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小鼠颈部异位心脏移植急性排斥反应模型中的
动态免疫学特征

曹曦　黄涛　杨骥伟　王小文　朱文峰　陈浩琦　范宁　汪根树

【摘要】　目的　  建立小鼠颈部心脏移植急性排斥模型，评估移植后生存情况及排斥反应的动态过程。

方法　 将小鼠随机分为假手术组（n=10）、同系移植组（n=21）和同种异体移植组（n=65），分别进行假手术、

同系颈部心脏移植、同种异体颈部心脏移植。观察受体小鼠及移植物存活情况、移植物组织病理学变化、脾脏淋

巴细胞亚群和血清、移植物炎症因子表达情况。结果　 假手术组、同系移植组术后 7 d 生存率及移植物存活率为

100%；同种异体移植组 5 例手术失败，均于术后 1 d 死亡，术后 7 d 生存率为 86%，存活的小鼠移植物均于术后

7 d 停止搏动。同种异体移植组在术后 7 d 出现明显排斥反应，伴随组织损伤和 CD8+T 细胞浸润；脾脏 CD8+T 细

胞比例在术后持续升高，而 CD4+T 细胞比例呈下降趋势；血清和移植物干扰素-γ 表达在术后 5 d 达到峰值，而肿

瘤坏死因子-α 表达差异无统计学意义。结论　 小鼠心脏移植急性排斥反应在术后 5~7 d 加剧，此时可能是免疫干

预的关键时间窗口。
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【Abstract】 Objective  To establish an acute rejection model of cervical heart transplantation in mice and evaluate
the  survival  and  dynamic  rejection  process  post-transplantation.  Methods   Mice  were  randomly  divided  into  sham
operation  group  (n=10),  syngeneic  transplantation  group  (n=21),  and  allogeneic  transplantation  group  (n=65).  Sham
operation, syngeneic cervical heart transplantation, and allogeneic cervical heart transplantation were performed respectively.
The survival of recipient mice and grafts, histopathological changes of graft tissues, subpopulations of splenic lymphocytes,
and expression of inflammatory factors in serum and grafts were observed. Results   The survival rate and graft  survival
rate of the sham operation group and syngeneic transplantation group were 100% at 7 days after surgery. In the allogeneic
transplantation group, 5 cases failed and died on the first day after surgery. The survival rate at 7 days after surgery was
86%, and all surviving mice had grafts that stopped beating at 7 days after surgery. The allogeneic transplantation group
showed  significant  rejection  at  7  days  after  surgery,  accompanied  by  tissue  damage  and  CD8+  T  cell  infiltration.  The
proportion of CD8+ T cells in the spleen continued to rise post-operation, while the proportion of CD4+ T cells showed a
downward trend. The expression of interferon-γ in serum and grafts peaked at 5 days after surgery, while the expression of
tumor necrosis factor-α showed no statistical significance. Conclusions  Acute rejection following heart transplantation in
mice intensifies between 5 to 7 days after surgery, which may be a critical time window for immunological intervention.

【Key words】 Heart transplantation; Neck; Heterotopic transplantation; Mouse; Acute rejection; Infiltration; CD8+

T cell; CD4+ T cell
 

器官移植是挽救终末期疾病患者生命的最重要手

段[1]。但移植术后排斥反应会引发移植器官损伤，如

果损伤无法逆转甚至进一步加重，最终会造成移植器

官衰竭 [2-3]。排斥反应大致可分为超急性排斥反应、

急性排斥反应、加速性排斥反应和慢性排斥反应几种

类型[4]。超急性排斥反应通常发生于器官移植术后数

分钟或数小时内，其机制为受者体内预留抗体识别供

器官抗原，激活补体级联反应，导致微血管迅速栓塞

和移植物坏死[5]。虽然超急性排斥反应曾是造成移植

失败的主要原因，但随着术前抗体检测技术的不断改

进，超急性排斥反应引发的移植失败率已降低[6]。慢

性排斥反应是一种潜在的长期排斥反应，常见于移植

术后数年，其发生机制尚未完全阐明，但现有证据表

明严重或反复发生的急性排斥反应是慢性排斥反应发

生的主要临床预测因素[1,7]。急性排斥反应则发生于术

后 3 个月或 1 年内，涉及急性细胞介导的排斥反应和急

性体液介导的排斥反应两种免疫机制[8-10]，两者均依

赖于主要组织相容性复合体（major histocompatibility

complex，MHC）分子抗原识别。急性排斥反应严重

或持续反复会大幅增加慢性排斥反应的发生风险，因

此急性排斥反应是影响移植成功的关键因素[11]。充分

了解急性排斥反应类型的特点对于其预防和管理，以

及提高移植成功率至关重要。

小鼠因其遗传多样性高、免疫反应系统成熟、可

获取性高、遗传模型可用性强、转化潜力高、疾病进

展快速而被广泛用于器官移植排斥反应研究[12]。小鼠

心脏移植模型在揭示心脏移植排斥反应机制和开发潜

在抗排斥反应治疗方法等方面具有重要意义[13-14]。但

目前鲜有针对小鼠同种异体心脏移植后排斥反应进行

动态观察的相关文献报道，本研究通过对颈部心脏移

植小鼠术后排斥反应进行动态观察，分析炎症指标及

病理学等表现，总结其排斥反应特点，以期为稳定构

建模型及评价提供参考依据。 

1    材料与方法
 

1.1    实验动物与材料

6~8 周龄雄性 BALB/c（H-2d）小鼠 65 只及雄

性 C57BL/6（H-2b）小鼠 117 只，由湖南斯莱克景达
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实验动物有限公司提供，于华南农业大学实验动物中

心适应性饲养 1 周。本研究经过华南农业大学实验动

物中心伦理委员会审核批准（批号：2024h043），符

合 3R 原则。

小鼠干扰素（interferon，IFN）-γ、肿瘤坏死因

子（tumor necrosis factor，TNF）-α 酶联免疫吸附试

验 （enzyme-linked  immune  absorbent  assay，ELISA）

试剂盒购自武汉赛维尔生物科技有限公司，小鼠

CD4 抗体、山羊抗小鼠 CD8 抗体购自武汉赛维尔生

物科技有限公司，小鼠 CD3、CD4、CD8a 流式抗体

购自美国 Biolegend 公司，小鼠淋巴细胞分离液购自

深圳市达科为生物技术股份有限公司，流式细胞仪购

自美国贝克曼库尔特有限公司，体式显微镜购自迈时

迪（东莞）科技有限公司，医用缝线购自宁波医用缝

针有限公司，显微手术器械购自上海医疗器械（集

团）有限公司，肝素钠注射液购自天津生物化学制药

有限公司。 

1.2    实验分组与模型建立

所有实验小鼠适应性饲养 1 周后，采用随机数字

表法分为 3 组，其中假手术组 10 只，麻醉后仅进行

切口操作，不进行实际移植；同系移植组 21 对，供

受体均为 C57BL/6 小鼠；同种异体移植组共 65 对，

供体为 BALB/c 小鼠，受体为 C57BL/6。

受体小鼠准备：麻醉后颈部做正中切口，分离周

围组织并暴露解剖一侧颈动脉和颈静脉。结扎血管并

离断，置入套管，血管夹固定，翻转血管环扎固定。

供体心脏获取：在供体小鼠的腹部做中线切口，暴露

下腔静脉，使用冷肝素钠盐水灌注；剪开小鼠胸腔，

暴露胸主动脉，将主动脉和肺动脉与周围组织解剖；

离断主动脉和肺动脉，结扎余下血管；将心脏从胸腔

中取出。心脏移植：将供心血管套入颈静脉和颈动脉

套管并用 9-0 尼龙线固定。确认吻合，松血管夹，观

察有无任何出血或渗漏；使用 8-0 缝合线闭合受体小

鼠颈部切口。术后观察：密切监测受体小鼠有无移植

物排斥反应或并发症的症状，每日记录体质量并观察

小鼠移植物搏动情况。 

1.3    研究内容与方法

根据前期实验及现有文献，小鼠心脏移植排斥反

应发生于术后 7 d[15]，因此选择术后 7 d 作为观察时

间窗，假手术组、同系移植组及同种异体移植组各选

取 10 只小鼠进行取材。此外，同种异体移植亚组于

术后 1、3、5、7 d 分别选取 10 只小鼠进行取材。通

过眼球取血法留取小鼠血液，离心并获得血清，取心

脏移植物组织及脾脏。 

1.3.1   一般情况　记录手术用时、术后小鼠及移植物

存活情况。 

1.3.2   病理学观察　心脏移植物取出后立即放入固定

液固定 24 h，再逐步放入不同浓度乙醇中去除水分。

二甲苯透明化组织后放入熔化的石蜡中浸泡，使用切

片机将石蜡包埋的组织切成 5 μm 的薄片。将制备好

的心脏组织切片进行苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，

HE）染色，并使用国际心肺移植协会（International
Society for Heart and Lung Transplantation，ISHLT）排

斥反应评分方案进行评分。免疫组织化学染色检测

CD4、CD8。 

1.3.3   流式细胞术　脾脏切碎后过滤至含有淋巴细胞

分离液的无菌离心管中离心，收集细胞悬液，洗涤后

继续离心，必要时使用红细胞裂解液，最终获取脾脏

淋巴细胞沉淀。自动细胞计数仪对细胞进行计数，确

保细胞浓度适合后对目标细胞表面标记具有特异性的

荧光标记抗体，随后上机，检测脾脏 CD4+T 细胞、

CD8+T 细胞水平。 

1.3.4   ELISA　收集各组小鼠血清样本，根据 ELISA
试剂盒说明书进行操作，检测小鼠血清 TNF-α、IFN-γ
水平。 

1.3.5   实时荧光定量聚合酶链反应　从小鼠心脏组织

中提取总 RNA，使用反转录酶将 RNA 转录为互补

DNA，再配置实时荧光定量聚合酶链反应（real-time

fluorescent quantitative polymerase chain reaction，RT-

qPCR） 反 应 体 系 混 合 物 ， 进 行 扩 增 ， 计 算 信 使

RNA（messenger RNA，mRNA）相对表达量，引物

序列见表 1。
  

表 1    引物序列

Table 1    Primer sequences

基因 引物

TNF-α
上游 5'-ACCTCAGATCATCTTCTCAAA-3'
下游 5'-GCTACGACGTGGGCTACAG-3'

IFN-γ
上游 5'-GATGAACTCAGCAACAGCA-3'
下游 5'-TCTGCTGGTGACAGGATG-3'

GAPDH
上游 5'-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3'
下游 5'-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3'

 

1.4    统计学方法

采用 SPSS 26.0 软件进行统计学分析。符合正态
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分布的计量资料以均数±标准差表示，两组间比较采

用独立样本 t 检验，多组间比较采用单因素方差分

析，组间两两比较采用 LSD-t 检验；不符合正态分布

的计量资料以中位数（下四分位数，上四分位数）表

示，两组间比较采用 Mann-Whitney U 检验，多组间

比较采用 Kruskal-Wallis H 检验。计数资料以率表

示，组间比较采用 χ²检验或 Fisher 精确概率法。所有

检验均为双侧检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

采用 GraphPad Prism 8.0 软件绘制生存曲线，生存分

析 采 用 Kaplan-Meier 法 ， 组 间 比 较 采 用 log-rank

检验。 

2    结　果
 

2.1    各组间手术情况比较

同系移植组和同种异体移植组手术总时间分别为

（87±10）min 和（81±14）min，差异无统计学意义

（P=0.076）。假手术组、同系移植组、同种异体移

植 组 手 术 成 功 率 分 别 为 100%、 100% 和 92.31%，

差异无统计学意义（P=0.284）。其中手术失败原因

主要包括栓塞及心脏吻合不佳导致出血休克。 

2.2    小鼠及移植物存活情况

假手术组、同系移植组术后 7 d 生存率及移植物

存活率为 100%；同种异体移植组 5 例手术失败，均

于术后 1 d 死亡，术后 7 d 存活率为 86%，移植物于

术后 7 d 停止搏动，触诊质地较硬。 

2.3    小鼠心脏病理学检查

假手术组心脏组织结构完整，无明显的炎症细胞

浸润；同系移植组心肌纤维排列正常，仅有轻微的炎

症细胞浸润，CD4+和 CD8+T 细胞浸润程度较低；同

种异体移植组的移植物显示出明显的组织结构破坏，

伴随大量炎症细胞浸润（图 1A）。同种异体移植组

排斥反应评分高于假手术及同系移植组（P=0.003 7、

0.014 2，图 1B）。

同种异体移植组移植物术后 5 d、7 d 心肌组织结

构破坏较术后 1 d、3 d 加重，CD4+T、CD8+T 细胞浸

润增加，排斥反应评分升高（图 2）。 

2.4    小鼠脾脏淋巴细胞变化

各组小鼠脾脏 CD4+T 细胞比例差异无统计学意

义。同种异体移植组小鼠脾脏 CD8+T 细胞比例较同系

移植组及假手术组升高（P=0.010 4、0.000 6，图 3）。

同种异体移植组小鼠术后 7 d 脾脏 CD8+T 细胞较

1 d 和 3 d 增加（P=0.005 1、0.009 6），CD4+T 细胞

较 1 d 和 3 d 减少（P=0.004 0、0.009 6，图 4）。 

2.5    同种异体移植组炎症因子变化

移植心脏组织 TNF-α mRNA 相对表达量及血清

TNF-α 水平在各时间点差异均无统计学意义（均为

P>0.05，图 5A、B）。同种异体移植小鼠血清 IFN-γ

水平、移植心脏组织 IFN-γ mRNA 相对表达量均在术

后 5 d 达到峰值，高于术后 1、3、7 d（均为 P<0.05，

图 5C、D）。 

3    讨　论

本研究通过建立小鼠颈部心脏移植模型对移植后

不同时间点的排斥反应进行了动态观察。我们通过分
 

注：与假手术组比较，aP<0.05；与同系移植组比较，bP<0.05。

图 1    术后 7 d 各组移植物病理变化及排斥反应评分（×200）

Figure 1    Pathological changes and rejection scores of grafts on day 7 post-operation among each group
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析移植物存活、组织病理学变化、脾淋巴细胞亚群和

炎症因子表达，系统地评估了急性排斥反应的进程和

特征，发现同种异体移植组在术后 7 d 出现明显的排

斥反应，移植物停止搏动。这一时间点与既往文献报

道的小鼠心脏移植急性排斥发生时间相一致[16]。病理

学检查显示严重的组织结构破坏和大量炎症细胞浸

润，尤其是 CD4+和 CD8+T 细胞。这些特征与典型的

急性细胞介导的排斥反应高度吻合[17-20]。值得注意的

是，排斥反应在术后 5~7 d 加剧，提示这是一个关键

的时间窗口，可能是临床干预的最佳时机。相比之

下，同系移植组表现出较高的移植物存活率和轻微的

炎症反应，同系移植组的损伤可能是来自于手术创伤

和缺血-再灌注损伤导致的非特异性炎症反应[21]。

同种异体移植组脾脏 CD8+T 细胞比例升高，在

术后 7 d 达到峰值，表明细胞毒性 T 细胞在急性排斥

反应中发挥重要作用，可能通过直接杀伤供体细胞或

分泌细胞因子来介导组织损伤[22-23]。而 CD4+T 细胞

比例在后期反而下降，这可能反映了不同 T 细胞亚群

在排斥反应过程中的动态平衡。CD4+T 细胞可能在

早期阶段通过分泌细胞因子和激活其他免疫细胞来
 

注：与术后 1 d 比较，aP<0.05；与术后 3 d 比较，bP<0.05。

图 2    同种异体移植组移植物病理学变化及排斥反应评分（×200）

Figure 2    Pathological changes and rejection score of grafts in the allogeneic transplant group
 

注：A 图为细胞设门方案；B 图为流式细胞术结果；C 图为各组 CD4+T 细胞比例；D 图为 CD8+T 细胞比例。与假手术

组比较，aP<0.05；与同系移植组比较，bP<0.05。

图 3    各组小鼠脾脏淋巴细胞

Figure 3    Spleen lymphocyte of mice in each groups

   ·260· 器官移植 第 16 卷



发挥作用，而后期 CD8+T 细胞占主导[24]。这些结果

提示我们在设计免疫抑制策略时，应考虑针对不同时

期的主要效应细胞群，如在早期可能需要注意抑制

CD4+T 细胞活化，而在后期则应加强对 CD8+T 细胞

的抑制。

IFN-γ 在血清和心脏组织中的表达均在术后 5 d

达到高峰，与组织病理学变化和 T 细胞浸润的时间进

程高度一致，这进一步证实了辅助性 T 细胞（helper

T cell，Th）1 型免疫反应在急性排斥反应中的主导

地位[25-26]。IFN-γ 作为一种关键的促炎因子[27]，可能

通过上调 MHC 分子表达、激活巨噬细胞和促进 T 细

胞增殖等多种机制来加剧排斥反应[28-33]。但 TNF-α 表

达未见变化，其原因可能包括：（1）作为急性排斥

反应的早期预测因子之一[34-36]，TNF-α 可能在更早期

（如术后 24 h 内）发挥作用；（2）在心脏移植模型

中，IFN-γ 的作用可能更为关键[37-38]。这一结果提醒

我们，在研究和干预排斥反应时，不应过分依赖单一

的炎症标志物。

综上所述，本研究通过建立小鼠颈部心脏移植模

型，描述了急性排斥反应的动态过程和免疫学特征，

不仅深化了对心脏移植排斥反应机制的理解，也为临

床实践提供了重要启示。例如，术后 5~7 d 可能是免

 

注：A 图为流式细胞术结果；B 图为不同时间 CD8+T 细胞比例；C 图为不同时间 CD4+T 细胞比例。与术后 1 d 比较，
aP<0.05；与术后 3 d 比较，bP<0.05。

图 4    同种异体心脏移植小鼠术后不同时间脾淋巴细胞流式细胞术结果

Figure 4    Splenic lymphocyte flow cytometry of heart allograft mice at different times
 

注：A 图为术后不同时间移植物 TNF-α mRNA 相对表达量；B 图为术后不同时间血清 TNF-α 水平；C 图为术后不同时

间移植物 IFN-γ mRNA 相对表达量；D 图为术后不同时间血清 IFN-γ 水平。与术后 1 d 比较，aP<0.05；与术后 3 d 比较，
bP<0.05；与术后 5 d 比较，cP<0.05。

图 5    同种异体移植小鼠血清及移植物炎症因子表达变化

Figure 5    Changes in the expression of inflammatory factors in serum and heart of allogenic transplant mice
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疫干预的关键时间窗口，针对不同时期的主要效应细

胞群制定个性化的免疫抑制方案可能更为有效。但也

存在一些局限性：（1）异位移植可能无法完全模拟

原位移植的血流动力学变化，这可能影响某些免疫反

应的发生和发展；（2）小鼠模型与人类之间存在免

疫系统的差异，可能限制了某些发现的直接临床转

化；（3）本研究主要关注于急性排斥反应，对于慢

性排斥反应的模拟可能不够充分。未来我们将进一步

深入研究 CD4+和 CD8+T 细胞亚群在排斥过程中的具

体作用和相互作用，探索其他免疫细胞（如自然杀伤

细胞、树突状细胞、调节性 T 细胞）在排斥反应中的

角色，以全面了解排斥反应的免疫网络。
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