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肝移植急性排斥反应时外周血 Th17细胞的特征及意义 *
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摘要目的：观测肝移植患者术前及术后急性排斥时外周血中 Th17细胞频率变化特征，探讨其与肝移植术后急性排斥发生的关系。

方法：对 18例于我院进行肝移植手术的患者进行随访研究，应用流式细胞仪检测各随访点外周血中 Th17细胞频率。随访期间发生

急性排斥反应的患者为急排组（n=7，男女比为 5/2），未发生急性排斥反应者为非急排组（n=11，男女比为 8/3），比较两组患者肝移植
前后外周血中 Th17细胞频率的变化规律。结果：急排组与非急排组患者肝移植术前外周血中 Th17细胞频率无统计学差异（P=0.

672），而急排组患者发生急性排斥反应时与非急排组患者相比 Th17细胞频率明显升高（P=0.002）。在随访研究中，急排组患者在发

生急性排斥反应时外周血中 Th17细胞频率较未发生急性排斥反应时增高，且 Th17细胞频率与 ALT变化趋势一致，呈明显正性相

关。而非急排组患者术后随访期间外周血中 Th17细胞频率无统计学差异。结论：肝移植患者术后发生急性排斥反应时外周血中
Th17细胞频率明显升高，变化趋势与 ALT水平一致，呈正性相关，可能成为诊断急性排斥反应的潜在指标。
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Characteristics of Th17 Cells in Peripheral Blood in Liver Allograft Recipients
with Acute Rejection*

To investigate the characteristics of Th17 cells in peripheral blood in liver transplant patients, and its

association with acute rejection (AR). 18 patients who underwent liver transplantation in our hospital were enrolled for this study.

Peripheral blood was obtained from these participants longitudinally: pretransplantation, posttransplantation within 1 year's follow up, and
at the time of an episode of AR to measure the frequencies of circulating Th17 cells by flow cytometry. All participants were divided into

two groups: acute rejection group who suffered an AR (n=7, male/female is 5/2) during 1 year's follow up after liver transplanttation, and

non-rejection group who were in stable liver function (n=11, male/female is 8/3). The characteristics of circulating Th17 cells between the 2

groups were analyzed. There were no significant difference in the levels of circulating Th17 cells in pretransplantation (P=0.672).

However, the frequency of circulating Th17 cells were significantly higher in acute rejection group as compared with the non-rejection
group (P=0.002). Also, the longitudinal analysis revealed that the frequency of circulating Th17 cells dramatically increased at the time in

acute rejection occurrence as compared with pretransplantation (P=0.007). In addition, we found that the variation tendency of frequency of

circulating Th17 cells was similiar with the level of ALT. The frequency of Th17 cells was maintained stable level in non-rejection group

during the follow up period. The frequency of Th17 cells in peripheral blood significantly increased in AR with a similar

variation tendency for the ALT level. It would be potentially acting as a marker for AR diagnosis in liver transplantation.

liver transplantation; Th17 cells; Acute rejection

*基金项目：国家 "863"课题（2013AA020102）；全军医学科技 "十二五 "科研项目重点课题（BWS11J075(11-15)）；

首都临床特色应用研究课题（Z111107058811069）

作者简介：王英（1987-），女，硕士研究生，主要研究方向：肝脏移植免疫，E-mail:benbenyingwin@163.com

△通讯作者：施明，E-mail: shiming302@sina.com

(收稿日期：2014-06-18 接受日期：2014-07-12)

前言
肝移植是治疗终末期肝病最有效的方法。虽然肝脏是 "免
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疫特惠器官 "，但仍有 30%患者术后发生急性排斥反应。急性

排斥反应主要是细胞介导的免疫反应，有多种细胞参与。近年

来发现，Th17细胞为 CD4+T细胞的一个新亚群，分泌细胞因子
IL-17A，在炎症应答中发挥重要作用[1]。大量实验表明 Th17细

胞在同种异体排斥反应中发挥重要作用[2，3]。在小鼠同种异体角

膜移植早期，移植物及引流淋巴结内 Th17细胞大量增加[4]。而

在小鼠心脏移植模型中发现，应用药物抑制 IL-17信号通路，

可以降低移植物内炎症细胞因子的产生，延长移植物存活时间
[5，6]。另外，在人类肺移植中发现，排斥反应与细胞因子 IL-17升

高有关[7]。然而，肝移植患者术后发生急性排斥反应时外周血中

Th17细胞的特征及意义还知之甚少。本研究主要探讨肝移植

患者发生急性排斥反应时外周血中 Th17细胞的特征及临床意

义。

1 材料与方法

1.1 研究对象
选择 2010年 4月至 2012年 12月期间因终末期肝病于我

院行肝移植手术患者 18例，男女比为 13/5，平均年龄 53± 9岁

（41-64岁）。入选者的血液标本采集时间为术前、术后 1-12个

月（1次 /月）以及急性排斥反应发生时。所有患者于标本采集

时均没有发生感染、肝炎复发和肿瘤。入选者均签订知情同意

书。此研究中，7/18患者在随访 12个月内（3.4± 2.5月）发生急

性排斥反应（急排组），11/18患者随访期间没发生急性排斥反

应（非急排组）。急性排斥反应通过临床表现结合肝组织活检病

理确诊。Banff评分为肝组织活检诊断标准。如图 1所示，可见

急性排斥反应时肝脏组织汇管区内有大量炎性细胞浸润并伴

有胆管破坏。肝移植患者术后使用相同的免疫抑制剂。对于发

生急性排斥反应的患者通过调整基础免疫抑制剂的强度或静

脉应用糖皮质激素等，可得到满意的控制。

1.2 研究方法

所有患者于随访点时采集清晨空腹静脉血，肝素锂抗凝。

随后取全血 250 滋L，依次加入 RPMI-1640(含 10 %胎牛血清)，
终浓度为 300 ng/mL的 PMA 和终浓度为 1 滋L/mL 的离子霉

素，终体积 1 mL，37 ℃，5% CO2细胞培养箱内孵育 6小时。在

孵育 1小时后，添加 1 滋L GolgiStop阻断蛋白质分泌。孵育完

毕后 PBS 洗涤去上清，依次加入荧光抗体：CD3-APC 3 滋L，
CD8-Percp 6 滋L，避光孵育 20 min后加入 10倍稀释的溶血素
（BD FACS Lysing Solution）2 mL，室温避光 5 min，PBS洗涤后

加入 300 滋L BD Fixation/Permeabilization，4℃ 避光孵育 40

min，随后加入 1 mL 1× BD Perm/Wash Buffer洗涤，然后加入
IL17-PE 5 滋L和 IFN-酌-FITC 8 滋L，避光 20 min，再用 1 mL 1×
BD Perm/Wash Buffer洗涤后用 150 滋L 4 %多聚甲醛固定，4 ℃

保存，24 h内上机检测。
1.3 统计学分析

用 SPSS16.0统计软件进行统计学分析。实验数据以平均

值 ± 标准差表示，急排组与非急排组之间比较采用
Mann-Whitney U检验，各组内患者前后点比较采用 Wilcoxon

signed-rank检验。显著性检验标准为双侧 P<0.05。

2 结果

2.1 术前及术后两组 Th17细胞频率特点

我们对入组患者术前的 Th17细胞的频率应用流式细胞仪
进行检测，急排组与非急排组术前 Th17细胞频率分别为 2.6±
1.2 %和 2.3± 1.4 %，两组间没有统计学差异（P=0.672，图 2A）。

我们对患者术后随访的不同时间点的 Th17细胞的频率进行检

测分析，发现急性排斥反应发生时 Th17细胞频率明显升高，急

排组显著高于非急排组（P=0.002，图 2B），且也明显高于术前
的水平，随着排斥反应的消失，Th17细胞的频率也降至术前水

平（图 2C），而非急排组 Th17细胞的频率在随访期间维持在较

为稳定水平（图 2D）。
2.2 急排发生时 Th17细胞频率与 ALT水平的关系

我们对随访期间发生急性排斥反应患者的 Th17细胞的频
率与肝功能指标之间的关系进行了分析，结果见图 3，可见
Th17细胞频率与肝脏功能指标 ALT之间存在明显的相关性。

图 4A 为一患者发生急性排斥反应时与急性排斥反应消失后
Th17检测的流式图。图 4B为急性排斥反应发生患者 Th17细

胞的频率与 ALT水平的趋势变化图，由图可见 Th17细胞频率

在患者发生急性排斥反应时及急性排斥反应消失后，Th17 细
胞频率与肝功指标 ALT变化趋势一致，说明 Th17细胞频率与

肝脏损伤之间存在明显的相关性。

3 讨论

急性排斥反应是移植肝脏功能丧失的常见原因之一。急性

排斥反应主要是受者体内幼稚 T淋巴细胞识别移植肝内同一

种异体抗原，幼稚 T淋巴细胞成熟、增殖、分化，进而引发一系

列免疫反应及效应机制，最终破坏移植肝功能的过程。急性排

斥反应有多种细胞参与，包括 T淋巴细胞、单核巨噬细胞、NK

细胞等。Th17是一种分泌 IL-17的 CD4+T细胞，在触发炎症反

应和组织损伤中发挥重要作用[8]。近年来，Th17细胞在移植免

疫中的作用倍受关注，大量动物和临床试验表明移植排斥反应

与 Th17细胞有关[9-11]。本研究主要观察肝移植患者发生急性排

斥反应时外周血中 Th17细胞的特征及意义。

为了研究 Th17细胞是否与肝移植患者发生急性排斥反应

具有临床相关性，我们随访分析了肝移植患者术前及术后外周

图 1急性排斥患者肝组织病理改变示图（HE× 40）

Fig.1 Pathological changes of liver tissues in acute rejection patients

(HE× 40)
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血中 Th17细胞频率的变化。肝移植术前急排组与非急排组之

间患者外周血中的 Th17细胞频率没有统计学差异，排除了由

于术前 Th17细胞频率不同产生的影响，术后急排组患者发生

急性排斥反应时 Th17细胞频率明显高于非急排组患者。在对

两组患者进行随访研究时也发现，急排组患者发生急性排斥反

应时 Th17细胞频率明显升高，而非急排组患者 Th17细胞频

率一直维持在较低水平。已有研究发现同种异体肝移植的大鼠

与同系肝移植大鼠相比，外周血和肝内 Th17细胞明显增多[12]，

可见 Th17细胞在介导同种异体排斥反应中发挥重要作用。此

外，当其他细胞或因子诱导 Th17细胞分化后，可导致肝移植后

急性排斥反应[13]。另一大鼠肝移植模型中发现[14]，发生排斥反应

图 2急排组与非急排组术前及术后 Th17细胞频率

Fig.2 Th17 cells frequencies of pretransplantation and posttransplantation in acute rejection group and no rejection group

图 3 Th17细胞频率与肝功指标 ALT的相关性

Fig. 3 The correlation of Th17 cells frequency and ALT

图 4急排组患者随访期间 Th17细胞频率与 ALT水平的趋势变化

Fig.4 The longitudinal change of Th17 cells frequency and ALT in acute

rejection group
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的大鼠中 Th17细胞和调节性 T细胞之间功能失衡。Fabrega[15]

发现，肝移植患者术后发生急性排斥反应时血浆中 IL-17水平
升高。这些研究都表明 Th17细胞可能介导肝移植后急性排斥

反应的发生。在对患者进行随访中我们发现，患者术后发生急

性排斥反应时 Th17细胞频率明显升高，并与肝功指标 ALT正

相关。这提示，外周血中 Th17细胞频率有可能作为诊断急性排

斥反应的免疫学指标。由于本研究入组样本量有限，因此，以上

结论尚需进一步通过多中心大样本的研究进行验证。Th17细

胞导致急性排斥反应发生的机制还不十分清楚。目前认为

Th17 细胞通过分泌大量效应性细胞因子导致组织损伤，如

TNF-琢、IL-6、IL-9、IL-21、IL-22、IL-23、IL-26等[16，17]。而 IL-17为
Th17细胞分泌的主要效应性细胞因子，不仅可以调动和激活

中性粒细胞，还可以诱导表达一些炎症相关基因[18]及分泌某些

中性粒细胞趋化因子，如 CXCL1、CXCL2和 CXCL8[19]，终而导

致炎症反应发生。Itoh等[20]发现，当受体缺失 IL-17时，招募的

同种异体炎症性细胞明显降低。总之，之前的研究与我们的研

究提示，肝移植急性排斥反应的发生可能与 Th17细胞有关，
Th17细胞有可能作为诊断急性排斥反应发生的免疫学指标。
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