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猪到猴异种胸腺修饰对猪心脏移植物存活及与外周血 IL一2水 

平的影响 

瞿冀琢 ，沈振亚 ，张 治 ，何 建明 ，余云生 ，叶 文学 ，倪 斌 

(苏州大学附属第一医院心胸外科和器官移植研究室，苏州 215006) 

摘要：选用猪．新生猴腹腔心脏异位模型，通过异种胸腺修饰加∞Co 7照射途径 ，来探讨此途径对异种器官移植 中 T细胞 的 

作用及诱导异种 T细胞中枢性耐受的可能性 ，并进一步研究外周血 IL-2水平与排斥反应的关系。结果发现 ：MLR检测在照 

射 +胸腺注射组接受脾细胞胸腺 内注射后第 3周，其刺激效应较空 白组 、照射 组下降 明显(P<O．01)。照射 +胸注组存活 

期较空白组明显延长(P<O．01)，照射 +胸注组存 活期较胸注组和照射组延长 (P<O．05)。IL-2和 IL-10检测 的结果表 明， 

各组在排斥时均表现为 IL-2水平较移植前显著升高(P<O．001)，胸注 +照射组和胸注组 ，受体体 内 IL-2水平 ，在移植后早 

期与移植前比较无显著性差异 (P>O．05)，与同时期单纯照射和空 白组术后 比较有显 著差异 (P<O．01)。结果表明 ：异种 

胸腺注射可诱导供体特异性的 T细胞功能抑制 ，异种胸腺注射联合照射可有效地延长供心存 活时间。IL-2水平与排斥 反应 

的发生关系密切，可以作为监测晚期排斥反应发生的一个重要指标。 
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Effects of Intrathymic Inoculation of Xenogeneic Spleen Cells on the Survival Time 

of Cardiac Xenografts and the Serum Levels of EL-2 

Qu Ji-chen，SHEN Zhen-ya，ZHANG Zhi，HE Jian-ming，YU Yun-sheng，YE Wen-xue，NI Bing(Department of 

Cardiothoracic Surgery and Laboratory ofOrgan Transplantation，First够 f ed Hospital of Soochow University，Suzhou 
215006，China) 

Abstract：To investigate the validation of pig to monkey as an experimental animal model for the study on the induction 

of immune tolerance to cardiac xenografts by intrathymic inoculation with xenogeneic spleen cens and whole body丫ray ir- 

radiation，and to determine the correlation between the reiection of donor heart an d the level of IL-2，the present irives． 

tigation was done in our laboratory． nle expe rimental results of this study showed． the survival times of donor heart in 

the irradiation and intrathymic inoculation groups(91．1±22．18)hours were si~ificantly longer than those of blank 

group(36．6±5．8 hours．In MLR，when the recipient splenocytes responded to the donor stimulator，there Was signif- 

icant reduction in the irradiation and intrathymic inoculation group than in the blan k group as well as the whole body im ． 

dimion group． nle levels of II，2 of recipients of all groups were much hi【Sher in the rejection of xenografts than those be- 

fore transplan tation．These results suggest that pretreatment with intmthymic inOCulation an d whole body irradiation could 

induce T cell im／nune suppression and the chan ges of serum IL-2 levels are closdy correlated with the development of 

xenograft reiecfion．It could be used as an important index to inspect to the late rejection reactions ． 
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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[2l。 
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本文选用猪．新生猴异位腹腔心脏移植模 型，目的 

在于探讨异种胸腺修饰途径对异种器官移植 中T细 

胞的作用及诱导异种 T细胞中枢性耐受的可能性 ， 

并进一步研究外周血 IL-2水平与排斥反应的关系。 

1 材料与方法 

1．1 试 剂和 动物 猴 IL-2、IL-10试 剂盒 (购 自 

Bender Med Systems)、 H(由苏州大学放射生物研 
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究室提供)、受体选用中国猕猴(1月大，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 4组。空白组(5只)：受体 

不作任何处理。于设计的手术 日行受体腹腔异位心 

脏移植。照射组(5只)：于心脏移植前 28 d，即 

1．5月龄时接受60co 3 Gy全身剂量 ，余 同空 白组 ； 

胸腺注射组(3只)：于心脏移植前 21 d，胸腺内注 

射供体脾细胞(5×107)，余同空白组；照射 +胸腺 

注射组(8只)：于心脏移植前 28 d，即 1．5月龄时 

接受 3Gy全身剂量 ，心脏移植前 21 d，胸腺 内 

注射供体脾细胞(5×107)，余同空 白组。 

1．2．2 全 身照射(wBI) 3 Gv的60co 7．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 cGv／Illin，照射时间为正反各 3 min，动物距照 

射源 2 m，胸腺使用 I cm厚的低熔点铅板屏蔽。 

1．2．3 混合淋 巴细胞反应(MLR) 采取供体实验 

猪静脉血 10 IIll，受体实验猴静脉血 2 IIll，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 3×105个作为刺激细胞 ，猴淋巴细 

胞 l×l05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 0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：I)各 2～3个孔 ， 

在温度 37 cI=、5％ co2培养箱中培养 72 h后加 I．2 

cGy／ml的 H．TdR 20 瓶 ，继续培养 24 h后闪烁 

测量 cpm值，观察细胞增殖情况。 

MLR刺激效应 = [(实 验瓶 cpm值 一对照瓶 

cpm值)／对照瓶 cpm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％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 

露出气管 ，剪开胸骨约 0．5 cm‘，然后在气管两旁寻 

找到胸腺，按照 5×107／只的数量将约 0．1 IIll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。结扎穿刺点以防脾细胞外溢，并用生理 

盐水冲洗胸腺周围组织 ，然后缝合创口。 

1．2．5 异住心脏移植 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[3】。 

1．2．6 心脏移植术后供心存 活的观察 术后每小 

时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。 

1．2．7 心肌 结 构 的显 微 和超 微 观 察 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。 

1．2．8 术后每 日采取受体小隐静脉血约 1 IIIl，分 

离得到淡黄色 的血清 ，置于．86℃冰箱中储存 ，以 

便检测血清中白介素浓度。检测方法采用双抗体夹 

心法 。 

1．3 统 计 学 方 法 所 有 数 据 的统 计 均 使 用 

SPSS10．0软件包进行统计。统计方法使用单因素方 

差分析和多因素方差分析 ，检验水准 ：a=0．05。 

2 结果 

2．1 猪 对猴单 向混合淋 巴细胞培养 的刺激 效应 (术 

前)(以均值加标准差表示)(表 1) 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)，较单独胸腺 

注射组亦有下降(P<0．05)。 

裹 1 猪对 猴单 向 混合 淋 巴细 胞培 养 的捌 激效 应 

分组 cpm (i±1) 

空白组(A) 

照射组(B) 

胸腺注射组(c) 

照射 +胸注组(D) 

与 A组 比较 ， -g．P<0．0L；与 B组 比较 ，★ P <0．05；与 C组 比 
较，▲ P<0．05 

2．2 各组 动 物 心 脏 移植 后 供 心 存 活 时 间 比较 (表 

2) 在实验 中，照射 +胸注组存 活期较空 白组 明 

显延长 (P<0．01)，较 胸 注 组 和照 射 组 亦 有 延 长 

(P<0．05)，而照射组和胸注组的存活期较空白组 

延长(P<0．05)，但胸注组的存活期较照射组无显 

著差异(P>0．05)。 

2．3 IL．2、IL10水平的变化 (表 3、4) 对各组受 

体心脏移植 前后 和供 心被排斥 前后 ，体 内 IL-2、 

IL．10的水平进行 了连续检测 ，检测结果表明：各 

组在排斥时均表现 为 IL．2水平较移植前显著升高 

(P<0．001)，胸注 +照射组，受体体内 II,-2水平 ， 

在移植后早期仍较低 ，与移植前 比较无显著性差异 

(P>0．05)，同时期与空白组术后比较有显著差异 

(P<0．01)，在后者 ，受体内 IL-2水平移植后第 2 

天升高，而此时 IL．10水平还很低 ，心脏移植物即 

被排斥 ；在胸注组、胸注 +照射组中，随着供心的 

存活 ，受体 内 IL-10水平随 T细胞的激活而升高。 

． 

★  
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移植前组间比较 ． 

3 讨论 

* P>0．05；与移植前比较，▲ P<0．001；与移植前比较，★ P<0．05 

超急性排斥 反应 (HAR)是猪到灵长类异种移 

植后的首要的障碍 ，其发生在移植后 1 2 h。HAR 

的发生主要与人体内预存有针对猪血管内皮细胞上 

半乳糖 a1，3半乳糖 (Gal a1，3 Ga1)表位 的天然抗 

体有关L4 J，移植后天然抗体与 Gal a1，3 Gal表位两 

者结合并激发经典的补体激活途径 ，其中 IgM类抗 

猪抗体(约占全部 IgM的0．1％)比 IgG类(约 占全部 

IgG的 1％)更为主要b】。大量文献证实[6'7】清除或 

阻断天然抗体 IgM的作用可成功克服 HAR。由于 

在 胃肠 道 内，存 在有表达 Gal a1，3 Gal表面抗原微 

生物的存在，在其刺激下，新生儿及新生狒狒可于 

出生 2月后 产生 抗．Gal zsME8,9】，如 在新 生 的 2、3 

个月内植入猪 心，可无 X-IAR发生[1o】。基 于此原 

理，实验选用新生猴为受体 ， 抗体水平低下 

(待发表)，避免 了 HAR，为观察后续 的细胞性排 

斥反应提供 了可能 。 

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 

selection)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。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 II抗原表达，而其它组织无表达(待发表)。 

在猪到猴异种胸腺注射中，胸腺注射后 3周也观察 

到类似现象(其他文章发表)。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摄取、加 

工、处理 ，与其胞 内 MHC II类分子结合 成多肽． 

MHC II类分子复合物 ，并递呈 于细胞表面供到达 

此处的 T细胞识别 ；也有文献【7．8】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，从而作 为 

“免疫特赦”区的胸腺 内允许异体细胞 的较长期存 

活。并且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 中获得成功 

经大量实验证实具有高度的可重 复性[5-6]。那 么， 

异种胸腺修饰是否有同样效果呢? 

MLR是评价 T细胞免疫应答功能 的经典体外 

实验方法，间接反映体内 T细胞对某一组织相容性 

氩蘸 ■__ ■ ： ；； 量 - 
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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ü 。实验 (表 1)通过对单向混合 淋巴 

细胞培养结果的观察 ，发现照射 +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 T细胞 亚群识别异种抗原 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 +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 +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：据文献报道 】，在非协调性猪 

到灵长类模型中，克服了 HAR后的植心病理中发 

现移植 心肌内有一定量 T细胞浸润 。在实验 中照射 

+胸注组 移植 后 第 2天 IL．2、IL-10水 平 升 高 。与 

移植前 相 比有 差别 (P<0．05)。这表 明 CD4 T细 

胞在此期间发挥重要的作用 ，但参与排斥的免疫应 

答发生较晚。体外实验表明 CD4 T细胞主要参与 

直接识别，并且优 先识别 SLA．DR，其次 是 SLA． 

DQu引。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 AI'C 

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。从而在照射清除外周血成熟 T细 

胞基础上 ，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n 。另据相关文献 ，抗异种供 

体 IgG由胸腺依赖性抗原(，ID Ag)刺激产生 ，而这 

种抗原须在 rI1I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 IgC类抗体的生成而抑制 由此引起的延迟性异种 

排斥反应的抗体介导的细胞毒作用(ADCC)[n ；同 

时 Th2淋巴细胞可作为一种免疫抑制细胞通过产生 

IL-10、IL4、IL．6等细胞 因子来抑制 T细胞、巨 

噬、NK细胞的免疫应答。实验中 IL-10水平在胸注 

+照射组较空 白组、照射组升高(P<0．001)。较 

胸注组保持更久的高水平状态是有力的佐证。 

同时，实验观察到一个有趣现象，即猪到猴异 

种移植 中，IL-2水平与排斥反应的发生有关 ，并在 

排斥反应发生前升高 ，这与同种移植十分类似。 

据文 献 报 道 ，IL-2主要 由 CIM T细 胞 产 生 ， 

此外 ，CD8 T细 胞 、NK细 胞 、LAK细 胞 亦 可 产 

生。而 IL．2受体分布于 T细胞、B细胞、NK细胞 

及巨噬细胞表面 引。实验各组在排斥时均表现为 

IL．2水平较移植前显著升高 (P<0．001)，考虑与 

CD4 T细胞、CD8 T细胞、NK细胞 、LAK细胞激 

活有关 ，特别是 与异种移 植排 斥 中 NK细胞 及 巨噬 

细胞激活有关L15 J。通过胸腺注射途径，尽管抑制 

了T细胞识别异种抗原 ，通过 ．I1l2细胞分泌 IL-10 

间接抑制 了 NK细胞及 巨噬细胞 的活性 ，但其对 

NK细胞及 巨噬细胞无直接的抑制作用 ，IL．10的作 

用也不足以与 NK细胞及 巨噬细胞 的激活相抗衡 ， 

并且 IL．2对 排斥 反应 有 正反 馈作 用 ，主要表 现 

为L16J：可增强 NK细胞的细胞毒活性 ，促进 NK细 

胞 、LAK 细 胞 增 殖 ，刺 激 NK 细 胞 产 生 IFN． 、 

TNF．a；可促使活化 B细胞增殖及产生抗体；可促 

进单核／巨噬细胞产生超 氧离子；同时类似于同种 

移植对 T细胞也发挥着一定作用 ，可促进 rI1I细胞、 

CTL和 Ts细胞增殖 ，诱导抗原特异性 T细胞增殖 

分化为效应细胞。实验的结果提示 ，IL-2的水平与 

排斥反应的发生关系密切 ，可以作为监测异种移植 

急性排斥反应的一个重要指标 ；同时说明了实验在 

使用全身照射的基础上，进一步行胸腺修饰未能达 

到 长期 存活的原 因。 ’ 

总之，胸腺修饰在抑制异种大动物移植细胞性 

排斥方面有一定作用 ，但要获得异种移植的长期免 

疫抑制 ，可能需要在抑制 NK细胞、巨噬细胞的激 

活方面深人研究，有所突破，方可应用于临床。 

参 考文献 

【1 J Nikolic B，Gardner JP，Seadden DT．el a1．Normal development in 

poroirle thymus Oats and specific tolerance 0f human T cells tO 

№ donor MHC[J]．J Immunol，1999，162：34O2． 

【2】 She．nZY，Ni B，YuY。el a1．Theimmune e~eet 0fthe di摹。 h锄  

xenotransplamation produced by intrathymic inoculation with xenogene． 

ic antigen in the primate[J]．Xenoum~plantation，2001，8(mppl1)： 

ll3． 

[3] Ono K，Hndsay E，Sama N，el：e1．Improved teehnlque 0f b U'an8． 

plantation in the~tsEj]．J Thorae CsrdioYalM~slⅡg，1969，57：225． 

[4] Cooper DK，Good AH，Koren E，et a1．Indentifieation 0f alpha lactD- 

8yl end other carbohydrate epitopes that aIe bound by human anti．pig 

antibodies：relevance to d／geordant xe∞ 幽l'g in m [J]．nm 

Immunol，1993，1：198． 

(下转 第 251页) 

盛器 曩 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


<上海免疫学杂志)2O03年第 23卷第 4期 ·251 · 

基因编码 ，独立地受不同因素的调节。为了从基因 

水平上探讨 IL．4促进 IL．12 p70产生的机制 ，我们 

提取了刺激 8 h后 DC总 RNA，RT．PCR的结果显示 

未受到 LPS刺激的 DC无 IL-12 p35基因转录，但在 

受到 LPS刺激后 ，p35的转 录和 翻译 水平 增加 ，进 

而形成有活性的 IL-12异二聚体，这一结果与 B出 k 

等应 用 单核 细 胞进 行 的研究 一致 8。IL4 对 IL-12 

p70的促进作用也主要与 p35基 因转录增加有关 ， 

在没有 IL4存在时 ，p35的表达会明显下降，而在 

这几种情况下 p40基 因的转 录无 明显变化 。这 些结 

果显示 LPS作 为一种成熟诱导剂在诱导 DC成熟、 

诱导 DC分泌 IL．12 pT0等方面很可能有独特的作 

用。Morelli也认为 DC在不同成熟诱导剂刺激后可 

以产生不同模式的细胞因子 ，从而表现出独特的促 

进 ，I1l应答的潜能，但只有 LPS的刺激能促进初始 

T细胞 向 Thl的分化 ，这与其 上调 IL-12 p35的表达 

有关[91。 

综合本研究及其他一些研究者的工作提示 IL4 

除了具有促进 DC分化以外 ，在 Thl和 Th2应答类 

型的调控 中可 能还具有重要作用 。IL4不仅可 以促 

进 Th0向Th2分化 ，而且还具有促进 Th0向 Th1分 

化的潜能。当然，这种作用不是直接的，而是通过 

IL4作用于 DC，增强 DC产生 IL-12来实现 的，因 

为 IL-12是 主 要 的 Thl应 答 的 细胞 因子 。Hoehrein 

等-7 J提出了一个 IL4和 IFN．7与 IL-12产生之间调 

节的模式 ：DC在 Ih2环境 中接受合适的刺激和 IL 

4作用后 将产生 IL．12 p70，导致 T细胞 或 NK细 胞 

产生 IFN．7，IFN．7和 IL．4很 强 的 协 同作 用 促 进 更 

多的 IL．12的产 生 ，随 之 又增 强 IFN．7的产 生，这 

就平衡 了 IL4在促进 Th2应答 的直接作用；反过 

来 ，在有高浓度 IFN．丫而缺乏 IL4的情况下，有利 

于产 生 IL-12(p40)2从而 抑制过强 的 Thl应 答 。 
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