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ＣＴＬＡ４Ｉｇ与ＩＣＡＭ１单抗促进供者来源的未成熟树突状细胞诱导移植
受体免疫耐受

丁国善，王全兴，张　明，刘玉杉，韩　澍，傅志仁
（第二军医大学长征医院器官移植中心，上海２００００３）

［摘要］　目的：研究细胞毒性Ｔ淋巴细胞相关抗原４融合蛋白（ＣＴＬＡ４Ｉｇ）和细胞间黏附分子１（ＩＣＡＭ１）单抗体内注射促进

供者未成熟树突状细胞（ｉｍＤＣ）诱导受者免疫耐受的可能机制。方法：实验分对照组（仅输注ｉｍＤＣ）、ＣＴＬＡ４Ｉｇ组、ＩＣＡＭ１
单抗组和ＣＴＬＡ４Ｉｇ＋ＩＣＡＭ１单抗联合组，每组均以２×１０６Ｃ５７ＢＬ／６供者ｉｍＤＣ经尾静脉输注受鼠（雄性），自ｉｍＤＣ输注之

日起连续２周向受鼠腹腔内注射ＣＴＬＡ４Ｉｇ或（和）ＩＣＡＭ１单抗（０．１ｍｇ／ｄ），ＤＣ输注１周后４组均行异位心脏移植，于心脏

移植后７ｄ和２１ｄ，进行免疫学分析。结果：ＣＴＬＡ４Ｉｇ或联合ＩＣＡＭ１单抗治疗后均明显抑制同种ｉｍＤＣ免疫的移植受体脾

脏Ｔ细胞对同种抗原刺激的增殖反应，降低淋巴细胞毒活性，明显抑制血清和 ＭＬＲ反应中Ｔｈ１细胞因子ＩＬ２、ＩＦＮγ的产

生，显著提高Ｔｈ２细胞因子ＩＬ１０的水平；明显降低心脏移植受体同种抗体ＩｇＧ的产生。ＩＣＡＭ１单抗治疗组的受体Ｔ细胞对同

种抗原刺激的增殖反应虽有减弱，但与对照组相比没有显著的差异；对 ＭＬＲ反应上清和血清中ＩＬ２的产生有明显的抑制，而对

其他细胞因子的产生没有明显的作用。结论：ＣＴＬＡ４Ｉｇ联合ＩＣＡＭ１单抗治疗可通过诱导受体Ｔ细胞对同种抗原特异性的低

反应性，抑制淋巴细胞毒活性和Ｂ细胞的体液免疫反应，并促进Ｔｈ２细胞的极化来促进ｉｍＤＣ诱导的同种抗原特异性的免疫耐

受。

［关键词］　细胞毒性Ｔ淋巴细胞相关抗原４融合蛋白；细胞间黏附分子１；抗体，单克隆；树突状细胞；移植耐受
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　　树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣ）是体内最重要
的抗原递呈细胞（ａｎｔｉｇｅｎｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｃｅｌｌｓ，ＡＰＣ），
其免疫学功能具有两重性，既可介导免疫激活，也可
介导免疫耐受［１］。研究表明，髓系未成熟ＤＣ亚群
（ｉｍｍａｔｕｒｅＤＣｓｕｂｓｅｔ，ｉｍＤＣ）或静息 ＤＣ（ｒｅｓｔｉｎｇ
ＤＣ）由于表面黏附辅佐分子如Ｂ７、ＩＣＡＭ１、ＣＤ４０

等缺乏，具有免疫耐受性，可以诱导 Ｔ细胞的失能
（ａｎｅｒｇｙ）及低反应性，并诱导调节性Ｔ细胞（ｒｅｇｕｌａ
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ｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓ，Ｔｒｅｇ）的产生，对器官移植的免疫耐受
的诱导和稳定态的维持具有重要的作用［２～５］。因
此，已有研究将某些免疫抑制因子如ＣＴＬＡ４Ｉｇ、ＩＬ
１０、ＴＧＦβ基因转染ＤＣ，通过抑制ＤＣ的成熟以及
在局部造成免疫抑制微环境从而诱导免疫耐受，取
得了一定的效果。为了寻找有效的诱导免疫耐受的
方法，我们应用供者ｉｍＤＣ免疫受者的同时，采用连
续注射ＣＴＬＡ４Ｉｇ与ＩＣＡＭ１单克隆抗体联合治疗
受者后进行器官移植，非常显著地延长了移植物的
存活期，使７／８的移植物长期存活（１００ｄ以上），表
明ｉｍＤＣ免疫联合ＣＴＬＡ４Ｉｇ与ＩＣＡＭ１单克隆抗
体阻断治疗是诱导移植耐受的好方法。本研究将着
重探讨ＣＴＬＡ４Ｉｇ与ＩＣＡＭ１单克隆抗体体内促进
同种ｉｍＤＣ诱导机体免疫耐受的机制。

１　材料和方法

１．１　动物和试剂　８～１２周雄性Ｃ５７ＢＬ／６（Ｈ２ｂ）、

ＢＡＬＢ／ｃ（Ｈ２ｄ）和Ｃ３Ｈ （Ｈ２ｋ）小鼠，体质量（２０±
１．５）ｇ，购自上海必凯实验动物有限公司。重组小
鼠粒细胞巨噬细胞集落刺激因子（ｍＧＭＣＳＦ）购自

Ｒ＆Ｄ公司；ＲＰＭＩ１６４０干粉及小牛血清购自Ｇｉｂｃｏ
公司。ＣＴＬＡ４Ｉｇ和ＩＣＡＭ１单抗由表达 ＣＴＬＡ
４Ｉｇ融合蛋白杂交瘤 （日本札幌大学 ＨａｍａｄａＨ教
授惠赠）和ＩＣＡＭ１的杂交瘤细胞（ＣＲＬ１８７８ ，

ＡＴＣＣ）产生的腹水，经Ｇ蛋白亲和柱纯化后制备而
成，分装后冻存于－２０℃备用。

１．２　未成熟树突状细胞（ｉｍＤＣ）的制备　参考Ｉｎ
ａｂａ等［６］的方法并稍作改进：取Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（Ｈ
２ｂ）的骨髓细胞，ＴｒｉｓＮＨ４Ｃｌ去除红细胞，制成单细
胞悬液，３７℃孵箱中培养２ｈ，收集非黏附细胞后，以

１×１０６／孔加入２４孔板培养，加 ｍＧＭＣＳＦ２～５
ｎｇ／ｍｌ，４８ｈ后，吸去培养基及悬浮细胞，重新加入
新鲜培养基及 ｍＧＭＣＳＦ，３ｄ后，吸取疏松贴壁的
增殖性细胞聚集体，置新培养瓶培养，过夜后收取悬
浮细胞，以１４．５％ ｍｅｔｒｉｚａｍｉｄｅ梯度离心（１２００×

ｇ，２０ｍｉｎ），即获得富集的ｉｍＤＣ。

１．３　实验分组及受者免疫治疗　实验共分４组：对
照组、ＣＴＬＡ４Ｉｇ组、ＩＣＡＭ１单抗组和 ＣＴＬＡ４Ｉｇ
＋ＩＣＡＭ１单抗联合治疗组，每组８只ＢＡＬＢ／ｃ受
鼠。每组均以２×１０６Ｃ５７ＢＬ／６供者ｉｍＤＣ经尾静
脉输注受鼠。ＣＴＬＡ４Ｉｇ组和ＩＣＡＭ１单抗组分别
自ｉｍＤＣ输注之日起连续２周向受鼠腹腔内注射

ＣＴＬＡ４Ｉｇ、ＩＣＡＭ１单抗（０．１ｍｇ／ｄ）；联合组以同
样剂量两药注射２周；对照组则仅输注ｉｍＤＣ细胞。

ｉｍＤＣ输注１周后４组均行颈部异位心脏移植，应用

Ｃｕｆｆ导管法移植Ｃ５７ＢＬ／６小鼠的心脏。

１．４　受者脾脏 Ｔ细胞的同种混合淋巴细胞反应
（ｍｉｘｅｄｌｅｕｋｏｃｙｔｅｒｅａｃｔｉｏｎ，ＭＬＲ）活 性 　 收 获

ＢＡＬＢ／ｃ受者脾脏细胞，ＴｒｉｓＮＨ４Ｃｌ去红细胞后，
过尼龙毛柱，获得脾脏Ｔ淋巴细胞（细胞密度为１×
１０５／孔），分别以不同的比例与γ射线（２０Ｇｙ）灭活的

Ｃ５７ＢＬ／６脾淋巴细胞以及Ｃ３Ｈ（Ｈ２ｋ）小鼠脾淋巴细
胞混合，置于９６孔圆底板内、５％ＣＯ２、３７℃中培养３
ｄ。于培养终止时间前１８ｈ，每孔加入１μＣｉ的［

３Ｈ］
ＴｄＲ，用液闪计数仪 （Ｗａｌｌａｃ公司）测量待测细胞的
［３Ｈ］ＴｄＲ掺入。

１．５　受者脾脏淋巴细胞ＣＴＬ活性 　收获移植各组

ＢＡＬＢ／ｃ受者脾脏，制备脾脏Ｔ淋巴细胞，用作效应
细胞；以小鼠ＥＬ４淋巴瘤细胞（Ｈ２ｂ）为同种抗原特
异性靶细胞、小鼠Ｐ８１５肥大细胞瘤细胞（Ｈ２ｄ）为同
系对照靶细胞。靶细胞用１０μＣｉ的

５１Ｃｒ标记３０ｍｉｎ。
将标记的靶细胞洗３遍，洗去残存的５１Ｃｒ，以１×１０４／
孔的细胞密度接种于９６孔板，然后加入２倍稀释的
效应细胞，效靶比（ＥＴ）为２０１和５１，每孔培养液
终体积为２００μｌ。在５％ＣＯ２和３７°Ｃ的条件下孵育４
ｈ，测定特异性５１Ｃｒ的释放。特异性杀伤活性按如下公
式计算：杀伤率（％）＝［实验释放（ｃｐｍ）－自发释放
（ｃｐｍ）］／［最大释放（ｃｐｍ）－自发释放（ｃｐｍ）］×１００％。

１．６　细胞因子的检测 　同种 ＭＬＲ上清及血清中

ＩＬ４、ＩＬ１０、ＩＬ２和ＩＦＮγ的检测采用ＥＬＩＳＡ检测
试剂盒（Ｅｎｄｏｇｅｎ）检测，操作按ＥＬＩＳＡ检测试剂盒
说明书进行。

１．７　外周血供者特异性体液免疫反应测定　于移
植第７天和第２１天，从各组受者的尾静脉收集外周
血血清５０μｌ，贮存于－８０℃待用。取供者脾脏淋巴
细胞（２×１０６）与稀释的受体血清在４℃环境下孵育

１ｈ，洗涤后分别与ＰＥ或ＦＩＴＣ标记的大鼠抗小鼠

ＩｇＭ（ｒａｔＩｇＧ２ａ）或ＩｇＧ１（ｒａｔＩｇＧ１）（ＢＤＰｈａｒｍｉｎ
ｇｅｎ）Ｆｃ的单抗４℃下孵育４５ｍｉｎ，ＦＡＣＳ检测供体
特异性的抗体水平。

１．８　统计学处理 　数据用ＳＰＳＳ１０．０统计软件进
行分析，计量资料采用珚ｘ±ｓ；采用完全随机方差分
析，ＳＮＫ法检验组间差异，Ｐ＜０．０５为差异显著。

２　结　果

２．１　移植后受者脾脏Ｔ细胞 ＭＬＲ活性　研究发
现，对照组Ｔ细胞显示强烈的抗原刺激增殖反应；与
对照组相比，抗ＩＣＡＭ１治疗组Ｔ细胞对同种抗原刺
激的增殖反应虽有减弱，但无显著差异；ＣＴＬＡ４Ｉｇ
治疗组Ｔ细胞对同种抗原刺激的增殖反应明显低于
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对照组，而ＣＴＬＡ４Ｉｇ＋抗ＩＣＡＭ１联合治疗组更显
著地抑制Ｔ细胞对同种抗原的刺激反应（Ｐ＜０．０１，

图１Ａ、１Ｂ）。但在接触无关第三组 （Ｃ３Ｈ，Ｈ２ｋ）抗原
时，仍表现明显的抗原刺激增殖反应活性（图１Ｃ）。

图１　ＣＴＬＡ４Ｉｇ与ＩＣＡＭ１单抗治疗后移植受体Ｔ细胞对同种抗原的增殖反应

Ｆｉｇ１　ＴｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎａｌｌｏｇｅｎｅｉｃＭＬＲｆｒｏｍｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｎｔｉＩＣＡＭ１ａｎｄＣＴＬＡ４Ｉｇ
ＳｐｌｅｎｉｃＴｃｅｌｌｓ（２×１０６／ｗｅｌｌ）ｆｒｏｍＢＡＬＢ／ｃｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓｏｎ７ｄａｙｓ（Ａ）ａｎｄ２１ｄａｙｓ（Ｂ）ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔａｆｉｘｅｄｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ：

ｒｅｓｐｏｎｄｅｒｃｅｌｌｒａｔｉｏｗｉｔｈγｉｒｒａｄｉａｔｅｄ（２０Ｇｙ；６０Ｃｏｓｏｕｒｃｅ）ａｌｌｏｇｅｎｅｉｃｓｐｌｅｎｏｃｙｔｅｓ，ｏｒｗｉｔｈγｉｒｒａｄｉａｔｅｄｔｈｉｒｄｐａｒｔｙ（Ｃ３Ｈ）ｓｐｌｅｎｏｃｙｔｅｓｏｎ２１ｄａｙｓ
ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ（Ｃ）．Ｃｕｌｔｕｒｅｓｗｅｒｅｍａｉｎｔａｉｎｅｄｉｎ９６ｗｅｌｌｐｌａｔｅｓｆｏｒ７２ｈ，ａｎｄ［３Ｈ］ＴｄＲ（１μＣｉ／ｗｅｌｌ）ｗａｓａｄｄｅｄｆｏｒｔｈｅｆｉｎａｌ１８ｈ．ｎ＝４，

珚ｘ±ｓ；１ｃｐｍ＝６．１７×１０８Ｂｑ

２．２　移植后受者血清及 ＭＬＲ上清中细胞因子的
水平　本研究分析了移植７ｄ后受体血清中以及脾
脏淋巴细胞同种 ＭＬＲ反应上清中 Ｔｈ１和 Ｔｈ２来
源的细胞因子水平的改变。ＣＴＬＡ４Ｉｇ治疗可明显
抑制 ＭＬＲ反应中Ｔｈ１细胞因子ＩＬ２的产生（Ｐ＜
０．０１），Ｔｈ２细胞因子ＩＬ４没有明显改变，ＩＬ１０水
平虽升高但无统计学意义；抗ＩＣＡＭ１治疗对 ＭＬＲ
反应上清中ＩＬ２产生有明显的抑制作用（Ｐ＜
０．０５），但对Ｔｈ１和Ｔｈ２来源的其他细胞因子（ＩＦＮ
γ、ＩＬ４、ＩＬ１０）的产生没有明显的作用；ＣＴＬＡ４Ｉｇ
联合ＩＣＡＭ１单抗治疗明显抑制 ＭＬＲ反应中Ｔｈ１
细胞因子ＩＬ２（Ｐ＜０．０１）、ＩＦＮγ（Ｐ＜０．０５）的产生，
促进ＩＬ１０水平明显升高（Ｐ＜０．０５）（图２Ａ）。经
抗ＩＣＡＭ１治疗后，受者血清中除ＩＬ２产生有明显
的抑制作用（Ｐ＜０．０５），对Ｔｈ１和Ｔｈ２来源的其他
细胞因子的产生没有明显的作用；ＣＴＬＡ４Ｉｇ单独
或联合ＩＣＡＭ１单抗治疗明显抑制血清中 Ｔｈ１细
胞因子ＩＬ２、ＩＦＮγ的产生（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５），

Ｔｈ２细胞因子ＩＬ４也没有明显的改变，但联合治疗
组ＩＬ１０水平仍明显升高（Ｐ＜０．０５）（图２Ｂ）。上述
结果提示，ＣＴＬＡ４Ｉｇ联合ＩＣＡＭ１单抗具有促进

ｉｍＤＣ诱导移植受体Ｔｈ２细胞极化的作用。

２．３　移植后受者脾脏淋巴细胞ＣＴＬ活性　ＣＴＬＡ
４Ｉｇ单独治疗组受体术后第７天（图３Ａ）和第２１天
（图３Ｂ）淋巴细胞对ＥＬ４细胞的杀伤活性显著地低
于ｉｍＤＣ对照组（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；术后７ｄ
ＩＣＡＭ１单抗治疗受者脾脏淋巴细胞对ＥＬ４细胞
的杀伤活性明显低于对照组 （Ｐ＜０．０５），ＣＴＬＡ４Ｉｇ
单独或联合ＩＣＡＭ１单抗治疗组受体淋巴细胞对

ＥＬ４细胞的杀伤活性均显著地低于对照组（Ｐ＜
０．０１），但未见二者联合有协同作用；术后２１ｄ时

ＩＣＡＭ１单抗治疗组脾脏淋巴细胞对ＥＬ４细胞的
杀伤活性的抑制作用减弱，ＣＴＬＡ４Ｉｇ单独或联合

ＩＣＡＭ１单抗治疗组受体淋巴细胞对ＥＬ４细胞的
杀伤活性均显著地低于对照组（Ｐ＜０．０１），也未见
有二者联合协同作用。

图２　ＣＴＬＡ４Ｉｇ与ＩＣＡＭ１单抗治疗后移植受体

血清中及淋巴细胞 ＭＬＲ上清中细胞因子表达

Ｆｉｇ２　ＣｙｔｏｋｉｎｅｐｒｏｆｉｌｅｓｉｎａｌｌｏｇｅｎｅｉｃＭＬＲａｎｄｓｅｒａｏｆ

ｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｎｔｉＩＣＡＭ１ａｎｄＣＴＬＡ４Ｉｇ
ＳｐｌｅｎｉｃＴｃｅｌｌｓ（２×１０６／ｗｅｌｌ）ｆｒｏｍＢＡＬＢ／ｃｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓｏｎ７ｄａｙｓａｆ

ｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔａｆｉｘｅｄｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ：ｒｅｓｐｏｎｄｅｒ

ｃｅｌｌｒａｔｉｏｏｆ１２０ｗｉｔｈγｉｒｒａｄｉａｔｅｄａｌｌｏｇｅｎｅｉｃｓｐｌｅｎｏｃｙｔｅｓ．Ａ：Ｔｈｅ

ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｉｎ３ｄａｙｓＭＬＲｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄ．Ｂ：Ｔｈｅｓｅｒａｏｆｔｈｅｒｅｃｉｐ

ｉｅｎｔｓｏｎ７ｄａｙｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｗｅｒｅａｌｓｏｃｏｌｌｅｃｔｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔ

ＩＦＮγ，ＩＬ２，ＩＬ４ａｎｄＩＬ１０．ＣｙｔｏｋｉｎｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＥＬＩＳＡ

ｋｉｔｓ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ；Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
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图３　ＣＴＬＡ４Ｉｇ与ＩＣＡＭ１单抗治疗后

移植受体淋巴细胞毒活性

Ｆｉｇ３　ＣｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｓｐｌｅｎｉｃＴｃｅｌｌｓｆｒｏｍＢＡＬＢ／ｃ

ｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｎｔｉＩＣＡＭ１ａｎｄＣＴＬＡ４Ｉｇ
ＢＡＬＢ／ｃｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓｗｅｒｅｓａｃｒｉｆｉｃｅｄ７ｄａｙｓ（Ａ）ａｎｄ２１ｄａｙｓ（Ｂ）ａｆｔｅｒ

ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｏｆＣ５７ＢＬ／６ｈｅａｒｔ．Ｅｆｆｅｃｔｏｒｓｗｅｒｅｐｒｅｐａｒｅｄｂｙｈａｒ

ｖｅｓｔｉｎｇｎｙｌｏｎｗｏｏｌｅｌｕｔｅｄｓｐｌｅｎｉｃＴｃｅｌｌｓ．ＴｈｅＰ８１５ｍｏｕｓｅｍａｓｔｏｃｙ

ｔｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅ（Ｈ２ｄ）ｗａｓｕｓｅｄａｓｓｙｎｇｅｎｅｉｃｔａｒｇｅｔａｎｄｔｈｅＥＬ４ｌｙｍ

ｐｈｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅ（Ｈ２ｂ）ｗａｓｕｓｅｄａｓｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｏｇｅｎｅｉｃｔａｒｇｅｔｃｅｌｌｓ．Ａ

ｓｔａｎｄａｒｄ４ｈｏｕｒｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙａｓｓａｙｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈＥＬ４ｏｒＰ８１５

ｌａｂｅｌｅｄｗｉｔｈ５１ｃｈｒｏｍｉｕｍａｓｔａｒｇｅｔｃｅｌｌｓ．ｎ＝４，珚ｘ±ｓ；Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．４　移植后供者特异性体液免疫反应　采集移植
后第７、２１天受者的尾静脉外周血，稀释后与供者脾
脏淋巴细胞孵育，以检测不同处理后受体产生抗同
种抗原的体液免疫的变化。结果发现，ＣＴＬＡ４Ｉｇ、

ＩＣＡＭ１单抗单独或联合治疗可以明显降低心脏移
植７ｄ后的受体同种抗体ＩｇＭ 和ＩｇＧ的产生，也可
以明显抑制心脏移植２１ｄ后受体的ＩｇＧ产生，但二
者联合后的作用未见明显增强；２１ｄ后移植各组产
生的ＩｇＭ 没有明显的变化（表１）。结果表明ＣＴ
ＬＡ４Ｉｇ、ＩＣＡＭ１单抗单独或联合治疗均可以抑制

ｉｍＤＣ诱导移植受体 Ｔ细胞亚群对同种抗原的反
应，从而抑制Ｂ细胞的体液免疫反应。

３　讨　论

　　未成熟ＤＣ在介导抗原特异性的免疫耐受中起
重要的作用。虽然表面缺乏共刺激分子的ｉｍＤＣ能
在体外诱导同种抗原特异性的Ｔ细胞无能［４］，但进
入体内后，受到炎性细胞因子促成熟作用，影响ＤＣ
的耐受性，因此，通过免疫抑制分子的基因如ｖＩＬ
１０、ＴＧＦβ等基因修饰能够使未成熟型ＤＣ潜在的
耐受原性增强，具有一定的延长移植物存活期的效
果［７～９］。我们采用体内注射 ＣＴＬＡ４Ｉｇ 单独和

ＩＣＡＭ１单抗体内阻断共刺激分子和黏附分子联合

ｉｍＤＣ诱导耐受的方法，可以非常明显地延长同种移
植物的存活期，使９０％的移植物长期存活。

表１　ＣＴＬＡ４Ｉｇ与ＩＣＡＭ１单抗治疗后移植受体内供者特异性抗体水平

Ｔａｂ１　ＤｏｎｏｒｓｐｅｃｉｆｉｃａｎｔｉｂｏｄｙｌｅｖｅｌｓｉｎｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＣＴＬＡ４ＩｇａｎｄＩＣＡＭ１ｍＡｂ
（％）

Ａｎｔｉｂｏｄｙ
７ｄａｙｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
２１ｄａｙｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
ＩｇＭ ８４．１７ ３５．３０ ４９．０２ ３９．７７ ３８．５９ ３３．２３ ３１．４２ ３５．７９
ＩｇＧ ３４．２４ ２９．７５ ２５．７９ ３０．９９ ７３．８１ ４１．３５ ４７．２７ ３１．８４

　Ｓｅｒａｗｅｒｅｈａｒｖｅｓｔｅｄｆｒｏｍａｌｌ４ｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓｇｒｏｕｐｓ７ａｎｄ２１ｄａｙｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．Ｓｐｌｅｎｏｃｙｔｅｓ（２×１０６）ｆｒｏｍｔｈｅｄｏｎｏｒｍｉｃｅｗｅｒｅｈａｒｖｅｓｔｅｄ

ａｎｄｗｅｒｅｆｉｒｓｔｉｎｃｕｂａｔｅｄｆｏｒ１ｈａｔ４℃ ｗｉｔｈｄｉｌｕｔｅｄ（１／１０）ｈｅａｔｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅｓ，ｔｈｅｎｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｒｅａｃｔｅｄｗｉｔｈｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ

ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ（ＦＩＴＣ）ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄｒａｔＡｂｓｐｅｃｉｆｉｃｆｏｒｔｈｅＦｃｐｏｒｔｉｏｎｏｆｅｉｔｈｅｒＩｇＭ （ｒａｔＩｇＧ２ａ）ｏｒＩｇＧ１（ｒａｔＩｇＧ１）（ＢＤＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ）ｆｏｒ４５ｍｉｎ

ａｔ４℃．ＴｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｉｎａＦＡＣＳｃａｌｉｂｅｒｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｅｒａｎｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｄｏｎｏｒｓｐｅｃｉｆｉｃＡｂｓｗｅｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｍｏｄｅｃｈａｎｎｅｌｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｃｅ（％）．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ；Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐＡ；Ａ＝Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ＝ＡｎｔｉＩＣＡＭ１；Ｃ＝ＣＴＬＡ４Ｉｇ；Ｄ＝ＣＴＬＡ４Ｉｇ＋ａｎｔｉＩＣＡＭ１

　　ＣＴＬＡ４为表达于活化Ｔ细胞表面的、具有与

Ｂ７有着更高亲和力的膜性免疫分子；ＩＣＡＭ１／

ＬＦＡ１为表达于抗原递呈细胞和 Ｔ细胞表面的重

要的免疫共刺激分子，具有促进Ｔ细胞活化和增殖

作用［１０］。ＣＴＬＡ４Ｉｇ与抗原递呈细胞表面的Ｂ７结

合能够阻断Ｂ７／ＣＤ２８信号通路，因而能够诱导Ｔ细

胞的无能。ＣＴＬＡ４Ｉｇ已经在很多的移植模型中被

证明能够延长同种移植物的存活时间，但在没有系

统免疫抑制治疗的情况下把ＣＴＬＡ４Ｉｇ单独应用在

临床器官移植中还不能完全避免排斥反应［１１］。

ＩＣＡＭ１为表达于 ＡＰＣ或淋巴细胞表面的细胞间

黏附分子，与抗原递呈和淋巴细胞的活化有关［１２］。

我们的研究提示，在与供体来源的ｉｍＤＣ同时应用

的情况下，ＣＴＬＡ４Ｉｇ联合ＩＣＡＭ１单抗治疗能够
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显著地延长同种移植物的存活期，其作用机制与受

体Ｔ细胞对同种抗原的耐受有关。ＣＴＬＡ４Ｉｇ与抗

ＩＣＡＭ１联合治疗后，可更显著地促进ｉｍＤＣ诱导

的Ｔ细胞对同种抗原的低反应性，这种低反应性表

现为抗原特异性，即对无关第三者抗原表现为正常

的反应。因此，体内注射 ＣＴＬＡ４Ｉｇ联合ＩＣＡＭ１
单抗，可以促进未成熟ＤＣ在体内非常有效地诱导

Ｔ细胞的免疫耐受。

　　ＣＴＬＡ４Ｉｇ单独或联合ＩＣＡＭ１单抗治疗明显

抑制血清和ＭＬＲ反应中Ｔｈ１细胞因子ＩＬ２、ＩＦＮγ
的产生，明显提高Ｔｈ２细胞因子ＩＬ１０的水平，表明

体内注射ＣＴＬＡ４Ｉｇ和ＩＣＡＭ１单抗治疗影响ｉｍ

ＤＣ诱导的Ｔ辅助细胞分化，可以抑制Ｔｈ１细胞的

增殖，促进Ｔ辅助细胞向Ｔｈ２细胞极化，有助于Ｔ
细胞耐受的形成，已有研究［１３］表明ＣＴＬＡ可以调节

Ｔｈ２的分化；另一方面，ＣＴＬＡ４Ｉｇ或ＩＣＡＭ１单抗

单独治疗均可以明显降低心脏移植的受体同种抗体

ＩｇＧ的产生，二者联合后虽然未见明显增强作用，但

两者联合应用显著抑制同种抗体ＩｇＧ的产生，该结

果进一步证实了ＣＴＬＡ４或ＩＣＡＭ１不但在 Ｔ细

胞的活化、增殖和分化中的作用，也提示ＣＴＬＡ４Ｉｇ
和抗ＩＣＡＭ１治疗对受体Ｂ细胞体液免疫的产生，

从而有可能影响器官移植的慢性移植排斥的形成，

这对于移植器官的长期存活具有更积极的意义。

　　本实验发现ＣＴＬＡ４Ｉｇ单独或联合ＩＣＡＭ１单

抗治疗显著抑制淋巴细胞对ＥＬ４细胞的杀伤活性，

从而抑制移植排斥反应的效应细胞。这可能与ＣＴ

ＬＡ４Ｉｇ和抗ＩＣＡＭ１单抗促进未成熟 ＤＣ体内诱

导Ｔ细胞耐受作用、以及影响Ｔ细胞的分化有关。

Ｂ７／ＣＴＬＡ４Ｉｇ的结合会对活化的Ｔ细胞产生强有

力的抑制作用，从而影响Ｔ细胞毒活性；另一方面，

ＩＣＡＭ１／ＬＦＡ１这一重要的共刺激分子的阻断也可

能影响Ｔ细胞的细胞毒活性。因此，体内注射ＣＴ

ＬＡ４Ｉｇ与抗ＩＣＡＭ１联合治疗一方面通过促进ｉｍ

ＤＣ体内诱导Ｔ细胞耐受发挥作用；另一方面，ＣＴ

ＬＡ４Ｉｇ与抗ＩＣＡＭ１不但影响 Ｔ细胞的活化、增

殖、分化以及细胞毒活性，也通过抑制Ｂ细胞体液免

疫的产生，从而有可能影响器官移植的慢性移植排

斥的形成，有助于特异性移植耐受状态的维持。

［参 考 文 献］

［１］　ＧｕｅｒｍｏｎｐｒｅｚＰ，ＶａｌｌａｄｅａｕＪ，ＺｉｔｖｏｇｅｌＬ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉｇｅｎｐｒｅｓｅｎ

ｔａｔｉｏｎａｎｄＴｃｅｌｌｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｂｙｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＡｎｎｕＲｅｖ

Ｉｍｍｕｎｏｌ，２００２，２０：６２１６６７．
［２］　ＢａｎｃｈｅｒｅａｕＪ，ＳｔｅｉｎｍａｎＲＭ．Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆ

ｉｍｍｕｎｉｔｙ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，１９９８，３９２：２４５２５２．
［３］　ＦｕＦ，ＬｉＹ，ＱｉａｎＳ，ｅｔａｌ．Ｃｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙｍｏｌｅｃｕｌｅｄｅｆｉｃｉｅｎｔ

ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｓ （ＭＨＣ ｃｌａｓｓ Ⅱ＋， ＣＤ８０ｄｉｍ，

ＣＤ８６－）ｐｒｏｌｏｎｇｃａｒｄｉａｃａｌｌｏｇｒａｆｔｓｕｒｖｉｖａｌｉｎｎｏｎｉｍｍｕｎｏｓｕｐ

ｐｒｅｓｓｅｄｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓ［Ｊ］．Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，１９９６，６２：６５９６６５．
［４］　ＬｕＬ，ＭｃＣａｓｌｉｎＤ，ＳｔａｒｚｌＴＥ，ｅｔａｌ．Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄ

ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｓ（ＮＬＤＣ１４５＋，ＭＨＣｃｌａｓｓⅡ＋，Ｂ７

１ｄｉｍ，Ｂ７２）ｉｎｄｕｃｅａｌｌｏａｎｔｉｇｅｎｓｐｅｃｉｆｉｃｈｙｐｏｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓｉｎ

ｍｕｒｉｎｅＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，１９９５，６０：１５３９

１５４５．
［５］　ＬｅｇｇｅＫＬ，ＧｒｅｇｇＲＫ，ＭａｌｄｏｎａｄｏＬｏｐｅｚＲ，ｅｔａｌ．Ｏｎｔｈｅｒｏｌｅ

ｏｆｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌＴｃｅｌｌｔｏｌｅｒａｎｃｅａｎｄｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ

ｏｆａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙ［Ｊ］．ＪＥｘｐＭｅｄ，２００２，１９６：２１７２２７．
［６］　ＩｎａｂａＫ，ＩｎａｂａＭ，ＲｏｍａｎｉＮ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆｌａｒｇｅｎｕｍ

ｂｅｒｓｏｆｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓｆｒｏｍｍｏｕｓｅｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｃｕｌｔｕｒｅｓｓｕｐ

ｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ／ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ

ｆａｃｔｏｒ［Ｊ］．ＪＥｘｐＭｅｄ，１９９２，１７６：１６９３１７０２．
［７］　ＳｕｎＷ，ＷａｎｇＱ，ＺｈａｎｇＬ，ｅｔａｌ．ＴＧＦｂｅｔａ（１）ｇｅｎｅｍｏｄｉｆｉｅｄ

ｉｍｍａｔｕｒｅｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓｅｘｈｉｂｉｔｅｎｈａｎｃｅｄｔｏｌｅｒｏｇｅｎｉｃｉｔｙｂｕｔｉｎ

ｄｕｃｅａｌｌｏｇｒａｆｔｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｖｉｖｏ［Ｊ］．ＪＭｏｌＭｅｄ，２００２，８０：５１４

５２３．
［８］　ＬｕＬ，ＬｅｅＷＣ，ＴａｋａｙａｍａＴ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｏｆ

ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓｔｏｅｘｐｒｅｓｓｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌｅｓ（ｖｉｒａｌ

ＩＬ１０，ＴＧＦｂｅｔａ，ａｎｄＣＴＬＡ４Ｉｇ）［Ｊ］．ＪＬｅｕｋｏｃＢｉｏｌ，１９９９，

６６：２９３２９６．
［９］　ＺｈａｎｇＭ，ＷａｎｇＱ，ＬｉｕＹ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｉｍ

ｍｕｎｅｔｏｌｅｒａｎｃｅｂｙｐｏｒｔａｌｖｅｎｏｕｓｉｎｆｕｓｉｏｎｗｉｔｈＩＬ１０ｇｅｎｅｍｏｄ

ｉｆｉｅｄｉｍｍａｔｕｒｅｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓｌｅａｄｉｎｇｔｏｐｒｏｌｏｎｇａｔｉｏｎｏｆａｌ

ｌｏｇｒａｆｔｓｕｒｖｉｖａｌ［Ｊ］．ＪＭｏｌＭｅｄ，２００４，８２：２４０２４９．
［１０］ＥａｇａｒＴＮ，ＫａｒａｎｄｉｋａｒＮＪ，ＢｌｕｅｓｔｏｎｅＪＡ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆ

ＣＴＬＡ４ｉｎｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅｏｆｐｅｒｉｐｈｅｒａｌＴｃｅｌｌｔｏｌ

ｅｒａｎｃｅ［Ｊ］．ＥｕｒＪＩｍｍｕｎｏｌ，２００２，３２：９７２９８１．
［１１］ＩｓｏｂｅＭ，ＹａｇｉｔａＨ，ＯｋｕｍｕｒａＫ，ｅｔａｌ．Ｓｐｅｃｉｆｉｃａｃｃｅｐｔａｎｃｅｏｆ

ｃａｒｄｉａｃａｌｌｏｇｒａｆｔａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｔｏＩＣＡＭ１ａｎｄ

ＬＦＡ１［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９２，２５５：１１２５１１２７．
［１２］ＬｅｂｅｄｅｖａＴ，Ｄｕｓｔｉｎ ＭＬ，ＳｙｋｕｌｅｖＹ．ＩＣＡＭ１ｃｏｓｔｉｍｕｌａｔｅｓ

ｔａｒｇｅｔｃｅｌｌｓｔｏｆａｃｉｌｉｔａｔｅａｎｔｉｇｅｎｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｕｒｒＯｐｉｎＩｍ

ｍｕｎｏｌ，２００５，１７：２５１２５８．
［１３］ＯｏｓｔｅｒｗｅｇｅｌＭＡ，ＭａｎｄｅｌｂｒｏｔＤＡ，ＢｏｙｄＳＤ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆ

ＣＴＬＡ４ｉｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＴｈ２ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，

１９９９，１６３：２６３４２６３９．
［收稿日期］　２００５０８０３　　 ［修回日期］　２００５１２１６
［本文编辑］　贾泽军，邓晓群


