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一、中文摘要
本計劃的目的在瞭解複合組織移植後，不同的提供者淋巴細胞對複合組織移
植所可能產生的影響；使用的移植模式為帶骨骼、肌肉、血管及皮膚瓣移植模式
（Osteomyocutaneous），以 Brown Norway（BN）大鼠為移植物提供者，以 Lewis（LEW）
大鼠為移植物接受者。LEW鼠自移植前一天起開始投與免疫抑制劑（LEF 10/mg/day,
FK506 0.5mg/kg/day）至移植後 30天止；移植後每週由尾靜脈抽血，經同時以抗
BN鼠 MHC I抗體及抗 CD4 or CD8抗體染色後，再以流式細胞計數儀分析。結果
移植物在移植後第六週開始發生排斥，第八週時全部發生排斥，而移植後一週即
可偵測到細胞交移現象，三週時達到最高，之後降低，八週後即偵測不到。而偵
測到的細胞中，早期表現 CD8分子者較 CD4分子者為多，但發生排斥時，反而
CD8分子的比率即減少，故初步認為，這些表現 CD8分子的淋巴球應有助於移
植物的維持。

關鍵詞：帶骨骼、肌肉、血管及皮膚瓣移植、CD8、流式細胞計數儀

Abstract
Puepose : To understanding that the osteomyocutaneous allograft is affected by different
chimeric lymphocyte, we perform this research.  Material and method: Male Brown Norway
and Lewis rats are the donor and recipient respectively.  Immunosuppressant administration
(combination of Leflunomide 10mg/kg/day and FK506 0.5mg/kg/day) start at the day before
transplantation and cease at 30th day after transplantation.  After transplantation, whole blood
was collected from recipient tail weekly. Those blood was treated by Anti-BN MHC I
monoclonal antibody and anti-CD4 or Anti-CD8 monoclonal antibody, then analyzed by
flowcytometry.  Result: some graft appeared rejection from sixth week after transplantation
and all rejected at eighth week.  Lymphocyte chimerism found within the first week, but just
few.  At the third week, lymphocyte chiemrism mount to the top then descent.  After eighth
week, chimerism was undetectable.  At the early stage after transplantation, chimeric
lymphocyte expressed much CD8 molecules than CD4.  When rejection, the rate of CD8
molecule expression was decrease.  We thought that the lymphocyte expressed CD8 may
play important role for maintenance of graft survival.
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計畫緣由與目的



四肢殘缺會造成功能上極大的不便，也影響到外觀，引起心理及人際關係
的障礙，尤其上肢之功能特別重要；雖然目前我們可以用義肢以及小部份的自
體移植手術（例如足部構造移植至手），但其來源有限，因此臨床上往往病人會
問我們是否可如其他器官如心臟、腎臟做異體移植。我們顯微實驗室也朝此方
向努力，並成功地利用適當免疫抑制劑（cyclosporin 及 leflunomide）移植老鼠
的下肢，並得到滿意的功能性恢復。

FK506是作用機制與 CsA相似的免疫抑制劑，但效果較 CsA高出許多，而
副作用卻明顯較小；在骨髓移植時 FK506能有效治療 GVHD，在心臟移植也有
不錯的抗排斥效果，甚至在腎臟與胰臟同時移植的病例報告指出，當無法有效
的以 CsA控制排斥反應時，FK506能用來逆轉初期產生的排斥反應；另外在肢
體的異體移植上，以 ACI to LEW大鼠的研究模式中，長期的間段投予 FK506
（2mg/kg）能成功的使移植物存活近 300 天，沒有出現排斥反應，甚至能逆轉
早期之排斥反應。新近的報告發現，FK506 可增加體內神經生長因子的分泌，
而神經在受到擠壓的傷害時，FK506有促進受損的神經功能恢復的能力。
在一些針對細胞交移的研究中，報告了一些細胞交移的種類、時間及頻率的

相資料；1995年對同時有骨髓與心臟（或肺臟）移植的病人追蹤研究指出，在
15個伴隨有骨髓移植的臟器移植病人中，有 11個人周邊血液在移植後 220天
（最後一次追蹤）仍能偵測到提供者的白血球；而未伴隨骨髓移植的臟器移植，
則僅有一個病人（1/5）移植 15 天曾被檢測到提供者的白血球，其餘均無法偵
測到。1997年對伴隨有骨髓移植的大鼠腎臟移植實驗中發現，提供者的 CD8+
細胞在移植後會短暫出現接受者週邊血液中，而提供者的 CD16+細胞則無法在
移植後被偵測到，而該項實驗模式的移植物長期存活率（存活 120 天以上）僅
有 50%。1998 年另一組針對大鼠心臟異位移植（伴隨有心臟移植）的研究中
指出，在移植後 56 天仍可在接受者週邊血液中偵測到提供者的細胞，但超過
100 天後就測不到了；而當老鼠犧牲後，可分別在接受者的心臟(95%)、皮膚
(80%)及脾臟(23%)偵測到提供者的基因物質(DNA)存在，而且伴隨有骨髓移
植的大鼠偵測到的比率越高。
本實驗擬應用大鼠的模式，以帶骨頭肌肉皮膚瓣移植，藉由免疫螢光作用
及流式細胞分析儀的分析來瞭解移植後提供者淋巴細胞出現在接受者周邊血液
的情形，並瞭解其中不同淋巴細胞對移植物維持可能產生的影響。

材料與方法：
實驗動物：

分別採用購自國科會實驗動物中心之雄性Brown-Norway(BN/SsN, RT-1n)

（體重300公克）與Lewis (LEW/SsN, RT-1l)大鼠（體重350公克）為組織之
捐贈者及接受者， BN和LEW有著極強之免疫不相容性。
帶骨骼、肌肉、皮膚及血管組織的異位移植：



組織捐贈者老鼠（BN）麻醉：先以4% halothan伴隨N20作引導，再以腹
腔注射Sodium pentobarbital麻醉，劑量65mg/kg。
帶骨頭、肌肉、皮膚及血管移植物之截取：將右後肢內、外側及下腹部剃毛
（手術需無菌操作），將動物固定在手術板上，利用小電毯及紅外燈維持動物體
溫。手術方式採用本實驗室所發展出之大鼠帶骨骼、肌肉、皮膚及血管的移植模
式，分別於後肢之踝關節及股骨中段作皮膚環切，之後將內側皮膚延血管向踝關
節處切開並鈍剝；皮膚往上鈍剝至脛骨前緣，往下則一直鈍剝至肢體後緣，使內
側肌肉完全呈現；外側皮膚則延續肢體內側後緣皮膚的鈍剝，直至前脛骨肌接合
處。由皮膚剝開面，小心將外包於股骨及脛骨的所有肌肉剝除，內側沿著股動、
靜脈延伸的血管後緣將肌肉剪除；外側則將皮膚未附著之肌肉全部剝除，最後僅
留腓腸肌附著於脛骨上，肌肉剝除過程中所遇到的血管及神經分支均需做適當處
理（如結紮或燒灼後切斷），之後將股動脈及股靜脈小心剝離。待一切處理好後，
分別以刀片小心將膝關節與踝關節切開，使移植物上僅剩完整的脛、腓骨、腓腸
肌、股動、靜脈及其延伸的血管與附著在移植物上的皮膚；此時移植物之剝離已
完成，移植物僅以股動、靜脈與大鼠連接，故先以無菌紗布沾濕後包被，等待接
受者大鼠處理好後，即可截取移植物。移植物取下後，組織捐贈者以過量之
Sodium pentobarbital做心臟注射，行安樂死。
移植手術：組織接受者老鼠（LEW）先以 4% halothan伴隨 N20作引導
之後，以 1-2% halothan維持麻醉。大鼠於左後肢內側剃毛，經無菌處理後，
延腹股溝做二公分之皮膚切口，再將皮膚延血管向下剪至踝關節處，之後鈍剝
皮膚，將整個內側肌肉均呈現出來。小心剝離腹股溝處之股動脈及股靜脈，於
肢體端將其結紮，結紮點儘量靠近 epigastric vessels與 saphenous vessels
的分叉點，之後以血管夾夾住股動脈及靜脈後，剪斷血管，並立即將截取之移
植物固定在內側肌肉上，進行移植物與接受者血管的吻合。血管吻合後，小心
修整移植組織的皮膚面積，使其符合皮膚切口大小與形狀，再縫合接受者與移
植組織的皮膚。手術前後動物不給予抗生素，並以 X-光片軟片所改製之
Elizabethan collar置於大鼠頸部 6天，防止自殘現象。

免疫抑制劑劑量
合併使用 LEF及 FK506，劑量分別為 LEF 10mg/kg/day； FK506 0.5mg/kg/day。

移植後周邊血液的細胞像變化
自移植後每週抽取血液，同時以抗BN MHC I抗體(OX-27, Serotec)及抗CD4

(Phamingen) or 抗 CD8(Phamingen)抗體標定及螢光呈色後，於流式細胞計數儀
計算移植後 BN鼠 CD4及 CD8細胞在－週邊血液出現比率的變化。

結果：
表一、移植後周邊血液出現 BN淋巴球的比率
週數 淋巴出現的比率
一 0.84 %



二 1.84 %
三 3.47 %
四 2.23 %
五 1.27 %
六 0.92 %

圖一、移植後周邊血液出現 BN淋巴球的比率

表二、週邊血液中 BN鼠來源淋巴球表面分子表現比率
週數 CD4分子(%) CD8分子(%)
一 0.19 0.9
二 0.69 1.01
三 1.45 1.82
四 0.45 0.89
五 0 0.1
六 0.29 0.31

圖二、週邊血液中 BN鼠來源淋巴球表面分子表現比率
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討論
由本實驗得知，移植後一週內即可由 LEW鼠週邊血液中發現 BN鼠的淋巴
球，這種現象叫做細胞交移（cell chimerism），但是比率極低，僅 0.84%；而在
第三週時達到最高量，平均約 3.47%，但隨後即下降；第六週後，部分老鼠出
現排斥現象，因此逐漸無法偵測到細胞交移現象（僅有 0.92%）；第八週後，因
所有移植物均已發生排斥現象，因此無法偵測到細胞交移的現象。
由於本實驗中所採用之帶肌肉骨骼皮膚瓣移植模式中，移植了完整的脛腓
骨，相當於將 BN鼠的小部分骨髓（含完整的骨髓腔）移植至 LEW鼠身上，因
此該骨髓應具有不斷更新 BN 鼠血球細胞的能力；而由結果中亦證實該骨髓的
確發揮應有的功能，在前幾週能不斷補充新生的 BN鼠血球細胞至 LEW鼠血液
循環中，只是在第三週後，因某種因素（或許是即將發生排斥）使該骨髓失去
功能或被抑制住，使得被送入 LEW鼠血液中的 BN鼠血球細胞減少。
一般而言，大鼠平常血液中的淋巴球以 T淋巴球為主，而 T淋巴球中表現

CD4分子者佔約 50-60%，CD8分子約 20-30%，但本實驗中發現，在移植
後的早期（前二至三週），由移植物移動到接受者血液中的淋巴球以表現 CD8
分子者佔優勢，但在後半段 CD4分子的比率即逐漸提升，此時細胞交移的情形
也逐漸減少；就以往的文獻表示，CD8分子為細胞毒殺性 T細胞(cytotoxic T
cell)主要的表現分子，是執行細胞免疫的重要角色，因此在移植前清除此類細
胞時可能有助於移植物的存活；但有趣的是，部分研究也指出，具 CD8分子的
細胞可媒介一些特殊效應（如 veto phenomenon等），有助於移植物的長期
存活；因此本實驗中具 CD8分子與 CD4分子的細胞消長結果，我們初步判定
此類具 CD8分子細胞應與移植物的維持有關。
雖然許多研究中均提到產生細胞交移不一定能使接受者對移植物產生免疫
耐受性，而產生免疫耐受性的接受者體內，也不一定有細胞交移的情形，但本
實驗的結果似乎較支持「維持細胞交移有利於移植物的存活」。

計畫成果自評
1. 本實驗已使本實驗室研究人員熟悉流式細胞技術儀的操作，並能利用及分析
細胞表面抗原螢光雙重染色的結果。

2. 藉由流式細胞計數儀的分析，可瞭解複合組織移植後移植物提供者(donor)
來源的淋巴球所佔的比率，更可藉由細胞表面抗原的螢光複染色，瞭解不同
淋巴球所佔的比率。
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