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·基础论著· 

抗原葡萄球菌肠毒素B诱导大鼠肾细胞移植

免疫耐受形成过程中对CD4+CD25+ T细胞的

影响 

周力  张川   

【摘要】  目的  探讨超抗原葡萄球菌肠毒素 B（SEB）诱导大鼠肾细胞移植免疫耐受形成过程中

对 CD4＋CD25＋ T 细胞的影响情况。方法  10 只 LEW 大鼠作为供体，20 只 F344 大鼠作为受体，设为对照

组和 SEB 组各 10 只。取供体鼠肾脏细胞注入受体鼠血中建立鼠肾细胞移植模型。SEB 组大鼠注射剂量为

3.0 mg/kg，对照组大鼠注射同量生理盐水。分别用流式细胞仪法和放射免疫法测定受体鼠血中在移植前后第

5、10、20 天 CD4＋CD8＋ T 细胞数量百分数和 IL-2、TGF-β含量，对结果进行比较和统计学分析。结果  肾
移植模型成功率 100%，SEB 组大鼠外周血中 CD4+CD25+ T 较对照组第 5 天和第 10 天明显增高（P＜0.05），
但第 20 天无显著差异。对照组血中 IL-2 不断增高，在第 10 天、20 天时明显高于 SEB 组；TGF-β 表达量

无论对照组及 SEB 组均逐步增加，但 SEB 组较对照同期增加显著（P＜0.05）。结论  SEB 通过影响

CD4+CD25+ T 的表达，调节T 细胞亚群的分布，对免疫排斥产生调节作用，在诱导免疫耐受中具有一定的作用。 
【关键词】  肾移植；  移植耐受；  CD4；  CD25 
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【Abstract】  Objective  To explore the effect of CD4＋CD25＋ T cell in ectogenic kidney cells-transplanted rats 
with immunotolerance induced by SEB (staphylococcal entemtoxin B). Methods  10 LEW rats as donors, 20 
F344 rats as receptors, set as control group and SEB group 10 each. Take donor rat kidney cells injected into receptor 
in rat blood rat renal cell transplantation model was established. SEB group rats injected dose of 3.0 mg/kg, and the 
control group rats the same amount of saline injections. Cells respectively with the method and avoid method 
determination of receptors in rat blood transplantation before and after five days, ten days, 20 days of CD4＋CD8＋ T 
cell count percentage and IL-2, TGF- beta content, comparison and statistical analysis of the results. Results  Renal 
transplantation model success rate is 100%; CD4＋CD25＋ T cell of peripheral blood in SEB group significantly 
increased than the control group at 5 and 10 days (P＜0.05), but at 20 days there was no significant difference. 
Control group in increasing serum IL-2 at 10 and 20 days are significantly higher than SEB group; TGF-beta 
expression quantity regardless of the control group and SEB group gradually increased, but the SEB increased 
significantly than control group over the same period (P＜0.05). Conclusions  SEB influencing the expression of 
CD4＋CD25＋ T to adjust the distribution of T cell subgroup, produces regulation to immune rejection, which have 
a certain role in the induction of immune tolerance. 
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 肾移植是治疗终末期肾病的有效方法，但是急、
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慢性排斥反应常导致移植肾失去功能，目前治疗排斥

反应主要依靠联合应用免疫抑制剂，但是免疫抑制只

能够减少其发生的概率，只有诱导机体对移植物的特

异性的耐受才是根本的解决方法。越来越多的研究结

果表明，CD4+CD25+ T细胞在人类的移植免疫耐受中

起重要作用[1-2]。CD4+CD25+ T细胞可分泌细胞因子

IL-2、转化生长因子β（TGF-β），因此T细胞数量升高，
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其分泌的细胞因子IL-2、TGF-β也伴随升高。研究发现，

超抗原金黄色葡萄球菌肠毒素B亚单位（staphylococcal 
entemtoxin B，SEB）是一组细菌性外毒素，通过对

CD4+CD25+ T细胞的调节作用可对免疫耐受过程产生

重要的影响。本实验通过建立大鼠肾细胞移植模型，

研究SEB在诱导免疫耐受过程中CD4+CD25+ T细胞及

其分泌的细胞因子IL-2、TGF-β的变化情况，探讨SEB
在诱导免疫耐受过程中的作用机制。 

材料与方法 

一、材料  
1. 实验动物：由哈尔滨医科大学附属第二医院动

物实验中心提供，选择 SPF 级，生长 8～10 周，体重

约（200±10） g，LEW 大鼠 10 只作为供体，F344 大

鼠 20 只作为受体。 
2. 试剂：超抗原 SEB 由解放军总医院免疫学教研

室提供，抗 CD4 T 细胞抗体、抗 CD8 T 细胞抗体由

BD 公司提供，IL-2 抗体、TGF-β试剂盒由 BD 公司提

供。用流式细胞仪测定血中 CD4＋ T 细胞和 CD8＋ T 细

胞数量；放免法测定血清中 IL-2 和 TGF-β含量。 
二、方法 
1. 肾移植模型建立：供、受体均在移植前禁食

12 h，自由饮水，以 10%水合氯醛 350 mg/kg 腹腔注射

麻醉，待麻醉满意后术区备皮、固定、络合碘术区消

毒三遍、铺无菌巾，取出供体肾脏，HCA 液灌洗 1.5～
2.0 ml/min（一般不超过 5 ml），将供肾动、静脉开口

端与受体肾动、静脉作端端吻合。采用 10-0 无损伤缝

合线三点法进行吻合，采用输尿管膀胱置入法处理输

尿管，移植后存活约 3 d，表示模型建立成功。 
2. 动物分组及注射：将实验动物 F344 大鼠 20 只

随机分成两组，设为对照组和 SEB 组。SEB 组大鼠由

静脉注射 SEB 3 mg/kg，每周 1 次，共 2 次（间隔 3 d，
首次为移植后第 4 天）。对照组注射同量生理盐水。 

3. 检测指标：分别在移植后第 5、10、20 天采用

大鼠尾静脉血 2 ml 测定对照组及 SEB 组，记数 1×l06

个细胞，加入 l∶1000 稀释的荧光标记的抗 CD4 和抗 
CD25 单抗（BD 公司提供）。室温避光放置 45 min 后，

离心去上清，PBS 洗涤 1 遍后悬于 200 μl PBS 中，上

机检测 CD4+CD8+ T 细胞；按照试剂盒说明检测 IL-2
含量和 TGF-β含量。 

三、统计学分析 
计量资料用均数±标准差（ x ±s）表示，采用单

因素方差分析，所有数据均用统计学软件 SPSS 10.0
处理，P＜0.05 为差异具有统计学意义。 

结  果 

共施行大鼠肾移植 20 例，术后存活良好均超过 3 d，
未出现感染症状，移植区切口愈合良好。均于术后 5～
50 min 苏醒，3～6 h 后进水、进食，术后尿量检测 10～
20 ml/24 h，72 h 后一般均活动自如。 

术后对照组外周血中 CD4+CD25+ T 细胞百分数未

见明显改变；但注入SEB后大鼠外周血中CD4+CD25+ T
细胞百分数较对照组同期明显升高，以第 10 天左右达

到高峰值（2.97±0.31）%，但第 20 天后则下降至正

常水平左右（P＞0.05），见表 1。 

表 1  对照组与 SEB 组大鼠肾细胞移植术后外周血 CD4＋ 
CD25＋T 细胞百分数平均值（%， x s± ） 

组别 鼠数 第 5 天 第 10 天 a 第 20 天 

对照组 10 1.45±0.18 1.48±0.23 1.41±0.21 

SEB 组 10 2.31±0.22 2.97±0.31 1.56±0.19 

   注：F＝35.825,a P＜0.000 
 

放射免疫法检测外周血结果显示，对照组大鼠血

中 IL-2 相对表达量分别为在术后第 5 天明显低于 SEB
组的（P＜0.05），第 10 天 SEB 组 IL-2 达到峰值明显

低于对照组（P＜0.05），第 20 天对照组进一步增高，

但 SEB 组进一步下降，有统计学差异（P＜0.05）；

TGF-β的表达则随着 SEB 的注射次数的增加，表达量

不断增高，第 20 天时明显高于对照组及 SEB 组第 5
天及第 10 天的表达量（P＜0.05）。但在术后第 5 天

对照组及 SEB 组未见明显差异（P＞0.05），见表 2。 

讨    论 

肾移植是治疗终末期肾病的有效方法，但是急、

慢性排斥反应常导致移植肾失去功能，最终导致患者

死亡。目前治疗排斥反应主要依靠联合应用免疫抑制

剂，减少排斥反应的发生。但是这种非特异性的免疫

抑制治疗会严重影响全身免疫防御能力。理想的免疫

抑制应能针对移植器官的特异免疫耐受同时保留免疫 

表 2  对照组与 SEB 组大鼠肾细胞移植术后外周血 IL-2、TGF-β相对表达量（ x ±s） 

组别 鼠数 
第 5 天  第 10 天  第 20 天 

IL-2 TGF-β  IL-2 TGF-β  IL-2 TGF-β 

对照组 10 1.13±0.51 1.59±0.20  1.95±0.41 1.74±0.23  2.12±0.46 1.82±0.26 

SEB 组 10 1.21±0.47  1.57±0.21   1.67±0.21 1.98±0.34   1.13±0.25  2.54±0.33 
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系统的功能，即免疫耐受。在本组研究中，模型均建

立成功，成功率达到 100%，为进一步的免疫耐受相关

研究奠定了坚实基础。 
1. CD4+CD25+ T 细胞与免疫耐受的关系：大量实

验发现，有多种 T 细胞亚群被证实在体内有免疫抑制

的作用，这些细胞群包括 CD4+CD25+ T 细胞、Th3 细

胞、NKT 细胞等，而 CD4+CD25+ T 细胞是研究最多的

一种[3-4]。CD4+CD25+ T 细胞属于 CD4+ T 细胞亚群，

被认为在诱导免疫耐受的过程中有着重要的作用。

CD4+CD25+ T 细胞可以分泌大量细胞介质如 IL-2、
TGF-β 等。静止的 CD4T 细胞只有在接触抗原并活化

后才会上调 CD25 的表达，提示 CD4+CD25+ T 细胞的

表达通过抗原刺激引发。Hara 等[5]和 Porto 等[6]发现在

已产生免疫耐受的心脏移植和皮肤移植物中

CD4+CD25+ T 细胞数量明显升高，而 Kingsley 等[7]也

证实在已形成免疫耐受的同种异体皮肤再次进行移植

时，其 CD4+CD25+ T 细胞可阻止排斥反应的发生。国

内奚瑾等 [8]发现在大鼠角膜移植物的组织和血液中

CD4+CD25+ T 细胞数量有短暂的升高过程，我们的实

验发现，在建立肾细胞移植模型后大鼠血中

CD4+CD25+ T 细胞有一过性升高的趋势，这种变化与

免疫耐受形成有关系，具体机制尚不清楚。我们测定

了 IL-2、TGF-β 的相对表达量后发现，TGF-β 的升高

趋势与 CD4+CD25+ T 细胞的变化趋势相平行。但 IL-2
的表达则随着 TGF-β的表达逐渐下降。 

2．SEB 与免疫耐受的关系：SEB 是葡萄球菌产生

的系列毒素（SEA～SEP）中的一种。SEB 有强大的免

疫调节功能，可直接激活 T 细胞，引起 T 细胞增殖。

SEB可与T细胞受体的Vβ链以及抗原呈递细胞（APC）
的二型主要组织相容性复合物（MHC Ⅱ）结合，将 T
细胞和 APC 同时激活，引起 T 细胞产生大量的炎性介

质，如 IL-2、TGF-β等[9-11]。在本组研究中发现，随着

SEB 的输注其中 T 细胞亚群发生了变化，同时对照组

及 SEB 组 CD4+CD25+ T 的表达量差异明显，说明 SEB
在免疫耐受的调剂中存在重要的作用。 

SEB 作为超抗原同普通抗原不同的一点是超抗原

可以直接激活 5%～30%的 T 细胞，而普通抗原只能直

接激活不到 0.01%的 T 细胞，同时超抗原还可以对免

疫系统进行调控，在某些情况下 SEB 也能产生免疫抑

制作用，而这种调控作用被认为可以通过影响

CD4+CD25+ T 细胞数量来实现[12]。研究发现，注射过 
SEB 的小鼠的脾脏细胞具有免疫抑制能力，其脾脏细胞

所具有的免疫抑制活性最强，随后即逐渐减弱[13]。SEB
可以刺激 T 细胞分泌大量的细胞因子 IL-2、TGF 等，

而 TGF 是一种重要的抑制性细胞因子，CD4+CD25+ T

细胞通过 TGF 发挥免疫抑制作用。我们的实验发现

SEB 组大鼠血中 TGF-β含量要比对照组大鼠血中的要

高，IL-2 随着 SEB 处理时间的延长，表达量逐渐下降，

免疫排斥受到抑制；但本组数据显示 SEB 可以上调

CD4+CD25+ T 细胞的表达产生抑制免疫排斥，主要是

通过对 T 细胞亚群的调剂。以往的研究表明[14]，SEB
在小鼠骨髓移植中和外周淋巴细胞移植中起到重要抗

排斥作用，其特征是可特异性抑制 CD4+ T 细胞而不影

响 CD8+ T 细胞，过高或过低剂量的 SEB 都不能诱导

CD4+ T 细胞的耐受性。SEB 诱导的免疫耐受时间长达

21～40 d，我们的实验发现 SEB 的这种作用在第 10 天

左右达到高峰值，第20天后则明显下降渐至正常水平。

如何能够持续抑制免疫排斥，是我们值得进一步深入

探讨的课题，同时，在本组实验中仅采用了单一剂量，

未对多种剂量进行对比研究，这也是我们进一步研究

的方向，明确在何种浓度存在最好的免疫调节作用。 
在过去的几十年里，由于免疫抑制剂的发展，显

著减少了急性排斥的发生率，同时提高了器官移植物

的短、长期生存率。在美国，每年等待进行器官移植

的约 7 万人中，仅 2 万人能够实现愿望，得不到供体

的患者只能在等待中死亡[15]。因此减少移植后各种排

斥反应的发生、提高移植器官的存活时间成为移植学

家及免疫学家需要迫切解决的问题。无疑，移植器官

与宿主形成免疫耐受的是最完美的结局。通过本组研

究证明 SEB 在促进免疫耐受过程中的具有重要作用，

为解决移植后排斥反应问题提供了很好的途径，需要

进一步研究。 
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