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　　［摘要］　目的　探讨以Ｔ细胞活化表达的可诱导共刺激分子（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｃｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙｍｏｌｅｃｕｌｅ，ＩＣＯＳ）为基础的荧光示
踪技术无创诊断小鼠心脏移植后急性排斥反应的可行性。方法　以小鼠颈部异位心脏移植为模型，分为同系移植、同种移
植、同种移植＋他克莫司（ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ，ＦＫ５０６）治疗（同种移植治疗组）及同种移植治疗后停药组，分别在移植术后１、３、５、７ｄ，采

用荧光染料Ｃｙ７．ＳＥ标记抗小鼠ＩＣＯＳ抗体（Ｃｙ７．ＳＥＩＣＯＳＡｂ）经尾静脉注入移植小鼠，用荧光实时显像仪观察移植物荧光图

像变化；同时用流式细胞仪检测各组小鼠脾脏Ｔ细胞表面ＩＣＯＳ表达，ＨＥ染色分析心脏移植物病理改变。结果　同系移植
及同种移植治疗组小鼠移植术后各时间点基本不显影；同种移植术后１ｄ，移植物荧光图像无明显变化，但术后３、５、７ｄ荧光逐

渐增强，术后７ｄ时荧光强度最明显；同种移植治疗后停药组停药３ｄ移植物荧光强度逐渐增强，停药５、７ｄ后强度明显增强。

ＨＥ染色表明：各时间点同系移植及同种移植治疗组小鼠心脏移植物无明显排斥反应；同种移植及同种移植治疗后停药组在

术后（或停药后）１ｄ移植物无明显排斥反应，术后３、５、７ｄ排斥反应逐渐出现并加重。流式细胞仪检测显示：术后１ｄ，各组脾

脏Ｔ细胞表达ＩＣＯＳ水平无明显差异；同系移植及同种移植治疗组在各时间点基本不表达ＩＣＯＳ，但同种移植及同种移植治疗

后停药组在术后（或停药后）３、５、７ｄＩＣＯＳ表达逐渐增加（Ｐ＜０．０５）。结论　ＩＣＯＳ表达强度与心脏移植后排斥反应强度有
关，荧光标记的ＩＣＯＳ抗体可能有助于无创评估移植术后急性排斥反应的发生及程度。

　　［关键词］　心脏移植；可诱导共刺激分子；移植物排斥；他克莫司；荧光抗体技术
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　　急性排斥反应是临床器官移植治疗术后常见的
并发症［１］，及时地诊治急性排斥反应能够逆转损害
从而避免移植物功能受损乃至需要二次移植［２］。目
前临床上诊断急性排斥反应一般是从临床症状［３］、
血清学［４５］的变化开始，但基于这些变化难以与感
染［６］、保存性损伤［７］相鉴别，最终往往采取活组织病
理检查［８］以确诊。病理活检有出血、感染等并发症，
而且对实体器官也有损伤，因此寻求一种无创诊断
急性排斥反应的方法很有意义。急性排斥反应的实
质就是机体免疫系统对抗外来抗原发动的免疫反

应［９］，Ｔ细胞活化后介导的细胞免疫应答是其中重
要的机制之一［１０］。可诱导共刺激分子（ＩＣＯＳ）是表
达在活化的Ｔ细胞表面而在静止 Ｔ细胞表面基本
不表达的ＣＤ２８家族分子，观察Ｔ细胞的表达情况
可间接反映Ｔ细胞免疫反应强度。因此，本研究采
用荧光标记物菁染料琥珀酰亚胺酯（Ｃｙ７．ＳＥ）标记
抗小鼠ＩＣＯＳ抗体，并将其注入心脏移植小鼠体内，
观察移植物的荧光显像来反映Ｔ细胞活化状态，以
判断急性排斥反应的程度，并与病理活检结果进行
对照，以探讨此种方法的可行性。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　ＲＰＭＩ１６４０完全培养基、

ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清（德国ＰＡＡ公司）；抗小鼠

ＩＣＯＳ抗体（美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司）；Ｃｙ７．ＳＥ菁染料琥
珀酰亚胺酯（北京泛博生物化学有限公司）；ＦＡＣＳ
Ｃａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（美国ＢＤ公司）；Ｆｌｕｏｂｅａｍ○Ｒ开放
式实时成像系统［汇佳生物仪器（上海）有限公司］；

３ＫＤ离心式过滤管（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；石蜡切片机
（德国Ｌｅｉｃａ公司）；相差显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）。

１．２　实验动物及分组　雄性８～１２周龄Ｃ５７ＢＬ／６
（Ｈ２Ｋｂ）与ＢＡＬＢ／Ｃ（Ｈ２Ｋｄ）小鼠，体质量２０～２５

ｇ，购于上海西普尔必凯实验动物有限公司，随机分
成４组，同系移植组（ｉｓｏｇｒａｆｔ）：Ｃ５７ＢＬ／６小鼠供体
心移植到Ｃ５７ＢＬ／６小鼠受体（ｎ＝１０）；同种移植组
（ａｌｌｏｇｒａｆｔ）：ＢＡＬＢ／ｃ小鼠供体心脏移植到Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠受体（ｎ＝１０）；同种移植＋他克莫司治疗组
（ａｌｌｏｇｒａｆｔｗｉｔｈｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ）：同种移植术后受体给予
他克莫司饲服（１．０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１，ｎ＝１０）；同种移
植治疗停药组（ａｌｌｏｇｒａｆｔｗｉｔｈｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｃｅａｓｅｄ）：同

种移植术后受体给予他克莫司饲服（１．０ｍｇ·

ｋｇ－１·ｄ－１），７ｄ后停用（ｎ＝１０）。受体术后保温２４
ｈ，独笼饲养。每天目视及触摸观察移植心脏的跳
动。

１．３　Ｃｙ７．ＳＥ 标记抗小鼠ＩＣＯＳ抗体（Ｃｙ７．ＳＥ
ＩＣＯＳＡｂ）　以Ｃｙ７．ＳＥ１ｍｇ溶解于５００μｌＰＢＳ溶
液，加入到装有５００μｇ抗小鼠ＩＣＯＳ抗体的５ｍｌ玻
璃瓶中，加ＰＢＳ至１ｍｌ，以锡箔纸包裹，常温置于

ＴＳ型脱色摇床１２０ 次／ｍｉｎ过夜，将混合液移至

３ＫＤ离心式过滤管，１５００×ｇ 离心５ｍｉｎ，小鼠

ＩＣＯＳ抗体的相对分子质量为４００００～５００００，而

Ｃｙ７．ＳＥ的相对分子质量为８１８．０１，因此离心管内
胆管留下的为结合物，而过剩的Ｃｙ７．ＳＥ则过滤至
外套管。将内胆管遗留物移至１５ｍｌＢＤ管内，加

ＰＢＳ至５ｍｌ避光保存。将心脏移植成功的４组小
鼠在术后（停药组为停药后）１、３、５、７ｄ行Ｃｙ７．ＳＥ
ＩＣＯＳＡｂ注射后荧光显像示踪小鼠移植心脏急性排
斥反应，每只小鼠尾静脉注射Ｃｙ７．ＳＥＩＣＯＳＡｂ溶
液０．２ｍｌ，５ｍｉｎ后Ｆｌｕｏｂｅａｍ○Ｒ开放式实时成像系统

摄取图像。

１．４　脾脏单个核细胞悬液的制备　部分受体

Ｃ５７ＢＬ／６小鼠荧光显像检测后在１、３、５、７ｄ时断颈
处死，取脾脏，加入ＰＢＳ，置于１００目无菌碾磨钢网
上，反复碾磨，过滤２次，５００×ｇ离心１０ｍｉｎ，弃上
清，加入ＴｒｉｓＮＨ４Ｃｌ缓冲液破红，静置５ｍｉｎ，５００×

ｇ离心５ｍｉｎ，ＰＢＳ缓冲液重悬，５００×ｇ离心５ｍｉｎ，
弃上清，调整细胞密度为１０７个／ｍｌ，于９６孔培养板
上培养。每组受体小鼠各个时间点所取单个核细胞
悬液设５个复孔，４００μｌ／孔，置于３７℃、５％ＣＯ２培养
箱中备用。

１．５　流式细胞仪检测ＩＣＯＳ表达水平　每个复孔单
独取脾脏Ｔ细胞１×１０６，加入抗小鼠ＩＣＯＳ抗体１０

μｇ，４℃孵育３０ｍｉｎ，１０００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清，
重复洗涤１次，上流式细胞仪检测ＩＣＯＳ。

１．６　ＨＥ染色分析　部分受体Ｃ５７ＢＬ／６小鼠荧光
显像检测后在１、３、５、７ｄ时断颈处死，取移植心脏切
片后 ＨＥ染色做病理检查。

１．７　统计学处理　采用ＳＳＰＳ１８．０软件进行统计
学处理，计量数据以珚ｘ±ｓ表示，组间差异采用单因
素方差分析，检验水平（α）为０．０５。
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２　结　果

２．１　术后小鼠Ｃｙ７．ＳＥＩＣＯＳＡｂ荧光显像结果　
同系移植组尾静脉注入移植小鼠Ｃｙ７．ＳＥＩＣＯＳＡｂ
后，荧光实时显像仪显示在术后１、３、５、７ｄ移植物荧
光图像无明显变化；同种移植后１ｄ，移植小鼠尾静
脉注射Ｃｙ７．ＳＥＩＣＯＳＡｂ后，荧光实时显像仪显示
的移植物荧光图像不明显，但在术后３、５、７ｄ，移植
物荧光显像逐渐增强，移植７ｄ后荧光图像非常明
显；在同种移植＋他克莫司治疗１、３、５、７ｄ后，荧光
实时显像仪显示的移植物荧光图像也无明显变化，
但在停药３ｄ后移植物荧光图像开始逐渐增强，停药

５、７ｄ后明显增强（图１）。

图１　移植后不同组小鼠不同时间移植心脏荧光显像

Ｆｉｇ１　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｍａｇｉｎｇｏｆｃａｒｄｉａｃｇｒａｆｔａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
ＡＤ：Ｉｓｏｇｒａｆｔ；ＥＧ：Ａｌｌｏｇｒａｆｔ；ＩＬ：Ａｌｌｏｇｒａｆｔｐｌｕｓｔａｃｔｏｌｉｍｕｓ；ＭＰ：

Ａｌｌｏｇｒａｆｔｗｉｔｈｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｃｅａｓｅｄ．Ａ，Ｅ，Ｉ：１ｄａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ；

Ｂ，Ｆ，Ｊ：３ｄａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ；Ｃ，Ｇ，Ｋ：５ｄａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ；

Ｄ，Ｈ，Ｌ：７ｄａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ；ＭＰ：１ｄ，３ｄ，５ｄ，７ｄａｆｔｅｒｔａ

ｃｒｏｌｉｍｕｓｃｅａｓｅｄ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２．２　术后小鼠移植心脏ＨＥ染色结果　同系移植组
在术后１、３、５、７ｄ时移植心脏无排斥反应；同种移植
组在术后１ｄ无排斥反应，术后３、５、７ｄ移植心脏排斥
反应逐渐加重；同种移植治疗组术后１、３、５、７ｄ无排
斥反应；同种移植停药组停药后１ｄ未显示排斥反应，
但停药后３、５、７ｄ移植心脏排斥反应逐渐加重（图２）。

２．３　移植小鼠术后脾脏Ｔ细胞表面ＩＣＯＳ流式细
胞仪检测　结果（图３）显示：术后１ｄ时脾脏Ｔ细胞
表面ＩＣＯＳ在４个组别基本不表达且表达没有明显
区别；而在术后３、５、７ｄ，脾脏Ｔ细胞表面ＩＣＯＳ在４
个组别的表达有区别（Ｐ＜０．０５），同种移植和同种移
植停药组脾脏Ｔ细胞表面ＩＣＯＳ表达高于同系移植
和同种移植治疗组，同系移植和同种移植治疗组脾
脏Ｔ细胞表面基本不表达ＩＣＯＳ，而同种移植组及同
种移植停药组随着时间的增加脾脏Ｔ细胞表面表达

ＩＣＯＳ增强。

３　讨　论

　　器官移植是大多数终末期脏器功能衰竭疾病的
唯一有效治疗方法［１１１３］，移植术后的排斥反应严重
影响患者的生存质量。急性排斥反应常发生于术后

１周至６个月内，过去急性排斥反应发生率可高达

５０％以上，由于新免疫抑制剂的使用，其发生率逐渐
下降，但依然是影响术后移植物功能的主要因
素［１４１５］。急性排斥反应发生时其症状有时难以与感
染、保存性损伤相鉴别，准确及时诊断急性排斥反应
十分重要。金标准是移植物活组织病理检查，此方
法快捷准确，但其并发症也为临床医生所担心。有
报道采用ＰＥＴ／ＣＴ或围手术期监测外周血ＣＤ４＋Ｔ
淋巴细胞ＡＴＰ值的动态变化［１６］来进行无创诊断急

性排斥反应及判断抗排斥治疗效果，但由于方法的
一些局限性［１７１８］并未得到临床普遍的应用，免疫学、
细胞或血清学也只能为诊断急性排斥反应提供参

考。因此，寻找一种有效的无创诊断急性排斥反应
的方法非常有意义。

　　排斥反应的本质是受体内免疫系统识别外来抗
原引起的一系列免疫应答［１９］，进而引起对移植物的
结构和功能的损害。Ｔ淋巴细胞激活介导的特异性
免疫应答贯穿始终［２０］，Ｔ细胞活化、增殖以及在移植
物局部浸润、集结是移植排斥反应发生、发展的关
键。ＭＨＣ错配的组织和器官进入机体后，供者器官
内的抗原提呈细胞（主要为ＤＣ）将抗原肽／ＭＨＣⅡ
复合物［２１］提呈给受者 Ｔ细胞尤其是ＣＤ８＋Ｔ细胞
（也包括ＣＤ４＋Ｔ细胞）直接识别和活化，介导急性排
斥反应的产生。Ｔ淋巴细胞的活化需要双信号刺
激：一是抗原肽／ＭＨＣⅡ分子与ＣＤ３／ＴＣＲ的结合，
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图２　各组小鼠移植后（或停药后）不同时间移植心脏的ＨＥ染色结果

Ｆｉｇ２　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄｈｅａｒｔｓｉｎｍｉｃｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图３　各组小鼠移植后（或停药后）不同时间脾脏Ｔ细胞ＩＣＯＳ的表达情况

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＣＯＳｏｎｓｐｌｅｅｎＴｃｅｌｌｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｉｎｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄｍｉｃｅｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ
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另一个是共刺激信号，如 ＣＤ２８／Ｂ７、ＣＤ４０／ＣＤ４０Ｌ
通路等。以往把ＩＬ２Ｒ、ＣＤ２８、ＣＤ４０Ｌ等作为 Ｔ细

胞活化的标志。但因为这些分子组成性表达在 Ｔ
细胞表面即活化前后都表达，或又是调节性Ｔ细胞

的标志，因此不能准确反映Ｔ细胞的活化情况。德

国学者Ｈｕｔｌｏｆｆ等［２２］发现一种表达在活化后Ｔ细胞

表面的膜分子，命名为ＩＣＯＳ。ＩＣＯＳ对Ｔ细胞的活

化、分化有独特的作用，且在静止 Ｔ细胞基本不表

达而诱导性表达于活化 Ｔ 细胞表面［２３］。因此，

ＩＣＯＳ能更准确地反映Ｔ细胞活化的数量和状态。

　　通过检测ＩＣＯＳ在移植患者体内特别是移植物

中的表达情况，进而反映免疫应答的活动状态，提示

排斥反应程度，是值得探索的一条诊断和跟踪急性

排斥反应的有效途径。荧光在临床上用于喉癌［２４］、

鳞状细胞癌［２５］等疾病的早期诊断取得了非常好的

效果。Ｃｙ７．ＳＥ是性能优良的荧光标记染料，相对分

子质量为８１８．０１，激发波长（Ｅｘ）７４７ｎｍ，发射波长

（Ｅｍ）７７４ｎｍ，其吸收在近红外区，能用于蛋白、抗

体、核酸及其他生物分子的标记和检测，在活体成像

领域可以代替放射性元素。Ｆｌｕｏｂｅａｍ○Ｒ开放式实时

成像系统是基于近红外成像原理，配合近红外荧光

染料，提供更高的特异性和灵敏度。该成像系统广

泛应用于肿瘤研究、心血管研究、药物示踪和疗效评

估等方面。

　　本实验采用同种、同系小鼠异位心脏移植模型，

于移植后不同时间将Ｃｙ７．ＳＥＩＣＯＳＡｂ通过尾静脉

注入小鼠体内，进行Ｆｌｕｏｂｅａｍ○Ｒ开放式实时成像系

统移植物显像，分析排斥反应产生、发展过程中不同

实验组别图像的区别，进行急性排斥的影像诊断，并

以移植心脏病理检查做确诊；同时流式细胞仪检测

移植小鼠体内ＩＣＯＳ的表达情况，与影像学资料相

比照。结果显示：（１）在同系移植组及同种移植治疗

组成像系统应用Ｃｙ７．ＳＥＩＣＯＳＡｂ检测移植心脏荧

光图像在术后１、３、５、７ｄ均无明显显像，而在同种

移植组及同种移植停药组中随着时间的延长，移植

心脏荧光显像逐渐增强；（２）各组小鼠移植心脏在术

后１、３、５、７ｄ行病理检查，发现在同系移植组及同

种移植治疗组移植心脏病理正常，而在同种移植组

及同种移植停药组中随着时间的延长，移植心脏病

理切片提示心脏损害加重，急性排斥反应程度加深；

（３）在术后１、３、５、７ｄ对移植小鼠脾脏Ｔ细胞行流

式细胞仪检测，结果显示在初始阶段脾脏Ｔ细胞表

面基本不表达ＩＣＯＳ，同种移植组及同种移植停药组

的小鼠体内ＩＣＯＳ随着时间的延长表达逐渐增强，

而其他两组ＩＣＯＳ表达结果没有随时间的变化而变

化。

　　基于以上实验结果，用Ｃｙ７．ＳＥ标记ＩＣＯＳ抗体

示踪技术观察小鼠移植心脏的急性排斥反应，其图

像中移植物荧光的强度变化与实际的病理和流式细

胞检测体内ＩＣＯＳ表达结果演变相符合，提示应用

荧光标记ＩＣＯＳ抗体来检测急性排斥反应具有很好

的指导意义，值得进一步深入研究。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。

　　（志谢　感谢汇佳公司孟庆刚博士在实验期间
提供Ｆｌｕｏｂｅａｍ○Ｒ开放式实时成像系统！）
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