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·基础论著·

大黄素对大鼠肝移植后 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性
Ｔ细胞的影响
蒋力　刘篧　张珂　穆毅　曾辉　毛羽

　　【摘要】　目的　研究大黄素对大鼠肝移植后 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞的
比例以及对其免疫抑制功能的影响。方法　双袖套法建立大鼠原位肝移植模型，
以大黄素和环孢素 Ａ（ＣｓＡ）分别在术后腹腔给药，并以给予 ＰＢＳ作为模型对照
组，观察不同药物移植后大鼠存活时间的影响，以及对移植术后大鼠外周血中

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞（Ｔｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｃｅｌｌｓ，Ｔｒｅｇ）亚群的变化以及免疫功能的
影响。结果　大黄素能显著延长大鼠原位肝移植的术后成活时间，大黄素组大鼠
的平均存活时间（１７．４±２．５）ｄ与肝移植模型对照组（８．８±１．９）ｄ相比差异具
有统计学意义；大鼠肝移植后大黄素给药可显著上调受体大鼠外周血以及肝内

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ的比例，并显著增强 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ抑制效应性 Ｔ细胞的增
殖能力（Ｐ＜０．０５）。结论　大黄素能够延长大鼠原位肝移植的术后成活时间，
并可能通过上调外周血以及肝内 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ的数量及免疫抑制功能来实
现移植后免疫排斥反应的抑制。
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　　大黄素（ｅｍｏｄｉｎ）作为一种蒽醌类物质，主要源于蓼科植物掌叶大黄的根茎，
近年来研究发现大黄素具有抗炎［１］、免疫调节［２］、保护脏器［３］及抗肿瘤［４］等作

用。前期研究表明大黄素可以抑制淋巴细胞增殖［２］，并可诱导器官移植后免疫

耐受的建立［５７］，但具体作用机制尚不明确。而调节性Ｔ细胞作为目前具有免疫
抑制作用的细胞亚群在移植免疫中发挥着重要的作用，参与对移植免疫排斥反应

并诱导移植免疫耐受的建立［８１０］，同时还发现器官移植后环孢素Ａ（ＣｓＡ）等免疫
抑制剂的应用可显著上调Ｔｒｅｇ数量及免疫抑制的功能［９，１１］。大黄素作为具有免

疫调节药理作用的药物，可抑制大鼠肝移植后急性排斥反应发生，但其作用是否

与影响Ｔｒｅｇ数量及功能相关有待进一步明确。因此，本研究的主要目的是在建
立近交系大鼠原位肝移植自发免疫耐受模型的基础上，初步探讨移植术后大黄素

的应用对大鼠外周血中 ＣＤ８＋ＣＤ２８－、ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ的数量及对其免疫抑制
功能的影响。

材料和方法

一、材料与试剂

抗ＣＤ４ＰｅｒＣＰＣｙ５．５、抗ＣＤ２５ＦＩＴＣ、抗Ｆｏｘｐ３ＰＥ均购自美国 ＢＤＰｈａｒｍｉｎ
ｇｅｎ公司、ＲＰＭＩ１６４０培养基和胎牛血清（ＦＢＳ）分别为 ＧｉｂｃｏＢＲＬ和 Ｈｙｃｌｏｎｅ生
产。抗ＣＤ３、抗ＣＤ２８购自美国Ｒ＆Ｄ公司。ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞磁珠分选试剂盒
购自加拿大Ｓｔｅｍｃｅｌｌ公司。流式细胞仪购自美国ＢＤ公司（ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ，ＢＤ）。

二、大鼠原位肝移植模型建立

ＳＤ大鼠以及Ｗｉｓｔａｒ大鼠，均８～１０周龄，体重２００～２５０ｇ，均购自北京维通利
华实验动物技术有限公司，ＳＰＦ级饲养条件。正常供应饲料和饮水，术前１２ｈ禁
食。参照Ｋａｍａｄａ等［１２］的双袖套等方法，建立 ＳＤ大鼠→Ｗｉｓｔａｒ大鼠全血供原位
肝移植模型［１２］。将制备的４８只大鼠模型随机分为３组（ｎ＝１６），即对照组、大
黄素组和环孢素 Ａ组。于移植术后第 １天开始各组分别腹腔内注射 ０．５
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ｍｌ／（ｋｇ·ｄ）ＰＢＳ、５０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）大黄素、１０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）环孢素 Ａ，于术后第３
天、第７天每组分别处死３只大鼠，取静脉血及肝脏标本备检。余受体大鼠继续
应用药物干预直至死亡，记录其生存时间。

三、大鼠外周单个核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，ＰＢＭＣｓ）以及肝
脏浸润淋巴细胞（ｌｉｖｅｒｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ，ＬＩＬｓ）分离

将大鼠处死后取外周血加至 ＥＤＴＡ（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ）抗凝管
中，抗凝的外周静脉血小心铺于１０ｍｌ淋巴细胞分离液表面，梯度离心２０ｍｉｎ
（２２℃，１５００ｒ／ｍｉｎ），细胞悬液和淋巴细胞分离液之间的白膜层即为所分离得到
的单个核细胞，小心吸出后，用预冷 ＲＰＭＩ１６４０稀释，１２００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，去
除混杂的淋巴细胞分离液；最后用预冷 ＲＰＭＩ１６４０悬浮细胞沉淀，１０００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ，即可分离到ＰＢＭＣｓ。

ＬＩＬｓ的分离步骤为取处死后的大鼠肝组织，以含２％ 胎牛血清及１％ ＥＤＴＡ
的 ＰＢＳ漂洗去除红细胞后，机械法制备细胞悬液，以１００目筛网过滤，将过滤后
的细胞以培养基稀释后加至淋巴细胞分离液进行密度梯度离心，即分离肝组织内

浸润的淋巴细胞。

四、Ｔｒｅｇ表型检测
取上述ＰＢＭＣｓ和ＬＩＬｓ与抗ＣＤ４ＰｅｒＣＰＣｙ５．５、抗ＣＤ２５ＦＩＴＣ室温共孵育１５

ｍｉｎ。Ｆｏｘｐ３ＰＥ标记参照试剂盒操作指南进行破膜标记。标记后的细胞用 ＰＢＳ
洗２遍。１％多聚甲醛３００μｌ重悬固定，行流式细胞术检测。每例患者标本均设
各自同型对照，取２次检测结果均值进行统计学处理。以流式细胞仪双色、三色
分析法分别分析ＰＢＭＣｓ以及ＬＩＬｓ中ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ的比例。

五、Ｔｒｅｇ抑制功能检测
以密度梯度离心法分离的大鼠肝移植后７ｄ的 ＰＢＭＣｓ，用 ＣＤ４负选磁珠分

选法去除大鼠ＰＢＭＣ中的 ＣＤ４－Ｔ细胞；再使用 ＣＤ２５正选磁珠法分选出 ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋Ｔ细胞，剩余细胞即为ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ细胞。将分离的ＣＤ４＋ＣＤ２５－的Ｔ细
胞加至抗ＣＤ３包被的培养板中，同时加入抗ＣＤ２８以刺激ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ细胞增
殖，在培养中再加入分离的自身的 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞，其与 ＣＤ４＋ＣＤ２５－细胞别
按１０∶１、５∶１、１∶１、１∶５、１∶０的比例加入，共同培养７２ｈ，在培养结束前１２ｈ加入
ＢｒｄＵ（终浓度１０μｍｏｌ／Ｌ）共同培养１２ｈ后，终止反应、显色，在酶标仪４５０ｎｍ读
数，计算细胞增殖指数，增殖指数公式为ＳＩ＝（刺激孔Ａ－对照孔Ａ）／对照孔Ａ。

六、统计学处理

采用ＳＰＳＳ１１．０软件以及Ｇｒａｐｈｐａｄ５．０进行统计分析，对于多组间采用Ｆ分
析，两组间比较采用双侧ｔ检验，相关性分析采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ法，Ｐ＜０．０５为差异
具有统计学意义。

结　　果
一、大鼠肝移植后不同给药组大鼠生存分析

各组受体大鼠进入结果分析的数量分别为对照组（ＰＢＳ）８只、大黄素组
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（ｅｍｏｄｉｎ）８只、环孢素 Ａ（ＣｓＡ）组９只。与对照组相比，大黄素组以及环孢素 Ａ
给药组大鼠移植后一般状况好。对照组、大黄素组、环孢素Ａ组大鼠的平均存活
时间分别为（８．８±１．９）ｄ、（１７．４±２．５）ｄ、（２０．０±２．０）ｄ，大黄素组、环孢素Ａ分
别与对照组的生存天数相比差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而大黄素组与环
孢素组相比差异无统计学意义（图１）。

图１　大鼠肝移植后不同给药组大鼠生存分析
注：ＰＢＳ，对照组（ｎ＝８）；Ｅｍｏｄｉｎ，大黄素组（ｎ＝８）；ＣｓＡ，环孢素 Ａ组
（ｎ＝９）

　　二、大黄素对大鼠肝移植后外周血ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ数量的影响
大鼠肝移植后，在大黄素以及环孢素 Ａ给药达３ｄ时，两组大鼠外周血中

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ增多，占ＣＤ４＋Ｔ细胞的比例分别为（７．６６±０．６０）％和（９．４６±
０．５８）％，显著高于对照组的 Ｔｒｅｇ比例（５．４９±０．６４）％（Ｐ＜０．０５）。在大黄素
以及环孢素Ａ给药达７ｄ时，两组大鼠外周血中ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ比例分别达到
（１０．１２±０．３３）％和（１１．５３±０．７１）％，显著高于对照组肝移植７ｄ后的 Ｔｒｅｇ比
例（４．０４±０．４９）％（Ｐ＜０．０５），但大黄素组以及环孢素 Ａ组相比 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

Ｔｒｅｇ比例差异并无统计学意义（图２Ａ）。大鼠肝移植后，随大黄素以及环孢素Ａ
给药时间延长ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ比例也出现显著增高（Ｐ＜０．０５），而对照组中
肝移植后 ７ｄ与移植后 ３ｄ相比 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ比例显著下调（５．４９％ ±
０．６４％ ｖｓ４．０４％±０．４９％，Ｐ＜０．０５）（图２Ｂ）。
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图２　大黄素对大鼠肝移植后外周血ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ数量影响的流式分析
注：ＰＢＳ，模型对照组（ｎ＝８）；Ｅｍｏｄｉｎ，大黄素组（ｎ＝８）；ＣｓＡ，环孢素Ａ组（ｎ＝９）

　　三、大黄素对大鼠肝移植后肝内浸润ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ数量的影响
大鼠肝移植后，在大黄素以及环孢素Ａ给药达３ｄ时，两组大鼠后肝内浸润

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ增多，ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ占 ＣＤ４＋Ｔ细胞的比例分别为（７．８１±
０．５９）％和（１２．２３±１．３５）％，显著高于对照组的Ｔｒｅｇ比例（６．１８±０．７８）％（Ｐ＜
０．０５）。在大黄素以及环孢素Ａ给药达７ｄ时，两组大鼠后肝内浸润ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

Ｔｒｅｇ比例分别达到（１２．２１±０．８８）％和（１７．３２±１．１３）％，显著高于对照组肝移
植７ｄ后的Ｔｒｅｇ比例（６．１６±０．２６）％（Ｐ＜０．０５），但大黄素组以及环孢素 Ａ组
相比，ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ比例差异无统计学意义（图３Ａ）。大鼠肝移植后，随大黄
素以及环孢素Ａ给药时间延长ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ比例也显著增高（Ｐ＜０．０５），而
对照组中 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ比例在肝移植后７ｄ与３ｄ相比差异无统计学意义
（图３Ｂ）。

图３　大黄素对大鼠肝移植后肝内浸润ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ数量影响的流式分析
注：ＰＢＳ，模型对照组（ｎ＝８）；Ｅｍｏｄｉｎ，大黄素组（ｎ＝８）；ＣｓＡ，环孢素Ａ组（ｎ＝９）
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　　四、大黄素对大鼠肝移植后ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ免疫抑制功能的影响
各组大鼠肝移植 ７ｄ后通过磁珠分选出的 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ均对 ＣＤ４＋

ＣＤ２５－效应性Ｔ细胞增殖有显著的抑制作用，且抑制作用与共培养中所加入的
ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ数量呈剂量依赖的特点。大黄素给药组以及环孢素 Ａ给药组
肝移植大鼠的ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ对ＣＤ４＋ＣＤ２５－效应性Ｔ细胞增殖抑制效应显著
高于对照组（Ｐ＜０．０５），但大黄素给药组以及环孢素 Ａ给药组的 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

Ｔｒｅｇ免疫抑制效应差异无统计学意义（图４）。

图４　大黄素对大鼠肝移植后ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ免疫抑制功能的影响

讨　　论
近年来关于大黄素的研究已证实其对抗炎、免疫调节有重要的作用。体外研

究表明大黄素可以明显抑制特异性及非特异性的淋巴细胞活化，有效地抑制淋巴

细胞活化后的克隆扩增［２］。同时研究也证实大黄素能够有效的延长小鼠皮肤移

植物的存活时间，并减少排斥反应的发生［６］。大黄素在大鼠肝移植模型中研究

发现其可抑制大鼠肝移植后急性排斥反应发生，并增强移植免疫抑制剂作

用［５，７］。

本研究中利用建立的大鼠肝移植模型进一步证实了肝移植后大黄素的应用

可显著延长肝移植大鼠的生存时间。肝移植后大黄素的连续给药还可显著上调

大鼠外周血中 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ的数量，此现象与肝移植后环孢素 Ａ的应用类
似。进而研究也证实肝移植后大黄素的连续给药同时显著上调大鼠肝内浸润的

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ的数量。对大黄素以及环孢素Ａ的应用后ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ免
疫抑制功能的研究结果发现，与肝移植模型对照组相比，肝移植后大黄素应用一

定程度上增强了ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ抑制效应性Ｔ细胞增殖的能力。
目前，很多实验研究显示ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ作为一群具有免疫负调控功能的Ｔ

细胞亚群，通过抑制其他免疫效应细胞的激活和增殖，在诱导移植免疫耐受中发挥

重要作用［１３１５］。虽然在未行移植者体内也存在一定数量的ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ，且具
有一定的免疫抑制功能，但其数量较少，对外来移植抗原引起的免疫反应并无足够
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的抑制能力，无法在移植术后立即发挥其免疫抑制作用。而移植后接触异体抗原后

产生的ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ发生免疫活化，并分布于淋巴组织以及移植部位从而对移
植物可能受到的免疫损伤起到保护作用。肝移植后雷帕霉素、ＣｓＡ等免疫抑制剂的
应用可显著上调外周血及移植肝脏中ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ数量，降低免疫排斥反应的
发生［９，１０］。回输新鲜分离的经供体抗原体外激活的ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ，可以明显减
轻大鼠移植肝脏的急性排斥反应，延长其术后生存期。

综上所述，本研究就大黄素作为具有免疫调节药理作用的药物，对其在大鼠

肝移植后抗免疫排斥作用与Ｔｒｅｇ数量及功能相关影响进行了初步的研究。研究
结果证实肝移植后大黄素的连续给药上调了大鼠外周血及肝内ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ
的数量，增强了ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ免疫抑制功能，这对于进一步明确大黄素增强
移植免疫抑制作用，抗移植排斥的免疫药理作用有一定的提示意义，也为研究大

黄素在抗炎及免疫调节中的潜在临床应用提供了更多的研究基础及证据。
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