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BACKGROUND: Most patients who underwent liver transplantation would suffer acute rejection or transplanted liver failure 
resulted by chronic rejection, therefore, inducing specific immune tolerance via varied pathways is the ideal method to solve this 
problem.  
OBJECTIVE: To treat rat transplanted liver by injecting transforming growth factor β1 (TGF-β1) plasmid, and to analyze the 
relationship between TGF-β1 and allograft rejection from gene level.  
METHODS: A total of 30 male, Wistar rats were served as allogenic liver donors, and 10 male, SD rats served as syngeneic 
donors Totally 40 male SD rats were served as liver recipients, and divided into 4 groups by order number table: allogenic 
transplantation, syngeneic transplantation, ciclosporin, and ciclosporin plus TGF-β1 groups. In each group, rat orthotopic liver 
transplantation model was established by modified Kamada and improved two-cuff technique. After modeling, rats were received 
cyclosporine 1-5 days in the cyclosporine group, or intraperitoneal injected ciclosporin for 1-5 days, combined with TGF-β1 
plasmid 0-2 days in the cyclosporine plus TGF-β1 group. No intervention was performed in the other groups. The survival time of 
rats were recorded, and the pathological changes was detected at days 3, 7, 14, 21, and 28 after transplantation, then the mixed 
lymphocyte culture was performed..  
RESULTS AND CONCLUSION: The survival time of rats in syngeneic transplantation group and cyclosporine plus TGF-β1 group 
was more than 60 days, which was obviously greater than that of allogenic transplantation and cyclosporine groups (P < 0.05). The 
histopathologic slide showed that there was moderate and severe acute rejection, with evident intrahepatic inflammatory cell 
infiltration in the allogenic transplantation and cyclosporine groups. Few rejections were observed in the syngeneic transplantation 
group, which was close to the normal lever tissues. Mixed lymphocyte culture of the cyclosporine plus TGF-β1 group was superior 
to the syngeneic transplantation group or cyclosporine group (P < 0.05). The results demonstrated that cyclosporine combined 
with local injection of TGF-β1 plasmid can relieve post-transplant immune rejection. 
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摘要 
 

背景：大多数肝移植患者会发生急性排斥或慢性排斥反应导致移植肝失功能，通过不同途径诱导特异性免疫耐受是解决肝移

植排斥问题最理想的方法。 
目的：以注射转化生长因子 β1 质粒的方法对大鼠肝移植进行处理，从基因方面分析转化生长因子 β1 与移植免疫排斥反应

的关系。 
方法：选用雄性 Wistar 大鼠 30 只为异基因肝移植供体，雄性 SD 大鼠 10 只为同基因肝移植供体。雄性 SD 大鼠 40 只为肝

移植受体，以数字表法随机分为 4 组：同种基因移植组、同种异基因移植组、环孢素组、环孢素联合转化生长因子组。各组

均采用改良 Kamada 二袖套法并加以改进建立稳定的大鼠原位肝移植模型。造模后，环孢素组给予环孢素 1~5 d，环孢素联

合转化生长因子组腹腔注射环孢素 A 1~5 d，同时腹腔注射转化生长因子质粒 0~2 d，其他两组不给予任何干预措施，记录

大鼠生存时间。于移植后 3，7，14，21，28 d 进行病理学、混合淋巴细胞培养。 
结果与结论：同种基因移植组、环孢素联合转化生长因子组大鼠生存时间均达 60 d 以上，明显高于同种异基因移植组、环

孢素组(P < 0.05)。同种异基因移植组、环孢素组病理组织切片可见中-重度急性排斥反应，肝内炎细胞浸润较为明显，主要

集中在汇管区；环孢素联合转化生长因子组移植肝内组织损伤程度明显减轻；同种基因移植组基本无排斥反应，接近正常肝

组织。环孢素联合转化生长因子组混合淋巴细胞培养优于同种异基因移植组、环孢素组(P < 0.05)。结果提示环孢素联合局

部注射转化生长因子 β1 质粒可明显减轻大鼠肝移植移植后得免疫排斥反应。 
关键词：转化生长因子 β1 质粒；免疫排斥；肝移植；孢素素；大鼠 
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0  引言 

 
目前肝移植对医学界来说一直是比较棘手

的问题。在临床上由于患者的年龄及全身情况

等可影响移植效果，且移植物长期存活的最大

障碍是移植排斥反应，而主要组织相容性抗原

不配对是移植排斥的主要原因[1-5]。如何有效地

抑制或减弱移植排斥反应是提高组织器官移植

成功率，延长存活时间的根本问题。转化生长

因子β1是一种强效细胞生长增殖调节蛋白，在

移植免疫的抗排斥反应，移植物血管病发展中

扮演重要角色，已成为近年细胞，组织，器官

移植的研究热点[6]。 
研究发现转化生长因子β1具有促进细胞增

殖及抑制细胞增殖的双向功能，对于不同的靶

细胞以及同一靶细胞在不同功能状态下显示不

同的作用，这与其基因多态性有关。当前，转

化生长因子β1在心脏移植中有广泛的报道，而

在肝移植中得报道很少。本实验以注射转化生

长因子β1质粒的方法对大鼠肝移植进行处理，

从基因方面分析转化生长因子β1与移植免疫排

斥反应的关系。 
 

1  材料和方法 
 
设计：随机对照动物实验，基因分析。 
时间及地点：于2007-08/2008-08在哈尔

滨医科大学动物实验中心完成。 
材料：雄性Wistar大鼠30只为异基因肝移

植供体，体质量230~250 g；雄性SD大鼠10
只为同基因肝移植供体，体质量250~270 g。
雄性SD大鼠 40只为肝移植受体，体质量

250~270 g。大鼠均由哈尔滨医科大学动物实

验中心提供。供体术前不禁食和水，受体术前

禁食12 h，但不禁水。饲养环境温度保持在   
22 ℃左右，湿度保持在60%~70%。实验过程

中对动物处置符合动物伦理学标准。 
主要试剂： 

 
试剂 来源 

环孢素针剂50 g/L 瑞士Novartis公司 
抗CD40L ( CD-154 )单抗:克
隆编号3H1902，浓度1 g/L 
(含0.1%叠氮钠) 

美国Biological公司 

酶联免疫吸附试验(ELISA)检
测试剂盒 

晶美生物工程(北京)
有限公司 

转化生长因子质粒1 000 µg/L 武汉博士德有限公司 

实验方法： 哈尔滨医科大学
附属第四医院普
外科，黑龙江省哈
尔滨市  150001 

动物分组及干预方式：将受体大鼠以数字表

法随机分为4组：同基因移植组为SD→SD大鼠

移植；同种异基因移植组为Wistar→SD大鼠肝

移植。同基因移植组、同种异基因移植组术后

均不用任何治疗措施； 环孢素组为Wistar→SD
大鼠肝移植，移植后用腹腔注射5 mg环孢素A 
1~5 d； 环孢素联合转化生长因子组为Wistar
→SD大鼠肝移植，移植后用腹腔注射环孢素A 
1~5 d，同时腹腔注射40 µg/L转化生长因子β1
质粒0~2 d，每组10对大鼠。采用改良Kamada
二袖套法并加以改进建立稳定的大鼠原位肝移

植模型[1]。每组5只受体作为观察生存期之用，

观察期以受体大鼠死亡为终点；另5只受体在移

植后7 d处死，观察移植肝病理改变和外周血细

胞因子的变化。各组因术中、术后并发症如血

栓形成、感染、胆道梗阻等死亡大鼠不列入统

计之内。大鼠肝移植手术当天为0 d，术后24 h
为1 d；以此类推[7]。 
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观察指标：移植后3，7，14，21，28 d进行

病理学、混合淋巴细胞培养。记录受体大鼠移

植后生存时间、移植肝病理改变。 
病理学观察：各组大鼠在移植后7 d，开腹仔

细观察移植肝大小、色泽、质地及与周围组织

的粘连情况，通过腹主动脉取血处死后完整取

出移植肝，剪切成大小合适的组织块。组织标

本置于体积分数10%中性缓甲醛溶液中固定，

两三天后石蜡包埋制成石蜡块行常规切片，苏

木精-伊红染色，光镜下观察。急性排斥反应病

理学特征主要表现在汇管区，根据Banff系统分

级诊断标准评定排斥反应程度[2]： 
诊断标准： 

 
反应程度 诊断标准 

Ⅰ级(轻度) 汇管区淋巴细胞浸润，少数单个核细胞

浸润于胆管上皮细胞但未见明显的胆

管上皮损伤，可见血管内皮炎。 
Ⅱ级(中度) 更为明显的汇管区淋巴细胞及其他细胞

浸润，50%以上的胆管上皮受损，并

可见血管内皮炎。 
Ⅲ级(重度) 明显的汇管区炎性浸润并扩展至汇管区

周围，50%以上的胆管上皮受损(包括

上皮细胞脱落)，伴有中~重度血管内

皮炎，甚至可见静脉周围肝细胞脱出

坏死。 

         
混合淋巴细胞反应：分别取SD和Wistar大鼠

脾脏制备细胞悬液，SD 大鼠脾细胞悬液

(2×1010L-1)加丝裂霉素C(50 mg/L)处理，37 ℃，    
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30 min，培养液洗涤3次后用体积分数5%NBS培养液配

制细胞悬液(5×109L-1)，作为刺激细胞，用供体鼠制备

效应细胞和分别3，7，14 d后用受体鼠制备刺激细胞，

用15%Fcs1640作对照，振荡，用CO2培养箱培养3~5 d，
然后每孔加5 g/L 3-(4，5-二甲基噻唑-2)-2，5-二苯基四

氮唑溴盐(MTT)20 µL，继续培养4 h，用1 000 r/min，    
5 min，弃上清，加二甲基亚砜150 µL，再振荡10 s，
最后用490 nm酶标仪检测。 

主要观察指标：移植后3，7，14，21，28 d移植肝

病理学检查，混合淋巴细胞培养结果。 
设计、实施、评估者：设计由第一作者完成，实施

由第一、二、三、四、五作者完成，评估由第一作者完

成。 
统计学分析：由第五作者采用SPSS 13.0统计分析

软件。计量资料以x
_

±s表示，应用单因素方差分析比较

各组间差异的显著性。P < 0. 05为差异有显著性意义。 
 
2  结果  
 
2.1  各组受体大鼠生存期比较  同基因移植组可长

期存活(> 60 d)而不发生排斥反应(63.8±9.7) d；同种异

基因移植组生存时间为(13.1±2.3) d；环孢素组生存时

间为(29.1±4.3) d；环孢素联合转化生长因子组生存时

间为(61.9±6.4) d，生存时间则显著延长，与同种异基

因移植组、环孢素组比较差异均有显著性意义(P < 
0.05)。 
2.2  混合淋巴细胞反应免疫学检查结果  同基因移植

组、环孢素联合转化生长因子组与同种异基因移植组差

异有显著性意义(0.312±0.009， 0.213±0.006， 0.928± 
0.032，P < 0.05)；环孢素联合转化生长因子组与同基

因移植组差异无显著性意义(P > 0.05)；环孢素联合转

化生长因子组优于环孢素组(0.521±0.018) (P < 0.05)，
表明局部注射转化生长因子β1质粒能减少局部免疫排

斥反应，减少淋巴细胞。见图1。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.3  肝移植后病理改变 
大体改变：各组移植后7 d处死取肝，可见腹腔内有

不等量的淡红色腹水，尤其以同种异基因移植组、环孢

素组腹水量为著。肝脏多与胃、大网膜、肠管等周围组

织粘连。受体鼠移植肝脏不同程度肿大，其中同种异基

因移植组移植肝肿胀尤为明显，肝叶多处可见斑片状坏

死灶，切开时肝包膜多由于明显水肿而外翻。同基因移

植组移植肝颜色鲜红，质地较为柔软。 
镜下所见：同种异基因移植组、环孢素组病理组织切

片可见中-重度急性排斥反应，肝内炎细胞浸润较为明

显，主要集中在汇管区。汇管区较正常肝组织增宽，大

量淋巴细胞浸润，小叶间静脉内皮细胞表面和内皮下有

较多淋巴细胞浸润，呈明显的血管内皮炎；小胆管上皮

内亦可见淋巴细胞浸润，部分胆管上皮甚至缺失，有的

中央静脉周围肝细胞坏死脱失；同种异基因移植组、环

孢素组间无明显差异。环孢素联合转化生长因子组移植

肝内组织损伤程度显著减轻。同异基因移植组基本无排

斥反应，接近正常肝组织。见图2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
3  讨论 

 
同种异体肝脏移植MHC不同，可诱发以小淋巴细胞

浸润为主的免疫排斥反应，应用免疫抑制剂有利于神经

再生，但对机体有不可避免的不良反应[7-9]，目前通过移

植前对供受体进行预处理(胸腺内注射异基因抗原诱导

鼠肝脏移植免疫耐受[10-12])、基因修饰等策略，有效的诱

Figure 2  Pathological changes of transplanted liver in each 
group at day 7 after operation (Haematoxylin-eosin 
staining, × 200) 

    图 2  各组移植后 7 d 移植肝病理改变(苏木精-伊红染色，
×200) 

a: Syngeneic transplantation group  b: Allogenic transplantation group 

      c: Ciclosporin group        d: Ciclosporin plus TGF-β1 group

Figure 1  Results of mixed lymphocyte reaction of rats in each 
group 

    图 1  各组大鼠混合淋巴细胞反应结果 

Syngeneic transplantation group
Allogenic transplantation group
Ciclosporin group 
Ciclosporin plus TGF-β1 group
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导同种或异种受体产生供体特异性的免疫耐受或适应，

在移植免疫中具有广阔的应用前景[13]。目前大多数接受

肝移植的患者会发生急性排斥反应或由于慢性排斥导

致移植肝失功能[14]。通过不同途径诱导特异性免疫耐受

是解决肝移植排斥问题最理想的方法。 
转化生长因子β1是诱导免疫耐受的一个重要的微

环境因素，对机体的免疫系统产生广泛的影响；Wallick
首先报道了在同种异体心脏移植实验中，腹腔内每天

注射重组人转化生长因子β1可明显延长移植物存活时

间，表明转化生长因子β1在器官移植中的抗排斥反应

作用。用转化生长因子β1培养的树突状细胞，其细胞

表面的MHC类抗原性减弱，将此类树突状细胞注入受

体体内能显著延长小鼠移植心脏的存活时间。器官移

植中对抗免疫排斥反应的机制主要有诱导供体特异性

免疫耐受或非特异性免疫抑制。转化生长因子β1在特

异性免疫耐受中的作用主要通过对白细胞介素2诱导

的T细胞增殖活化发挥有效的负调节作用，影响T细胞

生长因子受体、转铁蛋白受体的表达，抑制Rb蛋白磷

酸化，诱导T细胞凋亡；转化生长因子β1可通过抑制

CD4+T细胞分泌细胞因子从而抑制NK细胞增殖和分泌

细胞因子，下调NK细胞的穿孔素和颗粒酶A基因的表

达；促进巨噬细胞分泌白细胞介素10而介导免疫抑制。

最近有人证明在产生协同刺激信号的同时，加用白细

胞介素10和转化生长因子β1可致免疫耐受的产生，这

主要是因为加入了白细胞介素10和转化生长因子β1使
CD4+T细胞的T细胞受体和CD28分子信号传递方式发

生了改变。结果发现: 同种异基因移植组生存时间为

( 13.1±2.3 ) d，环孢素组生存时间为(29.1±4.3) d； 环
孢素联合转化生长因子两组生存时间则显著延长，均

大于60 d，与同种异基因移植组、环孢素两组比较差

异均有显著性。即环孢素A可以延长同种异体肝移植受

体大鼠的生，但单独应用不能达到长期存活的目标，

只有联合转化生长因子β1等措施才能实现同种异体肝

移植受体和移植肝的长期存活。 
转化生长因子β1是一种很有潜力的强效免疫抑制

因子，通过基因工程技术用转化生长因子β1基因修饰供

体器官，营造诱导免疫耐受的微环境，突破同种间或异

种间的免疫屏障，使同种或异种神经移植物有功能地长

期存活。进一步深入研究转化生长因子β1的作用机制，

发展完善转基因技术，转化生长因子β1作为一种新型的

免疫抑制生物制剂在器官移植中的临床应用将指日可

待。本实验采用的联合免疫治疗，有效抑制了急性排斥

反应、诱导了免疫耐受的初步形成，有望能建立一种新

的大鼠肝移植免疫耐受诱导方案，为临床实践提供部分

理论依据和重要参考。 
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