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·论　著·
小剂量ＦＫ５０６作用下同种脾组织移植诱导大鼠原位肝移植术后免疫耐
受的机制

史永照，李先兴，施晓敏，丁国善，傅志仁
（第二军医大学长征医院器官移植研究所，上海２００００３）

［摘要］　目的：观察小剂量ＦＫ５０６作用下同种脾组织移植对大鼠肝移植术后免疫耐受的影响，探讨其可能的机制。方法：实

验分５组（每组大鼠８只），同种肝移植组（Ａ组）以纯系雄性Ｌｅｗｉｓ大鼠为供体、雌性ＢＮ大鼠为受体进行同种原位肝移植；同

种肝移植＋小剂量ＦＫ５０６治疗组（Ｂ组）于肝移植术后口服途径给予小剂量ＦＫ５０６（０．２５ｍｇ／ｋｇ）；同种肝脾联合移植组（Ｃ组）

于肝移植同时移植供体脾脏；同种肝脾联合移植＋小剂量ＦＫ５０６治疗组（Ｄ组）于肝脾联合移植后口服途径给予小剂量

ＦＫ５０６；异体脾组织移植组（Ｅ组）于同种原位肝移植同时移植第三品系大鼠脾脏组织，术后进行小剂量ＦＫ５０６治疗。观察各

组的存活期，并分析受体脾脏Ｔ淋巴细胞对同种抗原的反应性、嵌合体的形成情况以及肝脏病理变化。结果：与其他各组相

比，Ｃ组大鼠的存活期明显延长；其受体Ｔ细胞同种抗原反应性明显降低；受体脾脏中供体阳性细胞明显升高（Ｐ＜０．０１），且在

６０ｄ后受体脾脏中供体阳性细胞仍然较高；肝脏病理分析也未见明显排斥反应。结论：小剂量ＦＫ５０６作用下同种脾脏移植

能明显诱导受体大鼠原位肝移植术后嵌合体的形成，降低受体Ｔ细胞对同种抗原的反应性，促进免疫耐受。
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　　诱导机体抗原特异性的免疫耐受是防治移植排
斥、维持机体免疫稳定的关键，也一直是临床医师探
索的课题。人们认识到，机体对同种抗原的耐受也
需要抗原的激活，正是这种激活的、对特异抗原的无
应答状态，维持了受者对移植物的免疫耐受。研
究［１～３］表明，通过输注同种未成熟的树突状细胞
（ｉｍＤＣ）或经ＣＴＬＡ４Ｉｇ、ＩＬ１０等免疫抑制基因修
饰的ｉｍＤＣ后，可以有效诱导机体耐受的形成，取得

了一定的效果，但由于ＤＣ的来源等问题使其与解
决临床肝移植的实际问题相距较远。已有报道［４～６］

在免疫抑制剂的作用下，同种脾脏细胞移植可以有
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效诱导耐受，使移植物长期存活。在本研究中，我们
从临床实际的角度，观察了小剂量ＦＫ５０６＋同种脾
脏组织移植诱导大鼠肝移植免疫耐受的效果，并探
讨其可能的作用机制，试图寻找一种作用肯定、操作
简便易行、具有临床应用前景的诱导肝移植免疫耐
受的方法。

１　材料和方法

１．１　动物和试剂　纯系雄鼠Ｌｅｗｉｓ（Ｒｔｌ１）、雌性ＢＮ
（Ｒｔｌｎ）购自北京维通利华生物技术有限公司，体质
量为１８０～２００ｇ，分别作为同种肝、脾移植的供体和
受体（受体略大于供体）；第三品系ＳＤ大鼠购自上
海毕凯实验动物有限公司，作为异体脾脏移植的供
体。实验动物均在清洁级条件下喂养，受体鼠术前
禁食８ｈ，并在术前１５～３０ｍｉｎ皮下注射阿托品

０．０４ｍｇ／ｋｇ体质量。

１．２　大鼠同种原位肝移植　用改良 Ｋａｍａｄａ法［７］

进行大鼠原位肝移植，建立稳定的大鼠肝移植模型
后进行正式实验；术后不用抗生素，当日内喂５％葡
萄糖水，３ｄ后喂食；大鼠术后５ｄ内死亡的认为发
生手术并发症，不进入实验观察。

１．３　供体大鼠脾脏组织的处理　在供体鼠取肝前，
取出脾脏，用手术刀片切成１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ大
小的脾脏组织，置于含５％ＦＫ５０６的乳酸林格液中２
ｈ，待肝移植结束后，按文献［８］的脾脏组织移植方法

置于受者的腹腔中。

１．４　实验分组　大鼠随机分５组，每组８只，同种
肝移植组（Ａ组）：供、受体鼠无特殊处理，行同种原
位肝移植手术；同种肝移植＋小剂量ＦＫ５０６治疗组
（Ｂ组）：肝移植手术后当天肌肉注射及术后隔天口
服途径给予小剂量ＦＫ５０６（０．２５ｍｇ／ｋｇ）共２周；同
种肝脾联合移植组（Ｃ组）：受体鼠在肝移植手术的
同时移植同种供体脾脏组织；同种肝脾联合移植＋
小剂量ＦＫ５０６治疗组（Ｄ组）：受体鼠在肝移植手术
的同时移植同种供体脾脏组织，并进行小剂量

ＦＫ５０６治疗；第三品系（ＳＤ大鼠）脾脏移植组（Ｅ
组）：受体鼠在肝移植手术的同时移植ＳＤ大鼠脾脏
组织，并进行小剂量ＦＫ５０６治疗。手术后第２５天
分析受体脾脏Ｔ淋巴细胞对同种抗原的反应性；第

２５、６０天进行嵌合体的检测，并观察各组的存活期
（统计生存天数超过７ｄ的大鼠的生存时间）和肝移
植后的肝脏病理。

１．５　同种肝移植术后受体脾脏淋巴细胞对同种抗
原的反应性　以受体大鼠脾脏作反应细胞（ＢＮ，

Ｒｔｌｎ）、供体大鼠脾脏淋巴细胞（ＬＥＷ，Ｒｔｌ１）作为同

种抗原刺激细胞。取移植后第２５天受体大鼠脾脏
组织，经滤网研磨获得脾脏细胞悬液，经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５×１０６／ｍｌ），以５μｍｏｌ／Ｌ的ＣＦＳＥ标记
后取５×１０５细胞以５１的比例与γ射线（３０Ｇｙ）灭
活的供体刺激细胞混合，置于５％ＣＯ２、３７℃中培养

３ｄ，进行ＦＡＣＳ检测。

１．６　同种肝移植术后受体大鼠嵌合体的测定　在
大鼠肝移植后的第２５、６０天，取受体的脾脏，低渗处
理溶解红细胞后，制备脾脏单细胞悬液，检测其混合
嵌合体水平。调整细胞密度至１×１０６／ｍｌ，分别取５０

μｌ细胞悬液加入ＦＩＴＣ标记的抗ＲＴ１
ａ单抗５０μｌ（含

抗体ｌμｇ），４℃孵育４０ｍｉｎ后用冷ＦＡＣＳ洗液洗３
次，经尼龙纱网过滤的单个细胞悬液用流式细胞仪
（ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒＲ，ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ）进行分析。

１．７　同种肝移植术后受体大鼠肝脏病理观察　处
死大鼠取肝脏１０％甲醛固定常规 ＨＥ染色，光镜下
观察。急性排斥反应诊断标准按 Ｗｉｌｌｉａｍｓ推荐的
方法［９］，将排斥反应的程度分为３级。

１．８　统计学处理　数据用统计软件ＳＰＳＳ１０．０进行
统计学处理。采用完全随机方差分析，ＳＮＫ法分析组
间差异性；生存分析用乘积极限法（ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法）
作生存曲线，并用Ｌｏｇｒａｎｋ法进行显著性检验。

２　结　果

２．１　各组大鼠肝移植术后存活期比较　Ａ组大鼠
存活期为２１～３１ｄ，中位存活时间为２６ｄ；Ｂ组大鼠的
存活期为２４～３５ｄ，中位存活时间为２７．５ｄ，二者无
显著差异，表明该剂量的治疗对移植排斥没有明显的
作用。Ｃ组大鼠的存活期为２３～３５ｄ，中位存活时间
为２８ｄ，与Ａ组相比也无显著差异，表明同种脾组织
联合大鼠肝移植后在没有免疫抑制剂的状态下并不

能明显延长移植物存活。而 Ｄ组大鼠在小剂量

ＦＫ５０６作用下，存活期明显延长，为３６～１００ｄ以上，
中位存活时间为８０ｄ，与其他各组相比差异显著（Ｐ＜
０．０１），表明同种脾组织联合大鼠肝移植后在免疫抑
制剂的状态下可显著延长移植物存活。

２．２　肝移植术后大鼠Ｔ细胞对同种抗原的反应性

　结果如图１所示，Ａ组大鼠Ｔ细胞显示强烈的同种
抗原刺激增殖反应；Ｂ组受体大鼠Ｔ细胞受同种抗原
刺激也有明显的反应；Ｃ组大鼠脾脏Ｔ细胞对同种抗
原的反应性也明显；而Ｄ组受体大鼠Ｔ细胞同种抗原
反应性明显降低，与其他各组相比，相差显著（Ｐ＜
０．０１）。结果提示，在免疫抑制剂的作用后，同种脾组
织联合大鼠肝移植后受体Ｔ细胞同种抗原反应性明
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显降低，能诱导Ｔ细胞对同种抗原的反应性。

图１　同种脾组织移植后肝移植

大鼠Ｔ细胞对同种抗原的反应性

Ｆｉｇ１　ＲｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓｔｏａｌｌｏａｎｔｉｇｅｎｏｆＴｃｅｌｌｓｆｒｏｍ

ｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓｒｅｃｅｉｖｉｎｇｌｉｖｅｒａｎｄｓｐｌｅｅｎｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

２．３　肝移植术后大鼠嵌合体的形成情况　手术后
第２５天，Ａ组受体脾脏中供体阳性细胞为（４．６±
１．５）％；Ｂ组受体脾脏中供体阳性细胞为（５．８±
１．２）％；Ｃ组大鼠脾脏中供体阳性细胞为（６．２±
１．３）％；后两组受体脾脏中供体阳性细胞虽然较Ａ组
高，但无显著差异。这表明该剂量的ＦＫ５０６或同种脾
移植后在没有免疫抑制剂的状态下不能明显诱导嵌

合体的形成。而Ｄ组受体脾脏中供体阳性细胞为
（１８．３±２．３）％，明显高于其他各组（Ｐ＜０．０１），且在

６０ｄ后受体脾脏中供体阳性细胞仍然为（１１．２±
２．４）％，表明同种脾组织联合大鼠肝移植后在免疫抑
制剂的状态下能明显诱导嵌合体的形成。

２．４　肝移植术后大鼠肝脏病理分析　移植术后２
周，Ａ组和Ｅ组均呈急性重度排斥反应（图２Ａ），可
见明显的中央静脉内皮炎，肝细胞脱失；Ｂ组（图

２Ｂ）呈急性中度排斥反应，可见小静脉内皮炎；Ｃ组
也呈急性中度排斥反应（图２Ｃ），可见中央静脉内皮
炎；Ｄ组未见明显排斥反应（图２Ｄ）。

３　讨　论

　　诱导机体对同种抗原免疫耐受的机制十分复
杂，涉及机体免疫系统中的抗原递呈细胞对同种抗
原的作用、Ｔ细胞的活化、调节细胞的互相调节以及
细胞因子环境和免疫抑制药物的作用。文献［１０，１１］提

出的嵌合体理论和双向移植排斥理论认为器官移植

后供者器官和受者中的细胞相互迁移，在免疫抑制
条件下可长期存活，形成微嵌合体，并对移植物的长
期存活起重要作用。这一理论的提出是移植免疫学
的一大进展，对器官移植的基础研究和临床实践都
有重要意义。本研究从临床实际的角度，研究了同
种脾脏组织移植是否可以促进大鼠肝移植免疫耐受

的产生，并探讨免疫抑制条件下脾脏组织移植诱导
耐受的机制。结果发现同种脾组织联合大鼠肝移植
后，在小剂量ＦＫ５０６组作用下，可明显促进移植后
不同时间受体中嵌合体细胞的产生，诱导受体Ｔ细
胞对同种抗原的低反应性，从而明显延长肝脏移植
物的存活期，表明同种脾组织联合大鼠肝移植后在
免疫抑制剂的状态下能通过诱导嵌合体的形成，促
进肝移植免疫耐受的产生。

　　实验发现小剂量ＦＫ５０６治疗在同种脾组织联
合大鼠肝移植后诱导嵌合体形成具有重要的作用，
虽然该剂量治疗后不能有效抑制同种肝移植排斥反

应的产生。在实验中，同种脾组织联合大鼠肝移植
后，如果没有给予小剂量的ＦＫ５０６治疗，就不能有
效诱导受体脾脏中供体阳性细胞的嵌合体的产生，
也不能有效地诱导受体 Ｔ细胞对同种抗原的低反
应性，也不能明显延长同种肝脏移植物的存活期。
表明免疫抑制状态下更易于耐受的诱导，这与ＣｓＡ、

ＦＫ５０６等免疫抑制药物诱导的Ｔ细胞克隆的丢失、
细胞凋亡等因素有关，也与低剂量的免疫抑制剂对
调节性Ｔ细胞没有明显的抑制作用而使其发挥作
用有关，研究表明，高剂量的免疫抑制剂可以抑制Ｔ
细胞的免疫反应的同时，也抑制了调节性Ｔ细胞的
活性，不利于耐受的形成。
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图２　大鼠原位肝脏移植后各组受体肝脏病理分析
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ｌｏｗｅｄｂｙｌｏｗｄｏｓｅＦＫ５０６ｔｈｅｒａｐｙ

　　许多文献［１２，１３］报道了地塞米松等免疫抑制剂可

以诱导淋巴细胞的凋亡，而凋亡细胞体外能够主动
抑制对Ｔ细胞的活化，使ＡＰＣ调节细胞因子由Ｔｈ１
型（ＩＬ２、ＴＮＦα）向 Ｔｈ２型（ＩＬ１０）转化，造成局部
的免疫抑制环境，使受体ＡＰＣ共刺激信号表达被抑
制，从而诱导 Ｔ细胞克隆失能，诱发供体特异性的
免疫耐受的产生。这一机制在诱导抗原特异性的免
疫耐受中越来越受到重视。我们在供体脾脏的处理
过程中考虑到这一因素，也对脾脏组织进行了预处
理，在预实验中也发现ＦＫ５０６预处理的脾脏移植诱
导嵌合体形成的效果较未作预处理的效果好，可能
诱导脾脏细胞的凋亡等因素有关，更详细的机制以
及诱导凋亡的药物选择仍在进一步研究中。

　　本实验通过移植同种脾组织，在小剂量ＦＫ５０６
作用下能明显诱导嵌合体的形成，降低受体Ｔ细胞
对同种抗原的反应性，从而促进同种肝脏移植物的
免疫耐受。从临床实际的角度，这一方法操作简便
易行，具有临床应用前景。
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［１１］ＢｅｒｔｏｌｉｎｉＦ，ＰｒｕｎｅｒｉＧ．Ｃｈｉｍｅｒｉｓｍｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄｈｅａｒｔ［Ｊ］．

ＮＥｎｇｌＪＭｅｄ，２００２，３４６：１４１０１４１２．
［１２］ＣｈｉｆｆｏｌｅａｕＥ，ＷａｌｓｈＰＴ，ＴｕｒｋａＬ．Ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｔｒａｎｓｐｌａｎｔａ

ｔｉｏｎｔｏｌｅｒａｎｃｅ［Ｊ］．ＩｍｍｕｎｏｌＲｅｖ，２００３，１９３：１２４１４５．
［１３］ＣｈｅｎＭ，ＷａｎｇＹＨ，ＷａｎｇＹ，ｅｔａｌ．Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎ

ｔｈｅｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅｏｆｉｍｍｕｎｅｔｏｌｅｒａｎｃｅ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００６，３１１：

１１６０１１６４．
［收稿日期］　２００６０４１０　　 ［修回日期］　２００６０８２８
［本文编辑］　贾泽军


