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要"目的
!

通过小干扰
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技术抑制小鼠体内
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盒结合蛋白
'
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d76$'

$表达!探讨其在小鼠皮肤移

植后急性排斥反应中的作用及可能机制%方法
!

73<7

'

/

小鼠及
9(.7<

'

;

小鼠分别作为供体及受体!建立小

鼠皮肤急性排斥反应模型%受体随机分为
,

组!转染组术后
'

"

.N

经尾静脉注入
'--

#

H

d76$'$A"#23

慢病毒

质粒"

)D'(

$#对照组以同样方式每日注入同剂量慢病毒载体"

)D'(

$#磷酸盐缓冲液"

67e

$组"

)D'(

$注入同等

剂量
67e

%术后
.N

取标本及眼球血!观察移植物病理改变及生存率&移植物病理改变#采用实时荧光定量

69#

"

#5$69#

$及酶联免疫吸附测定"

[<4e3

$检测移植区及外周血白细胞介素
;

"

4<$;

$&干扰素
$

"

4Q2$

$

$及白

细胞介素
'-

"

4<$'-

$的表达水平%结果
!

转染组移植皮肤存活率较空白载体组及对照组有明显改善"

"

$

-+-(

$!呈轻度排斥反应#转染组外周血
4Q2$

$

及
4<$;

的水平较对照组及
67e

组明显下降"

"

$

-+-(

$!而
4<$'-

则显著增高"

"

$

-+-(

$%结论
!

抑制小鼠体内
d76$'

活性可通过调节局部细胞因子表达!从而延缓皮肤移植

后急性排斥反应对移植物的破坏%
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皮肤移植是治疗创伤*烧伤及其他因素所致皮肤

缺损的最佳治疗措施'理想的皮肤移植对创面愈合*

抑制创伤后感染*预防休克及改善愈后生活质量都是

至关重要的(

'

)

'在大面积皮损且自身皮瓣条件不理

想的患者治疗中异体皮肤移植起着不可或缺的作用#

但非实性器官移植术后急性排斥反应程度远强于实
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性器官#导致移植皮肤溶解#坏死或过早脱落#移植失

败(

*$,

)

'非特异性免疫抑制剂可一定程度延缓排斥反

应的进展#但会产生不良反应'因此减轻移植物排斥

甚至诱导特异性免疫耐受是本研究的方向'

d$

盒结

合蛋白
'

$

d76$'

&是内质网应激时未折叠蛋白反应

$

>6#

&的关键调节因子#其在胞质中经肌醇酶
'

$

4#['

&剪切激活#进入胞核参与细胞功能的调节(

%$;

)

'

最新研究报道#

d76$'

在调节机体免疫系统中也起着

重要的作用(

.$&

)

!$

'

&

d76$'

处于低表达状态是乙型肝

炎病毒持续复制的重要原因%$

*

&

d76$'

促进活性氧

簇副产物形成抑制树突状细胞对肿瘤抗原提呈及促

抗肿瘤淋巴细胞活化功能#促进免疫逃逸%$

,

&抑制小

肠上皮细胞内
d76$'

表达可诱发小鼠自发性肠炎'

而目前有关
d76$'

在移植后免疫调控方面#特别是在

异体组织移植方面尚无全面阐述'本研究通过体内转

染小鼠
d76$'$A"#23

慢病毒#探索其在小鼠皮肤移植

后急性排斥反应的作用及初步机制#现报道如下'

$

!

材料与方法

$+$

!

实验动物及主要试剂
!

雄性
73<7

"

/

$

h$*N

&

和
9(.7<

"

;

$

h$*M

&小鼠#

;

"

:

周龄#购买并饲养于

重庆医科大学实验动物中心
e6Q

实验室#常规喂养'

术后单笼饲养'本实验中所涉及动物操作与处置均

遵循重庆医科大学动物伦理委员会的要求进行'

d76$'$A"#23

慢病毒质粒交由英潍捷基$上海&

公司代为构建%白细胞介素
;

$

4<$;

&*干扰素
$

$

4Q2$

$

&及白细胞介素
'-

$

4<$'-

&酶联免疫吸附测定

$

[<4e3

&试剂盒购买于美国
#i=e

P

AG?!A

公司%

4<$

;

*

4Q2$

$

和
4<$'-

引物由上海生工生物有限公司合

成%

h[

染色试剂盒购买于武汉博士德生物工程有限

公司'

$+/

!

方法

$+/+$

!

建立小鼠皮肤移植急性排斥反应模型
!

参考

839Q3#<32[

等(

'-

)方法建立
73<7

"

/

到
9(.7<

"

;

受体小鼠皮肤移植急性排斥反应模型'采用
'-̀

水合氯醛对小鼠进行麻醉#于
9(.7<

"

;

背部选取移

植区域#消毒后剪去大小约
'/!X'/!

皮肤#形成创

面%取
73<7

"

/

小鼠背部相应大小皮肤组织#置于冷

生理盐水中修剪并清洗
,

次后#逆毛方向移植到

9(.7<

"

;

小鼠背部创面#四周间断缝合'凡士林及青

霉素浸润的纱布轻加压覆盖包扎#分笼喂养#

.N

后拆

除敷料'转染组$

A"$d76$'

#

)D'(

&于术后每日经尾静

脉注射
'--

#

H

A"$d76$'

慢病毒%对照组$

)D'(

&及磷

酸盐缓冲液$

67e

&组$

)D'(

&采用同样的方式注射相

同剂量的空白载体及
67e

'术后第
.

天各组分别取

移植皮肤及眼球血备检'移植皮肤出现
&-̀

以上表

皮失活表现视为排斥'

$+/+/

!

检测
d76$'

*

4<$;

*

4Q2$

$

和
4<$'-

的转录水

平表达
!

按
50"T1L

试剂盒说明书提取移植标本组织

#23

'

d76$'

上游引物
(U$̂ 3̂ 35̂ 595559955

93̂ 939$,U

#下游引物
(U$̂ 39955995 3̂ ^595

9939$,U

%

4<$;

上游引物
(U$33993̂ 535 995 5̂5

9993̂ 9$,U

#下游引物
(U$5̂ 59̂ 99395̂ ^33̂

3̂5 3̂$,U

%

4Q2$

$

上游引物
(U$9939̂ 9595595

5̂9539 5̂ $,U

#下游引物
(U$^̂ 9539 ^̂ ^955

5̂93959̂ $,U

%

4<$'-

上游引物
(U$95̂ 953 5̂ 5

5̂ 995̂ 95955$,U

#下游引物
(U$35̂ 5̂ ^ 5̂9

5̂ ^95̂ 395^̂ $,U

内参
)

$@/G"B

上游引物
(U$999

359 535 3̂̂ ^̂ 5539 9̂$,U

#下游引物
(U$555

335 5̂939̂ 939 3̂5 559$,U

'逆转录后行实时

荧光定量
69#

$

#5$69#

&#采用
aO@BG"G

P

CB?%+;*

图像分析软件行光密度值测定#目的片段与
)

$@/G"B

光

密度$

%3

&之比值作为目的片段
!#23

相对表达量'

$+/+'

!

[<4e3

检测血清
4<$;

*

4Q2$

$

和
4<$'-

表达

水平
!

按照
[<4e3

试剂盒说明书采用标准双抗夹心

细胞因子检测流程进行#

%(-B!

处读取
%3

值#绘制

标准曲线'

$+/+1

!

皮肤组织病理观察
!

移植后
.N

的皮肤组织

放入
'-̀

甲醛中固定
*%I

#常规脱水*二甲苯透明*石

蜡包埋*

%

#

!

厚切片*脱蜡*脱水*

h[

染色#光学显微

镜观察并做急性排斥评估'

$+'

!

统计学处理
!

采用
e6ee*'+-

统计学软件或

0̂@

)

I6@N60"A!(+-

进行单因素方差分析及制图#计

量资料以
F_B

表示#组间比较采用
5

检验#以
"

$

-+-(

为差异有统计学意义'

/

!

结
!!

果

/+$

!

生存率观察
!

术后
,

组小鼠未做其他特殊处

理#受体均在
'I

内复苏'每日观察记录移植皮肤存

活情况并更换敷料#绘制
]@

)

L@B$!?"?0

生存曲线$图

'

&'

A"$d76$'

组移植皮肤生存情况较对照组及
67e

组有明显的改善#中位生存时间
'%+.N

#高于其余两

组$

'-+*N

和
&+.N

&#差异有统计学意义$

"

$

-+-(

&'

/+/

!

病理切片观察
!

术后
.N

对照组及
67e

组移植

皮肤病理切片显示部分深层上皮组织坏死#以及引流

淋巴结大量炎症细胞浸润%然而
A"$d76$'

组则可见正

常上皮*皮下组织#以及较少量的炎症细胞浸润#见

图
*

'

/+'

!

各组移植皮肤内
d76$'

*

4<$;

*

4Q2$

$

和
4<$'-

的
!#23

表达水平
!

#5$69#

结果提示#

A"$d76$'

组
d76$'!#23

表达水平较其余两组明显下调$

"

$

-+-(

&'同时转染组外周血中促炎因子
4<$;

及
4Q2$

$

的转录活性低于其余两组$

"

$

-+-(

&#而
4<$'-

类抑

炎因子的表达水平则明显增高#与其余两组比较差异

有统计学意义$

"

$

-+-(

&#见图
,

'

+

';''

+
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图
'

!!

术后各组受体移植皮肤生存率

!!

注!

3

为对照组%

7

为
67e

组%

9

为
A"$d67$'

组

图
*

!!

术后第
.

天各组移植皮肤病理学改变

图
,

!!

#5$69#

检测移植皮肤中
d76$'

'

4Q2$

$

'

4<$;

及
4<$'-!#23

表达水平

图
%

!!

各组血清中
4Q2$

$

'

4<$;

及
4<$'-

表达水平

/+1

!

各组血清中
4<$;

*

4Q2$

$

和
4<$'-

的表达水平
!

转染组中血清
4<$;

及
4Q2$

$

的表达水平较对照组和

67e

组明显下降#而
4<$'-

的表达水平则较其余两组

有明显的上调#差异均有统计学意义$

"

$

-+-(

&#见

图
%

'

'

!

讨
!!

论

!!

临床实际工作中#异体皮肤移植主要应用于严重

创伤#特别是亟待植皮的严重烧伤(

''

)

'创面若不能及

时覆盖封闭#将进一步加重体内环境紊乱及内外源性

病原微生物侵入#进而诱发不可逆休克*顽固性感染

甚至多器官功能衰竭等并发症#导致病死率上升(

'*

)

'

而在大面积
'"(

度烧伤患者的临床诊治中#自体皮

源严重不足#目前最理想的办法是选择异体或者异种

皮源来暂时覆盖受损创面#等待自体供皮区反复切

取(

',

)

'但异源性皮源的植入则会触发机体免疫系统

对其产生排斥反应#异种移植皮肤的有效覆盖中位时

间仅有
'%N

#同种异体皮源中位时间也只有
*-N

#排

斥反应缩短自体供皮区切取窗口#增加患者围治疗期

风险(

'%

)

'使用非选择性免疫抑制剂有进一步加重患

者感染*菌群移位及休克的风险#故如何延长异体异

种皮源的创面存活时间#仍是目前皮肤移植领域的研

究重点(

'(

)

'

本研究发现#通过
A"$#23

技术抑制
d76$'

在

9(.7<

"

;

小鼠体内的表达#转染组其
73<7

"

/

来源移

植皮肤存活率得到了明显的改善#移植物结构完整性

基本正常#少量炎症细胞浸润#异体皮肤存活时间明

显延长#提示机体对其免疫排斥受到抑制'排斥反应

强度主要依靠活化
5

细胞亚群以及相关细胞因子的

分泌的调节#而细胞因子的表达及分布情况反映了局

部免疫反应的类型'

5I'

型免疫反应主要通过分泌

大量促炎因子如
4<$;

*

4Q2$

$

等#破坏局部组织结构

及微血管形成#导致移植皮肤缺血坏死(

';

)

'而
5I*

型免疫反应则分泌
4<$'-

*转化生长因子$

5̂ Q

&

$

)

等

抑炎因子#与免疫耐受密切相关(

'.

)

'本实验中#转染

组移植区及外周血中
4<$;

及
4Q2$

$

水平均较其余两

组有明显降低#而
4<$'-

则表达上调#提示下调体内

d76$'

活性可改变局部微环境中细胞因子分泌谱#改

变免疫反应类型#进而延缓自身免疫系统对移植皮肤

的破坏'但
d76$'

能否直接作用于效应
5I'

及
5I*

细胞分化及相关细胞因子分泌#进而诱导
5I'

"

5I*

免疫平衡向耐受方向偏移#还有待进一步的研究'笔

者的后续研究提示
d76$'

对细胞因子分泌的调控可

能与诱导外周血巨噬细胞极化关系密切'

综上所述#本实验通过研究
d76$'

活性对小鼠移

植皮肤存活率的作用#证实了下调
d76$'

活性可改变

局部细胞因子分泌谱#进而通过延缓移植皮肤结构完

整性改善异源性移植皮肤的存活时间#参与了诱导免
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疫耐受微环境的形成#但
d76$'

对
5I

细胞亚型分化

及细胞因子分泌的具体靶细胞及调节机制仍需深入

的研究和探索'
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