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胰腺移植作为治疗Ⅰ型糖尿病的有效手段在国外

已较为普及 ,年开展达数千例之多
[ 1 , 2]
。国内则明显落

后 ,仅有少数医院作过为数不多的报道
[ 3]
。在动物实验

方面 ,大鼠胰腺移植模型在国外使用最多 ,但手术操作
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提 要:目的 观察胰腺移植后的自然过程 , 了解供脾在延长胰腺移植存活中的作用 。 方法 采用封闭群 Wis-
tar 大鼠作供体和受体 ,受体动物在移植前肌注链脲霉素诱导糖尿病发生 ,术后通过非空腹血糖监测胰腺存活 ,
定期处死动物切取移植胰 ,观察组织学变化 。实验分为 2组:单纯胰腺移植(A组)和胰脾联合移植(B 组)。 结
果 非空腹血糖变化:A 组术前及术后 2、6、10 、14d 分别为(25.59±4.50)及(8.10±1.59)、(10.11±2.17)、
(19.02±4.66)和(24.46±1.13)mmol/L(n =7);B 组术前及术后 2 、6 、10、14 、20、28、36 、44d 分别为(25.30±
3.57)及(8.11±1.59)、(7.95±0.99)、(8.12±1.16)和(10.01±1.51)、(11.40±2.61)、(14.26±2.92)、
(18.14±6.41)和 26.01 mmol/L(术后 36d 内 n =7)。胰腺存活时间:A 组为(11.71±1.80)d ,B组为(39.00±
2.77)d ,两组相比 P <0.01。组织学观察 ,A组第 3天表现为淋巴细胞小量游出浸润 ,第 7天大量淋巴细胞游出

和浸润 ,第 12天胰腺自身结构严重破坏 ,第 20天广泛纤维化替代;B 组淋巴细胞游出和浸润缓和 ,胰腺结构损
害轻且缓慢。结论 胰脾联合移植能明显延长移植胰存活。单纯胰腺移植和胰脾联合移植后 ,移植胰均受到急
性排斥反应损害 ,但胰脾联合移植后移植胰的排斥性损害相对较轻 。
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Effects of combined transplantation of pancreas-spleen on the sur-
vival of pancreatic graft in non-inbred rats
L I Zhan-jing , HAN Ben-li , WU Jun(Department of Hepatobiliary Su rgery , Sou thwest Hospit al , Thi rd M ilit ary M edical
U niversity , Chongqing 400038 ,China)

Abstract:Objective To observe the natural course of pancreatic transplantation

and the effect of dono r spleen on the prolongation of the survival of pancreatic allog raf t.

Methods Non-inbredW istar rats were used in the study.About 10 days before the trans-

plantation , the recipien t rats received an int ramuscular injection of streptozotocin (70

mg/kg)to induce diabetes and were divided into group A in w hich the rats received a

simple transplan tation of the pancreas and g roup B in w hich the rats w ere operated on

for a combined pancreas and spleen transp lan tation.Non-fasting samples of blood w ere
ex amined for glucose level to evaluate the survival of the pancreatic grafts.Results

The average survival time of the pancreatic graft w as (11.71±1.80)days in group A

and(39.00±2.77)days in group B(P<0.001).It w as found w ith histological exam ina-

tion that the pancreatic g raft as completely replaced with fibroblasts on the 20th day af-
ter operation in g roup A and a sligh t and slow course of the damages of the pancreatic

graft w as seen in group B.Conclusion Combined transplantatine of pancreas and

spleen prolongs sig nificantly the survival of the pancreatic graft.After simple pancreas
t ransplan tation or combined pancreas and spleen transp lan tation , the pancreatic graft

w ill be replaced w ith fibrous tissue sooner or later and this process of replacement is signifi-

cantly delayed w hen a splenic graft exists.
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难度大 ,国内仅见少数报道
[ 4]
。我们建立了稳定的大鼠

胰腺移植模型 , 本组通过对大鼠胰腺移植后的自然过

程进行观察 ,以期为临床胰腺移植研究奠定基础。

近来 , 大量文献强调“微嵌合”机制在免疫耐受形

成中的作用
[ 5 , 6]
。通过给受体动物输注供体脾细胞能明

显延长同种移植物的存活时间[ 7 , 8] 。为了验证并重新认

识供体脾细胞的这种作用 ,本组采用胰脾联合移植 ,与

单纯胰腺移植进行比较 ,期望为了解供 、受体的免疫反

应性提供更多实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物

封闭群 (非近交系 , 群体内连续繁殖 15代以上)Wistar大

鼠 , 鼠龄 3 ～ 6个月 , 供体动物雌雄不拘 , 受体动物均为雄性 ,体

重 250 ～ 350 g ,由第三军医大学实验动物中心提供 。

1.2 分组设计

实验分为 2组 , A组:单纯胰腺移植组 , 共作 12例移植 , 其

中 5例用作定期病理取材 , 另 7例用作术后血糖检测;B组:胰

脾联合移植组 ,共作 13例 ,其中 6例用作定期病理取材 ,另 7例

用作术后血糖检测 。所有动物均不使用免疫抑制剂 。

1.3 糖尿病模型制作
给拟作受体的大鼠肌注链脲霉素 (Boehringer Mannheim产

品)70 mg/kg ,以非空腹血糖>20mmol/L持续 10 d作为稳定的

糖尿病模型 。血糖测定采用葡萄糖氧化酶-过氧化物酶法 ,血糖

测定试剂盒为长城临床试剂公司产品 。

1.4 胰腺移植手术方法

供体动物术前不禁食。受体动物术前禁食 12 h。麻醉方法采

用乙醚开放吸入 。

供体手术:入腹后 , 游离胰腺与十二指肠 , 近肝门处剪断胆

总管任其开放 ,结扎肝总动脉 ,游离门静脉拟作血管吻合用 。以

分出腹腔动脉和肠系膜上动脉的腹主动脉段拟作动脉重建血

管 , 分别结扎切断该段腹主动脉的其它分支 。在肠系膜上动脉

起始部下方结扎腹主动脉 , 经腹主动脉上段穿刺 , 用含肝素 100

U/ml的冷平衡盐液作原位灌洗 , 同时剪断门静脉放出灌洗液 ,

至胰腺呈苍白色 , 脾脏呈间白色 , 一并切取包括脾脏 、胰腺及其

腹主动脉段 ,立即置 4°C平衡盐液备用 。

受体手术:腹正中全长纵切口入腹 ,在左肾血管远端游离一

段腹主动脉和下腔静脉 , 将供胰的腹主动脉和门静脉端分别与

受体的腹主动脉和下腔静脉作端侧吻合 , 动脉吻合采用间断缝

合 ,静脉吻合采用连续缝合 ,均用 8-0无损伤缝线 。开放血流后 ,

胰脾联合移植组不作供体脾脏切除 , 单纯胰腺移植组作供体脾

脏切除 。胰管引流采用胆总管开放腹腔内引流 。冲洗腹腔 ,分两

层连续缝合关腹 。供体手术约需 2 h ,受体手术约需 1.5 h。移植

物缺血时间 25～ 40 min ,平均 31 min。

1.5 血糖监测及移植物功能判断
术前与术后第 2 、 6天剪尾采血测定非空腹血糖 , 继后约

3～ 5 d测定 1次 ,直至胰腺被完全排斥 。非空腹血糖<11 mmol/

L作为移植物功能良好的标准 。移植 1周后非空腹血糖连续 2 d

>20mmol/L判为移植胰被完全排斥 。

1.6 组织学检查

术后第 3 、7 、12 、20 、30 、45天于每组各处死 1只动物 ,切取

移植胰 , 10%中性缓冲甲醛固定 , 石腊包埋切片 ,HE染色 ,观察

移植胰腺的排斥情况 。A组根据血糖测定结果未再作术后 30 d

和 45 d的组织学检查 。

1.7 数据统计学处理

非空腹血糖值比较和移植胰存活时间比较均采用 t检验 。

结果以 x±s表示 。

2 结果

2.1 动物一般情况

2组动物术后均恢复良好 , 24 h后精神状态趋于好转 ,活动

自如 , 48 h后恢复胃肠道功能 ,开始进食 ,有粪便排出 。实验中曾

遇到因腹腔感染 3例 ,其中 ,单纯胰腺移植 1例 ,胰脾联合移植 2

例 ,均于 1周内死亡(资料未计入), 1周后未再发生自然死亡 。

2.2 移植胰功能存活情况

移植胰 A组存活 10 d 3例 , 12 d 2例 , 14 d 2例 , 平均存活

(11.71±1.80)d , B组存活 36 d 2例 , 38 、39 d各 1例 , 40 d 2例 ,

44 d 1例 ,平均存活(39.00±2.77)d ,两组相比差异非常显著(P

<0.001)。非空腹血糖变化见表 1。

2.3 胰腺组织学检查
A 组 , 第 3天即可见胰腺小叶间隙及血管周围散在淋巴细

胞浸润 , 腺泡 、导管和胰岛结构均无明显损害改变;第 7天见大

量淋巴细胞成簇状游出血管进入胰腺组织 , 间质内淋巴细胞浸

润更加明显 , 腺泡间隙加宽 , 腺泡结构受压体积萎缩 , 腺泡细胞

酶原颗粒明显减少或消失 , 有核固缩现象 , 可见少量成纤维细
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胞增生 , 导管结构尚正常 , 血管内皮可见淋巴细胞附着 , 内皮完

整 ,血管周围大量淋巴细胞浸润 ,胰岛结构外观正常;第 12天见

大量成纤维细胞增生伴淋巴细胞浸润 ,腺泡和导管明显减少 ,被

增生的纤维组织分割和环绕 ,腺泡结构大量破坏 ,残存的腺泡细

胞核固缩 ,酶原颗粒消失 ,导管结构可见 ,上皮细胞排列紧密 ,但

基底膜间隙水肿加宽 ,血管数量明显减少 , 内皮有脱落现象 , 胰

岛细胞核梭形或卵圆形改变明显;第 20天成纤维细胞大量增

生 , 整个胰腺组织被广泛纤维组织代替 , 无残存腺泡 、导管和胰

岛结构 ,淋巴细胞浸润也趋减轻 。4个时相点存在明显组织学变

化特征 ,第 3天主要为淋巴细胞少量游出和浸润 ,第 7天大量淋

巴细胞游出并浸润 , 第 12天表现为胰腺组织自身结构严重破

坏 ,第 20天为广泛纤维组织替代 。

B组 , 整个变化过程也由淋巴细胞游出浸润开始至后期胰

腺组织结构被完全破坏消失 ,广泛纤维化形成 ,但淋巴细胞游出

和浸润较为缓和 ,未见到第 7天的大量淋巴细胞簇状游出现象 ,

腺泡和导管结构在术后 30 d仍有少量残存 , 胰岛结构损害程度

轻且缓慢 , 直至术后 45 d才完全破坏消失 , 代之以大量增生的

纤维组织和少量浸润细胞。

3 讨论

封闭群大鼠个体间的移植免疫生物学反应接近于

同种异体移植物 , 主要取决于其基因型的异源性。通

过封闭群大鼠胰腺移植实验 , 对于临床异体胰腺移植

具有较大参考价值。本组采用封闭群Wistar大鼠进行

实验 ,通过非空腹血糖测定判断移植胰腺的存活情况 ,

结果表明 ,在没有任何免疫抑制剂干预的情况下 ,单纯

胰腺移植后移植物存活最短 10 d , 最长 14 d , 平均

11.71 d。

组织学检查表明 , 单纯胰腺移植后移植胰经历了

一段短促而典型的急性排斥反应 , 主要特征表现为 4

个阶段:①术后第 3天的淋巴细胞小量游出期;②术后

第 7天的淋巴细胞大量游出期;③术后第 12天的胰腺

组织严重破坏期;④术后第 20天的广泛纤维化期 。

功能和形态学检查结果表明 , 单纯胰腺移植后急

性排斥反应极为突出 ,移植物在短期内即被完全排斥 ,

彻底丧失其组织结构和功能 ,代之以广泛纤维化形成 ,

表明 ,这种单纯胰腺移植危险性极大 ,远不能当作临床

治疗手段 ,必须辅助性采取其它有效措施 ,延长移植胰

存活时间。

先前的文献报道 , 供体动物的脾脏移植能够延长

移植胰的存活时间
[ 9]
, 但由于供脾移植后所产生的致

命性移植物抗宿主反应 (GVHD)[ 10] , 后来多未再采

用 。1993年以来 ,在探讨成年动物免疫耐受研究方面 ,

大量文献强调微嵌合机制在免疫耐受形成中的重要作

用
[ 5 ,6]
,这一理论的中心观点是 ,器官移植后 ,由于供体

免疫细胞与受体的免疫系统细胞发生反应 , 通过相互

攻击而达到免疫抑制 , 从而延长供体移植物的存活 。

因此 , 近来采用静脉或胸腺内注射供体脾细胞延长器

官移植物存活的报道日渐增多
[ 7 , 8]
。为了重新认识供体

脾细胞的这种作用 , 为进一步探讨诱导成年动物免疫

无反应性机制 , 本组采用胰脾联合移植与单纯胰腺移

植进行比较 , 以观察供脾的作用及效果 , 结果表明 , 胰

脾联合移植组移植胰腺存活平均 39 d , 明显长于单纯

胰腺移植 。其作用机制可能与攻击受体免疫系统有

关 。

组织学检查发现 , 胰脾联合移植后移植胰的变化

也是一个急性排斥过程 , 但与单纯胰腺移植相比反应

强度明显缓和 ,损害程度相对较轻 ,胰腺功能持续时间

明显延长 , 组织学变化主要表现为没有明显的淋巴细

胞大量游出现象 ,但仍然存在持续性淋巴细胞浸润;胰

腺组织 , 包括腺泡 、导管 、胰岛等结构的受损轻而且过

程延长 , 术后 30 d时仍可见到残存的腺泡 、导管和胰

岛结构 , 但至 45 d左右 , 这些结构均被大量纤维组织

所取代 。表明 , 供脾的联合移植只能相对延长移植胰

的存活时间 ,并不能完全达到长期无反应状态 。

文献记载[ 10] , 胰脾联合移植后由于供脾的作用可

发生致命性 GVHD , 多发生在术后 45 d左右。本实验

中 , 2例胰脾联合移植动物于术后 1周内死亡 , 尸检发

现腹腔内大量脓性渗出物 ,而无受体脾脏肿大反应(资

料未列出),存活动物中亦无受体脾脏肿大和皮肤反应

等 GVHD征象 , 可能系观察期不够长或动物遗传学差

异的缘故。

结论:封闭群Wistar大鼠单纯胰腺移植后胰腺平

均存活时间为 11.71 d。胰脾联合移植能明显延长移植

胰的存活 ,平均存活 39.00 d。单纯胰腺移植和胰脾联

合移植后 ,移植胰均受到急性排斥反应损害 ,最终被广

泛纤维组织所代替 , 但胰脾联合移植后移植胰的排斥

性损害相对较轻 ,纤维化替代形成较晚。
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近年研究已表明 ,表皮生长因子受体(EGFR)和肿瘤的恶性

增殖关系密切 。我们采用免疫组化 S-P法检测 EGFR在肺癌组织

及转移淋巴结表达 , 探讨其在非小细胞肺癌 (NSCLC)预后价

值 。

1 材料与方法

1.1 标本
非小细胞肺癌 64例 ,男性 58例 ,女性 6例 。年龄 37 ～ 68岁 ,

平均 56.4岁 。标本取自我院胸外科 1991 ～ 1995年手术切除的

肺癌组织和淋巴结存档石蜡块 。鳞癌 30例 ,腺癌 34例 ,同一患

者配对淋巴结组织 64份 ,其中有淋巴结转移 35例 。所有病例按

国际 TNM分期:Ⅰ期 23例 , Ⅱ期 17例 , Ⅲ期 21例 , Ⅳ期 3例 。标

本常规切片 5μm。

1.2方法
鼠抗人 EGFR单抗及免疫组化试剂盒为美国Maxin公司生

产 ,购自福州迈新公司 。免疫组化采用链霉素抗生物素蛋白-过

氧化物酶连结法(Streptavidin-peroxidase conjugated meth-od , S-P),

操作参照说明书进行 。EGFR表达阳性强度判断:(-)无显色;

(+)<15%癌细胞阳性;( )15%～ 50%癌细胞阳性;( )>

50%癌细胞阳性 。试验中分别设阴性和阳性对照(公司提供)。
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统计学处理采用χ2检验 。

2 结果

2.1 肺癌组织 EGFR表达
细胞染色阳性信号呈棕黄色或棕褐色 , EGFR定位于癌细

胞膜或细胞浆 ,胞核无着色 ,少许正常支气管旁腺呈阳性反应 。

癌组织阳性细胞以片状 ,局灶状分布为主。64例肺癌组织 43例

EGFR表达阳性 ,其中鳞癌 24例(80%),腺癌 19例(55.9%),肺

鳞癌以细胞膜型表达为主 , 占 71.9%(17/24), 肺腺癌以胞浆或

膜浆表达为主(100%)。35例转移淋巴结中 22例 EGFR表达阳

性(63%),其中 4例原发灶肺癌组织 EGFR表达阴性 ,而淋巴结

转移灶呈阳性表达 。无淋巴结转移标本均为阴性 。

2.2 EGFR表达与肺癌的临床病理关系
肺癌组织 EGFR表达与部分临床病理关系显示:Ⅲ ～ Ⅳ期

患者 EGFR表达(91.7%)明显高于 Ⅰ ～ Ⅱ 期患者 (52.5%),

低分化组(82.9%)显著高于中高分化组(39.1%)。淋巴结转移

组(80.0%)高于淋巴结阴性组(51.7%)。结果提示:EGFR表达

与肺癌临床分期 、分化程度 、淋巴结转移密切相关(P<0.01 , P

<0.05)。

3 讨论

EGFR是原癌基因 C-erbB-1的表达产物 ,具有酪氨酸激酶活

性 , 当和其配体 EGF 、 TGFα结合 , 通过激活酪氨酸蛋白激酶途

径 ,促进细胞生长 ,DNA合成 ,癌基因(fos , jun)表达 。近年研究
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