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补体Ｃ５ａ对肾移植排斥反应中ＩＬ１７产生的调节作用

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（第三军医大学大坪医院野战外科研究所泌尿外科，重庆４０００４２）

　　摘　要：目的　探讨肾移植排斥反应中促炎性细胞因子白细胞介素１７（ＩＬ１７）和补体活化产物Ｃ５ａ的表达情况，以及Ｃ５ａ对

ＩＬ１７表达的可能调节作用。方法　流式细胞术（ＦＣＭ）检测肾移植患者外周血中ＩＬ１７＋Ｔ细胞的频率和Ｃ５ａ刺激后人肾小管上

皮细胞系中的 ＨＫ２细胞ＩＬ１７的表达情况；ＥＬＩＳＡ检测肾移植患者血清Ｃ５ａ水平的变化；免疫组织化学检测并比较正常肾组织

和发生排斥反应移植肾组织中ＩＬ１７的表达和补体Ｃ５ｂ９的沉积；免疫细胞化学检测ＨＫ２细胞在重组Ｃ５ａ刺激前、后ＩＬ１７表达

的差异。结果　同种异基因肾移植术后，肾移植患者外周血中ＩＬ１７＋ Ｔ细胞百分率明显升高，患者血清Ｃ５ａ水平较术前显著增

加（犘＜０．０１）；发生排斥反应的肾组织中ＩＬ１７表达与Ｃ５ｂ９的沉积较正常肾脏组织均有明显的上调，二者呈正相关；加入重组的

Ｃ５ａ刺激后，ＨＫ２细胞ＩＬ１７的表达水平显著上调。结论　肾移植排斥反应中补体活化产物Ｃ５ａ可能对ＩＬ１７的产生起正向调

节作用。
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　　白细胞介素１７（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１７，ＩＬ１７）是一种重要的促炎

性细胞因子［１２］，除了ＣＤ４＋ Ｔ亚群外，其他许多细胞亚群如：

ＣＤ８＋Ｔ亚群，细胞和中性粒细胞等均可分泌ＩＬ１７
［３］。有研

究显示，ＩＬ１７在器官移植术后急、慢性排斥反应中有着重要

的作用［４６］。同时，在移植排斥反应中，移植抗原与抗体结合可

激活补体系统。作为补体系统的枢纽分子，Ｃ５被激活后可裂

解形成Ｃ５ａ和Ｃ５ｂ。Ｃ５ａ是一种重要的炎症介质和趋化因子，

通过与靶细胞表面Ｃ５ａＲ的结合，发挥其生物学效应
［７］。尽管

补体在移植排斥中的重要作用已有不少报道［８９］，但对于小分

子Ｃ５ａ在临床移植排斥中的作用机制并不清楚。本研究检测

了同种异基因肾移植术前、后外周血以及发生移植排斥反应肾

组织中ＩＬ１７和Ｃ５ａ的表达变化，并探讨Ｃ５ａ对肾小管上皮细

胞ＩＬ１７表达的调节作用。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１２年１月至２０１３年１２月在本院泌

尿外科接受同种异基因肾移植手术的患者２０例，其中男１１

例，女９例；年龄２４～５８岁，平均（４０．６１±２．２１）岁。移植肾组

织标本来源于同期临床诊断为排斥反应的肾组织标本１０份及

无排斥反应的正常肾组织标本５份。

１．２　方法

１．２．１　流式细胞术（ＦＣＭ）检测　ＦＣＭ 检测接受同种异体肾

移植患者外周血中ＩＬ１７＋ Ｔ细胞的比例和Ｃ５ａ刺激后人肾小

管上皮细胞系中的 ＨＫ２细胞ＩＬ１７的表达情况。外周血中

ＩＬ１７＋ Ｔ细胞的检测：分别在肾移植手术前（即０ｈ）及术后３、

７ｄ，抽取患者静脉血４ｍＬ，ＥＤＴＡＮａ抗凝处理。将抗凝血用

ＰＢＳ倍比稀释后，缓慢加入预加有２ｍＬ人外周血淋巴细胞分

离液（天津灏洋生物）的离心管中，２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收

集单个核细胞层。在含乙酰肉豆蔻佛波酯（ｐｈｏｒｂｏｌｍｙｒｉｓｔａｔｅ

ａｃｅｔａｔｅ，ＰＭＡ）５０ｎｇ／ｍＬ、蛋白转运阻断剂（ｂｒｅｆｅｌｄｉｎＡ，ＢＦＡ）

１０ｇ／ｍＬ和离子霉素（ｉｏｎｏｍｙｃｉｎ）５００ｎｇ／ｍＬ的ＲＰＭＩ１６４０完

全培养基中培养４ｈ后，收集细胞，加入别藻蓝蛋白（ａｌｌｏｐｈｙ

ｃｏｃｙａｎｉｎ，ＡＰＣ）抗人ＣＤ３（Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ）进行表面染色，然后依次

用４％多聚甲醛固定细胞１５ｍｉｎ，０．１％的皂素通透破膜２０

ｍｉｎ，再加入藻红蛋白（ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎ，ＰＥ）抗人ＩＬ１７Ａ（Ｂｉｏ

ｌｅｇｅｎｄ）冰上避光反应３０ｍｉｎ，ＦＣＭ检测各样品ＣＤ３
＋亚群中

ＩＬ１７＋Ｔ细胞的百分率。Ｃ５ａ刺激后 ＨＫ２细胞ＩＬ１７的表达

检测：ＨＫ２细胞以８×１０３ 个／孔接种于２４孔细胞培养板中，

贴壁６～８ｈ；无血清培养基饥饿２４ｈ后，加入２００ｎｇ／ｍＬ重组

１３３１重庆医学２０１４年４月第４３卷第１１期

 基金项目：国家自然科学基金面上资助项目（８１１７０６９５，８１３７０８４６）。　作者简介：李蜀婧（１９８３－），技师，硕士研究生，主要从事移植免疫

方面的研究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：（０２３）６８７５７９４１；Ｅｍａｉｌ：ｚｈｋｑ２０００＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。



图１　　同种异基因肾移植手术前、后患者外周血中ＩＬ１７＋ Ｔ细胞百分率比较

人Ｃ５ａ（Ｈｙｃｕｌｔｂｉｏｔｅｃｈ）刺激４８ｈ；收集细胞，按照上述方法进

行染色，ＦＣＭ检测各处理组细胞ＩＬ１７的表达情况。

１．２．２　ＥＬＩＳＡ技术检测接受同种异体肾移植患者血清Ｃ５ａ

的水平　采用ＢＤ公司的人Ｃ５ａＥＬＩＳＡ检测试剂盒，按照说明

书测定血清Ｃ５ａ水平。

１．２．３　免疫组织化学和免疫细胞化学分别检测组织及细胞中

ＩＬ１７、Ｃ５ｂ９及Ｃ５ａＲ的表达　免疫组织化学：肾脏组织标本

常规方法进行石蜡包埋、切片；组织切片脱蜡水化后，０．０１

ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸钠微波法抗原修复，然后用３％Ｈ２Ｏ２ 去除内源

性过氧化物酶；加入 兔 抗 人ＩＬ１７ 多 克 隆 抗 体 （ＳＡＮＴＡ

ＣＲＵＺ）和兔抗人Ｃ５ｂ９多克隆抗体（Ａｂｃａｍ）；二步法免疫组织

化学检测试剂盒（抗兔）ＰＶ９０００（中杉金桥）进行后续染色；

ＤＡＢ试剂盒（中杉金桥）显色后苏木素复染；脱水透明后中性

树胶封片，拍片。免疫细胞化学：ＨＫ２细胞以８×１０３ 个／孔接

种于放有盖玻片的２４孔细胞培养板中，贴壁６～８ｈ；无血清培

养基饥饿２４ｈ后，加入２００ｎｇ／ｍＬ重组人 Ｃ５ａ（Ｈｙｃｕｌｔｂｉｏ

ｔｅｃｈ）刺激４８ｈ；取出细胞爬片，４％多聚甲醛固定，３％Ｈ２Ｏ２ 去

除内源性过氧化物酶，正常山羊血清封闭；加入兔抗人ＩＬ１７

多克隆抗体（ＳＡＮＴＡＣＲＵＺ）和兔抗人Ｃ５ａＲ单克隆抗体（Ａｂ

ｃａｍ）；即用型免疫组织化学超敏（ＵｌｔｒａＳｅｎｓｉｔｉｖｅＴＭ）ＳＰ（抗兔）

试剂盒（福州迈新）进行后续染色；ＤＡＢ试剂盒（中杉金桥）显

色后苏木素复染；中性树胶封片后拍片。

１．３　统计学处理　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０进行统计分析，

计量资料以狓±狊表示，统计分析采用非配对的狋检验，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　同种异体肾移植手术前、后患者外周血细胞中ＩＬ１７＋ Ｔ

细胞百分率比较　对患者外周血淋巴细胞进行ＦＣＭ 的检测，

结果表明，接受同种异体肾移植患者外周血标本中，部分患者

术后３ｄＩＬ１７＋ Ｔ细胞百分率较术前升高了约２倍（３．３０％

狏狊．１．６６％），但术后７ｄ时其频率则下降到与手术前相当水平

（１．９６％狏狊．１．６６％），见图１。

２．２　同种异体肾移植手术前、后患者血清Ｃ５ａ水平比较　对同

种异体肾移植患者不同时相点血清中Ｃ５ａ水平进行ＥＬＩＳＡ检测，

发现接受同种异体肾移植术后３ｄ与手术前差异无统计学意义

（犘＞０．０５）；术后７ｄ患者血清Ｃ５ａ水平较术前（即０ｈ）显著上升

［（１８２．００±７．０８）ｎｇ／ｍＬ狏狊．（１１６．５０±１５．９５）ｎｇ／ｍＬ，犘＜０．０１］，见

图２。表明移植术后补体Ｃ５被激活裂解形成了Ｃ５ａ。

２．３　不同肾脏组织中ＩＬ１７的表达与补体Ｃ５ｂ９沉积的比较

　正常肾组织和发生排斥反应肾组织的免疫组织化学染色结

果表明，发生排斥反应移植肾组织中ＩＬ１７的表达（图３）和

Ｃ５ｂ９的沉积（图４）较正常肾组织中明显增加：１０例有排斥反

应的患者肾组织ＩＬ１７表达均呈弱阳性，Ｃ５ｂ９的表达均呈强

阳性；而５例无排斥反应的正常肾组织中ＩＬ１７表达则为阴

性，Ｃ５ｂ９的表达则为弱阳性。且二者表达方式相似，均主要

表达于 ＨＫ２细胞。

　　ａ：犘＜０．０１，与手术前比较。

图２　　肾移植患者手术前、后血清Ｃ５ａ水平比较

　　Ａ：正常肾组织阴性对照；Ｂ：正常肾组织中ＩＬ１７的表达；Ｃ：排斥反应肾组织阴性对照；Ｄ：排斥反应肾组织中ＩＬ１７的表达。

图３　　不同肾组织中ＩＬ１７的表达比较（×４００）
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　　Ａ：正常肾组织阴性对照；Ｂ：正常肾组织中Ｃ５ｂ９的表达；Ｃ：排斥反应肾组织阴性对照；Ｄ：排斥反应肾组织中Ｃ５ｂ９的表达。

图４　　不同肾组织中Ｃ５ｂ９沉积的比较（×４００）

　　Ａ：未刺激ＨＫ２细胞阴性对照；Ｂ：未刺激ＨＫ２细胞ＩＬ１７的表达；Ｃ：Ｃ５ａ刺激４８ｈＨＫ２细胞阴性对照；Ｄ：Ｃ５ａ刺激４８ｈＨＫ２细胞ＩＬ１７的表达。

图５　　免疫细胞化学检测 ＨＫ２细胞ＩＬ１７表达

２．４　重组Ｃ５ａ对 ＨＫ２细胞ＩＬ１７表达的诱导作用　对 ＨＫ２

细胞进行Ｃ５ａ受体（Ｃ５ａＲ）的细胞化学染色，结果证实该细胞

可组成性地表达Ｃ５ａＲ；再加入重组的Ｃ５ａ对ＨＫ２细胞进行培

养，４８ｈ后收集细胞，通过免疫细胞化学和ＦＣＭ分析ＩＬ１７的

表达，结果发现Ｃ５ａ刺激后，ＨＫ２表达ＩＬ１７的水平明显上调

（图５、６），表明Ｃ５ａ可通过与Ｃ５ａＲ结合，直接作用于 ＨＫ２细

胞调节其ＩＬ１７的产生。

图６　　ＦＣＭ检测Ｃ５ａ对 ＨＫ２细胞ＩＬ１７表达的上调作用

３　讨　　论

近年来，中国每年由于各种原因导致的肾衰竭新增患者约

２００万人，虽然肾移植是治疗终末期肾衰竭最理想的方法，但

是，术后移植排斥已成为维持移植肾长期存活的主要障碍。目

前，针对器官移植术后的排斥反应，临床上采用的环孢素Ａ和

ＦＫ５０６等免疫抑制剂均是通过抑制整个Ｔ细胞群的活化和增

殖来发挥作用，缺乏选择性，不良反应大［１０］。因此，进一步探

讨移植排斥的发生机制以发展新的治疗方案已经迫在眉睫。

移植排斥是一种炎症反应，促炎性细胞因子ＩＬ１７在加速

移植排斥中的重要作用也已得到越来越多实验数据的支持。

Ｆáｂｒｅｇａ等
［１１］在同种异体肝移植模型中发现，发生急性排斥反

应的小鼠血清中ＩＬ１７和ＩＬ２３显著升高；Ｃｒｉｓｐｉｍ等
［１２］在针

对肾移植患者的研究发现，移植后发生移植排斥的患者血清

ＩＬ１７的水平显著高于未发生排斥反应的个体；ＩＬ１７在肾小

管区可以通过细胞分裂素活化蛋白酶途径诱导ＩＬ６、ＩＬ８和

单核细胞趋化蛋白１（ｍｏｎｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ１，ＭＣＰ

１），介导排斥反应
［１３］。本研究发现，接受同种异体肾移植的患

者，部分在接受移植术后，ＩＬ１７＋ Ｔ细胞的百分率较术前明显

升高（图１），这可能是由于每对供体与受体主要组织相容性复

合体（ｍａｊｏｒｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｃｏｍｐｌｅｘ，ＭＨＣ）分子的相容性

程度不一，因此临床手术前普适剂量的免疫抑制剂会导致个体

的排异程度在早期出现差异。随着临床免疫剂量和方案的调

整，大多数患者ＩＬ１７＋ Ｔ细胞在术后７ｄ恢复到手术前水平

（图１）。与之一致的是，在临床上通过病理学诊断已确定发生

排斥反应的移植肾组织中 ＨＫ２细胞ＩＬ１７的表达水平较正常

肾组织有明显的增强，见图３。

Ｃ５ａ与Ｃ５ｂ均为补体Ｃ５活化后的裂解片段，但Ｃ５ａ存在

于液相，不易在组织局部检测到，而Ｃ５ｂ形成后会依次与补体

Ｃ６、Ｃ７、Ｃ８、Ｃ９结合，形成终产物Ｃ５ｂ９沉积于细胞表面，所以

检测Ｃ５ｂ９也可以间接反映Ｃ５ａ的产生。这在炎症反应的启

动和调节中起着关键作用。在同种异基因移植术中，补体的激

活主要发生在以下两种情况：（１）超急性排斥反应阶段，由于受

者体内预先存在的抗移植抗原的抗体与移植抗原结合，激活了

补体，一般发生在移植术后数分钟至数小时；（２）在急性排斥阶

段，受者体内产生的抗体与移植抗原结合，导致补体激活，一般

在移植术后７ｄ左右出现。由于现在已具备成熟的受者体内

预存抗体的筛选手段，故前者在目前的临床中基本可以避免，

因此，移植排斥导致的补体激活主要发生在急性排斥反应中。

本研究也发现，接受同种异体肾移植患者血清Ｃ５ａ水平在术后

３ｄ与术前差异无统计学意义（犘＞０．０５），但术后７ｄ时显著升

高（图２）。此外，与移植排斥肾组织中ＨＫ２细胞ＩＬ１７水平的

高表达类似，补体Ｃ５的另一裂解片段Ｃ５ｂ９沉积的主要部位

也是在移植排斥肾组织的 ＨＫ２细胞（图４），表明该部位为移

植排斥导致补体活化的主要部位。肾移植排斥反应中 ＨＫ２

细胞ＩＬ１７的产生与补体裂解片段Ｃ５ａ是否有着某种关联；有

文献报道Ｃ５ａＲ组成性表达于原代肾上管上皮细胞以及包括

ＨＫ２在内的肾上管上皮细胞系
［１４１５］。本研究的体外细胞培养

３３３１重庆医学２０１４年４月第４３卷第１１期



实验发现，ＨＫ２细胞在接受重组Ｃ５ａ刺激后ＩＬ１７表达明显

上调（图５、６），表明补体活化产物Ｃ５ａ可直接作用于 ＨＫ２细

胞诱导ＩＬ１７的产生，促进排斥反应。

该研究为补体Ｃ５ａ在移植肾损伤中的作用有了新的见

解，为补体抑制剂治疗移植相关疾病的使用提供了进一步的理

论依据。本研究的不足之处在于临床总样本量偏少，体外细胞

实验中关于Ｃ５ａ／Ｃ５ａＲ介导 ＨＫ２细胞ＩＬ１７产生的信号通路

有待进一步的探讨。
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发生风险增加，并且各代谢组分呈加重趋势；而随着 ＭＳ各组

分的严重程度的增加，ＳＵＡ的水平也逐渐增高，提示ＳＵＡ与

ＭＳ各组分之间的作用可能互为因果。
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