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目的
!

将外源蛋白
!$9G

修饰的供者胰岛移植于糖尿病小鼠肾包膜下#观察其治疗
0

型糖尿病的效果&

方法
!

采用
H87<>I

J*技术将嵌合蛋白
,K?!$9G

修饰于供者小鼠胰岛#流式细胞检测蛋白的表达%以近交系小鼠

3KG3

'

-

和
6E53G

'

L

分别为胰岛移植的供受者#进行同种小鼠胰岛移植#部分受者联合免疫抑制剂雷帕霉素
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MH*

"治疗#从手术当日开始应用
MH*
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/D.@
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;

"#连续治疗
0/

天&根据移植胰岛的不同及有无

联合
MH*

治疗将受者分为
E

组$!
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修饰组!
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组#
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治疗组!

!$9G?

MH*

组#
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修饰组!
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组#
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,K

修饰
PMH*

治疗组!

,K?MH*

组#

!O1/

"%!

E

"未修饰胰岛

组!

Q9A+<

组#

!O./

"&术后连续
1

天测定血糖#其后每周测定尿糖
1

次&若受者尿糖阳性并连续
.

天血糖
#

.E/

@
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'

#G

为移植排斥反应#尿糖阴性超过
0//

天为移植胰岛长期存活&结果
!

激光共聚焦显微镜观察生物素呈绿

色#

!$9G

蛋白呈红色表达于胰岛表面#胰岛细胞的平均生物素化效率为!

R/D2S/DR

"

T

#

!$9G

蛋白平均表达率为

!

2.DLS.D.

"

T

&

!$9G

组中
.2T

受者的移植胰岛获得长期存活#联合应用
MH*

之后!

!$9G?MH*

组"长期存活率

提高到
R.T

#两组间差异有显著统计学意义!

"

$

/D/E

"%

,K

组于术后
.E

天全部受者均发生排斥反应#移植胰岛

平均存活时间!

@+$%9"8('($A<'@+

#

*,J

"为!

0LS0DE

"天#联合应用
MH*

之后!

,K?MH*

组"

.0T

受者的移植胰岛

获得长期存活#但显著低于
!$9G?MH*

组的存活率!

"

$

/D/E

"&

Q9A+<

组于术后
..

天全部受者均发生排斥反应#

移植胰岛
*,J

为!

0FS0D5

"天&结论
!

表达
!$9G

嵌合蛋白的工程化胰岛移植于糖尿病小鼠并联合短程免疫抑

制剂治疗#有可能诱导移植胰岛长期存活#对
0

型糖尿病的治疗具有潜在的临床意义&

!关键词"
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蛋白%
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!$9G
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胰岛%
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移植免疫%
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糖尿病%
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型糖尿病小鼠的实验研究
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外源胰岛素补充和胰岛或胰腺移植是目前针对

0

型糖尿病最主要的治疗方法#但两者均有较大的

局限性&胰岛素即使能良好控制血糖水平#也不能

完全预防糖尿病相关并发症的发生%尽管应用了优

化的免疫抑制方案#同种胰岛和胰腺移植仍不能完

全免受移植排斥反应%长期应用免疫抑制剂还存在

毒副作用大及价格昂贵的问题&胰腺移植手术创伤

较大#围手术期并发症较多&因此#诱导同种胰岛移

植的免疫耐受#避免长期应用胰岛素和免疫抑制药

物#是有效治疗
0

型糖尿病的重要课题&

!$9

'

!$9G

是一对在免疫自稳*移植和肿瘤中发挥调节作用的

关键分子#两者相互作用产生凋亡信号#诱导
J

淋

巴细胞发生活化的细胞死亡!

$-<'('$<'7%?'%#"-+#

-+AA#+$<=

#

KQ6̀

"

+

0

,

&本课题采用一种新颖的外源

蛋白修饰技术---

H87<>I

J*

#作为基因治疗的一种

替代疗法#将
!$9G

嵌合蛋白直接修饰于供者胰岛#

观察其表达情况%通过建立小鼠胰岛移植模型#观察

工程化供者胰岛移植后的存活与功能情况#以及免

疫抑制剂雷帕霉素!
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:

$@

C
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#

MH*

"对它的影响&

材 料 和 方 法

试剂和器材
!

生物素!美国
H'+8-+

公司"#

,K?!$9G

嵌合蛋白和
,K

链霉亲和素蛋白!美国
K

:

7Q@@"%+

公

司"#自由酶!美国
M7-=+

公司"#

*̀>*

培养液*

MH*Q

0LF/

培养液*

H3,

溶液和胎牛血清!美国
VQ36\

公司"#

中性蛋白酶!美国
M7-=+

公司"#

"

型胶原酶和链脲菌素

,JZ

!美国
,'

;

@$

公司"#雷帕霉素!美国
G6

公司"#小鼠

单克隆荧光抗体!美国
3̀ 3'79-'+%-+

公司"$抗
,K?

KH6

*

*!GF?KH6

!抗
!$9G

抗体"和
$('#'%?!QJ6

%流式细

胞仪!

!K6,6$A'B"8

#美国
3̀

公司"#手术显微镜和

6JMLE//

激光共聚焦显微镜!德国
G+'-$

公司"#显微手

术器械!美国
K,,Q

公司"&

实验动物
!

近交系小鼠
3KG3

'

-

和
6E53G

'

L

分别为胰岛移植的供受者#均为
2

#

0.

周龄的雄性

小鼠#体重
0L

#

.E

;

&所有实验动物均购于美国

[$8A$%,

:

8$

;

"+?̀$̂A+

C

动物中心#饲养条件符合

,H!

标准&

实验方法

0

型糖尿病小鼠模型
!

6E53G

'

L

小鼠尾静脉单

次注射链脲菌素!

9<8+

:

<7a7<7-'%

#

,JZ

#

.//@

;

'

N

;

"诱

导
0

型糖尿病&

供者胰岛和脾脏细胞的制备
!

经胆总管向供者

3KG3

'

-

小鼠的胰腺灌注浓度为
/D1E@

;

'

@G

的自

由酶
.

#

1@G

#自由酶为胶原酶和嗜热菌蛋白酶的

混合物&切取胰腺于
15b

温箱孵育#经梯度离心法

获取胰岛#置于含
0/T

胎牛血清和抗生素的
MH*Q

0LF/

培养液中孵育过夜备用&同时手术切取同一

供者小鼠脾脏#置于
*̀>*

培养液中#研磨*吹打脾

脏组织并以
1/

!

@7A

'

G

尼龙网过滤%溶解红细胞#

制成单个脾脏细胞悬液#作为衡量蛋白修饰成功与

否的内参照#实现每一次修饰过程的质量控制&

供者胰岛和脾脏细胞的蛋白修饰
!

将生物素配

制成浓度为
E

!

@7A

'

G

的溶液#以每
E//

枚胰岛需

用
/DE@G

生物素溶液!每
0//c0/

L 个脾脏细胞需

要
0@G

生物素溶液"计算出所需生物素溶液的总

量#在室温中与胰岛!脾脏细胞"一起孵育使之生物

素化#再以每
E//

枚胰岛!每
0c0/

L 个脾脏细胞"需

要
.//%

;

,K?!$9G

或
E/%

;

,K

蛋白#将
,K?!$9G

或

,K

蛋白和胰岛于室温中!脾脏细胞于
Fb

中"孵育#

将蛋白修饰于胰岛!脾脏细胞"表面&以浓度为
/D5

@

;

'

@G

的中性蛋白酶!

'̀9

:

$9+

"将胰岛处理为单个

细胞#流式细胞术检测胰岛和脾脏细胞表面的生物

素和
,K?!$9G

蛋白表达&
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胰岛移植与分组
!

建立同种小鼠肾包膜下胰岛

移植模型#将
E//

枚供者胰岛移植于受者小鼠左侧

肾脏包膜下#部分受者联合
MH*

进行治疗&从手

术当日开始应用
MH*

!

/D.@

;

'

N

;

"#每日相同时间

腹腔注射
0

次#连续治疗
0/

天&根据移植胰岛的不

同及有无联合
MH*

治疗将受者分为
E

组$!

0

"

,K?

!$9G

修饰组!

!$9G

组#

!O11

"%!

.

"

,K?!$9G

修饰
P

MH*

治疗组!

!$9G?MH*

组#

!O10

"%!

1

"

,K

修饰组

!

,K

组#

!O.5

"%!

F

"

,K

修饰
PMH*

治疗组!

,K?

MH*

组#

!O1/

"%!

E

"未修饰胰岛组!

Q9A+<

组#

!O

./

"&术后连续
1

天测定血糖#其后每周测定尿糖
1

次&若受者尿糖阳性并连续
.

天血糖
#

.E/@

;

'

#G

为移植排斥反应#尿糖阴性超过
0//

天为移植胰岛

长期存活&

统计学处理
!

采用
,H,,01D/

软件进行计数资

料的
"

. 检验#

4$

:

A$%?*+'+8

生存分析&以双侧

#

O/D/E

为显著性检验水平#

"

$

/D/E

为差异有统

计学意义&

结
!!!

果

供者胰岛与脾脏细胞表达
A-/B

蛋白
!

激光共

聚焦显微镜显示
$('#'%?!QJ6

与胰岛表面的生物素

结合呈现绿色#

*!GF?KH6

与胰岛表面的
!$9G

结合

呈现红色!图
0

"&胰岛细胞的平均存活率为!

R0D5

SED.

"

T

#生物素化的平均效率为!

R/D2S/DR

"

T

#

!$9G

蛋白平均表达率为!

2.DLS.D.

"

T

!图
.

"&同

期质控脾脏细胞经
,K?!$9G

修饰后平均存活率为

!

R1D/SED.

"

T

#生物素化的平均效率为!

RRD.S

/DL

"

T

#

!$9G

蛋白平均表达率为!

RFDESFD1

"

T

&

图
!

!

激光共聚焦显微镜显示生物素和
A-/B

蛋白共表达于小鼠胰岛表面#

CDEF

$

A$

3

!

!

B-/()6#+2#6-.*$6)#/#6#

'1
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'
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$

K

$
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;
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3

$

*!GF?KH6-7%

U

"

;
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9"8]$-+7]'9A+<9=7̂ 98+#

%

6

$

G$9+8-7%]7-$A@'-8797-7

:C

9=7̂ 98+#$%#

;

8++%7(+8A$

::

'%

;

7%<=+9"8]$-+7]'9A+<D

图
D

!

流式细胞检测小鼠单个胰岛细胞表达生物素和
A-/B

嵌合蛋白

A$

3

D

!

%&

'

)(//$#+#25$#,$+-+"A-/B#+,<(/$+

3

.($/.(,6(..$+*$6(,(/,("5

1

2.#@6

1

,#*(,)

1

&9'%

;

,K?KH6$9$@$8N+8

#

02T %7?#+-78$<+#'9A+<99=7̂

:

79'<'(+

#

R0T B'7<'%$<+#'9A+<99=7̂

:

79'<'(+

#

20T !$9G

+%

;

'%++8+#'9A+<99=7̂

:

79'<'(+D

!!

不同治疗组移植胰岛的存活率
!

!$9G

组中

.2T

受者的移植胰岛获得长期存活#联合应用
MH*

之后!

!$9G?MH*

组"长期存活率提高至
R.T

#两组

间差异有统计学意义!

"

$

/D/E

"%

,K

组于术后
.E

天全部受者均发生排斥反应#移植胰岛平均存活时

间!

@+$%9"8('($A<'@+

#

*,J

"为!

0LS0DE

"天#联合

应用
MH*

之后!

,K?MH*

组"

.0T

受者的移植胰岛

获得长期存活#但仍显著低于
!$9G?MH*

组的存活

FF



!

顾晓#等
D

工程化同种胰岛移植治疗
0

型糖尿病小鼠的实验研究

率!

"

$

/D/E

"&

Q9A+<

组于术后
..

天全部受者均发

生排斥反应#移植胰岛
*,J

为!

0FS0D5

"天!图
1

"&

图
G

!

不同治疗组胰岛移植术后受者移植胰岛的存活情况

A$

3

G

!

H/.(,/0):$:-.)-,(-2,()$/.(,,)-+/

'

.-+,-,$#+

@$,<"$22()(+,,)(-,*(+,/

讨
!!!

论

!$9G

在体内以
1

种不同的形式存在#膜结合型*

泡内型和可溶型#具有不同的免疫学功能#前两者具

有诱导凋亡的功能#而可溶型与膜结合型
!$9G

竞争

性结合
!$9

配体#发挥抗凋亡作用+

.

,

&通过淋巴细胞

表面
!$9

'

!$9G

的相互作用产生
KQ6̀

#诱导供者抗原

特异性淋巴细胞发生凋亡#有可能诱导和维持免疫耐

受&睾丸支持细胞因其表达
!$9G

而具有免疫保护功

能#

[$%

等+

1

,报道大鼠睾丸支持细胞与胰岛经微重力

共培养后形成结合体#移植于糖尿病大鼠肾包膜下#

术后
L/

天时有超过
R/T

的胰岛存活并发挥正常功

能&该研究表明#

!$9G

对胰岛的免疫保护能够预防

移植排斥反应的发生#但这一方法需要获取供者支持

细胞和微重力培养系统&我们采用更为简便高效的

外源蛋白修饰技术!

H87<>I

J*

"#将
!$9G

直接表达于胰

岛表面#进行免疫调节#诱导供者胰岛的长期存活&

这一技术通过制备链霉菌素嵌合的
!$9G

蛋白#根据

链霉菌素能与生物素!

3'7<'%

"紧密链接的原理#将生

物素标记于靶细胞#链霉菌素嵌合的
!$9G

蛋白将与

生物素链接后表达于胰岛+

F

,

&这一技术有可能替代

转基因技术#因其克服了当今转基因技术仍存在的某

些不足+

E

,

#如$基因表达效率较低%机体对基因转染系

统的载体具有免疫反应性%病毒载体对机体具有一定

的危险性%此外费用高和耗时长#不易在临床推广

应用&

以往报道的外源蛋白修饰技术仅限于体外实

验#目的蛋白表达于靶细胞时间短#可能与蛋白和细

胞膜间的化学作用较弱有关%有的方法过于繁琐或

干扰蛋白的功能+

Ld5

,

&本研究所用的
H87<>I

J*技术

利用生物素与亲和素之间的非共价性高亲合力将目

的蛋白结合于靶细胞#从处理靶细胞至完成蛋白修

饰所需时间
$

.=

#靶细胞存活率高#目的蛋白表达

效率高#在体内
!$9G

嵌合蛋白表达于靶细胞的半衰

期
%

1DE

天+

E

,

&我们通过荧光染色显示目的蛋白

!$9G

表达于胰岛表面#流式细胞检测显示胰岛和脾

脏细胞表达
!$9G

蛋白效率高且重复性良好&因将

胰岛处理成单个细胞标记荧光抗体后方能通过流式

细胞检测其蛋白表达#难以在胰岛移植之前了解其

蛋白修饰效果#因此以同期脾脏细胞蛋白修饰作为

质量控制#间接表明
!$9G

蛋白在胰岛的表达&有研

究表明+

2

,

#通过转基因技术能够使供者抗原提呈细

胞中等程度表达
!$9G

#注入受者体内后#由于金属

蛋白酶的裂解作用#

!$9G

表达减弱#影响了供者细

胞的免疫调节作用#但本研究选择具有强效凋亡活

性的膜结合型
!$9G

#它缺乏金属蛋白酶的裂解位

点#直接修饰于供者胰岛表面#诱导移植胰岛在受者

体内的长期存活#这一免疫调节功能可能与所用

!$9G

的形式*移植供者胰岛的数量及其表达
!$9G

的数量有关&

体外实验已表明#游离
!$9G

嵌合蛋白和表达于

胰岛或脾脏细胞表面的
!$9G

嵌合蛋白均保存了诱

导凋亡的功能#与可溶性
!$9G

蛋白一样可以在体外

高效诱导淋巴细胞的凋亡+

F

,

&本研究将
E//

枚表达

!$9G

蛋白的工程化胰岛移植于受者肾包膜下#

.2T

受者体内的移植胰岛获得长期存活#明显高于未修

饰蛋白组和对照蛋白治疗组!

,K

组"%联合短程小剂

量使用
MH*

#各组胰岛长期存活比例均有显著增

高#

!$9G?MH*

组
R.T

受者的胰岛长期存活并发挥

正常功能#对
0

型糖尿病的治疗具有潜在的临床意

义&这一初步研究结果预示移植术后受者有可能获

得局部免疫耐受状态#避免长期使用免疫抑制剂产

生的严重毒副作用和经济负担&结合以往的相关研

究+

R

,

#我们认为其可能机制是通过移植表达
!$9G

的

供者胰岛对受者进行免疫调节#移植术后受者体内

产生同种反应性
J

淋巴细胞并使
!$9

表达上调#与

移植胰岛表面的
!$9G

相互作用#诱导同种反应性
J

细胞的凋亡#获得同种小鼠移植胰岛的长期存活&

X7A-"

等+

R

,将
!$9G

嵌合蛋白修饰的工程化供者脾

脏细胞在围手术期多次输注给大鼠心脏移植受者#

5/T

受者成功诱导了免疫耐受状态#其内在机制还

与诱导扩增了调节性
J

淋巴细胞!

J8+

;

"有关&

MH*

本身具有使
J8+

;

细胞选择性扩增的作用+

0/

,

#

我们的联合治疗方案使受者移植胰岛长期存活率明

显增高#可能与
!$9G

和
MH*

协同发挥作用诱导

J8+

;

细胞扩增有关#但如何优化
MH*

的剂量与疗

EF
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程#还有待进一步研究&

H87<>I

J*外源蛋白修饰技术简便高效#无需高

端设备#将
!$9G

嵌合蛋白修饰于供者胰岛#工程化

胰岛移植联合小剂量免疫抑制剂短程治疗能够诱导

移植胰岛长期存活#这一治疗策略具有潜在的临床

应用价值#但其内在机制尚需深入研究&
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