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胸腺肽
α１对小鼠机体免疫系统的影响
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四川大学华西医院 胰腺外科 （成都６１００４１）

　　【摘要】　目的　探讨胸腺肽α１（Ｔα１）对正常小鼠机体相关免疫效应分子的作用及胸腺肽α１诱导特异性免疫

耐受的机制。方法　将ＢＡＢＬ／ｃ小鼠分为４组，正常对照组（无任何药物，狀＝５）、环孢素 Ａ（ＣｓＡ）组（给予１０ｍｇ／

ｋｇＣｓＡ，狀＝２０）、Ｔα１组（给予４００μｇ
／ｋｇＴα１，狀＝２０）、ＣｓＡ＋Ｔα１组（ＣｓＡ、Ｔα１剂量同前，狀＝２０），每日腹腔注射１

次，共１４ｄ。分别于用药后第１、７、１４、２１ｄ各取５只（正常对照组取１只）采血取血清行液相芯片细胞因子（反映

Ｔｈ１、Ｔｈ２和Ｔｈ１７功能）检测。处死小鼠后取脾脏，制备小鼠脾细胞悬液进行淋巴细胞培养，仍分为４组，除对照组

外，其余３组分别加入０．２５ｍｇ／ｍＬＣｓＡ、１０μｇ
／ｍＬＴα１、０．２５ｍｇ／ｍＬＣｓＡ＋１０μｇ

／ｍＬＴα１，培养３ｄ后检测细胞

的生长增殖，以及培养上清液细胞因子的表达。结果　 ＢＡＢＬ／ｃ小鼠给予Ｔα１、ＣｓＡ后，与正常对照组比较，白介

素（ＩＬ）１ａ、ＩＬ２、ＩＬ６、ＩＬ１７等炎性细胞因子降低（犘＜０．０５），而抑炎因子ＩＬ１０升高（犘＜０．０５），ＣｓＡ和Ｔα１对细

胞因子表达的影响相似（不同时间点及不同细胞因子两单药组间差异均无统计学意义），ＣｓＡ和Ｔα１联合用药可加

强单用药作用。淋巴细胞培养３ｄ后，Ｔα１、ＣｓＡ、ＣｓＡ＋Ｔα１组淋巴细胞增殖受抑制，与正常对照组比较，差异有统

计学意义；培养细胞上清液细胞因子表达与正常对照组比较，各组ＩＬ１α、ＩＬ６表达下降，ＩＬ１０升高，差异均有统计

学意义（犘＜０．０５），而ＩＬ２、ＩＬ１７各组间差异无统计学意义。结论　Ｔα１对小鼠正常机体免疫功能具有一定的调

节作用，促使Ｔ细胞由Ｔｈ１向Ｔｈ２转化。
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【犓犲狔狑狅狉犱狊】　　Ｔｈｙｍｏｓｉｎα１　　ＣｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎＡ　　Ｉｍｍｕｎｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

　　胸腺肽α１（Ｔα１）为胸腺肽α家族中的一员，是

由胸腺上皮细胞和胸腺内分泌细胞产生的高度保守

的活性肽
［１］

，研究显示，Ｔα１是一种生物反应调节

剂，主要促使骨髓产生的干细胞增殖、分化为能特异

△ 通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｚｈａｏｄａ４４＠ｇｍａｉｌ．ｃｏｍ

识别抗原的功能Ｔ细胞，增加释放淋巴因子ＩＬ２、

干扰素等，对维持机体免疫系统稳定起到了极其重

要的作用。因此，目前Ｔα１已被广泛应用于病毒性

疾病（如病毒性肝炎的治疗）、肿瘤以及重症感染疾

病的治疗
［２ ４］

。近年来由于 Ｔα１具有较高的生物

学活性和稳定性等而受到极大关注，但对免疫功能
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的影响仍有争议，因此，本研究拟深入探讨Ｔα１在

生理状态下对机体免疫系统功能的影响，并与临床

常用的免疫抑制剂环孢素Ａ （ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎＡ，ＣｓＡ）

对比，进一步了解Ｔα１的生物学功能，以期能为器

官移植领域提供新的免疫耐受方法和思路。

１　材料和方法

１．１　实验动物、主要试剂及仪器

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠６５只，１０～１２周龄，体质量２０～

２５ｇ，雄性，近交系，ＳＰＦ级，购自四川大学动物实验

中心。Ｔα１（美国赛生公司），ＣｓＡ（商品名新山地

明）北京诺华制药有限公司），ＭＴＴ试剂（北京中山

生物技术有限公司），液相芯片检测所用的微球（购

自美国Ｌｕｍｉｎｅｘ公司）、偶联试剂及液相杂交试剂

（购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）、链菌素藻红蛋白（购自

美 国 Ｐｒｏｚｙｍｅ 公 司 ），紫 外 分 光 光 度 仪

（ＳＨＩＭＡＤＺＵ），多功能流式点阵仪 （购自美国

Ｌｕｍｉｎｅｘ公司）。

１．２　实验方法

１．２．１　Ｔα１对小鼠血清细胞因子水平的影响

１．２．１．１　小鼠分组及干预治疗 　将小鼠随机分为

４组。正常对照组（狀＝５）：小鼠无予任何药物处理；

ＣｓＡ组（狀＝２０）：小鼠给予１０ｍｇ／ｋｇＣｓＡ，每日腹

腔注射１次；Ｔα１组（狀＝２０）：小鼠给予４００μｇ
／ｋｇ

Ｔα１，每日腹腔注射１次；ＣｓＡ＋Ｔα１组（狀＝２０）：小

鼠给予１０ｍｇ／ｋｇＣｓＡ＋４００μｇ
／ｋｇＴα１，每日腹腔

注射１次。腹腔注射给药持续１４ｄ。治疗后１、７、

１４、２１ｄ，各治疗组小鼠每组取５只（对照组取１

只），用１０ｇ／Ｌ戊巴比妥钠（５０ｇ／ｋｇ）麻醉，在超净

台中摘眼球取血，全血离心后取血清，转置于－２０

℃低温冰箱保存。

１．２．１．２　血清细胞因子检测 　采用液相芯片检

测。血清复温后，每孔添加２００
μ
Ｌ缓冲液，在室温

下混合震荡１０ｍｉｎ。各孔分别加入２５
μ
Ｌ标准品、

血清标本、分析缓冲液，最后每孔加入２５
μ
Ｌ稀释

微球混合物，用胶带缠绕，震动孵化（４°过夜或者室

温２ｈ），过夜孵化（１６～１８ｈ）。真空移除液体。用

２００
μ
Ｌ清洗液每孔洗板２次，真空去除清洗液。每

孔添加２５
μ
Ｌ检测抗体（复温到室温）。封闭，盖板，

震动孵化１ｈ，室温。添加２５
μ
Ｌ抗生物素蛋白链菌

素藻红蛋白。封闭，盖板，震动孵化３０ｍｉｎ，室温。

真空移除液体。２００
μ
Ｌ清洗液每孔洗板２次，真空

去除清洗液，擦去底部剩余的液体、组织。Ｌｕｍｉｎｅｘ

２００检测，保 存 并 分 析 平 均 荧 光 强 度 （ｍｅｄｉａｎ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，ＭＦＩ）数据。

１．２．２　Ｔα１对小鼠脾细胞增殖及分泌细胞因子的

影响　取最后１只未取血的正常小鼠，处死取脾脏

（富含大量的淋巴细胞和巨噬细胞）。接种细胞：将

小鼠脾脏研磨后过滤，用含１０％胎小牛血清的培养

液配成单个细胞悬液，进行淋巴细胞培养，将细胞悬

液接种到９６孔板，每孔体积２００
μ
Ｌ，含２０００个细

胞。

细胞分组及培养：将９６孔板细胞分为对照组

（不加干扰物）、ＣｓＡ组、Ｔα１组及ＣｓＡ＋Ｔα１组，分

别加入ＣｓＡ、Ｔα１及ＣｓＡ＋Ｔα１，其中０．２５ｍｇ／ｍＬ

ＣｓＡ、１０
μｇ
／ｍＬＴα１，各组设６个复孔、培养３ｄ后

分别行下述２种检测：①采用 ＭＴＴ法检测淋巴细

胞生长增殖。培养 ３ｄ后，每孔加 ＭＴＴ 溶液

（５ｍｇ／ｍＬ，用ＰＢＳ液调配，ｐＨ＝７．４）２０μＬ
继续孵

育４ｈ，终止培养，离心后再小心吸取孔内培养上清

液。每孔加１５０
μ
ＬＤＭＳＯ，振荡１０ｍｉｎ，使结晶物

充分溶解。比色：选择４９０ｎｍ波长，在酶联免疫监

测仪上测定平均吸光度值（Ａ值），记录结果。②取

细胞培养３ｄ后培养体系上清液按１．２．１．２行液相

芯片细胞因子检测。

１．３　统计学方法

数据用珚狓±狊表示。各组间比较采用方差分析，

两组间比较采用狋检验，犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结果

２．１　犜α１对小鼠血清细胞因子水平的影响

由表１可见，ＩＬ１ａ水平在 ＣｓＡ 组、Ｔα１组、

ＣｓＡ＋Ｔα１联合治疗组给药后第１、７、１４、２１ｄ均低

于正常对照组（犘均＜０．０５），ＣｓＡ＋Ｔα１联合治疗

组给药后第１、７、１４、２１ｄ检测值均低于相同时点

ＣｓＡ、Ｔα１单药组（犘 均＜０．０５）；ＩＬ２水平在ＣｓＡ

组、Ｔα１组、ＣｓＡ＋Ｔα１联合治疗组给药后第１、７、

１４、２１ｄ均低于正常对照组（犘 均＜０．０５），ＣｓＡ＋

Ｔα１联合治疗组给药后第１、７ｄ检测值均低于相同

时点ＣｓＡ、Ｔα１单药组（犘 均＜０．０５）；ＩＬ６水平在

ＣｓＡ组、Ｔα１组、ＣｓＡ＋Ｔα１联合治疗组给药后第

７、１４、２１ｄ均低于正常对照组（犘均＜０．０５），ＣｓＡ＋

Ｔα１联合治疗组给药后第１ｄ检测值均低于相同时

点ＣｓＡ、Ｔα１单药组（犘 均＜０．０５）；ＩＬ１０水平在

ＣｓＡ组、Ｔα１组、ＣｓＡ＋Ｔα１联合治疗组给药后第

７、１４、２１ｄ均高于正常对照组（犘均＜０．０５），ＣｓＡ＋

Ｔα１联合治疗组给药后第７、１４ｄ检测值均高于相

１０４
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同时点ＣｓＡ、Ｔα１单药组（犘均＜０．０５）；ＩＬ１７水平

在ＣｓＡ组、Ｔα１组、ＣｓＡ＋Ｔα１联合治疗组给药后

第７、１４、２１ｄ均低于正常对照组（犘 均＜０．０５）。

ＣｓＡ＋Ｔα１联合治疗组给药后第１、７ｄ检测值均低

于相同时点ＣｓＡ、Ｔα１单药组（犘均＜０．０５）。

２．２　犜α１对小鼠脾淋巴细胞增殖的影响

附表　各组不同时间细胞因子的表达 （狆犵／犿犔）

犜犪犫犾犲　犆狔狋狅犽犻狀犲犾犲狏犲犾犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉狅狌狆狊１
，７，１４，２１犱犪狔狊犪犳狋犲狉狋狉犲犪狋犿犲狀狋（狆犵／犿犔）

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（狀＝４） ＣｓＡｇｒｏｕｐ（狀＝５） Ｔα１ｇｒｏｕｐ（狀＝５） ＣｓＡ＋Ｔα１ｇｒｏｕｐ（狀＝５）

ＩＬ１ａ ２２４．６７±７．７９

　 １ｄ １６８．３２±９．５７
＃，

１６０．２３±７．２０
＃，

１０２．５０±８．００


　 ７ｄ １３３．６０±１１．５４
＃，

１２８．７２±８．５０
＃，

９１．４５±５．７８


　１４ｄ １４５．５０±７．８９
＃，

１４５．８０±９．００
＃，

９２．６０±８．８７


　２１ｄ １４９．００±６．５４
＃，

１３２．１８±９．３０
＃，

８９．６７±６．６７


ＩＬ２ ９．２１±１．２６

　 １ｄ ６．２８±１．０１
＃，

６．５０±１．１７
＃，

４．８２±１．３２


　 ７ｄ ５．８７±０．９２
＃，

５．７８±０．８２
＃，

４．６８±０．６７


　１４ｄ ４．８７±１．２０


４．６５±０．５１


４．５０±１．０３


　２１ｄ ４．５１±０．６７


４．５５±０．７７


４．４４±０．５３


ＩＬ６ ５０．０６±３．５９

　 １ｄ ４９．３２±１１．５０
＃

５０．５５±１０．０６
＃

２８．４５±９．８７


　 ７ｄ ２１．５０±８．６７


２２．３３±７．２３


１９．５５±６．６７


　１４ｄ １６．６７±１．７８


１６．５０±２．３０


１５．９６±１．２４


　２１ｄ １６．０３±３．０１


１６．１７±２．６７


１５．４５±２．０３


ＩＬ１０ １９．０６±３．５９

　 １ｄ ２１．６７±５．３３ ２４．０５±５．２０ ２０．００±７．６７

　 ７ｄ ２８．９２±４．９０
＃，

２９．０２±５．３３
＃，

３７．５０±６．４０


　１４ｄ ２１．６７±０．６１
＃，

２２．０１±１．３８
＃，

３１．５０±６．０３


　２１ｄ ２６．３２±１．８６


２５．８９±１．６７


２６．４６±２．０１


ＩＬ１７ ２１．３１±２．２７

　 １ｄ １７．６７±３．４３
＃

１８．５０±４．０４
＃

１４．８０±３．０３

　 ７ｄ ９．７８±３．５０
＃，

９．６２±２．５３
＃，

５．３７±０．４６


　１４ｄ ４．３７±０．７８


５．０１±１．３３


５．１５±０．７８


　２１ｄ ４．５０±１．３３


４．４９±０．６２


４．９２±０．３８


　　犘＜０．０５，ｖｓ．ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃犘＜０．０５，ｖｓ．ＣｓＡ＋Ｔα１ｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔ

　　小鼠脾细胞培养３ｄ后，对照组Ａ值为０．３５±

０．０３，与各治疗组（ＣｓＡ、Ｔα１、ＣｓＡ＋ Ｔα１联合组分

别为０．２５±０．０３、０．２７±０．０４、０．１７±０．０５）相比，

差异有统计学意义（犘均＜０．０５）；ＣｓＡ＋ Ｔα１联合

组与单药组相比，差异有统计学意义（犘均＜０．０５），

说明Ｔα１、ＣｓＡ对淋巴细胞增殖有抑制作用。

２．３　犜α１对小鼠脾细胞分泌细胞因子的影响

由附图可见，小鼠脾细胞培养３ｄ后，培养体系

上清液中ＩＬ１ａ和ＩＬ６水平对照组高于其它３个治

疗组（犘＜０．０５），ＣｓＡ ＋Ｔα１联合治疗组低于单药

治疗组（犘＜０．０５）；ＩＬ２和ＩＬ１７水平４组间差异

均无统计学意义（犘 均＞０．０５）；ＩＬ１０水平ＣｓＡ＋

Ｔα１联合治疗组高于其他各组（犘＜０．０５），其他组

间差异无统计学意义。

３　讨论

器官移植作为一种终末期疾病重要治疗手段，

目前仍受限于移植后的排斥反应。因此，了解各种

附图　混合淋巴细胞培养上清液细胞因子检测结果

犉犻犵　犆狔狋狅犽犻狀犲犾犲狏犲犾３犱犪狔狊犪犳狋犲狉犮狌犾狋狌狉犲

免疫细胞在移植免疫过程中的作用从而分析免疫耐

受及免疫排斥机制，对于器官移植的成功至关重要。

目前已知的Ｔ细胞亚群主要有ＣＤ４
＋

Ｔ、ＣＤ８
＋

Ｔ细

胞、以及抑制性Ｔ细胞。其中ＣＤ４
＋

Ｔ细胞（Ｔｈ细

胞）在移植免疫排斥及免疫调节中扮演重要角色。

２０４
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Ｔｈ细胞又可按其功能分为Ｔｈ１，Ｔｈ２，Ｔｈ１７等
［５，６］

。

Ｔｈ１细胞具有抗感染、抗肿瘤的作用，且与急性排斥

反应有关，其主要分泌ＩＦＮγ、ＩＬ２等细胞因子。

Ｔｈ２主要通过分泌细胞因子ＩＬ４、ＩＬ１０，诱导免疫

耐受。一般情况下，二者处于平衡状态，如二者平衡

打破，Ｔｈ１向Ｔｈ２细胞发生偏离则是移植耐受的机

制之一，而如果 Ｔｈ１活性异常升高则导致免疫排

斥
［７］

。而 Ｔｈ１７细胞主要通过表达ＩＬ１７、ＩＬ６、

ＴＮＦα等在防御胞外菌感染、介导慢性炎症、自身

免疫疾病和器官移植免疫排斥反应中发挥重要作

用。因此在本研究中，我们选择了ＩＬ１、ＩＬ２、ＩＬ６、

ＩＬ１０及ＩＬ１７作为检测指标，探讨ＣｓＡ 和Ｔα１单

独及联合应用对移植后移植受体免疫功能的影响。

ＣｓＡ是一种临床常用的免疫抑制剂。２０世纪

８０年代来被广泛地应用于临床器官移植，成为当前

最主要的免疫抑制剂之一。ＣｓＡ通过与细胞内的

ＣｓＡ结合形成具有生物活性的复合物从而阻断神

经钙蛋白的生物活性致使细胞内钙依赖性信息通道

传导受阻，导致ＩＬ２合成减少，最终抑制由ＩＬ２介

导的Ｔ细胞活化过程
［８，９］

。本研究结果显示，小鼠

腹腔注射ＣｓＡ后，细胞免疫水平呈现出降低趋势，

各效应细胞因子呈现不同程度的下降。另外一些研

究同样从细胞免疫角度上，研究了ＣｓＡ对不同的细

胞亚群的细胞因子的分泌及细胞活化分子的表达，

并进一步揭示ＣｓＡ的作用机制，为临床应用ＣｓＡ

提供了理论依据
［１０ １２］

。

本研究结果显示，Ｔα１单独用药能够调节正常

机体免疫功能及相应细胞因子表达，对细胞因子表

达的影响与ＣｓＡ相似（不同时间点及不同细胞因子

两单药组间差异均无统计学意义），ＣｓＡ和 Ｔα１联

合用药可加强单用药作用，使ＩＬ１、ＩＬ２、ＩＬ６、ＩＬ

１７等炎性细胞因子降低，而抑炎因子ＩＬ１０升高，

促使Ｔ细胞由Ｔｈ１向Ｔｈ２转化，结果证实Ｔα１具

有调节机体免疫功能的作用。淋巴细胞培养后上清

液细胞因子检测获得了相似的结果，ＭＴＴ检测显

示ＣｓＡ＋Ｔα１联合组ＡＯＤ值较空白对照组及其他

实验组低，差异有统计学意义。虽然在人体内Ｔα１

能通过 Ｔｈ１产生多种细胞因子如ＩＦＮγ、ＩＬ２及

ＩＬ３，通过丝裂原或抗原的激活，理论上增加ＩＬ２

受体的表达
［１３］

，但在小鼠实验中Ｔα１仅促进产生了

ＩＬ３而不是ＩＬ２
［１４］

，这与本研究结果类似。Ｔα１能

刺激干细胞增殖并增加 ＮＫ细胞、ＣＤ４
＋

、ＣＤ８
＋

Ｔ

细胞的产生，因此对慢性乙型肝炎治疗有很理想的

效果
［１５］

。研究表明，胸腺肽α１还能逆转大鼠结、直

肠癌化疗后受抑制的ＣＤ４
＋

Ｔ细胞数量
［１６］

。其中

ＣＤ４
＋

Ｔ细胞能分化成Ｔｈ１或Ｔｈ２辅助细胞。当机

体受到入侵微生物触发免疫应答，受激活的巨噬细

胞或树突细胞分泌ＩＬ１２，强力诱导ＣＤ４
＋

Ｔ细胞分

化成 Ｔｈ１辅助细胞。Ｔｈ２细胞则通过分泌ＩＬ４、

ＩＬ５、ＩＬ１３等细胞因子促进机体的体液免疫应答。

Ｔα１也可促进胸腺内的骨髓干细胞转化为Ｔ淋巴

细胞并进一步分化为Ｔ细胞不同的功能亚群，诱导

和促进胸腺细胞的分化和成熟
［１７］

。有研究称，Ｔα１

还可促进骨髓来源的树突状细胞（ＤＣ）成熟分化并

增强其功能，而 ＤＣ直接影响 Ｔ细胞的成熟和分

化
［１８］

。总之，胸腺肽α１能诱导Ｔｈ细胞表达，调节

有特异性抗原、异体抗原及分裂素引发的淋巴组织

增值反应，促进抗体产生，Ｔ细胞毒性反应，ＮＫ细

胞活动等。目前普遍认为移植排斥反应主要与Ｔｈ１

效应有关，而Ｔｈ２效应却诱导移植免疫耐受。而对

移植后受体的免疫功能重建依然是最有挑战性的。

一方面要重建Ｔ细胞功能来保护受者对抗病毒和

肿瘤；同时亦要对移植物产生耐受。这时候需要

ＤＣ产生一些具主导性的管制形式，最终目的是控

制炎症、对病原体的免疫力与对移植物耐受。本研

究通过探讨Ｔα１在生理状态下对机体免疫系统功

能的影响，进一步了解Ｔα１的生物学功能，以期能

为器官移植领域提供新的免疫耐受方法和思路。

综上所述，Ｔα１引起的系列变化伴随着显著的

免疫反应。经过对Ｔα１不断的研究探索，可发现其

在免疫调节、抗病毒、调节基因表达等方面表现出了

重要的作用。基于上述理论基础，我们有理由相信，

Ｔα１在移植免疫领域可能同样具有独特的作用和优

势：诱导移植受者特异性免疫耐受。但对于临床应

用还需进一步深入研究和探讨。
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