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Abstract
AIM: To evaluate the local expression of CTLA4Ig gene in
small bowels and its action on preventing acute rejection
of the small bowel allografts.

METHODS: Wistar rats underwent heterotopic small bowel
transplantation from SD rats. The recipients were divided
into experimental group (allografts were transfected with
CTLA4Ig gene) and control group (CTLA4Ig gene not
transfected) randomly. In the experimental group, the do-
nor small bowels were perfused ex vivo with CTLA4Ig cDNA
packaged with lipofectin vector via intra-superior mesen-
teric artery before transplantation, and the CTLA4Ig ex-
pression in the small bowel grafts post-transplantation was
assessed by immunohistology. On days 3, 7 and 10 post-
transplantation, the allografts in each group were harvested
for the examination of histology and assay of apoptosis.

RESULTS: Small bowel allografts treated with CTLA4Ig
cDNA showed abundant CTLA4Ig expression after
transplantation. Acute rejection grade  on day 7 and grade

 on day 10 after transplantation was noticed in the control
allografts, and a dramatically increased number of apoptotic
enterocytes in parallel to the progressive rejection could
be recognized. In contrast, the allografts treated with
CTLA4Ig cDNA showed nonspecific histological changes
and only a few of apoptotic enterocytes were found after
transplantation.

CONCLUSION: Local CTLA4Ig gene transfection of small
bowel allograft is feasible, and the local CTLA4Ig expression

in the allograft can prevent acute rejection after transplantation.

Wang YF, Xu AG, Hua YB, Wu WX. Effect of local CTLA4Ig gene
transfection on acute rejection of small bowel allografts in rats. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):685-688

摘要

目的: 研究CTLA4Ig基因在移植小肠局部表达及其表达产

物对急性排斥反应的治疗作用.

方法: 建立SD Wistar 的大鼠异位小肠移植模型 并随

机分为实验组(CTLA4Ig转基因组)和对照组(非转基因组).

实验组供肠移植前经肠系膜上动脉注入脂质体包裹的

CTLA4Ig cDNA 术后应用免疫组织学检查移植小肠中

CTLA4Ig 转基因产物的表达. 移植术后3 7 10 d 分别

获取各组的移植小肠进行组织学检查及细胞凋亡测定.

结果: 经CTLA4Ig cDNA处理的小肠在移植术后可见大量

的CTLA4Ig表达. 对照组移植肠在术后7 10 d分别出现

度急性排斥反应 同时凋亡细胞数量显著增加. 实验组移

植肠术后未见排斥反应的病理学证据 凋亡细胞偶见.

结论: CTLA4Ig基因可在移植小肠局部转染表达 其表达

产物可防止移植术后急性排斥反应的发生.
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0   引言

CTLA4Ig 为小鼠细胞毒性淋巴细胞抗原4的胞外部分

与人 IgG Fc 段的重组融合蛋白 可与B7-1/2 分子结

合 阻断抗原递呈细胞(APC)和抗原特异性T淋巴细胞

之间的共刺激信号传递. 应用CTLA4Ig 基因转染治疗移

植排斥 可延长移植物的存活时间 诱导出供者特异的

耐受状态[1-7]. 将编码免疫抑制分子的基因转染移植器官

旨在创造一个直接修饰免疫反应细胞的局部微环境[8]

移植器官内CTLA4Ig基因转染表达可使许多移植物长期

存活[9-12]. 然而在移植小肠内进行CTLA4Ig基因转染尚无

报道. 我们应用脂质体包裹的CTLA4Ig cDNA质粒经肠系

膜上动脉注入冷冻保存的小肠 观察CTLA4Ig基因在移

植肠段的表达及其对急性排斥治疗的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  体质量250-300 g的 SD和Wistar大鼠由南京医
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科大学动物实验中心提供; CTLA4Ig cDNA (AAVmCTLA4IgG

质粒) 由法国Anegon教授赠送; 脂质体(DOTAP: chol in

vivo geneshuttle)为Qbiogene公司产品; 凋亡试剂盒购自

Bochinger公司; 甲基绿为Vector Laboratories 公司产品;

仓鼠抗小鼠CTLA4单克隆抗体 IgG和生物素标记的小

鼠抗仓鼠Ig抗体购自BD Biosciences公司; HRP标记的

抗生蛋白链霉素为Woburn公司产品.

1.2 方法  参照Yang et al [13-17]的方法 将SD鼠小肠(切

取长度为20 cm)移植给Wistar 鼠 制作大鼠异位小肠

移植模型. 所有动物在术后24 h内自由进水 1 d后进食.

在室温下将AAVmCTLA4 IgG质粒和脂质体混合15 min制

成脂质体/cDNA混悬液 其中cDNA浓度为0.5 g/L. 移植

肠段从供体取下经生理盐水冲洗后 将50 µL 脂质体
(对照组 n =15)或脂质体/cDNA混悬液(实验组 n =15)

经肠系膜上动脉于5-10 min内缓慢注入. 经1.5 h冷冻保

存后以4 生理盐水5 mL冲洗肠系膜上动脉10 min

随后植入受体鼠腹腔. 移植术后3 7 10 d 各组分

别处死5只动物获取移植小肠 部分以多聚甲醛固定

作组织学检查和凋亡测定 部分以液氮冷冻保存作免

疫组织学检查. (1)组织学检查: 石蜡包埋组织切片行HE

染色 以Kuusanmaki et al (Transplantation 1994; 58: 757-

763)的标准判定排斥发生的等级; (2)凋亡细胞测定采用

TUNEL技术[18-20] 操作步骤严格按照凋亡试剂盒说明

书进行 最后以甲基绿复染 在光镜下凋亡细胞的核被

染成棕色 每例切片随机选取10个高倍视野读取凋亡

细胞数量(Transplantation 1997; 63: 947-951); (3)免疫组织

学检查: 组织冰冻切片5 µm厚 以仓鼠抗小鼠CTLA4
单克隆抗体IgG (UC-4F10-11)为一抗 以生物素标记的

小鼠抗仓鼠Ig抗体(G70-204&G94-56)为二抗. 一抗与二

抗的反应条件均为37 60 min. 最后以HRP标记的

抗生蛋白链霉素和DAB显色 苏木素复染. 在光镜下组

织中表达的CTLA4IgG呈棕色颗粒.

       统计学处理  数据以mean±SD表示 采用 t检验
P <0.05时差异具有显著性.

2   结果

2.1 组织学检查  对照组移植肠于术后3 d未见特异性的

排斥征象 仅见局灶性肠系膜炎症 内皮细胞轻度空泡

化 肠壁细胞轻度肿胀与脱落 绒毛结构基本正常;

术后 7 d 肠系膜出现广泛的炎症性改变 肠壁中度

炎性细胞浸润 绒毛变短 部分隐窝结构消失 肠系膜

动脉内皮细胞肿胀增生 内膜增厚; 术后 10 d 肠系

膜与肠壁的炎性浸润进一步加重 血管内皮增生与内

膜增厚导致管腔堵塞 肠壁出现糜烂与局灶性溃疡等

隐窝坏死征象. 然而 经CTLA4 Ig 转基因处理的移植

肠于移植术后 3 7 10 d 绒毛始终保持正常的形

态结构 仅出现轻度的炎症细胞浸润与轻度的内皮细

胞肿胀 脱落.

2.2 免疫组织学检查  经CTLA4Ig基因转染的移植肠组

织中可见大量的CTLA4Ig 表达 CTLA4Ig 表达广泛分

布于肠系膜血管壁 肠壁肌层 黏膜下及小肠绒毛.

移植早期CTLA4Ig表达密度较高 但移植后10d内均

可见有CTLA4Ig的持续表达(图1). 对照组移植肠组织于

术后未见CTLA4Ig表达(图 2).

图1  经CTLA4Ig cDNA转染的小肠移植术后组织中CTLA4Ig的表达
200 A: 术后3 d; B: 术后7 d; C: 术后10 d.

图 2  未经CTLA4Ig cDNA转染的小肠移植术后组织中CTLA4Ig的表
达 200.

2.3 细胞凋亡检测  主要为隐窝细胞出现凋亡. 术后3 d

各组移植小肠组织中均有少量细胞凋亡 对照组为5.3 ±
1.6 (n =5) 实验组为5.8±1.5 (n =5) 两组间细胞凋亡
数量差异无显著性. 对照组移植小肠组织中的凋亡细胞

数量于术后7d显著增加(61.8±3.0 n =5) 10 d 增加

A

B
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更为明显(101±5.5 n =5). (见图3). 但实验组移植小肠
组织中的凋亡细胞数量于术后7 10 d 未见增加 分

别为3.4±1.1 (n =5)和 3.6±1.0 (n =5). (见图4). 两组间细
胞凋亡数量差异显著(7 d aP <0.0 005 t =41.2 954;

10 d bP <0.005 t =39.2 425).

图3  未经CTLA4Ig cDNA转染的移植小肠组织中凋亡的隐窝细胞. A1,
B1, C1分别代表移植术后3, 7, 10 d的小肠组织切片 400.

图 4  经CTLA4Ig cDNA转染的移植小肠组织中凋亡的隐窝细胞. A2,
B2, C2分别代表移植术后3, 7, 10 d的小肠组织切片 400.

3   讨论

小肠移植是治疗小肠功能衰竭的最终手段 在一些器官
移植中心小肠移植已作为常规疗法[22-23] 然而 移植排
斥仍是其最大的障碍[24-26]. 受体静脉内注入AdCTLA4Ig进
行CTLA4Ig基因的系统转染 可以延长移植小肠的存
活时间[27].  但小肠富含淋巴组织与细菌 与心 肝
肾等脏器比较 移植后更容易发生严重的排斥反应与
感染 对移植肠段进行局部CTLA4Ig cDNA转染 可以
抑制受体对移植肠段发生免疫排斥 同时受体在其他
部位的免疫功能(如抗感染功能)保持完好 可能是解决
小肠移植排斥更为理想的方法. 局部CTLA4Ig基因转染
在心 肝 肾 胰腺和肺移植研究中已经获得成功[9-12]

但在移植小肠中尚未见有报道. 我们经肠系膜上动脉注
入脂质体包裹的CTLA4Ig cDNA 经免疫组织学检查

发现 在移植后3 7 10 d 移植小肠组织内有大量

CTLA4Ig 表达 表明在移植小肠局部进行CTLA4Ig

cDNA转染是可行的. 未经CTLA4Ig基因转染的小肠移

植物 在移植术后3 d仅见少量凋亡细胞 但在移植

术后 7 10 d 凋亡细胞数量显著增加. 同时 组织学

检查发现移植物存在进行性的急性排斥反应的病理学

证据 虽然术后3 d未见特异性的排斥征象 但术后

7 d出现了 度急性排斥反应 10 d出现了 度急性排

斥反应. 然而 经CTLA4Ig 基因转染的小肠移植物于

移植术后3 7 10 d 均未见急性排斥反应的病理学

证据 凋亡细胞数量一直保持在很低的水平. 以上结果

表明移植小肠局部CTLA4Ig基因转染可以防止移植术

后急性排斥反应的发生. 局部CTLA4Ig基因转染防止小

肠移植术后急性排斥反应发生的机制 可能是由于同

种异体抗原诱导下 T细胞的分裂增生反应受到抑制.

CTLA4Ig 基因局部基因转染可阻断移植小肠组织中抗

原递呈细胞上B7 分子的表达 从而阻断B7/CD28 介

导的T细胞共刺激作用. 在缺乏B7/CD28 共刺激信号

下 T细胞识别抗原将诱导特异的无反应性[28-32].

       细胞凋亡是细胞程序死亡的一种形式 在生理或

病理情况下均可发生. 在器官移植中 凋亡是衡量移植

排斥的一种重要的生化指标[18-21]. 在器官移植急性排斥

反应中 介导移植物损伤的效应细胞主要是细胞毒性T

淋巴细胞 其作用机制主要包括Fas/FasL系统和颗粒

酶 /穿孔素系统[33-35] 二者均可诱导靶细胞的凋亡. 研

究证明 在移植物排斥反应过程中 穿孔素 颗粒酶B

和 FasL 的表达水平明显上调[36-39].  本结果显示 经

CTLA4Ig基因转染的小肠移植物于移植术后3 7 10 d

特别是术后3 d 可见少量的凋亡细胞. 这可能与冷保

存和缺血再灌注损伤有关[40-42] 因为小肠移植后移植

物内浸润的T淋巴细胞的毒性作用已经被移植物内表

达的CTLA4Ig所中和或阻断.

        总之 本结果提示经肠系膜上动脉灌注脂质体包裹

的CTLA4Ig cDNA 可达到移植小肠局部CTLA4Ig基因转

染的目的 并可防止小肠移植后急性排斥反应的发生.

致谢: 南京医科大学实验研究中心郭锡荣教授提供实验

指导.
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