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要#目的
!

观察口服
&>0/0@2

交联物对大鼠肾移植术后的影响&方法
!

用固相法合成
&>0

肽!对其相对分子质量和

纯度进行检测后!口服
&>0/0@2

交联物灌胃
*

次%周!持续
*

个月#对照组口服灌胃生理盐水为对照!以
2)

"

'@"9

$大鼠为供体!

%FTCE

"

'@""

$大鼠为受体!建立大鼠肾移植模型!观察两组术后外周血
0\-

i

0\*!

i

@

细胞含量变化)两组生存时间)移植肾病理

变化情况!并在体外试验中!通过混合淋巴细胞培养!进一步验证!

&>0

肽对
@

淋巴细胞有无抑制其增殖功能&结果
!

通过固相

法合成的
&>0

肽相对分子质量为
"5<=+<"

!纯度为
=<+";

!建立大鼠肾移植模型后!术后第
"

天外周血流式结果显示实验组

0\-

i
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细胞较对照组明显升高"

"

$

,+,"

$!且实验组生存天数为"

*"+-j"+-!

$

A

!对照组生存天数为"

<+*j*+"!

$

A

!二者间

比较差异有统计学意义"

"

$

,+,"

$!移植肾病理切片显示对照组移植肾排斥变化早于实验组!体外混合淋巴细胞培养显示!实验

组
@

淋巴细胞增殖弱于对照组"

"

$

,+,"

$!且添加
&>0

肽后!

@

淋巴细胞增殖抑制效果更明显"

"

$

,+,"

$&结论
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口服
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肽能有效诱导免疫耐受!抑制大鼠肾移植排斥!延长生存时间&

关键词#移植#器官排斥#交联#口服耐受

ABC

!

",+5=7=

"

D

+CEE9+"76"/<5-<+*,"*+,"+,,*

文献标识码#

#

文章编号#

"76"/<5-<

"

*,"*

$

,"/,,,-/,-

H>""(("$#&(*I;7;HJ$1&//76%'K%'

0

2

0

"'#2?8%'%/#12#"?&1266

5

&'K%?'"

5

266&

0

12(#/.1:%:26%'12#/

"

F)1)4>.%

+

#

#)$%

+

B-(/(%

+

#

#

G$%C(%

+H

(

#

I$%

+

"(%

+

'($%

#

G4%

+

*($

:

)

#

1($.F$

$

34

5

$!674%6.

8

?!.9.

+:

#

1(%

H

($.#.>

5

(6$9

#

J-(!<C(9(6$!

:

C4<(D$9?%(@4!>(6

:

#

B-.%

+H

(%

+

-,,,56

#

B-(%$

&

-4/#12$#

!

<4

=

"$#%:"

!

@BB?EFKNFGJFFRRFQGBR&>0/0@2QKBEE/IC9UC9

:

H

:

F9GHA(C9CEGKHGFABKHII

O

B9UCA9F

O

HIIB

:

KHRGEMKNCNHIC9

KHGE+*"#>&?/

!

X

O

9GJFECPC9

:

&>0

S

FBGCAFE?

O

MEC9

:

EBICA

S

JHEF(FGJBA

#

CGE(BIFQMIHKTFC

:

JGH9A

S

MKCG

O

TFKFAFQGFQGFA+bKHIGBIFK/

H9QFTHEC9AMQFA?

O

C9GKH

:

HEGKCQHA(C9CEGKHGCB9

$

:

HNH

:

F

&

HGHABEFBR!(

:

"

U

:

GTCQFTFFUI

O

M9GCIAH

O

7,

#

TJCIFKHGEC9QB9GKBI

:

KBM

S

RFFATCGJ"(%

S

J

O

ECBIB

:

CQHIEHIC9FHEQB9KBI+2)

$

'@"9

&

H9A%FTCE

$

'@""

&

TFKFQJBEFAHEAB9BKEH9AKFQFC

S

F9GE

#

GJFHIIB

:

F9CQ

UCA9F

O

GKH9E

S

IH9GHGCB9THE

S

FKRBK(FA

#

GJF9GJFHEEH

O

EBR0\-

i

0\*!

i

@QFIIEC9

S

FKC

S

JFKHI?IBBA

%

GJFEMKNCNHIGC(FH9AGJF

S

HGJB/

IB

:

CQHIBRUCA9F

O

HIIB

:

KHRGTHEB?EFKNFA+@JFRM9QGCB9BR&>0C9JC?CGCB9GBGJF

S

KBICRFKHGCB9BR@QFIIETHERMKGJFKB?EFKNFA?

O

(C[

I

O

(

S

JBQ

O

GFQMIGMKF+,"/.6#/

!

@JF(BIFQMIHKTFC

:

JGH9A

S

MKCG

O

BR&>0

S

F

S

GCAFTHE"5<=+<"H9A=<+";KFE

S

FQGCNFI

O

+@JFHEEH

O

E

BR0\-

i

0\*!

i

@QFIIEC9

S

FKC

S

JFKHI?IBBATFKFC9QKFHEFAC9F[

S

FKC(F9G

:

KBM

S

HGAH

O

"

S

BEG/GKH9E

S

IH9GHGCB9

$

"

$

,+,"

&%

GJFEMKNCNHI

GC(FBRUCA9F

O

HIIB

:

KHRGEC9F[

S

FKC(F9G

:

KBM

S

H9AQB9GKBI

:

KBM

S

TFKF

$

*"+-j"+-!

&

AH9A

$

<+*j*+"!

&

AKFE

S

FQGCNFI

O

$

"

$

,+,"

&

+

#9AGKH9E

S

IH9GHGCB9UC9AF

O

>WEJBTFAHQMGFKF

D

FQGCB9JH

SS

F9FAFHKICFKC9GJFQB9GKBI+Z9NCGKB

#

GJF

S

KBICRFKHGCB9BR@QFIIETFKFC9/

JC?CGFAH9AGJFFRRFQGBRC9JC?CGCB9THEJC

:

JI

O

C9QKFHEFA?

O

HAAC9

:

&>0

S

F

S

GCAFE

$

"

$

,+,"

&

+;&'$6./%&'

!

bKHIHA(C9ECGKHGCB9BR

&>0

S

F

S

GCAFEQH9C9AMQFC((M9FGBIFKH9QF

#

C9JC?CGGJFKF

D

FQCGB9BRHIIB

:

KHRGUC9AF

O

H9A

S

KBIB9

:

GJFEMKNCNHIGC(FBRUCA9F

O

HI/

IB

:

KHRGE+

@"

5

A&1?/

!

GKH9E

S

IH9GHGCB9

%

HIIB

:

KHRGKF

D

FQGCB9

%

QKBEE/IC9UC9

:

%

BKHIGBIFKH9QF

!!

器官移植是实质器官终末期惟一有效的治疗方式'

"

(

)移

植抗原诱导的免疫应答所导致的移植物功能丧失或受者机体

损害#成为临床移植失败的主要原因和移植免疫学所致力克服

的关键难题'

*

(

)针对这一难题#人们研究各种免疫抑制药物来

辅助器官移植后治疗#但其在抑制异体器官免疫排斥的同时#

对自身正常免疫有极大影响)大量文献报道#诱导免疫耐受性

诱导受者对移植物产生特异性免疫耐受是最为理想的办法#使

受者既不发生排斥反应#又不降低对其他抗原的免疫应答能

力'

5

(

)本文针对口服
&>0/0@2

交联物对大鼠肾移植术后的

影响进行观察#现报道如下)

B

!

材料与方法

B+B

!

材料
!

2)

$

'@"9

&大鼠为供体#

%FTCE

$

'@""

&大鼠为受

体$北京维通利华实验动物有限公司提供&#雄性#体质量约

*,,

:

#

Wk/X

分离液$达科为公司&#灌胃针#

'$&Z/"7-,

培养基

$

aC?QB

公司&)

B+C

!

方法

B+C+B

!

动物分组
!

2)

$

'@"9

&供体大鼠
5,

只#

%FTCE

$

'@""

&

受体大鼠
5,

只#按照随机法将
5,

对大鼠分为两组)

B+C+C

!

&>0

衍生肽合成
!

&>0

肽的序列为!

'9IF)IF)/

IF')IF)IF)IFal

$

)IF

为正亮氨酸&#本实验拟通过口服途径诱

导耐受#

&>0

肽不能与
0@2

高效率交联#在其尾端加
/a0

肽#

即结构衍生为
'9IF)IF)IF')IF)IF)IFal/a0

$

)IF

为正亮氨

酸&#并用高效液相色谱图对合成后的衍生肽相对分子质量和

纯度进行分析)

B+C+D

!

&>0

肽与霍乱毒素
2

型亚单位交联
!

为使
&>0

肽

与霍乱毒素
2

型亚单位$

QJBIFKHGB[C92/EM?M9CG

#

0@2

&交联#

选用胶黏剂
5/

$

*/

吡啶二巯基&丙酸
)/

羟基琥珀酰亚胺酯'

)/

EMQQC9C(CA

O

I/5/
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O

IACGJCBI

&
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S

CB9HGF

#

X$\$

()准确称取

-

重庆医学
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年
"

月第
-"

卷第
"

期

"

基金项目#国家自然科学基金资助项目$

5,<6*!<,

&)

!

#

!

通讯作者#
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:
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X$\$*(

:

溶解于
5*,

$

%

二甲基亚砜$

\&Xb

&溶液中#得到

*,((BI

"

%X$\$

溶液%将
0@2

恢复到室温#准确称取
*(

:

溶解于
"(%$2X/W\@#

溶液$含少量
\&Xb

&中%取
*<,

$

%

X$\$/\&Xb

溶液加入到
"(%0@2/$2X/W\@#

溶液中#室温

震荡反应#

5,(C9

%反应液
"

%准确称取
&>0!(

:

#溶解于
"

(%$2X/W\@#

$含少量
\&Xb

&溶液中后%取
!,,

$

% &>0/

$2X/W\@#

溶液加入到反应液
"

中#持续震荡#室温反应过

夜%反应液
*

%安装脱盐柱
a/*!

#流动相采用
$2X

%反应液
*

经

离心$

7,,,K

"

(C9

#

!(C9

&处理后#上清采用脱盐柱脱盐#并进

一步经高效液相色谱仪$

>$%0

&鉴定*纯化)

B+C+E

!

%FTCE

$

'@""

&大鼠口服灌胃
!

用灌胃针从口腔直接注

入受体大鼠胃内#实验组灌胃
&>0/0@2

交联物
!(

:

"

U

:

#

"

周
*

次#持续
*

个月)对照组口服灌胃生理盐水
!(

:

"

U

:

#

"

周

*

次#持续
*

个月)

B+C+F

!

大鼠肾移植模型建立
!

以
2)

$

'@"9

&大鼠为供体#

%FTCE

$

'@""

&大鼠为受体#

,+5;

异戊巴比妥钠腹部注射麻醉

供者和受者#采用原位左肾移植#肾动*静脉端端吻合#输尿管

带瓣吻合于受体膀胱的方式进行肾脏移植#建立稳定的大鼠肾

移植模型)

B+C+G

!

血清
0\-

i

0\*!

i

@

细胞含量测定
!

移植术后第
"

天#于大鼠颈静脉抽取
*(%

血#置于
"!(%

离心管中#加
!

(%Wk/E

淋巴细胞分离液$达科为生物技术有限公司&颠倒混

匀后#小心覆盖
!,,

$

%"7-,

培养基$保持液面分界清楚&#室

温
<,,

:

离心
5,(C9

#吸出云雾状淋巴细胞层#加入
",(%

"7-,

培养基#颠倒洗涤#室温
5,,

:

离心
",(C9

#弃上清#重悬

细胞#目镜细胞计数)收集到的淋巴细胞悬液中加入
Ẑ@0

&BMEF#9GC/'HG0\-

和
$W &BMEF #9GC/'HG0\*!

$

2FQGB9

\CQUC9EB9

#

XH9dBEF

#

_X#

&#

-`

#避光孵育
5,(C9

后#过
*,,

目钢筛#用流式细胞仪进行检测)

B+C+L

!

一般情况观察
!

术后每日观察大鼠的体质量*毛发*腹

泻*精神状态#有无弓背*翘毛*腹泻等情况)记录两组大鼠

存活及死亡时间#进行生存分析)

B+C+M

!

组织学检查
!

移植术后#各组大鼠死亡后取移植肾常

规病理切片观察#

>W

染色#比较两组间移植肾损伤情况)

B+C+N

!

体外混合淋巴细胞培养
!

$

"

&刺激细胞的准备!取供体

2)

$

'@"9

&大鼠的外周血#参照
"+*+7

方法#收集
@

淋巴细胞#

移置塑料培养瓶中#加入
5,

$

:

"

(%

的丝裂霉素
0

#

56`

水浴

5,(C9

)

",,,K

"

(C9

离心
",(C9

#弃上清)

,+,"(BI

"

%

磷酸

二氢盐缓冲液$

$2X

&洗涤
*

次#每次
",,,K

"

(C9

离心
",(C9

#

弃上清)细胞沉淀重悬于新鲜完全培养基中#调整细胞数为
"

8",

7

"

(%

)$

*

&反应细胞的准备!参照
"+*+7

#实验组和对照组

大鼠将收集到的
@

淋巴细胞调整细胞数为
"8",

7

"

(%

)$

5

&

混合淋巴细胞反应!将刺激细胞加入
=7

孔细胞培养板#每个样

5

个复孔#每孔
",,

$

%

#重复
5

组#将反应细胞按每孔
",,

$

%

加入)分组如下!

H

组!对照组反应细胞
"8",

!

%

?

组!

"8",

!

刺激细胞加
"8",

! 对照组反应细胞%

Q

组!

"8",

! 刺激细胞加

"8",

! 实验组反应细胞%

A

组!

"8",

! 刺激细胞加
"8",

! 实验

组反应细胞加
!,

$

:

&>0

肽)置
56`

*

!; 0b

*

培养箱中培

养
!A

#终止培养前
"7J

#每孔加入
5>/@A'*,

$

%

吸取每孔培

养物于玻璃纤维纸上#抽气过滤#并用蒸馏水充分洗涤#抽吸)

加无水乙醇固定*晾干)将滤纸片烘干后浸入闪烁液中#置液

体闪烁计数器上测定每个样品的每分钟脉冲值$

Q

S

(

&)

B+C+BO

!

统计学处理
!

由第一作者应用
X$XX"6+,

软件进行

统计学分析#计量资料以
'j>

表示#生存分析采用
]H

S

IH9/

(FCFK

检验#混合淋巴细胞培养用方差分析#以
"

$

,+,!

为差

异有统计学意义)

C

!

结
!!

果

C+B

!

]\$"*!<

肽合成
!

如图
"

"

*

所示#合成
'\$

肽相对分

子质量为
"5<=+<"

#

>$%0

纯度检测为
=<+";

)

图
"

!!

&>0

肽相对分子质量检测

图
*

!!

&>0

肽纯度检测

!!

交联后#产物分析#于约
"=(C9

出现交联产物高峰)

图
5

!!

&>0/0@2

交联产物
>$%0

图

!

重庆医学
*,"*

年
"

月第
-"

卷第
"

期



C+C

!

&>0

衍生肽与
0@2

交联
!

&>0

衍生肽与
0@2

交联

成功#但
X$\$

极易水解#在配置
X$\$

溶液时#需采用
\&Xb

有机溶剂%同时#在反应体系中加入一定量的
\&Xb

可以调节

X$\$

的水解速率#提高其反应率)

0@2

微溶于水#实验体系

中添加
\&Xb

可以提高
0@2

的溶解性#提高
X$\$

与
0@2

的

反应率)但是#

\&Xb

对蛋白活性存在一定的影响#需控制

\&Xb

的使用量#减小蛋白活性损失#因此#反应体系中
\&/

Xb

的使用是
0@2/&#>

制备中的关键)如图
5

所示交联约

率为
<,;

)

C+D

!

术后第
"

天外周血
0\-

i

0\*!

i

@

细胞含量检测
!

术后

收集实验组和对照组各
7

只大鼠#取外周血检测
0\-

i

0\*!

i

@

细胞含量#如图
-

所示#实验组血
0\-

i

0\*!

i

@

细胞含量

为$

7+-j"+7

&

;

%对照组
0\-

i

0\*!

i

@

细胞含量为$

-+5j

,+=

&

;

#两组间比较差异有统计学意义$

"

$

,+,"

&)

!!

口服
&>0

肽后#大鼠肾移植术后第
"

天外周血实验组
0\-

i

0\*!

i

@

细胞含量明显增高)

图
-

!!

0\-

i

0\*!

i

@

细胞流式检测图

C+E

!

移植后的情况
!

移植术后第
"

天#两组大鼠均出现少动*

精神差*进食量少情况#毛发光亮%第
*

天两组大鼠活动*精神

状况*进食量均正常)移植术后第
!

天#对照组部分大鼠即出

现少食*消瘦*腹泻*弓背体位*毛发紊乱无光泽等症状)实验

组于术后
"=A

左右出现弓背翘毛*腹泻*脱毛*消瘦等症状#明

显迟于对照组)生存分析如图
!

所示!实验组生存天数$

*"+-

j"+-!

&

A

%对照组生存天数$

<+*j*+"!

&

A

#两组间比较差异有

统计学意义$

"

$

,+,"

&)

!!

移植术后实验组生存时间明显延长#提示移植肾排斥被抑制)

图
!

!!

移植术后大鼠生存率

C+F

!

移植肾病理检测
!

肾移植术后第
!

天对照组大鼠死亡
"

只#取移植肾作病理切片#

>W

染色观察$封
*

图
7

&!肾小球血

管充血#肾间质内有大量的炎细胞浸润#肾小管上皮细胞水肿)

实验组大鼠于移植术后第
"6

天第
"

只死亡)移植肾
>W

染色

示#肾小管上皮细胞水肿#肾间质疏松水肿#少量炎性细胞浸润

$封
*

图
6

&)

C+G

!

混合淋巴细胞培养
!

实验前取两组
%FTCE

大鼠外周血淋

巴细胞作为效应细胞#用
2)

大鼠的外周血细胞经丝裂霉素处

理后作为刺激细胞将两者行单向混合淋巴细胞培养#并作空白

对照)实验组淋巴细胞增殖没有对照组明显#

?Q

组间比较差

异有统计学意义$

"

$

,+,"

&#实验组培养过程中加入
&>0

肽

!,

$

:

后#

@

细胞增殖抑制更明显#

QA

组间比较差异有统计学

意义$

"

$

,+,"

&#见图
<

)

!!

口服
&>0/0@2

交联物后#实验组
@

淋巴细胞与刺激细胞混合培

养后#

@

细胞增殖被抑制#加入
&>0

肽
!,

$

:

后#抑制效果更明显)

图
<

!!

混合淋巴细胞培养

D

!

讨
!!

论

器官移植后诱导免疫耐受是目前大量研究者正努力攻克

的难题)诱导和维持免疫耐受的方法很多#如特异性全血输

注'

-

(

*脾细胞输注或骨髓细胞输注等方法'

!/7

(

)口服耐受主要

口服可溶性蛋白抗原是指通过消化系统摄入外源性抗原#通过

吸收*降解为可溶性成分或与细胞结合#进入血流并快速分布

到周围次级淋巴器官#如肠黏膜的肠相关淋巴样组织中#刺激

机体后形成的对该抗原无免疫的应答#但对其他抗原仍能应

答#诱导免疫耐受的发生#使机体对该抗原产生的全身性*低特

异性免疫应答状态#但对其他抗原仍能保持正常的免疫应答能

力'

6

(

)这一过程与静脉注射可溶性抗原诱导免疫耐受极为相

似#但口服途径具有静脉注射无法比拟的方便性'

<

(

)

人的主要组织相容性抗原为人类白细胞抗原$

JM(H9IFM/

UBQ

O

GFH9GC

:

F9

#

>%#

&#即组织相容性白细胞抗原)它是一组

淋巴细胞表面蛋白分子#参与细胞间的相互识别和免疫反应等

许多重要功能#是诱导同种组织器官移植排斥反应的主要抗

原)编码
>%#

分子的基因在人类是位于第
7

号染色体短臂

$

7

S

*""5

&#具有高度多态性#分别编码
>%#

%

*

&

*

'

类分子)

aCKHI

等'

=

(在 体 外 实 验#建 立 大 鼠 肾 移 植 模 型 后#发 现

>%#*2*6,*+6!*<-

衍生肽能抑制淋巴细胞由丝裂原或同种抗

原引起的增殖反应和
0@%

前体细胞分化#并能抑制
0@%

对

靶细胞的溶破作用)

&>0

衍生肽与
>%#

有相同的活性位点)

0@2

为无毒的

受体结合亚单位#可以和所有有核细胞膜上的神经节苷脂

$

a&"

&受体结合'

",

(

%可大大增强机体对特异性抗原的特异性

黏膜
Z

:

#

免疫应答和系统
Z

:

a

免疫应答#

0@2

还是一种很好

的黏膜免疫佐剂#用于强化多糖*小肽等半抗原的免疫原性#与

其他不相关抗原共同使用时#可以促进诱导其他抗原的黏膜免

疫反应'

""

(

)同时
0@2

还是一种良好的蛋白半抗原和弱免疫

原的载体#共免时可以赋予半抗原免疫原性#增强弱免疫原的

免疫原性'

"*

(

)利用
0@2

的这些优良特性#用
&>0

与
0@2

交

联#利用
0@2

特有的肠黏膜侵袭性#使其在口服过程中不被胃

酸降解*变性#从而更好地进入肠道#被肠黏膜系统消化*吸收

而发挥作用)

建立移植模型后#术后第
"

天
%FTCE

大鼠外周血
0\-

i

7

重庆医学
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卷第
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0\*!
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细胞比例明显提高#而已有大量文献证明
0\-

i

0\*!

i

@

细胞是机体维持自身耐受的重要组成部分#提示口服

&>0

肽后#受体大鼠机体免疫系统已发生免疫应答)

2)

大

鼠
/%FTCE

大鼠为急性排斥模型#生存时间一般为
7

"

",A

左

右)术后从两组大鼠一般情况观察#实验组大鼠出现异常情

况#如精神差*消瘦*食欲差等现象明显晚于对照组#说明异体

移植肾脏发生排斥等不良反应晚于对照组#实验组术后生存时

间明显延长#最长者生存天数长于对照组
"<A

)病理切片进一

步显示#移植术后未用药及口服
&>0

肽组移植排斥迅速#于

术后第
!

天第
"

只移植大鼠死亡#移植肾病理切片显示肾小球

上皮水肿#肾血管充血#大量炎性细胞浸润)而口服
&>0

肽

组移植术后生存迹象平稳#于术后第
"6

天才死亡第
"

只)体

外混合淋巴细胞培养显示#相同供体细胞与两组大鼠刺激细胞

单向混合培养#

@

淋巴细胞增殖反应明显不同#而
A

组添加

&>0

肽
!,

$

:

后#进一步抑制了
@

淋巴细胞增殖)

&H

:

FF

等'

"5

(在动物体内试验中#证实
&>0

肽能上调血红素氧化酶

$

>b/"

&的活性#且起调节作用与热休克蛋白有直接关系%易善

红等'

"-

(在体外试验中发现#

&>0

肽具有较强的体外抑制人外

周单核细胞
>b/"

活性的作用#且呈现出剂量依赖性#

&>0

肽是通过影响细胞内血红素氧合酶
/"

的活性#进而通过某种

途径达到免疫抑制的结果)
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