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　　心脏移植手术成功率高，但如何防治术后严重的急性排

斥反应而不损伤全身免疫功能仍是一大难题。近年来，器官

移植排斥反应的转基因治疗研究进展迅速［１２］，有望控制移

植器官局部免疫反应，而保留宿主全身免疫反应功能。内皮

细胞的损伤、缺血／再灌注损伤及细胞凋亡等均为急性排斥

反应的发生机制。肝细胞生长因子（ＨＧＦ）是一种多效因子，

研究［３］表明 ＨＧＦ是血管内皮细胞特异的、强大的生长因子，

可抗血管内皮细胞的凋亡，并抑制内膜的增生，且不引起血

管平滑肌细胞的增殖；最近，日本学者Ｋａｚｕｈｉｒｏ等［４］观察到

ＨＧＦ对异位心脏移植小鼠的急慢性排斥反应具有抑制作

用。本研究将携带人 ＨＧＦ基因的重组腺病毒（ＡｄＨＧＦ）经

冠状动脉灌注同种异位心脏移植大鼠供心，观察 ＨＧＦ对急

性排斥反应的影响，为心脏移植后急性排斥反应的基因治疗

方法提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　药品及试剂　ＡｄＨＧＦ（上海医元生物基因科技发展

有限公司构建），ＲＴＰＣＲ试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ公司），ＴＵＮＥＬ

细胞凋亡检测试剂盒（北京中杉金桥生物技术有限公司），

ｈＨＧＦ和ＧＡＰＤＨ 基因上、下游引物（上海基康生物技术有

限公司）。ｃＭｅｔ单克隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），ＩＬ２、ＩＬ１０

和ＩＦＮγ单克隆抗体（深圳晶美生物工程有限公司）。

１．２　模型制备及分组　Ｗｉｓｔａｒ大鼠为供体，ＳＤ大鼠为受

体，雄性，体质量２００～３００ｇ，清洁级，上海斯莱克实验动物

有限责任公司提供［许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２００３０００３］。采用

改进的套管技术通过自制Ｃｕｆｆ管将 Ｗｉｓｔａｒ大鼠供心的升主

动脉、肺动脉与ＳＤ大鼠受体的右侧颈总动脉、颈外静脉分别

进行套接。ＳＤ和 Ｗｉｓｔａｒ大鼠各９０只配对移植，随机平均分

为３组。ＨＧＦ基因转染组（Ａ组）：供心在体外经冠脉缓慢

灌注含２．５×１０１０ｐｆｕ／ｍｌＡｄＨＧＦ的４℃ Ｓｔａｎｆｏｒｄ大学液，

持续３０ｍｉｎ，再植入受体大鼠颈部；空载体组（Ｂ组）：供心灌

注含２．５×１０１０ｐｆｕ／ｍｌ不携带 ＨＧＦ基因的腺病毒载体（Ａｄ）

的Ｓｔａｎｆｏｒｄ大学液；对照组（Ｃ组）：供心仅灌注单纯的Ｓｔａｎ

ｆｏｒｄ大学液。各组实验动物中６只用于观察生存期。

１．３　观察指标

１．３．１　供心存活时间　从移植术后起，每日上、下午各触摸

供心２次，以供心搏动明显减弱或停止跳动为排斥终点和存

活时间的标志。

１．３．２ ＨＧＦ基因转染及蛋白表达的检测　ＴＲＩｚｏｌ试剂

（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）提取组织总ＲＮＡ，按ＲＴＰＣＲ试剂盒说明

书合成ｈＨＧＦ的ｃＤＮＡ，以ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增。

取５μｌ的ＰＣＲ扩增产物加６×上样缓冲液，于１．０％琼脂糖

凝胶电泳，紫外灯下观察拍照。免疫组化方法检测 Ａ 组

ＨＧＦ蛋白及其受体ｃＭｅｔ的表达。

１．３．３　ＨＥ染色　各组于术后第１、３、７、１４天取部分供心

组织切片行 ＨＥ染色。光镜观察供心组织病理学改变，计

数每２００倍高倍镜视野的炎性细胞，每份标本取１０个高倍

镜视野求平均值。按器官移植排斥反应的国际诊断标准分

级［５］。

１．３．４　心肌超微结构改变　取材，３％戊二醛１．５％多聚甲

醛前固定，１％锇酸１．５％亚铁氰化钾后固定，乙醇丙酮脱

水，环氧树脂６１８包埋剂包埋；超薄切片，醋酸铀、柠檬酸铅

染色，Ｈｕ１２Ａ型透射电镜（日立公司）观察、摄影。

１．３．５　心肌细胞凋亡检测　采用ＴＵＮＥＬ方法检测心肌细

胞凋亡，按试剂盒说明书操作。每份标本计数１０个随机２００

倍视野中的凋亡细胞，以凋亡细胞数占总心肌细胞数的百分

比为凋亡指数（ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｅｘ，ＡＩ）。

１．３．６　免疫组化染色法检测炎性细胞因子的表达　分别于

术后第１、３、７、１４天取供心组织，切片行ＳＰ免疫组化染色，

光镜观察。ＩＬ２、ＩＬ１０、ＩＦＮγ表达的半定量分析采用Ｉｍ

ａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ多媒体自动显微图文分析系统（ＳＤＭＩ３图像统
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计软件，ＳＯＮＹ公司）完成。

１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１２．０软件进行统计学分析，

多组间生存时间比较用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析，多组间均数

比较采用单因素方差分析，以Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意

义。

２　结　果

２．１　供心存活时间　Ａ组、Ｂ组和Ｃ组供心存活时间分别

为（６３±１２）、（７±１．４）和（８±１．２）ｄ。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分

析显示：Ａ组的移植心脏平均存活时间明显较其他２组延长

（Ｐ＜０．０１）；Ｂ、Ｃ组间差异无统计学意义。

２．２　ＨＧＦ基因转染及蛋白表达情况　Ａ组移植后１、３、７、

１４ｄ均有２．２５ｋｂ长的特异性ｈＨＧＦ基因片段出现，以第３、

７天表达较明显。Ｂ、Ｃ组基本不表达（图１）。免疫组化染色

显示Ａ组心肌组织内均可见ＨＧＦ和ｃＭｅｔ免疫反应阳性的

棕色颗粒（图２），并随时间推移而增多，ＨＧＦ在７、１４ｄ达高

峰；ｃＭｅｔ在７ｄ达高峰，１４ｄ有所下降。

图１　各组心肌组织ｈＨＧＦｍＲＮＡＲＴＰＣＲ产物电泳结果

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；Ａ组：ＨＧＦ基因转染组；Ｂ组：空载体组；Ｃ组：对照组

图２　术后７ｄ心肌ｈＨＧＦ蛋白（Ａ）和ｃＭｅｔ（Ｂ）的表达

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．３　心肌组织病理改变　Ａ组的移植心周围组织轻微黏

连，Ｂ、Ｃ组的移植心周围组织明显黏连。ＨＥ染色显示，Ａ
组移植后，有轻微的弥漫性炎性细胞浸润，未见坏死，或单灶

性侵袭性炎性细胞浸润，并伴有小灶状心肌损害；病理学分

级为Ⅰ或Ⅱ级（图３Ａ）。Ｂ组、Ｃ组移植后，出现典型的急性

排斥反应表现，心肌间质出现弥漫性的炎性细胞浸润，伴有

局部的心肌坏死，组织间质水肿，病理学分级为Ⅲ或Ⅳ级（图

３Ｂ）。各组供心组织术后炎性细胞浸润数明显增加，术后７、

１４ｄ较多。Ａ组术后３、７、１４ｄ较其他２组少（Ｐ＜０．０５或

Ｐ＜０．０１）；Ｂ组和Ｃ组比较差异无统计学意义。

２．４　心肌超微结构的变化　Ａ组移植后，心肌细胞及间质

中度水肿，肌质纤维排列尚整齐，肌丝清楚，线粒体中度肿

胀，部分嵴模糊，糖原颗粒减少，润盘尚清楚，核染色体均匀

（图４Ａ）。Ｂ组、Ｃ组移植后，心肌细胞严重水肿，胞核不规

则，染色体边集，线粒体肿胀，部分嵴模糊、空泡变，肌丝溶

解，肌浆网扩张，润盘模糊（图４Ｂ、４Ｃ）。

２．５　细胞凋亡指数　凋亡细胞主要是心肌细胞，少数为ＥＣ

和浸润的淋巴细胞。各组细胞凋亡均随移植时间增加而严

重，１４ｄ最明显。移植后７、１４ｄＡ组的移植心肌凋亡细胞数

均较其他２组少（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），Ｂ组与Ｃ组比较无

明显区别。

图３　Ａ组（Ａ）和Ｃ组（Ｂ）术后７ｄＨＥ染色结果
Ａ：ＨＧＦ基因转染组，移植心脏心肌间质中度水肿；心肌细胞水肿加

重不明显，少量炎性细胞浸润；Ｂ：对照组，移植心脏心肌间质大量单

核细胞及淋巴细胞浸润，心肌细胞水肿，部分心肌细胞凝固性坏死；

血管周围水肿，管腔内淤血和血栓形成，内皮细胞坏死脱落，管壁增

厚明显，呈袖套样血管炎改变．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．６　免疫组化检测ＩＬ２、ＩＬ１０和ＩＦＮγ的表达情况　各组

术后１、３、７、１４ｄ移植物心肌组织内均可见ＩＬ２、ＩＬ１０和

ＩＦＮγ免疫反应阳性的棕色颗粒。移植后３ｄ，ＩＬ２表达最明

显，此后维持较高水平。与Ｂ、Ｃ组比较，第３、７、１４天Ａ组供

心组织内ＩＬ２表达减少（Ｐ＜０．０１）。移植后Ａ组心肌内ＩＬ

１０的表达逐渐增多，Ｂ、Ｃ组呈双峰样表达。与Ｂ、Ｃ组比较，

第７、１４天 Ａ组供心组织内ＩＬ１０表达量较大（Ｐ＜０．０５）。

移植后３ｄ，ＩＦＮγ表达最明显，此后明显减少。与Ｂ、Ｃ组比

较，第３天Ａ组供心组织内ＩＦＮγ表达减少（Ｐ＜０．０５）。
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图４　各组术后１４ｄ心肌超微结构的改变

Ａ：ＨＧＦ基因转染组，心肌细胞轻度水肿，肌质纤维排列尚整齐，肌丝清楚，线粒体轻度肿胀，部分嵴稍模糊，糖原颗粒减少，润盘尚清楚，核染色

体尚均匀；Ｂ：空载体组，心肌细胞严重水肿，肌丝溶解，肌浆网扩张，润盘消失；Ｃ：对照组，心肌细胞明显水肿，胞核不规则，肌丝溶解，线粒体肿

胀，部分嵴模糊、空泡变．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１６０００（ＡＣ）

３　讨　论

　　器官移植中实行基因转导技术的独特优点是在移植前

对离体的供体器官进行预处理和在冷保存期间转染外源性

基因，使移植器官能有效地实现基因转导，形成“转基因供

体”，随后在血管重建血流开放后被转导基因序列迅速表达，

控制移植器官局部免疫反应，保留宿主全身免疫反应功

能［６］。心脏移植的转基因治疗策略主要针对同种移植物免疫

反应的调控上，已证实ＩＬ１０基因转移可明显延长同种移植

物的存活时间［７８］；然而由于基因产物表达的短暂和有限性

以及血管表达水平相对较低等限制了其免疫抑制效果，诱导

免疫耐受的成功率较低［１］。本实验采用重组腺病毒作为载

体，通过冠脉灌注的方法转染供心，结果表明，移植后１４ｄ内

不同时间取移植物均检测到 ＨＧＦ基因和蛋白的表达，但其

长期表达效果如何尚有待进一步观察。

　　同种心脏移植急性排斥反应主要表现为：移植物存活时

间短；大量单核巨噬细胞、淋巴细胞游走并浸润移植物组织；

心肌细胞坏死和细胞凋亡；急性反应期细胞因子变化，如：移

植物组织内ＩＬ２、ＩＦＮγ的表达增多（常于术后２４ｈ发生，

４８～７２ｈ达到高峰），ＩＬ１０的表达减少等［９］。本实验显示对

照组移植物出现了典型的急性排斥反应表现：心肌组织大量

免疫及炎性细胞浸润；组织细胞水肿、坏死；血管内皮脱落、

管壁增厚、管腔内血栓形成；肌原纤维间水肿明显，肌节结构

欠清晰，断裂，部分肌纤维溶解；线粒体肿胀，基质密度降低，

嵴排列紊乱；心肌细胞凋亡较多；且心肌的ＩＬ２、ＩＦＮγ高表

达，ＩＬ１０低表达；供心存活时间仅为（８±１．２）ｄ。与对照组

相比，ＨＧＦ基因转染组的排斥反应损害明显减轻，移植物中

ＩＬ２、ＩＦＮγ表达水平降低，ＩＬ１０表达水平升高，心肌细胞凋

亡明显减少，供心存活时间也明显延长［（６３±１２）ｄ，Ｐ＜
０．０１］。这提示转染 ＨＧＦ基因能在心脏移植急性期减轻移植

物炎症反应，保护心肌缺血／再灌注损伤，抑制细胞凋亡，对

其产生保护作用。ＨＧＦ对心血管疾病的保护作用一方面是

由于其可以直接作用于内皮细胞，改善内皮细胞功能，诱导

血管新生，另一方面 ＨＧＦ可以直接作用于心肌细胞而发挥

作用［１０］。ＨＧＦ还是一种特异的促内皮细胞生长因子，具有

很强的促血管内皮细胞有丝分裂、抑制细胞凋亡作用，是一

种抗损伤修复因子，还可能具有免疫调节作用。

　　总之，经冠脉灌注重组腺病毒载体介导 ＨＧＦ基因转移

到同种心脏移植物，能减轻同种移植物急性排斥反应，其机

制可能与减轻移植物内炎性细胞浸润、减少心肌细胞凋亡和

缺血／再灌注损伤有关。本研究中，关于基因转染后表达的

活性蛋白对全身其他脏器的影响，基因转染的剂量和途径，

基因转染与其他药物疗效的比较等还有待进一步研究。
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