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不同 '()%!*+, 表达条件下 -./0 细胞体内回输对小鼠
心脏移植免疫排斥反应的影响

! "

)#&

#$%&

)#(

#'()

)

#* +

)

（!1天津医科大学总医院普通外科，天津 &###$2；23天津港口医院外科，天津 &##*$+；&3天津市第三中心医院

肝胆外科4 天津 &##!5#）

RS (T!!"#$%&' '()6!*+, -./0()*+,-./0123456789:;<=> UVI?@AB -./0 ()C

DE*FGH>IJKLAMN&OP& -./0 '()6!*+,QR>ST/01234UVWXTYZ[W\] -./0[W'()6!*+,N

^[W'()6!*+, P^[> 34_`- -./0WabcdefWghAiWjkl*m - ()noW)-678) pjq1 9:;6!r9<6*r

9<6!5 QR>WXI()GH !#s_ '()6!*+,QRtuvwx=Cyz{^' '()%!*+,QR>`-_\] -./0[|}~cd�

!! >��N^[|}~cd� !& >�cd����WghAi��|!?#1#$��N^[��uv|!?#1#$��P^[|}~cd� 5 >�c

d����WghAi��|!?#1#$�W-@! ()��|2"1+A)235A��q1 9:;%! QR|!3!2)#3!!���|!?#3#$�>WYI*Fyz

{�ABOGH -./0()WC�� '()%!*+,;QR> `- -./0 uv��/01234��7�9:WN^[���yH�W

P^[���y��>

Z[\ '()%!*+,�^� -()�1234�-()no���7�9:

]^_`a )+!5 !bcde *

!"# $%%$&' (% )*#+, -./%0,.(/ 0/1$* 1.%%$*$/' 2.3 -4567 $89*$,,.(/ (/ '"$ .220/$ *$:#&'.(/ (% &7*1.7&

7;;(+*7%' ./ 2.&#

BC B,D0

!，2，8EF G(6H/D

!，&，IE;J KLM6N/(

!，O9 :/D0!

（!3 K/P,.Q'/DQ MR J/D/.,S TL.0/.U= J/D/.,S VMHP(Q,S= -(,DW(D X/>(Y,S CD(Z/.H(QU= -(,DW(D &###$2，8@(D,[ 23 K/P,.Q'/DQ MR TL.0/.U=

-(,DW(D V,.\M. VMHP(Q,S= -(,DW(D &##*$+，8@(D,[ &3 K/P,.Q'/DQ MR V/P,QM\(S(,.U TL.0/.U= -(,DW(D -@(.> 8/DQ.,S VMHP(Q,S= -(,DW(D

&##!5#，8@(D,）

<=,'*7&' >=:$&'.?$@ -M (DZ/HQ(0,Q/ Q@/ /RR/YQ MR ./0LS,Q/> -./0H6(DRLH(MD MD Y,.>(,Y ,SSM0.,RQ ./W/YQ(MD (D '(Y/3 A$'"(1,@ -./0H (D Q@/

HPS//D MR '(Y/ (D Z(Q.M \U RSMN YUQM'/Q.U N/./ H/P,.,Q/> ,D> P.MS(R/.,Q/>3 -@/ Y,.>(,Y ,SSM0.,RQ '(Y/ 'M>/S N/./ \L(SQ ,D> RML. 0.MLPH N/./

/HQ,\S(H@/>：;T YMDQ.MS 0.MLP= /'PQU 0.MLP= '()6!*+,6LP6./0LS,Q/> 0.MLP ,D> '()6!*+,6>MND6./0LS,Q/> 0.MLP3 I/ ./0LS,Q/> Q@/

/]P./HH(MD MR '()6!*+, (D -./0H= ,D> Q.,DHRLH/> Q@/ -./0H QM Q@/ Y,.>(,Y ,SSM0.,RQ '(Y/ 'M>/S3 -@/ HL.Z(Z,S YL.Z/= P,Q@MSM0(Y,S 0.,>/ ,D>

Q@/ - Y/SS HL\H/QH (D Q@/ ./Y(P(/DQ HPS//DH (D >(RR/./DQ 0.MLPH N/./ YM'P,./>3 I/ ,SHM >/Q/YQ/> Q@/ /]P./HH(MD MR 9:;6!= 9<6*= 9<6!5 (D

>MDM. @/,.Q3 B$,0;',@ -@/ P.MS(R/.,Q(MD ./,0/DQ /RR/YQ(Z/SU P.MS(R/.,Q/> !# Q('/H Q@/ DL'\/. MR -./0H= ,D> Q@/./ N,H DM H(0D(R(Y,DQ >(RR/./DY/

\/QN//D Q@/ /]P./HH(MDH MR '()6!*+, \/RM./ ,D> ,RQ/. Q@/ P.MS(R/.,Q(MD ^!_#3#$`3 TL.Z(Z,S Q('/ MR '(Y/ (D YMDQ.MS 0.MLP ^'/>(,D HL.Z(Z,S

Q('/a !! >,UH` ,D> '()%!*+,%LP%./0LS,Q/> 0.MLP^'/>(,D HL.Z(Z,S Q('/a !& >,UH` N,H SMD0/. Q@,D Q@,Q MR '()%!*+,%>MND%./0LS,Q/> 0.MLP

^'/>(,D HL.Z(Z,S Q('/a 5 >,UH`= ,D> Q@/ P,Q@MSM0(Y,S 0.,>/ N,H SMN/. ^!?#3#$`[ HL.Z(Z,S Q('/ MR '(Y/ (D '()%!*+,%>MND%./0LS,Q/> 0.MLP

N,H H@M.Q/. Q@,D YMDQ.MS 0.MLP ,D> '()%!*+,%LP%./0LS,Q/> 0.MLP= ,D> Q@/ P,Q@MSM0(Y,S 0.,>/ N,H @(0@/. ^!?#3#$`3 -@/ DL'\/. MR -@!

（2"3+A)235A）,D> Q@/ /]P./HH(MD MR 9:;%!（!3!2)#3!!）(D >MDM. @/,.Q (D '()%!*+,%>MND%./0LS,Q/> 0.MLP N/./ @(0@/. ^!?#3#$`3

C(/D;0,.(/@ -./0H Y,D \/ HLYY/HHRLSSU H/P,.,Q/> ,D> P.MS(R/.,Q/> N(Q@MLQ ,RR/YQ(D0 Q@/ /]P./HH(MD S/Z/S MR '()%!*+, (D Z(Q.M3 9DRLH(MD MR

-./0H Y,D H(0D(R(Y,DQSU HLPP./HH Q@/ ,YLQ/ ./W/YQ(MD MR Y,.>(,Y ,SSM0.,RQ (D '(Y/= N@(S/ Q@/ HLPP./HH(MD RLDYQ(MD (D LP%./0LS,Q/> 0.MLP (H

HQ.MD0/. Q@,D Q@,Q MR >MND%./0LS,Q(MD 0.MLP3

E$F G(*H, '()%!*+,；./0LS,QM.U - Y/SSH；Y,.>(,Y ,SSM0.,RQ；- Y/SS HL\H/Q；,YLQ/ ./W/YQ(MD

研究发现，调节 - 细胞负责维持体内免疫稳态

和免疫耐受b!c，随着对其功能研究的不断深入，相关

人员已将其应用于抑制器官移植的免疫耐受。近年

来相关研究表明 '();E 通过调控免疫相关基因的

表达影响免疫系统的发育及功能b2c，其中 '()%!*+,

是目前研究较为广泛的 '();E 之一，它在不同物

种间的序列高度保守，并且在器官移植免疫排斥过

程中发挥着重要的作用b&c。大量研究发现'()%!*+,

在 -./0 细胞的抑制功能的发挥上起着重要的调控
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作用 !"#$%。在此基础上，本研究的主要目的是探讨

&'() 细胞体内回输对小鼠心脏移植免疫排斥反应

的影响以及进一步调控 *+,#-"./ 的表达对 &'() 细

胞抑制功能的影响。

! !"#$%

-0- !"#$ 实验选用 .!1周龄雄性 2$3，4/5678

小鼠（购于中国医学科学院放射医学研究所实验动

物中心，体质量 9:!9$ );，饲养于天津医科大学总医

院实验动物中心。

-<9 !"%&

-<9<- &'() 细胞的分选及体外扩增 无菌条件下获

取及处理脾脏，加入 =4> 制备脾单细胞悬液，单细

胞悬液白细胞计数，用 =4> 调整细胞密度为 -"-:

.，

流式标本的制备后立刻上机分选 2?"

@

2?9$

A

&'() 细

胞，采用德国美天旎公司的 &'() 细胞体外扩增试剂

盒按说明书完成 2?"

A

2?9$

A

&'() 细胞的体外扩增。

-0909 &'() 细胞转染 对扩增之后的 &'() 细胞采

用广州锐博公司的 *+,B-"./ /)C*+' 和 *+,B-"./

/DE/)C*+' 试剂进行细胞转染，分别实现对 &'() 细胞

*+,B-"./ 表达水平的上调和下调。具体实验步骤如

下：用完全 -.": 培养基重悬细胞后，进行细胞计数

并检测细胞活力。然后用完全培养基按 F"-:

$

7*G 的

密度接种在 9"孔板中。将培养板置于 F3#、$H2I

9

培

养箱中孵育 F:*+D。分别在相应孔中加入 -:: D*C57G

/)C*+' 及 -$: D*C57G /DE/)C*+' 对 &'() 细胞转染，之

后置于 F3 #、$H 2I

9

条件下培养 F J 后进行下一

步检测。

-<9<F 实时荧光定量聚合酶链式反应（,&B=2,） 采

用 ,&B=2,方法检测转染后调节 &细胞的 *+,B-"./

表达水平。具体步骤包括：总 *+,KL 提取，*+,KL

逆转录，实时定量 =2,，用 9

B!2E 将原始数据（!2E值）

转化成线性形式进行统计处理，再以 9

B!!2& 方法计

算 *+,KL 的相对表达量。

-<9<" 小鼠腹腔异位心脏移植模型的建立及处

理 取 4/5678 小鼠心脏作为供体，以 2$3 小鼠作为

受体，构建小鼠腹腔异位心脏移植模型!.B3%。实验分

为 K> 对照组、&'() 对照组、/)C*+' 组、/DE/)C*+' 组。

于移植手术完成后立即经阴茎背静脉推注相应转

染后的 &'() 细胞（数量均为 -:

. 个）。术后小鼠分为

两部分，一部分小鼠每日经腹壁触摸移植心脏搏动

情况，直到供心停跳，记录各组供心存活时间。另一

部分小鼠在术后第 $ 天处死，取部分移植心脏组织

用福尔马林固定，石蜡包埋后切片，行 MN 染色；流

式检测受体脾脏中 & 细胞亚群及 &O 细胞的比例；

,&B=2, 技术检测术后 $ J 供心 PQKB!、PGB"、PGB

-3*,KL 的表达水平，实时定量 =2, 的实验方法同

前，相关因子引物序列如下：

PQKB! RC'S/'JT $$BL&ULL2U2&L2L2L2&ULL

&2BF$；

PQKB! '(V('W(T $ $#22L&22&&&&U22LU&&22

&2#F$；

PG#"RC'S/'JT$$#LL&&U22&2L2L&&U&2L2&#F$；

PG # " '(V('W( T $ $#2&2&2L&UL&2U&2&&&LU

22#F$；

PG#-3RC'S/'JT$$#&ULLUU2LU2LU2UL&2L#F$；

PG#-3 '(V('W(T $$#UUL LU&22&&UU22&2LU&

U&#F$X

"# /8E+D 上游：$$#U2ULULLUL&UL222LU2&

2#F$；

"#/8E+D下游：$$#22LU&UU&L2UU22LULUU#F$；

-<F '()*+ 所有实验均重复 . 次，所得实验

数据运用 >=>>-Y<: 软件包进行统计学处理。计量资

料表示为 !"!，两样本之间的比较采用 " 检验，F 组

以上比较采用方差分析（CD(#S/Z LKI[L），组间均

数间多重比较采用最小显著差法（5(/WE W+)D+R+8/DE

J+RR('(D8(\ G>?）。

" &'

90- &'() ,-./012345 *+,B-"./ 678

9:; &'() 细胞经扩增试剂盒扩增后，流式检测

结果显示细胞数量达扩增前的 -: 倍，纯度为 Y90FH\

如图 - 所示。,&B=2,结果显示，扩增前后 &'()细胞

*+,B-"./的表达水平无显著差异（#]:0:$），见表 -。

909 <=>?@ABCDEFGHIJK 如图 9

所示，与生理盐水对照组相比，输注空白 &'() 细胞

能够明显延长供心的生存时间，在此基础上应用

( ! #$%&)*+,-./0123

'(& ! #)% *+$(,- ./ #$%& 0%112 3%/.$% 456 4/,%$ 0%11 47*1(/(04,(.5

分组 $ 9

B!!2E

" %

扩增前 . - :0FYF :03:9

扩增后 . :0Y13%:0:1-

4 ! +,-.7(89!:;45467829

#43 ! <=*$%22(.5 ./ 7(89!:;4 3%/.$% 456 4/,%$ 0%11 47*1(/(04,(.5

2
?
9
$

2?"

扩增前 扩增后
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分组 ! !"# 细胞

$% 对照组 & '()*!*)+

空白 !,-. 组 & '&)/!0)0

!"0 细胞

'1)2!')3

'4)0!')(

!"'( 细胞

'0)0!4)(

'4)3!')0

5678'/+9 上调组 + '+):!')3 '4):!')/ '')'!')/

5678'/+9 下调组 + 03)+!0)( '')2!0)' '4)4!')3

" 30)3 4):(/ 4)3((

# 4)44' 4)(3' 4)2/4

5678'/+9 9.;56, 上调 !,-. 细胞中 5678'/+9 的表

达，能够使供心生存时间进一步延长（$<4)42），与之

相反的是，输注下调 5678'/+9 的 !,-. 细胞却使得

供心生存时间较空白 !,-. 组显著缩短（$<4)42）。

0)= !"#$%&'()* 2 >+%,-./ 对

术后 2 > 各组供心进行了病理学分析，如图 =、表 0、

= 所示，5678'/+9 上调组的急性排斥反应病理分级

较空白 !,-. 组显著降低（$<4?42），而 5678'@+9 下

调组急性排斥反应病理分级较空白 !,-. 组显著升

高（$<4)42）。

0)@ 0"1$%&'()2 2 > 345& ! 67

89:; 流式结果显示，与空白 !,-.组相比，5678

'@+9 上调组 AB/

C

! 细胞数量显著降低（$<1?12），

AB3

C

! 细胞数量无明显区别（$D1?12），而 567E'@+9

下调组 AB@

C、AB3C

! 细胞数量无明显区别（$D4)42），

如图 @ 和表 @、2 所示。

0)2 0"<41$%&'()2 2 > =& !" 67

8>?; 与空白 !,-. 组相比，5678'@+9 上调组

!"'、!"0 和 !"'( 细胞数量无明显差别（$D4)42）；而

5678'@+9 下调组 !"' 细胞数量显著升高（$<4)42），

!"0 和 !"'( 细胞数量无明显区别（$D4)42），如表 +、

( 所示。

F% 组 + 1 1 ' 2

空白 !,-. 组 + 1 0 = ' =1?20 1?111

567G'@+9 上调组 + 0 H ' 4

5678'@+9 下调组 + 4 4 0 @

4 级 ' 级 0 级 H 级
分组 !

病理分级
!

0

$

分组 空白 !,-. 组 5678'@+9 上调组 5678'@+9 下调组

F% 对照组 4)4H@ 4)44' 4)+20

空白 !,-. 组 4)440 4)44H

5678'@+9 上调组 4)44'

! ! "#$%&'())*+,!-

"#$ ! %#&'() *+,-#'&.+/ +0 12( -#12+3+4&*#3 4'#)(. &/ (#*24'+5-,!-

! 6 "#./01%&23

"#$ 6 "2( -#12+3+4&*#3 4'#)(. +0 )+/+' 2(#'1. &/ (#*2 4'+5-

4 6 "#5601./789:;<2=

7&4 6 "2( .5'8&8#3 *5'8(. +0 ,&*( #01(' 2(#'1 1'#/.-3#/1#1&+/ &/

(#*2 4'+5-

F% 组 空白 !,-. 组

5678'@+9" 上调组 5678'@+9" 下调组

4 ! "#./01 9:>?

7&4 ! 9:;.1#&/&/4 +0 )+/+' 2(#'1. &/ (#*2 4'+5-

! < "#@A5678 = )B1 "CDEF2=

"#$ < >(33. +0 .-3((/ &/ '(*&-&(/1. $? 03+@ *?1+,(1'? +/ 12( =12 )#?

#01(' 1'#/.-3#/1#1&+/

分组 ! AB@

C

AB3

C

F% 对照组 + 02)'3!0)@0 '4)0+!')0@

空白 !,-. 组 + 04)40!')3( :)'0!')4:

5678'@+9 上调组 + '+)40!')4: :)0+!4)(0

5678'@+9 下调组 + 04)30!4)(@ 3)4H!4)@+

% 3)(' 4)3:

$ 4)442 4)(+0

分组 空白 !,-. 组 5678'@+9 上调组 5678'@+9 下调组

F% 对照组 4)44@ 4)44' 4)443

空白 !,-. 组 4)440 4)2HH

5678'@+9 上调组 4)442

! = "#$ >A<

B

'())*+,!-

"#$ = %#&'() *+,-#'&.+/ +0 >A<

B

&/ (#*2 4'+5-,!-

! C "#@A5678 = )B1 "2CDEF2=

"#$ C "2 *(33. +0 .-3((/ &/ '(*&-&(/1. $? 03+@ *?1+,(1'? +/ 12( =12

)#? #01(' 1'#/.-3#/1#1&+/

分组 空白 !,-. 组 5678'@+9 上调组 5678'@+9 下调组

F% 对照组 4)0H@ 4)(4' 4)440

空白 !,-. 组 4)0+( 4)44H

5678'@+9 上调组 4)440

! D "#$ "2ECD'())*+,!-

"#$ D %#&'() *+,-#'&.+/ +0 "2E *(33. &/ (#*2 4'+5-,!-

生
存

率
I
J

时间I>

'44

K4

4

4 2 '4 '2

F% 对照组
空白 !,-. 组
567E'/+9 上调组
567E'/+9 下调组

于 洋，等?不同 567E'/+9 表达条件下 !,-. 细胞体内回输对小鼠心脏移植免疫排斥反应的影响!

2

"

=3(



分组 !"

!"#$

#

%&'()*+,

$%# %&'-.*+,

&%#

/0 对照组 1233* 32334 32335

空白 !"6$ 组 37++8 32335

%&'-.*+9 上调组 32335

分组 ! :;/-"

/0 对照组 + .

空白 !"6$ 组 + 32+5!32.8

:<-*

.

32=4!32.5

:<-.8

.

32=8!3234

%&'-.*+9 上调组 + 32+*!323> 17==!1714 174=!17.1

%&'?.*+, 下调组 + .2.5!32.. .235!32.+ 32=+!323=

" =82>3 328++ 324@4

# 32335 32=+3 324=3

! ! "#$%&'() " #*+,-./0123

$%& ! '()*+,,-./ .0 *+1%2+# 342.5-/+, .0 #./.* 6+%*2, -/ *+3-)-+/2,

./ 26+ "26 #%4 %02+* 2*%/,)1%/2%2-./

! 7 "#4 89:;!567789:!;

$%& 7 <%-*+# 3.=)%*-,./ .0 26+ +()*+,,-./ .0 89:;! -/ +%36 >*.?):!;

52+ !"#$%&'()*+, > A -'./0

1234567 如表 4、= 所示，与空白 B"#$ 组相

比，%&'-.*+, 上调组供心 :;/-!、:<-* 和 :<-.8 的

表达水平无明显差别（$C323>）；而 %&'-.*+, 下调

组供心 :;/-! 的表达水平显著升高（$D323>），:<-*、

:<-.8 的表达水平无明显区别（$C323>）。

@ <=

器官移植的最终目的是受体对移植物产生类

似于自身耐受的状态。早在 .==> 年便有相关报道

B"6$ 细胞具有维持免疫耐受的作用。相关器官移植

模型建立也表明其在维持免疫耐受的重要作用。

B"6$ 细胞作为一种治疗手段在几十年前出现E4F。<66

等通过小鼠骨髓移植模型证明了回输 B"6$ 细胞可

以有效的防止移植物抗宿主病的发生或延缓病程

进展。B"6$ 是目前用于 : 期临床试验较多的调节 B

细胞，其通过细胞接触式和非细胞接触式两种方式

实现免疫抑制。但是单一的抑制性细胞因子治疗却

不能达到满意的治疗及抑制效果。而互噬作用可能

会成为未来临床免疫耐受研究的新途径E=F。%&'/G

近年来成为免疫学领域的新热点，其能调控相关基

因来影响免疫功能，进而参与更多自身免疫疾病发

展。研究表明，%&'?)*+, 在器官移植的免疫排斥过

程中起着重要的调控作用，而且研究人员证实，%&'?

)*+,对于 B"6$细胞的功能发挥也起着重要作用E)1?))F。

基于相关文献，我们将不同 %&'?)*+, 表达条件下

B"6$ 细胞在小鼠心脏移植后回输体内，假设被移植

心脏抗原激活效应 B 细胞，可被 B"6$ 细胞识别为自

身反应性 B 细胞，从而被抑制，由此在受体内长期

存在的，针对移植抗原记忆的 B"6$ 细胞，形成自身

耐受的耐受模式，这就是的本课题的研究思路。B"6$

细胞是通过细胞间的直接作用来实现的E)5F，结合体

外抑制实验得出要想实现有效的抑制功能，必须要

满足足量的细胞数量。大量动物实验表明，要想达

到回输的有效作用，细胞数量要达到 )1

+ 以上，而常

规体外分选所得的 B"6$ 细胞数量极为有限E)@F，因此

获得足够细胞数量，一直困扰从事细胞回输的研究

人员，511= 年研究人员首次成功地用体外扩增B"6$

细胞解决了细胞数量不足的困扰E)*F。本实验采用扩增

试剂盒有效获得满意细胞数量，并维持了 B"6$细胞

的细胞表型及免疫功能。我们的实验结果表明，体内

> A "#() " #$%?@ $./ABCD23

9-> A $ 3+11, .0 ,)1++/ -/ *+3-)-+/2, &4 01.B 342.=+2*4 ./ 26+ "26 #%4 %02+* 2*%/,)1%/2%2-./

HI*

HI@

0
0
H

H
I
J

%&'?)*+, 下调组/0 组 空白 B"6$ 组 %&'?)*+, 上调组
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回输空白 !"#$ 及上调 %&'()*+, 表达后的 -".$ 可

减轻急性免疫排斥反应，延长移植心脏存活期，减

轻移植心脏病理炎症反应，上调组作用更为明显。

这进一步证实了 %&'(/*+, 对 -".$ 细胞起着重要的

调控作用，上调 -".$ 细胞中 %&'(/*+, 的表达能够

进一步增强其抑制功能，其具体机制也有待于进一

步深入研究。但是，我们的实验也发现回输下调

%&'(/*+, 的 -".$ 细胞后，生存时间较空白 -".$ 组

缩短，病理分级明显升高。在对移植物 -0 细胞的流

式检测中我们发现下调组 -0/ 较 -"#$ 对照组及上

调组明显升高，对应的细胞因子 123(! 也明显升

高。由此可知下调 %&'(/*+, 的 -"#$ 细胞抑制功能

受到破坏，其具体机制可能是下调 -"#$ 细胞的

%&'(/*+, 表达水平使其抑制 -0/ 分泌 123(! 的功

能受损4/56。综上所述，体外能有效的分选和扩增 -"#$

细胞，且不影响 %&'7/*+, 的表达。回输 -".$ 明显

抑制小鼠心脏移植急性排斥反应，上调组抑制功能

增强，下调组抑制功能减弱。但是回输后的 -".$ 细

胞能否在体内进行扩增，或者细胞不断凋亡对于移

植免疫反应的影响还需进一步研究。关于 %&'(/*+,

和 -".$ 细胞在心脏移植免疫耐受的作用及机制还

需要更深入的研究。
!"#$!
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于 洋，等R不同 %&'7/*+, 表达条件下 -"#$ 细胞体内回输对小鼠心脏移植免疫排斥反应的影响!
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