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免疫缺陷树突状细胞诱导异种胰岛细胞移植

耐受

赵刚，王芳，王春友
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　　摘要：目的　研究受体来源免疫缺陷树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，ＤＣ）诱导异种胰岛细胞移植的
免疫耐受作用及其机制。方法　从 ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠骨髓干细胞诱导分化免疫缺陷 ＤＣ，负载 Ｗｉｓｔａｒ大鼠
ＭＨＣ抗原。将上述 ＤＣ通过尾静脉回输糖尿病小鼠体内（预处理组），７ｄ后分别将 Ｗｉｓｔａｒ或 ＳＤ大鼠
胰岛细胞移植于受体鼠肾包膜下。观察移植物存活时间，检测 Ｔ细胞增殖及 ＴＨ１／ＴＨ２细胞因子的
表达。结果　与对照组相比，预处理组胰岛细胞存活时间明显延长（Ｐ ＜０．０５），而以 ＳＤ大鼠胰岛
细胞作为供体的移植物存活时间无明显改变。免疫缺陷 ＤＣ预处理受体鼠 Ｔ细胞增殖反应微弱，且
ＴＨ１／ＴＨ２细胞因子表达明显下降。结论　负载异种 ＭＨＣ抗原的免疫缺陷型 ＤＣ预处理受体可诱导
抗原特异性 Ｔ细胞无能，以及 ＴＨ１／ＴＨ２细胞因子的低表达，从而有效地延长异种胰岛细胞存活时
间。
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　　异种胰岛细胞移植可解决胰岛细胞供体来源

不足的难题，但强烈的异种排斥反应限制其临床应

用。免疫隔离装置不能有效延长胰岛细胞存活，而

免疫抑制剂不可避免地损伤胰岛细胞的功能，因而

诱导免疫耐受成为理想的解决途径［１］。以往研究

表明，免疫缺陷树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，ＤＣ）可有
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效诱导同种移植耐受，但对其在异种移植中作用研

究甚少。本实验以大鼠对小鼠的胰岛细胞移植为

模型，通过负载抗原的免疫缺陷 ＤＣ预处理受体，观

察其免疫耐受诱导作用，并初步探讨其作用机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物及试剂

ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠，Ｗｉｓｔａｒ大鼠，ＳＤ大鼠均由本校同

济医学院实验动物中心提供；重组小鼠粒 －单细胞

集落 刺 激 因 子 （ｒｍＧＭＣＳＦ）、转 化 生 长 因 子 β１

（ＴＧＦβ１）、白细胞介素 ４（ｒｍＩＬ４）均购自美国 ＳＢＧ

公司；ＲＰＭＩ１６４０及胎牛血清购自 ＧＩＢＩＣＯ公司；荧

光标记兔抗小鼠主要相容性复合物 －ＩＩ（ＭＨＣＩＩ），

ＣＤ８０，ＣＤ８６和 ＮＬＤＣ１４５单克隆抗体购自深圳晶

美公司；Ⅴ型胶原酶及链脲佐菌素购自 Ｓｉｇｍａ公司；

Ｆｉｃｏｌｌ４００购自 Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司。

１．２　方法

１．２．１　ＤＣ体外培养　无菌获取 ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠骨

髓细胞悬浮于 ＲＰＭＩ１６４０完全培养基（含 １００Ｕ／Ｌ

青霉 素，１００ｍｇ／Ｌ链 霉 素，１０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ和

１０％ 新生小牛血清）中，添加 ２０μｇ／ＬＧＭＣＳＦ＋

２００μｇ／ＬＴＦＧβ后置于 ＣＯ２培养箱中培养，隔日换

液并吸去未贴壁细胞；培养 ９～１０ｄ后收获漂浮细

胞即为免疫缺陷 ＤＣ［２］。用兔抗鼠 ＭＨＣＩＩ，ＣＤ８０，

ＣＤ８６和 ＮＬＤＣ１４５单克隆抗体标记后用流式细胞

仪检测表面分子的表达情况。

１．２．２　ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠 ＤＣ负载异种 ＭＨＣ抗原　获

取 Ｗｉｓｔａｒ大鼠脾细胞悬液，加入 ３ｍｏｌ／ＬＫＣｌ，４℃下

持续搅拌 １６ｈ。４００００ｒ／ｍｉｎ离心 ６０ｍｉｎ，将上清

置于透析袋中，在 ５００ｇ／Ｌ蔗糖溶液中浓缩；置 ＰＢＳ

液中透析 １６ｈ，４００００ｒ／ｍｉｎ离心 ６０ｍｉｎ，取上清即

为 ＭＨＣ抗原。１×１０６／ｍｌ免疫缺陷 ＤＣ与 １００ｍｇ／Ｌ

Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ＭＨＣ抗原在 ＲＭＰＩ１６４０完全培养基中置

于 ＣＯ２培养箱内培养 ４ｈ后冲洗 ２次，ＲＭＰＩ１６４０重

悬后备用。

１．２．３　糖尿病小鼠模型的建立及预处理　ＢＡＬＢ／

Ｃ小鼠腹腔注入 ２０ｇ／Ｌ的链脲佐菌素（６０ｍｇ／ｋｇ），

注药后第 ２～４天用微量血糖仪检测；连续 ２次空

腹血糖高于 １６．８ｍｍｏｌ／Ｌ者选为糖尿病模型。在移

植前第 ７，４，１天分别取 ０．５ｍＬ负载 Ｗｉｓｔａｒ大鼠

ＭＨＣ抗原的 ＤＣ悬液通过尾静脉回输糖尿病 ＢＡＬＢ／

Ｃ小鼠，作为受体鼠接受胰岛细胞移植。

１．２．４　异种胰岛细胞移植及排斥反应监测　逆行

胰管注射 Ｖ型胶原酶，Ｆｉｃｏｌｌ连续密度梯度分离纯

化大鼠胰岛细胞，将胰岛细胞悬液 １ｍＬ吸入无菌的

Ｔｅｆｌｏｎ管离心后备用。将 ＤＣ预处理后糖尿病小鼠

用 １０ｇ／Ｌ的戊巴比妥钠（５０ｍｇ／ｋｇ）麻醉，暴露左肾

下极并作一小切口，将沉积于 Ｔｅｆｌｏｎ管的约 ３００～

４００个胰岛细胞注入，缝合肌肉和皮肤。术后监测

血糖，每周 ３次。随机血糖连续低于 １１．２ｍｍｏｌ／Ｌ

作为胰岛细胞移植物存活标准；随机血糖连续 ２次

以上高于 １１．２ｍｍｏｌ／Ｌ表示胰岛细胞被排斥，功能

丧失。

１．２．５　实验分组　每组 １２只。（１）对照组：先用

０．５ｍＬＲＭＰＩ１６４０培养液输入糖尿病小鼠，然后给

Ｗｉｓｔａｒ大鼠移植胰岛细胞。（２）预处理组：先用０．５

ｍＬ负载 Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ＭＨＣ抗原的免疫缺陷 ＤＣ悬液

回输糖尿病小鼠，然后移植 Ｗｉｓｔａｒ大鼠胰岛细胞。

（３）无关供体组：先用 ０．５ｍＬ负载 Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ＭＨＣ

抗原的免疫缺陷 ＤＣ预处理糖尿病小鼠，然后移植

ＳＤ大鼠胰岛细胞。

１．２．６　单向混合淋巴细胞反应　分别以对照组小

鼠及预处理组小鼠的脾脏淋巴细胞为效应细胞，以

Ｗｉｓｔａｒ大鼠和 ＳＤ大鼠脾脏淋巴细胞为刺激细胞进

行混合淋巴细胞培养，以刺激指数（刺激指数 ＝实

验组 Ａ值 ／对照组 Ａ值）评定细胞增殖程度。

１．２．７　胰岛细胞移植受体肾脏白细胞介素 ２（ＩＬ

２），ＩＬ４，ＩＬ１０以及干扰素 －γ（ＩＦＮγ）ｍＲＡＮ表达

　参照试剂盒说明提取受体肾脏总 ＲＮＡ，在 ５０μＬ

体积中进行两步法逆转录 ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）。小鼠 β

ａｃｔｉｎ，ＩＬ２，ＩＬ４，ＩＬ１０及 ＩＦＮγ的扩增引物序列如

下：βａｃｔｉｎｓｅｎｓｅ为 ５′ＣＣＴＡＧＣＡＣＣＡＣＧＡＡＧＡＣＡ

３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ为 ５′ＡＧＣＣＡＴＧＣＣＡＡＡＴＧＴＣＴＣ３′；ＩＬ

２ｓｅｎｓｅ为 ５′ＧＣＴＣＴＡＣＡＧＣＧＧＡＡＧＣＡＣＡＧ３′；ａｎ

ｔｉｓｅｎｓｅ为 ５′ＧＴＣＡＧＡＧＣＣＣＴＴＴＡＧＴＴＴＴＡＣＡＡ３′；

ＩＦＮγｓｅｎｓｅ为 ５′ＣＴＧ ＧＣＡ ＡＡＡ ＧＧＡ ＴＧＧ ＴＧＡ ＣＡ

３′；ａｎｔｉｓｅｎｓｅ为 ５′ＣＣＴＣＡＡＡＣＴＴＧＧ ＣＡＡ ＴＡＣＴＣ

３′；ＩＬ４ｓｅｎｓｅ为 ５′ＧＡＴＣＡＴＣＧＧＣＡＴＴＴＴＧＡＡＣ

３′；ａｎｔｉｓｅｎｓｅ为 ５′ＡＧＴＧＡＴＧＴＧＧＡＣＴＴＧ ＧＡＣＴＣ

３′；ＩＬ１０ｓｅｎｓｅ为 ５′ＣＴＧＣＣＴＧＣＴＣＴＴＡＣＴＧＡＣＴＧ

３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ为 ５′ＴＧＧＡＧＣＴＴＡＴＴＡＡＡＡＴＣＡＣＴＣＴ

３′。将上述 ＲＴＰＣＲ产物进行 １．５％琼脂糖凝胶电

泳，以 βａｃｔｉｎ为内参照，通过 ＴＪＴＹ３００型图像分析

系统测定各基因的相对表达量。

８４３
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１．２．８　病理检测　移植动物存活达 ６０ｄ以上或

移植物功能丧失者，取移植物受侧肾进行甲醛固定

后石蜡包埋，行 ＨＥ染色。

１．３　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ软件进行方差分析。

２　结　果

２．１　ＤＣ的体外扩增

每只小鼠可获取 １×１０６～２×１０６个 ＤＣ。ＧＭ

ＣＳＦ＋ＴＦＧβ诱导的 ＤＣ为免疫缺陷 ＤＣ（ＭＨＣＩＩ＋，

ＮＬＤＣ１４５＋和 ＣＤ８０低表达、ＣＤ８６低表达）。

２．２　胰岛细胞移植物存活情况

对照组小鼠胰岛细胞平均存活时间为（８．２±

１．１）ｄ；而预处理组小鼠 Ｗｉｓｔａｒ胰岛细胞存活时间

缩短，平均为（６．０±１．１）ｄ（与阴性对照组相比，Ｐ

＜０．０５）；无关供体组的 ＳＤ胰岛细胞平均存活时

间为（８．２±１．１）ｄ，与对照组胰岛细胞无差异（图

１）。

图 １　 各组胰岛细胞存活情况

２．３　单向混合淋巴细胞反应

以 Ｗｉｓｔａｒ大鼠淋巴细胞为刺激细胞时，对照组

小鼠淋巴细胞增殖指数为 ３．１２，而预处理组淋巴

细胞增殖活性明显下降（ＳＩ＝１．１３，Ｐ ＜０．００１）。

当以 ＳＤ大鼠淋巴细胞为刺激细胞时，两组小鼠淋

巴细胞增殖活性无统计学差异（ＳＩ＝３．２４，３．１９）。

２．４　ＴＨ１／ＴＨ２细胞因子检测

对照组小鼠受体肾 ＩＬ２，ＩＬ４和 ＩＬ１０表达增

强，ＩＦＮγ无明显改变；而预处理组 ＩＬ２，ＩＦＮγ，ＩＬ

４和 ＩＬ１０均明显表达降低（Ｐ＜０．０５）；无关供体

组细胞因子表达与对照组无明显差异（图 ２）。

　　　　注：与对照组比较，Ｐ ＜０．０５
图 ２　 各组受体肾组织 ＩＬ２，ＩＬ４，ＩＬ１０，ＩＦＮγｍＲＮＡ表达

２．５　病理检查结果

ＨＥ染色显示糖尿病小鼠的胰岛细胞明显萎缩，

部分纤维化。对照组及无关供体组胰岛细胞移植

物结构不清，发生脂肪样变或玻璃样变，移植物周

围大量淋巴细胞浸润，肾包膜纤维化并增厚。免疫

缺陷 ＤＣ处理组移植物周围无明显淋巴细胞浸润，

胰岛细胞形态正常。

３　讨　论

异种胰岛细胞移植的主要难点之一在于如何缓

解或阻止急性异种排斥反应的发生。抗免疫排斥

药在一定程度上可缓解异种排斥反应，但不同程度

地损伤胰岛细胞功能，而免疫隔离装置并不能有效

地使胰岛细胞长期存活并稳定释放胰岛细胞素。

因此 诱 导 免 疫 耐 受 是 解 决 排 斥 反 应 的 最 佳 途

径［３～５］。近来研究表明，ＤＣ在同种器官移植中发

挥重要调节作用，既参与移植排斥反应的发生，也

可在某些条件下诱导免疫耐受的发生。如未成熟

ＤＣ，转染 ＩＬ１０或 ＣＴＬＡ４基因的 ＤＣ表面共刺激分

子表达缺陷，使 Ｔ细胞在接受抗原刺激信号的同时

缺乏协同刺激信号，导致 Ｔ细胞抗原特异性的无反

应状态即无能，从而诱导同种胰岛细胞移植物的长

期存活［６］。然而，对于 ＤＣ在异种移植中的作用以

及是否可以诱导耐受的研究甚少。

异种移植供、受体间的 ＭＨＣ分子差异较大，必

需的黏附分子及细胞因子缺乏或与受体不匹配，导

致 ＭＨＣ抗原的直接递呈方式难以进行。本研究的

前期实验表明，在异种移植中受体 ＤＣ将供体 ＭＨＣ

抗原摄取后激活初始（ｎａｉｖｅ）Ｔ细胞，以间接递呈方

式启动异种排斥反应［７］。因此本实验采用受体小

９４３
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鼠 ＤＣ作为抗原递呈细胞，以供体大鼠 ＭＨＣ为抗

原，将抗原负载 ＤＣ后再回输小鼠体内并接受大鼠

胰岛细胞移植。此模型可更好地反映异种胰岛细

胞移植排斥反应以及 ＤＣ对排斥反应的作用。

实验中观察到应用 ＧＭＣＳＦ＋ＴＧＦβ后，可从骨

髓干细胞定向诱导分化大量共刺激信号表达缺陷

的 ＤＣ，即免疫缺陷 ＤＣ；这与 Ｓｔｒｏｂｌ等［８］对人 ＤＣ的

培养中观察到的结果是一致的。负载异种 ＭＨＣ抗

原的免疫缺陷 ＤＣ预处理后，胰岛细胞移植物存活

时间明显延长（Ｐ ＜０．０５）。但用 ＳＤ大鼠胰岛细

胞作为移植物时，异种排斥反应很快发生。这表明

免疫 ＤＣ诱导的是抗原特异性的异种移植耐受，而

不是非特异性的免疫抑制。

为进一步探讨免疫缺陷 ＤＣ诱导异种移植耐受

的机制，本 实 验 通 过 混 合 淋 巴 细 胞 培 养 及 检 测

ＴＨ１／ＴＨ２细胞因子的表达，观察 Ｔ细胞的增殖及

功能。免疫缺陷 ＤＣ预处理后淋巴细胞对 Ｗｉｓｔａｒ大

鼠淋巴细胞无明显增殖反应，但对 ＳＤ大鼠淋巴细

胞仍表现出中度增殖反应。表明免疫缺陷 ＤＣ由于

表面 ＣＤ８０和 ＣＤ８６表达缺陷，诱导了 Ｔ细胞的无

能。此外，与同种移植耐受中 ＴＨ１细胞因子下调而

ＴＨ２细胞因子上调的免疫漂移现象不同［９］，本实验

观察到 ＴＨ１／ＴＨ２细胞因子表达均明显下调。此结

果提示免疫细胞因子参与异种移植的机制不同于

同种移植。其具体机制值得深入研究。
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中华医学会第１５届全国外科学术会议征文通知

经中华医学会批准，由中华外科学会主办的第 １５届全国外科学术会议将于 ２００５年 １０月 １２～１５日在山东省济
南市召开。本次会议将以外科肿瘤综合治疗和腹部大器官移植为主题全面检阅自 ２００１年第 １４届全国外科学术会
议以来国内普通外科领域临床及基础研究情况。会议将邀请大陆、港台及国外著名专家就外科领域基础与临床进

展、外科医生的培养、外科医生与法律等话题做专题演讲。本次会议将致力于进一步规范外科疾病临床诊疗行为，推

进外科医生的规范化培养，服务于国民卫生保健事业，促进外科医生队伍的法制建设。

征文内容：外科基础（休克、感染、创伤、营养、监护）、甲状腺和乳腺、胃肠、肝、胆、胰、脾、血管及腹壁等普外科领

域常见病多发病的预防、诊断、综合治疗进展，普外科领域新技术、新方法应用经验及新理论、新概念等。

征文要求：（１）未公开发表的论文，（２）请寄 ３５００字以内全文及 ８００字以内的摘要打印稿一份，摘要应包括目
的、方法、结果和结论，请附上软盘。不投摘要者将不能投入论文汇编，（３）请注明单位地址及邮编，并加盖公章。

论文截稿日期：２００５年 ７月 ３０日（以当地邮戳为准）。来稿请寄：北京市西城区阜内大街 １３３号，中华普通外科
杂志编辑部，邮编 １０００３４，请在信封左下角注明“第 １５届全国外科会议征文”字样。征文恕不退稿，请自留底稿。

本次会议是中华医学会一类学术会议，会议将向正式代表颁发中华医学会论文证书，并授予中华医学会继续教

育学分。

０５３




