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小鼠心脏移植慢性排斥反应模型的建立和分析

张薇　张庆容　马茂林　冷强华　韩飞

【摘要】　目的　 建立小鼠心脏移植慢性排斥反应（CR）模型并分析其特点。方法　以异基因 BALB/c 和

C57BL/6 小鼠分别为供体和受体行心脏移植，于术后 1、2 d 给予腹腔注射细胞毒性 T 淋巴细胞相关抗原 4 免疫球

蛋白（CTLA4-Ig）。观察移植物存活时间、供者特异性抗体（DSA）水平、移植物病理学表现和炎症细胞浸润情

况。结果　异基因移植模型中，CTLA4-Ig 治疗后移植物存活时间延长 [（28.2±4.1）d 比（7.0±0.7）d，P<0.01]；

术后第 2、3、4 周血清 DSA-IgG 水平升高，DSA-IgM 水平不变；术后 3 周移植心脏心肌细胞损伤、炎症细胞浸

润、间质纤维化和毛细血管内 C4d 沉积，且术后第 4 周加重；移植物内浸润的免疫细胞主要为巨噬细胞、T 细胞

和浆细胞。结论　利用小鼠异基因心脏移植加用 CTLA4-Ig 成功建立了 CR 模型，为后续 CR 的发病机制和干预研

究提供基础。
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【Abstract】 Objective  To establish a chronic rejection (CR) model of mouse heart transplantation and analyze its
characteristics. Methods  Allogeneic BALB/c and C57BL/6 mice were used as donor and recipient for heart transplantation,
and intraperitoneal injection of cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4-immunoglobulin (CTLA4-Ig) was given 1 and
2  days  after  surgery.  Graft  survival  time,  donor  specific  antibody  (DSA)  level,  graft  pathology  and  inflammatory  cell
infiltration were observed. Results  In allogeneic transplantation model, graft survival time was prolonged after CTLA4-Ig
treatment [(28.2±4.1) d vs. (7.0±0.7) d, P < 0.01]. The level of serum DSA-IgG increased at 2, 3 and 4 weeks after surgery,
while the level of DSA-IgM remained unchanged. Myocardial cell injury, inflammatory cell infiltration, interstitial fibrosis
and  C4d  deposition  in  capillaries  were  aggravated  3  weeks  after  operation  and  worsened  4  weeks  after  operation.  The
infiltrated  immune  cells  were  mainly  macrophages,  T  cells  and  plasma  cells.  Conclusions   Mouse  allogeneic  heart
transplantation  combined  with  CTLA4-Ig  successfully  establishes  a  CR  model,  which  provides  a  basis  for  subsequent
studies on the pathogenesis and intervention of CR.

【Key words】 Heart transplantation; Chronic rejection; Animal model; Mouse; Cytotoxic T lymphocyte-associated
antigen 4-immunoglobulin; Donor specific antibody; Immune cell; Inflammatory cell infiltration

 

排斥反应是导致移植心脏丢失的最主要因素，而

T 细胞和 B 细胞活化是引发排斥反应的主要原因[1-5]。

随着医疗技术的发展以及免疫抑制药的更新换代，

移 植 术 后 急 性 排 斥 反 应 已 经 得 到 了 很 好 的 控 制 ，

但 B 细胞活化分化后产生的供者特异性抗体（donor

specific antibody，DSA）介导的排斥反应发生率仍较

高[6-9]，尤其是慢性排斥反应（chronic rejection，CR），

目前现有的治疗方法效果欠佳，也是导致移植心脏丢

失的主要原因[10-16]。CR 是移植领域研究的热点，探

索 CR 的发病机制以及新的治疗方法，对于临床工作

具有重要的意义。

CR 的发生发展由多种因素参与。首先，DSA 与

移植物血管内皮细胞表面抗原结合后激活补体系统，

对移植物血管造成损伤，这个过程中补体裂解片段

C4d 可以共价结合在移植物毛细血管内；其次，C3a

和 C5a 等趋化因子会募集巨噬细胞、T 细胞等炎症

细胞到移植物内损伤移植物[17-23]；另外，在成纤维细

胞和巨噬细胞的作用下移植物间质不断出现纤维

化[24-25]。所以，血清 DSA 升高、移植物损伤、炎症

细胞浸润、间质纤维化和毛细血管内 C4d 沉积是

CR 的特征性表现。

疾病的基础研究依赖动物模型，所以小鼠心脏移

植 CR 模型的建立尤为重要。临床上 CR 的发生主要

为免疫抑制不足导致 B 细胞活化和 DSA 的产生[26]。

本研究根据 CR 发生的临床特点，建立更加符合临床

特点和实用性强的 CR 模型，利用异基因小鼠心脏移

植后使用细胞毒性 T 淋巴细胞相关抗原白 4 免疫球蛋

白 （ cytotoxic  T  lymphocyte-associated  antigen  4-

immunoglobulin，CTLA4-Ig）来控制术后的急性排斥

反应，从而诱导和建立 CR 模型，并从移植物存活、

血清 DSA 水平、移植物病理学表现和炎症细胞浸润

类型对该模型进行分析。 

1    材料与方法
 

1.1    动物和设备

雄性 6~8 周龄BALB/c（H-2d）和C57BL/6（H-2b）

购自北京维通利华实验动物技术有限公司，饲养于广

州吉妮欧生物科技有限公司无特定病原体（specific

pathogen free，SPF）级小鼠饲养室。所有动物操作

均符合标准，且通过伦理委员会批准（编号：JENNIO-

IACUC-2024-A027）。

手术设备主要包括连续变焦双面体视手术显微

镜、流式细胞仪、小动物气体麻醉系统、可控数显恒

温手术台和整套显微手术器械。 

1.2    实验分组

实验分为 3 组，第一组为对照组：将 C57BL/6

小鼠的心脏移植给同系的 C57BL/6 小鼠；第二组为

异基因移植组，将 BALB/c 小鼠的心脏移植给 C57BL/6
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小鼠，建立急性排斥反应模型；第三组为异基因

移植+CTLA4-Ig 组，将 BALB/c 小鼠的心脏移植给

C57BL/6 小鼠，在术后 1、2 d 给予受体小鼠腹腔注

射 CTLA4-Ig 0.25 mg（美国 BioXCell 公司），建立

CR 模型。每组 5 只观察移植物存活时间，4 只获取

血清和移植物标本进行检测。因异基因移植组受体死

亡时间较早，只观察移植物存活时间。

手术方法参照文献 [27]，暴露供体小鼠下腔静脉

后肝素化，暴露心脏，离断主动脉和肺动脉主干，其

余血管结扎，取出供心后保存。游离受体小鼠腹主动

脉和下腔静脉后阻断，供体主动脉与受体腹主动脉行

端侧吻合，供体肺动脉与受体下腔静脉行端侧吻合。 

1.3    DSA 水平检测

对照组和异基因移植+CTLA4-Ig 组于手术当天以

及术后第 1、2、3、4 周留取血标本。将受体血清

与供体的脾细胞共孵育，然后与异硫氰酸荧光素

（fluorescein isothiocyanate，FITC）标记的山羊抗小

鼠 IgG 抗体和罗丹明标记的山羊抗小鼠 IgM 抗体共

孵育，采用流式细胞仪检测平均荧光强度（mean

fluorescence intensity，MFI）分析 DSA 水平。 

1.4    移植心脏病理学检查

对照组于术后第 3 周获取移植心脏进行病理检

测，异基因移植+CTLA4-Ig 组于术后 3、4 周获取移

植物标本。进行 Masson 和苏木素-伊红（hematoxylin-

eosin，HE）染色，观察移植心脏的病理学变化。心

脏 组 织 石 蜡 切 片 脱 蜡 并 抗 原 修 复 后 ， 加 入 CD68

（ 1∶400） 、 C4d（ 1∶200） 、 CD3（ 1∶200） 、

CD19（1∶1 000）和 CD138（1∶500）抗体，过夜

后加入相应的二抗，经过孵育，洗涤后加入显示剂二

氨基联苯胺，苏木素复染后吹干封片，光镜下观察

C4d 沉积及细胞浸润情况。 

1.5    流式细胞术

异基因移植+CTLA4-Ig 组于术后第 3 周获取移植

物标本，在培养基中研磨后用尼龙网过滤获得单细胞

悬液后裂解红细胞。单细胞悬液加入带荧光染色的

流式抗体，包括 APC-Cy7-CD45、PE-CD11b、APC-

F4/80、 AF700-CD3、 PE-Dazzle-CD19 和 PE-CD138

（均购自美国 BioLegend 公司）。通过 CytExpert 流

式细胞仪（美国 Beckman Coulter 公司）进行分析。 

1.6    统计学方法

采用 SPSS 22.0 进行统计学分析。符合正态分布

的计量资料以均数±标准差表示，组间比较采用 t 检

验。采用 Kaplan-Meier 法分析移植心脏的存活率。

P<0.05 为差异有统计学意义。 

2    结　果
 

2.1    心脏移植物存活时间和血清 DSA 水平

对照组未发生排斥反应，移植物在 2 个月观察期

内均存活；异基因移植组发生急性排斥反应，移植物

存活时间为（7.0±0.7）d；异基因移植+CTLA4-Ig 组

移植物存活时间延长至（28.2±4.1）d，差异有统计学

意义（P<0.01，图 1A）。与对照组比较，异基因移

植+CTLA4-Ig 组术后 2 周血清 DSA-IgG 水平升高，

DSA-IgM 水平差异均无统计学意义（图 1B、C）。 

2.2    心脏移植物病理学特点

对照组术后 3 周心肌细胞中有少量的炎症细胞浸

润，细胞结构基本正常，毛细血管内 C4d 染色阴性；异

基因移植+CTLA4-Ig 组术后 3 周表现出明显的心肌细胞

坏死、炎症细胞浸润、毛细血管内 C4d 沉积、心肌细胞

间质纤维化，且在术后第 4 周病理改变更加明显（图 2）。
 
 

 

注：A 图为移植物存活率；B 图为血清 DSA-IgG 水平；C 图为血清 DSA-IgM 水平。与对照组比较，aP<0.05。

图 1    各组心脏移植物存活曲线以及术后 DSA 水平

Figure 1    Survival curves of cardiac allografts and postoperative DSA levels of each group
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注 ：A 图 为 HE 染 色 （×100） ；B 图 为 HE 染 色 （×400） ；C 图 为 Masson 染 色 （×100） ；D 图 为 Masson 染 色

（×400）；E 图为 C4d 染色（×100）。

图 2    各组受体小鼠心脏移植物的病理学表现和 C4d 染色

Figure 2    Pathological manifestations and C4d staining of cardiac grafts from recipient mice in each group
 

2.3    心脏移植物内浸润免疫细胞

异基因移植+CTLA4-Ig 组术后 3 周移植物内有大

量 免 疫 细 胞 浸 润 ， 白 细 胞 （ CD45+） 占 （ 8.2±

0.8）%。进一步分类发现巨噬细胞（CD11b+F4/80+）、

T 细胞（CD3+）、B 细胞（CD19+）和浆细胞（CD19−

CD138+）分别为（31.2±2.3）%、（32.7±2.4）%、（1.8±

0.4）% 和（30.4±1.1）%（图 3A）。移植物内巨噬

细胞、T 细胞、B 细胞和浆细胞浸润情况见图 3B。 

3    讨　论

临床上 CR 的发生主要是由于免疫抑制相对不

足，使得 B 细胞激活后产生 DSA 联合多种炎症细胞

对移植物进行慢性损伤[28-31]。另外，巨噬细胞和成纤

维细胞参与移植物间质纤维化的过程 [32-34]。目前，

CR 是临床上的治疗难点，也是科研上研究的热点[35-38]，

因此，需要小鼠的 CR 模型来进行更加深入的研究。

既往也有一些建立 CR 模型的方法，比如使用单

纯主要组织相容性复合体Ⅱ不同的 B6.C-H-2bm12KhEg

（bm12，H-2bm12）和 C57BL/6（B6，H-2b）小鼠分

别为供体和受体行心脏移植[39]，也有使用基因敲除受

体 小 鼠 CD4+T 细 胞 抑 制 急 性 排 斥 反 应 从 而 诱 导

CR 的方法[40]。但这些方法都与临床患者发生 CR 的

原因不同，建立的模型不能更好地反映临床问题。

T 细胞活化和 B 细胞活化后产生 DSA 是导致排斥反

应的主要原因，本研究在小鼠心脏移植术后 1、2 d

使用 CTLA4-Ig，可以在短时间内抑制 T 细胞的活性，

从而抑制急性 T 细胞介导的排斥反应。随着移植后时

间的延长，B 细胞、T 细胞和先天免疫细胞活化后

DSA 的生成导致 CR。本研究在术后进行模型的验

证，发现术后 2 周开始 DSA 水平升高，术后 3、4 周

移植物表现为心肌细胞损伤、炎症细胞浸润、间质纤
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维化和毛细血管内 C4d 沉积，是典型的 CR 特点。所

以，本方法建立的 CR 模型更加符合临床特点，且具

有更强的实用性。

事实上，国外文献已有报道此方法建立 CR 模

型[41-42]，笔者团队前期也利用本模型证实了阻断 B 细

胞刺激因子和布鲁顿氏酪氨酸激酶均可有效防治

CR[43-44]，但是国内未有报道。本研究进一步分析了

移植物中浸润免疫细胞的类型，发现为中等比例的巨

噬细胞、T 细胞和浆细胞以及少量 B 细胞，证实了这

些免疫细胞在 CR 中具有重要的作用，后续我们也将更

加深入地研究这些细胞在 CR 中的具体作用机制。

综上所述，本研究通过在异基因小鼠心脏移植的

模型中，使用 CTLA4-Ig 诱导建立了 CR 模型，该模

型的组织学和血清学均符合临床 CR 实际特点，为后

续的研究提供模型基础。
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注：A 图为免疫细胞流式细胞术结果；B 图从左到右依次为巨噬细胞、T 细胞、B 细胞、浆细胞浸润情况（免疫组

化，×400）。

图 3    心脏移植物免疫细胞浸润情况

Figure 3    Infiltration of immune cells in transplant hearts
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