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大鼠小肠移植早期排斥反应中肠黏膜细胞

凋亡与 ＩＬ１β的关系研究
张健，胡祥

（大连医科大学附属第一医院 普通外科，辽宁 大连 １１６０１１）

　　摘要：目的　明确小肠移植排斥反应中的细胞凋亡现象，并探讨白细胞介素 １β（ＩＬ１β）在凋亡
中的作用。方法　选用 ＳＤ／Ｗｉｓｔａｒ大鼠进行节段性小肠移植。实验分 ３组：同基因移植组（ＳＤ→ＳＤ）；
异基因移植组（Ｗｉｓｔａｒ→ＳＤ）和异基因移植加环孢素 Ａ治疗组（Ｗｉｓｔａｒ→ＳＤ＋ＣｓＡ）。术后第 １，３，５，７
天分别用 ＴＵＮＥＬ法检查移植肠上皮凋亡细胞，用 ＥＬＩＳＡ法测定血清 ＩＬ１β。结果　ＴＵＮＥＬ法显示：
Ｗｉｓｔａｒ→ＳＤ组肠黏膜上皮细胞在其发生轻、中、重度排斥反应中存在细胞凋亡，凋亡细胞数随排斥反
应的加重而增加（Ｐ＜０．０１），并显著高于 ＳＤ→ＳＤ组（Ｐ ＜０．０１）。Ｗｉｓｔａｒ→ＳＤ＋ＣｓＡ组细胞凋亡数
亦有显著增加（Ｐ＜０．０１）。ＳＤ→ＳＤ组排斥反应轻微，凋亡细胞数无明显变化（Ｐ ＞０．０５）。ＥＬＩＳＡ
法显示：在 ＳＤＳＤ组血清 ＩＬ１β无明显变化（Ｐ＞０．０５），ＷｉｓｔａｒＳＤ组和 Ｗｉｓｔｅｒ→ＳＤ＋ＣｓＡｚ组随凋亡
细胞数的增加血清 ＩＬ１β亦增高（Ｐ ＜０．０１）。ＩＬ１β增加与细胞凋亡指数增加呈正相关（ｒ＝
０．７９８，Ｐ＜０．０１）。结论　小肠移植排斥反应中存在细胞凋亡现象，ＩＬ１β在细胞凋亡发生中起促进
作用。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓ／ｔｒａｎｓｐｌ；ＡｌｌｏｇｒａｆｔＲｅｊｅｃｔｉｏｎ；ＩｎｔｅｒｔｏｎｅｓＭｕｃｏｓａ；Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β
ＣＬＣｎｕｍｂｅｒ：Ｒ６１７；Ｒ６５６．７　　　　　　Ｄｏｃｕｍｅｎｔｃｏｄｅ：Ａ

　　凋亡是发生在生理或病理条件下的一种 ＤＮＡ

依赖性细胞死亡，是特殊的细胞死亡方式。有研究

发现，在动物或临床移植物发生排斥反应时，存在

细胞凋亡现象［１～４］。越来越多的证据表明，细胞因

子，如白细胞介素 １β（ＩＬ１β）在诱导细胞凋亡中起

着重要作用。本实验拟在明确小肠移植早期排斥

反应中存在细胞凋亡的前提下，采用血清 ＥＬＩＳＡ法

检测 ＩＬ１β，观察其与凋亡的关系及在凋亡发生中

的作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组

成年、雄性 ＳＤ及 Ｗｉｓｔａｒ大鼠（分别由大连医科

大学、中国医科大学动物中心提供），体重 ２５０～

３００ｇ，按分组需要分别作供、受体，每组供、受体鼠

各 ２４只。用 ５ｇ／Ｌ戊巴比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）腹腔麻

醉，用显微外科技术制作门腔转流式、移植肠近、远

端皮肤造瘘的方法制作节段性小肠异位移植模型。

实验分 ３组：（１）同基因移植组（ＳＤ→ＳＤ）；（２）异

基因移植组（Ｗｉｓｔａｒ→ＳＤ）；（３）异基因移植加环孢

素 Ａ治疗组（Ｗｉｓｔａｒ→ＳＤ＋ＣｓＡ）［１０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］，

ＣｓＡ术后第 １天开始腹腔注射。

１．２　标本采集

术后 １，３，５，７ｄ分别处死大鼠，每次每组 ６只。

造瘘口周剪开缝线切取移植肠管，行 ＴＵＮＥＬ（ＴＵＮＥＬ

ＫｉｔＲｏｃｈｅ公司）法检查凋亡细胞。同时，自内眦静

脉取血 ２ｍＬ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，留取上清液，用

酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ试剂盒深圳晶美公司）

法检测 ＩＬ１β。

１．３　统计学处理

数据均用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。数据处

理均采用 ＳＰＳＳ１０．０软件进行方差分析和直线相关

分析。Ｐ＜０．０５有统计学意义。

２　结　果

２．１　大鼠小肠移植早期排斥反应中肠黏膜细胞凋

亡检验结果

在异基因移植组大鼠术后 １，３，５，７ｄ均可在肠

黏膜上皮中见到凋亡细胞（附图）。

　　ａ，ｂ，ｃ，ｄ分别显示异基因移植组（ＷｉｓｔａｒＳＤ）早期排斥反应中 １，３，５，７ｄ移植肠粘膜隐窝上皮阳性染色的凋亡细胞

附图　大鼠小肠移植早期排斥反应中异基因组移植肠黏膜细胞凋亡的变化（×４００）

２．２　大鼠小肠移植早期排斥反应中细胞凋亡与

ＩＬ１β变化的关系

术后 １～７ｄＳＤ→ＳＤ组移植肠黏膜上皮细胞凋

亡均无明显变化（Ｐ＞０．０５），Ｗｉｓｔａｒ→ＳＤ组肠黏膜

上皮细胞凋亡呈加重趋势，与 ３，５，７ｄ时点相比显

著高于 ＳＤ→ＳＤ组（Ｐ ＜０．０１）。Ｗｉｓｔａｒ→ＳＤ＋ＣｓＡ

细胞凋亡数增加至第 ５天，随着环孢素 Ａ的应用而

减少 （Ｐ ＜０．０１），但 仍 高 于 ＳＤ→ ＳＤ组 （Ｐ ＜

０．０１）。在 Ｗｉｓｔａｒ→ ＳＤ组随移植肠凋亡细胞的增

多，血清 ＩＬ１β逐渐增高，第 ７天达高峰，在 Ｗｉｓｔａｒ

→ＳＤ＋ＣｓＡ组中 ＩＬ１β增高至第 ５天亦开始减少，

仍显著高于同时相 ＳＤ→ＳＤ组（Ｐ ＜０．０１）。细胞

凋亡指数增加与 ＩＬ１β含量呈正相关（ｒ＝０．７９８，

Ｐ＜０．０１）（附表）。
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附表　 大鼠小肠移植早期排斥反应中细胞凋亡与 ＩＬ１β的关系（ｘ±ｓ）

组别
凋亡指数

１ｄ ３ｄ ５ｄ ７ｄ
ＩＬ１β（ｐｇ／ｍＬ）

１ｄ ３ｄ ５ｄ ７ｄ
ＳＤ→ＳＤ ０．３９±０．０６ ０．４０±０．０７ ０．４１±０．０６ ０．３９±０．０７ ３７．３±１０．１ ４３．２±１８．５ ３２．２±９．６ ３９．１±１２．２
Ｗｉｓｔａｒ→ＳＤ ０．４３±０．１０ ０．８９±０．０８１） １．４２±０．１８１） ２．０９±０．１９１） ４２．１±１１．２ ５２．８±１３．８ ６６．９±２２．８１） ７６．７±２９．４１）

Ｗｉｓｔａｒ→ＳＤ＋ＣｓＡ ０．４５±０．１０２） ０．９４±０．１４１） １．５４±０．１９１） １．３９±０．１７１） ３９．１±１０．１ ５４．３±１８．３２） ７１．１±２３．５１） ６３．１±１８．２１）

　　　　注：与 ＳＤ→ＳＤ组相比，１）Ｐ＜０．０１；２）Ｐ＜０．０５

３　讨　论

细胞凋亡现象广泛存在于多种生物体中，在胚

胎发育、移植免疫、肿瘤发生及组织更新等过程中

起重要调节作用［５，６］。近年来，随着细胞凋亡分子

机制的研究进展，发现细胞因子在细胞凋亡中起重

要作用［７～９］。ＩＬ１β是由巨噬细胞和其他多种组织
细胞产生的激素样多肽，具有广泛的免疫调节作

用，同时又有致热和介导炎症的作用［１０］，是急性期

反应的主要调节因子。血中或局部 ＩＬ１β含量异常
升高与感染及免疫性疾病、细胞凋亡密切相关［１１］。

活化的细胞因子 ＩＬ１β系由无活化的 ＩＬ１β前体转
化而来的。此过程需要一种称为 ＩＬ１β转换酶（Ｉｎ
ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１βｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅＩＣＥ）的蛋白酶所催化，
ＩＣＥ是一种半胱氨酸蛋白酶。近来发现 ＩＣＥ基因与
美丽线虫 （Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓｅｌｅｇａｎｓ）的细胞 自 杀 基 因
Ｃｅｄ３有高度同源性，提示 ＩＣＥ基因产物可能在细
胞凋亡过程中起重要作用［１２］。

有研究认为，凋亡的启动是因为激活了同源性

ＩＬ１β转换酶蛋白酶家族，其中包括有 １０种结构类
似、功能相同的蛋白酶，它们一方面可以使新合成

的 ＩＬ１β前体转化为活性 ＩＬ１β，另一方面可导致
细胞内维持结构和功能的基质蛋白的裂解和通过

激活家族内其他成员介导细胞凋亡，但有活性的

ＩＬ１β在调控中的具体作用，还有待进一步研究。
有研究发现，应用 ＬＰＳ，ＧＭＣＳＦ可使 ＩＣＥ和 ＩＬ

１β在中性粒细胞上表达增加，从而使中性粒细胞
凋亡表达趋缓，这种延迟作用可因阻断蛋白质的合

成和使用酪氨酸激酶而减弱，应用 ＩＬ１β抗体，预
先应用 ＩＬ１Ｒ拮抗体孵育或应用使 ＩＬ１β失活的核
苷酸拮抗 ＩＬ１β有同样作用。由此得出结论：ＩＬ
１β以自分泌形式阻断中性粒细胞凋亡，ＩＣＥ的抗凋
亡作用乃通过参与 ＩＬ１β的转化而实现的，这种
ＩＬ１β的自分泌调节机制可能是在炎症时多种因子
刺激中性粒细胞凋亡的共同基础。

ＩＬ１β是凋亡信号传导中 ＩＣＥ的作用底物，其
具体作用至今未明。本实验结果显示，手术后第 １
天移植肠出现凋亡细胞，考虑与手术创伤、缺血再

灌注损伤有关。之后，Ｗｉｓｔａｒ→ＳＤ组肠黏膜上皮细

胞凋亡呈加重趋势，在 Ｗｉｓｔａｒ→ＳＤ＋ＣｓＡ组显示 ＣｓＡ
对之有一定控制。本实验血清 ＩＬ１β变化与移植物
细胞凋亡呈正相关，并且 Ｗｉｓｔａｒ→ＳＤ组和 Ｗｉｓｔａｒ→
ＳＤ＋ＣｓＡ组显著高于 ＳＤ→ＳＤ组（Ｐ ＜０．０１）。而
Ｗｉｓｔａｒ→ＳＤ组和 Ｗｉｓｔａｒ→ＳＤ＋ＣｓＡ组间同时相比较，
血清 ＩＬ１β仍随移植物细胞凋亡变化而变化，说明
血清 ＩＬ１β在大鼠小肠移植早期排斥反应细胞凋
亡中起一定作用。
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