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外周血T细胞亚群与大鼠原位肝移植排斥反应的关系

林拥华, 江 艺, 章宝燕, 李新丰, 洪本祖, 王 伟

®

■背景资料
自1963年Starzl教
授成功施行第一
例人类肝脏移植
以来, 肝移植已成
为终末期肝病及
急性肝功能衰竭
的有效治疗手段. 
然而, 术后排斥反
应仍然是影响受
体生存的一大障
碍. 同种异体移植
排斥反应本质上
是对白细胞抗原
不相容而引起的
依 赖 于 以 T 淋 巴
细胞为主的免疫
反应. T细胞可分
为多个亚型, 分泌
不同细胞因子, 在
免疫反应过程中
发挥不同作用. 因
此, 检测肝移植受
体外周血T淋巴细
胞亚群及其分泌
的细胞因子水平
的变化, 可以监测
移植后排斥反应
的发生.
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Abstract
AIM: To investigate the changes of CD4+/CD8+ 
T-lymphocyte subsets in peripheral blood in rats 
after liver transplantation, and to evaluate their 
effect on acute rejection. 

METHODS: Inbred DA and Lewis rats were ran-
domly divided into three groups: a liver isograft 
group (group I: Lewis → Lewis, n = 12), a liver 

allograft group (A group: DA → Lewis, n = 12), 
and a sham-operated group (group C: Lewis 
rats, n = 12). Modified "two-cuff technique" 
was used to perform rat orthotopic liver trans-
plantation. Survival rates at 1 and 2 wk were 
computed. Histological changes of graft and the 
changes of CD4+/CD8+ T-lymphocyte subsets 
in peripheral blood after transplantation were 
examined by HE staining and flow cytometry, 
respectively. 

RESULTS: One-week survival rates in group I 
and group A were 100% and 41.7%, respectively. 
Two-week survival rates were 75% and 8.3%, 
respectively (P < 0.05). Group A showed severe 
acute graft rejection 7 d after transplantation, 
but this did not occur in group I. The percent-
age of CD4+ T cells was significantly higher in 
group A than in group I and group C (P < 0.05). 
The percentage of CD8+ T cells was significantly 
lower in group I than in group A (P < 0.05). The 
ratio of CD4+/CD8+ T cells was significantly 
higher in group A than in group I and group C (P 
< 0.05). Serum levels of interferon-γ (IFN-γ) were 
markedly increased in group A, but decreased 
in groups I and C, while interleukin-10 (IL-10) 
showed an opposite trend. 

CONCLUSION: The changes of CD4+/CD8+ 
T-lymphocyte subsets in peripheral blood are 
closely related to rejection and tolerance after rat 
liver transplantation. CD4+ T cell proliferative ac-
tivity and the ratio of CD4+/CD8+ T cells induce 
acute rejection, and CD8+ T cell reduction may be 
one of the mechanisms of immune tolerance.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
诱导器官移植术
后受体产生免疫
耐 受 ,  是 当 前 移
植 医 学 研 究 的
热 点 .  肝 脏 作 为
“ 免 疫 特 惠 器
官” ,  诱 导 免 疫
耐受更易实现. T
淋巴细胞亚群动
态平衡与器官移
植排斥反应关系
密 切 ,  寻 求 调 节
受 体 体 内 T 淋 巴
细胞亚群向有利
于产生免疫耐受
方向分化的有效
方法或分子生物
学技术是当前亟
待解决的问题.

摘要
目的: 观察大鼠肝移植术后外周血CD4+/CD8+ 

T细胞亚群比例的变化, 探讨其与移植后免疫
排斥反应的关系. 

方法: 近郊系大鼠随机分为同基因肝移植组I
组(Isograft组: Lewis→Lewis), 异基因肝移植
组A组(Allograft组: DA→Lewis), 每组12对大
鼠, 另设12只假手术Lewis大鼠作为正常对照
(C组). 假手术组仅打开腹腔后即缝合, 大鼠原
位肝移植模型的建立采用改良“二袖套法”. 
观察术后1、2 wk存活率, 移植肝病理组织学
改变和受体外周血CD4+/CD8+ T细胞亚群比例
的变化. 病理检查采用HE染色, 外周血CD4+/
CD8+ T细胞亚群比例的变化采用流式细胞术
检测. 

结果: I组和A组1 wk存活率分别是100.0%和
41.7%, 2 wk存活率分别是75%和8.3%(P<0.05). 
术后7 d, A组移植肝均呈现严重急性排斥反
应表现, 而I组移植肝未发现明显急性排斥反
应改变. 术后7 d流式细胞术检测结果显示: A
组外周血CD4+ T细胞亚群比例最高, 与I组比
较差异有统计学意义(P <0.05); CD8+ T细胞
亚群比例3组中I组最低, I组与C组、A组比
较差异均有统计学意义(P <0.05); CD4+/CD8+ 
T细胞比值A组最高, A组与I、C组比较差异
均有统计学意义(P <0.05). A组外周血中γ-干
扰素(interferon-γ, IFN-γ)水平最高、白介素
-10(interleukin-10, IL-10)水平最低, 与I、C组
比较差异均有统计学意义(P <0.05). 

结论: 外周血CD4+/CD8+ T细胞亚群的动态
平衡与大鼠肝移植免疫排斥反应及免疫耐受
的发生均密切相关, CD4+ T细胞增生活跃及
CD4+/CD8+ T细胞比值升高诱发急性排斥反
应, CD8+ T细胞分化减少可能是免疫耐受发
生的机制之一. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 肝移植急性排斥反应发生时, CD4+ T
细胞增生活跃, 比例升高; CD8+ T细胞比例降低, 
两者比值失调. 细胞因子γ-干扰素(interferon-γ)和
白介素-10(interleukin-10)可能在这个过程中发挥

一定作用. 动态检测患者外周血T细胞亚群的比

例变化及其分泌的细胞因子的改变, 可预测急性

排斥的发生及程度.
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0  引言

肝移植已成为终末期肝病及急性肝功能衰竭的

有效治疗方法, 然而术后排斥反应仍然是影响

受者生存的一大障碍[1], 因此早期识别移植肝排

斥反应的发生显得尤为重要. 临床器官移植排

斥反应本质上是由于供受体之间人类白细胞抗

原(human leucocyte antigen, HLA)不相容, 从而引

起依赖于T淋巴细胞的免疫反应[2]. 研究已表明, 
不同的CD4+ T细胞亚群与肾脏移植后慢性排斥

反应及长期保持移植肾功能正常关系密切[3]. T
淋巴细胞在移植免疫过程中的作用, 是通过其

不同亚群之间相互调节、相互制约实现的[4]. 因
此, 在受体肝移植后免疫应答过程中, 外周血T
淋巴细胞亚群及其分泌的各种细胞因子发生何

种变化? 与排斥反应关系如何? 本研究旨在初步

探明上述问题. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级♂DA、Lewis大鼠, 8-10周龄, 
体质量250-280 g, 受体体质量略大于供体; 购
自上海斯莱克实验动物有限责任公司[合格证: 
SCXK(沪)2007-0005]. ELISA试剂盒[大鼠γ-干
扰素(interferon-γ, IFN-γ)、白介素-10(interleu-
kin-10, IL-10)](上海西唐生物科技有限公司); 
FITC anti-rat CD3(1F4, IgM)及Isotype、FITC 
anti-rat CD8a(OX8, IgG1)及Isotype、FITC anti-
rat CD4(OX38, IgG2a)及Isotype(Biolegend); 
Ficoll、Percoll淋巴细胞分离液(Pharmacia); 噻
唑篮(Amersco); RMPI 1640(GIBCO). COUL-
TER EPICS XL型流式细胞仪(Beckman Coulter, 
USA); BIO-RAD伯乐酶标仪(Bio-Rad Laborato-
ries, USA). FLOW-COUNT荧光微球(Beckman 
Coulter, USA). 
1.2 方法

1.2.1 模型的建立: Lewis或DA大鼠作为供体, 
DA大鼠作为受体, 采用Kamada“二袖套法”[5], 
并结合自身经验加以改良, 建立大鼠原位肝移

植模型. 
1.2.2 动物分组: 采用同期随机分配原则, DA、

Lewis大鼠分别作为供受体, 分为3组, 每组12对
大鼠, 即n  = 12. 即同基因移植组I组(Isograft组: 
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■相关报道
研究表明, 骨髓移
植中, 受体CD4+/
CD8+ T比值上升
预示急性排斥反
应的发生; 二者比
值下降可能是诱
导免疫耐受发生
的原因之一. 国内
学者建立自发大
鼠肝移植自发耐
受模型, 监测受体
外周血T细胞亚群
变化, 亦观察到相
似结果.

Lewis→Lewis), 异基因移植组A组(Allograft组: 
DA→Lewis), 以及假手术组(Control组, C组), C
组仅打开腹腔后即缝合. 
1.2.3 检测指标: 观察术后1、2 wk存活率, 移植

肝组织学改变, 受体外周血CD4+/CD8+ T细胞

亚群比例的变化, 以及外周血细胞因子IFN-γ、
IL-10的表达情况. 移植肝组织病理学改变采用

HE染色检测; 外周血CD4+/CD8+ T细胞亚群比例

的变化采用流式细胞术检测; 细胞因子的检测

采用ELISA法(参照试剂盒说明操作). 
统计学处理 量化的统计数据以mean±SD

表示, 采用SPSS11.0软件进行. 组间均数比较采

用单因素方差分析, 率的比较采用χ2检验, P<0.05
为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 受体肝移植术后1 wk和2 wk的存活情况 I组
和A组1 wk存活率分别是100.0%和41.7%, 2 wk
存活率分别是75.0%和8.3%, 两者差异均有统计

学意义(P <0.05). 
2.2 病理学改变 光镜显示术后7 d, A组移植肝

均呈现严重急性排斥反应, 表现为: 大量炎性

细胞浸润汇管区, 并蔓延至周边肝组织, 可见

肝细胞变性、坏死; 移植肝胆管炎症显著, 内

皮细胞坏死、崩解, 部分胆管消失; 中央静脉

内皮下大量淋巴细胞浸润, 炎症累及邻近肝实

质. 而I组移植肝未发现明显急性排斥反应改变

(图1).
2.3 T淋巴细胞亚群比例及其比值 术后7 d流式

细胞术检测结果显示: A、I、C组外周血CD4+ 
T细胞亚群分别为45.35%±3.13%、34.55%±

2.09%和34.15%±2.89%, A组与I组比较差异有

统计学意义(P <0.05)(图2). CD8+ T细胞亚群分别

为25.10%±3.06%、21.10%±3.20%、24.30%±

2.48%, I组与A组、C组比较差异均有统计学意

义(P <0.05)(图3). CD4+/CD8+ T细胞分别为1.81±
0.20、1.61±0.07、1.41±0.15, A组与I组比较差

异有统计学意义(P <0.05), A组与C组比较差异有

统计学意义(P <0.05)(图4). 提示同种异基因大鼠

肝移植术后, CD4+ T细胞的比例随着排斥反应

的加重而升高, CD8+ T细胞比例改变情况则相

反, 两者比值升高. 
2.4 细胞因子IFN-γ、IL-10水平检测 术后7 d 
ELISA法检测结果显示: A、I、C组外周血IFN-γ
分别为: 617.63 ng/mL±14.40 ng/mL、142.71 
ng/mL±18.73 ng/mL、82.69 ng/mL±5.10 ng/
mL, A组与I组比较差异有统计学意义(P <0.05); 
A、I、C组外周血IL-10分别为: 60.49 pg/mL±
2.06 pg/mL、72.22 pg/mL±3.52 pg/mL、114.93 
pg/mL±9.19 pg/mL, A组与I组比较差异有显著

统计学意义(P <0.01). 提示在发生重度排斥反应

时, 分泌IL-10的CD8+ T(Th2)细胞功能下降. 

3  讨论

研究显示, 近交系大鼠肝移植模型是理想的大

鼠肝移植急性排斥反应模型, 其具有排斥反应

典型、稳定、可重复性好的特点, 排斥反应呈

进行性加重, 一般发生于术后5-7 d[6,7]. 本研究采

用近交系DA→Lewis大鼠建立同种异基因(A组)
肝移植模型, 可产生稳定的移植肝急性排斥反

应, 所有受体移植后7 d病理显示移植肝均呈重

度排斥反应, 术后14 d大部分受体已死亡. 而同

种同基因(I组)移植肝病理检测未发现明显急性

排斥反应改变, 大部分受体术后14 d仍存活. 近
交系大鼠之间, 具有不完全匹配的MHC基因, 其
所编码的抗原不同, 供受体移植后, 供体内抗原

激活受体内免疫系统, 诱导一系列免疫反应发

生, 包括T细胞活化、增殖、分泌各种不同细胞

因子, B细胞成熟并产生抗体, 单核吞噬细胞、

树实状细胞等抗原递呈细胞的趋化、成熟、递

A

B

图  1  不同基因组合大鼠肝移植模型术后7 d移植肝的病理
学改变. A: I组(同基因移植组)术后7 d肝小叶汇管区少量淋

巴细胞浸润, 无明显排斥反应(HE×200); B: A组(异基因移

植组)术后7 d肝小叶汇管区严重破坏, 大量淋巴细胞浸润, 呈

重度排斥反应改变(HE×400).
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■创新盘点
本 研 究 采 用 近
交 系 大 鼠 D A 、
Lewis建立肝移植
模型, 排斥反应典
型、稳定、可重
复 性 好 ,  采 用 的
模型更加接近肝
移植排斥反应的
真 实 情 况 .  应 用
流式细胞技术、
ELISA法, 监测T
细胞亚群的比例, 
同时监测以其为
主要分泌来源的
细胞因子的变化, 
结合其病理表现, 
研究方法多样, 结
果更加有说服力.

图  3  各组外周血CD8+ T细胞比例比较. A: 异基因移植组; B: 同基因移植组; C: 假手术组; D: 3组外周血CD8+ T细胞比例(A: 

异基因移植组; I: 同基因移植组; C: 假手术组. aP<0.05 vs  A组; cP<0.05 vs  C组).
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图  2  各组外周血CD4+ T细胞比例比较. A: 异基因移植组; B: 同基因移植组; C: 假手术组; D: 3组外周血CD4+ T细胞比例(A: 

异基因移植组; I: 同基因移植组; C: 假手术组. aP<0.05 vs  A组). 
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呈抗原等, 从而促进急性排斥反应的发生[8]. 
T淋巴细胞介导的免疫反应是器官移植排

斥反应的主要机制[2]. 研究表明, 机体内正常免

疫应答维持的原因之一, 是通过T淋巴细胞亚群

比例之间保持动态平衡来实现的. 不同亚群T细
胞占外周血T淋巴细胞总数的比例是相对稳定

的: CD4+ T淋巴细胞约占外周血CD3+ T淋巴细

胞总数的65%, CD8+ T淋巴细胞约占35%; 正常状

态下, 二者之间的比值介于1.7-2.0之间, 比值下降

时常提示机体的免疫功能受损或缺陷[9,10]. 研究发

现, 器官移植免疫排斥反应过程中, CD4+/CD8+ 
T比值上升与急性排斥反应有关; 二者比值下降

可能是诱导免疫耐受发生的原因之一[11,12]. 本研

究结果显示, 术后7 d, 异基因移植组(A组)CD4+ 
T细胞比例最高, 同基因移植组(I组)与对照组

(C组)差别不大; A组CD4+ T细胞与CD8+ T细胞

比值最大, 发生重度排斥反应, 两者一致. T细胞

还通过分泌不同的细胞因子来发挥其免疫调节

作用. 主要有两类细胞Th1(CD4+)和Th2(CD8+). 
由T h1细胞分泌的细胞因子主要包括I L-2、
IFN-γ、肿瘤坏死因子β, 参与细胞免疫的发生发

展; 由Th2细胞分泌的细胞因子主要包括IL-4、
5、6、10、13, 参与B淋巴细胞的激活过程, 介
导体液免疫. Th1细胞和Th2细胞通过分泌不同

细胞因子在T细胞的增殖过程中相互抑制: 其中, 
IFN-γ可抑制Th2细胞的分化和功能, IL-10可抑

制Th1细胞的分化和功能, 从而在维持机体T细
胞比例稳定过程中发挥一定作用[13-15]. 本研究结

果显示, 术后7 d, 异基因移植组(A组)IFN-γ水平

最高、IL-10水平最低, 同基因移植组(I组)与对

照组(C组)差别不大, 说明排斥反应发生时, Th1
细胞分化活跃, 证实了Th1细胞在排斥反应中的

作用. 应该说明的是, 随着分子生物学技术的发

展, 越来越多的特殊类型的T细胞亚型被发现在

器官移植免疫过程中发挥着重要作用. 如浦立

勇等[16]研究发现, CD4+CD25+调节性T细胞可以

明显减轻大鼠肝脏移植的急性排斥反应, 延长

生存期. 体内尚有其他免疫细胞参与分泌各种

活性细胞因子. 这些都值得我们更广泛深入的

研究. 然而, 目前临床上CD4+与CD8+ T细胞的检

测技术无疑是最成熟而简便易行的.
总之, 移植肝急性排斥反应发生时, CD4+ T

细胞增生活跃, 并通过分泌IFN-γ, 抑制CD8+ T细
胞的分化及分泌功能, 从而导致CD4+/CD8+ T细
胞比值升高; 而CD8+ T细胞分化减少可能是诱

导免疫耐受发生的机制之一. 临床实践中, 检测

患者外周血T细胞亚群的比例变化及由其主要

分泌的细胞因子的改变, 可预测急性排斥的发

生及程度, 并成为治疗的策略之一. 
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《世界华人消化杂志》 再次入选 《中文核心期刊要目总览》  
(  2011 年版 )

本刊讯 依据文献计量学的原理和方法, 经研究人员对相关文献的检索、计算和分析, 以及学科专家评审, 《世

界华人消化杂志》再次入选《中文核心期刊要目总览》2011年版(即第六版)核心期刊. 

对于核心期刊的评价仍采用定量评价和定性评审相结合的方法. 定量评价指标体系采用了被索量、被摘

量、被引量、他引量、被摘率、影响因子、被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评

价指标, 选作评价指标统计源的数据库及文摘刊物达到60余种, 统计到的文献数量共计221177余万篇次, 涉及

期刊14400余种. 参加核心期刊评审的学科专家达8200多位. 经过定量筛选和专家定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1982种核心期刊. 

《世界华人消化杂志》在编委、作者和读者的支持下, 期刊学术水平稳步提升, 编校质量稳定, 再次被

北京大学图书馆《中文核心期刊要目总览》(2011年版)收录. 在此, 向关心、支持《世界华人消化杂志》的编

委、作者和读者, 表示衷心的感谢! (《世界华人消化杂志》编辑部)


