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α-黑素细胞剌激素处理的树突状细胞对小鼠心脏移植物存活时间的影晌

张丽生自 1町田野苹l\沈蜻闺彦应槛l

(1.第二军医大学基础医学部免疫学教研室，上海 200433;2. 辽宁本溪中心医院内科，本溪 117000 ) 

[摘要] 自由古:观察 α 黑素细胞剌激素 (αMSH)处理的小鼠骨髓来源的树突状细胞 CDC)预防同种异基因小鼠心脏移植排斥

反应的效果 o 方自古:在供者 BALB/c 小鼠 DC 培养的过程中加入 αMSH.用流式细胞仪分析 DC 的表型变化，用凹，ISA 方法

检测培养上清中 lL-12 的分泌水平 D 在同种异基因心脏移植前，分别将 αMSH 处理后 7 d 的 DC(a-MSH-DC) 和正常培养 7 d 

的 DCCDay7-DC) 输至受者 C57BL! 6 小鼠体内，并另设输入 PBS 的小鼠为对照组，通过颈部 Cuff 法小鼠异位心脏移植模型，

观察心脏移植物存活时间，并用 EUSA 方法测定受者血清细胞因子水平的变化。结果 :α-MSH-DC 表面分子的表达明显低

于 Day7-DCαMSH-DC 培养上清中分泌 1 1.-12 [(95. 2:t 6. 3) pg/mlJ 的水平也明显低于 Day7-DC[ (l 97.1 士 10.2) pg/mlJo 

与 PBS 组 [(7. 17 :t 0. 25) dJ 相比. Day7-DC 组[( 5.25 土。.5 1) dJ 的心脏移植物存活时间缩短;而 αMSH-DC 组[( 15.08 土

1. 32) d] 的心脏移植物存活时间明显延长。与 Day7-DC 和 PBS 组相比，αMSH-DC 组移植后血清 11.-2 和 IFNγ 细胞因子水

平明显降低。结伦 :αMSH 可以抑制体外培养的 DC 表面分子的表达和 1 1.-12 的分泌山-MSH 处理的 DC 在体内能延长同种

异基因心脏移植物的存活时间。
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Prolongation of cardial allograft survival by a-MSH pretreated irnrnature dendritic cells in rnice 
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Medical Sciences. Second Military Medical University. Shanghai 200433; China; 2. Department of lnternal Medici肘. Liaoning 

Benxi Central Hospital. Benxi 117000) 

[ABSTRACT] Objective: To investigate the preventive effect of a- MSH treated mouse bone marrow-derived dendritic cells 

(DC) on cardiac allograft rejection. Methods: BALB/c-derived DCs were treated with αMSH during the cell culture. The phe 

notype characteristics of DCs were determined by F ACS and the levels o[ 11.-12 in the culture supernatants of DCs were tested 

by ELISA. DCs pretreated withαMSH (αMSH-DCs) and DCs routinely cultured for 7 d (Day7-DCs) from BALB/c mice 

were transfused into C57BL/5 mice through tail vein 7 d before transplantation. The mice treated with PBS served as the con 

trol group. The grah survival time was observed by heterotopic cervical cardiac transplantation and the levels of cytokines in se 

rum were tested by ELISA in the 3 groups. Results: The expressions of CD80. CD86. CDllc and Ia" onαMSH-DCs were low 

er than that on Day7-DCs , and the level of 11.-12 [(95.2 土 6.3) pg/mlJ in the culture supernatants of αMSH-DCs was also 

lower than that in Day7-DCs [(1 97.1 土 10.2) pg/ml]. The cardiac allograft survival time in the Day7-DC group [(6. 25 :t 
O. 61) dJ was shorter as compared with that in the PBS gro叩 [(7.17 士。. 26) dJ , and that in the αMSH-DC group [05.08士

1. 32) dJ was sign山cantly 10吨er than that in the PBS group. Thl cytokines (II才 .IFN-y) decreased s叩üficantly in the α 

MSH-DC group as compared with that in the PBS and Day7-DC group. Conch且sion: a-MSH can inhibit the expression of CD80. 

CD86 , CDll c and lad on DC and the secretion of IL-12 in DC. Injection of donor-derived DCs treated withα 此1SH before trans­

plantation can signifjcantly prolong cardiac allograft surviva l. 
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树突状细胞 Cdendritic cel l. DC)是一类功能最

强的专职抗原提呈细胞。已知非成熟 DC 有较强的

致耐受活性，但是这种活性随着 DC 的成熟转变为

免疫原性 o 目前用非成熟 DC 诱导免疫耐受已经成

为移植免疫学界十分看好的一种策略。 α 黑素细胞

刺、激素 (α-melanocyte stimulating hormone.α-

MSH)是具有抗急、慢性炎症作用的内辉、性神经免

[Acad J Sec Mil Med Univ.2005 , 26(2): 143-146J 

疫调节肤，能抑制多种致炎症因子的表达、分泌和效

应。近年的研究[IJ 发现，在人的外周血单核细胞来

源的 DC 上，有 α-MSH 受体 MC-IR 的表达，用 α
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MSH 作用于人 DC 可以下调协同剌激分子 CD86

和 CD40 的表达。腹腔单独注射CNle 4-[}-Phe 7) α 

黑素细胞剌激素 C NDP-Q-MSH) 也可以延长大鼠心

脏移植物的存活期[2J

本研究将 α-MSH 直接预处理的供者来源 DC

输入受者体内，通过颈部 Cuff 法小鼠异位心脏移植

模型，观察移植心脏的存活时间，以探讨神经免疫调

节肤 a-MSH 处理的供者 DC 诱导移植免疫耐受的

能力。

1 材料和方法

1. 1 实验动物 8~12 周龄的雄性 C57BL/ 6 小鼠

CH-2 b
) , BALB/c 小鼠 CH-2勺，体质量 20~25 g ，购

于上海西普尔-必凯实验动物有限公司，在元病原的

环境中饲养。将受者 C57BL/6 小鼠随机分为 3 组，

每组 6 只。在移植前 7 d , a-MSH-DC 组经尾静脉

注入 BALB/c 来源的 Q-MSH-DCC2 X 10 6 细胞/只 ) ; 

Day7-DC 组经尾静脉注入 BALB/c 来源的 Day7-

DC(2 X 10 6 细胞/只 ); PBS 组经尾静脉注入等量

PBS o 3 组 C57BL/6 受者分别于同-一条件接受

BALB/c 供心移植。

1. 2 器材和试剂 双人双目于术显微镜购自上海

医疗器械五厂; 7-0 、 10-0 、 11-0 的医用无损伤缝线购

自上海康洁医疗用品总厂; 26-Gauge (26-G. 外径

为 O. 4 mm) , 22-Gauge C 22-G ，外径为 0.8 mm) 的

Teflon 硅胶管由本教研室王全兴副教授馈赠。 Cuff

长度为 1~2 mm. 用 26-G 的 Teflon 硅胶管制作颈

内动脉 Cuff ， 22-G 的 Teflon 硅胶管制作左肺动脉

的 Cuff;显微手术器械购自上海于术器械厂;戊巴

比妥铀粉剂购于中国医药集团上海化学试剂公司。

rmGM-CSF 和 rmIL-4 购于 RιD 公司 o RPMI 

1640 完全培养基包括: RPMI 1640 CGibco 公司)、

10%胎牛血清 (Gibco 公司)、 2 mmol/ L 谷氨酌胶、

0.01 mmol/ L 丙酣酸纳、 0.05 mmol/ L 琉基乙醇、

20 mmol/L HEPES 、 100 U/ml 青霉素和 100 μg/ 

ml 链霉素。检测 1L-2 、 1L-4 、 1FNγ 、 1L-12 的

EL1SA 试剂盒购于 R&D 公司，检测 1L-10 的

ELlSA 试剂盒购于上海森雄科技实业有限公司。

不同荧光标记的小鼠 1ad -FlTC 、 CD11c-FlTC 、

CD80-PE 、 CD86-FlTC 单抗购于 PharMingen 公司 o

a-MSH 购于 Sigma 公司。

1. 3 ，j、鼠骨髓来源的 DC 体外扩增培养 参考

1naba 等[3J 方法并稍作改进:颈椎脱位法处死

BALB/c 小鼠，无菌取股骨骨髓细胞 .Tris-NH ， Cl溶

去红细胞后，加入抗 1a 、 B220 、 CD4 、 CD8 单抗(终质
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量浓度均为 10μg/mD及补体，去除 T 、 B 及 1a+ 细

胞，洗 2 次后，以 1 X 10 6 细胞/孔加入 24 孔板培养，

用含有 rmGM-CSF 10 ng/ml 和 rmIIA 1 ng/ ml 的

RPM11640 完全培养基培养。培养 3 d 后，吸弃培

养基及悬浮细胞，重新加入新鲜 RPM11640 完全培

养基及 rmGM-CSF 和 rm1L-4 ，以后隔天半量换液，

细胞培养至第 6 天，收集疏松贴壁的增殖性细胞聚

集体，置新培养板培养过夜，第 2 天收集悬浮细胞即

为富集的第 7 天骨髓来源的 DC (bone marrow-de­

rived dendritic cell , BMDC) 0 a-MSH 处理组于培

养开始每孔加入 Q-MSH ，终被度为 1 。一 11 mo l/Lo 

1. 4 DC 的表型分析 收获经 α-MSH 处理 7 d 的

DC(a-MSH-DC)和正常培养 7 d á"J DC(Day7-DC) , 

用 PBS 洗 2 遍后，加入离心管，悬浮成每管 1 X 10' 

细胞/100μ1 PBS，分别加入 Iau 、 CD80 、 CD86 、

CDllc 荧光抗体(终浓度为 5μg/m]) ，置 4
0

C 标记

45 min , PBS 洗 2 遍，用 FACS ( F ACScan. Becton 

Dickinson 公司产品)进行表型分析。

1. 5 小鼠颈部异位心脏模型的制作 整个操作在

清洁环境下进行，显微镜放大倍数为 10 倍。以

BALB/c 小鼠为供者，于术前注射 50 U/ml 肝素生

理盐水 1 ml ，随后注射 0.1%的戊巴比妥铀进行麻

醉。开胸显露下腔静脉，注入 4
0

C 肝素生理盐水 I

ml 进行全身肝素化及降温，随后将心脏连同肺部完

整切除后，迅速置于 4
0

C乳酸林格液冰水氓合物中，

进行修整。结扎下腔静脉、上腔静脉及肺静脉，游离

左肺动脉至左侧肺门处，切断左肺动脉供装 Cuff

用，右肺功脉结扎。完全游离主动脉，在无名动脉水

平予以切除修整。将受者 C57BL/6 小鼠麻醉后，切

开右侧颈部皮肤，在血管夹封闭下，断开近心端颈外

静脉和颈内动脉，左肺功脉套入受者右侧颈外静脉，

受者颈内动脉套人供心的主动脉。在热盐水迅速复

温的同时，开放血流， 30 s 左右，心脏恢复搏动 o 术

后每天观察，目视及直接触摸均不见心脏跳动视为

排斥 o

1. 6 细胞因子的检测 收集培养 7 d 的 α-MSH­

DC 和 Day7一DC 的上请，测定 1L-12 水平;在心脏移

植后第 7 天取各组外周血血清，检测 1L-4 、 1L-10 、

IL-2 和 IFN-yo 各种细胞因子检测采用 ELlSA 试

剂盒，具体操作按试剂盒说明书进行。

1. 7 统计学处理 所有数据用统计软件 SPSS 处

理，结果用 r士 5 表示，多组数据用 ANOVA 分析;

两组间数据采用 t 检验，若方差不齐，采用非参统计

检验。
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C086 表面分子，而 Oay7-0C 表达高水平的 lad 、

CDl 1c 、 CD80 和 C086 表面分子。 αMSH-OC 表面

分子 Iad 、 CDl 1c 、 C080 和 C086 的表达明显低于

Oay7-0Ca 
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OC 的表型分析 FACS 分析 OC 的表型见图

1 ， a-MSH-OC 表达低水平的 lad 、 CDl 1c 、 C080 和
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DC 的表型分析图 1
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图 2 移植后 7 d C57BL/6 受者

小鼠血清细胞因子水平的变化

Fig 2 Cytokine level in serum from 

C57BL/6 recipients 7 d after transplanlation 

…p<o. 01 vs PBS group川 =6

强免疫应答具有特别重要的作用，而且还具有诱导

免疫耐受的作用[川]。随着 OC 发育成熟，其表型特

性和功能均可发生很大的变化，例如 C080 、 C086

2.2 OC 分泌 lL-12 水平的变化 a-MSH-OC 分

泌 IL-12 的水平 (95. 2:::!:::6. 3) pg/ml 明显低于

Oay7-0C 分挝、 lL-12 的水平(1 97.1 士 10.2) pg/m l, 

有显著差异(P<O.0 1) 。

2. 3 移植心脏的存活时间 小鼠颈部异位心脏模

型的于术成功率为 95%08/19) ，平均于术时间在

40 ~ 50 mino PBS 组移植心脏的存活时间为

(7. 17 土 0.26) d;α-MSH-OC 组移植心脏存活时间

延长至05.08 土1. 32) d ，与 PBS 组和 Oay7-0C 组

比较都有显著的差异 (P<O.Ol)j 而 Oay7-0C 组移

植心脏存活时间缩短至 (6. 25 土 0.61) d ，与 PBS 组

比较有显著差异 (P<0.05) 。

移植术后外周血细胞因子的水平

Fig 1 

IL-4 lFN.y IL-2 
。

由图 2 显

示，与 Day7-0C 和 PBS 组比较，移植后第 7 天 α

MSH-OC f且血清 lL-2 和 lFNγ 水平都显著降低

2.4 

和 MHC 分子表达增高，大量产生和分拙 IL-12 ，促

进 Th1 型反应[6J 成熟 OC 的这些变化使其获得了

强大的免疫激活能力。而表面缺乏共剌激分子，特

别是缺乏 C080(B7-1) 和 CD86(B7-2) 的不成熟 OC

能在体外诱导同种异体抗原特异性的 T 细胞元

能:7: 或抗原特异性 T 细胞凋亡l8J 有研究表明，

用 TGF-ß 处理的小鼠 DC 可以使其协同剌激分于

表达明显下调，将此种供者 OC 在移植前给予受者，

(P<O.0 1)， 而 Oay7-0C 和 PBS 组各因子水平无显

著差异 ;3 组间 IL-4 和 IL-IO 的水平兀显著差异。

论

OC 是惟一能够激活初始型 T 细胞的、功能最

强的专职抗原提呈细胞，故在识别和提呈抗原、启动

免疫应答、诱导急性移植排斥反应中起关键作用 o

近年来的研究表明，DC 是一类异质性细胞群体，具

有不同的亚群和不同的功能状态，不仅对启动和增

讨3 
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能明显延长同种异基因小鼠心脏移植物的存活时

间问。用 1L-10 培养小鼠 BMDC，在体外能诱导抗

原特异性 T 细胞的低反应性[10J 。

本实验用有明确抗炎作用的神经免疫调节肤

α-MSH 处理小鼠 BMDC，发现经 αMSH 处理的

BMDC 与未处理组比较的确表达低水平的 CD80 、

CD86 、 CDl lc 、 1a 表面分子，分甜、低水平的 1L-12 0

将 α MSH 处理的低表达表面分子的供者 DC 输入

受者小鼠体内， 7 d 后再进行心脏移植术，发现可明

显延长同种异基因心脏移植物的存活时间。目前认

为未成熟 DC 有诱导免疫耐受的作用，那么 αMSH

可能是通过抑制 DC 的成熟而发挥其免疫抑制作

用。由于供者来源的 a-MSH-DC 低表达表面分子，

在与受者 naïve T 细胞相互作用时，抑制了共剌激

通路，使与之接触的 T 细胞对剌激兀反应或低反

应，从而导致对移植物的耐受。 1Ei αMSH-DC 在体

内环境下可能会逐渐成熟，表面分子的表达随之增

多，限制了它诱导移植免疫耐受的效果。而 Day7

DC 表达高水平的表面分子，进入体内后可以撒活

受者特异的 naïve T 细胞，从而加强了排斥反应，使

得移植物存活时间缩短。用 α-MSH 基因修饰 DC ，

并联合应用封闭协同剌激分子的细胞毒性 T 细胞

相关抗原 4 与免疫球蛋白 Fc 段的融合蛋白( cyto 

toxic T Iymphocyte associated antigen-4-immuno­

globulin ,CTLA-4-lg) ，可能是更有效防治器官移植

排斥反应的措施 o

有研究显示，抑制 T 辅助细胞 (Thn分泌促炎

性细胞因子(如 1L-2 和 1FNγ) 有利于诱导免疫耐

受[11 ， 12J 。我们用 αMSH 作用于 DC，抑制了 DC 分

泌 IL-12 ，将这种 DC 输入受者小鼠体内，发现与

Day7-DC 和 PBS 组相比， α-MSH-DC 组移植后 7 d 

血清中 Thl 细胞因于 1L-2 和 IFN-y 的分泌水平都

显著下降，从而使 Th 反应向有利于免疫耐受的方

向发展，这可能也是 αMSH-DC 诱导移植免疫耐受

的机制之一，但 3 组间 Th2 细胞因子 1L-4 和 IL-10

的水平无明显的差别 o

由于品系纯、遗传背景清楚，小鼠心脏移植模型

是进行移植排斥反应免疫学研究的理想动物模型。

经不断探索，到目前为止已有腹部吻合法、颈部吻合

法和颈部 Cuff 法[13J 3 种模型制作方法。小鼠颈部

异位心脏移植模型与腹部异位模型相比移植心脏的

跳动更易观察，对受者的创伤明显减小，其中颈部

Cuff 法还具有操作简单、结果观察直观可靠的特

点。因此，本实验采用的是颈部 Cuff 法小鼠异位心

脏移植模型。实验证实，该方法手术成功率高

第二军医大学学报 2005 年 2 月，第 26 卷

(95 %) ，于术时间短(40~50 min) ，移植心脏的跳动

容易观察。但需要注意的是，在操作过程中对组织

的创伤会加速排斥反应的发生。因此，在于术时应

尽量保持无菌，在套 Cuff 管时，不能过分拉伸血管，

并尽可能减少手术慑插入血管时对血管内壁的损

伤，这都有利于提高手术的成功率。
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