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中国版纳近交系小型猪心脏异种抗原表位α1 ,3-Gal的分布
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　　提　要:目的　研究中国版纳小型猪心脏的异种抗原α1 , 3-Gal的分布和半定量分析 , 为小型猪心脏的转基因和异种移植提供
资料。方法　通过亲和免疫组织化学法和图像分析对 10 头版纳小型猪心脏进行α1 , 3-Gal的分布和半定量研究。结果　α1 , 3-Gal

主要分布于细胞膜 ,细胞浆也有少量表达 , 胞核无表达。在小型猪心内膜 、心肌间质 、心外膜 、神经束膜等处有α1 , 3-Gal分布 ,心肌
细胞未发现α1 , 3-Gal分布。半定量分析发现α1 , 3-Gal表达量心房内膜最多 , 心肌间质最少。结论　异种抗原α1 , 3-Gal在心脏中的

表达存在较大差异 ,提示可以通过转基因猪来克服超急性异种排斥反应。
　　关键词:异种抗原;近交系猪;心脏;免疫组织化学

　　中图法分类号:R322.11;R392.1　　　 文献标识码:A

Expression of xenoantigen α1 ,3-Gal in heart of inbred-lined Chinese Banna mini-pig
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　　Abstract:Objective　To observe the distributions and make a semiquantitative analysis of the expression of xenoantigenα1 , 3-Gal in the heart
of inbred-lined Chinese Banna mini-pig so as to provide information for xenotransplantation and breeding transgenic pigs.Methods　Theα1 , 3-Gal

expressions in the hearts of 10 Banna pigs(12 ～ 18 months)were determined with immuno-histochemistry and image analysis.Results　Theα1 , 3-
Gal positive stainings appeared in the cardium , epicardium , connective tissue between cardiac muscles , membrane of nerve bundle , and other places

in heart.but not in the cardiac muscles and nerve fibres.The expression ofα1 , 3-Gal was highest in endocardium of atrium and lowest in connective

tissue between cardiac muscles.Conclusion　There exist different expressions ofα1 , 3-Gal in the heart of the inbred-lined Chinese Banna mini-pig ,

suggesting that we can reduce hyperacute reaction by breeding transgenic pigs.
　　Key words:xenoantigen;inbred-lined pig;heart;immuno-histochemistry

　　异种抗原α1 , 3-Gal是细胞表面或分泌型糖蛋白的
聚乳糖胺核心的一个末端残基 ,广泛存在于猪和其它低
等动物体内 ,其代谢受 α-1 , 3半乳糖基转移酶(α1 ,3-
galactosyltransferase , α-GT)调控[ 1] 。正常人不具有这种
抗原 ,但人血清中存在高滴度的抗α1 , 3-Gal抗体 ,因此
在异种移植中会导致超急性排斥反应(Hyperacute reac-
tion , HAR)。Strokan等

[2]
通过光镜和胶体金免疫电镜的

方法对猪肾脏α1 ,3-Gal的分布进行了全面深入的研究 ,
对于心脏异种移植整体研究尚处于起步阶段。Lan等[ 3]

1998年使用 a-Gal基因敲除的小鼠(Gal o/o 鼠)在异种
移植实验中发现HAR能够得到缓解 ,提示有可能通过
对猪进行基因改造来缓解或克服这一排斥反应。中国
版纳小型猪近交系近交已达 18 代 ,近交系数高达
97.9%,对其心脏α1 ,3-Gal分布和半定量分析将为今后
对版纳小型猪进行基因改造提供前瞻性资料。

1　材料和方法

1.1　实验动物
　　中国版纳小型猪近交系 10头(12～ 18 月龄),体重 40 ～ 60 kg ,
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1.2　试剂
　　生物素标记 BSI-B4(美国 Sigma公司 , L 2 895);SABC 试剂
盒(武汉博士德公司 , SA 1 024);DAB 显色试剂盒(武汉博士德

公司 , ED 1 022)

1.3　方法
1.3.1　冰冻切片亲和免疫组织化学法　　麻醉动物后 , 10%福
尔马林灌注固定 ,取版纳小型猪心脏各腔室组织(同时取正常

人心脏组织), 4%多聚甲醛后固定 , 30%蔗糖浸泡 24 h 后制作

冰冻切片 ,片厚 10 μm , 每个样本选取 15～ 20 张切片 , 利用生物
素标记植物凝集素 BSI-B4 与α1 , 3-Gal的特异亲和特性[ 4] ,分别

进行免疫组化反应。植物凝集素 BSI-B4 的工作浓度为 8 μg/

ml。对照实验:使用 0.01 mol/L PBS 代替 BSI-B4 作为空白对

照。

1.3.2　图像分析　　使用MAS 图像分析系统对 130 张切片组

化阳性结果进行图象分析 , 结果用面积密度比(Aa)表示 , 每张

切片随机选取 3个视野检测。

1.3.3　统计学处理　　采用Microsoft Excel 8.0 计算标准差 , 进
行 t检验分析。

2　结果

2.1　心脏各组织α1 ,3-Gal的分布
　　本实验除观察小型猪心脏各组织中α1 , 3-Gal的分布外 , 还

观察了人心脏组织中α1 , 3-Gal的分布情况 , 都使用 0.01 mol/ L
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PBS 代替 BSI-B4作为阴性对照 。发现:阳性反应主要位于细胞

膜 ,细胞浆也有少量表达 ,胞核无表达 ,阳性呈棕黄色 , 见图 1、
图 2。

图 1　中国版纳小型猪近交系心脏组织中α1 ,3-Gal的表达

A:心室内膜α-Gal 的表达(ABC×400);B:心房内膜α-Gal的表

达(ABC×400);C:神经束膜α-Gal的表达(ABC×400);D:心肌

间质α-Gal的表达(ABC×400)

Fig 1　The expression of α1 , 3-Gal in the heart of the inbred-l ined

Chinese Banna mini-pig

A:The expression of α1, 3-Gal on ventricle endocardium (ABC ×

400);B:The expression of α1 , 3-Gal on atrium endocardium(ABC×

400);C:The expression of α1, 3-Gal on membrane of nerve bundle

(ABC×400);D:The expression ofα1, 3-Gal on connective tissue be-

tween cardiac muscles(ABC×400)

图 2　人和版纳猪心脏组织中α1 ,3-Gal的对比表达

A:人右心房内膜无α1 , 3-Gal表达　(SABC×400);B:小型猪心

脏α1, 3-Gal表达的正常对照　(SABC×400)

Fig 2　The comparative expression of α1 , 3-Gal in the heart

of the human and the banna minipig

A:The negative staining of endocardium in the right human atrium 　

(SABC×400);B:The expression ofα1 , 3-Gal in the heart of the in-

bred-lined Chinese Banna mini-pig　(SABC×400)

　　小型猪心脏内各腔室内膜着色较多 , 多位于内皮细胞表

达 ,内膜下结缔组织也有表达;心肌细胞未发现有与 BSI-B4 亲

和 ,但是我们发现在心肌间的结缔组织等间质成分有弥散的表

达 ,肌间隔着色明显;心外膜着色较强 , 主要位于间皮细胞上 ,

外膜下也有弱表达;瓣膜由于是双层均覆盖内皮细胞 , 表达较

强 ,瓣膜中央的胶原等结缔组织也有表达 , 但是染色较内皮细

胞淡;位于外膜下的神经膜有染色 , 神经纤维无染色 , 另外位于
心壁内的小血管中内皮细胞表达 ,在血管平滑肌细胞未发现与

BSI-B4 亲和;与心脏相连的大血管如主动脉内皮细胞有表达但
是较心肌中小血管表达弱 , 弹性纤维和平滑肌细胞等未见与
BSI-B4 结合。对照实验均未发现阳性表达。 正常人的心脏各

组织中均未发现有与 BSI-B4 结合。具体α1 , 3-Gal分布情况 , 见
表 1。心脏组织与 BSI-B4 亲和情况通过光镜下阳性染色强弱

判断。

表 1　中国版纳小型猪近交系心脏各组织α1 ,3-Gal的分布情况

Tab 1　The distribution of α1, 3-Gal in the heart of the inbred-lined

Chinese Banna mini-pig

Tissue　　　 BSI-B4 reaction
Atria(left , right):
　　Endocardium ++

　　Cardiac muscle cell -
　　Epicardium +
　　Connective tissue between cardiac

　　muscles +
Ventricle(left , right):
　　Endocardium ++

　　Cardiac muscle cell -
　　Epicardium +
　　Connective tissue between cardiac

　　muscles +
Cardiac valve(mitral valve , tricuspid valve):
　　Endocardium ++

　　Connective tissue +
Blood vessel:
　　Endothelial cell ++
　　Elasticity fibre -

　　Smooth muscle cell -
Nerve in cardiac musclel:
　　Ectoblast +

　　Nerve cell -
　　Bundle membrane +

2.2　图像分析测定心脏各部分与 BSI-B4结合的面积
密度比(Aa)

　　由表 2中可见 , 小型猪心房间内膜的α1 , 3-Gal表达的面积
密度比无显著差异(P>005),α1 , 3-Gal的表达较心室内膜α1 , 3-

Gal表达的面积密度比大 ,差异非常显著(P <0.01)。心脏各腔
室外膜和心肌间质间α1 , 3-Gal表达的面积密度比无显著差异

(P >0.05)。心脏各腔室内膜α1 , 3-Gal的表达较外膜和心肌间
质α1 , 3-Gal表达的面积密度比大 , 差异非常显著(P <0.01)。

心瓣膜(二尖瓣)上α1 , 3-Gal的表达较心脏各腔室α1 , 3-Gal 表
达的面积密度比大 ,差异非常显著(P <0.01)。

表 2　心脏各部分阳性反应物表达的面积密度比 Aa( x±s)

Tab 2　The Area/ area of the α1 , 3-Gal positive staining in the

mini-pig heart( x±s)

Right atrium Left atrium Right ventricle Left ventricle

Endocardium 0.327223±0.012884 0.322957±0.009975 0.269209±0.015748 0.272535±0.014177

Connective tissue 0.016860±0.001798 0.016624±0.001249 0.029362±0.050259 0.016087±0.002482

Epicardium 0.223151±0.019975 0.230261±0.018358 0.230088±0.017972 0.231479±0.032619

Mitral valve 0.336476±0.137113

3　讨论

　　在器官移植领域中 ,通常认为可以用转基因动物 、
克隆技术和组织工程 3种途径解决供器官不足 ,猪-人
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异种移植极具吸引力和挑战性[ 5] 。猪-人异种移植目
前最大的障碍就是由体液免疫造成的 ,发生于移植后
数分钟至数小时的HAR ,其与同种移植中的ABO血型

不合所致的HAR类似。HAR是由于人血清中的天然
抗体与猪组织中的异种抗原结合所引起的 ,这种排斥
反应的主要靶抗原是α1 ,3-Gal。目前认为在猪的循环
系统α1 ,3-Gal主要分布于血管内皮细胞[ 6] ,我们使用
与α1 , 3-Gal有特异亲和性的植物凝集素 BSI-B4 ,通过
亲和免疫组织化学技术观察到猪心脏的各部分

α1 ,3-Gal的分布主要集中在心内膜的内皮细胞 ,同时在
猪的心外膜 、营养心肌的血管内皮细胞 、神经束膜也有
表达 。我们推测小型猪α1 ,3-Gal抗原在心脏组织中有
一定分布规律:①α1 , 3-Gal在猪心脏中的分布存在差
异 ,即有的组织有 ,有的没有;②α1 ,3-Gal在小型猪心
脏主要分布于内皮细胞上 。结合国内外对其它猪种的
研究中可以看出猪全身包括心脏并不是所有组织都表

达α1 ,3-Gal[ 7 ,8] ,可能与细胞微环境不同以及细胞分化
差异有关系 ,例如在猪表皮中α1 ,3-Gal表达 ,由内向外
越来越少 ,至颗粒层和角化层就无α1 ,3-Gal分布 ,可能
与细胞角化过程中α-GT 逐渐减少有关

[ 7]
。在小型猪

心脏组织α1 ,3-Gal的分布上我们的研究与国内外研究
的其他猪种心脏组织 α1 , 3-Gal 分布存在一些差
异
[ 7 ,8]

,我们的结果在心肌间质和神经纤维束膜等处
也有α1 ,3-Gal的弱表达 ,究竟是国内外猪种间的差异 ,
还是研究所采用的方法不一和观察的误差所致 ,尚需
进一步探讨。
　　通过图像分析的方法分析了猪心各部分的
α1 ,3-Gal表达的面积密度比 ,发现心脏各腔室组织中
α1 ,3-Gal表达存在较大差异 ,其中心内膜表达量最大 ,
心外膜其次 ,心肌间质最少 ,提示在小型猪各组织中除
有分布差异外 ,还有表达量的差异。目前异种移植前
可以使用α-半乳糖基酶等预处理供器官或组织消除
α1 ,3-Gal ,应用此方法时 ,应注意处理的时间和部位 ,防
止在有些α1 ,3-Gal表达较多的部位没有清除干净 。
　　为了克服 HAR ,培育转基因猪是一个较好的方
法 ,虽然到目前为止已经获得了人类血红蛋白转基因

猪 、表达人 DAF(衰变加速因子)的转基因猪 ,但是所用
猪种的基因纯合度不高。基因改造目标动物的遗传背
景应该清楚 、稳定 ,才能使转入的目的基因既能高效表
达 ,又能稳定遗传。近交系动物具有同基因性和反应
均一性[ 9] ,可使基因改造前后的供器官动物与人类组
织的生物相容性的研究具有很高的可靠性和可比性 ,
并有利于对所转基因的表达进行研究。中国版纳小型
猪近交系到 2000 年已经近交 18 代 ,近交系数高达
97.9%,是世界上首例大型近交系哺乳类动物 ,符合基
因改造目标动物的基本条件 ,我们的实验结果将为培
育转基因版纳小型猪近交系和小型猪心脏异种移植提

供关于心脏α1 ,3-Gal分布的资料。
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3　讨论

　　MNS 血型系统中有许多卫星抗原和变异型 , 其中 Mil-
tenberger亚系统的抗原抗体反应在亚洲人群中的比率较其他人

群高[ 1] ,Miltenberger系统的抗原与抗体在临床输血中的特殊性
已被许多亚洲血液中心与医院所证实。在该系统中 MiⅢ是最

常见的血型抗原之一 , 其频率我国的台湾人为 7.3%、香港人
6.28%,泰国人10%。用 MiⅢ细胞筛选病人血清 , 抗-Mia的频率
为 0.28%[ 2] , 在病人和孕妇中它是较重要的同种抗体之一。 人
们普遍认为 Rh 血型系统中的抗-E 是最易被检出的血型抗体 ,
辐抗-Mia很少被发现 , 主要是因为 MiⅢ表现型没有常规地包括

在我们的抗体筛选细胞中。而抗-Mi
a
可引起新生儿溶血病和溶

血性输血反应[ 3] 。因此 , 在做常规抗体筛选时 , 抗体筛选细胞

应含有 MiⅢ的 O型红细胞 , 以便能检出抗-Mi 抗体 , 为输血病

人提供该抗原阴性的血液输注。
　　关键词:抗-Mia;配血不合;Miltenberger血型
　　中图法分类号:R457.11　　　文献标识码:B
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