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#摘要$W目的'研究 RDZGPO 与 8CU)9, 单抗 !4U="对小鼠9大鼠异种心脏移植的抗排斥作用# 方

法'采用小鼠9大鼠腹部心脏移植$观察移植心存活时间%病理检查%C+N 和 C+M 细胞的浸润程度及检测

血中 8]9P $8RT9

$

$8]9N 以及 8H)抗体水平# 结果'对照组移植心平均存活时间为! P*G2 mO*NK " 0# 单用

8CU)9, 4U= 组移植心存活时间无明显延长$单用 RDZGPO 大剂量组移植心平均存活 ! N*P2 mO*G, " 0

!3jO*O, " &RDZGPO 与 8CU)9, 4U= 大剂量联合用药组移植心存活时间平均 ! ,O*P2 mP*,P " 0 ! 3j

O*O,"#联合用药组的病理反应%D细胞浸润及 8]9P $8RTg

$

$8H)水平明显减轻或降低&8H)水平与移植

物存活时间呈负相关!SngO*G2N $3jO*O, " # 结论'RDZGPO 与 8CU)9, 4U= 单一用药对异种移植的

抗排斥作用不明显$联合用药可有效延长异种心脏移植的存活时间并能抑制异种抗体的产生#

#关键词$W RDZGPO &W8CU)9, 4U=&W异种移植&W急性血管性排斥反应&W小鼠&W大鼠

#中图分类号$WSK-P*NWW#文献标识码$WUWW#文章编号$W,.GP9GKNG ! POOG " O,9OON,9O.
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:85(#"1((WD8T.1(,2.WD##=';"B;$%;;33;J$#3RDZGPO &/0 8CU)9, 4U= 4#/#&/0 J#4=(9

/&$(#/ $%;"&I?(/ 4#:';9$#9"&$J&"0(&JV;/#$"&/'I6&/$&$(#/*J.()'35W C&"0(&JV;/#$"&/'I6&/$&$(#/

@&'I;"3#"4;0 (/ &=0#4(/&6'($;@($% 4(J"#9':"H(J&6$;J%/(>:;*S;J(I(;/$'@($% V;/#H"&3$'@;";$";&9

$;0 @($% 0(33;";/$0#';'#3RDZGPO &/0 _#"8CU)9, 4U=*!"&3$':"B(B&6# %('$#I&$%#6#H?#(/3(6$"&$(#/

#3C+N

e

# &/0 C+M

e

DJ;66'&/0 6;B;6'#3';":48]9P # 8RT9

$

# 8]9N # &/0 8H) @;";(/B;'$(H&$;0*

C.59$(5W<:"B(B&6$(4;#3V;/#H"&3$'@&'!P*G2 mO*NK " 0 (/ $%;J#/$"#6'# ':"B(B&6#3H"&3$'$";&$;0

@($% 8CU)9, 4U= 0(0 /#$'(H/(3(J&/$6?(4I"#B;*D";&$4;/$@($% 6&"H;0#';RDZGPO 6;0 $#&':"B(B&6

#3!N*P2 mO*G, " 0 !3jO*O, "*C#4=(/&$(#/ $%;"&I?@($% 6&"H;0#';RDZGPO &/0 8CU)9, 4U=

&J%(;B;0 &'(H/(3(J&/$I"#6#/H&$(#/ #3H"&3$':"B(B&6@($% !,O*P2 mP*,P " 0 !3jO*O, "*];B;6'#3

';":48]9P # 8RT9

$
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WW小鼠9大鼠心脏移植属于协调性异种移植#主

要发生急性血管性排斥 ! &J:$;B&'J:6&"";̂;J$(#/#

UXS" - UXS是由 D细胞介导的细胞免疫及抗体

依赖的体液免疫共同引起),9P*

- ,9磷酸9鞘氨醇受

体拮抗剂 ! 'I%(/H#'(/;9,9I%#'I%&$;";J;I$#"&H#/('$#

RDZGPO "可选择性减少外周淋巴细胞和移植物中

的细胞毒性 D细胞 !CD]"的数量'细胞间黏附分

子9, _淋巴细胞功能抗原9, ! (/$;"J;66:66&"&0%;'(#/

4#6;J:6&"9, _6?4I%#J?$;3:/J$(#/9&''#J(&$;0 &/$(H;/9, #

8CU)9, "单抗可选择性与细胞表面的 8CU)9, 分

子结合#抑制细胞间粘附分子9, _淋巴细胞功能抗

原9, ! 8CU)9, _]RU9, "的共刺激信号- 本文观察

了联合用药对小鼠9大鼠异种心脏移植的作用-

!"材料与方法

,*,W材料

,*,*,W实验动物与器材WW雌性 c&6= _J小鼠#

体质量 PO QKO H'雌性 Y('$&"大鼠#体质量 POO Q

P2O H#由中南大学实验动物中心提供- 手术显微

镜 !![9<<*PP9K " 系上海医用光学仪器厂生产'

22O 型酶标仪系伯乐生命医学产品!上海"有限公

司出品-

,*,*PW药品及试剂WWRDZGPO 由 T#B&"$(']$0*

提供# 8CU)9, 4U= 由 c#;%"(/H;"8/H;6%;(4公司提

供- 血清 8]9P #8RT9

$

#8]9N 检测试剂盒系北京中

山生物技术有限公司产品'C+N #C+M 细胞免疫组

化试剂盒系美国博士德公司产品'小鼠抗大鼠 8H)

单抗!C6#/;)US)9N "与辣根过氧化物酶标记小鼠

抗大鼠 8H)7 单抗!C6#/;)US59, "系美国 c(#'#:"J;

公司产品#大鼠骨髓瘤 8H)7 !C6#/;8SNGK "系美国

<;"#$;J公司产品#过氧化物酶底物系美国 <(H4&公

司产品'麻醉剂用 ,Of水合氯醛 P*2 QK*2 4]_7H

腹腔注射-

,*PW方法

,*P*,W腹部心脏移植手术方法WWc&6= _J小鼠

作为供体#Y('$&"大鼠作为受体#以改进的方法行

腹部心脏移植)K*

-

,*P*PW实验分组WW将异种腹部心脏移植模型

分为 G 组# 每 组 M 只 大 鼠# 手 术 当 日 开 始 用

RDZGPO , 次_日#灌胃'8CU)9, 4U= 腹腔注射 ,

次_日#疗程直至移植心被排斥#剂量如下-

!"#:I , ( 对 照 组 c&6= _J9Y('$&"' !"#:I P (

RDZGPO , 4H_! 7H, 0 " '!"#:I K ( RDZGPO K 4H_

! 7H, 0 " ' !"#:I N ( 8CU)9, 4U= , 4H_!7H,0"'

!"#:I 2 ( 8CU)9, 4U= P 4H_! 7H, 0 " ' !"#:I . (

RDZGPO , 4H_! 7H, 0 " e 8CU)9, 4U= P 4H_

!7H,0"' !"#:I G ( RDZGPO K 4H_! 7H, 0 " e

8CU)9, 4U= P 4H_! 7H,0" -

,*P*KW观察方法WW每日触摸大鼠腹部#心脏停

跳为移植心被排斥#从移植心复跳到停跳之间的

时间为移植心存活时间-

,*P*NW标本的留取WW对移植心停跳的大鼠#从

下腔静脉抽血#静置#离心 P OOO "_4(/#取血清#置

gGOi深低温冰箱保存备用'同时用无菌手术器

械取移植心#分数份#一部分用 ,Of甲醛固定#另

一部分置 gGO i深低温冰箱保存备用-

,*P*2W大鼠血清 8H)的检测WW于术后第 , # K #

2 # G # ,O # ,P 0 及移植心停跳时#剪尾取血 O*2

4]#制备血清 O*P2 4]#置 gGO i超低温冰箱保存

至检测- 检测步骤如下( ! , " ,O

&

H_4]小鼠抗大

鼠 8H)单抗包被 -. 孔板#每孔 ,OO

&

]#置 N i碳

酸盐缓冲液中过夜- ! P " O*,f 1c< 液洗 -. 孔

板#共 K 次- ! K " KG i下用含 2f脱脂牛奶的 1c<

液封闭 P %#每孔 POO

&

]- ! N "重复第 P 步- ! 2 "

每孔加大鼠血清及标准品 ,OO

&

]#每份样本重复

两份- 大鼠 8H)7 标准品浓度分别为 P 2OO # .P2 #

,2.*K # K-*, # -*M # P*N # O*. # O /H_4]#大鼠血

清样本稀释度为 , _P2 OOO 和 , _2O OOO - KG i孵

育 P %- ! . "重复第 P 步- ! G "每孔加入 2OO /H_

4]辣根过氧化物酶标记的小鼠抗大鼠 8H)7 链单

抗 ,OO

&

]# KG i 孵 育 P %- ! - " 重 复 第 P 步-

! ,O "每孔加入荧光抗体 POO

&

]#-. 孔板常温暗

处孵育 KO 4(/- ! ,, "读取 +̀

N2O

值#并通过标准曲

线计算相应浓度-

,*P*. W 免疫组化 UcC法检测移植心组织内

PN
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C+N

e及 C+M

e

D细胞的浸润WW ! , " 取制备好的

冰冻切片#小心吸去组织周围水分#滴加新鲜配制

的 Kf L

P

`

P

#室温静置 ,O 4(/ 以灭活内源性酶#蒸

馏水洗 K 次- ! P " 滴加正常血清封闭液#室温静

置 PO 4(/#甩去多余液体#不洗- ! K " 滴加相应一

抗!兔 8H!" #将切片置湿盒内 Ni冰箱过夜# 1c<

洗 K 次#每次 2 4(/- ! N " 滴加生物素化山羊抗兔

8H!#P2 i KO 分钟# 1c< 洗 K 次#每次 2 4(/- ! 2 "

滴加试剂 <UcC#P2 i KO 分钟# 1c< 洗 N 次#每次

2 4(/- ! . " 取 , 4]蒸馏水#加 +Uc显色试剂盒

!E+,OPP "中 U#c#C试剂各一滴#混匀后加至切

片#室温显色 2 4(/#蒸馏水洗涤- ! G " 苏木素轻

度复染 ,O '- 无水酒精脱水 , QP 4(/#丙酮透明

, QP 4(/#封片- 在 NOO 倍光镜下随机取 ,O 个视

野#记录阳性细胞个数-

,*P*G W用 UcC9E]8<U法测定大鼠血清中 8]9P $

8RT9

$

及 8]9N 的含量WW ! , "不同浓度标准品的

配制(设标准孔 M 孔#每孔中各加入样品稀释液

,OO

&

]#第 , 孔加标准品 ,OO

&

]#混匀后用加样器

吸出 ,OO

&

]#移至第 P 孔#如此反复作对倍稀释至

第 G 孔#从第 G 孔中吸出 ,OO

&

]弃去#使之体积

均为 ,OO

&

]#第 M 孔为空白对照- 浓度分别为

, OOO#2OO #P2O #,P2 #.P*2 #KP #,. #O IH_4]- ! P "

样品孔中每孔加入大鼠血清 ,OO

&

]- 封好反应

板#置 KG i ,PO 4(/- ! K " 用洗涤液洗板 . 次-

! N "每孔中加入第一抗体工作液 2O

&

]#将反应板

充分混匀后置 KG i .O 4(/- ! 2 "用洗涤液洗板 .

次- ! . "每孔加酶标抗体工作液 ,OO

&

]#将反应

板置 KG i .O 4(/- ! G "洗板(同前- ! M "每孔加

入底物 ! 1̀+"工作液 ,OO

&

]#置 KG i暗处反应

2 Q,O 4(/- 每孔加入 , 滴终止液混匀- ! - " 在

N-P /4处测吸光值- ! ,O "通过标准曲线测定大

鼠血清中 8]9P #8RT9

$

及 8]9N 含量! IH_4]" -

,*P*M W病理学检查WW取停搏心脏#固定#切

片# LE染色#光镜观察病理变化- 异种急性血管

性排斥表现为(心肌细胞肿胀#坏死#间质出血#水

肿#单核细胞浸润#血管内皮破裂#血管内血栓形

成#纤维素沉积-

,*KW统计学处理WW用 <1<<,K*O 软件对实验数

据进行处理#各组移植心生存时间用 5&I6&/9);(;"

方法分析'血清细胞因子水平#C+N #C+M 细胞计

数用方差分析'移植物存活时间与 8H)抗体水平

之间用回归分析- 3jO*O2 示差异有统计学

意义-

#"结""果

P*,W移植心存活时间WW对照组异种移植心平

均存活! P*G2 mO*NK " 0#单一用药组 P #N #2 不能

延长移植心存活时间#单一用药组 K 则可有限延

长移植心的存活 ! N*P2 mO*G, " 0 !3jO*O, " '联

合用药组 . #G 移植心存活时间明显长于单一用药

组及对照组! 3jO*O, " #联合用药组 G 能有效延

长异种移植心的存活达! ,O*P2 mP*,P " 0#也明显

长于组 K #. !3jO*O, " !表 , #图 , " -

表!"移植心存活时间!0"

组别 处理 $ 存活时间!

#

Um7"WWWWWW

组 , 对照 M K#K#K#P#K#K#P#K !P*G2 mO*NK"

组 P RDZGPO , 4H M K#K#P#N#N#K#K#K !K*,K mO*.N"

组 K RDZGPO K 4H M

K#N#N#2#2#2#N#N !N*P2 mO*G,"

""

组 N 8CU)9,4U= , 4H M N#K#P#K#K#K#P#K !P*MM mO*.N"

组 2 8CU)9,4U= P 4H M K#N#N#K#K#K#P#K !K*,K mO*.N"

组 . RDZGPO ,4He8CU)9,4U= P 4H M

G#2#.#G#G#M#2#. !.*KM m,*O."

""

pp

组 G RDZGPO K4He8CU)9,4U= P 4H M

,O#,,#,P#M#G#,P#,K#- !,O*P2 mP*,P"

""

pp

$$

WW与组 , 比较#

""

3jO*O,'与组 K 比较#pp 3jO*O,'与组 . 比较#

$$

3jO*O,

P*PW移植心的病理学检查WW对照组和单一用

药组 P #K #N #2 其移植心均呈明显的急性血管性排

斥反应(严重的间质出血#水肿'血管内皮细胞层

破裂#血管内血栓形成#心肌细胞弥漫性坏死并伴

有单核细胞浸润!图 P " - 联合用药组 . #G 排斥反

应程度相对较轻#主要表现为局灶性心肌细胞坏

死伴有纤维素沉淀及小血管内血栓形成!图 K " -

P*KW移植心组织内 C+N

e及 C+M

e

D细胞的浸润

WW组 , #P #K #N #2 #. 其移植心组织内均有较明

显的 C+N

e及 C+M

e

D细胞的浸润#以 C+N

e

D细胞

为多'组 G C+N

e及 C+M

e

D细胞的浸润与以上各

组比较相对较轻!3jO*O2 " !图 N Q. " -

P*NW血清细胞因子水平WW在移植心被排斥时#

各组血清 8]9N 均保持在较低水平#而 8]9P 和 8RT9

KN
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$

维持在较高水平#组 G 血清 8]9P 和 8RT9

$

水平

明显低于组 , #P #K #N #2 #. !3jO*O, " !图 G " -

P*2W血清 8H)水平WW移植后 , QK 0#大鼠抗小

鼠的 8H)维持在较高水平#随着移植心存活时间

的延长#8H)水平逐渐下降 !图 M " '血清 8H)水平

与移植心存活时间呈负相关#线性!](/;&""相关系

数 S]ngO*G2N !3jO*O, " #生长 !!"#@$% "相关

系数 S!ngO*MO, !3jO*O, " #回归方程分别为(

X

Yng-*..PRe,.G*2K, ' <$ !

X

Y" ngO*O-KRe

2*,G. !图 - " -

!"#
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图!"小鼠9大鼠移植心存活曲线

?,-&!<:"B(B&6"&$;#34(J;9$#9"&$J&"0(&JV;/#H"&3$'
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图&"移植心组织 C+N

e及 C+M

e

D细胞W与组 ,#P#K#N#2#.

比较#

"
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e

#C+M
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图'"移植心组织内C+N

e

D细胞的浸润

?,-&'8/3(6$"&$(#/ #3C+N

e
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图("移植心组织内C+M

e

D细胞的浸润

?,-&(8/3(6$"&$(#/ #3C+M

e
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RDZGPO 与8CU)9, 单抗对小鼠9大鼠异种心脏移植抗排斥的作用W熊海波#等
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图)"血清细胞因子水平W与组 ,#P#K#N#2#. 比较#
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图%"移植后不同时间大鼠抗小鼠8H)水平

?,-&%];B;6#3"&$9&/$(94#:';8H)&3$;"$"&/'I6&/$&$(#/

!"#$%&$'

()*$+%

,%-./0

1234566789:6;5<=:

>2?@5;<ABCDE@5@:

F*G1H2@I@J=89<I:;6

>2K@5L@:BCDE@5@:

@CCCCCCC7CCCCCCACCCCCCC6CCCCCCCLCCCCCC:@CCCCC:7CCCCC:A

MN%&)&+OP/)Q$C-RC0$+%/CS$*-T%+R/CU'+V#H

7<@

7@@

:<@

:@@

<@

@

>

+

/

K

+

*

/

)

K

Q

-

N

#

$

C

F

T

W

C

O

$

&

$

O

C

U

*

T

X

Q

(

H

图*"大鼠抗小鼠8H)水平与移植心存活时间的关系
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异种移植分为非协调性异种移植 ! 0('J#"0&/$

V;/#$"&/'I6&/$&$(#/" 和协调性异种移植 ! J#/J#"0&/$

V;/#$"&/'I6&/$&$(#/" #前者首先发生超急性排斥反应

! %?I;"&J:$;";̂;J$(#/# LUS" # 后者不发生 LUS而

直接发生 UXS- UXS既有非特异性免疫因素如补

体#T5细胞等参与#又有 D细胞免疫和异种抗体

发挥作用),9P*

-

RDZGPO 是从冬虫夏草中提炼的制剂#化学结

构为(P9&4(/#9P9) P9! N9#J$?6I%;/?6" *9, #K9I"#I&/;9

0(#6%?0"#J%6#"(0;- 该药是 ,9磷酸9鞘氨醇 ! 'I%(/H#9

'(/;9,9I%#'%&$;'# <,1" !蛋白偶联受体!!I"#$;(/9

J#:I6;0 ";J;I$#"'# !1CS'" 选择性.非竞争性抑制

剂)N92*

# 通过 <,1, #P #2 细胞内摄和部分胞内降解

阻断 <,1信号#但不影响 <,1K 和 <,1N #可选择性

减少外周循环淋巴细胞数及移植物中 CD]的浸

润). QM*

- 其可能的机制有(诱导淋巴细胞凋亡#这

种凋亡不依赖于 R&'9R&']途径'通过对细胞黏附

分子如选择素.整合素.趋化因子等的调节促进循

环淋巴细胞向周围淋巴器官转移'抑制 D细胞从

胸腺向外周血的转移'减少效应 D细胞从淋巴结

向外周血的再循环#从而减少 D细胞对移植器官

的浸润- 同时 RDZGPO 与其它免疫抑制剂不同的

是(不损害宿主的免疫应答及免疫记忆功能- 另

一方面 RDZGPO 通过改变淋巴细胞归向及调节

8CU)9, 的表达#阻断移植物
!

皮细胞和受者血循

环中粒细胞的作用#减轻血管内皮的损伤及缺血9

再灌注损伤#增强抗排斥的效果- 有研究表明

RDZGPO 与 C'U#"&I&4?J(/#R52O. 联合应用有协同

作用)-*

-

8CU)9, 是一种单链跨膜糖蛋白#属于黏附分

子免疫球蛋白超家族成员#其配体为淋巴细胞功

能相 关 抗 原 ! ]RU9, # C+,,&_C+,M " - 8CU)9, _

]RU9, 分子对参与介导 D9D#D9c#D9U1C_靶细胞

的黏附#作为共刺激分子参与 D细胞的活化#同时

具有促进粒细胞与靶细胞结合#增强炎症反应的

作用- 抗 8CU)9, 单抗可阻断 8CU)9, 与其配体的

结合#从而抑制 D细胞的活化.抑制效应细胞与靶

细胞间的相互作用及炎症反应#发挥抗排斥效

果),O Q,P*

- 联合应用 RDZGPO 与 8CU)9, 单抗在大

鼠同种异体心脏移植中有协同的抗排斥效果),K*

-

本实验发现#8CU)9, 4U= 在低剂量及大剂量

下均不能延长移植心的存活'而 RDZGPO 在低剂量

亦不能延长移植心的存活#但在大剂量下可有限

延长至 N*P2 0- 当用 RDZGPO 的低剂量或大剂量

与 8CU)9, 4U= 的大剂量联合应用时#则使移植心

存活分别延长至 .*KM 0 和 ,O*, 0#获得了明显的

抗排斥效果- 从两种药物的作用机制看#RDZGPO

2N
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通过调节 D细胞归向减少 D细胞对移植物的浸

润#8CU)9, 4U= 则阻断 D细胞活化的共刺激信

号#阻止 D细胞的活化#抑制效应细胞与靶细胞间

的相互作用#同时 RDZGPO 可减少 8CU)9, 的表

达#减轻血管内皮的损伤和移植物的炎症反应#从

不同途径上抑制由异种抗体及活化 D细胞介导的

排斥反应- 根据移植各组的病理表现和 D细胞浸

润的结果#发现将 c&6= _J小鼠心移植于 Y('$&"大

鼠体内#无论用免疫抑制剂与否#其病理均表现为

急性血管性排斥反应(内皮损伤#血管内血栓形

成#间质出血以及纤维素沉积等'而且有明显的

C+N

e

D细胞和 C+M

e

D细胞的浸润#但以 C+N

e

D

细胞为主- 联合用药组 G 其移植心排斥反应程度

及 C+N

e

#C+M

e

D细胞的浸润均较轻#说明 UXS有

D细胞参与#联合用药有明显的抑制炎症反应的

效果- 通过对各组血中细胞因子水平的检测#发

现发生 UXS时#8]9P 和 8RT9

$

均保持在较高水平#

而 8]9N 处于较低水平#联合用药组 G 其 8]9P 和

8RT9

$

水平有一定程度的降低#表明 UXS发生时#

随着异种 D细胞的激活#产生 8]9P 和 8RT9

$

等效

应细胞因子#单一用药不足以对抗这一过程#

RDZGPO 和 8CU)9, 4U= 联合用药可从多个环节抑

制 D细胞的激活和效应细胞因子的产生#增强抗

UXS的效果- 根据移植后不同时间 8H)的动态变

化#发现移植后即有大鼠抗小鼠的抗体产生并维

持在较高水平#随着移植心存活时间的延长#抗体

水平趋于下降#即异种抗体水平与移植心存活时

间呈负相关#说明 RDZGPO 和 8CU)9, 4U= 能够抑

制异种抗体的产生#联合用药有更强的抑制效果-

总之#协调性异种移植发生的急性血管性排斥反

应有体液免疫和细胞免疫共同参与#RDZGPO 和

8CU)9, 4U= 单一用药对异种移植的抗排斥作用

不明显#联合用药可有效延长异种心脏移植的存

活时间并能抑制异种抗体的产生-
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