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［摘 要］ 目的：构建并鉴定一种肾移植术后抗体介导排斥反应（antibody⁃mediated rejection，AMR）的动物模型。方法：AMR
动物模型采用Wistar大鼠作为供体，SD大鼠作为受体。将Wistar大鼠背部皮肤移植至SD大鼠背部，构建同种异体大鼠皮肤移

植模型，分别在皮肤移植后 1、3、7、10、14、21、28、35 d取大鼠血清，采用流式细胞术检测供者特异性抗体（donor specific anti⁃
bodie，DSA）。在DSA最高时将供体肾脏移植至受体，构建同种异体大鼠肾移植AMR动物模型。分别于肾移植术后1~5 d收取

移植肾及血清标本，行常规病理染色、C4d免疫荧光染色，以及血清DSA检测。结果：大鼠受体的血清DSA在皮肤移植术后第

14天达到最高。相较于各对照组，AMR组大鼠移植肾出现显著的管周毛细血管炎和肾小球炎，免疫荧光示管周毛细血管C4d
沉积显著增多，血清DSA显著升高（P < 0.05），管周毛细血管炎、肾小球炎、C4d评分显著增高（P < 0.05）。结论：成功构建并鉴

定一种同种异体肾移植术后AMR的动物模型。该模型操作简便易行，稳定性和性价比较高，具有较高的推广价值。
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［Abstract］ Objective：The purpose of this resrarch is to build and identify the animal model of an antibody ⁃mediated rejection
（AMR）after kidney transplantation. Methods：In animal model of AMR，Wistar rats were used as donors and SD rats were used as the
receipients. To construct allograft rat skin graft model，the back skins of Wistar rats were transplanted to the back of SD rats. After skin
transplantation，serum was taken from rats at 1，3，7，10，14，21，28，and 35 days respectively，and donor specific antibodies（DSAs）of
serum were detected by flow cytometry. When DSAs reached the highest，the kidney of Wistar rats was transplanted to SD rats to build
AMR model of allogeneic rat kidney transplantation. Transplanted kidney and serum were collected 1 ⁃ 5 days after kidney
transplantation，and routine pathological staining，C4d immunofluorescence and serum DSAs detection were performed. Results：DSAs
of serum in recipients reached the peak after 14 days of skin transplantation. Compared with control group，transplanted kidney in
AMR group showed glomerulitis with a significant increase of peritubular capillaries（PTC），C4d deposition on peritubular capillaries，
and serum DSAs levels（P < 0.05）. Conclusion：An animal model of AMR after renal allograft transplantation was successfully
constructed and identified. This model is easy to operate，stable and cost⁃effective，and has high popularization value.
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由于患者术后生活质量的显著提高，肾移植被

认为是终末期肾病患者的最佳治疗方法之一［1］。肾

移植术后排斥反应是影响移植肾长期存活率的主

要因素［2-3］。根据免疫应答的机制，可将肾移植术后

排斥反应分为细胞免疫介导的排斥反应和抗体介导

的排斥反应（antibody⁃mediated rejection，AMR）［4］。既

往研究表明细胞免疫介导的排斥反应是肾移植术

后移植肾功能丢失的主要原因［5］。然而近年来，越

来越多的研究发现AMR亦与移植物功能丧失密切

相关［6］。目前对于AMR的作用及机制仍不清楚。

目前认为B淋巴细胞分化为浆细胞并产生供者

特异性抗体（donor specific antibodie，DSA），后者与

内皮细胞上的人类白细胞抗原（anti⁃human leuko⁃
cyte antigen，HLA）或非HLA分子结合造成内皮细胞

损伤是AMR的主要机制。相关研究报道，同种异体

抗体的最初攻击目标是供体的内皮细胞，这些抗体

称之为DSA或者反应性抗体［7-8］。当这些抗体与内

皮细胞的相应抗原结合时，会通过不同途径对内皮

细胞造成损伤，如经典补体途径、不依赖补体的抗

体介导的细胞毒性作用途径。

由于目前对肾移植术后AMR的机制及干预研

究尚需深入，因此建立AMR相关的方便而稳定的动

物模型具有重要意义。但国内外尚无AMR相关大

鼠模型构建和鉴定的报道，因此，本研究拟构建并

鉴定一种同种异体肾移植术后AMR动物模型。

1 材料和方法

1.1 材料

雄性Wistar 大鼠36只，体重180~200 g，雄性SD
大鼠 48只，体重 180~200 g（北京维通利华有限公

司），手术显微镜（镇江新天医疗器械有限公司），四

孔手术无影灯（江苏科凌医疗器械有限公司），显微

外科手术器械（上海金钟医疗器械有限公司），直

尺、记号笔、采血针、青霉素、2%的戊巴比妥钠、高渗

枸橼酸盐嘌呤溶液（上海输血技术有限公司），组织

C4d免疫荧光抗体（武汉塞维尔生物科技有限公

司），细胞计数板。

1.2 方法

1.2.1 同种异体大鼠皮肤移植模型的构建

将Wistar大鼠皮肤移植至SD大鼠，建立同种异

体大鼠皮肤移植模型（皮肤移植组），随后将皮肤供

者的肾脏移植于皮肤受者，建立同种异体大鼠肾移

植AMR模型（AMR组）。此外，将Wistar大鼠肾脏

移植于 SD大鼠，建立同种异体大鼠肾移植急排组

（肾移植组），并采用正常 SD大鼠左肾原位移植于

SD大鼠，建立假手术组。每组大鼠5例，Wistar 大鼠

用2%戊巴比妥钠0.3 mL/kg麻醉后，固定，背部剃毛

后用记号笔，直尺画 1.0 cm×1.0 cm的正方形，碘伏

消毒 3遍后取出皮肤并剔除多余的脂肪及其他组

织，置于预先配好的抗生素（青霉素80万U/mL）中，

转移至冰上等待移植。SD大鼠用戊巴比妥钠麻醉

后进行同样的操作，取出的皮肤丢弃，然后将Wistar
大鼠皮肤置于 SD大鼠的背部贴合缝合，消毒，包

扎。术后禁食8 h，不禁水。每天观察大鼠背部移植

皮瓣变化以及大鼠的活动状态。

1.2.2 同种异体大鼠肾移植AMR模型的构建

大鼠术前禁食 12 h，禁水 8 h，手术器械高压消

毒，铺无菌巾。供者Wistar大鼠戊巴比妥钠麻醉后

固定，碘伏消毒，沿腹中线做切口，拉钩，取无菌纱

布湿润包裹腹中胃肠等，充分暴露腹主动脉，下腔

静脉，左肾及肾动静脉，分离肾动静脉周围多余的

脂肪组织和包膜，然后分离输尿管。分离腹主动脉

上的一段约 1.5 cm，便于采血针灌注。结扎腹主动

脉上极，采血针连接注射器从腹主动脉进针灌注，

待肾脏颜色变成均匀土黄色后结束灌注。肾动静

脉靠近腹主动脉端切断，取出肾脏置于 4 ℃灌注液

中保存。

受者SD大鼠麻醉后固定，暴露后分离肾动静脉

周围多余组织，血管夹在腹主动脉端阻断血流，在

靠近受者近端切断肾动静脉，取出供肾进行血管缝

合，肾动脉行端端间断缝合，肾静脉行端端连续缝

合，输尿管行包埋式吻合，开放血流，观察移植肾的

颜色恢复。移植肾颜色恢复良好则手术成功，颜色

变深红色则提示存在血管吻合梗阻。确定手术成

功后分离对侧肾脏动静脉，并结扎对侧肾脏，离断

后取出，关腹，缝合消毒，包扎。术后12 h后开始进

食，不使用抗生素。肾移植术后第 1、2、3、4、5天分

别通过受者内眦静脉取血，各时间点大鼠处死后取

移植肾标本。

1.2.3 DSA检测

在无菌条件下提取正常Wistar大鼠脾脏淋巴细

胞并计数至 1×106个/mL。在室内用正常 SD大鼠血

清孵育脾脏淋巴细胞，在室温下孵育细胞 30 min，
PBS洗涤2遍后，在室温下用FITC标记的抗大鼠 IgG
抗体孵育 30 min，用 PBS洗涤 2遍后用流式细胞仪

分析细胞，流式分析软件Kaluza Analysis（贝克曼公

司，美国）分析结果，测定平均荧光强度（mean fluo⁃
rescence intensity，MFI），然后转换成等量可溶性荧
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图1 同种异体大鼠皮肤移植模型的鉴定

Figure 1 Identification of rat skin allograft models

光素分子（equivalent soluble fluorescent molecules，
MESF）评估DSA水平。

1.2.4 常规病理染色

大鼠肾移植术后第4天获取移植肾标本。处死

大鼠获得移植肾脏后，用福尔马林固定，石蜡包埋，

HE染色。尼康E100显微镜（尼康公司，日本）下观

察病理切片。AMR的特征：①病理特征：管周毛细

血管炎、小球炎；②管周毛细血管C4d的沉积；③血

清DSA升高，移植肾AMR的病理变化由具有肾脏病

理学经验的2位临床医生鉴定，根据2013 Banff评分

标准分别进行评估［9］。

1.2.5 组织间接免疫荧光染色检测

采用免疫荧光法，先将肾组织冷冻，石蜡包

埋。将冷冻切片与兔抗C4d［在磷酸盐缓冲液（phos⁃
phate buffer saline，PBS）中 1∶50稀释］室温孵育 30
min。 PBS洗涤4次，随后加入异硫氰酸荧光素（flu⁃
orescein isothiocyanate，FITC）标记的山羊抗兔 IgG。

C4d荧光面积用 Image⁃Pro Plus6.0（Media Cybernet⁃
ics图像技术公司，美国）评估。

1.3 统计学方法

采用 SPSS17.0. 0版本统计进行分析。数据为

计量资料，组间比较采用方差分析及两两比较，P ≤
0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

SD大鼠接受皮肤移植后，背部的移植皮肤皱

缩，变硬，至第 3天坏死面积超过 50%，提示出现明

显的皮肤移植排斥反应（图 1A）。检测受者体内血

清DSA的表达变化，结果表明在皮肤移植 3 d后血

清DSA水平显著高于术前水平（P < 0.05），并呈现

出显著的时间依赖性，在第 14天达到峰值，随后逐

渐降低（图1B）。
随后，选择血清DSA水平最高的第14天行同种

异体肾脏移植，将皮肤移植的供者左肾原位移植于

皮肤移植受者。与对照组相比，AMR组的移植肾组

织中出现显著的管周毛细血管炎和肾小球炎，同时

可见明显的中性粒细胞和单核细胞浸润（图 2A）。

参照Banff标准对各组移植肾形态进行评分，结果表

明，AMR组在小球炎、管周毛细血管炎及血管炎评

分均显著高于其他各组；此外，AMR组的移植肾组

织在肾小球炎、管周毛细血管炎及血管炎评分上均

呈现显著的时间依赖性，即随着移植时间延长，各

评分均出现显著升高（P < 0.05，图2B~D）。
接下来，对各组移植肾组织进行了C4d免疫荧

光染色，并检测了各组大鼠体内血清DSA水平。与

各对照组相比，AMR组大鼠移植肾组织中C4d沉积

在管周毛细血管区域明显增多（P < 0.05，图 3A，

B）。此外，AMR组中大鼠体内血清DSA值显著高于

对照组、皮肤移植组和肾移植组（P < 0.05，图 3C）。

结合上述结果，该同种异体大鼠肾移植AMR模型构

建成功。

3 讨 论

由于缺乏有效的防治措施，AMR对移植肾功能

的影响及相关机制逐渐受到关注。本研究构建并

鉴定了一种简便而稳定的同种异体肾移植AMR动

物模型，该方法不仅有利于肾移植术后AMR的体内

机制研究，更对研究AMR的防治措施及干预效果意

义重大。

目前国内外对同种异体大鼠肾移植AMR模型

的构建方法尚无定论。根据既往参考文献，构建该

模型的方法有两种：通过提取供体大鼠的淋巴细
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A：各组大鼠移植肾组织HE染色结果；B~D：各组大鼠移植肾Banff评分中肾小球炎（B）、管周毛细血管炎（C）及血管炎（D）的比较结果。

与对照组相比，*P < 0.05。
图2 同种异体大鼠肾移植AMR模型移植肾HE染色

Figure 2 HE staining of allograft kidney in AMR model of rat kidney transplantation
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胞，输注到受体进行预致敏，之后行同种异体大鼠

肾移植模型构建AMR模型；第二种为通过皮肤移植

进行预致敏，而后行同种异体大鼠肾移植构建大鼠

AMR动物模型。国内仅有黄耿文等［10-11］应用了输

血预致敏受者大鼠，后采用Brown⁃Norway大鼠左肾

原位移植于 Lewis大鼠，构建同种异体大鼠肾移植

AMR模型。然而，在该研究中，模型并未依据Banff

标准进行AMR的诊断，因此无法准确鉴定该模型的

成功构建。

本研究行皮肤移植构建皮肤移植模型时，取皮

瓣大小为 1.0 cm×1.0 cm，与既往研究的 2 cm×2 cm
或者 1.5 cm×1.5 cm相比［12-13］，在不影响模型构建的

情况下，缩短了皮肤移植时间，皮肤移植后大鼠的

生理状态更加稳定，感染率更低。大量研究结果表
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A：各组大鼠移植肾组织C4d免疫荧光染色结果（×200）；B：各组大鼠移植肾组织C4d免疫荧光强度的定量结果；C：各组大鼠体内血清DSA
水平变化。两组比较，*P < 0.05，**P < 0.001。

图3 同种异体大鼠肾移植AMR模型移植肾C4d免疫荧光染色和血清DSA结果

Figure 3 C4d fluorescence staining and serum DSA in AMR model of allogeneic rat kidney transplantation
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明，同种异体器官移植可引起机体复杂的免疫应答

过程，在无免疫抑制剂的情况下，通常导致免疫排

斥反应并使移植物皮肤坏死。本研究通过构建皮

肤移植排斥反应预致敏，构建容易、不违背伦理、可

重复性好，具有较好的推广价值。

参照已有模型构建方法，另外对同种异体大鼠

肾移植AMR模型进行了以下创新。首先，采用了

SD和Wistar大鼠构建该模型。在动物模型构建中

发现，相较于 SD和Wistar大鼠，Brown⁃Norway大鼠

和 Lewis大鼠不易获得，且单价远高于本实验的品

系。更重要的是，上述两种大鼠的血管变异较大，

尤其体现在肾动静脉的变异上。因此，使用Brown⁃
Norway大鼠和Lewis大鼠构建该模型不仅增加了实

验的成本，还显著增加了肾移植模型的手术难度，

进而影响模型的构建成功率。本研究采用 SD和

Wistar大鼠，不仅成功鉴定了该AMR模型，还保持

了较高的成功率和稳定性，因此更加易于推广。其

次，采用同种异体皮肤移植模型进行预致敏。相较

于输血预致敏的方法，该方法更加简便且易于操

作。在前期研究中已发现，在术后第14天大鼠体内

的血清DSA水平达到峰值，进而在该时间节点进行

同种异体大鼠肾移植可成功构建AMR动物模型。

该方法不仅大大减少了因输血带来的不良反应，而

且简单稳定，适用于更多移植中心及实验室。此

外，赵大强等［14］近期报道了小鼠AMR模型的构建及

鉴定方法。然而，小鼠肾移植模型的手术方法难度

非常大，对手术者的技巧和仪器设备的要求更高，

不利于AMR动物模型的广泛推广。因此，笔者构建

的同种异体大鼠肾移植AMR模型简单、稳定，且性

价比较高，具有很高的推广价值。

综上所述，在本研究成功构建并鉴定了一种同种

异体肾移植AMR模型，包括了动物模型，不仅为研究

者提供了体内AMR模型，而且上述模型操作简易，稳

定性和性价比较高，因此具有较高的推广价值。
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