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联合免疫治疗对肝移植大鼠移植肝组织学和

外周血 Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞因子的影响
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　　摘要：目的　用抗 ＣＤ４０Ｌ单抗加小剂量 ＣｓＡ联合免疫治疗肝移植大鼠受体，观察其生存时间
$

移植肝组织学和 Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞因子谱的变化。方法　建立大鼠肝移植模型后，将动物随机分为 ４组。
Ａ组为同基因移植组，ＳＤ→ＳＤ；Ｂ组为同种异体移植组，ＳＤ→Ｗｉｓｔａｒ，不用任何免疫抑制治疗措施；
Ｃ组，ＳＤ→Ｗｉｓｔａｒ，采用 ＣｓＡ处理；Ｄ组，ＳＤ→Ｗｉｓｔａｒ，采用 ＣｓＡ加抗 ＣＤ４０Ｌ（ＣＤ１５４）单抗处理。观察各
组肝移植受体生存期和移植肝病理变化；用 ＥＬＩＳＡ法检测外周血细胞因子水平。结果　Ａ，Ｄ组均可
长期存活，Ｂ，Ｃ组生存时间分别为（１３．８±２．４）ｄ，（２９．８±４．１）ｄ；Ｂ，Ｃ组病理组织切片见中／重度急
性排斥反应，Ｄ组移植肝组织损伤程度显著减轻，Ａ组基本无排斥反应。Ｂ组血清 ＩＬ２和 ＩＦＮγ高于
其余各组（Ｐ＜０．０５），Ｃ，Ｄ组 ＩＬ４，ＩＬ１０水平较 Ｂ组有所升高（但 Ｐ＞０．０５），尤其 Ｄ组 ＩＬ１０表达
水平显著高于 Ｂ组（Ｐ＜０．０５）。结论　联合免疫治疗可有效抑制其急性排斥反应，延长大鼠肝移植受
体的生存时间。Ｔｈ２类细胞因子 ＩＬ４和 ＩＬ１０的高水平表达与诱导移植耐受、抑制排斥反应有重要关
系，它有助于大鼠肝移植受体和移植肝的长期存活。 ［中国普通外科杂志，２００７，１６（８）：７５４－７５７］
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　　通过阻断 Ｔ细胞共刺激通路诱导移植免疫耐
受性、控制移植物排斥反应，是肝移植研究中的

热点。单独使用抗 ＣＤ４０Ｌ单抗或与其他免疫抑
制方案联用时，已证实能在啮齿类动物肾、心脏移

植中诱导免疫耐受。本研究观察抗 ＣＤ４０Ｌ单抗
加小剂量短程环孢素 Ａ（ＣｓＡ）对肝移植大鼠受体
生存期的影响以及移植肝组织学的变化，并检测

术后外周血中细胞因子的表达水平，旨在分析其

与耐受诱导和急性排斥反应的关系。

１　材料与方法

１．１　实验动物与仪器设备
１．１．１　实验动物　供体为 ＳＤ大鼠，雄性，２３０～
２５０ｇ，购自上海西普尔／必凯实验动物有限公司。
受体为 ＳＤ大鼠或 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，雄性，２５０～２７０ｇ，
分别购自上海西普尔／必凯实验动物有限公司和
中科院上海实验动物中心。供体术前不禁食不禁

水，受体术前禁食 １２ｈ，但不禁水。饲养环境温度
保持在 ２２℃左右，湿度保持在 ６０％ ～７０％。
１．１．２　主要试剂　ＲＰＭＩ１６４０细胞培养液、红
细胞裂解液、小牛血清、３ＨＴｄＲ等。（购自美国
Ｓｉｇｍａ公司。）

ＣｓＡ针剂（５０ｍｇ／ｍＬ），瑞士 Ｎｏｖａｒｔｉｓ公司生产。
抗 ＣＤ４０Ｌ（ＣＤ１５４）单抗：编号 Ｃ２５４８８４Ｘ，克隆
编号３Ｈ１９０２，１ｍｇ／ｍＬ（含０．１％叠氮钠），美国 Ｂｉ
ｏｌｏｇｉｃａｌ公司生产。酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检
测试剂盒：用于检测外周血白细胞介素 ２（ＩＬ２）、
γ干扰素（ＩＦＮγ）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、白
细胞介素４（ＩＬ４）及白细胞介素 １０（ＩＬ１０）水平，
购自北京晶美生物工程有限公司。

１．１．３　主要设备　显微外科手术器械、层流洁
净工作台、高速离心机、倒置显微镜、细胞培养

箱、酶联检测仪等。

１．２　实验步骤
１．２．１　动物模型的建立和分组　采用改良 Ｋａ
ｍａｄａ二袖套法建立大鼠原位肝移植模型［１］。成模

后将大鼠分为 ４组。Ａ组（对照组）：为同基因大
鼠间移植，即 ＳＤ→ＳＤ。Ｂ组（同种异体移植对照
组）：ＳＤ→Ｗｉｓｔａｒ，围手术期不用任何免疫抑制治
疗措施。Ｃ组：ＳＤ→Ｗｉｓｔａｒ，围手术期应用 ＣｓＡ第
１天 ～第 ５天。Ｄ组：ＳＤ→Ｗｉｓｔａｒ，围手术期应用

ＣｓＡ第 １天 ～第 ５天加抗 ＣＤ４０Ｌ（ＣＤ１５４）单抗
当天，第 ２天。

抗 ＣＤ４０Ｌ单抗的应用在手术当天开始前和
术后第 ２天，０．３ｍｇ予受体大鼠以腹腔注射。ＣｓＡ
的应用在术后第 １天开始，剂量 １．５ｍｇ／（ｋｇ．ｄ），
予受体大鼠以皮下注射，每天 １次，共计 ５ｄ。
１．２．２　生存期观察　记录受体大鼠术后生存时
间；各组因术中、术后并发症如血栓形成、感染、

胆道梗阻等死亡大鼠不列入统计分析之内。

１．２．３　移植肝组织学变化　各组大鼠在移植后
第 ７天处死。开腹后首先观察移植肝的大小、色
泽、质地及与周围组织的粘连情况，然后完整取出

移植肝，剪切成适当大小组织块并制成石蜡块后

常规切片，ＨＥ染色，光镜下观察。
１．２．４　外周血 Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞因子测定　各组大
鼠在移植后第 ７天通过断尾法取血获得血清约
２００μＬ，用 ＥＬＩＳＡ技术检测外周血细胞因子 ＩＬ２，
ＩＦＮγ，ＴＮＦα，ＩＬ４和 ＩＬ１０水平。

２　结　果

２．１　肝移植术后生存时间
Ａ，Ｄ组均长期存活（＞６０ｄ），Ｂ组为（１３．８

±２．４）ｄ，Ｃ组为（２９．８±４．１）ｄ（表 １）。

表１　各组大鼠术后生存期比较

分组 免疫处理方案 例数 生存时间（ｄ） 平均生存时间（ｄ）

Ａ 无 ６ ＞６０ ＞６０

Ｂ 无 ６ １０，１２，１４，１５，１６，１６ １３．８±２．４１），２）

Ｃ ＣｓＡ ６ ２４，２８，３１，３１，３３，３５ ２９．８±４．１１），２）

Ｄ ＣｓＡ＋抗ＣＤ４０Ｌ ６ ＞６０ ＞６０

　　注：Ａ，Ｄ组大鼠在人为处死前仍生存；１）与Ａ组比，Ｐ＜０．０５；２）与Ｄ组比，Ｐ＜０．０５

２．２　移植肝组织学变化
各组腹腔内均有不等量的淡红色腹水，尤其

以 Ｂ，Ｃ组腹水量较多。肝脏多与胃、大网膜、肠
管等周围组织粘连。受体鼠肝脏有不同程度的肿

大，其中 Ｂ组肿胀尤为明显，肝叶多处可见斑片
状坏死灶，切开时肝包膜多由于明显水肿而外翻。

Ａ组移植肝颜色鲜红、质地较为柔软。
Ｂ，Ｃ组病理组织切片可见中 －重度急性排斥

反应，肝内炎细胞浸润较为明显，主要集中在汇管

区；小叶间静脉呈明显的血管内皮炎，小胆管上皮

５５７
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内亦可见淋巴细胞浸润，部分胆管上皮甚至缺失。

Ｄ组移植肝内组织损伤程度显著减轻。Ａ组基本
无排斥反应，胆管、血管均保存完好，接近正常肝

组织（图 １－４）。

　图 １　Ａ组（同基因对照
组）术后移植肝组织学改变

（×２００）　　汇管区少量炎
细胞浸润，胆管、血管均保存

完好

　图２　Ｂ组（免疫排斥组）
术 后 移 植 肝 组 织 学 改 变

（×２００）　　汇管区广泛炎细
胞浸润，小胆管壁内明显炎细

胞浸润，小动脉壁增厚、内皮细

胞及泡沫状巨噬细胞增生

　图３　Ｃ组（单用 ＣｓＡ组）
术 后 移 植 肝 组 织 学 改 变

（×４００）　　汇管区较多炎
细胞浸润，小胆管增生、胆管

上皮核空泡变，小静脉内皮细

胞增生、炎细胞浸润

　图 ４　Ｄ组（ＣｓＡ加单抗
组）术后移植肝组织学改变

（×２００）　　轻度汇管区炎
症，淋巴细胞浸润减少，血管

上皮或胆管上皮损伤也相对

较轻

２．３　外周血 Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞因子水平的变化
Ｂ组血清 ＩＬ２及 ＩＦＮγ水平显著高于其余各

组（Ｐ＜０．０５），Ｂ组 ＴＮＦα的表达水平高于 Ｃ组
和 Ｄ组，但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。Ｃ，Ｄ
组 ＩＬ４和 ＩＬ１０的表达较 Ｂ组均有所增加但无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）；Ｄ组 ＩＬ１０水平较 Ｂ组
显著增高（Ｐ＜０．０５）（表 ２）。

表２　 ＥＬＩＳＡ法检测外周血细胞因子的水平（ｐｇ／ｍＬ，ｘ±ｓ）

分组 Ａ组 Ｂ组 Ｃ组 Ｄ组

ＩＬ２ ２８．３６±３．８７１） ８２．４７±１１．２３ ６９．２４±８．２５１） ４９．６５±５．１３１）

ＩＦＮγ ３０．１２±４．２９１） ９１．６３±１０．２４ ７５．２８±８．１４１） ７１．０３±３．８２１）

ＴＮＦα ４５．６２±５．１７ ７１．７２±８．３５ ６７．６３±６．４２ ６８．５２±４．２９

ＩＬ４ ２１．６７±２．８７ ２６．４７±３．２３ ３０．２４±４．８６２） ３１．１６±５．６４２）

ＩＬ１０ １９．８６±２．１３ ３１．２４±４．３６ ３５．６１±３．４７２） ４２．９８±５．８１３）

　　注：１）与Ｂ组比较，Ｐ＜０．０５；２）与Ｂ组比较，Ｐ＞０．０５；３）与Ｂ组比较Ｐ＜０．０５

３　讨　论

肝移植免疫抑制剂的应用，可有效地控制急

性排斥反应，但不能有效控制慢性排斥反应，且

长期应用时由于其免疫抑制的非特异性可发生

机遇性感染、肿瘤和心血管疾病等并发症［２－３］。

通过不同途径诱导特异性免疫耐受成为肝移植

研究中十分重要的课题。器官移植排斥的发病

机制主要是 Ｔ细胞介导的免疫应答，故阻断 Ｔ细
胞共刺激通路可能是促进抗原特异性耐受的有

效方法［４－５］。

本研究在建立大鼠肝移植稳定模型的基础

上，采用抗 ＣＤ４０Ｌ单抗加小剂量 ＣｓＡ的联合免
疫治疗方案，获得了受体大鼠长期存活的结果。

移植免疫耐受诱导的基本原则是，在使用免疫抑

制剂改变受者免疫功能状态的前提下，控制同种

抗原递呈的途径和形式，以促使 Ｔ细胞走向耐
受［６］。目前常用的免疫抑制剂，如 ＣｓＡ和 ＦＫ５０６
等可阻断活化诱导的细胞死亡（ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄ
ｃｅｌｌｄｅａｔｈ，ＡＩＣＤ）。这是一重要的生理稳定机制。
而其非特异性不能区分反应性 Ｔ细胞及调节性 Ｔ
细胞的免疫抑制剂有可能阻断移植耐受的形

成［７－８］。文献报道，短程 ＣｓＡ在大鼠肝移植中抑
制排斥而不影响耐受，小剂量、短程 ＣｓＡ结合单
克隆抗体可能诱导移植耐受。但也有报道［９］认

为，ＣｓＡ可对抗 ＣＤ４０Ｌ或 ＣＴＬＡ４Ｉｇ等所致的免
疫耐受有抑制作用，但观点尚无定论。本研究采

用抗 ＣＤ４０Ｌ单抗加小剂量 ＣｓＡ的联合免疫治
疗，结果显示：Ｂ组生存时间为（１３．８±２．４）ｄ，Ｃ
组生存时间为（２９．８±４．１）ｄ，Ｄ组生存时间则
显著延长，大于 ６０ｄ（Ｐ＜０．０５）。另外 Ｂ，Ｃ组病
理组织切片可见中 －重度急性排斥反应，而 Ｄ组
移植肝内组织损伤程度显著减轻。提示 ＣｓＡ作
为一种临床常用的免疫抑制药物，可以延长受体

大鼠的生存时间，抑制急性排斥反应，而联用抗

ＣＤ４０Ｌ单抗治疗后，同种异体移植鼠则能实现
受体和移植肝的长期存活 ［１０］。

ＣＤ４０ＣＤ４０Ｌ共刺激通路在 Ｔ细胞介导的免
疫应答反应中参与了 Ｔ细胞的活化、增殖和分
化。阻断 ＣＤ４０ＣＤ４０Ｌ共刺激通路可抑制 Ｔｈ１
的分化，有利于 Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞因子谱向 Ｔｈ２类细
胞因子平衡的偏移，有助于诱导移植耐受形成。

因此对 Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞因子平衡偏移的研究具有
重要的实验和临床意义［１１－１２］。本研究采用 ＥＬＩＳＡ
技术测定肝移植受体大鼠外周血细胞因子的表

６５７
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达水平，在细胞生物学水平上探讨不同免疫治疗

方案对受体和移植肝的影响和作用机制。Ｔｈ１类
细胞因子（ＩＬ２，ＩＦＮγ）的血清水平在 Ｂ组显著
高于其余各组（Ｐ＜０．０５），ＴＮＦα在 Ｂ组高于不
同免疫治疗组（但 Ｐ＞０．０５）。Ｔｈ２类细胞因子
（ＩＬ４，ＩＬ１０）较 Ｂ组均有所增加，尤其 Ｄ组的
ＩＬ１０的表达水平较 Ｂ组显著增高（Ｐ＜０．０５）。
结合前述的受体大鼠生存时间比较，笔者认为，

Ｔｈ２类细胞因子的升高和 Ｔｈ１类细胞因子的抑制
有利于移植免疫耐受的诱导和最终形成。

有学者认为，Ｔｈ２细胞因子并不能诱导免疫
耐受，甚至可能与排斥反应有关，而 Ｔｈ１类细胞
因子也可能在免疫耐受诱导中起一定作用［１３－１４］。

从临床实践角度看，虽然通过免疫调节抑制 Ｔｈ１
细胞及其细胞因子可以减少急性排斥导致的移

植物丧失，但也可能同时因促进 Ｔｈ２偏移而有利
于慢性排斥的发展［１５］。此外，如能进一步证实

ＩＦＮγ等 Ｔｈ１类细胞因子早期产生对免疫耐受诱
导具有重要意义，那么术后早期对其的阻断反而

可能对移植物保持功能稳定和长期存活产生不

利影响。Ｒｅｄｉｎｇ等［１６］提出的肝移植“双重途径”

模式认为，移植物可以通过某些免疫调节措施进

入免疫耐受原性途径，但发生免疫激活是一个重

要的前提条件。这一假说有助于进一步理解移

植肝如何产生自发耐受或在高排斥组合中诱导

耐受，任何免疫治疗措施都不应干扰甚至应强化

这一特征。

本研究采用的联合免疫治疗，有效地抑制了

急性排斥反应、延长了受体大鼠生存时间，诱导

了免疫耐受的初步形成。今后本课题组将重点

研究联合免疫治疗方案中各组分的最适剂量、最

佳实施途径和术后免疫状态的监测等问题。
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