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同种异基因肝脏非实质细胞对小鼠移植 

皮片存活的影响 

李宁 袁育康 丁小明 

【摘要】 目的 探讨输注同种异基因肝脏非实质细胞(NPC)对小鼠移植皮片存活的影响及其 

机制。 方法 选 123只近交系小鼠，其中 c H小鼠65只、C BL／6小鼠58只。20只c 3H小鼠作 

移植供体；40只 c H小 鼠肝脏为 NPC来源；余下 5只 c H小鼠作混合淋巴细胞培养(MLC)的刺激 

物，由每分钟放射性荧光闪烁计数(cpm)值表示。58只 C BL／6小鼠分为实验组50只、对照组 8只一 

对照组小鼠仅作皮肤移植 ，未行 NPC输注。实验组 50只小鼠尾静脉输入由40只c H小鼠肝脏制备 

的 2×10 个 NPC，48 h后腹腔注射环磷酰胺 200 mg／kg，并接受 c H小鼠皮片移植 于 NPC输注前 

及输注后各时相点处死实验组小 鼠，每时相点5只。检测血清白细胞介素(IL)_4水平、脾淋 巴细胞 

嵌合体水平及 cpm值，并观察 2组小鼠的存活时间。 结果 实验组小 鼠皮片存活时间为(70．0± 

17．2)d明显长于对照组；NPC输注后 IL_4、嵌合体水平逐渐上升，而 cpm值逐渐降低 NPC输注后 

60 d实验组小鼠IL_4为(251．5±11．0)ng／I ，脾脏嵌合体水平达到(26．30±1．04)％。 结论 IL_4、 

嵌合体水平的升高对诱导和保持免疫耐受起着重要的作用。 

【关键词】 白细胞介素4； 嵌合体； 免疫耐受； 皮肤移植； 肝脏非实质细胞 
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of allogene hepatic nonparenchymal cell(NPC)on 
the survival of grafted skin in mice and its underlying mechanism． Methods Sixty—five C H and fifty—eight 

C57 BL／6 mice were employed in the study．Twenty C 3 H mice were used as skin donor and forty as the source 

of hepatic NPC．The rest five served as the stimulators of mixed lymphocyte culture f M LC) before and on 

the 7th，l8th．30th．and 60th day after NPC infusion with l at each time point．MLC was determined and ex 

pressed as count per minute(CPM)。Fifty—eight C57 BL／6 mice were further divided into experimental(E，n 

= 50)and control groups(C，n=8)。The mice in C group only underwent skin grafting without NPC infu— 

sion．The mice in E group received with 2×10 NPC via cauda1 vein．followed by peritoneal injection of cv 

toxan(200 mg／kg)48 hours later；They were grafted with skin donated from C H nfice 18 days after injec— 

tions．The surviva1 time of the mice in the two groups was observed．The serum 1evels of interleukin-4
． chi— 

mera and MLC in the two groups were determined before and on 7th．18th．30th．60th days after NPC infusion 

， and micro—chimera were aslo assessed on the l st and 3 rd day after NPC infusion．Five mice were sa(：riftced 

at each time point． Results The survival time of skin graft in E group(70．0±17。2 day)was obviously 

longer than that in C group．The serum levels of 1L--4
，chimera in E group were increased gradually，while 

MLC response decreased gradually．The serum IL4 level reached 25 l 5±l 1．0 ng／L and splenic chimera 

level to 26．30±1．04％ on the 60th day after NPC infuslon． Conclusion The high leve1s 0f IL_4 a1Id chi— 

mera might play important roles in inducing and maintaining immune tolerance
． 

【Key words】 Interleukin-4； Chimera； Immune tolerance； Skin traI1splantati0I1： Hepatlc non- 
parenchymal cel1 

异种(体)皮移植是烧伤创面良好的覆盖物，它 

为创面残存的自体皮肤及移植微粒皮的生长、扩展 

提供较佳的微环境。因此，如何减轻异基因皮肤移 

植后免疫排斥反应的发生，延长皮肤存活期是烧伤 

研究的重要方向之一。笔者以近交系小鼠皮肤移植 

为模型，通过输注供者肝脏非实质细胞 (nonparen— 

chymal Cell，NPC)，动态监测受者体内嵌合体 、血清 
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白细胞介素(IL)4水平的变化及作混合淋巴细胞培 

养(MLC)，进一步探讨 NPC诱导免疫耐受的机制。 

材 料 与 方 法 

1．动物来源及分组：l23只近交 系小鼠，年龄 

4—6周，体重(20±2)g，雌雄各半，包括 65只 C H 

小鼠(H一2K、I-EK)和 58只 C BL／6小鼠(H一2b、I— 

Ab)。C H小鼠购自上海实验动物中心和第四军医 

大学实验动物中心，其中20只小鼠作为皮片移植供 

体，40只小鼠用于制备 NPC，余下 5只小 鼠作 为 
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MLC的刺激物。C BL／6小鼠。购白第四军医大学 

实验动物中心，作为皮肤移植受体，分为实验组 5O 

只 ，对照组小鼠8只。 

2．免疫耐受的诱导及皮肤移植 ：取 40只 C，H 

小鼠的肝脏，参照文献[1]制备含 2×10 个 NPC的 

200 l悬液，注入 50只实验组小鼠尾静脉内。48 h 

后向其腹腔内注射环磷酰胺(200 mg／kg)。NPC输 

注后立即对实验组小鼠进行皮肤移植，方法参照文 

献[2]；对照组小 鼠仅行皮肤移植。两组皮源均为 

20只 C H小鼠。 

3．检测项 目：于 NPC输注前及输注后 1、3、7、 

18、30、60 d 7个时相点处死实验组小鼠，每时相点5 

只(输注前及输注后7、18、30、6O d处死实验组小鼠 

前，先取其尾静脉血，用酶联免疫吸附法(ELISA)试 

剂盒(法国Golden Bridge公司)测定血清 IL_4水平 

的变化)。取小 鼠脾脏 ，通过尼龙棉柱分离获得 T 

淋巴细胞，进行如下检测。(1)MLC的检测：在输注 

前及输注后7—60 d共 5个时相点的实验组小鼠脾 

淋巴细胞中，加入经丝裂霉素处理的 5只 c H小鼠 

的脾淋巴细胞进行刺激。采用氚标记胸腺嘧啶脱氧 

核苷( H．TdR)掺入法检测反应产物，结果以每分钟 

放射性荧光闪烁计数值(cpm)表示。(2)嵌合体分 

析：取输注后 l一60 d共 6个时相点下实验组小鼠 

的脾淋巴细胞，加入异硫氰酸荧光素(FITC)．anti I— 

EK(美国 Pharmingen公司)进行荧光标记，用流式 

细胞仪(美 国 Beckman Coulter公司)分析。(3)观 

察两组小鼠术后移植皮片存活时问。 

4．统计学处理：数据以x±s表示，对所得结果 

采用配对计量资料比较，行 t检验。 

结 果 

1．IL_4水平及 MLC反应的动态监测：随着 NPC 

输注后时间的延长，实验组小鼠体内 IL_4水平逐步 

升高(P <0．01)，但 MLC反应的 cpm值明显降低， 

差异有统计学意义(P <0．01)。见表 1。 

表 1 NPC输注前及输注后不同时间血清 IL4的变化 

及 MLC反应(x±s) 

Tab 1 Changes in the serum levels of IL4 

and cpm before and after NPC infusion(x±s) 

注：与 NPC输注前比较，}P<0．0 

2．嵌合体水平分析：输注后第 1天实验组小鼠 

的脾脏内含少量 c H来源的细胞，脾脏嵌合体水平 

为(4．40±0．50)％；输注后第 3天小鼠脾脏嵌合体 

水平为(5．80±0．80)％；输注后第 7天为(7．20± 

0．50)％；输注后第 18天为(17．90±0．50)％；输注 

后第30天增加至(20．30±0．90)％；输注后第60天 

小鼠嵌合体水平达到(26．30±1．04)％ 。 

3．皮片存活时间：NPC输注后 53、58 d，实验组 

2只小鼠死亡。NPC输注后 >60 d，实验组余下 13 

只小鼠，其中皮片存活时间超过 70 d有 12只，皮片 

存活时间为(70．0±17．2)d。对照组皮片存活时间 

为(10．0±0．4)d。 

讨 论 

影响异种(体)皮移植存活的主要原因是移植 

后的免疫排斥反应，应用免疫抑制剂能有效地减弱 

排斥反应的发生，延长移植物的存活时间，但也造成 

了机体的感染或肿瘤 的发生 ，对烧伤患者极为不 

利 ，因此，在体外动物移植模型中诱导受体针对 

供体移植皮肤特异性的免疫耐受，是目前烧伤移植 

的热点问题。 

同种移植排斥时，IL．2和肿瘤坏死因子(TNF)Ot 

的蛋白及其 mRNA水平均明显升高，而 IL_4不升 

高 。现代移植免疫学的理论认为，急性同种排斥 

是 T淋巴细胞依赖的免疫反应，CD4 在其中起关键 

作用。排斥的两个主要效应机制即迟发型超敏反应 

和细胞溶解性 T淋巴细胞均需要 CD4 、辅助性 T 

淋巴细胞(Th)1分泌的 IL．2和干扰素 (INF)的支 

持，Th2产生的 IL-4倾向于诱导免疫耐受 。 

本研究中观察到实验组小鼠嵌合现象持续存 

在，且随着免疫耐受时间延长(NPC输注后 18、3O、 

60 d)，嵌合体的水平进一步提高；NPC输注后实验 

组小鼠血清 IL-4水平逐渐升高，尤其是处于耐受维 

持期的小鼠 IL_4水平进一步升高(P <0．01)；NPC 

输注后实验组小鼠cpm值明显低于输注前(P< 

0．01)，尤其是处于耐受维持期小鼠的 cpm值 ，表明 

其对 c，H小鼠免疫反应明显降低。供者淋巴细胞 

在受者体内发生嵌合后 ，可能导致与供者抗原起特 

异性反应的细胞克隆被清除。目前认为嵌合是供者 

的免疫活性细胞与受者的免疫系统之间存在双向作 

用过程，最终建立稳定的嵌合体 。嵌合体的存在 

诱导体内残存的、未被特异性输注消除的 T淋巴细 

胞大量分泌 IL-4，造成受者体内细胞因子谱系发生 

改变(Thl—Th2)，更有利于嵌合体形成并使其稳定 
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