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　　［摘要］　目的　探讨在联合抗Ｔｉｍ１／抗ＣＤ４５ＲＢ抗体诱导的移植耐受中调节性Ｂ细胞（Ｂｒｅｇｓ）与调节性Ｔ细胞（Ｔｒｅｇｓ）的

关系。方法　建立ＢＡＬＢ／ｃ小鼠到Ｃ５７ＢＬ／６小鼠的同种胰岛移植长期耐受模型，将长期耐受小鼠（ＬＴＳ）的Ｂ细胞过继输注至接

受胰岛移植的Ｂ细胞缺陷小鼠（μＭＴ
－／－）体内，或加用抗ＣＤ２５抗体（ＰＣ６１）去除ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞，观察移植物的存活时间，用流

式细胞仪检测Ｆｏｘｐ３
＋Ｔｒｅｇ数量变化。将ＣＤ４

＋Ｆｏｘｐ３
－ＧＦＰ－Ｔ细胞与Ｂｒｅｇｓ细胞联合过继输注ＲＡＧ小鼠体内，检测Ｆｏｘｐ３

＋

ＧＦＰ＋ Ｔ细胞的扩增情况。建立小鼠皮肤移植模型，在双抗体治疗的同时加用抗ＣＤ２０抗体祛除Ｂ细胞，观察对Ｔｒｅｇｓ数量的影

响。结果　继承性转移长期耐受小鼠的Ｂｒｅｇｓ可诱导８３．３％的小鼠长期耐受，但加用抗ＣＤ２５单抗后，胰岛移植物在较短时间

（ＭＳＴ＝２０ｄ）内全部被排斥；继承性转移长期耐受小鼠Ｂｒｅｇｓ可使Ｔｒｅｇｓ数量明显增加（犘＜０．０１），并且可诱导ＣＤ４
＋ Ｆｏｘｐ

－ Ｔ

细胞表达Ｆｏｘｐ３；用抗ＣＤ２０抗体祛除Ｂ细胞后，双抗体诱导的皮肤移植受体小鼠体内Ｔｒｅｇｓ数量明显减少（犘＜０．０１）。结论　

在双抗体诱导的移植耐受中，Ｂｒｅｇｓ可能通过促进Ｔｒｅｇｓ生成而延长移植物的存活。

［关键词］　移植耐受；调节性Ｂ细胞；Ｔ淋巴细胞，调节性
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［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｔｏｌｅｒａｎｃｅ；ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＢｃｅｌｌｓ；Ｔｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ，ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ

　　移植免疫耐受是指受者对移植器官抗原特异性应答的Ｔ

细胞与Ｂ细胞，在抗原刺激下，不能被激活，不能产生特异性

免疫效应细胞及特异性抗体，从而不能执行正常免疫应答的现

象。２０世纪５０年代，Ｂｉｌｌｉｎｇｈａｍ等
［１］首次在新生的小鼠模型

中成功诱导了免疫耐受，这在免疫学的发展史上具有里程碑的

意义 。在诱导免疫耐受的方法中，诱导抗原特异性的免疫调

节细胞产生和增殖是一种有效的途径。负责免疫调控的细胞

主要包括调节性Ｔ淋巴细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓ，Ｔｒｅｇｓ）和调节

性Ｂ淋巴细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＢｃｅｌｌｓ，Ｂｒｅｇｓ）。Ｔｒｅｇｓ是不同于

Ｔｈ１和Ｔｈ２的具有调节功能的Ｔ细胞群体，已有多项研究证

实ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ具有免疫抑制作用。而近年来的研究表

明，还存在有部分Ｂｒｅｇｓ，也可通过其他多种调节机制，如分泌
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白细胞介素１０（ＩＬ１０）、生长转化因子β（ＴＧＦβ）等，发挥免疫

抑制功能，介导移植免疫耐受。本研究旨在探索此两类调节性

免疫细胞之间的联系，有助于阐明Ｂｒｅｇｓ与Ｔｒｅｇｓ之间的相互

作用机制，为建立以调节性细胞为基础的免疫治疗方式提供全

新的理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　ＷＴＣ５７ＢＬ／６小鼠（Ｂ６，Ｈ２ｂ）５５只，Ｂ细

胞缺陷小鼠Ｃ５７ＢＬ／６（μＭＴ
－／－Ｂ６，Ｈ２ｂ）５７只，ＢＡＬＢ／ｃ小鼠

（Ｈ２ｄ）２４９只，Ｆｏｘｐ３
－ＧＦＰ小鼠１０只（Ｃ５７ＢＬ／６背景），Ｂ６

ＲＡＧ小鼠１０只，以上小鼠均为雄性，体质量２５～３５ｇ，购于四

川省医学科学院实验动物研究所，于清洁级的小鼠标准实验动

物房饲养。

１．１．２　试剂　大鼠抗小鼠ＣＤ４５ＲＢ抗体（ＨＢ２２０）、抗Ｔｉｍ１

抗体（ＲＴＭ１１０）及抗ＣＤ２５抗体（ＰＣ６１）购自美国ＢｉｏＸＣｅｌｌ

公司；抗ＣＤ２０抗体（５Ｄ２）购自美国Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ公司；ＬＰＳ、链脲

佐菌素（ＳＴＺ）及Ｆｉｃｏｌｌ４００购自美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；Ｃｏｌ

ｌａｇｅｎａｓｅＰ购自美国Ｒｏｃｈｅ公司。藻红蛋白（ＰＥ）标记的抗小

鼠Ｆｏｘｐ３单克隆抗体、异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）标记的抗小鼠

ＣＤ４单克隆抗体等免疫荧光染料均购自美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公

司。ＭＡＣＳ免疫磁珠 Ｂ 细胞分离试剂盒购自德国 Ｍｉｌｔｅｎｙｉ

Ｂｉｏｔｅｃ公司。

１．２　方法

１．２．１　动物分组　（１）将接受胰岛移植的３２只糖尿病受体

Ｂ６μＭＴ
－／－小鼠分为４组，每组８只，分别为无Ｂ细胞组、ｎａ

ｉｖｅＢ细胞组、ＬＴＳＢ细胞组和ＬＴＳＢ细胞＋ＰＣ６１组。（２）将

２５只糖尿病受体Ｂ６μＭＴ
－／－小鼠分为５组，每组５只。２组

小鼠不接受胰岛移植，分别为ｎａｉｖｅＢ细胞组、ＬＴＳＢ细胞组；３

组小鼠接受胰岛移植，分别为单纯移植组、移植＋ｎａｉｖｅＢ细胞

组、移植＋ＬＴＳＢ细胞组。（３）将接受胰岛移植的１０只糖尿病

Ｂ６ＲＡＧ小鼠分为２组，每组５只，分别为 ＣＤ４＋ Ｆｏｘｐ３
－

ＧＦＰ－ Ｔ细胞＋ｎａｉｖｅＢ细胞共输注组（ｎａｉｖｅＢ共转移组）和

ＣＤ４＋ Ｆｏｘｐ３
－ ＧＦＰ－ Ｔ细胞＋ＬＴＳＢ细胞共输注组（Ｂｒｅｇ共

转移组）。（４）将３０只正常Ｃ５７ＢＬ／６（Ｂ６）小鼠分为５组，每组

６只，其中１组不进行皮肤移植，为ｎａｉｖｅ组；其余４组分别为

皮肤移植组、皮肤移植＋双抗体组、皮肤移植＋ＣＤ２０组、皮肤

移植＋双抗体＋ＣＤ２０组。

１．２．２　胰岛移植　为建立小鼠胰岛移植模型，先将链脲佐菌

素按２００ｍｇ／ｋｇ剂量注射于Ｃ５７ＢＬ／６（Ｂ６）或Ｂ６μＭＴ
－／－小鼠

腹腔内，诱导糖尿病模型，Ｂａｌｂ／Ｃ小鼠作为胰岛供体，用Ｃｏｌｌａ

ｇｅｎａｓｅＰ酶消化胰腺后再采用Ｆｉｃｏｌｌ４００梯度分离法分离出胰

岛细胞，手工挑选５００个胰岛细胞移植到受体肾脏包膜下。抗

Ｔｉｍ１抗体５００μｇ在移植前１ｄ、３００μｇ在移植当天和第５天

腹腔内注射；抗ＣＤ４５ＲＢ抗体１００μｇ在移植后０、１、３、５、７ｄ腹

腔注射；抗ＣＤ２５抗体（ＰＣ６１）２５０μｇ在移植后１、６ｄ腹腔注

射；抗ＣＤ２０抗体１０ｍｇ／ｋｇ移植前８ｄ，５ｍｇ／ｋｇ移植当天腹

腔注射。监测血糖，如连续２ｄ超过１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ，则判断为

排斥。

１．２．３　皮肤移植　供体为ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，受体为Ｃ５７ＢＬ／６小

鼠。脱颈椎法处死供体ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，用剃毛器剃去背部鼠

毛；取全厚度躯干部皮肤，组织剪和手术刀去除皮下脂肪及血

管，剪成直径约为１ｃｍ×１ｃｍ的方形皮片，置于无菌ＰＢＳ中

备用。Ｃ５７ＢＬ／６受鼠腹腔注射戊巴比妥纳（５０ｍｇ／ｋｇ）麻醉。

制备受鼠背部移植床，将供体皮片置于移植床，缝合固定，无菌

凡士林纱布覆盖，创可贴包扎固定，单笼饲养。抗ＣＤ４５ＲＢ抗

体和抗Ｔｉｍ１抗体用法同胰岛移植，抗ＣＤ２０抗体在移植前８、

０ｄ，腹腔注射２５０μｇ。每天观察移植物有无水肿、炎症、坏死、

结痂和脱落等排斥情况，当移植皮片坏死超过８０％即可认为

完全排斥。

１．２．４　继承性细胞转移　（１）Ｂ细胞过继输注：分别取出双抗

体治疗后胰岛移植物长期存活的受体小鼠，以及未使用任何治

疗的野生小鼠脾脏，碾碎过滤后调成细胞悬液，用Ｂ细胞分离

试剂盒及免疫磁珠细胞分选仪阴性选择出Ｂ细胞（纯度大于

９５％）。将５×１０６Ｂ细胞通过尾静脉注入受体Ｂ６μＭＴ
－／－。

（２）ＣＤ４＋ Ｆｏｘｐ３
－ＧＦＰ－ Ｔ细胞与Ｂ细胞联合过继输注：取

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠胰岛移植到Ｂ６小鼠，并按上述方法注射抗Ｔｉｍ

１／抗ＣＤ４５ＲＢ抗体诱导耐受。２周后，取受体小鼠和未经任何

处理的Ｂ６小鼠脾脏，分别用磁珠分选获得Ｂｒｅｇ和ｎａｉｖｅＢ细

胞。流式细胞仪分选Ｆｏｘｐ３
－ＧＦＰ小鼠的ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３

－ＧＦＰ－

Ｔ细胞，将４．５×１０６ 该细胞联合１２×１０６ 分选出的Ｂｒｅｇ或

ｎａｉｖｅＢ细胞经尾静脉注入接受移植的糖尿病Ｂ６ＲＡＧ小鼠。

１．２．５　流式细胞检测　获取脾脏，研磨后，用７０μｍ的尼龙网

过滤，ＨＢＳＳ冲洗获得脾细胞悬液。裂解红细胞，洗涤，收集剩

余细胞并用血细胞计数器计数。６孔板加含有０．１％叠氮化钠

和２％胎牛血清的ＰＢＳ，每孔加１×１０６ 个／ｍＬ。加入荧光标记

的ＣＤ４，Ｆｏｘｐ３抗体。Ｆｏｘｐ３需固定破膜后再荧光标记。上机

检测。

１．３　统计学处理　所有数据均采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０版

处理，生存分析采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ统计分析，ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３
＋Ｔｒｅｇ表

达组间分析采用Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　各组小鼠排斥反应及生存时间比较　移植后未输注任何

细胞的μＭＴ
－／－Ｂ６小鼠和输注ｎａｉｖｅＢ细胞的μＭＴ

－／－Ｂ６小

鼠都在较短时间内发生排斥反应，最长存活天数分别为２１、２３

ｄ。而输注了ＬＴＳＢ细胞的６只μＭＴ
－／－Ｂ６小鼠中，有５只

（８３．３％）移植物存活时间超过了１００ｄ［平均存活时间（ＭＳＴ）

≥３７ｄ］。但是，用抗ＣＤ２５单抗（ＰＣ６１）抑制ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ后，

即使在移植当天同时接受ＬＴＳＢ细胞输注，受体μＭＴ
－／－Ｂ６

小鼠也全部发生排斥，ＭＳＴ仅为２３．２ｄ，见表１。

表１　　各组小鼠排斥反应及生存时间比较

组别 狀
排斥反应

［狀（％）］

生存时间

（ｄ）

ＭＳＴ

（ｄ）

无Ｂ细胞组 ６ ６（１００．０）ａ １０～２１ １４．８ａ

ｎａｉｖｅＢ细胞组 ７ ７（１００．０）ａ １０～２３ １６．５ａ

ＬＴＳＢ细胞组 ６ １（１６．７） ３７，＞１００×５ ≥３７

ＬＴＳＢ细胞＋ＰＣ６１组 ５ ５（１００．０）ａ ２０～３４ ２３．２ａ

　　ａ：犘＜０．０１，与ＬＴＳＢ细胞组比较。

２．２　各组小鼠脾脏中Ｆｏｘｐ３
＋Ｔｒｅｇ数量比较　单纯移植组的

小鼠、未移植的ＬＴＳＢ细胞组的小鼠，以及接受移植并输注了

ｎａｉｖｅＢ细胞的小鼠脾脏中Ｆｏｘｐ３
＋Ｔｒｅｇ数量均无明显增加。

只有接受移植并输注了ＬＴＳＢ细胞的小鼠脾脏中的Ｆｏｘｐ３
＋

Ｔｒｅｇ明显增加（犘＜０．０１），见图１。

２．３　Ｂｒｅｇｓ诱导 ＣＤ４
＋Ｆｏｘｐ

－ Ｔ 细胞表达 Ｆｏｘｐ３　ＣＤ４
＋

Ｆｏｘｐ３
－ＧＦＰ－ Ｔ 细胞与 ｎａｉｖｅＢ细胞共转移的小鼠脾脏内

ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３
＋Ｔ细胞所占比例为７．３７％，而与Ｂｒｅｇ共转移的

小鼠脾脏内该细胞的比例为１３．３０％，后者达到前者的１．８０

倍，见图２。
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２．４　去除Ｂｒｅｇｓ导致双抗体诱导的Ｔｒｅｇｓ减少　与只用双抗

体诱导的皮肤移植组相比，加用抗ＣＤ２０抗体祛除Ｂ细胞后，

受体小鼠的ＣＤ４＋Ｔ细胞中Ｆｏｘｐ３
＋Ｔ细胞所占比例明显下降

（犘＜０．０１），见图３。

　　１：单纯移植组；２：ｎａｉｖｅＢ细胞组；３：ＬＴＳＢ细胞组；４：移植＋ｎａｉｖｅ

Ｂ细胞组；５：移植＋ＬＴＳＢ细胞组；ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，与移植＋

ＬＴＳＢ细胞组比较。

图１　　各组小鼠脾脏中Ｆｏｘｐ３
＋ Ｔｒｅｇ数量比较

图２　　Ｂｒｅｇｓ诱导ＣＤ４
＋ Ｆｏｘｐ

－ Ｔ细胞表达Ｆｏｘｐ３

　　１：ｎａｉｖｅ组；２：皮肤移植组；３：皮肤移植＋ＣＤ２０组；４：皮肤移植＋

双抗体组；５：皮肤移植＋双抗体＋ＣＤ２０组；ａ：犘＜０．０１，与皮肤移植＋

双抗体组比较。

图３　　祛除Ｂｒｅｇｓ导致双抗体诱导的Ｔｒｅｇｓ减少

３　讨　　论

Ｂ细胞是另外一种最主要的免疫细胞，过去普遍认为其在

获得性免疫反应过程中通过自身抗体或递呈抗原而扮演致病

性角色。然而，新近研究证实部分Ｂ细胞也可发挥免疫抑制

功能，介导移植免疫耐受，将这部分Ｂ细胞称为Ｂｒｅｇｓ。在多

个移植模型中，继承性转移Ｂ细胞可延长胰岛移植物的存活

时间［２４］。但Ｔｒｅｇｓ在Ｂ细胞诱导的免疫耐受过程中的作用研

究甚少。本研究在同种异体小鼠胰岛移植模型基础上，采用双

抗体诱导形成长期耐受的小鼠，之后发现过继性输注ＬＴＳ小

鼠脾脏Ｂ细胞的确可诱导糖尿病Ｂ６μＭＴ
－／－受体对胰岛移植

物的耐受。但当 Ｔｒｅｇｓ的功能被抗体抑制后，耐受则不能形

成，提示Ｂｒｅｇｓ诱导耐受还需要Ｔｒｅｇｓ的参与。

本研究进一步检测了过继性输注Ｂｒｅｇｓ后 Ｔｒｅｇｓ的数量

变化，发现移植后接受Ｂ细胞输注的受体小鼠脾脏中，ＣＤ４＋

Ｆｏｘｐ３
＋Ｔ细胞数量与ｎａｉｖｅＢ共转移组相比有明显增加。并

且，通过ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３
－ＧＦＰ－Ｔ细胞与Ｂ细胞的联合输注，证

明Ｂｒｅｇｓ在体内能够诱导Ｆｏｘｐ３的表达，促进Ｔｒｅｇｓ的增殖。

此外，为了验证Ｔｒｅｇｓ是受Ｂｒｅｇｓ诱导而增加，本研究在小鼠

同种异体皮肤移植模型中，用抗ＣＤ２０抗体抑制Ｂ细胞，与作

者的设想相符，Ｂ细胞被抑制后，双抗体诱导的Ｔｒｅｇｓ显著减

少，进一步证实了Ｂｒｅｇｓ与Ｔｒｅｇｓ之间存在相互作用的关系。

在Ｌａｎｇｉｅｒ等
［５］的研究发现，Ｂ细胞可以诱导８０％接受皮肤移

植的小鼠形成耐受，且耐受个体的移植部位浸润的ＣＤ４＋Ｔ细

胞中９０％为ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３
＋Ｔ细胞，该结果支持本研究

中Ｂｒｅｇｓ通过诱导ＣＤ４
＋Ｆｏｘｐ３

＋Ｔｒｅｇ形成而促使移植物耐受

的结论。

然而，Ｂｒｅｇｓ到底是通过何种方式来促进 ＣＤ４
＋Ｆｏｘｐ３

＋

Ｔｒｅｇ的增殖还尚未可知。Ｂｒｅｇｓ最早提出是由于其可以分泌

抑制性细胞因子ＩＬ１０，进而调控免疫应答
［６７］。这种Ｂ１０细胞

也是目前研究最为广泛，最被认可的一种Ｂｒｅｇｓ的亚群。已有

体外实验表明，ＩＬ１０对于 Ｔｒｅｇｓ的分化起促进作用
［８９］。同

时，Ｃａｒｔｅｒ等
［１０］发现患有自身免疫性关节炎的小鼠大量缺失

可分泌ＩＬ１０的Ｂｒｅｇｓ后，Ｆｏｘｐ３
＋Ｔｒｅｇ的数量随之减少，从而

导致其病情加重。由此作者猜测在本实验的移植模型中，

Ｂｒｅｇｓ也可能是通过分泌ＩＬ１０来诱导Ｔｒｅｇｓ增加，但该猜想

需要得到进一步的证实。

与上述猜想不符的是，Ｔｅｘｉｅｒ等
［１１］发现，输注耐受个体的

Ｂ细胞能够诱导同种异体大鼠心脏移植耐受，并且可同时检测

到移植受体外周血中有ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞的积聚，但分泌

ＩＬ１０的Ｂｒｅｇｓ却没有增多。该结果提示，诱导 Ｔｒｅｇｓ形成的

并非为ＩＬ１０，而可能是其他的细胞因子。早在２００４年，日本

的Ｓａｋａｇｕｃｈｉ
［１２］就证实ＴＧＦβ在免疫耐受中起重要作用，是一

种有效的诱导Ｔｒｅｇｓ的细胞因子。之后在一项关于小鼠气道

过敏反应性疾病的体外实验中，研究人员选择性地转移了Ｂ

细胞分泌的ＴＧＦβ后，小鼠的肺部炎症和哮喘均得到改善，并

证实是由 ＴＧＦβ诱导 ＣＤ４
＋ ＣＤ２５－ Ｔ 细胞转变为 ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３
＋Ｔｒｅｇｓ，才使免疫反应得以抑制

［１３］。

此外，Ｋｅｓｓｅｌ等
［１４］在一项关于人体Ｂｒｅｇｓ与Ｔｒｅｇｓ的体外

研究中发现，虽然ＴＧＦβ可以诱导Ｔｒｅｇｓ表达Ｆｏｘｐ３，但并非

是通过细胞因子来间接发挥作用，Ｂｒｅｇｓ与Ｔｒｅｇｓ直接的细胞

接触才是诱导Ｔｒｅｇｓ扩增的主要机制，因为当两种细胞分开培

养时，Ｆｏｘｐ３的表达几乎没有增加。

目前，国内外对Ｂｒｅｇｓ与 Ｔｒｅｇｓ的相关性研究中，大多数

均围绕体外试验或自身免疫性疾病。而在移植免疫领域，尤其

是针对实验动物模型的体内研究则少有报道。本研究中，在建

立大量的实体动物移植模型的基础上，得出了Ｂｒｅｇｓ可能促进

Ｔｒｅｇｓ的扩增而延长移植物存活的结论。为更进一步阐明移

植免疫耐受机制提供了新的思路，同时丰富了移植免疫耐受机

制的基础理论。然而，在接受移植的受体内部环境中，Ｂｒｅｇｓ

与Ｔｒｅｇｓ是否也通过ＩＬ１０或ＴＧＦβ相互作用；是否还存在其

他相关细胞因子的参与；Ｂｒｅｇｓ与Ｔｒｅｇｓ直接接触的具体作用

机制，如是否存在特定的信号通路；以及是否还存在其他可能

的作用机制等问题都有待进一步研究。
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