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CD154胞外区基因局部修饰对大鼠移植肾存活的影响
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　　提　要:目的　观察 CD154 胞外区基因局部修饰大鼠供肾对延长移植肾存活的效能。方法　以CD154基因重组腺病

毒为载体 ,将 CD154胞外区基因转入 BN大鼠供肾 , 以Lewis大鼠为受体 ,行同种肾移植为转染组 , 并以未转染BN供肾移植

给 Lewis 受体为对照组;观察移植肾存活时间和术后肾功能变化。结果　转染组移植肾存活(28±7.3)d ,较对照组移植肾

存活时间(8.6±1.2)d明显延长;移植组术后血清肌酐较同期对照组明显为低。结论　CD154 基因局部转染可明显延长移

植肾存活时间。
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Effects of local gene transfection in CD154 extracellular domain on the survival of renal

allografts
FENG Jia-yu1 , ZHANG Gen-fu1 , WANG Ping-xian1 , FAN Ming-qi1 , HE Wei-feng2(1Department of Urology , Xinqiao Hospital ,

Chongqing 400037;2State Key Laboratory of Trauma , Burns Combined Injury , Institute of Burns , Southwest Hospital , Third Military Medical Uni-

versity , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To observe the efficacy of local gene transfection in CD154 extracellular domain on the

survival of renal allografts.Methods　The kidneys of Brown-Norway (BN)rats were transfected with CD154 extra-

cellular domain gene-recombined adenovirus.The transfected kidneys were transplanted to Lewis rats(transfection

group).BN※Lewis kidney transplantation with non-transplanted kidneys served as the controls.The allograft sur-

vival time and the allograft function between the two groups were compared.Results　The allograft survival time of

the transfection group was longer than that of the controls significantly [ (28±7.3)d vs(8.6±1.2)d , P <0.05] .

The serum creatinine of the transfection group at 8 d after operation was lower than that of the controls at 8 d after op-

eration [ (67.4±8.1)μmol/L vs (514.9±67.4)μmol/L , P <0.001] .Conclusion 　Local transfection of

CD154 extracellular domain gene can prolong the survival time of renal allografts significantly.

　　Key words:CD154;gene therapy;kidney transplantation;costimulatory signal

　　CD40-CD154是除 B7-CD28之外又一个重要的共

刺激信号分子[ 1] 。研究显示 ,使用 CD154单克隆抗体

可以显著的延长移植物的存活时间[ 2 , 3] ,但是 CD154

单克隆抗体全身应用会导致不可预料的血栓性并发

症
[ 1]
,而且全身应用 CD154单克隆抗体特异性较差。

本实验用 CD154基因转染的大鼠肾脏进行同种移植 ,
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对 CD154胞外区基因局部修饰大鼠供肾延长移植肾

存活的效能进行观察 。

1　材料与方法

1.1　材料
1.1.1　重组腺病毒 AdvCD154-IRES2-EGFP　　由本实验室构

建 ,滴度为 5.4×109 pfu/ml。

1.1.2　近交系大鼠　　BN 大鼠(Brown Norway , RT.1n), 购自

中国医学科学院实验动物繁育场 , 为肾移植供体 , 共 10 只;

Lewis 大鼠(RT.11), 购自北京维通利华实验动物种子中心(国

家级实验动物种子中心), 为肾移植受体 ,共 10 只;所有大鼠体

质量为 270～ 300 g , 雌雄不拘。

1.1.3　手术器材　　手术显微镜为江苏镇江中天光学仪器厂

生产的 XTS-6A手术显微镜。
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1.1.4　药品　　1%戊巴比妥钠 、肝素 、青霉素钠针 、0.9%生理

盐水。

1.2　方法
1.2.1　供肾转染和检测　　参考黄赤兵等[ 4] 的方法 , 略加改

进:供体 BN大鼠在 1%戊巴比妥钠腹腔注射麻醉(40 mg/ kg)下

开腹 , 夹闭肾血管以下腹主动脉 、下腔静脉 、肝门血管 , 经腹主

动脉插管向肾动脉内注入 AdvCD154-IRES2-EGFP 转染液 1 ～ 2

ml ,每隔 1 h 加注 AdvCD154-IRES2-EGFP 转染液1 ～ 2 ml , 共转染

3 h。摘取左肾作为转染组供肾;摘取右肾检测转染效率。经肾

动脉灌注肝素生理盐水将双肾血管中血液冲洗干净。右肾移

植给 Lewis 大鼠受者 2 d 后切取移植肾 , 冰冻切片 ,以免疫荧光

法在激光共聚焦显微镜下观察荧光染色部位及强度 , 以明确转

染效率 ,以未经转染的供肾作为转染效率检测对照。

1.2.2　肾移植　　按照黄赤兵等[ 5] 介绍的大鼠肾移植模

型[ 6] ,采用显微外科技术进行。以基因转染的 BN 供肾移植给

Lewis 受体大鼠为转染组(n =10), 以未转染的 BN 供肾脏移植

给 Lewis 受体大鼠为对照组(n=10),计算从肾移植至受体大鼠

停止排尿的时间为移植肾存活时间。 移植肾停止排尿后第 1

天将其切除 ,行病理学检查。手术失败者未纳入统计。

1.2.3　移植肾功能测定　　所有受体分别于移植前第 4 天 、移

植后第 8、20 天在手术显微镜下经股静脉穿刺抽血 0.5 ～ 1 ml

检查血清肌酐(Scr)浓度。

1.2.4　移植肾病理检测标准　　参考人 Banff' 97 标准[ 7] 。

1.3　统计学处理
　　实验数据以 x±s表示 , 采用SPSS 软件行重复测量的 F 检

验及均数间多重比较 ,独立 t 检验。

2　结果

2.1　腺病毒对移植肾的转染
　　免疫荧光检测显示:对照组肾脏内未见特异性荧光;转染

组肾小管可见明显的 EGFP绿色荧光 ,肾小球绿色荧光稍弱。

2.2　移植肾存活时间
　　对照组大鼠在移植 1周后即出现萎靡并停止排尿;而同时

转染组大鼠饮食 、活动 、排尿正常 ,至移植 20 d以后才陆续出现

以上表现 ,对照组大鼠平均存活时间为 8.6 d , 转染组大鼠平均

存活时间为 28 d , 移植肾存活时间较对照组明显延长(t =

-19.17 , P<0.001)。

2.3　移植肾功能变化
　　对照组大鼠术后第 8 天移植肾功能已衰竭 , 术后第 13 天

已全部死亡;对照组大鼠第 8 天血清肌酐浓度较转染组第 8 天

明显升高(F=41.478 , P<0.001)(表 1)。

表 1　移植前后大鼠血肌酐的变化( x±s)

Tab 1　Rat serum creatinine before and after transplantation( x±s)

Group Serum creatinine(d)

4 d before transplantation 8 d after transplantation

Transfection 50.1±6.0Δ 67.4±8.1＊＊

Contro l 51.3±6.2 514.9±67.4

Δ:P>0.05, vs control;＊＊:P<0.01 , vs control

2.4　病理学检查
　　光镜下 ,两组移植肾的 HE 染色切片均显示肾小管区和间

质区广泛淋巴细胞浸润。对照组见部分小动脉出现透壁性坏

死 ,伴有大量淋巴细胞浸润(Banff分级 Ⅲ级);转染组血管排斥

反应轻于对照组 ,但也可见内皮细胞脱落坏死和淋巴细胞浸润

现象(Bnaff分级Ⅱ级)。

3　讨论

　　尽管本实验采用了转染效率较高的腺病毒作为

CD154胞外区基因转染载体 ,但采用单纯经肾动脉注

射的方法 ,腺病毒难以有效转染离体或在体肾脏 ,而肝

脏是转染效率最高的器官
[ 8]
。黄赤兵等
[ 4]
通过转染前

阻断肝脏血流使在体肾脏获得了有效转染。本实验在

阻断肝脏血流的基础上 ,进一步阻断了肾血管以下的

躯体血流 ,减少了腺病毒的消耗 ,结果使供肾中肾小管

获得了有效转染 。肾小球转染效果欠佳 ,表明在体血

管内皮细胞对腺病毒具有转染抗性 。本实验中重组腺

病毒可能通过内皮细胞间隙进入肾小管 。

　　CD40-CD40L 和 B7-CD28/CTLA4是协同刺激信号

中最重要的两对分子[ 1 ,6 ,9] 。CD40L (CD154)作为

CD40的配体 ,主要表达于活化的 T 细胞表面 ,它与 B

细胞表面CD40的结合 ,对 B 细胞产生抗体及抗体的

类别转换有重要作用[ 3] 。新近的研究表明 , CD40L 分

子不仅与移植排斥 、而且还与多种免疫性疾病的发生

有关[ 1] ,已通过封闭 CD40-CD40L 通路在多种动物模

型中诱导了移植耐受
[ 2 ,10 ,11]
,但在全身使用 CD154单

克隆抗体时出现了血栓性并发症 ,导致 CD154单克隆

抗体的应用受到限制 ,本研究所使用的 CD154胞外区

作为该信号通路的阻断剂在局部对供肾进行基因修

饰 ,提高了特异性 ,避免了上述并发症。

　　肾脏内树突状细胞(DC)、以及血管内皮细胞具有

抗原提呈功能 。由于啮齿类动物内皮细胞不表达

MHC Ⅱ类抗原 ,无抗原提呈功能 ,因此本组肾脏内抗

原提呈细胞主要是 DC。推测其机制为:肾脏表达的

CD154胞外区与其中 DC表面 CD40 结合 ,阻断 CD40-

CD154共刺激信号 ,诱导 T 细胞发生无能或凋亡 ,使排

斥反应延迟发生或程度减弱 ,移植肾存活时间延长。

但目前对 CD154胞外区基因局部转染延长移植物肾

存活的确切机制了解不多 ,有待深入研究。
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腹腔镜全结肠切除术治疗慢传输性便秘的围手术期护理

Perioperative nursing of total colectomy with laparoscope for treating slow transit consti-
pation

雷　英 ,刘宝华 ,张连阳 ,童卫东　　(第三军医大学大坪医院野战外科研究所普通外科 ,重庆 400042)

　　我科自 2002年 5 月以来采用腹腔镜全结肠切除治疗慢传

输性便秘 8例 , 取的了良好效果 。现就 8 例病人术前 、术后护

理经验总结如下。

1　临床资料

1.1　一般资料
　　2002年 4月至 2003年 10月行腹腔镜全结肠切除术治疗慢传

输性便秘 8例,男 1例,女 7例 ,年龄 29～ 67岁 ,平均年龄 48岁。

1.2　手术方法
　　手术常规采用全麻 ,截石位。建立 CO2 气腹。 8 例中 6 例

采用手助腹腔镜方式。其中伴随有直肠内脱垂的 5 例患者术

中同时行直肠悬吊 、子宫前位固定术 , 切除全结肠 , 回肠 、直肠

一期吻合。

1.3　结果
　　平均住院时间10 ～ 15 d ,术后发生左胸腔积血 1 例 , 无吻合

口漏发生 ,无死亡。术后肛门排便后用异蒙停2 mg , 1～ 2次/日,

可将大便控制在1 ～ 5次/日 ,此后逐渐减少。无肛门湿疹发生。

2　术前护理

2.1　心理护理
　　慢传输性便秘患者一般病程长 ,经长期内科保守治疗无效

致使患者表现出焦虑 、抑郁等心理状态 , 且因对手术效果不了

　　作者简介:雷　英(1974-),女 ,四川省自贡市人 ,护师 ,主要从事大肠肛门疾

病护理方面的研究。电话:(023)68757248

　　收稿日期:2004-03-15;修回日期:2004-05-30

解 ,治疗信心不足 , 故应耐心的做好思想工作 ,向患者介绍该手

术的特点及同种疾病的治疗效果 ,以取得患者的信任和合作。

2.2　肠道准备
　　饮食和一般肠道准备与普通开腹手术相同 , 术前 3～ 5 d 进

食少渣饮食 ,术前 3 d口服肠道抗生素(甲硝唑 、硫酸卡那霉素)。

术前 1日上午口服蓖麻油 30 ml ,下午予 20%甘露醇 250 ml+温

开水1 000 ml , 45 min 内服完 ,密切观察病员有无过度脱水、晕厥、

虚脱症状 , 8例无上述症状出现。排出大便清亮无渣, 则肠道准

备完毕。对于年老体弱 、心肾功能不全者 ,术前 3 d口服缓泻剂、

术前 1 d 及术晨清洁灌肠直至排出大便清亮无渣为止。

3　术后护理

3.1　术后常规护理
　　全麻术后常规护理:吸氧 2～ 3 L/min;平卧 6 h 后 , 病情平

稳去取半卧位。监测生命体征 2 h 至病情平稳。本组病人术后

1 ～ 2 d生命体征平稳;术后 3～ 4 d 下床活动。术后常规补液 、

抗感染治疗。由于全结肠切除后影响水分吸收 , 术后早期腹泻

严重 , 可丢失大量体液及电解质 , 应加强临床观察 , 监测血生

化 ,随时调整。

3.2　病情观察与护理
3.2.1　腹腔出血　　术后 24 ～ 48 h 易发生出血 , 应密切观察

有无腹痛 、腹胀 、压痛 、反跳痛 、移动性浊音;观察有无口渴 、面

色苍白 、脉速 、血压下降等休克症状;观察腹部切口敷料有无渗

血 、渗液;腹腔引流液的量 、性状。术后 3 d 每日查血常规 , 观察

有无内在出血。
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