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也摘要页 目的 探索桂皮醛诱导记忆性心脏移植耐受的作用及潜在分子机制遥方法 将 60 只小鼠随机分为正常对照组渊假手术袁

n=10冤尧手术组渊心脏移植袁n=10冤尧模型组渊注射 T细胞+心脏移植袁n=10冤尧桂皮醛低浓度组渊注射 T细胞+心脏移植+10 mg/kg 桂皮醛袁

n=10冤尧桂皮醛中浓度组渊注射 T细胞+心脏移植+20 mg/kg桂皮醛袁n=10冤和桂皮醛高浓度组渊注射 T细胞+心脏移植+40 mg/kg桂皮醛袁n=
10冤遥 观察各组移植物平均存活时间尧移植物排斥程度袁检测脾细胞增殖情况尧移植物中相关基因白细胞介素-2渊interleukin-2, IL-2冤尧白
细胞介素-10渊interleukin-10, IL-10冤尧酌-干扰素渊interferon-酌, IFN-酌冤和转化生长因子-茁渊transforming growth factor-茁, TGF-茁冤的
相对表达量袁以及哺乳动物雷帕霉素靶蛋白渊mammalian target of rapamycin, mTOR冤与信号转导及转录激活因子 3渊signal trans鄄
duction and activator of transcription3, STAT3冤蛋白磷酸化的表达情况遥结果 渊1冤与正常对照组相比袁手术组存活时间明显缩短渊P<
0.05冤曰与手术组相比袁模型组存活时间明显缩短渊P<0.05冤曰与模型组相比袁桂皮醛高浓度组的平均存活时间显著延长渊P约0.05冤遥 渊2冤对
各组移植物排斥程度进行评估袁模型组为郁级袁桂皮醛治疗组的移植物排斥程度显著降低袁且具有剂量依赖性遥 渊3冤与正常对照组相

比袁手术组及模型组脾细胞 OD 值升高渊P<0.05冤曰与模型组及桂皮醛低浓度组相比袁桂皮醛中尧高浓度组脾细胞 OD 值降低渊P<0.05冤遥
渊4冤与正常对照组相比袁手术组 IL-2尧IFN-酌 mRNA 表达显著上调渊P<0.05冤袁IL-10尧TGF-茁 mRNA 表达显著下调渊P<0.05冤曰与手术组

相比袁模型组 IL-2尧IFN-酌 mRNA 表达显著上调渊P<0.05冤袁IL-10尧TGF-茁 mRNA 表达显著下调渊P<0.05冤曰与模型组比较袁桂皮醛中尧

高浓度组移植物中 IL-2尧IFN-酌 mRNA 表达明显下调渊P<0.05冤袁桂皮醛中尧高浓度组 IL-10尧TGF-茁 mRNA 表达明显上调渊P<0.05冤遥
渊5冤与正常对照组相比袁手术组 p-mTOR尧p-STAT3 蛋白表达显著上调渊P<0.05冤曰与手术组相比袁模型组 p-mTOR尧p-STAT3 蛋白表达

显著上调渊P<0.05冤曰与模型组比较袁桂皮醛中尧高浓度组移植物中 p-mTOR尧p-STAT3蛋白表达明显下调渊P<0.05冤遥 结论 对于记忆性

心脏移植模型袁高浓度桂皮醛可以获得移植物长期耐受袁其机制可能是通过抑制 mTOR 和 STAT3 的表达袁降低移植物记忆性 T 细

胞的免疫应答水平遥
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To explore the role of cinnamaldehyde in tolerance of memory heart transplantation as well as its
potential molecular mechanism. Methods A total of 60 mice were randomly divided into normal control group (sham operation),
operation group (heart transplantation), model group (T cells injection+heart transplantation), low-dose cinnamaldehyde group (T cells
injection+heart transplantation+10 mg/kg cinnamaldehyde), medium-dose cinnamaldehyde group (T cells injection+heart transplantation+
20 mg/kg cinnamaldehyde) and high-dose cinnamaldehyde group (T cells injection+heart transplantation+40 mg/kg cinnamaldehyde),
with 10 mice in each group. The average graft survival time and graft rejection degree of each group were observed to detect the
proliferation of spleen cells, the relative expression amount of interleukin-2 (IL-2), interleukin-10 (IL-10), interferon-酌 (IFN-酌) and
transforming growth factor-茁 (TGF-茁), and the expression of protein phosphorylation of mammalian target of rapamycin (mTOR) and
signal transduction and activator of transcription3 (STAT3) in the related genes. Results (1) Compared with normal control group, the
survival time of operation group was significantly shorter (P<0.05); compared with the operation group, the survival time of the model
group was also significantly shorter (P<0.05); compared with the model group, the average survival time of high-dose cinnamaldehyde
group was significantly prolonged (P<0.05). (2) The degree of graft rejection in each group was scored according to the HE staining
results. The score showed that the model group was grade 郁, and the degree of graft rejection in cinnamaldehyde treatment group
was significantly reduced in a dose-dependent manner. (3) Compared with the normal control group, the proliferation of splenocytes
in operation group and model group was significantly higher (P<0.05); compared with the model and low-dose cinnamaldehyde groups,
the proliferation of splenocytes in the medium- and high-dose groups was reduced (P<0.05). (4) Compared with the normal control group,
the mRNA expression of IL-2 and IFN-酌 in operation group was significantly up-regulated (P<0.05), while that of IL-10 and TGF-茁
was significantly down-regulated (P<0.05); compared with the operation group, the mRNA expression of IL-2 and IFN-酌 in model
group was significantly up-regulated (P<0.05), while that of IL-10 and TGF-茁 were significantly down-regulated (P<0.05); compared
with the model group, the mRNA expression of IL-2 and IFN-酌 in the medium- and high-dose groups was significantly down-
regulated (P<0.05), but that of IL-10 and TGF-茁 genes were significantly up-regulated (P<0.05). (5) Compared with normal control
group, the expression of p-mTOR and p-STAT3 proteins in operation group was significantly up-regulated (P<0.05); compared with
operation group, the expression of p-mTOR and p-STAT3 protein in model group was significantly up-regulated (P<0.05); compared
with model group, the expression of p-mTOR and p-STAT3 proteins in the medium- and high-dose groups was significantly down-
regulated (P<0.05). Conclusion In the memory heart transplantation model, high concentration of cinnamaldehyde can achieve long-
term graft tolerance, which may decrease the immune response level of graft memory T cells by inhibiting the expression of mTOR
and STAT3.

也运藻赠憎燥则凿泽页 cinnamaldehyde; memory T cells; mammalian target of rapamycin; signal transduction and activator of
transcription3; heart transplantation

器官移植是终末期器官衰竭患者的一项挽救生

命的手术袁但长期移植生存受到免疫排斥和免疫抑

制药物不良反应的限制[1]遥 记忆性 T 细胞对移植排

斥和耐受有重要影响[2]遥 异体记忆性 T 细胞不仅在

异体抗原致敏后产生袁如输血和先前的移植袁而且也

可以通过内稳态细胞增殖和异体免疫产生[3-4]遥 诱导

移植耐受的方法在富含异体记忆性 T 细胞的动物中

常常失败袁例如袁虽然共刺激阻断能有效诱导小鼠

移植耐受袁但不能防止供体同种异体抗原预致敏小

鼠的排斥反应[5-6]遥 因此袁为了更有效地预防移植排

斥反应袁有必要确定驱动记忆性 T 细胞反应的关键

调节因子遥
桂皮醛是中药肉桂的主要活性成分袁具有广泛

的药理活性袁包括抗氧化尧抗炎尧抗纤维化尧抗血栓尧
降压尧抗动脉粥样硬化尧抑制前体脂肪细胞的分化

与脂质堆积尧抗肿瘤以及心脏保护等袁显现出广泛的

临床应用和开发前景[7]遥但桂皮醛对心脏移植物长期

存活的作用和分子机制尚待探明遥
哺乳动物雷帕霉素靶蛋白渊mammalian target of

rapamycin, mTOR冤控制 T 细胞反应的多个方面[8]遥例
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如袁mTOR促进多个 Th细胞亚群的分化和功能袁如Th1尧
Th2尧Th17 和 Tfh 细胞[9]遥 相反袁在病毒感染和接种

后袁mTOR 抑制记忆性 CD8+T 细胞的分化[10]遥 目前袁
尚不清楚 mTOR 是否也对移植环境中的 Th 和记忆

性细胞反应产生这些相反的作用遥 mTOR 在异体 T
细胞应答中的生物学作用仍需进一步的探索遥 研究

表明袁信号转导及转录激活因子 3渊signal transduc鄄
tion and activator of transcription3, STAT3冤具有多

种转录调节功能袁在生理和发育中发挥作用[11]遥在免

疫调节方面袁STAT3 对于特定 CD4+T 细胞亚群的分

化至关重要[12]遥 而 STAT3在 T细胞存活中的关键作用

最初是通过条件敲除 T 细胞谱系中的 STAT3 基因来

证明的[13]袁在这一系统中袁已证实 IL-6/STAT3 信号

转导对 T 细胞具有抗凋亡作用[14]遥 但 STAT3 在移植

环境中如何调控记忆性 T 细胞袁还有待进一步研究遥
因此袁本研究探讨桂皮醛能否在移植环境中通

过 mTOR 和 STAT3 调控记忆 T 细胞袁使得心脏移植

物存活期延长遥
1 材料

1.1 实验动物

SPF 级健康 C57BL/6渊H-2b冤和 BALB/c渊H-2d冤
小鼠各 60 只袁雌性袁8耀12 周龄袁体质量渊20依2冤 g袁由
长沙天勤生物技术有限公司提供袁实验动物生产许

可证号院SCXK渊湘冤2019-0004遥经检疫后饲养在华中

科技大学同济医学院附属同济医院动物实验中心

SPF 级环境内袁实验动物使用许可证号院SYXK渊鄂冤
2020-0018袁单笼喂养袁适应性喂养 1 周后开始实验遥
1.2 药品和主要试剂

桂皮醛渊北京西林布克网络科技有限公司袁批
号院104-55-2冤曰p-mTOR尧mTOR尧p-STAT3尧STAT3尧
GAPDH渊武汉爱博泰克生物科技有限公司袁批号院
AP0115尧A11354尧AP0705尧A1192尧A19056冤曰HE 染色

试剂盒渊上海碧云天生物技术有限公司袁批号院
KGA224冤曰尼龙毛柱[安诺伦(北京)生物科技有限公

司袁批号院PS-18369-50]曰苏木素染液尧中性树胶渊广
州市洁利生物医学有限公司袁批号院JLM-111尧JLM-
4901冤曰丝裂霉素[西格玛奥德里奇(上海)贸易有限公

司袁批号院M4287-2MG]曰Trizol 试剂渊美国英杰生命

技术有限公司袁批号院15596026冤曰诺唯赞 HiScipt 芋

逆转录试剂盒渊南京诺唯赞生物科技股份有限公司袁
批号院R323-01冤遥
1.3 主要仪器

Cyflow Space 型流式细胞仪渊德国 Partec 公

司冤曰Tanon3500 型全自动凝胶成像仪化学发光成像

仪渊上海天能公司冤曰K3PLUS 型酶标仪[宝予德渊中
国冤有限公司]曰Axiovert200 型显微镜渊德国卡尔蔡司

公司冤遥
2 方法

2.1 动物模型及分组

SPF 级健康 C57BL/6 小鼠 60 只袁随机均分为 6
组院正常对照组渊假手术袁n=10冤尧手术组渊心脏移植袁
n=10冤尧模型组渊注射 T 细胞+心脏移植袁n=10冤尧桂皮

醛低浓度组渊注射 T 细胞+心脏移植+10 mg/kg 桂皮

醛袁n=10冤尧 桂皮醛中浓度组渊注射 T 细胞+心脏移

植+20 mg/kg 桂皮醛袁n=10冤和桂皮醛高浓度组渊注
射 T 细胞+心脏移植+40 mg/kg 桂皮醛袁n=10冤遥模型

组尧桂皮醛低浓度组尧桂皮醛中浓度组和桂皮醛高浓

度组小鼠称重后袁尾静脉注射 BALB/c 小鼠脾脏 T
细胞袁第 2 天以 BALB/c 小鼠为供体袁移植心脏取下

后袁用 10 mL 保存液以 1 mL/min 的速度冲洗心内

血液遥 心脏移植物采用 4 益常规威斯康星大学保存

液渊University of Wisconsin solution, UW冤保存遥 移

植前袁用 10 mL生理盐水冲洗高钾UW溶液袁用 10 mL
过冷灌注液冲洗高渗过冷保存液袁两种冲洗速率均

为 1 mL/min遥 植入时袁缺血时间标准化为 20 min遥
造模术后将小鼠单笼饲养袁37 益保温袁小鼠能恢复

至造模前状态表示造模成功曰复搏时间为主动脉停

跳至正常周期心室跳动自动恢复的时间袁定义为复

苏[15]遥 然后灌胃给予桂皮醛袁连续给药 21 d袁且每天

通过视诊和触诊小鼠颈部皮下检查移植心脏侧波动

情况遥取各组小鼠的心脏组织和血标本遥术后通过每

天腹部扪诊心脏脉冲来判断心脏移植物存活情况袁
随着存活时间增加袁波动逐渐减弱袁直至停止袁直接

采用剖腹探查证实心跳完全停止[16]遥
2.2 皮肤预致敏模型及脾脏 T 细胞提取[17]

以 BALB/c 小鼠为供体袁C57BL/6 小鼠为受体进

行背部全层皮肤移植渊皮片为圆形袁直径>1.2 cm冤袁
用手术线固定移植物并包扎遥 排斥反应被定义为完
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表 1 基因引物表

引物

18S

IL-2

IFN-酌

IL-10

TGF-茁

序列

正向院5'-CATCCGTAAAACCTCTATGCCAAC-3'
反向院5'-ATGGAGCCACCGATCCACA-3'
正向院5'-GGAGCAGCTGTTGATGGACCTAC-3'
反向院5'-AATCCAGAACATGCCGCAGAG-3'
正向院5'-CGGCACAGTCATTGAAAGCCTA-3'
反向院5'-GTTGCTGATGGCCTGATTGTC-3'
正向院5'-GACCAGCTGGACAACATACTGCTAA-3'
反向院5'-GATAAGGCTTGGCAACCCAAGTAA-3'
正向院5'-CAGCTCTGCTGGCGAAAGTG-3'
反向院5'-TCGTCTGAAGGCAGAGTCAGGA-3'

片段长度/bp
147
133
182
158
169
143
194
185
151
176

全丧失活性的表皮移植物组织[6]遥 皮肤移植 4 周后袁
取受体鼠脾脏袁用红细胞裂解液裂解红细胞后袁过
尼龙毛柱袁分离出 T 细胞遥
2.3 心脏组织 HE 染色

石蜡切片 65 益烘干 2 h袁二甲苯脱蜡 3 次袁每
次 10 min袁然后置于 100%尧95%尧70%的乙醇溶液各

5 min袁自来水流水冲洗 10 min袁滴加 1滴渊50耀100 滋L冤
苏木素染液染色 5耀10 min袁蒸馏水冲掉染液袁滴加

1 滴渊50耀100 滋L冤伊红染液染色 2 min袁自来水冲

洗袁放入烘箱渊50耀60 益冤烘干遥 中性树胶封片袁镜下

观察遥
2.4 移植心脏病理学诊断标准

根据国际心肺移植协会渊International Society for
Heart and Lung Transplantation, ISHLT冤标准袁通过

检查白细胞浸润程度和心肌细胞的解剖破坏程度

对心脏排斥评分渊0~6 分冤进行分级袁具体分为 0 级尧
玉A 级尧玉B 级尧域级尧芋A 级尧芋B 级尧郁级遥
2.5 细胞增殖能力测定

取受体鼠 T 细胞与供体鼠脾细胞渊丝裂霉素处

理冤进行混合淋巴反应渊mixed lymphocyte reaction袁
MLR冤袁采用细胞增殖实验 5-溴脱氧尿嘧啶渊5-bro鄄
modeoxyuridinc, BrdU冤法测定各组 OD 值遥
2.6 实时荧光定量 PCR 法

运用 Trizol 法提取细胞或组织的总 RNA袁测量

RNA 浓度后袁用无 RNase 的 DEPC 水将 RNA 稀释

成 500 ng/滋L遥 按照如下方案配制逆转录体系院总
RNA渊1 滋L冤尧5伊PrimeScript RT Master Mix渊2 滋L冤尧
DEPC 水渊7 滋L冤袁混合均匀后袁放入 PCR 仪中进行

逆转录反应袁反应程序为 42 毅C袁30 min曰85 毅C袁5 min袁
逆转录后每个样品中加入 90 滋L DEPC 水袁将 DNA
模板稀释 10 倍遥

然后用 SYBR GREEN 法行实时荧光定量 PCR
反应袁反应体系如下院SYBR Green渊5 滋L冤尧PCR 正

向引物渊0.5 滋L冤尧PCR 反向引物渊0.5 滋L冤尧DNA 模

板渊4 滋L冤遥 反应程序为院95 毅C袁3 min曰95 毅C袁15 s曰
60 毅C袁30 s曰72 毅C袁30 s曰扩增 40 个循环遥 实验结果

采用 2-驻驻Ct 方法进行计算袁以 18S 为内参袁目的基因

引物序列见表 1遥
2.7 Western blot 法

用蛋白裂解液提取心脏组织中的总蛋白袁使用

蛋白定量仪定量总蛋白袁通过电泳分离等量渊100 滋g冤
蛋白质袁然后在 300 mA 下电转移至聚偏二氟乙烯

膜上袁在室温渊25 益冤下用 5%脱脂牛奶封闭 1 h 后袁
孵育 p-mTOR渊1颐1000冤尧mTOR渊1颐500冤尧p-STAT3渊1颐
500冤尧STAT3渊1颐1000冤和 GAPDH渊1颐1000冤一抗袁在 4 益
过夜袁然后加入二抗袁在室温下孵育 2 h 后袁使用化

学发光显影液试剂盒对蛋白条带进行可视化袁凝胶

成像系统对蛋白条带进行灰度值分析袁以定量蛋白

水平遥
2.8 流式细胞术

取受体鼠脾脏袁用红细胞裂解液裂解红细胞后袁
孵育一抗袁未处理组和预致敏组分别加入 5耀20 滋L
同型抗体和靶标抗体渊PE-anti-CD44 和 FITC-anti-
CD62L冤袁充分混匀袁至 4 益孵育 30 min袁孵育期间

每隔 10 min 晃动一下反应管袁使细胞和抗体充分反

应曰加入适量细胞洗液袁1000 r/min 离心 5 min袁离心

半径为 5 cm袁弃上清袁洗涤 2 次曰使用 100 滋L 细胞洗

液重悬细胞曰过尼龙毛柱袁流式细胞术分析重悬细

胞 液 中 记 忆 性 T 细 胞 渊memory T cell, Tm冤
渊CD62L-CD44冤的变化遥
2.9 统计学分析

采用 SPSS 20.0 软件进行各组间的统计学差异

分析袁数据使用野曾依s冶表示遥 两组间比较采用独立样

本 t 检验袁3 组及以上比较采用单因素方差分析遥 生

存分析使用 Kaplan Meier 法遥以 P<0.05 为差异有统

计学意义遥
3 结果

3.1 皮肤预致敏模型中 Tm 含量检测

本研究为检测同种异体皮肤预致敏诱导产生
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图 1 未处理小鼠渊A冤与预致敏小鼠渊B冤脾脏 T细胞流式图

Tm 的能力袁分离皮肤移植 4 周的 C57BL/6 小鼠脾

脏 T 细胞袁用 PE-anti-CD44 和 FITC-anti-CD62L
单抗标记后进行流式细胞仪检测袁发现未处理的小

鼠脾脏中 Tm 占 4.1%渊图 1A冤袁而预致敏小鼠为

18.6%渊图 1B冤袁表明皮肤预致敏可以诱导受体鼠体

内分化出大量具有记忆性表型的 T 细胞遥

3.2 各组移植物存活率比较

与正常对照组相比袁手术组平均存活时间缩短

渊P<0.05冤曰与手术组相比袁模型组平均存活时间缩短

渊P<0.05冤曰与模型组相比袁桂皮醛高浓度组平均存活

率显著延长渊P<0.05冤袁与桂皮醛低浓度组相比袁桂皮

醛高浓度组平均存活时间显著延长渊P<0.05冤遥 详见

图 2遥

3.3 各组移植物排斥反应情况比较

正常对照组心肌纤维呈梭形排列袁纤维间排列

紧密袁各纤维以分支相连袁纤维中部有椭圆形或杆状

的细胞核袁规则排列袁细胞质呈粉红色袁均质分布曰手
术组见梭形排列的心肌纤维结构消失袁纤维内出现

空泡袁心肌纤维之间排列疏松袁空隙中淋巴细胞浸

润曰模型组见梭形排列的心肌纤维结构广泛消失袁纤
维内出现空泡袁心肌纤维间出现较大的空隙袁空隙中

淋巴细胞广泛浸润曰桂皮醛低尧中浓度组见弥漫性心

肌细胞坏死袁心肌纤维断裂袁中性粒细胞浸润袁大量

淋巴细胞灶融合呈片状曰桂皮醛高浓度组心肌细胞

排列整齐尧紧密袁血管结构完整袁部分淋巴细胞浸润遥
模型组为郁级袁桂皮醛低浓度组为芋B 级袁桂皮醛中

浓度组为域级袁桂皮醛高浓度组为域级曰与正常对照

组比较袁手术组及模型组等级升高渊P约0.05冤曰与手术

组及模型组比较袁桂皮醛各浓度组等级降低渊P约0.05冤遥
详见图 3遥
3.4 各组 OD 值比较

与正常对照组比较袁手术组及模型组脾细胞

OD 值显著升高渊P<0.05冤遥与模型组相比袁桂皮醛中尧
高浓度组的脾细胞 OD 值降低渊P<0.05冤遥 与桂皮醛

低浓度组相比袁桂皮醛中尧高浓度组的脾细胞 OD 值

降低渊P<0.05冤遥 详见图 4遥
3.5 各组移植物中排斥相关细胞因子表达水平

比较

与正常对照组比较袁手术组 IL-2尧IFN-酌 mRNA
的相对表达量显著升高渊P<0.05冤袁IL-10尧TGF-茁
mRNA 的相对表达量显著下调渊P<0.05冤曰与手术组

相比袁模型组 IL-2尧IFN-酌 mRNA 的相对表达量显

著升高渊P<0.05冤袁IL-10尧TGF-茁 mRNA 的相对表达

图 2 记忆性模型中各组移植物生存期比较渊n=10冤
注院与正常对照组比较袁*P<0.05曰与手术组比较袁#P<0.05曰与模

型组比较袁&P<0.05曰与桂皮醛低浓度组比较袁吟P<0.05遥

图 3 各组移植物排斥情况

注院A.HE 染色图渊伊100冤曰B.排斥反应等级评分柱状图遥 与正常对照组比较袁*P<0.05曰与手术组比较袁
#P<0.05曰与模型组比较袁&P<0.05遥

A B
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量显著下调渊P<0.05冤遥 与模型组相比袁桂皮醛中尧高
浓度组的 IL-2尧IFN-酌 mRNA 的相对表达量降低

渊P<0.05冤袁IL-10尧TGF-茁 mRNA 相对表达量增加

渊P<0.05冤遥与桂皮醛低浓度组比较袁桂皮醛高浓度组

IL-2尧IFN-酌 mRNA 的相对表达量降低渊P<0.05冤遥详
见图 5遥

3.6 各组移植物中 mTOR 和 STAT3 蛋白磷酸化表

达水平比较

与正常对照组比较袁手术组及模型组 p-mTOR和
p-STAT3 蛋白表达显著上调渊P<0.05冤曰与手术组相

比袁模型组 p-mTOR 和 p-STAT3 的相对表达量显著

升高渊P<0.05冤曰与模型组及桂皮醛低浓度组比较袁桂

皮醛中尧高浓度组的 p-mTOR 和 p-STAT3 的相对表

达量降低渊P<0.05冤遥 详见图 6遥

4 讨论

桂皮醛是中药肉桂的主要有效成分袁具有良好

的抗氧化尧抗炎和心脏保护等作用[18]遥 本研究发现在

高浓度桂皮醛治疗下袁所有移植心脏在小鼠体内存

活超过 100 d遥 近期有研究发现袁T 细胞中的 mTOR
促进 CD4+和 CD8+效应细胞的扩增袁是心脏移植反应

中 Tfh 和 GCB细胞生成所必需的[19]遥 因此袁T 细胞中

缺失 mTOR 和 STAT3 可诱导移植心脏长期生存遥
mTOR 和 STAT3 是决定移植中初级和记忆性 T 细

胞反应的关键调节因子[19]遥 在移植环境中袁除非使用

TCR 转基因系统袁否则很难追踪同种异体抗原特异

性效应 T 细胞[20]遥然而袁本研究在同种异体皮肤预致

敏中检测到 CD62L-CD44 效应 T 细胞显著增加遥 尽

管这些细胞的抗原特异性尚不清楚袁但它们在心脏

移植后的反应有所增加遥
本研究以 BALB/c 小鼠为供体袁C57BL/6 小鼠为

受体进行背部全层皮肤移植袁将所得到的小鼠脾脏

T 细胞转移至同系小鼠体内后进行心脏移植袁以此

构建记忆性同种异体排斥模型遥在这个模型中袁发现

与正常对照组相比袁模型组的脾脏中记忆性 T 细胞

的数目明显增加袁这说明移植后袁记忆性 T 细胞会

首先归巢到脾脏袁并有一定程度的自体增殖[21]遥 而与

图 4 各组 OD值比较

注院与正常对照组比较袁*P<0.05曰与模型组比较袁&P<0.05曰与桂

皮醛低浓度组比较袁吟P<0.05遥

图 5 各组移植物中相关基因表达水平

注院与正常对照组比较袁*P<0.05曰与手术组比较袁#P<0.05曰与模型

组比较袁&P<0.05曰与桂皮醛低浓度组比较袁吟P<0.05遥

图 6 各组移植物中 p-mTOR和 p-STAT3表达水平比较
注院与正常对照组比较袁*P<0.05曰与手术组比较袁#P<0.05曰与模型组

比较袁&P<0.05曰与桂皮醛低浓度组比较袁吟P<0.05遥
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模型组相比袁加入桂皮醛的小鼠脾脏中 Tm 数目明

显下降袁考虑是由于受到桂皮醛的作用后袁过继转移

的记忆性 T 细胞无法被激活或激活后效应受到抑

制所致遥
本研究表明袁与模型组相比袁加入桂皮醛的小鼠

的生存时间明显延长袁且桂皮醛浓度越高袁造模小鼠

生存时间也逐渐延长遥 另外袁在镜下发现袁模型组和

桂皮醛低尧中浓度组小鼠心脏组织出现了严重的移

植排斥反应袁而桂皮醛高浓度组小鼠心脏组织仍保

持较好的状态袁这提示高浓度的桂皮醛可阻止移植

物的淋巴细胞浸润袁说明高浓度桂皮醛可明显对抗

记忆性移植排斥遥 近年来的研究表明袁高浓度桂皮

醛可诱导初次移植心脏和胰岛等耐受袁且对记忆性

移植排斥模型有治疗效果[22]遥另外袁桂皮醛能阻断免

疫细胞中 NF-资B 活化的能力袁在原代和永生化免疫

细胞中以剂量依赖性的方式抑制细胞活力尧增殖和

诱导细胞凋亡[23]遥 桂皮醛可以抑制同种反应性 CD8+

T细胞激活并增殖袁还可以通过阻断树突状细胞与Tm
间的 OX40L/OX40 途径袁抑制 CD4+Tm 的激活[24]遥

实验结果发现袁与模型组相比袁桂皮醛中尧高浓

度组的 IL-2尧IFN-酌 mRNA 的相对表达量降低袁而
IL-10尧TGF-茁 mRNA 的相对表达量增加袁且这些炎

症因子在桂皮醛高浓度组变化更明显袁说明高浓度

桂皮醛可以获得移植物的长期耐受遥 由此袁得知高

浓度的桂皮醛可通过抑制记忆性 T 细胞的反应来

减少促炎因子的表达遥 加入桂皮醛后脾脏的记忆性

T 细胞明显减少袁考虑是因为记忆性 T 细胞只需要

TCR 信号即可被激活袁且 IL-2 和 IFN-酌 表达水平

增高也得以验证袁这充分说明桂皮醛能抑制同种反

应性记忆性 T 细胞袁使 Tm 在体内处于克隆无能或

活化诱导性细胞死亡状态[25]遥
此外袁本研究发现相较于模型组和桂皮醛低尧中

浓度组袁桂皮醛高浓度组可显著降低 mTOR 和

STAT3 的磷酸化表达袁从而降低对移植物的记忆反

应袁延长心脏移植物的存活时间遥 而在以往的报道中袁
mTOR 促进效应 T 细胞的分化 [26]袁T 细胞中 mTOR
的缺失显著抑制了这种效应 T 细胞的扩张[27]遥 雷帕

霉素通过抑制 mTORC1 促进记忆性 CD8+T 细胞的

生成[28]遥 STAT3 是一种转录因子袁在生长因子和细胞

因子的作用下调节各种基因的表达[29]遥研究表明袁在

记忆性 T 细胞生成的背景下袁STAT3 可反向促进急

性淋巴细胞性脉络丛脑膜炎病毒感染后记忆性

CD8+T 细胞的发育[30]遥 STAT3 缺失的 CD8+T 细胞发

育为中枢记忆性 T 细胞的能力受损[31]遥 本实验结果

也证实桂皮醛可通过抑制 mTOR 和 STAT3 抑制记

忆性 T 细胞的免疫反应袁降低对心脏移植物的记忆

反应袁从而促进移植物的长期存活袁因此皮桂醛有

望成为临床上延长心脏移植存活时间的潜在治疗

药物遥
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