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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
the ragulated upon act ivat ion normol T 
cell expressed and secreted (RANTES) and 
acute rejection of combined l iver-kidney 
transplantation in rats.  

METHODS: SD rats and Wistar rats were ran-
domly divided into normal control group (group 
A), isograft group (group B), and allograft group 
(group C). The rat model of combined liver-kid-
ney transplantation was set up uisng cuff meth-
ods. Liver and kidney biopsies from the recipients 

were obtained at day 1, 4, and 7 postoperatively 
to determine the expression level of RANTES in 
liver-kidney grafts. Using immunohistochemmis-
try staining, samples were firstly stained and then 
analyzed using image semiquantitive analysis. 

RESULTS: At day 1, 7, 14 after transplantation, 
there were significant difference in expression 
level of RANTES between group C and group A 
(liver: 168.10 ± 13.62, 129.10 ± 9.04, 97.60 ± 15.16 
vs 226.20 ± 5.73; kidney: 174.40 ± 14.23, 149.19 
± 18.88, 141.70 ± 14.95 vs 219.40 ± 10.70, all P < 
0.05), and also group B (liver: 224.25 ± 12.15, 
217.05 ± 15.82, 214.28 ± 12.00; kidney: 216.50 ± 
13.20, 211.70 ± 11.02, 207.68 ± 15.28). Moreover, 
the expression level of RANTES was correlated 
positively to the degree of acute graft rejection.  

CONCLUSION: Determination of RANTES in 
liver-kidney graft tissues may be helpful to the 
diagnosis of acute rejection and the judgment of 
the degree of acute rejection.

Key Words: RANTES; Combined liver and kidney 
transplantation; Rejection
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摘要
目的: 探讨大鼠肝肾联合移植排斥反应中移
植物RANTES的表达. 

方法: 将SD、Wistar大鼠随机分为正常对照
组(A组)、同种同基因移植组(B组)、同种异
基因移植组(C组). 应用袖套法建立大鼠肝肾
联合移植模型. 分别对A组肝肾组织及移植后
1、4、7 d肝肾组织进行活检, 行免疫组化染
色, 然后进行图像半定量分析, 以检测正常及
移植肝肾组织中RANTES的表达水平.  

结果: 移植1、4、7 d后, C组大鼠肝肾组织
RANTES分子表达与A组及B组比较有差异
(A组, 肝: 168.10±13.62, 129.10±9.04, 97.60
±15.16 vs  226.20±5.73; 肾: 174.40±14.23, 
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■背景资料
RANTES即调节
激活正常T细胞表
达和分泌的细胞
因子, 他属于趋化
因子C-C家族(无
插入其他氨基酸)
中的一员. 由于趋
化因子的活化部
分吸引效应分子
的特殊基团, 致使
效应细胞向移植
物募集, 导致移植
排斥反应的发生. 

■同行评议者
邰升, 副教授, 哈
尔滨医科大学附
属二院肝胆外科



149.19±18.88, 141.70±14.95 vs  219.40±
10.70, 均P <0.05; B组, 肝: 224.25±12.15, 
217.05±15.82, 214.28±12.00; 肾: 216.50
±13.20, 211.70±11.02, 207.68±15.28), 且
RANTES分子表达与移植术后的排斥程度呈
正相关. 

结论: 移植肝肾中RANTES的表达可能对诊
断肝肾联合移植急性排斥及判断反应的严重
程度具有参考价值. 

关键词: RANTES; 肝肾联合移植; 排斥
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0  引言

异体器官移植可引起复杂的炎症反应和特异

性免疫应答, 该反应主要由不同的细胞因子介

导, 在不用免疫抑制剂的情况下, 通常导致急

性移植排斥或移植物损坏. 急性排斥反应多属

于迟发性超敏反应的细胞免疫应答, 伴有体液

免疫的参与, 早期病变组织内常见单个核细胞

浸润. 大量炎症细胞浸润诱导了移植微血管损

伤, 组织破坏, 引起移植物机能不良, 导致移植

失败. 近年来有研究表明[1-2]趋化因子RANTES
通过活化T细胞、控制免疫细胞定向迁移、向

移植物内募集免疫炎性细胞 ,  加速排斥反应 . 
RANTES的表达水平与急性排斥反应的关系, 引
起国内外学者的重视. 本研究首次在肝肾联合

移植领域内采用免疫组化图像半定量分析法, 
检测正常、排斥及非排斥情况下大鼠肝组织中

RANTES的表达水平, 以探讨其表达与肝肾联

合移植急性排斥反应的关系, 旨在寻找一种及

时、敏感、准确的诊断肝移植排斥反应的方法. 

1  材料和方法

1.1 材料 成年健康近交系♂SD大鼠76只, Wistar
大鼠28只,  体质量220-300 g, 由中科院上海实验

动物中心提供. 兔抗人和动物RANTES pAb(武
汉, Boster生物有限公司), PBS、EliVisionTM plus
试剂盒(福建, Maxin生物有限公司). 
1.2 方法 
1.2.1 分组: 实验小鼠分为A、B、C 3组: A组为

正常对照组(n  = 8), 均为SD大鼠, B组为同种同

基因肝肾移植组(n  = 24), 供受体均为SD大鼠, 
为非排斥对照组; C组为同种异基因肝肾移植组
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(n  = 24), 供体为Wistar大鼠, 受体为SD大鼠, 各
24只, 为排斥组. 凡因手术失败致死或发生胆

道、尿路梗阻、感染(出现症状并经细菌培养证

实)等并发症者均排除在本实验分组外. 
1.2.2 造模: 供体手术: 乙醚麻醉后, 腹部正中纵

切口, 上自剑突, 下至耻骨联合, 采取多器官快

速联合切取法. 先行胆管插管、右肾及右侧输

尿管(带膀胱瓣)游离; 随后结扎切断结肠, 沿肠

系膜根部锐性分离至肠系膜下动脉处, 暴露腹

主动脉和下腔静脉. 肝素化后, 经腹主动脉予

0-4℃平含肝素衡盐低压、匀速、原位灌注, 总
量约为20 mL. 剪开膈肌, 于其上方剪断腹主动

脉, 插管处下方剪断腹主动脉及下腔静脉, 沿
脊柱前面向上锐性游离, 连同膈肌、肝、肾、

胰、脾、肠道整块切取, 放入保存液中. 供体修

整: 在保存液中, 贴腹主动脉根部剪断右肾动脉, 
在左肾静脉根部剪断下腔静脉. 分离出肝动脉, 
贴近肝门结扎、剪断. 进一步游离肝周血管、

韧带后行肝上下腔静脉、门静脉、右肾下下腔

静脉和右肾动脉分别行“袖套”式套管. 右肾

动静脉预置血管夹阻断. 受者手术: 肝脏移植参

照Harihara et al [3]氏三袖套法. 右肾动脉同样采

用袖套法. 松开右肾动静脉的血管夹, 可见供肾

颜色迅速变红, 恢复血供. 完成供体膀胱瓣与受

体膀胱[4]的吻合及输尿管、肾脏的固定. 此时肝

脏颜色红润, 胆汁由胆管中流出. 完成胆管吻合, 
大网膜填塞胆管联结处. 生理盐水冲洗腹腔后, 
留15 mL在腹中, 并倒入50 mg氨苄青霉素. 缝合

腹壁切口. 去除麻醉后, 大鼠清醒翻身. 
1.2.3 标本收集: 受体鼠在术后1, 4, 7 d分别随机

抽取8只开腹取新鲜肝、肾组织, 各取一部分迅

速浸入液氮中冷冻以备制作冰冻切片免疫组化

染色; 另一部分用40 g/L甲醛固定以备病理检查, 
以正常肝、肾组织作对照. 
1.2.4 组织病理学检查: 将固定于甲醛中的肝肾

组织制成石蜡切片, 用苏木素染色, 光镜下观察

急性排斥反应, 肝肾均按Banff移植排斥诊断标

准. 肝脏Banff移植排斥诊断标准[5]: 不确定:汇管

区炎症浸润未达急性排斥反应诊断标准. 轻度

(Ⅰ级)排斥浸润累及少数汇管区, 程度轻微, 局
限在汇管区内. 中度(Ⅱ级)排斥浸润扩展至大多

数或所有汇管区. 重度(Ⅲ级)同以上中度标准,浸
润向汇管区周围肝实质扩散, 并有中度至重度

的静脉周围炎, 伴静脉周围的肝细胞坏死. 肾脏

Banff移植排斥诊断标准[6]: Ⅰ级: 中度肾间质单

个核细胞浸润, 中度肾小管炎, 动脉无病变. Ⅱ
级: 中度肾间质单个核细胞浸润, 重度肾小管炎
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■相关报道
近 年 来 有 研 究
表 明 趋 化 因 子
RANTES通过活
化 T 细 胞、控 制
免疫细胞定向迁
移、向移植物内
募集免疫炎性细
胞 ,  加 速 排 斥 反
应. 
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和(或)轻至中度动脉内膜水肿, 内皮细胞肿胀、

变性和脱落. Ⅲ级: 严重的动脉内膜变性和水肿

和(或)全层性动脉炎, 动脉壁纤维素样坏死, 梗
死, 肾间质出血以及肾小管炎间质性病变. 
1.2.5 移植物免疫组织化学检查(EliVisionTM plus
免疫组化染色法): 冰冻切片脱水和水化后, 用
PBS(pH7.4)冲洗, 在高压下对组织抗原进行相

应的修复. 每张切片加1滴30 g/L的过氧化氢溶

液, 室温下孵育10 min, 以阻断内源性过氧化物

酶活性. PBS冲洗后, 每张切片加1滴兔抗人和动

物-RANTES pAb(第一抗体), 室温下孵育60 min. 
每张切片加1滴聚合物增强剂(试剂A), 室温下孵

育20 min. PBS冲洗. 每张切片加1滴抗兔聚合物

(试剂B), 室温下孵育30 min. PBS冲洗. 每张切片

加2滴新鲜配置的AEC显色液, 显微镜控制显色. 
蒸馏水冲洗, 苏木素复染, 10 mL/L盐酸分化, 自
来水冲洗, PBS液冲洗返蓝, 水性封片剂封片. 以
PBS代替一抗为阴性对照. 
1.2.6 免疫组织化学定量: 细胞质内出现棕黄色

颗粒为染色阳性细胞, 每分标本在×400倍高倍

镜下通过病理图像分析法比较各组间反应产物

的染色深浅, 即灰度有无差异, 灰度值分为0-256
级, 染色越深, 灰度值越小. 

统计学处理 结果采用mean±SD表示, 采
用SPSS11.5软件在微机上将资料进行统计分

析. 采用单因素方差分析, 以P <0.05为相差显著, 

P <0.01为相差非常显著. 

2  结果

2.1 大鼠肝肾联合移植模型 手术成功率(72 h存
活率)为92%, 供体手术、血管袖套准备及受体

手术时间分别为40±5.7 min、18±5.5 min和
42±6.6 min, 无肝期10-14 min. 热缺血时间为0 
min, 冷缺血时间为32.4 min. 3 d内的死亡原因为

套管失败, 门静脉血栓形成, 气栓形成, 及供体术

中出血、受体切肝时麻醉过深等. 1 wk内死亡原

因为胃肠道扩张、胆漏、尿漏、输尿管梗阻等. 
2.2 肝肾组织病理检查 A组和B组移植肝肾鲜见

排斥反应表现. C组术后1 d肝组织中即可见小部

分汇管区轻度炎症细胞浸润、静脉内皮细胞炎

及胆管损伤, 为轻度排斥表现; 肾脏可见肾小管

细胞空泡化, 变性, 肾小管间质少量淋巴细胞浸

润, 为轻度排斥表现. 术后4 d肝组织炎症细胞浸

润范围增大, 部分肝细胞坏死. 肾脏呈现肾间质

单个核细胞浸润, 中重度肾小管炎, 动脉内膜肿

胀、变性, 属中度排斥表现. 术后7 d肝实质与汇

管区内均可见明显炎症细胞, 肝实质变性、肝

细胞灶性坏死区域大, 中央静脉管壁纤维素样

坏死, 炎症细胞大量浸润中央静脉, 呈重度排斥

表现; 肾脏仍属中度排斥表现(图1). 
2.3 免疫组化结果 RANTES在A组肝肾组织中均

未见表达, B组肝组织偶见汇管区淋巴细胞微弱

表达, 移植肾脏的肾小管上皮细胞及血管内膜细

胞也有微弱表达, 在C组肝组织中, 移植后早期

肝细胞、汇管区单核细胞、淋巴细胞和血管内

皮细胞即有轻度表达, 与A、B组比较, 差异显著

(P <0.05), 且其表达水平随着天数的增加而进一

步升高, 在术后7 d达到峰值, C组肾脏在移植后

早期肾小管上皮细胞, 血管内皮细胞也有轻度表

达, 术后4-7 d表达升高, 在系膜细胞及脱落的肾

小管上皮细胞内可见明显表达增强(表1, 图2). 

■创新盘点
本研究首次在肝
肾联合移植领域
内采用免疫组化
图像半定量分析
法, 检测正常、排
斥及非排斥情况
下大鼠肝组织中
RANTES的表达
水平, 以探讨其表
达与肝肾联合移
植急性排斥反应
的 关 系 ,  旨 在 寻
找一种及时、敏
感、准确的诊断
肝移植排斥反应
的方法. 

图  1  C组术后7 d肝脏重度和肾脏中度排斥反应(HE×200). 
A: 肝脏重度; B: 肾脏中度.

A

B

表  1  RANTES在移植肝肾中的表达

     
分组          d	      肝脏	                          肾脏

A组	 -        226.20±5.73	             219.40±10.70

B组          1         224.25±12.15           216.50±13.20

                4         217.05±15.82           211.70±11.02

                7         214.28±12.00           207.68±15.28

C组          1         168.10±13.62ace        174.40±14.23ace

                4         129.10±9.04ace          149.19±18.88ac

                7           97.60±15.16ace        141.70±14.95ac

aP<0.05 vs  A组; cP<0.05 vs  B组同一天; eP<0.05 vs  本组其他天. 
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■同行评价
本文立题新颖, 学
术价值尚可, 但方
法过于简单, 观察
指标单调. 

3  讨论

RANTES即调节激活正常T细胞表达和分泌的

细胞因子, 他属于趋化因子C-C家族(无插入其

他氨基酸)中的一员. 由于趋化因子的活化部分

吸引效应分子的特殊基团, 致使效应细胞向移

植物募集, 导致移植排斥反应的发生. 
本次研究中 ,  同基因移植组大鼠移植后

RANTES在肝肾均有微弱表达, 并随时间增加而

轻度增加, 但总体水平不高, 考虑与升高可能与

继发的缺血再灌注损伤有关[7], 因同基因移植无

进一步触发免疫应答, 而未导致如排斥反应发

生时的大量表达. 同种异基因组术后移植物中

RANTES在排斥反应早期(术后1-3 d)呈低表达的

RANTES, 4-7 d  RANTES表达明显增强, 在移植

肾, 主要分布于肾小管上皮细胞胞质内, 即使脱

落的上皮细胞也大量阳性表达. 其次浸润的淋巴

细胞、肾小球系膜细胞也均表达, 在移植肝, 肝
细胞胞质中表达明显增强, 汇管区浸润的单核细

胞、T淋巴细胞、嗜酸性细胞中也表达此趋化

因子. 两者均差异显著, 提示RANTES表达情况

可作为肝肾联合移植中监测移植肝肾肾脏排斥

反应发生程度的有用指标. 考虑为早期间质中度

单个核细胞浸润, RANTES由炎症组织产生并沉

积于内皮, 低水平的RANTES识别并促进巨噬细

胞和Ｔ细胞黏附并进入组织, 数日后T细胞持续

上调RANTES的产生, 吸引更多T细胞和巨噬细

胞向炎症部位聚集并进入炎症组织, 从而放大上

述炎性浸润反应, 造成器官损害[8]. 
本次研究中, 同种异基因移植组术后肝肾

的排斥程度均随着天数的增加而加重, 7 d时肝

脏达Ⅲ级(重度), RANTES表达也相应增强, 而
肾脏则在4-7 d达到一相对稳定排斥程度, 为Ⅱ

级(中度)排斥反应, 4、7两天肾脏RANTES表达

无明显差异. 考虑肝肾联合移植肾脏排斥情况

较文献报道的单独肾移植的程度轻[9], 原因可能

是肝脏对肾脏的保护作用[10], 其机制有待进一

步探讨. 
RANTES与大鼠同种异体肝肾联合移植急

性排斥反应中炎性细胞向移植物浸润及排斥反

应的发生呈正相关. 这也许可以用来评价和监

测受者的免疫状态, 移植肝肾中RANTES的表达

可能对诊断肝肾联合移植急性排斥及判断反应

的严重程度具有参考价值.  
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图  2  C组术后7 d移植肝脏RANTES大量度表达. A: 冰冻切

片×200; B: 冰冻切片×400. 
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