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摘要：目的 研究供体来源半成熟树突状细胞（smDC）诱导大鼠肝移植术后免疫低反应的效果，初步分

析其作用机制。方法 该实验在成功完成大鼠树突状细胞（DC）培养和鉴定的基础上，进行大鼠肝移植术前

输注供体来源 DC、术后使用雷帕霉素灌胃，观察大鼠术后血清白细胞介素 10（IL-10）和 γ 干扰素

（IFN-γ）、CD4+CD25+Treg的变化，并评估急性免疫排斥病理改变。结果 使用雷帕霉素后，可以改变血清

细胞因子的分泌水平、促进 Lewis→BN大鼠肝移植术后 CD4+CD25+Treg的增殖，减轻术后免疫排斥反应，从

而延长 Lewis→BN大鼠肝移植术后生存时间。结合术前输注未成熟树突状细胞（imDC）或 smDC，可以增强

雷帕霉素的相应作用，进一步诱导大鼠肝移植术后免疫低反应，且 smDC的作用强于 imDC。结论 smDC可

以诱导 Lewis→BN大鼠肝移植术后免疫低反应。
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Induction of low immune response by donor-derived semi-mature
dendritic cells in rats after liver transplantation鄢
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Abstract: Objective To study the effect of donor-derived semi-mature dendritic cells (smDC) in inducing low
immune response of rats after orthotopic liver transplantation and analyze its mechanism. Methods In this
experiment, based on culture and identification of rat dendritic cells, donor-derived dendritic cells were infused
before orthotopic liver transplantation, and Rapamycin was used for gastric lavage after surgery. Then the
expression levels of cytokines (IL-10 and IFN-酌) and CD4+CD25+Treg changes were observed, and the pathological
changes of acute immunological rejection were evaluated. Results Administration of Rapamycin changed serum
cytokine secretion, promoted CD4 +CD25 +Treg proliferation after liver transplantation in the Lewis寅BN rats,
alleviated postoperative immune rejection, thus prolonged the survival time after liver transplantation. Preoperative
infusion of immature dendritic cells (imDC) or smDC could enhance the effect of Rapamycin and further induce the
low immune response after liver transplantation in rats, and the effect of smDC was stronger than that of imDC.
Conclusions smDC can induce low immune response after liver transplantation of Lewis寅BN rats.
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肝移植是目前治疗终末期肝病唯一有效的方

法，移植术后免疫排斥反应是造成移植物功能失活

的主要因素，术后需要长期使用免疫抑制剂来抑制

排斥反应、进而维持肝脏长期存活[1]。但是，长期应

用免疫抑制剂会增加感染概率，会增加恶性肿瘤的

发生风险。如何减少肝移植术后免疫抑制剂的使用

并同时保证移植物发生免疫耐受或者免疫低反应性

是临床研究的重点。树突状细胞（dendritic cell，DC）

是体内专职抗原提呈细胞，半成熟树突状细胞

（semimature dendritic cell，smDC）是新近发现的一

种中间态的 DC，对免疫应答具有抑制效应[2]，但对肝

移植术后免疫排斥的调节作用仍然有待进一步研

究。本研究重点观察供体来源 smDC对大鼠肝移植

术后免疫反应的影响。

1 材料与方法

1.1 实验材料

封闭群雄性健康 SPF级大鼠、体重 250～280 g，

供体为 Lewis大鼠，受体为 BN大鼠，均购于北京维

通利华实验动物有限公司。大鼠白细胞介素 10

（Interleukin-10，IL-10）、γ 干扰素（Interferon-γ，

IFN-γ）ELISA 试剂盒以及 FITC 标记的抗大鼠

CD4（FITC anti-rat CD4）及 PE标记的抗大鼠 CD25

（PE anti-rat CD25）为美国 eBioscience公司产品，

Bio-tek ELx800酶标仪为德国 BIO-TEK公司产品，

流式细胞仪（FACSCalibur）为美国 BD公司产品。

1.2 实验方法

1.2.1 实验分组 实验动物完全随机分为 3组，每

组 25对大鼠。雷帕霉素干预组：术后 1～7 d用雷帕

霉素 2 mg/（kg·d）灌胃；未成熟树突状细胞（immature

dendritic cell，imDC）干预组：术前 7 d经受体阴茎背

静脉注射 Lewis大鼠来源的 imDC 1×106个 /只，术

后 1～7 d用雷帕霉素 2 mg/（kg·d）灌胃；smDC干预

组：术前 7 d经阴茎背静脉注射 Lewis大鼠来源的

smDC 1×106个 /只，术后 1～7 d用雷帕霉素 2 mg/

（kg·d）灌胃。

1.2.2 复制大鼠肝移植模型 以改良的 kamada二

袖套法复制大鼠肝移植急性排斥反应模型，双袖套

法吻合肝下下腔静脉和门静脉，直接缝合法吻合肝

上下腔静脉，自制胆道支架吻合胆道，肝动脉不吻

合。术后大鼠单笼饲养，以红外线灯或空调加热，以

便尽快复温，直至活动自如。术后恢复进水，自由进

食，连续 3 d（包括手术当天）予腹腔内注射含 10万 u

青霉素的生理盐水 3 ml。

1.2.3 指标检测方法 术后第 1、4、7和 10天各随

机处死 5只大鼠，收集肝脏组织并制作病理切片，对

急性免疫排斥病理改变进行评估。收集外周血后分

为 2份，一份采用酶联免疫吸附试剂盒测定 IFN-γ

和 IL-10的含量，另一份用于分离外周血单个核细

胞，孵育 FITC anti-rat CD4和 PE anti-rat CD25单

克隆抗体后在流式细胞仪上测定 CD4+CD25+Treg细

胞的含量。其余 5只观察存活时间。

1.3 统计学方法

采用 SPSS20.0软件录入和分析数据，计量资料

用均数±标准差（x±s）表示，采用方差分析，两两比

较采用 LSD- 检验， <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 血清 IFN-γ和 IL-10含量

雷帕霉素干预组肝移植术后 1～7 d，血清

IFN-γ水平随着时间延长，维持在一个较低的水

平，停药后（10 d）升高，同期，血清 IL-10水平随着

时间延长逐渐升高，停药后（10 d）较前降低；imDC

干预组和 smDC 干预组肝移植术后 1～7 d 血清

IFN-γ和 IL-10水平变化趋势与雷帕霉素组一致，

但整体水平 IFN-γ比雷帕霉素组偏低、IL-10比雷

帕霉素组偏高，差异均有统计学意义（ <0.05）；停

药后（10 d），imDC 干预组和 smDC 干预组血清

IFN-γ水平升高幅度低于雷帕霉素组，而同时两组

IL-10水平继续升高（与雷帕霉素组降低的情况不

同），2种细胞因子分泌水平与雷帕霉素组比较，差

异均有统计学意义（ <0.05），两组之间比较差异无

统计学意义（ >0.05）；同一时间段两组之间比较，

差异有统计学意义（ <0.05）。见表 1、2。

2.2 大鼠外周血 CD4+CD+25Treg流式细胞水平

大鼠肝移植术后外周血 CD4+CD25+Treg水平，

雷帕霉素干预组随着时间延长，逐渐升高，各时间

段比较差异有统计学意义（ <0.05）；imDC 干预组

和 smDC干预组变化趋势与雷帕霉素组一致，但整

体水平比雷帕霉素组偏高，差异有统计学意义（ <

0.05），同一时间段两组之间比较 smDC 干预组比

imDC干预组高，差异有统计学意义（ <0.05）。见表

3、图 1～3。

2.3 肝脏病理改变

各组可见到随着移植时间的延长，汇管区三体

（肝动脉、门静脉和胆管汇管）炎症细胞和淋巴细胞
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浸润增加，组织水肿范围扩大，肝实质内散在一些淋

巴、单核、中性粒细胞浸润，静脉炎并扩展到肝实质，

引起静脉周围肝细胞坏死，术后第 10天最明显。雷

帕霉素干预组中 -重度静脉炎并扩展到肝实质，引

起静脉周围肝细胞坏死，少数汇管区内有小胆管破

坏，Banff系统评分Ⅲ级，imDC组、smDC组肝实质内

散在一些淋巴、单核、中性粒细胞浸润，Banff系统评

分Ⅱ级，imDC组较 smDC组稍重（见图 4~6）。

表 1 各组大鼠血清 IL-10的变化 （ =5，pg/ml，x±s）

组别 1 d 4 d 7 d 10 d 值 值

雷帕霉素干预组 470.50±28.11 543.24±36.501） 722.50±47.161）2） 519.30±101.181）2）3） 6.831 0.012

imDC干预组 539.26±86.484） 645.19±95.061）4） 886.44±152.101）2）4） 942.50±191.471）2）3）4） 9.115 0.003

值 7.382 6.772 8.389 10.337

值 0.005 0.008 0.003 0.001

smDC干预组 546.24±93.754） 658.66±108.821）4） 905.65±171.541）2）4）5） 949.97±219.501）2）3）4） 8.693 0.006

注：1）与组内 1 d比较， <0.05；2）与组内 4 d比较， <0.05；3）与组内 7 d比较， <0.05；4）与雷帕霉素组比较， <0.05；5）与 imDC干预组

比较， <0.05

表 2 各组大鼠血清 IFN-γ的变化 （ =5，pg/ml，x±s）

组别 1 d 4 d 7 d 10 d 值 值

雷帕霉素干预组 326.40±32.57 398.20±36.191） 424.68±38.101）2） 709.63±78.151）2）3） 11.382 0.003

imDC干预组 249.58±44.024） 308.20±49.751）4） 338.54±55.071）2）4） 559.66±89.421）2）3）4） 9.387 0.008

值 9.382 7.472 8.683 7.794

值 0.002 0.006 0.003 0.004

smDC干预组 247.50±31.304） 294.26±40.901）4） 319.47±52.181）2）3）5） 541.58±92.941）2）3）4）5） 13.282 0.001

注：1）与组内 1 d比较， <0.05；2）与组内 4 d比较， <0.05；3）与组内 7 d比较， <0.05；4）与雷帕霉素组比较， <0.05；5）与 imDC干预组

比较， <0.05

表 3 各组大鼠外周血中 CD4+CD25+Treg的变化 （ =5，%，x±s）

组别 1 d 4 d 7 d 10 d 值 值

雷帕霉素干预组 2.14±0.27 2.47±0.391） 3.85±0.361）2） 5.35±0.441）2）3） 10.384 0.002

imDC干预组 2.44±0.22 3.17±0.351）4） 4.65±0.411）2）4） 7.15±0.841）2）3）4） 15.482 0.000

值 6.897 8.382 11.384 13.922

值 0.009 0.004 0.002 0.001

smDC干预组 3.16±0.314）5） 4.19±0.431）4）5） 6.39±0.721）2）4）5） 10.22±1.251）2）3）4）5） 22.129 0.000

注：1）与组内 1 d比较， <0.05；2）与组内 4 d比较， <0.05；3）与组内 7 d比较， <0.05；4）与雷帕霉素组比较， <0.05；5）与 imDC干预组

比较， <0.05

A B C D

A：术后第 1天；B：术后第 4天；C：术后第 7天；D：术后第 10天

图 1 雷帕霉素干预组流式细胞图
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A B C D

A：术后第 1天；B：术后第 4天；C：术后第 7天；D：术后第 10天

图 2 imDC干预组流式细胞图
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A B C D

A：术后第 1天；B：术后第 4天；C：术后第 7天；D：术后第 10天

图 3 smDC干预组流式细胞图
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A B C

A：雷帕霉素干预组；B：imDC干预组；C：smDC干预组

图 4 移植术后第 1天的病理改变

A B C

A：雷帕霉素干预组；B：imDC干预组；C：smDC干预组

图 5 移植术后第 4天的病理改变
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A B C

A：雷帕霉素干预组；B：imDC干预组；C：smDC干预组

图 6 移植术后第 7天的病理改变

A B C

A：雷帕霉素干预组；B：imDC干预组；C：smDC干预组

图 7 移植术后第 10天的病理改变

3 讨论

肝移植是临床上治疗终末期肝病唯一有效的手

段，但是受到术后免疫排斥反应以及长期应用免疫

抑制剂等因素的影响，移植术后的生存时间有限、整

体疗效并不令人满意[3]。如何抑制肝移植术后的免

疫排斥反应、维持机体对移植物的免疫耐受是临床

研究的热点。DC是体内重要的抗原递呈细胞，根据

其发育状态的不同分为 imDC 和成熟树突状细胞

（mature dendritic cells，mDC）。处于不同发育状态的

DCs，在体内执行的免疫功能是不一样的，imDC诱

导免疫耐受，而 mDC激活免疫排斥反应[4]。XIN等[5]

的研究证实，imDC 能够诱导受体对移植物的免疫

耐受。

近些年的研究证实存在一种中间发育状态的

DC、即 smDC [2，6-9]，该细胞不分泌 IL-12、IL-6 和

IL-1β等促炎因子，却分泌抑制性因子 IL-10，同时

可以诱导 CD4+CD25+Treg细胞活化，从而诱导效应

T细胞低反应以及移植免疫耐受。

CD4+CD25+Treg对于免疫耐受的维持具有重要

价值[10]。Treg细胞本身能够竞争性结合抗原递呈细

胞表面的 B7分子并阻断细胞毒 T细胞的活化，由

其分泌产生的 IL-10、IL-35也具有抑制免疫排斥反

应的作用 [11]。对 3组大鼠肝移植术后外周血中Treg

细胞含量的分析证实：smDC组和 imDC组大鼠移植

术后的外周血 Treg细胞含量升高，且 smDC组大鼠

外周血 Treg 细胞含量升高更为显著。这就说明

smDC和 imDC均能够抑制肝移植术后的免疫排斥

反应且 smDC抑制免疫排斥反应的效应优于 imDC。

在 HE染色的肝脏组织切片上，随着移植时间

的延长，移植肝脏急性排斥反应进展，但与雷帕霉素

干预组比较，急性排斥的病理变化减轻，尤其在术后

7 d停药后，DC干预组急性排斥的病理变化比雷帕

霉素组减轻，说明术前输注 DC有诱导排斥低反应

的作用。

在前期的实验中，笔者尝试过在移植术前 7和

1天输注 DC，若不加用雷帕霉素，并不能延长不同

品系受体大鼠的生存时间。而在使用雷帕霉素的基

础上，术前输注 imDC和 smDC，受体大鼠的生存期

较单用雷帕霉素长，其中 smDC干预组存活时间最

长。说明大鼠肝移植术前予 imDC、smDC预干预，可

延长受体大鼠的术后生存时间。本实验中，受体大鼠

在行肝脏移植术前输注供体大鼠不同成熟状态

DC，移植物的存活期较未经干预组延长。但停用雷

帕霉素后所有受体均未能达到长期存活，不能得出

已诱导免疫耐受的结论，只能得出诱导排斥低反应

的结论。
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本研究的结论为：仅术前输注一次 DC，伴随

DC的凋亡或死亡，其作用效果减弱甚至消失。若需

诱导免疫耐受，尚需进一步的研究。
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