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　　Fas系统介导的细胞程序性死亡在肝移植免疫中起着十

分重要的作用 ,它参与了肝移植过程中免疫耐受的形成 、免

疫排斥的发生等诸多免疫过程。本文就 Fas 系统与 T 淋巴

细胞凋亡 、肝脏移植排斥和移植耐受的研究进展作一综述。

1　Fas、FasL 的分子生物学特点

Fas又名 APO-1 ,属于肿瘤坏死因子受体超家族 , 在第五

届人白细胞分型国际会议上被正式命名为 CD95。其分子结

构由三部分组成:膜外的 N末端区 、跨膜区和膜内的 C 末端

区。膜外区相对保守 ,具有膜受体特性 , 膜内区有一段 67 ～

70 个氨基酸序列 ,与细胞凋亡信号传递密切相关 , 被称为死

亡域(deathdomain , DD)。人 Fas 基因定位于 10q24.1 染色体

上 ,全长为 25 kb ,可编码含 319 个氨基酸 、分子量为 45U 的

Ⅰ型跨膜蛋白 ,即 Fas 分子。鼠 Fas 基因定位于 19号染色体

上 ,其 Fas 与人的同源度达到 49.3%。人 FasL 基因定位于

1q23 , 基因长度约 8 kb , 其编码的 FasL分子为一 40U 的Ⅱ型

跨膜蛋白 , 属于肿瘤坏死因子家族成员 , 由 281 个氨基酸残

基组成。鼠 FasL 基因位于 1 号染色体 ,其 FasL分子与人的

同源性达 76.9%。 Fas广泛表达于人体组织中 , 但主要表达

于免疫细胞。 各亚群胸腺细胞均可表达 Fas , 其中 CD4+、

CD8+细胞表达量明显高于其它亚群。 FasL 分布相当有限 ,

主要表达于活化的 T 淋巴细胞以及免疫豁免区域 ,如睾丸基

质细胞 、角膜等。 Fas和 FasL 均可分泌或脱落至细胞外 , 成

为可溶性功能活动分子 ,即 sFas 和 sFasL。 Fas、FasL、sFas 和

sFasL 共同组成 Fas 系统。

2　Fas 系统诱导细胞凋亡的机制

目前研究表明 ,天然表达或转染表达的 Fas 基因对细胞

凋亡均有促进作用 , 而 Fas 抗体也可诱导细胞凋亡。 Fas 抗

原作为细胞表面受体 , 其天然配体可能是某种刺激信号 , 通

过信号传导最终诱导细胞凋亡 , 而 Fas 抗体正是模拟了配体

的这种作用;另外 , Fas 抗原也可能是某种生长因子受体 , 而

Fas抗体与之结合能阻断其生长因子的作用 ,因而发生凋亡。

曾经认为 ,细胞毒 T 淋巴细胞(CTL)释放的穿孔素和颗粒酶

是促使靶细胞死亡的绝对机制。 近年来发现 , Fas 途径亦是

细胞毒效应的重要机制。CT L表面的 FasL与靶细胞表面的

Fas结合 , 可激活 Caspases 而诱导表达 Fas 的靶细胞凋亡。

由于 Fas及其配体在体内许多组织中都有广泛表达 , 因此可

能通过调节细胞凋亡的方式 ,在其他的组织细胞转化及组织

平衡中发挥重要作用。

Fas系统诱导细胞凋亡的作用方式有:(1)相邻细胞的

Fas和 FasL 相互作用导致彼此杀伤 ,即细胞间凋亡;(2)细胞

自身的 Fas和 FasL 相互作用引起自身细胞凋亡;(3)sFasL

杀伤相邻 Fas阳性细胞 , 即旁分泌杀伤;(4)sFasL 杀伤自身

细胞 ,即自分泌杀伤。

Fas基因介导的细胞凋亡机制尚未完全阐明 , 可能有以

下三种机制:(1)FasL 是死亡因子 , Fas 则是它的受体。 FasL

与 Fas膜外区结合后 ,将信号传递到膜内 , 诱导 Fas 死亡域与

含 Fas死亡域的 Fas关联蛋白(FADD)结合 , FADD以其死亡

效应域结合 Caspases(一群含半胱氨酸蛋白酶), 从而激活一

系列级联反应 ,导致细胞凋亡[ 1] 。(2)Fas 介导的细胞凋亡还

可能以神经酰胺作为第二信使传递信号 , 通过激活一系列蛋

白激酶和转录因子最终激活共同信号传递通路 , 引起细胞凋

亡 ,这一过程被称为神经鞘磷脂循环[ 2] 。(3)另外有丝分裂

原蛋白激酶(MAPA)的两个亚类 JNK 和 EPK 可以传递 Fas

的凋亡信号[ 3] 。 sFas 与 FasL有很高的亲和力 ,可同膜型 Fas

竞争结合 FasL , 但不引起凋亡 , 起间接抑制凋亡的作用。

sFas 和 sFasL 的这种作用方式可能是体内细胞凋亡的一种

调节方式。

3　Fas 系统与肝移植排斥反应

3.1　Fas 系统介导的肝移植排斥反应的机制　许多研究表

明 ,细胞凋亡广泛存在于器官移植排斥反应中 , 包括同种移

植及异种移植的超急性排斥 、急性排斥和慢性排斥。无论是

动物实验还是临床移植物活检标本的检测 ,均可见发生排斥

反应时移植物细胞凋亡数显著高于未发生排斥者。肝移植

排斥时凋亡发生的机制尚不清楚。 Qian 等[ 4] 研究发现发生

大鼠肝移植排斥时移植物内肝细胞凋亡增多 , FasL 表达增

多 , CTL活性增强 , 而在自发性肝移植物接受时则出现 T 细

胞功能的部分缺失 , 说明 Fas/ FasL 相互作用诱发的细胞凋

亡在肝移植中发挥重要作用。 Shintaku 等[ 5] 发现大鼠肝移

植排斥发生时 ,促进凋亡的基因如 Bax、bcl-xs 及FasL 表达增

多 ,而抑制凋亡的基因如 bcl-2、bcl-x l的表达无明显改变 , 说

明其机制可能是上调促凋亡基因的表达引起。 Tannapfel

等[ 6]对临床肝移植患者术后肝活检资料加以研究 , 发现急性

排斥时 , Fas 及 FasL表达明显增高 , 说明 Fas/ FasL 相互作用

诱发的肝细胞凋亡是移植排斥后发生肝损伤的重要机制之一。

3.2　Fas 系统在肝移植排斥反应防治中的应用　细胞凋亡

是器官移植组织损伤的一种机制 , FasL 和 FasLmRNA 的检

测有可能成为监测排斥反应的指标。预防移植物细胞的凋

亡能减少移植物损伤而延长其存活时间;促进移植抗原特异
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的淋巴细胞凋亡则有利于移植耐受。这些策略有可能成为

抗排斥治疗的新手段。利用特异性抗 Fas/ FasL 抗体或药物

的中和/抑制作用 , 可以消除或减弱 Fas 途径对组织细胞产

生的损伤 ,抗 Fas/FasL的中和抗体或 Fas途经的抑制物将可

能是潜在的治疗药物。而可溶性 Fas 特异性阻断 Fas 介导的

凋亡这一特性也有可能应用于肝移植后肝细胞保护方面。

此外 , 有学者最近指出[ 7] , 血红素加氧酶-1 的转基因治疗可

以通过 CO 信号途径防止 Fas 途经介导的凋亡 , 从而提高移

植肝生存时间。

4　Fas 系统与肝移植耐受

4.1　Fas系统诱导肝移植耐受的机制　近来发现 , 移植器官

内浸润的淋巴细胞可发生凋亡 ,这些细胞的凋亡有利于移植

耐受的建立和维持。移植物局部 FasL 的表达能够通过 Fas

途径有效地清除移植物内浸润的淋巴细胞而诱导移植耐受。

大鼠同种异体肝移植后 , 肝细胞 FasL 与汇管区淋巴细胞的

凋亡指数成正相关 , 自发耐受组肝细胞 FasL 表达显著高于

急性排斥组 ,推测可能是表达 FasL 的肝细胞与浸润淋巴细

胞结合后 , 通过激活 Fas 通路 , 使后者发生凋亡 ,从而诱导免

疫耐受;而急性排斥组肝细胞表达 FasL少 , 表达Fas增多 , 这

就使肝细胞与浸润淋巴细胞结合后 , 导致肝细胞发生凋亡 ,

最终导致急性排斥反应的发生。因此 , 刘玉兰等
[ 8]
指出大鼠

肝移植后不同部位细胞的凋亡与其 Fas/ FasL 的不同表达有

关 ,而 Fas/ FasL 的不同表达将部分决定移植肝脏是发生免

疫耐受还是免疫排斥。

4.2　Fas系统诱导肝移植耐受的应用　鉴于 FasL 可与 Fas

作用诱导 Fas+的 T 细胞凋亡 , 如果能提高移植肝 FasL的表

达 ,则会具有诱导移植耐受作用。 Li等[ 9]将 FasL 基因克隆

到哺乳动物表达载体 PCAGGS 中 , 与日本凝集素病毒(HVJ)

脂质体混合 , 在大鼠肝移植术前 3 天注入供体门静脉内 , 将

供肝移植入受体后移植物存活时间明显延长 , 移植物 FasL

表达明显增高 ,用末端标记法检测发现移植物内浸润的淋巴

细胞发生明显的细胞凋亡。

近年来 ,有些学者基于免疫特赦原理提出:利用基因工

程技术使移植物表达 FasL或与 FasL 表达细胞共移植 ,可能

导致移植物产生耐受。关于免疫特赦 , 最先认为是通过阻止

自身反应性 T 淋巴细胞进入免疫特赦部位而维持的 ,近年来

提出了另外一个全新观点[ 10] :免疫特赦作用不是一个被动

的通过机械屏障防止免疫及炎症细胞进入的过程 , 而是通过

诱导凋亡而产生免疫耐受的主动过程即 FasL大量存在于这

些特赦区 ,与进入该区的活化淋巴细胞上高度表达的 Fas 抗

原结合,导致淋巴细胞的凋亡,从而维持这些区域的免疫特赦。

Lau等将异源胰岛细胞和人工构建的由 FasL 基因转染

的同源成肌细胞混合植于小鼠肾包囊中 , 其存活时间较单纯

胰岛细胞移植对照组有明显延长 ,并能使糖尿病小鼠模型保

持长达 80 天之久的正常血糖水平 ,证实转 FasL 基因治疗能

给移植的胰岛细胞提供特异性的免疫保护作用。 王学浩

等
[ 11]
对行异基因肝移植的受体 Wistar 大鼠腹腔注射转 FasL

基因的树突状细胞(DC), 手术后 7 天用原位末端标记法

(TUNEL)及透射电镜观察移植肝细胞及肝脏内淋巴细胞凋

亡 ,结果发现对照组大鼠在 9～ 15 天迅速死亡 , TUNEL及电

镜观察发现肝细胞变性坏死明显;而转 FasL 基因治疗组免

疫排斥反应轻微 , 移植后大鼠可存活超过 6 个月 , 原位末端

标记法及透射电镜均发现 FasL基因治疗组肝脏内浸润淋巴

细胞凋亡明显 ,证实转 FasL 基因 DC 细胞治疗能有效地诱导

肝移植免疫耐受 ,其机制是诱导了肝脏内浸润淋巴细胞凋亡。

4.3　Fas 系统诱导移植免疫耐受的两重性　尽管 Fas 转基

因技术转移植物表达 FasL在保护移植物免遭排斥方面有一

定的作用 ,但也有不支持这一观察的报道。蔡世荣等[ 12] 报

道 ,在转染 FasL基因的胰岛细胞移植后并未出现浸润淋巴

细胞凋亡 ,反而由于胰岛细胞直接表达 FasL , 使其自身细胞

凋亡 ,加速排斥反应。对于 FasL 基因转染的移植物有两种

截然不同的效果:表达 FasL的携带细胞与胰岛共移植会保

护FasL表达阴性的胰岛移植物 , 而胰岛移植物自身表达

FasL 则引起排斥加速 , 其原因尚待进一步研究。 FasL 如果

能适量地表达 ,对维持机体内环境的稳定具有重要作用 , 而

一旦其过量或过低地表达 ,将带来危害 。FasL 表达过低会引

起淋巴细胞增殖 , 易患白血病 、淋巴瘤;而当 FasL 过高表达

时会出现明显的组织损伤。 Muruve等[ 13]将小鼠 FasL 基因

亚克隆到受巨细胞病毒(CMV)启动子调控的腺病毒载体中 ,

构成 adCMV-FasL ,体外转染 Jurka t细胞可致其凋亡;体内注

射 adCMV-FasL后可导致Wistar大鼠和 DBA/2 小鼠广泛的

肝细胞凋亡和坏死。故转 FasL基因时必须考虑其表达产物

的浓度 ,过量表达将导致移植物的损伤。 Li等[ 14] 将含 FasL

基因的质粒(pFasL)与 HVJ 脂质混合后 ,以不同剂量经门静

脉注射 ,结果发现 180 μg 的 pFasL剂量有较好的免疫保护作

用 ,可使移植物生存时间明显延长 , 而 270 μg 及 360μg 剂量

组的大鼠则因急性肝炎在 48 h 内死亡 , 90 μg 组则不能使移

植物生存时间延长 ,亦不引起肝炎。以上两重性提示在应用

FasL 诱导移植免疫耐受时要注意 FasL的可控性;在转基因

治疗中要严格掌握转染的方式及剂量。在诱导肝脏移植免

疫耐受可使用肝脏靶向性载体 , 如脂质体 HVJ 等;若使用逆

转录病毒或腺病毒作为载体 , 最好使用体外转染法 , 通过门

静脉途径给药。

5　结语及展望

Fas系统虽然在肝移植后浸润淋巴细胞以及肝细胞凋亡

等方面具有重要调控作用 ,但对其调控机制的许多深层次问

题还不清楚 ,特别是对细胞凋亡调控分子机制的研究还有待

探讨 ,深入研究细胞凋亡的 Fas基因调控机制必将为肝移植

免疫机制的阐明提供理论依据。 Fas/FasL 相互作用在诱导

肝移植免疫耐受中具有重要地位 , 合理使用转 FasL 基因治

疗是建立移植耐受的方法 ,必将给肝移植术后抗移植排斥治

疗开辟新的途径。但目前转 FasL基因治疗诱导移植耐受仅

有动物实验研究 , 如何合理的使用转 FasL 基因治疗诱导肝

移植免疫耐受还有待于临床进一步探讨。
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　　近年来冠心病的发病率和死亡率居高不下 , 探求新的更

为理想的治疗心肌梗死的方法 , 也一直是研究的热门课题 ,

虽然成果显著 , 但现有的治疗方法 , 如药物 、溶栓 、经皮冠脉

内成形和支架植入术(PTCA+S)以及外科手术等 , 都有一定

的局限性和并发症。尤其对大面积严重的心肌梗死 , 心脏移

植存在供体严重不足 、免疫排斥等问题。因此 , 骨髓间充质

干细胞(marrow mesenchymal stell cells , MMSC)移植无疑为

人们带来了新的希望。

1　MMSC 生物学特性

MMSC 具有较强的自我复制能力和多向分化潜能。 早

期分离培养时 ,发现其形状呈成纤维细胞样而称其为“成纤

维细胞集落形成单位(colony-fo rming unitfibroblastic , CFU-

F)” 或 “骨髓基质成纤维细胞(marrow stromal fibroblasts ,

MSF)”。随着研究的深入 ,人们发现其对骨髓血系细胞起支

持诱导作用 ,又因其来自于骨髓基质 , 因而称其为“骨髓基质

细胞(bone mar row stromal cells , BMSCS)” 。近年来因发现在

不同的诱导条件下 , 具有向中胚层组织细胞分化的能力 , 如

向成骨细胞 、成软骨细胞 、脂肪细胞 、成纤维细胞等分化能

力 ,又称其为“间充质干细胞(mesenchymal stem cells)” 、“间

充质祖细胞(mesenchymal progenitor cells)”或“骨源性干细胞

(osteogenic stell cells)” [ 1] 。

MMSC 形态成纤维样 , 可聚集成均匀集落 , 细胞表面蛋

白 SH2、SH3、CD29 、CD44 、CD71、CD90 、CD106 、CD124 等呈

阳性 ,但 CD14、CD34 和CD45 造血谱系标记则呈阴性[ 2] 。因

此这些细胞明显不同于其它CD34表面抗原阳性的骨髓成纤

维细胞。

目前获得 MMSC 的方法可分为三步:(1)初筛 , 分离出

可能含 MMSC 的细胞群体;(2)培养 、扩增;(3)鉴定。一般

将骨髓分离后在特定的条件下培养 , 然后 , 根据细胞形态学

及表面标志物的检测进行判断。 对 MMSC 的特征描述及其

分离方法都是以一个细胞群体的形式进行的。 对 CD14、

CD34和 CD45的阴性反应在筛选时可作为一定的参考依据。

一般认为 ,MMSC 只存在于骨髓中 ,但最近的研究发现 ,

从人的骨骼肌中也可以分离出 MMSC , 它同样可以分化为骨

骼肌管 、平滑肌 、骨 、软骨及脂肪。此外也有学者分别从骨外

膜和骨小梁分离出 MMSC。目前用于初筛分离 MMSC 的方

法主要有三种:(1)密度梯度离心法:根据 MMSC 与其他细
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