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Abstract
AIM: To study the effect of pcDNA3-CTLA4Ig 
plasmid on islet allograft rejection in mice.

METHODS: C57BL/6 mice were randomly 
divided into control group, blank group and 
experiment group (transfected with pcDNA3-
CTLA4Ig plasmid). The level of serum CTLA4Ig 
was detected by Western blot on day 5 after 
transfection. Blood glucose was examined after 
operation every other day. Immunohistochemi-
cal staining was used to determine the expres-

sion of insulin. 3H-thymidine incorporation was 
performed to detect the ability of T lymphocyte 
increment and the levels of CD4+ and CD8+ T 
lymphocytes were detected by flow cytometry 
on day 7 after transplantation.

RESULTS: Five days after transfection, Western 
blot demonstrated serum expression of CT-
LA4Ig, and the transfection efficacy was 27.50%. 
Blood glucose maintained at the normal level for 
a longer period of time in the experiment group, 
and on day 7, the proliferation of lymphocytes 
was markedly decreased (P < 0.05). The levels 
of CD4+ and CD8+ T lymphocytes were signifi-
cantly lower in the experiment group than those 
in the control and blank group (CD4+: 14.38% ± 
0.84% vs 20.56% ± 0.68%, 21.04% ± 1.14%, P < 0.05; 
CD8+: 14.77% ± 0.92% vs 24.63% ± 1.30%, 23.84% 
± 1.21%, P < 0.05), and the intensity of immuno-
histochemical staining was also stronger.

CONCLUSION: CTLA4 gene can be transferred 
into mouse muscular cells by cation liposome 
and express its products in the serum, which 
leads to the inhibition of islet allograft rejection 
by the blockage of B7/CD28 signal pathway.

Key Words: Islets of langerhans transplantation; 
Rejection; Costimulatory signal; B7/CD28
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摘要
目的: 探讨真核表达载体pcDNA3-CTLA4Ig转
染受体小鼠肌细胞后对胰岛移植后排斥反应
的影响. 

方法: 受体C57BL/6小鼠随机分为对照组、空
白转染组和实验组(转染pcDNA3-CTLA4Ig). 
Western blot检测受体小鼠血清CTLA4-Ig表
达, 观察移植物存活时间, 术后7 d取受体肾脏
做HE染色及胰岛素免疫组化染色, 采用微量

®

■背景资料
胰岛移植排斥反
应是由MHCⅡ类
分子介导的. 与胰
腺移植相比具有
手术简单、并发
症少、可重复性
好、对全身干预
小等优点, 但移植
术后排斥反应制
约了胰岛移植的
进一步开展和应
用. 现代免疫学研
究进展表明, 共刺
激信号系统在同
种异体移植排斥
反应中起了重要
的作用, 而最重要
的一组共同刺激
分子是B7/CD28, 
如果阻断B7与受
体相结合, 抑制第
二信号的产生, 将
可能导致T细胞的
克隆失活或克隆
无反应, 诱导免疫
耐受. 
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全血3H-胸腺嘧啶掺入法检测单个核细胞在刀
豆蛋白A刺激下的增殖程度, 流式细胞仪检测
外周血T细胞亚群表达情况. 

结果: 受体小鼠转染5 d后, Western blot检测到
血清内有CTLA4Ig表达, 转染效率为27.50%; 
实 验 组 小 鼠 血 糖 维 持 正 常 时 间 明 显 延 长
(P <0.05); 术后7 d, 转染组单个核细胞在刀
豆蛋白刺激下的增殖程度明显降低(P <0.05), 
CD4+、CD8+ T淋巴细胞表达与对照组和空
白转染组相比有显著差异差异(CD4+: 14.38%
±0.84% vs  20.56%±0.68%, 21.04%±1.14%, 
P <0.05; CD8+: 14.77%±0.92% vs  24.63%±

1.30%, 23.84%±1.21%, P <0.05), 小鼠肾被膜
下胰岛素免疫组化染色强度明显增高.

结论: 利用脂质体法可将pcDNA3-CTLA4Ig
转染到活体小鼠肌细胞内并在小鼠体内表达
CTLA4Ig, 从而阻断B7/CD28共刺激信号途
径, 抑制胰岛移植术后排斥反应.

关键词: 胰岛移植; 排斥反应; 共刺激信号; B7/

CD28
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0  引言

胰岛移植是治疗糖尿病的有效手段之一, 但目

前临床开展并不理想, 主要原因是免疫排斥反

应[1-5]. 阻断CD28/B7共刺激通路是一个较为理

想的无胰岛毒性的特异性免疫抑制方案[6-10]. 本
实验观察真核表达载体pcDNA3-CTLA4Ig是否

可以转染受体小鼠肌细胞, 并在小鼠血清中表

达CTLA4Ig, 从而抑制受者胰岛移植后的排斥

反应.

1  材料和方法

1.1 材料 供体为BALB/C小鼠, 受体为C57BL/6
小鼠, 体质量30±2 g, 年龄8-10周龄, 均为♀, 
购自中国医科大学实验动物中心. 随机分为3
组, 每组10只. 对照组: 仅进行胰岛移植, 不进行

质粒转染; 空白转染组: 将胰岛移植入空质粒

pcDNA3转染的小鼠肾被膜下; 实验组: 将胰岛

移植入质粒pcDNA3-CTLA4Ig转染的小鼠肾被

膜下. 质粒pcDNA3-CTLA4Ig由大连博瑞德生

物工程公司构建(质粒结构见图1). 质粒快速大

量提取试剂盒购自V-gene生物公司, 阳性脂质

体Lipofectamine2000转染试剂盒购自Invitrogen
公司. 胶原酶Ⅴ型(C-9263)、双硫腙(dithizone,  
D T Z)、链脲霉素(s t r e p t o z o t o c i n, S T Z)、
Ficoll-400均购自Sigma公司. 抗胰岛素抗体购

自博士德公司, 即用型第二代免疫组化SP试剂

盒、DAB显色剂购自迈新公司. 3H-TdR购自北

京原子能研究所. fluorescein isothiocynate(FITC)
标记的CD4和CD8 mAb、Phycoerythrin(PE)标
记的CD3 mAb均购自San Diego公司.
1.2 方法 
1.2.1 pcDNA3-CTLA4Ig扩增、纯化和鉴定 将
质粒与感受态菌按2 μL∶1 ng的比例混合, 42℃
水浴90 s. 而后迅速冰浴, 接种于含有100 mg/L
氨苄青霉素的LB液体培养基中, 37℃振荡培养

过夜, 收集菌液, 采用无内毒素质粒快速大量提

取试剂盒大量抽提质粒. 具体操作步骤参见说

明书. 经收集、裂解、层析和洗脱后, 回收质粒. 
紫外分光光度仪检测DNA纯度和浓度, 调整浓

度为0.5 g/L, 4℃储存备用. 
1.2.2 pcDNA3-CTLA4Ig转染小鼠 用阳性脂质

体载体Lipofectamine将pcDNA3-CTLA4Ig包
裹(超声法混匀)后, 按lipofectamine(10 μL)与 
pcDNA3-CTLA4Ig(4 μg)的混匀液注入小鼠右侧

大腿肌肉组织. 
1.2.3 Western blot检测血清CTLA4Ig水平 注射 
5 d后, 取受体小鼠静脉血0.2 mL, 抗凝后离心取

上清, 做SDS-PAGE电泳. 取出凝胶置于硝酸纤

维素膜上, 用BioRad公司的蛋白质转印系统在

转移缓冲液(5 mmol/L Tris, 250 mmol/L甘氨酸, 
1 g/L SDS)中, 电泳转印(50 V, 2 h左右). 转印完

毕用TBS浸泡10 min, 将膜用TTBS(含50 g/L脱
脂奶粉的TBS)室温下封闭1 h, 用TTBS洗膜2次, 
每次5 min. 洗膜后, 一抗4℃过夜(1∶250), TTBS
洗5 min 2次 . 二抗2 h(1∶2000), TTBS洗5 min 2
次. 加入底物, 反应显色, 分析结果. 连续2次血

清呈阳性表达者视为转染成功. 
1.2.4 小鼠糖尿病模型的建立 受体小鼠腹腔内

注射20 g/L链脲霉素140 mg/kg(Sigma), 注射后

2-3 d查空腹血糖, 如连续3 d血糖>16.8 mmol/L, 
模型建立. 
1.2.5 小鼠胰岛分离和纯化 供体小鼠10 g/L戊巴

比妥4 mL/kg腹腔内注射麻醉, 固定, 开腹, 胰管

内灌注冷却胶原酶溶液3-5 mL(胶原酶V型, 1.5 
g/L, Sigma), 使胰腺均匀膨胀后迅速取出, 置于

盛有5 mL冷胶原酶溶液的容器中, 38±1℃水浴

■相关报道
相关文献在阻断
C D 2 8 分 子 方 面
已经有较多的研
究 报 道 ,  比 如 在
心脏、肝脏、肾
脏、角膜以及皮
肤等方面, 均取得
了一定的抑制排
斥反应效果.
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静止消化, 12-15 min后加入冷却Hanks液20 mL
终止消化, 1000 r/min离心3 min, 弃上清, 同法洗

涤2次后, 400 μm钢网滤过, 沉淀物行Ficoll不连

续密度梯度离心. Ficoll梯度离心柱浓度自下而

上依次为250, 230, 205, 110 g/L. 4℃ 2000 r/min
离心10 min, 收集230, 110 g/L层间的胰岛悬液. 
再用无菌RPMI1640培养液离心漂洗2次, 于倒置

显微镜下作平板计数. 
1.2.6 胰岛移植 受体小鼠麻醉后, 俯卧位固定经

右侧脊柱旁切口暴露右侧肾脏, 于被膜下注入

胰岛悬液0.3 mL(约含150胰岛当量), 并作标记. 
1.2.7 血糖监测 术后非空腹血糖连续2 d高于 
11.2 mmol/L, 以第一时间作为移植物受排斥、

功能丧失发生的时间, 观察移植胰岛的有功能

存活时间. 
1.2.8 外周血单个核细胞(PBMC)增殖反应试验 
术后第7天, 实验各组动物分别取静脉血0.2 mL, 
10 mg/L刀豆蛋白A作为刺激剂, 微量全血3H-胸
腺嘧啶(3H-TdR)掺入法检测单个核细胞增殖程

度, 液体闪烁计数仪监测单个核细胞转化后的

闪烁计数值. 
1.2.9 CD4+, CD8+ T细胞表达情况 应用流式细

胞仪检测移植术后第7天CD4+和CD8+ T淋巴细

胞的表达. 重复管加入PE-anti-CD3抗体、FITC-
anti-CD4 mAb和PE-anti-CD8 mAb, 对照管加入

PE-羊抗鼠-Ig, 进行免疫标记反应. 4℃ 30 min, 
离心(1000 r/min, 5 min), 弃上清液, 沉淀中加入5 
mL PBS液, 离心(1000 r/min, 5 min), 重复洗涤1
次, 流式细胞仪进行检测. 
1.2.10 病理组织学检查 术后第7天, 分别切取受

者小鼠移植局部组织适量, 先做HE染色. 然后 
40 g/L甲醛固定, 常规石蜡包埋, 连续切片, 微波

抗原修复(92-100℃, 3 min), 50 μL 130 mL/L过
氧化氢孵育10 min,  50 μL抗Insulin-Ab(1∶100), 
4℃孵育过夜. 50 μL聚合物增强剂(A液), 室温下

孵育20 min. 50 μL酶标抗鼠聚合物(B液)室温下

孵育30 min, 加入新鲜配置的DAB液, 显微镜下

观察3-10 min, 冲洗后苏木素复染. 常规脱水透

明及封片.
统计学处理 所得数据以mean±SD表示, 采

用方差分析(其中血糖维持正常时间以mean±
SE表示, 采用Kruskal-Wallis Test), 所得数据均经

SPSS11.5处理, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 pcDNA3-CTLA4Ig的鉴定 对含有pcDNA3-

CTLA4Ig质粒的LB菌液进行鉴定测序, 目的基

因片段大小为694 bp, 测序结果与GenBank上公

布的序列完全吻合, 证明质粒构建正确. 
2.2 受体小鼠血清CTLA4Ig的表达情况 受体小

鼠转染5 d后, SDS-PAGE和Western blot结果显

示, 在相对分子质量为55 kDa处出现单一的目的

蛋白条带(图2). 转染40只小鼠, 有11只转染成功, 
血清内稳定表达CTLA4Ig, 转染效率为27.50%. 
2.3 小鼠胰岛移植后血糖维持正常的时间 对照

组受体小鼠于胰岛移植后3 d血糖恢复正常, 但
在4-8 d时发生排斥, 移植物平均存活时间为6.00
±0.16 d. 空白转染组受体小鼠血糖变化与对照

组相同, 移植物平均存活时间为5.00±0.45 d, 两
组比较存活时间没有显著性差异(P >0.05). 转染

组于移植后3 d血糖恢复正常, 之后血糖维持正

常水平的时间较前两组明显延长, 移植物平均

存活时间为19.00±1.10 d, 与对照组和空白转染

组比较, 移植物存活时间有显著性差异(P <0.05).  
2.4 移植术后外周血T淋巴细胞功能状态 移植术

■创新盘点
在本实验中, 由于
胰岛本身是一种
不具有分化能力
的细胞, 一般的转
染效率很低, 而且
直接转染胰岛本
身还存在影响胰
岛功能的潜在危
险, 所以本实验不
以胰岛细胞作为
直接的靶细胞, 而
采用直接转染受
体小鼠肌细胞的
方法, 取得了良好
的转染效果. 本实
验利用的脂质体
转染、直接肌肉
注 射 的 方 法 ,  具
有操作简便、广
谱和高效的特点, 
应用Western blot
方法检测血清中
CTLA4Ig水平, 与
以往的双抗体夹
心酶联免疫吸附
实验 (EL ISA)相
比 ,  具 有 简 便 易
行, 价格便宜的特
点, 而且结果不受
相关因素的影响.
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图  1  质粒pcDNA3-CTLA4Ig结构示意图.

图  2  Western blot. 1: Marker; 2: 免疫印记.
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后7 d, 对照组、空白转染组和转染组T淋巴细胞

增殖实验显示, 3H-TdR放射性闪烁计数值(cpm)
均值分别为250.925±3.189, 249.664±5.937, 
177.219±3.412次/min. 空白转染组和对照组比

较, 转化率没有显著性差异(P >0.05), 而转染组

与前两组比较, 转化率有显著性差异(P <0.05). 
2.5 T淋巴细胞亚群表达情况 术后第7天, 实验各

组CD4+, CD8+ T淋巴细胞平均荧光阳性百分率

见表1. 空白转染组和对照组比较, 阳性百分率

没有显著性差异(P >0.05), 而转染组与前两组比

较, 阳性百分率有显著性差异(P <0.05). 
2.6 病理组织学结果 转染组小鼠肾被膜下可见

有成团的核深染细胞, 核深染、胞质较少, 排列

成团但并不形成管腔, 也不具备肾小球的囊壁

结构, 周边可见少量的淋巴细胞浸润. 对照组和

空白转染组也可见类似结构, 但细胞团中心细

胞很少, 周边有大量的淋巴细胞浸润. 转染组小

鼠肾被膜下可见上述细胞团染成棕黄色, 呈颗

粒状, 证实为有功能的胰岛. 而对照组和空白转

染组上述细胞团仅有少量细胞染成棕黄色, 证
明上述细胞是移植胰岛但功能丧失(图3-4).

3  讨论

胰岛移植与胰腺移植相比具有手术简单、并发

症少、可重复性好、对全身干预小等优点, 但
移植术后排斥反应制约了胰岛移植的进一步开

展和应用. 现代免疫学研究进展表明[11-16], 共刺

激信号系统在同种异体移植排斥反应中起了

重要的作用, 而最重要的一组共同刺激分子是

B7/CD28, 如果阻断B7与受体相结合, 抑制第二

信号的产生, 将可能导致T细胞的克隆失活或克

隆无反应, 诱导免疫耐受[17-20]. 
CTLA4Ig是B7/CD28共刺激信号的特异性

阻断剂. 体内、外实验表明[21-25], CTLA4Ig有很

强的免疫抑制作用, 应用CTLA4Ig封闭B7/CD28
后, 对心脏、肾脏、肝脏、脾、骨髓、肺脏、

角膜和皮肤等同种移植物有明显的保护作用. 
因此, 应用CTLA4Ig阻断CD28/B7共刺激通路

是一个较为理想的无胰岛毒性免疫抑制方案

和潜在的诱导免疫耐受方案. 以往的实验基本

都是应用C T L A4I g在体内来直接封闭B7, 而
CTLA4Ig的制备过程本身就比较复杂, 价格比较

昂贵, 而且应用CTLA4Ig注射本身存在着单克隆

抗体生物活性降低、血浆药物浓度不稳定等问

 

■应用要点
通过阻断CD28诱
导胰岛移植后免
疫耐受, 有可能达
到真正的免疫耐
受状态, 较以往任
何一种抗排斥方
法或阻断途径都
有更大更广的应
用前景.
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图  3  小鼠肾被膜下移植胰岛HE染色(×200). A: 对照组; B: 空白转染组; C: 转染组.

A B C

图  4  小鼠肾被膜下移植胰岛Insulin免疫组化染色(×200). A: 对照组; B: 空白转染组; C: 转染组.

表  1  各组CD4+ , CD8+ T淋巴细胞表达情况(mean±SD, n 
= 5)

      
	                             各组荧光阳性百分率(%)

                                       CD3+ CD4+	      CD3+ CD8+

转染组		  14.38±0.84a	   14.77±0.92a

空白转染组	 21.04±1.14	   23.84±1.21

对照组		  20.56±0.68	   24.63±1.30

分组

aP<0.05 vs  空白转染组和对照组.
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题. 近年来, 随着分子生物学的发展, 基因合成

和基因转染技术的成熟为细胞长期稳定表达某

种特殊基因产物提供了可能, 可以人为地合成

某种特定基因, 然后转染实验个体, 最终达到治

疗目的[26-28]. Chahine et al [29]和O'Rourke et al [30]分

别将含CTLA4Ig的cDNA转染至离体培养的肌

细胞和树突状细胞中, 再与胰岛细胞共同移植

于小鼠肾被囊下, 观察到肌细胞和树突状细胞

作为基因库在移植原位不断表达CTLA4Ig, 且作

用于移植物, 明显延长了移植物的存活时间. 
在本实验中, 由于胰岛本身是一种不具有

分化能力的细胞, 一般的转染效率很低, 而且直

接转染胰岛本身还存在影响胰岛功能的潜在危

险, 所以本实验不以胰岛细胞作为直接的靶细

胞, 而采用直接转染受体小鼠肌细胞的方法, 取
得了良好的转染效果, 转染40只小鼠, 11只稳定

表达CTLA4Ig, 转染成功率为27.50%. 也有实验

成功的利用腺病毒载体和改良HIV病毒的Lenti
病毒载体转染胰岛, 但病毒载体存在一些潜在

的危险, 如在宿主体内过度复制, 对机体基因组

DNA产生不良影响等. 因此我们采用了质粒真

核表达载体, 在不增加异种抗原的基础上获得

了满意的转染效果, 又避免了腺病毒载体可能

对宿主基因造成的不良影响. 本实验利用的脂

质体转染、直接肌肉注射的方法, 具有操作简

便、广谱和高效的特点, 应用Western blot方法

检测血清中CTLA4Ig水平, 与以往的双抗体夹

心酶联免疫吸附实验(ELISA)相比, 具有简便易

行, 价格便宜的特点, 而且结果不受相关因素的

影响. 
本实验中, 转染组受体小鼠血糖维持正常时

间及移植物存活时间均明显延长, T淋巴细胞转

化率明显降低, CD4+和CD8+ T淋巴细胞平均荧

光阳性百分率明显下降. 免疫组化染色结果显

示, 转染组小鼠肾被膜下胰岛素颗粒染色强度

明显增强, 说明排斥反应受到了明显的抑制. 
本实验通过构建的真核表达载体pcDNA3-

CTLA4Ig转染小鼠肌细胞, 在小鼠血清中成功的

表达了CTLA4Ig, 抑制了同种异体胰岛移植排斥

反应, 诱导小鼠自身的免疫耐受状态, 提高了胰

岛移植的成功率, 为诱导移植免疫耐受提供了

新的途径.
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■同行评价
本 文 通 过 构 建
真 核 表 达 载 体
pcDNA3-CTLA4-
Ig转染小鼠肌细
胞 ,  在 小 鼠 血 清
中成功地表达了
CTLA4Ig, 抑制了
同种异体排斥反
应, 提高了胰岛移
植的成功率, 为临
床诱导移植免疫
耐受性提供了新
的途径.
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