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组织工程血管脱细胞支架主要组织相容性复合体 I 抗原性的免疫组化观察

刘太华张炎l\ 姜宗来李玉泉刘 泼张秀花l

O. 第二军医大学基础医学部人体解剖学教研室，上海 200433; 2. 上海交通大学医学院，上海 200030)

〔摘要] 町伪:探讨组织工程血管全生物支架的免疫原性的检测方法。方怯:取猪颈总动脉，剥离外膜，剪成 2cm 长的血管

段，随机分为 3 组:对照组、脱细胞组和脱细胞加;碱处理组，每组 5 段。以免疫组化方法检测血管脱细胞处理前后主要组织相容

性复合体 1 (MHC 1 )的变化情况，并将检测结果作图像分析。结果:对照组血管壁 MHCI 高表达，脱细胞处理后 MHCI 明

显减少。图像分析得出阳性颗粒面积与视场面积比:对照组为 (24.09 ::1:: 6.09) %，脱细胞组为 (6.71 士 2.18)% ，脱细胞加碱处理

组为 0.62 ::1:: 0.76) %，组间比较差别均有显著意义 (P<O.01) 。结论 :MHCI 免疫组化方法可检测血管生物支架抗原。

[关键词] 血管脱细胞生物支架;组织工程;主要组织相容性复合体免疫组织化学

[中图分类号] R 318.11 [文献标识码] A 〔文章编号] 0258-879X(2004)01-0072-03 

Immunohistochemical observation of major histocompatibility complex class 1 antigenicity in decellular­

ized scaffolds of tissue engineered blood vessels 

LIU Tai-Hua1 ,ZHANG Yan 1 藩 ，]IANG Zong-Lai' ,LI Yu-Quan1 ,LIU BOl ,ZHANG Xiu-Hua 1 O. Department of Human Anato­

my , College , Basic Medical Sciences ,Second Military Medical U niversity , Shanghai 200433 , China; 2. Medical College , Shang 

hai Jiaotong U niversity ,Shanghai 200030) 

[ABSTRACTJ Objective; To detect the immunogenicity of the bioscaffold used in building tissue engineered blood vessels. 

Methods : The carotid arteries of pigs were cut into 2 cm long segments and were randomly divided into 3 groups: the control 

group , the decellularized group , and the decellularized/base-treated group. Major histocompatibility complex class 1 (MHC 

1 ), which was highly expressed in vascular mural cells , was chosen to evaluate the antigenic changes of the vessels before and 

after decellularized treatment. The staining results were analyzed with image analysis system. ResuIts :MHC 1 was highly ex 

pressed in the control group ,while after treatments its detectable rate dropped significantly. The ratio of positive granular area 

to the visual area was (24. 09士 6. 09) % in the control group , (6. 71 士 2.18)% in the decellularized group and 0.62 ::1:: 0.76)% 

in the decellularized/base-treated group. The differences among groups were significant (P<O. 01). Conclusion:MHC 1 im­

munohistochemical staining can serve as a valuable method to detect the antigenicity of the vascular bioscaffold. 

[KEY WORDSJ decellularized vascular bioscaffold; tissue engineering; major histocompatibility complex class 1 ; immuno­

histochemistry 

探讨采用异种血管制作脱细胞组织工程血管支

架，是血管组织工程的研究热点之一口，气但血管生

物支架存在强烈的免疫排斥反应是需要解决的一个

难题。长期以来，血管组织工程研究者们致力于组织

工程血管的免疫原性处理，如采用宿主内皮细胞内

皮化组织工程血管及免疫抑制剂的使用等，而这些

措施是否有效，一般要等到移植动物发生了移植排

斥反应才会被检测到，所需时间长，检测手段明显滞

后[3.4J 。与异种血管移植排斥反应直接有关的是异种

血管壁结构细胞和内皮细胞及胶原成分，其中起主

要作用的是由血管壁结构细胞和内皮细胞表达的主

要组织相容性复合体 (major histocompatibility 

complex ， MHC)抗原。其中 MHCI 类分子在所有有

核细胞及血小板表面表达，所有血管壁结构细胞和

[Acad J Sec Mil Med Univ , 2004 ,25(1) :72-74J 

内皮细胞都能表达 MHCI 类分子。本研究拟在制

作血管生物支架时，采用酶消化法去除血管壁结构

细胞和内皮细胞[51 ，从而去除血管壁结构细胞和内

皮细胞表达的 MHC，并用免疫组化方法检测脱细

胞血管支架 MHC 1 ，探索一种血管移植前检测异

种动物血管脱细胞支架免疫原性的实验方法。

1 材料和方法

1. 1 材料和试剂 成年雄性金华猪颈总动脉(取自

上海食品公司)。膜酶(华美生物工程公司 );DNA 酶

和 RNA 酶(上海实生细胞生物技术有限公司) ;抗
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C作者简介] 刘太华 0966斗，男. (汉族) .硕士，讲师.

份 Corresponding author. E-mail: zhangyan@smmu.edu.cn 



第 1 期.刘太华，等组织工程血管脱细胞支架主要组织相容性复合体 I 抗原性的免疫组化观察 • 73 • 

MHCI 抗体(美国 Biomeda 公司) ;二抗(华美生物

工程公司)。

1. 2 标本分组和处理 取成年雄性金华猪颈总动

脉，剥离外膜，用 Tris 缓冲生理盐水( Tris buffer 

saline , TBS)冲洗，剪成 2cm 长的血管段，随机分为

3 组(每组 5 段) :对照组、脱细胞组及脱细胞加碱处

理组。对照组 TBS 冲洗后直接用 Bouin 液固定 12

h ，石蜡包埋。脱细胞组 :TBS 4C浸 2 h , l% Triton 

X-100 4C浸 12 h , O. 125%膜酶 37 C 消化 12 h ，按

1 : 1 比例用 O. 5 mg/ml DNA 酶和 O. 5 mg/ml 

RNA 酶 37C消化 12 h ， TBS 洗 3 次。 Bouin 液固定

12 h ，石蜡包埋。脱细胞加碱组在脱细胞组处理基础

上用 O. 05 mol/L NaOH 浸泡 10 min , TBS 洗 3 次，

再用 TBS 浸泡 12 h ， Bouin 液固定 12 h ，石蜡包埋。

1. 3 免疫纽化染色 常规石蜡切片，片厚 5μm ，脱

蜡至水， 0.3%H20 2室植浸 30 min ， TBS 洗 5 minX3 

次， 0.3% Triton X-100 37C浸 30 min , TBS 洗 5

minX3 次。加正常羊血清，置切片于湿盒内 37C孵

育 30 min ，加(1 : 100) 鼠抗人 MHCI 抗体(阴性对

照组不加一抗，加 TBS) ，温盒内 4C孵育 72 ho TBS 

洗 5 minX 3 次，加生物素标记的马抗鼠抗体(1

100) ，温盒内 37 C孵育 1 ho TBS 洗 5 minX3 次，加

ABC 复合物湿盒内 37C孵育 1 ho TBS 洗 5 minX 

3 次， DAB 显色 5 min ，蒸锚水终止显色，用明矶苏

木精复染。脱水透明，中性树胶封片。

1. 4 图像分析 采用中国科学院自动化研究所研

制的图像分析系统，测量阳性颗粒面积与视场面积

比。每组随机取 5 个血管环标本，每个标本在光镜下

分 4 个象限，取横坐标和纵坐标与血管环相交的 4

个点作采样窗。采样窗包含内膜及中膜。

1. 5 统计学处理 数据以王::f:: sx 表示，采用方差分析。

2 结果

2. 1 免疫组化实验 对照组血管内皮细胞及平滑

肌细胞高度表达 MHC 1 ，阳性反应见于血管内膜

和中膜，呈细胞形态分布。经脱细胞处理后，内皮细

胞层已无细胞，未见免疫组化阳性反应。中膜虽已无

平滑肌细胞，但仍有浅谈免疫组化染色，不呈细胞形

态，呈小碎片散在分布，且阳性染色面积较对照组明

显减少。脱细胞加碱处理组的阳性反应更少，只在中

膜胶原纤维间有很少量免疫组化染色。免疫组化染

色结果见图 10

2. 2 图像分析 阳性对照组血管壁 MHCI 高表

达，脱细胞处理后 MHCI 明显减少。去除小颗粒面

积阔值为 23 0 图像分析得出阳性颗粒面积与视场面

积比:对照组为 (24. 09 土 6.09)% ，脱细胞组为 (6.71

::f:: 2.18)% ，脱细胞加碱处理组为(1. 62 ::f:: 0. 76) %, 

经方差分析组间比较有极显著意义(P<O.Ol) 。

3 讨论

MHC 是一种分布在细胞表面并具有种系特异

性的抗原蛋白，此抗原近来在异种移植中越来越受

到重视L日 .7J 0 MHC 分 3 个基因区 :MHC 1 、 MHcn

和 MHC][ ，其中 MHCI 类分子在所有有核细胞及

血小板表面都能表达。血管壁所有细胞都能表达

MHCI 类分子。与体液免疫排斥相比，细胞介导的

异种排斥虽然是次要的，但要使异种移植物长期存

活，控制细胞免疫是必不可少的。因为异种移植物即

使能避免超急性排斥反应的摧毁，也会遭受细胞免

疫的攻击性损害。与同种移植不同，异种识别是

MHC 自身限制性的，依赖于 MHCI 类分子异基因

片断提呈。在异种移植中，因供-受者 MHCI 分子不

间，受者自然杀伤细胞将对供者细胞发起攻击。体外

实验证明，自然杀伤细胞可与猪内皮细胞结合并激

活、溶解内皮细胞阳。所以采用猪血管制作组织工程

血管支架必须尽可能去除支架上 MHC 抗原。

采用动物血管制作天然生物降解材料的组织工

程血管支架，即用酶去除血管壁结构细胞和内皮细

胞，保留其支架成分，这是近来研制组织工程血管的

重要进展之一，但脱细胞不完全或残留细胞成分都

将导致组织工程血管移植后产生强烈的免疫排斥反

应，或激活凝血系统导致血栓形成致血管移植失败。

因为多数移植抗原都是细胞表达的，如血型抗原和

MHC，以前多采用将实验材料埋于动物组织内，观

察动物免疫细胞的变化来判断移植物免疫原性的强

弱t91 ，这种方法既费时又昂贵，且在程序上捕后。如

能在制作血管生物支架后、在种植宿主细胞前检测

其免疫原性强弱，将大大有利于采用针对性强的方

法，尽可能减少免疫排斥反应，从而有利于成功构建

组织工程血管。

血管壁内皮细胞和平滑肌细胞都高度表达

MHCI 抗原。本研究选择了免疫组化方法直接在血

管壁上检测 MHC 1 ，通过观察血管脱细胞处理前

后 MHCI 免疫组化染色强弱变化来判断支架免疫
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原性强弱。实验结果表明，MHC 1 免疫组化染色能

很好地反应血管脱细胞处理前后免疫原性强弱变

化，且方法简单易行，费用低，起时少。可作为检测血

管移植前检测异种动物血管脱细胞支架免疫原性的

实验方法之一。
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院校学员乙肝疫苗接种效果的评价
Effectiveness evaluation of hepatitis B vaccine injection in university students 
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乙型肝炎的危害性越来越为人们所重视，控制和预防乙

肝流行的最有效措施是普及乙肝疫苗接种。目前，每所学校

都常规为集体生活的学生进行乙肝疫苗普种，由于种种原因

每次都有一部分学生不能完成全程接种，为了明确这部分人

员的乙肝抗体产生情况，以及在校学员的免疫效果，作好学

员队的卫生防病工作，我们对 1999~2002 年入校的 788 名

新生进行了乙肝疫苗接种并随访观察，现报告如下。

1 材料和方法

1. 1 观察对象 新人校学员 788 名，平均年龄 17~19 岁，

既往元肝炎病史，丙氨酸转氨酶 (ALT)正常，乙肝病毒血清

标志物检测全部阴性，其中第 1 组 512 人，第 2 组 276 人。

1. 2 疫苗与接种方法 采用 0、1， 6 免疫程序，于上臂外侧

ALT;在同一实验条件下使用上海科华公司生产的 ELISA

试剂盒，检测 HBsAg 和抗 HBs 。

2 结果和讨论

所有观察对象都未发现 HBsAg 阳'性和 ALT 升高。第 1

组 512 人抗 HBs 阳性率为 67.2% (344/512);第 2 组 276 名

观察对象非全程免疫时抗 HBs 阳性者 193 人，转阳率

69.9% ，全程免疫结束 12 个月后抗 HBs 阳性者 233 人，阳性

率为 84.4% ，阳性率上升 14.5% 。

使用乙肝疫苗对高危人群进行大规模的免疫接种，可以

有效地预防乙型肝炎的传播。事实也证明基因工程乙肝疫苗

是一种安全、有效的疫苗，用于医学生入学和实习前的免疫

接种，也可以作为医务人员的预防接种以达到最大限度控制

兰角肌处皮内接种 10 吨/ml 疫苗 0.5 ml。疫苗系深圳康泰 和减少乙肝病毒感染的机会。

生物制品有限公司生产的酵母重组疫苗，第 1 组使用批号: (下转第 79 页)

2990103-1;第 2 组使用批号 :2000310-10

1. 3 检测方法 第 1 组对象在全程免疫结束后 12 个月、第

2 组在第 3 针疫苗接种前和免疫程序结束后 12 个月各采取 C作者简介] 下金陵 0953-) ，女(汉族) ，硕士，教授、主任医师，硕士
观察对象肘静脉血 1 份，常规分离血清，用赖氏法测定 生导师.
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