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基因骨髓造血干细胞移植诱导肝移植术后免疫耐受的可行性及其可能机制%方法
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选用雄性

d;>BCK

大鼠
$#

只为肝移植供体!另选雌性
R!

大鼠
.#

只为异基因肝移植受体!随机分为
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基因骨髓造血干细胞移植联合肝

移植组"

'

组$和单纯肝移植组"

&

组$%雌性
d;>BCK

大鼠
-#

只为同基因肝移植受体"

`

组$%比较
'

&

&

两组大鼠肝移植术后
-

周

生存率&生存状况&生存时间!以及移植肝脏的病理变化%结果
!

`

组大鼠生存时间均达
/#:

以上!

'

组为"

$-0.2"0<

$

:

!明显高

于
&

组("

-.0-2"03

$

:

)!差异有统计学意义"

!

%

#0#1

$%

&

组病理组织切片可见中&重度急性排斥反应!肝内单核细胞浸润较为明

显!主要集中在汇管区'

'

组移植肝内组织损伤程度明显减轻'

`

组基本无排斥反应!接近正常肝组织%结论
!
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基因骨髓造

血干细胞可明显减轻大鼠肝移植后免疫排斥反应%

关键词"肝移植'免疫耐受'
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目前#肝脏移植$

9;FAKBKC6>

L

9C6BCB;86

#

(@

%已成为治疗终

末期肝病最有效的方法'然而#同种异体排斥反应仍然是器官

移植的主要障碍#肝移植术后急性排斥反应发生率仍可高达

-.5

"

$"5

(

-?1

)

'目前的研究表明在给予适当处理后#联合供

者造血干细胞移植甚至能诱导出非免疫特惠器官...同种异

基因的大鼠皮肤或者心脏的移植耐受(

/?%

)

'因而#建立微嵌合

状态这一观点#对移植免疫耐受的诱导确有一定的理论指导意

义和实际应用价值'本研究的目的在于探讨联合携
7:K?-

基

因的骨髓造血干细胞移植是否可通过建立微嵌合状态而诱导

免疫耐受'

>
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材料与方法
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材料
!

选用雄性
d;>BCK

大鼠
$#

只为肝移植供体#另选

雌性
R!

大鼠
.#

只为异基因肝移植受体#随机分为
7:K?-

基

因骨髓造血干细胞移植联合肝移植组$

'

组%和单纯肝移植组

$

&

组%'雌性
d;>BCK

大鼠
-#

只为同基因肝移植受体$

`

组%'

>0?

!

携
7:K?-

骨髓造血干细胞的构建
!

质粒$

L

[C7:K9

"

'

%由

美国国立癌症研究所
8̂BBA>7C6

教授惠赠&本院已构建并冻存

含全 长
7:K?-

基 因
)!Q'

的 产 病 毒 包 装 细 胞
J'$-3?

[C7:K9

"

'

'浓缩病毒上清液的制备!用含
-#5

胎牛血清的

S]!]

培养细胞#收集上清液'经
"####K

"

7;6

低温离心
.E

#

沉淀用含
-#5

胎牛血清的
S]!]

重悬$按
/01

倍浓缩%后灭菌

待用&获取供肝后#无菌取出雄性
d;>BCK

大鼠$

O@--

%股骨和

胫骨#用冰
!]U]

液冲洗骨髓腔#

@K;>

"

Q[

"

(̀

裂解红细胞#

加入肝素抗凝后进行密度梯度离心#收集界面的有核细胞层制

成单细胞悬液'将骨髓细胞悬液加入
."

孔板#$

.0#

"

10#

%

Y

-#

1

"孔#同时按比例加入鼠
S(?$.#6

4

"

7(

*人
S(?/1#6

4

"

7(

以及鼠
R̀ b1#6

4

"

7(

#聚凝胺
.

&

4

"

7(

及浓缩病毒上清液#

隔日半量换液以补充新鲜病毒上清液及营养成分&

."

"

"%E

后收集细胞即为携
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基因骨髓造血干细胞'

>0@
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大鼠肝移植后急性排斥反应动物模型的建立
!

采用
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重庆医学
.#--

年
"
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期

"
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两袖套法(

<?-#

)建立雄性
d;>BCK

$供体%

(

雌性
R!

$受体%

大鼠肝移植后的急性排斥反应$

')O

%动物模型'因构建携

7:K?-

基因骨髓造血干细胞需要
"%E

#因此#移植术后
"%E

内#

所有动物均给予
>̀'-17

4

"

:

抗排斥反应'参照文献#

"%E

后受体鼠接受
8̀?/#a

射线
-01^

I

亚致死性照射$抑制细胞

免疫#并腾空受体骨髓的+龛位,以利于异基因骨髓%'同时及

."E

后#分
.

次经中央尾静脉注入
-#

/

"

-#

3 个携
7:K?-

基因

的骨髓造血干细胞#建立携
7:K?-

基因联合移植的动物模型#

分别以携空载及骨髓造血干细胞回输为对照组#继续给予
>̀'

-17

4

"

:

抗
')O

处理
$:

$利于植入细胞定植%'

>0A

!

观察指标

>0A0>

!

获取光*电镜标本
!

观察病理形态变化#并根据
d;99?

9C7>

标准#将
')O

分为
"

级!

#

级无排斥证据&

#

级$轻度排

斥%汇管区轻度单核细胞浸润#轻度血管内皮炎与胆管损伤&

$

级$中度排斥%汇管区较重的单核细胞浸润#伴肝细胞局灶坏死

但无桥接坏死&

'

级$重度排斥%汇管区显著单核细胞浸润#肝

实质桥接坏死'

>0A0?

!

微嵌合及免疫耐受状态的检测
!

微嵌合状态检测!参

照文献#采用聚合酶链反应$

J̀ O

%检测雌性受体大鼠外周血细

胞中雄性供体
d;>BCK

大鼠特有的性别决定基因
ROa

$

a

染色

体的特异性片段%作为微嵌合的指标&术后
9

*

.

*

$

个月分别取

外周血抽提
!Q'

#引物序列来自大鼠
ROa

基因库$

Q80

'_.../%%

%#上游引物!

1g?)CB)B)B

4

C)BB))B

44

BB

4

)CC?

)

#下游

引物!

1g?CB

4

)B

444

CBB)B

4

BB

4

C

4

))?$g

'

J̀ O

产物为
."-D

L

#对

应于
ROa

基因
.3$

"

1-"

位点之间'同时以雌性
R!

大鼠$

)

%

和雄性
d;>BCK

大鼠$

*

%作为阴性和阳性对照'

>0A0@

!

迟发型超敏反应$

!@[

%检查
!

于
R!

大鼠腹股沟皮下

注射
-Y-#

3

$

1#

&

(

%

d;>BCK

大鼠脾细胞预致敏#

3:

后于右后

脚掌注射
-Y-#

3 相同的脾细胞#左后脚掌注射
1#

&

([C6N>

液作对照'

."E

后测量两脚掌的厚度#取其差值作为
!@[

指标'

>0B

!

统计学处理
!

采用
RJRR-$0#

统计分析软件$

RJRRS6)

#

È;)C

4

8

#

S(

#

\R'

%'数据以
M2;

表示#应用单因素方差分析

比较各组间差异的显著性#以
!

%

#0#1

为差异有统计学意义'

用
eC

L

9C6?]A;AK

模式绘制各组动物的生存曲线#并计算生

存率'

?

!

结
!!

果

受体大鼠
$#

只均计入最终统计'

`

组大鼠生存时间均达

/#:

以上#

'

组为$

$-0.2"0<

%

:

#明显高于
&

组($

-.0-2"03

%

:

)#差异有统计学意义$

!

%

#0#1

%'

&

组病理组织切片可见中*

重度急性排斥反应#肝内单核细胞浸润较为明显#主要集中在

汇管区$封
.

图
-

%&

'

组移植肝内组织损伤程度明显减轻&

`

组

基本无排斥反应#接近正常肝组织$封
.

图
.

%'

!@[.&]@

.#:

后#见表
-

'

`

*

'

组对
R!

大鼠脾细胞
!@[

反应均在较

低水平#差异无统计学意义#但两组与
&

组比较差异有统计学

意义$

!

%

#0#-

%'

表
-

!!

迟发性超敏结果$

M2;

%

组别
!@[

差值$

77

%

'

组
#0./2#0#."

&

组
#0%.2#0#.<

"

!!

"

!

!

%

#0#1

#与
'

组比较'

@

!

讨
!!

论

肝移植之父
RBCKW-

在移植后存活
$#

年以上的多种器官移

植受体体内发现广泛存在低水平供者白细胞嵌合#一组存活

-#

年以上的肝移植受体全身多种组织都存在微嵌合#进而提

出了移植免疫反应的双向模式'即无论在血管化的器官移植

或骨髓移植时#宿主抗移植物反应$

[*̂ O

%与移植物抗宿主反

应$

*̂[O

%都可同时存在'移植物中的过客细胞进入受体体

内并分布于全身组织#受者的白细胞也进入移植物#宿主免疫

系统被激活发生
[*̂ O

#同样供者的过客细胞也会被受体抗

原激活而发生
*̂[O

#在持久的免疫抑制剂干预之下#通过诱

发各种免疫调节机制#如否决机制*抑制细胞*细胞因子类别偏

移等#最终达无反应状态(

--

)

&即
[*̂ O

和
*̂[O

同时发生的

后果并非加速了对移植物的排斥#相反#两者因相互制约而可

能建立稳定的嵌合状态#诱导免疫耐受'尽管微嵌合可能只是

一种表面现象#但以此理论为基础#确有多个实验表明在给予

适当处理后#联合供者造血干细胞移植甚至能诱导出非免疫特

惠器官...同种异基因的大鼠皮肤或者心脏的移植耐受(

-.

)

'

因而#建立微嵌合状态这一观点#对移植免疫耐受的诱导确有

一定的理论指导意义和实际应用价值'

显然#异基因抗原的持续存在对于耐受的维持起到重要作

用#抗原浓度降低到一定阈值#免疫系统对抗原的反应性就会

恢复'因此#要想微嵌合持续存在#输注的异基因细胞最好具

有自我更新能力'目前#实验所广泛采用的骨髓造血干细胞就

具备自我更新能力'但是#骨髓移植前免疫抑制处理$亚致死

剂量的化疗"放射照射%以腾空受体骨髓+龛位,的细胞毒性#以

及骨髓移植后短期内采用的大剂量细胞毒性药物#在破坏受者

骨髓细胞的同时#也必然破坏植入的骨髓细胞而不能维持微嵌

合等问题#目前尚不能有效解决(

-$?-"

)

'如何保护植入的异体

造血干细胞以维持微嵌合成为问题的关键'最近#作者多项实

验结果显示#转染
7:K?-

基因的骨髓造血干细胞移植使得机体

对移植前的放射照射及随后的大剂量化疗药物的耐受均成为

可能(

-1?-%

)

'

本实验中#肝移植后
3:

#大鼠腹腔内有不等量的淡红色腹

水#肝脏与胃*大网膜*肠管等周围组织粘连#移植肝脏不同程

度肿大#其中
'

*

&

组移植肝肿胀尤为明显#肝内炎细胞浸润较

为明显#主要集中在汇管区#肝叶多处可见斑片状坏死灶#切开

时肝包膜多由于明显水肿而外翻'而使用环孢素后大鼠移植

肝汇管区较多炎细胞浸润#小胆管增生*管壁内及胆管周围炎

细胞浸润#胆管上皮核广泛空泡变'使用
7:K?-

修饰诱导的大

鼠移植肝内组织损伤程度显著减轻#轻度汇管区炎症#淋巴细

胞浸润减少&血管上皮或胆管上皮损伤也相对较轻'

本研究结果显示#异基因移植大鼠肝脏移植后生存时间仅

为$

-.0-2"03

%

:

#而转染
7:K?-

基因的骨髓造血干细胞移植干

预后生存时间可延长至
$-0.:

#

`

组大鼠生存时间则显著延

长#提示转染
7:K?-

基因的骨髓造血干细胞移植诱导供体器

官#营造诱导免疫耐受的微环境#突破同种间或异种间的免疫

屏障#使同种或异种移植物有功能地长期存活'
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