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Abstract
A I M : T o i n v e s t i g a t e t h e e f f e c t o f R N A 
interference B7 expression of donor Lewis 
rat Kupffer cells (KC) on proliferation and 
interleukin (IL)-2 production of recipient BN rat 
lymphocytes.

METHODS: Lewis rat KC were isolated and 
identified. Rat B7 RNA interference vector Psi-
lencer 3.1 H1-Neo-B7 was constructed and iden-
tified. KC were transfected by B7 RNA interfer-
ence vector. RT-PCR was used to measure the 
expression of B7 in KC. After transfection, KC 
were divided into three groups: group A served 
as a control group; group B was KC transfected 
with vector without B7 interference; group C 
was RNA interference B7 expression of KC. Re-
cipient BN rat lymphocytes were isolated and co-
cultured with the three groups of KC. MTT assay 
was used to evaluate lymphocyte proliferation. 

ELISA was used to detect the production of IL-2.

RESULTS: The yield of KC was 5 × 107 and cell 
viability was > 98%. After B7 RNA interference 
vector transfection, B7 expression of KC de-
creased by 22% (P < 0.01). After co-culture with 
recipient BN rat lymphocytes, the proliferation 
and IL-2 production of lymphocytes were inhib-
ited. As compared with the controls, lymphocyte 
proliferation decreased by 49% (P < 0.01). IL-2 
production decreased by 67% (P < 0.01).

CONCLUSION: RNA interference B7 expression 
of donor Lewis rat KC significantly decreases 
the proliferation and production of recipient BN 
rat lymphocytes.

Key Words: Kupffer cells; B7; Co-stimulatory path-
way; RNA interference; Immunotolerance

Li T, Zhu JY, Liu F, Leng XS. Effect of RNA interference 
B7 expression of donor rat Kupffer cells on activation of 
recipient rat lymphocytes. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(1): 39-44

摘要
目的: 观察RNA干扰供体Lewis大鼠库普弗细
胞(KC)B7分子表达对受体BN大鼠淋巴细胞
增殖和生成IL-2的影响. 

方法: 分离培养供体Lewis大鼠KC, 设计大鼠
B7分子的干扰片段, 构建并鉴定含B7干扰片
段的RNA干扰载体Psilencer 3.1H1-Neo-B7, 将
RNA干扰载体转染供体大鼠的KC, 转染后采
用RT-PCR方法检测KC上B7分子表达的变化. 
将转染后的KC分为3组, 对照组(A); 空载体
组(B);  RNA干扰B7表达组(C). 分离培养受体
BN大鼠的淋巴细胞, 将以上各组细胞分别与
BN大鼠的淋巴细胞进行共培养, 采用MTT法
检测各组淋巴细胞的增殖情况. 采用ELISA方
法检测各组培养上清中IL-2的含量. 

结果: 分离培养的供体Lewis大鼠KC得率为
5×107, 活率大于98%. 构建的RNA干扰载体
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■背景资料
器官移植术后的
急性排斥反应是
受体淋巴细胞激
活后攻击、破坏
新植入的供体器
官, 使其丧失功能
的细胞免疫应答
过 程 .  淋 巴 细 胞
的活化需要双信
号 刺 激 ,  一 个 是
抗 原 肽 - M H C 分
子-CD3/TCR复合
物, 另一个是共刺
激信号, 由抗原呈
递细胞表面的共
刺激分子与T细胞
膜上的配体结合
提供共刺激信号, 
是T淋巴细胞活化
所必须的, 其中最
重要的共刺激信
号为CD28/B7. 通
过改变抗原呈递
细胞表面分子表
达来阻断共刺激
信号是目前免疫
耐受研究的热点. 



经酶切和测序鉴定正确. RNA干扰KC后其B7
的表达降低了22%(P <0.01). 将干扰B7表达的
KC与BN大鼠的淋巴细胞进行共培养, 与对照
组相比, 受体BN大鼠的淋巴细胞增殖降低了
49%(P <0.01), 细胞培养上清中IL-2的分泌量
下降了67%(P <0.01).

结论: RNA干扰供体Lewis大鼠KC B7分子的
表达可明显抑制受体BN大鼠淋巴细胞的增殖
和IL-2的产生.

关键词: 库普弗细胞; B7; 共刺激通路; RNA干扰; 
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0  引言

器官移植术后的急性排斥反应是受体淋巴细胞

激活后攻击、破坏新植入的供体器官, 使其丧

失功能的细胞免疫应答过程. T淋巴细胞的活

化和增殖在同种异体移植的急性排斥反应中

起重要作用. T淋巴细胞的活化需要双信号刺

激, 一个是抗原肽-MHC分子-CD3/TCR复合物, 
另一个是共刺激信号, 由抗原呈递细胞(antigen 
processing cell, APC)表面的共刺激分子与T细
胞膜上的配体结合提供共刺激信号, 是T淋巴细

胞活化所必须的, 其中最重要的共刺激信号为

CD28/B7[1-6]. 活化的T淋巴细胞分泌大量的IL-2
以自分泌或旁分泌的方式作用于自身及其他T
细胞, 使得T细胞持续激活并大量分裂增殖[1].

目前已经证明, 阻断共刺激信号能够成功

地诱导免疫耐受, 通过改变抗原呈递细胞表面

分子表达诱导免疫耐受的发生是完全可能的[7-11]. 
肝脏的库普弗细胞(kupffer cells, KC)是肝脏中

的一种重要的抗原呈递细胞, 在肝移植的急性

排斥反应过程中起重要的作用[12]. 在大鼠的肝

移植模型中, Lewis大鼠→BN大鼠是肝移植急

性排斥反应模型. 本研究分离供体Lewis大鼠的

KC, 采用RNA干扰KC中B7的表达, 然后再将KC
与受体BN大鼠的淋巴细胞共培养, 通过KC的介

导, 封闭CD28/B7共刺激信号, 抑制T细胞增殖及

IL-2的产生, 防止大量效应性T淋巴细胞的产生, 
从而达到防止急性排斥反应发生的目的.

1  材料和方法

1.1 材料 供体L e w i s♂大鼠, S P F级, 体质量
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300-400 g; 受体B N♂大鼠 ,  S P F级 ,  体质量

300-400 g, 购自北京维通利华公司. 普通饲料喂

养, 自由进食水. Ⅳ型胶原酶(collagenase type Ⅳ, 
活性125 kU/g)、链霉蛋白酶E(pronase E, 活性

4000 KPU/g)、Histodenz和latex-beads荧光颗粒

为美国Sigma公司产品. DnaseⅠ和胰蛋白酶(华
美生物工程公司), 活性600-1000 kU/mg. RPMI 
1640无钙培养基(Gibco公司). 胎牛血清(hyclone
公司). 小鼠抗大鼠CD163 ED2 mAb(mouse anti 
rat CD163, Serotec公司), 鼠抗兔溶酶体膜相关

蛋白2(lysosomal associated Membrane protein 
2, LAMP-2为美国生物学公司产品). Hin dⅢ, 
Bam HⅠ, T4 DNA连接酶, 感受态宿主菌为大肠

杆菌DH5α, pSilencer 3.1H1-Neo真核表达载体, 
pEGFP-N1绿色荧光蛋白载体, IL-2的ELISA检测

试剂盒, 均购自北京鼎国生物技术公司. 大鼠B7
引物及内参照GAPDH自行设计, 均由上海生工

公司合成. 引物序列及扩增片断长度见表1.
1.2 方法 
1.2.1 供体Lewis大鼠KC的分离培养和鉴定: 我
们改良的方法[13]: 大鼠麻醉后, 开腹门静脉插管, 
灌注链霉蛋白酶E和Ⅳ型胶原酶消化肝脏, 得到

肝脏非实质细胞悬液, 用Histodenz密度梯度离

心分离KC, 于37℃ 50 mL/L CO2培养箱中培养

30 min, 计数, 以1×109 个/L的浓度接种于新瓶

中培养, 24 h后洗去未贴壁的细胞, 即可获得纯

化的大鼠KC. 使用 ED2(mouse anti rat CD163)、
LAMP2(rabbit anti-rat lysosome associated 
membrane protein 2)免疫细胞化学, 并联合latex-
beads吞噬实验和电镜观察来鉴定KC. 0.4%的台

盼蓝染色鉴定细胞的产量和存活率. 
1.2.2 含大鼠B7干扰片段的Psilencer 3.1H1-Neo
真核表达载体的构建和鉴定及转染供体大鼠

KC: 参考大鼠的全基因序列, 利用siRNA Target
软件 ,  由北京鼎国生物公司设计并合成B7的
R N A干扰片段 .  在干扰片段的两端分别加入

Bam HⅠ和Hin dⅢ两个酶切位点, 以确保干涉片

段可以定向插入真核表达载体Psilencer 3.1-H1 
Neo. 并以绿色荧光蛋白作为报告基因, 构建好

的载体进行酶切和测序鉴定.
将培养的供体Lewis大鼠KC分为以下三组: 

A组为对照组; B组为空载体组; C组为RNA干扰

B7表达组. 采用电穿孔法转染KC. 转染48-72 h
后行以下检测. 
1.2.3 RT-PCR方法检测供体大鼠KC B7分子表达

的变化: 采用TRIzol试剂提取各组细胞总RNA. 

www.wjgnet.com

■研发前沿
封闭抗原递呈的
共刺激途径诱导
免疫耐受是目前
移植免疫研究最
活跃的领域之一. 
针对抗原呈递细
胞, 如树突状细胞
(DC), 采用反义寡
核苷酸、或单克
隆抗体等封闭共
刺激通路是目前
常用的研究方法.
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取5 μg RNA进行cDNA的合成, 采用20 μL反
应体系合成cDNA. PCR扩增B7, 同一标本扩增

GAPDH作为内对照. 引物序列及扩增片段长度

见表1. cDNA合成体系为: 取1 μL RNA(1 g/L)样
品, 加入0.5 mL离心管中, 按下列参数加入试剂, 
聚体随机引物: 0.1 μL(50 ng); AMV 5×buffer: 
3 μL; dNTP(10 mmol/L): 0.4 μL; RNasin(20 单
位/μL): 1 μL; AMV(10 U/μL): 0.5 μL H2O(DEPC
处理): 9.0 μL, 42℃保温30 min, 94℃灭活AMV 
5 min. cDNA合成后再进行PCR反应, 体系如下: 
取5 μL cDNA模板按下列参数加入试剂: 10×
PCR buffer 2.0 μL; dNTP 0.5 μL; GAPDH引物0.5 
μL(50 ng); B7引物0.5 μL(50 ng); Taq酶(2 U/μL), 
0.5 μL(1 U); H2O, 16 μL, 循环条件为: 94℃预变

性2 min, 94℃变性45 s, 55℃复性45 s, 72℃延

伸45 s, 扩增30轮, 72℃延伸加时1 min. 取15 μL 
PCR扩增产物于12 g/L琼脂糖凝胶进行电泳, 数
码相机拍照, 记录结果. 用软件分析结果, 得到

B7/GAPDH的灰度值比值. 
1.2.4 建立各组供体Lewis大鼠KC和受体BN大

鼠淋巴细胞的共培养体系, 采用MTT法检测受

体淋巴细胞的增殖: BN大鼠淋巴细胞悬液的制

备: 无菌条件下切除BN大鼠脾脏, 研磨后, 用80 
μm尼龙网过滤, 1200 r/min离心5 min, 用红细胞

裂解液FASTLysingTM Solution 20 mL,等渗裂解

脾淋巴细胞悬液中的红细胞10 min, 过滤后, 再
次离心1200 r/min 5 min, 调整终浓度为实验所需

(1010/mL). 建立供体Lewis大鼠KC和受体BN大

鼠淋巴细胞的共培养体系, 共培养48-72 h后, 取
96孔板, 每孔加入100 μL受体淋巴细胞悬液(1×
107/mL), 37℃, 50 mL/L CO2孵育箱中过夜; 细胞

同步化: 灭菌PBS洗3遍细胞后加入无血清培养

基继续培养16-24 h; 每孔中加入5 g/L的MTT 40 
μL, 终浓度0.1 g/L, 在同样条件下继续培养4 h; 
弃去培养液, 每孔加入等体积的DMSO, 充分溶

解代谢产物, 酶标仪测定540 nm吸光度. 
1.2.5 各组细胞共培养上清中IL-2含量的检测: 
采用双抗体夹心ELISA法, 测定各组培养上清

中IL-2的含量. 按照试剂盒说明进行操作, 在450 
nm处测A 450值, IL-2浓度与A 450值之间呈正比, 通
过绘制标准曲线求出各组标本中IL-2浓度.

统计学处理 数据以mean±SD表示, 以组间

t检验进行统计学处理. 采用SPSS10.0软件分析, 
P <0.05认为有统计学差异.

2  结果

2.1 供体Lewis大鼠KC的分离培养和鉴定 供体

Lewis大鼠KC得率为5×107个, 以0.4%的台盼蓝

染色, 细胞活率为98%. 培养24 h后, KC贴壁生

长, 呈圆形、三角形或多角形(图1A), 电镜观察

可见胞质丰富, 细胞表面有大量的突起(图1B), 
细胞内含大量核糖体和吞噬体, 有发达的内质

网、高尔基体和分泌型囊泡. 免疫细胞化学染

色鉴定, CD163 ED2 mAb细胞大于98%, lyso-
some膜相关蛋白2阳性细胞占99%. 吞噬实验1 h
后可见超过98%的细胞都吞噬了latex-beads, 胞
质中见大量的吞噬颗粒(图1C-D).
2.2 含大鼠B7干扰片段的Psilencer 3.1H1-Neo真

核表达载体的鉴定 共设计10条干扰片段, 经过

测算后从其中选出1条片段进行合成. 在其两端

加上Bam HⅠ和Hin dⅢ两个酶切位点后, 定向克

隆到Psilencer 3.1H1-Neo真核表达载体, 转化感

受态大肠杆菌DH5α, 经筛选后提取重组的Psi-
lencer 3.1H1-Neo, 经过酶切和测序鉴定正确(图2).
2.3 重组Psilencer 3.1H1-Neo-B7转染供体大鼠

KC后B7表达的变化 构建成功的重组Psilencer 
3.1H1-Neo-B7真核表达载体转染供体Lewis大鼠

KC, 绿色荧光蛋白为报告基因(图3), 转染效率

为30%-40%.
转染72 h后提取供体大鼠KC的总RNA, 采

用RT-PCR方法检测B7表达的变化(图4). 与对照

组相比, RNA干扰后B7的表达降低了22%(表2, 
P <0.01).
2.4 供体大鼠KC与受体BN大鼠淋巴细胞共培养

后淋巴细胞的增殖情况 采用MTT法检测表明, 

■相关报道
目前已经证明, 阻
断共刺激信号能
够成功地诱导免
疫 耐 受 ,  通 过 改
变抗原呈递细胞
表面分子表达诱
导免疫耐受的发
生是完全可能的. 
已进行的尝试包
括将Fas-L的基因
片段导入抗原呈
递细胞中、应用
反义寡核苷酸或
CD40L的单抗封
闭共刺激信号以
及利用体外合成
的HLA相关肽改
变抗原呈递细胞
表面分子结构等
方法都达到了诱
导T细胞凋亡的目
的.

表 1 PCR引物

     
引物                       引物序列

              扩增片

                 段长度

B7           5-GGAATCAACCTTCCCAAGCTAAAG-3  153 bp

               5-AGACTTCATTTCCTTGGAGAAGC-3 

GAPDH   5-GCCAAAAGGGTCATCATCTC-3            286 bp

               5-GTAGAGGCAGGGATGATGTTC-3         

表 2 供体大鼠库普弗细胞B7表达的变化(mean±SD, n  
= 6)

     
分组                                                           B7/GAPDH

对照组                                                    1.145±0.56

空载体组                                                    1.054±0.24

RNA干扰B7表达组                                    0.897±0.69a

aP<0.01 vs  对照组.
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RNA干扰供体KC B7分子的表达能显著抑制受

体淋巴细胞的增殖, 与对照组相比, 淋巴细胞的

增殖降低了49%(图5A, P <0.01).
2.5 各组共培养上清中IL-2含量的变化 ELISA法

检测各组细胞培养上清中的IL-2含量, 结果表明, 

RNA干扰供体KC B7分子表达能显著抑制受体

淋巴细胞的IL-2分泌(图5B). 与对照组相比, IL-2
的分泌量下降了67%(P <0.01).

■应用要点
本文证明在体外
降低抗原呈递细
胞B7分子的表达
可以抑制效应T细
胞的活化, 从而达
到诱导特异性免
疫耐受的效果, 为
进一步的体内诱
导特异性免疫耐
受以及将来的临
床应用打下了基
础.

M                 1             2              3A

M           1          2            3

B7干扰片段

B

图 2 重组Psilencer 3.1H1-Neo－B7真核表达载体的酶切
鉴定. A: HindⅢ单酶切鉴定, M: Marker(λDNA/EcoR+Hind

Ⅲ); 1: 重组的Psilencer 3.1H1-Neo; 2-3: HindⅢ单酶切; B: 

Hin dⅢ和Bam HⅠ双酶切鉴定, M: Marker(λDNA/Eco RⅠ

+HindⅢ); 1-3: HindⅢ＋BamHⅠ双酶切.

图 3 重组Psilencer 3.1H1-Neo-B7真核表达载体转染供体
Lewis大鼠KC(×200).

M          A          B         C

300 bp

100 bp

GAPDH

B7

图 4 RNA干扰B7表达后RT-PCR检测各组细胞B7表达. M: 

Maker; A: 对照组; B: 空载体组; C: RNA干扰B7表达组.

图 1 KC的分离培养和鉴定. A: 

培养24 h的KC(×100); B: KC的

扫描电镜观察(×8000); C: 吞噬

实验, 荧光显微镜下观察(×200); 

D: 普通显微镜下同一视野(×

200).

A B

C D

20 kV           5 μm
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3  讨论

T淋巴细胞的活化需要两个信号, 第一个信号

是T淋巴细胞表面的TCR-CD3复合物同抗原呈

递细胞(APC)上的MHC-Ⅱ类抗原肽复合物结

合, 赋予免疫应答的特异性, 但不引起T细胞增

生和分泌细胞因子; 第二个信号是抗原非特异

性的共刺激(costimulatory)信号, 由抗原呈递细

胞表面的共刺激分子与T细胞上的配体结合所

诱导, 启动维持并调节活化级联反应, 决定了T
细胞是活化增殖, 或者转变为无反应状态甚至

凋亡[1]. CD28/B7是最经典也是最重要的共刺激

通路. CD28广泛表达于T细胞. B7则表达在树突

状细胞(DC)、肝库普弗细胞、血管内皮细胞、

肺巨嗜细胞等. CD28与抗原呈递细胞上的B7结
合后, 为T细胞提供共刺激信号[2]. CD28和B7的
结合对初次免疫应答的诱导是必需的, 主要涉

及抗原呈递细胞与T细胞相互作用的起始阶段, 
该信号修饰和补充TCR信号, 并将多种信号整

合后, 起信号传递、增强或放大免疫应答的作

用. 初始T细胞上的CD28与抗原呈递细胞上的

B7结合后, 可以促进白细胞介素-2(IL-2)的转录, 
同时使IL-2受体在T细胞上表达增加, 从而促进

T细胞增殖, 还可以通过增加Bcl-xL的表达途径

使T细胞免于凋亡[14-15]. 如果只有第一信号而无

CD28/B7共刺激信号, 则T细胞无能或凋亡, 如果

只有共刺激信号而无第一信号则无任何作用[1,3-5]. 
CD28/B7共刺激信号对T细胞的活化有重要的加

强作用. 
因此, 在器官移植免疫中, 如果能够降低抗

原呈递细胞上B7分子的表达, 阻断CD28/B7共
刺激信号通路, 则能抑制效应T细胞的活化和增

生, 受体免疫系统就无法进一步产生针对移植

器官的免疫应答. 受体对供体器官的特异性无

免疫应答即为免疫耐受现象, 可使移植器官获得

长期存活. 以往的研究表明, 在同种异体移植中, 
阻断共刺激通路能够成功地诱导免疫耐受[7-11,16]. 
研究发现, 在肝脏中的DC主要是不成熟的DC, 
由于其表面的B7分子、MHC-Ⅱ类分子的表达

明显下降, 因此不能有效地介导免疫反应. 在肝

脏中主要起作用的抗原呈递细胞是KC, 其位于

肝窦内, 能表达B7, MHC-Ⅱ类分子. 在肝移植动

物模型中, 随着排斥反应的启动, KC的MHC-Ⅱ
类分子表达明显增加; 而在人体肝移植中, 移植

物的排斥反应和胆管消失综合征的程度与来源

于供体的KC数量成正比[12,17-19]. 
我们采用RNA干扰来降低KC上B7分子的

表达, RNA干扰(RNAi, RNA interference)即双链

RNA介导的、序列特异的、同源基因转录后的

基因沉默效应[20-25]. 他可以通过抑制蛋白表达模

拟基因敲除技术. 在此过程中, 与双链RNA有同

源序列的信使RNA(mRNA)被降解, 从而抑制该

基因的表达. RNA干扰是存在于真核细胞内的

一种自我保护现象, 既能对抗如病毒基因或人

工转入基因所表达的mRNA等外源基因的侵害, 
又能降解自身异常基因产生的mRNA. RNA干扰

主要发生在基因转录后, 即mRNA的修饰或翻译

水平上, 具有特异、高效和持久的特点, 为临床

上特异性的基因干预治疗开辟了一条通路. 并
为通过阻断共刺激通路来诱导免疫耐受提供了

新的方法, 即应用RNA干扰技术敲除供体抗原

呈递细胞中共刺激分子的表达以阻断共刺激信

号从而使效应性T细胞无能, 达到免疫耐受的

作用. 
在本研究中, 我们成功地分离培养并鉴定

了作为供体的Lewis大鼠KC, 采用RNA干扰的

方法降低了供体大鼠肝脏中的抗原呈递细胞KC
上B7分子的表达, RNA干扰后B7的表达降低了

22%. 同时我们分离培养了受体BN大鼠的淋巴

■名词解释
RNA干扰 :  双链
RNA介导的、序
列特异的、同源
基因转录后的基
因沉默效应. 他可
以通过抑制蛋白
表达模拟基因敲
除技术. 在此过程
中 ,  与双链RNA
有同源序列的信
使RNA(mRNA)
被降解, 从而抑制
了该基因的表达. 
RNA干扰是存在
于真核细胞内的
一种自我保护现
象, 既能对抗如病
毒基因或人工转
入基因所表达的
mRNA等外源基
因的侵害, 又能降
解自身异常基因
产生的mRNA.

图 5 A: MTT法检测受体BN大鼠淋巴细胞增殖; B: ELISA法检测各组细胞培养上清中的IL-2含量. bP<0.01, dP<0.01 vs  对照组.
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细胞, 将干扰B7表达的KC与受体大鼠的淋巴细

胞进行共培养. 本研究发现, 这种方法能有效地

阻断CD28/B7共刺激通路, 明显地抑制了淋巴

细胞的活化和增殖, 并抑制了淋巴细胞产生细

胞因子IL-2. 与对照组相比, 受体BN大鼠的淋巴

细胞增殖降低了49%(P <0.01). 细胞培养上清中

IL-2的分泌量下降了67%(P <0.01). 
总之, 我们以供体Lewis大鼠的KC为介导, 

采用RNA干扰的方法降低了KC上共刺激分子

B7的表达, 以此来封闭共刺激通路CD28/B7, 达
到抑制受体效应T细胞激活、增殖以及分泌IL-2
等细胞因子的能力, 证明在体外降低抗原呈递

细胞B7分子的表达可以抑制效应T细胞的活化, 
从而达到诱导特异性免疫耐受的效果.
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