
环孢霉素和供体脾细胞门静脉接种延长小鼠心脏移植存活  

    已有研究证实，同种异系抗原预先经门静脉接种可诱导受体产生对该抗原的特异性免疫抑制，使随后接

受的器官移植物存活时间延长[1]。新一代免疫抑制剂如环孢霉素A(CsA)可有效抑制同种异系动物间器官移植

后引起的排斥反应，延长移植物存活时间[2]。本研究旨在探讨小剂量CsA对同种异系抗原门静脉接种延长心

脏移植存活时间的协同作用。 

    

1  材料和方法 

1.1  实验动物及主要试剂 

    雌性BALB/C、NIH/q、C57BL/6小鼠，8~10周龄，体质量20~25 g；出生24 h内的NIH/q小鼠，普通级。

上述动物购自第二军医大学实验动物中心。CsA口服液为杭州华东制药厂产品。 

    1.2  脾细胞的分离 

    无菌条件下取出NIH/q、C57BL/6小鼠脾脏，剪碎后经不锈钢网过滤，NH
4
Cl溶液处理去除红细胞，Hanks

液中洗涤后离心，调整细胞浓度为2×1010/L。 

    1.3  脾细胞门静脉接种和腔静脉接种方法 

    BALB/C小鼠用0.7%(质量分数)的戊巴比妥钠按0.05 mg/kg·b.w.腹腔注射麻醉，腹壁消毒后切开。向左

侧翻开小肠，暴露肠系膜上静脉或下腔静脉，用5号针头穿刺注入0.5 ml分离的小鼠脾细胞(2×107/ml)，然

后迅速拔出针头，盐水纱球压迫1~2 min，止血后，关闭腹腔。 

    1.4  耳后心脏移植术[1] 

    BALB/C小鼠麻醉后，耳廓消毒，于耳廓背侧中线之下1/3处作一3~4 mm的横切口，勿损伤耳廓静脉。持

眼科剪向耳尖方向钝性分离皮下组织，使成一3~4 mm的囊腔。新生供鼠经皮肤消毒后，剖胸摘取心脏，离体

心脏置于无菌Hanks液内搏动1~2次，以排空心腔内余血。持眼科镊将移植物轻柔地填入受鼠耳后移植床内，

切口缝合一针。用手指轻按局部，使移植物与移植床之周围组织贴紧。 

    1.5  结果判断 

    自术后第6天起，每天记录移植心脏的心电图。凡术后第8天尚不能测出心电图的，以后也不会有心电活

动，定为移植手术失败。在手术成功者中，将心电图上心电活动消失时定为排斥反应的终点。 

    1.6  实验分组 

    A组(n=7)：单纯心脏移植作为对照组；B组(n=9)：心脏移植前1周，预先用与供体小鼠同品系的NIH/q小

鼠脾细胞107/0.5ml行受体鼠门静脉接种；C组(n=6)：门静脉接种方法同B组，门静脉接种后当天至心脏移植

后5 d喂CsA(4 mg/kg·b.w.)；D组(n=6)：单纯以CsA(4 mg/kg·b.w.)于心脏移植后当天至心脏移植后5 d

喂服；E组(n=5)：心脏移植前1周，预先用与供体鼠同系的NIH/q小鼠脾细胞107/0.5 ml行受体鼠腔静脉接

种；F组(n=6)：腔静脉接种方法同E组，腔静脉接种后当天至心脏移植后5 d喂CsA(4 mg/kg·b.w.)；G组

(n=7)：C57BL/6小鼠脾细胞(2×107/ml) 0.5 ml行受体小鼠门静脉接种，1周后行心脏移植。 
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    1.7  统计学处理 

    应用SPSS 10.0 统计软件行方差分析及Tamhane多重比较方法。 

    

2  结果 

    结果见表1。同种异系小鼠脾细胞预先经门静脉接种，显著延长受体接受的与脾细胞供体同品系的小鼠心

脏移植的存活时间；而同种异系小鼠脾细胞经腔静脉接种对结果无显著影响；与心脏移植物供体无关的第三品

系小鼠脾细胞经门静脉接种对移植物存活时间也无显著影响；应用CsA可显著延长同种异系间心脏移植的存活

时间；同种异系小鼠脾细胞门静脉接种加小剂量CsA治疗具有协同作用。 

    

3  讨论 



    1963年Fulmer首先报道了小鼠同系新生及胚胎心脏耳后移植模型。1981年国内首次报道，并就新生鼠心

脏移植的方法、影响移植物存活的因素、异系移植确定心脏排斥反应移植物死亡的客观标准等方面作了详细探

讨[3]。我们选用出生后24 h内的新生鼠作为心脏移植的供体，全部用全心移植，移植手术成功率为100%。本

方法技术操作简便、重复性好、结果可靠，移植手术不需要行血管吻合，尤其适用于小鼠心脏异位移植的实验

研究，是同种异系移植研究的理想实验模型。 

    在行移植手术时，我们有如下体会：手术过程一定要严格遵守无菌操作；耳后皮下腔隙大小要合适，以

免腔隙过大血肿形成影响移植物的存活，过小则易对移植物造成挤压，使移植受到机械损害；在心脏摘取和填

入耳后腔隙时，动作一定要轻柔，特别是在填入移植物时，为防止钳子过分挤压心脏，应当将耳后腔隙边缘皮

肤提起，将心脏轻轻放入，然后在皮肤的外面轻轻地将其挤入腔隙内。 

    多个作者通过对小动物如小鼠、大鼠的实验研究，确定同种异系抗原预先经门静脉接种可诱导受体产生

对该抗原的特异性免疫耐受，包括随后接触该抗原引起的迟发性超敏反应受到抑制[4][5]和供受体之间混合

淋巴细胞培养的增生反应受到抑制[6][7]，随后同系供体的皮肤或心脏移植的存活期延长[8][9][10]。尽管

导致门静脉耐受这一现象的确切机制仍不清楚，但是有实验表明肝脏内细胞对同种异系抗原的处理和递呈起主

要作用，其中肝脏内Kupffer细胞对抗原的吞噬和处理起关键作用。由于门静脉和肝脏独特的解剖关系，经门

静脉接种的同种异系抗原首先全部进入肝脏，被肝脏内的Kupffer细胞吞噬和处理。有作者认为Kupffer细胞

作为抗原递呈细胞与T辅助细胞(Th)相互作用，主要刺激Th1细胞的产生；而肝脏以外的抗原递程细胞处理异

系抗原后，同时刺激Th1和Th2细胞的产生，其中Th1细胞对异系抗原引起的迟发性超敏反应有抑制作用[11]

[12]。另外，由于肝脏内独特的生化环境，激活的Kupffer细胞释放具有免疫抑制活性的前列腺素E2，从而抑

制效应性T淋巴细胞的反应[13][14]。同种异系抗原在肝脏内的处理和递呈，可能诱导抑制性效应因子或抑制

性效应细胞的产生[11]。 

    本实验结果表明，同种异系抗原预先经门静脉接种，可使受体接受的与接种抗原同一品系的异系心脏移

植物存活时间显著延长；而同种异系抗原经腔静脉接种对移植物存活时间无显著影响；与移植物供体无关的第

三者抗原经门静脉接种对移植物存活时间也无显著影响。这些说明同种异系抗原门静脉接种诱导的免疫耐受具

有抗原特异性。CsA是新一代的免疫抑制剂，其作用机制为可逆性地抑制白细胞介素2基因的转录、抑制T细胞

的激活过程，从而抑制同种异系间组织和器官移植所引起的排斥反应，其免疫抑制作用在实验和临床研究及应

用中均得到了证实。心脏移植前及术后应用CsA可使移植物存活时间显著延长。本实验结果表明，单纯CsA治

疗组较单纯门静脉接种组更具有免疫抑制作用，说明单纯门静脉接种不能完全有效地抑制同种异系间器官移植

引起的排斥反应，而两者结合使用，可显著延长移植物存活。 

    (责任编辑：黄开颜) 
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