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腺病毒介导 CTLA-4Ig基因转染对大鼠移植肾存活的影响
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　　提　要:目的　探讨 CTLA-4Ig基因重组腺病毒(AdvCTLA-4Ig)有效转染大鼠肾脏的方法并初步观察该基因转染对移

植肾存活的影响。方法　AdvCTLA-4Ig 对大鼠肾脏分别转染 3 h , 包括:4 ℃下转染(A 组)、经肾动脉注射在体转染(B组)、

阻断肝脏血流以及肾血管以下躯体血流后经肾动脉注射在体转染(C 组)以及对照;以免疫荧光法检测基因转染效率;以

转染效率最高组肾脏行同种移植 ,未转染组为对照 ,观察移植肾存活时间。结果　A组 、B组以及对照组肾脏内未见荧光

显示 , C组肾小管显示阳性荧光 ,肾小球内未见荧光显示;各组肾脏光镜下结构正常;转染组移植肾存活时间较对照组明

显延长(26.6±6.9)d vs(8.1±1.60)d , P<0.01。结论　高滴度CTLA-4Ig基因重组腺病毒可使在体肾脏中肾小管获得有

效转染;该基因转染的肾脏移植后存活时间明显延长。
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　　Abstract:Objective　To explore the methods of effective transfection of CTLA-4Ig gene into rat kidneys and

the effects of gene transfection on the survival time of renal allografts.Methods　BN(Brown Norway , RT.1n)rats

were randomized into 4 groups according to the methods of kidney transfection by CTLA-4Ig gene-recombinant aden-

ovirus(AdvCTLA-4Ig , 5×109 pfu/ml):transfection at 4 ℃ in vitro(group A), transfection via renal artery injec-

tion of AdvCTLA-4Ig(group B), transfection via renal artery injection of AdvCTLA-4Ig after ligation of the liver ves-

sel and the aorta and the vena cava below the renal vessel(group C)and the control group(D).The transfection ef-

ficiency of AdvCTLA-4Ig was determined by immunofluorescence method.The kidneys with the highest transfection

efficiency were transplanted into Lewis rats(transfection group).BN※Lewis kidney transplantation with non-trans-

planted kidneys served as the controls.The allograft survival time was observed.Results　The results showed that

no specific fluorescence was observed in kidneys in group A , group B , and the control group.However , evident spe-

cific fluorescence was observed in kidneys in group C.The transfection occurred in tubular cells , but no transfection

was observed in glomerular structure.The allograft survival time in transfection group was significantly longer than

that of the controls [ (26.6±6.9)d vs (8.1±1.6)d , P < 0.01] .Conclusion　The rat kidney (mainly the

tubular cells)could be transfected efficiently by high titer AdvCTLA-4Ig in vivo , and the survival time of renal allo-

grafts could be prolonged by local transfection of CTLA-4Ig gene.

　　Key words:gene;transfection;kidney transplantation

　　免疫调节分子 CTLA-4Ig 可以阻断 T 细胞激活过

　　作者简介:黄赤兵(1963-),男 ,江西省南昌市人 ,博士 ,副主任医师 ,副教授 ,

主要从事肾脏移植方面的研究 ,发表论文 23 篇。电话:(023)

68755141

　　收稿日期:2002-12-10;修回日期:2003-08-12

程中所需的 B7-CD28共刺激通路 ,诱导移植抗原特异

性免疫反应低下状态 ,延长移植物存活 。近年研究表

明 ,将免疫调节分子基因导入移植器官 ,使其仅在移植

器官局部表达同样可以明显延长移植物的存活 ,甚至

达到较全身应用免疫调节分子更好的效果[ 1] 。本研究
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观察了不同条件下 CTLA-4Ig 基因重组腺病毒转染移

植肾的效率 ,以筛选出有效转染的方法 ,并初步观察了

该基因转染延长移植肾存活的效能 。

1　材料与方法

1.1　实验材料
　　重组腺病毒 AdvCTLA-4Ig , 西南医院烧伤实验室构建[ 2] , 滴

度为 5×109 pfu/ml。近交系大鼠 BN(Brown Norway , RT.1n)32

只 ,购自中国医学科学院实验动物繁育场 , 为肾移植供体;Lewis

(RT.11)12 只 ,购自北京医科大学实验动物学部 , 为肾移植受

体;所有大鼠重 300 ～ 350 g , 雌雄不拘。FITC 标记的 V 型腺病

毒抗体购自美国 Virostat。 XTS-6A 手术显微镜(江苏镇江中天

光学仪器厂), 冰冻切片机(英国 Shandon), TCS-NT165123 激光共

聚焦显微镜(德国 Leica)

1.2　方法
1.2.1　动物分组和肾脏转染　　肾移植供体 BN大鼠 20 只为

转染研究对象 , 各组大鼠均为 5 只 , 按以下方法进行分组:A

组:摘取大鼠左肾 , 用 4 ℃灌注液(含肝素钠 125 U/ml的生理盐

水)将其中血液灌注干净 , 然后用血管夹于近肾门处夹闭肾静

脉 ,经肾动脉插入钝针头 , 向肾动脉内注入 4 ℃的 AdvCTLA-4Ig

液 ,至肾静脉饱满为止 ,用量约 1 ml ,完全退出针头前用血管夹

夹闭肾动脉 ,防止 AdvCTLA-4Ig液外溢。置肾脏于 4 ℃下转染3

h。 B组:大鼠于麻醉下开腹 , 将肾血管以下腹主动脉暂时夹

闭 ,经近端腹主动脉向肾动脉内注入 AdvCTLA-4Ig液 3～ 5 ml后

松开远端腹主动脉血管夹 , 每隔 1 h 加注 AdvCTLA-4Ig 液 1 ～ 2

ml ,共转染 3 h。 C组:大鼠于麻醉下开腹 , 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

AdvCTLA-4Ig液 3 ～ 5 ml , 每隔 1 h 加注 AdvCTLA-4I 液 1 ～ 2 ml ,

共转染 3 h。 D组:正常肾脏对照。

1.2.2　AdvCTLA-4Ig对大鼠肾脏转染效率的检测　　各组肾脏

摘取后用肝素生理盐水经肾动脉灌注冲洗肾血管中残存的 Ad-

vCTLA-4Ig液 , 肾脏保存于液氮中 , 冰冻切片 , 用 FITC 标记的腺

病毒抗体行肾脏腺病毒免疫荧光检测 , 方法如下:冰冻切片组

织贴附于载玻片上 , -20 ℃丙酮固定 , 4 ℃保存备检。组织片

用 0.01 mol/ L PBS 漂洗 5 min×3 次;0.01 mol/ L PBS-T(含 0.1%

Tween20)稀释的 10%牛血清白蛋白封阻液 , 37 ℃, 30 min;滴加

FITC 标记的V 型腺病毒抗体(1∶1 000), 37 ℃, 暗盒内孵育 30

min ;0.01 mol/ L PBS-T 漂洗5 min×3 次;用 5%缓冲甘油封片后

在激光共聚焦显微镜下观察荧光染色部位及强度 , 各组标本每

张片选一典型图像 ,计算 5 个肾小管 、肾小球平均荧光强度。

1.2.3　转染对肾脏组织学的影响　　各组肾脏常规切片 ,HE

染色 ,光镜下观察肾脏组织学变化。

1.3　肾移植
　　按本实验室模型[ 3]进行。根据上述检测结果 , 以基因转染

效率最高组的的方法转染 BN 供肾并移植给 Lewis 受体大鼠为

转染组(n=6), 以未转染的 BN 供肾脏移植给 Lewis 受体大鼠

为对照组(n=6),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。

1.4　统计学处理
　　对 4组肾脏中肾小管 、肾小球腺病毒免疫荧光强度进行方

差分析;对两组移植肾存活时间采用 t 检验。

2　结果

2.1　不同条件下AdvCTLA-4Ig对大鼠肾脏的转染效率
　　肾脏切片以腺病毒免疫荧光抗体处理后 ,在激光共聚焦显

微镜下观察到:4 ℃转染组(A 组)、经腹主动脉注射病毒的全身

转染组(B组)与正常对照组一样 , 肾脏内未显示特异性荧光;

阻断肾脏以下血流以及肝脏和肠道血流后再经腹主动脉※肾

动脉注射腺病毒转染的肾脏(C 组)肾小管显示明显的特异性

荧光染色(图 1);4 组肾小球均未显示特异性荧光;激光共聚焦

图像分析结果显示:A、B 、C、D组肾小管荧光强度无显著差异;C

组肾小管荧光强度明显高于其他 3 组 , D组肾小球荧光强度无

显著差异(表 1)。

图 1　阻断肝脏 、肾脏以下血流后脉病毒转染肾脏的免疫荧光检测 ,

肾小管显示照亮的特异性荧光 ,肾小球无特异性荧光显示　

(×200)

Fig 1　Expression of adenovirus mainly in renal tubular cells by

means of immunofluorescence　(×200)

表 1　四组大鼠肾脏中腺病毒免疫荧光强度比较( x±s)

Tab 1　Comparison of the immunofluorescent intensities of adenovirus

in kidneys in each group( x±s)

Immunofluorescent intensity(u/μm2)
Group

Tubular cell Glomerular structure

A 37.1±5.7# 16.9±1.8

B 35.9±4.2# 17.0±1.9

C 67.1±8.4　 16.5±2.7

D 33.7±3.9# 17.2±2.2

#:P<0.01 , vs group C

2.2　转染对肾脏组织学的影响
　　各组转染肾脏均显示正常组织结构。

2.3　移植肾存活时间
　　对照组大鼠在移植 1周后均出现萎靡并停止排尿;而同时
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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;转染组移植肾存活时间较对照组明显延长(26.6±

6.9)d vs(8.1±1.6)d(P<0.01)。

3　讨论

　　CTLA4-Ig 为一种强效的共刺激分子阻断剂 ,实验

研究中 ,其全身应用可明显延长移植物的存活时间[ 4] ,

但其所需剂量大 、价格昂贵 ,而且特异性差 ,可能导致

受体对同时存在的病原体的耐受 ,诱发感染 。而 Guil-

lot等[ 1]发现 ,CTLA-4Ig 基因心脏局部转染可使心脏移

植物获得长期存活(>100 d),而全身应用 CTLA-4Ig 仅

能使其延长存活至术后 22 d ,表明 CTLA-4Ig 在移植物

的局部表达可以更有效延长移植物的存活。理论上 ,

CTLA-4Ig 在移植物的局部表达对机体其他免疫功能的

正常发挥影响很小 ,有可能提供一种具有高度抗原特

异性的诱导免疫耐受的方法。

　　本实验以低毒 、高效的复制缺陷型腺病毒[ 5]为载

体 ,在不同条件下观察了 CTLA-4Ig 基因对大鼠肾脏的

转染效率。A组结果显示 ,低温条件下腺病毒难以介

导CTLA-4Ig 基因对肾脏的有效转染。资料表明 ,采用

静脉注射腺病毒至全身的方法只有肝脏可以得到有效

转染 ,而对其他器官则不能达到满意的效果[ 6] ,本实验

中B组亦采用了相似方法而未能使肾脏获得有效转

染 ,可能因肝脏等易感性较高的组织对腺病毒载体的

消耗使得滴度明显降低的腺病毒载体难以对易感性较

低的肾脏进行有效转染 。Ye 等[ 7]的实验结果证实了

上述理论 ,其采用先阻断肝脏血流再注射腺病毒的方

法使小鼠肺 、小肠 、肾脏在在体条件下均获得有效转

染。参考这一方法 ,本实验在阻断大鼠肝脏血流的基

础上进一步阻断了下肢血流 ,明显减少了 AdvCTLA-4Ig

对肝脏等易感组织 、器官转染而造成的消耗 ,加之转染

过程中补充注射 AdvCTLA-4Ig ,使在体转染过程中Ad-

vCTLA-4Ig 滴度维持在较高水平 , 因此在体转染的 C

组 、肾脏获得成功转染 。本组腺病毒抗体荧光集中在

肾小管上皮细胞 ,肾小球未见特异性荧光 ,一些实验也

报导了类似结果[ 8] ,但另一些实验显示腺病毒主要转

染肾小球结构[ 9] ,造成这一差别的确切机制尚有待探

讨。各组肾脏组织学检查显示:转染不会破坏肾脏组

织结构 ,转染方法是安全的。

　　在上述基因转染的基础上 ,实验对该基因转染的

肾脏移植后的存活情况进行了初步观察 ,发现其术后

存活时间较对照组明显延长 ,不仅进一步明确了 CT-

LA-4Ig 基因对肾脏的有效转染 ,而且初步显示了 CT-

LA-4Ig 基因对移植肾的局部转染具有延长移植物存活

的作用 ,但与诱导耐受的目标尚有差距。提高 CTLA-

4Ig 基因对移植肾重要结构(如具有抗原提呈功能的血

管内皮细胞)的转染效率可能进一步延长移植肾的存

活时间。
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