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摘 要 

目的：三氧化二砷自被发现对急性早幼粒细胞白血病具有特殊疗效以来受到

医学界的广泛关注。随着研究的不断深入，三氧化二砷被证实对多种实体瘤及自

体免疫性疾病均有疗效，应用前景广阔。将三氧化二砷引入器官移植研究中后发

现，其可延长同种异体小鼠心脏移植物和胰岛移植物的生存期，但具体机制尚未

研究清楚，本文在此基础上探索了三氧化二砷在体外抑制 T细胞活动的机制，为

之后的动物体内实验机制研究及临床应用提供理论基础。 

方法：我们首先将脾脏 T 淋巴细胞提取出来，三氧化二砷处理后用 Brdu 增

殖实验检测 T 细胞的增殖情况，继而用流式细胞术检测 Treg 细胞的比例变化及

T 细胞凋亡情况。之后我们利用高通量测序技术对三氧化二砷处理后的 T 细胞及

对照组 T 细胞进行转录组测序，分析测序结果挖掘潜在的作用靶点及作用通路。

在测序结果的基础上用蛋白免疫印迹技术验证三氧化二砷的作用靶点，并进一步

探索可能的作用机制。 

结果：我们验证了三氧化二砷在体外可以有效抑制 T 细胞的增殖，在 2μM 的

时候抑制效果已经非常显著。流式结果表明三氧化二砷不能诱导 T 细胞无能和

Treg 的生成，但可以促进 T 细胞凋亡，推测其可能是通过诱导 T 细胞凋亡来实

现免疫抑制作用。测序结果证实了三氧化二砷组与对照相比，多种与免疫系统相

关的差异基因表达下调，且能够显著富集到免疫系统相关的通路上，最后的蛋白

免疫印迹实验证明了三氧化二砷可以影响抗凋亡蛋白 Bcl-2 和凋亡蛋白 Caspase3

的表达及 MAPK 信号通路中 P38 等蛋白的磷酸化水平，且 P38 与 Bcl-2 之间存

在相互作用。 

结论：三氧化二砷在体外可以抑制 T 细胞的增殖，具体的作用机制可能是通

过抑制 P38 MAPK 信号通路的激活来抑制 T 细胞增殖，同时由于 P38 的磷酸化

减弱使 Bcl-2 的表达下降，促进了 T 细胞的凋亡 

关键词：三氧化二砷；T 细胞；机制 
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Abstract 

Objective: Arsenic trioxide (As2O3) has been widely recognized since it regarded 

as a specific drgu for acute promyelocytic leukemia (APL). With the study, the effect 

of Arsenic trioxide on various solid tumor and autoimmune diseases has been verified, 

which provides it prospect of application. Arsenic trioxide can prolong the survival of 

allografts in organ transplantation, however, the specific mechanisms are unknown. We 

studied the mechanism of Arsenic trioxide in inhibiting T cell proliferation and 

provided a theoretical basis for in vivo study and clinical application. 

Method: We first extracted the T cells from spleen and tested the proliferation of 

T cells by Brdu after T cells were dealed with Arsenic trioxide. Then we tested the 

percentage of Treg and apoptosis cells by flow cytometry. We also use RNA-seq to 

study the potential targets and pathways involving in the inhibition of Arsenic trioxide 

on T cells. Based on this, we tested the proteins and pathways with Western Blot. 

Results: We verified that Arsenic trioxide can inhibit the proliferation of T cells in 

vitro and it had significant effect at 2μM. Arsenic trioxide cannot promote the 

production of Treg and T cell energy, while it can increase the percentage of apoptosis 

of T cells. RNA-seq data show that Arsenic trioxide has a close relationship with 

immune system. The results of Western Blot indicate that Arsenic trioxide plays a role 

in expression of Bcl-2 and P38, and there is a relationship between the Bcl-2 and P38. 

Conclusion: Arsenic trioxide inhibits the T cells proliferatio via P38 MAPK 

pathway Bcl-2 is volved in the process of T cells apoptosis induced by Arsenic trioxide 

and there is a interaction between Bcl-2 and P38. 

Key Words: Arsenic trioxide; T cells; Mechanism.厦
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第一章 前 言 

1.1 器官移植概况 

1.1.1 器官移植情况概述 

1954 年美国波士顿的医生成功的在一对同卵双胞胎之间进行了肾移植，开

创了现代器官移植的历史。1963 年，美国托马斯·斯塔瑞教授首次尝试了人类肝

脏移植，同年，美国的詹姆斯·哈迪医生进行了历史上第一例的肺移植。1967 年，

南非克里斯蒂安·博纳德博士成功的完成了世界上第一例心脏移植。时至今日，

随着器官移植技术越来越成熟，辅助检验设备日臻完善以及免疫抑制剂的开发使

用，器官移植已成为治疗终末期器官衰竭最有效的手段并广泛应用于临床。 

2007 年全世界约完成 10 万例实体器官移植手术，其中约有 68250 例肾移植，

19850 例肝脏移植，5179 例心脏移植，3245 例肺移植和 2797 例胰腺移植[1]。据

全球捐献及移植瞭望台（GODT）统计，到 2011 年约有超过三分之一的 WHO 成

员国实施已故供体的移植手术,全世界共完成实体器官移植手术的例数为 112939

例，其中 62%的手术发生在经济水平高的国家，而仅有 28%，9%和 1%的手术分

别发生在经济水平中等国家，中低等国家和低等国家[2]。2014 年，全世界进行器

官移植的例数已达到 119873 例，比 2013 年增加 1.81%[3]。随着人均收入的增加，

医疗保险的普及，全球人口老龄化加快等因素，器官移植的需求也在不断增加。 

1.1.2 移植物生存期 

据国际心肺移植协会统计（ISHLT），首次进行心脏移植的患者在 1982-1991

年间移植物的长期存活率平均为 8.5年，1992-2001年间该生存期上升到 10.4年，

到 2008 年随即增加到 11.9 年[4]。肝脏移植后的一年生存率为 90%，5 年生存率

为 70%-75%[5]。随着免疫抑制剂不断的更新换代与广泛的临床应用，移植后的排

斥反应在一定程度上有所缓解，大大提高了移植物的生存率，但现有的临床免疫

疗法并不能彻底解决器官移植后的免疫排斥问题且毒副作用大，移植物的长期存

活仍然是器官移植届面临的重大课题。 
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1.2 器官移植排斥反应类型及其机制概述 

器官移植后的排斥反应是引起移植物功能衰竭的主要原因之一。机体的免疫

系统可以精确辨别“自己”，“非己”和异常的“自己”成分。在初次移植后，机体接

触到异体的主要组织相容性复合体（MHC，HLA）后会激活自身的免疫系统并产

生记忆细胞。同时，移植物也可能会把受体当做“异己”成分从而产生针对受体的

抗体，发生免疫排斥。移植物发生免疫排斥的过程可分为三个步骤，首先识别外

来抗原，之后产生针对移植物 MHC 的抗体，最后损伤移植物，使其失去功能[6]。

引起排斥反应的主要原因是由于供体与受体之间 MHC 的不同，其差异越大，排

斥反应越严重。根据排斥反应发生的速度和机制不同，可将免疫排斥反应分为超

急性排斥反应，加速性排斥反应，急性排斥反应和慢性排斥反应。 

1.2.1 超急性排斥反应 

超急性排斥反应（HAR）是指移植后数分钟至 24 小时内发生的免疫排斥反

应，发生速度快且反应剧烈，其主要特点是移植物内形成血栓最终导致移植物坏

死。此排斥反应主要是因为在移植之前，受体内存在针对供体的抗体，多见于反

复输血，多次妊娠和再次移植的个体。在这种排斥反应发生的过程中，机体产生

大量的抗供体 ABO 和 MHC 抗体与移植物内皮细胞上的抗原结合，并激活经典

的补体系统，刺激内皮细胞分泌促凝血因子，导致血小板黏附聚集[7]。 

1.2.2 急性排斥反应 

急性排斥反应（AR）是一类由免疫系统直接攻击移植物的免疫反应过程。

此类排斥反应多发生于移植后一周至数月之内，在移植物的组织切片中可以观察

到大量的淋巴细胞和巨噬细胞浸润。肾移植后进行肾活组织切片检查是鉴定移植

后是否发生急性排斥反应的国际标准，从组织切片中可见肾小管，肾内膜动脉和

肾间质中有大量单核细胞[8]。基于此，起初人们一直认为体液免疫排斥反应仅限

于超急性排斥反应，但之后的研究发现，在管周毛细血管网上存在 C4d 沉积,C4d

是由供体 HLA 特异性抗体激活补体系统后产生的，因此提出在急性排斥反应中

也存在急性体液排斥（AHR）[9]。在此排斥过程中，抗体直接攻击内皮细胞上的
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供体 HLA 抗原，中性粒细胞大量浸润，多聚集在管周毛细血管网上，用流式可

以检测到此处的供体特异性抗体（DSAs）。与此同时，体液免疫和细胞免疫之间

也发生相互作用，这种作用可能是通过多条途径实现的。首先，抗体包覆在供体

内皮细胞上，同时与受体的巨噬细胞和 NK 细胞结合促进靶细胞的裂解。其次，

B 细胞产生抗体时需要 T 细胞的辅助，T 细胞和 B 细胞之间可通过 CD40L-CD40

和 CD80/86-CD28 两条通路作用从而促进 B 细胞的增殖分化[10]，阻断这两条路

可同时阻断细胞免疫和体液免疫应答，延长移植物生存期。在急性排斥反应中，

体液免疫排斥反应相较于细胞介导的排斥反应来说发生率较低，主要是由 T 细

胞介导的排斥反应，缺失 T 细胞的小鼠进行 MHC 完全错配的移植后不发生免疫

排斥反应，重新注入 T 细胞后移植物出现排斥。目前抗排斥的药物大多靶定 T 细

胞来抑制急性排斥反应[11]。 

1.2.3 慢性排斥反应 

慢性排斥反应（CR）是影响移植物长期存活的主要原因，常发生在移植后数

周，数月甚至多年。慢性排斥的发生多是由于免疫抑制不足及记忆性 T/B 细胞的

激活可使机体重新产生供体特异性抗体（DSAs），这些抗体与移植物中的抗原结

合逐渐损伤移植物结构最终导致移植物排斥。研究发现，MHC-I 类分子 A 链抗

体（MICA），II 类血管紧张素受体 1（AT1R）抗体，抗内皮细胞抗原抗体等多种

抗体均参与了器官移植后同种异体抗体和自体抗体介导的慢性免疫排斥反应[12]。

在慢性排斥反应患者的组织切片中并没有发现 C4d 的沉积物且长期观察结果显

示抗体介导的慢性排斥反应中并不存在补体的激活，因此提出慢性排斥损伤是由

独立于补体系统的直接的内皮细胞激活及 NK 细胞和单核细胞浸润引起的[6]。 

除此之外，供体年龄，器官移植时移植物状态，其他并发症，免疫抑制剂的

毒副作用等因素也是诱发慢性排斥反应的原因之一。 

1.3 T 细胞与器官排斥反应 

T 细胞是导致同种异体器官移植排斥反应的主要因素，其可通过不同途径识

别同种异体的抗原并引起一系列的 T 细胞活动，最终导致移植物排斥。 
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1.3.1 同种异体识别途径 

免疫系统可以识别不同机体基因编码的不同多肽，且这种识别在固有免疫应

答体系和适应性免疫应答体系中均可发生。固有免疫系统中的 NK 细胞、巨噬细

胞等分子可以区分“自己”与“非己”成分并激活抗原提呈细胞（APC）将同种异体

抗原提呈给 T/B 细胞[13]。在适应性免疫应答中，受体 T 细胞通过表面受体（TCR）

识别移植物表面抗原，随后产生供体特异性 T 细胞诱发一系列免疫反应导致移

植后组织器官损伤。T 细胞可通过三种方式识别同种异体抗原。 

1）直接识别途径 

直接识别是受体 T 细胞直接识别供者 APC 提呈的供者 MHC 抗原从而发生

免疫反应。移植物中有供体来源的白细胞即过客白细胞，在移植之后，过客白细

胞可进入受体与受体引流淋巴结处的初始 T 细胞接触，同时，此处的 T 细胞也

可进入移植物内，过客白细胞将供体的 MHC 抗原提呈给 T 细胞。这种同种反应

性 T 细胞的 TCR 识别的是供体 APC 提呈的两类抗原，第一类是供者自身来源的

抗原肽-MHC 分子复合物，第二类是供者外源性抗原肽-MHC 分子复合物[14,15]。

同种反应性 T 细胞的直接识别是多克隆识别，涉及到大部分的 T 细胞受体库[16,17]，

经常发生在移植后早期阶段，在皮肤移植中，这种直接识别可导致急性细胞性排

斥反应[18]。 

2） 间接识别途径 

间接识别与一般的抗原提呈过程相同，外源性的供体细胞或 MHC 分子首先

被受体的 APC 加工处理，以供体 MHC 分子来源的抗原多肽-受体 MHC 分子复

合物的形式提呈给受体的 T 细胞，T 细胞活化后产生特异性 T 细胞。此过程贯穿

移植后的所有时期，在慢性排斥反应中具有重要作用。此外，间接识别不仅仅发

生在 MHC 抗原系统，亦参与其他类型抗原的识别过程[6]。 

3） 半直接识别途径 

相比于前两种识别途径，第三种识别途径发现较晚，研究发现，树突状细胞

（DCs）可以从其他细胞上获取完整的 MHC 分子[19,20]，并且可以使可溶性 MHC

分子和膜囊脱落，形成表达 MHC-I 类，II 类分子和共刺激分子的外泌体，DCs 又

可以捕获这类外泌体，将其作为抗原提呈给受体 T 细胞。这种半直接同种异体识

别是在同种异体 MHC 分子从供体细胞表面完整转移到受体 DCs 表面之后由直
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接识别途径的 T 细胞识别的过程，产生的效应 T 细胞是供体 MHC 限制性的，此

识别机制在急性排斥反应和慢性排斥反应中均发挥作用[21,22]。 

在一定的情况下，通过直接识别途径和间接识别途径激活的 T 细胞可以相

互协同也可以相互抑制，这个过程会影响移植物的生存期。间接途径激活的

CD4+T 细胞可以通过分泌白介素 2（IL-2），γ 干扰素（IFN-γ）等细胞因子协助直

接途径激活的其他 CD4+T 细胞和分化的 CD8+细胞毒性 T 细胞识别供体 MHC-I

类分子多肽。直接途径介导的同种异体免疫应答在早期的炎症活动与 IFN-γ，肿

瘤坏死因子 α（TNF-α）的产生有关，之后诱导供体 MHC-II 类分子的表达，促

进受体 APCs 提呈同种异体 MHC 抗原的作用及间接识别介导的 T 细胞的激活过

程。总之，直接识别途径与间接识别途径在器官移植排斥反应中发挥协同作用[23]。 

1.3.2 T 细胞的激活 

T 细胞在细胞介导的移植排斥反应中扮演着重要角色，T 细胞的激活可分为

三个阶段：诱导，扩增和效应阶段[24]。 

在诱导阶段，CD4+T 辅助细胞和 CD8+细胞毒性 T 细胞与移植物上的同种异

体抗原结合，或者与受体 APCs 提呈的抗原结合。CD4+T 细胞主要与 APCs 提呈

的 MHC-II 类分子结合，而 CD8+T 细胞则主要与 MHC-I 类分子反应[25]。大量证

据表明固有免疫应答可以加强适应性免疫应答活动。Toll 样受体（TLRs）是表达

在 APC 上的种系编码病原体识别受体，激活 TLRs 会释放促炎因子介导适应性

免疫应答[26],同时，TLRs 也表达在 T 细胞表面，可促进 T 细胞的增殖和炎症因

子的产生[27]。补体系统对 T 细胞的免疫应答也具有重要的调节作用[28]。另外，

自然杀伤细胞（NK）也可以通过对移植物的应激反应而激活，激活后的 NK 细

胞具有溶细胞作用，并且释放促炎症因子加强适应性 T 细胞的活动[29]。在 T 细

胞通过抗原提呈激活和细胞因子释放的过程中，亦有其他分子如 B 细胞发挥着

重要作用[30]。 

在扩增阶段，处于增殖期的 T 细胞迅速分裂并分泌 IL-2 和多种细胞因子。

CD4+T 细胞进一步分化成亚群，如 Th1 和 Th2，通常情况下，Th1 主要参与细胞

介导的免疫反应，而 Th2 主要参与体液免疫反应，协助 B 细胞的成熟分化[31]。

IL-2 和 IFN-γ 对 T 细胞的增殖至关重要。  
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