
  

· 论 著·

Stattic 通过调控记忆性 CD4+T 细胞介导的急性排斥反应
对小鼠同种异体心脏移植物存活的影响

李师亮　冯异　方明　周彦

【摘要】　目的　探讨信号转导和转录激活因子 3（STAT3）抑制剂 Stattic 对小鼠同种异体心脏移植排斥反应

的影响及机制。方法　将 BALB/c 小鼠（供体）皮肤移植至 C57BL/6 小鼠（受体），4 周后取受体小鼠脾脏分离

获得记忆性 CD4+T 细胞（CD4+Tm）。将 C57BL/6 小鼠脾脏淋巴细胞与 CD4+Tm 进行混合淋巴细胞反应实验，

EdU 法检测 Stattic 对 CD4+Tm 细胞增殖的影响。构建 C57BL/6 小鼠心脏移植（HTx）模型，实验分为：Non-
HTx 组、HTx 组、Tm/HTx 组和 Tm/HTx+Stattic 组。每日观察小鼠移植心脏存活情况；苏木素-伊红染色观察移植

心脏组织病理情况；实时荧光定量聚合酶链反应检测心脏移植组织中干扰素（IFN）-γ、白细胞介素（IL）-2、

IL-10 和转化生长因子-β1（TGF-β1）信使 RNA（mRNA）表达水平；酶联免疫吸附试验检测血清 IFN-γ、IL-2、

IL-10 和 TGF-β1 含量；流式细胞术检测脾脏淋巴细胞中 CD4+Tm（CD4+CD44+CD62L+）水平；蛋白质印迹法检
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测移植心脏组织中 STAT3 和 p-STAT3 蛋白表达水平。结果　当 Stattic 浓度超过 2.5 μmol/L 时，可抑制 CD4+

Tm 细胞增殖。与 HTx 组比较，Tm/HTx 组小鼠心脏移植物存活时间缩短，心脏移植组织病理损伤加重，血清

IFN-γ 和 IL-2 含量升高，IL-10 和 TGF-β1 含量降低，移植心脏组织 IFN-γ、IL-2 mRNA 相对表达量升高，IL-
10 和 TGF-β1 mRNA 相对表达量降低，脾脏淋巴细胞中 CD4+Tm 比例升高，移植心脏组织 p-STAT3/STAT3 比值

升高（均为 P<0.05）。与 Tm/HTx 组比较，Tm/HTx+Stattic 组小鼠心脏移植物存活时间延长，心脏移植组织病理

损伤减轻，血清中 IFN-γ、IL-2 含量降低，IL-10 和 TGF-β1 含量升高，移植心脏组织中 IFN-γ、IL-2 mRNA 相对

表达量降低，IL-10、TGF-β1 mRNA 相对表达量升高，脾脏淋巴细胞中 CD4+Tm 比例降低，移植心脏组织 p-
STAT3/STAT3 比值降低（均为 P<0.05）。结论　Stattic 可延长小鼠同种异体心脏移植物的存活时间，其机制可能

与抑制 CD4+Tm 介导的急性排斥反应有关。
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Effect of Stattic on the survival of mouse heart allograft by regulating memory CD4+T cell-mediated acute rejection　 Li Shiliang*,
Feng  Yi, Fang  Ming, Zhou  Yan. *Department  of  Cardiothoracic  and  Vascular  Surgery, Tongji  Hospital, Tongji  Medical  College,
Huazhong University of Science and Technology, Wuhan 430030, China
Corresponding author: Zhou Yan, Email: bluekeigo@163.com

【 Abstract】  Objective   To  investigate  the  effect  and  mechanism  of  the  signal  transducer  and  activator  of
transcription 3 (STAT3) inhibitor Stattic on the rejection of mouse heart allograft. Methods  BALB/c mice (donors) were
used to transplant skin onto C57BL/6 mice (recipients). Four weeks later, memory CD4+ T cells (CD4+Tm) were isolated
from the recipient mice's spleens. Mixed lymphocyte reaction experiment was conducted with C57BL/6 mouse splenocytes
and  CD4+Tm,  and  the  EdU  method  was  used  to  detect  the  effect  of  Stattic  on  CD4+Tm cell  proliferation.  A  C57BL/6
mouse heart transplant (HTx) model was constructed, and the experiment was divided into four groups: Non-HTx group,
HTx  group,  Tm/HTx  group,  and  Tm/HTx+Stattic  group.  The  survival  of  heart  allografts  in  mice  was  observed  daily.
Hematoxylin-eosin  staining  was  used  to  observe  the  histopathology  of  the  heart  allografts.   Real-time  fluorescent
quantitative polymerase chain reaction was used to detect  the expression levels  of  interferon (IFN)-γ,  interleukin (IL)-2,
IL-10,  and  transforming  growth  factor-β1  (TGF-β1)  messenger  RNA  (mRNA)  in  the  heart  allografts.  Enzyme-linked
immunosorbent assay was used to detect the levels of IFN-γ, IL-2, IL-10, and TGF-β1 in the serum. Flow cytometry was
used  to  detect  the  levels  of  CD4+Tm (CD4+CD44+CD62L+)  in  splenic  lymphocytes.  And  Western  blotting  was  used  to
detect the expression levels of STAT3 and p-STAT3 proteins in the heart allografts. Results   When the concentration of
Stattic  exceeded  2.5  μmol/L,  it  could  inhibit  the  proliferation  of  CD4+Tm  cells.  Compared  with  the  HTx  group,  the
Tm/HTx group showed shorter survival time of heart grafts, more severe histopathological damage, increased serum IFN-γ
and IL-2 levels,  decreased IL-10 and TGF-β1 levels,  increased relative expression of  IFN-γ and IL-2 mRNA, decreased
relative  expression  of  IL-10  and  TGF-β1  mRNA  in  the  heart  allografts,  increased  proportion  of  CD4+Tm  in  splenic
lymphocytes, and increased p-STAT3/STAT3 ratio in the heart allografts (all P<0.05). Compared with the Tm/HTx group,
the  Tm/HTx+Stattic  group showed longer  survival  time of  heart  grafts,  less  severe  histopathological  damage,  decreased
serum IFN-γ and IL-2 levels, increased IL-10 and TGF-β1 levels, decreased relative expression of IFN-γ and IL-2 mRNA,
increased  relative  expression  of  IL-10  and  TGF-β1  mRNA in  the  heart  allografts,  decreased  proportion  of  CD4+Tm  in
splenic lymphocytes, and decreased p-STAT3/STAT3 ratio in the heart allografts (all P<0.05). Conclusions   Stattic may
prolong  the  survival  time  of  mouse  heart  allografts,  and  its  mechanism  may  be  related  to  the  inhibition  of  CD4+Tm-
mediated acute rejection.

【Key words】 Heart transplantation; Rejection; Signal transducer and activator of transcription 3; Stattic; Memory
CD4+ T cell; Interleukin; Interferon; Transforming growth factor

 

心脏移植是终末期心脏病的最终治疗方法，但排

斥反应仍然是导致同种异体心脏移植术后病死率增加

的重要原因[1]。急性细胞性排斥反应是心脏移植物长

期存活的主要障碍之一[2]，而免疫细胞在急性排斥反

应中起着关键性作用，故调节免疫细胞介导的急性排

斥反应对于同种异体心脏移植物存活具有重大意
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义[3]。免疫抑制药一直是预防和治疗急性排斥反应的

主要药物，但会导致患者全身性免疫抑制，从而发生

恶性肿瘤、慢性感染等[4]。因此，急需寻找更完善的

心脏移植免疫耐受诱导方案。机体在初次免疫应答后

部分 T 细胞会形成记忆性 T 细胞（memory T cell，
Tm），当机体再次被同种抗原侵入时，Tm 将快速识

别并增殖，产生更强烈的记忆反应为机体提供免疫保

护[5]。然而，Tm 的这些特点对于器官移植受者而言

是致命的，会导致急性排斥反应的发生 [6-7]。因此，

寻找针对 Tm 的治疗方法以减轻排斥反应对于心脏移

植物长期存活十分重要。大量研究显示，CD4+Tm
是介导器官移植急性排斥反应的主要免疫细胞之

一[8-10]。据相关研究显示，信号转导和转录激活因子

3（ signal  transducer  and  activator  of  transcription  3，

STAT3）信号通路对 Tm 的形成与增殖至关重要[11-12]。

研究证实，抑制 STAT3 信号传导可明显降低小鼠心

脏移植急性排斥反应程度[13]。同时较多研究报道显

示，STAT3 抑制剂 Stattic 可通过抑制 STAT3 磷酸化

激活参与免疫调控 [14-16]。然而，STAT3 能否通过调

节 CD4+Tm 介导的急性排斥反应影响心脏移植物存活

时间还需进一步研究。因此，本研究采用 Stattic 干预

同种异体心脏移植小鼠，探讨 Stattic 对心脏移植物存

活时间的影响及可能机制，以期为寻找同种异体移植

物免疫耐受新方法提供数据基础。 

1    材料与方法
 

1.1    实验动物与主要试剂

6~8 周龄雌性近交系 C57BL/6 小鼠（作为受体）

和 BALB/c 小鼠（作为供体），体质量 15~20 g，购

自湖北省实验动物研究中心 [ 生产许可证号：SCXK
（鄂）2020—0018]。所有小鼠在无特定病原体级环

境中饲养，适应性喂养 1 周后进行实验。本研究获得

湖北省疾病预防控制中心实验动物管理与使用委员会

批准 [ 审批号：安评中心动（福）第 202 310 009 号 ]。
STAT3 抑制剂 Stattic、SYBR Green qPCR Master

Mix（ 美 国 MedChemExpress 公 司 ） ； 小 鼠 CD4+

Tm 免 疫 磁 珠 分 选 试 剂 盒 （ 加 拿 大 STEMCELL
Technologies 公司）；异硫氰酸荧光素（fluorescein
isothiocyanate， FITC） -CD4 抗 体 、 藻 红 蛋 白

（ phycoerythrin， PE） -CD44 抗 体 、 别 藻 蓝 蛋 白

（allophycocyanin，APC）-CD62L 抗体、逆转录试

剂盒（美国 Thermo Fisher Scientific 公司）；EdU 细

胞 增 殖 检 测 试 剂 盒 、 苏 木 素 -伊 红 （ hematoxylin-

eosin，HE）染色试剂盒、Trizol（上海碧云天生物技

术有限公司）；干扰素（interferon，IFN）-γ、白细

胞介素（interleukin，IL）-2、IL-10 和转化生长因子

（transforming growth factor，TGF）-β1 酶联免疫吸附

试验（enzyme-linked immune absorbent assay，ELISA）

试剂盒（南京建成生物工程研究所）；BCA 蛋白浓

度测定试剂盒、ECL 化学发光法检测试剂盒（北京

索莱宝科技有限公司）；兔抗 p-STAT3（Tyr705）单克

隆抗体、兔抗 STAT3 单克隆抗体、兔抗甘油醛-3-磷
酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，
GAPDH）多克隆抗体和辣根过氧化物酶标记的山羊

抗兔 IgG（英国 Abcam 公司）。 

1.2    皮肤致敏模型建立及 CD4+Tm 提取

以 BALB/c 小鼠为供体提供皮肤，以 C57BL/6 小

鼠为受体接受背部全层皮肤移植，移植皮片为直径>
1.2 cm 的圆形。移植 4 周后，颈椎脱臼处死 C57BL/6
小鼠并取出脾脏，制备脾脏淋巴细胞悬液，再根据

CD4+Tm 免疫磁珠分选试剂盒说明书操作分离 CD4+

Tm。收集纯化的细胞，依次加入 FITC-CD4、PE-
CD44、APC-CD62L 抗体，以 CD4+T 细胞群落设门

采用流式细胞术分析 CD4+Tm 纯度。 

1.3    心脏移植模型建立与分组

采用套管法建立小鼠腹部心脏移植模型[17]：采

用 1% 戊巴比妥钠（20 mg/kg）腹腔注射对小鼠进行

麻醉，将 1 mL 含肝素的生理盐水经下腔静脉注入

BALB/c 小鼠，打开小鼠胸腔并暴露心脏，血管结扎

后，将心脏肺动脉和主动脉剪断，游离心脏并保存

于 4 ℃ 预冷含肝素的生理盐水中。将麻醉的受体

C57BL/6 小鼠腹部正中切开，于腹主动脉和下腔静脉

的近心端和远心端分别结扎，并剪一纵型切口（切口需

与供体心脏肺动脉和主动脉口径一致），将供体心脏

肺动脉和主动脉分别与受体腹部下腔静脉、腹主动脉

缝合。待供体心脏变红并恢复搏动后，缝合受体小鼠

腹部切口。术后每日观察 C57BL/6 小鼠腹部移植心脏

存活情况，以供体心脏不再搏动视为排斥反应终点。

将 54 只 C57BL/6 小 鼠 随 机 分 为 4 组 ： Non-
HTx 组（n=6）、HTx 组（n=16）、Tm/HTx 组（n=16）

和 Tm/HTx+Stattic 组（n=16）。Non-HTx 组小鼠不

进行尾静脉注射 CD4+Tm 和同种异体心脏移植；HTx
组小鼠不进行尾静脉注射 CD4+Tm，但进行同种异体

心脏移植；Tm/HTx 组小鼠于心脏移植前 1 d 经尾静

脉注射 CD4+Tm（1×106/只），然后进行同种异体心

脏移植；Tm/HTx+Stattic 组小鼠于心脏移植前 1 d 经
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尾静脉注射 CD4+Tm（1×106/只），然后进行同种异

体心脏移植，且于术后 1 d 开始腹腔注射 10 mg/（kg·d）

Stattic 进行干预，连续注射至移植心脏排斥反应终

点 [18]。HTx 组 、Tm/HTx 组 和 Tm/HTx+Stattic 组 各

取 10 只小鼠用于观察移植心脏存活时间，剩余 6 只

小鼠于术后 4 d 处死，腹主动脉采血后收集心脏移植

物组织，将一半组织置于 4% 多聚甲醛中固定 24 h，

剩余组织置于−80 ℃ 冻存。 

1.4    研究内容与方法 

1.4.1   混合淋巴细胞反应实验　将分离的 CD4+Tm 作

为效应细胞，取 C57BL/6 小鼠脾脏淋巴细胞作为刺

激细胞（经丝裂霉素 C 处理），将效应细胞按照

10∶1 比例接种至含有刺激细胞的 96 孔板中进行混

合淋巴细胞反应，以 CD4+Tm 单独培养的作为对照

（Control）组。同时，加入不同浓度（0、1、2.5、

5、10 μmol/L）Stattic 干预 72 h[19]。根据 EdU 细胞增

殖检测试剂盒说明书，检测各组细胞于 450 nm 处

的吸光度（A）值，根据所测 A 值计算细胞增殖率。

细 胞 增 殖 率 （ %）=（ A实 验 孔－ A空 白 孔） /（ A对 照 孔－

A空白孔）×100%。 

1.4.2   HE 染色　将心脏移植物置于 4% 多聚甲醛中

固定 24 h，石蜡包埋心脏移植组织并制作成 4 μm 厚

的切片，脱蜡至水，进行 HE 染色，于显微镜下观察

组织病理学变化。 

1.4.3   实时荧光定量聚合酶链反应　取冻存的小鼠心

脏移植组织，加入 Trizol 裂解组织提取总 RNA，按

照逆转录试剂盒说明书操作将 RNA 逆转录为互补

DNA（complementary  DNA，cDNA），再以 cDNA
为模板，加入引物和 SYBR Green qPCR Msater Mix

进行扩增。引物由生工生物工程（上海）股份有限公

司合成，引物序列见表 1。 

1.4.4   ELISA　于术后 4 d，收集各组小鼠腹主动脉血

液 标 本 ， 并 分 离 获 得 血 清 。 根 据 ELISA 试 剂 盒

说明书操作，检测小鼠血清 IFN-γ、IL-2、IL-10 和

TGF-β1 含量。 

1.4.5   流式细胞术　于术后 4 d，收集各组小鼠脾脏

组织，研磨后用 200 目过滤网过滤制备成脾脏淋巴细

胞悬液。随后，加入红细胞裂解液反应 5 min，168×g
离心 10 min，弃上清，磷酸盐缓冲液（phosphate buffer
saline，PBS）重悬细胞沉淀。取 100 μL 细胞溶液（约

1×106 个细胞）加入FITC-CD4、PE-CD44、APC-CD62L
抗体各 1 μL，避光反应 20 min，再加入 200 μL PBS 终

止反应，168×g 离心 5 min，收集细胞沉淀并加入 500 μL
PBS 重悬细胞，流式细胞仪上机检测，分析各组小鼠

脾脏淋巴细胞中 CD4+Tm（CD4+CD44+CD62L+）水平。 

1.4.6   蛋白质印迹法　于术后 4 d 取冻存的小鼠心脏

移植组织，研磨裂解后提取总蛋白。电泳后转膜，

置于 5% 脱脂奶粉中室温封闭 2 h，洗涤 3 次后加

入 一 抗 （p-STAT3：1∶2  000，STAT3：1∶1  000，

GAPDH：1∶2 000）于 4 ℃ 孵育过夜，洗涤后加入

辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG（1∶10 000）于

室温孵育 1 h。洗涤后加入化学发光试剂反应 2 min，

采用全自动化学发光仪显影，Image-Pro Plus 6.0 软件

分析蛋白条带灰度值，以 GAPDH 为内参，计算 p-
STAT3/STAT3 比值。 

1.5    统计学方法

采用 SPSS 23.0 软件进行统计学分析，符合正态

分布的计量资料以均数±标准差表示。多组间比较采

用单因素方差分析，方差齐时，组间两两比较采用

LSD-t 检 验 ； 方 差 不 齐 时 ， 组 间 两 两 比 较 采 用

Dunnett  T3 检验。采用 Kaplan-Meier 法绘制生存曲

线，并用 log-rank 检验对比生存曲线。P<0.05 为差异

有统计学意义。 

2    结　果
 

2.1    CD4+Tm 分离

通 过 皮 肤 致 敏 模 型 获 得 C57BL/6 小 鼠 脾 脏

CD4+Tm，经磁珠分选纯化后，流式细胞术检测结果

显示，CD4+Tm 细胞（CD4+CD44+CD62L+）比例达

（91.8±3.0）%（图 1）。 

2.2    Stattic 对小鼠脾脏 CD4+Tm 增殖活性的影响

与 Control 组比较，脾脏淋巴细胞刺激后的 CD4+

 

表 1    引物序列

Table 1    Primer sequences

基因 引物序列

IFN-γ
上游：5'-CTGAGACAATGAACGCTACACACT-3'

下游：5'-CTTTTCTTCCACATCTATGCCACTT-3'

IL-2
上游：5'-GACCTCTGCGGCATGTTCTG-3'

下游：5'-GCTGACTCATCATCGAATTGGC-3'

IL-10
上游：5'-CTGAGGCGCTGTCATCGATT-3'

下游：5'-AGGTCCTGGACTCCAGCAGA-3'

TGF-β1
上游：5'-TGACGTCACTGGAGTTGTACGG-3'

下游：5'-GGTTCATGTCATGGATGGTGC-3'

GAPDH
上游：5'-AAGCCCATCACCATCTTCC-3'

下游：5'-CCTGCCTCACCACCTTCTTG-3'
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Tm 增殖活性升高（P<0.05）。随着 Stattic 干预浓度升

高，CD4+Tm 增殖活性逐渐降低（均为 P<0.05，图 2）。 

2.3    Stattic 对小鼠心脏移植物存活时间的影响

各组小鼠心脏移植物生存曲线见图 3，与 HTx 组

比 较 ，Tm/HTx 组 心 脏 移 植 物 存 活 时 间 缩 短 ； 与

Tm/HTx 组比较，Tm/HTx+Stattic 组小鼠心脏移植物

存活时间延长（均为 P<0.05）。
  

图 1    流式细胞术检测 CD4+Tm 细胞

Figure 1    Flow cytometry detection of CD4+Tm cells
 

  

注：与 Control 组比较，aP<0.05；与 0 μmol/L Stattic 组

比较，bP<0.05。

图 2    各组 CD4+ Tm 增殖活性比较

Figure 2    Comparison of CD4+ Tm proliferation activity
among various groups 

2.4    Stattic 对小鼠心脏移植组织病理学的影响

HTx 组小鼠心脏移植组织中大部分心肌纤维结构

和心肌细胞形态正常，局部出现心肌纤维断裂并有少

量炎症细胞浸润；Tm/HTx 组小鼠心脏移植组织中部

分心肌纤维断裂，排列疏松，心肌细胞形态异常，并

有大量炎症细胞浸润；Tm/HTx+Stattic 组小鼠心脏移

植组织病理损伤减轻，心肌纤维排列较为紧密，炎症

细胞浸润减少（图 4）。 

2.5    Stattic 对小鼠免疫细胞因子水平的影响

与 Non-HTx 组比较，HTx 组小鼠血清 IFN-γ 和

IL-2 含量升高，IL-10 和 TGF-β1 含量降低；与 HTx
组比较，Tm/HTx 组小鼠血清 IFN-γ 和 IL-2 含量升

高，IL-10 和 TGF-β1 含量降低；与 Tm/HTx 组比较，

Tm/HTx+Stattic 组小鼠血清 IFN-γ 和 IL-2 含量降低，

IL-10 和 TGF-β1 含量升高（均为 P<0.05，图 5）。

与 HTx 组比较，Tm/HTx 组小鼠心脏移植组织

中 IFN-γ 和 IL-2  mRNA 相对表达量升高， IL-10 和

TGF-β1  mRNA 相 对 表 达 量 降 低 ； 与 Tm/HTx 组 比

较，Tm/HTx+Stattic 组小鼠心脏移植组织中 IFN-γ 和

IL-2 mRNA 相对表达量降低，IL-10 和 TGF-β1 mRNA
相对表达量升高（均为 P<0.05，图 6）。 

 

图 3    各组小鼠心脏移植物生存曲线

Figure 3    Survival curves of heart allografts of mice
among various groups

 

图 4    小鼠心脏移植组织病理学形态变化（×200）

Figure 4    The pathological morphological changes of heart transplant tissue in mice
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2.6    Stattic 对小鼠脾脏 CD4+Tm 比例的影响

与 Non-HTx 组 [（ 14.0±2.0） %] 比 较 ，HTx 组

[（34.0±3.7）%] 小鼠脾脏淋巴细胞中 CD4+Tm 比例

升高；与 HTx 组比较，Tm/HTx 组 [（47.9±4.5）%]
小鼠脾脏淋巴细胞中 CD4+Tm 比例升高；与 Tm/HTx
组比较，Tm/HTx+Stattic 组 [（27.3±2.7）%] 小鼠脾脏

淋巴细胞中 CD4+Tm 比例降低（均为 P<0.05，图 7）。 

2.7    Stattic 对心脏移植组织中 STAT3 蛋白表达的影响

与 HTx 组比较，Tm/HTx 组小鼠心脏移植组织

中 p-STAT3/STAT3 水平升高；与 Tm/HTx 组比较，

Tm/HTx+Stattic 组 小 鼠 心 脏 移 植 组 织 中 p-STAT3/
STAT3 水平降低（均为 P<0.05，图 8）。 

3    讨　论

同种异体记忆辅助 T 细胞可以诱导强大的同种

异体抗体反应，该反应通常与器官移植预后不良有

关 [10, 20-22]。由 T 细胞（主要是 CD4+T 细胞）介导的

急性排斥反应仍然是心脏移植受者在 1 年内死亡的主

要原因之一[23]。然而，目前临床上常用的免疫抑制药

几乎是以初始 T 细胞为靶点，而 Tm 与初始 T 细胞在

激活和归巢途径上都有明显不同，Tm 介导的急性排

斥反应成为免疫抑制药使用后仍然会移植失败的主要

原因[24]。有研究显示，抑制由同种异体 CD4+Tm 介导

的排斥反应，可降低 IL-2 和 IFN-γ 的表达，提高 IL-10
和 TGF-β1 的表达，进而诱导裸鼠心脏移植物长期存

活[9, 25]。本研究结果显示，从皮肤移植致敏实验获得

的同种异体 CD4+Tm 使心脏移植小鼠的排斥反应增

强，其心脏移植物存活时间短于未注射 CD4+Tm 的小

鼠，心脏移植组织病理损伤严重，血清 IFN-γ 和 IL-2
水平及心脏移植组织 IFN-γ 和 IL-2 mRNA 表达水平

升高，而血清中 IL-10 和 TGF-β1 水平及心脏移植组

织中 IL-10 和 TGF-β1 mRNA 表达水平降低，脾脏组

织中 CD4+Tm 比例升高，提示同种异体 CD4+Tm 可

改变心脏移植受体小鼠体内免疫微环境，从而介导小

鼠心脏移植后的急性排斥反应，缩短心脏移植物存活

时间。Nian 等[26] 研究证实，靶向 CD4+Tm 以减少其

细胞因子（IL-2、IL-17 和 IFN-γ）的产生和增殖，可

显著延长同种异体移植物的存活时间。因此，有效抑

制 CD4+Tm 介导的急性排斥反应可为心脏移植物长期

存活奠定基础。

本研究还发现，同种异体 CD4+Tm 注射使小鼠心

脏移植组织中 STAT3 磷酸化水平升高，推测 STAT3
激活可能在 CD4+Tm 介导的心脏移植排斥反应中发挥

一定的作用。STAT3 以单体形式存在于细胞质中，

当其因 SH2 结构域内的 Y705 处磷酸化、二聚化而被

激活时，易位至细胞核中调节下游靶基因表达，从而

 

注：与 Non-HTx 组比较，aP<0.05；与 HTx 组比较，bP<0.05；与 Tm/HTx 组比较，cP<0.05。

图 5    各组小鼠血清中炎症因子水平比较

Figure 5    Comparison of inflammatory factor levels in serum of mice among different groups
 

注 ： 与 HTx 组 比 较 ， aP<0.05； 与 Tm/HTx 组 比 较 ，
bP<0.05。

图 6    各组小鼠心脏移植组织中炎症因子 mRNA 水平比较

Figure 6    The mRNA levels of inflammatory factors in
graft heart of mice among various groups

第 1 期 李师亮等．Stattic通过调控记忆性CD4+T细胞介导的急性排斥反应对小鼠同种异体心脏移植物存活的影响·79·   



参与胚胎发育、免疫应答等多种生理功能[27-29]。STAT3
被认为是一种致癌转录因子，在肿瘤方面的研究较

多 [30-32]。在免疫排斥反应方面，有研究显示，增强

STAT3 的磷酸化水平会促进 CD4+T 细胞的分化及增

殖，介导辅助性 T 细胞 17 分化成熟，从而促进大小

鼠角膜移植排斥反应[33]。同样，STAT3 在大小鼠心

脏移植急性排斥反应和延迟性排斥反应中也会被激

活，抑制 STAT3 活化可降低排斥反应，延长心脏移

植物存活时间[13, 34]。前期研究结果证实抑制 STAT3
激活可减轻 Tm 的免疫反应，降低心脏移植物的记忆

反应，从而促进移植物存活[35]。STAT3 已成为一个

具有很大研究价值的靶点，STAT3 抑制剂的开发可

能为 STAT3 相关疾病提供更多的治疗策略，而且一

部分靶向 STAT3 的抑制剂已进入临床试验阶段[36-37]。

Stattic 作为特异性 STAT3 抑制剂，可有效抑制 STAT3
的 SH2 结构域 Y705 和 S727 位点发生磷酸化，并

调 节 细 胞 因 子 的 分 泌 [38]。 但 Stattic 能 否 通 过 抑 制

STAT3 磷酸化降低心脏移植小鼠急性排斥反应尚不

清楚。本研究中，体外实验结果显示 Stattic 干预可抑

制 CD4+Tm 增殖，体内实验结果亦显示 Stattic 干预

 

图 7    各组小鼠脾脏淋巴细胞中 CD4+Tm 比例

Figure 7    CD4+Tm ratio in splenic lymphocytes of mice in various groups
 

注：与 HTx 组比较，aP<0.05；与 Tm/HTx 组比较，bP<0.05。

图 8    小鼠移植心脏中 p-STAT3 和 STAT3 蛋白表达水平

Figure 8    The protein expression levels of p-STAT3 and STAT3 in graft hearts of mice
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降 低 心 脏 移 植 小 鼠 脾 脏 中 CD4+Tm 占 比 ， 提 示

Stattic 干预可抑制 CD4+Tm 的增殖与归巢。而且，

Stattic 干预使 IL-2 和 IFN-γ 水平降低，IL-10 和TGF-β1
水平升高，明显降低小鼠心脏移植后的排斥反应，延

长心脏移植物存活时间。

综上所述，同种异体的 CD4+Tm 加剧小鼠心脏移

植后的排斥反应，STAT3 抑制剂 Stattic 可抑制 CD4+

Tm 的增殖与归巢，通过减轻 CD4+Tm 介导的急性排

斥反应，延长小鼠心脏移植物的存活时间。然而，Stattic
在减弱 CD4+Tm 作用以延长心脏移植物存活时间的同

时，是否会对受体保护性免疫功能及并发症产生影响

还需进一步研究，在后续研究中将增加动物数量并延

长观察时间以评估 Stattic 对心脏移植小鼠其他方面的

影响。鉴于抑制 STAT3 有助于心脏移植物长期存

活，STAT3 可能是缓解心脏移植排斥反应的潜在靶

点，为临床心脏移植排斥反应防治靶向药的研发提供

了重要方向。
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