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半乳凝集素９在诱导大鼠肝移植免疫耐受中的作用
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　　［摘要］　目的　通过观察半乳凝集素９（Ｇａｌｅｃｔｉｎ９）在大鼠肝移植急性排斥模型中的作用，探讨其在诱导肝移植免疫
耐受中的机制。方法　建立Ｌｅｗｉｓ到ＢＮ大鼠肝移植急性排斥反应模型（ｎ＝３０），受体分为３组，每组１０只。转染组于肝
移植冷缺血期经门静脉转染重组ｇａｌｅｃｔｉｎ９腺病毒质粒２ｍｌ，空质粒组灌注２ｍｌ空腺病毒载体，对照组灌注２ｍｌ生理盐
水。术后７ｄ各组处死５只大鼠，余观察生存率，采用 Ｂａｎｆｆ分级观察移植物排斥程度；实时荧光定量 ＰＣＲ检查肝组织
Ｇａｌｅｃｔｉｎ９、Ｔｂｅｔ、ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肝组织ＩＦＮγ及ＩＬ１７蛋白表达水平。结果　术后７ｄ转染组
Ｂａｎｆｆ评分Ⅰ～Ⅱ级，空质粒组及对照组为Ⅲ级；转染组、空质粒组及对照组 Ｇａｌｅｃｔｉｎ９ｍＲＮＡ水平依次为（１．１４±００５）、
（０．４６±０．０３）、（０．４９±０．０７），转染组Ｇａｌｅｃｔｉｎ９ｍＲＮＡ水平较其余２组明显增加（Ｐ＜０．０５）。转染组、空质粒组及对照组
Ｔｂｅｔ及ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达水平分别为（０．２７±０．０７）、（１．２６±０．１２）、（１．３１±０．０８）和（０．５７±０．１３）、（１．５７±００９）、
（１５８±０．０７），转染组Ｔｂｅｔ及ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达水平明显低于其余２组（Ｐ＜０．０５）；转染组、空质粒组及对照组 ＩＦＮγ
及ＩＬ１７蛋白表达水平分别为（０．３９±０．０６）、（１．２８±０．１１）、（１．４７±０．０５）和（０．６４±０．０７）、（１．５２±０．０５）、（１６７±
００４），转染组ＩＦＮγ及ＩＬ１７蛋白表达水平低于空质粒组及对照组（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｇａｌｅｃｔｉｎ９通过清除 Ｔｈ１／Ｔｈ１７细
胞诱导肝移植免疫耐受形成。
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　　同种异体肝移植是目前治疗终末期肝脏疾病最有
效的方法，移植后的急性排斥反应（ａｃｕｔｅｒｅｊｅｃｔｉｏｎ，

ＡｃＲ）是影响疗效的关键问题，而发生排斥反应的关键
在于宿主 Ｔ细胞的活化和功能［１］。现有的免疫抑制

剂如他克莫司等虽能较好地控制排斥反应，但会产生
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一系列毒副作用。因此，诱导移植术后免疫耐受成为

避免移植物慢性失功及长期服用免疫抑制剂的最佳途

径。最新研究发现，大鼠体内半乳凝集素９（Ｇａｌｅｃｔｉｎ９）
活化后，与其表达于终末期分化的效应Ｔ细胞表面的配
体Ｔ细胞免疫球蛋白粘蛋白３（Ｔｃｅｌｌｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ
ｄｏｍａｉｎａｎｄｍｕｃｉｎｄｏｍａｉｎ３，Ｔｉｍ３）结合，在效应阶段
特异性清除Ｔｈ１细胞及Ｔｈ１７细胞，从而调节这两类细
胞介导的免疫反应而受到广泛关注［２］。本研究通过

体内转染大鼠 Ｇａｌｅｃｔｉｎ９基因重组腺病毒质粒，观察
其在大鼠肝移植急性排斥反应模型中的作用及相关细

胞因子的表达变化，试图证明其在大鼠肝移植免疫耐

受产生中的重要作用，以期为临床肝脏移植术后诱导

特异性免疫耐受提供新的思路和理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　纯系雄性６～８周龄Ｌｅｗｉｓ（ＲＴＬ１）大鼠３０只及８～１０周龄
ＢＮ（ＲＴｌｎ）大鼠３０只，体质量１６０～１８０ｇ，购于重庆医科大学实
验动物中心，饲养于重庆医科大学实验动物中心 ＳＰＦ实验室。
供、受体术前８ｈ禁食，术后单笼喂养，不禁食、水。
１．２　主要试剂
　　总ＲＮＡ提取试剂盒购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；Ｔｂｅｔ、ＲＯＲγｔ
ＲＴＰＣＲ引物由广州复能基因有限公司合成；大鼠 ＩＦＮγ，ＩＬ１７
单克隆抗体购自美国Ａｂｃａｍ公司；总蛋白提取试剂购自武汉谷
歌生物技术有限公司。

１．３　大鼠Ｇａｌｅｃｔｉｎ９基因重组腺病毒载体构建
　　大鼠Ｇａｌｅｃｔｉｎ９基因重组腺病毒载体交由广州复能基因代
为构建，利用ＲＴＰＣＲ法从大鼠脾脏中克隆出完整编码Ｇａｌｅｃｔｉｎ９
的ｃＤＮＡ，再定向插入到ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶ穿梭质粒中，用脂质体法
将穿梭质粒与腺病毒骨架质粒共转染ＨＥＫ２９３细胞，经扩增及
纯化后制得高滴度病毒液。

１．４　实验方法
１．４．１　大鼠原位肝移植模型建立及分组　　纯系Ｌｅｗｉｓ和ＢＮ
大鼠（各３０只）参照 Ｐｅｎｇ等［３］的改良 Ｋａｍａｄａ双袖套法建立
Ｌｅｗｉｓ到ＢＮ大鼠原位肝移植急性排斥模型，实验动物按完全随
机对照实验原则分为３组，每组１０只：转染组于供体冷缺血期
夹闭移植肝肝上及肝下下腔静脉，经门静脉灌注２ｍｌ滴度为
１．３×１０９ＩＵ／ｍｌ的Ｇａｌｅｃｔｉｎ９的腺病毒质粒，保存６０ｍｉｎ；空质
粒组灌注滴度为１．３×１０９ＩＵ／ｍｌ的空载体２ｍｌ；对照组灌注
２ｍｌ生理盐水，方法同转染组。术后７ｄ各组均处死５只受体，
分别抽取下腔静脉血５ｍｌ并切取肝中叶组织备检。各组剩余
大鼠观察术后生存率。

１．４．２　肝脏组织病理观察　　取肝中叶肝组织放入１０％甲醛
中固定２４ｈ，常规脱水、二甲苯透明、石蜡包埋、３μｍ厚切片、
脱蜡、脱水、ＨＥ染色，光学显微镜观察；根据 Ｂａｎｆｆ标准进行急
性排斥反应评分。

１．４．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测各组肝脏组织 Ｇａｌｅｃｔｉｎ９、Ｔｂｅｔ、
ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达水平　　按Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明书提取肝脏总
组织 ＲＮＡ。Ｇａｌｅｃｔｉｎ９上游引物 ５′ＧＡＧＡＴＧＴＣＴＴＴＣＣＴＴＣＡＧ

ＣＡＣ３′，下游引物 ５′ＧＡＣＣＴＴＣＣＴＡＧＧＴＣＴＣＣＡＣ３′，扩增产物
４３７ｂｐ；Ｔｂｅｔ上游引物５′ＡＡＣＣＡＧＴＡＴＣＣＴＧＴＴＣＣＣＡＧＣ３′，下
游引物 ５′ＴＧＴＣＧＣＣＡＣＴＧＧＡＡＧＧＡＴＡＧ３′，扩增片段 ２２４ｂｐ；
ＲＯＲγｔ上游引物５′ＴＣＴＧＧＡＡＧＣＴＧＴＧＧＧＡＴＡＧＡ３′，下游引物
５′ＧＡＧＧＡＧＣＣＴＧＴＧＧＡＧＡＡＡＴＡＣ３′，扩增片段 １６９ｂｐ，内参
βａｃｔｉｎ上游引物５′ＣＣＣＡＴＣＴＡＴＧＡＧＧＧＴＴＡＣＧＣ３′，下游引物
５′ＴＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣ３′，扩增产物为１５０ｂｐ。反转
录后行荧光定量ＰＣＲ，用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．６２图像分析软件行光
密度值测定，目的片段与 βａｃｔｉｎ光密度之比值作为目的片段
ｍＲＮＡ相对表达量。
１．４．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定各组肝脏组织ＩＬ１７及ＩＦＮγ水平　　
按照总蛋白提取试剂盒说明书提取总蛋白进行含量测定，常规

行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定，一抗浓度稀释成１∶２００；二抗浓度稀释成
１∶２０００。显影后扫描，然后用 ＵＶＰ凝胶图像处理系统软件分
析目的条带的灰度值。

１．５　统计学分析
　　计量资料采用 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用统计学软件 ＳＰＳＳ
１７．０行单因素方差分析。

２　结果

２．１　生存率观察
　　３组大鼠术后均常规进食、进饮，未作特殊处理，对照组及
空质粒组大鼠从术后３ｄ开始精神变差，出现黄疸等表现，２组
均只有１只大鼠生存超过７ｄ，７ｄ生存率２０％。转染组大鼠术
后状态良好，４只大鼠存活超过７ｄ，７ｄ生存率８０％，明显高于
对照组及空质粒组（Ｐ＜０．０５）。
２．２　病理切片观察
　　转染组术后７ｄ肝脏病理表现为汇管区少至中量淋巴细胞
浸润，胆管及血管形态尚可，未见明显侵犯；Ｂａｎｆｆ评分Ⅰ ～Ⅱ
级，空质粒组及对照组表现为汇管区大量淋巴细胞浸润，胆管

及血管受累，偶可见局部出血及坏死；Ｂａｎｆｆ评分Ⅲ级（图１）。
２．３　各组肝脏组织Ｇａｌｅｃｔｉｎ９、Ｔｂｅｔ、ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表

达水平

　　与空质粒组及对照组比较，转染组 Ｇａｌｅｃｔｉｎ９ｍＲＮＡ水平
表达明显增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），证明质粒成功转
入体内并表达；而转染组中 Ｔｂｅｔ和 ＲＯＲγｔｍＲＮＡ水平较空质
粒组及对照组明显下降（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　各组肝脏组织Ｇａｌｅｃｔｉｎ９、Ｔｂｅｔ、ＲＯＲγｔｍＲＮＡ
相对表达水平（珋ｘ±ｓ）

组别 Ｇａｌｅｃｔｉｎ９ Ｔｂｅｔ ＲＯＲγｔ

转染组 １．１４±０．０５ ０．２７±０．０７ ０．５７±０．１３

空质粒组 ０．４６±０．０３ａ １．２６±０．１２ａ １．５７±０．０９ａ

对照组 ０．４９±０．０７ａ １．３１±０．０８ａ １．５８±０．０７ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与转染组比较

２．４　各组肝脏组织ＩＬ１７及ＩＦＮγ蛋白表达水平
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明：转染组、空质粒组和对照组 ＩＦＮγ
和ＩＬ１７相对蛋白表达水平分别为（０．３９±０．０６）、（１．２８±
０１１）、（１．４７±０．０５）和（０．６４±０．０７）、（１．５２±０．０５）、（１．６７±
００４）。转染组中ＩＦＮγ和 ＩＬ１７蛋白水平均低于空质粒组及
对照组（Ｐ＜０．０５）。见图２。
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Ａ：转染组；Ｂ：空质粒组；Ｃ：对照组
图１　术后７ｄ各组大鼠肝脏病理组织学表现 　（ＨＥ×２００）
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１～３：分别为转染组、空质粒组、对照组
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组肝脏组织ＩＦＮγ及ＩＬ１７蛋白表达

３　讨论

　　肝移植术后急性排斥反应的本质是由活化的Ｔ淋
巴细胞介导的细胞免疫反应［４］。初始ＣＤ４＋Ｔ细胞根据
不同来源的抗原刺激，分化为效应Ｔｈ１细胞、Ｔｈ２细胞、
Ｔｈ１７细胞等。效应 Ｔｈ１细胞主要分泌 ＩＦＮγ、ＩＬ２、
ＴＮＦα等细胞因子，Ｔｈ１７主要分泌ＩＬ１７、ＴＮＦα等细胞
因子，以上两类Ｔ细胞通过自身作用及分泌的细胞因子
作用等途径，在介导炎症反应、自身免疫性疾病、肿瘤及

移植排斥反应等过程中均发挥了重要的作用。而 Ｔｈ２
细胞则在诱导免疫耐受等方面起着重要的作用［５－８］。

　　Ｇａｌｅｃｔｉｎ９属于半乳糖凝集素家族成员中的重要
成员之一，在体内广泛分布，主要分布于树突状细胞、

单核巨噬细胞、枯否氏细胞（Ｋｕｐｆｆｅｒｃｅｌｌｓ，ＫＣｓ）等抗原
提呈细胞中。其编码基因位于１７ｑｌ１．１，编码蛋白相对
分子质量约３５×１０３，在 Ｎ′末端及 Ｃ′末端各含有一个
同源的糖识别域（ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｄｏｍａｉｎ，
ＣＲＤ），Ｎ末端的糖识别域含有１４８个氨基酸，而 Ｃ末
端的糖识别域含有１４９个氨基酸。其活化需要 ＩＦＮγ
的刺激［９－１０］。前期研究［１１－１３］表明，Ｇａｌｅｃｔｉｎ９的配体
Ｔｉｍ３主要表达于终末期分化的 Ｔｈ１及 Ｔｈ１７细胞表
面，活化的Ｇａｌｅｃｔｉｎ９与Ｔｉｍ３通过ＣＲＤ相连接，可立
即触发 Ｔｉｍ３＋Ｔｈ１／Ｔｈ１７细胞钙离子内流，进而导致
Ｔｈ１及 Ｔｈ１７细胞的细胞膜破裂，细胞坏死及凋亡，从
而效应性清除Ｔｈ１及 Ｔｈ１７细胞。而 Ｔｈ２细胞则几乎
不受影响。

　　前期研究［１４－１６］证明，效应 Ｔｈ１及 Ｔｈ１７细胞及其
分泌的细胞因子如 ＩＦＮγ和 ＩＬ１７等，通过增加移植
局部环境致炎性、上调相关炎症因子表达等多种途径

参与排斥反应，在促进移植物排斥方面起着重要的作

用。本研究发现，转染组中 Ｔｈ１的转录因子 Ｔｂｅｔ及
Ｔｈ１７转录因子ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达量及相关细胞因子
ＩＦＮγ和ＩＬ１７的蛋白表达水平较空质粒组及对照组
均明显下降，提示 Ｇａｌｅｃｔｉｎ９能效应性清除移植局部
环境中的效应Ｔｈ１及Ｔｈ１７细胞，导致其分泌的细胞因
子减少，从而降低或延缓其对移植物组织结构及功能

的破坏，另一方面，由于Ｔｈ１及Ｔｈ１７细胞减少，使得免
疫平衡失调，使免疫反应向免疫耐受方向倾斜，从而对

移植物起着保护作用，延长受体的有效生存时间及延

缓组织病理性改变。

　　综上所述，本实验通过研究 Ｇａｌｅｃｔｉｎ９对大鼠肝
移植急性排斥反应模型的作用，证实了其对 Ｔｈ１及
Ｔｈ１７细胞的负性调控以及在诱导肝移植免疫耐受中
得重要作用。诱导免疫耐受产生具有重要的研究意

义，然而如何运用 Ｇａｌｅｃｔｉｎ９作为临床诱导肝移植免
疫耐受治疗靶点还有待于进一步深入探讨。
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Ａ：结肠镜检查中穿孔表现；Ｂ：钛夹治疗２个月后肠镜观察
图１　结肠镜检查中穿孔治疗前后观察

! "

Ａ：胃底间质瘤ＥＭＲ术中穿孔表现；Ｂ：钛夹治疗１５ｄ后胃镜观察
图２　胃底间质瘤患者ＥＭＲ术中穿孔治疗前后观察

３　讨论

　　胃肠道穿孔最常见原因是消化性溃疡，其次是内镜治疗出
现的并发症。目前 ＥＭＲ及内镜下黏膜剥离术（ｅｎｄｏｓｃｏｐｉｃ
ｓｕｂｍｕｃｏｓａｌｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ，ＥＳＤ）的内镜治疗早期消化道原位癌、有
蒂或无蒂息肉等已在各基层医院较为广泛运用，其中ＥＳＤ治疗
中出血、穿孔的风险大，操作难度较高。不论采取何种预防措

施，ＥＭＲ或ＥＳＤ导致的穿孔仍不能完全避免，因此掌握内镜下
及时有效的补救措施尤为重要。除此以外，内镜检查尤其是结

肠镜检查过程中，肠穿孔的发生率随着基层医院内镜技术的不

断开展呈上升趋势［２］

　　胃肠道空腔脏器自发性或医源性穿孔传统的方法是外科
手术修补；同时极少数胃十二指肠较小的包裹性穿孔可采用非

手术保守治疗。近年来，有研究［３］对胃肠道穿孔的外科手术治

疗及内镜治疗进行分析比较，消化道穿孔内镜治疗也存在各种

弊端，其治疗成功率主要受穿孔部位、直径，穿孔发生与治疗的

时间间隔，术者的技术水平及熟练程度等因素影响。对于医源

性穿孔来说其消化道较清洁，发现较及时，病灶炎症反应及水

肿较轻，内镜下治疗效果较好。消化性溃疡所致的穿孔，组织

水肿、脆性增加、其周围分泌物较多，因此治疗上较前者困难，

２４ｈ复查内镜显得十分重要，必要时可再次行内镜治疗。
　　有学者报道可经内镜在胃肠道瘘口注射生物纤维胶治疗
难治性内瘘及外瘘，可达到７５％的治愈率。有学者在体外动物
实验中设计出内镜封闭装置模型对结肠穿孔进行修补。Ｓｕｍｉ
ｙａｍａ等［４］设计出使较大胃穿孔全层组织对合性缝合的可曲套

管针锚状组织固定装置在动物实验阶段获得预期结果。目前

应用最为广泛的是通过内镜下金属钛夹或尼龙绳结扎法治疗

闭合穿孔［５］。对于食管良性穿孔还可通过内镜下带膜记忆金

属支架植入。

　　我科已成功完成了数例胃肠医源性穿孔的内镜治疗，注意
到在行钛夹或尼龙绳封闭穿孔时务必有较完整的组织支撑，避

免出血及穿孔，且可根据穿孔直径选择封闭方式，一般情况下，

对于直径＞０．５ｃｍ的较大穿孔可通过从裂口两端向中间逐步
封闭的方式治疗。且术后常规禁食禁饮、抗感染治疗，减轻病

变部位的炎症反应及水肿程度，减少钛夹脱落发生率。
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