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摘要

我國腎、肝、胰、心、肺移植及心肺同步移植，在亞洲器官移植領先其他亞

洲國家。目前接受移植的病患可能遭受急性排斥、與慢性排斥等反應，而必須終

生服用抗排斥藥物。移植耐受性之誘導（Induction of Transplantation Tolerance），
可以減緩急性排斥、與慢性排斥，進而減少服用抗排斥藥物。

器官捐贈尚未蔚成風氣，不少末期器官衰竭病人，在等待合適器官當中死

亡，所以器官短缺之情況非常嚴重。全球科學家在過去幾十年來，都在探討如何

使用動物之器官，作為人類異種移植之器官來源，以解決人類器官極端短缺之現

象。

於中華民國九十四年十月三十一日至九十五年十月二十九日，前往美國匹茲

堡大學 Thomas E. Starzl 移植中心（Thomas E. Starzl Transplantation Institute、
University of Pittsburgh Medical Center）進修，學習移植耐受性之誘導之最新發展

與研究方法，及學習異種器官移植之最新發展與研究方法。美國匹茲堡大學

Thomas E. Starzl 移植中心（Thomas E. Starzl Transplantation Institute、University of
Pittsburgh Medical Center），為世界最先進之器官移植中心，台灣許多移植醫學前

輩與新生代醫師，均前往進修。Thomas E. Starzl 移植中心最近三年又合併異種

移植生技公司 PPL USA，成立 Revivicor 生技公司，發展 Gal Knockout with TFPI
Transgenic Pigs，並且邀請 David K. C. Cooper, M.D., Ph.D., F.R.C.S.
（Xenotransplantation 雜誌主編）前來協助，已經成世界異種移植之研究重鎮，

對於移植耐受性之研究及異種移植之研究，均居世界領導地位。

進修期間，學習 In Vitro 實驗技術、運用學習的實驗技術進行 in vitro 實驗，

及學習 Large Animal 實驗技術、運用學習的 Large Animal 實驗技術進行 Induction
of Tolerance of by Spleen Transplantation 實驗、運用學習的 Large Animal 實驗技術

進行同時脾臟、腎臟移植(SLA full-dismatch)以誘發移植耐受性。參與及完成下列

論文：

（1）Tai HC, M Ezzelarab, H Hara, D Ayares2, DK Cooper. Progress in

xenotransplantation following the introduction of gene-knockout technology.
Transplant International 2007 Feb;20(2):107-17. (Review)。
（2）Tai HC, Campanile N, Ezzelarab M, Cooper DK, Phelps C. Measurement of

anti-CD154 monoclonal antibody in primate sera by competitive inhibition ELISA.
Xenotransplantation. 2006 Nov;13(6):566-70. (Brief Communication)。
（3）Tai HC, Zhu X, H Hara, Lin Y-J, Ezzelarab M, Long C, Ball S, Ayares D,

Cooper DKC. The pig-to-primate immune responses: relevance for
xenotransplantation. (submitted)。
（4）Hara H, Lin Y-J, Zhu X, Tai HC, Ezzelarab M, Balamarugan AN, Bottino R,

Cooper DKC. Successful induction of diabetes by zanosar streptozotocin in pigs.
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(submitted)。
（5）Rood PPM, Tai HC, Hara H, Long C, Ezzelarab M, Lin Y-J, Busch J, Ball S,

Ayares D, Wolf R, Manji R, Bailey L, Cooper DK. Development of anti-pig (anti-Gal
and anti-nongal) antibodies in infant baboons and human: implications for
xenotransplantation. (submitted)。
（6）Lin Y-J, Hara H, Tai HC, Long C. Yeh P, Cooper DK. Regulatory T Cells in

relation of the human anti-porcine mixed lymphocyte reaction: implications for
xenotransplantation. (submitted)。
（7）Tai HC, Hara H, Zhu X, Lin Y-J, Ezzelarab M, Long C, Cooper DK. Depletion
of passenger leukocytes in pigs by irradiation.（撰寫中）。
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本文

一、進修之目的

1、學習移植耐受性之誘導之最新發展與研究方法

2、學習異種器官移植之最新發展與研究方法

二、研究問題之重要性

1、我國腎、肝、胰、心、肺移植及心肺同步移植，在亞洲器官移植領先其他

亞洲國家。目前接受移植的病患可能遭受急性排斥、與慢性排斥等反應，

而必須終生服用抗排斥藥物。

2、移植耐受性之誘導（Induction of Transplantation Tolerance），可以減緩急性

排斥、與慢性排斥，進而減少服用抗排斥藥物。

3、此外，器官捐贈尚未蔚成風氣，不少末期器官衰竭病人，在等待合適器官

當中死亡，所以器官短缺之情況非常嚴重。全球科學家在過去幾十年來，

都在探討如何使用動物之器官，作為人類異種移植之器官來源，以解決人

類器官極端短缺之現象。

4、最近科學家以人類壞死加速因子(hDAF)基因進行基因轉殖豬之產製，並

由該基因轉殖豬器官移植給狒狒之前臨床實驗，證實異種心臟移植者可可

克服超急性排斥反應。2002 年底，有二家生技公司產製出 Gal 基因剔除

複製豬（cloned Gal-transferase knockout pig），也為克服超急性排斥，提供

一個方向。在跨越超急性排斥及急性排斥障礙之後，異種移植臨床應用之

日子，也越來越近。

5、大面積燒傷病人身上，由於殘餘可用皮膚不夠，許多科學家一直在尋找皮

膚替代品，以治療大面積燒傷傷口。如果在移植耐受性之誘導下，人類異

體移植可以延長存活時間，這將是燒傷治療的一大突破。此外，基因轉殖

豬豬皮的移植，如果可以取代人類異體皮膚，這將是燒傷治療的另一大突

破，可以造福大批重度燒傷患者。

6、美國匹茲堡大學 Thomas E. Starzl 移植中心（ Thomas E. Starzl
Transplantation Institute、University of Pittsburgh Medical Center），為世界

最先進之器官移植中心，台灣許多移植醫學前輩與新生代醫師，均前往進

修。Thomas E. Starzl 移植中心最近三年又合併異種移植生技公司 PPL
USA，成立 Revivicor 生技公司，發展 Gal Knockout with TFPI Transgenic
Pigs ， 並 且 邀 請 David K. C. Cooper, M.D., Ph.D., F.R.C.S.
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（Xenotransplantation 雜誌主編）前來協助，已經成世界異種移植之研究

重鎮，對於移植耐受性之研究及異種移植之研究，均居世界領導地位。

三、進修過程

Thomas Starzl Transplantation Institute 進修環境

Xenotransplantation 實驗室主持人 David K. C. Cooper, M.D., Ph.D.,
F.R.C.S.：為 Xenotransplantation 雜誌主編，他是李俊仁教授的好友。李俊
仁教授晚年一直致力於異種器官移植的研究。在幾次國際醫學會上（例如

World Congress of International Xenotransplantation Association），國內學者與

David K. C. Cooper 多所接觸。在李俊仁教授安排下，前往 Thomas Starzl
Transplantation Institute 之 Xenotransplantation 實驗室進修。

Chun-Jean Lee / David KC Cooper / Xenotransplantation

Xenotransplantation 實驗室 位於 Starzl Transplantation Institute (STI) of
University of Pittsburgh Medical Center （UPMC）內：美國匹茲堡大學
Thomas E. Starzl 移植中心（Thomas E. Starzl Transplantation Institute、
University of Pittsburgh Medical Center），為世界最先進之器官移植中心，台
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灣許多移植醫學前輩與新生代醫師，均前往進修。台大醫院曾經前往

University of Pittsburgh Medical Center （UPMC）進修的醫師有陳明庭教授，

曾經前往 Starzl Transplantation Institute (STI) 進修的醫師有李伯皇教授、賴

鴻緒教授、胡瑞恆副教授、何明志醫師、吳耀銘醫師、陳雲醫師。Thomas E.
Starzl 是世界肝臟移植先驅，於 2005 年獲得 President’s National Medal of 
Science 殊榮。

Transplant Pioneer Thomas Starzl To Receive
President's National Medal Of Science, 2005

Xenotransplantation 實驗室及 Starzl Transplantation Institute (STI)皆在

Thomas E. Starzl Biomedical Science Tower 研究大樓內：內有大動物開刀
房、Cell Transplantation 實驗室等。Thomas E. Starzl 移植中心合併異種移植

生技公司 PPL USA 所成立之 Revivicor 生技公司（發展 Gal Knockout with
TFPI Transgenic Pigs），在 Pittsburgh Technology Center 設有實驗室，從事異

種移植研究。
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Starzl Biomedical Science Tower / Revivicor (Blacksburg, VA)
Animal OR / Cell Transplant Lab

Xenotransplantation 實驗室同事：有日本、埃及 post-doctoral fellow、瑞士
resident、荷蘭 medical student 及美國 UP student、 technician，及台灣成大

醫院一般外科主治醫師林毅志醫師。

David Cooper Xenotransplantation Group
Starzl Transplantation Institute
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在 STI 學習的 In Vitro 實驗技術

分離、儲存、與解凍周邊血液單核球（Peripheral Blood Mononuclear Cell；
PBMC）技術：

Isolation & Storage of PBMC
• Load cell on Ficoll
• Spin out PBMC
• Wash out Ficoll
• Add 10%DMSO + 20%FBS
• Store in liquid nitrogen

Thaw of PBMC
• Warm up at 37ºC
• Wash out DMSO

以流式細胞分析儀測量 IgG & IgM 結合至 PBMC 的比率：

Binding of Pig IgG & IgM to
Human PBMC - FACS

• Inactivate pig sera
• Prepare human PBMC
• Load serum
• Load goat serum
• Add goat anti-pig IgG / IgM-

FITC Ab
• Run FACS : + PI
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使用Chromium-51進行Complement-dependent Cytotoxicity (CDCC)實驗：

Cytotoxicity Assay Using 51Cr
• Inactivate pig sera
• Prepare human PBMC
• Label human PBMC with 51Cr
• Load human PBMC, then pig serum
• Load rabbit Complement
• Harvest supernatant
• Read 51Cr by Gamma Counter

H3-thymidine 混合淋巴球培養反應(MLR)：

One-Way Mixed Lymphocyte
Responses (MLR)

• Thaw of stimulator PBMC
• Prepare responder PBMC
• Inactivate stimulator PBMC
• Mixed lymphocytes culture
• Day 4 : Add 3H -Thymidine
• Day 5 : Read 3H by Beta Counter
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運用 STI 學習的實驗技術進行 in vitro 實驗

THE IMMUNE RESPONSES OF PIGS TO
PRIMATES : RELEVANCE TO

XENOTRANSPLANTATION

1. Thomas E. Starzl Transplantation Institute,
University of Pittsburgh, Pittsburgh, PA, USA,

2. Revivicor, Inc., Blacksburg, VA, USA

H-C Tai1, X Zhu1, H Hara1, Y-J Lin1, M Ezzelarab1,
C Long1, S Ball2, D Ayares2, DKC Cooper1

目的：

(1)、檢驗 pig serum IgM & IgG 是否會和 human PBMC 結合，

進而造成 human PBMC 死亡。

(2)、檢驗 Pig PBMC 是否會促使 human PBMC 增生。

Materials

Serum and PBMC from
1. Out bred wild-type pigs (Wally Whippo is a normal

farm; WW-WT)
2. Revivicor wild-type pigs (RevWT)
3. Revivicor GT-KO pigs (RevGT-KO)

RevGT-KO pigs
• Derived by nuclear transfer

from RevWT
• Different primarily in the

absence of Gal epitopes

Nat Biotech (2002) 20:252-255
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實驗結果：

 pig IgM 會和 human PBMC 結合，進而造成 human PBMC 死亡。

 和 WT pig IgM 比較，GT-KO pig IgM 造成比較少 human PBMC 死亡。

 但是 pig IgG 不會和 human PBMC 結合，也不會造成 human PBMC 死亡。

Binding of Pig IgM/G and Cytotoxicity to Human PBMC

• Anti-human IgM antibodies in the sera of all pigs, and associated
with complement-dependent lysis of human PBMC

 Pig PBMC 會促使 human PBMC 增生。

 和 WT pig PBMC 比較，GT-KO pig PBMC 造成比較少 human PBMC 增生。

MLR of Pig PBMC against Human and Baboon PBMC

• WW-WT pig PBMC showed
a significantly greater
response against human or
baboon stimulator PBMC.

• The response of RevGT-KO
pig PBMC against human or
baboon stimulator PBMC
was low.
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比較 pig serum 和 human serum 的作用：

 human IgM & IgG 都會和 pig PBMC 結合。

 human IgM & IgG 和 WT pig PBMC 的結合，比和 GT-KO pig PBMC 的結
合強烈。

 human IgM 和 pig PBMC 的結合，比 pig IgM 會和 human PBMC 的結合強
烈。

Comparison of IgM / IgG Binding to PBMC
RevWT, RevGT-KO Pig vs Human

• High level of human IgM and IgG binding to RevWT PBMC : related
to the anti-Gal antibodies in human serum

• No difference in IgM binding between GT-KO pig and human serum

 human serum 造成 WT pig PBMC 的死亡，比造成 GT-KO pig PBMC 的死
亡，強烈多了。

Comparison of Serum Cytotoxicity to PBMC
RevWT, RevGT-KO pig vs Human

• No difference in cytotoxicity between GT-KO pig and human serum
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在 STI 學習的 Large Animal 實驗技術

建立豬腎臟移植(Life-supporting)實驗模式

Life-Supporting Kidney Transplantation / Animal Care

Life-Supporting Kidney Transplantation
•Orthotopic Kidney Transplantation, Right
•Ligation of ureter, Left

以超音波儀器觀察移植器官(腎臟)的血流

Pig kidney Transplantation
Recipient : Female, FK506 for 6 weeks
Donor : Male, Sibling, Non-irradiated

POD +6
POD +28 left hydronephrosis

POD +1 POD +41 & +49
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測量器官接受者血液 Creatinine 濃度：觀察移植腎臟的存活時間

Pig kidney Transplantation
Recipient : Female, FK506 for 6 weeks
Donor : Male, Sibling, Non-irradiated

測量 mixed chimerism 的比率：

(1)、器官捐贈者為 male，器官接受者為 female。
(2)、萃取器官接受者周邊血液血球之 DNA。

(3)、再以 Reat-Time PCR 測量 DNA 中 Y chromosome 的比率

DNA Purification by QIAGEN Kit
• Add QIAGEN Protease
• Add sample
• Add AL (Lysis) buffer
• Add ethanol
• Add AW1 (Washing) buffer
• Add AW2 (Washing) buffer
• Add AE (Elution) buffer
• Store in -20oC
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以流式細胞分析儀測量器官接受者周邊血液淋巴球的比率

T/B & CD4/CD8 Cell Count
by Flow Cytometry

• Whole blood
• Lyse RBC
• Add anti-CD3-FITC Ab,

anti-CD21/CD4/CD8-PE Ab
• Run FACS : + PI

以流式細胞分析儀測量器官接受者周邊血液淋巴球(CD4&CD8)的比率

T / B & CD4 / CD8 Cell Count by Flow Cytometry

CD21

CD3

CD4

CD3

CD8

CD3
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CFSE 混合淋巴球培養反應 (MLR)：測量豬腎臟移植中器官接受者

(responder)淋巴球(CD4&CD8)增生的比率

CFSE MLR to Check CD4 & CD8 Proliferation / Responder : P5906
Allo : Donor P6006 / Allo : Third Rev P8206
Spontaneous : MLR Medium / Auto : P5906

Allo:D

Spont

Allo:T

Auto

CFSE 混合淋巴球培養反應(MLR)：測量豬脾臟、腎臟移植中器官接受者

(responder)淋巴球(CD4&CD8)增生的比率

CFSE MLR of 5.5 Days culture (Pre Tx)
Orthotopic Spleen / Kidney Transplantation
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運用在 STI 學習的 Large Animal 實驗技術進行 Induction of

Tolerance of by Spleen Transplantation 實驗

David KC Cooper 脾臟移植以誘發移植耐受性之經驗

•The spleen is an organ with considerable hematopoietic progenitor cell
(HPC) activity.
•Successful spleen transplantation in rodents can result in specific
tolerance towards donor-matched organ allografts.

•The presence o f HPC chimerism alone in a full MHC-mismatched
donor-recipient combination may not always be sufficient to
induce tolerance to a subsequent donor-matched kidney allograft.

David KC Cooper 脾臟移植以誘發移植耐受性之經驗

•In 2 pigs tolerant to the spleen graft,
donor MHC-matched kidney grafts
survived for 4 and 7 months without
immunosuppression

•In 2 asplenic pigs, kidney grafts were
rejected on days 4 and 15

(DSH : Donor Specific Hyporesponse)
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目的：進行同時脾臟、腎臟移植以誘發移植耐受性

(We have not yet performed simultaneous Tx of the spleen and kidney, but we
hypothesize that tolerance to the kidney graft would be easier to achieve than when
kidney Tx is delayed.)

建立豬脾臟移植實驗模式

Orthotopic Spleen Tx in SLA-Mismatched Pig

POD +40 & +95OP 3/23/06 POD +7

進行同時脾臟、腎臟移植實驗

Orthotopic Spleen / Kidney Tx in SLA-Mismatched Pig

POD +40 & +54OP 7/12/06
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Mixed chimerism 實驗設計：

(1)、進行脾臟、腎臟移植。

(2)、器官捐贈者為 male，器官接受者為 female。
(3)、萃取器官接受者周邊血液血球之 DNA。

(4)、再以 Reat-Time PCR 測量 DNA 中 Y chromosome 的比率

Chimerism in Blood after Orthotopic
Spleen / Kidney Transplantation

Tx Type of pig irradiation Immunosuppresion Tx
Blood

transfusion

Kidney
W.W

brother none FK506 6wks (+)

Spleen Sinclair
Full mismatch

120cGy WBI
700cGy TI FK506 6wks (+)

Spleen
+

Kidney

Sinclair
Full mismatch

100cGy WBI
700cGy TI FK506 6wks (+)

(1)、接受脾臟移植者，可以達到 mixed macrcohimerism。

(2)、只有接受腎臟移植者，無法達到 mixed himerism。

Chimerism in Blood after Orthotopic
Spleen / Kidney Transplantation

Days Post spleen Tx

%
D

o
n

o
r

C
ells

□ Kidney Tx

○ Spleen Tx

△ Spleen Kidney Tx
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同時脾臟、腎臟移植(SLA full-dismatch)以誘發移植耐受性

實驗結果：

Creatinine of Pigs of Spleen / Kidney Tx
(SLA Full-Mismatch)

Wendy ( Spleen Tx 1Hr; 20wks) & Batch (Kidney Tx; 12wks) are still 1.1 mg/dl last week.

/ Irradiation

‧ Tolerance to the transplanted spleen was clearly achieved.
‧ It is not clear why chimerism should be slowly lost while the spleen graft remains

viable.
‧ We cannot completely rule out that the peroperative donor-specific red blood cell

transfusion participated in tolerance induction.

‧ Prolonged survival of the spleen graft were unable to conclusively demonstrate
tolerance to the kidney.
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進修心得

異種移植的進展 - GT 基因剔除豬產製成功後之研究

異種器官移植（xenotransplantation），是將一種生物的器官移植至另一種生

物身上的過程。從二十世紀初期起，就有醫師嘗試將動物的器官移植至人類，但

動物器官都沒有長久存活。1964 年，美國醫師 Reemtsma 報告了黑猩猩腎臟移植

至人類的經驗；同年，美國醫師 Starzl 報告了狒狒（baboon）腎臟移植至人類經

驗。1992 年至 1993 年，Starzl 醫師再進行了兩例狒狒肝臟移植至人類的手術，

此兩例肝臟各自存活了 70 天及 26 天 1,2。

異種移植後，最先見到的排斥反應是超急性排斥（hyperacute rejection），超

急性排斥是造成異種移植器官衰竭的主因。超急性排斥是非常快速的排斥過程，

是接受者體內的自然抗體（preformed natural antibody）和補體（complement），
共同沈著在異種器官的血管內皮上所致。自然抗體，和異種器官的血管內皮細胞

上的抗原結合後，會活化補體系統，進而活化異種器官的血管內皮細胞，引發一

連串複雜的排斥反應。在異種器官移植中，若器官接受者經過事先處置，使得超

急性排斥不發生，則另一類型排斥會在數日，甚至數週後才發生，這種排斥稱為

延遲性異種器官排斥（delayed xenograft rejection；DXR），或稱急性體液性異種

器官排斥（acute humoral xenograft rejection；AHXR），或稱急性血管性排斥（acute
vascular rejection）。超急性排斥中，血管內皮細胞並沒有足夠時間產生新的抗體，

但在延遲性異種器官排斥中，血管內皮細胞則有新的抗體產生。

豬在解剖構造及生理功能與人類極為近似，數量多，又無猿猴保育之問題，

可為人類異種器官最佳的來源。不過，豬器官移植至靈長類的異種移植中，豬器

官的存活率仍然受限於上述兩項排斥反應，一是移植後二十四小時內產生的超急

性排斥，另一是移植後數日至數週產生的延遲性排斥，這二項排斥反應的來源，

主要是來自於對抗Galα1,3Gal（Gal）抗原的抗體。而 anti-Gal 抗體的形成，一

部份是在豬器官移植前就存在靈長類體內的自然抗體（preformed natural
antibody），一部分是在豬器官移植後所誘發出來的抗體（elicited antibody）3,4,5,6。

靈長類體內的 anti-Gal 自然抗體和豬血管內皮細胞 Gal 抗原結合後，會活化

靈長類補體系統（Complement cascade），進而造成豬器官內小血管血栓

（Thrombosis）的形成，也造成豬血管內皮細胞的分離，與豬組織間隙出血與水

腫，最後造成豬細胞的損害 7,8,9。

hDAF 基因轉殖豬的異種移植進展

有幾項方法可以避免超急性排斥的產生，例如體外吸收抗體（extracorporeal
antibody immunoadsorption）的方法來除去 anti-Gal 自然抗體 10,11，或是將抑制人
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類補體活化的蛋白轉殖至豬血管內皮細胞上 12。

科學家產製了帶有人類基因的基因轉殖豬，這些基因轉殖豬可以在血管內皮

細胞膜表現出上補體抑制劑，例如人類衰變加速因子（human decay accelerating
factor；hDAF）；hDAF 可抑制人類補體 C3 的活化，因而抑制人類補體系統的活

化，以致可以減緩超急性排斥。由 hDAF 基因轉殖豬器官移植至狒狒之前臨床實

驗，證實異種心臟移植者可維持 30 天以上、異種腎臟移植者可超過 78 天，移植

之器官可克服超急性排斥反應。理想上，基因轉殖豬的血管內皮細胞上表現愈多

hDAF，則豬器官用於人類做器官移植的希望愈大。

豬器官移植至靈長類的超急性排斥被克服之後，原先存在的 anti-Gal 抗體，

或是 innate 免疫細胞，或是 T 細胞依賴性誘發抗體（elicited anti-pig antibody）都

可能引發急性體液性異種器官排斥（AHXR），造成豬器官衰竭 13,14。抑制 T 細

胞辨認 Costimulatory 路徑的免疫抑制劑，可以防止 T 細胞依賴性誘發抗體產生

的排斥反應。在豬血液先驅細胞（hematopoietic progenitor cell；HPC）移植至狒

狒的實驗中，併用 anti-CD154 單株抗體，mycophenolate mofetil 及

corticosteroids，顯示 anti-CD154 可有效抑制急性體液性異種器官排斥（AHXR）
的產生 15,16。在豬器官轉植至靈長類實驗中，anti-CD154 都有相似效果 17,18。

在使用有效的免疫抑制劑（例如 anti-CD154）來防止誘發抗體的產生時，

hDAF 基因轉殖豬的器官存活時間可以相對延長許多，但 hDAF 豬器官最後仍因

體液性排斥而衰竭，其中 innate 免疫細胞可能也有參與作用。若注射合成的 Gal
抗體，來吸收或去除受贈者體內的 anti-Gal 抗體，也可以延長豬器官存活時間，

然而此項抗排斥方法在臨床上的可行性很小 19,20,21。

GT 基因剔除豬的異種移植進展

2003 年後，galactosyltransferase（GT）基因剔除豬產製成功，使得豬器官移

植至非人類靈長類，可以獲得較長存活，並且受贈者接受較少的抗排斥免疫治療
22,23,24。此 GT 基因剔除豬的產製，需要有核轉移（nuclear transfer）/胚胎轉移

（embryo transfer）的動物複製技術 25,26,27,28，首先是在細胞階段將豬的

α1,3-galactosyltransferase 基因剔除，此豬細胞則不會產生 Gal 抗原，之後利用

核轉移/胚胎轉移的動物複製技術，將 GT 基因剔除豬細胞轉產製成 GT 基因剔除

豬，如此這頭 GT 基因剔除豬則不會表現出 Gal 抗原。

GT 基因剔除豬產製成功後，克服了 Gal 抗原所產生排斥問題，使得豬心臟

移植至狒狒的存活率可提高至兩個月至六個月 22,23，以及豬腎臟移植至狒狒的存

活率提高至 83 天 24。

雖然 GT 基因剔除技術的進步，使得 anti-Gal 抗體的障礙獲得解決，但是豬

器官在非人類靈長類存活的時間，仍然沒有長足的進步，表示其中仍有未知的排

斥存在，必須再加以深入研究探討。GT 基因剔除豬器官最後仍被排斥掉，其排

斥的原因並不是典型的體液性排斥，而是源於血栓性微血管病變（Thrombotic
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microangiopathy；TM）29。如果沒有使用免疫抑制劑（例如 anti-CD154）來防止

誘發性抗體的產生，則 GT 基因剔除豬器官因受贈者產生對抗 non-Gal 抗原的抗

體，而在移植後 16 天內被急性體液性異種器官排斥（AHXR）所排斥掉 14。

在 GT 基因剔除豬的器官移植實驗結果發表後，目前異種移植的研究重點有

三項：（1）受贈者體內 anti-non-Gal 抗體的毒性有多高，以及如何防止此毒性。

（2）上述 anti-non-Gal 抗體是否是對抗醣類抗原（carbohydrate antigen），如果答

案是正面的話，則此醣類抗原的結構為何？（3）是否有其他造成血栓性微血管

病變（TM）的原因存在呢？

為了檢測靈長類體內 anti-Gal 抗體的作用，可將未活化的靈長類的血清，和

GT 基因剔除豬的周邊血液單核球（peripheral blood mononuclear cell；PBMC）相

互作用，以流式細胞分析儀（flow cytometry）檢測靈長類的 IgM 及 IgG 抗體結

合至 GT 基因剔除豬周邊血液單核球的比率；及使用放射性鉻（chromium-51）
標示 GT 基因剔除豬周邊血液單核球，並加入靈長類的血清與兔子補體，再讀取

放射性鉻釋放程度，以檢測靈長類血清對 GT 基因剔除豬周邊血液單核球的補體

依賴性細胞毒殺作用（complement-dependent cytotoxicity；CDCC）。檢測結果，

約有 50%靈長類體內的 IgM 及 IgG 會結合至 GT 基因剔除豬的周邊血液單核球，

同樣約有 50%靈長類的血清會毒殺 GT 基因剔除豬的周邊血液單核球。如果使用

一般野生型（wild type）豬的周邊血液單核球為作用對象，則靈長類血清中 IgM
和 IgG 的結合比率和血清毒殺作用都可達 100% 30,31,32。

由於一般野生型豬的周邊血液單核球帶有 Gal 抗原，故靈長類血清中會結合

至野生型豬周邊血液單核球並造成毒殺作用的抗體，主要是 anti-Gal 抗體。但

GT 基因剔除豬的周邊血液單核球並沒有帶 Gal 抗原，故靈長類血清中會結合至

GT 基因剔除豬周邊血液單核球並造成毒殺作用的抗體，應該是 anti-non-Gal 抗
體。在豬器官移植至靈長類的實驗中，anti-non-Gal 抗體作用的目標是豬的血管

內皮細胞，而不是周邊血液單核球。豬血管內皮細胞與周邊血液單核球在生物學

上有所差異，在一項初步實驗中，靈長類血清對豬的血管內皮細胞的 IgM 和 IgG
結合比率和毒殺作用，都比對豬的周邊血液單核球低（Hara H 未發表的數據）。

如果以野生型豬的細胞為目標，且將靈長類血清中的 anti-Gal 抗體去除掉，

估計靈長類血清中 anti-non-Gal IgM 抗抵約佔 10%至 30%，而 anti-non-Gal IgG
抗體約佔 20%至 50% 33。而在 GT 基因剔除豬的細胞上，由於沒有 Gal 抗原，其

non-Gal 抗原的表現可能會比較多，因此靈長類血清對 GT 基因剔除豬細胞作用

中，anti-non-Gal 的抗體可能會比較多。

有人擔心在某些人因輸血，或懷孕，或同種異體器官移植而致敏化

（allosensitization）後，其體內可能產生 anti-HLA 抗體，這些 anti-HLA 抗體可

能和豬抗原產生交互反應（cross-reaction），使得這些致敏化病人將來如果接受

豬器官移植時，可能產生超急性排斥。然而最近實驗數據顯示，從致敏化病人

（panel reactive antibodies > 70%）取得的血清，其對 GT 基因剔除豬或野生豬型

細胞的 anti-pig 抗體（IgM 或 IgG），及毒殺作用，都沒有比正常人的血清高 31,34。
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致敏化病人由於帶有 anti-HLA 抗體，使得他們比較困難取得異體器官，而由於

致敏性病人並沒較高的 anti-pig 反應，故使得他們成為將來異種移植的首選對象

之ㄧ。

尋找解決 non-Gal 抗原問題的方法

雖然有實驗顯示，在 GT 基因剔除豬體內可能仍有 Gal 抗原表現，例如透過

iGb3 synthetase 的作用而產生 Gal 抗原 35,36。但也有實驗持不同看法，在靈長類

接受豬心臟或腎臟移植後，雖然有 anti-non-Gal 抗體產生，但是並沒有產生

anti-Gal 抗體 22,23,24。

辨認出 non-Gal 抗原是解決 anti-non-Gal 抗體問題的重要步驟，目前有一些

醣類分子被認為參與 anti-non-Gal 抗體的產生 37,38,39。N-glycolylneuraminic acid
（NeuGc）抗原，廣泛地表現於除人類之外的哺乳類血管內皮細胞上，因而被認

為會促使人類產生 anti-non-Gal（anti-NeuGc）抗體 40,41,42。和 anti-Gal 抗體比較，

由 anti-non-Gal 抗體所產生的血管內皮細胞活化及毒殺作用都比較低，使得單靠

hDAF 等補體系統調節蛋白的作用，即可以克服較弱的 anti-non-Gal 抗體的排斥

反應。

某些 innate 免疫細胞可以直接辨認豬抗原，因而參予急性體液性異種器官排

斥（AHXR）排斥反應 43,44。對於 NK 細胞或巨噬細胞引起的反應，可能可以透

過競爭性基因（例如α1,2-fucosyltransferase；H transferase）的轉殖 45,46，或透過

HLA 抗原基因（例如 HLA-E 或 HLA-G）的轉殖 47,48,49,50，達到抑制 AHXR 排斥

反應的效果。

凝血機制失調在豬器官移植至靈長類的器官衰竭中扮演重要角色 51,52,53,54。

豬血管內皮細胞在暴露於靈長類 anti-pig 抗體、補體、血小板、免疫細胞及細胞

激素時，會失去天然的抗凝血功能，而轉變為易於凝血的狀態。豬和人類凝血系

統不相容，會造成凝血機制失調，生成的血栓蛋白（thrombin）和纖維蛋白（fibrin）
是強力發炎反應介子，會活化血小板及血管內皮細胞 53,54。

在鼠類的異種移植實驗中，帶有人類組織因子路徑抑制劑（human tissue
factor pathway inhibitor；hTFPI） 或血蛭素（hirudin）轉殖基因的小鼠心臟，在

移植至大鼠及短暫免疫抑制後，可以存活一百天以上，而沒有轉殖基因的小鼠心

臟，在移植至大鼠後，即使有免疫抑制下，仍在移植 6 日後因急性體液性異種器

官排斥（AHXR）而被排斥掉 55。使用纖維蛋白原相似蛋白（fibrinogen-like protein
2；fgl-2）的轉殖基因小鼠，也有相似的結果 56。使用血管內皮細胞上的主要

nucleotidase human CD 39 的轉殖基因小鼠，也有相似結果 57。

抑制凝血機制中特定物質，可能可以在抑制或清除免疫細胞下，直接抑制

AHXR 或 TM 的產生。如果 GT 基因剔除豬同時表現抗凝血基因（如 hTFPI，
hirudin， thrombomodulin，CD39），則豬血管內皮細胞可以維持在抗凝血狀態，

甚至抑制凝血機制的活化。因此，帶有抗凝血基因的 GT 基因剔除豬的產製，是
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目前異種移植研究的重點。

豬胰島細胞的異種移植

早期及最近的研究顯示，成豬的胰島細胞表現很少或甚至沒有 Gal 抗原
27,58,59，因而不會引起誘發性 anti-Gal 抗體的排斥反應。因此，野生型成豬的胰

島細胞移植至非人類靈長類時，在只使用 T 細胞免疫抑制劑下，可以獲得不錯

成績 60。同理，使用 GT 基因剔除豬的胰島細胞移植至非人類靈長類時，並沒獲

得重大進展，但也沒有產生壞的影響 61。然而，也有研究顯示野生型豬胰島細胞

會表現其他醣類，因而誘發受贈者產生 anti-non-Gal 自然抗體 62,63,64。

在非人類靈長類的胰島細胞異種移植中，經由肝門靜脈注射胰島細胞時，有

一大部分胰島細胞在移植後數小時內會喪失，此現象稱為 instant blood-mediated
inflammatory response（IBMIR），其反應主要是急性凝血反應及補體系統的活化
61,65,66。實驗結果顯示 IBMIR 和胰島細胞在移植後表現出組織因子（tissue factor）
有關。因此，胰島細胞如果表現出 hTFPI，可能有利於減緩 IBMIR 現象。

移植胚胎或新生豬胰島細胞會有一些好處，因為這些胰島細胞中含有的初級

細胞可以增殖成胰島素分泌細胞 67。胚胎或新生豬胰島細胞會表現出較高的 Gal
抗原，因此 GT 基因剔除豬的胰島細胞相對會有好處。

異種移植中能否產生移植耐受性?

如果 innate 免疫系統及凝血機制失調的問題克服之後，T 細胞耐受性的誘發

是可能達成的。在同種異體移植，對移植器官的耐受性，可以在術前或術中同時

移植捐贈者的血液先驅細胞（Hematopoietic progenitor cell；HPC）後，被誘發而

產生，這當中所產生的移植混合體（chimerism）可以維持數週至數個月，甚至

永久存在 68,69。

在異種移植，移植大量的野生型豬血液先驅細胞移植至非人類靈長類後，這

些血液先驅細胞幾乎在移植後數分鐘喪失掉，主要是靈長類巨噬細胞吞噬豬血液

先驅細胞的結果 70。即使使用 hDAF 基因轉殖豬，或使用 GT 基因剔除豬的血液

先驅細胞，仍無法防止血液先驅細胞的喪失，因而使得耐受性的誘發仍有困難。

移植細胞喪失的問題和豬肝臟異種移植也有相關。在人血灌流離體豬肝臟的

實驗中，顯示豬巨噬細胞會持續吞噬人類紅血 71，這個吞噬過程和抗原抗體結合

無關，也和補體系統活化無關，而是和豬 Kupffer 細胞直接辨認人類紅血球有關。

據估計，一個豬肝臟每 24 小時大約會移除一個單位的人類紅血球 72,73。豬巨噬

細胞辨認及摧毀人類紅血球的機制，牽涉到醣類-lectin 反應 74,75；靈長類巨噬細

胞辨認及清除豬紅血球的機制應該是類似的反應。

臺灣的異種移植進展
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在國科會支持計畫，台灣動物科技研究所（Animal Technology Institute；
ATIT）已產製 hDAF 基因轉殖豬，第二型人類白血球表面抗原（human leukocyte
antigen class II；HLA-II）基因轉殖豬、及血色質氧合酵素（heme oxygenase-1；
HO-1）基因轉殖豬，可以克服超級性及減緩急性體液性異種器官排斥 76,77。HLA-II
基因轉殖豬之產製非常困難，其成功率在 0.6–2 %；前臨床實驗中，豬淋巴球對

人類淋巴球之混合淋巴球培養（MLC）及 Primed Lymphocyte Test（PLT）中，

已經證實使用 HLA-II 基因轉殖豬淋巴球時，其刺激指數（SI）比使用非基因轉

殖豬淋巴球時為低，表示 HLA-II 基因轉殖豬引起之急性體液性異種器官排斥程

度減緩 78。目前，台灣動物科技研究所（Animal Technology Institute; ATIT）也利

用基因剔除技術，與核轉移（nuclear transfer）之動物複製技術，預備產製 GT
基因剔除豬。上述臺灣產製的基因轉殖豬，與預備產製的基因剔除豬，已由臺大

醫院外科與成大醫院外科進行異種移植的前臨床實驗。
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建議事項

運用在 Starzl Transplantation Institute (STI) of University of Pittsburgh Medical
Center （UPMC）學習之技術，籌劃下列之異種移植耐受性實驗

一、轉殖基因 HLA-DR15 Tg 誘發異種移植耐受性之實驗：Studies of

Cyclophilin Effect in HLA-DR15 Tg Pig
1. 進行 One-way mixed lymphocyte reaction (MLR) + CyA 之實驗使用 MTT、

H3-Thymidine、CFSE - MLR 。Responder 為 HLA-DR15(+) human
PBMCStimulator 為 HLA-DR15(+) Tg Pig PBMC。

2. 進行 HLA-DR15 轉殖基因豬皮覆蓋至 hPBMC-SCID 小鼠之實驗排除
Leaky of SCID：FASC for SCID PBMC : anti-mouse CD3/CD21

‧ 建構 hPBMC-SCID：HLA-DR15 Human PBMC into non-leaky SCID &

FASC for hPBMC-SCID : anti-human CD3/CD21
‧ Skin Grafting to hPBMC-SCID
‧ HLA-DR15 Tg pig skin into HLA-DR15 hPBMC-SCID
‧ 短期免疫抑制：使用 Cyclosporin-A 二週；術後 day 1 至 day 4 餵食劑量

為 20 mg/kg/day，之後劑量為 10 mg/kg/day，直至 day 12。
‧ 測量豬皮存活時間&組織切片檢查以流式細胞分析儀檢查豬皮接受者周

邊血液淋巴球的比率
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One-way mixed lymphocyte reaction (MLR) + CyA 之實驗設計：

Induction of hyporesponses by HLA-DR15 Tg
Mixed Lymphocyte Reaction + CyA

(+) / mismatch(-)DR15(-) HumanDR15(-) pig

(-) / CyA effect(+)DR15(-) HumanDR15(-) pig

(+) / mismatch(-)DR15(+) HumanDR15(-) pig

(-) / CyA effect(+)DR15(+) HumanDR15(-) pig

(+) / mismatch(-)DR15(-) HumanDR15(+) pig

(-) / CyA effect(+)DR15(-) HumanDR15(+) pig

(-) / DR match(-)DR15(+)
Human

DR15(+) pig

(-) / CyA effect(+)DR15(+) HumanDR15(+) pig

ProliferationCyclosporin AResponderStimulator

HLA-DR15 轉 殖 基 因 豬 皮 覆 蓋 至 hPBMC-SCID 小 鼠 之 實 驗 設 計 ：

Induction of hyporesponses by HLA-DR15 Tg
Skin Grafting to hPBMC-SCID

DR15(-) Human

DR15(+) Human

DR15(-) Human

DR15(+)
Human

PBMC

DR15(-) pig

DR15(-) pig

DR15(+) pig

DR15(+) pig

Skin

(+)

(+)

(+)

(+)

Short Cy A

(+) / mismatch

(+) / mismatch

(+) / mismatch

(-) / DR match

Rejection
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水蛭素(hirudin)轉殖基因減緩異種移植排斥之實驗雖然 GT 基因剔除技

術的進步，使得 anti-Gal 抗體的障礙獲得解決，但是 GT 基因剔除豬器官最後仍

被非人類靈長類排斥掉，其排斥的原因並不是典型的體液性排斥，而是源於血栓

性微血管病變(Thrombotic microangiopathy；TM)。
在鼠類的異種移植實驗中，帶有水蛭素(hirudin)轉殖基因的小鼠心臟，在移

植至大鼠及短暫免疫抑制後，可以存活一百天以上，而沒有轉殖基因的小鼠心

臟，在移植至大鼠後，即使有免疫抑制下，仍在移植 6 日後因急性體液性異種器

官排斥(AHXR)而被排斥掉。

在國科會支持計畫，台灣動物科技研究所(Animal Technology Institute；ATIT)
已產製水蛭素(hirudin)基因轉殖小鼠。

1、進行水蛭素(hirudin)基因轉殖小鼠血漿中水蛭素(Hirudin)濃度、血小板計數、

纖纖蛋白原(Fibrinogen)的分析

2、進行水蛭素(hirudin)基因轉殖小鼠流血時間(Bleeding time)分析

3、進行水蛭素(hirudin)基因轉殖小鼠凝血(In vitro clotting)分析：小鼠微細血管
內皮細胞的分離

4、進行水蛭素(hirudin)基因轉殖小鼠內毒素(Endotoxic)休克實驗

5、進行水蛭素(hirudin)基因轉殖小鼠心臟異種移植：
Donor：水蛭素(hirudin)基因轉殖小鼠

Recipient：大鼠（Male inbred Lewis rats）
Recipient：大鼠之骨髓重建(reconstitution)
短期免疫抑制：使用 Cyclosporin-A 二週；術後 day 1 至 day 4 餵食劑量為 20
mg/kg/day，之後劑量為 10 mg/kg/day，直至 day 12。
測量小鼠心臟存活時間&組織切片檢查
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水蛭素(hirudin)轉殖基因減緩異種移植排斥之實驗設計

水蛭素(Hirudin)轉殖基因減緩異種移植排斥之實驗
小鼠心臟異種移植

(-)

(+)

(-)

(+)

大鼠 BMT

Hirudin (-)

Hirudin (-)

Hirudin (+)

Hirudin (+)

小鼠心臟

(+)

(+)

(+)

(+)

Short Cy A

(+) / mismatch

(+) / mismatch

(+) / mismatch

(-) / mismatch

Rejection
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實驗材料與方法

水蛭素(Hirudin)轉殖基因的建構

帶有水蛭素(hirudin)轉殖基因的 constructs 包括 human Hirudin-P-selectin。

水蛭素(Hirudin)基因轉殖小鼠的產製

水蛭素(Hirudin)基因轉殖小鼠 founder 的產製是經由 microinjection。水蛭素

(Hirudin)基因轉殖小鼠的確認是經由 Southern blot analysis of tail-tip DNA。水蛭

素(Hirudin)基因轉殖小鼠的 backcrossing background 是 C57BL/6 (B6)。 水蛭素
(Hirudin)基因轉殖小鼠，至少經過 5 代的 backcrossing 才用來進行實驗。

免疫組織化學染色

免疫組織化學染色依照 IHC 病理切片標準步驟進行。小鼠器官包埋在

optimal cutting temperature (OCT)中，置入液體氮中，之後進行冷凍切片(frozen
sections)步驟，並以 methanol 固定。冷凍切片(frozen sections)浸泡在 1% bovine
serum albumin–phosphate-buffered saline (BSA-PBS)、與 10% goat serum (Sigma)
中 30 分，之後在 4° C 下和初級抗體培養一夜。初級抗體包括 sheep anti-hirudin
(both from Enzyme Research Laboratories，Swansea，United Kingdom)，fluorescein

isothiocyanate (FITC)–conjugated rabbit anti-human fibrinogen (also binds fibrin)
(DAKO，Glostrup，Denmark)，rat antimouse CD31 (Pharmingen，San Diego，CA)，
or mouse antihuman -actin (Sigma)。之後，冷凍切片(frozen sections)再以二級抗

體染色，二級抗體包括 goat anti-rabbit IgG-FITC，donkey anti-sheep IgG-FITC，
sheep anti-mouse IgG-FITC (Sigma)，or rabbit anti-rat IgG-FITC (DAKO)。

冷凍切片(frozen sections)以 immunofluorescence microscope 判讀，影像以
MetaMorph imaging system (Universal Imaging，Downingtown，PA)分析。

Hematoxylin and eosin (H&E)染色依照病理切片標準步驟進行。
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小鼠微細血管內皮細胞的分離

小鼠器官在細孔濾網中磨碎，並以 Dulbecco modified Eagle medium (DMEM)
潤濕，再於 37° C 下以 collagenase (3 mg/mL；Roche Diagnostics)消化 30 分鐘。

消化過的組織通過 cell strainer 後收集的混合細胞，以 0.5% fetal calf serum
(FCS)–DMEM 清洗，再於 4° C 下以 rat anti-mouse CD31 and CD105 (Pharmingen)
培養30分鐘。之後，混合細胞以0.5% FCS-DMEM清洗，並於4° C下以goat anti-rat
microbeads (Miltenyi Biotec，Auburn，CA)-0.5% FCS-DMEM 培養 15 分鐘，再以

0.5% FCS-DMEM 清洗，然後通過 magnetic column (Miltenyi Biotec)，以分離出

血管內皮細胞。最後，將 Retained beads 沖洗下來，得到血管內皮細胞，並培養
於 20% FCS-DMEM。

分析血管內皮細胞純度時，血管內皮細胞先於 37° C 下以 phorbol myristate
acetate (PMA) (1 µM; Sigma) 來活化 30 分鐘。

白血球的分離

周邊血液白血球取自周邊血液。由小鼠尾巴取得的血液，加入 heparin，防

止血液凝固，並於室溫下以 ACK buffer (10 mL，5 分鐘；155 mM NH4Cl，10 mM
KHCO3，0.1 mM EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid)) 溶解掉紅血球，之後以

3% FCS-DMEM 清洗，分離出白血球。之後，以流式細胞分析儀(Becton
Dickinson，Franklin Lakes，NJ)確認白血球純度，使用 anti-mouse CD14 mAb
(Pharmingen) 確認單核細胞 phenotype。

Splenocytes 取自小鼠脾臟，homogenized mouse spleen 於室溫下以 5 mL
ACK buffer 作用 5 分鐘，溶解掉紅血球，分離出 Splenocytes。之後，Splenocytes
置於 10% FCS-RPMI 中。Splenocytes 的活化是於 37° C 下以 concanavalin A (5
µg/mL) 作用 48 小時。

血小板的分離

血小板取自 platelet-rich plasma。由小鼠尾巴取得的血液，加入 heparin，防

止血液凝固，再以 80g 離心速度離心 10 分鐘，取得 plasma 層即為 platelet-rich
plasma，之後以 1% ammonium oxalate 及 2.5 mM Gly-Pro-Arg-Pro peptide (Sigma)
稀釋，稀釋比率為 1：20。血小板計數是以 counting chamber 計算。計算 1 mm2 內
血小板數目為 N， 則每升血液內血小板總數為 2N x 109。
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血小板 phenotype 以流式細胞分析儀 (Becton Dickinson，Franklin Lakes，NJ)
確認，使用 anti-CD41 mAb (Pharmingen)來染色血小板。的活化是於 37° C 下以 1
U/mL thrombin (Enzyme Research Laboratories) 作用 30 分鐘。

流式細胞分析儀分析

約 1 x 105 細胞或血小板於 4° C 下和抗體作用 30 分鐘，染色的細胞或血小
板再以流式細胞分析儀判讀(Becton Dickinson，Franklin Lakes，NJ)。

凝血(In vitro clotting)分析

凝血分析是 recalcified mouse plasma clotting assay，使用純化的血管內皮細胞

為材料。首先，血管內皮細胞以 6-well plate 培養(density of 105/mL)，在血管內皮

細胞接近 confluence時，加入 interleukin-1 (IL-1 ; 10 ng/mL) (Sigma)，作用 12 小

時，最後以 PMA 作用 30 分鐘。血管內皮細胞以 serum-free DMEM 清洗後，以

EDTA 來從培養皿中分離下來。之後，將 5 x 106 血管內皮細胞加到 200 µL
recalcified plasma 中，再計數 clot 時間。

內毒素(Endotoxic)注射

在 sodium pentobarbitone (60 ng/g) 麻醉下，體重 25 ± 1 g 小鼠給予一劑 LPS
(2 µg/g，腹腔注射；Escherichia coli serotype 0127；B8，Sigma) ，對照組小鼠給

予一劑同劑量 saline。在 LPS 或 saline 注射前 30 分鐘、及注射後 0、 2、及 4 小

時，小鼠給予一劑 Nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) (50 µg/g，腹腔注射；

Alexis, Nottingham, United Kingdom) 。在 LPS 或 saline 注射 4.5 小時，犧牲小鼠，

自小鼠心臟取得血液，再加入 0.1 vol of 3.8% sodium citrate (Sigma)，防止血液凝
固。

流血時間(Bleeding time)分析

在 sodium pentobarbitone (60 ng/g) 麻醉下，小鼠固定在固定板上，將小鼠尾

巴在離尖端 2-mm 處切斷，並將流血的斷端置入 37° C 之 0.9% saline 中，記錄
至流血停止的時間(bleeding time)。
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纖纖蛋白原(Fibrinogen)分析

纖纖蛋白原濃度的測量方法是 von Clauss method，使用 fibrinogen
determination kit (Baxter Diagnostics；Deerfield，IL)，此 kit 包含 Dade Data-Fi
fibrinogen determination reagents、及 fibrinogen calibration reference。首先是 pooled
mouse plasma (n = 5) 以 0.05 M imidazole per 0.1 M sodium chloride (pH 7.3) 做

serial dilutions，再將高濃度 bovine thrombin (Sigma) 加至 diluted plasma 中，並

測量 clotting time，之後計算 logarithm of the clotting time 和 logarithm of fibrinogen
concentration 之關係。如果 20 分鐘後仍然沒有 clot 形成，則纖纖蛋白原分析結
束。測量結果以 percentage fibrinogen relative to control mice 來表示。

大鼠之骨髓重建(reconstitution)

在 Cervical Dislocation 下，將小鼠犧牲，骨髓自小鼠長骨 (long bones)中沖

刷出來，再以 fresh RPMI 調整成 5 x 107 cells per milliliter。接受者大鼠(recipient
mice) 施以 12 Gy (1200 rad)之放射線照射，之後自大鼠尾巴靜脈注射 1 x 107 骨
髓細胞。大鼠隔離 4 週後進行器官移植實驗。

小鼠血漿中水蛭素(Hirudin)濃度的分析

小鼠血漿取自 freshly heparinized blood，小鼠血液於 4° C 下以 2000g 離心 15
分鐘，分離出血漿，小鼠血漿儲存於 –80° C。分析時，解凍之小鼠血漿加入 anti-
hirudin mAb，並於室溫下作用 30 分鐘；之後將此小鼠血漿加至 105 血管內皮細
胞， 並於 4° C 下作用 15 分鐘，最後加入 FITC-conjugated 二級抗體後，以流式

細胞分析儀判讀(Becton Dickinson，Franklin Lakes，NJ)判讀小鼠血漿中水蛭素
(Hirudin) 的濃度。

實驗用小動物

體重 190–210 gm 之 male inbred Lewis rats，為器官接受者(recipients)；體重

25–30 gm 之 C57BL/6 (BL/6) Hirudin-transgenic (Hir-Tg) mice，為器官捐贈者

(donors) 。基因轉殖小鼠，至少經過 5 代的 backcrossing 才用來進行實驗；所有
基因轉殖小鼠器官來自 heterozygous mice。
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小鼠心臟異種移植

在 sodium pentobarbitone (60 ng/g) 麻醉下，進行小鼠開腹手術，並於下腔靜

脈注射 heparin (300 U/gm)。之後，進行小鼠開胸手術，並結紮上、下腔靜脈、

及肺靜脈，再將小鼠心臟取下。小鼠心臟以 cold heparin (100 U/mL)灌流， 並保

存於 ice-cold saline。大鼠以 halothane 麻醉，再進行大鼠（Male inbred Lewis rats）
開腹手術(midline laparotomy)，之後進行小鼠心臟異種移植，將小鼠主動脈以

end-to-side 方式縫合至大鼠主動脈，小鼠肺動脈以 end-to-side 方式縫合至大鼠下
腔靜脈。小鼠心臟移植手術，於手術顯微鏡下，使用 10-0 縫線進行縫合。

移植之小鼠心臟，每日以觸摸檢查其跳動情況。當觸摸不到小鼠心臟跳動
時，則認定排斥反應已經產生。

Cyclosporin A 之用法

Cyclosporin A (Sandimmun®, Novartis Pharmaceuticals, Surrey, UK) 經由

gastric feeding tube (CH 5, Popper & Sons, NY)餵食，術後 day 1 至 day 4 餵食劑量
為 20 mg/kg/day，之後劑量為 10 mg/kg/day，直至實驗結束。

統計分析

小鼠心臟存活時間，以 Log-rank test 分析。 血小板與纖纖蛋白原濃度等之

差異，以 unpaired t-test t 分析。如果 p < 0.05，則認為數值間差異達到統計上差
異。


