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异种移植胎肠细胞介导排斥反应的免疫学机制 
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【摘 要】目的：用大鼠游离胎肠移植于小鼠模型研究细胞介导排斥反应(cMxR)的免疫学机理。方法：观察同种和异种胎肠 

游离移植各组移植物的病理改变和浸润细胞的表型，并用原位杂交方法检测移植物内Th细胞因子 mRNA表达。结果：(1)移 

植胎肠的存活率同种移植组高于异种移植组(P<0．【)1)；(2)异种移植胎肠主要发生细胞介导的排斥反应；(3)异种移植物内 

浸润细胞主要为 CD4 T细胞和 ED2 M中，其 II 4、IL 5和 IL—IOmRNA阳性细胞均明显高于 IFN ymRNA阳性细胞(P 

<0．【)1)。结论：CMXR与同种移植急性排斥反应存在本质差异，其特点是排斥程度强烈 ，异种移植胎肠内以 CIN T细胞和 

ED2 M 浸润为主，且 Th2细胞功能增强。大鼠至小鼠游离胎肠移植模型是研究 CMXR的较为理想的动物模型。 
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Immunological mechanism of the cellular mediated xenograft 

rejection in the rat free fetaI boweI to mouse transpIantation 

ZHOU Hong~vei，et al 

(Department of General Surgery，the Second College of Clinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To observe immunological mechanism of CMXR in the rat free fetal bowel transplant to mouse．Methods：Two 

groups were established including allogroup and xenogroup．Pathological changes of grafts in each group were examined ．Expression of 

TH type cytokines rnRNA and phenotypes of infiltrating cdls intragraft were detected by in situ hybmdization histochemistry and im— 

munohistochemistry methods respectively Results：(1)Survival rates of allogroup transplants were higher than those of xenogroup(P 

<0．01)．(2)Rejection of xenografts in this modd CMXR．(3)The main infiltrating cells were CD4～F cells and ED2 M in 

xenografts．Expression of mRNA for Th2 type cytokines：IL一4，IL一5，and IL 10 WaS higher than that for Thl type cytokine IFN 

一 7 in xenografts．(P<o．01)Conclusion：These results suggest that：(1)CMXR is much stronger than allograft rejection，in which 

CIN T cdls and ED2 M中are the major infiltrating cdls and the Th2 type cytokines are higher in xenografts that those of in allo- 

grafts．(2)The model of rat free fetal bowd to mouse transplantation is aNe to study on CMXR and is easy to operate． 
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异种移植面临的主要障碍包括体液免疫介导的 

超急性排斥反应(Hyperacute Rejection，HAR)、延迟 

性异种移物排斥反应(Delayed Xenograft Rejection， 

DXR)和细胞介导的异种移植物排斥反应(Cellular 

Mediated Xenograft Rejection，CMXR)等 。现有 

动物模型由于存在 HAR和DXR，导致移植物迅速 

排斥，因而无法进一步对 CMXR进行研究，使人们 

对 CMXR的了解甚少 。 

本研究将大鼠游离胎肠移植于小鼠皮下，由于 
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主要研究方向：胃肠外科： 

不存在异种移植早期迅速发生的血管化，可避免发 

生 HAR和 DXR。通过观察移植胎肠排斥反应的炎 

性细胞浸润 和细胞 因子谱 的表达情况，以探讨 

CMXR的免疫学机理。 

1 材料与方法 

1．1 买验 动 物 与 分 组 

供体动物分别为 Wistar胎鼠(RT1 )和 NIH胎鼠(H 

2CK)，胎龄 l8～21天不等，雌雄不拘。受体动物为成年 

Balb／c(H一2d)4,鼠。体重 20～25g，均为雄性。所有动物均 

由重庆医科大学实验动物中心提供：分为异种移植(Wistar 

胎鼠一Balb／c小鼠)和同种移植(NIH胎鼠一Balb／c小鼠)两 
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组： 

1．2 游离胎肠移植模型的建立 

在无菌条件下，将临产孕鼠剖宫取胎，剪取一段小肠，长 

4cm，去除肠系膜。4℃林格氏液冲洗肠管后待用。受体动 

物用2 5％戊巴比妥钠(30mg／kg)腹腔注射麻醉后沿脊柱方 

向建立皮下隧道 ，然后将 已制备好的胎肠置于皮下 ，缝闭皮 

肤切口 术后统一饲养。 

1．3 移植物的常规组织病理检查 

在实验设计各时相点定期取材，用甲醛固定，常规石蜡 

包埋 、切片、HE染色，光镜下观察各时相点移植胎肠组织结 

构改变、炎性细胞浸润及血供情况 

1．4 浸润细胞的免疫组化染色(SABC法) 

取术后第 6天的异种和同种移植胎肠(各 6例)，置 

196"C液氮罐保存。Anti—L3t4(CD4 )单抗、Anti—Lyt2 

(CD8 )单抗(购自北京中山公司)，Anti—ED2单抗 (购 自英 

国 Serotec公司)，SABC组化检测盒和 DAB显色试剂盒购 自 

武汉博士德公司。用 PBS代替一抗作阳性对照。在 400× 

光镜下，连续选取 5个视野用网格 目镜作阳性细胞计数(细 

胞总数超过 1000个)，得出每个视野的阳性率，取其平均值。 

1．5 原位杂交法检测移植物 内细胞因子 mRNA表达 

地高辛标记 IL一5寡核苷酸探 针(3’一CACTCGGT— 

GTTC 兀  CAcCAA—GAAAcTCI"一5’)由上海细胞所合 

成。地高辛标记 IFN一7eDNA、IL～4cDNA和 IL一10cDNA 

探针(第三军医大学姜庆博士和胡JII闽副教授惠赠)：同免 

疫组化来源标本作石蜡切片进行原位杂交检测。阳性染色 

位于胞浆，紫蓝色为+++、蓝色为++、淡蓝色为 +。杂交 

前用 RNase消化和不加探针切片作阴性对照。 

1．6 统计学处理 

用统计学程序软件对计数资料进行 ?[ 检验，计量资料 

用 student t检验 ，P<0．05为有统计学显著性差异。 

2 结 果 

2．1 移植物存活率和病理学改变 

如表 1所示同种组移植胎肠存活时间明显优于 

异种移植组。异种移植组与同种移植组的病理改变 

有许多相似之处：移植术后均可见单个核细胞浸润， 

第 1天主要分布于移植物与周围组织交界区域，第 

3天时移植物内可见许多浸润细胞，其数量在术后 

第 12天达高峰。但两组的浸润细胞类型以及移植 

物受排斥时间却截然不同：同种移植物内的浸润细 

胞以淋巴细胞为主；其存活率优于异种移植组，术后 

3周仍达 33．33％。异种移植组各时相点的组织切 

片显示，移植物内的浸润细胞主要以单核／巨噬细胞 

(M )为主，其次为淋巴细胞和少量中性粒细胞等； 

移植胎肠在术后第 6天仅 44．44％存活，发生排斥 

的移植物结构破坏，有些仅残留小肠粘膜或平滑肌 

组织，第 12天后移植物完全被排斥，伴有纤维组织 

形成，说明此时 CMXR的程度最为强烈。 

表 1 两组移植物存活率比较 

第 6天、12天和21天，同种 ：异种，P<0．01；第 1天和 3天同种 ：异种，P>0、05； 

2．2 移植物内浸润细胞的免疫组化染色(见表 2， 

图 1) 

表 2 移植物内浸润细胞亚群f-r± ) 

组 别 CD4 CD8 ED2 (M ) 

异种移植组 52．5±10．6 35．0±7．1— 53．8±1．8一 

同种移植组 40．0±14．1 50．0±14．1 <0．5 

两组相比 P<0．05；一 P<0．01； 组内相比 P<0．05。 

结果表明异种移植物内浸润细胞主要为 CIN 

T细胞和 M ，同样移植物 内以 CD8 T细胞和 

CD4 T细胞浸润为主，而 M 染色阳性率极低(图 

1)。 

2．3 移植物内细胞因子 mRNA表达(见表 3，图2) 
表 3 两种移植物内细胞因子 mRNA表达的阳性率 

组内相比 P<0．05、 P<0．01， P<0．05、 P<0．01。 
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图 1 SP法免疫组化染色异种移植胎肠内有大量的 ED2 

M巾浸润。(×400) 

图 2 原位杂交检测，异种移植胎肠内 1L一4mRNA表达阳 

性细胞。 

从表 3可见，异种移植物内的 IL一4、IL一5和 

IL一10的mRNA的表达均明显高于 IFN一7mRNA 

的表达；相反，同种移植物内的 IFN一7mRNA的表 

达却明显高于 IL一4、IL一5和 IL—l0的mRNA的 

表达(图2)。 

3 讨 论 

Thulin等[ ]将兔的胎肠移植于裸鼠皮下后，移 

植物能正常存活，提示在无细胞免疫参与时，异种移 

植物可免遭排斥。我们在实验中发现异种移植组与 

同种移植组一样 ：移植胎肠主要受到浸润细胞攻击 

而遭到排斥，如果用 CsA抑制受体动物的细胞免疫 

功能，可使异种移植胎肠存活延长至 2l天(另见报 

道)。说明在游离胎肠移植模型中移植物的失活主 

要失受到细胞介导的排斥反应所致。 

在本移植模型中，异种移植物比同种移植物更 

快被完全排斥，其主要发生在移植后 6天左右，与文 

献报告相I~1 E3， 。虽然异种和同种移植后发生排斥 

反应移植物的病理改变有相似之处，但也存在许多 

差异。首先是异种胎肠遭受的免疫攻击明显强于同 

种胎肠，异种胎肠术后第 3天时微绒毛就有部分破 

坏；第 6天 50％以上移植物遭到完全排斥，存活的 

移植物结构亦严重破坏，而同种移植物于第 21天时 

仍有 33％存活。其次是异种和同种移植物内浸润 

的炎性细胞类型也不同，前者浸润细胞以 M 和淋 

巴细胞为主；后者则主要是淋巴细胞浸润。提示二 

者之间的免疫学机制不同。 

文献报道用抗 CD4单抗去除受体动物的CD4 

T细胞，可使异种移植物存活时间明显延长；用抗 

CD8单抗治疗，则无延长异种移植物存活 的作 

用 5。新近 Wecker等[ ]和 Gill等[ ]的研究均证 

实，用 CD4 T细胞重建免疫缺陷受体动物的细胞 

免疫后，可使异种移植物迅速被排斥；而单用 CD8 

T细胞重建受体动物的免疫功能，异种移植物则可 

继续存活。本研究的免疫组化染色结果显示，异种 

移植胎肠内主要是 CD4 T细胞和 ED2 M ；同种 

移植物内则以 CD8 和 CD4 T细胞浸润为主。上 

述结果进一步说明 CMXR与问种移植排斥反应发 

生的免疫学机制存在本质差异。 

CD4 Th细胞可分化为 Thl和 Th2两群功能 

不同的亚群。Thl细胞分泌 lL一2、IFN一7和 TT 

— l3；Th2细胞分泌 IL一4、IL一5、IL一6、IL一9、IL 

一 10和 IL一13等，检测相应的细胞因子谱可了解 

Thl和Th2的功能变化[ 。参与同种移植急性排 

斥反应的主要是 Thl细胞，Th2细胞可延长移植物 

存活时间[ 。本实验用原位杂交方法检测移植物 

内细胞因子 mRNA表达，结果表明同种移植物内 

IFN一7mRNA阳性细胞明显高于 IL一4、IL一5和 

IL一10mRNA阳性细胞，，Thl细胞功能增强；相反 

异种胎肠内 IL一4、IL一5和 IL一10mRNA阳性细 

胞明显高于 IFN一7mRNA阳性细胞，以Th2细胞 

功能为主。Morris等[m]在猪 一小鼠胎胰移植模型 

中亦观察到发生排斥反应的移植物内 IL一3、IL一4 

和 IL一5mRNA表达增高；用抗 CD4单抗治疗受体 

动物后，移植物存活明显延长，此时移植物内 IL一 

3、IL一4和 IL一5mRNA表达缺失或无变化，说明 

在CMXR中Th2细胞功能增强，这也与同种移植排 

斥反应不同。 

综上所述，认为大鼠一小鼠游离胎肠移植模型 

可有效避免 HAR和 DXR，异种移植胎肠主要发生 

细胞介导的排斥反应，表明该模型是(下转第172页) 
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LVEDP升高、心功能下降，反映 CHF的确与氧化过 

载现象高度有关。实验还发现，机体出现氧化一抗 

氧化失衡与心肌细胞发生凋亡呈一致性变化， 提示 

心肌细胞凋亡与氧 自由基过量聚集密切相关，故氧 

化应激介导心肌细胞凋亡是 CHF发生、发展的重要 

发病环节。这也提示，应用外源性抗氧自由基药物 

打断氧化应激的恶性循环，恢复OFR代谢的平衡状 

态，为临床上治疗 CHF提供了新的思路： 

综上所述，通过腹主动脉缩窄术后 4周，幼鼠发 

生心室重构、血流动力学紊乱及心功能恶化，说明 

CHF模型制备是成功的：心室重构、心肌细胞凋亡 

及氧化应激参与了 CHF发生、发展的病理生理过 

程 、 
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(上接第158页)研究CMXR的较为理想的动物模型 

CMXR与同种移植急性排斥反应存在本质差异，其 

特点是排斥程度强烈，异种移植胎肠 内以 CD4 T 

细胞和 ED2 M 浸润为主，且 Th2细胞功能增强。 
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