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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
acute rejection after heart transplantation and 
protein expression of perforin and granzyme B 
in organ recipients. 

METHODS: All ventral heterotopic cardiac 
transplantation models were divided into three 
groups: rejection, treated, and isograft (20 recipi-
ents in each). Mean survival time (MST), histo-
pathological changes, and protein expression of 
perforin and granzyme B in spleen lymphocytes 
were measured by Western blotting. Immuno-
fluorescence techniques were used to determine 
the graft expression of perforin and granzyme B. 

RESULTS: MST of heart allografts in the rejec-
tion and treated groups was 7.8 ± 0.77 d and 

14.80 ± 1.01 d, respectively. Graft survival time 
in the isograft group was > 28 d, The differences 
between the three groups were statistically sig-
nificant. The number of infiltrating cells in the 
rejection group, most of which were positive for 
perforin and granzyme B protein expression, 
was much higher than that in the other groups, 
as was the extent of the histopathological chang-
es. Seven days after transplantation, compared 
with those in the treated group and isograft 
group, perforin protein expression in recipi-
ent spleen lymphocytes in the rejection group 
increased by 3.02-fold and 4.13-fold, while gran-
zyme B protein expression increased by 3.44-fold 
and 2.50-fold, respectively. 

CONCLUSION: Perforin and granzyme B can 
serve as a diagnostic index for acute rejection 
after transplantation. 
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摘要
目的: 研究穿孔素和颗粒酶B蛋白在心脏移植
后表达水平变化与心脏移植急性排斥反应的
关系. 　 

方法: 采用小鼠腹部心脏移植模型, 分为移植
排斥组、实验处理组和同系移植组, 每组20对. 
观察移植物存活时间、供心病理改变. 采用
Western blot法检测受鼠脾脏淋巴细胞穿孔素及
颗粒酶B蛋白表达水平, 免疫荧光方法观察心
脏移植物内穿孔素及颗粒酶B的表达情况. 

结果: 移植排斥组及实验处理组移植物平均
存活时间分别为7.8±0.77 d、14.80±1.01 d, 
同系移植组移植物存活均超过28 d, 三组差异
有显著性. 移植排斥组与实验组及同系移植组
相比较, 移植物内心肌细胞变性坏死严重并有
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■背景资料
免疫排斥反应是
影响同种异体器
官移植疗效的主
要障碍之一. 急性
排斥反应对机体
和移植器官危害
极大, 其机制较为
复杂. 穿孔素及颗
粒酶B主要是由
细胞毒性T淋巴细
胞分泌的一系列
颗粒物质, 在细胞
免疫为主的急性
排斥反应中起重
要作用. 



大量炎性细胞浸润. 移植术后7 d, 移植排斥组
与实验处理组和同系移植组相比, 受鼠脾脏
淋巴细胞穿孔素蛋白表达分别增加3.02倍、
4.13倍, 颗粒酶B蛋白表达分别增加3.44倍、 
2.50倍, 差异有显著性. 与另外两组相比, 移植
排斥组心脏移植物冠状动脉分支内充填大量
穿孔素与颗粒酶B阳性细胞, 组织间隙内也有
较多双阳性细胞浸润.  

结论: 穿孔素与颗粒酶B蛋白表达增加与急性
排斥反应相关, 可作为急性排斥反应的早期诊
断指标. 
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0  引言

免疫排斥反应是影响同种异体器官移植疗效的

主要障碍之一, 可导致移植物的结构损害和功

能衰竭[1-2]. 急性排斥反应对机体和移植器官危

害极大, 其机制较为复杂[3-7]. 穿孔素及颗粒酶B
主要是由细胞毒性T淋巴细胞(Tc)分泌的一系列

颗粒物质, 可以直接杀伤靶细胞[8-10]. 我们采用小

鼠腹部异位心脏移植模型进行相关研究, 探讨

穿孔素及颗粒酶B在小鼠脾脏淋巴细胞及心脏

移植物内的表达及其在排斥反应中的意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 近交系C57B L/6小鼠60只及近交系

Balb/c小鼠80只, ♂, 6-8 wk龄, 15-20 g, 购于同

济医学院器官移植研究所. 供、受体质量无显

著性差异, 手术前后不禁饮食. 将实验动物分

为3组: A: 移植排斥组, B: 实验处理组和C: 同
系移植组, 分别为20对. A组供体为C57BL/6小
鼠, 受体为Balb/c小鼠, 无特殊处理, B组供体为

C57BL/6小鼠, 受体为Balb/c小鼠, 受鼠在术前

1 d经尾静脉行特异性供体脾细胞输注, 术前1 d
及术后1 wk联合应用环孢素A(5 µg/g). C组供受

体均为Balb/c小鼠, 无特殊处理. 动物模型采用

小鼠腹部异位心脏移植模型, 将供心主动脉与

受体腹主动脉、供心肺动脉与受体下腔静脉分

别行端侧吻合. 双人双目手术显微镜一台(购于

上海医用光学仪器厂), 显微手术包(购于上海医

疗器械有限公司手术器械厂), 12-0带线缝合针
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(购于宁波医用缝线厂), 5-0医用丝线(上海医用

缝合厂), 戊巴比妥钠(同济医学院职业医学研究

所惠赠), 小鼠脾脏淋巴细胞分离液(深圳达科

为公司), 大鼠抗穿孔素抗体FITC标记(Abcam, 
ab16075), 兔抗颗粒酶B抗体(Abcam, ab4059), 
兔抗beta-actin抗体、辣根过氧化物酶(HRP)标
记羊抗兔及羊抗鼠二抗、羊抗兔荧光二抗试剂

盒(晶美公司), 激光共聚焦显微镜(Olympus). 脾
细胞悬液制备: 采用10 g/L戊巴比妥钠ip麻醉

C57BL/6小鼠(0.01 mL/g), 无菌条件下切取脾脏, 
放入盛有少量D-Hanks液培养皿内, 将之剪成小

块, 转移至200目钢网上, 用灭菌针芯轻轻研磨, 
经网过滤, 即制成单细胞悬液. 1000 r/min离心10 
min, 弃上清, 加入适当红细胞裂解液, 吹打混匀, 
2-3 min后加入D-Hanks液10 mL终止反应, 1000 
r/min离心10 min, 洗2次, 用DMEM培养基调整

细胞浓度至5×1010个/L备用, 采用台盼蓝溶液

染色计算活细胞百分率. 
1.2 方法 术后每日手指触诊受鼠腹部, 如供心不

再搏动或仅有细微颤动均视为排斥终点, 并设

定28 d为观察终点. 移植后7 d分别随机从3组中

挑选受鼠各5只, 断颈处死后取供心和脾组织, 
锡箔纸包裹后冻存于液氮中, 保存备用. 其中2
只供心于40 g/L甲醛溶液内固定24 h后, 石蜡包

埋制成切片HE染色后于光学显微镜下观察. 术
后7 d, 采用小鼠淋巴细胞分离液分出受鼠脾脏

淋巴细胞, 提取蛋白, 采用lowry法调蛋白浓度

一致, 用Western blot方法检测穿孔素及颗粒酶B
的表达水平, 采用Beta-actin作为内参. 其中一抗

(1∶2000)37℃孵育2 h, PBS洗15 min, 重复3次, 
HRP标记二抗(1∶1000)37℃孵育1 h, PBS洗3
次, 于暗室中进行ECL化学发光法显影. Western 
blot蛋白条带采用Gel-pro软件进行灰度扫描分

析, 并计算相对灰度值. 相对灰度值 = IOD(目
的条带)/IOD(内参). 另将移植物取出, 置于样品

托, 制成冰冻切片, 约7 µm厚, 采用预冷丙酮固

定30 min, 含10 mL/L小牛血清的PBST室温封

闭30 min(以下均为避光操作), 加入穿孔素抗体 
(1∶100)室温作用1 h, PBS清洗5 min×3, 羊血清

封闭30 min后加入颗粒酶B抗体室温下作用1 h, 
PBS清洗5 min×3, 羊抗兔CY3荧光素标记二抗

室温作用1 h, PBS清洗5 min×3, 封片后于激光

共聚焦显微镜下观察. 免疫荧光采用Image-pro 
Plus软件进行分析.
统计学处理 实验数据采用mean±SD表示, 

统计学方法采用单因素方差分析及Pearson相关
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■研发前沿
本文采用小鼠腹
部异位心脏移植
模型进行相关研
究, 探讨穿孔素及
颗粒酶B在小鼠
脾脏淋巴细胞及
心脏移植物内的
表达及其在排斥
反应中的意义. 
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分析, 用SPSS10.0软件进行统计分析.

2  结果

2.1 移植心脏存活时间 移植排斥组(A组)移植心

脏平均存活时间为7.8±0.77 d, 实验处理组(B
组)移植心脏平均存活时间为14.80±1.01 d, 所
有同系移植组(C组)移植物在观察终点28 d时均

存活, 3组存活时间比较, 差别有显著性意义(F  = 
2763.28, P <0.01).  
2.2 移植心脏组织学改变 移植术后7 d, 移植排斥

组为典型细胞免疫性损伤病理改变, 心肌细胞变

性坏死、大量炎性细胞浸润, 以淋巴细胞和单核

细胞为主, 病理分级为3级, 实验处理组只有少量

炎性细胞浸润, 心肌细胞变性坏死较轻, 病理分

级为1A级, 同系移植组几乎无炎性细胞浸润, 心
肌细胞无变性坏死, 病理分级为0级(图1). 
2.3 受鼠脾淋巴细胞内穿孔素及颗粒酶 B组表

达 移植排斥组受鼠脾脏淋巴细胞穿孔素蛋白表

达最强, 与实验处理组及同系移植组相比, 分别

增强3.02倍和4.13倍, 差异有显著性(F  = 355.31, 
P <0.01). 3组淋巴细胞颗粒酶B蛋白表达相比, 
移植排斥组分别是实验处理组和同系移植组

的4.44倍和3.50倍, 差异有显著性(F = 325.92, 
P <0.01, 图2, 表1). 将两种蛋白表达的相对灰度

值与相应组别移植物存活时间及病理分级行相

关分析, 提示受鼠脾脏淋巴细胞穿孔素及颗粒

酶B蛋白表达水平与移植物存活时间存在明显

负相关(r  = -0.710, r  = -0.808), 而与病理分级存

在明显正相关(r  = 0.915, r = 0.965).
2.4 3组受鼠心脏移植物内穿孔素及颗粒酶B的表
达 移植术后7 d, 移植排斥组心脏移植物冠状动

脉分支内充填大量穿孔素与颗粒酶B阳性细胞, 
组织间隙内也有较多双阳性细胞浸润, 单视野内

双阳性细胞数为5424±213个. 实验处理组心脏

移植物冠状动脉分支及组织间隙内, 此类双阳性

细胞明显减少, 单视野内双阳性细胞数为54±18

个, 而同系移植组移植物内, 冠状动脉分支及组

织间隙内仅有极少量此类双阳性细胞存在, 单视

野内双阳性细胞数为4±4个. 3组细胞数比较, 差
异显著(F  = 10408.42, P<0.01, 图3). 移植物内双阳

性细胞数与相应组别移植物存活时间及病理分

级行相关分析, 提示移植物内浸润的双阳性细胞

数与移植物存活时间呈明显负相关(r  = -0.771), 
与病理分级呈明显正相关(r  = 0.948). 

3  讨论

同种异体移植物的识别和排斥, 是涉及免疫效

应细胞及调节因子在内的多种细胞间相互复杂

作用的结果[11]. 激活的CD4+辅助性T细胞分化

为Th1和Th2亚群, 通过他们分泌不同细胞因子

而参与不同免疫应答[12-18]. Th1亚群分泌IFN-γ, 
TNF-β和IL2等, 主要介导细胞毒(CTL)和迟发

性超敏反应(DTH), Th2亚群分泌IL4, IL5, IL6, 
IL10, 主要功能是刺激B细胞增生并产生抗体, 
参与体液免疫应答[19-21]. 

以细胞免疫为主的排斥反应, 始终是影响器

官移植效果的主要障碍之一, 其主要效应机制是

由Tc介导的细胞毒作用[22-27], 其机制主要有两种: 
(1)分泌型杀伤, 主要释放一些颗粒性物质, 如穿

孔素、颗粒酶等. 颗粒酶经穿孔素在细胞膜上形

成的小孔进入细胞内, 激活核酸内切酶系统, 使
靶细胞DNA断裂, 引起靶细胞凋亡, 直接杀伤靶

A B C

图  1  移植心脏组织学改变(HE×100). A: 移植排斥组; B: 实验处理组; C: 同系移植组.  

1                    2                   3

A

B

C

图  2  受鼠脾脏淋巴细胞内穿孔素及颗粒酶B蛋白表达. 1: 
移植排斥组; 2: 实验处理组; 3: 同系移植组. A: β-actin; B: 
穿孔素; C: 颗粒酶B. 

■创新盘点
有关穿孔素与颗
粒酶研究主要集
中于外周血淋巴
细胞或移植物浸
润细胞的基因表
达水平, 蛋白水平
研究较少. 本研究
结合Western blot
和免疫荧光等蛋
白检测方法, 并在
小鼠心脏移植模
型上对急性排斥
反应过程中穿孔
素及颗粒酶B蛋
白表达进行探讨. 
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细胞. (2)非分泌型杀伤, 主要通过Fasl和TNF途径

起作用. 穿孔素又称孔形成蛋白、细胞溶素、C9
相关蛋白. 他是一种蛋白酶, 以能在靶细胞膜上

形成孔道, 破坏靶细胞膜的完整性而得名, 含534
个氨基酸. 在静止的细胞毒性前体细胞内穿孔素

表达水平非常低, 一旦激活, 其穿孔素表达水平

显著升高. 颗粒酶, 又名丝氨酸蛋白酶, 已发现鼠

的颗粒酶有7种, 人的颗粒酶有3种, 其中最主要

的是A, B两类. 颗粒酶B具有门冬氨酸酶的活性, 
能迅速引起靶细胞DNA的断裂, 作用强于颗粒酶

A, 是主要的效应分子[28-30]. 
目前, 有关穿孔素与颗粒酶研究主要集中

于外周血淋巴细胞或移植物浸润细胞的基因表

达水平, 蛋白水平研究较少. 我们发现, 移植急

性排斥组受鼠脾脏淋巴细胞穿孔素蛋白表达与

实验处理组和同系移植组相比, 分别增强3.02
倍、4.13倍, 颗粒酶B蛋白表达分别增加3.44

倍、2.50倍, 差异有显著性, 二者表达水平与移

植物存活时间存在明显负相关, 而与病理分级

存在明显正相关. 另外, 移植排斥组术后7 d, 移
植物冠状动脉分支内充填大量穿孔素与颗粒酶

B阳性细胞, 组织间隙内也有较多双阳性细胞浸

润, 显著高于实验处理组及同系移植组. 单视野

内浸润的双阳性细胞数与移植物存活时间呈明

显负相关, 与病理分级呈明显正相关. 急性排斥

反应时, 脾脏淋巴细胞内穿孔素及颗粒酶B蛋白

水平上调或移植物内穿孔素与颗粒酶B双阳性

■应用要点
本文结果对于急
性排斥反应早期
诊断的发展有重
要意义. 

A1 A2 A3

B1 B2 B3

C1 C2 C3

图  3  移植物内穿孔素及颗粒酶B蛋白的表达(×200). A: 移植排斥组; B: 实验处理组; C: 同系移植组. 1: 穿孔素阳性(FITC标
记); 2: 颗粒酶B阳性(PE标记); 3: 双阳性(融合图像). 

表  1  受鼠脾脏淋巴细胞穿孔素及颗粒酶B蛋白表达相对
灰度值(mean±SD)

     
(IOD/IOD)	     移植排斥组        实验处理组	      同系移植组

穿孔素	    0.48±0.06        0.12±0.03       0.09±0.03

颗粒酶B	    0.42±0.05        0.09±0.03       0.12±0.04
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的浸润细胞数明显增加, 有助于我们早期诊断

急性排斥反应的发生. 另外, 结果还表明特异性

供体脾细胞输注联合环孢素能明显抑制淋巴细

胞内穿孔素与颗粒酶B蛋白表达, 并抑制其向移

植物内浸润, 从而延长移植物存活时间. 
有关特异性供体脾细胞输注联合环孢素如

何有效抑制Tc激活, 颗粒酶如何引起靶细胞凋亡

的具体机制还需进一步研究. 这些机制的阐明

对于有效减少排斥反应的发生, 提高移植物的

存活率, 延长移植物存活时间均有重要的意义.
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■同行评价
本文选题新颖, 采
用方法技术成熟, 
设计合理, 实验证
据充足, 有一定的
创新性, 可读性及
应用价值. 


