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间接抗原递呈途径在同种异体表皮细胞移植排斥反应中的作用研究

陈希炜 ,王锡华 ,罗高兴 ,罗奇志 ,马　兵 ,易绍萱 ,贺伟峰 ,王儒鹏 ,唐　进　　(第三军医大学附属西南医院全军烧伤
研究所 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨间接同种异型识别在体外培养的同种异体表皮细胞移植排斥反应中的作用。方法　体外分离

培养人表皮细胞(Epidermal cells , EC)、异体人外周血淋巴细胞(Peripheral bloo lymphocytes , PBL)和单个核细胞(Peripheral

blood mononuclear cells , PBM , 含单核细胞)。将毒性 T淋巴细胞相关抗原 4(CTLA4Ig)腺病毒载体转染 EC。转染与未转染的

EC 中均加入异体 PBL或 PBM共同培养 ,应用氚标记胸腺嘧啶脱氧核苷(3H-TdR)掺入法 , 测定各培养系中 PBL、PBM 增殖

情况。结果　CTLA4Ig腺病毒载体能成功转染 EC 并表达相应蛋白。未转染的 EC 刺激异体 PBL轻度增殖(P <0.05), 以

及刺激含单核细胞的 PBM明显增殖(P <0.01);经 CTLA4Ig 腺病毒载体转染的 EC 刺激 PBL、PBM 增殖则明显减弱(P <

0.05)。结论　间接同种异型识别在 EC排斥中发挥了重要作用 , CTLA4Ig 能明显减轻该作用。

　　关键词:人表皮细胞;CTLA4Ig腺病毒表达载体;外周血淋巴细胞;外周血单核细胞

　　中图法分类号:R392.11;R622+.1　　　 文献标识码:A

Effect of indirect allo-recognition on the rejection of epidermal cells
CHEN Xi-wei , WANG Xi-hua , LUO Gao-xing , LUO Qi-zhi , MA Bing , YI Shao-xuan , HE Wei-feng , WANG Ru-peng ,

TANG Jin (Institute of Burn Research , Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To explore the effect of the indirect allo-recognition on the rejection of epidermal cells.

Methods　Human epidermal cells(EC), allogeneic human peripheral blood lymphocytes(PBL)and mononuclear

cells(PBM , including monocytes)were isolated and cultured in vitro.ECs were transfected with CTLA4Ig-adenovirus

vector.Allogeneic PBLs or PBMs were added to the transfected and non-transfected ECs with simple cultured PBLs or

PBMs as the control.The proliferation of PBLs and PBMs was determined by
3
H-TdR incooperation.Results　ECs

were successfully transfected with CTLA4Ig-adenovirus vector and expressed corresponding proteins.The non-trans-

fected ECs could stimulate slight proliferation of allogeneic PBLs(P<0.05)but remarkable proliferation of PBMs(in-

cluding monocytes)(P <0.01).The proliferation reaction of PBLs and PBMs decreased significantly(P <0.05)af-

ter the stimulation of ECs transfected with CTLA4Ig-adenovirus vector.Conclusion　Indirect allo-recognition might

play an important role in the rejection of epidermal cell , but the role can be markedly decreased by CTLA4Ig.

　　Key words:human epidermal cells;peripheral blood lymphocytes;peripheral blood monocytes;CTLA4Ig

　　及时有效地早期创面覆盖是治疗严重烧伤的重要

途径 。近年来 ,表皮细胞膜片培养技术 、皮肤组织工程

的快速发展 ,以及表皮细胞的基础研究的开展 ,为烧伤

创面覆盖开辟了一条具有良好临床应用前景的道路。

而表皮细胞是其中最关键的细胞成分之一。深入认识

表皮细胞的免疫学特性 ,将有助于促进该细胞的应用

研究的快速发展 。本研究以体外培养的人表皮细胞刺

激异体外周血淋巴细胞和单个核细胞 ,来探讨间接同
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种异型识别对异体表皮细胞移植排斥反应的作用 ,为

临床应用表皮细胞移植提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　主要试剂
　　无血清表皮细胞培养基(K-SFM , 美国 Gibco 公司), 淋巴细

胞分离液(天津血液研究所), pCTLA4Ig 质粒及 CTLA4Ig 腺病毒

表达载体(由本所易绍萱等[1] 构建), 腺病毒表达载体试剂盒

(日本TakaBa 公司), λ噬菌体包装试剂盒(美国 Stratagene 公

司),质粒提取转染试剂盒及内切酶(德国 Roche公司), 3H-TDR

(1 mCi ml ,中国原子能研究所)。

1.2　人表皮细胞(EC)分离与培养
[ 2]

　　将幼儿包皮(西南医院泌尿外科手术切除标本)用 DispaseⅡ-

胰蛋白酶消化法制成单细胞悬液, 接种于 35 mm 培养皿 ,用无血

清表皮细胞培养基培养约 10 d后 ,达亚融合状态时收获备用。
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1.3　人外周血淋巴细胞及单核细胞分离
[ 3]

　　取健康人外周新鲜血(西南医院血库), 用淋巴细胞分离液

分离单个核细胞 ,用 RPMI1640完全培养基 , 含 rIL-2 1 000 ml , 于

37 ℃, 5%CO2(体积比)孵箱进行培养。 通过反复贴壁 , 分别收

获贴壁的单核细胞(PBM)及悬浮的外周血淋巴细胞(PBL)。

　　非特异性酯酶染色证明单核细胞纯度为 97.8%。流式细

胞仪(美国 Beckman 公司)分析 , CD3A+及 CD19A+的淋巴细胞

纯度为 95.9%。

1.4　人源 CTLA4Ig 腺病毒表达载体转染体外培养的

人表皮细胞
[ 4]

　　在转染液的滴度为每毫升 1×109 个噬斑形成单位 , 37 ℃

条件下 , 用含人源 CTLA4Ig 腺病毒表达载体的转染液转染体外

培养的人表皮细胞(Transfected EC , tEC), 1 h。

1.5　人表皮细胞与同种异体人外周血淋巴细胞培

养
[ 5]

　　调整去除单核细胞的人外周血单个核细胞与人表皮细胞

及转染人 CTLA4Ig的人表皮细胞的细胞密度为 1×105 ml ,将两

人PBL-EC(同种异体)等体积混合后接种于 96 孔板 , 在 37 ℃,

5%CO2 条件下 , 培养 6 d。终止培养前 18 h , 加入3H-TDR(终浓

度为92.5×kBq ml)。收集细胞于负压抽吸的 0.45 μm 微孔膜

上 ,在负压的吸引下 , 以 0.01 mol L PBS 洗涤膜 3 次 , 无水乙醇

固定 , 60 ℃干燥 10 min , 用液体闪烁计数仪(美国 Beckman 公

司)测定每分钟计数值。

1.6　统计学处理
　　结果以 x±s表示 , 采用SPSS 8.0 统计程序处理 ,进行方差

分析 ,方差齐性检验和 t 检验。

2　结果

2.1　CTLA4Ig 腺病毒表达载体转染表皮细胞后 CT-

LA4Ig 表达
　　免疫组化检测人表皮细胞 CTLA4Ig 的表达 , 发现 CTLA4Ig

阳性表达 ,见图 1。

图 1　CTLA4Ig腺病毒载体转染 24 h的表皮细胞膜上有明显的

黄色 CTLA4Ig蛋白表达　(ABC×40)

Fig 1　Epidermal cells infected CTLA4Ig-adenovirus vector for 24 h

could successfully express yellow CTLA4Ig protein on its cell

membrane　(ABC×40)

2.2　人表皮细胞与同种异体人外周血淋巴细胞培养
　　人表皮细胞与同种异体的贴壁处理后的人外周血淋巴细

胞混合培养后 ,细胞增殖反应不明显;在加入同一个人外周血

来源的单核细胞后 , 细胞增殖反应明显增强 , 两组之间差异显

著。而经腺病毒转染人源 CTLA4Ig 后的人表皮细胞 , 与同种异

体的贴壁处理后的人外周血淋巴细胞及再加入同一个人外周

血来源的单核细胞混合培养后 ,细胞增殖反应较未转染组明显

减弱 ,见表 1。

表 1　人表皮细胞与异体外周血淋巴细胞培养(CPM ,  x±s)

Tab 1　The proliferation reaction of allogeneic PBLs and PBMs

after stimulation of HECs(CPM ,  x±s)

Group proliferation of lymphocy tes

PBL 2 367±512

PBL+PBM 2 189±376

EC+PBL 7 853±167 5＊

EC+PBL+PBM 19 267±438 3＊＊

tEC+PBL 4 001±504＊#

tEC+PBL+PBM 10 265±214 3＊＊#

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs PBL or PBL+PBM;#:P<0.05 vs

EC+PBL or EC+PBL+PBM

3　讨论

　　现代免疫学研究表明
[ 6]
:T 细胞对同种异体抗原

的识别存在两条途径 ,一是直接识别 ,即受者 T细胞直

接识别由供者抗原递呈细胞(Antigen presenting cells ,

APC)提交的同种异体MHC 分子 。这一途径被认为是

同种异体反应中 T细胞活化的主要途径 ,但是 ,移植物

表面的 HLA分子也可以从细胞表面脱落 ,被受者 APC

细胞摄取 ,进行处理加工与自体MHC-Ⅱ分子一起递呈

给受者 T 细胞 ,称之为间接识别。表皮细胞虽然表达

HLA-Ⅰ类抗原 ,但其本身不具备抗原递呈能力 ,同时

也不表达共刺激分子 ,因而 ,表皮细胞自身的抗原性较

弱。然而我们的实验中 ,培养表皮细胞也能诱导一定

程度的免疫应答 ,可能是因为反应细胞中混有少量的

抗原递呈细胞(PBL 在该反应系统中的纯度为

95.9%)。虽然传代培养的表皮细胞自身抗原性很弱 ,

但在有受者的抗原递呈细胞存在的条件下 ,受者的淋

巴细胞有明显的免疫应答 ,这说明传代培养的表皮细

胞移植后是会发生免疫应答 ,而且若受者的抗原递呈

细胞也存在时 ,此免疫反应是极强的。我们过去的工

作也证实 ,供受者抗原递呈细胞均存在时 ,两者的抗原

递呈细胞在递呈抗原时有协同作用
[ 3]
。之所以有的学

者能在移植培养的表皮细胞 100 d后仍能用 PCR检查

到它的存在 ,其可能的解释是绝大多数的表皮细胞虽

已被排斥 ,但敏感的 PCR仍能查到剩余的及少数细

胞 ,但从移植物本身而言 ,实际已被排斥 。这种现象在

移植中称为“微小嵌合”
[ 7]
,而这种“微小嵌合”的机制
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迄今尚不清楚。

　　同种异体排斥反应是一个 T细胞依赖的过程 。初

始T 细胞的完全激活需要双重信号的刺激 ,既需要 T

细胞受体(T cell receptors , TCR)提供的抗原特异性信

号 ,即 TCR和抗原递呈细胞(APC)加工处理的抗原肽

MHC复合物结合(第一信号),又必须有抗原非特异性

共刺激信号(第二信号)。若缺乏第二信号的辅助 , T

细胞将处于克隆无能(Anergy)或无应答状态 。CT-

LA4Ig与 B7有高度的亲和力而竞争性抑制由 CD28 B7

产生的协同刺激信号 ,T细胞不能被激活 ,从而抑制同

种移植的排斥反应
[ 8]
。表皮细胞能在受者抗原递呈细

胞存在的条件下刺激受者的免疫应答 ,我们考虑能否

通过阻断其刺激分子的手段使得表皮细胞诱导淋巴细

胞免疫无能或无应答 。诸多的实验已证实 , 用 CT-

LA4Ig能有效诱导淋巴细胞的免疫无应答
[ 8 , 9]
。我们

实验也表明 ,经 CTLA4Ig 转染的表皮细胞其抗原性明

显降低 ,并且 CTLA4Ig 腺病毒表达载体转染体外培养

的表皮细胞后 6 h 即可见有 CTLA4Ig 融合蛋白的表

达 ,24 h后达到较稳定的峰值。通过表达载体导入表

皮细胞并使之表达 ,则可能用于未来的培养表皮移植

或表皮细胞复合真皮的移植。这为我们制备高质量 、

长期存在甚至终生存活的表皮细胞移植物提供了一个

有效的途径。
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