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【摘, 要】目的：建立大鼠异位全小肠移植的急性排斥反应

动物模型，分析急性排斥反应过程中选择素的表达变化及其

在排斥反应中的意义- 方法：选用近交系 O4C@3? P Q 和 I+** P R
大鼠建立全小肠移植模型- 实验共分 * 组，每组供受体各 !(
只：第 ! 组 非手术对照组（I+** P R）；第 $ 组 同基因移植组

（I+** P R!I+** P R）；第 + 组异基因移植组（I+** P R!O4C@3? P Q）；

第 * 组异基因移植治疗组（I+** P R!O4C@3? P Q S IT’")）- 每组分

别于术后第 +，’，% 日处死，在无菌条件下取移植肠行常规 H1
染色，观察组织学变化；免疫组织化学染色测组织中选择素的

表达，同时检测移植肠中选择素 2URQ 表达的变化- 结果：异

基因大鼠异位全小肠移植术后 +，’，% K 可出现典型的轻、中、重

度排斥反应，而同基因组及异基因移植治疗组中未出现排斥反

应- V#选择素在异基因移植术后早期显著升高，但随着排斥反

应的加重，持续升高不明显，而 1、W#选择素随着排斥反应的加

重而持续升高，而同基因移植及治疗组选择素的升高不明显，

且治疗组略低于同基因移植组- 结论：早期肠黏膜中 V#选择素

的表达对急性排斥反应的早期诊断及治疗有一定意义-
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EF 引言

小肠移植被视为治疗终末期肠功能衰竭患者的

最理想的方法，但排斥反应仍困扰着小肠移植的发

展- 我们建立异基因大鼠小肠移植模型，测定移植肠

局部选择素在蛋白及 2URQ 水平的表达，分析小肠

移植急性排斥反应过程中选择素表达的变化在小肠

移植排斥反应的早期诊断中的意义-

GF 材料和方法

G- GF 材料F 体质量 $(" Z +$" 8 雄性近交系 I+** P R
（U.!!）及 O4C@3? 大鼠由北京医科大学实验动物中

心提供，随机分为 * 组，每组供受体各 !( 只- !：空

白对照组，不实施手术；"：同基因移植组（I+** P R#
I+** P R）；#：大鼠异基因移植组（I+** P R#O4C@3?）；

$：异 基 因 移 植 S IT’")（ I+** P R#O4C@3? S IT’")
"Y ’ 28 P（[8·K）即治疗组-
G- HF 方法F 小肠移植采用董光龙等［!］方法- 大鼠手

术当天给予 ’" 2W P W 葡萄糖盐液，术后 ! K 开始自由
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进食水，每组术后 !，"，# $ 各处死 % 只，取出移植肠，

行多聚甲醛固定，常规石腊包埋切片，厚 ! !&，’( 染

色观察组织学变化，免疫组织化学染色测组织中选择

素的表达，同时用液氮冻存小肠标本检测新鲜组织中

选择素 &)*+ 表达的变化, 组织病理学按标准［-］诊

断排斥程度,
., -, . / 免疫组织化学染色 / 严格按照说明书进行

01 免疫组化染色, 已知含有待检抗原的切片为阳性

对照，用 120 缓冲液代替一抗为阴性对照, 采用同济

大学 ’13+04.55 高清晰度采色病理图文分析系统对

免疫组织化学染色切片进行图像分析，测定灰度值，

选择素表达越强，其灰度值越小，空白区背景灰度值

为 -""，每张切片取阳性细胞总数为 .5 个，整个小肠

组织阳性细胞的平均灰度值的总和除以阳性单位，得

出每组的平均灰度值,
., -, -/ 反转录 16) 方法/ 根据 7892:9; 登陆的大

鼠 的 14<8=8>?@9，(4<8=8>?@9，A4<8=8>?@9，及 "4:>?@9 的

&)*+ 序列中的特定区域，分别设计如下引物 1.："B4
67+67C77+66C+C++6C+6+764!B；1-："B467+C4
7C67++CCCC66+6+6+6C4!B用此引物扩增 14<8=8>4
?@9；1!："B4677CC6C66C6+CC77+7+7+76+C+4!B ；

1D："B467C7C7C++6+6+7+766+7CCC4!B用 此 引 物

扩增 (4<8=8>?@9；1"："B4676++766+C77C7CCC66+C4
77+7+4!B；1%："B46776+7+7+76C766CCC67CCC4
!B 用此引物扩增 A4<8=8>?@9；1#："B47+CCC6677C74
6+67+C77+74!B；1E："B4766+C66C767C6C77+64
6C74!B用 此 引 物 扩 增 内 参 照 "4:>?@9, 移 植 小 肠 总

)*+ 的提取及反转录参照试剂盒的说明书进行, 以

反转录产物为模板，用各自的引物来扩增我们所要研

究的产物, 在 "5 !A 的反应体系中，主要扩增循环参

数分别为：14<8=8>?@9：FDG !5 <，"EG %5 <，#-G %5 <，
!- 个循环，扩增长度 "55 HI, (4<8=8>?@9：FDG !5 <，
"%G %5 <，#-G %5 <，!5 个循环，扩增长度 !D5 HI, A4
<8=8>?@9：FDG !5 <，%5G %5 <，#-G %5 <，!" 个循环，

扩增长度 D5" HI, "4:>?@9：FDG !5 <，""G %5 <，#-G
%5 <，!5 个循环，扩增长度 "!. HI, 16) 产物行 .5 J K A
琼脂糖凝胶电泳，结果用生物学软件进行灰度扫描，

以目的条带的灰度与 "4:>?@9 灰度的比值作为该基因

的 &)*+ 的相对丰度,
统计学处理：结果以 ! L " 表示，用 0100 ..M 5 统

计软件 进 行 单 因 素 方 差 分 析，均 数 两 两 比 较 采 用

A0N4# 检验,

!" 结果

异基因移植组大鼠术后 ! $ 出现轻度排斥反应；

术后 " $ 出现中度排斥反应，术后 # $ 出现重度排斥

反应, 尸检示重度排斥反应，小肠黏膜破坏消失；#组

!，"，# $ 未见排斥反应；$组无排斥反应，仅间质有

少量淋巴细胞浸润,
!, #" 各组选择素表达" !组选择素基本不表达；$
组术后 ! $ 14选择素有少量表达，而 "，# $ 无明显增

高，且呈轻度下降趋势,#组术后 14选择素的表达与

$组相似，且略低于$组，而%组术后 ! $，14选择素

表达明显高于其他组（$ O 5M 5"），阳性细胞主要为移

植肠黏膜血管内皮细胞及上皮细胞，" $ 阳性表达至

峰值，# $ 无明显改变；$组术后 ! $ (4选择素仅有少

量表达，"，# $ 表达呈轻度下降趋势；$组及#组术

后 A4选择素表达与 1，(4选择素表达趋势相同, 而%
组术后 ! $，(4选择素表达显著升高，明显高于其他组

（$ O 5M 5"），阳性细胞主要为间质中淋巴细胞和巨噬

细胞, "，# $ 其阳性表达持续升高（P@J .，C:H .）,

+：14<8=8>?@9；2：(4<8=8>?@9；6：A4<8=8>?@9,

P@J ./ 14<8=8>?@9 8QIR8<<@S9 @9 :==SJR:T?< S9 NU1 #/ 01/ V D55
图 ./ 异基因移植组术后 # $ 空肠膜 14<8=8>?@9 表达

表 ./ 大鼠小肠移植术后选择素阳性细胞的灰度值

C:H ./ N8JR88 ST <8=8>?@9 8QIR8<<@S9 @9 JR:T?< :T?8R 02C HW 01+
（% & %，! ’ "）

7RSXI 14<8=8>?@9 (4<8=8>?@9 A4<8=8>?@9

! $ ’S&SJ89@> -5!M ! L !M ": -5FM . L !M %: .FFM % L DM #:

+==SJ89@> .EEM E L "M ! .FDM F L %M % .#EM # L %M 5
CR8:?8$ -5FM D L -M !> -.!M E L -M #> -5DM F L "M D>

" $ ’S&SJ89@> -5%M F L -M .: -..M - L %M -: -5#M # L DM .:

+==SJ89@> .#"M D L -M - .#.M F L "M . .%DM E L !M F
CR8:?8$ -.5M - L !M -> -.-M . L !M "> -..M ! L !M E>

# $ ’S&SJ89@> -..M # L !M D: -.5M F L "M D: -.-M # L "M -:

+==SJ89@> .E.M % L !M % .%"M % L -M ! ."#M % L -M !
CR8:?8$ -.DM ! L -M #> -."M % L EM "> -."M . L !M .>

:$ O 5M 5"，>$ O 5M 5" (" :==SJ89@> JRSXI,

!$ !" 移植肠 %&’&()*+ ,-./ 表达 " &组基本不表

达,%组术后 !，" $ 14<8=8>?@9 高于$，#组（$ O 5M 5"），
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! " 较 # " 稍有降低$!组 %&’()(*+,- 术后 . " 比"组

明显升高，且 # " 和 ! " 始终高（! / 01 0#）$!组 2&’(&
)(*+,- 在术后始终高于"，#组（! /01 0#，3,4 5，678 5）$

9：:2 5000；$：$&7*+,-；;：;&’()(*+,-；%：%&’()(*+,-；2：2&’()(*+,-$

<：=>?@A 5：B(’@)+ ?C +D(’( ’()(*+,- EBF< 8G B6&;HB；I：=>?@A .：B(&

’@)+ ?C +D(’( ’()(*+,- EBF< 8G B6&;HB；H：=>?@A J：B(’@)+ ?C +D(’( ’(&

)(*+,- EBF< 8G B6&;HB$

3,4 5K L()(*+,- EBF< 8G B6&;HB

图 5K 术后 ! " 选择素 B6&;HB 产物电泳

!" 讨论

小肠是人体最大的免疫器官，小肠移植的同时大

量供者的淋巴细胞进入受者，导致小肠移植排斥反应

比其他器官移植更为强烈，常因严重的排斥反应而导

致移植失败［.］$ 本结果表明，异基因移植组在术后 .，

#，! " 分别发生轻、中、重度排斥反应，同基因移植组

和异基因移植治疗组在术后 . " 的移植肠病理变化，

可能与移植手术过程小肠移植缺血再灌注损伤有关，

异基因移植所致的急性排斥反应中，最早出现的浸润

细胞主要是淋巴细胞，空白对照组 ;&选择素的表达

处于较低水平，甚至不表达，而在同基因大鼠小肠移

植后和异基因大鼠小肠移植治疗组，由于缺血再灌注

损伤引起 ;&选择素轻度表达，但随着缺血再灌注损

伤的修复，;&选择素的表达又逐渐降低，在异基因大

鼠小肠移植组排斥反应时 ;&选择素早期表达水平显

表 5K 大鼠小肠移植术后选择素 EBF< 表达

678 5K L()(*+,- EBF< (MA>(’’,?- ,- 4>7C+ 7C+(> LI6 8G B6&;HB
（" # N，$ % &）

=>?@A ;&’()(*+,- %&’()(*+,- 2&’()(*+,-

. " O?E?4(-,* 01 P5 Q 01 R57 R1 0R Q 01 R.7 R1 J0 Q 01 R07

<))?4(-,* R1 RS Q 01 RP R1 5R Q 01 RN R1 NS Q 01 RS

6>(7+(" 01 SS Q 01 RJ* 01 P# Q 01 RS* R1 .N Q 01 RR*

# " O?E?4(-,* R1 0S Q 01 R#7 R1 0S Q 01 R#7 R1 J# Q 01 5R7

<))?4(-,* R1 .# Q 01 5R R1 J0 Q 01 RP R1 SR Q 01 R!

6>(7+(" 01 PR Q 01 R!* 01 P! Q 01 RJ* R1 J5 Q 01 RP*

! " O?E?4(-,* R1 05 Q 01 RJ7 R1 0J Q 01 0P7 R1 JN Q 01 R!7

<))?4(-,* R1 .R Q 01 RN R1 JS Q 01 55 R1 SS Q 01 50

6>(7+(" 01 P# Q 01 R!* 01 PJ Q 01 RN* R1 JR Q 01 5R*

7! / 01 0#，*! / 01 0# ’& 7))?4(-,* 4>?@A$

著增高与排斥反应的发生一致，提示可将 ;&选择素

的表达水平作为小肠移植排斥反应的诊断指标$ 2&选
择素和 %&选择素均属于选择素家族的功能性细胞膜

表面粘附分子$ 本结果表明异基因移植组中 %&选择

素表达略晚于 ;&选择素表达，但其随着排斥反应的

进行，表达也明显增高$ 而 2&选择素术后早期即表现

出强烈的高表达，并持续升高，提示抑制选择素表达

可防止排斥反应发生$ 而且选择素蛋白水平和 EBF<
水平可成为临床移植过程中实用的检测手段$
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