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摘要!目的 探讨 !"#$%& 对小鼠同种异基因造血干细胞移植模型移植物抗宿主病!’()*"是否起预防作用# 方法 !$"
用单向混合淋巴细胞培养方法检测 !"#$%& 对 ! 淋巴细胞增殖的影响$!+"以 /01/234)5+67%8/,9$4):+62;<=分别作为

完全异基因移植和半相合基因移植的受鼠&给予 >?%=’@ 全身照射后 A=B&单纯照射组经尾静脉注射 %?&=CD=*:)EFGHI 液&

不进行细胞移植$对照组经尾静脉注射 8-J/12, 小鼠混合细胞悬液!A?-!$%, 骨髓细胞 K&?%!$%J 脾细胞"&但不进行其他

治疗处理$实验组经尾静脉注射 8-J/12, 小鼠混合细胞悬液!A?-!$%, 骨髓细胞 K=&?%!$%J 脾细胞"L!"#$%&!终浓度 +-=
!M2CD"&此后腹腔注射 !"#$%&=-%=!M26&共 J=6&然后观察其造血恢复%植入及 ’()* 的情况#结果 !$"!"#$%& 可以显著

抑制 ! 细胞活化增殖& 其抑制作用呈剂量依赖性& 在 +-=!M2CD 浓度时& 可以抑制 .&N细胞增殖# !+" 由于没有给予

’()*O防治措施&对照组受鼠 ’()* 的发生率和死亡率分别为 $%2$% 和 $%2$%$而完全异基因移植实验组小鼠 ’()*
发生率仅为 +2$%&&%=6 生存率增加至 .2$%!!P%?%$"&中位生存期延长至 &%=6 以上!!P%?%$"$半相合基因移植实验组小鼠

’()* 发生率为 $2$%&&%=6 生存率增加至 >2$%!!P%?%$"&中位生存期延长至 &%=6 以上!!P%?%$"# 结论 !"#$%& 不仅可以显

著抑制体外 ! 淋巴细胞增殖效应&而且可显著降低小鼠同种异基因造血干细胞移植模型 ’()* 的发生率#

关键词!!"#$%&$同种异基因造血干细胞移植$移植物抗宿主病
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移植物抗宿主病!’()*"是异基因造血干细胞

移植的主要并发症及死亡原因之一’$(# 动物实验和临

床初步实践证明& 选择性去除 8*AKO! 细胞或阻断
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! ! " # ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! $ % % &
实验孔 ’ ( ) * 单纯反应细胞孔 ’ ( )

对照孔 ’ ( ) * 单纯反应细胞孔 ’ ( )

+,-./0 细胞活化可以有效降低 123, 的发生!4"5#$ 小

分子有机化合物 067$ % 5 可阻断 +,-893+:相互作

用"抑制 +,-./0 细胞活化 !-#"但 067$ % 5 是否能降低

123, 的 发 生 " 目 前 尚 未 见 报 道 $ 本 实 验 研 究

067$ % 5 对 123, 的影响" 旨在探索降低 123, 的

新途径$

$ //材料和方法

$ ;$ //实验动物

供体鼠"近交系 +<=>?8@%3A4/BC"!&"D 周龄"
购自中山医科大学动物实验中心’ 受体鼠" 近交系

>E?>8’ %3A4/BF""&"D 周龄"及清洁级 +>@G$ %3A4/
B/F8C""&"D/周龄"均由南方医科大学实验动物中心

提供$ 受鼠饲养在层流架中带盖鼠笼中"鼠笼经过 $ "
$ % % % % 高氯净浸泡消毒"每周更换 4 次"饲料及饮水

均经消毒$
$ ;4//主要试剂

067$ % 5 %9H! +B/ 公 司 &"! I9" / $ @-% / 培 养 基

%1JC’ K 公司&"新生小牛血清%杭州四季青生物工程

有限公司&"淋巴细胞分离液%LJM) N 公司&$
$ ;5//方法

$ ;5;$ /53/0F! 掺入法测定 067$ % 5 对单向混合淋巴细

胞反应中 +<=>?8@ 小鼠淋巴细胞增殖效应的影响!<#

$ ;5;$ ;$ /刺激细胞及反应细胞的制备 无菌操作下取

>E?>8’ 鼠脾脏" 剪碎后置于 4% % 目金属网上滴加

,*3NOPQR 液研磨过滤"制成脾细胞悬液"用含 4% S小

牛 血 清 的 ! I9" / $ @-% 培 养 液 调 整 细 胞 浓 度 为 $ !
$ % @8) T’按终浓度 4</!M8) T 加入丝裂霉素%9JU/+&"在

5=/#(<& +V4 孵 箱 中 孵 育 5% /) JO 后"! I9" /$ @-% 培

养液洗涤 5 次"除去残余的 9JU/+"作为刺激细胞备

用’同法制备 +<=>?8@ 鼠脾细胞悬液"调整细胞浓度

为 $ ! $ % @8) T"作为反应细胞备用$
$ ;5;$ ;4/实验分组 实验组加入刺激细胞 $ % % /!T 及反

应细胞 $ % % /!T" 并按终浓度 4</!M8) T 加入 067$ % 5’
单 纯 刺 激 细 胞 组 只 加 入 刺 激 细 胞 $ % % /!T 及 ! I9" /
$ @-% 培养液 $ % % /!T’ 单纯反应细胞组加入反应细胞

$ % % /!T 及 ! I9" /$ @-% 培养液 $ % % /!T’ 对照组加入刺

激细胞 $ % % /!T 和反应细胞 $ % % /!T %每组均设 5 个复

孔&$ 于 5=/#(<S+V4 孵箱中培养 </F 后"加入53A0F!
%5=/P>W8 孔&"继续培养 $ @/X$用细胞收获仪将各组细

胞 收 集 在 玻 璃 纤 维 滤 纸 上 " 双 蒸 水 洗 去 游 离 的
53A0F! 后"放入 D% /#烤箱中烘干$ 用液体闪烁计数

仪测滤纸片每分钟脉冲数$按如下公式计算配对刺激

指数%! ! " &)

$ ;5;4//利用小鼠同种异基因造血干细胞移植模型检测

067$ % 5 对 123, 发生的作用

$ ;5;4;$ //异基因骨髓移植程序 取 =/F 前开始饮用含

红霉素和庆大霉素的清洁级雌性 >E?>8’ 鼠及雌性

+>@G$ 鼠分别作为完全异基因骨髓移植及半相合骨

髓移植受鼠"于手术日受鼠给予 @%+K" 射线全身照射

%0>" &Y;% /1Z"剂量率为 % ;</1Z8) JO$ 照射后 @/X 内经

鼠尾静脉接受雄性供鼠 +<=>?8@ 的骨髓及脾细胞悬

液输入"进行异基因骨髓移植$
$ ;5;4;4//供鼠骨髓及脾细胞的制备 无菌条件下采集

+<=>?8@ 小鼠股骨和胫骨"剪开骨骺端"用注射器吸

取 ! I9" /$ @-% 培 养 液 反 复 冲 洗 骨 髓 腔 制 成 细 胞 悬

液"过 - 号针头使之成为单细胞悬液"用淋巴细胞分

离液分离单个核细胞"备用’脾脏按 4% % 目筛网研磨

成单个细胞"% ;D5S/[3-+T 溶解红细胞" 调整细胞浓

度如下)骨髓细胞 5! $ % ="脾细胞 4! $ % D8) T$ 将骨髓细

胞悬液和脾细胞悬液等体积混合"混合悬液中骨髓细

胞和脾细胞最终浓度分别为 $ ;<! $ % =8) T 和 $ ! $ % D8) T$
$ ;5;4;5//实验分组 >E?>8’ 受鼠及 +>@G$ 受鼠根据

移植物不同随机分为 5 组"每组受鼠 $ % 只$其中单纯

照射组即照射后不进行细胞移植’对照组受鼠照射后

-/X"经尾静脉注射 % ;5/) T 脾(骨髓细胞混合液"但不

进行其他治疗处理’在待移植的脾(骨髓细胞悬液中

按终浓度 4</!M8) T 加入 067$ % 5" 共孵 $ /X 后经尾静

脉注入实验组受鼠" 此后受鼠每日腹腔注射 067$ % 5/
$ 次"剂量为 <% /!M"共 =/F$
$ ;5;4;-//123, 的监测 %$ &大体观察)体质量变化(
体位改变(活动能力(脱毛(大小便’%4&病理检查)出

现 123, 表现的小鼠"濒死前活杀"取其肝(脾(小肠

和皮肤标本"以 $ % S甲醛溶液固定"常规石蜡包埋(
切片"3H 染色"光镜下观察$ 123, 的判断标准)外

周血白细胞计数 \$ ! $ % Y8?"且伴有食欲下降"体质量

下降"皱毛"弓背"嗜睡或活动减少"脱毛"腹泻"出血

或粘膜炎症等表现$病理检查可见肝(肠(皮肤等组织

淋巴细胞浸润"正常组织结构破坏"伴有局灶性出血

等改变$ 生存期检测)观察小鼠生存期"生存期大于

5% /F"体质量(饮食(活动正常为长期生存$
$ ;5;4;<//嵌合体检测 取长期存活的 >E?>8’ (+>@G$
鼠各 4 只"按 </!M8PM 腹腔注射秋水仙素’</X 后用眼

球摘除法收集约 % ;</) T 外周血%肝素抗凝&"置于离

心管中’加入经 5=/#预温的 % ;% =</) KT8? 氯化钾溶液

@/) T"混匀后静置 $ % /) JO 后离心%$ % % % /]8) JO(D/) JO&’
滴加新鲜配制的固定液%甲醇 5 份)冰醋酸 $ 份&-;</
) T 固定 5% /) JO"$ % % % /]8) JO 离心 $ % /) JO 后弃去上清

液’重复两次后加入适量固定液"制成细胞悬液’在载

玻片上滴加 4^5 滴细胞悬液" 空气中自然干燥$ 在

[JPKOAH@% % 显微镜下观察"计数 _ 染色体嵌合比例’

王三斌‘等;067$ % 5 对小鼠同种异基因造血干细胞移植模型 123, 的预防作用第 @ 期 D$ $* *



图 ! " "实验组 # $ % & 阴性小鼠肝脏病理切片
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图 7 8对照组 # $ % & 阳性小鼠肝脏病理切片

< " 5 $ = & " ’ 4 ) * " + + , 4 - > / 0 1 2 9 ; - + " * " ’ 4 7 " 8 4 " 3 * 9 4
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在染色体核型自动分析系统 :/ 3 ;4 <=>8 ?@AA 上排列分

析染色体核型#
7 @A8 8统计学处理

用 BCBB7 6 @6 软 件 包 处 理$ 对 小 鼠 生 存 期 进 行

D, 0 3 * E* . 秩和检验$ 对 F6 8 G 生存率进行 !! 检验$并

绘制生存时间曲线#

! 8 8结果

! @7 8 8 HIJ7 6 F 对混合淋巴细胞培养增殖效应的影响

HIJ7 6 F 可明显抑制异体混合淋巴细胞培养的增

殖效应$在 ! ?8"- K1 0 浓度时$经 ?8 G 共孵 HIJ7 6 F 抑

制了约 LFM细胞增殖反应! NNOP7 Q@AM" #
! @! R8单纯照射后的结局

照射后体质量进行性下降$伴活动减少$皱毛$弓

背但无腹泻$肛门红肿# 照射后第 7 %! %F 天体质量下

降最快$平均每天下降 ! 8 - 左右$此后体质量下降趋

势有所减缓$至第 S 天开始有小鼠死亡$第 7 6 天单纯

照射组小鼠全部死亡# 死亡时外周血白细胞计数在

! 6 T! " ! 7 6 SKU 之间# 单纯照射组小鼠不能恢复自身造

血$在 ! 周内 7 6 6 V死亡$说明预处理方案为清髓性

预处理#
! @F8 8 # $ % & 的发生情况

! @F@7 8 8对照组 第 7 周体质量变化趋势与单纯照射组

类似$第 LT7 ! 天体质量略有回升$但移植后第 7 ! 天

后体质量再度开始下降$并伴有皱毛%弓背%脱毛%腹

泻及肛门红肿$皮肤增厚等症象# 移植后 7 ! 8 G 开始有

小鼠死亡$至移植后 F 周小鼠全部死亡$死亡时平均

体质量下降 7 6 8 - 左右# 病理学检查可见肝%脾萎缩$
正常组织结构被破坏$肝%小肠等器官淋巴细胞侵润

明显! 图 7 " $皮肤增厚$角化不良# # $ % & 发生率及相

关死亡率分别为 7 6 K7 6 和 7 6 K7 6 #

! @F@! 8 8 W?QXUKS!XYUXK3 完全异基因移植实验组

平 均 体 质 量 变 化 在 移 植 后 前 7 ! 8 G 与 对 照 组 类

似$但此后继续保持缓慢上升趋势# 本组 7 只小鼠于

移植后 ! 6 8 G 出现脱毛%腹泻等症状$并于移植后第 ! ?
天死亡# 另 7 只小鼠于第 ! F 天出现 # $ % & 症状$第

! Q 天死亡#其余 L 只小鼠于观察期! F6 8 G" 内未出现明

显 # $ % & 症象$# $ % & 发 生 率 为 ! K7 6 $F6 天 生 存 率

为 LK7 6 # 病理学检查结果见图 ! #

! @F@F8 8 W?QXUKS!WXSZ7 半相合移植实验组 结果与

W?QXUKS!XYUXK3 移植组基本相似$# $ % & 发生率

为 7 K7 6 $F6 8 G 生存率为 [K7 6 $其中 7 只于移植后第 ! A
天死于 # $ % & #
! @A8 8嵌合体检测

完全异基因移植实验组受测的两只 XYUXK3 鼠

外周血单个核细胞 \ 染色体阳性率分别为 7 LK! 6 和

7 [K! 6 &半相合移植实验组受测的两只 WXSZ7 小鼠 \
染色体阳性率分别为 7 LK! 6 和 7 LK! 6 $ 表明结果清髓

性预处理后 HIJ7 6 F 实验组长期存活小鼠形成完全

供者型嵌合体#

F8 8讨论

# $ % & 是供者来源的 H 细胞识别受者的异体抗

原 ! 包括主要组织相容性抗原和次要组织相容性抗

原$即 :% W 和 :, % W" $从而被激活$通过 释 放 细 胞

因子和直接杀伤等途径引起受者多脏器损伤的免疫

病理过程$ 是造血干细胞移植的主要并发症之一$在

异基因干细胞移植的发生率高达 F6 VTQ6 V$ 并造成

约 7 KF 的移植相关死亡率$严重制约了干细胞移植的

广泛开展# 介导 # $ % & 的主要效应细胞是移植物中

的供者源 H 细胞# 去除移植物中的 H 细胞虽可降低

# $ % & $但同时增加了感染%移植失败%白血病复发的

机会$患者长期生存率并无改善 ’S($这是因为移植物

中的 H 细胞除参与 # $ % & 外$还具有抗感染%促进植

入%抗白血病等效应$去除移植物中的 H 细胞在降低

# $ % & 同时亦消除了上述三方面的积极作用# 选择

性去除 H 细胞的某一亚群如 W& A] 亚群 ! H^ 细胞 " 或

W& L] 亚群! H3 细胞" $打破 W& A] 与 W& L] 间的协同作

用$可使 # $ % & 的发生率大大降低# # / 0 0 / + G* 等’F(采
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用去除 !"#$%& 细胞的策略进行骨髓移植! 收到满意

结果! 全部 ’( 名慢粒患者接受移植后无移植排斥发

生!) 年生存率达到 *’+*,!!-"级 ./0" 发生率为

’1+1,!但缺点是在较长时间内!受者 !"#$ 和 !"*$%&
细 胞 比 例 倒 置! 影 响 受 者 免 疫 重 建" 故 而 不 去 除

!"#$%& 细胞!而用药物来阻断 !"#$%& 细胞活化是目

前防治 ./0" 的一个研究热点" !"# 分子在 !"#$%&
细胞的活化中发挥重要作用"阻断 !"# 与 20!#的

相互作用!可抑制 !"#$%& 细胞的活化"目前在动物实

验 中 用 于 防 治 ./0" 的 !"#320!#阻 断 剂 包 括#
4"567.789:;$*<(5( 等!均取得了较为满意的效果%=>%*&"
但阻断人类 !"#320!?相互作用的多肽在临床前

实践中效果并不理想!主要原因是分子量较大$结构

不稳定$有一定的抗原性"
&@A’<) 化学名为吲哚亚甲基异烟腙! 属小分子

非多肽有机化合物" B:C9DE 等 %#&的研究发现 &@A’<)
可与人类 !"# 分子特异性结合! 阻断 !"#320!#
相互作用!可以#’’(阻断 !"#$%& 细胞活化)’((抑制

异体反应性 & 细胞增殖)’)(治疗实验性变态反应性

脑脊髓膜炎)’#(延长皮肤移植存留时间)’F(不影响

淋巴结和脾脏中的淋巴细胞及其亚群比例)’1( 体内

未发现有毒性反应"上述结果表明!&@A’<) 是较理想

的 !"#3%20!#相互作用的阻断剂" 据此我们推测

&@A’<) 应可预防 ./0" 的发生" 我们的实验证实了

这一推测!&@A’<) 对 & 细胞介导的异体反应有显著

的抑制作用" 体外混合淋巴细胞培养在 (F%$E36C 浓

度时!&@A’<) 可抑制约 *),的细胞增殖反应) 体内

给药则可使完全异基因移植和半相合移植 ./0" 发

生率均显著下降!)<%: 生存率分别为 *3’< 和 G3’<!而

对照组无长期生存者’!H<+<’("
&@A’<) 与多肽类 !"#3%20!#阻断剂相比!更

有望用于临床! 这是因为#’’(&@A’<) 是一种小分子

非多肽化合物!合成方便!易于保存)’((&@A’<) 无免

疫原性)’)(&@A’<) 是根据人类的 !"# 分子设计的"
值得注意的是 &@A’<) 的给药方法!我们在移植前将

细胞悬液与 &@A’<) 共同孵育 ’%I! 以期 &@A’<) 与

!"# 分子充分结合!然后再注入受者体内!此时 !"#

分子与 20!#类抗原的结合位点被 &@A’<) 占据!
二者因此不能与 20!#类抗原稳定结合!影响 !"#$%
& 细胞的活化!最后进入对接触到的抗原特异性无反

应状态"
&@A’<) 治疗降低 ./0" 的同时是否保留了移

植物抗白血病效应!目前尚不清楚" 从理论上说!& 细

胞仅对在 &@A’<) 存在下接触到的抗原无反应!如在

移植时受者处于完全缓解期! 体内肿瘤抗原微小!则

& 细胞有可能保留对它的反应性!从而发挥移植物抗

白血病效应"
由此我们可以得出结论#&@A’<) 是一种较好的

预防 ./0" 的药物!有良好的临床应用前景"
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