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■背景资料
目前, 运用调节性
T 细 胞 诱 导 免 疫
耐受 ,  在骨髓移
植 ,  胰岛移植和
皮肤移植的研究
中已有较多的文
献报道 ,  在实质
性器官移植(如心
脏、肾脏)中亦有
报道, 然而在肝脏
移植中报道较少. 
已有研究发现, 回
输自然耐受模型
(Lewis→DA)中
长期存活的大鼠
脾细胞, 可使排斥
模型(放射线处理
后的Lewis→DA)
中的受体长期存
活, 从而提示调节
性 T 细 胞 可 能 在
诱导肝脏免疫耐
受中起一定的作
用. 
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Abstract 
AIM: To investigate the effect of infusing ex vivo 
isolated CD4+CD25+ regulatory T cells on the rejec-
tion model of DA-Lewis rat liver transplantation.

METHODS: CD4+CD25+ regulatory T cells were 
isolated from Lewis (RT11) rat splenocytes and 
peripheral lymph nodes by magnetic cell sorting 
system (negative selection and positive selec-
tion), and co-cultured with mitomycin-C (MMC) 
treated dark agouti (RT1a, DA) rat splenocytes 
for 3 d. The suppressive effi ciency of fresh or ex 
vivo  stimulated CD4+CD25+ regulatory T cells on 
the proliferation of CD4+CD25- T cells was eval-
uated by cell proliferation assay. Four groups (12 
rats for each) of orthotopic liver transplants (OLT, 
DA into Lewis) were established by modified 

Kamada two-cuff technique. Group A: without 
any treatment after transplantation. Group B: 
lavaged with FK506 [0.2 mg/(kg•d)] from 0 to 
6 d after transplantation. Group C and group D: 
fresh or ex vivo  stimulated CD4+CD25+ regula-
tory T cells were injected intravenously into the 
penile vein of each Lewis rat, respectively. Six 
recipients were sacrificed 7 d after transplan-
tation in each group, and the blood and graft 
samples were collected for serum biochemical 
(asparate transaminase and bilirubin, AST and 
BIL) and histological evaluation. The other six 
recipients were left in each group to observe the 
survival time.

RESULTS: The purity of isolated CD4+CD25+ 
T cells was 90.2%±1.8% (86%-93%, n  = 10), 
and both the fresh and ex vivo  stimulated 
CD4+CD25+ regulatory T cells signifi cantly sup-
pressed the proliferation of CD4+CD25- T cells in 
mixed lymphocyte culture (7 681.7 ± 1 004.9, 
6 573.3 ± 1 722.7 cpm vs  24 918.7 ± 2 276.3 cpm; P  
= 0.000, P  = 0.000). The serum concentrations of 
AST and BIL 7 d after transplantation in group 
C and D were respectively lower than that in 
group A (AST: 8.1 ± 2.0, 8.4 ± 1.4 μkat/L vs  17.9 
± 3.8 μkat/L; P  = 0.000, P  = 0.000; BIL: 45.8 ± 9.0, 
44.7 ± 12.0 μmol/L vs  98.4 ± 21.2 μmol/L; P  = 
0.000, P  = 0.000). The Banff scores of grafts in 
group C and D were lower than that in group 
A (P  <0.05). The rats in group C and D survived 
longer than those in group A did (21.7 ± 1.7, 30.3 
±1.7 d vs  12.8 ± 0.5 d; P  = 0.000 1, P  = 0.000 4). 
Furthermore, the rats in group D survived lon-
ger than those in group B did (P  = 0.001 7).

CONCLUSION: Both the fresh isolated and ex 
vivo  stimulated CD4+CD25+ regulatory T cell 
have the potency to alleviate the acute rejection 
and prolong the survival time in the rejection 
model of rat liver transplantation, and the ex 
vivo  stimulated CD4+CD25+ regulatory T cells 
are superior to fresh isolated CD4+CD25+ regula-
tory T cells. 
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摘要

目的: 探讨回输CD4+CD25+调节性T细胞对大
鼠肝移植急性排斥反应的影响. 

方法: 免疫磁珠阴性加阳性分选Lewis大鼠脾
脏、外周淋巴结内的CD4+CD25+调节性T细
胞, 分离后的细胞与丝裂霉素C处理过的DA
大鼠脾细胞混合培养3 d. 淋巴细胞增殖实验
评价新鲜分离和体外培养后的CD4+CD25+调
节性T细胞对CD4+CD25-T细胞增殖的抑制作
用. 以DA大鼠为供体, Lewis大鼠为受体, 建
立4组原位肝移植模型, 每组12例, 共48例. A
组术后不进行任何干预; B组术后0-6 d FK506 
0.2 mg/(kg•d)灌胃; C组、D组术前1 d经阴茎
背静脉分别向受体回输新鲜分离、体外培养
后的1×106的CD4+CD25+T细胞. 术后7 d每组
随机处死6只, 收集血标本作血清天冬氨酸氨
基转移酶(asparate transaminase, AST)、总胆
红素(bilirubin, BIL)检测, 取肝脏标本作病理
学检查, 每组各留6只观察生存期.

结果:  分选后的C D4 +C D25 +T细胞纯度为
90.2%±1.8%(86%-93%, n =10), 淋巴细胞
混合培养实验中新鲜分离和体外培养后的
CD4+CD25+T细胞均可抑制CD4+CD25-T细
胞的增殖(7 681.7±1 004.9, 6 573.3±1 722.7 
cpm vs  24 918.7±2 276.3 cpm; P = 0.000, P  
= 0.000). 术后7 d, 新鲜细胞回输组以及体外
培养细胞回输组AST低于对照组(8.1± 2.0 
μkat/L vs  17.9±3.8 μkat/L, P  = 0.000; 8.4±1.4 
μkat/L vs  17.9 ± 3.8 μkat/L, P  = 0.000), BIL亦
低于对照组(45.8 ± 9.0 μmol/L vs  98.4±21.2 
μmol/L, P  = 0.000; 44.7±12.0 μmol/L vs  98.4
±21.2 μmol/L, P  = 0.000). 四组的Banff评分比
较, 两组细胞回输组与对照组比较有统计学差
异(P <0.05). 两组细胞回输组生存时间均大于
对照组(21.7±1.7 d vs  12.8±0.5 d, P  = 0.0001; 
30.3±1.7 vs  12.8±0.5 d, P  = 0.000 4), 体外培
养细胞回输组生存时间大于新鲜细胞回输组
(30.3±1.7 d vs  21.7±1.7 d, P  = 0.0017). 

结论: 回输新鲜分离/经供体抗原体外激活的
受体CD4+CD25+调节性T细胞, 可以明显减轻
大鼠肝脏移植的急性排斥反应, 延长生存期; 

其中经供体抗原体外激活的CD4+CD25+调节
性T细胞的作用更持久. 

关键词: 细胞磁分离技术; CD4+CD25+调节性T细

胞; 大鼠; 肝移植; 急性排斥反应
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0  引言

肝脏移植是治疗肝脏终末期疾病的唯一有效

手段 ,  但移植后的免疫排斥反应仍是影响移

植后疗效的主要障碍 ,  因此实现对移植肝的

免疫耐受是肝脏移植的 终目标 .  近10 a来 , 
CD4+CD25+调节性T细胞(CD4+CD25+ regulatory 
T cell)已被证明在维持外周免疫耐受中起着重

要的作用[1-3], 随着对其体内、体外功能的研究

逐渐深入, 它所具备的对效应性T细胞的抑制功

能, 使得人们设想运用该细胞来抑制器官移植

后的排斥反应、诱导器官移植后的免疫耐受[4-8]. 
2002年, Cohen et al [5]和Taylor et al [6]报道运用

CD4+CD25+调节性T细胞回输治疗骨髓移植后

的移植物排宿主反应, 此后运用该类细胞干预

器官移植后的排斥反应的报道逐渐增加, 尤其

在骨髓移植、胰岛细胞移植、皮肤移植等领

域[9,10]. 近年来在大鼠肝移植耐受模型研究中发

现, 调节性T细胞在维持肝脏移植耐受中起重要

的作用, 且该类细胞维持耐受的功能需要持续

的移植抗原的刺激[11,12]. 我们报道回输经体外供

体抗原激活的CD4+CD25+调节性T细胞对大鼠

肝移植急性排斥反应的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 12周龄雄性近交系DA大鼠(RT1a, 体
质量230-250 g)为供体, 购于哈尔滨医科大学

动物中心. 8周龄近交系Lewis大鼠(RT11, 体质

量200-220 g)为受体, 购于北京维通利华实验

动物有限公司 .  饲养于江苏省实验动物中心

清洁级实验室. 受体术前12 h禁食, 不禁水, 术
后不禁食水 . 主要试剂有单克隆抗体(均购自

BD Pharmingen). 鸡尾酒(cock tail)抗体[13]包

括: OX-7(CD90.1, IgG1), OX-8(CD8a,IgG1), 
OX-42(CD11b/c,IgG2a), OX-33(CD45RA,IgG1), 
10/78(NKR-P1A, IgG1). 荧光抗体: 抗CD4-FITC 
(IgG2a), 抗CD25-PE(IgG1). 抗CD3 单抗(G4.18/

■创新盘点
本 研 究 首 次 报
道 在 肝 脏 自 然
排斥模型 (DA→

Lewis)中, 回输经
供体抗原激活的
CD4+CD25+调节
性T细胞对急性排
斥反应的影响, 研
究的对象更具体, 
采用的模型更加
接近肝移植排斥
反应的真实情况. 
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G1, IgG1). 细胞磁分离系统(购自Miltenyi Biotec): 
Goat anti-mouse IgG(H+L) Microbead, anti-PE 
microbead, MidiMACS 分选器, LD、MS 分选

柱. 细胞培养基为完全RPMI-1640, 含100 mL/L
胎牛血清(FBS, Hyclone), 50 mmol/L 2-巯基乙醇, 
1.5 mmol/L L-谷氨酰胺, 100 kU/L青霉素, 100 
g/L链霉素(购自Sigma), 重组大鼠IL-2 200 kU/L 
(Recombinant Rat IL-2, rR IL-2 , 购自Cytolab). 丝
裂霉素C (MMC, 购自Sigma).
1.2 方法 无菌条件下分离大鼠脾脏、腋下及腹

股沟淋巴结, 加入缓冲液PBS溶液(pH7.2, 含5 
mL/L FBS和2 mmol/L EDTA), 研磨制成细胞悬

液, Ficoll-Hypaque(1.083)密度梯度离心得到单

个核细胞. 单个核细胞悬液首先用"鸡尾酒"抗
体标记后加入Goat anti mouse IgG磁珠, 经LD
分离柱收获阴性选择后的CD4+ T细胞, 取104用

抗CD4-FITC标记后, 流式细胞仪检测分离纯

度. 获得的CD4+T淋巴细胞, 抗CD25-PE抗体标

记后加入抗PE磁珠, 经MS分离柱分离, 分别收

获CD4+CD25+T细胞和CD4+CD25- T细胞. 取104

用抗 CD4-FITC标记, 流式细胞仪中检测双阳性

细胞的纯度. 以2 mL/L台盼蓝对获得的细胞进

行染色, 观察细胞存活率. 将收集到的CD25+ T
细胞调整到5.0×109/L的浓度后, 每孔100 μL置
入圆底96孔板中, 每孔加入5.0×109/L MMC处

理的DA鼠的脾细胞100 μL, 共培养3 d. 培养结

束后, 以PBS溶液洗3遍, 每1×106重悬于1 mL 
的PBS中, 于移植前1 d经阴茎静脉回输受体体

内. 采用混合淋巴细胞培养实验, 对新鲜分离和

体外培养后的细胞体外抑制CD4+CD25- T细胞

(效应性T细胞)增殖的能力进行鉴定. 将2×104 

CD4+CD25- T细胞加入圆底96孔培养板中, 加入

可溶性抗CD3单抗(5 mg/L)和1.0×105经MMC
处理的脾细胞, 分别加入2×104的新鲜分离或

体外培养的CD4+CD25+T细胞, 每份标本设3复
孔, 结果取其平均值. 各组的阴性对照组同样设3
个复孔. 各组加样后置于含50 mL/L CO2 的37℃

孵箱中培养3 d, 每孔加入1μCi 3H-TdR, 继续培

养18 h后使用玻璃纤维滤纸收集细胞,干燥后用

液闪仪(Beckman LS 600)测定cpm值. 采用改良

Kamada双袖套法建立大鼠原位肝移植模型[14,15]. 
术中和术后3 d 内死亡按技术原因处理, 不做统

计. 供受体随机分为四组: A组(对照组, n  = 12)术
后不用免疫抑制剂, B组(FK506处理组, 普乐可

复, Fujisawa公司, n  = 12)术后0-6 d用FK506 0.2  
mg/(kg·d)灌胃, C组(新鲜分离细胞回输组, n  = 
12)和D组(体外培养后细胞回输组, n  = 12)术前1 
d经阴茎静脉回输1×106 CD4+CD25+T细胞. 术后

7 d每组随机处死6只, 收集血标本作血清AST、
BIL浓度检测, 取新鲜肝组织一份以40 g/L中性

甲醛固定作病理学检查, 评估排斥情况. 病理学

诊断标准参照人肝移植排斥反应Banff标准[16-18]. 
每组各留6只观察生存期.

统计学处理 数据用统计软件S TATA 7.0
软件进行统计学处理. 细胞增殖实验中的cpm
值, 血清ALT值、BIL值的比较用秩变换检验, 
S c h e f f e法分析组间差异; 各组病理学急性排

斥反应B a n ff评分的比较采用秩和检验, 采用

Nemenyi法进行两两比较; 生存分析用乘积极限

法(Kaplan-Meier 法)作生存曲线, 用Log-rank法
进行显著性检验, 检验水准α = 0.05.

2  结果

2.1 C D4+C D25+T细胞的体外分离纯度及体

外功能评估 L e w i s大鼠脾脏及外周淋巴结中

的单个核细胞, 经细胞磁分离系统(magic cel l 
sort ing system, MACS)阴性加阳性两次分选

后, 获得的C D4+C D25+T细胞纯度为90.2%±

1.8% (86%-93%, n = 10), 图1为其中一次流式

细胞仪检测结果. 细胞增殖实验中, 新鲜分离

和体外培养后的CD4+CD25+T细胞均可明显抑

制CD4+CD25-T细胞的增殖(24 918.7±2 276.3 
cpm vs  7 681.7±1 004.9 cpm, P =0.000<0.01; 
24 918.7±22 76.3 cpm vs  6 573.3±1 722.7 
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A B C ■应用要点

本研究的结果和
经放射线处理的
排斥模型中的结
果相比, 仍有较
大的差距, 说明
在运用调节性T
细胞诱导肝移植
免疫耐受的研究
中, 还有许多问
题需要解决, 仍
需要更广泛更深
入的探索.
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cpm, P = 0.000<0.01)(图2).
2.2 术后肝功能血清生化指标的变化(表1) 术
后7 d, 新鲜细胞回输组以及体外培养细胞回输

组AST低于对照组(17.9 ± 3.8 μkat/L vs  8.1 ± 
2.0 μkat/L, P = 0.000<0.01; 17.9±3.8 μkat/L vs  
8.4 ±1.4 μkat/L, P = 0.000<0.01), BIL亦低于对

照组(98.4±21.2 μmol/L vs  45.8±9.0 μmol/L, P 
= 0.000<0.01; 98.4±21.2 μmol/L vs  44.7±12.0 
μmol/L, P = 0.000<0.01).
2.3 两组术后肝脏病理组织学观察 对照组术后

7 d病理表现为汇管区大量单个核细胞浸润, 并
累及胆管、血管, 肝小叶结构消失, 伴有局灶性

的出血、坏死. FK506处理组的汇管区出现少量

的单核细胞浸润, 但未侵及肝实质, 未累及胆管

和血管. 两组回输组的病理学表现介于对照组与

FK506处理组之间(图3). 四组的Banff 评分比较

(表2), 两组细胞回输组与对照组比较均有统计

学差异(P <0.05).
2.4 生存期的观察 共建立肝移植模型51例, 受
体鼠术后3 d内死亡判定为技术原因死亡共3只
(3/51; 腹腔内出血×2, 胆漏×1), 不纳入统计[16], 
共获得满意的受体鼠48只. 四组的生存时间分析

(表3). 两组细胞回输组生存时间均大于对照组

(21.7±1.7 d vs  12.8±0.5 d, P = 0.000 1<0.01; 30.3 
±1.7 vs  12.8 ± 0.5 d, P = 0.000 4<0.01), 体外培

养细胞回输组生存时间大于新鲜细胞回输组

(30.3 ±1.7 d vs  21.7 ± 1.7 d,  P = 0.001 7<0.01).

3  讨论

实现对移植物的特异性耐受, 即受体对移植物

产生类似于自身耐受的状态, 是器官移植的

终目标. 1995年Sakaguchi [1]报道CD4+CD25+T细
胞在维持周围耐受中起重要的作用. 随后, 在器

官移植的耐受模型中也证实该细胞在维持移植

免疫耐受中起重要作用[12,19]. 目前的研究认为

CD4+CD25+调节性T细胞对于自身抗原或同种

异体抗原激活的CD4+、CD8+ T细胞有明确的抑

制功能[3,7,20]. 在器官移植动物模型中, 肝脏是唯

一在不同的大鼠品系组合中, 既存在排斥模型, 
又存在耐受模型的器官[21]. 如: DA→Lewis组合

是急性排斥模型, 而Lewis→DA组合则是自然

耐受模型. 在Lewis→DA模型中发现, 在移植前

用一定剂量的放射线照射Lewis大鼠, 再将其肝

脏移植给DA大鼠, 移植肝被排斥. 而回输长期

存活的Lewis→DA受体的脾细胞可逆转这种排

斥, 从而提示调节性T细胞在诱导肝脏免疫耐受

中起着一定的作用[11,12]. 基于以上的报道, 我们

在DA→Lewis急性排斥模型中, 采用经供体脾

细胞共培养激活的CD4+CD25+调节性T细胞, 在
移植前1 d 输入受体的体内, 设想被移植物抗原

激活的效应性T细胞, 可被CD4+CD25+调节性T
细胞识别为自身反应性T细胞, 因而被抑制. 同
时在受体体内获得长期存在的, 针对移植抗原

的记忆性CD4+CD25+调节性T细胞, 形成类似于

自身耐受的耐受模式, 从而诱导受体的长期存
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   表 2 各组移植后7 d 的移植物病理切片的排斥反应Banff                
    评分的比较
 

组别 n Ⅰ级 Ⅱ级 Ⅲ级

对照组 6 0 1 5

Fk506组 6 6 0 0

新鲜细胞分离组a 6 1 5 0

体外培养细胞组a 6 2 4 0

aP<0.01 vs  对照组.

    

   表 1 术后血清生化检测

组别 n
AST  ( μkat/L ) BIL (μmol/L )

means ± SD 95%可信区间 (%) means±SD 95%可信区间 (%)

对照组 6 17.9 ± 3.8 13.9-21.9 98.4±21.2   75.9-120.9

FK506组 6   7.1 ± 1.1 5.9-8.2 6.8±0.8 6.0-7.6

新鲜细胞回输组a 6     8.1± 2.0a   5.9-10.2 45.8±9.0a 36.3-55.2

培养细胞回输组ab 6     8.4±1.4ab 6.9-9.8   44.7±12.0ab 32.1-57.3

aP<0.01 vs  对照组; bP<0.01 vs  新鲜细胞回输组.

图 2 混合淋巴细胞培养细胞增殖实验. aP<0.05 vs  CD25-.
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活[22-24]. 然而本组的结果显示: 虽然新鲜分离和

体外激活的细胞, 在混合淋巴细胞培养中均有抑

制CD4+CD25- T细胞增殖的作用, 回输后可以在

一定程度上减轻移植排斥反应, 延长移植物的存

活时间, 但和放射线处理的Lewis→DA排斥模型

中的结果相比, 两组均不能在自然排斥模型中

诱导受体的长期存活, 其主要原因可能是: (1)调
节性T细胞主要通过抑制间接识别途径(indirect 
allo-recognition)来实现移植物的耐受[8,22,24], 而在

急性排斥反应的早期, 由过路细胞(passage cell)
介导的直接识别途径(direct allo-recognition)是
诱发急性排斥反应的主要机制, 随着移植物内

过路细胞逐渐为宿主的抗原递呈细胞(ant igen 
presenting cell, APC)所替代, 间接识别模式才逐

渐发挥主要的作用. 在放射线处理的排斥模型

中, 移植物内的过路细胞被放射线清除, 回输调

节性T细胞可使移植物长期存活. 而本组的调节

性T细胞回输后, 在急性排斥反应的早期, 虽然

可通过非特异性的免疫抑制作用来抑制效应性

T细胞的激活, 但是其抑制作用有限; 在急性反

应的中后期(>7 d), 则可特异性抑制宿主APC激
活的效应性T细胞. 因此在移植术后7 d, 两组细

胞回输组肝功能、病理学评分的比较中无统计

学差异, 而在生存期的观察中, 经体外供体抗原

激活的调节性T细胞回输组的存活期长于新鲜

细胞回输组, 这可能与经体外激活的细胞的免疫

抑制功能, 较新鲜分离的细胞更特异, 更持久有

关[11]. (2) CD4+CD25+调节性T细胞功能发挥是通

过细胞间的直接接触实现的[20,22,23], 体外的研究

证明其抑制功能在一定的范围内与其数量成正

相关, 因此要达到理想的干预效果需要一定的数

量. 目前常用的调节性T细胞回输的数量级一般

都在106以上, 而获得该数量级的CD4+CD25+ T细
胞一般需要牺牲一只受体, 因此寻找理想的扩增

图 3 各组术后7 d 肝脏标本病理 (HE染色, 200倍). A: 对照组; B: FK506 处理组; C: 新鲜分离细胞回输组; D: 体外激活细胞

回输组.

A B

C D

    

   表 3 各组术后生存时间
 

组别 生存时间 (d) 中位生存时间 (d) 95%可信区间 (%)

对照组 12,12,12,12,14,15 12 11.8-13.9

FK506处理组 65,67,69,76,79,89 79 74.2-83.8

新鲜细胞回输组a 15,18,22,22,24,26 22 17.5-26.5

培养细胞回输组a b 25,27,28,32,34,36 28 22.0-34.0

aP<0.01 vs  对照组;  bP<0.01 vs  新鲜细胞回输组. 

■应用要点
本文的探索性较
强, 有一定的创新
性, 特别是体内实
验部分, 意义更为
突出. 不足之处是
CD4

+CD25
+调节性

T细胞的作用已有
较多报道. 本文中
其对肝移植排斥
反应的作用有限, 
特别是与FK506
组相比, 文中需进
一步阐述.
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条件, 实现该细胞体外功能性扩增,是运用此类细

胞进行干预性研究的关键[25,26]. 在本组的研究基

础上, 增加回输细胞的数量级, 是否可以进一步

延长受体的生存期, 为此本组对该细胞的体外扩

增进行了初步的探索. 我们用MMC处理后的供

体脾细胞, 联合大剂量的重组大鼠IL-2 (rR IL-2, 
200 kU/L)的方法对CD4+CD25+T细胞进行活化、

扩增. 该细胞在体外增长的速度与CD4+CD25-T
细胞相比要慢得多, 从活化到彻底静息所需时间

比CD4+CD25-T细胞要长. 在4 w的培养时间内反

复刺激4 次,每次1/1 扩孔. 终的扩增效率在16
倍以上, 扩增后的细胞具有稳定的细胞表型和免

疫功能(数据待发表). 由于目前对调节性T细胞回

输后的生物学行为的了解还很有限, 回输后的细

胞是否能在体内进一步扩增? 是否可以保留一部

分记忆性T细胞? 回输后的细胞是否有一定的半

衰期, 是否需要连续回输这样的细胞, 需多长时

间回输一次[5]? 联合运用免疫抑制剂是否可以协

同该细胞的免疫调节功能? 是否可以在减少免疫

抑制剂剂量的基础上使得移植物实现长期存活? 
这些问题现在尚未得到解决, 因此在探索回输调

节性T细胞诱导移植物免疫耐受的过程中, 还需

更广泛深入的研究.
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