTX或输注供体 BMC 不能诱导嵌合体的产生。

附图 供体骨髓源性RT1B阳性细胞的流式细胞仪检测

Fig Flow cytometry shows donors bone marrow derived RT1B

posi tive cel ls

A: C on tr ol grou p; B: Cyclophosph amid e group; C: Bon e

m arr ow cell g rou p; D: Bon e mar row cell combined w ith

cycloph osphamide group

3 讨论

排斥反应是胰腺移植治疗糖尿病目前面临的主

要问题。为解决移植排斥, 长期使用免疫抑制剂会

带来严重的不良作用,而且无法有效解决慢性排斥;

对受体进行强烈的预处理,如化学毒性药物处理、照

射等,在临床上又难以接受。近年来,通过移植供者

造血干细胞到受体中,建立稳定的嵌合体,诱导长期

稳定的免疫耐受,即受体对供体抗原不产生免疫应

答,而对第三者抗原仍具有正常的免疫应答反应, 为

器官移植领域解决免疫排斥提供了良好的前

景[ 5, 6]。嵌合状态与免疫耐受密切相关, 如何采取

安全、简便及可靠的方法建立稳定的嵌合体来诱导

持续的免疫耐受是器官移植的重大课题之一
[ 7]
。要

使供体造血干细胞顺利嵌入受体,则必须先清除受

体成熟 T 细胞。CTX是常用的免疫抑制剂, NK 细

胞及增殖 T 细胞的 DNA 对 CTX高度敏感。

造血干细胞绝大部分存在于骨髓中, 本研究采

用供体 BMC 移植联合短期使用 CT X建立嵌合体,

在胰腺移植时经门静脉注射供体 BMC,移植术后第

1 d腹腔注射 CT X,术后 2周用流式细胞仪检测,外

周血 V 11
+
的 T 细胞水平为( 2. 5 0. 3) %, 并检测

到供体来源的RT1B阳性的细胞,嵌合率为( 10. 0

2. 3) %。输注供体 BMC 并短期使用 CT X能诱导

嵌合体的形成, 机制在于免疫抑制剂 CTX 能抑制

NK 细胞活性, 杀死增殖的 T 细胞克隆, 促进供体

BMC 的植入,诱导形成嵌合体。BMC 联合 CTX组

的移植胰腺功能性存活期比其它 3 组长 ( P <

0 05) , 同时其它 3 组均未检测到供体来源的细胞,

提示嵌合体形成率与移植胰腺功能性存活期可能存

在一定的相关性, BMC联合 CTX通过促进嵌合体

的形成,诱导免疫耐受,从而延长移植胰腺功能性存

活期。

CTX能抑制 NK 细胞活性,杀死增殖的 T 细胞

克隆,但在单纯短期应用 CTX 的大鼠中, 胰腺移植

术后 2周,其外周血 V 11
+
的 T 细胞水平为( 4. 7

0. 1) % ,与 组( 4. 8 0. 4) %、 组( 4. 3 0. 3) %大

鼠相比,差异无统计学意义( P> 0. 05) ,可能是由于

本实验 CT X的剂量过小以及使用的时间过短, 同

时没有联合移植骨髓细胞, 未能形成嵌合体,使大鼠

胸腺发育成熟 T 细胞补充得到恢复, 导致移植排

斥,最终未能延长移植胰腺功能性存活期。而单纯

输注 BMC 组没有明显延长移植胰腺功能性存活

期,原因是受体 BN 大鼠自身成熟完善的免疫系统

能够识别异己的供体 BMC 并予以破坏清除, 导致

供体 BMC无法通过形成嵌合体来诱导免疫耐受。

对于啮齿类动物模型,非清髓性干细胞移植是

目前诱导免疫耐受方案中比较成熟的一种,与清髓

性移植方案比较, 其毒性明显降低, 但操作较为繁

琐[ 8 ]。本实验简化方案采用供体 BMC 联合短期使

用 CT X, 较为简便易行,研究结果表明本方案能够

在糖尿病 BN 大鼠中建立嵌合体,诱导免疫耐受,达

到抑制急性排斥反应, 延长移植胰腺功能性存活期,

分泌胰岛素控制血糖的目的。但是本研究仅根据移

植胰腺的内分泌功能判定移植胰腺功能性存活期,

难以判断急性排斥反应发生的程度, 而且建立嵌合

体的效率不高,仅为( 10. 0 2. 3) %, 尚需进一步研

究探索。 (下转第 124 页)
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的 DR GMs 符合 T ACE 要求。目前仍需对此种微

球的血管内栓塞降解过程进行动态观察, 对其体内

生物相容性以及交联度与体内降解时间的关系做进

一步的研究,从而为这种新型肝动脉化疗栓塞剂的

临床应用提供理论及实验依据。

* * *

致谢: 由衷感谢四川大学华西医院核医学科李林主任和四川大

学华西基础医学与法医学院寄生虫教研室陈建平教授慷慨提供实验
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