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重组免疫毒素 !"#$%$#&’’() *+ 对大鼠肾移植存活时间的影响
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( ( 摘( 要：目的( 以人 +,#& 片段与植物毒素 ,-../0 1! 重组获得的免疫毒素 2+,#&#,-../0 1!，观察它对大鼠肾移植排斥
反应的抑制作用。方法( 采用同种异体大鼠肾移植模型，观察 2+,#&#,-../0 1! 对移植物存活的影响，以及移植物的组织病
理学观察。结果( 2+,#&#,-../0 1! 组大鼠存活时间延长（!)3 ’4 5 &3 !!）6，与对照组比较相差显著（! 7 "3 "!）；而 ,-../0 1!
处理组与对照组相比无明显差异。同时，病理结果显示对照组移植肾单位结构破坏，淋巴细胞浸润明显，而在同一时间

2+,#&#,-../0 1! 处理组大鼠的移植肾脏病理变化较轻；8 淋巴细胞亚群检测显示经 2+,#&#,-../0 1! 处理后，受体外周血 8
细胞的活化程度降低。结论( 2+,#&#,-../0 1! 能够抑制免疫排斥反应，延长移植物存活时间。
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( ( 免疫毒素（ /OO-0JNJ^/0R，+8R）是具有导向能力的
分子（载体）和具有细胞毒性的分子（毒素）偶联而成

的具有特异性细胞杀伤能力的杂合分子，为导向药物

之一，又称作生物导弹或导向毒素，具有特异性杀伤作

用，而不损伤正常组织细胞［!］。移植排斥以 8 细胞过
度活化介导的细胞免疫反应为主，8 细胞活化后高表
达 +,#&9，因此可以将 +,#&9作为针对移植排斥反应中
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活化 .细胞的理想靶点，通过免疫毒素与 %&’(/结合，
介导对活化 .细胞的抑制或杀伤，有效抑制免疫排斥
反应［(，0］，另外，现有免疫毒素存在免疫原性强的不

足，限制了其应用。研究表明，&)**+, -! 是相对分子质
量很小的核糖体灭活蛋白，具有较强的翻译抑制活

性［1］。本实验将其作为细胞毒性分子，以人源性的 %&’
( 为靶向载体，构建重组免疫毒素，并用同种大鼠肾移
植模型观察其对移植物存活时间的影响。

!" 材料与方法

!# !" 重组免疫毒素 $%&’(’&)**+, -! 的制备
" " 在前期的实验中，我们利用基因工程技术将人 %&’( 基因与
细胞毒素分子 &)**+, -! 基因重组，构建表达 $%&’(’&)**+, -! 的
质粒 23.(45（ 6）’$%&’(’&)**+, -!，通过诱导表达重组免疫毒素
$%&’(’&)**+, -!，经分离纯化、789:8;, 5<=: 检测正确后备用，并
制备细胞毒素分子 &)**+, -! 作为实验对照［>，?］。

!# (" 仪器及试剂
" " 流式细胞仪（美国 @8ABCD,’A=)<:8;），激光波长 1EE ,C，功
率 !> C7；兔抗鼠单克隆抗体 FG0’-3、FG1’-3’FH>、FGE’I%.F
（美国 -$D;C+,J8,公司）。

!# 0" 大鼠肾移植模型［K］

" " 7+9:D;大鼠为供者，LG大鼠为受者，实验动物共 ?4 只，其
中供者、受者各 04 只，体质量 (>4 M 044 J，来自第三军医大学
实验动物中心。供受体均以 !N戊巴比妥钠腹腔注射麻醉。采
用显微外科技术，在 I+9$8;、ID5;8大鼠肾移植模型的基础上，应
用带硬膜外导管作为临时内支架的肾静脉吻合技术建立大鼠

肾移植模型。

!# 0# !" 供体手术" " 供鼠以 !N异戊巴比妥钠腹腔注射麻醉
（14 CJ O BJ）。经腹正中切口进入腹腔，先游离左侧输尿管，从
左肾下极游离至膀胱根部，从尿道处剪断膀胱颈，剖开膀胱修

剪输尿管膀胱瓣。游离肾脏、肾动脉、肾静脉。钝性分离腹主

动脉和下腔静脉。在左肾动脉平面以下 0 AC用 1 号丝线结扎
腹主动脉，于腹主动脉结扎线近心端插入弯曲的带注射器的 1
号针头，行腹主动脉逆行置管，同时阻断右肾动脉平面以上的

腹主动脉，并在左肾静脉连接下腔静脉处以下 0 AC 剪一开口
作为灌注流出通道，用 1 P含肝素的生理盐水（!(> Q O C<）经腹
主动脉插管灌注肾，左肾静脉齐腔静脉处剪断，左肾动脉剪一

动脉瓣，最后肾、输尿管膀胱瓣一起取出，放置在盛有 4 M 1 P
肝素盐水的无菌培养皿中 1 P冰箱保存。
!# 0# (" 受体植肾手术 " " 按供体方法游离左肾，在近腹主动
脉处结扎左肾动脉，在近腔静脉处用 K 号丝线结扎肾静脉，保
留长度为 !# ( M !# > AC，以间断缝合法吻合供体肾静脉与受体
肾静脉。缝合结束后从远侧腔静脉抽去硬膜外导管，并靠近肾

静脉处结扎腔静脉远心端。以改良的 ID5;8 法缝合供受体腹主
动脉：用显微镊稍提起受体显露的腹主动脉段，于腹主动脉近

心、远心端各置一把显微血管钳，于肾动脉吻合段的腹主动脉

中部剪一椭圆形开口，用 R’4 针线两点式连续端侧缝合供受体
腹主动脉，检查吻合口无出血及狭窄后将肾脏置于原肾位置。

用 E’4 针线以两定点法行供受体输尿管膀胱瓣’膀胱外隧道式

连续缝合。预置原右肾肾血管体外结扎线。

!# 0# 0" 术后处理" " 待动物清醒后即饲以 >N葡萄糖盐水，恢
复活动后放回笼内进行正常饲养。术后 0 S行原肾肾血管体外
结扎。观察大鼠的活动、切口情况及精神状态，记录 (1 $ 尿量
和泌尿停止时间。

!# 0# 1" 分组" " 移植后 04 只受体动物分为：T@LL 溶剂对照
组、&)**+, -! 处理组和 $%&’(’&)**+, -! 处理组，每组动物数量 !4
只。每组按不同要求予以尾静脉注射，从移植第 ! 天开始，隔
天 ! 次。其中根据前期预实验选择 $%&’(’&)**+, -! 浓度为 ((U >
!J O BJ［>］；根据 &)**+, -! 分子量，按与 $%&’(’&)**+, -! 相等的摩
尔浓度，则 &)**+, -! 处理浓度为 K4 !J O BJ。

!# 1" 肾脏移植标本的组织病理
" " 采用常规的病理学方法。当其中一组中大鼠出现泌尿停
止，处死该大鼠，取出肾移植标本，同时其他组也处死一只大鼠

取肾移植标本，标本经固定后作组织病理观察，病理诊断标准

参照国际肾移植病理分类方案 @D,**RK 标准。

!# >" 流式细胞仪检测
" " 肾移植 ! 周后，测定大鼠外周血 .细胞亚群的比例。每份
血液 ( 支试管，一管加入 0 种 !4 !< 的对照试剂，另一管加入
FG0、FG1、FGE 抗体各 !4 !<，再加入 4# ! C<抗凝血，振荡混匀，
在室温下避光孵育 !> C+,；然后加入红细胞裂解液及固定液，
! >44 ; O C+,离心 > C+,，弃上清，加入4# !0 C< -@L 低速振荡混
匀，上机检测。

!# ?" 统计学分析
" " 移植物存活时间用 L-LL !!# 4 进行单因素方差分析，多个
样本均数间两两比较采用 !检验。

#" 结果

(# !" 大鼠肾移植后 .淋巴细胞亚群
" " 肾移植 ! 周后，测定大鼠外周血 .细胞亚群的比例。结果
显示在肾移植 ! 周后，&)**+, -! 组与 T@LL 溶剂对照组相比，
FG 6

0 、FG
6
1 和 FG 6

E 比例均无差异，而 $%&’(’&)**+, -! 组中，
FG 6

0 、FG
6
1 与 T@LL溶剂对照组相比差异非常显著（" V 4# 4!），

FG 6
E 比例与 T@LL溶剂对照组相比差异显著（" V4# 4>），见表 !。

表 !" 移植术后第 ! 周外周血 $淋巴细胞亚群（!! % "，# &!’）

组别 FG 6
0（N） FG 6

1（N） FG 6
E（N）

T@LL溶剂对照组 >K# K! W 0# 1R 0E# (! W (# E( !E# K( W !# EK

&)**+, -! >R# 40 W 0# !> 0K# ?0 W (# 1> (4# 0( W (# 41

$%&’(’&)**+, -!（((#> !J O BJ） 1K# 4> W 0# 1>D 0!# 0R W (# !ED !># R> W (# (!5

D：" V 4# 4!，5：" V 4# 4>，与 T@LL溶剂对照组相比较

(# (" 大鼠肾移植后组织病理改变
" " 病理结果显示在 T@LL溶剂对照组中，大鼠发生排斥反应
出现时间早，最早在第 E 天时即出现无尿。移植物组织病理检
测显示，在 T@LL对照组出现移植排斥反应时，T@LL 溶剂对照
组和 &)**+, -! 组移植肾结构破坏，表现为肾小球变性坏死、血
管管腔狭窄、肾小管上皮细胞变性、淋巴细胞浸润明显（图 !）；
而在同一时间，$%&’(’&)**+, -! 处理组大鼠存活好，排尿均正
常，肾脏病理变化较轻（图 (）。
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图 !" #$%%溶剂对照组大鼠肾移植术后 & ’无尿，移植肾
病理变化"（!" #$%%）

图 (" )*+,(,+-../0 1! 处理组大鼠肾移植术后 & ’，移植肾
病理变化"（!" #$%%）

$& ’( )*+,$,+-../0 12 对大鼠肾移植存活的影响
( ( 结果显示 )*+,$,+-../0 12 处理组大鼠存活时间延长，与
!344溶剂对照组和 +-../0 12 对照组比较均相差显著（! 5
%6 %2），而 +-../0 12 处理组与 !344 溶剂对照组相比无明显差
异（! 7 %& %8）（表 $）。

表 (" 肾移植大鼠存活时间（" 9 2%，"# : $）

组别 剂量 存活时间（;）
!344溶剂对照组 <& = : 2& 8%
+-../0 12 处理组 >% !? @ A? B& ’’ : 2& $2

)*+,$,+-../0 12 处理组 $$& 8 !? @ A? 2’& <= : $& 22CD

C：! 5 %& %2，与 !344 溶剂对照组相比较；D：! 5 %& %2，与 +-../0 12
处理组相比较

2" 讨论

( ( 目前，化学免疫抑制剂在器官移植排斥反应的预
防和治疗中起着关键的作用，其抑制免疫排斥的作用

是肯定的，但各种化学免疫抑制剂的作用是非特异性

的，会抑制受者全身免疫功能，从而降低受者对感染和

肿瘤的抵抗力。另外，免疫抑制剂本身的毒副作用会

影响移植物的长期存活。免疫排斥反应主要是以细胞

免疫反应为主，即主要是由活化的 EFG 亚群细胞介
导，因此对抗这些移植排斥反应可采用导向治疗的策

略，针对那些异常活化的免疫细胞，打断免疫应答链，

避免对正常免疫细胞的非特异性损伤，因而可通过免

疫毒素的靶向治疗作用达到这一目的。

( ( 免疫毒素由两部分构成，即靶向载体和毒素分子，
其中毒素分子只有通过载体的携带才能进入靶细胞内

发挥细胞毒性作用。目前已有的免疫毒素的应用还有

一定的局限，主要是免疫原性影响了其疗效，一方面由

于目前的免疫毒素多是由异源性的抗体为靶向载体，

对机体来说是异种蛋白，容易在体内产生免疫反应，加

速了免疫毒素的衰减，同时也增强了副作用；另一方

面，通常的毒素相对分子质量较大，对组织的渗透性

差。本实验构建了重组免疫毒素 )*+,$,+-../0 12，其毒
素分子 +-../0 12 具有相对分子质量小、毒性强的特
点，而载体 *+,$ 为人源性的，因而该免疫毒素分子可
通过人源化及小型化来降低免疫毒素的免疫原性，一

定程度上克服了其他免疫毒素的不足［<］，同时相对分

子质量小更容易到达靶组织，与高表达 *+,$ 受体的活
化 H细胞结合，可高效、特异地杀伤活化 H淋巴细胞。
( ( 本实验结果表明 +-../0 12 处理组大鼠存活时间
与 !344溶剂对照组比较无明显差异，说明单纯的毒
素分子不能发挥细胞毒性作用，而 )*+,$,+-../0 12 处
理组大鼠存活时间延长，较溶剂对照组平均延长 8 ;，
最长存活时间为 2> ;，相差显著。通过病理观察发现
溶剂对照组的大鼠出现无尿症状后，移植肾均明显肿

大，呈暗红色或暗紫色，镜下见大量炎性细胞浸润并伴

有肾小管坏死，肾单位的结构破坏。而在同一时间的

)*+,$,+-../0 12 处理组大鼠移植肾较正常肾脏稍大，色
泽红润，镜下结构正常或间质中有少量炎性细胞浸润，

这些结果说明 )*+,$,+-../0 12 能有效延长移植物的存
活时间。并且通过对移植后外周血 H 细胞亚群的检
测，显示经 )*+,$,+-../0 12 处理后，受体外周血 H细胞
的活化降低，表明减轻并延缓了移植排斥反应的发生。

( ( 免疫毒素 )*+,$,+-../0 12 在体外及体内的实验中
均表现出抑制 H 细胞活化的生物学活性。结合现有
关于植物来源的核蛋体失活蛋白的资料，我们认为其

作用机制至少可能有以下两个方面："蛋白合成抑制
作用。核蛋体失活蛋白是通过裂解 $<4 IJKL G’$G 残
基上腺嘌呤的 K,糖苷键，灭活真核生物核糖体的 =%4
亚基而抑制蛋白质合成［B］。+-../0 12 也属于核蛋体失
活蛋白，可能也是以这样的方式发挥作用。#诱导凋
亡的作用。研究发现核蛋体失活蛋白能在不同的细胞

系中诱导凋亡［2%，22］，因此，在理论上运用免疫毒素策

略延长移植物存活时间具有明显的优势，有较大的应

用前景，从目前的实验结果来看，重组免疫毒素 )*+,$,
+-../0 12 能延长同种大鼠肾移植存活时间，其抗移植
排斥作用及其作用机制有待进一步研究。
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第 !! 期" 王儒鹏，等#重组免疫毒素 $%&’(’&)**+, -! 对大鼠肾移植存活时间的影响"

" " 本实验没有观察到移植物长期存活，推测可能有
以下 . 个原因：!最佳有效剂量。我们目前只设定了
一个剂量组，选用的蛋白浓度剂量偏小，需要增加几个

剂量组，明确其最小有效剂量及最大耐受剂量，确定在

动物模型中的最佳剂量。"最佳给药时间和途径。本
实验采用的是隔天一次尾静脉注射，而最佳的给药时

间应以药物的最小有效浓度为准进行调整，但我们目

前尚未对 $%&’(’&)**+, -! 进行药代动力学研究，故给
药时间可能是本实验中影响移植物长期存活的原因之

一，有待后续实验进一步完善。#体内 %&’( 的竞争结
合 %&’(/。$%&’(’&)**+, -! 需要与细胞表面的 %&’(/受
体结合，才能发挥有效的杀伤作用，体内的 %&’( 有可
能存在与免疫毒素的竞争性拮抗作用，使毒素的作用

发挥不彻底。

" " 据资料报道，免疫毒素可引起一些毒副反应，包括
发热、寒战、呕吐、肌痛、水肿、低钙血症、低白蛋白血

症、低纤维蛋白原血症、高钾血症等，较严重的症状包

括常见的血管渗漏综合征、肝肾轻微损伤或严重损伤、

系统性炎症反应综合征、转氨酶升高等。免疫毒素引

起毒性的原因可能是细胞非特异吸收免疫毒素，也可

能是由于正常淋巴细胞上的靶向分子被识别，例如肝

枯否氏细胞上有 01’23阳性表达，或巨噬细胞非特异
地吞入毒素。$%&’(’&)**+, -! 有无上述毒副作用以及
如何尽量减少其副作用，有待进一步研究。
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表 !" 两组血 #$%、&#、&’、()$*’、$)$*’指标和收缩压、舒张压检测结果

组别 72（CC;< ^ &） 70（CC;< ^ &） IN&’2（CC;< ^ &） &N&’2（CC;< ^ &） 0&_（CC;< ^ &） 收缩压（CCIP） 舒张压（CCIP）
正常组 E# .Q ‘ D# QL !# !( ‘ D# QD !# EK ‘ D# .! (# F. ‘ D# FQ K# EE ‘ (# E( !!Q# L ‘ !Q# ( FK# D ‘ !(# .
高尿酸血组 E# LT ‘ !# D!= !# FT ‘ !# D(= !# (K ‘ D# (F= .# DK ‘ D# Q.= K# LL ‘ (# .. !(F# ! ‘ !Q# T= QD# L ‘ !(# F=

=：% a D# DK ，与正常组比较

(# (" 血生化及相关指标水平
" " 结果显示，_b患者 70、72、血压、M1%、&N&’2 水平均高于
正常尿酸组，IN&’2水平低于尿酸正常组（% a D# DK，表 (）。
(# ." 高尿酸血症相关因素的 &;P+:@+>回归分析
" " 结果显示，70、IN&’2、&N&’2、高血压为患 _b的独立危险
因素，见表 .。

表 +" 高尿酸血症相关因素的多因素 $,-./0.1回归分析

相关因素 $ 3N H=<? % &’ TKc()
高 70 !# !KL D# !KL KE# F( D# DDD .# !FF !# .EK d (# TFL

IN&’2异常 D# TL D# !LF .(# LKE D# DDD (# KTQ !# DQQ d !# !(.
&N&’2异常 D# LE( D# !!Q (T# L(F D# DDD !# T !# EQT d (# LLK
高血压 D# LL( D# !.T ((# LE D# DDD !# T.Q !# !D! d (# !.F

+" 讨论

" " 本调查结果显示，患病率男性为 KF# !c，女性为 !(# Fc。
影响因素之一是来我院体检的人群大部分有一定经济收入，生

活水平都较高。ED 岁以后为高尿酸血症的危险因素，尤其在更

年期以后雌激素水平的下降，不利于尿酸的排泄［!］。(D d KT
岁男性血尿酸值高，估计与不健康生活方式有关。LD 岁以后尿
酸高，可能与其机体功能减退，卫生知识获取较少，对健康重视

不够有关。高血压、高 70、高 &N&’2 与高尿酸血症成正相关，
与 IN&’2呈负相关。一方面，高血压本身就可引起肾功能减
退；另一方面，高 _b促进了高血压的发生。高 70 可降低肾排
泄尿酸的作用，造成尿酸潴留。高 70 致 &N&’2 增高。IN&’2
是高尿酸血症者的保护因子。年龄、性别、健康的生活方式是

影响高 _b的重要因素。
" " 关键词：高尿酸血症；患病率
" " 中图法分类号：/KQT# F" " " 文献标识码：M

参考文献：

［!］余俊文，陆锦波，张小娟，等# !.(D 名老年人血尿酸与血脂、血糖和
血压的分析［B］#中华流行病学杂志，(DDK，(L（L）：EKK G EKF#

［(］林果为，俞茂华# 新编诊断学基础［1］# 上海：复旦大学出版社，
(DD.：F#

（编辑" 王小寒）

F!D!


