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　　摘要：目的　探讨 Ｔｈ１／Ｔｈ２类细胞因子转换对小鼠心脏移植物存活时间的影响。方法　采用小
鼠腹部心脏移植模型，分为同种异体移植组（Ａ组）、同种异体移植 ＋免疫抑制处理组（Ｂ组）和同系移
植组（Ｃ组），每组 ２０对。观察移植物存活时间、供心病理改变、受鼠脾和供心内 ＩＦＮγ，ＩＬ２，ＩＬ４及
ＩＬ１０ｍＲＮＡ的表达水平。结果　Ａ组及 Ｂ组移植物平均存活时间分别为（７．８±０．７７）ｄ和（１４．８０±
１．０１）ｄ，Ｃ组移植物存活均超过 ２８ｄ；３组间差异均有显著性（Ｐ＜０．０５）。Ａ组与 Ｂ组、Ｃ组比较，移
植物的心肌细胞变性坏死严重，并有大量炎性细胞浸润。Ａ组受鼠脾脏及供心内 ＩＦＮγ和 ＩＬ１０ｍＲ
ＮＡ表达比其余两组明显增强；３组移植心组织 ＩＬ２及 ＩＬ４ｍＲＮＡ均无表达；Ａ组脾脏 ＩＬ２ｍＲＮＡ表达
最强；Ｂ组脾脏 ＩＬ４ｍＲＮＡ表达明显强于其余两组。结论　Ｔｈ１／Ｔｈ２转换在延长移植物存活过程中起
重要作用；ＩＬ１０也参与移植物排斥反应过程。 ［中国普通外科杂志，２００７，１６（１０）：９８２－９８５］
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　　Ｔｈ１／Ｔｈ２两类辅助性 Ｔ细胞之间动态平衡对
诱导和维持免疫耐受十分重要。Ｔｈ２细胞因子表
达的上调和 Ｔｈ１细胞因子表达的下降，被认为是
移植免疫耐受机制之一［１－３］。但也有学者对此提

出异议［４－７］。鉴于此，笔者采用小鼠腹部异位心

脏模型观察 Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞因子转换对心脏移植物
存活时间的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　近交系 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠 ４０只
为供体，近交系 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠 ８０只，作为供体或
受体。动物均为雌性，约 ８周龄，１５～２０ｇ，购于
同济医学院器官移植研究所。供、受体体重差异

无显著性，手术前后不禁饮食。

１．１．２　手术器械及试剂　双人双目手术显微镜
购于上海医用光学仪器厂；显微手术包购于上海

医疗器械有限公司手术器械厂；１２０带线缝合针
购于宁波医用缝线厂；戊巴比妥钠为同济医学院

职业医学研究所惠赠；ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司；引物合成由申能博彩完成；逆转录 －聚合酶
链反应（ＲＴＰＣＲ）试剂盒为 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司产品；
５０ｂｐｌａｄｄｅｒ购自 ＴＩＡＮＧＥＮＢＩＯＴＥＣＨ。
１．２　实验方法
１．２．１　实验分组及模型制作　将实验动物分为
３组：每组为 ２０对。Ａ组（同种异体移植组）：供
体为 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，受体为 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，供受体
围手术期均未作特殊处理；Ｂ组（同种异体移植 ＋
免疫抑制处理组）：供体为 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，受体为
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，受体于术前 １ｄ经尾静脉行特异性
供体脾细胞输注，术前 １ｄ及术后 １周联合应用环
孢素 Ａ（５μｇ／ｇ）。Ｃ组（同系移植组）：供受体均
为 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，供受体围手术期均未作特殊处
理。

动物模型采用小鼠腹部异位心脏移植模型，

将供心主动脉与受体腹主动脉、供心肺动脉与受

体下腔静脉分别行端侧吻合［８］。

１．２．２　脾细胞悬液制备　１％戊巴比妥钠腹腔
注射麻醉 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（０．０１ｍＬ／ｇ），无菌条件
下切取脾脏，置于盛有少量 ＤＨａｎｋｓ液培养皿
内，将之剪成小块。转移至 ２００目钢网上，用灭
菌针芯轻轻研磨，经网过滤，即制成单细胞悬

液。１０００ｒ／ｍｉｎ，离心 １０ｍｉｎ，弃上清液；加入红
细胞裂解液，吹打混匀；２～３ｍｉｎ后加入 １０ｍＬＤ
Ｈａｎｋｓ液终止反应；１０００ｒ／ｍｉｎ，离心 １０ｍｉｎ，洗
２次。用 ＤＭＥＭ培养基调整细胞浓度至 ５×１０７

个／ｍＬ备用。采用台盼蓝溶液染色计算活细胞百
分率。

１．２．３　观察指标及方法
１．２．３．１　移植心脏平均存活时间　设定 ２８ｄ为
观察终点。术后每日触诊受鼠腹部，如供心不再

搏动或仅有细微颤动均视为排斥终点。

１．２．３．２　移植物标本收集及组织学检查　移植
后第 ７天分别从 ３组中随机挑选受体鼠各 ５只，
断颈处死后取供心和脾组织，锡箔纸包裹后冻存

于液氮中备用。其中 ２只供心，于 １０％甲醛溶液
内固定 ２４ｈ后，石蜡包埋制成切片，并采用伊红
苏木素染色于光学显微镜下观察。

１．２．３．３　检测各组受鼠供心和脾脏中 Ｔｈ１／Ｔｈ２
类细 胞 因 子 白 细 胞 介 素 ２（ＩＬ２），γ干 扰 素
（ＩＦＮγ），ＩＬ４，ＩＬ１０的 ｍＲＮＡ表达水平　⑴ ＲＮＡ
提取。小鼠脾和心脏中的总 ＲＮＡ提取按 Ｔｒｉｚｏｌ
Ｒｅａｇｅｎｔ说明书进行。取 ５０ｍｇ组织 ＋１ｍＬＴｒｉｚｏｌ
Ｒｅａｇｅｎｔ研磨，５ｍｉｎ后加入 ２００μＬ氯仿，剧烈振荡
１５ｓ，室 温 沉 淀 ３ｍｉｎ，４℃ １０３９７ｒ／ｍｉｎ离 心
１５ｍｉｎ，取上清液并加入 ５００μＬ异丙醇，颠倒混匀，
室温沉淀２０ｍｉｎ，４℃ １０３９７ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上
清液后用 ７５％乙醇洗涤 １次，４℃ ８２２０ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，弃上清液，加入 ２０μＬ０．１％ＤＥＰＣ水充分溶
解，测 定 Ａ２６０／Ａ２８０ 值 并 计 算 ＲＮＡ 浓 度。
⑵ ＲＴＰＣＲ的步骤。将 ｍＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ：将
配制逆转录反应体系在 ４２℃温育 ６０ｍｉｎ，进行
ｃＤＮＡ合成，然后于 ９４℃作用 １０ｍｉｎ灭活逆转录
酶，迅速冰浴 １～２ｍｉｎ后，－２０℃保存。ＰＣＲ扩
增：采用 －２０℃保存的 ｃＤＮＡ作为 ＰＣＲ的模板，引
物序列和产物大小见表 １。ｃＤＮＡ２μＬ，１０×缓冲
液 ５μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ１μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２
４μＬ，上下游引物各 １μＬ，Ｔａｑ酶 １．５μＬ（Ｕ／μＬ）、
加去离子水补至 ５０μＬ。将反应管置于 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
热循环仪上，按表 ２条件进行 ＰＣＲ反应。反应完
毕将产物置于 ４℃冰箱保存。采用 ２％琼脂糖凝
胶电泳：取 １μＬ６×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，１μＬ荧光染料
（ＳＹＢＧＲＥＥＮ）和 ４μＬＰＣＲ产物，混匀后上样；以
５～７Ｖ／ｃｍ电泳，在凝胶成像系统上检测并照相。
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附表　引物序列及产物大小

　引物 序列 退火温度（℃） 产物大小（碱基对）
ＩＦＮγ正义

ＩＦＮγ反义

５′ＴＣＣＴＣＣＴＧＣＧＧＣＣＴＡＧＣＴＣＴＧＡ３′

５′ＣＧＣＴＧＧＡＣＣＴＧＴＧＧＧＴＴＧＴＴＧＡ３′
６５ ４０９ｂｐ

ＩＬ２正义

ＩＬ２反义

５′ＣＣＣＴＴＧＣＴＡＡＴＣＡＣＴＣＣＴＣＡＣＡ３′

５′ＡＣＴＣＡＴＣＡＴＣＧＡＡＴＴＧＧＣＡＣＴＣ３′
５４ ４７９ｂｐ

ＩＬ４正义

ＩＬ４反义

５′ＴＧＡＣＧＧＣＡＣＡＧＡＧＣＴＡＴＴＧＡＴＧ３′

５′ＴＧＡＴＧＣＴＣＴＴＴＡＧＧＣＴＴＴＣＣＡＧ３′
６４ ４２２ｂｐ

ＩＬ１０正义

ＩＬ１０反义

５′ＧＣＴＧＣＣＴＧＣＴＣＴＴＡＣＴＧＡＣＴＧＧ３′

５′ＴＴＣＡＴＧＧＣＣＴＴＧＴＡＧＡＣＡＣＣＴＴ３′
５９ ４５４ｂｐ

βａｃｔｉｎ正义

βａｃｔｉｎ反义

５′ＣＴＧＴＣＣＣＴＧＴＡＴＧＣＣＴＣＴＧ３′

５′ＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣ３′
５６ ２１８ｂｐ

１．３　统计学处理
ＲＴＰＣＲ条带采用 Ｇｅｌｐｒｏ软件进行灰度扫描

分析，并计算相对灰度值。相对灰度值 ＝ＩＯＤ（目
的条带）／ＩＯＤ（内参）。实验数据采用均数 ±标准
差（ｘ±ｓ）表示。统计学方法采用单因素方差分
析及 Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析，用 ＳＰＳＳ１０．０软件进行。

２　结　果

２．１　心脏移植成功率
小鼠 腹 部 心 脏 移 植 手 术 共 行 ６０对，存 活

５８对，成功率为 ９６．７％。
２．２　移植心脏平均存活时间

移植心 脏 平 均 存 活 时 间 Ａ 组 为 （７．８±
０．７７）ｄ，Ｂ组为（１４．８０±１．０１）ｄ，Ｃ组移植物在
观察终点 ２８ｄ时均存活。３组间存活时间差别均
有显著性意义（Ｐ＜０．０５）。
２．３　移植心脏组织学的变化

移植术后第 ７天，Ａ组为典型细胞免疫性损
伤病理改变，心肌细胞变性坏死、大量炎性细胞浸

润，以淋巴细胞和单核细胞为主；Ｂ组只有少量炎
性细胞浸润，心肌细胞变性坏死较轻；Ｃ组几乎无
炎性细胞浸润，心肌细胞无变性坏死（图 １）。

图１光学显微镜下移植物形态学改变 （ＨＥ×１００）　Ａ：移植排斥组；Ｂ：免疫抑制处理组；Ｃ：同系移植组

２．４　３组受鼠移植心脏和脾脏 ＩＦＮγ，ＩＬ２，ＩＬ
４及 ＩＬ１０ｍＲＮＡ的表达

Ａ组受鼠脾脏及供心 ＩＦＮγ及 ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达
明显强于 Ｂ，Ｃ组，受鼠脾脏及供心 ＩＦＮγ表达与
移植物存活时间（ＧＳＴ）呈负相关（ｒ＝－０．４４１，
Ｐ＝０．２３５；ｒ＝－０．５２５，Ｐ＝０．１４６）；受鼠脾脏及
供心 ＩＬ１０表达与 ＧＳＴ呈明显负相关，差异具有
显著性（ｒ＝－０．８５６，Ｐ＝０．００３；ｒ＝－０．７７５，

Ｐ＝０．０１４）；３组供心组织 ＩＬ２和 ＩＬ４ｍＲＮＡ均无
表达，３组受鼠脾脏均有 ＩＬ２ｍＲＮＡ表达，以 Ａ组
最强，Ｃ组次之，Ｂ组最弱，脾脏 ＩＬ２表达与 ＧＳＴ
呈负相关（ｒ＝－０．５２５，Ｐ＝０．１４６）。３组受鼠
脾脏 ＩＬ４ｍＲＮＡ的表达以 Ｂ组最强，Ｃ组次之，
Ａ组 最 弱，脾 脏 ＩＬ４表 达 与 ＧＳＴ呈 正 相 关
（ｒ＝０．２９８，Ｐ＝０．４３６）（图 ２）。

图２　３组受鼠移植物和脾脏ＩＦＮγ，ＩＬ２，ＩＬ４及ＩＬ１０ｍＲＮＡ的表达

４８９
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３　讨　论

激活的 ＣＤ４＋辅助性 Ｔ细胞分化为 Ｔｈ１和
Ｔｈ２亚群，通过它们分泌不同细胞因子而参与不
同免疫应答。Ｔｈ１亚群分泌 ＩＦＮγ，ＴＮＦβ和 ＩＬ２
等，主要介导细胞毒（ＣＴＬ）和迟发性超敏反应
（ＤＴＨ）；Ｔｈ２亚群分泌 ＩＬ４，ＩＬ５，ＩＬ６和 ＩＬ１０，
主要功能是刺激 Ｂ细胞增生并产生抗体，参与体
液免疫应答［１］。

近年来认为［２－３］，同种移植中 Ｔｈ１型细胞通
过促进同种抗原特异的 ＣＴＬ和 ＤＴＨ作用而启动
排斥反应，Ｔｈ２型细胞则通过下调 Ｔｈ１型细胞驱
动的排斥反应而促使移植物耐受。但也有研究

认为，Ｔｈ１／Ｔｈ２转换并不能完全解释移植耐受现
象。Ｂｉｓｈｏｐ等［４］发现大鼠肝移植自发性耐受模型

淋巴结中，ＩＬ２及 ＩＦＮγ表达增加，而 ＩＬ６和
ＩＬ１０表达减少。ＬｅｅＳＪ等［５］和赵刚等［６］认为 Ｔｈ２
上调与免疫耐受无关。一项应用 ＩＬ２和 ＩＦＮγ
基因敲除小鼠进行的移植研究表明［７］，虽然细胞

因子表达向 Ｔｈ２偏离，但仍有排斥反应发生，说
明 Ｔｈ１／Ｔｈ２转换学说仍然存在诸多争议。究其
原因，除了各家采用的检测手段不同、移植脏器

和动物种属等方法学原因外，也与该理论本身的

局限性有关。

笔者采用小鼠腹部异位心脏移植模型进行研

究发现，Ｂ组存活时间明显长于 Ａ组。应用 ＲＴ
ＰＣＲ方法检测移植物和脾脏细胞因子 ｍＲＮＡ表
达，结果显示：经 ＤＳＴ联合 ＣＳＡ处理的小鼠，ＩＬ４
表达明显增强，但 ＩＦＮγ，ＩＬ２和 ＩＬ１０表达均降
低，尤 以 ＩＦＮγ和 ＩＬ１０降 低 比 较 明 显，提 示
Ｔｈ１／Ｔｈ２转换确实在诱导移植耐受延长移植物存
活方面起着重要作用。但 Ｔｈ２因子中的 ＩＬ１０表
达水平反而降低。ＩＬ１０主要由 Ｔｈ２细胞和活化
的巨噬细胞分泌，它在移植排斥方面有双重作

用，提示细胞因子网络间存在着精细协调作用方

式，不能简单地将其区分为支持诱导耐受或参与

排斥反应。ＩＦＮγ和 ＩＬ２一方面可以促进 Ｔ细胞
增殖分化，另方面可以通过诱导促炎细胞因子分

泌，激活炎性细胞释放各种效应分子，增强血管

内皮细胞表面黏附分子表达，上调移植物 ＭＨＣ分
子表达等作用以促进排斥反应［９］。ＩＬ４作为诱导
Ｔｈ２细胞分化的关键因子［１０］，它不仅促进 Ｔｈ０向
Ｔｈ２分化，还可以抑制 Ｔｈ１细胞增殖，下调 Ｔｈ１细
胞因子表达，从而延长移植物存活时间。本研究

结果与之相符。大量研究证实［１１－１３］，ＩＬ１０可以
抑制排斥反应。其主要机制为：（１）直接或间接
（诱导调节性 Ｔ细胞生成）抑制 Ｔｈ１细胞增殖及
相应细胞因子分泌；（２）通过减少抗原提呈细胞
表面 ＭＨＣＩＩ分子和一些共刺激信号表达，从而抑
制 Ｔ细胞激活；（３）通过减少血管内皮细胞表面

黏附分子表达，从而减少单核细胞渗出。也有研

究发现［１４］，ＩＬ１０通过刺激 Ｔ细胞增强其 ＭＨＣＩＩ
分子表达等机制，可加剧移植物血管病等，从而

促进排斥反应发生。本研究结果支持后者，Ａ组
供心及脾脏内均有 ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达，明显强于
Ｂ、Ｃ组，提示其可能促进移植物排斥反应。此现
象的原因尚有待研究。

总之，细胞因子网络十分复杂，其作用往往具

有多向性和多效性。如何通过调节细胞因子网

络诱导移植物耐受是目前诱导移植耐受的免疫

策略之一。这一策略的深入研究，将有助于更深

入了解移植免疫应答过程，从而对排斥反应的预

防和治疗提供新的思路。
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Ｔｈ１ｃｅｌｌｓｓｈｏｗｓｅｌｆｃｏｎｔｒｏｌ［Ｊ］．ＪＥｘｐＭｅｄ，２００７，２０４
（２）：２３９－２４３．

［１３］ＭｏｉｎｅＡＬ，ＧｏｌｄｍａｎＭ，ＡｂｒａｍｏｗｉｃｚＤ．Ｍｕｌｔｉｐｌｅｐａｔｈｗａｙｓｔｏ
ａｌｌｏｇｒａｆｔｒｅｊｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，２００２，７３（９）：
１３７３－１３８１．

［１４］ ＦｕｒｕｋａｗａＹ，ＢｅｃｋｅｒＧ，ＳｔｉｎｎＪＬ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０
（ＩＬ１０） ａｕｇｍｅｎｔｓａｌｌｏｇｒａｆｔａｒｔｅｒｉａｌｄｉｓｅａｓｅ： ｐａｒａｄｏｘｉｃａｌ
ｅｆｆｅｃｔｓｏｆＩＬ１０ｉｎｖｉｖｏ［Ｊ］．Ａｍ ＪＰａｔｈｏｌ，１９９９，１５５
（６）：１９２９－１９３９．
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