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遗传修饰方法在克服 Gal 表位介导的异种移植排斥反应中的应用

马映华郭礼和

(中国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所 上海 200031) 

器官供体不足是目前移植手术受到限制的一个

重要因素，作为解决这一问题的潜在途径，异种器官

移植日益受到重视。由于猪的娃振周期短和产仔率

高一一更重要的是器官和血管在结构(vascu latuτe) 、

大小和生理功能等方面与人相近等原因，它被认为

是首选器官供体[1] 。 然而，带血管的猪器官移植到

人体后会迅速被补体介导的损伤( complement-me­

diated injury)所排斥，这一发生在器官移植后数分

钟至数小时的过程称为超急排斥反应( hyperacute 

rejectionlHAR) 0 HAR 的病理变化包括组织间隙的

水肿、出血、弥散性血栓形成和组织缺血性坏死，移

植物最终被排除[2] 0 HAR 主要由两个因素所致:

(1)人血浆中的异种反应性天然抗体( xenoreactive 

natu:-al antibodies , XNAs)或 异种抗体( xenoanti­

协dies)与猪器官血管内皮细胞表面的糖基结构表位

结合引发人补体系统的激活 ; (2) 由于补体成分具有

种属特异性，猪器官血管内皮细胞表面的补体调节

因子 (complement regu!atory factors , CRFs) 不能有

效抑制人补体系统的活化[1-3] 。 现在已清楚这种

糖基结构为半乳糖 α(1 ， 3)半乳糖，也称Cal 表位

(Ga! epitope) ， XNAs 与它特异性的结合是 HAR 的

启动因素[3] 。 下面简要介绍 Gal 表位遗传修饰策略

在异种移植中的应用及其存在的问题。

一、 Gal 表位与异种排斥

1. Gal 表位和 XNAs

Gal 表位 [ Galα (l， 3)Gal]是 XNAs 识别的主要

靶抗原，由 α( 1 ， 3) 半乳糖基转移酶 [Galß ( 1 , 4 ) 

GlcNAcα(1 ， 3 )-ga!actosyltransferase ， α(1 ， 3) GT ] 在

高尔基体内将 UDP-半乳糖的糖基以 α(l， 3)键连接

到脂类或蛋白质上的 N-乙眈基乳糖肢的末端而形

成[2]0 Ga! 表位存在于很多种类的细菌、病毒和寄

生虫以及大多数哺乳动物细胞表面，但在人 、猿和旧

世界猴(Old 明Tcrld monkey) 中 ，由于 α(1， 3)GT基因

发生元义突变或移码突变失活而不表达这种糖基结

构[ 1.2.4 ] 。 作为对携带Galα(1， 3 ) Gal 糖基结构的胃

肠道菌群和其他致病原的免疫应答结果，人、猿和旧

世界猴的新生儿体内就产生了抗-Gal 表位的抗体

(XNAs) ，为这些灵长类预防疾病设置了第一道天然

屏障，但对异种移植却造成巨大麻烦。 据统计，抗­

Gal 表位的抗体约占人.鼠 XNAs 总量的 60% -

70% ，而在人-猪 XNAs中 ，抗-Ga! 抗体则占 80% -
90% [ 1.5 ] 。

2. XNAs 在异种排斥中的作用

人血清中的 XNAs 约占 Ig 总量的 1% ，达 50-

100 周/ml[6] ，包括 IgG、 IgM 和 IgA[2] 。 其中，抗­

Gal 表位的 IgM 被认为是启动 HAR 的关键因素。

IgM 与移植物细胞表面的 Ga! 表位结合，引发补体

系统的激活，在移植物内皮细胞膜上形成膜攻击复

合体(membrane-attack comp!ex , MAC)导致细胞解

体[7]。除参与 HAR 外，抗-Gal 表位的 XNAs在非

补体依赖性的延缓型异种移植排斥[ delayed 

xenograft rejection , DXR，或称急性血管性排斥

(acute vascu!ar r句ection ， A VR) ]中也具有重要作

用[3.7 ] 0 IgG类 XNA结合移植物细胞膜表面 Ga! 表

位后，其 Fc 可作为配体吸引具有 Fc 受体的单核细

胞、巨噬细胞和自然杀伤细胞(NK cell)等效应细胞

迁移到靶部位，通过称之为抗体依赖性细胞介导的

细胞毒作用 (antibody-dependent cell-mediated cyto­

toxicity , ADCC)途径裂解靶细胞[7] 。另外， XNAs还

可以通过激活内皮细胞或干扰内皮细胞功能等其他

途径启动 DXR[3] 。

3 . Gal 表位和 XNAs 在异种排斥中重要性的证

明

Gal 表位在异种排斥中的重要作用最初为糖类

竞争实验所证实，在这一实验中，只有含末端 α-半乳

糖残基的糖类能够抑制人 XNAs对猪内皮细胞的结

合[1.4 ] 0 Vaughan 等[8] 用 α (1， 3) GT cDNA 转染

cos 细胞(源于旧世界猴，因此不含 Gal 表位)可使

其被人血清介导的细胞毒作用裂解;而且，经 α(1，
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3)GT cDNA转染的 cos 细胞吸收过的人血清不再

具有结合猪内皮细胞的能力 。 α(1 ， 3)GT 基因敲除

(Gal kn∞kout ， Gal KO)小鼠的组织和细胞显著降

低了与人 XNAs 的结合并部分抑制了人补体系统的

激活。 在离体( exvivo )人血清 (6%)心脏灌注实验

中， Gal KO 心脏跳动在灌注 25 :t 4 分钟后降至最大

跳动值(即灌注初始时刻的跳动次数)的 20% ，但实

验全程(40 分钟)未低于最大值的 20% ;野生型心脏

则在灌注 16 士 2 分钟后即降到最大值的 20% 以下 。

这表明 Gal 表位的 KO 心脏部分地克服了 HAR。

这一系列实验明确显示了抗-Gal 表位的 XNAs 在

HAR 中的作用。

清除血清中的 XNAs 可阻止急性血管性排斥，

提示 DXR 的发生依赖于 XNAs 的存在。 另外，

Pearse 等[4 )把野生型小鼠心脏异位移植到含高滴度

抗-Gal 表位的 XNAs 的 GalKO 小鼠(与人相似一一

不表达 Gal 表位就会产生抗-Gal 表位的 XNAs)后 8

- 13 天即被排斥掉，组织学检查表明被排斥的心脏

内有大量淋巴细胞浸润一一包括巨噬细胞(80% -

90% )、NK 细胞(5% 一 10%)和 T细胞 ( 1 % - 5%) ，

这一现象具有 DXR 反应的特征。说明抗-Gal 表位

的 XNAs 对克服 HAR 之后的 DXR 的发生也起着

重要作用。 移植到含低滴度抗-Gal 表位的 XNAs

Gal KO小鼠的野生型心脏在活时间超过 90 天 ，提

示 DXR反应强度与抗-Gal 表位的 XNAs的滴度密

切相关。

二、 Gal 表位的遗传修饰

1.背景和现状

克服 HAR 是异种移植成功的关键步骤，实现

这一目标主要是干扰移植物受者和供者的排斥功能

而实现。 基于受者的策略主要抑制 HAR 发生的方

法包括 :(1)选择性或非选择性清除 XNAs; (2)静脉

寡糖灌注 ;(3)使用可溶性补体抑制因子或抗补体成

分抗体 ; (4)使用免疫抑制剂如环抱霉素 A、环磷酷

股等。 最近， Bracy 等[9)显示了分子嵌合体(molecu­

lar chimerism) 诱导受者 B 细胞免疫耐受的方法。

他们利用逆转录病毒将 α( 1 ,3)GT cDNA 导入 α(1，

3)GT基因敲除小鼠(与人相似一一不表达 Gal 表位

但产生抗-Gal 表位的 XNAs) 的骨髓。 这样，表达于

髓源细胞表面的 Gal 表位可诱导负责产成抗-Gal 表

位的 XNAs 的 B细胞耐受 ，最终停止产生抗-Gal 表

位的 XNAs。 但这些基于受者的策略所采用的办法

却加重了受者的治疗负担(therapeutic burden) ，导

致受者免疫力低下或是使受者失去天然的免疫屏障

保护作用(XNAs) ，使其容易被感染。 因此，目前的

研究更多的是关注于移植物供者的策略。

移植物被移植后，受者的补体过度激活是导致

HAR 的一个因素，针对这一方面目前已构建含人补

体调节因子(C盯s)一一包括衰变加速因予 (decay

accelerating factor , DAF , CD55) 、膜辅助因子蛋白

(membrane cofactor protein , MCP , CD46)和 CD59 的

转基因猪[10. 11 ) 0 CD46 和 CD55 可加速。/C5 转换

酶的衰变，CD59 可阻止膜攻击复合体(C5b-9) 的形

成。 猪.拂拂异种移植表明，移植物表达 CRFs 在很

大程度上(但不完全)克服了 HAR[7 )。上述实验均

旨在用 Gal 表位的遗传修饰，降低移植物上的 Gal

表位的表达，或抑制受者补体的过度激活都可降低

HAR 反应，这是一个研究热点。

2.α(l ， 3)GT 基因敲除

上文提到抗-Gal 表位的抗体占人-猪 XNAs 总

量的 80% - 90% ，因此消除 Gal 表位是克服异种排

斥最直接的办法。 合成 Gal 表位的 α(1 ， 3)GT(见

1. 1) 属 E 型膜蛋白，具有一个疏水跨膜锚定序列

(anchor sequence) ，锚定序列通过一个柔性躯干区

(stem region)连接较大的巳端催化结构域。 α(1， 3)

GT 在染色体上有一个基因位点，含 9 个外显子。

前 3 个外显子编码mRNA5二端非翻译区 (UTR) , 

后 6 个外显子为编码区，其中第 9 个外显子编码酶

的催化活性域。 外显子 5 和 6 通过选择性剪接( al­

temative splicing)产生 4 种同工型 (isoform)转录本，

具有不同长度的躯干区，但都有酶活性[ 12) 。

Tearle 等[ 1 )针对外显子 8 和 9 通过同源重组建

立了 α(1 ， 3)GT 基因敲除(Gal KO)小鼠。 Gal KO 

小鼠不表达 Gal 表位，体外(in vitro)实验证实，和野

生型对照相 比，与 Gal KO 小鼠脾细胞结合的人

XNAs 减少约 60% ，补体活化(以 C3c 沉积计)降低

30% - 50% 。 在离体( ex vivo)人血清心脏灌注实验

中，Gal KO 小鼠心脏也比野生型心脏存活时间长

(见1. 3) 。 上述结果表明了 Gal 表位在异种排斥中

的重要性，但同时也提示消除 Gal 表位并不能完全

克服异种排斥反应。 据认为这主要是人血浆中存在

抗非-Gal 表位的 XNAs，这些非抗-Gal 表位的 XNAs

在人-鼠，总 XNAs 中占 30% -40% [ 5 ) 。

3 . 转基因的方法和问题

(1) Gal 表位合成的酶学竞争抑制 一些糖

基转移酶和 α( 1 ， 3)GT 具有共同的糖基接受底物

一-N-乙酌基乳糖胶 ( N- Iac) ，它们可以和 α(1 ， 3)
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GT相互竞争底物从而抑制 Gal 表位的合成。 这些

糖基转移酶包括 α(2 ， 3)-唾液酸基转移酶[α(2 ， 3)­

sial yltransferase ， α(2 ， 3) Sf J 、 N-乙酌葡糖胶基转移

酶( N-acetylglu∞saminyltransferase 田， GnT Ill)和 α

(1， 2) 岩藻糖基转移酶 [α( 1 ， 2) fu∞syltransfease ， α 

(1 ， 2)FfJ等等。 其中对 α(1 ， 2)盯的研究最多，目

前已建立了 α(1， 2)Ff转基因鼠和转基因猪(13 ) 。 α

(l， 2)Ff把岩藻糖加到它与 α(1 ， 3)GT 的共同底物

N-lac 末端形成 H 抗原 [Fucα( 1 ， 2)Galβ ]一一即人

类 ABO血型系统的前体分子。 α(1 ， 2)FT转基因鼠

Gal 表位下降约 90% ，源自这种动物的组织或细胞

的人"鼠异种反应性显著降低，其心脏在人血清离体

灌注实验中存活的时间接近 Gal KO 小鼠心
脏[4 ， 1 3 ，叫 。

(2) Gal 表位的酶学裂解消除 α-半乳糖昔

酶(α-galactosida配)可裂解 Galα (1， 3 )Gal 连接寡糖

和末端半乳糖基的 α键。 体外实验和转基因动物实

验证实，表达 α-半乳糖昔酶的细胞或组织可降低与

人血清的反应性，但效果不如表达 α(1 ， 2)FT 和 α

(1 ， 3)GT 基因敲除明显[ 14) 。 共同表达 α，半乳糖昔

酶和 α(1， 2)FT则可进一步抑制 Gal 表位的表达。

(3)α(1 ， 3)GT 的反义基因抑制 我们实验

室通过显微注射把置于 CMV启动子下的猪 α(l， 3)

GT反义 cDNA 导人小鼠受精卵建立了转基因鼠。

与野生型对照相比，转基因鼠多种组织的分离细胞

与人血清 XNAs的结合降低 30% - 40% ，与补体的

结合(以C3c 沉积计)降低了 30% - 50%[1日，表明

利用反义基因抑制 α(l， 3)GT 的表达也是有效降低

Gal 表位介导的异种反应性的途径之一。

(4) 转基因方法存在的问题 上述各种通过

表达转基因消除 Gal 表位的方法都有其局限性，主

要存在下述问题:1)细胞表面糖基化模式改变导致

隐蔽抗原(crypt antigen)暴露，这些抗原可能会成为

异种排斥的新生诱因。例如，表达 α(1， 2)盯使在

正常情况下隐含的 Tn 和 Forssman 抗原暴露并使另

一个新抗原一-LewisY 的表达上调( 16 ) 。表达 α-半

乳糖昔酶和反义 α(1 ， 3)GT 则暴露了 N-lac一一这

也是导致新 XNAs 生成的潜在因素( 14 ) [这个问题也

存在于 α(1， 3)GT 基因敲除的动物 J o 2)上述各种

方法都只能部分地消除 Gal 表位。 鉴于抗-Gal 表位

的 XNAs在 DXR 中的重要作用(见1. 2 和1. 3) ，移

植物即使克服了 HAR，但是残留 的 Gal 表位的抗­

Gal 表位的 XNAs 仍有可能引发 DXR，导致移植物

在数天内被摧毁[4 ， 7 ) 。而且，在移植物 Gal 表位的

刺激下，受者动物体内抗-Gal 表位的刀'JAs表达量

会剧烈增加并产生高亲合力的 XNAs(尤其是

IgG)一一据认为这是慢性异种移植排斥( chronic 

xenograft rejection)的一个诱因[7 ， 17) 。

4 . 组合法

α(1 ， 3)GT基因敲除或表达 α(1， 2)盯等转基

因方法可以全部或部分地消除 Gal 表位这一主要靶

抗原，但是抗非-Gal 表位的 XNAs存在使得这些方

法并不能完全克服异种排斥反应。 表达补体调节因

子(C盯s)可以部分地抑制 HAR，但不能抑制非补

体依赖性 DXR 的发生。目前许多研究者把上述两

种方法结合起来一一即同时抑制供者器官 Gal 表位
的表达和受者补体系统的激活[5.10 ) 0 Cowan 等(10)

采用离体人血清心脏灌注实验发现，野生型心脏在

灌注 15 分钟后停止跳动;共表达 CD55/CD59 的心

脏灌注 60 分钟后仍保持有最大活力的 10% j 共表

达 CD55/CD59 !tα(1 ， 2)Ff的心脏以及表达 CD55/

CD59 的 GalKO 小鼠心脏则灌注全程都保持在最

大活力的 20% -30% 以上，组织学检查显示沉积于

这两种小鼠心脏内皮细胞表面的 IgM 、C3c 和 C9 显

著降低。作者认为这种组合法对心脏的保护作用是

因为Gal 表位表达下降导致 XNAs对血管内皮细胞

的结合减少，使随后的补体激活降低到能够被 CRFs

有效调控的水平。

三、问题和展望

随着对异种排斥机理认识的深入，人们有可能

应用遗传工程的办法克服不同阶段的排斥反应并最

终实现异种移植，这将不仅能够解决器官供体不足

的危机，而且在移植治疗领域具有广泛的应用前景。

但是对于异种移植中某些潜在的问题仍需认真评

估，例如，存在于猪基因组的内源性逆转录病毒(pig

endogenous retroviruses , PERV) 是否会伴随移植物
传给受者[2 ， 18) ?另外，通过遗传修饰抑制供者动物

Gal 表位表达的同时，是否会导致产生不含这种糖

基结构的病毒或其他病原体?这种病原体可逾越人

类在进化中获得的天然免疫屏障一一抗-Gal 表位的

XNAs，在理论上更容易对人类造成威胁[叫 。 此外，
在解决 Ga! 表位所引起的异种排斥反应之后，还要

必须解决供者血管内皮细胞激活和细胞介导的免疫

排斥反应。 这些问题得到解决，异种移植才能成为

临床应用的现实。

摘 要

本文介绍了 Ga! 表位和异种天然抗体在异种移
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植排斥中的作用，综述了目前针对 Gal 表位遗传修

饰在异种移植中的研究进展，并分析了这一策略存

在的问题及其可能的解决途径。
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I 细胞表位的确定

周洪

(上海第二医科大学上海市免疫研究所上海 200025 )

表位(epitope) 又称抗原决定簇 ， 是指免疫应答

中被特异的效应分子或 T、B 淋巴细胞识别的抗原

分子上的特定结构位点。根据识别主体的不同，表

位可以分为 B 细胞表位和 T 细胞表位两种。 B 细

胞表位指免疫球蛋白识别的特定部位 ; 由于抗体所

结合的常常是一段具有空间构象的蛋白质结构， B

细胞表位具有一定的空间结构依赖，因此常被称为

构象表位(∞nformation epitope) 0 T 细胞表位则是

指在特异性免疫应答中，抗原经抗原递呈细胞处理

后，由 MHC分子向 T 细胞表面抗原受体(TCR)递

呈的线性肤段。 T 淋巴细胞识别抗原递呈细胞递呈

的抗原肤分子后，在特异性免疫应答的启动和调节

中发挥重要的作用。在传染性疾病、自身免疫性疾

病、过敏性疾病和肿瘤的免疫治疗中 ，准确定位抗原

肤序列中的 T 细胞表位，将其进行修饰后用于调节

人体免疫应答，能够对疾病进行有效的特异性治疗。

因此，了解 T 淋巴细胞在免疫应答过程中对抗原特

定表位的识别就显得非常必要 ，本文将就此做一综

述。

一、 CD4+T 细胞表位和

CDS+T 细胞表位

T细胞对抗原的识别主要由 TCR 和 MHC-肤

之间的相互作用来完成[ I) ， TCR 所识别的是抗原递

呈细胞表面的 MHC分子及其递呈的线状短肤组成

的复合物。 其中 MHC 分子可以为 MHC 1 类或

MHC II 类分子 ， 虽然它们在结构上有诸多类似之

处，但在免疫识别过程中所起的作用却是不同

的[2): MHC 1 类分子主要提呈衍生于抗原提呈细

胞内部的抗原肤，这些 I 类分子和抗原肤的复合物

主要提呈给细胞毒性 T 细胞，在细胞表面的 CD8+

分子的协同之下被识别;而 MHC II 类分子主要递

呈从胞外环境中摄取的抗原，在 C凶+分子的协同

之下被 Th 识别。 因而 Tc 作为杀伤细胞主要识别

I类分子和抗原肤的复合物，而 Th 则识别 E 类分

子和抗原肤的复合物，主要辅助体液免疫应答、Th1

介导的细胞免疫应答和其他效应细胞的作用的发

挥。

cr鸿 + T 细胞和 CD8+T 细胞在功能上存在着

差异，它们所识别的表位在结构特性上也有所不

同[2)0 MHC 1 类分子向 CD8+细胞所递呈的抗原

肤存在于 α1 和 α2 结构域所形成的沟槽里面，通常

为 8 - 10 肤，最常见为 9 肤(与 MHC 分子结合最为

稳定)其抗原结合槽的两端呈封闭状态， N 端和 C

端分别与抗原肤的锚着位点相结合;而 MHC II 类

分子抗原结合槽的两端呈开放形式，与 MHC II 类
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