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  [摘要] 近年来,肝移植在我国蓬勃发展,手术方式日趋成熟,已成为治疗终末期肝病的有效手段。人体

对外来肝脏的排斥使得临床医师需使用免疫抑制剂来抑制机体的免疫反应,而肝移植术后免疫抑制剂的长期

使用不仅给患者带来经济负担,同时也增加了感染、肿瘤复发、糖尿病等慢性病的发生风险。因此,寻求一种减

少或替代免疫抑制剂的方法显得至关重要,免疫耐受便应运而生。阐明免疫耐受的机制并将其运用至临床,将

是临床医师及移植医师毕生的目标,现对肝脏免疫耐受相关的细胞及肝移植免疫耐受的诱导方法作一综述。
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  [Abstract] In

 

recent
 

years,liver
 

transplantation
 

has
 

flourished
 

in
 

our
 

country,and
 

the
 

surgical
 

methods
 

have
 

become
 

increasingly
 

mature,which
 

has
 

become
 

an
 

effective
 

means
 

of
 

treating
 

end-stage
 

liver
 

disease.The
 

rejection
 

of
 

the
 

human
 

body
 

targeting
 

allogeneic
 

liver
 

requires
 

clinicians
 

to
 

use
 

immunosuppressive
 

agents
 

to
 

suppress
 

the
 

body's
 

immune
 

response,however,the
 

long-term
 

use
 

of
 

immunosuppressant
 

after
 

liver
 

trans-
plantation

 

not
 

only
 

brings
 

economic
 

burden
 

to
 

patients,but
 

also
 

increases
 

the
 

risk
 

of
 

infection,tumor
 

recur-
rence,and

 

certain
 

chronic
 

diseases
 

including
 

diabetes.Therefore,it
 

is
 

crucial
 

to
 

figure
 

out
 

a
 

way
 

to
 

reduce
 

or
 

re-
place

 

immunosuppressant,and
 

then
 

immune
 

tolerance
 

has
 

emerged.It
 

is
 

the
 

lifelong
 

goal
 

of
 

clinicians
 

and
 

transplant
 

surgeons
 

to
 

elucidate
 

the
 

mechanism
 

of
 

immune
 

tolerance
 

and
 

apply
 

it
 

to
 

the
 

clinic.This
 

article
 

will
 

focus
 

on
 

the
 

cells
 

associated
 

with
  

immune
 

tolerance
 

in
 

liver
 

and
 

the
 

induction
 

of
 

immune
 

tolerance
 

after
 

liver
 

transplantation.
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  肝移植术后持续、稳定的免疫耐受最初是由匹兹

堡大学的STARZL教授团队发现并报道的。最开

始,其无意中发现了11例肝移植患者因免疫抑制剂

的不良反应或不遵医嘱而停用免疫抑制剂,这些患者

在完全停用免疫抑制剂6个月至13年的时候,肝功

能仍保持正常[1]。免疫耐受是指在不使用免疫抑制

剂或免疫抑制剂用量很小的情况下,受体的免疫系统

不会攻击供体器官移植物的状态[2]。在早期,临床医

师发现与心、肾等实体器官的移植比较,肝移植患者更

容易接纳供肝,排斥反应的发生率更低,相对更易诱导

受体对供肝的免疫耐受。不仅如此,临床医师还发现,
肝移植联合肾移植能降低肾移植排斥反应的发生率或

减轻排斥反应的程度[3]。因此,在器官移植方面,人们

认为肝脏具有独特的优势。本文将主要讨论与肝脏免

疫耐受相关的细胞及肝移植免疫耐受的诱导方法。

1 与免疫耐受相关的肝脏细胞

  肝脏中的细胞可分为实质细胞、非实质细胞两大

类,其中实质细胞主要指肝细胞,而非实质细胞主要
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为肝 窦 内 皮 细 胞(liver
 

sinusoidal
 

endothelial
 

cell,
LSEC)、Kupffer细胞(Kupffer

 

cell,KC)、树突状细胞

(dendritic
 

cell,DC)和肝星状细胞(hepatic
 

stellate
 

cell,HSC)等,其占肝脏细胞总数的20%~40%[4]。
肝实质细胞与非实质细胞相互影响、相互作用,共同

营造了易于诱导免疫耐受的微环境。
1.1 LSEC
  LSEC不仅构成了肝实质细胞和内皮细胞间的上

皮屏障,同时也是人体中为数不多的能够提呈抗原的

内皮细胞,它们参与病原菌的识别、捕获和呈递抗原,
在其中发挥着显著的作用[5]。与专职抗原提呈细胞

(antigen
 

presenting
 

cell,APC)不同,虽然LSEC能提

呈抗原给CD4+ 和CD8+T细胞,但LSEC能阻止初

始CD4+T细胞向辅助性T细胞(Th)1分化[6],并且

在与同源T细胞相互接触过程中,LSEC能增加表达

程序性死亡因子配体1(programmed
 

death-ligand
 

1,
PD-L1),PD-L1能抑制细胞功能、控制免疫反应,使免

疫反应维持在一定强度,既能清除病原体,又不引起

自身组织免疫损伤。PD-L1与PD-1结合后,可抑制

T细胞的增殖及白细胞介素(interleukin,IL)-2和γ-
干扰素(interferon-γ,IFN-γ)等细胞因子的产生,并抑

制B细胞的增殖、分化和免疫球蛋白(Ig)的分泌[7]。
LSEC还可以通过合成IL-10、转化生长因子-β(TGF-
β)等免疫抑制因子、减少Th0向Th1的分化、抑制协

同刺激分子的表达等方式,使得 APC的功能降低甚

至失活,从而实现肝移植术后免疫耐受的形成[8]。
1.2 KC
  KC主要位于肝窦内,其存活时间长且能自我更

新,在正常状况下,KC能吞噬、杀灭病原微生物,清除

机体产生的内毒素,且能够提呈抗原、分泌细胞因子,
参与机体免疫调节及抗肿瘤。KC的吞噬功能可参与

免疫耐受的形成。众所周知,凋亡细胞主要在肝脏进

行吞噬、降解,KC吞噬凋亡细胞后可以防止其自溶而

释放出细胞内的免疫原性物质,防止机体对其发生免

疫反应。此外 KC吞噬凋亡细胞后能分泌抑制性细

胞因子如转化生长因子-β(TGF-β)、IL-10等,使得局

部处于免疫抑制的状态,进而降低该处淋巴细胞的功

能,使淋巴细胞对该抗原特异性无反应[9],同时凋亡

细胞被KC吞噬后,降低了KC与供肝抗原结合的机

会,KC与凋亡细胞的相互作用最终可实现肝移植受

体对供肝的特异性免疫耐受[10]。此外,KC可以直接

作用于T细胞,抑制 T细胞的增殖。进一步研究发

现,KC还可表达Fas-L,可以通过Fas/Fas-L途径诱

导效应T细胞凋亡[11]。
1.3 DC及其他细胞

  DC是迄今为止发现的唯一能激活初始T淋巴细

胞,并使其转化为效应T细胞的APC,周围环境能影

响并控制其活化与成熟,这是免疫应答发生的控制环

节[12]。DC发育经历以下几个阶段:前体期DC、未成

熟期DC(imDC)、迁移期DC和成熟期DC。DC通过

克隆清除效应性T细胞、诱导调节性T细胞(Treg)
的产生及诱导T细胞无能参与肝移植免疫耐受的诱

导[13]。其中imDC发挥了重要的作用:(1)imDC只

表达T 细胞活化的第一信号,不表达或很少表达

CD40、B7等T细胞活化的第二信号,致使第二信号

缺失,T细胞活化受阻,最终导致T细胞无能;(2)im-
DC还能分泌IL-10,诱导Th0细胞向Th2细胞分化,
同时促进Treg的产生[14];(3)imDC能通过Fas/Fas-
L途径诱导特异性T细胞凋亡。此外,肝脏中被激活

的HSC能表达共抑制分子PD-L1[15],抑制受体对移

植物的免疫攻击。

2 T细胞与肝移植免疫耐受的关系

  根据功能的不同,T细胞可分为CD4+Th、CD8+

细胞毒性T细胞(CTL)和Treg。在Th细胞中,未受

抗原刺激的初始CD4+T细胞为Th0。Th0在不同细

胞因子的作用下,可进一步分化为 Th1、Th2、Th3、
Th17等[16]。
2.1 Th1/Th2
  肝移植排斥反应从本质上来讲,主要是T细胞介

导的对外来抗原的免疫应答过程。Th1细胞的主要

效应是通过分泌细胞因子IL-2、IFN-γ、肿瘤坏死因

子-α(tumor
 

necrosis
 

factor-α,TNF-α),增强细胞免疫

应答,启动受体对移植肝的排斥反应,同时Th1细胞

可活化巨噬细胞和自然杀伤(NK)细胞,增强其杀伤

能力,使其特异性地杀伤供肝[17],此外Th1细胞还能

协同刺激CTL的增殖和分化,促进供肝炎性反应的

发生。Th2细胞的主要效应为通过分泌细胞因子IL-
4、IL-10,参与肝移植免疫耐受的诱导,其主要途径有:
(1)抑制活化的T细胞产生IL-2;(2)抑制NK细胞产

生IFN-γ;(3)抑制APC提呈抗原;(4)促进调节性T
细胞的发育;(5)下调主要组织相容性复合体(MHC)
Ⅱ类分子的表达;(6)抑制单核巨噬细胞的活化[18]。
HORST等[19]报道,在移植物长期存活的受体中高表

达IL-4和IL-10,然而IL-2的表达水平却很低,几乎

不能检测;与此相反,受体在发生急性排斥反应时,其
IL-2和IFN-γ高表达,而IL-4和IL-10则降到无法检

测的水平。因此,可以通过检测受体体内IL-10水平

来反映患者的免疫状况,进而指导临床加减或维持免

疫抑制剂用量。临床医师还观察到:在免疫抑制剂减

量或形成免疫耐受的肝移植患者中,Th1/Th2的比值

较正常情况低,故人们猜想:究竟是Th1向Th2的偏

移诱导了免疫耐受还是免疫耐受的形成导致了Th1
向Th2的偏移,这还有待于进一步研究[20]。
2.2 Treg
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  Treg是T细胞的1个独立分支,其具有免疫抑

制作用。Treg能抑制CD4+T细胞和CD8+T细胞的

活化与增殖,抑制其分泌细胞因子,在诱导肝移植患

者术后形成稳定、持久的免疫耐受中有着至关重要的

作用[21-23]。Treg主要通过以下两种方式负调控免疫

应答:(1)直接接触抑制靶细胞的活化;(2)分泌抑制

性细 胞 因 子 如IL-10、TGF-β细 胞 抑 制 免 疫 应 答。
Treg还能抑制对 T细胞增殖与活化起决定作用的

IL-2基因的转录和表达。同时,Treg还高表达IL-2
受体,通过大量消耗甚至耗竭对T细胞增殖与活化起

决定作用的IL-2,从而导致 T细胞凋亡[24]。此外,
Treg表面还高表达CTL相关抗原-4(CTLA-4),CT-
LA-4可与APC表面的B7特异性结合,其与B7的结

合能力远远强于 T 细胞表面的 CD28分 子,约 为

CD28的20倍。因此,Treg表面的CTLA-4能竞争

性地与APC表面的B7分子结合,使得让T细胞活化

的信息无法继续传导,从而抑制 T细胞的功能[25]。
ZHOU等[26]研究发现,向肝移植术后发生急性排斥

反应的小鼠内输入Treg,可以使得急性排斥反应迅速

得到控制。其临床意义在于:可以从肝移植患者外周

血中分离、培养Treg,并将其回输回患者体内,用于抑

制急性排斥反应,甚至诱导移植肝免疫耐受的形成。

3 肝移植免疫耐受的诱导方法

  肝移植免疫耐受本质上就是受体对移植肝的免

疫无应答,可以通过阻断免疫反应的识别、增殖、效应

等各阶段来实现,具体包括以下一些途径。
3.1 诱导T细胞无能而产生免疫耐受

  T细胞无能指:T细胞与APC通过TCR-MHC/
抗原肽特异性结合后,既不增殖、又无IL-2等细胞因

子产生,无法引起进一步免疫反应的状态[27]。众所周

知,T细胞的活化需要双信号刺激,第一信号来自

TCR-MHC/抗原肽特异性结合,第二信号又称共刺激

信号,由共刺激分子的结合:如B7与CD28的结合,
CD40与CD40L的结合来提供。因此在T细胞的识

别阶段,可以通过抑制或阻断共刺激信号,使得免疫

反应无法继续进行,如应用抗CD28单克隆抗体抑制

B7-CD28共刺激通路;应用抗CD40L单克隆抗体阻

断CD40-CD40L通路;增加CTLA-4的表达来抑制共

刺激信号[28]。此外,临床上使用的巴利昔单抗(舒莱)
能特异性地与激活的T细胞上的IL-2受体链(CD25)
结合,从而阻断IL-2与IL-2受体,阻断T细胞的增殖

信号。
3.2 免疫抑制剂的应用

  肝移植术后早期,免疫抑制剂的使用已作为一种

常规的手段来抑制机体的免疫反应,目前临床上使用

的免疫抑制剂大致可分为以下3种类型:(1)神经钙

蛋白抑制剂,代表药物为他克莫司和环孢素 A,其抑

制免疫的机制为通过阻断钙调磷酸酶来阻断IL-2基

因的正常转录,使得 T细胞缺乏IL-2刺激,无法增

殖。(2)抗代谢药物,代表药物为吗替麦考酚酯,其主

要通过阻断 DNA 的合成来抑制淋巴细胞的增殖。
(3)激素类药物,代表药物为甲泼尼龙,其广泛抑制全

身的免疫反应。对于肝移植术后的患者,可通过定期

随访患者的肝功能来调整免疫抑制剂的用量。随着

移植时间的延长,免疫抑制剂的用量逐渐减少,甚至

可以完全停用免疫抑制剂,实现机体对移植肝的免疫

耐受。
3.3 建立受体体内微嵌合体诱导移植耐受状态

  肝移植受体内的微嵌合体(或微嵌合状态)是由

于供受体细胞的相互迁移,使得受体外周血中持续存

在低水平的供体细胞(主要为过客白细胞)。受体免

疫细胞会对移植器官发动免疫攻击,同时受体内的过

客白细胞也会对受体进行免疫攻击,这两个过程同时

存在,相互制约,可能参与免疫耐受的形成[29]。微嵌

合体诱导免疫耐受的机制可能有以下2点:(1)克隆

耗竭-排除和免疫忽略。进入受体外周血中的供体白

细胞可以透过血液循环首先到达受体淋巴器官,如脾

脏和胸腺,一段时间后,供体白细胞逃脱免疫破坏到

达非淋巴组织,在这里,供体白细胞可以被忽略。(2)
供体否决细胞。供体来源的细胞被受体CTL前体细

胞识别后,其表面表达的Fas-L可与CTL前体细胞

表面的Fas结合,进而诱导CTL前体细胞凋亡,进而

诱导免疫耐受。

4 结  语

  目前,肝移植免疫耐受的研究大多为动物实验,
要在人体诱导出真正稳定的免疫耐受并在临床推广

应用,还有很长的路要走[30]。在临床实践中,主要面

临的问题有:(1)无论术前、术中或术后,尚缺乏确切

有效的诱导免疫耐受的方法;(2)现缺乏客观有效的

指标来监测肝移植患者的免疫功能,进而指导免疫抑

制剂的合理用药[31]。但免疫耐受必然将成为解决器

官移植排斥最彻底和最理想的治疗方法,也是肝胆外

科医师和免疫学家共同奋斗的最终目标。
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