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ceived 1 mL normal saline 7 d before transplan-
tation. The serum levels of interferon-γ (IFN-γ) 
were determined after transplantation. Immuno-
competent cells from the donors were identified 
with anti-donor classⅡ MHC (RT1Ba) (OX-76) 
antibodies. The number of donor-derived CD4+ 
and CD8+ T cells in hepatic allograft or recipi-
ent spleen was examined. Reverse transcription-
polymerase chain reaction was used to detect the 
mRNA expression of cytokines in the allograft.

RESULTS: LEW rats transplanted with hepatic 
allograft from ACI rats survived a mean of 
11.1 ± 2.1 days. Intraportal preadministration 
of recipient LEW blood significantly increased 
the survival of LEW recipients with ACI livers 
to 31.7 ± 7.6 days (P < 0.05). The serum level 
of IFN-γ was significantly increased in the ex-
perimental group as compared with that in the 
control group. Cellular infiltration of the hepatic 
allograft in experimental group was significantly 
lower than that in the control group. The ratio 
of OX76+CD4+ or OX76+CD8+ T cells to CD4+ or 
CD8+ cells was significantly greater in hepatic 
allograft pretreated with LEW recipient blood 
than that in the controls (OX76+CD4+ cells: 25.6% 
vs 6.2%, P < 0.05; OX76+CD8+ cells: 26.6% vs 7.4%, 
P < 0.05), but not in recipient spleen. OX76+CD8+ 
T cells from hepatic allograft in the experimen-
tal group expressed IFN-γ and interleukin-10 
mRNA, but not interleukin-2 mRNA.

CONCLUSION: Pretransplant intraportal 
infusion of recipient blood to the donor rats 
prolonged the survival of hepatic allograft, 
which may be associated with the regional 
graft-versus-host reaction.
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摘要
目的: 探讨受体全血预先经门静脉输入供体

■背景资料
肝移植已经成为
治疗各种终末期
肝病公认的有效
手段. 尽管有效免
疫抑制剂的广泛
应用大大改善了
临床肝移植的预
后, 但免疫排斥反
应依然是影响移
植患者长期存活
及生存质量的关
键问题. 如果能实
现供者特异性免
疫抑制, 而同时保
留受者免疫系统
的全部功能, 即移
植耐受, 一直是研
究者不断追求的
目标.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of pretransplant 
intraportal administration of recipient blood into 
the donor on the survival of rat hepatic allograft.

METHODS: Male LEW (RT1) and ACI (RT1a) 
rats were used as liver transplant recipients and 
donors, respectively. In experimental group, 7 d 
prior to transplantation, ACI donors were anes-
thetized with ether and transfused with freshly 
heparinized LEW recipient blood (1 mL) via the 
portal vein. In control group, the rats only re-
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对大鼠肝移植排斥反应的作用. 

方法: 采用异系大鼠肝移植模型, 供体为ACI
大鼠, 受体为LEW大鼠. 将实验组受体大鼠全
血1 mL经门静脉输入供体肝内, 7 d后将处理
后的供体肝脏移植于受体. 经门静脉将生理盐
水1 mL输入对照组供体肝内, 7 d后将此供体
肝脏移植于受体. 观察大鼠生存时间, 分期分
批处死大鼠, 从移植肝及受体脾分离T淋巴细
胞, 测定移植肝及受体脾内中供体来源活化T
淋巴细胞的比例, 检测细胞因子mRNA的表达. 

结果: 肝移植大鼠生存时间: 实验组31.7±
7.6 d, 对照组11.1±2.1 d. 两组差异显著(P < 
0.05). 移植后7 d从移植肝分离的浸润T淋巴
细胞分析结果: 实验组OX76+CD4+细胞25.6%, 
OX76+CD8+细胞26.6%; 对照组OX76+CD4+细
胞6.2%, OX76+CD8+细胞7.4%. 实验组移植
肝内有大量供体来源的活化T淋巴细胞. 实验
组肝内OX76+CD8+细胞可见IL-10 mRNA及
IFN-γ mRNA的表达.

结论: 受体血预先经门静脉输入供体, 可以延
长异系大鼠肝移植生存时间. 有限的移植物抗
宿主反应, 可能是这种肝移植排斥反应抑制的
机制.

关键词: 肝移植; 免疫耐受; 大鼠; 排斥反应
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0  引言

肝移植已经成为治疗各种终末期肝病公认的有

效手段, 全球已累计实施肝移植近十万例, 5 a人
/移植肝生存率为74.2%/66.1%. 尽管有效免疫抑

制剂的广泛应用大大改善了临床肝移植的预后, 
但免疫排斥反应依然是影响移植患者长期存活

及生存质量的关键问题. 长期应用非特异性的

免疫抑制剂造成显著的并发症发生率和较高的

死亡率, 特别是引起严重感染和恶性肿瘤. 如果

能实现供者特异性免疫抑制, 而同时保留受者

免疫系统的全部功能, 即移植耐受, 可以避免因

长期应用非特异性的免疫抑制剂带来的诸多问

题. 纯系啮齿类动物实验研究提示, 肝移植比较

容易诱导免疫耐受, 但免疫耐受机制尚不十分

明确[1-4]. 移植后供体与受体微嵌合的形成、Th2
型辅助T淋巴细胞的优势以及供体树突细胞向

受体淋巴器官的迁移等可能是产生免疫耐受的

部分机制[5-11]. 本研究将受体全血预先经门静脉

输入供体, 然后进行异系大鼠肝移植, 探讨该方

法对大鼠肝移植排斥反应的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 采用异系大鼠原位肝移植模型[12]. 供体

为♂ACI大鼠(RT1a), 体质量220-250 g. 受体为♂

LEW大鼠(RT1), 体质量220-250 g. 麻醉为持续乙

醚吸入麻醉. 分实验组(n = 8)和对照组(n  = 8). 
1.2 方法 先采取实验组受体大鼠肝素化全血, 将
受体大鼠全血1 mL开腹经门静脉输入供体肝

内. 1 wk后将此供体肝脏移植于受体大鼠, 采
用改良的两袖套法进行原位肝移植[12] . 将对照

组供体大鼠开腹, 经门静脉注入生理盐水1 mL. 
1 wk后将此供体肝脏移植于受体大鼠. 检测项

目: (1)移植前检测供体肝脏的CD4+及CD8+细胞: 
受体大鼠全血1 mL经门静脉输入供体肝内1 wk
后, 切取此肝脏, 使用小鼠抗大鼠CD4及CD8抗
体进行免疫组织化学染色, 观察此时大鼠肝脏

CD4+及CD8+细胞, 并与正常大鼠肝脏对照; (2)
观察肝移植大鼠生存时间, 测定肝移植术后肝功

能变化; (3)检测血清细胞因子: 移植后分期分批

对移植大鼠采血, 分离血清, 使用酶联免疫试剂

盒(Rat Immunoassay Kit, BioSource International, 
Camarillo, CA), 采用ELISA法测定血清中IL-2, 
IFN-γ的水平; (4)分期观测移植肝组织学变化;  
(5)进行移植肝内浸润T细胞分析: 移植后分期分

批处死大鼠, 将移植肝粉碎, 提取移植肝的浸润

细胞, 去除红细胞, 采用mAb免疫沉降法, 使用小

鼠抗大鼠CD4及CD8抗体, 分离CD4+及CD8+细

胞. 用供体大鼠(ACI)MHCⅡ类抗原特异性抗体

OX-76(Serotec, Oxford, England)与CD4+以及CD8+

细胞反应, 再用荧光标记OX-76抗体, 然后应用流

式细胞仪(Becton Dickinson, Mountain View, CA)
检测移植肝的CD4+以及CD8+细胞中OX-76阳性

细胞的比例, 即来源于供体的CD4+及CD8+细胞

的比例; (6)进行移植后受体脾内T细胞分析: 移
植后分期分批将受体脾脏粉碎, 提取脾淋巴细

胞, 用同样方法分离CD4+及CD8+细胞, 用供体大

鼠(ACI)OX-76与CD4+以及CD8+细胞反应, 再用

荧光标记OX-76抗体, 然后应用流式细胞仪检测

脾的CD4+以及CD8+细胞中OX-76阳性细胞的比

例, 即检测受体脾中来源于供体的CD4+及CD8+

细胞的比例; (7)检测移植肝内浸润T细胞的细

胞因子mRNA表达: 分离OX76+CD8+细胞后, 从

■创新盘点 
本文报道了受体
全血预先经门静
脉输入供体对大
鼠肝移植排斥反
应的作用, 探讨新
的肝移植免疫耐
受诱导方法. 研究
表明, 受体血预先
经门静脉输入供
体, 可以延长异系
大鼠肝移植生存
时间. 诱导供肝来
源的活化T淋巴细
胞增殖, 抑制了受
体T淋巴细胞的排
斥作用.
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OX76+CD8+细胞提取总RNA, 逆转录后, 进行

PCR扩增[13], 参数为: 变性95℃ 60 s, 退火55℃ 
60 s,延伸72℃ 40 s, 共25个循环. 扩增产物于

15 g/L琼脂糖凝胶电泳, 溴化乙啶显色观察.细胞

因子IL-2, IL-10, IFN-γ的引物序列参见文献[14].
统计学处理 使用SPSS统计软件对实验数据

进行统计分析, 计量资料比较采用非配对t检验, 
计数资料比较采用χ2检验, P <0.05认为组间差异

显著.

2  结果

2.1 移植前供体肝脏的CD4+及CD8+细胞表达 受
体大鼠全血1 mL经门静脉输入供体肝内1 wk后, 
与正常大鼠相比, 在供体肝脏可见大量CD4+及
CD8+细胞(图1).

2.2 肝移植后的大鼠生存时间、肝功能、血清

IFN-γ及IL-2和肝组织学的变化 实验组生存时

间31.7±7.6 d, 对照组11.1±2.1 d, 实验组大鼠

的生存时间明显延长, 两组差异显著(P <0.05). 
移植后4 d及7 d血清总胆红素及谷丙转氨酶

测定两组无显著差异. 肝移植后4 d, 实验组血

清IFN-γ显著高于对照组(276.2±157.3 ng/L 
vs  112.0±63.7 ng/L)(P  = 0.03), 肝移植后7 d, 
两组血清IFN-γ无显著差异(11.6±1.6 ng/L vs  
18.5±10.7 ng/L). 肝移植后4, 7 d两组血清IL-2
水平无显著差异(527.3±186.4 ng/L vs  469.0
±170.7 ng/L)、(241.5±90.9 ng/L vs  210.2±
113.8 ng/L).  移植后7 d, 移植肝HE染色切片观

察, 实验组移植肝汇管区内的淋巴细胞浸润明显

少于对照组(图2). 移植后14 d, 实验组移植肝小

A B

C D

图  1  移植前供体肝脏的CD4+及CD8+细胞表达(免疫组织化学染色×200). A: CD4正常对照; B: CD4+细胞表达; C: CD8正常
对照; D: CD8+细胞表达.

A B

图  2  移植后7 d肝的组织学变化(HE染色×200). A: 实验组; B: 对照组.

■同行评价
作者采用异系大
鼠肝移植模型, 将
受体大鼠血经门
静脉输入供体肝
内后的行肝脏移
植, 观察到接受受
体鼠血输注的供
体肝的大鼠生存
时间明显长于对
照组, 结论认为移
植物抗宿主反应
可能是延长这种
肝移植生存时间
的机制. 该研究有
一定创新性和科
学价值.
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叶结构不规整, 汇管区可见淋巴细胞浸润. 移植

后21 d, 实验组移植肝小叶结构紊乱, 汇管区可

见淋巴细胞浸润, 并可见肝纤维化.
2 .3  移植后受体肝、脾内浸润T淋巴细胞分

析  移植后4 d, 实验组与对照组移植肝内浸润T
淋巴细胞中供体来源的CD4+及CD8+细胞的比

例无显著差异. 移植后7 d, 实验组OX76+CD4+

细胞: 25.6%, OX76+CD8+细胞: 26.6%. 对照组

OX76+CD4+细胞: 6.2%, OX76+CD8+细胞7.4%. 实
验组发现多量供体来源的T淋巴细胞. 移植后14, 
21 d实验组移植肝内仍有多量供体来源的T淋巴

细胞(图3). 移植后4 d, 实验组与对照组受体脾

内T淋巴细胞中供体来源的CD4+及CD8+细胞的

比例无显著差异. 移植后7 d, 实验组OX76+CD4+

细胞: 22.5%, OX76+CD8+细胞: 24.1%. 对照

组OX76+CD4+细胞: 24.0%, OX76+CD8+细胞: 
43.3%. 受体脾内T淋巴细胞中供体来源的CD4+

及CD8+细胞的比例实验组与对照组也无显著差

异(图4).
2.4 移植肝内浸润T细胞的细胞因子mRNA表

达 移植后7 d, 实验组肝内OX76+CD8+细胞可见

IL-10 mRNA及IFN-γ mRNA的表达, 对照组肝内

OX76+CD8+细胞可见IL-2 mRNA的表达(图5).

3  讨论

诱导移植免疫耐受一直是研究者不断追求的目

标, 肝脏作为免疫特惠器官, 其免疫耐受诱导的

研究比较多. 肝脏是一个富含MHC抗原的重要

器官, 含有大量的非实质过客细胞, 这些来自骨

髓的细胞, 包括淋巴细胞, 树突状细胞, 枯否氏

细胞等, 在免疫应答过程中起着相当重要的作

用[15]. 成功诱导耐受的实验都是针对受者T细胞

的, 有4种机制可能导致T细胞在移植中对供体

的耐受[16-17]: (1)清除, 通过细胞凋亡去除特异性

的T细胞或T细胞克隆; (2)无能, T细胞的功能性

无反应或失活而不伴有细胞死亡; (3)调节或抑

制, 抗原特异性T细胞仍然保留在外周血循环

中, 但其免疫反应性被其他细胞抑制或改变了, 
这种调节是抗原特异性模式; (4)忽略, T细胞忽

略一种抗原, 尽管这一抗原在体内表达, T细胞

却保持无反应性. 诱导移植耐受的方法大多依
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图  3  移植肝内浸润淋巴细胞中供体源性CD4+及CD8+细胞
的比例(aP <0.05 vs  对照组). A: CD4+细胞; B: CD8+细胞.
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图  4  受体脾内淋巴细胞中供体来源的CD4+及CD8+细胞的
比例. A: CD4+细胞; B: CD8+细胞.
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图  5  移植肝内OX76+CD8+细胞的细胞因子mRNA表达
情况.
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赖于灭活抗供者MHC/抗原肽复合物的T细胞, 
这种情况下, 当病毒抗原肽被供者MHC分子提

呈时, 患者将不能对抗同种异体移植物的病毒, 
同种异体移植物的细胞内感染的影响可能是破

坏性的. 这也是移植耐受诱导成功应用临床所

面临的挑战. 有研究证明, 在成功诱导免疫耐受

的移植肝内, 存在有大量来自供体的活化淋巴

细胞, 供体的淋巴细胞与受体的淋巴细胞共存

于移植肝内, 并相互作用, 有可能抑制了受体对

移植肝的排斥作用[18].
本研究将受体血液预先输入供体肝内, 延

长了大鼠肝移植生存时间. 受体血细胞进入供

体肝内, 一部分将被供肝枯否氏细胞捕捉, 由于

受体血细胞在肝内的刺激, 可使供体肝内产生

大量树突状细胞及活化的T淋巴细胞. 将此肝

脏移植后, 供体肝内的T淋巴细胞再次接受受

体抗原的刺激, 供肝来源的活化T淋巴细胞进

一步增殖, 从而对抗受体T淋巴细胞的排斥作

用, 即移植物抗宿主反应(GVHR). 本实验显示

实验组血液中IFN-γ的增高, 提示移植后早期供

受体间免疫反应强烈. RT-PCR结果显示, 实验

组肝内OX76+CD8+细胞有IFN-γ mRNA的表达, 
提示供体源性CD8+细胞具有较强免疫活性. 对
照组肝内OX76+CD8+细胞虽然可见IL-2 mRNA
的表达 ,  但O X76+C D8+细胞比例显著少于实

验组, 未能形成有效的作用. 另外实验组肝内

OX76+CD8+细胞也有IL-10 mRNA的弱表达,说
明OX76+CD8+细胞可能具有双重性, 也可能有

抑制排斥反应的作用 ,  使G V H R不至于过于

强烈.
微嵌合是在受体体内供者造血干细胞的低

水平存在, 这些造血干细胞分化形成的供者白

细胞谱系可引起有限的移植物抗宿主反应, 这
可以部分抵消受体的排斥反应[19]. 双向移植排

斥理论即器官移植复流后, 发生细胞移动, 移
植物中的过客细胞进入受体体内分布于全身组

织, 受者的白细胞也进入移植物, 在免疫抑制剂

的作用下, 双方均无法消灭对方而共存. 本研究

也证明了免疫耐受时微嵌合的存在. 移植肝对

受者的免疫系统也会产生反作用, 包括抑制受

者细胞毒T淋巴细胞(CTL)及清除CTL. 正是这

种受者与供者之间的攻击与反攻击达到平衡状

态, 才是出现免疫耐受的一个重要原因. 本研

究预先增强供肝对受体的免疫活性, 即增强供

体T细胞的活性, 确实抑制了肝移植免疫排斥反

应.有关机理有待进一步研究, 供体肝免疫活性

增强,实验组肝内发现大量供体来源的CD4+及

CD8+T淋巴细胞, 而受体脾内T淋巴细胞中供体

来源的CD4+及CD8+细胞的比例实验组与对照

组无显著差, 诱导了有限的GVHR, 可能是这种

肝移植免疫排斥反应抑制的机制. 我们也曾在

实验中增加门静脉输血次数, 即移植前2 wk及
1 wk分别给供体经门静脉输受体血1 mL, 没能

再显著延长异系大鼠肝移植生存时间. 另外, 在
移植物迁移到受体的细胞中, 树突状细胞是主

要的, 树突状细胞起源于骨髓, 其作用是捕捉抗

原并将其信息表达给T细胞或B细胞, 使之产生

免疫效应[20-21]. Thomson et al研究证明肝脏源性

的树突状细胞的重要特性就是在活体内能迁移

至外周淋巴组织的T细胞依赖区[22-23]. 有关树突

状细胞在这种肝移植免疫排斥反应抑制中的作

用有待于进一步研究. 
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