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反义肽核酸阻断 ＣＣ趋化因子受体 ５途径
延长同种异体胰岛移植物存活

杨蕾，刘永锋，程颖，张睿，富大智，李铁民，赵宁

（中国医科大学附属第一医院 器官移植科，辽宁 沈阳 １１０００１）

　　摘要：目的　探讨 ＣＣ趋化因子受体 ５（ＣＣＲ５）反义肽核酸对同种异体胰岛移植急性排斥反应的
影响。方法　建立小鼠胰岛移植模型用于检测以 ＣＣＲ５为靶位的 ＰＮＡＣＣＲ５在体内对急性胰岛移植排

斥的效应。通过混合淋巴细胞培养（ＭＬＲ）来评估体外 Ｔ细胞增殖应答能力。应用 ＲＴ－ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ检测 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平。结果　与生理盐水对照组［（６．５±０．５８）ｄ］和随机 ＰＮＡ错配组

［（６．５±０．５０）ｄ］相比，ＰＮＡＣＣＲ５处理组有功能胰岛移植物存活时间明显延长［（１２．０±１．７５）ｄ］

（Ｐ均 ＜０．０１）。移植后第７天，ＰＮＡＣＣＲ５组的 ＣＣＲ５ｍＲＮＡ表达水平（０．５６±０．０５）明显低于对照组

和错配组（１．６８±０．０７和 １．８０±０．１４）（Ｐ均 ＜０．０１）。ＰＮＡＣＣＲ５组移植物 ＣＣＲ５蛋白水平亦较

对照组和错配组明显下降（Ｐ均 ＜０．０１）。ＰＮＡＣＣＲ５组小鼠淋巴细胞增殖能力亦明显降低。

结论　ＰＮＡＣＣＲ５能延长同种异体胰岛移植物的存活时间，在抑制同种异体急性排斥反应中具有潜

在的治疗效应。 ［中国普通外科杂志，２００７，１６（５）：４５１－４５５］
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　　胰岛移植不仅可以有效地降低血糖，而且能
改善患者依靠胰岛素治疗所不能纠正的免疫缺损

状况［１］。但移植后急性排斥反应仍是影响移植胰

岛功能的主要障碍。趋化因子对白细胞的发育、

分化、定位具有调节作用［２］。ＣＣ趋化因子受体
５（ＣＣｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ５，ＣＣＲ５）是炎症性趋化因
子的受体，在同种异体排斥反应中起重要作用。

肽核酸（ｐｅｐｔｉｄｅｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ＰＮＡ）是一种核酸类
似物，是 ２－氨基乙基甘氨酸蛋白骨架取代核酸
的磷酸戊糖，形成类似多肽的骨架。本实验探讨

应用 ＣＣＲ５反义肽核酸阻断 ＣＣＲ５途径对小鼠同
种异体胰岛移植急性排斥反应的影响。

１　材料和方法

１．１　实验动物及建立糖尿病模型
供者为 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，受者为 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠

（均 由 中 国 医 科 大 学 动 物 中 心 提 供），体 重

３０～３５ｇ，８～１２周龄。采用链脲霉素（ＳＴＺ）化学
灼伤法制备糖尿病小鼠模型。小鼠禁食过夜后，

腹腔内注射 ２％ＳＴＺ（溶于 ｐＨ为 ４．５的柠檬酸缓
冲液），剂量为 １５０ｍｇ／ｋｇ（体重）。注射后断尾采
血，血糖仪监测随机血糖。如连续 ３ｄ在非禁食情
况下血糖≥１６．８ｍｍｏｌ／Ｌ，即为糖尿病模型建立成
功［３］。

１．２　实验方法
１．２．１　动物分组　根据不同处理因素将成模小
鼠随机分 ３组。每组 １０只。即（１）ＣＣＲ５反义肽
核酸处理组（ＰＮＡＣＣＲ５组），（２）随机错配 ＰＮＡ
组（错配组）；（３）生理盐水对照组。肽核酸合成
于成都派德生物技术有限公司。ＰＮＡＣＣＲ５序列
为 ４３４（５′－ＴｙｒＣＣＧＴＴＣＴＧＡＣＴＴＴＴＬｙｓ－３′）４２１；
随机 错 配 肽 核 酸 序 列 为 ＴｙｒＴＴＴＣＣＡＧＣＴＧＣＴＴＴ
Ｌｙｓ。胰岛移植受体分别接受 ＰＮＡＣＣＲ５、随机错
配 ＰＮＡ，剂量为 ２．５ｍｇ／ｋｇ，从术日起至术后第
６天，每日经尾静脉注射，首次注射在移植前 ４ｈ。
另对照组每日注射等体积生理盐水。

１．２．２　胰岛分离和移植　正常小鼠乙醚麻醉。
胆管插管，并缓慢灌注含 １．５ｍｇ／ｍＬ胶原酶 Ｖ
（Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ）的冷却缓冲液 ３～４ｍＬ。切取胰腺，
３７℃水浴 １２～１５ｍｉｎ。用 Ｈａｎｋ′ｓ平衡盐溶液洗
涤后，采用 Ｆｉｃｏｌｌ（Ｓｉｇｍａ）不连续密度梯度离心法纯

化胰岛。双硫腙（ＤＴＺ）染色，在倒置显微镜下胰岛

团呈猩红色或红色，手检计数胰岛备用［４］（图 １）。

图 １　ＤＴＺ染色胰岛细胞（呈猩红色）

糖尿病小鼠经腹腔戊巴比妥麻醉后，俯卧位

固定经右侧脊柱旁切口暴露右侧肾脏。通过聚丙

烯管 将 胰 岛 注 入 肾 被 膜 下，每 一 受 体 注 射

３００～４００当量胰岛。监测尾静脉血糖评估胰岛移
植物功能。移植后若非空腹血糖连续 ２ｄ高于
１１．２ｍｍｏｌ／Ｌ，则以第一次血糖升高时间作为移植
物受排斥、功能丧失的时间。术后第 ７天和排斥
反应时，受体小鼠处死，每组共留取 ５只小鼠的胰
岛移植物、脾脏进行各项指标检测。其余受者观

察生存时间。

１．２．３　淋巴细胞应答　通过混合淋巴细胞培养
（ＭＬＲ）评估体外 Ｔ淋巴细胞的增殖应答能力。
Ｃ５７受者脾细胞作为应答细胞，Ｂａｌｂ／ｃ供者脾细
胞经放射照射后作为刺激细胞；两者共同培养于

９６孔板，细胞浓度均为１×１０６／ｍＬ。培养７２ｈ后，
加入 ３ＨＴｄＲ培养 １６ｈ。收集细胞后用 β液闪仪
计数。所有细胞设 ４个复孔，计算平均每分钟脉
冲数（ｃｐｍ）。
１．２．４　逆转录 －聚合酶链反应（ＲＴ－ＰＣＲ）　检
测 ＣＣＲ５ｍＲＮＡ应用 ＴＲＩｚｏｌ试剂提取 ＲＮＡ。ＲＴ
ＰＣＲ反应体系１０μＬ包括１μｇ总 ＲＮＡ，０．５μｇ随机
引物，０．４μＬ２５ｍＭｄＮＴＰ，１００Ｕ反转录酶。引物
如下［５］：ＲＡＮＴＥＳ（ｒｅｇｕｌａｔｅｄｕｐｏｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｎｏｒｍａｌＴ
ｃｅｌｌｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｎｄｓｅｃｒｅｔｅｄ）为５′－ＣＣＴＣＡＣＣＡＴＣＡＴＣ
ＣＴＣＡＣＴＧＣＡ－３′，５′－ＴＣＴＴＣＴＣＴＧＧＧＴＴＧＧＣＡＣＡ
ＣＡＣ－３′（２１５ｂｐ）；巨噬细胞炎症蛋白 －１α（ｍａｃ
ｒｏｐｈａｇｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎ１α，ＭＩＰ－１α）为 ５′－
ＧＡＡＧＡＧＴＣＣＣＴＣＧＡＴＧＴ ＧＧＣＴＡ － ３′， ５′ －
ＣＣＣＴＴＴＴＣＴＧＴＴＣＴＧＣＴＧＡＣＡＡＧ － ３′（４７２ｂｐ）；

２５４
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ＣＣＲ５为 ５′－ＣＡＡＧＡＣＡＡＴＣＣＴＧＡＴＣＧＴＧＣＡＡ－３′；
５′－ＴＣＣＴＡＣＴＣＣＣＡＡＧＣＴＧＣＡＴＡＧＡＡ－３′（１２５ｂｐ）；
β－ａｃｔｉｎ为 ５′－ＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＴＡ－３′，
５′－ＧＡＴＣＴＣＴＴＣＴＧＣＡＴＣＣＴＧＴＣ－３′（３５０ｂｐ）。扩
增体系为 ２０μＬ，包括 ０．５μＭ引物，１０μＬＰＣＲ反应
混合液，１μＬｃＤＮＡ。反应条件：９５℃退火 １５ｍｉｎ，
９４℃ １５ｓ，５６℃ ３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ；４５次循环。ＰＣＲ
产物于 ２％琼脂糖凝胶电泳，ＥＢ染色。采用凝胶
成像分析系统进行密度指数分析。β－ａｃｔｉｎＲＴ
ＰＣＲ扩增作为内参照。表达水平以实验组各电泳
条带密度与相对的内参照密度之比来表示。

１．２．５　免疫印迹检测蛋白水平　胰岛移植物留
取后，迅速冷冻保存，提取蛋白。蛋白浓度应用

ＢｉｏＲａｄ蛋白分析仪进行监测。５０μｇ蛋白置于
１２％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳后，转印于硝酸纤维素
膜，与 ＣＣＲ５（０．５μｇ／ｍＬ）抗体孵育。应用电化学
发光法检测电泳带密度。β－ａｃｔｉｎ作为内参照。
进行密度指数分析。

１．２．６　组织学检查　切取的移植物标本，置
１０％福尔马林溶液中固定，石蜡包埋，连续切片，
ＨＥ染色观察。
１．３　统计学处理

所有数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用
ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ方法检验。胰岛移植物生存时间
用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲线分析，用 Ｌｏｇｒａｎｋ进行检
验。Ｐ＜０．０５为有统计学意义。

２　实验结果

２．１　胰岛移植物存活时间
对照组和错配组胰岛移植物平均存活时间分

别为（６．５０±０．５８）ｄ和（６．５０±０．５０）ｄ，而 ＰＮＡ
ＣＣＲ５组胰岛存活时间为（１２．０±１．７５）ｄ，显著
长于对照组和错配组，差异有显著性（Ｐ＜０．０１）
（图 ２）。
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图 ２　各组胰岛移植物存活时间

２．２　混合淋巴细胞培养结果
ＰＮＡＣＣＲ５组、对照组和错配组受者 ｃｐｍ均值分

别为 ８７４２．６±８７６．５，１６３８２．３±１０１２．４和
１８５４８．４±９８５．４。与对照组和错配组相比，ＰＮＡＣＣＲ５
组小鼠淋巴细胞增殖能力明显下降（Ｐ＜０．０１）。
２．３　趋化因子受体及其配体基因表达水平

胰岛移植术后第 ７天，ＰＮＡＣＣＲ５组、对照组
和错配组 ＣＣＲ５ｍＲＮＡ水平分别为 ０．５６±０．０５，
１．６８±０．０７和 １．８０±０．１４。ＰＮＡＣＣＲ５组、对照
组和错配组 ＭＩＰ１αｍＲＮＡ水平分别为１．７３±０．０６，
１．８１±０．１０和 １．９４±０．１３。３组 ＲＡＮＴＥＳｍＲＮＡ
表达 分 别 为 １．５３±０．０７，１．７２±０．０４和
１．８２±０．０６。ＰＮＡＣＣＲ５组 ＣＣＲ５ｍＲＮＡ的表达显著
下调（Ｐ＜０．０１），但对其配体无明显的抑制作用
（附表）。

附表　移植术后趋化因子受体及其配体ｍＲＮＡ的表达水平

分组 例数
趋化因子受体／配体（ｘ±ｓ）

ＣＣＲ５ ＭＩＰ－１α ＲＡＮＴＥＳ

对照组 １０ １．６８±０．０７ １．８１±０．１０ １．７２±０．０４

ＰＮＡＣＣＲ５组 １０ ０．５６±０．０５ １．７３±０．０６ １．５３±０．０７

错配组 １０ １．８０±０．１４ １．９４±０．１３ １．８２±０．０６

　　注：与ＰＮＡＣＣＲ５组比较，Ｐ＜０．０１

２．４　ＣＣＲ５蛋白表达水平
光密度半定量数据显示，对照组，ＰＮＡＣＣＲ５

组和错配 ＰＮＡ组 ＣＣＲ５蛋白相对表达量分别为
２．２１±０．１９，０．９２±０．０６和 １．７８±０．１３。与对照
组和错配组比较，ＰＮＡＣＣＲ５组胰岛移植物 ＣＣＲ５
蛋白水平明显下调（Ｐ均 ＜０．０１）（图 ３）。
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图 ３　胰岛移植物 ＣＣＲ５蛋白表达水平　１：对照组
２：ＰＮＡＣＣＲ５组 ３：错配组

２．５　组织学表现
术后第 ７天，不同处理组的移植物显示不同

程度的单个核细胞浸润。对照组和错配 ＰＮＡ组
移植胰岛周围见大量细胞浸润；而 ＰＮＡＣＣＲ５组
胰岛周围浸润细胞少见（图 ４－６）。

３５４
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图４　术后第 ７天对照组胰岛移植物
ＨＥ染色图片（×２００）

图５　术后第７天 ＰＮＡＣＣＲ５组胰岛移
植物ＨＥ染色图片（×２００）

图６　术后第 ７天错配组胰岛移植物
ＨＥ染色图片（×２００）

３　讨　论

胰岛移植被认为是能够治愈糖尿病的潜在治

疗手段。接受胰岛移植成功的患者显示正常的

血糖水平，而无低血糖发生，生活质量明显提

高［６］。然而，排斥反应仍是影响胰岛移植物存活

的主要原因［７］。为克服这些弊端，需要寻找新的

免疫抑制靶位和阻断药物。

近来在不同的移植模型研究中显示，趋化因

子受体及其配体在同种异体排斥反应过程中起

重要作用［８－９］。在多个主要的趋化因子和其受体

中，就同种异体免疫应答而言，ＣＣＲ５可能是关键
的趋化因子受体［１０］。

反义寡核苷酸是一种独特的基因特异性产

物，能选择性地抑制靶基因的表达。ＰＮＡ化学性
质稳定，不被水解，故在活细胞内不被降解，具有

更稳定的化学特性。ＰＮＡ能与互补的 ＤＮＡ和
ＲＮＡ杂交（形成 ＰＮＡＤＮＡ，ＰＮＡＲＮＡ二聚体或
ＰＮＡ２－ＤＮＡ三聚体），杂交复合物呈现超常的稳
定性和独特的离子强度。近年研究显示其在体

内具有反基因和反义效应。Ｔｙｌｅｒ［１１］报道腹腔内
注射反义 ＰＮＡ能使脑内淀粉样前体蛋白（ＡＰＰ）
水平降低 ７０％。Ｂｏｕｌｅｓ［１２］报道体内注射反义 ＰＮＡ
可降低 ＡＰＰ水平，由于 ＡＰＰ在 Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ病中起重
要作用，所以反义 ＰＮＡ可能对治疗 Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ病有
一定的意义 。本研究结果显示，ＰＮＡＣＣＲ５能延
长同种异体胰岛移植物存活时间。

为了探讨 ＰＮＡＣＣＲ５的作用机制，笔者应用
ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｓ方法测定 ＣＣＲ５ｍＲＮＡ和
蛋白表达水平。结果证实，ＰＮＡＣＣＲ５能显著而
特异地抑制胰岛移植物 ＣＣＲ５ｍＲＮＡ和蛋白表
达。组织学证据显示，ＰＮＡＣＣＲ５能降低移植部
位淋巴细胞浸润。同时，应用 ＭＬＲ检测体外 ＰＮＡ
ＣＣＲ５处理鼠对 Ｔ细胞的应答能力结果表明 ＰＮＡ
ＣＣＲ５组淋巴细胞对刺激细胞产生增殖应答，但

ＭＬＲ 的 增 殖 水 平 仅 是 对 照 组 和 错 配 组 的
４０％～５０％，提示 ＰＮＡＣＣＲ５通过影响 Ｔ细胞／抗
原递呈细胞的相互作用以减轻胰岛移植排斥反

应。本实验发现，移植后第 ７天从 ＰＮＡＣＣＲ５组
受者获得的胰岛移植物的 ＣＣＲ５ｍＲＮＡ水平下
降。然而，不同处理方法并未改变移植后 ７ｄ各
组移植物趋化因子 ｍＲＮＡ的表达模式（ＲＡＮＴＥＳ，
ＭＩＰ－１α）。上述结果说明，ＰＮＡＣＣＲ５通过阻断
Ｔ细胞表达 ＣＣＲ５，从而抑制 Ｔ细胞迁移至移植
物，调节同种异体胰岛移植排斥反应，而并不改

变趋化 因 子 配体 的表达。本 实验 还发现 ＰＮＡ
ＣＣＲ５能降低 ＣＣＲ５蛋白表达，显示了 ＰＮＡＣＣＲ５
不仅具有反基因作用，而且还有反义作用。

本文结果提示 ＣＣＲ５在体内同种异体免疫应
答中起重要作用；若以这一趋化因子受体为靶

位，可能有利于胰岛移植物的存活。
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　　病例报告　例 １男，３６岁。右
侧腹股沟可复性肿物 １０余年，肿物
不能回纳伴腹痛进行性加重 ３２ｈ入
院。体查：体温 ３７．６℃；腹平坦，未
见胃肠型及蠕动波，全腹压痛，轻度

反跳痛及肌紧张，肠鸣音弱。右侧腹

股沟触及 １０ｃｍ×６ｃｍ×５ｃｍ肿物，降
入阴囊，回纳困难，但外环 口 较 松

弛，压痛较轻。白细胞１１．６×１０９／Ｌ。
腹穿抽出淡红色血性液。诊断：（１）
急性弥漫性腹膜炎；（２）右侧腹股沟
绞窄性斜疝？行剖腹探查术，见腹腔

血性渗液约 １００ｍＬ，大网膜顺时针扭
转 ３６００，远端呈暗红色，并疝入阴囊
内，与疝囊少许粘连，肿胀明显，部

分已坏死。于扭转蒂近端 ２ｃｍ切除
大网膜，行疝环缝合腹腔内修补术，

术后治愈出院。

例 ２男，３０岁。入院前 ３ｄ出现
脐周疼痛，２０ｈ后转移至右下腹，逐
渐加重，伴恶心呕吐。体查：急性病

容，全腹压痛，反跳痛，轻度肌紧张，

　　收稿日期：２００７－０２－０８
　　作者简介：霍新合，男，河北泊头人，
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右下腹为重，肠鸣音弱。Ｂ超示：右
下腹约 ５ｃｍ×３ｃｍ肿块，边界不清，腹
腔积液少量。疑为阑尾周围脓肿行

剖腹 探 查 术。术 中 见 大 网 膜 扭 转

７２００，形成 ６ｃｍ×５ｃｍ×４ｃｍ肿块，呈
黑色；腹腔血性渗液约 ２００ｍＬ，阑尾
正常，行扭转网膜切除。病检为大网

膜缺血坏死。治愈出院。

讨论　大网膜按大网膜下缘部位
分为上腹型、中腹型、下腹型 ３型。
下腹型下缘较长，活动度大，易发生

扭转
［１］
；大网膜解剖变异，如舌状突

出、大网膜肥厚蒂长、分叉网膜等亦

为其发生扭转的因素之一；大网膜存

在肿瘤、不对称性肥厚、粘连、疝入疝

囊等都是发生扭转的病理学因素；剧

烈活动、咳嗽、体位突然改变、各种原

因的肠蠕动过快等到亦为其诱因。

大网膜扭转分为原发性和继发性

两类，临床以后者较为多见，多继发

于腹腔炎症粘连、网膜病变、疝等，如

本组例 １。原发性大网膜扭转是指没
有明显的病变因素存在者，约 ８０％以
上发生于成年人，男女比例为 ２∶１［２］。

大网膜扭转缺少特异性临床表

现，诊断困难，一般均为术中确诊。

其主要临床表现为突发性腹痛，并进

行性加重，好发于右下腹，偶有转移

性右下腹痛
［３］
。但比急性阑尾炎症状

重，偶可触及压痛肿块，腹腔穿刺可

抽出血性液体。由于发病早期大网

膜根部受牵拉，亦可出现恶心、呕吐

等消化道症状，但症状轻微。本组例

１虽右腹股沟疝回纳困难，但外环口
较松弛，压痛较轻，腹膜炎体征却存

在，故难下嵌顿疝致肠绞窄诊断。Ｂ
超检查显示腹腔内积液，有时可发现

边界不清的不规则肿块而胆囊、阑尾

等器官正常，可作为怀疑本病的首选

辅助检查，但因技术方面的限制诊断

率亦不高
［４］
。本病虽无特异性诊断依

据，但应提高对本病的认识，当出现

上述症状体征又不能确诊为其它疾

病时，应想到本病存在的可能。
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