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联合应用共刺激通路阻断剂诱导小鼠

记忆性心脏移植耐受的研究

解百宜 陈继冰 夏俊杰 王永志 梁华 齐忠权 

【摘要】 目的  探索联合应用共刺激通路阻断剂诱导记忆性心脏移植耐受的方法。方

法  皮肤预致敏小鼠，过继转移同种反应性记忆性 T 细胞 (Tm)，构建小鼠同种异体心脏

移植模型后再联合阻断效应及 Tm 激活途径，通过观察各组移植物平均存活时间、移植物

排斥程度，检测脾脏中 CD44 高表达细胞数、脾细胞增殖情况和移植物中相关基因相对表

达量等指标探讨其可能的作用机制。结果  (1) 未处理小鼠脾脏中 Tm 占 6.52﹪，而预致

敏小鼠脾脏中 Tm 占 26.5﹪；(2) 平均存活时间为对照组 5.17 d，联合应用 CTLA 4 Ig 和

anti-CD40L( 二联用药 ) 组 10.33 d，再联合应用 anti-LFA-1 和 anti-OX40L( 四联用药 ) 组

均 > 100 d；(3) 移植物排斥对照组均为 4 级，二联用药组 3 B 级，四联用药组为 0 级；(4)
只有对照组脾脏物中 CD44 高表达；(5) 对照组与二联用药组脾细胞增殖程度（t = 2.91，
P = 0.027）明显高于四联用药组；(6) 治疗组的移植物中 IL-2、IFN-γ 和 Foxp3 基因的表达

量明显低于对照组 (t = 6.51，t = 9.94，t = 6.15，P = 0.00，P = 0.00，P = 0.00)，并且四联用药

组 IL-10 基因表达量明显升高 (t = 4.71，P = 0.003)。结论  对于记忆性心脏移植模型，只有

联合阻断效应和 Tm 才可获得移植物长期耐受，其机制可能是明显降低移植物和移植受者

细胞免疫应答水平的同时，诱导移植物中表达大量 IL-10 分泌性 Tr1 细胞。

【关键词】 共刺激通路阻断；加速性排斥；记忆性 T 细胞；心脏移植；免疫耐受
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【Abstact】   Objective   The present study was undertaken to induce the tolerance of 
cardiac allografts in mice by combined costimulatory blockade after receving alloreactive 
memory T cell adoptive transfer. Methods   Before the surgery, alloreactive memory T cells (Tm) 
from alloantigen-primed mice were adoptively transferred to the mice recipients of heterotopic 
cardiac transplantion. After the transplant, we treated the mice with combined costimulatory 
blockade to inhibit the activation of both effect and Tm. Furthermore, we studied the effects by 
comparing the mean survival time (MST) of the cardiac grafts and the possible mechanisms were 
evaluated. Results  (1)The percentage of Tm was 6.52﹪ in naive mice vs 26.5﹪ in alloantigen-
primed mice; (2) The MST was 5.17 days in the untreated group (Group A), and 10.33 days 
in the group receiving CTLA4Ig and anti-CD40L treatment (Group B). For mice in Group C 
given CTLA4Ig, anti-CD40L, anti-LFA-1 and anti-OX40L MST was over 100 days; (3)In the 
histological tests, the mean scales were 4, 3B and 0 for the above 3 groups respectively; (4)Only 
in the untreated group, we could find CD44 high T cells; (5)The OD values of mixed lymphocyte 
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reaction(MLR) were over 0.6 for both Group A and B, and less than 0.4 for Group C; (6)The 
gene expression levels of IL-2, IFN-γ and Foxp3 were lowerest in Group C, followed by Group 
B and A. In contrast, the expression levels of IL-10 were highest in Group C. Conclusions  
Inhibiting both effect and Tm could induce the tolerance of cardiac grafts and prevent the 
allografts from T cell infiltration. The mechanisms might be that the treatment promotes the 
functions of IL-10 producing CD4+ type 1 regulatory T (Tr1) cells, while suppresses the cellular 
immunity of the recipients.

【Key words】  Cosimulation blockade；Accelerated rejection；Memory T cells；Cardiac 
transplantion; Immunological tolerance

在临床器官移植中，移植受者由于初次移

植、输血、怀孕以及持续暴露于共生性病原微生

物 [1-2] 等多种原因，外周血中有 40﹪ ~ 50﹪的 T
细胞有记忆性的表型，对移植物初次及再次移植

的存活时间造成重大影响 [3-4]。目前认为同种反

应性记忆性 T 细胞 (memory T cell，Tm) 在此过

程中发挥核心作用，主要包括 CD4+
和 CD8+ Tm

两大类。Tm 是免疫系统中抵御外来病原体的

重要组成部分，然而在器官移植中却成为重要

的障碍，甚至可以在移植术后马上攻击、损伤

移植物 [5-7]。由于 Tm 的激活对共刺激通路及

Th1 型细胞因子的依赖较低，故传统的阻断效

应性 T 细胞激活的方法疗效很差，所以如何阻

止 Tm 参与排斥反应成为研究热点。结合 CD4+

和 CD8+ Tm 激活分别依赖于 OX40/OX40L 及

LFA-1/ICAM-1 的特点 [8-9]，本研究拟先阻断 Tm
激活再诱导移植物耐受，来探索诱导记忆性移植

耐受的新方法。

材料与方法

一、实验动物

C57BL/6(H-2b) 和 BALB/c(H-2d) 小鼠，雌

性，8 ~ 12 周龄，体质量 (20 ± 2) g，购自中科院上

海斯莱克实验动物有限公司。

二、注射及荧光抗体

CTLA4Ig、Anti-CD40L(MR-1)、Anti-
LFA1(M17/4)和Anti-OX40L(RM134L)单克隆

抗体及其同型对照抗体，购自黎巴嫩 Bioexpress
公 司。 流 式 细 胞 学 检 测 用 PE anti-CD44 和

FITC anti-CD62L 及其同型对照抗体，购自美国

Biolegend 公司，流式细胞仪为德国 Partec 公司生

产 Cyflow Space 型。

三、皮肤预致敏模型及脾脏 T 细胞提取

以 BALB/c 小鼠为供体，C57BL/6 小鼠为受

体进行背部全层皮肤移植 ( 皮片为圆形，直径 > 
1.2 cm)。皮肤移植 4 周后，取受体鼠脾脏，用红

细胞裂解液裂解红细胞后过尼龙毛柱 (Wako，日
本 )，分离出 T 细胞。

四、记忆性心脏移植模型

将 2×106
个预致敏 BALB/c 小鼠脾脏 T 细胞

从尾静脉过继转移给未处理 C57BL/6 小鼠，第 2
天以 BALB/c 小鼠为供体，采用套管法进行颈部

异位的心脏移植 [10]，构建记忆性心脏移植模型。

分别在移植第 0、2、4 和 6 天从腹腔给予共刺

激通路阻断剂的治疗，包括 anti-LFA1(0.1 mg)、
CTLA 4 Ig(0.25 mg)、anti-CD40L(0.25 mg) 及

anti-OX 40L(0.25 mg)，对照组注射多种同型

对照，二联用药组联合应用 CTLA4Ig 和 anti-
CD40L，四联用药组联合应用 CTLA4Ig、anti-
CD40L、anti-LFA-1 和 anti-OX40L。移植术后由

颈部搏动情况判断移植物是否存活，搏动停止即

判断为完全排斥。

五、移植心脏的病理学检测

于移植术后第 10 天取移植物心底部分，

用 10﹪甲醛溶液固定，做石蜡切片(5 μm) 后进

行 H&E 染色，光镜下观察。器官排斥程度参照

ISHLT 标准 [11-12] 进行判定，并进行组间的比较。

六、混合淋巴细胞反应 (Mixed Lymphocyte 
Reaction，MLR)

取各组小鼠脾脏 T 细胞。然后取 BALB/c 小
鼠的脾脏，制成脾细胞悬液后用 40 g/ml 的丝裂

霉素处理。将上述两种细胞按供体：受体 =1:10
的比例进行混合淋巴细胞反应，培养 3 d，每只鼠

平行做三复孔，通过 BrdU 法 (Chemicon，美国 )
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对各组增殖程度进行测定。

七、实时定量 RT-PCR(qRT-PCR)
取各组移植物标本的心尖部分提取 RNA，经

过逆转录 PCR 得到 cDNA 样本。之后取 2 μL 逆

转录产物 ( 每个样本三复孔，每孔 2 μL)，用实时定

量 PCR 对其进行分析 (ABI stepone 系统，西班牙

Biosystems 公司 )。以 Syber Green I 和 -actin 为

参照，检测各组移植物中 IL-2、IFN-、IL-10 和

Foxp3 基因的表达量。引物序列如下：-actin forward 
5’-CATCCGTAAA ACCTCTATGCCAAC-3’，and 
reverse 5’-ATGGAGCCACCGATCCACA-3’；IFN-
forward 5’-CGGCACAGTCATTGAAAGCCTA-3’, 
and reverse 5’-GTTGCTGATGGCCTGATTGTC-3’；
IL-2 forward 5’-GGAGCAGCTGTTGATG-
GACCTAC-3’,and reverse 5’-AATCCAGAA-
CATGCCGCAGAG-3’；IL-10 forward 5’-GAC-
CAGCTGGACAACATACTGCTAA-3’；and 
reverse 5’-GATAAGGCTTGGCAACCCAAG-
TAA-3’；Foxp3 forward 5’-CAGCTCTGCTG-
GCGAAAGTG-3’；and reverse 5’-TCGTCT-
GAAGGCAGAGTCAGGA-3’。

八、统计学分析

采用 GraphPad Prism® (GraphPad，Inc，CA)

进行统计学分析。生存期分析使用 Kaplan-
Meier 法。MLR 及 realtime-PCR 检测结果组

间比较采用 t 检验，以 P < 0.05 为差异有统计学

意义。

结       果

一、皮肤预致敏模型中 Tm 含量检测

本研究为了检测同种异体皮肤预致敏诱导

Tm 产生的能力，分离皮肤移植 4 周的 B6 小鼠脾

脏 T 细 胞，用 PE-anti-CD44 和 FITC-anti-CD62L
单抗标记后进行流式细胞仪检测，发现未处理的

小鼠脾脏中 Tm 占 6.52﹪(图 1a)，而预致敏小鼠

为 26.5﹪(图 1b)，表明皮肤预致敏可以诱导受者

鼠体内分化出大量具有记忆性表型的 T 细胞。

二、记忆性模型中移植物生存期比较

为了诱导记忆性心脏移植耐受，本研究联

合应用多种共刺激通路阻断剂进行干预，分别为

CTLA4Ig+anti-CD40L( 二联用药 ) 组、CTLA 4 

Ig+anti-CD40L+anti-LFA 1+anti-OX 40L( 四联用

药 ) 组及对照组（各组 n = 6），发现对照组平均存

活 5.17 d，二联用药组平均存活 10.33 d，四联用药

组均 > 100 d。只有四联用药组可诱导移植物长

期耐受 (图 2)。
三、记忆性心脏移植耐受机制的研究

为了研究四联用药组诱导记忆性心脏移植

耐受的机制，本研究重新构建记忆性心脏移植模

型，各组用抗体治疗 10 d 后处死。取移植物心底

部分，对比各组移植物排斥等级；心尖部分用于

注：Tm 为记忆性 T 细胞。给受者鼠 (B6) 过继性转移

2×106
 个供者特异性 Tm 后进行心脏移植，术后给予不同

的治疗方式。对照组 ( 不予药物治疗 )6 只中的 5 只移

植物在第 5 天搏动消失，余下 1 只在第 6 天也停止搏动。

二联用药组的移植物在 7 ~ 15 d 之内相继停止搏动。四

联用药组移植物存活均超过 100 d

图 2  记忆性模型中移植物生存期比较（n = 6）

注：由图中可见未处理小鼠脾脏 T 细胞中，具有记忆性表

型 (CD44highCD62Llow) 的 T 细胞占 6.52﹪(a)，而在

预致敏小鼠脾脏 T 细胞中占 26.5﹪(b)，明显高于未处理

小鼠。其中 CD44lowCD62Llow 为静息 T 细胞

图 1  未处理小鼠与皮肤移植 4 周的小鼠脾脏 T 细胞

的流式细胞仪检测
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检测各组排斥相关细胞因子表达水平；取脾脏并

提取 T 细胞，一部分用来检测 Tm 表达水平，剩余

部分通过 MLR 检测各组细胞免疫水平的差别。

（一）各组移植物排斥等级评分

参照 ISHLT 标准进行判定，对照组均为 4 级

( 图 3a，b)，二联用药组为 3B 级 ( 图 3c，d)，四
联用药组为 0 级 (图 3e，f )。说明四联用药组可

完全阻止移植物的淋巴细胞浸润，二联用药组和

对照组则发生严重的移植排斥反应。

（二）各组脾脏中 Tm 表达水平

通过流式细胞术检测，只有对照组出现

CD44 高表达峰 ( 图 4)，说明对照组有 Tm 持续

浸润，而治疗组 Tm 表达缺失。

（三）各组细胞免疫水平比较

从 MLR 结果可以看出，对照组与二联用药

组的吸光度均 > 0.6，明显高于四联用药组 ( 吸光

度 < 0.4，t = 5.045，P = 0.001，表 1)，说明二联用

药组基本上对记忆性移植排斥反应无效，而四联用 药则可明显减弱了受体鼠记忆性免疫应答(图 5)。

注：Tm 为记忆性 T 细胞。提取各组受体鼠脾脏 T 淋巴

细胞，用 PE anti-CD44 标记后做流式分析，结果如图。

对照组中 CD44high T 细胞群出现明显峰值，而二联和

四联用药组的 CD44high T 细胞群峰值明显降低 ( 短线

所示区域 )

图 4  各组脾脏中 Tm 表达水平

注：在心脏移植后第 10 天处死动物，采集各组移植心脏的心底部分做组织切片及 H&E 染色。对照组心肌结构消失，

出现空泡且有广泛的淋巴细胞浸润，为 4 级 (a,b)。二联用药组出现心肌细胞坏死，心肌纤维断裂，多个淋巴细胞浸润

灶融合，为 3B 级 (c,d)。四联用药组心肌排列整齐、紧密，血管结构完整，无淋巴细胞浸润，为 0级 (e,f)
图 3  各组移植物排斥等级评分
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（四）各组移植物中排斥相关细胞因子表达

水平

通过 qRT-PCR 检测，相对于对照组，二联用药

组的 IL-2、IFN-γ 和 Foxp3 基因的相对表达量较低，

并且四联用药组比二联用药组更低 (图 6a,b,c)；
四联用药组 IL-10表达水平明显高于其它两组(图

6d)。说明相对于对照组而言，二联用药组降低了

移植物中细胞免疫的水平，但未诱导调节性 T 细

胞表达；而四联用药组在降低移植物中细胞免疫

水平的同时，未能诱导 Foxp3 表达，但可诱导了大

量 IL-10 分泌性 Tr1 细胞的表达。

讨       论

开发共刺激通路阻断剂是临床诱导移植物

供者特异性耐受的重要研究方向，其中 CTLA4Ig
已完成人源化，并进入三期临床试验阶段。这一

类药物属于生物制剂，具有作用位点准确、效果明

显和副作用小的特点。联合应用 CTLA4Ig、anti-
CD40L 两种药物虽然可诱导初次移植心脏和胰

岛等耐受 [13-14]，但对记忆性移植排斥模型无治疗

效果，这主要是由于两类细胞的存在，即不依赖于

CD4+ T 细胞的同种异体反应性 CD8+ T 细胞 [15-16]

和 Tm[17]，而前者即为受者体内 CD8+ Tm 的主要

来源。在最近几年的研究中，人们发现某些共刺

激通路阻断剂可以起到特异性阻断的效果，例如

anti-LFA-1 可以抑制同种反应性 CD8+ T 细胞的

激活及增殖 [18-20]，anti-OX40L 可以通过阻断 DC
与 Tm 间的 OX40L/OX40 途径，抑制 CD4+ Tm 的

激活 [21-22]。本研究则是在此基础上联合应用上

述四种共刺激通路阻断剂，研究其抗排斥治疗的

效果，将皮肤移植 4 周小鼠脾脏的 T 细胞过继性

转移到同系小鼠体内后进行心脏移植，借此建立

记忆性同种异体排斥模型，并分组给予不同的治

疗方式。通过对各组移植物生存期和病理学的观

察分析 (图 2，3)，发现四联用药可明显地对抗记

忆性移植排斥，取得理想的治疗效果。

Tm 形成后会归巢到二级淋巴组织，包括效

应性 Tm 和中枢性 Tm 两种，分别主要存在于脾

脏和引流淋巴结中。两种 Tm 在同种异体记忆

性排斥中都可发挥重要作用，且效应性 Tm 的作

用更强 [23]。为了研究四联用药的对抗记忆性移

植排斥机制，检测了各组的脾脏和移植物。在治

注：取受体鼠 T 细胞与供体鼠脾细胞(丝裂霉素处理)进

行 MLR，BrdU 法测定各组 OD 值如图。相比于对照组与

二联用药组，四联用药组的 OD 值明显降低(*，P < 0.01)

图 5  各组细胞免疫水平比较

注：图 a为 IL-2 基因相对表达量，图 b 为 IFN-γ 基因相对表达量，图 c 为 Foxp3 基因相对表达量，图 d 为 IL-10 基因相

对表达量。取各组移植物心尖部分提取 RNA 后进行逆转录，然后进行 qRT-PCR 分析，结果如图。与对照组相比，二联

用药组的 IL-2、IFN-γ基因表达水平较低，而四联用药组更低。Foxp3基因相对表达水平与 IL-2趋势相同。与对照组相比，

四联用药组 IL-10 表达水平明显升高。(*，P < 0.01)

图 6  各组移植物中相关基因表达水平

表 1  脾细胞混合淋巴细胞反应的增值程度

组别 样品数 吸光度 t 值 a P 值

对照组 6 0.600 ± 0.046
二联用药组 6 0.630 ± 0.134 0.33 0.376
四联用药组 6 0.390 ± 0.093 2.91 0.027

注：
a
与对照组比较
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疗试验中，发现细胞过继转移 10 d 后对照组脾脏

存在大量的 Tm，说明 Tm 注射到体内后会首先

归巢到脾脏并有一定程度的自体增殖。而用药

组脾脏 Tm 表达明显减少 ( 图 4)，这很可能是由

于过继转移的 Tm 无法被激活或激活后效应受

到抑制而凋亡所致。由于 Tm 细胞只需要 TCR
信号 ( 但有 MHC 限制性 ) 即可以激活，故应用

anti-OX40L 和 anti-LFA1 试图分别阻止 CD4+
和

CD8+ Tm 细胞的增殖和分化，该想法在脾细胞

MLR( 图 5) 和移植物中 IL-2 和 IFN-γ 表达水平

检测 ( 图 6 A,B) 时得到验证，充分说明四联用

药强大的抑制同种反应性 Tm 的效果，使 Tm 在

体内 (不论在脾脏还是在移植物中 )处于克隆无

能或 AICD(activation induced cell death) 状态。

单纯联合应用 CTLA4Ig 和 anti-CD40L 可诱

导初次心脏移植的耐受，是由于在移植物局部可

诱导形成大量的 CD4+ CD25+ Foxp3+
调节性 T 细

胞 [24]。2006 年 Ito 等 [25-26] 报道 OX40L/OX40 途

径的激活会通过分泌 IFN-γ 而抑制 IL-10 分泌性

Tr1 细胞的形成，还有抑制 Foxp3+ T 细胞功能的

作用。结合上述研究成果，检测移植物中 Foxp3
和 IL-10 的表达水平，发现四联用药组的移植物

局部 Foxp3+
调节性 T 细胞的表达并未增加 ( 图

6C)，但 Tr1 细胞的表达水平却明显增加 ( 图

6D)，说明在记忆性排斥模型中诱导耐受的机制

与初次移植不同，是以大量诱导 Tr1 细胞为主，

这也解释了为什么在某些特殊体质的移植受者

( 如初次移植、输血和怀孕以及特殊感染 ) 单纯

阻断效应性 T 细胞而无法诱导有效耐受了 [27-29]。

综上所述，联合四种共刺激通路阻断剂可以

在抑制移植物 Th1 型细胞因子表达的同时诱导

大量 Tr1 细胞表达，并以此削弱 Tm 诱导的机体

细胞免疫水平，清除体内的 Tm，从而达到延长

记忆性同种异体心脏移植生存期、降低排斥反应

的效果。2008 年 Minamimura 等 [30] 报道阻断效

应性 T 细胞应答的同时联合使用清除性 anti-CD 
122，清除 CD8+CD122+ Tm 治疗序贯模型中的皮

肤移植，取得长期耐受的效果，也可能是一种有

前景的抑制记忆性移植排斥的方法；另外我们发

现再次移植受者体内还存在另一个重要的破坏

移植物耐受形成的因素，就是记忆性体液免疫应

答 [31]，集中反应在序贯模型中心脏移植物的存

活时间更短 (2 d 之内 )，目前有一些可能有效的

作用靶点被发现，如记忆性 B 细胞高表达 CD44、
CD27 等，有待于进一步的探索与验证。
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