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·论　著·
移植肾急性排斥时Ｆａｓ配体和Ｔ细胞内抗原１的表达

张万君，梅长林，叶朝阳，赵学智，孙田美

（第二军医大学长征医院肾内科，上海２００００３）

［摘要］　目的：探讨移植肾发生急性排斥反应时肾组织Ｆａｓ配体（Ｆａｓｌｉｇａｎｄ，ＦａｓＬ）和Ｔ细胞内抗原１（Ｔｃｅｌｌｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒａｎ

ｔｉｇｅｎ１，ＴＩＡ１）的表达及意义。方法：应用免疫组织化学技术分别检测３２例移植肾标本、２例供肾标本及８例肾癌周围肾组

织标本ＦａｓＬ和ＴＩＡ１的表达，标本按Ｂａｎｆｆ标准分为急性排斥（１４例）、慢性排斥（１５例）和无排斥改变（１３例）３组，分析移植

肾组织标本病理形态学改变与ＦａｓＬ和ＴＩＡ１表达的相关性。结果：ＦａｓＬ主要在肾小管上皮细胞胞质内表达，急性排斥组表

达明显强于慢性排斥组和无排斥组（Ｐ＜０．０５）；ＴＩＡ１在肾小管上皮细胞和间质浸润淋巴细胞均有表达，小动脉内皮细胞亦可

见阳性着色，急性排斥组阳性强度较高，与慢性排斥组和无排斥组间存在显著差异（Ｐ＜０．０５）；急性排斥标本ＦａｓＬ和ＴＩＡ１

的表达强度与组织损害的严重程度呈正相关。结论：急性排斥时移植肾组织ＦａｓＬ和ＴＩＡ１表达增强是Ｔ细胞活化的反映，

其检测可能有助于移植肾急性排斥的早期诊断。
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　　Ｔ淋巴细胞的活化和浸润是移植肾急性细胞性
排斥反应的重要组织病理学特征，早期的研究已经
证实了供体特异性和细胞毒性 Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬ）
在急性排斥肾组织中的存在。但上述细胞的出现并
不总是与排斥有关，临床发生的急性排斥反应在病
理上常表现为中度细胞浸润（边缘改变），而类似的
情况也可见于移植肾功能正常者［１］。由于缺乏特异
性，组织学检查往往难以准确判断急性排斥反应发
生与否。ＣＴＬ活化后各种免疫活化标志物表达水
平的变化，使人们有可能鉴别非排斥反应原因导致
的细胞浸润，并为急性排斥反应的诊断提供一条新
的途径。

　　这一设想的基础是当移植肾发生急性排斥反应
时这些标志物在基因和蛋白质水平上的表达与其他

原因导致的移植肾功能丧失不同。因此，首先需要
筛选合适的标志物，并判断其诊断价值。本实验采
用免疫组织化学的方法对 ＣＴＬ活化标志物中的

Ｆａｓ配体（Ｆａｓｌｉｇａｎｄ，ＦａｓＬ）和Ｔ细胞内抗原１（Ｔ
ｃｅｌｌｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒａｎｔｉｇｅｎ１，ＴＩＡ１）基因产物进行检
测，在蛋白质水平上分析其表达及意义。

１　材料和方法

１．１　标本材料

１．１．１　标本获取　所选标本来自第二军医大学长
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征医院肾移植中心２００１年移植肾活检标本，包括移

植肾标本３２例（穿刺标本２６例，切除标本６例），供

肾标本２例，肾癌周围肾组织标本９例。移植肾标

本均取自住院患者（男１５例，女１７例），年龄１８～５２
岁，平均（４３．６±７．２）岁，均为首次接受肾移植［术后

３～４１个月，平均（１１．５±３．３）个月］，术后进行常规

免疫抑制治疗（环孢素Ａ、霉酚酸酯或硫唑嘌呤和泼

尼松），于出现发热、尿量减少和血清肌酐浓度升高

等疑为临床排斥时行移植肾活检，对抗排斥治疗无

效者予移植肾切除。标本取出后立即用１０％甲醛

溶液固定、石蜡包埋。

１．１．２　标本分类　组织学诊断根据 Ｂａｎｆｆ标准

（１９９７）［２］，在分子生物学检测结果出来之前进行。

３２例移植肾标本中，１４例为急性排斥，１５例为慢性

排斥，３例无排斥特征；２例供肾标本未见异常；９例

肾癌周围肾组织标本，除１例见癌细胞浸润（弃用）

外，其余均未见异常。急、慢性排斥以外的其他改变

归入无排斥改变组。由此将标本分为急性排斥（１４
例）、慢性排斥（１５例）和无排斥改变（１３例）３组。

并在此基础上对急性排斥标本组织损害的严重程度

进行量化计分。

１．２　试剂　ＦａｓＬ单抗和ＴＩＡ１单抗由ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司提供，使用时分别按１５和１１０００稀释；生

物素化ＩｇＧ、ＳＰ试剂盒由武汉博士德生物工程有限

公司提供；ＤＡＢ由ＤＡＫＯ公司提供。

１．３　方法　免疫组化采用链霉素抗生物素蛋白生

物素酶标（ＳＰ）法，切取５μｍ 厚石蜡切片，常规脱

蜡、水化，用０．３％Ｈ２Ｏ２溶液中和过氧化物酶，微波

修复抗原，１０％山羊血清封闭，然后分别滴加单克隆

抗体，４℃过夜，先后滴加生物素化二抗（１２００）及

ＳＡＢＣ复合物（１１００）。上述步骤操作前均用ＰＢＳ
充分浸洗。ＤＡＢ显色，苏木精轻度复染，逐级脱水，

透明封片。用缓冲液分别代替ＦａｓＬ单抗和ＴＩＡ１
单抗作为阴性对照。

１．４　结果判断　ＦａｓＬ和ＴＩＡ１抗体阳性信号均为

棕黄色染色，依照抗原在移植肾小管上皮细胞的表

达情况进行判断。高倍镜下随机选择５个视野，计

数每个视野表达抗原的肾小管上皮细胞数，计算其

平均值。阳性强度分４级：①无肾小管上皮细胞着

色为阴性（－），计为１分；②＜２５％小管上皮细胞明

显着色为弱阳性（＋），计为２分；③着色细胞在

２５％～５０％为阳性（），计为３分；④＞５０％为强阳

性（），计为４分。

１．５　统计学处理　采用χ
２检验。

２　结　果

２．１　ＦａｓＬ的表达　ＦａｓＬ的表达主要位于肾小管上

皮细胞，尤其是近曲小管，胞质内表达，间质浸润细胞

表达不明显。急性排斥组所有标本均表达ＦａｓＬ，其

中强阳性９例，与慢性排斥组（强阳性３例）比较，差

异显著（Ｐ＜０．０５）。而无排斥组有１１／１３不表达，２
例表达标本仅为弱阳性，明显低于急性排斥组和慢

性排斥组（Ｐ＜０．０５，表１、图１）。此外，急性排斥组

随着组织学积分的升高，阳性强度（按着色肾小管上

皮细胞比例分级）亦增加（图２Ａ）。

２．２　ＴＩＡ１的表达　ＴＩＡ１除表达于肾小管上皮

细胞外，肾间质浸润淋巴细胞的表达也较明显，小动

脉内皮细胞也可见着色，肾实质细胞则为阴性（图

３）。急性排斥和慢性排斥标本全部表达 ＴＩＡ１，但

二者差异明显（Ｐ＜０．０５），慢性排斥组弱于前者，表

达范围亦较局限，间质阳性者少，小动脉内皮细胞未

见表达。无排斥组则多不表达ＴＩＡ１，较慢性排斥组

亦有显著差异（Ｐ＜０．０５，表１）。与ＦａｓＬ类似，急性排

斥病理损害程度越严重ＴＩＡ１的表达越强（图２Ｂ）。

表１　移植肾标本ＦａｓＬ／ＴＩＡ１的表达与病理诊断

Ｔａｂ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦａｓＬ／ＴＩＡ１ａｎｄｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｒｅｎａｌａｌｌｏｇｒａｆｔｓ
（ｎ）

Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ
ｄｉａｇｎｏｓｉｓ Ｎ

ＦａｓＬｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
－ ＋  

ＴＩＡ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
－ ＋  

ＡＲ １４ ０ ２ ３ 　　　９△ ０ １ ７ 　　　６△

ＣＲ １５ １ ６ ５ 　　　３△ ０ ８ ４ 　　　３△

ＮＲ １３ １１ ２ ０ 　　　０ ９ １ ３ 　　　０

　ＡＲ：Ａｃｕｔｅｒｅｊｅｃｔｉｏｎ；ＣＲ：Ｃｈｒｏｎｉｃｒｅｊｅｃｔｉｏｎ，ＮＲ：Ｎｏｅｖｉｄｅｎｃｅｏｆｒｅｊｅｃｔｉｏｎ．Ｐ＜０．０５ｖｓＣＲ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＮＲ
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图１　移植肾组织ＦａｓＬ免疫组化染色

Ｆｉｇ１　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＦａｓＬｉｎｒｅｎａｌａｌｌｏｇｒａｆｔ（×２００）

Ａ：Ａｃｕｔｅｒｅｊｅｃｔｉｏｎ；Ｂ：Ｃｈｒｏｎｉｃｒｅｊｅｃｔｉｏｎ；Ｃ：Ｎｏｅｖｉｄｅｎｃｅｏｆｒｅｊｅｃｔｉｏｎ．Ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎａｃｕｔｅｒｅｊｅｃｔｉｎｇｓａｍｐｌｅｓｔｈａｎ

ｉｎｏｔｈｅｒｓ．

图２　急性排斥标本ＦａｓＬ（Ａ）和ＴＩＡ１（Ｂ）阳性强度与Ｂａｎｆｆ积分的关系

Ｆｉｇ２　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＦａｓＬ（Ａ），ＴＩＡ１（Ｂ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄＢａｎｆｆｓｃｏｒｅｓ

图３　移植肾组织ＴＩＡ１免疫组化染色

Ｆｉｇ３　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＴＩＡ１ｉｎｒｅｎａｌａｌｌｏｇｒａｆｔ（×２００）

Ａ：Ａｃｕｔｅｒｅｊｅｃｔｉｏｎ，Ｂ：Ｃｈｒｏｎｉｃｒｅｊｅｃｔｉｏｎ，Ｃ：Ｎｏｅｖｉｄｅｎｃｅｏｆｒｅｊｅｃｔｉｏｎ．Ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔａｉｎｉｎｇｒａｔｅｏｆａｃｕｔｅｒｅｊｅｃｔｉｎｇｓａｍｐｌｅｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ

ｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆｏｔｈｅｒｓ

３　讨　论

　　ＦａｓＬ是Ⅱ型跨膜蛋白，相对分子质量４０００，与
肿瘤坏死因子家族成员有显著的同源性。ＦａｓＬ与

Ｆａｓ抗原的共同作用是ＣＴＬ发挥细胞毒效应的重

要途径［３］。ＴＩＡ１系相对分子质量１７０００的颗粒状
膜蛋白，有４个跨膜区，是细胞毒性颗粒的组成部
分，正常情况下人外周血中多数 ＣＤ８＋细胞、部分

ＣＤ４＋细胞及活化的自然杀伤细胞表达这一抗原［４］。

　　细胞免疫应答是移植肾急性排斥的主要免疫学
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机制，其中，ＣＴＬ作为效应细胞发挥了重要作用。

本研究采用免疫组化技术观察了移植肾组织ＦａｓＬ
和ＴＩＡ１的表达情况，结果显示，ＦａｓＬ和ＴＩＡ１主

要表达于移植肾肾小管上皮细胞，尤其是近曲小管。

与慢性排斥和无排斥相比，急性排斥时 ＦａｓＬ和

ＴＩＡ１表达明显增强，且阳性强度与移植肾病理损

害的严重程度有关。关于ＦａｓＬ和 ＴＩＡ１在 ＣＴＬ
溶解靶细胞过程中的作用，目前认为，ＣＴＬ激活后

ＦａｓＬ的表达增加，ＦａｓＬ释放到胞外与靶细胞表面

的Ｆａｓ抗原结合，此时的ＣＴＬ具有细胞毒作用，可

杀伤Ｆａｓ＋细胞［３］。而ＴＩＡ１存在于细胞毒性颗粒

中，可能参与ＦａｓＬ介导的细胞死亡。Ｔｉａｎ等［５］观

察到，Ｆａｓ与ＦａｓＬ结合后，被Ｆａｓ激活的丝氨酸／苏

氨酸激酶（ＦＡＳＴ）快速去磷酸化，进而出现 ＴＩＡ１
的磷酸化。这一现象发生在靶细胞 ＤＮＡ 裂解之

前，提示ＴＩＡ１可能在细胞凋亡过程中发挥了信号

传递作用。有研究发现，ＴＩＡ１可通过激活一种内

源性内切酶溶核素（ｎｕｃｌｅｏｌｙｓｉｎ）诱导靶细胞ＤＮＡ
的降解［６］。

　　ＦａｓＦａｓＬ系统与移植肾排斥反应的关系近年

来逐渐受到重视，国内外有关报道显示，该系统与急

性排斥而不是慢性排斥相关联［１，７］，ＦａｓＬｍＲＮＡ水

平的上调既是急性排斥反应的标志，又可判断其预

后［８，９］，对于其他移植物抗宿主病同样具有诊断和监

测价值［１０，１１］。而Ｆａｓ抗原的表达对于急性排斥特异

性不高，移植后无论有无靶细胞凋亡存在，该抗原的

表达均增加，其原因可能是移植肾再灌注损伤而非

排斥［１２］。此前有实验表明，与慢性排斥和无排斥对

照组相比，急性排斥时 ＴＩＡ１表达水平显著升高；

且与病理损害的严重程度呈正相关；ＴＩＡ１检测判

断急性排斥反应的敏感度和特异度分别为９０％和

７７％；与本研究不同的是，慢性排斥和无排斥标本间

ＴＩＡ１表达无明显差异［６］。

　　在此，本研究选择了ＦａｓＬ与参与ＦａｓＬ途径的

另一免疫效应分子ＴＩＡ１，应用免疫组织化学技术

分析二者的表达与移植肾急性排斥的关系，研究结

果为进一步探讨奠定了基础。
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