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抗原特异性 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞对同种异体
胰岛移植影响及作用机制研究

张梅，徐书杭，徐瑜，刘翠萍，茅晓东，徐宽枫，刘超

（南京医科大学第一附属医院 内分泌科，江苏 南京 ２１００２９）

　　摘要：目的　探讨抗原特异性 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞免疫对同种异体胰岛急性移植排斥反应的影
响和机制。方法　用 ＭＡＣＳ分选供体抗原特异性 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞免疫糖尿病 ＢＡＬＢ／ｃＢｙＪ受体小

鼠，以 ＩＣＲ小鼠胰岛为供体行同种异体胰岛移植。观察移植后小鼠的存活时间、移植前后外周血

ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋Ｔ细胞亚群的变化和移植物中 Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞因子 ｍＲＮＡ表达水平的变化。结果　抗原

特异性 Ｔｒｅｇ细胞联合胰岛移植组（Ｃ组）胰岛移植物平均生存期为（３４．５７±１７．１５）ｄ，显著长于单纯

胰岛移植组（Ｂ组）的（１０．６±１．８２）ｄ（Ｐ＜０．０１）；移植后第 ３天，Ｃ组外周血 ＣＤ４＋／ＣＤ８＋的值显著

低于 Ｂ组（Ｐ＜０．０１）；Ｃ组移植物中 ＩＬ１０，ＴＧＦβｍＲＮＡ表达比 Ｂ组显著增强。Ｂ组移植物中 ＩＬ１β，

ＩＬ２及 ＩＦＮγｍＲＮＡ表达明显强于 Ｃ组。结论　抗原特异性 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ细胞可通过调节 Ｔｈ２／

Ｔｈ１之间的反应平衡而延长同种异体胰岛移植物的存活时间。
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　　ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌ，

Ｔｒｅｇ）具有独特的免疫抑制功能，通过抑制自身反

应性 Ｔ细胞活化与增殖，维持自身免疫耐受，防

止自身免疫病发生［１］。多项研究报道，获得性调

节性 Ｔ细胞不仅具有特定的免疫特性，而且能保

留调节性细胞的生物学特征如 ＣＤ２５，Ｆｏｘｐ３，从而

介导抗原特异性的免疫应答［２］。以动物模型为基

础的研究已经证实，抗原特异性 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ

细胞能介导移植物长期存活［３－５］。但其在体内诱

导针对同种抗原的特异性免疫耐受的机制并未完

全阐明。本研究以供体抗原诱导抗原特异性

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞作为疫苗，以正常免疫状态

的糖尿病小鼠为胰岛移植受体，旨在探讨抗原特

异性 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ细胞主动免疫诱导同种异

体胰岛移植耐受的可能机制。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　清洁级 ＩＣＲ小鼠，雌雄不拘，

体重 ２５～３５ｇ，购自江苏省实验动物中心；清洁

级 ＢＡＬＢ／ｃＢｙＪ小鼠，雄性，体重 ２５～２８ｇ，购自南

京大学模式动物中心。无特殊病原菌饲养级饲

养。

１．１．２　试剂和仪器　包括Ⅴ型胶原酶（Ｓｉｇｍａ，美

国），小牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ，美国），ＲＰＭＩ１６４０培养液

（Ｇｉｂｃｏ，美国），链脲佐菌素 （Ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ，

Ｓｉｇｍａ），ＰＥＣｙ５ａｎｔｉＣＤ３，ＰＥａｎｔｉＣＤ４，ＦＩＴＣａｎｔｉ

ＣＤ２５抗体，血清白细胞介素 ４（ＩＬ４）ＥＬＩＳＡ试剂

盒（ｅＢｉｏｓｃｉｎｃｅ，美国），小鼠 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞磁

珠分离试剂盒（ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃ公司，德国），优越

Ⅱ型血糖仪（Ｒｏｃｈｅ公司，德国），ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式

细胞仪（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ，美国）及逆转录 －聚合

酶链反应（ＲＴＰＣＲ试剂盒，ＴＯＹＯＢＯ，日本）。

１．２　方法

１．２．１　分组　ＳＴＺ诱发的糖尿病 ＢＡＬＢ／ｃＢｙＪ小

鼠为受体，ＩＣＲ小鼠为供体。实验分为 ４组：Ａ

组，糖尿病 ＢＡＬＢ／ｃＢｙＪ小鼠对照组（ｎ＝５）；Ｂ组，

糖尿病 ＢＡＬＢ／ｃＢｙＪ小鼠胰岛移植组（ｎ＝５）；Ｃ

组，糖尿病 ＢＡＬＢ／ｃＢｙＪ小鼠胰岛移植联合抗原特

异性 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔ细胞组（８×１０５个）（ｎ＝７）；

Ｄ组，正常对照组（ｎ＝５）。

１．２．２　抗原特异性 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ细胞制备

　取制备好的 ＩＣＲ小鼠单个核细胞悬液，加入丝

裂霉素（Ｍｉｔｏｍｙｃｉｎ，ＭＭＣ）（２５ｕｇ／ｍｌ）３７℃孵育

３０ｍｉｎ；磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤 ２次，１２００ｒ／

ｍｉｎ，离心 ５ｍｉｎ，重悬于 ＰＢＳ，调整细胞浓度 ２×

１０７／ｍＬ，分别免疫 ＢＡＬＢ／ｃＢｙＪ小鼠 ０．５ｍＬ／次，尾

静脉注射，每周 １次，连续 ３周。于第 ３次免疫后

第 ５天，分别取出被免疫的 ＢＡＬＢ／ｃＢｙＪ小鼠的脾

脏制备淋巴细胞悬液。ＭＡＣＳ法分离 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

Ｔｒｅｇ细胞［６］。

１．２．３　小鼠胰岛分离　ＩＣＲ小鼠，不禁食，１％戊

巴比妥钠麻醉，无菌操作下腹部 Ｖ字型切口，结

扎近十二指肠端胆总管，靠肝门近端逆行插入

２６Ｇ静脉注射针，破心放血处死动物，将冷胶原酶

溶液从插管处灌注 ４ｍＬ，迅速完整地摘取胰腺放

置含 １ｍＬ冷胶原酶试管中，于 ３７℃水浴静止消

化 １２～１５ｍｉｎ；在涡流震荡器上震荡 １０ｓ，呈细沙

状；再放置冰上，立即加入含 １０％小牛血清的

４℃ Ｈａｎｋ′ｓ液，终止消化。３０目不锈钢细胞筛过

滤，去 除 淋 巴 结 等 组 织。１０００ｒ／ｍｉｎ离 心，

２ｍｉｎ，弃上清液，Ｈａｎｋ′ｓ液洗涤 ２遍。

１．２．４　糖尿病小鼠模型的制备　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，

禁食 １２ｈ，用柠檬酸／柠檬酸钠溶液（ｐＨ４．５）溶

解 ＳＴＺ。按２００ｍｇ／ｋｇ单剂量腹腔注射，４８～７２ｈ

后尾静脉采血。动物全血血糖≥１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ，出

现明显清瘦、多食、多饮、多尿，并维持１周以上者

确定为糖尿病模型建立。

１．２．５　同种异体胰岛移植　１％戊巴比妥钠腹

腔麻醉，暴露受体鼠（Ｂ，Ｃ组）左肾，从肾下极沿

包膜下间隙游离至上极，注射分离的新鲜胰岛

（５００～６００个），缝合。糖尿病对照组（Ａ组）肾

包膜下注射 ３０μＬ生理盐水。移植后第 １周每日

测血糖，自第 ２周起每周测血糖 ２次。以非禁食

血糖 ＜１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ判定为移植物存活，移植有

效。连续 ２次血糖 ＞１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ为移植物排

斥，以出现第一次升高的时间为排斥时间。

１．２．６　外周血 ＣＤ４＋Ｔ细胞及 ＣＤ８＋ Ｔ细胞的检

测　分别于移植后 １，３，５，７ｄ眼眶静脉丛采血

１００μＬ，肝素抗凝，分为 ２管，分别加入 ＰＥＣｙ５

９７８
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ａｎｔｉＣＤ３，ＦＩＴＣａｎｔｉＣＤ４或 ＦＩＴＣａｎｔｉＣＤ８抗 体，
４℃避光孵育 ２０～３０ｍｉｎ。加入红细胞裂解液
２ｍＬ，震荡均匀，作用 ５ｍｉｎ，ＰＢＳ缓冲液洗涤２次，
１２００ｒ／ｍｉｎ，离 心 ５ｍｉｎ后，重 新 悬 浮 细 胞 于
５００μＬ缓冲液。流式细胞仪检测。
１．２．７　移植物标本收集　分别于移植后１，３，５，
７ｄ处死取小鼠（ｎ＝２），取小鼠血清及含有移植
胰岛的肾脏、脾脏、淋巴结组织快速置液态氮。 －
８０℃保存。所有动物不计入生存期观察。
１．２．８　半定量 ＲＴＰＣＲ检测移植物中细胞因子
的基因表达　取含有移植胰岛的肾脏、脾脏、淋巴
结、肝脏等冻存组织抽提 ＲＮＡ，半定量 ＲＴＰＣＲ测
定各组织基因的表达量。根据各基因产物大小选

择 ＧＡＰＤＨ为内参，测定各目的基因／内参灰度的
值。引物由上海博亚公司合成（表 １）。

表１　各基因引物序列及产物大小

基因 　　　　　　　引物序列 温度（℃） ＰＣＲ产物（ｂｐ）

ＩＬ－１β 上游引物 ＴＴＣＡＡＧＧＧＧＡＣＡＴＴＡＧＧＣＡＧ ５５ １５８

下游引物 ＴＧＴＧＣＴＧＧＴＧＣＴＴＣＡＴＴＣＡＴ

ＩＬ－２ 上游引物 ＧＴＧＣＴＣＣＴＴＧＴＣＡＡＣＡＧＣＧＣＡ ５９ １２９

下游引物 ＣＴＣＣＴＧＴＡＧＧＴＣＣＡＴＣＡＡＣＡＧＣ

ＩＬ－１０ 上游引物 ＧＴＴＧＣＣＡＡＧＣＣＴＴＡＴＣＧＧＡＡ ５９ １３１

下游引物 ＣＣＧＣＡＴＣＣＴＧＡＧＧＧＴＣＴＴＣ

ＩＦＮ－γ 上游引物 ＧＡＡＡＡＧＧＡＧＴＣＧＣＴＧＣＴＧ ５８．５ ３０４

下游引物 ＡＧＡＴＡＣＡＡＣＣＣＣＧＣＡＡＴＣＡＣ

ＴＧＦ－β 上游引物 ＣＴＴＴＡＧＧＡＡＧＧＡＣＣＴＧＧＧＴＴ ５７ ２５８

下游引物 ＣＡＧＧＡＧＣＧＣＡＣＡＡＴＣＡＴＧＴＴ

ＧＡＰＤＨ 上游引物 ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ ５９ ４３２

下游引物 ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ

１．２．９　血清 ＩＬ４测定　按酶联免疫吸附试验
（ＥＬＩＳＡ）试剂盒说明严格操作测定血清 ＩＬ４的
值。

１．３　统计学处理
实验数据以 ｘ±ｓ表示。使用 ＳＰＳＳ１０．０软件

处理。两组间比较采用 ｔ检验；多组间和组内比
较采用方差分析；存活率用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ分析。
Ｐ＜０．０５为有显著性意义。

２　结　果

２．１　抗原特异性 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ细胞延长胰
岛移植物存活时间

７只接受 ８×１０５个抗原特异性 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

Ｔｒｅｇ细胞联合胰岛移植的糖尿病小鼠（Ｃ组）全部
在 ２４ｈ内恢复正常血糖（＜１０ｍｍｏｌ／Ｌ），实现了
胰岛素的不依赖性。Ｃ组胰岛移植物平均生存期
为（３４．５７±１７．１５）ｄ，显著长于胰岛移植组
（Ｂ组）的（１０．６±１．８２）ｄ生存时间，差异有显
著性（Ｐ＜０．０１）。
２．２　抗原特异性 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ细胞输注对

同种异体胰岛移植早期受体外周血淋巴细

胞亚群的影响

Ｃ组小鼠在移植后 ＣＤ４＋／ＣＤ８＋的值无明显增
高，而 Ｂ组 ＣＤ４＋／ＣＤ８＋的值明显升高。移植后第
３天，Ｃ组 ＣＤ４＋／ＣＤ８＋的值显著低于 Ｂ组（Ｐ＜
０．０１）（图 １）。
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１）与 Ｂ组比较，Ｐ＜０．０１

图 １　两组移植后外周血 ＣＤ４／ＣＤ８Ｔ细胞比值的变化

２．３　抗原特异性 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ细胞对同种
异体胰岛移植物中 Ｔｈ１／Ｔｈ２相关细胞因子
的影响

Ｂ组移植物中白细胞介素 １β（ＩＬ１β），白细
胞介素 ２（ＩＬ２）及干扰素γ（ＩＦＮγ）ｍＲＮＡ表达
均增强。Ｃ组移植物中白细胞介素 １０（ＩＬ１０）
ｍＲＮＡ于不同时点的表达未见上调，但 ｍＲＮＡ水平
的表达高于同时点的对照组（Ｂ组）；Ｃ组转化生
长因子β（ＴＧＦβ）ｍＲＮＡ的表达随移植时间上
调，第 ７天表达高于同时间点的 Ｂ组（图 ２）。
２．４　抗原特异性 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ细胞对同种

异体胰岛移植后受体体内 ＩＬ４水平的影响
移植后 １ｄ，Ｂ组 ＩＬ４含量则无明显变化，

Ｃ组ＩＬ４水平呈上升趋势，较 Ｂ组及正常对照组
（Ｄ 组）有 极 显 著 统 计 学 差 异 （Ｐ＜０．００１）
（图３）。
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１）与Ｂ组比较，Ｐ＜０．００１；２）Ｄ组比较，Ｐ＜０．００１

图３　胰岛移植后不同时间点外周血ＩＬ－４的变化

３　讨　论

动物实验和临床研究显示，ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ
细胞在移植免疫耐受中起重要作用。本研究采

用供体脾细胞体内输注获得的抗原特异性 ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ细胞作为细胞疫苗联合胰岛移植。
结果显示，在不使用免疫抑制剂的情况下，Ｂ组
多在 １０ｄ左右发生排斥反应。而 Ｃ组小鼠胰岛
移植物存活时间明显延长，较对照组有差异显著

性。说明抗原特异性 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ细胞可预
防移植后排斥反应，是有希望细胞免疫抗排斥反

应治疗方法。

目前认为，Ｔｈ１细胞是介导移植排斥反应的
重要效应细胞。Ｔｈ１／Ｔｈ２两类辅助性细胞之间
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
降是移植免疫耐受的机制之一［７］。在 ＣＤ４＋ Ｔｈ细

胞群中，Ｔｈｌ细胞主要分泌 ＩＬ１β，ＩＬ２和 ＩＦＮγ，
促进细胞免疫应答，与器官急性排斥反应有关；

Ｔｈ２细胞主要分泌 ＴＧＦβ，ＩＬ１０，参与体液免疫
反应，并可能在移植耐受和迟发性排斥反应中起

作用。移植物在受体的长期存活需要 Ｔｈｌ和 Ｔｈ２
应答的平衡。胰岛移植后急性排斥反应常发生

在术后７～１０ｄ内，其机制较复杂，涉及体液和细
胞免疫反应，其中又以细胞免疫功能紊乱为主。

Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡向 Ｔｈ１偏移，尤其移植物局部出现
Ｔｈ１细胞异常增殖和聚集。活化 Ｔｈ１细胞可释放
ＩＬ２，ＩＦＮγ和 αＴＮＦ等细胞因子介导了对胰岛移
植物的损伤［８］。

自身免疫性疾病动物模型研究显示，调节性

Ｔ细胞在体外是通过细胞与细胞间相互作用而体
内则依赖于细胞因子的作用抑制 Ｔ细胞反应。
然而，抗原特异性 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞体内诱导
针对同种抗原的特异性免疫耐受的机制并未完

全阐明，可能与下列因素有关：（１）细胞因子的
作用。可能是分泌的 ＩＬ１０和 ＴＧＦβ通过“旁观
者 （Ｂｙｓｔａｎｄｅｒ） ”效 应 非 特 异 性 下 调 免 疫 应
答［９－１１］；（２）Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞的转化诱导免疫耐
受。抗原特异性 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ细胞在输注给
受体后，广泛参与受体免疫系统细胞因子的调

节，可 直 接 或／和 间 接 影 响 ＩＬ１，ＩＬ２，ＩＬ１０，
ＴＧＦβ及 ＩＦＮγ等的作用，影响淋巴细胞的增殖
分化；这些细胞因子在免疫耐受的维持中可能发

挥着重要作用。研究证实，ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ细胞
即可调节 Ｔｈ２／Ｔｈ１之间的反应平衡［１２］，又能促进

１８８
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Ｔｈ２细胞发育、功能活化和增殖［１３］。本实验的连

续检测发现，Ｂ组移植物中 ＩＬ１β，ＩＬ２及 ＩＦＮγ
ｍＲＮＡ表达增强，Ｃ组中 ＩＬ１０，ＴＧＦβｍＲＮＡ表达
增强。

ＩＬ４作为诱导 Ｔｈ２细胞分化的关键因子［１４］，

它不仅促进 Ｔ０向 Ｔ２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。体外研究显示，ＩＬ４能够促进 ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ细 胞 的 增 殖［１５－１６］，并 维 持 ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ细胞的正常功能。本研究结果发现，
移植后第 １天，Ｃ组 ＩＬ４水平即明显上升，Ｂ组
ＩＬ４水平则无明显变化。反之，ＩＬ４的水平的升
高又促进 Ｔｒｅｇ细胞功能，两者相互作用，调节移
植免疫反应，促进移植物的存活。本文体内实验

结果可能与 Ｔｒｅｇ细胞的作用有关。
综上所述，抗原特异性 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞

可能抑制初始 Ｔ细胞向 Ｔｈ１分化，调节 Ｔｈｌ／Ｔｈ２
应答，在同种异体胰岛移植中发挥免疫抑制作

用。因此认为，抗原特异性 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞
在胰岛移植免疫耐受的形成中扮演十分重要的

角色。
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