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Abstract
AIM: To discuss the effect of omega-3 fatty 
acid on liver function, receiver’s immunologic 
function and acute rejection following orthotopic 
liver transplantation in rats.

METHODS: Orthotopic liver transplantation us-
ing two-cuff technique from BN (RT1n) to Lewis 
(RT1l) was performed in 18 rats. After transplan-
tation, the internal jugular vein tube was cath-
eterized and the solution was given through a 
micro-pump. Normal saline was given to the NS 
group (n = 6), parenteral nutrition to PN group 
(n = 6), and parenteral nutrition + Omega-3 fatty 
acid to OM group (n = 6). At 7th day, the liver 
function, levels of cytokines (IL-2, IL-4, IL-10, 
γ-IFN) and pathological changes of the liver 
were observed. The percentage of CD4+, CD8+, 
CD4+CD25+ and CD8+CD28- T lymphocytes were 
analyzed using flow-cytometry.

RESULTS: There were no significant differences 
among NS, PN and OM groups in liver func-
tion. In OM group, the CD4+, CD8+, CD4+CD25+ 
and CD8+CD28- T lymphocytes were signifi-
cantly decreased, compared with NS group and 
PN group (26.86% ± 1.60% vs 31.32% ± 5.92%, 
32.87% ± 2.744%; 28.65% ± 1.40% vs 30.08% ± 
1.37%, 30.64% ± 1.47%; 3.89% ± 0.20% vs 4.75% ± 
0.46%, 5.27% ± 0.20%; 13.31% ± 2.06% vs 22.08% 
± 3.81%, 21.00% ± 3.46%, all P < 0.05). The ratio 
of CD4+/CD8+ of OM group was significantly 
decreased, compared with the other two groups 
(0.94 ± 0.001 vs 1.04 ± 0.01, 1.07 ± 0.001, P < 0.05). 
The levels of IL-2 and γ-IFN of OM group were 
significantly elevated, compared with NS group 
and PN group (20.17 ± 2.87 ng/L vs 35.47 ± 8.94 
ng/L, 35.92 ± 3.31 g/L, 2.12 ± 0.84 ng/L vs 28.30 
± 6.25 ng/L, 28.38 ± 11.07 ng/L, all P < 0.05). The 
pathology examination showed that the rejection 
activity index (RAI) of OM group were signifi-
cantly decreased, compared with PN group or 
NS group (P < 0.05).

CONCLUSION: Omega-3 fatty acid decreases 
the secretion of IL-2 and γ-IFN, inhibits the T 
lymphocytes, especially the help T lymphocytes, 
and alleviates the acute rejection. 
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摘要
目的: 探讨大鼠肝移植术后应用ω-3多不饱和
脂肪酸对移植肝脏功能、受体免疫功能、急
性排斥反应的影响. 

方法: 二袖套法大鼠肝移植18例, 术后颈内静
脉插管, 微量泵匀速输注液体. 盐水NS组(n  = 
6)输注生理盐水, 肠外营养PN组(n  = 6)输注营
养液, 脂肪酸OM组(n  = 6)输注营养液+ω-3脂
肪乳. 术后第7天, 留取肝组织标本病理检查, 
取血清检测生化指标及IL-2、IL-4、IL-10、
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■背景资料
在大鼠心脏移植
中, ω-3脂肪酸可
使移植受体排斥
反应减轻、延长
受体存活时间及
免疫抑制剂不良
反应方面得以改
善. 本研究通过给
肝移植大鼠静脉
输注ω -3脂肪酸 , 
观察ω-3脂肪酸对
肝脏功能、受体
免疫功能、急性
排斥反应的影响.

■同行评议者
黄志勇 ,  副教授 , 
华中科技大学同
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γ-IFN等细胞因子含量, 余血清检测生化指标, 
流式细胞检测CD4+、CD8+、CD4+CD25+ T细
胞和CD8+CD28- T细胞.  

结果: 各组生化结果比较无统计学意义. 与
N S组和P N组比较 ,  O M组C D4+、C D8+、

C D4+C D25+和C D8+C D28- T细胞含量下降
(26.86%±1.60% vs  31.32%±5.92%, 32.87%
±2.744%; 28.65%±1.40% v s  30.08%±

1.37%, 30.64%±1.47%; 3.89%±0.20% vs  
4.75%±0.46%, 5.27%±0.20%; 13.31%±

2.06% vs  22.08%±3.81%, 21.00%±3.46%, 
均P <0.05). OM组CD4+/CD8+与NS组和PN组
比较下降有差异(0.94±0.001 vs  1.04±0.01, 
1.07±0.001, 均P <0.05). OM组IL-2、γ-IFN含
量与NS组和PN组比较下降(20.17±2.87 ng/L 
vs  35.47±8.94 ng/L, 35.92±3.31 ng/L, 2.12±
0.84 ng/L vs  28.30±6.25 ng/L, 28.38±11.07 
ng/L, 均P <0.05). 病理学检查移植肝排斥反应
强度(RAI)评分OM组与PN组、NS组比较下
降有差异(均P <0.05).

结论: 静脉输注ω-3多不饱和脂肪酸可以通过
抑制IL-2和γ-IFN, 抑制T淋巴细胞, 更显著的
降低CD4+辅助性T细胞比例, 减轻排斥反应. 

关键词: 肝移植; ω-3脂肪酸; 器官排斥; T淋巴细胞; 
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0  引言

脂肪酸是人体必须营养素, 具有广泛而重要的

生物功能, 其中多不饱和脂肪酸, 尤其是ω-3多
不饱和脂肪酸(ω-3 polyunsaturaed fatty acids, 
ω-3 PUFAs)可通过多种机制影响免疫细胞的功

能, 对机体免疫功能有较强的调节作用, 对免疫

性疾病和炎性疾病具有治疗作用. 已经发现鱼

油对心血管、肝脏、肾脏等组织器官具有保护

作用[1-2]. 在大鼠心脏移植中, ω-3脂肪酸可使移

植受体排斥反应减轻、延长受体存活时间及免

疫抑制剂不良反应方面得以改善[3]. 本研究通过

给肝移植大鼠静脉输注ω-3脂肪酸, 观察ω-3脂
肪酸对肝脏功能、受体免疫功能、急性排斥反

应的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 选用近交系健康雄性BN(RT1n)大鼠作为供
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体, Lewis(RT1l)大鼠为受体, 体质量200-300 g, 供、

受体体质量相仿, 购自北京维通利华公司. 美
国BD公司FACS Calibur流式细胞仪, 瑞士Tecan 
SUNRISE酶标仪, 德国Perfusor secura FT, B. 
Braun Melsunge AG微量输液泵. 20%力能中长

链脂肪乳(250 mL含大豆油25 g、中链甘油三

酸酯25 g、卵磷脂3 g)、8.5%乐凡命(18AA-Ⅱ, 
氨基酸含量为85 g/L)、水乐维他、安达美、

维他利匹特和尤文ω-3鱼油脂肪乳注射液为华

瑞制药公司产品. 抗大鼠CD4、CD25、CD8、
CD28荧光抗体购自BD公司. 大鼠IL-2、IL-4、
IL-10、γ-IFN定量酶联检测试剂盒购自上海森

雄科技实业有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 分组及给药: 大鼠术前测质量, 原位肝移植

手术方法参照Kamada et al [4]的二袖套法肝移植

方法. 大鼠采用随机数字表法分3组, 肝移植后

6 h颈内静脉插管, 微量泵匀速输注液体. 生理盐

水NS组(n  = 6)输注生理盐水, 速度8.9 mL/(kg·h), 
不禁食. 肠外营养PN组(n  = 6)术后禁食水, 输注

PN液, 速度8.9 mL/(kg·h), PN液配置参照马正伟 
et al [5]的方法, PN液提供非蛋白热量为741.8 kJ/
(kg·d), 氮量1.5 g/(kg·d), 非蛋白热量∶氮 = 494.5 
kJ∶1 g, 糖脂供能比6∶4. 脂肪酸OM组(n  = 6)
术后禁食水, 输注PN和ω-3脂肪乳液2 mL/(kg·d). 
因血管吻合口出血、气栓、血栓及静脉插管并

发症等技术原因而死亡的, 不进入实验. 
1.2.2 肝脏病理观察: 每组术后7 d输液停止6 h
后测体质量, 大鼠麻醉后剖腹, 留取肝组织标本. 
用100 g/L甲醛溶液固定, 石蜡包埋, 切片厚度

为3-4 μm, HE染色, 光镜下观察. 按Banff分级法

计算移植肝排斥反应强度计分(rejection activity 
index, RAI)[6]. 
1.2.3 流式细胞检测T细胞亚群: 腹主动脉取血

0.5 mL, EDTA抗凝. CD4+、CD8+、CD4+CD25+

和CD8+CD28- T细胞测定: 取专用试管3支, 分
别加入IgG-FITC、IgG-PE、CD25-PE、CD4-
FITC、CD28-PE、CD8-FITC各2 μL, 立即加入

EDTA抗凝血100 μL并充分混匀后, 室温(20℃
-25℃)避光放置15 min, 每管加溶血剂2 mL, 充
分混匀后, 室温(20℃-25℃)避光放置10 min, 
1200 r/min离心5 min弃上清液, 用PBS洗涤2次
后, 加入含10 g/L多聚甲醛的PBS 250 μL(4℃)
待测, 1 wk内用流式细胞仪检测. 采用CellQuest
软件获取数据和分析, 全淋巴细胞门, 分析门

内CD4+CD25+、CD8+CD28-细胞亚群, 结果以

www.wjgnet.com

■相关报道
Ogita et al 术前给
予受体大鼠ω-3脂
肪酸饮食, 第19天
行小肠移植, 术后
发现受体IL-1β、
TNF和 IL-2表达
水 平 较 对 照 组
降低. Schmöcker  
et al发现在小鼠化
学性肝损伤时, 给
予ω-3脂肪酸可以
抑制TNF-α、IL-
1β、γ-IFN和IL-6
的表达, 从而抑制
炎症反应.
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CD4+、CD8+、CD4+CD25+、CD8+CD28-细胞分

别占淋巴细胞的百分率来表示. 
1.2.4 血清学指标检测: 腹主动脉取血6-8 mL, 
4℃ 3000 r/min离心10 min, 取上清置于-80℃冰

箱保存待测. 用双抗体夹心ABC-ELISA法测定

血清IL-2、IL-4、IL-10、γ-IFN含量. 余血清检

测生化指标.
统计学处理 本组数据以mean±SD表示, 组

间比较采用t检验, 所有统计采用SPSS11.0计算

机统计软件进行数据分析.

2  结果

2.1 体质量 术后7 d输液停止6 h后测体质量, 体
质量NS组平均降低59±39.9 g, PN组平均增长

10.5±4.7 g, OM组平均增长6.5±5.9 g. NS组与

PN组、OM组相比下降有差异(P <0.05). PN与

OM组比较, 没有差异(P >0.05). 
2.2 生化指标水平 ALT在NS组为65.00±24.26 
U/L, PN组47.50±33.23 U/L, OM组37.33±1.53 
U/L; AST在NS组为201.33±89.91 U/L, PN组

303.50±229.80 U/L, OM组174.33±61.33 U/L; 
TBIL在NS组为1.03±0.15 μmol/L, PN组0.85±
0.07 μmol/L, OM组0.87±0.15 μmol/L. 各组生化

结果比较没有差异(P >0.05). 
2.3 T细胞亚群含量 OM组CD4+、CD8+、CD4+ 

CD25+和CD8+CD28- T细胞与NS组比较下降

有差异(26.86%±1.60% vs  31.32%±5.92%, 
28.65%±1.40% vs  30.08%±1.37%, 3.89%±

0.20% vs  4.75%±0.46%, 13.31%±2.06% vs  

22.08%±3.81%, 均P <0.05), 与PN组比较下降

有差异(26.86%±1.60% vs  32.87%±2.744%, 
28.65%±1.40% vs  30.64%±1.47%, 3.89%±

0.20% vs  5.27%±0.20%, 13.31%±2.06% vs  
21.00%±3.46%, 均P <0.05). OM组CD4+/CD8+比

NS组和PN组降低有差异(0.94±0.001 vs  1.04±
0.01, 1.07±0.001, 均P<0.05, 表1).
2.4 细胞因子 OM组IL-2、γ-IFN与NS组比较下

降有差异(20.17±2.87 ng/L vs  35.47±8.94 ng/L, 
2.12±0.84 ng/L vs  28.30±6.25 ng/L, 均P <0.05), 
与PN组比较下降有差异(20.17±2.87 ng/L vs  
35.92±3.31 ng/L, 2.12±0.84 ng/L vs  28.38±
11.07 ng/L, 均P <0.05). OM组IL-4、IL-10与NS
组、PN组比较降低没有差异(P >0.05, 表2). 
2.5 病理评分 NS组RAI评分为7.17±0.98分, PN
组RAI评分为6.17±0.75分, OM组RAI评分为

4.33±0.52分, OM组与PN组、NS组比较排斥反

应减轻有差异(P <0.05, 图1). 

3  讨论

肝移植术后排斥反应是一个以细胞免疫为主的

复杂病理生理过程, T淋巴细胞在诱发肝移植术

后排斥反应及诱导肝移植免疫耐受方面有着十

分重要的作用. T淋巴细胞按其功能可分为多

个亚群, 主要有CD4+辅助性T细胞(help T cell, 
Th)、CD8+杀伤性T细胞(cytotoxic T lymphocyte, 
CTL)、抑制性T细胞(suppressor T cell, Ts)和调

节性T细胞(regulatory T cell, Treg). Th细胞分

为Th1和Th2细胞. Th1细胞分泌IL-2、γ-IFN等

表  1  T细胞亚群含量 (%)

     
分组	          CD4+		         CD8+		   CD4+CD25+	  CD8+CD28-

NS组	 31.32±5.92	 30.08±1.37	 4.75±0.46	 22.08±3.81

PN组	 32.87±2.744	 30.64±1.47	 5.27±0.20	 21.00±3.46

OM组	 26.86±1.60a	 28.65±1.40a	 3.89±0.20a	 13.31±2.06a

aP<0.05 vs  其他各组同一T细胞亚群.

表  2  三组血清IL-2、IL-4、IL-10、γ-IFN含量 (ng/L)

     
分组	          IL-2		          IL-4		            IL-10	        γ-IFN

NS组	 35.47±8.94	 43.45±10.10	 125.73±28.57	 28.30±6.25

PN组	 35.92±3.31	 41.53±3.37	 127.29±5.23	 28.38±11.07

OM组	 20.17±2.87a	 31.74±5.09	 122.03±36.00	   2.12±0.84a

aP<0.05 vs  同组其他指标.

■应用要点
ω-3 PUFAs对多
种免疫细胞具有
抑制作用, 使其在
移植免疫治疗中
具有较好的应用
前景.
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细胞因子, 移植后IL-2、γ-IFN水平的升高是与

急性排斥反应密切相关[7-8]. Th2细胞主要分泌

IL-4、IL-10等细胞因子, 可以诱导特异性细胞

免疫耐受[9-10]. Treg为CD4+CD25+ T细胞, 他可

以抑制效应性T细胞的增殖及其细胞因子和抗

体的产生, 发挥免疫调节作用[11]. CTL可以通过

释放颗粒酶、穿孔素和Fas/FasL途径诱导细胞

凋亡, 特异性直接杀伤靶细胞, 参与急性排斥反 
应[12]. CD8+CD28- Ts细胞可以抑制抗原呈递细胞

的活化, 对活化的CD4+ T细胞进行了抑制, 从而

诱导免疫耐受的形成. Liu et al [13]在研究大鼠肝

移植急性排斥反应过程中, 给急性排斥大鼠输

注CD8+CD28- TS细胞可以显著抑制肝脏急性排

斥反应. 
近期的研究发现, ω-3 PUFAs对多种免疫

细胞具有抑制作用, 使其在移植免疫治疗中具

有较好的应用前景. ω-3脂肪酸影响免疫细胞功

能的机制包括: ω-3脂肪酸能置换细胞膜磷脂中

的花生四烯酸, 竞争环氧合酶和脂氧合酶从而

减少来源于花生四烯酸的炎性介质, 减轻炎症

反应. ω-3脂肪酸也可通过改变细胞膜磷脂脂肪

酸构成来影响细胞膜流动性及膜上相关信号分

子、酶、受体的功能, 从而改变信号传导过程. 
此外通过影响酶或细胞因子的基因表达、抑制

促炎症因子产生、调节黏附分子表达来调节免

疫功能[14]. 
实验证实ω-3脂肪酸可以在体内、体外抑

制多种细胞因子的表达. Ogita et al [15]术前给予

受体大鼠ω-3脂肪酸饮食, 第19天行小肠移植, 
术后发现受体IL-1β、TNF和IL-2表达水平较

对照组降低. Schmöcker et al [16]发现在小鼠化学

性肝损伤时, 给予ω-3脂肪酸可以抑制TNF-α、
IL-1β、γ-IFN和IL-6的表达, 从而抑制炎症反应. 
Alexander et al [17]总结在体内、体外, 鱼油可以

抑制IL-2、IL-4、IL-10、γ-IFN的分泌. 但也有

人发现, 鱼油喂养的小鼠脾细胞在有丝分裂原

刺激时较对照组γ-IFN分泌显著减少, IL-4分泌

减少但没有统计学差异[18]. 我们的研究也发现

肝移植术后给予输注ω-3脂肪酸, 细胞因子IL-2
和γ-IFN分泌较NS组和PN组显著降低, 而细胞因

子IL-4和IL-10分泌较NS组和PN组降低, 但没有

统计学意义. 说明ω-3脂肪酸可以抑制移植术后

Th1细胞因子IL-2和γ-IFN的分泌. 
Grimm et al在大鼠心脏移植中, 实验组给

予鱼油(富含ω-3脂肪酸)强化的脂肪乳剂, 而不

进行免疫抑制剂干预[19-20]. 结果显示, 实验组移

植物存活时间显著延长, 与急性排斥反应密切

相关的IL-6明显减少, 外周血T细胞数显著下降, 
免疫组织化学发现, 移植物内多形核中性粒细

胞、巨噬细胞、NK细胞、T细胞及B细胞的浸

润下降了50%以上. 他们认为给予鱼油后, 特异

性免疫细胞的活化以及向移植物内的浸润和增

殖明显受抑制, 这可以用体内细胞因子的产生

减少来解释, 而这些细胞数的下降反过来又使

细胞因子的产生进一步减少. 同样的结果也见

于大鼠肾脏移植, Kort et al [21]发现肾脏移植后早

期口服鱼油, 可以改善移植肾功能、降低排斥

死亡率. 在临床肾移植中, van der Heide et al [22]

给肾移植术后患者口服鱼油1年, 环孢霉素A剂

量与对照组相同, 发现鱼油组急性排斥发生率

降低, 1年存活率延长. 我们的组织病理学显示, 
给予ω-3脂肪酸后OM组排斥反应较对照NS组
和PN组减轻, 但不能完全逆转排斥反应. 同时

我们发现, OM组CD4+、CD8+、CD4+CD25+和

CD8+CD28- T细胞与对照NS组、PN组比较均显

著降低, 说明ω-3脂肪酸可以明显抑制移植术后

外周血T淋巴细胞各亚群, 这可能与IL-2分泌受

抑制有关. 而实验OM组CD4+/CD8+下降显著, 表
明ω-3脂肪酸对CD4+ Th细胞亚群抑制更明显, 
进一步减少IL-2、γ-IFN分泌, 抑制T淋巴细胞的

增殖、活化, 从而减轻了对靶器官的杀伤, 起到

减轻排斥反应的作用. 而TS和Treg细胞与ω-3脂

图  1  移植后第7天, PN组与OM组肝脏病理变化(HE×100). A: PN组大量淋巴细胞浸润至小叶区并伴有肝实质细胞的大片坏

死; B: PN组静脉内皮炎和胆管内皮炎; C: OM组汇管区少量淋巴细胞浸润; D: OM组肝组织结构形态完好与正常大鼠的肝

脏形态结构基本接近.

A B C D■同行评价
本研究实验手段
和技术路线设计
合理 ,  结果可靠 , 
为ω - 3 多 不 饱 和
脂肪酸的临床应
用范围提供理论
基础和实验依据, 
具有指导和参考
价值.
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肪酸减轻大鼠肝移植排斥反应的效应无关. 
我们的研究中也发现, 与PN组、OM组相

比, NS组大鼠术后体质量减轻较明显, 与肝移植

术后, 大鼠进食较差, 而肠外营养可以很好补充

营养, PN组、OM组大鼠术后体质量增加明显. 
ω-3脂肪酸对术后生化指标没有显著影响. 

ω-3 PUFAs不仅可以作为营养支持物质提

供能量, 而且他可以通过抑制Th1类细胞因子

IL-2和γ-IFN, 抑制T淋巴细胞亚群, 更显著地降

低Th细胞比例, 减轻排斥反应. ω-3 PUFAs目前

已经开始在临床移植中研究和使用. 可以预见, 
ω-3 PUFAs在器官移植中将有广泛的应用前景.
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