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重组Ｇａｌｅｃｔｉｎ９腺病毒对心脏移植小鼠Ｔｒｅｇ细胞分化和增殖的影响
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　　［摘要］　目的　观察重组 Ｇａｌｅｃｔｉｎ９腺病毒对小鼠心脏移植物生存期及调节性 Ｔ（Ｔｒｅｇ）细胞分化和增殖的影响。
方法　建立小鼠心脏移植模型，随机均分为３组（ｎ＝１０）：对照组（术后用０．９％ＮａＣｌ溶液）、空腺病毒组、重组Ｇａｌｅｃｔｉｎ９腺病
毒组，记录心脏移植物生存时间，于移植心停搏或术后１４ｄ取脾，分离单个核细胞，流式细胞仪检测ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞比

例。ＥＬＩＳＡ法检测外周血ＩＬ１０、ＴＧＦβ１浓度。结果　与对照组、空腺病毒组相比，重组Ｇａｌｅｃｔｉｎ９腺病毒组心脏移植物生存
时间明显升高（Ｐ＜０．０１），重组Ｇａｌｅｃｔｉｎ９腺病毒组ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞比例明显升高（Ｐ＜０．０１）。重组Ｇａｌｅｃｔｉｎ９腺病毒

组ＩＬ１０、ＴＧＦβ１的含量明显高于对照组及空腺病毒组（Ｐ＜０．０１）。结论　重组Ｇａｌｅｃｔｉｎ９腺病毒能促进体内ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

Ｔｒｅｇ细胞的分化与增殖，明显提高小鼠心脏移植物的生存时间。

　　［关键词］　Ｇａｌｅｃｔｉｎ９；调节性Ｔ淋巴细胞；心脏移植；细胞分化；细胞增殖
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　　Ｇａｌｅｃｔｉｎ９属于半乳糖结合蛋白家族，能与细胞
表面和细胞间质中的半乳糖特异性结合［１］，发挥细
胞间及细胞与间质间的信号传递作用。它广泛分布
于人体，参与细胞黏附、增殖、凋亡、细胞周期调节等
多种生理过程［２５］。Ｇａｌｅｃｔｉｎ９是Ｔ细胞免疫球蛋白
黏蛋白３（Ｔｃｅｌｌｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｍｕｃｉｎ３，ＴＩＭ３）

的配体，后者特异性表达于分化成熟Ｔｈ１细胞，是调
节Ｔｈ１细胞免疫作用的重要因子；与 Ｇａｌｅｃｔｉｎ９结
合后可诱导Ｔｈ１细胞的凋亡［６］，显著抑制同种异体
移植排斥反应 ，延长同种异体皮肤移植物的生存
期［７］。同时，研究显示Ｇａｌｅｃｔｉｎ９基因缺失小鼠与野
生型小鼠相比较ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ（Ｔｒｅｇ）细胞
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在免疫后未见明显增加［８］，提示Ｇａｌｅｃｔｉｎ９在ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞的分化和增殖过程中可能起重要
作用。本研究观察重组Ｇａｌｅｃｔｉｎ９腺病毒对小鼠心
脏移植物生存及体内Ｔｒｅｇ细胞分化与增殖的影响，
探讨其诱导免疫耐受的可能机制，为后续研究奠定
基础。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　重组Ｇａｌｅｃｔｉｎ９腺病毒（ａｄ

ｅｎｏｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒＧａｌｅｃｔｉｎ９，１０×１０１０ｐｆｕ／ｍｌ）；ＩＬ１０、

ＴＧＦβ１试剂盒（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）；双人双目手术显微镜

（上海医疗器械五厂）；医用无损伤缝线（上海康捷医

疗用品总厂）；２６Ｇａｕｇｅ （外径为 ０．４ ｍｍ）、２２

Ｇａｕｇｅ（外径为０．８ｍｍ）的 Ｔｅｆｌｏｎ硅胶管。Ｃｕｆｆｓ
长度为１～２ｍｍ，用２６Ｇａｕｇｅ（外径为０．６ｍｍ，内

径为０．４ｍｍ）制作颈内动脉Ｃｕｆｆｓ，２２Ｇａｕｇｅ（外径

为０．８ｍｍ）制作左肺动脉的Ｃｕｆｆｓ；显微手术器械

（上海手术器械厂）；Ｓｉｇｍａ低温高速台式离心机（德

国Ｂ．ＢｒａｕｎＢｉｏｔｅｃｈＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ公司）；流式细胞仪

（ＥＰＩＣＳＸ型，美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司）。

１．２　实验动物及分组　８～１２周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６
（Ｈ２Ｋｂ）与ＢＡＬＢ／ｃ（Ｈ２Ｋｄ）小鼠各３０只，体质量

２０～２５ｇ，购自第二军医大学实验动物中心。以

ＢＡＬＢ／ｃ、Ｃ５７ＢＬ／６小鼠为供、受体，供体术前４ｈ、

受体术前１２ｈ禁食，均自由饮水。将供心用Ｃｕｆｆ
法［９］装于受体小鼠颈部，以移植心恢复窦性心律为

移植成功标志。具体分组如下（每组１０只）：对照

组，术后尾静脉注射生理盐水０．２ｍｌ／ｄ（１～１４ｄ）；

空腺病毒组，术后尾静脉注射空病毒０．２ｍｌ／ｄ（１～
１４ｄ）；重组 Ｇａｌｅｃｔｉｎ９腺病毒组，术后尾静脉注射

０．２ｍｌ／ｄ（１～１４ｄ）。术后每天检查移植心搏动情

况，在移植心停搏或饲养１４ｄ时即取眼球外周血，处

死小鼠取脾细胞。

１．３　脾脏单个核细胞悬液的制备　断颈处死

Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，取脾脏，加入ＰＢＳ，置于无菌碾磨钢

网上，反复碾磨，过滤２次，１０００ｒ／ｍｉｎ（ｒ＝５ｃｍ）离

心１０ｍｉｎ，弃上清，加入ＴｒｉｓＮＨ４Ｃｌ缓冲液破红细

胞，静置３ｍｉｎ，１１００ｒ／ｍｉｎ（ｒ＝５ｃｍ）离心５ｍｉｎ，

ＰＢＳ缓冲液重悬，１１００ｒ／ｍｉｎ（ｒ＝５ｃｍ）离心５ｍｉｎ，

弃上清，调整细胞密度为１０７／ｍ１。

１．４　流式细胞仪检测ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞　取

脾脏单个核细胞悬液，加入抗 ＣＤ４ＦＩＴＣ抗体、抗

ＣＤ２５ＰＥ抗体２μｌ，４℃孵育３０ｍｉｎ，１２００ｒ／ｍｉｎ

（ｒ＝５ｃｍ）离心１０ｍｉｎ，弃上清，重复洗涤１次，上流

式细胞仪检测ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ比例。

１．５　ＥＬＩＳＡ检测外周血ＩＬ１０、ＴＧＦβ１　采用双抗

体夹心ＥＬＩＳＡ法检测外周血ＩＬ１０、ＴＧＦβ１水平，试

剂盒购自上海西唐生物技术有限公司，按说明书操

作。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件，数据以

珚ｘ±ｓ表示，术后生存分析用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法，组间均

数比较用单因素方差分析，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　心脏移植物生存时间分析　结果（图１）表明：

对照组及空病毒组小鼠术后存活时间均未超过２
周，组间无统计学差异；重组Ｇａｌｅｃｔｉｎ９腺病毒组术

后７只小鼠存活超过２周，与对照组相比差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０１）。

图１　术后各组小鼠移植心存活率

ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ曲线图

Ｆｉｇ１　Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆｍｏｕｓｅｃａｒｄｉａｃ

ａｌｌｏｇｒａｆｔａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

２．２　外周血及流式细胞术检测结果　结果（图２，表

１）表明：重组 Ｇａｌｅｃｔｉｎ９腺病毒组脾脏中 ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞占ＣＤ４＋ Ｔ细胞比例为（１０．９２±

１．３１）％，与对照组（７．２４±１．２４）％及空病毒组

（７．２１±０．７３）％相比，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）。结果提示重组腺病毒Ｇａｌｅｃｔｉｎ９在小鼠体内

对ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ亚群有促增殖和分化效应，而

空腺病毒对ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ亚群的增殖和分化作

用不明显。重组 Ｇａｌｅｃｔｉｎ９腺病毒组外周血中的

ＩＬ１０、ＴＧＦβ１水平明显高于对照组及空腺病毒组

（Ｐ＜０．０１）。



第６期．阳揭宇，等．重组Ｇａｌｅｃｔｉｎ９腺病毒对心脏移植小鼠Ｔｒｅｇ细胞分化和增殖的影响 ·５９７　　 ·

图２　各组小鼠脾脏ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞群的分布

Ｆｉｇ２　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｓｐｌｅｅｎｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

表１　各组ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞增殖情况及外周血ＩＬ１０、ＴＧＦβ１ 表达水平

Ｔａｂ１　ＰｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＴｒｅｇｃｅｌｌｓａｎｄＩＬ１０，ＴＧＦβ１ｌｅｖｅｌｓｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
（ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＣＤ４＋ＣＤ２５＋
Ｔｒｅｇ（％）

ＩＬ１０
ρＢ／（ｐｇ·ｍｌ－１）

ＴＧＦβ１
ρＢ／（ｐｇ·ｍｌ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ７．２４±１．２４ ５２．６８±６．１５ １１７１．９１±６１．７８

ｐＡｄｅａｓｙＴＭ ７．２１±０．７３ ５２．０７±５．９４ １１６１．７１±７９．２５
Ｇａｌｅｃｔｉｎ９ １０．９２±１．３１△△ １５６．６３±８．４０△△ ２００２．７６±１０５．３９△△

　Ｐ ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ ＜０．０１ｖｓｐＡｄｅａｓｙＴＭｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　Ｇａｌｅｃｔｉｎ９是半乳糖结合蛋白家族的成员之一，

Ｇａｌｅｃｔｉｎ９结构上具有两个羰基结合区域，相对分子

质量为３６０００，中间由连接肽连接，具有比较明确的

激活嗜红细胞、分化单核细胞的作用。人类Ｇａｌｅｃ

ｔｉｎ９是从 Ｈｏｄｇｋｉｎ病患者组织克隆出来的［１０］，进

一步研究发现它广泛分布于人体［１１］。在获得性免

疫反应中，它可以表达在Ｔ细胞浸润组织的不同细

胞上，包括内皮细胞、成纤维细胞、肺上皮细胞、心肌

细胞［１１］。这提示Ｇａｌｅｃｔｉｎ９在调控适应性和先天性

免疫反应中起重要作用。Ｇａｌｅｃｔｉｎ９最初归于嗜曙

红化学引诱物，诱导超氧化物产生，延长细胞生

存［１］，且有其他生物活性，如参与细胞黏附、增殖、凋

亡、调节细胞周期等。有研究表明 Ｇａｌｅｃｔｉｎ９在数

种肿瘤（如乳腺癌、鳞状细胞癌［５，１２］）中有抗转移潜

力，还可诱导树突状细胞成熟［３］。

　　同种异体移植的排斥反应由 Ｔ细胞通过特异

的Ｔ细胞受体（ＴＣＲ）识别移植物的非己组织相容

性抗原所启动，导致对移植物的排斥和破坏［１３］。目

前预防和治疗排斥反应可应用免疫抑制药物。但实

现对移植物免疫耐受可减少免疫抑制药的使用及减

轻患者经济负担。机体依靠中枢和外周两种调控机

制建立自身的免疫耐受：中枢耐受主要在胸腺通过

凋亡清除自身反应性的Ｔ细胞；外周耐受包括Ｔ细

胞凋亡、免疫无能、效应Ｔ细胞分化和调节性Ｔ细

胞形成。Ｓａｋａｇｕｃｈｉ等［１４］于１９９５年识别出了１个

小鼠的ＣＤ４Ｔ细胞亚群，发现该细胞亚群可以表达

白细胞介素２（ＩＬ２）受体α链（ＣＤ２５），该细胞群约

占辅助Ｔ细胞的５％～１０％。这些ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ
细胞在体内和体外动物实验中均显示出了调节功

能。Ｓａｋａｇｕｃｈｉ等［１４］还证明了ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔ细胞

通过下调针对外来抗原或自身抗原的免疫应答水平

来维持自身耐受，且这一过程都是非抗原特异性的。

他们将这一 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔ 细胞命名为 ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）。ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞

是由胸腺Ｔ细胞发育而来，在人的ＣＤ４Ｔ细胞中占

２％～３％。将无ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞的小鼠Ｔ细胞

转移至裸鼠中导致了许多自身免疫病，而注射

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞可预防此类疾病的发生。正常

小鼠脾ＣＤ４＋Ｔ细胞去除ＣＤ２５＋细胞后转移给同基

因型Ｔ细胞缺陷小鼠，这些小鼠发生了各种器官特

异性自身免疫病和系统性消耗疾病，通过注射

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ 细胞可以治疗自身免疫病，表明
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Ｔｒｅｇ细胞具有抑制自身免疫病的作用。Ｔｒｅｇ细胞

在体内和体外均可抑制效应Ｔ细胞的活化和增殖。

其作用机制还不十分清楚，目前认为是通过细胞因

子抑制和细胞接触抑制。体内实验表明Ｔｒｅｇ细胞

依靠分泌ＩＬ１０和 ＴＧＦβ而发挥抑制作用
［１５］。通

过诱导外周Ｔｒｅｇ细胞的生成，进而诱导免疫耐受是

解决术后排斥反应和减少免疫抑制剂用药的一个策

略。

　　综上所述，本研究采用小鼠异位心脏移植模型，

显示应用重组腺病毒Ｇａｌｅｃｔｉｎ９能够显著延长移植

物的生存时间，促进了Ｔｒｅｇ细胞的分化和增殖，外

周血Ｔｒｅｇ相关ＩＬ１０、ＴＧＦβ１水平也明显升高，提

示Ｇａｌｅｃｔｉｎ９具有诱导免疫耐受的潜在作用。

　　（志谢　本研究得到第二军医大学基础部免疫

学研究所洪善娟博士、沈筱芸硕士的悉心指导，在此

表示衷心感谢！）
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