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转 B、T 淋巴细胞衰减子基因树突状细胞诱导大鼠肝移植 

免疫耐受的作用及机制
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摘   要 目的：探讨慢病毒介导 B、T 淋巴细胞衰减子（BTLA）基因转染的树突状细胞（DC）诱导大鼠肝脏移

植免疫耐受的作用及机制。

方法：以 DA 大鼠为供体，为 Lewis 大鼠为受体，建立原位肝移植模型；获取 SD 大鼠 DC 后，分别

用携带或不携带 BTLA 基因的重组慢病毒载体感染 DC。将 36 只肝移植术后大鼠随机均分为模型组

（移植术后无任何无处理）、DC 组（肝移植术后输入未携带 BTLA 基因的重组慢病毒转染的 DC）、

BTLA-DC 组（肝移植术后输入携带 BTLA 基因的重组慢病毒转染的 DC）。每组术后 7 d 完成血生化指

标与肝脏病理学检测后，剩余大鼠行生存时间分析。

结果：与模型组比较，BTLA-DC 组术后的肝功能损伤指标、免疫刺激细胞因子 IFN-γ 水平以及移植

肝组织排斥反应的病理学评分降低，免疫抑制性细胞因子 IL-10 水平升高，但 DC 组术后的以上指标均

呈一定程度的反向变化，定量指标的差异均有统计学意义（均 P<0.05）。模型组的中位生存时间为 15 d，

DC 组的中位生存时间为 13 d，BTLA-DC 组的中位生存时间为 79 d，3 组间的生存时间差异有统计学

意义（χ2=16.14，P=0.000 3）。

结论：高表达 BTLA 的 DC 减缓了移植肝脏急性排斥反应，延长受体大鼠的生存时间，机制可能与其

诱导 T 细胞免疫耐受有关。
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B、T淋巴细胞衰减子（BTLA）是免疫球蛋白

超 家 族 成 员 ， 与 疱 疹 病 毒 侵 入 介 质 （ H V E M ） 结

合提供T淋巴细胞的负性调节第2信号，BTLA在体

内广泛表达于T细胞、B细胞、NK细胞、树突状细

胞（DC）和巨噬细胞等多种免疫细胞表面。已有

研究[1-7]表明BTLA信号通路在炎症免疫调控、肿瘤

免 疫 逃 避 和 自 身 免 疫 性 疾 病 中 起 到 重 要 作 用 ， 但

BTLA信号通路和肝脏移植物的免疫耐受间的相关

性尚缺乏研究。本研究拟采用慢病毒介导BTLA基

因转染DC后回输肝移植术后大鼠，观察其对移植

肝脏的免疫保护作用及相关机制。

1　材料与方法

1.1  实验动物  

供 体 为 D A 大 鼠 ， 体 质 量 1 8 ~ 2 2 0  g ， 受 体 为

Lewis大鼠，体质量250~300  g，均为雄性，SPF

级 ， 由 北 京 维 通 利 华 公 司 提 供 ， 实 验 于 甘 肃 中 医

药大学SPF实验室完成，实验动物饲养及实验过程

符合实验动物伦理相关规定。

1.2  BTLA 慢病毒载体的构建及鉴定  

根 据 G e n e B a n k 公 布 的 大 鼠 B T L A 基 因 m R N A

序 列 （ N M _ 2 1 3 6 3 0 . 1 ） ， 委 托 上 海 生 工 生 物 技

术 有 限 公 司 合 成 引 物 ， 构 建 O R F 慢 病 毒 表 达 质

粒 L V - B T L A ， 继 而 构 建 慢 病 毒 L P P - M m 2 6 6 4 5 -

Lv203-400，用此慢病毒感染293T细胞，培养48 h

后使用荧光显微镜进行绿色荧光蛋白观察。

1.3  目标 DC 的获取和鉴定 [8]  

D A 大 鼠 1 0 % 水 合 氯 醛 腹 腔 注 射 麻 醉 后 ， 

1  2 5 0  U 肝 素 阴 茎 背 静 脉 注 射 ， 腹 主 动 脉 抽 血 共

计 2 0  m L ， 加 入 大 鼠 淋 巴 细 胞 分 离 液 6 0 0  g 离 心 

20 min，取淋巴细胞层清洗2次，用含100 ml/L胎

牛血清的RPM11640悬浮细胞，加入20 ng/mL GM-

CSF、10 ng/mL IL -4、4 µg/L的重组大鼠TNF -α

（ r e c o m b i n a n t  r a t  t u m o r  n e c r o s i s  f a c t o r  α ，

r r T N F -α），1 mL/L双抗（链霉素、青霉素）， 

37 ℃、5% CO2孵箱中培养。隔日半量换液，10 d

后 可 见 半 悬 浮 状 态 成 团 聚 集 的 细 胞 。 采 用 流 式 细

胞术检测CD80、CD86、MHCII、OX62的表达。 

1.4  慢病毒和 DC 共培养及 BTLA 的表达鉴定  

取 上 述 培 养 5  d 后 的 D C 细 胞 将 其 收 集 于 1 2 孔

细 胞 培 养 板 中 ， 2 4  h 后 以 感 染 复 数 为 1 5 向 细 胞

培 养 孔 中 加 入 携 带 B T L A 基 因 的 重 组 慢 病 毒 液 ， 

37 ℃、5% CO 2孵箱中培养48 h后Western blot法

检测BTLA在修饰DC细胞中的蛋白表达水平，使用

Image J软件进行图像处理分析。

Methods: The animal models of orthotopic liver transplantation were established by using DA rats as donors and 

Lewis rats as recipient respectively. DCs were isolated from SD rats, and then were infected with recombinant 

lentivirus carrying or without BTLA gene, respectively. Thirty-six rats after liver transplantation were equally 

randomized into model group (without any treatment after liver transplantation), DC group (transfused with DCs 

without BTLA gene after liver transplantation) and BTLA-DC group (transfused with DCs bearing BTLA gene 

after liver transplantation). In each group of rats, after completion of serum biochemical tests and liver pathological 

examination on postoperative 7 d, the remaining rats were used for determining the survival time.

Results: After transplantation, the liver function injury parameters, immune-stimulating cytokine IFN-γ level and 

rejection pathological score of the liver transplant were decreased and the immune-inhibiting cytokine IL-10 was 

increased in BTLA-DC group, but all above variables presented an opposite trend in DC group compared with 

model group, and the differences in all quantitative variables had a statistical significance (all P<0.05). The mean 

survival times for model group, DC group and BTLA-DC group were 15, 13, and 79 d respectively, and difference 

in survival time had statistical significance among the three groups (χ2=16.14, P=0.000 3). 

Conclusion: DCs with high BTLA expression can alleviate rejection reactions of the liver transplant and prolong 

the survival time of the recipient rats, and the mechanism may possibly be associated with its inducing T cell 

immune tolerance.

Key words Liver Transplantation; Graft Rejection; Dendritic Cells; Immune Tolerance; Rats

CLC number: R657.3
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1.5　大鼠原位肝移植模型的建立 [9-11]

1.5.1  供体手术　DA 大鼠 10% 水合氯醛（0.3 mL/100 g）

腹 腔 注 射 麻 醉 后 仰 卧 位 胶 布 固 定， 肋 缘 下 T 字 型

切口入腹，顺时针游离供肝，依次切断右三角韧带、

冠状韧带，结扎并切断左膈下静脉、肝和食管间的

交通支血管，结扎并切断幽门静脉，经阴茎背静脉

注射 1 250 U 肝素液完成供体肝素化。贴近下腔静

脉结扎右肾上腺静脉，分离并结扎切断右肾静脉。

暴露肝门，左右肝管汇合部下方 5 mm V 字形剪开

胆总管前壁置入胆管内支架，5-0 丝线固定。穿刺

腹主动脉置入小儿头皮针并血管夹固定，0~4 ℃乳

酸钠林格氏液 20 mL（含肝素 5 U/mL）缓慢灌注，

剪开膈肌，阻断胸主动脉，剪开右心耳放血，完成

供肝灌注。紧贴肝上下腔静脉膈肌环离断肝上下腔

静脉，脾静脉交汇上方离断门静脉，左肾静脉上方

离断肝下下腔静脉，完成供肝摘取。

1.5.2  供肝修整　冰盐水中修剪肝上膈肌环，完

整去除膈肌。肝下下腔静脉置入 6.7-F 心脏导管外

鞘制成的套管并 5-0 丝线固定，门静脉内置入 5.6-F

心脏导管外鞘制成的套管并 5-0 丝线固定，至此完

成供肝修整。

1.5.3  受 体 手 术　Lewis 大 鼠 术 前 30 min 肌 注 

0.03 mg 阿 托 品，10% 水 合 氯 醛（0.3 mL/100 g）

腹 腔 麻 醉 满 意 后 仰 卧 位 胶 布 固 定， 取 上 腹 正 中 切

口。 游 离 并 依 次 切 断 肝 周 韧 带， 肝 固 有 动 脉 起 始

段 结 扎 并 切 断。 左 右 肝 管 汇 合 处 离 断 胆 总 管 远 端

置 入 胆 管 内 支 架 并 5-0 丝 线 活 结 临 时 固 定。 紧 贴

肝 下 下 腔 静 脉 结 扎 右 肾 上 腺 静 脉， 右 肾 静 脉 上 方

哈 巴 狗 血 管 夹 阻 断 下 腔 静 脉， 幽 门 静 脉 上 方 血 管

夹阻断门静脉，穿刺门静脉分叉处缓慢推注 2 mL

生 理 盐 水 完 成 自 身 输 血。 小 儿 Satinsky 钳 带 少 量

膈 肌 阻 断 肝 上 下 腔 静 脉， 门 静 脉 分 叉 处 离 断 门 静

脉，紧贴肝脏离断肝下下腔静脉，摘除受体肝脏。

移 入 供 肝 8-0 丝 线 两 定 点 法 完 成 肝 上 下 腔 静 脉 端

端吻合，门静脉断端套入供体套管并 5-0 丝线固定，

开 放 受 体 门 静 脉 阻 断 钳 和 肝 上 下 腔 静 脉 阻 断 钳 结

束 无 肝 期， 可 见 肝 脏 颜 色 缓 慢 变 红。 同 法 套 入 肝

下 下 腔 静 脉 并 开 放 右 肾 静 脉 上 方 血 管 夹， 可 见 右

肾 颜 色 缓 慢 复 原。 拆 除 受 体 胆 总 管 支 架， 套 入 供

体 胆 总 管 支 架 完 成 胆 总 管 重 建， 至 此 完 成 受 体 肝

脏移植。

1.6  实验分组和检测指标

将 3 6 只 模 型 大 鼠 分 为 3 组 ， 每 组 1 2 只 。 模 型

组 ： 仅 行 原 位 大 鼠 肝 移 植 ， 术 后 不 作 任 何 处 理 ；

D C 组 ： 受 体 L e w i s 大 鼠 行 肝 移 植 术 后 即 刻 、 术 后 

3  d 经 尾 静 脉 回 输 无 B T L A 基 因 的 重 组 慢 病 毒

Lv.GFP转染的DC细胞；BTLA -DC组：受体Lewis

大 鼠 行 肝 移 植 术 后 即 刻 、 术 后 3  d 经 尾 静 脉 回 输

重组慢病毒LPP -Mm26645 -Lv203 -400转染的DC

细 胞 。 以 上 3 组 各 6 只 大 鼠 于 术 后 3 、 7  d 尾 静 脉

采 血 全 自 动 生 化 仪 检 测 天 门 冬 氨 酸 氨 基 转 移 酶

（AST）、丙氨酸氨基转移酶（ALT）、总胆红素

（TBIL），术后7 d尾静脉采血ELISA检测血清白

细胞介素10（IL-10）、干扰素（IFN-γ）含量。

每组2只大鼠术后7 d吸入乙醚麻醉后摘取供肝，

10%福尔马林4 ℃固定过夜，石蜡包埋，切片4 µm

厚，经HE染色后在光学显微镜下观察供肝病理改

变，参照肝移植排斥反应Banff标准。其余每组6只

用于生存分析。

1.7  统计学处理 

所有资料用SPSS 25.0统计软件分析。计量资

料 以 均 数 ± 标 准 差 （x± s） 表 示 ， 组 间 比 较 采 用

单因素方差分析，受体大鼠生存时间采用Kaplan -

Meier生存曲线分析并用Log-rank秩和检验。

2　结　果

2.1  DC 细胞的体外培养与鉴定  

隔日半量换液1次，培养10 d后显微镜下观察

可 见 成 团 聚 集 呈 悬 浮 状 态 的 细 胞 ， 流 式 细 胞 仪 检

测细胞表面CD80、CD86、MHCII、OX62的表达

分别为41.79%，55.18%，57.93%，61.77%，为

成熟DC（mDC）的特征（图1）。

2.2  重组慢病毒 LPP-Mm26645-Lv203-400 转染 DC  

LPP-Mm26645-Lv203-400 与 Lv.GFP 感 染

293T 细胞 48 h 后倒置荧光显微镜下可见明显的绿

色荧光蛋白表达。取被转染的 DC 行 Western blot

检测 BTLA 蛋白表达情况，结果显示，携带 BTLA

基因重组慢病毒载体感染的 DC 较空白对照 DC 与

不 携 带 BTLA 基 因 重 组 慢 病 毒 载 体 感 染 的 DC 的

BTLA 蛋白表达含量明显升高，Image J 软件行灰度

分析结果显示，差异有统计学意义（P<0.01）（图 2）。
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2.3  造模情况  

本 组 共 完 成 大 鼠 原 位 异 体 肝 移 植 模 型 3 6 例 

（图3），以术后存活72 h以上视为模型成功，成

功率100%。其中供体手术时间（22.5±3.0）min， 

受 体 手 术 时 间 （ 6 7 . 1 ± 5 . 2 ） m i n ， 受 体 无

肝 期 （ 1 8 . 7 ± 1 . 9 ） m i n ， 供 肝 冷 缺 血 时 间

（52.0±3.9）min。

 

2.4  术后血清学指标变化  

肝移植术后受体大鼠血清AST、ALT、TBIL、

I L - 1 0 ， I F N - γ 含 量 变 化 见 图 4 。 术 后 3 、 7  d ，

B T L A - D C 组 的 A L T 、 A S T 、 T B I L 水 平 均 明 显 低

于 模 型 组 和 D C 组 （ 均P< 0 . 0 5 ） ， 术 后 3  d ， D C

组 A L T 、 A S T 、 T B I L 水 平 与 模 型 组 差 异 无 统 计 学

图 1　流式细胞术检测 mDC 细胞表面分子标志物
Figure 1　Surface molecular markers of mDCs determined by flow cytometry
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图 2　BTLA 蛋白在各组 DC 中的表达
Figure 2　BTLA expressions in each group of DCs

4

3

2

1

0

B
TL

A
相

对
表

达
量

空白对照 Lv.GFP

LPP-Mm26645-Lv203-400

BTLA

Na+/K+-ATPase

空白对照
Lv.GFP

LPP-Mm26645-Lv203-400

图 3　造模术中图片　　A：供肝修整完毕；B：移植肝脏复流
Figure 3　Images during operation for model creation　　A: Completion of trimming of the donor liver; B: Reperfusion of the liver transplant 
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意义（P=0 .436、0.082、0.624），但术后7 d的

A L T 、 A S T 、 T B I L 水 平 均 明 显 高 于 模 型 组 （ 均

P<0 . 0 5 ） 。 与 模 型 组 比 较 ， B T L A - D C 组 术 后 7  d

的IFN-γ水平明显降低、IL-10水平明显升高（均

P<0.05），DC组术后7 d的IFN-γ水平明显升高、

IL-10水平明显降低（均P<0.05）。

2.5  病理学检查结果

移植肝病理检查结果显示，模型组与DC组汇

管 区 大 量 淋 巴 细 胞 浸 润 ， 累 及 周 围 肝 实 质 ， 胆 管

上 皮 可 见 炎 性 细 胞 浸 润 ， 肝 静 脉 内 膜 下 炎 细 胞 浸

润明显，而BTLA -DC组汇管区和胆管上皮少量炎

性细胞浸润。按Banf f方案肝移植术后病理评价。

模型组术后7 d RAI评分平均为7分，为III级重度

排斥反应。DC组术后7 d RAI评分平均为8分，为

III级重度排斥反应。BTLA-DC组术后7 d RAI评分

1~2分，为I级轻度排斥反应（图5）。

图 4　各组大鼠肝移植术后血清学指标变化
Figure 4　Changes in serum biochemical variables in each group of rats after liver transplantation

图 5　移植肝脏 HE 染色（×400）　　A：模型组；B：DC 组；C：BTLA-DC 组
Figure 5　HE staining of the liver transplants (×400)　　A: Model group; B: DC group; C: BTLA-DC group
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2.6  生存分析

模型组的中位生存时间为15 d，DC组的中位

生存时间为13 d，BTLA -DC组的中位生存时间为

79 d，3组的累积生存率曲线差异有显著统计学差

异（χ2=16.14，P=0.000 3）（图6）。

图 6　各组肝移植术后大鼠生存曲线
Figure 6　Survival curves of each group of rats after liver transplantation
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3　讨　论

肝 脏 移 植 已 经 成 为 治 疗 各 种 终 末 期 肝 病 的 最

有 效 的 方 法 之 一 ， 然 而 ， 排 斥 反 应 的 发 生 限 制 了

移 植 肝 和 受 体 的 长 期 存 活 。 临 床 上 应 用 各 种 免 疫

抑 制 药 物 预 防 排 斥 反 应 已 经 取 得 了 不 错 的 疗 效 ，

但 是 长 期 服 用 免 疫 抑 制 剂 会 诱 发 血 压 升 高 、 血 糖

升 高 ， 感 染 机 率 增 高 ， 肿 瘤 发 生 率 增 高 等 ， 甚 至

会引起严重的肝肾功能损害[12-13]。因此，寻找新的

免 疫 耐 受 方 案 成 为 合 理 的 选 择 ， 并 有 望 最 终 替 代

免疫抑制类药物的使用。

T细胞作为肝脏移植免疫排斥的主要效应细胞

发挥作用，T细胞的激活需要双信号通路[14]，以往免

疫耐受研究主要集中在正向刺激信号的阻断[15-16]，

近 年 来 负 性 共 刺 激 通 路 B T L A 的 作 用 逐 渐 受 到 重 

视[17-19]，Grabmeier-Pfistershammer等[20]报道使用

抗体阻断BTLA信号通路可以有效上调HIV感染患

者的CD8 +T细胞数量。Simon等 [21]报道BTLA高表

达 的 D C 可 以 有 效 的 上 调 调 节 性 T 细 胞 的 数 量 。 人

体中存在多种抗原呈递细胞（APC），DC是迄今

为止所知的呈递抗原能力最强的APC。DC的功能

具有复杂性[22-23]，未成熟DC（imDC）表面低表达

共刺激分子OX80、XO86、MHCII，与T细胞结合

后不能有效传递第二信号，从而导致T细胞发生抗

原特异性免疫耐受。mDC细胞表面高表达共刺激

分子OX80、XO86、MHCII，可以有效传递T细胞

激活的第二信号。经典理论 [ 24]认为基于细胞因子

分泌情况和转录因子表达情况，T细胞可以向分泌

IFN-γ和IL-2的Th1细胞分化，从而引起移植肝细

胞的损伤，也可以向分泌IL-4和IL-10为主的Th2细

胞 分 化 ， 从 而 抑 制 对 移 植 肝 细 胞 的 损 伤 。 基 于 基

因工程的方法修饰DC细胞被认为是最有前景的免

疫治疗方法之一[25]。

本 研 究 采 用 B T L A 基 因 的 重 组 质 粒 ， 利 用 慢

病 毒 作 为 载 体 ， 和 供 体 来 源 的 D A 大 鼠 D C 细 胞 共

培 养 ， 获 得 稳 定 表 达 后 经 阴 茎 背 静 脉 回 输 入 肝 移

植 术 后 大 鼠 ， 慢 病 毒 介 导 的 B T L A 基 因 高 表 达 的

BTLA -DC组术后3、7 d的ALT、AST、TBIL较模

型组和DC组明显降低。代表Th2细胞分泌的细胞

因 子 I L - 1 0 的 含 量 较 模 型 组 和 D C 组 明 显 升 高 。 术

后7 d移植肝脏的病理改变较模型组和DC组的RAI

评 分 明 显 减 低 。 D C 组 较 模 型 组 在 7  d 时 的 A L T 、

AST、TBIL明显升高，代表Th1细胞分泌的细胞因

子IFN -γ较模型组明显增高，移植肝脏病理评分

也明显增高，说明单纯输注DC细胞会进一步增强

免疫排斥反应。

本研究结果表明，高表达BTLA的DC细胞会诱

导Th1/Th2细胞漂移，进而导致T细胞对移植肝脏

产 生 抗 原 特 异 性 免 疫 耐 受 ， 本 研 究 有 助 于 揭 示 修

饰DC负性通路导致肝移植免疫耐受的机制，从而

为肝脏移植免疫耐受提供一种可能的新方法。
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