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外周血淋巴细胞 LFA-1水平与肝移植急性排斥的关系

傅宇阳 , 何晓顺 , 陈剑琳 , 陈规划 , 黄洁夫

(中山医科大学附属第一医院器官移植中心 , 广东 广州　510080)

摘　要:【目的】探讨大鼠原位肝脏移植(OLTx)后外周血淋巴细胞表面淋巴细胞功能相关抗原-1(LFA-1)与急性排斥的

关系。【方法】实验动物分为两组 ,非排斥对照组供体 、受体均为 SD大鼠 , 各 20 只 ,排斥组供体为Wistar 大鼠 , 受体为 SD大

鼠 ,各 20只 。受体大鼠分别于原位肝移植术前 1 天及术后第 1 、3 、5 、7 天从尾静脉采血 ,经免疫荧光抗体-流式细胞术检测淋

巴细胞表面 LFA-1 的表达。【结果】原位肝移植术后 ,受体大鼠外周血淋巴细胞 LFA-1 呈低水平表达 , 与术前相比差异具显

著性意义(P <0.01);受体大鼠发生急性排斥反应时 ,外周血淋巴细胞 LFA-1 水平显著增高 , 与对照组相比差异具显著性意

义(P <0.01)。【结论】检测外周血淋巴细胞 LFA-1 表达水平有助于移植肝脏急性排斥的诊断。
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Relationship Between the Expression of Lymphocyte Function

-associated Antigen-1 on Peripheral Lymphocytes and

Acute Rejection After Liver Transplantation
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(Organ T ransplantation Center , First A ffiliated Hospital , Sun Yat-sen

University of Medical Sciences , Guangzhou 510089 , China)

Abstract:【Objective】To investigate the relationship between the expression of lymphocyte funct ion-associ-

ated antigen-1 (LFA-1)on peripheral lymphocy tes and acute reject ion af ter o rthotopic liver t ransplantation

(OLTx)in rat.【Methods】Adult male rats were divided into 2 g roups.In the non-rejection group , 40 SD rats

w ere used as bo th dono rs and recipients.In the rejection group , 20 Wistar rats were used as donors and 20 SD

rats as recipients.Blood samples were collected through the tail vein 1 day befo re t ransplantation and on day s 1 、

3 、5 、7 af ter OLTx .The expression of LFA-1(CD11a)on peripheral lymphocytes was analyzed by using indirect

immunofluorescent marker-f low cy tometry.【Results】The expression level of LFA-1 on peripheral lymphocy tes

in recipient rats af ter orthotopic liver t ransplantation w as markedly low er than that before operation (P <

0.01);The expression level of LFA-1 on peripheral lymphocy tes in rats w ith acute liver rejection w as signifi-

cantly higher than that in the non-rejection group(P <0.01).【Conclusion】Moni toring the expression level of

LFA-1 on peripheral lymphocy tes may be helpful to the diagnosis of acute g raf t rejection.
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　　肝移植后急性排斥反应目前仍是困扰移植界

的难题之一 ,如何早期 、准确判断排斥反应是解决

这一难题的关键[ 1] 。近年来很多研究表明 ,细胞粘

附分子在肝急性排斥反应的发生 、发展过程中起到

非常重要的作用 。本实验以大鼠原位肝脏移植模

型为基础 ,应用流式细胞术检测受体鼠外周血淋巴
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细胞表面淋巴细胞功能相关抗原-1(LFA-1)的表

达 ,试图找出其表达水平与肝脏急性排斥反应的关

系。

1　材料和方法

1.1　主要材料

成年健康雄性 Wistar 大鼠 20 只 , Sprague-

Daw ley(SD)大鼠60只 ,体质量 200 ～ 250 g ,由中山

医科大学动物实验中心提供 。小鼠抗大鼠 LFA-1

单克隆抗体(CD11a)购自 Pharmingen公司 ,异硫氰

酸荧光素(FITC)标记的羊抗小鼠 IgG 购自 DAKO

公司 。流式细胞仪为美国 Coulter公司生产。

1.2　动物分组及模型制备

实验动物分为两组:①非排斥对照组:供体及

受体均为 SD 大鼠 , 各 20 只。 ②排斥组:供体为

Wistar大鼠 ,受体为 SD大鼠 ,各 20只。采用改进

的 Kamada 二袖套法大鼠原位肝脏移植模型 ,术前

禁食 12 h ,供肝热缺血时间为 0 min ,冷缺血时间

(56±3)min ,无肝期(17±3)min ,排除因手术失

败 、感染 、胆道并发症死亡者。排斥组大鼠术后从

第 3天起急性排斥反应加重 ,表现为:明显尿黄 ,耳

廓黄染 ,精神萎靡 ,反应迟钝 ,体质量持续下降 。

1.3　组织病理学检查

分别取正常肝组织及移植后第 1 、3 、5 、7 天肝

组织 ,固定于甲醛中 ,常规石蜡包埋切片 ,HE染色 ,

光镜下观察急性排斥反应并按 Kemnitz标准分级。

1.4　大鼠外周血淋巴细胞表面 LFA-1的检测

分别于移植术前 1天 、移植后第 1 、3 、5 、7天从

大鼠尾静脉无菌取血 ,常规肝素抗凝。抗凝血用淋

巴细胞分离液分离淋巴细胞 , PBS 液调整浓度 ,

1 400 g 离心 10 min ,弃上清液 ,PBS 液洗两次 ,细

胞计数为 10
6
个/mL 加入适当稀释的一抗 LFA-1 ,

轻轻吹打混匀 ,4 ℃孵育 30 min ,离心 ,弃上清液 ,

PBS 液洗两次 ,加入适当稀释的 FITC 标记的二

抗 ,轻轻吹打混匀 , 4 ℃孵育 30 min , PBS 液洗两

次 ,将细胞重悬于 PBS 液 ,上机检测 ,检测细胞数

为 5 000 ～ 15 000个。

1.5　统计分析　实验数据用  x ±s表示 ,采用 t检

验。

2　结　果

2.1　组织学检查病理

病理示移植术前及对照组大鼠无明显排斥反

应 ,排斥组移植术后第 1 ,3 , 5 ,7天分别无排斥反应

及轻 、中 、重度排斥反应(图 1 、图 2)。

图 1　肝脏轻度急性排斥反应病理形态改变

Fig.1　The pathological morphology of delicate

acute liver rejection(HE×40)

图 2　肝脏重度急性排斥反应病理形态改变

Fig.2　The pathological morphology of severe

acute liver rejection(HE×40)

2.2　外周血淋巴细胞表面 LFA-1水平

大鼠原位肝脏移植后 ,外周血淋巴细胞表面

LFA-1水平显著下降 ,与术前相比差异具显著性意

义。排斥组外周血淋巴细胞表面 LFA-1水平明显

高于对照组 ,差异具显著性意义 ,排斥组大鼠从第

5天起 LFA-1水平骤然升高 ,但是与术前相比差异

无显著性意义(表 1)。

3　讨　论

淋巴细胞功能相关抗原-1(LFA-1)属于细胞粘

附分子中的整合素家族 ,其主要功能是介导白细胞

和内皮细胞之间的粘附 ,它通过与其配体细胞间粘

附分子-1(ICAM-1)结合而发挥效应。此外 , LFA-1

还是一种信号传导分子 ,为静止 T 淋巴细胞的活化

提供协同刺激信号[ 2] 。免疫组化显示[ 1] ,在正常肝
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表 1　外周血 LFA-1 阳性淋巴细胞百分数

Table 2　The percentage of LFA-1 positive rat peripheral blood lymphocy tes %

　Group Pre-operation
Post-operation

1 d 3 d 5 d 7 d

Non-rejection group 93.0±3.2 　 70.3±4.71) 　 45.7±4.51) 　 55.2±3.21) 　 57.2±4.11)

Rejection g roup 83.1±5.61), 2) 60.6±5.22) 93.1±2.52) 93.6±2.82)

　　1)Pre-operation vs Post-operation , P <0.01;2)Non-rejection group vs Rejection group , P <0.01

组织内 , LFA-1仅表达于 Kuffer细胞。当肝脏发生

急性排斥反应时 ,门管区及窦区 LFA-1阳性浸润

炎症细胞明显增多 ,尤以门管区显著 ,浸润的细胞

主要是淋巴细胞(记忆性 T 淋巴细胞和少量 B 淋

巴细胞)。本研究在大鼠原位肝移植模型基础上 ,

用流式细胞术检测了移植前 、移植后非排斥及排斥

情况下外周血淋巴细胞表面 LFA-1 的表达水平。

本实验观察到 , 正常外周血淋巴细胞表面即有

LFA-1表达 ,肝脏移植后外周血 LFA-1呈低水平

表达 ,与术前相比差异具显著性意义 ,其机理有待

于进一步探讨。排斥组大鼠从术后 3 天开始出现

较明显急性排斥反应症状(如精神不振 、耳廓黄染 、

胆汁减少等),病理检查显示有轻至中度排斥反应 ,

且随着移植后时间的增加而加重 ,从移植后第 5天

开始出现严重的急性排斥 ,非排斥组大鼠未表现排

斥症状 。流式细胞术检测结果亦显示排斥组外周

血淋巴细胞表面 LFA-1 表达水平显著升高 ,统计

学分析表明 ,与非排斥组相比其水平差异具显著性

意义 ,且随术后时间增长其差异愈加显著 。结合急

性排斥情况 ,可认为血中 LFA-1 表达变化在一定

程度上反映了移植术后排斥反应的严重程度 。研

究表明
[ 3 ～ 6]

,肝脏同种移植排斥反应由 T 淋巴细

胞介导 , 在排斥反应过程中 ,门管区可见 CD4 和

CD8亚群 。参与内皮粘附作用的主要细胞因子是

LFA-1和 ICAM-1。急性排斥时 ,淋巴细胞通过其

表面的 LFA-1与 ICAM-1 结合 ,粘附到内皮细胞

上 ,造成血管广泛性内皮炎;淋巴细胞进而穿过内

皮攻击肝细胞 ,造成肝细胞变性坏死 ,肝功能损伤。

本研究证明肝移植动物外周血淋巴细胞 LFA-1表

达水平增高 ,与上述观点相符 。

作者首次在肝移植领域 ,采用流式细胞术动态

监测外周血淋巴细胞 LFA-1的表达水平 ,此方法

简便易行 、迅速 、可定量分析 ,且为无创性的检测手

段 ,可在一定程度上反映急性排斥反应的发生及程

度。
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