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基因修饰猪-猴异种心脏移植模型免疫反应动态特征分析

白乐　戴自强　任志鹏　赖成虹　李先华　谢晓阳　潘登科　龙恩武　李巅远

【摘要】　目的　 探讨联合免疫抑制方案调控基因修饰猪-猴异种心脏移植排斥反应的效果。方法　构建 2 例

基因修饰猪-猴异种心脏移植模型，动态监测受体外周血免疫指标并观察移植物病理变化。结果　第 1 例方案主要

通过 B 细胞清除+T 细胞抑制+补体 C3 抑制降低了淋巴细胞水平，但未能完全控制急性体液性排斥反应及巨噬细

胞浸润；第 2 例方案在第 1 例方案基础上增加了补体 C5 抑制及白细胞介素-6 抑制，与第 1 例方案相比，在降低

淋巴细胞的同时，显著抑制了急性体液性排斥反应及补体激活，减少了抗体沉积，但移植晚期仍出现细胞因子风

暴及 T 细胞残留。结论　第 2 例方案通过多靶点干预降低超急性和急性排斥反应的风险，但需平衡药物复杂性与

安全性，提示需优化细胞免疫调控，并通过动态多维度监测调整方案。
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Dynamic  analysis  of  immune  responses  in  heterotopic  heart  transplantation  model  of  genetically  modified  pig-to-macaque
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【 Abstract】  Objective   To  evaluate  the  efficacy  of  a  combined  immunosuppression  regimen  in  modulating
rejection  in  genetically  modified  pig-to-macaque  xenogeneic  heart  transplantation.  Methods   Two  xenogeneic  heart
transplantation models were constructed using genetically modified pigs and macaques. Dynamic monitoring of recipient
peripheral blood immune parameters and observation of graft pathological changes were performed. Results  Regimen 1,
featuring  B-cell  depletion,  T-cell  inhibition,  and  C3  complement  suppression,  reduced  lymphocyte  levels  but  failed  to
control acute humoral rejection and macrophage infiltration. Regimen 2, adding C5 complement inhibition and interleukin
-6 inhibition to Regimen 1, more effectively lowered lymphocyte levels, inhibited acute humoral rejection and complement
activation,  and  decreased  antibody  deposition.  However,  a  late-phase  cytokine  storm  and  residual  T  cells  emerged.
Conclusions  Regimen 2 reduces the hyperacute and acute rejection risks through multi-target intervention. Yet, it requires
balancing medication complexity and safety. This indicates the need to optimize cellular immune regulation and adjust the
plan through dynamic multidimensional monitoring.

【 Key  words】  Genetically  modified  pig;  Macaque;  Xenogeneic  heart  transplantation;  Immunosuppressant;
Complement; Cytokine; Immune cell; Co-stimulatory pathway

 

器官移植是终末期器官衰竭最有效的治疗手

段[1]，然而全球范围内供器官的严重短缺使终末期疾

病患者面临严峻生存挑战。全球捐献和移植观察站数

据显示全球每年进行超过 15 万例实体器官移植，然

而据估计不到全球需求的 10%，缺口巨大。在众多终

末期器官衰竭疾病中，心脏衰竭的供需矛盾尤为严

峻[2-3]。以我国为例：数据显示，终末期心力衰竭患

者总数已高达 600 万，其中符合移植指征且等待手术

的患者数量庞大，但 2024 年全年完成的心脏移植手

术仅 1 062 例[4]。异种器官移植（尤其是猪供人）被

视为缓解困境的关键路径[5]，猪-非人灵长类动物模型

因生理结构与免疫系统与人类的高度近似性，被广泛

应用于异种移植机制研究。但跨物种排斥反应特别是

抗体介导的超急性排斥反应（hyperacute  rejection，

HAR）会导致移植物在数分钟至数小时内迅速失功，

成为临床转化的首要障碍[6]。近年来，基因修饰技术

（如 CRISPR-Cas9 介导的 α-Gal 抗原敲除）显著降低

了 HAR 发生率[7-8]，但急性排斥反应（acute rejection，

AR）包括急性体液性排斥反应和急性细胞性排斥反

应，以及慢性排斥反应仍是导致心脏移植物长期功能

障碍和心脏移植血管病变的主要原因[9-10]，其免疫动

力学特征尚未完全阐明[11-12]。

基因修饰不能完全替代免疫抑制治疗[13]。免疫抑

制方案的优化是另一个亟待解决的核心矛盾：高效抑

制排斥反应往往伴随过度免疫抑制风险，导致机会性

感染与恶性肿瘤发生率升高[14]。有效的免疫抑制方案

在器官移植中发挥重要作用，传统的免疫抑制药如糖

皮质激素、霉酚酸酯类（如吗替麦考酚酯）、钙调

磷酸酶抑制剂（如他克莫司）等组成的方案主要适

用于同种移植，并不足以维持异种器官的长期存

活[15-16]。新型免疫抑制药 CD40/CD154 单抗及补体抑

制剂 C1/C5 单抗给异种移植带来了新的希望 [12,17-18]。

目前有关异种心脏移植免疫抑制药物方案安全性的

临床研究较少[19]，仅少数针对非人灵长类动物的报

道 [11]。本研究以猪-恒河猴异种心脏移植模型为平

台，引入高频次、多维度的免疫动态监测体系，同步

评估补体激活、淋巴细胞亚群迁移及细胞因子的动态

演变，对比不同免疫抑制方案的调控效能与安全性，

以期为优化临床免疫管理策略提供参考。

 1    材料与方法

 1.1    动物模型

恒河猴与基因修饰小型巴马猪进行术前配型，包

括猴血清与猪红细胞的 IgG、IgM 相容性检测以及对

猪外周血单个核细胞（peripheral  blood mononuclear
cell，PBMC）补体介导的细胞毒作用（complement
dependent cytotoxicity，CDC）检测，筛选出最低不
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相合及 CDC 毒性最低的猪-猴组合构建并联式异种心

脏移植动物模型。由于供体与受体质量相差较大，可

能出现心脏大小不匹配情况，因此本研究采用了一种

新的心脏移植方式：并联式心脏异位移植术（全心辅

助异位移植）。受体猴常规开胸建立体外循环，使心

脏停跳，在供心与受体心脏并联式吻合手术开始时记

录热缺血时间，2 例并联式心脏异位移植手术时间都

控制在 60 min 内。手术操作包括：切开受体右心房

和房间隔，房间隔切开后向正下方尽量扩大开口，注

意避免伤及肺静脉开口。将供心左心房开口与受体房

间隔开口作吻合。受体右心房切口边缘与供心左心房

外壁吻合，重建受体右心房。供心上腔静脉与受体上

腔静脉端侧吻合，根据受体升主动脉长度，修剪供心

升主动脉长度，并将之与受体升主动脉根部行端侧吻

合。修剪供心肺动脉，吻合至受体主肺动脉（图 1）。

吻合完成后，复温至 35 ℃ 后开放主动脉，供心和受

体心脏均自动复跳，为保障受体安全，均缝置心脏起

搏导线后，再逐步撤除体外循环。恒河猴由四川省医

学科学院四川省人民医院实验动物研究所提供（表 1），

基因修饰猪主要通过核移植技术产生，由四川成都中

科奥格公司完成（表 2）。所有实验均通过四川省医

学科学院四川省人民医院实验动物研究所伦理委员会

审核（批号：伦审 2025 第 001 号）。

 

图 1    并联式心脏异位移植术模型图

Figure 1    Diagram of a model of parallel ectopic cardiac
transplantation

 
 
 

表 1    受体猴一般资料

Table 1    General information of recipient monkeys

编号 性别 血型 年龄（岁） 体质量（kg）

382 350（第1只） 雄性 O 15 11.5

056567（第2只） 雄性 AB 13 11.4

 1.2    免疫抑制方案

第 1 例模型免疫诱导及免疫维持方案见表 3。第 2
例模型免疫诱导及免疫维持方案见表 4。

 

表 2    供体猪一般资料

Table 2    General information of donor pigs

编号 性别 基因型 体质量（kg） 出生时间 血型

4 207（第1只） 雌性 GalT-KO/β4GalNT2-KO/CD46/CD55/TBM 8.2 2023年10月10日 O

4 869（第2只） 雌性 GalT-KO/β4GalNT2-KO/CD55/TBM 8.0 2024年9月2日 O

 

表 3    第 1 例猪-猴模型免疫抑制药物方案

Table 3    Immunosuppressive drugs regimen of the first pig-monkey model

阶段 药物 剂量 时间 作用

免疫诱导

利妥昔单抗 19 mg/kg 术前14 d、7 d 清除B细胞

甲泼尼龙 3~6 mg/kg 术前2 d、1 d 抑制多种免疫细胞

抗胸腺细胞球蛋白 5 mg/kg 术前2 d、1 d 清除T细胞

眼镜蛇毒因子 100 U/kg 术前2 d、1 d 消耗补体C3

CD154单抗 20 mg/kg 术前1 d、0 d 阻断共刺激

免疫维持

CD154单抗 20 mg/kg 术后1d、3 d、5 d、9 d 阻断共刺激

霉酚酸酯 20 mg/kg 术后每日 阻断T细胞增殖

甲泼尼龙 3~10 mg/kg 术后每日 阻断T细胞增殖

第 5 期 白乐等．基因修饰猪-猴异种心脏移植模型免疫反应动态特征分析 ·749·   



 1.3    免疫检测方法

血常规监测受体外周血粒细胞、淋巴细胞、单核

细 胞 动 态 变 化 ， 流 式 细 胞 术 检 测 受 体 PBMC 中

CD3 及 CD19 抗原表达进行 T、B 细胞分群监测。终

止试验后，取供体和受体心脏组织免疫组织化学（免

疫 组 化 ） 检 测 C4d、 CD3、 CD68、 CD19、 IgG
F（c）、IgM。第 2 例模型额外采用流式细胞术检测

受体 PBMC 中 CD4、CD8 抗原表达，进行辅助 T 细

胞（helper T cell，Th）和细胞毒 T 细胞（cytotoxic T
lymphocyte，CTL）监测，同步采用化学发光检测抗

体 IgG、IgM、IgA 和补体 C3、C4，酶联免疫吸附试

验检测肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor，TNF）-
α、白细胞介素（interleukin，IL）-6、IL-8、IL-10。

免疫组化以空白对照为对照，结果以平均积分光

密度值（integrated optical density，IOD）表示，通过

Image-ProPlus 测定每张切片 3 个 400 倍显微图像视

野荧光强度及面积计算得到平均 IOD 值。判定标

准：平均 IOD≥0.1 为高表达，0.05≤平均 IOD<0.1 为

中表达，0.001≤平均 IOD<0.05 为低表达，0.000 05≤
平均 IOD<0.001 为微量表达，平均 IOD<0.000 05 为

未检出。

 1.4    统计学方法

使用 GraphPad Prism9 进行统计分析及作图。时

间序列数据（包括细胞计数、淋巴细胞分群、抗体、

补体及细胞因子）采用折线图描述。

 2    结　果

 2.1    粒细胞、单核细胞、淋巴细胞计数变化

第 1 例受体猴的粒细胞在移植前 14 d 至手术当

日保持相对稳定，随后快速上升，在术后 5 d 达到峰值

后下降（图 2A）；单核细胞、淋巴细胞在移植前 14 d
到手术当日逐渐下降接近 0，单核细胞在术后波动，变

化较小，淋巴细胞术后回升并呈波动趋势（图 2B）。

第 2 例受体猴的粒细胞在整个围手术期呈波动状

态，未出现明显升高（图 2C）；单核细胞、淋巴细

胞变化总体趋势与第 1 例相似，在移植前 14 d 到手

术当日逐渐下降接近 0，单核细胞在术后小范围波

动，淋巴细胞移植后出现回升并波动（图 2D）。

 2.2    T、B 细胞比例变化

第 1 例受体猴的 T 细胞比例呈现明显波动，并在

术后 2 d 后出现大幅度升高持续高水平，B 细胞比例

始终维持在极低水平，接近于 0（图 3A）。第 2 例

 

表 4    第 2 例猪-猴模型免疫抑制药物方案

Table 4    Immunosuppressive drugs regimen of the second pig-monkey model

阶段 药物 剂量 时间 作用

免疫诱导

利妥昔单抗 19 mg/kg 术前14 d、7 d 清除B细胞

甲泼尼龙 60 mg 术前2 d、1 d 　　　　　抑制多种免疫细胞

抗胸腺细胞球蛋白 5 mg/kg 术前2 d、1 d 　　　　　清除T细胞

眼镜蛇毒因子 100 U/kg 术前2 d、1 d 　　　　　消耗补体C3

CD40单抗 30 mg/kg 术前1 d、0 d 　　　　　阻断共刺激

依库珠单抗 300 mg 术前3 d 　　　　　消耗补体C5

免疫维持

CD40单抗 30 mg/kg 术后3 d、5 d 阻断共刺激

霉酚酸酯 20 mg/kg 术后每日 　　　　　阻断T细胞增殖

甲泼尼龙 3~10 mg/kg 术后每日 　　　　　抑制多种免疫细胞

依库珠单抗 150 mg 术后4 d 　　　　　消耗补体C5

托珠单抗 8 mg/kg 0 d，术后7 d 　　　　　阻断IL-6效应

雷帕霉素 0.3 mg 术后每日 　　　　　阻断T细胞增殖

依那西普 0.1 mg/kg 0 d，术后3 d、7 d 　　　　　抑制肿瘤坏死因子-α

利妥昔单抗 19 mg/kg 术后8 d 　　　　　清除B细胞

抗胸腺细胞球蛋白 5 mg/kg 术后8 d 　　　　　清除T细胞

眼镜蛇毒因子 100 U/kg 术后8 d 　　　　　消耗补体C3
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受体猴的 T 细胞比例呈现波动趋势，与第 1 例不同，

在整个围手术期呈现涨落而没有在术后移植处于高水

平，B 细胞比例始终维持极低水平与第 1 例相似

（图 3B）。第 2 例受体猴的 Th 比例前期变化较缓，

后期出现起伏，CTL 比例前期呈下降趋势，手术当

日接近于 0，术后 1 d 后逐渐回升（图 3C）。

 2.3    抗体及补体变化

第 2 例受体猴血清中的 IgG、 IgM、 IgA、C3、

C4 在围手术期中呈现持续下降趋势（图 4）。

 2.4    细胞因子变化

第 2 例受体猴的 TNF-α 在移植前水平极低，在

术后 8~10 d 急剧升高（图 5A）；IL-6 在移植前水平

极低，移植后出现波动，并在术后 8~10 d 大幅攀升

（图 5B）；IL-8 移植前水平平稳，术后 8~10 d 快速

上升（图 5C）；IL-2 水平始终低于 2.5 pg/mL，在围

手术期未见显著波动（图 5D）；IL-10 在移植前水平

较低，术后 5 d 显著升高，出现 2 个峰值（图 5E）。

 2.5    免疫组化

第 1 例模型猪心 CD68、IgG F（c）、IgM 高表

达，CD3、CD19、C4d 低表达（图 6），猴心 IgM

高表达，CD68 中表达，IgG F（c）、CD3、CD19、

C4d 低表达（图 7）。

第 2 例 模 型 猪 心 CD3、 C4d 低 表 达 ， IgG

F（c）、CD68 微量表达，CD19、IgM 未检出（图 8），

 

注：A 图为第 1 例受体猴粒细胞绝对值变化；B 图为第 1 例受体猴单核细胞、淋巴细胞绝对值变化；C 图为第 2 例受

体猴粒细胞绝对值变化；D 图为第 2 例受体猴单核细胞、淋巴细胞绝对值变化。

图 2    两只受体猴的外周血粒细胞、淋巴细胞、单核细胞计数变化

Figure 2    Changes in granulocyte, lymphocyte and monocyte counts of two recipient monkeys

 

注：A 图为第 1 例受体猴的 T、B 细胞比例变化；B 图为第 2 例受体猴的 T、B 细胞比例变化；C 图为第 2 例受体猴

的 Th、CTL 比例变化。

图 3    两只受体猴 PBMC 流式检测分群变化

Figure 3    Changes in PBMC subset distribution of two recipient monkeys detected by flow cytometry
 

图 4    第 2 只受体猴的抗体及补体变化

Figure 4    Changes in antibody and complement of the second recipient monkey
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猴心CD3、C4d、IgG F（c）微量表达，CD19、CD68、

IgM 未检出（图 9）。

 3    讨　论

本研究选取的供体猪进行了多种基因修饰，通过

敲除 α-1，3 半乳糖转移酶（GalT）和 β-1,4-N-乙酰

基 半 乳 糖 氨 基 转 移 酶 2（β4GalNT2） 基 因 阻 断 α-

Gal 抗原和 Sda 抗原介导的急性体液性排斥反应，转

入编码补体调节相关蛋白 CD46、CD55 及血栓调节

蛋白 TBM 的基因降低补体和凝血的激活所致移植物

损伤[20-21]。采用全新的并联式心脏异位术（全心辅助

异位移植术）来解决供受体心脏大小差异问题。通过

对比两种差异化免疫抑制方案在猪-猴异种心脏移植

模型中的动态免疫反应特征，揭示了不同免疫抑制策

略对排斥反应的调控效能及局限性。

第 1 例模型在免疫诱导阶段通过 CD20 单抗清

除 B 细胞[22]、抗胸腺细胞球蛋白清除 T 细胞，糖皮

质激素抑制炎症反应及免疫细胞的活化和增殖[23]，眼

镜蛇毒因子清除补体 C3，结合 CD154 单抗阻断共刺

激通路 [24]。在免疫维持阶段继续使用 CD154 单抗，
 

图 5    第 2 只受体猴的细胞因子变化

Figure 5    Changes in cytokine of the second recipient monkeys

 

图 6    第 1 例模型猪心的免疫组化（×400）

Figure 6    Immunohistochemistry of pig heart in the first
model

 

图 7    第 1 例模型猴心的免疫组化（×400）

Figure 7    Immunohistochemistry of monkey heart in the
first model

 

图 8    第 2 例模型猪心的免疫组化（×400）

Figure 8    Immunohistochemistry of pig heart in the second
model

 

图 9    第 2 例模型猴心的免疫组化（×400）

Figure 9    Immunohistochemistry of monkey heart in the
second model
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并通过霉酚酸酯联合糖皮质激素来抑制免疫细胞增

殖[25]。其优势在于快速清除 B 细胞和 T 细胞，显著

降低术后初期淋巴细胞水平。然而，术后粒细胞剧烈

上升及移植物中巨噬细胞（CD68+）、IgG、IgM 沉

积，提示该方案未能完全抑制急性体液排斥反应和固

有免疫激活[26-28]。这可能与补体抑制仅针对 C3 以及

缺乏针对促炎因子的干预有关[29-30]，进而导致补体旁

路激活和巨噬细胞浸润持续存在。

第 2 例在免疫诱导阶段引入补体 C5 抑制剂（依

库珠单抗）、CD40 单抗（共刺激阻断）及 IL-6 抑制

剂（托珠单抗），形成多靶点协同抑制模式。在免疫

维持阶段增加雷帕霉素进一步抑制 T 细胞增殖。该方

案显著降低了血清 IgG、IgM 及补体 C3、C4 水平，

且移植物中 IgM 沉积阴性，IgG 微量表达，表明其对

体液免疫和补体级联的抑制更为全面，与以往研究

C5 抑制剂能有效减少早期 IgM 引起的攻膜复合物产生一

致[29]。IL-2 的持续低水平说明 T 细胞的活化得到了

有效抑制，IL-6 抑制剂的应用有效控制了早期炎症发

生，但术后 8 d 促炎因子急剧上升，提示晚期免疫逃

逸、免疫抑制耐药或继发感染。

第 1 例受体猴 T 细胞比例在术后初期短暂上升，

可能与抗胸腺细胞球蛋白的短期清除效应后 T 细胞再

生有关，而持续低水平 B 细胞证实 CD20 单抗的长效

作用。然而，宿主侧单核细胞波动提示固有免疫未被

充分抑制。

第 2 例通过霉酚酸酯和雷帕霉素双重抑制 T 细胞

活化与增殖，导致 T 细胞比例持续下降，且移植物

中 T 细胞（CD3+）浸润降低。但 CTL 在术后恢复至

正常水平，表明细胞毒性 T 细胞应答仍可能通过非经

典通路激活。此外，第 2 例中多种药物的叠加使用可

能导致免疫抑制过度，表现为术后单核细胞、淋巴细

胞持续低水平，可能增加机会性感染风险。

第 1 例对补体终末通路和固有免疫的调控不足，

第 2 例引入了 C5 抑制剂以增强疗效。第 2 例方案的

多元化靶向策略在控制急性体液性排斥反应和补体激

活方面效果显著，但其对晚期细胞因子风暴的控制不

足，这一不足提示需加强 IL-6、TNF-α 的持续抑制或

引入 JAK/STAT 通路抑制剂。此外，移植物中 T 细

胞的残留表明需进一步优化 T 细胞特异性清除策略，

可尝试联合应用嵌合抗原受体 T 细胞（CAR-T）疗法

或具有细胞免疫调节作用的非传统免疫抑制药物如替

加环素、维生素 D3[31-33]。本研究缺乏免疫抑制药物

浓度监测，免疫抑制药物的药代动力学个体差异大，

多种免疫抑制药物（如霉酚酸酯、雷帕霉素）的联用

可能诱发肝肾毒性等不良反应，后续研究可通过液相

色谱-串联质谱法（LC-MS/MS）同时监测多种免疫抑

制药物浓度，以指导制定个体化用药方案[34]。

本研究动态监测了外周血免疫细胞、抗体、补体

及细胞因子变化，结果发现免疫状态评价存在不一

致。除受条件限制未设置阴性对照外，本研究动态监测

存在不足，包括对于固有免疫以及 T 细胞免疫的相关动

态监测需要增加更多指标，如调节性 T 细胞（Treg）、

自 然 杀 伤 细 胞 （NK） 和 树 突 状 细 胞 （DC） [35-36]。

可引入新型免疫标志物如供体来源游离 DNA（dd-

cfDNA)、PBMC 基因表达谱、Allomap、免疫组库测

序等进行系统评估[37-40]。

综上所述，本研究通过动态免疫监测揭示了 2 例

猪-猴异种心脏移植模型中免疫抑制方案的差异效

应。第 1 例（B 细胞清除+T 细胞抑制+补体 C3 抑

制）可快速降低淋巴细胞水平，但对抗体介导的排斥

反应和巨噬细胞浸润控制不足，导致移植物损伤；

第 2 例（多靶点抑制，B 细胞清除+T 细胞抑制+补

体 C3、C5 抑制+IL-6 抑制）显著抑制体液免疫和补

体激活，减少抗体沉积，但晚期细胞因子风暴和 T 细

胞残留提示细胞免疫调控仍需优化。第 1 例方案操作

简单但疗效有限，第 2 例方案在降低超急性和急性排

斥风险方面更具潜力，但其复杂药物组合可能增加药

物毒性风险。本研究样本量小，未来需扩大样本量验

证时序化免疫调控策略的普适性。在此策略中，需早

期强化补体和细胞因子抑制，中期精准调控 T 细胞应

答，并整合动态监测以实现安全性与有效性的平衡。

此外，药物浓度监测也是关注重点。
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