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猪到猴异种胸腺修饰对受体心脏移植物存i~}B,-t间 

及外周血 T细胞的影响 

瞿冀琛 ，沈振亚 ，姜格宁 ，丁嘉安 ，倪 斌2， 

张 治2，何建明2，余云生2，叶文学2 
(1．上海市肺科医院胸外科，上海 200433；2．苏州大学附属第一医院 心胸外科和器官移植研究室，江苏苏州 215006) 

摘要：目的 通过猪一猴心脏移植模型来探讨异种胸腺修饰对移植物存活时间的影响，并在此基础上，研究异 

种器官移植中 T细胞的作用及诱导异种 T细胞中枢性耐受的可能性。方法 将受体(中国猕猴)分为 4组：(1)空 

白组：对受体不作任何处理。(2)照射组 ：于心脏移植前 30 d(d30)，接受 Co 3Gy全身剂量，余同空白组。(3)胸腺 

注射组：于心脏移植前 21 d(d21)，胸腺内注射供体脾细胞(5×10 )，余同空白组。(4)照射+胸腺注射组(8只)：于 

心脏移植前 28 d(d28)，即 1．5月龄时接受 Co 3Gy全身剂量，心脏移植前 21 d(d21)，胸腺内注射供体脾细胞(5× 

1O )，余同空白组。结果 照射+胸注组存活期较空白组明显延长(P<0．01)，照射+胸注组存活期较胸注组和照 

射组延长(P<0．05)。CD4 、CD8 与同期未照射的另两组相比有显著性差别(P<0．O1)，但照射的两组同期相比 

差别不大(P>0．05)。照射 +胸腺注射组于手术当天 MI R刺激效应较空 白组、照射组下降明显(P<0．O1)，同时 

单独胸腺注射组与照射组、照射 +胸腺注射组相 比，刺激效应也有所下降(P<0．05)。结论 (1)异种胸腺修饰对 

CD4 、CD8 T细胞亚群的生成与分布情况并无影响，但其针对异种抗原反应能力有所下降。(2)异种胸腺注射可 

支持 T细胞的重建和诱导供体特异性的 T细胞功能抑制或耐受，并有效地延长供心存活nCfq。 

关键词：胸腺修饰 ；异种心脏移植 ；免疫耐受 ；混合淋巴细胞培养 

中图分类号：R392．4 文献标识码：A 文章编号：1673—0399(2005)05—0768—04 

Study on the Effect of the Survival Time and the T cells 
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Abstract：0bjective This study was designed to investigate the effect 0f survival time and T cells 

on the delayed xenograft rejection caused by intrathymic injection of xenogeneic antigen in the discor— 

dant cardiac xenotransplantation，and to investigate the possibility of inducing the tolerance for cardiac 

xenografts．Methods In this experiment，pig and monkey were，respectively，selected as donor and 

recipient．Donor and recipient were divided randomly into four groups．In the blank group(group A) 

recipients didn’t accept any treatments but heart xenotransplantation；In the whole body irradiation 

(WBI)group(group B)3 Gy(∞Co)was received on d30 before transplantation，In the intrathymic 

injection group(group C)monkeys were pretreated by the intrathymic injection of pig spleen cells(5 X 

10 )on d21 before transplantation，the other treatments were the same as that in group A．In the irra— 

diation and intrathymic injection group(group D)monkeys were pretreated by WBI and the in一 
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trathymic injection of pig spleen cells at the time jUSt as that in group B and group C．In every group， 

monkeys were performed heterotopic heart xenotransplantation in abdomen in order tO observe the sur— 

vival time of cardiac xenografts．Results (1)Survival time of donor heart in group D(91．1±22．8h) 

was significantly longer than group B(42．56±1．4h)and group A(35．6±2．2h)(P<0．01)，there 

was also evident difference between group D and group C(P<0．05)．(2)The result of CD4．CD8 

testing in peripheral blood have no difference between groupB and groupD before transplantation(P> 

0．05)．(3)The results of MLR showed that there is significant reduction in group D than in group A 

and B(P<0．0 1)when the recipient splenocyte responded tO donor stimulator．There was different 

stimulating effect between in group C and D(P<0．05)．Conclusions (1)In this model，Intrathymic 

inoculation can’t influence the percent of CD4 and CD8+ T cells in peripheral blood，but pretreat— 

ment with IT and W BI can induce T cells immune 4 suppression or immune tolerance，that is similar to 

allotransplantation in the rodent．(2)Pretreatment with IT and WBI can induce T cells immune sup— 

pression or immune tolerance． 

Key words：intrathymic inoculation； immune tolerance； M LR； heart xenotransplantaion 

胸腺不仅在建立和塑造有功能的 T细胞库中 

发挥作用，而且对诱导和维持 自身耐受和移植耐受 

起关键作用⋯。在协调型和非协调型异种移植的 

啮齿目模型中已证实，异种胸腺注射可支持 T细胞 

的重建和诱导供体特异性的 T细胞功能抑制或耐 

受[2]。本文选用猪 一新生猴异位腹腔心脏移植模 

型，目的在于通过异种胸腺修饰途径来探讨此途径 

是否有利于异种心脏移植物存活时间的延长，并进 
一 步探讨异种器官移植中 T细胞的作用及诱导异 

种 T细胞中枢性耐受的可能性。 

1 材料与方法 

1．1 试剂和动物 小鼠抗猴 CD4、CD8单克隆抗体 

(购自联科公司)、3H(由苏州大学放射生物研究室 

提供)、受体选用中国猕猴(1月龄，体重 1～1．5 kg， 

雄性，由苏州西山中科有限公司提供)，供体选用太 

湖猪种的梅山猪(由太仓育种猪厂提供)。 

1．2 实验方法 

1．2．1 动物分组 分为四组：(1)空白组(5只)：对 

受体不作任何处理。于设计的手术日(dO)行受体腹 

腔异位心脏移植。(2)照射组(5只)：于心脏移植前 

28 d(d28)，即 1．5月龄时接受 。Co 3Oy全身剂量， 

余同空白组。(3)胸腺注射组(3只)：于心脏移植前 

21 d(d21)，胸腺内注射供体脾细胞(5×10 )，余同 

空白组。(4)照射+胸腺注射组(8只)：于心脏移植 

前 28 d(d28)，即 1．5月龄时接受 0Co 3Gy全身剂 

量，心脏移植前 21 d(d21)，胸腺内注射供体脾细胞 

(5×10 )．余同空 白组。 

1．2．2 全身照射(WBI) 3C-y的 ’Co 射线 的全 

身照射(苏州大学附属第一医院放疗科)，剂量率为 

200 cGy／min，照射时间为正反各3 min，动物距照射 

源2m，胸腺使用 1 cm厚的低熔点铅板屏蔽。 

1．2．3 样本的采集和分析 

1．2．3．1 照射前后流 式细胞仪检测外周 血中 

CD4 T细胞和CD8 T细胞的水平 照射前一天， 

照射后第 1、3、7、14、21 d采取实验猴 EDTA抗凝静 

脉血 0．5 ml，制成淋巴细胞悬液，以纯化的鼠抗猴 

cD4、CD 的单抗和兔抗鼠的二抗标记淋巴细胞，通 

过流式细胞仪对外周血中的 CD4 和 CD8 T细胞 

的水平进行检测。 

1．2．3．2 混合淋巴细胞反应(MLR) 采取供体实 

验猪静脉血 10 ml，受体实验猴静脉血 2 ml，无菌条 

件下离心分离制成淋巴细胞悬液。经丝裂霉素处理 

的猪淋巴细胞 3×10 个作为刺激细胞，猴淋巴细胞 

1×10 个作为反应细胞，加入培养瓶中，3 ml／瓶，培 

养基使用RPMI 1640加小牛血清，设置空白瓶(不 

加细胞，其他都加)，对照瓶(不加供体淋巴细胞)和 

待检瓶(供受体淋 巴细胞 3：1)各 2～3个孔，在 

37．0℃，5％二氧化碳培养箱中培养 72 h后加 1．2 

cGy／ml的 H—TDR20 l／瓶，继续培养 24 h后用闪 

烁测量仪测量DPM值，观察细胞的增殖情况。 

MLR刺激效应 =(实验瓶 DPM 值 一对照瓶 

DPM值)／x~照瓶 DPM值×100％ 

1．2．4 脾细胞的采取和胸腺内注射 供体猪无菌 

取脾，脾组织用研钵研磨成匀浆状，然后过 300目的 

灭菌尼龙筛网，以Ficoll液分离得到淋巴细胞悬液， 

台盼蓝染色测定细胞活性 98 c％以上，计数脾细胞。 

受体猴无菌条件下选择胸骨上的纵切口，暴露出气 
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管，剪开胸骨约 0．5 cm，然后在气管两旁寻找到胸 

腺，按照 5×10 ／只的数量将约 0．1 ml供体的脾细 

胞用 21号针注入两侧胸腺 内，使胸腺均匀肿胀充 

盈。结扎穿剌点以防脾细胞外溢，并用生理盐水冲 

洗胸腺周围组织，然后缝合创口。 

1．2．5 异位心脏移植 于设计的手术 日行受体腹 

腔异位心脏移植，采用改良Ono术式。术后每0．5 h 

通过视诊和腹腔触诊观察供心的搏动，以供心停跳 

作为供心死亡的标准。供心停跳后立即取出，分别 

以光学显微镜和电子显微镜观察心肌结构的变化。 

1．2．6 统计方法 采用 SPSS 10．0软件包，采用单 

因素方差分析和多因素方差分析进行统计，检验水 

准 a取 0．05。 

2 结果 

2．1 淋巴细胞在接受照射前后的变化 照射后第 

3 d天至 1周，淋巴细胞下降至较低水平，下降至照 

射前的 9．2％，实验组与对照组同期比较无差别(P 

>0．05，见表 1)。 

2．2 移植前CD4、CD8水平的变化 照射后1周照 

射组和照射 +胸注组 CD4水平、CD8水平降到最 

低，CD4、CD8水平与同期未照射的另两组相比有显 

著性差别(P<0．01)，但照射的两组同期相比差别 

不大(P>0．05)。详见表 2。 

表 1 淋巴细胞在接受照射前后的变化(x 10 ／L) 

与照射前比较，P<0．05；B与 D，A与 C同时期比较，P>0．05。 

表 2 移植前 CIN、CD8水平的变化 

CD4或 CD8水平： 与空白比较，P<0．01； 与同时期胸注组比较，P<0．O1；B与D，A与 C同时期比较，P>O．05。 

2．3 猪对猴单向混合淋 巴细胞培养的刺激效应 

照射+胸腺注射组接受脾细胞胸腺 内注射后第 3 

周，刺激效应较 空白组、照射组下 降明显 (P< 

0．01)，同时单独胸腺注射组与照射组、照射 +胸腺 

注射组相比，刺激效应也有所下降(P<0．05)。详 

见表 3。 

2．4 各组动物心脏移植后供心存活时 间的比较 

在本实验中，照射 +胸注组存活期较空白组明显延 

长(P<0．01)，照射 +胸注组存活期较胸注组和照 

射组延长 (P<0．05)。详 见表 4。 

表 3 猪对猴单向混合淋巴细胞培养 

的刺激效应(DPM，；±s) 

分组 MI R结果 

空白组(A) 

照射组(B) 

胸腺注射组(C) 

照射 +胸注组(D) 

3427．1±265．8 

2517．1±362．9 

2352．0±91．1 

1622．5±254．5 ★ 

与A组比较，P<0．01；★与 B组比较，P<0．05； 与 C 

组 比较，P<0．05。 
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与 B组、C组比较，P<0．05， 与 B组比较，P>0．05。 

3 讨论 

胸腺是 T细胞发育和成熟的重要器官，它在整 

个免疫系统中发挥着中枢性的重要作用。不表达 

CD4、CD8的双阴性细胞，需要在胸腺内经过阳性选 

择(Positive Selection)和阴性选择(Negative Selec— 

tion)才能发育为成熟的 CD4、CD8单阳性细胞。特 

别是胸腺内的阴性选择过程赋予了诱导中枢性耐受 

的可能性。中枢性耐受诱导方法已经在同种小动物 

的心脏移植、肾移植以及胰腺移植研究中获得了成 

功，经大量实验证实具有高度的可重复性 ， 。在 

豚鼠到大鼠异种胸腺注射中，胸腺注射后 3周大鼠 

胸腺细胞表面有近 20％的豚鼠MHC—I1抗原表达， 

而其他组织无表达(待发表)。一般认为异体抗原注 

入受体胸腺后可被皮髓质交界处的 APC细胞摄取、 

加工、处理，与其胞内 MHC—I1类分子结合成多肽一 

MHC-I1类分子复合物，并提呈于细胞表面供到达 

此处的 T细胞识别。也有文献[’，。]报道将异体胰岛 

细胞、肝细胞注入受体胸腺，一段时间后可在其中找 

到胰岛细胞、肝细胞和肝小叶结构，从而认为作为 

“免疫特赦”区的胸腺 内允许异体细胞的较长期存 

活。 

本实验通过对 CD4 、CD8 T细胞亚群百分比 

的监测，发现照射后外周血中大量成熟 T细胞被杀 

灭，CD4 、CD8 亚群发生了改变，照后 1周 CD4 、 

CD8 T细胞的百分 比均下降，但 CD8 T细胞较 

CD4 T细胞降低更明显，可能与大动物 CD8 T细 

胞对 丫射线的照射更为敏感有关。而在照射组与照 

射加胸注组中二类 T细胞所占的百分比及其之间 

的比例关系并无统计学差异，故认为胸腺修饰对 

CD4 、CD8 T细胞亚群的生成与分布情况并无影 

响。那么异种抗原能否在胸腺内 T细胞发育过程 

中发挥“教育”作用呢? 

MLR是评价 T细胞免疫应答功能的经典体外 

实验方法，可间接反映体内T细胞对某一组织相容 

性抗原的免疫应答功能，对客观地判断 T细胞免疫 

应答功能、免疫耐受的诱导及移植物的排斥均有重 

要的参考价值_3]。本实验通过对单向混合淋巴细 

胞培养结果的观察，发现照射加胸注组通过 3Gy全 

身照射清除外周绝大部分成熟淋巴细胞后，外周血 

中的T细胞绝大多数为经过异种胸腺修饰后新生 

的 T细胞，猴淋巴细胞对猪抗原的识别、增殖能力 

有所下降，提示异种间胸腺修饰虽然对 T细胞亚群 

的分布无影响，但其识别异种抗原的能力有所下降， 

因此我们推测异种胸腺修饰同样可获得类似于同种 

间新生 T细胞对注入抗原的免疫抑制或耐受。而 

单独胸注组外周血中部分 T细胞为经异种抗原“教 

育”后分化的，MLR结果较照射组受抑，但还存在大 

量未经异种抗原“教育”后分化的 T细胞，因此刺激 

效应较照射加胸注组高。 

对于体内条件下异种胸腺修饰的作用，实验中 

照射加胸注组存活时间较其他各组明显延长是很好 

的说明。考虑原因如下：(1)在本实验中，克服 了 

HAR后的移植心病理检查中发现移植心内有一定 

量的 T细胞浸润，而异种皮肤 移植实验也证明， 

CD4 T细胞参与异种排斥反应，且相关研究表明， 

异种移植中活化 CD4 T细胞早于CD8 T细胞，以 

CD4为主的多种黏附分子参与识别作用，这说明T 

细胞在此期间发挥重要的作用。在猪到猴异种移植 

时，T细胞的异种识别存在两条途径，即依赖猪 

APC的直接识别和依赖猴 APC的间接识别，CIM 

T细胞主要参与直接识别，并且优先识别 SLA—DR， 

其次是 SLA-DQ J。这可能与灵长类和猪 MHC的 

基因序列高度同源有关。关于中国广西小型猪的 

SLA基因序列的研究_9 J也证明了这一点。当我们 

将异种供体抗原接种入受体胸腺，受体胸腺内皮质 

和髓质交界处的 APC可获取异种抗原，并将其递呈 

给MHC分子结合成复合物，此时到达此处的 T细 

胞如能识别该复合物将发生克隆清除，从而在照射 
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清除外周血成熟 T细胞的基础上，使迁移出胸腺的 

成熟T细胞将此异种抗原识别为自体抗原[to]。(2) 

据相关文献报道，抗异种供体 IgG由胸腺依赖性抗 

原(TD Ag)刺激产生，而这种抗原必须在Th细胞或 

巨噬细胞参与下才能激活 B细胞产生 IgG，故认为 

异种胸腺修饰途径可通过抑制 IgG类抗体的生成 

而抑制由此引起的DXR反应 ADCC作用Ll 。(3) 

T细胞分泌的不同细胞因子如 IL一10等，对其他 T 

细胞、M西、NK细胞可能也有一定作用[待发表]。 

这一方法避免了临床上应用免疫抑制剂的巨大 

经济负担和身体损害，为临床异种移植开拓了一条 

新思路。 
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