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ＣＴＬＡ４Ｉｇ和ＣＤ４０ＬＩｇ基因修饰骨髓间充质干细胞在异种胰岛移植排斥反应中的作用
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　　［摘要］　目的　探讨细胞毒性Ｔ淋巴细胞相关抗原４免疫球蛋白（ＣＴＬＡ４Ｉｇ）和 Ｔ细胞分化群４０补体免疫球蛋白
（ＣＤ４０ＬＩｇ）基因修饰骨髓间充质干细胞（ＭＳＣｓ）在异种胰岛移植排斥反应中的作用及其可能的机制。方法　 将 ＳＤ大鼠
胰岛细胞移植到Ｗｉｓｔａｒ糖尿病大鼠肾包膜下，建立ＳＤＷｉｓｔａｒ大鼠的异种胰岛移植模型，用携带ＣＴＬＡ４Ｉｇ和ＣＤ４０ＬＩｇ基因
重组腺病毒感染的ＭＳＣｓ进行干预治疗。取造模成功的糖尿病大鼠４５只，按随机数字表法分为３组（每组１５只）：对照组
只植入胰岛细胞；单纯ＭＳＣｓ组植入胰岛细胞和 ＭＳＣｓ；基因转染 ＭＳＣｓ组植入胰岛细胞及 ＣＴＬＡ４Ｉｇ和 ＣＤ４０ＬＩｇ基因转染
的ＭＳＣｓ。观察胰岛移植后糖尿病大鼠的生存情况、血糖变化和移植物病理形态学的改变，检测移植物 ＣＴＬＡ４Ｉｇ、ＣＤ４０ＬＩｇ
和胰岛素的表达以及胰岛移植大鼠细胞因子水平的变化。结果　 ①糖尿病大鼠血糖在移植后２ｄ降至正常，对照组血糖
平均在移植后８ｄ升高，单纯ＭＳＣｓ组和基因转染ＭＳＣｓ组血糖分别在２１ｄ和４９ｄ升高。②对照组、单纯ＭＳＣｓ组和基因
转染ＭＳＣｓ组，移植物存活时间分别为（１０．２±２．１）、（２３．５±６．８）和（５２．１±７．３）ｄ，各组间比较差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；移植大鼠的生存时间分别为（２１．３±５．３）、（４９．７±８．５）、（９５．８±１３．８）ｄ，各组间比较和移植物存活时间相似（Ｐ＜
００５）。③对照组ＴＮＦα和ＩＬ２的水平在移植后１周内均急剧上升，而 ＩＬ４和 ＩＬ１０的水平较移植前显著下降（Ｐ＜
００１）；２个治疗组细胞因子水平的变化和对照组正好相反。④ ２个治疗组移植物内可见成片的胰岛细胞团，未见明显淋
巴细胞浸润，基因转染ＭＳＣｓ组移植物内可见ＣＴＬＡ４Ｉｇ、ＣＤ４０ＬＩｇ和胰岛素的表达。结论　 转移ＣＴＬＡ４Ｉｇ和ＣＤ４０ＬＩｇ基因
修饰ＭＳＣｓ可抑制异种胰岛移植排斥反应，其效果优于ＭＳＣｓ单独应用。
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　　排斥反应目前仍是胰岛移植面临的主要难题，而
异种胰岛移植排斥反应问题就更为突出。骨髓间充质

干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）
是一种来源于骨髓的多能干细胞，具有较强的增殖能

力和多向分化潜能。近来研究表明，ＭＳＣｓ具有免疫调
节作用，可以延长移植物的存活时间［１－３］。也有研究

显示单独应用 ＭＳＣｓ不能维持移植物的长期存活［４］。

我们前期研究显示，阻断共刺激通路可抑制排斥反应

的发生，但单独阻断任何一条共刺激途经都不能形成

持久和稳定的免疫耐受［５］。我们构建同时表达 ＣＴ
ＬＡ４Ｉｇ和ＣＤ４０ＬＩｇ的重组腺病毒，用其转染 ＭＳＣｓ，并
对异种胰岛移植的糖尿病大鼠进行治疗，探讨 ＣＴ
ＬＡ４Ｉｇ和 ＣＤ４０ＬＩｇ基因修饰的 ＭＳＣｓ在异种胰岛移植
排斥反应中的作用和可能的机制。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　雄性ＳＤ大鼠，体质量２００～２５０ｇ，作为胰岛细胞和骨髓间
充质干细胞（ＭＳＣｓ）供体；雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠，体质量２００～２５０ｇ，
作为胰岛移植受体，由中山大学医学动物实验中心提供；携带

基因ＣＤ４０ＬＩｇ和ＣＴＬＡ４Ｉｇ的重组腺病毒载体质粒由本中心参
照Ｓａｍｂｒｏｏｋ方法构建［６］；抗ＣＤ４０ＬＩｇ单克隆抗体和抗ＣＴＬＡ４Ｉｇ
单克隆抗体（美国 Ｂｉｏｄｅｓｉｇｎ公司）；抗胰岛素单克隆抗体、
ＥＬＩＳＡ试剂盒和免疫组织化学试剂盒（深圳晶美生物有限公司
提供）；Ｆｉｃｏｌｌ４００试剂（瑞典Ａｍｅｒｓｈａｍ公司）。

１．２　方法
１．２．１　胰岛的分离和纯化　　ＳＤ大鼠在 １０％水合氯醛
（４０ｍｇ／ｋｇ）麻醉下，开腹显露胆总管，经胆总管插管灌注胶原
酶，待胰腺明显肿胀后，切取胰腺并剪成小块，放入消化器中，

３７．５℃消化 ５～８ｍｉｎ后，用 ３７℃含 １０％胎牛血清的 ＲＭ
ＰＩ１６４０培养液中止消化，收集消化产物。消化物置于３７．０℃、

５％ＣＯ２的恒温培养箱中培养４８ｈ，再用２５％、２３％、２０％、１１％
的Ｆｉｃｏｌｌ４００不连续密度梯度液进行纯化，收集纯化产物，置于
３０℃、５％ＣＯ２的恒温培养箱中培养待用。
１．２．２　ＭＳＣｓ的分离和培养　　ＳＤ大鼠拉颈处死，分离股骨
与胫骨，制成骨髓细胞悬液，与等量 ＤＭＥＭ混合，离心后加入
Ｐｅｒｃｏｌｌ分离液，离心后抽取有核细胞层，用含１０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ重悬细胞，调整细胞浓度为１０６／ｍｌ，接种于２５ｃｍ２培养
瓶中，置于３７℃、５％ＣＯ２的恒温培养箱中培养。接种４８ｈ后
更换培养液，以后每隔３天更换１次培养液。培养细胞接近
８０％融合后，用０．２５％胰酶消化，传代培养，传至第５代细胞备
用。

１．２．３　骨髓间充质干细胞 ＡｄＣＴＬＡ４ＩｇＩＲＥＳ２ＣＤ４０ＬＩｇ转染　
　用多重感染复数（ＭＯＩ）为 ５０的重组腺病毒 ＡｄＣＴＬＡ４Ｉｇ
ＩＲＥＳ２ＣＤ４０ＬＩｇ病毒液感染 ＭＳＣｓ，３７℃、５％ ＣＯ２的恒温培养
箱内培养４８ｈ，用培养液洗涤，备用。
１．２．４　异种胰岛移植模型和实验分组　　将 ＳＤ大鼠胰岛细
胞和ＡｄＣＴＬＡ４ＩｇＩＲＥＳ２ＣＤ４０ＬＩｇ转染的ＭＳＣｓ用培养液调整细
胞浓度分别为８０００ＩＥＱ／ｍｌ和４×１０６／ｍｌ。选取４５只用静脉
注射链脲佐菌素造模成功的糖尿病大鼠，按随机数字表法分为

Ａ、Ｂ、Ｃ３组（每组１５只），用１０％水合氯醛（４０ｍｇ／ｋｇ）麻醉后，
在左肾被膜下注入０．２５ｍｌ胰岛细胞悬液（约２０００ＩＥＱ胰岛
细胞）和０．２５ｍｌＡｄＣＴＬＡ４ＩｇＩＲＥＳ２ＣＤ４０ＬＩｇ转染的 ＭＳＣｓ（约
１×１０６ＭＳＣｓ）。Ａ组植入胰岛细胞，作为对照组；Ｂ组植入胰岛
细胞和ＭＳＣｓ；Ｃ组植入胰岛细胞和 ＡｄＣＴＬＡ４ＩｇＩＲＥＳ２ＣＤ４０ＬＩｇ
转染的ＭＳＣｓ。移植后第１周内每天测１次血糖，以后每隔２天
测１次血糖。血糖降低以后，若２次血糖高于１６．０ｍｍｏｌ／Ｌ，以
第１次时间为排斥反应开始。分别于移植前１ｄ和移植后３、
７、１４、２１、２８、３５ｄ取移植大鼠外周血，采用 ＥＬＩＳＡ方法检测细
胞因子ＩＬ２、ＩＬ４、ＩＬ１０和 ＴＮＦα的水平。分别于胰岛移植后
１５ｄ和３０ｄ，取移植大鼠左肾移植物，作病理组织学检查；采用
ＳＰ免疫组织化学染色法检测移植物胰岛素、ＣＴＬＡ４Ｉｇ和
ＣＤ４０ＬＩｇ蛋白的表达，抗Ｉｎｓｕｌｉｎ、抗ＣＴＬＡ４Ｉｇ和抗ＣＤ４０ＬＩｇ抗体
工作浓度分别为１∶１００、１∶２００、１∶２００。
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１．３　统计学方法
　　实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行数据统计
分析，单因素方差分析进行多组样本均数间的比较，ｔ检验进行
２组样本均数的比较。

２　结果

２．１　胰岛移植后糖尿病大鼠的血糖变化
　　糖尿病大鼠移植后血糖即开始下降，移植后２～３ｄ恢复正
常。对照组血糖平均在移植后８ｄ升高，单纯干细胞组和干细
胞转染组血糖分别在２１ｄ和４９ｄ升高。

２．２　移植大鼠和胰岛移植物存活情况
　　对照组、单纯 ＭＳＣｓ组和基因转染 ＭＳＣｓ组移植物存活时
间分别（１０．２±２．１）、（２３．５±６．８）和（５２．１±７．３）ｄ，各组间比
较差异显著（Ｐ＜０．０５）；移植大鼠的生存时间分别为（２１．３±
５．３）、（４９．７±８．５）、（９５．８±１３．８）ｄ，各组间比较和移植物存活
时间相似（Ｐ＜０．０５）。

２．３　糖尿病大鼠胰岛移植后细胞因子变化
　　对照组ＴＮＦα和ＩＬ２的水平在移植后１周内均急剧上升，
而ＩＬ４和ＩＬ１０的水平较移植前显著下降（Ｐ＜０．０１）；２个治
疗组细胞因子水平的变化和对照组正好相反（图１～４）。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与单纯 ＭＳＣｓ、基因转染 ＭＳＣｓ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与
基因转染ＭＳＣｓ组比较

图１　胰岛移植不同时间大鼠ＩＬ２水平的变化
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ａ：Ｐ＜０．０１，与单纯 ＭＳＣｓ、基因转染 ＭＳＣｓ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与
基因转染ＭＳＣｓ组比较

图２　胰岛移植不同时间大鼠ＴＮＦα水平的变化
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ａ：Ｐ＜０．０１，与基因转染ＭＳＣｓ组比较
图３　胰岛移植不同时间大鼠ＩＬ４水平的变化
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图４　胰岛移植不同时间大鼠ＩＬ１０水平的变化

２．４　胰岛移植物病理学检查和免疫组织化学染色结果
　　①移植后１５ｄ，２个治疗组移植物内可见成片的胰岛细胞，
未见明显淋巴细胞浸润（图５）；免疫组化染色可见胰岛细胞内
胰岛素蛋白的表达；而对照组移植物内胰岛细胞坏死和消失，

并可见大量的淋巴细胞浸润。

　　②移植后３０ｄ，基因转染ＭＳＣｓ组移植物内仍可见大量的
胰岛细胞团，未见明显的淋巴细胞浸润；免疫组化染色见 ＣＴ
ＬＡ４Ｉｇ、ＣＤ４０ＬＩｇ和Ｉｎｓｕｌｉｎ蛋白的表达（图６）；单独ＭＳＣｓ治疗组
移植物内见胰岛细胞大量坏死和消失，明显的淋巴细胞浸润。

! "

图５　移植后１５ｄ单纯ＭＳＣｓ治疗组移植物ＨＥ染色观察　（×２００）
图６　移植后３０ｄ基因转染ＭＳＣｓ组移植物内胰岛素表达阳性

（ＳＰ×２００）

３　讨论

　　异种胰岛移植是解决供体短缺和治疗糖尿病的有
效方法，但存在严重的排斥反应。常规免疫抑制剂虽
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然可以抑制排斥反应，但同时带来多种毒副作用，并且

免疫抑制剂对胰岛细胞也有损害作用。

　　ＭＳＣｓ是一类骨髓来源的非造血细胞的多能干细
胞，具有较强的多向分化潜能，并且还具有低免疫原

性，只表达少量的ＭＨＣⅠ型分子，不表达 ＭＨＣⅡ类抗
原及ＣＤ４０、ＣＤ４０Ｌ、Ｂ７、ＣＤ８０等共刺激分子，使Ｔ细胞
活化缺乏第２信号，导致Ｔ细胞对刺激的无反应性，可
以促进免疫耐受的形成［７］。同时，ＭＳＣｓ还具有免疫
调节作用。研究显示，将 ＭＳＣｓ加入 Ｔ淋巴细胞的混
合培养体系，观察到混合淋巴细胞反应受到抑制，说明

ＭＳＣｓ可抑制Ｔ淋巴细胞的增殖［８］。这种抑制作用是

非抗原特异性的，不受 ＭＨＣ的限制，无论是来自供体
和受体，还是第三者的 ＭＳＣｓ都具有类似的免疫调节
作用［９］。

　　我们研究结果显示，用 ＭＳＣｓ对异种胰岛移植大
鼠进行干预治疗，可延长移植大鼠和移植物的生存时

间，抑制异种胰岛移植大鼠的排斥反应。有研究发现，

给异基因皮肤移植小鼠输注ＭＳＣｓ，可延长皮瓣的存活
时间［１０］。同样在异基因胰岛移植小鼠模型，给予同源

的ＭＳＣｓ能防止排斥反应的发生，使移植小鼠血糖长
期维持在正常水平［１１］。

　　ＭＳＣｓ抑制排斥反应的机制还不十分清楚，有学者
认为可能与细胞间的相互作用和 ＭＳＣｓ分泌的可溶性
分子有关。另外，ＭＳＣｓ还可诱导辅助性 Ｔ细胞（Ｔｈ）
细胞的分化偏移，抑制 Ｔｈ１型细胞生成 ＩＬ２、ＩＮＦγ和
ＴＮＦα，促进Ｔｈ２型细胞分泌 ＩＬ４和 ＩＬ１０等细胞因
子。而细胞因子 ＩＮＦγ、ＴＮＦα和 ＩＬ２主要参与细胞
免疫，促进排斥反应的发生。Ｔｈ１和 Ｔｈ２之间还可以
互相调节，Ｔｈ１生成的ＩＮＦγ下调 Ｔｈ２型细胞的增殖，
而Ｔｈ２分泌的ＩＬ４则下调Ｔｈ１型细胞的增殖。
　　我们研究发现，对照组ＩＬ２和ＴＮＦα的水平在移
植后１周内急剧升高，并达到高峰；而ＩＬ４和ＩＬ１０的
水平较移植前下降。ＭＳＣｓ治疗组胰岛移植后细胞因
子的变化和对照组正好相反。说明 ＭＳＣｓ可抑制 Ｔｈ１
类细胞因子的生成，促进 Ｔｈ２类细胞因子的分泌。有
研究用ＭＳＣｓ和纯化的免疫细胞一起培养，发现 ＭＳＣｓ
可引起Ｔｈ１细胞生成ＩＮＦγ减少和Ｔｈ２细胞分泌ＩＬ４
增多；同时，ＭＳＣｓ还能减少１型的树突状细胞（ＤＣ１）
分泌ＴＮＦα和增加ＤＣ２生成ＩＬ１０［１２］。
　　我们研究还发现，用 ＣＴＬＡ４Ｉｇ和 ＣＤ４０ＬＩｇ基因转
染ＭＳＣｓ治疗的胰岛移植大鼠和移植物存活时间较单
纯ＭＳＣｓ治疗组和对照组显著延长，获得较长时间的
存活。我们前期研究表明［５］，基因转移 ＣＤ４０ＬＩｇ可以
通过阻断共刺激通路和下调相关Ｔｈ１类细胞因子的表
达，抑制异种胰岛移植大鼠的排斥反应，但不能形成免

疫耐受。同样，我们研究也证实单独应用 ＭＳＣｓ是不
能维持胰岛移植大鼠和移植物长期存活的。这可能是

由于排斥反应是一个多途径的、复杂的免疫过程，单独

阻断一条途径不能获得稳定的免疫耐受。

　　综上所述，我们转移 ＣＴＬＡ４Ｉｇ和 ＣＤ４０ＬＩｇ基因修
饰ＭＳＣｓ对异种胰岛移植大鼠进行干预治疗，通过ＣＴ
ＬＡ４Ｉｇ和ＣＤ４０ＬＩｇ两条途径阻断共刺激通路，同时发
挥ＭＳＣｓ免疫调节作用，抑制Ｔ淋巴细胞的增殖，延长
了异种胰岛移植大鼠的存活时间，抑制了排斥反应的

发生，为临床诱导异种胰岛移植免疫耐受提供了新的

思路和方法。
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