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苏木对同种异位心脏移植大鼠心肌穿孔素3?@A
表达的影响!

周亚滨 姚凤祯 韩佳瑞 杨 焱 张春芳 石月平

摘要 目的：观察苏木（B.CC.;D77E）对同种异位心脏移植大鼠心肌穿孔素（C’FG7F4;，H-H）3?@A表达

的影响。方法：以D4I<.F大鼠为供体，以BJ大鼠为受体，建立腹腔异位心脏移植模型，以?&2HK?法检测苏

木对穿孔素3?@A表达的影响。结果：苏木可明显降低穿孔素3?@A的表达，并能明显减轻病理形态学及

心肌细胞超微结构的损伤。结论：苏木有明显的抗免疫排斥作用，可能是通过降低穿孔素3?@A的表达而

发挥免疫抑制的作用。
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近年来的研究表明，急性排斥反应的机制主要是

细胞免疫引起的免疫损伤，穿孔素和颗粒酶是主要的

效应分子〔#〕。我们在大鼠同种异位心脏移植模型中，

应用苏木进行抗排斥治疗，观察了苏木对移植心脏穿

孔素3?@A表达的影响，现报告如下。

材料与方法

# 实验动物 D4I<.F大鼠、雄性，#*""!""Q，

#0"#X周龄，BJ大鼠、雄性，体重!"""!$"Q，!$"!*
周龄。均购自北京医科大学实验动物中心，在通风、温

度、湿度适宜的动物室内常规饲养。

! 实验用药 （#）环孢菌素A（KIA）：将新山地

明（瑞士山德士药厂生产，每粒含KIA!$3Q）溶于生理

盐水，稀释#3Q／3(浓度，%Y保存备用。（!）苏木水提

液的制备：苏木，购自黑龙江省药材公司，产地云南，经

生药鉴定。浸泡#6后，水煎,次，每次%"34;，煎液混

合后水浴0"Y浓缩成#Z+$Q／3(浓度，%Y保存备用。

, 实验试剂 （#）&F457(?’Q’;<（#$$X*)"!*）：

[\]KN公司出品。（!）焦碳酸二乙酯（E4’<69(C9F7>.F2
:7;.<’，J1HK）：美国B4Q3.公司出品。

% 引 物 （#）穿 孔 素：上 游 引 物$&[K&AK
AK&[KKAK&K[[&KA,，下游引物$[KA&[K
&K&[&[[A[K&[&&A,；（!）#2.><4;：上游引物$
[KKA&KK&[K[&K&[[AKK&[,，下游引物$
KA&&&[K[[&[KAK[A&[[A[,。

$ 主要仪器 B̂ H2#]型双人双目手术显微镜：

上海光学仪器厂；A__1[?A!#?型低温高速离心机：

]1K‘aA@公司出品；H&K2#%"、H&K2#""&aHK?仪：

]1K‘aA@公司出品。

* 模型的制备 将供体心脏的主动脉和肺动脉，

分别与受体腹主动脉和腹腔静脉端在双人双目显微镜

下吻合，复制成大鼠异位全心移植模型。
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! 实验分组及处理 将术后清醒（约"#）能站

立，移植心跳有力（"$#内供心不停跳）者，作为实验用

动物模型。将上述大鼠随机分成%组，每组&只。模

型组除正常喂养外，灌服同体积生理盐水。’()组于

手术后"$#后，灌服配制好的’()溶液，按$*+,／-,
给药。苏 木 组 于 术 后"$#后，灌 服 苏 木 水 提 液，按

.!/&,／-,给药。连续灌服..日后，分别处死动物。

0 标本的采集 实验期满，将动物经戊巴比妥钠

（.+,／-,）麻醉，常规固定、消毒、铺巾等处理。沿正中

线切开腹壁，剥离出下腔静脉，用无菌注射器抽取血液

约&+1，其中.+1用肝素抗凝，其余血样分装不同试管

后，$2保存备检。快速用.0*2、."#处理过的手术剪

〔*/.3二乙基焦磷酰胺（456’）水处理后〕剪取心肌

约$**+,左右，分别用液氮速冻、7!*2低温冰箱保

存备检和7!*2低温冰箱保存作为备份。余下心肌剪

取近心尖部迅速切成.8+9.8+9.8+的小组织块，

"/&3戊二醛固定，其余均用.*3甲醛固定。

: 穿孔素 +;<)半定量 计算目的;<)的

;=>6’;产物荧光强度与内参照基因;=>6’;产物荧

光强度的比值，即为目的;<)的相对表达量。

.* 统计学处理 多样本均数比较用!检验进

行方差分析，两两比较用"检验。

结 果

. 心肌组织穿孔素+;<)的;=>6’;结果 见

图.。;=>6’;产物琼脂糖电泳凝胶紫外灯下均可见

$?&@A片段，但各组电泳条带亮度有明显差异。

" 心肌穿孔素半定量结果 见表.。苏木组和

’()组与模型组比较差异有显著性（#!*/*&），但

’()的作用优于苏木（#!*/*&）。

% 病理形态学改变 模型组可见移植心脏完全

被腹腔组织包裹，看不到心脏搏动。心脏肿大、呈花斑

状，心室肌切面可见心脏壁增厚、松弛、部分区域呈灰

白色。低倍光镜下可见心肌细胞水肿较明显，并见有

片状出血和坏死。周围可见有大量炎性细胞浸润，少

量的心肌细胞纤维（见图")）。在高倍镜下，可见大量

的单个核细胞浸润，可见少量心肌纤维，部分心肌细胞

肿胀、空泡变性，可见有心肌溶解，纤维细胞增生和胶

质纤维化等改变（见图"B），同时可见血管扩张，心肌

细胞崩解成细颗粒。苏木组的心脏表面光滑红润、在

腹腔内无包裹现象，心跳搏动有力。低倍镜下整个病

变较轻，可见有弥漫性的炎细胞浸润，部分心肌细胞变

性，周围可见水肿（见图"’）。高倍镜下偶见心肌细胞

颗粒变性，并仍可见有横纹，间质见有少量单核、淋巴

图! 各组6C6;=>6’;结果

注：.为模型组，"为’()组，%为苏木组

表! 穿孔素+;<);=>6’;半定量结果 （"$D%）

组别 & +;<);=>6’;
模型 & "/"&D*/.?
’() & */0$D*/.$#$
苏木 & ./0*D*/.$#

注：与模型组比较，##!*/*&；与苏木组比较，$#!*/*&

细胞浸润，水肿较轻（见图"4）。’()组心脏表面光

滑、无包裹，心搏有力。低倍镜下可在内膜下层见有局

灶性炎细胞浸润，周围无明显水肿（见图"5）。高倍镜

下在心内膜下见有小灶状细胞浸润，外膜可有少量淋

巴细胞浸润，心肌细胞改变不明显（见图"C）。

$ 超微结构的改变 心肌透射电镜下，模型组可

见大量炎细胞，细胞核幼稚，主要为淋巴细胞、浆细胞、

粒细胞等，并可见间质出血，心肌细胞线粒体空泡变性

较明显，肌丝囊空泡变性，部分肌丝排列松散，断裂，润

盘发育较差。苏木组可见心肌细胞发育良好，间质可

见大量炎细胞，以淋巴细胞、浆细胞为多，线粒体结构

发育良好。血管内皮细胞中有大量吞饮泡和质状突

起。’()组可见较少量炎细胞，心肌纤维E线两端明

暗带较清楚，线粒体发育良好，未见紊状变性和断裂，

血管内皮细胞发育良好。

讨 论

穿孔素（6C6）作为一种蛋白质颗粒，主要存在于

细胞毒性=细胞（’=F）、自然杀伤细胞（<G）细胞胞

浆中。这两类细胞是心脏移植急性排斥反应的主要攻

击细胞，6C6是其主要杀伤机制。6C6可能主要通过

下列两种途径介导靶细胞溶解。（.）直接作用〔"〕：释放

出的6C6随即进入细胞间隙，对靶细胞进行致死性攻

击。对靶细胞攻击后的=8细胞仍完整无缺，经与裂

解的靶细胞分离后，又可继续攻击其它靶细胞。另外，

活化的=8细胞还可释放淋巴毒素（F=），后者可与靶
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图! 各组病理形态学改变

注：! 模型组低倍镜下可见心肌细胞水肿较明显，并见有片状出血和坏死。周围可见有大量炎细胞浸润，少量的心肌细胞纤维（"#$$）；% 模

型组在高倍镜下，可见大量的单个核细胞浸润，少量心肌纤维，部分心肌细胞肿胀、空泡变性（"&$$）；’ 苏木组低倍镜下整个病变较轻，可见有弥漫

性的炎细胞浸润，部分心肌细胞变性，周围可见水肿。( 苏木组高倍镜下偶见心肌细胞颗粒变性，并仍可见有横纹，间质见有少量单核、淋巴细胞浸

润，水肿较轻；) ’*!组低倍镜下可在内膜下层见有局灶性炎细胞浸润，周围无明显水肿；+ ’*!组高倍镜下在心内膜下见有小灶状细胞浸润，外

膜可有少量淋巴细胞浸润，心肌细胞改变不明显。

细胞表面相应受体结合，诱导靶细胞凋亡。（#）间接作

用：,+,还可作为-./、01!〔2〕等其它效应分子的通

道，帮助它们进入细胞内，使(3!裂解而致细胞凋

亡。当心脏移植后发生急性排斥反应时，’01被激

活、聚集，,+,表达水平明显升高，并在靶细胞接触部

位释放穿孔素颗粒，经过胞吐作用，使得单体,+,与

细胞外钙接触并发生聚合，并在脂质双层上形成离子

通道，当离子通道形成较多后，靶细胞将不能排出离子

和水份而导致靶细胞渗透性水肿与细胞裂解，从而形

成对靶细胞的“致死性打击”。纯化的穿孔形成蛋白可

用于实验性细胞裂解〔&〕。近年的研究表明，,+,可以

作为心脏移植急性排斥反应早期较敏感的指标。

从本研究的结果来看，未经任何处理的模型组心

肌组织，在44天时，其,+,的563!表达水平明显

增高，与同期的心肌病理形态学和超微结构的变化相

吻合。’*!可以明显抑制,+,的563!表达水平，

从而抑制急性排斥反应。苏木组的,+,的563!表

达水平明显低于模型组，但要较’*!组略高，表明苏

木可以抑制’01细胞,+,的表达，具有一定的抗免

疫排斥作用，但其作用较’*!为弱。本研究的结果尚

不能确定苏木的抑制作用是直接还是间接抑制’01
细胞中的,+,基因563!表达的。但可以看出中药

苏木具有较好的免疫抑制作用。
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