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携带供者抗原的第三方树突状细胞 
诱导小鼠皮肤移植耐受的研究 

王强 彭毅志 王逸涛 王永权 游波 王元元 赵晓辉 

【摘要】 目的 了解携带供者抗原的第三方树突状细胞(DC)是否具有与供者源未成熟 DC相 

似的免疫功能。 方法 雌性 C BL／6小鼠、BALB／c小鼠和昆明小 鼠分别为皮肤移植的供者、受者 

和第三方。将4O只 BALB／c小鼠分为对照组、环磷酰胺组 、供者源未成熟 DC组、第三方未成熟 DC 

组、携带供者抗原第三方 Dc组，每组 8只。后4组大鼠皮肤移植术前4 d用环磷酰胺(200 mg／kg)预 

处理，对照组同法给予等量等渗盐水。后 3组术前2 d用 1 ml相应 DC悬液(1×10 个／m1)预处理， 

并在术后 12 d重复给予 1 ml DC悬液(1×10 个／m1)1次；前2组于上述 2个时相点同法给予等量等 

渗盐水。记录各组皮片平均成活时间(MST)并于术后 5 d对皮片进行组织学观察。 结果 与对照 

组(16．1±3．5)d比较，供者源未成熟 DC组和携带供者抗原第三方 DC组小鼠移植皮片的MST明显 

延长，分别为(38．3±7．7)、(34．9±7．7)d(P<0．O1)；携带供者抗原第三方 DC组与供者源未成熟 

DC组皮片的MST相近(P>0．05)，但与第三方未成熟 DC组(23．7±2．7)d比较，差异有统计学意义 

(P<0．05)。镜下见携带供者抗原第三方 DC组移植皮片结构较清楚、排列有序，与供者源未成熟 

DC组情况相近。 结论 携带供者抗原的第三方 DC与供者源未成熟 DC，均可在一定程度上建立 

抗原特异性 免疫 耐受 。 
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【Abstract] Objective To investigate whether the third—party dendritic cells(DC)incubated with do— 
nor s antigens posess the similar immune functions with donor derived immature DC． Methods Female C57 

BL／6，BALB／c and Kunming mice were used as skin transplant donors，recipients and third—party，respec— 

tively．Forty BALB／c mice were randomly divided into A(normal contro1)，B(cyclophosphamide adminis— 

tration)，C(CTX and donor derived immature DC)，D(CTX and third—party immature DC)，E(CTX and 

third—party DC loaded with donor s antigens)groups，with 8 mice in each group．The mice in group B，C，D 

and E were given CTX(200mg／Kg)4 days before operation，while those in group A were given equivalent a— 

mount of normal saline(NS)．Then in group C，D and E，DC at a dose of 1×10 ／ml were intraperit0neally 

injected with 2 days before grafting and 12 days after operation，but the mice in group A and B were given 

NS in the same manner．Mean survival time(MST)of skin grafts was recorded，and biopsies of grafts on 5 

and 10 post—operation days(POD)were harvested for histologic examination． Results Compared with 

group A[(16．1±3．5)d]，MST of skin grafts in group C[(38．3±7．7)d]and E[(34．9±7．7)d]were 

significantly prolonged(尸 <0．O1)，while no obvious difference was observed between group C and E(尸 > 

0．05)，but there was statistically significant difference in MST between group D [(23．7±2．7)d]and E 

(P < 0．05)．In addition．clear epithelial structure and infiltration of inflammatory cells were observed in 

specimens from both groups C and E． Conclusion Both donor derived immature DC and third—party DC 

loaded with donorg antigens can partly induce donor specific transplantation tolerance． 
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树突状 细胞 (dendritic cell，DC)是 已知 的机体 

内功能最强的专职抗原呈递细胞。它是一类具有膜 

样或树突状突起、能够启动并调 节免疫反应的细胞 

总称 ，并且 由于其来源和发育阶段不同 ，存在着功能 

异质性。DC既可 以引发免疫应答也可以诱 导免疫 

耐受，此双重作用与它的成熟状态相关⋯ 。动物实 

验结果证实，应用来 自同一供者的未成熟 DC和实 

质性脏器联合移植，可显著延长移植物 的成活时 

间 。但在临床皮肤移植手术中，未成熟 DC主要 

来 自健康志愿捐献者 ，与异体皮来源并不一致 ，严重 

影响了皮肤移植后 的成活质量。如果让第三方未成 

熟 DC负载皮肤供者抗原，是否可以使其发挥与供 

者源未成熟 DC相 似的免疫 功能呢?在本研究 中， 

笔者观察了携带供者抗原的第三方 DC对异基因小 

鼠皮肤移植 中皮片成活的影响。 

1 材料与方法 

1．1 动物及主要试剂来源 

选取 8～12周龄 的健 康雌性 C ，BL／6小 鼠 10 

只 、BALB／c小鼠40只 、昆明小鼠 10只(第三军医大 

学大坪医院实验动物 中心 )。重组小 鼠粒细胞巨噬 

细胞集落刺激因子 、重组小 鼠白细胞介素 4购 自美 

国 Sigma公司 ；DMEM 培 养基购 自美 国 Hyclone公 

司；细胞毒性 T淋 巴细胞相关抗原 4 Ig(CTLA一4 Ig) 

购 自美 国 Ancell公司；环磷 酰胺购 自上海华联制药 

有 限公 司。 

1．2 DC悬液的制备 

C ，BL／6小鼠、昆明小鼠未成熟 DC悬液的制备 

参照文献 [4]操作。 

参照文献[5]制备携带供者抗原的第三方 DC 

悬液 ：用淋巴细胞分离液获取 C BL／6小鼠单个核细 

胞悬液，用磷酸盐缓冲液(PBS)调整细胞浓度为 1× 

10 个／ml，于液氮和37℃条件下反复冻融 6次制成 

细胞碎片悬液，用孔径0．22 m的滤膜过滤，将抗原 

上清液置于4℃冰箱中保存备用。取已制备好的昆 

明小 鼠未成熟 DC悬 液(1×10。个／m1)与 C BL／6 

小鼠抗原上清液按 1：5体积比混合，同时于每毫升 

昆明小 鼠未成熟 DC悬液中加入 100 g CTLA一4 Ig， 

于 37℃条件下孵育8 h，用 PBS洗涤3次，收集 DC， 

重新悬浮于等渗盐水中，制成 1×10 个／ml的细胞 

悬液待用。 

1．3 实验分组及处理 

1．3．1 分组情况 将 BALB／c小鼠分为 5组，每 

组 8只。(1)对照组：仅行皮肤移植，其余处理用相 

应剂量等渗盐水代替；(2)环磷酰胺组：除经腹腔注 

射环磷酰胺和行皮肤移植外，其余处理用相应剂量 

等渗盐水代替；(3)供者源未成熟 DC组 ：皮肤移植 

前经腹腔注射环磷酰胺和 C BL／6小 鼠未成熟 DC； 

(4)第三方未成熟 DC组 ：皮肤移植前经腹腔注射环 

磷酰胺和昆明小鼠未成熟 DC；(5)携带供者抗原第 

三方 DC组 ：皮肤移植前经腹 腔注射环磷酰胺和携 

带 C ，BL／6小 鼠抗原的昆明小鼠 DC。 

1．3．2 具体操作 在皮 肤移植 术前 4 d，各组 

BALB／c小 鼠经腹腔注射 环磷 酰胺 (200 mg／kg)或 

等量等渗盐水。术前 2 d经腹腔注射相应 DC悬液 

(1×10 个／m1)1 ml或等量等渗盐水 。用 眼科剪剪 

去其背部皮肤 ，形成约 1．5 cm×1．5 cm 的创 面，以 

取自C BL／6小鼠的全厚皮片覆盖，缝合、包扎、固 

定。术后 12 d各组再次经腹腔注射 1 ml相应 DC悬 

液(1×10 个／m1)或等量等渗盐水。 

1．4 观察指标 

1．4．1 皮片平 均成 活时 间 (median survival time， 

MST) 移植术后 每天观察 各组 BALB／c小 鼠移 

植皮片颜色、质地等，将皮片完全发黑坏死或干燥成 

痂 、脱落作为皮片排斥标准 ，记 录皮片从移植到发 

生排斥的时间 ，计算 MST。 

1．4．2 组织形态学变化 皮肤移植术后 5 d，取 

供者源未成熟 DC组和携带供者抗原第三方 DC组 

小鼠移植部位皮片组织 ，制成切片 ，固定后行 HE染 

色并在光学显微镜下观察。 

1．5 统计学处理 

数据以x±s表示，采用 SPSS 10．0统计软件行 

单因素方差分析及 Student—Newman检验。 

2 结 果 

2．1 各组小鼠移植皮片 MST比较 

与对照组小鼠(16．1±3．5)d比较 ，供者源未成 

熟 DC组、第三方未成熟 DC组、携带供者抗原第三 

方 DC组 移 植 皮 片 的 MST 均 明 显 延 长 ，分 别 为 

(38．3±7．7)、(23．7±2．7)、(34．9±7．7)d(P < 

0．01)；环磷 酰胺组的 MST为(15．3±2．8)d，与对照 

组 比较 ，差异无统计 学意义 (P >0．05)；携带供者 

抗原第三方 DC组的 MST较第三方 未成熟 DC组显 

著延长(P <0．05)，而与供者源未成熟 DC组 比较 ， 

差异无统计 学意义 (P >0．05)。术 后各 组小 鼠所 

植皮片均未发生感染。 

2．2 组织形态学观察结果 

皮肤移植术后 5 d，供者源未成熟 DC组和携带 
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治疗 Ⅲ度烧伤面积≥80％TBSA患者 19例 

李淑荣 

1986年 5月一2oo6年5月，笔者单位共收治 19例Ⅲ度面 

积≥80％TBSA的烧伤患者，其中8例救治成功，现总结如下。 

1 临床资料 

本组患者中男 17例、女2例，年龄 19—66岁。休克期度 

过平稳者 l1例、不平稳者 8例。休克期度过不平稳的患者 

早期均发生脓毒症或脏器功能不全，其中 7例死亡 ；休克期 

度过平稳的患者仅 5例发生脓毒症或脏器功能不全，其中 4 

例死亡 。 

2 治疗方法与讨论 

2．1 防治休克 

2．1．1 重视早期补液 大面积深度烧伤患者休克期度过 

平稳与否 。直接影响其预后。伤后由于大量血浆样体液外 

渗，造成有效血容量不足，同时伴有大量红细胞破坏 ，携氧能 

力减弱，导致组织缺氧。特别是在伤后第 1个 24 h，必须根 

据具体病情掌握补液量和补液速度(肾功能损害较轻的成年 

患者 ，补液量与尿量 的体积 比应维持在 5：1左 右 )，以较好 地 

预防和控制休克的发生和发展。笔者单位收治的休克期度 

过不平稳患者中，有 2例为伤后 5 h入院，早期补液明显不 

足，属重度休克。休克期度过平稳的 l1例患者均于伤后 2 h 

内入院，入院后第 1个 24 h成人补液量均超过 10 000 ml 

(10 360—14 860 m1)，尿量 66 ml／h，补液量 与尿量体 积 比为 

(5—6)：1。 

2．1．2 保障氧供 Ⅲ度面积≥80％TBSA的患者常合并不 

同程度的吸人性损伤。中重度吸人性损伤者宜尽早行气管 

切开，保持气道通畅，迅速改善组织氧供 ，使机体处于良好状 

态，增强抗病能力，为后续手术处理创面做准备。 
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2．2 处理创面 

机体烧伤后免疫功能紊乱、体液大量丢失 、细菌大量繁 

殖。随着时间延长 ，细菌向深部组织侵袭，导致创面脓毒症 

发生。本组中抢救成功的 8例患者，均尽早行切削痂术 ，及 

时封闭创面，从根本上控制了感染和炎性反应。 

(1)焦痂切除 ：以手术 清除为 主 ，对 颜 面部 、会 阴等特殊 

部位采取保痂疗法。若患者入院早、抢救及时、病情平稳，可 

在伤后 48 h内手术，首次切痂面积建议尽可能大，第 2次手 

术的时间间隔视患者情况而定，大部分焦痂宜在伤后 2周内 

清除。Ⅲ度创面若集中于四肢，最适宜行焦痂切除，面颈部 

和会阴常规行保痂治疗。一般切痂顺序是“先四肢、后躯 

干”，但也须结合全身和创面具体情况考虑。若患者感染严 

重 ，可能有部分坏死肌 肉或病灶 焦痂及躯干 部有限制 呼吸 的 

环形焦痂 ，要尽早切除；如肢体肌肉广泛坏死，应考虑截肢； 

对暂不切除且感染较轻的焦痂 ，要尽量保持干燥，创面外涂 

磺胺嘧啶银糊剂。(2)创面覆盖：焦痂清除后，必须及时覆 

盖、封闭创面。大面积 Ⅲ度烧伤患者的 自体皮源较少，可移 

植大张异体皮，其上开洞嵌植自体皮或行微粒皮移植术。 

2．3 防治感染及保护脏器 功能 

严重烧伤后，引发的过度炎性反应容易导致严重感染和 

多脏器功能衰竭，这也是目前大面积 Ⅲ度烧伤患者的主要死 

亡原因。笔者认为，防治感染应从提高机体抗病能力及控制 

病原菌着手，早期给予肠内肠外营养 、正确处理创面、合理应 

用抗生素和采取必要的消毒隔离措施均很重要。在治疗过 

程中，注意进行分泌物细菌培养，选择敏感抗生素。一旦观 

察到早期感染征象，要及时选用高效抗生素或联合用药，做 

到用药及时、停药果断。 
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