
外周血干细细移植后GVHD的动态监控可溶性人类白细胞抗原-I及临床意义  

    人类白细胞抗原(HLA)又称移植抗原，存在于几乎所有的有核细胞表面，是区别种内个体间差异的主要分

子，与移植排斥密切相关。可溶性人HLA-I抗原(sHLA-I)存在于血清[1]、汗液、乳汁、尿液[2]中的HLA-I类

分子，其结构与膜HLA分子基本相同，是由α链和β链微球蛋白以非共价键形成的异源二聚体，其中α链具有多

态性抗原决定族，并可被同种抗血清或单克隆抗体(mAb)识别[3]。sHLA-I在体内参与免疫应答，具有免疫调

节功能，可诱导产生免疫耐受，临床上可抑制移植排斥反应的发生。1997年以来，国外相继有文献报告肝

[4]、骨髓[5]、心[6]、肾[7]、肺[8]的受者在排斥反应发生前1周左右患者血清中总sHLA-I和供者特异性

sHLA-I水平会升高，而不发生排斥反应者则不升高，提出sHLA-I作为监控器官移植排斥反应的指标。本研究

对24例异基因外周血干细胞移植患者移植前后血清中sHLA-I的浓度进行了检测。 

    

1  材料和方法 

    1.1  材料 

    1.1.1  病人及健康献血员  汉族正常献血员63名(男39名、女24名)，年龄18~40岁，来自南方医院输血

科。异基因外周血干细胞移植患者24例来自长海医院血液科，21例为同胞供体，3例为非血缘关系供体；其中

男9名、女15名，年龄14~43岁，平均28岁。24例移植受者的基本临床资料见表1，移植物抗宿主病(GVHD)评

价按文献[9]标准。 
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    1.1.2  血清标本  采集外周血干细胞移植前、后病人及健康献血员外周血5~8 ml分离血清。3个月内每

7 d系统收集外周血干细胞移植后本组研究对象的血液标本。并针对症状个别采集1年内的标本。所有标本均

存放于-30 ℃保存。 

    1.1.3  试剂  W6/32单克隆抗体(晶美公司Serotec产品)；兔抗人β微球蛋白(一抗，华美公司，

Fitzgerald产品)；羊抗兔IgG HRP(酶标二抗，华美公司产品)；sHLA I标准品(HLA B7，Sangsart产品)；

底物液(磷酸盐 柠檬酸缓冲液，pH 5.0)；终止液(2 mol/LH
2
SO

4
)。 

    1.2  方法 

    1.2.1  ELISA双抗夹心法  采用本研究室创建的ELISA双抗夹心法[10]定量检测sHLA-I。将96孔酶标板

经磷酸盐缓冲液(PBS，pH 9.6，0.05 mol/L)冲洗后，每孔加W6/32单抗(10 mg/L)100 μl，置4 ℃作用18 

h，再以含吐温-20的PBS洗涤液(pH 7.4，0.02 mol/L)冲洗，每孔加1%牛白蛋白(BSA)-PBS，室温封闭1 h，

再冲洗后备用。被检血清以样本稀释液(0.25%BSA-PBS，含Mg2+ 1 mmol/L)作1∶25稀释，稀释液单独作空白

对照。每孔加样100 μl，37 ℃保温2 h后弃上清液并洗涤，再加兔抗人β2m HRP (1%BSA-PBS 1∶1 000稀

释)100 μl，37 ℃保温1 h，弃上清液并洗涤，加底物应用液四甲基联苯胺(TMB)100 μl，37 ℃保温30 

min，加2 mol/L硫酸50 μl终止反应，然后在5 min内以酶标测读仪(双波长450 nm/630 nm)测定吸光度值。 

    1.2.2  资料分析  以各个体在功能稳定期测得的平均值作为该患者的基线水平，以此基线值为基础。由

于同种异基因外周血干细胞移植病人移植前后各个体血清中的sHLA-I含量差异很大，我们采用△sHLA-I=

[post- PBSCT concentration]-[pre- PBSCT concentra- tion]，求得每例患者每份标本的增加率，进而



求得本研究中24例标本sHLA-1的平均增加率，各组患者间进行比较。并运用SPSS13.0统计软件进行t检验和

均数及标准差分析，获得有意义的数据。 

    

2  结果   

    2.1  健康献血者sHLA-I平均值 

    63名正常非亲属献血员测得的sHLA-I平均值为(738.16±403.18) μg/L，较外周血干细胞移植前病人血

清sHLA-I水平没有显著性差异。 

    2.2  外周血干细胞移植受者移植前、后sHLA-I的动态检测 

    2.2.1  未发生GVHD患者移植前后sHLA-I含量变化  检测结果表明6例临床未发生GVHD的外周血干细胞移

植受者，其血清中sHLA-I含量无明显波动。移植前后t检验结果P>0.05，没有显著性差异(表2)。 

    2.2.2  发生Ⅰ度GVHD患者移植前后sHLA-I含量变化  检测结果表明4例临床证实发生Ⅰ度GVHD的外周血

干细胞移植受者，其血清中sHLA-I含量无明显波动。发生GVHD前、中及免疫冲击治疗后至稳定期与移植前

sHLA-I基础水平含量的t检验分析结果P>0.05，没有显著性差异。Mean+SD(△sHLA-I) =1.267±6.968(表

3)。 

    2.2.3  发生Ⅱ度GVHD患者移植前后sHLA-I含量变化  检测结果表明8例临床证实发生Ⅱ度GVHD的外周血

干细胞移植患者，其血清中sHLA-I含量在发生GVHD前、中及免疫冲击治疗后有明显波动。发生GVHD前与移植

前sHLA-I基础含量的t检验分析结果P<0.05，具有显著性差异。Mean+SD(△sHLA-I)= 62.258±5.493(表

4)。GVHD期间与移植前sHLA-I基础含量的t检验分析结果P<0.05，具有显著性差异。Mean+SD(△sHLA-I)

=102.612±6.615。免疫冲击治疗后至稳定期与移植前sHLA-I基础水平含量的t检验分析结果P>0.05，没有显



著性差异；Mean+SD(△sHLA-I)=3.041±3.004。 

    2.2.4  发生Ⅲ-Ⅳ度GVHD患者移植前后sHLA-I含量变化  检测结果表明6例临床证实发生Ⅲ-Ⅳ度GVHD的

外周血干细胞移植患者，其血清中sHLA-I含量在GVHD前、中及免疫冲击治疗后发生明显波动。发生GVHD前与

移植前sHLA-I基础含量的t检验分析结果P<0.05，具有显著性差异。Mean+SD(△sHLA-I)=60.878±4.927(表

5)。GVHD期间与移植前sHLA-I基础含量的t检验分析结果P<0.05，具有显著性差异。Mean+SD(△sHLA-I)

=172.920±9.886。免疫冲击治疗后至稳定期与移植前sHLA-I基础水平含量的t检验分析结果P>0.05，没有显

著性差异；Mean+SD(△sHLA-I)=3.903±5.885。 

    

3  讨论   

    人类白细胞抗原(HLA)又称主要组织相容性抗原，存在于几乎所有的有核细胞表面，是区别种内个体间差

异的主要分子，与移植排斥密切相关。可溶性HLA-1抗原(以下简称sHLA-1)存在于人血清、汗液、乳汁、尿液

中的HLA I类分子，其结构与膜HLA分子基本相同，是由α链和β链微球蛋白以非共价键形成的异源二聚体，其

中α链具有多态性抗原决定族。sHLA-1在体内参与免疫应答，具有免疫调节功能，可诱导产生免疫耐受，临床

上可抑制移植排斥反应的发生。正是鉴于sHLA-1的上述诸多功能，近年来对sHLA-1 的研究倍受移植免疫工作

者的重视。 

    检测sHLA-I的方法有细胞毒抑制试验，一维等电聚焦凝胶电泳(ID-IEF)，流式细胞仪(FACS)及酶联免疫

吸附试验(ELISA)四种。细胞毒抑制试验操作简便，但只能定性，不能定量，也容易受抗体额外反应干扰。



ID-IEF可检测sHLA-I的同种异型，但也不能定量。FACS要求设备及试剂用量大。双抗夹心法ELISA检测sHLA-

I技术至今未引进国内，本法包被抗体为W6/32单抗，它能与sHLA-I分子α链3区(无多态性)结合，再以抗β2m 

HRP与W6/32单抗结合，从而测定sHLA-I。不同文献报告，正常人血清中sHLA-I含量有所不同，区别如下：

(990±160) μg/L(美国)， (868.9±715.0) μg/L(日本)， (415.6±256.1) μg/L(韩国)。我们测定本组

中国人为(738.16±403.18) μg/L。各实验室的结果互有出入的原因，除与种族差异有关外，也与试剂及实

验技术有关。sHLA-I的临床意义在于：与各个体正常基础水平相比较或动态观察其升降，故试剂和操作方法

必须一致才能正确比较其结果。 

    Zavazava等[9]曾报告肾和心脏移植各50例，出现临床排斥反应前10 d sHLA-I升高10倍，排斥反应控制

后下降。随后国外有文献相续报告肝、骨髓、心、肾、肺的移植受者在排斥反应发生前一周左右患者血清中总

sHLA-I和供者特异性sHLA-I水平会升高，而不发生排斥反应者则不升高，提出sHLA-I作为监控器官移植排斥

反应的指标。升高的sHLA-I主要来源目前有两个方面的解释：一是GVHD后受到免疫损伤的受体组织在发生

GVHD时，免疫细胞被活化刺激局部或全身性细胞因子的释放，而这些细胞因子又可以上调HLA-I类抗原的表

达。二是免疫损伤导致受体细胞死亡，死亡细胞膜上的HLA-I类抗原可以水解脱落释放入血液循环。 

    目前监控外周血干细胞移植后GVHD主要是通过实验室血清学参数，主要包括：丙氨酸氨基转移酶、总胆

红素、碱性磷酸酶等和组织病理学。然而前者标本易于获得，但不够灵敏和特异，后者目前常用于临床诊断排

斥反应，但为侵入损伤性，预测价值有限。我们初步观察了本组外周血干细胞移植病例，移植后依据GVHD的

发生及等级，受体内sHLA-I浓度有无不同的变化。研究发现移植后发生Ⅱ-Ⅳ级GVHD的移植病人其血清中

sHLA-I含量与移植前浓度有显著性差异(P<0.005)。14例发生Ⅱ-Ⅳ度GVHD移植病人在GVHD前期sHLA-I即有

显著性升高(P<0.005)，GVHD期间sHLA-I升高达更具差异并达到峰值，△sHLA-I的均数从GVHD前期60.878上

升到GVHD期间172.920可以预见检测血清中sHLA-I的含量对于外周血干细胞移植后GVHD的发生具有监控作

用。经免疫抑制剂冲击治疗后，在稳定期又降至基础水平。而无GVHD或Ⅰ级GVHD患者sHLA-I无明显波动

(P>0.05)。Liem[10]的研究也曾报道BMT移植后发生GVHD时患者血清中sHLA-I有明显升高，但未证实在排斥

前sHLA-I类分子浓度的变化，笔者认为这是与移植后样本的及时采集有关联。 

    sHLA-I作为一种新的血清学参数，对外周血干细胞移植的监控较敏感、特异，且是一种非损伤的客观实

验诊断指标。因此我们认为通过动态检测sHLA-I类分子的浓度，可能有助于监控排斥反应，判断移植状况。

但由于不同个体的sHLA-I类分子浓度相差很大，所以应当建立每例患者的基线水平，并以基线值为基础，动

态分析每位患者每份标本sHLA-I的升高和降低才具有临床意义。由于本研究实验样本数的限制，对于sHLA-I

在器官移植排斥反应中的变化规律，生物学意义及影响因素尚有待积累更多病例进一步分析。 
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