
书书书

·１２３６　 ·
第二军医大学学报　２００９年１１月第３０卷第１１期 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｎｏｖ．２００９，Ｖｏｌ．３０，Ｎｏ．１１

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２００９．０１２３６ ·论　著·

ＣＤ２８超竞争单抗对大鼠原位气管移植术后早期免疫炎性损伤的影响
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［摘要］　目的：研究大鼠原位气管移植术后应用ＣＤ２８超竞争单抗对在体扩增ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ ＦｏｘＰ３＋调节性Ｔ细胞的效果及

对移植气管早期免疫排斥炎性反应的影响。方法：采用大鼠同种异体原位气管移植模型，分２组。治疗组受体移植当天经腹

腔注射ＣＤ２８超竞争单抗ＪＪ３１６（０．５ｍｇ）；对照组注射同型抗体ｍＩｇＧ（０．５ｍｇ）。于术后第５天采用流式细胞仪检测颈部引

流淋巴结、脾及外周血单个核细胞中ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ ＦｏｘＰ３＋ Ｔ细胞的比率；移植气管进行病理形态学检查。结果：ＣＤ２８超竞

争单抗治疗组较同型抗体ｍＩｇＧ对照组气管闭塞程度、炎症反应细胞浸润及呼吸道上皮损伤情况明显减轻；外周血、脾脏及颈

部淋巴结中ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ ＦｏｘＰ３＋ Ｔ细胞的比率［（１６．９±４．２）％、（１４．８±３．６）％、（５．８±１．２）％］高于同型抗体 ｍＩｇＧ对照组

［（２．８±１．４）％、（３．３±１．３）％、（２．９±０．９）％，Ｐ＜０．０５］。结论：大鼠原位气管移植后在体应用ＣＤ２８超竞争单抗可减轻术

后早期的免疫排斥损伤。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（１１）：１２３６１２３９］

　　肺移植后闭塞性细支气管炎（ｏｂｌｉｔｅｒａｔｉｖｅｂｒｏｎ
ｃｈｉｏｌｉｔｉｓ，ＯＢ）在啮齿类动物模型上表现为闭塞性气
管病，是困扰肺移植长期存活的最主要障碍［１］。急
性期免疫炎性反应与ＯＢ有密切关系，是ＯＢ发展中
最重要的风险因素之一［２］。近年来研究确认ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋ＦｏｘＰ３＋ 调节性 Ｔ 细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌ，

Ｔｒｅｇ）亚群在免疫移植耐受中起重要作用［３］。

　　本实验拟采用大鼠原位气管移植复制闭塞性细
支气管炎动物模型，在体观察ＣＤ２８超竞争单抗对
扩增Ｔｒｅｇ的效果及对移植气管早期免疫排斥炎性反
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应的治疗作用。

１　材料和方法

１．１　实验动物　无特殊病原菌级近交系雄性

ＢｒｏｗｎＮｏｒｗａｙ大鼠６只，Ｌｅｗｉｓ大鼠１０只，体质量

１８０～２２０ｇ（北京维通利华实验动物技术有限公司
提供）。

１．２　主要试剂及设备　ＲＰＭＩ１６４０购自Ｇｉｂｃｏ公
司，Ｈｉｓｔｏｐａｑｕｅ１０８３购自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，抗大
鼠ＣＤ４－ＡＰＣ，抗大鼠ＣＤ３Ｂｉｏｔｉｎ，抗大鼠ＣＤ８Ｐｅｒ
ＣＰ，抗大鼠ＣＤ２５ＦＩＴＣ，抗大鼠ＣＤ２８超竞争单抗

ＣｌｏｎｅＪＪ３１６，ＣＤ２８同型抗体ＩｇＧＢＤＩ０４１购自ＢＤ
公司，抗大鼠ＦｏｘＰ３ＰＥＣｙ７购自ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司。
流式细胞仪为ＢＤ公司ＦＡＣＳｃａｌｉｂｕｒ（Ｅ２９４３）。

１．３　模型建立及动物分组　按文献［４５］方法建立气

管原位移植闭塞性细支气管炎模型，即供体麻醉后
正中颈部切口，取约１０个气管环长度，分为２段，各
供１个受体应用。受体采用正中颈部切口，切断甲
状软骨下第３气管环，保留自主呼吸下切去２个气
管环，采用端端吻合技术植入供体５个气管环。共
分２组：ＣＤ２８超竞争单抗治疗组和同型抗体 ｍＩｇＧ
对照组。各随机采用３只ＢｒｏｗｎＮｏｒｗａｙ大鼠为供
体，５只Ｌｅｗｉｓ大鼠为受体建立同种异体气管颈部原
位移植ＯＢ模型。治疗组受体移植当天经腹腔注射

ＣＤ２８超竞争单抗ＪＪ３１６（０．５ｍｇ）；对照组注射同型
抗体ｍＩｇＧ（０．５ｍｇ）。于术后第５天取标本观察。

１．４　检测指标　（１）移植后大鼠生存状况及存活
率，包括精神状态、进食水量、活动情况及对外界刺
激反应等。（２）受体于术后第５天取颈部淋巴结、脾
脏及外周血分离单个核细胞，取６０μｌ／１×１０

７细胞分

别用抗大鼠ＣＤ４－ ＡＰＣ，抗大鼠ＣＤ３Ｂｉｏｔｉｎ，抗大鼠

ＣＤ８ＰｅｒＣＰ，抗大鼠ＣＤ２５ＦＩＴＣ在４℃、避光标记２０
ｍｉｎ，使用ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ固定／破膜液固定破膜１．５ｈ
后用抗大鼠ＦｏｘＰ３ＰＥＣｙ７标记３０ｍｉｎ，用含１０％
胎牛血清的ＰＢＳ洗涤２遍，采用多通道流式细胞仪
检测ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦｏｘＰ３＋Ｔ 细胞表达比率。（３）取
移植气管放入１０％的中性甲醛内固定，常规 ＨＥ染
色病理形态学检查并计算管腔闭塞情况。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件，利用

ｔ检验进行组间比较，Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学
意义。

２　结　果

２．１　各组总体效果评价　移植术后５ｄ观察期内

ｍＩｇＧ对照组、ＣＤ２８超抗体治疗组动物于标本采集

阶段均存活，无脱失，术后精神状态、进食水量、活动
情况及对外界刺激反应等均无特殊异常，未见感染。

２．２　术后第５天颈部淋巴结、脾脏及外周血单个核
细胞中 Ｔｒｅｇ的比率　ＣＤ２８超竞争单抗治疗组大鼠
的颈部淋巴结、外周血及脾脏单个核细胞中ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋ＦｏｘＰ３＋ Ｔ 细胞的比率 ［（５．８±１．２）％、
（１６．９±４．２）％、（１４．８±３．６）％］均高于 ｍＩｇＧ对照
组［（２．９±０．９）％、（２．８±１．４）％、（３．３±１．３）％，

Ｐ＜０．０５］。图１为各组代表性的流式细胞仪检查结
果。

图１　各组移植后５ｄ代表性的ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋ ＦｏｘＰ３＋ Ｔｒｅｇ流式细胞仪检查结果
Ｆｉｇ１　Ｒｅｓｕｌｔｏｆｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ ＦｏｘＰ３＋ Ｔｒｅｇｏｎｄａｙ５ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
Ａ，Ｃ，Ｅ：ｍＩｇＧ；Ｂ，Ｄ，Ｆ：ＳｕｐＣＤ２８；Ａ，Ｂ：ＬＮ；Ｃ，Ｄ：ＰＢＬ；Ｅ，Ｆ：Ｓｐｌｅｅｎ

２．３　术后第５天病理组织学检查　２组移植气管均
出现明显的管壁水肿、增厚，不同程度管腔闭塞，气
管黏膜上皮破坏，伴随大量淋巴细胞浸润和溃疡形
成，提示存在急性免疫炎性排斥反应，但ＣＤ２８超竞
争单抗治疗组较 ｍＩｇＧ对照组中淋巴细胞、单核细
胞、巨噬细胞及中性粒细胞等炎症反应细胞浸润及
呼吸道上皮损伤情况有所改善，管腔闭塞程度较轻
（２４．８±３．３）％，与 ｍＩｇＧ对照组（３９．６±５．２）％相
比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图２。
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图２　各组移植后５ｄ移植气管病理结果

Ｆｉｇ２　Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｐｈｏｔｏｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓｏｆｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄｔｒａｃｈｅａｓｉｎ２ｇｒｏｕｐｓｏｎｄａｙ５ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
Ａ，Ｃ：ｍＩｇＧ；Ｂ，Ｄ：ＳｕｐＣＤ２８．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（Ａ，Ｂ）；×４００（Ｃ，Ｄ）

３　讨　论

　　肺移植已经成为终末期肺疾病的唯一有效的治

疗方法，是一项对未来基础和临床科学研究具有挑

战性而且重要的领域。近２０年来，外科手术和免疫

抑制剂的改善明显提高了肺以及心肺联合移植患者

术后的生存率；近年来对ＢＯＳ的致病因素及发病机

制等方面的研究，也取得了突破性进展，为ＢＯＳ的

防治策略提供了更多探索性的药物治疗和外科手术

方案，但ＢＯＳ的预防和治疗仍不理想，ＯＢ仍然是肺

移植后长期存活的最主要并发症［１］。靶向活化和扩

增Ｔｒｅｇ细胞，从而诱导移植免疫耐受正成为一条新

的治疗途径［３］。

　　尽管ＯＢ多在肺移植及心肺联合移植患者术后

１６～２０个月发生，但ＯＢ与急性期免疫炎性反应有

密切关系，急性排斥诱导直接针对气道上皮细胞和

内皮细胞的免疫损伤，是ＯＢ发生、发展中最重要的

风险因素之一［２］。因此我们采用术后第５ｄ初步观

察了ＣＤ２８超竞争单抗对ＯＢ早期急性免疫炎性反

应的治疗效果。

　　ＯＢ一旦发生，对加强免疫抑制和抗炎治疗效果

均不佳，而且过度的免疫抑制药物增加了感染的风

险。Ｔｒｅｇ主要通过抑制ＣＤ４＋和ＣＤ８＋ Ｔ细胞的ＩＬ

２转录与表达，从而干扰其活化与增殖而发挥确切

的免疫负调节作用，在防治器官特异性自身免疫性

疾病及诱导移植耐受方面发挥关键作用［３］。临床研

究也表明移植后长期稳定耐受者体内ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

Ｔｒｅｇ明显多于ＯＢ患者［６］。通过体外扩增Ｔｒｅｇ，继而

静脉回输或过继转移，已成为免疫干预的重要策

略［７８］。但目前体外扩增 Ｔｒｅｇ技术复杂，设备要求

高，价格昂贵，且经反复扩增传代的Ｔｒｅｇ有可能丧失

其免疫抑制功能。因此，有必要探索高效、选择性扩

增Ｔｒｅｇ的新技术。

　　最近有报道应用ＣＤ２８超竞争单抗治疗肾脏移

植术后排斥反应，结果表明在体扩增的 ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞能够诱导针对供者的特异性

耐受［９］。本实验首次在同种异体大鼠原位气管移植

模型上评价了ＣＤ２８超竞争单抗在体应用对移植气

管早期免疫排斥反应的影响。结果表明ＣＤ２８超抗

体移植组术后第５天脾脏及外周血单个核细胞中

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦｏｘＰ３＋ Ｔ 细胞的比率分别增加到

１４．８％和１６．９％，均显著高于同型抗体 ｍＩｇＧ对照

组，说明ＣＤ２８超抗体在该移植模型中具有激活和

扩增Ｔｒｅｇ功能；ＨＥ染色病理组织学检查结果表明，

ＣＤ２８超竞争单抗对早期气道炎症有一定改善作用。

主要在于淋巴细胞、单核细胞、巨噬细胞及中性粒细

胞等浸润减少，相应减轻了移植气管的管壁水肿、炎

症细胞浸润、管腔部分闭塞及气管黏膜上皮破坏等

急性免疫排斥损伤表现。另外，更具有重要意义的

是移植物近侧区域引流淋巴结是Ｔｒｅｇ发挥免疫抑制

作用的主要部位。因此，我们采用颈部淋巴结流式

检查作为移植物局部微环境中Ｔｒｅｇ浸润情况的评价

指标。结果表明ＣＤ２８超竞争单抗治疗组术后第５
天移植气管局部淋巴结中ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦｏｘＰ３＋ Ｔ
细胞的比率也明显增加，显著高于同型抗体 ｍＩｇＧ
对照组，可能部分说明应用ＣＤ２８超竞争单抗扩增

Ｔｒｅｇ细胞与气管移植术后早期的损伤改善有关。

　　ＣＤ２８超竞争单抗在体内可选择性活化和扩增

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦｏｘＰ３＋调节性 Ｔ细胞的机制尚未完

全阐明，可能的机制是：（１）Ｔｒｅｇ的 Ｔ细胞受体可优

势识别自身抗原，故在胸腺内和外周淋巴组织内，

Ｔｒｅｇ的Ｔ细胞受体均可与抗原递呈细胞表面自身抗

原肽ＭＨＣⅡ类分子复合物结合并提供第一信号，

从而为 ＣＤ２８ 超竞争单抗启动第二信号 （尤以

ＣＤ２８Ｂ７信号通路最为重要）奠定了基础［１０］；（２）体

内Ｔｒｅｇ易发生凋亡，ＣＤ２８超竞争单抗所激发的信号
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具有抗凋亡特性，从而特别有利于Ｔｒｅｇ存活［１１］。

　　综上所述，我们证实了大鼠原位气管移植后在

体应用 ＣＤ２８ 超竞争单抗可以靶向扩增 ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋ＦｏｘＰ３＋调节性 Ｔ细胞，减轻早期免疫炎性

损伤，为诱导移植耐受提供了一条新途径。但对

ＣＤ２８超竞争单抗扩增的Ｔｒｅｇ的免疫学特性及其诱

导免疫耐受的机制仍未完全明了，其对 ＯＢ的长期

疗效也需要进一步深入研究。
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·书　讯·

《外科学及战创伤外科学》已出版

　　本书由王来根、徐志飞、景在平主编，ＩＳＢＮ：９７８７８１０６０９１９７，１６开本，定价：１６２．００元。

　　本书为“十一五”国家教育部规划教材，内容丰富，外科总论包括手术基础、新知识、新技术、新进展，各论包括外科疾病和
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