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前言

调节性 T细胞（Treg）是目前免疫学领域的研究热点，它在

维持免疫耐受及调控针对病原体及肿瘤的免疫应答中起着非

常重要的作用[1]。大量的研究显示了 CD4+CD25+T细胞反而具

有抑制效应性 T细胞的作用[2]。人们发现 CD25高表达的这两

类 T细胞中有一类细胞内有叉状头转录因子 FOXP3[3]，只有这

类细胞内高表达这类转录因子，且这类 CD4+CD25+FOXP3+T细

胞能抑制效应性 T细胞的活性[4]。在小鼠模型中敲除 FOXP3的

表达发现，小鼠出现了严重的淋巴组织过度增生的自身免疫疾
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摘要目的：探讨应用山萘酚增强 Treg细胞免疫抑制功能，从而抑制大鼠移植物排斥反应并改善移植物生存的作用和机制。方法：

以Wister大鼠和 SD大鼠分别为供、受体，建立同种异体皮肤移植排斥反应动物模型。观察受体老鼠皮肤移植物的情况，记录移植

物失功时间（移植物皮片 80%面积发生排斥）。RT-PCR检测移植 7天后脾细胞、淋巴细胞 FOXP3、CTLA-4和 IL-10的 mRNA水

平，用 HE染色组织病理学观察术后 7天移植皮片的淋巴细胞浸润程度。体外实验 T细胞增殖抑制试验加入山萘酚作为对照，观

察 Treg功能情况。结果：1.山萘酚能增强移植后同种异体移植物的生存时间（DMSO组 6.3± 0.3天，山萘酚组 13.7± 0.39天，P<0.
01）；2.RT-PCR显示山萘酚可增强细胞 CTLA-4（对照组 9.24± 0.17，山萘酚组 12.48± 0.145，P<0.05）、FOXP3（对照组 0.96± 0.07，

山萘酚组 1.41± 0.07，P<0.01）和 IL-10（对照组 0.95± 0.12，山萘酚组 1.50± 0.16，P<0.05）的 mRNA水平；3.体外 T细胞增殖抑制

实验中，山萘酚可增强 Treg细胞的免疫抑制功能。结论：在大鼠皮肤移植模型中，山萘酚可延长皮肤移植物的生存时间，提高

Treg细胞相关 IL-10、FOXP3和 CTLA-4的 mRNA水平；体外实验中，能抑制效应 T细胞的增殖，表明山萘酚在提高移植物生存

方面存在一定的价值。
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Kaempferol Prolongs the Graft Survival Time by Enhancing
the Immunosuppressive Function of Treg Cells

To explore the effect and mechanism of kaempferol on enhancing the immunosuppressive function of Treg

cells, thereby inhibiting graft rejection and improving graft survival in rats. Wister rats and SD rats were used as donors and

recipients to establish an allogeneic skin transplantation rejection animal model. The skin graft of recipient rats were observed, and the

graft failure time was recorded(80% graft rejection). The mRNA levels of splenocytes and lymphocytes FOXP3, CTLA-4 and IL-10 were

detected by RT-PCR 7 days after transplantation. The degree of lymphocyte infiltration of the transplanted skin grafts was observed by

HE staining. In vitro T cell proliferation inhibition test, added kaempferol as a control group, observed the function of Treg cell.

1.Kaempferol can prolong the survival time of allografts after transplantation(DMSO group 6.3± 0.3 days, kaempferol group 13.7± 0.39

days, P<0.01). 2.RT-PCR shows that kaempferol can enhance the intracellular mRNA level of CTLA-4 (control group 9.24± 0.17,

kaempferol group 12.48± 0.145, P<0.05), FOXP3 (control group 0.96± 0.07, kaempferol group 1.41± 0.07, P<0.01) and IL-10(control

group 0.95± 0.12, kaempferol group 1.50) ± 0.16, P<0.05). 3. In vitro T cell proliferation inhibition experiment, kaempferol can enhance

the immunosuppressive function of Treg cells. In the rat skin graft model, kaempferol can prolong the survival time of skin

grafts and increase the mRNA level of IL-10, FOXP3 and CTLA-4 in Treg cells. In vitro, it can inhibit the proliferation of effector T

cells. The results indicated that kaempferol had certain value in improving the survival of grafts.
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病[5]。同样，在人体中，FOXP3基因的突变，也会引起各种自身

免疫疾病，Treg 细胞的免疫抑制功能也逐渐被人们研究 [6]。

2014年Martelli的研究小组报道，43名患有高危急性白血病在

接受全 HLA半相合移植的患者中，通过输注大量 Treg过继免

疫治疗可免于 GvHD[7]。2014年底开始的活体肾移植受者自体

多克隆扩增 treg的一期试验中并未发现相关的严重不良反应，

且在后续的随访过程中也未出现迟发性排斥反应[8]。山萘酚是

一类天然的黄酮类化合物，人们现已可从银杏、桑叶、凤仙花等

植物中提取纯净的山萘酚[9]。山萘酚目前成为研究热点主要因

它的三个主要功能：抗炎作用、抗肿瘤作用及抗氧化作用[10]。尤

其在自身免疫疾病方面，包括糖尿病、关节炎和哮喘[11-13]。本文

通过建立大鼠皮肤移植模型，山萘酚进行干预，以了解山萘酚

对 Treg细胞功能的影响及对同种异体免疫排斥的作用，并希

望对其机制进行阐述。

1 材料和方法

1.1 实验动物

成年健康 SD大鼠 30只，WISTER大鼠 15 只，7-8 周龄，

SPF级，雌性，体重 150± 10 g，购自上海斯莱克实验动物有限

公司，饲养于上海巴斯德所无特定病原体环境实验动物房。所

有实验程序都经过经过动物伦理委员会的批准，并在同样条件

下饲养 2周，一般情况稳定后进行实验。

1.2 主要试剂和器械

（1）山萘酚（50 mg）（11852）（艾美捷科技有限公司）；（2）流

式荧光偶联抗体：抗大鼠 CD4-FITC 抗体（OX35），抗大鼠

CD25-PerCP 抗 体 （OX39）， 抗 大 鼠 FOXP3-APC 抗 体

（236A/E7），抗大鼠 CTLA4-PE 抗体（eBio20A）和细胞活性染

料抗体 eFluor-710 (OX39)（所有抗体均购自上海拜力生物科技

有限公司）；（3）聚合酶链式反应（PCR)引物（TAKARA）；（4）

PCR染料 SYBR GREEN MIX（TAKARA）；（5）奥林巴斯 CX41

显微镜（OLYMPUS上海市瑞金医院病理科）；（6）组织细胞染

色机(LEICA ST5020，上海市瑞金医院病理科)；（7）石蜡切片机

（LEICA RM2235，上海市瑞金医院病理科）；（8）石蜡包埋机

（LEICA EG1160，上海市瑞金医院病理科）等。

1.3 实验方法

1.3.1 大鼠皮肤移植模型建立 分组和给药方法：将受体 SD

大鼠分为 3组，每组各 10只，⑴ 对照组 I：SD大鼠自体原位移

植组；⑵ 对照组 II：SD大鼠同种异体移植后不用药物治疗；⑶ 实

验组：SD大鼠移植后予山萘酚治疗，山萘酚以丙二醇为溶剂，

配置浓度为 1 mg/0.1 mL，术后第一天起对大鼠进行灌胃，剂量

为一日 50 mg/KG，第五天起每 2天灌胃 1次山萘酚至 14天。

同种异体皮肤移植：Wister大鼠作为供体，SD大鼠作为受

体，10 %水合氯醛按 35 mg/100 g体重，腹腔注射麻醉。背部剃

毛，剃毛范围约为皮肤切去范围两倍（以周围正常皮肤作对比，

观察移植物）。供体处理：供体背部中下 1/3处，沿中线两侧各

切取 1.5 cm× 1.5 cm正方形全层皮肤，放入 4℃生理盐水，修

剪皮下浆膜层，仅留表皮全层，并暴露皮下血管。受体处理：背

部同样位置，剪去一边 1.2 cm× 1.2 cm的正方形皮肤。同样剪

去浆膜，暴露肌肉上的血管，生理盐水冲洗创口，棉球吸干。供

体皮片按照毛生长相反的方向，放上受体切口处。8-0三角针四

个角分别端端吻合。吻合好后碘伏擦拭伤口周围，并用纱布包

裹[14，15]。自体移植：手术操作方法同异体皮肤移植，吻合好后碘

伏擦拭伤口周围，并用纱布包裹。术后每天观察皮片移植物的

情况，排除手术失败情况（伤口裂开、移植物皮片移位、脱落视

为手术失败）。观察皮片移植物红肿充血等炎症浸润情况。与周

围正常皮肤对比，80%移植物出现坏死、变性、变硬则视为排斥

（所有手术均在 SPF级动物实验房中进行）。

1.3.2 HE染色比较同种异体移植与同基因移植 将大鼠进行

腹腔注射麻醉。麻醉后沿皮瓣吻合口边缘向外约 5 mm剪下移

植物皮瓣（始终保持切缘距离吻合口约 5 mm），予以 PBS溶液

冲洗干净，保证剪下皮瓣无血细胞。将皮肤组织放置入 10 %福

尔马林固定液中固定。组织固定 72小时后，将移植物皮瓣放入

包埋盒中，充分冲洗去除组织中的固定液。分别用 70 %，85 %，

95 %，100 %乙醇脱水处理，待完全脱去组织中的水份后，再将

组织块浸泡在二甲苯中透明 5分钟二次。待干燥后，将融化的

石蜡倒入包埋盒中，使皮肤组织充分浸润，等待石蜡完全冷却

凝固完成石蜡的包埋。将刚才包埋好的移植物皮瓣蜡块固定于

切片机上，切成 5微米厚度薄片。将切下的薄片放入热水中漂

浮展平，然后用载玻片贴上组织薄片，放入恒温箱中烘干水

份。再用二甲苯脱蜡二次，每次 15 分钟，再用 100 %，95 %，

85 %，70 %乙醇浸泡 2分钟，最后放入蒸馏水中浸泡 10分钟。

根据苏木素伊红(HE)染色试剂盒操作说明，放入苏木素染色

20分钟，自来水冲洗，分化液分化 30秒钟，自来水再浸泡 15

分钟，置入伊红染液 1分钟，自来水冲洗后浸泡 2分钟。再用

95 %，100 %乙醇脱水，分别 2分钟，再用二甲苯石炭酸 (3:1)浸

泡 1分钟，二甲苯浸泡 2分钟二次透明。最后待干燥后用中性

树脂封固，用光学显微镜观察并拍片。

1.3.3 定量逆转录聚合酶链式反应（RT-PCR）实验 取大鼠皮

肤移植术后第七天大鼠，安乐死大鼠，取肠淋巴结、腹股沟淋巴

结、颈淋巴结，脾脏中的细胞，在液氮下研磨后放入 1.5 mL EP

管中，加入 1 mL TRIzol试剂(Invitrogen)裂解，室温放置 10 min。

随后在 1 mL Trizol液中加入 200 滋L三氯甲烷，剧烈震荡 20

秒，室温放置 5 min，冰上放置 5 min。在 4℃ 12000 rpm条件下

高速离心 15 min，取最上层约 400 滋L 透明液体置入新
RNAnse-Free管中，每管加入 500 滋L异丙醇，剧烈震荡 20秒，

仍然室温放置 5 min，冰上放置 5 min。继续在 4℃ 12000 rpm

条件下高速离心 10 min，吸弃上清液，加入 75 %乙醇 1 mL，混

匀。在 7500 rpm条件下继续离心 5min，吸尽乙醇，并风干 5min。

干燥后将管底粉末溶解于 DEPC水中，通过 NanoDrop检测

RNA的浓度及纯度，并记录。纯度测定 260/280 2.0 左右，

230/260大于 2.0，若偏离这个指标较大，考虑样本提取纯度较

低或被污染，放弃此样本。将提取好的 mRNA进行 PCR检测，

结果分析先计算△ Ct（△ Ct＝Ct－Ct内参），再用 2－△ Ct进行统计

学分析。所用引物为：

大鼠 CTLA -4 前引物 5'-GGCAGACAAATGACCAAGT-

GAC-3'；

大 鼠 CTLA -4 后 引 物 5'-TCTGAATCTGGGCATG-

GTTCT-3'；

大鼠 Foxp3 前引物 5'-TGAGCTGGCTGCAATTCTGG-3；

大 鼠 Foxp3 后 引 物 5'-ATCTAGCTGCTCTGCATGAGGT-
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图 1移植 7天后 3组受体移植物的形态、颜色比较

Fig.1 Appearance of allografts 7 days after transplantation

Treg+ kaempferol Treg+DMSO

Treg 0.5 M 0.5 M

kaempferol 100 滋mol/L/d DMSO

表 1 T细胞增值抑制实验 Treg细胞处理

Table 1 T cell proliferation inhibition experimental Treg cell treatment methods

Treg（Treatment group）：Teff Treg（Untreated group）：Teff

1:1 1:1 1:1 1:1 1:1 1:1

1:2 1:2 1:21:2 1:2 1:2 1:2

1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4

表 2 T细胞增殖抑制实验加样

Table 2 T cell proliferation inhibition experimental Treg cell treatment methods

GA-3'；

大鼠 IL-10前引物 5'-CCTGGCTCAGCACTGCTATG-3'；

大鼠 IL-10后引物 5'-ACTGGGAAGTGGGTGCAGTT-3'；

大鼠 Hprt-前引物 5'-GCGAAGTGGAAAAGCCAAGT-3'；

大鼠 Hprt -后引物 5'-GCCACATCAACAGGACTCTTG-

TAG-3'。

1.3.4 体外 T细胞增殖抑制实验 体外分选和移植组使用的

同一批大鼠外周血中的 T淋巴细胞，将分选出的 Treg细胞培

养液分为两组，实验组及观察组（表 2），实验组 Treg予山萘酚

预处理 3天，每天加入 0.03 mg山萘酚。预准备好已经染色的

Teff细胞，第 3天在圆底 96孔板中上样，按比例加入 Treg和

Teff细胞（表 3），进行体外 T细胞增殖抑制实验。37℃细胞培

养箱培养 5天后，进行流式细胞学检测，根据荧光染色强度判

断 T细胞增殖状况。

1.4 统计学分析

各组实验数据以均数± 标准差（mean± SD）表示，统计

结果采用 SPSS12.0 统计学软件进行分析，统计图表采用

Graphpad 5.0软件绘制。两组计量资料比较采用 Student's t检

验，P <0.05有显著性统计学差异，P < 0.01有非常显著性统计

学差异。

2 结果

2.1 山萘酚给药的受体大鼠皮肤移植物生存时间显著延长

在移植术后第 7天，根据皮肤移植物的临床表现判定移植

物的存活状态。在各组受体大鼠中，对照组皮肤移植物坏死

80 %以上，治疗组移植物存活 50 %左右，而自体移植组皮肤移

植物未见明显排斥反应。（见图 1）。

分析所有受体移植天数和皮片移植物坏死面积，皮肤移植

受体中对照组的急性排斥（80 %以上面积坏死、变黑、变硬）天

数为 6.3± 0.3天，而山萘酚处理组的急性排斥天数为 13.7±

0.39天（P＜0.01），两组相比山萘酚治疗组可显著增加皮肤移

植物生存时间。（见图 2）。

在显微镜下观察病理切片，分析各组中皮肤移植物淋巴细

胞浸润情况。发现在自体移植组的移植物中几乎没有出现淋巴

细胞浸润，在对照组移植物皮肤中可见大量淋巴细胞，而山萘

酚治疗组移植物皮肤的淋巴细胞浸润数量则要远少于对照组

（见图 3）。

2.2 山萘酚提高细胞中CTLA-4、FOXP3和 IL-10的mRNA水平

Treg细胞相关的共刺激分子 CTLA-4、关键性转录因子

FOXP3和细胞因子 IL-10的表达是 Treg细胞发挥免疫抑制作

用的关键因素，因此为了进一步研究山萘酚延长移植物生存时

间的原因，取移植术后第 7天受体大鼠的脾脏及淋巴结，提取

RNA，用 RT-PCR检测 Treg细胞 CTLA-4、FOXP3和 IL-10的

222窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.20 NO.2 JAN.2020

图 2 3组受体的皮片移植物生存曲线

Fig.2 Survival time curves of all three groups' allografts（P＜0.01）

图 3受体皮肤移植物在移植后 7天石蜡切片 H&E染色，10倍镜下观察结果和淋巴细胞浸润结果统计。

Fig.3 Receptor skin grafts in paraffin HE staining 7 days after transplantation,

observed under 10 times microscope and lymphocyte infiltration statistics（P<0.001）.

mRNA水平，mRNA水平用 2-△ Ct量化表示。发现山萘酚治疗

组的 CTLA-4、FOXP3和 IL-10的 mRNA水平高于对照组。（见

图 4）。

2.3 山萘酚增强 Treg的免疫抑制功能

为了进一步验证山萘酚对 Treg细胞的功能的影响，我们

进一步做了体外 T 细胞增殖实验。分析 Teff细胞的增值情

况，在只有 Teff细胞的孔内，DMSO组占 91.2 %，山萘酚组

87.1 %，而按照不同比例加入 Treg 细胞后，1:1 组分别为

62.6 %和 45.3 %，1:2组分别为 78.3 %和 54.5 %，1:4组 88.4 %

和 70.3 %（见图 5），可见在加入 Treg细胞后山萘酚处理组中

的 Teff细胞增殖情况显著弱于 DMSO对照组，而山萘酚本身

对 Teff几乎不产生作用，说明山萘酚能够增强 Treg细胞的免

疫抑制功能，这也与之前 RT-PCR显示的结果一致。

自体移植组

Autograft

对照组

Control

治疗组

Kaempferol

淋巴细胞浸润

Lymphocyte infiltration

3 讨论

器官移植后，机体通过 T细胞直接识别供体移植物的抗原

提呈细胞提呈的 MHC/微生物肽段和间接识别自身抗原提呈

细胞提呈的移植物源性的肽段，肽段结合 T细胞表面 TCR，从

而激活 T细胞[16]。T细胞活化后分泌各类细胞因子，如 Th1细

胞分泌 IL-2、IFN-酌等，Th2细胞分泌的 IL-4、IL-5、IL10等细胞

因子。IL-2、INF-酌等 Th1介导的免疫应答引发迟发性超敏反应

（以单核细胞和组织损伤为主的炎症反应），溶细胞作用损伤移

植物，同时激活 CD8细胞，通过细胞毒作用和诱导靶细胞凋亡

进一步损伤移植物[17]。

活化的 T细胞是导致移植物损伤的主要原因，因此要抑制

移植物排斥，延长移植物生存时间，针对 T细胞活化的信号通

路是目前移植术后免疫抑制剂的主要靶点[18]。主流的免疫抑制

剂主要有钙调磷酸酶抑制剂类药物，像大多数肾移植术后病人

服用的环孢素、他克莫司等[19，20]；酶酚酸酯类药物，代表药物有

骁悉等[21]；西罗莫司靶蛋白抑制剂，又称为雷帕霉素，被广泛用

于移植术后病人的抗排异治疗[22]；还有大家熟知的皮质固醇类

激素以及常被用作手术前诱导免疫耐受的单克隆抗体和多克

隆抗体等都是用于针对 T细胞活化的药物[23，24]。然而，在人类体

内本身存在着一类能够抑制效应 T细胞的一群 T细胞 --调节

性 T细胞（Treg）。Treg细胞是一类具有限制自身免疫应答，维
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图 5 T细胞增殖抑制实验，CFSE染色 Teff细胞，流式检测 T细胞增殖情况。为了进一步验证山萘酚作用，在 T细胞增殖抑制实验中每天加入

50 滋M山萘酚（下）和 DMSO（对照上），CFSE的效应性说明 T细胞的增殖情况。

Fig.5 T cell suppression assay, Teff cells stained by CFSE, FACS show the result. To further verify the effect of kaempferol, we added 50 滋M kaempferol

and DMSO everyday in suppression assay, CFSE shows the proliferation of T cells.

图 4提取移植后受体 SD大鼠脾脏和外周淋巴结 RNA，进行 RT-PCR检测，结果显示山萘酚处理的受体大鼠淋巴细胞内 CTLA-4（P＜0.05）、

FOXP3（P＜0.01）和 IL-10（P＜0.05）的 mRNA水平高于对照组。

Fig.4 The spleen and peripheral lymph node RNA of the recipient SD rats were extracted and detected by RT-PCR. The results showed that

the mRNA level of CTLA-4 (P<0.05), FOXP3 (P<0.01) and IL-10（P<0.05）was higher in recipient rat lymphocytes

treated with kaempferol than that of the control group.

持外周免疫稳态的 T细胞[25]。Treg细胞的作用主要依赖于三种

方式，⑴ 对效应性 T细胞活性的阻抑：Treg实施免疫抑制的主

要对象是效应 T细胞，也包括与之相互作用的 APC[26]。⑵ 产生

抑制性的细胞因子：Treg主要产生 IL-10、TGF-茁和 IL-35.其中

IL-10是一类强有力的抑制性细胞因子[27]，IL-10是本实验检测

Treg细胞下游的关键细胞因子，IL-10结合了 IL-10R1、IL-10R2

成为三聚体复合物，磷酸化修饰 STAT3，阻断了促炎因子 IL-6

的信号通路（STAT3是 IL-6发挥促炎功能的关键因子）[28]。（3）

抑制 APC 活性：Treg 可诱导一种称为淋巴细胞激活基因

（LAG）的表达，其产物 LAG3(CD223)与 CD4 分子同源，可与

为成熟的 DC（imDC）表达的 MHC II类分子高亲和力结合，引

发由 ITIM及蛋白磷酸酶 SHP1 参与的抑制信号的启动和传

导，阻抑 DC 的成熟，使其不能发挥正常的抗原提呈作用 [29]。

本实验表明，山萘酚处理后的 Treg，其分泌功能显著增强，

IL-10在 mRNA水平上显著高于 DMSO对照组的 Treg细胞。

显示了山萘酚可增强 Treg细胞功能，并通过分泌 IL-10抑制炎

症的发生，致使山萘酚组的受体大鼠的皮肤移植物的淋巴细胞

浸润明显少于 DMSO处理的受体大鼠（病理见图 3）。

山萘酚（C5H10O6）是一类天然的黄酮类化合物，在自然界

中广泛存在其高含量的蔬菜、水果，可食用方面，马铃薯、西兰

花、葡萄、草莓、茶叶等，同时在很多中药中也大量存在[9]。黄酮

类化合物因为它可能的抗氧化作用、抗肿瘤和抗炎作用逐渐成

为近年来的研究热点。人们现已可从银杏、桑叶、凤仙花等植物

中提取纯净的山萘酚作为研究对象[30]。山萘酚被发现对抑制自

身免疫疾病有着不错的效果，有研究表明，在小鼠糖尿病模型

中山萘酚诱导含氮化合酶（iNOS）、环氧化酶 2（COX-2）和激活

了 C反应蛋白（CRP），从而降低了治疗组的血糖[31]，而在胶原

诱导的关节炎大鼠模型中，人们发现了山萘酚可以下调转录因
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子 NF-资B的信号通路并抑制 IL-1茁诱导的类风湿性关节炎滑
膜成纤维细胞的生成和增殖，同时抑制了 IL-1茁 的下游
MMP-1、环氧合酶 -2、前列腺素 -2的 mRNA水平从而改善关

节炎的严重程度[32]。X. Chen等人报道了山萘酚抑制由于炎症

环境而激活的MAPKs and NF-资B信号通路，从而降低了炎症
因子 IL-6，TNF-琢等[33]。另有研究在构建 EAE动物模型中发现

了山萘酚可以通过磷酸化作用增强 Treg细胞的抑制功能[34]。

本实验中，我们建立了Wister/SD大鼠的皮肤移植模型，并

用山萘酚对受体大鼠进行干预，通过 FACS和 RT-PCR检测淋

巴细胞中 Treg 细胞的下游细胞因子 IL-10、关键转录因子

FOXP3和表面分子 CTLA-4的 mRNA水平，结果发现山萘酚

处理的细胞中 FOXP3、IL-10和 CTLA-4在 mRNA水平上显著

上升（见图 4）。为了确认这一结果，我们又进行了体外 T细胞

增值抑制实验，也用山萘酚进行干预后发现山萘酚处理的 T细

胞增殖与对照组相比受到了明显抑制。

4 结论

山萘酚在大鼠皮肤移植模型中可显著延长皮片移植物的

生存时间，并同时使 Treg细胞相关的下游细胞因子 IL-10、转

录因子 FOXP3、表面分子 CTLA-4的 RNA水平显著提升，并

在体外 T细胞增殖抑制实验中也得到了证实，表明山萘酚可以

显著提升 Treg细胞的免疫抑制功能，在提高移植物的生存方

面有一定的价值。
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