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摘 要
:

【目的 J探讨人类白细胞抗原 ( HL A )氨基酸残基配型 ( R
e s

M )在免疫致敏尤其是高敏受者肾脏移

植中的临床意义
。

【方法 ) 对 47 例致敏受者采用酶联免疫吸附法 ( E LI s A )检测体内预存的群体反应性抗体
一

飞G

>i( R A
一

I g G ) 的水平及特异性
; 采用一步法单克隆抗体技术和微量序列特异性引物聚合酶链反应 ( iM

c or
一

P c R
一

ss P )

技术进行 HL A I 类和 11 类分型
。

[结果】47 例致敏受者的 P R A
一

I解 水平为 8
.

3 %
一

%
.

4 %
,

平均为 38
.

8 %
,

供

受者间按传统的 H L A 抗原错配 ( M M )原则
,

o
一

l 错配 (M M )
、

2 M M 的患者分别为 5 例 ( 10
.

6 % )
、

9 例 ( 19
.

1% )
,

而

按 R e 。 M 的原则
,

o
一

1 M M
、

2 M M 患者分别提高到 2 2 例 (4 6
,

s % )
、

27 例 (3 6
.

2% ) ( 尸 < 0
.

0 0 1 )
;其中理A 〕 5 0 %

的 18 例高敏受者中
,

o
一

I M M 13 例 ( 72
.

2 % )
,

而 PR A < 5。% 的 2 9 例受者中
,

o
一

I M M g 例 (31 % )
,

两者间差异有

统计学意义 (尸
< O

,

0 01 )
; 47 致敏受者肾移植术后 3 个月内排斥反应的发生率为 35 %

,

在 18 例 P RA 〕 50 % 的高

敏受者中
,

仅有 4 例 (22
.

2 % )发生排斥反应
,

2 9 例 P R A < 5 0 % 的受者中
,

11 例 (37
.

9 % ) 发生排斥反应 ( 尸 >

。
.

05 )
.

【结论」H LA 氨基酸残基配型可显著提高供受者的相配率
,

良好的 H LA 配型对减少高敏受者肾移植的

排斥反应
、

提高移植物的存活率具有重要意义
。
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[ M e th o d S

」4 7 。 e n s i t i z e d r e e i p i e n t。
’

p r e e x i s t
-

i n g p a n e l r e a e ti v e a n t i b o dy Ig G ( p RA
一

Ig G ) w a s d e te e t e d b y e n z y m e d
一

l i n k e d i m m u n o s o r b e n t a s s a y

( E L IS A ) w i th aL m b d a A n ti g e n rT a y
.

D o n o r a n d r e e i p i e n t s H L A e l a s s 1 a n d 11 t y p i n g w a s p e

for mr
e d

b y o n e 一 s te P m o n o e l o n a l a n ti bo d y a n d m i e or p o l y m e ar s e e h a i n r e a e t i o n w i th s e q u e n e e 一 s p e e i if e p r i m e r s

( M i e r 。 一 P e R
一

s s P )
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[ R e s u z。。】 P R A
一

Ig G p o s i ti v 。 ar t。 i n 4 7 , e n s i ti z e d er e i p i e n t。 w a 。 b e tw e e 。 5 3%

一 9 6
.

4 % w i th a n a v e r a g e o f 3 8
.

8%
.

P a t i e n t s w i t h o
一

l
,

2 m i s m a t e h ( M M ) o f H L A
一

A
,

B
,

D R a n t i g e n

w e r e s ( 1 0
.

6 % )
、

9 ( 1 9
.

1% )
r e s p e e t i v e ly a e e o r d in g to t h e s ta n d a r d o f e o n v e n ti o n a l H L A a n t i g e n m a t C h

-

i n g
.

W h e r e a s p a ti e n t s w i t h o
一

l
,

2 m i s m a t e h o f H L A a m i n o a e i d r e s i d u e w e er 2 2 ( 4 6
.

8% )
、

1 7

( 3 6
.

1% )
r e s p e e t i v e l y b y th e r u l e o f H L A a m i on a e i d r e s i d u e m a t e h i n g a n d t h e e a s e s o f o

一

I M M in -

e r e a s e d 3 6
.

2 % ( p < 0
.

0 0 1 )
.

I n th e 1 8 h i g h l y s e n s i t i z e d ( p R A ) 5 0 % )
r e e i p i e n t s ,

p a t i e n t s w i th

O
一

I M M w e r e 13 ( 7 2
.

2 % )
,

w h e r e a s p a t i e n r s w i th o
一

I M M w e r e g ( 3 1% ) i n th e m i l d s e n s i t i z e d ( P R A <
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5 0 % ) re e i p i e n rs ,
r h e r e a r e s ig n i if e a n t d i ffe er n e e i n t h e tw o g or u p s ( p < 0

.

0 0 1 )
.

T h e
erj

e e r i o n r a te

w a s 3 5 % o f th e 4 7 s e n s i t i z e d p a t i e n t s i n 3 m o n t h s a ft e r r e n a l t r a n s p l a n t a t io n
.

I n th e 18 h i沙l y s e n s i
-

t i z e d p a t i e n t s ( p R A ) 5 0% )
,

4 ( 2 2
.

2% ) p a ti e n t s o e e u

err d r ej e e ri o n , a s a e o n t or l i n th e 2 9 m i l d s e n s i
-

t i z e d (P R A < 5 0% ) r e e i p i e n t s ,

1 1 ( 3 7
.

9% ) p a t i e n t 。 。 e e u r r e d
r

ej e e t i o n (尸 > 0
.

0 5 )
.

[ e o n e l u s i o n
] T h e

a l lo e a t i o n b a s e d o n H I A a m i n o a e i d er s i d u e m a t e h i n g s h o u l d r e s u lt i n a s ig n i if e a n t l y h i g h e r p e r e e n t
-

a g e o f w e l l
一

m a te h e d b e t w e e n d o n o r s a n d
r e e i p ie n t s

.

G o o d H L A m a te h i n g p l叮 s a n i m p o rt a n t or l e in r e d u e -

i n g t h e i n e id e n e e o f ejr
e e ti o n a n d im p or v i n g t h e s u vr iv a l o f g ar ft s in h i g h ly s e n s i t i z e d p a ti e n t s

.

K e y w o r d s : k i d n e y tar n s P l a n ta t i o n ; H L A a n t i g e n s ; h i s t o e o m p a ti b i l i t y t e s t i n g ; a m i n o a e id

r e s i d u e ; m a t e h in g

[ J S U N Y a t 一 s e n U n iv
( M e d S

e i )
,

2 0 0 4
,

2 5 ( l )
: 7 0

一
7 3 ]

人类 白细胞抗原 ( H L A ) 是介导肾脏移植排斥

的主要分子
,

H L A 免疫致敏
,

严重影响移植物的存

活率 川
。

我们通过术前检测受者群体反应抗体

( P R A )
,

准确了解其致敏程度和特异性
,

按照 aT ke
-

m o t。 和 T e r a s a k i l , ]
提 出 的 氨 基 酸 残 基 配 型

( H L A
一

R es M )原则
,

进行供受者配型
,

避开致敏抗体

所对应的 H L A 抗原
,

对致敏受者尤其是高敏受者

进行肾移植取得了良好的效果
。

1 材料与方 法

1
.

1 临床资料

1
.

1一 病历选择 2 0 0 1 年 一月至 20 0 3 年 l 月在

本院行 肾移植的致敏受者 4 7 例
,

男 20 例
,

女 27

例
,

年龄 2 4 ~ 6 6 岁
,

初次移植 4 0 例
,

再次移植 7

例
,

淋巴细胞毒试验均为阴性
,

P R A Ig G 水平 8
.

3 %

一 9 6
.

4 %

.

1
.

2 免疫抑制方案 受者术前行 l 一 2 次血浆

置换
,

术中滴人甲基泼尼松龙 ( M )P 5 00 m g 及静脉

注人赛尼派 ( z e n a p a x
) 5 0 m g

。

术后前 Z d 静滴 M P

5 0 0 m g
,

第 3 d 始改为口 服强的松 ( P r e d ) 3 0 m g / d
,

1月后 改为 20 m g / d
,

术后 M M F 用量为 1
.

0 一 2
.

0

g / d
,

C s A 按 5 m g / ( k g
·

d ) 口服
,

F K 5o 6 按 0
.

15

m g / ( k g
·

d) 口服
,

并根据移植肾功能恢复情况调

整激素
、

M M F
、

C s A 或 F K S O6 剂量
。

1
.

1
.

3 配型根据 T a k e m o to 和 T e ar s a k i rZ」
提出的

氨基酸残基配型原则进行供受者配型
。

方法

P R A 的检测 ( E IL s A 法 ) ①试剂 :
莱姆德

混合抗原板 ( L A T
一

M )
、

抗原板 ( LA T ) 购自美国
。 en

L a m b d a
公司

,

LA T 板包括 21 种 H L A
一

A 抗原
、

42 种

B抗原
、

13 种 e w 抗原
、

18 种 D R 抗原和 1 7 种 D Q

抗原
,

共包被 40 个孔
。

②方法 :
在包被了已知 H以

抗原的 eT ar s ak i 微板孔中分别加人 1 : 3 稀释的受

者血清或阳性对照血清 10 林L
,

加盖后室温孵育 1

h
,

甩干血清
,

缓冲液洗涤 2 次
。

每孔中加入 1 : 10 0

稀释的酶联抗人 Ig G 抗体 10 卜L
,

加盖后室温孵育

40 m in
,

洗涤同上
。

每孔加人 10 林 L 底物
,

37 ℃避光

孵育 10 一 1 5 m i n 。

每孔加人 5 协 L 中止液
,

z h 内在

B IO T E K 酶标仪读板
’ 2 ’ 。

1
.

2
.

2 H L A 分型 ①试剂 : H L A
一

I类单克隆抗体

分型板购自美国 o n 。 l a m db
a
公司

,

包括 A 座位 25

个
,

B 座位 4 2 个
。

H L A
一

11类抗原基因分型采用序列

特异性引物聚合酶链反应技术 ( P c R
一

s s )P
,

所需

H L A
一

D R B I
、

D R B 3
、

D R B 4
、

D R B S
、

D QB I 特异性序列

引物由美国 o n e
aL m b da 公 司合成

,

aT q 多聚酶购

自美国 P E 公司
,

D N A 抽提试剂盒购 自德国 QI A
-

c E N 公司
。

②方法
:

H L A
一

I类抗原检测
:
采用一步法

单克隆抗体技术
,

主要步骤包括
: A C D

一

B 抗凝血 10

m L
,

免疫磁珠分离淋巴细胞 * 调整悬液淋巴细胞

计数 ( 2 0 00 个 / m L ) 、 加人单抗板、 22
一

25 ℃孵

育 l h` 曙红染色
、

福尔马林固定 、 4 ℃ 冰箱放置

0
.

s h。 观察分析结果
。

③ H L A
一

11 类抗原检测
”̀ :

D N A 提取
:
取 5 00 林L 全血

,

先后加入 1 0 00 协L 裂

解液充分裂解红细胞 3 m hi
,

10 0 9 / L S D S 裂解白细

胞 3 m i n ,

使用 E D T A
一

N a e l 缓冲液调整 p H 值
,

5

m o l / L N a C I盐析杂蛋白 3 m i n ,

经酚氯仿 2 次抽提

10 m i n
再加人无水 乙醇析出 D N A

,

H e t o 一

D N A
一

M IN I

干燥离心机处理
,

加灭菌双蒸水 100
一

20 0 卜 L
,

并

用旋涡混匀器溶解 D N A
,

使用 p h a
mr

a e i a G e n e
Q

u a t

n 型紫外分光光度计测定模板 D N A 浓度和纯度
。

② D N A 扩增
:
每一扩增管中含有待测基因组 D N A

6 一 1 2 0 n g
,

入刃 酶 0
.

s u
,

d N T P ( d A”
、

d e T P
、

d竹 P
、

d G T P ) 6 0 p m o l
,

序列特异引物 ( s s P ) 2 p m o一
,

在
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P E
一

6 0 0 9机上进行P CR
,

预变性 94 ℃ 5 m in
,

变性

9 4 ℃ 3 0 秒
,

退火 6 5℃ 1 m i n ,

7 2℃延伸 1 m i n ,

共

30 次循环
。

在 巧 V / c m 条件下电泳 20 m in
,

经紫外

自动成像拍照结果
,

应用分析软件分析电泳带格

局
,

确定等位基因
。

1
.

3 统计学方法 采用统计软件 S A SS
.

1 进行数

据的统计处理
,

两组计数资料的比较用多分类列联

表概率分布检验方法
【4 ’ ,

检验水准 a = 0
.

05
。

2 结 果

2
,

1 肾移植受者 P R A 水平及特异性

本组 47 例患 者 P R A 8
.

3
一

9 6
.

4 %
,

平均为

38
.

8%
,

其中 18 例 P R A 〕 50 %
,

反映受者肾移植前

处于致敏状态
,

9 例同时具有抗 H LA
一

I 类和 n 类

抗体
,

27 例仅含有抗 H LA
一

I类抗体
,

11 例仅含有

H L A
一

n 类抗体
。

2
.

2 受者 H L A 配型结果

2
.

2
.

1 致敏受者的配型结果 由表 1可以看出
:

按 H L A
一

R e s M 原则可显著提高供受者的相配率
,

其中 o
一

1 M M 增加了 36
.

2%
,

两组差异在统计学有

意义 ( p 二 0
.

0 0 0 0 0 0 4 9 5 < 0
.

0 5 )
。

2
.

3 免疫致敏受者的肾移植效果

本组 47 例致敏受者中
,

3 个月内发生排斥反

应 巧 例
,

总排斥率为 31
.

9% ; 其中 3 例为超排
,

切

除移植肾恢复血透 ; 2 例为加速性排斥
,

予 M P +

O K 3T 后逆转
,

肾功能逐渐恢复正常; 10 例为急性

排斥
,

予 M P 后逆转
,

肾功能恢复正常
。

值得注意的

是
,

在 P R A 〕 50 % 的高敏受者 18 例中
,

只有 4 例

( 22
.

2 % ) 发生排斥反应
,

P R A < 50 % 的 29 例受者

中
,

11 例 ( 37
.

9 % )发生排斥反应
,

两者间无明显差

异 ( P > 0
.

0 5 )
。

除 3 例移植肾切除
,

余 44 例致敏受者随访至今
,

移植肾功能仍维持正常范围
,

其中 19 例已存活 1年

以上
,

最长存活已达 27 个月
,

最短存活已 3个月
。

3 讨 论

表 l

T a b!
e

4 7 例致敏受者按照两种方法配型结果比较

C
o m P a r i n g b

e t w e e n t w o m e t h o d s o f H L A m a t e h in 4 7

P a t ie n t s

R
e s

M
0 一 1 M M

A g M

2 M M 3 一
6 M M

0 一 1 M M

2 M M

3
一

6 M M

l 2

13

8

M M
: m i s m a t e h ;

犷
二 2 9

.

03 7
,

p 二 0
.

0 0 0 0 0 0 2 54

2
.

2
.

2 高敏受者 ( P R A妻 50 % )与低敏受者 ( P R A <

5 0 % ) 的配型结果 从表 2 可以发现高敏与低敏受

者组两组间匹配的差异有统计学意义 ( 尸
二 0

.

0 05 9

< 0
.

0 5 )
,

即高敏组 H L A
一

R es M 匹配程度高
。

表 2 高敏受者与低敏受者 H L A
一

R es M 结果 比较

aT b l
e 2 C

o m p a ir s o n o f H L A
一

R e s M i n t h
e two sor

u p s of t h
e h i hg

s e n s it i况 d a n d t h
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1 P R A 检测对筛选合适供者的重要意义

移植术前检测受者的 P R A 水平
,

能准确 了解

其致敏程度和抗体特异性
,

对选择能避开受者预致

敏抗体的供肾
,

有效避免不可逆的排斥反应
,

提高

移植肾的存活率具有重要意义
。

目前
,

检测 P R A 的方法主要有 3 种
: ①微量淋

巴细胞毒试验 ( c D C 法 ) ; ②流式细胞仪技术 ; ③

E IL S A 法
。

传统的 C D C 法 由于无法检测 H L A
一

11类

Ig G 抗体和非补体结合性抗体
,

同时又容易受到与

排斥反应无关的 Ig M 型抗体和用于抗排斥治疗的

单克隆抗体 ( O K T 3) 或抗胸腺球蛋白 ( A T G ) 的干

扰
,

容易 出现假 阳性和假 阴性 的结果
。

此外

C D C
一

P R A 检测需要活的淋巴细胞
,

运输和保存非

常不便
,

不利于在临床器官移植中推广应用
。

而

E IL S A 法可特异性检 测与器官移植密切 相关 的

H L A
一

I类和 n 类 Ig G 抗体而不受其他抗体的干扰
,

因而能够准确判断受者的预致敏状态和分辨出抗

体特异性
。

而且方法稳定
,

可重复性好
,

不需要活 的

淋巴细胞
,

敏感度高
,

结果准确
,

操作方便
,

值得临

床推广应用
’ 5’ 。

3
.

2 H L A 氨基酸残基配型 ( eR
s M ) 可提高供受

者 H L A 的相配率

人类白细胞抗原 ( H L A ) 是 目前所知的最高度

多态性的遗传系统
,

要在无关人群中找到两个

H LA 表现型完全相同的个体的概率非常低
,

因此

要为肾移植受者
,

尤其是高敏受者找到 H LA 相合

的供肾非常困难
。

随着 H L A 配型技术的发展和交

一勺4八U
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等
.
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叉反应组配型 ( C R E G M )
、

氨基酸残基配型 ( R es

M ) 原则的制定
,

人们逐渐认识到 R e 。 M 在肾移植

配型中的作用
。

aT ke m ot o
等

`“ , 通过大宗高敏受者

( P R A > 5 0% )的病例分析表明
: A

、

B
、

D R 抗原错配

但氨基酸残基无错配的移植物 4 年存活率与 A
、

B
、

D R 抗原 0 错配的移植物完全相同
,

这些结果提示
,

在高敏受者 中采用 C R E G 配型或氨基酸残基配型

有助于避开抗体
,

提高供受者的相配率
,

改善致敏

受者肾移植的效果
。

本组 47 例受者按传统抗原配

型原则
,

其 0
一

I M M
、

Z M M 的相配率分别为 1 0
.

6 %
、

19
.

1%
,

而按 R e s M 的原则
,

则 O
一

M M
、

Z M M 相配率

分别提高到 4 6
.

8 %
、

36
.

1% ( 尸 < 0
.

0 01 )
,

其临床

意义显著
。

3
.

3 良好的 H L A
·

R es M 可改善致敏受者尤其是

高敏受者的移植效果

高致敏或高 P R A 受者术后超急排斥和急性排

斥发生率高
,

在早年的临床实践中
,

其超急排斥的

发生率可高达 10 0 %
,

尽管后来采用血桨置换和新

型强力免疫抑制剂
,

降低了超急排斥发生率
,

但急

性排斥发生率仍较高
,

是影响肾移植术后疗效最主

要的因素之一
。

因此
,

一些地区如美国采用计算机

全国联网
,

根据 H L A 配型合理分配供体
,

以便为高

P R A 受者找到 H L A 零错配的供体
,

增加其接受肾

移植的机会
`7 一 9 , 。 本组 P R A ) 5 0% 的 18 例高敏受

者 中
,

0
一

I M M 1 3 例 ( 7 2
.

2 % )
,

而 P R A < 5 0 % 的 2 9

例低敏受者 中
,

0
一

I M M g 例 ( 31 % )
。

结果前者只有 4

例 ( 2 2
.

2 % )发生排斥
,

而后者有 n 例 ( 37
.

9 % )发

生排斥
,

表明高度致敏并非移植禁忌征
,

只要严格

按照 H L A 配型原则
,

供者尽量避免受者体内预存

的 H L A 抗 体所对应的抗原
,

H LA
一

R es M 相配程度

越高
,

排斥发生率越低
,

甚至可达到非致敏受者相

同的移植效果
。
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·

简 讯
·

计亮年教授当选中科院院士

日前
,

中国科学院公布了 2 0 03 年新增院士名单
,

我校化学与化学工程学 院计亮年教授当选
。

学校有关部 门负责人向计亮年院士转达 了李

延保书记和黄达人校长对他的祝贺
。

计亮年教授 19 56 年毕业于山东大学化学系
,

毕业后 曾先后在北京大学和南京大学进修
,

后在核工业部
、

衡阳工学院和广东工业大学工作
。

19 75 年至今一直在中山大学工作
,

曾任化学与化学工程学院院长等职务
。

19 8 2 一 19 8 3 年在美国西北大学

F
.

aB osl
。 院士研究组 任访问学者

,

现任广东省化学会理事长
。

他 长期从事 配位化学及生物无机化学研究
,

取得 了突 出的学术成就
。

计教授系统

地研究 了钉等小分子配合物的组成
、

结构与 D N A 的作用及其机理
。

在合成大 量小分子配合物的基础上
,

用热力学
、

动力学及理论计算 ( D FT 法 )

等
,

总结 了这些配合物的不同组成
、

结构与 D N A 作用 的规律
。

计教授在具有酶功能的新型 配合物 的合成及金属模拟酶的结构
、

性能及应用的

研究方面取得 了显著成果
。

计亮年教授在配位化学和生物无机 化学领域 的国内外核心刊物共发表 3 58 篇论文
,

其中 2 36 篇论文被 S CI 收录
,

论

文至今被他人引用 8 0 0 多篇次
。

19 7 8 年获全国科学大会奖
,

19 9 3 年以来曾获省部级科技奖一等奖 2 项
,

二等奖 5 项
,

2 0 0 0 年获得中国发明专

利 3 项
。

在 国际 会议上作邀请报告共 20 次
,

近几年他 10 次担任国际生物无机化学会议的国际组织 委员会委员或国际顾问委员会委员等
,

在 国

际 3 种刊物和国内四 种刊物担任编委
、

争议论文国际评审小组成 员或国际顾 问委员会委员等职务
,

19 8 9 年起至今任英国皇家化学会 eF l lo w ,

多次主持中国 一 希腊
、

中国 一 瑞 士政府间国际合作项 目
,

在 国内组织过 3 次大型国际会议
,

并任秘 书长
。

计亮年教授曾计授过无机化学第十 门

课程
,

主编著作 3 部
。

计亮年教授 2 0 00 年被国务院授 予
“

全 国先进工作者
”
荣誉称号

,

2 0 01 年被国家科协授予
“

全 国优秀科技工作者
”
称号

。
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