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【摘要】　目的　探讨肿瘤坏死因子α(TNF-α)和白细胞介素 2 ( IL-2)在同种异体大鼠皮肤移植后免疫排斥反应

中的作用 ,研究组织工程皮肤的组织相容性。方法　取 SD大鼠皮肤和实验室培养的组织工程 SD大鼠皮肤移植于

成年Wistar大鼠 ,移植成功后取不同时间点标本用免疫组织化学方法和 Western blot方法检测 TNF-α和 IL-2在组织

中的表达。结果　同种异体皮肤移植组 ,TNF-α和 IL-2有显著表达 ;组织工程皮肤移植后 ,局部组织中 TNF-α和 IL-2

水平显著低于同种异体皮肤移植组。结论　TNF-α和 IL-2水平的改变与同种异体皮肤移植后免疫排斥反应的发生

密切相关 ,组织工程皮肤只具有很弱的免疫原性 ,不引起显著的排斥反应。
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【Abstract】　Objective　To elucidate the histocompatibility of tissue engineered rat skin through studying the effect of TNF-

αand IL-2 in immunological rejection after rat skin allograft.Methods　Tissue engineered skin that the basic materials were taken

from neonatal SD rats was cultured in lab , grafted to adult Wistar rats. The expressions of TNF-αand IL-2 in grafted tissue were

detected with immunohistochemical staining and Western blot. Results　 The expressions of TNF-α and IL-2 were remarkable in

skin allograft group , but low in tissue engineered skin group. Conclusion　The expressions of TNF-αand IL-2 and the immuno2
logical rejection were closely related after skin allograft , but the tissue engineered skin has favorable histocompatibility anddoesn′t

arose obvious immunological rejections.
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　　肿瘤坏死因子α(tumor necrosis factorα,TNF-α)是

活化单核细胞和淋巴细胞来源的细胞因子 ,是免疫炎

症反应的重要介质 ,它可以促进白细胞Π淋巴细胞粘
附和迁移 ,影响巨噬细胞激活 ,增强细胞溶解和细胞

瘀滞作用。研究表明 ,异体器官移植物内产生和释放

的 TNF-α可能具有广泛的生物学效应 ,可以作用于血

管内皮细胞 ,引起内皮细胞损伤。白细胞介素 2

(interleukin 2 , IL-2)水平的高低是移植排斥的重要指

标之一。IL-2的检测对排斥反应的预测有重要价值 ,

与移植排斥反应有密切关系。关于这两种因子在同

种异体皮肤移植中作用的研究还较少 ,本实验对此进

行研究 ,同时探讨本实验室研制的组织工程 ( tissue

engeering , TE)皮肤的免疫原性。

1　材料和方法

1. 1　实验动物及实验材料

清洁级雄性 SD大鼠 (第四军医大学实验动物中心提供)

15只 ,体重 200 g±20 g ,清洁级雄性 Wistar大鼠 (北京大学医

学院动物中心提供) 30只 ,体重 200 g±20 g。兔抗大鼠 TNF-α

多克隆抗体 (博士德公司) ,兔抗大鼠 IL-2多克隆抗体 (第四军

医大学免疫教研室提供) ,免疫组化用的 LsAB即用型试剂盒

(Dako公司 ,美国) , HPIAS-1000高清晰度彩色图像分析系统

(同济大学生产)。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　组织工程皮肤的构建　无菌条件下取 SD新生仔鼠背

部皮肤 ,去除皮下组织 ,用含抗生素的 PBS冲洗 ,将标本切成

规则的细条状 ,置于 0. 25 %的胰酶中 ,4 ℃过夜 ,仔细将表皮

与真皮分离 ,分别放置不同的平皿中。将真皮成纤维细胞以

1. 5×108 个ΠL的密度与提取自小牛皮的Ⅰ型胶原混合 ,37 ℃

孵育凝固 ,加入培养液培养过夜 ;次日在表面以 1×109 个ΠL

密度接种角朊细胞 ,继续培养至细胞汇集成片 ,将复合了细胞

的胶原升至气液面进行器官培养 ,培养 1周即获得组织工程
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皮肤 ,冻存备用。

1. 2. 2　手术方法与分组 　20 gΠL 戊巴比妥钠以 30～50 gΠkg

腹腔注射麻醉大鼠 ,在大鼠背部切取全层皮作圆形创面 ,直径

3 cm ,以供皮肤移植。实验共分为 3组。自体移植组 :SD大鼠

15只 ,做自体皮片回植 ,取全层皮片 ,仔细去除皮下组织并回

植于创面 ,缝合 , 加压包扎 ,作为阴性对照 ,以排除手术操作

技术、术后皮片感染和移植皮片移动等人为因素致皮片坏死

的可能性 ;异体移植组 :以 SD大鼠为供皮鼠 ,Wistar大鼠作为

受皮鼠 (n = 15) ,手术方法同前 ;组织工程皮肤组 :Wistar大鼠

作为受皮鼠 (n = 15) ,手术同前。各组均于术后 7 d拆除加压

缝合包 ,10 d拆线 ,逐日观察皮片情况。第 3、7、10、14、20、30

天取标本检测。

1. 2. 3　免疫组织化学方法检测 TNF-α、IL-2　组织切片脱蜡至

水后 ,0. 3 % H2O2 封闭 10 min , PBS缓冲液冲洗 5 min 3 次 ;

37 ℃马血清封闭 30 min ,分别加 TNF-α、IL-2抗体 4 ℃过夜 ,加

入 PBS缓冲液冲洗 5 min 3次 ;羊抗兔 IgG37 ℃孵育 30 min ,加

入 PBS缓冲液冲洗 5 min 3次 ;链霉亲和素 37 ℃孵育 30 min ,

DAB显色液显色 5 min。染色同时用 PBS代替多抗作为阴性

对照。

1. 2. 4　图像分析定量 　每次测量前均用同一切片的空白区

矫正并重新调节光源 ,以达到不同标本测量方法相同 ,空白区

平均灰度值定为 255。每张切片随机选取移植皮肤阳性区域

测量 ,以减少人为误差。通过自动测量 ,得出每个阳性单位的

平均灰度值 (灰度值大小与阳性表达强弱呈负相关)。所得的

数据采用 SPSS 11. 0统计软件进行方差分析。

1. 2. 5 　Western blot 方法检测 TNF-α、IL-2 　取冷冻皮肤组织

100 mg ,加入 2 ml 上样缓冲液 ,玻璃匀浆器研磨后 ,置于

100 ℃水浴变性 10 min ,4 ℃3 500 rΠmin转速离心 20 min ,取上

清 ,准备电泳 ;蛋白分离采用 SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS-

PAGE)系统。电泳结束后 ,移电泳槽转印蛋白质至 NC膜 ,凝

胶用考马斯亮蓝染色以确定转移效率 ;将NC膜放入另一塑料

盒 ,加入含 0. 1 % Tween 20 的 TBS ( NaCl 138 mmolΠL , KCl

5 mmolΠL ,Na2 HPO4 1. 4 mmolΠL ,Tris 25 mmolΠL ,pH 7. 5)即封闭

液 20 ml ,于室温封闭 NC膜 60 min ;用封闭液稀释 TNF-α、IL-2

抗体 (第一抗体 ,1∶2 000稀释) ,倾去封闭液 ,以稀释的第一抗

体工作液代替之 ,在 37 ℃下持续摇动 60 min ;倾去第一抗体 ,

加入 20 ml封闭液 ,摇动洗膜 3次 ,每次 10 min ;用封闭液稀释

偶合生物素的第二抗体 (1∶2 000) ,加入稀释的第二抗体 ,在室

温下持续摇动 40 min ;倾去第二抗体 ,洗膜 ,将 NC膜转置于

1∶2 000稀释的亲合素 生物素 过氧化物复合液中 ,室温下摇

动 45 min ,最后用 DAB显色系统显现各蛋白表达水平。

2　结　　果

2. 1　愈合过程肉眼观察

自体移植组 :术后 7 d拆包时皮面光滑 ,有光泽 ,

组织结构完整 ,无浮动现象 ,打包固定期间 ,皮片无收

缩 ;10 d时皮片已愈合牢固 ,柔韧性好 ,拆线后 ,皮片

开始收缩 ,并开始长出毛发。

异体移植组 :10 d以前皮片存活过程同自体移植

组 ,平均 14 d 以后开始出现排斥反应 ,皮片局部变

色、变硬 ,边缘翘起 ;20 d时全部皮片均被完全排斥 ,

表皮呈干性坏死 ,黑痂状 ,痂皮脱落后创面暴露 ;30 d

时 ,剩余真皮也逐渐坏死 ,形成肉芽组织创面。

组织工程皮肤组 :拆包时皮面光滑 ,色泽红润 ,无

浮动现象 ,皮片愈合良好 ,至 60 d时仍无排斥反应发

生 ,且无色素沉着。

2. 2　免疫组织化学检测

TNF-α阳性细胞在组织工程皮肤移植 3 d后即开

始在表皮层下 ,主要位于移植床面处聚集 ,在 7～14 d

时随植皮天数延长阳性表达增强 (图 1) ,14～30 d时

随天数延长而逐渐减弱。组织工程皮肤移植 7 d后 ,

IL-2阳性细胞主要聚集于真皮层内 ,异体表皮下 (图

2) 。

图 1　组织工程皮肤移植 7 d后 ,表皮层下有 TNF-α阳性细胞浸润

　DAB　×40

Fig 1　7 days after TE skin allograft , TNF-αpositive cells under epider2

mis showed　DAB　×40

图 2　组织工程皮肤移植 7 d后 ,与受体皮肤结合部真皮层内有

IL-2阳性细胞浸润　DAB　×100

Fig 2　7 days after TE skin allograft , IL-2 positive cells in the dermis

near the recipient skin showed　DAB　×100
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3组 TNF-α和 IL-2 免疫组化图像分析定量结果

见表 1 ,经方差分析 ,异体移植组 TNF-α表达明显高

于组织工程组 ,且差异具有显著性 ( P < 0. 01) 。而组

织工程组与自体移植组间差异无显著性 ( P > 0. 05) ;

组织工程组与异体移植组间 IL-2 差异具有显著性

( P < 0. 05) ,组织工程组与自体移植组间差异无显著

性 ( P > 0. 05) 。两组中 IL-2表达均在移植后 7 d达到

最高峰 ,但异体移植组明显高于组织工程组 ,且差异

具有显著性 ( P < 0. 01) 。

表 1　3组 TNF-α和 IL-2免疫组化图像分析结果( n = 3 , �x±s)

Tab 1　Comparison of immunohistochemistry results of TNF-αand IL-2 among three groups( n = 3 , �x±s)

植皮天数
异体移植组

TNF-α　　　　　　　IL-2

组织工程组

TNF-α　　　　　　　IL-2

自体移植组

TNF-α　　　　　　　IL-2

3 d 168. 24±15. 72 178. 23±5. 38 172. 09±12. 78 185. 38±5. 51 171. 30±17. 66 179. 60±11. 03

7 d 146. 88±11. 11 155. 76±14. 45 154. 71±14. 79 183. 07±8. 83 186. 40±12. 63 190. 50±13. 71

14 d 120. 02±13. 80 166. 74±18. 56 172. 34±13. 11 189. 09±9. 65 194. 80±19. 90 196. 10±13. 71

20 d 167. 87±11. 39 185. 79±17. 27 189. 26±8. 92 199. 63±6. 61 199. 40±14. 48 202. 70±15. 47

30 d 170. 52±12. 26 200. 36±20. 87 197. 60±13. 02 201. 98±14. 92 200. 70±8. 65 209. 80±5. 448

2. 3　Western blot分析

3组各取 3、7、14、20 d 等 4个样本作 Western blot

分析 ,TNF-α在各组中均有表达 ,同种异体移植组在

不同时相有明显变化 ;组织工程移植组也有变化 ,量

较前一组为少 ;自体移植组变化很小。IL-2结果的变

化趋势与 TNF-α结果类似。证明同种异体皮肤移植

后 ,移植部位局部组织内这两种细胞因子都有显著表

达 ,而且高于组织工程皮肤移植组。

3　讨　　论

TNF-α在急性移植物抗宿主反应的病理生理中

起重要作用 ,一些研究发现 ,患有急性移植物抗宿主

反应 (graft versus host disease , GVHD)和其他如静脉阻

塞病等血管内皮性并发症的患者血清中 TNF-α升

高 1 。在炎症反应中 ,TNF-α主要由单核巨噬细胞合

成、分泌 2 ,3 ,反过来又以自分泌和旁分泌的方式激活

单核巨噬细胞 ,使其产生释放大量 IL-1、IL-6、IL-8、前

列腺素 E2 等炎性介质 ,激发炎症的连锁反应 4
,导致

所谓“瀑布效应”,加重机体损伤。TNF-α损伤内皮细

胞、增加血管通透性 ,高浓度的 TNF-α能抑制内皮细

胞增殖 ,甚至杀伤细胞 ,使血管通透性增加 ; TNF-α也

可通过刺激内皮细胞合成释放一些炎性介质损害血

管内皮 ,能刺激血管内皮细胞产生 IL-1、IL-8、内皮素、

血小板激活因子等介质 ,对机体产生影响5
,内皮素

是目前发现的最强的内皮源性缩血管多肽 ,在炎症中

引起各器官血管收缩 ,血流量下降 ,导致器官病理改

变 ;能通过诱导内皮细胞合成细胞间粘附分子和内皮

细胞—白细胞粘附分子两种内皮细胞表面的粘附分

子来促进血管内皮细胞对中性粒细胞的粘附作用6
;

激活中性多形核白细胞、增强其对血管内皮细胞的粘

附性外 ,还能通过直接刺激中性粒细胞脱颗粒和“呼

吸爆发”,释放超氧阴离子、过氧化物等活性物质 7 。

IL-2是促使 T细胞从 G1 期转至 S期的关键性因

子 ,主要是由被抗原或丝裂原激活的 CD4
+

T细胞产

生 ,CD8
+

T细胞产生较少。IL-2的主要作用在于诱导

其他细胞因子的产生和动员效应细胞 , IL-2的分泌可

刺激 T细胞增殖分化和激活细胞毒 T细胞 (cytotoxic

T lymphocyte , CTL)毒性作用。IL-2 还可以刺激已经

耐受的移植物重新发生排斥反应 8
,在启动急性

GVHD中有着重要作用 ,实验表明在急性 GVHD发作

的前两天 ,供者 CD4
+

T细胞产生的 IL-2 达到峰值。

IL-2可作用于产生 IL-2的细胞本身 ,也可作用于邻近

的 CD4
+ 、CD8

+
T细胞及其他免疫细胞 ,辅助性 T淋

巴细胞、CTL和抑制性 T淋巴细胞细胞都是 IL-2的反

应细胞。IL-2可刺激 T细胞 II类主要组织相容性抗

原 (major histocompatibility complex II , MHC- II)表达 ,并

产生多种淋巴因子如γ干扰素 ( interferon , IFN-γ) 、

IL-4、IL-5、IL-6、TNF-β和集落刺激因子等 ,刺激自然

杀伤细胞生长 ,增强其溶细胞活性 ,诱导 CTL、淋巴因

子激活的杀伤细胞等多种杀伤细胞的分化和效应功

能 ,并诱导产生 IFN-γ、TNF-α等细胞因子 ,增强 CTL

细胞穿孔素基因的表达 ;还可直接作用于 B细胞 ,促

进其增殖、分化和抗体分泌 ,活化巨噬细胞。

由此可见 TNF-α和 IL-2在器官移植中具有重要

的作用 ,是观察移植器官能否存活的关键指标。通过

本实验发现 ,在同种异体皮肤移植后的免疫排斥反应

中 ,这两种因子在局部组织都有高水平的表达 ,显著
(下转第 480页)
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或受体交联后常导致其特异性下降 ;同时 ,交联物在

重复使用时机体会针对抗体产生抗—抗体 ,抗—抗体

与抗体接合产生封闭作用 ,从而导致靶向制剂对靶器

官失去特异性的靶向作用 ;另外 ,肿瘤细胞群体存在

抗原异质性和肿瘤细胞表面抗原本身还存在调变现

象。这些因素都将干扰主动靶向制剂在体内的靶向

作用 ,从而也限制了目前主动靶向制剂的广泛应用。

被动靶向系统主要指通过利用载体的疏水性 (或亲水

性) 、静电作用、磁力作用、载体的大小、质量等物理因

素增加载药载体与靶器官接触 ,减少与非靶器官接

触 ,从而增加靶部位与非靶部位药物的比率 ,常用的

被动靶向载体有脂质体、纳米微粒 (球) 、乳剂、高分子

物质等。由于被动靶向制剂的载药量高 ,且易于工业

生产与推广等优点而目前得以迅速发展 ,在被动靶向

制剂中 ,纳米微粒由于具有良好的稳定性、生物相容

性、缓释性、靶向性和表面易修饰性 5 而日益倍受关

注。本实验根据口腔癌周毛细淋巴管的解剖生理特

点 ,制备的葫芦素 BE聚乳酸纳米微粒属于被动靶向

制剂 ,它是通过控制粒径大小使其在行癌周黏膜下注

射后能通过淋巴引流至靶向颈淋巴结转移灶的。

本研究选用 5 个靶向性评价指标评价 CuBE-

PLA-NP对口腔癌颈淋巴结转移灶的靶向性 ,即 TI、

SI、re、TE和 Ce。TI和 SI全面反映了各时间点 CuBE-

PLA-NP 对颈淋巴结转移灶的靶向性 ,但并未代表

CuBE- PLA-NP在整个观察时间段内对颈淋巴结的靶

向性 ,即没有反映药物在体内作用的全过程。re 和

TE以 AUC作为比较单位 ,可以反映药物在整个观察

时间段内的靶向性 ,能充分反映药物在体内的吸收、

分布、消除等全过程。以上指标综合考察 ,全面客观

地反映了 CuBE- PLA-NP行口腔癌周黏膜下注射后对

颈淋巴结转移灶的靶向性情况 ,结果表明 ,CuBE- PLA-

NP通过口腔癌周黏膜下注射后对颈淋巴结转移灶具

有良好的靶向性作用 ,其结果客观可靠。
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高于另两组。且随着这两种因子表达水平的增高 ,免

疫排斥反应也进入了高峰期。因此 ,如果能够及时阻

断或者降低这两种因子的表达 ,就可以避免同种异体

组织移植后的免疫排斥反应发生 ,提高移植存活率。

通过本实验也发现 ,组织工程皮肤移植后不激起受者

机体高表达 TNF-α和 IL-2 ,机理可能在于本课题组所

培养的组织工程皮肤的细胞来源于新生大鼠。新生

大鼠本身抗原性很弱 ,在原代培养过程中笔者采用胰

酶消化法 ,可去除携带MHC- Ⅱ类抗原的皮肤附件 ,因

此在最大程度上降低了组织工程皮肤的抗原性 ,而且

已证实成纤维细胞不含有 MHC- Ⅱ类抗原 ,不激发免

疫排斥反应 ,不能刺激静止性 T淋巴细胞产生 IL-2 ,

所以一般不发生排斥反应。实验结果也说明了组织

工程皮肤具有良好的组织相容性。
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