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Abstract
AIM: To investigate the combined effects 
of CD40L monoclonal antibody (mAb) and 
immature dendritic cells on donor-specific 
immune tolerance in rats undergoing small 
intestinal transplantation.  

METHODS: DDCs were collected from bone 
marrow progenitor cells of Wistar rats cultured 
with granulocyte macrophage colony stimulat-
ing factor (GM-CSF) and interleukin-4 (IL-4) 
in vitro. Seven days before transplantation of 
small intestine from Wistar donors, normal sa-
line (group A, n = 15), immature dendritic cells 
(group B, n = 15), and immature dendritic cell 

anti-CD40L monoclonal antibody (group C, n = 
15) were infused intravenously into SD recipient 
rats (n = 15), respectively. Small bowel trans-
plantation was performed and the survival time 
of recipients was observed (n = 6). Histopatho-
logical examination was evaluated, and serum 
IL-2, IL-10 and interferon-γ (INF-γ) levels were 
measured by enzyme-linked immunosorbent as-
say (ELISA) (n = 5) 

RESULTS: The survival time of recipients in 
group C was significantly longer than that in 
group A and group B (22.67 ± 7.09 d vs 7.17 ± 
1.47, 11.00 ± 2.61 d, P < 0.01). The degree of the 
inflammatory infiltrated cells and intestinal mu-
cosal structural destruction were significantly 
milder in group C. The concentration of serum 
IL-2 and INF-γ was much lower in group C than 
in group A and group B (IL-2: 225.4 ± 48.7 ng/L 
vs 374.1 ± 13.2, 353.6 ± 10.4 ng/L; INF-γ: 56.9 ± 2.6 
ng/L vs 229.2 ± 20.6, 125.4 ± 18.5 ng/L, P < 0.05). 
The concentration of serum IL-10 was obviously 
higher in group C than in group A and group B 
(186.4 ± 10.6 ng/L vs 91.7 ± 5.4, 162.2 ± 8.1 ng/L, 
P < 0.05). 

CONCLUSION: The pretreatment with im-
mature donor dendritic cells plus anti-CD40L 
mAb can induce immune tolerance and prolong 
small bowel allograft survival after transplanta-
tion.   

Key Words: Intestinal transplantation; Immature 
dendritic cell; CD40L monoclonal antibody; En-
zyme-linked immunosorbent assay; Histopathologi-
cal examination
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摘要
目的: 研究供体骨髓来源的未成熟树突状细
胞(imDC)联合CD40L mAb诱导大鼠小肠移植
免疫耐受.

www.wjgnet.com

®

■背景资料
小肠移植已经从
一个实验性研究
发展成肠衰竭患
者的可行治疗方
法之一. 但是其仍
面临着许多问题
和挑战. 诱导供者
特异性免疫耐受
被认为可能是最
终克服移植后排
斥的有效途径.

■同行评议者
戴朝六, 教授, 中
国医科大学第二
临床学院(盛京医
院)肝胆外科



方法: 体外培养供体大鼠树突状细胞(DC), 实
验动物分为3组, 受体于手术前分别预处理后
进行小肠移植. A组(n  = 15): 注射生理盐水; B
组(n  = 15): 注射供体来源的imDC; C组(n  = 
15): 同时注射供体来源的imDC+CD40L mAb. 
观察受体存活时间(n  = 6), 移植小肠病理学检
查, 用ELISA法检测受体血清IL-2、INF-γ和
IL-10水平(n  = 5).  

结果: C组受体动物存活时间明显长于A、

B两组, 统计学有显著差异(22.67±7.09 d vs  
7.17±1.47 d, 11.00±2.61 d, P <0.01), C组移
植小肠炎性细胞浸润、黏膜结构破坏程度、
血清IL-2、INF-γ水平均明显低于A、B组, 有
统计学差异(IL-2: 225.4±48.7 ng/L vs  374.1
±13.2 ng/L, 353.6±10.4 ng/L; INF-γ: 56.9
±2.6 ng/L vs  229.2±20.6, 125.4±18.5 ng/L, 
P <0.05), 血清IL-10水平C组明显高于A、B组, 
有统计学意义(186.4±10.6 ng/L vs  91.7±5.4, 
162.2±8.1 ng/L, P <0.05).   

结论: 联合应用CD40L mAb和imDC可抑制
小肠移植后的排斥反应, 诱导受体产生免疫 
耐受. 

关键词: 小肠移植; 未成熟树突状细胞; CD40L单克

隆抗体; 酶联免疫吸附实验; 病理学检查	
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0  引言

树突状细胞(DC)是分布广泛的抗原呈递细胞, 
具有极强的抗原呈递能力, 不仅能激活静息型

T细胞启动免疫排斥反应, 而且由于未成熟树

突状细胞(imDC)几乎不表达MHC抗原, 协同刺

激分子CD80和CD86极低, 可诱导T细胞的无能

或凋亡. 共刺激通路在T细胞激活和同种免疫

反应中的作用非常重要. CD40/CD40L是其中

两大经典途径之一, 在以往的器官移植实验中

他已成为研究免疫抑制的主要靶点[1-2]. 本研究

采用CD40L单抗阻断共刺激途径之一的CD40/
CD40L通路, 以期增强imDC在诱导大鼠小肠移

植免疫耐受中的作用, 并探讨移植后Th1、Th2
细胞因子IL-2、IL-10和INF-γ在其中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠和SD大鼠, 体质量200±
50 g, 清洁级, 购自中国科学院上海实验动物中
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心. 细胞培养基RPMI1640购自美国Gibco公司; 
胎牛血清购自澳大利亚Hyc lone公司; CD40L 
mAb、细胞因子rmGM-CSF、rmIL-4和IL-10 
E L I S A检测试剂盒购自美国R&D公司; 大鼠

IL-2, INF-γ ELISA检测试剂盒购自上海晶美生

物技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 大鼠骨髓来源DC的培养: 参照Son et al [3]

的方法, 稍作改动. 颈椎脱臼处死Wistar大鼠无

菌手术取出股骨和胫骨, 冲洗出骨髓细胞, 以
Tris-NH4Cl去红细胞, 不完全1640培养基洗涤2
次, 溶于完全1640培养基置于无菌培养皿中, 在
37℃孵箱中培养3 h, 收集非黏附细胞, 以6×105

个细胞/孔加入24孔板培养, 用含rmGM-CSF和
rmIL-4质量浓度各10 μg/L的DC培养液继续培

养, 隔天换液. 培养d 6为imDC, 流式细胞术进行

细胞表型分析. 
1.2.2 大鼠异位节段性小肠移植模型的建立及分
组: 参照Inoue et al [4]的方法, 将Wistar大鼠的小

肠(长度为15 cm)移植给SD大鼠, 术后受体置于

26-28℃环境中, 苏醒后即可进食固体颗粒饲料

和水. 随机分为3组(n  = 15).  A组: 阴性对照组, 
受体小肠移植术前7 d注射生理盐水; B组: 小肠

移植前7 d, 受体经阴茎背iv供体的imDC, 细胞数

为2×106个/只; C组: 小肠移植前7d, 受体经阴茎

背静脉注射供体的imDC, 细胞数为2×106个/只. 
同时ip CD40L mAb 200 μg/只. 
1.2.3 组织学分析: 于移植术后3、5、7和14 d, 4 
g/L戊巴比妥钠(40 mg/kg)腹腔麻醉后取大鼠移

植肠作常规HE染色组织学检查. 病理学检查参

照Wilson et al[7]排斥反应分级对小肠移植排斥反

应损伤的进行分级, 将排斥损伤分为轻、中、

重度. 
1.2.4 受体大鼠血清细胞因子检测: 移植术后第7
天, 取受体外周血离心后, ELISA法检测血清中

IL-2、IL-10和INF-γ水平, 按试剂盒说明书操作. 
统计学处理 数据以mean±SD表示, 统计学

分析采用方差分析检验各组细胞因子的水平差

异. 采用SNK检验进一步分析组间差异. 生存曲线

采用Log-rank检验. P<0.05认为差异具有显著性. 

2  结果

2.1 术后存活时间分析 B组平均存活时间分别为

11.00±2.61 d, 而A组术后生存率较低, 平均存活

时间分别仅为7.17±1.47 d; C组平均存活时间为

22.67±7.09 d, 显著延长受体大鼠小肠移植术后

存活时间. C组平均存活时间显著高于A、B两两

www.wjgnet.com

■研发前沿
未成熟树突状细
胞(imDC)在诱导
移植免疫耐受中
具有重要作用, 如
何抑制其成熟成
为目前研究的热
点.
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组(P <0.01, 图1). 
2.2 移植肠病理学检查 术后d 3开始, A、B和C组、B和C组组
黏膜固有层、黏膜下层和肌层均有炎性细胞浸

润, 浸润细胞主要为单核细胞和淋巴细胞. A、B、BB
组较C组浸润细胞明显增多, 可见小血管壁炎性

细胞浸润, 管腔内血栓形成, 黏膜变薄, 绒毛及

腺体隐窝变浅, 黏膜结构破坏, 随移植物的时间

的延长变化逐渐加剧. 术后7 d绒毛结构明显消

失, 黏膜部分脱落, 术后14 d黏膜几乎全部脱落, 
留下肌层变薄, 有局灶性溶解和纤维素样坏死. 
C组术后3-14 d仅有黏膜层肿胀, 绒毛腺体结构

和肌层破坏不明显. 
2.3 受体大鼠血清细胞因子检测 C组受体大鼠血

清IL-2质量浓度为显著低于A、B两组(225.4±、B两组(225.4±B两组(225.4±
48.7 ng/L vs  374.1±13.2 ng/L, 353.6±10.4 ng/L, 
P <0.05); C组受体大鼠血清INF-γ质量浓度为显

著低于A、B两组(56.9±2.6 ng/L、B两组(56.9±2.6 ng/LB两组(56.9±2.6 ng/L vs  229.2±20.6 
ng/L, 125.4±18.5 ng/L, P <0.05); 同时组C受体

大鼠血清IL-2质量浓度为显著高于A、B两组、B两组B两组

(186.4±10.6 ng/L vs  91.7±5.4 ng/L, 162.2±8.1 
ng/L, P <0.05).

3  讨论

小肠移植已经从一个实验性研究发展成肠衰竭

患者的可行治疗方法之一. 但是其仍面临着许

多问题和挑战. 诱导供者特异性免疫耐受被认

为可能是最终克服移植后排斥的有效途径[5-6]. 
在同种异体器官移植的排斥反应中, 受体T

细胞应答是机体对抗原产生免疫反应或耐受的

关键环节. 器官移植后, 通过受体T细胞直接或

间接自我识别途径, 被激活供体和受体来源的

DC细胞在移植排斥过程中扮演着重要的角色. 
DC递呈抗原表现为免疫激活还是免疫耐受取决

于DC的表型、功能和成熟状态. imDC表面缺乏

或低表达共刺激分子、黏附分子及MHC-Ⅱ类

分子, 不能激活T细胞, 具有明显的耐受原性[7]. 
研究显示CD4O-CD40L旁路在移植排斥过

程中也扮演重要的角色[8-9]. CD40-CD40L这种作

用可能由其作为T细胞的共刺激信号直接途径

或通过诱导B细胞表面CD80和CD86分子表达的

间接途径实现. Hancock et al [10]报道, CD40信号

通路在小鼠异位心脏移植模型中参与介导急性

排斥反应, 应用MRI短暂阻断CD40通路能延长

移植物存活时间. 但是单独使用CD40L mAb不
能有效影响T细胞因子和B7分子的表达. 

移植免疫的核心环节是T细胞的活化, 这包

括CD4+T细胞Th及CD8+的细胞毒性T细胞(Tc). 
Th产生大量的细胞因子, 如IL-2, IL-10和IFN-γ
等, 促进其他效应细胞活化并发挥功能, 而Tc可
直接杀伤靶细胞. 本实验检测了移植后d 7 IL-2, 
IL-10, IFN-γ变化. 结果发现移植后imDC+CD40L 
mAb组大鼠Th1细胞因子IL-2、IFN-γ明显降低, 
而Th2细胞因子IL-10明显升高, 与imDC组及对

照组比较差异有显著统计学意义(P <0.05). Th1
和Th2细胞均有Th0细胞分化而来. Th0细胞分泌

的细胞因子有IL-2, IL-10, IFN-γ等. 在Th0细胞分

化的初始阶段, 若加入Th2细胞因子如IL-10则抑

制Th0向Th1分化; 若加入Th1细胞因子如IL-2、
IFN-γ则抑制Th0向Th2分化. 在移植免疫应答中, 
一般认为Th1细胞因子(主要是IL-2和IFN-γ等)
参与介导排斥反应[11-12], 而Th2细胞因子(主要是

IL-4和IL-10等)[13-14]可拮抗Th1细胞并抑制CTL
细胞的功能, 从而诱导移植耐受. 机体在正常状

态下Th1和Th2细胞功能处于动态平衡, 当机体

受到异己抗原攻击时. Th1和Th2细胞中某一亚

群功能增强, 另一亚群功能减弱, Lib Lau称该

现象为“克隆转换”. 我们的研究结果显示在

imDC+CD40L mAb组Th1细胞因子IL-2、IFN-γ
明显降低, 而Th2细胞因子IL-10明显升高. 抑制

了Th1细胞活化, 从而抑制排斥的发生. Th1细胞

向Th2细胞的偏移在移植免疫耐受的形成中发

挥了重要的作用. 
本研究通过联合应用imDC和CD40L mAb, 

阻断imDC的CD40信号, 抑制imDC成熟, 以期增

强imDC诱导小肠移植的免疫耐受. 研究结果发

现: 联合使用imDC和CD40L mAb组与对照组和

imDC组相比能够显著延长移植物的存活时间

(P <0.01). 病理学检查结果可明显减轻同种异体

排斥反应的发生. 血清中IL-2和INF-γ浓度显著

降低. 同时血清中IL-10浓度明显升高. 其主要机

■相关报道
近年有报道骨髓
母细胞和CD40L
单抗可以诱导同
种异体移植物的
生存时间 ,  提示
CD40L单抗和来
源于骨髓母细胞
的imDC有可能在
移植免疫耐受上
有协同作用. 

■创新盘点
本实验从imDC与
细胞因子 IL-2、
IL-10和INF-γ关系
方面, 探讨其在免
疫耐受的机制.
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图  1  各组大鼠小肠移植术后生存曲线图(n  = 6). 
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■应用要点
对DC进行不同方
法的处理, 使之表
达免疫抑制性细
胞因子或分子, 其 
可降低移植受者
术后所需的免疫
抑制剂剂量, 减少
药物的毒副作用
发生率, 提高器官
移植的效果. 

制可能是阻断CD40信号, 抑制imDC的成熟, Th1
细胞因子减少, 免疫应答的微环境遭到破坏. 阻
断CD40信号, 这一免疫应答的机制不能启动, 从
而减轻宿主T细胞对移植物攻击. 但其具体机制

还很复杂, 需要进一步探讨.
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■同行评价
本文采用CD40L
单 抗 阻 断 共 刺
激 途 径 之 一 的
CD40/CD40L通
路, 以期增强供体
来源 ,  未成熟DC
在诱导大鼠小肠
移植免疫耐受中
的作用, 并探讨移
植后TH1, TH2等
细胞因子的作用, 
具有一定的价值, 
实验设计合理. 
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世界华人消化杂志标点符号用法

本刊讯 遵照国家标准GB/T 15834-1995标点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用黑圆点; 数字间的起止

号采用“-”字线, 并列的汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母

拼写词间改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿号、分

号、括号及书名号的后一半, 通常不用于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及书名号的前一半, 不宜用

于一行之末. 标点符号通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破折号应占两格; 英文连字符只占一个英文

字符的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示用大写, 波

纹线表示用黑体. (常务副总编辑: 张海宁 2008-03-08)


