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供受体混合骨髓移植 GVHD反应的动物实验研究
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　　【摘要】　目的　观察混合骨髓移植的 GVHD反应。方法　以急性放射病 BALB/C小鼠(H-2d)为受鼠 , C57BL/
6(H-2b)小鼠为供鼠。供体鼠骨髓和脾细胞中混合一定比例的受体鼠脾脏细胞 , 进行混合骨髓移植。观察移植后小
鼠死亡率 、白细胞系造血重建 、脾结节 、体内混合淋巴细胞培养 、嵌合体及病理学改变 , 观察混合骨髓移植方式的
GVHD反应。结果　异基因骨髓移植组发生明显的 GVHD反应。供受鼠脾脏 3∶1混合骨髓移植不能明显降低 GVHD
反应 , 供受鼠脾细胞比例 1∶1和 2∶1移植组可以明显减轻 GVHD反应。表现为外周血白细胞及骨髓造血恢复快 ,体内
混合淋巴细胞反应降低及嵌合体百分率升高。结论　混合骨髓移植方式可以降低 GVHD反应 , 并与同基因和异基因
脾细胞比例有关。
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【Abstract】　Objective　ToobserveGVHDreactioninmixedBMT.Methods　BALB/Cmicewithacuteradiationdis-

easewereusedasrecipientmicemodels, C57BL/6 miceweretakenasdonormice.C57BL/6micebonemarrowandspleen
cellsmixedwithcertainpercentofsyngeneicspleencellswereunderwentmixedBMTtoobservetheirdeathrate, hematopoiet-
icrecoveryofWBClineage, spleennodecount, mixedlymphocytereactioninvivo, chimerismandpathologicalchanges.Re-
sults　GVHDwasrelativelystronginnon-mixedBMTgroups, thegroupmixedby3∶1 BMTafteractivationcouldnotallevi-
ateGVHD, whereasthemixedby1∶1BMTgrouporby2∶1 groupwithhighpercentageofsyngeneicspleencellscouldlessen
theextentofGVHD, asmanifestedbythequickrecoveryofperipheralbloodWBCcountandbonemarrowGM-CFUforma-
tion, bythealleviationofmixedlymphocytereactioninvivoaswellasbytheincreaseofchimericrate.Conclusion　Mixed
BMTcouldlowertheGVHDreaction, whichwasrelatedtotheratioofsyngeneictoallogeneicspleencells.
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　　异基因骨髓移植(ALL0 -BMT)是治疗或治愈白血病或

MDS等患者的重要手段 [ 1] 。随着其予处理和移植方案的改进 ,
以及辅助药物的应用 , 已使约 50%患者获得长期治愈存活。但

其最大的障碍仍是移植物抗宿主病(GVHD), 并成为移植相关
死亡的主要原因 [ 2] 。 多数实验结果已证明去除供体骨髓中 T

细胞可以减少 GVHD反应 ,但随后发现白血病的复发率和移植
失败率也明显升高 [ 3, 4] 。进一步证明其归因于异基因骨髓中的

T细胞的去除 ,因为它是移植物抗白血病(GVL)的主要效应细
胞 [ 5] 。因此 , 如何选择既减轻 GVHD反应又同时保留 GVL作

用的方法 , 成为国内外学者关注和研究的热点之一。本研究探
讨了混合骨髓移植减少 GVHD反应的实验 , 并取得了初步结

果。现具体报道如下。

1　材料与方法

1.1　实验动物　BALB/C小鼠(H-2d), 18 ～ 20g, 80只 , 雄性。
C57BL/6鼠(H-2b), 18 ～ 20g, 20只 , 雌性(中国医学科学院动

物中心提供)。 辐照受鼠:60Co照射剂量率为 10cGY, 总剂量

8.0Gy, 于山东省农科院辐射中心进行。
1.2　骨髓移植及分组　异基因移植组:将 C

57
BL/6鼠脾细胞

与骨髓细胞按 5×106与 1.0 ×107比例经尾静脉注入 BALB/C
小鼠(H-2d)体内;供受体鼠脾细胞 1∶1混合组(以下称混合 1

∶1组):5×106供受体 1∶1混合脾细胞与 C57BL/6鼠骨髓细胞
1.0×107移植给 BALB/C小鼠;供受体鼠脾细胞 2∶1混合组

(以下称混合 2∶1组):供受体 2∶1混合脾细胞 5 ×106 与

C57BL/6鼠骨髓细胞 1.0×107移植给 BALB/C小鼠(H-2d);

供受体鼠脾细胞 3∶1混合组(以下称混合 3∶1组):供受体 3∶1

混合脾细胞 5×106与 C57BL/6 鼠骨髓细胞 1.0 ×107移植给

BALB/C小鼠(H-2d)。
1.3　观察与检测指标　①一般 GVHD反应:脱毛 、体位 、大小

便。②常规病理学检查。 ③30d死亡率观察。 ④外周血象的变

化:按常规方法进行 , 观察移植后 7、14和 21d时的外周血象变

化。 ⑤嵌合体的测定:于移植后第 7天和第 14天进行。 小鼠
处死前 5h,尾静脉注射秋水仙碱 7μg/kg, 5h后拉颈处死小鼠 ,

无菌条件下取出骨髓过 4号针头 , 使之成为单个核细胞悬液 ,

离心 1 000rpm10min, 低渗处理 ,吸取上清液 , 加入预温 37℃的

0.075MKCl溶液中 。 37℃ 静置 20min, 加入 1∶3醋酸:甲醇固
定液 1ml,吹打均匀 , 1 000rpm10min, 弃上清夜 ,加固定液 10ml,

吹匀 ,置 15min, 重复固定一次 , 末次离心后 ,弃上清。留下固定

液 0.5 ～ 1ml, 滴片 ,凉干 , Giemsa染色 ,镜下观察 20 ～ 30个分裂

相。⑥小鼠脾结节测定。移植后 12d, 拉颈处死小鼠 ,取出整体
脾脏 ,立即放入 Bouin氏液中固定 , 半个小时后 ,解剖镜下计数

脾结节。 ⑦体内混合淋巴细胞培养。移植后 4d, 经腹腔注射 125

I-UdR[ 3.7×104Bq(2μCi)] 8h后拉颈处死小鼠 ,取脾脏放入
70%乙醇中 , 浸泡 3d, 每天更换浸泡液 ,在闪烁计数仪上计数脾

脏放射性元素每分钟烁闪数(cpm/min)和注入 125I-UdR标准

cpm/min, 并以脾脏重量更正。

2　结果

2.1　GVHD反应　混合 1∶1组与 2∶1组 GVHD反应较轻 , 以弓

背体位及腹泻为主 , 异基因组和混合 3∶1组的 GVHD反应明

显。脱毛现象发生率分别为 35%(7/20)和 30%(6/20), 轻度
弓背体位发生率分别为 40%(8/20)和 35%(7/20), 大便次数

增多及便稀现象的发生率分别为 30%(6/20)和 25%(5/20)。

两组间的发生率无明显差别。异基因组 、混合 1∶1组 、混合 2∶1
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组及混合 3∶1组的 30d死亡率分别为 50%(10/20)、15%(3/
20)、25%(5/20)和 45%(9/20)和 55%(11/20)。

2.2　病理学检查　根据皮肤 、脾脏 、肝脏和小肠的病理改变 ,
异基因组 、混合 3∶1组为 GVHDII级反应 ,混合 1∶1组和 2∶1组

为 GVHDI级反应。
2.3　受体鼠外周血白细胞的变化　经过受体鼠外周血白细胞

的变化 , 以混合 1∶1组恢复最高 , 混合 2∶1组次之 , 异基因组和
混合 3∶1组的恢复水平较上述两组为低。说明异基因与同基因

脾细胞 1∶1和 2∶1的混合骨髓移植可以减轻 GVHD反应 , 有利
受体鼠造血恢复 ,减少死亡率。结果如表 1所示。

2.4　受体鼠骨髓 GM-CFU的变化　受体鼠接受不同骨髓移
植后 ,均有较高水平的 GM-CFU生成率。其中以混合骨髓移

植 1∶1组和 2∶1组恢复为较高 , 两组间差异无显著性 (P>
0.05)。异基因对照组及混合 3∶1组的白细胞较低。具体结果

参见表 1所示。
2.5　GM-CFUc及外周血细胞测定(表 1)

表 1　BMT后 GM-CFUc及外周血细胞测定

分组 n1)
第 7天

WBC(×10
9) CFU-GM(集落 /105)

第 14天

WBC(×10
9) CFU-GM(集落 /105)

第 21天

WBC(×109) CFU-GM(集落 /105)

异基因组 10 0.35±0.05 25.2±2.7 0.82±0.22 49.0±5.3 4.12±0.39 53.0±6.6

混合 1∶1 10 0.53±0.04 32.1±5.2 1.21±0.16 69.0±7.3 7.28±0.47 84.0±6.2

混合 2∶1 10 0.48±0.05 33.0±3.9 1.17±0.13 65.0±5.2 7.17±0.33 80.4±6.5

混合 3∶1 10 0.36±0.04 24.6±3.9 0.88±0.18 46.0±6.2 4.76±0.42 51.7±5.8

对照 10 10.7±0.64 106.0±7.6 10.3±0.67 107.0±9.2 11.2±0.57 112.0±8.7

注:1)n为实验动物数。

2.6　受体鼠脾脏结节的变化　移植后第 12天 ,观测各实验组脾
脏结节数 ,异基因组 、混合 1∶1, 2∶1, 3∶1组的脾结节数分别为

(45.6±7.6)/脾膈面 、(124.5±15.6)/脾膈面 、(116.5±31.2)/
脾膈面 、(56.3±15.2)/脾膈面。从受体鼠脾脏结节的计数结果

发现 ,混合 1∶1组和 2∶1组结节数较高 ,与异基因组和混合 3∶1组
比较 ,并具有明显的统计学意义(P<0.05)。说明混合 1∶1和混

合 2∶1组的移植方式可以明显的促进受体鼠造血恢复。
2.7　受体鼠体内混合淋巴细胞培养的测定结果　125I-UdR

摄入试验表明混合 1∶1组和 2∶1组的脾淋巴细胞反应较弱。异
基因组和混合 3∶1组体内混合淋巴细胞反应较强。按脾脏 125I

-UdR摄取率(%)=(脾脏细胞计数 -本底)/(标准计数 -本
底)×100%计算。移植 6d后 , 异基因组 、混合 1∶1、2∶1和 3∶1

组 125I-UdR摄取率分别为(0.61±0.10)%, (0.16±0.04)%,
(0.21±0.04)%和(0.57±0.05)%。

3　讨论

近年来 , 急性白血病的异基因骨髓移植(ALLO-BMT)的
研究与应用有了很大进展。然而 ,因为主要组织相容性抗原复

合物(MHC)屏障的存在 ,使移植物抗宿主病(GVHD)成为移植
相关死亡的主要原因之一。所以 , 如何防止或减少 GVHD反应

是国内外学者关注的热点之一 [ 1] 。 其中在机理研究方面已获
得较肯定结果 , 即 GVHD反应与供者的 T细胞有关。骨髓移植

后 , 供者的 T细胞识别受者主要组织相容性抗原系统 , 从而激

活细胞毒 T细胞 ,活化的 T细胞释放多种淋巴细胞因子 , 引起
非特异性组织细胞损害 [ 6]。 其中自然杀伤细胞也可以参与

GVHD的病理过程。 GVHD是全身性疾病 ,但以皮肤 、肝脏及消
化道受累为最常见。

正因为 GVHD关系到 Allo-BMT的成功与否 , 所以 , 国内
外学者根据 GVHD反应的发生机制 ,在如何防止 GVHD方面进

行了较多的探索与实验 [ 3 , 4] , 并取得了某些进展。如经过单克
隆抗体等方法清除移植骨髓中的 T细胞的方法 [ 1] 。虽然较多

的实验结果证实该方法的确可以减少或者消除 GVHD反应 , 但
伴随移植治疗白血病失败或复发率升高的事实又不支持单纯

清除 T细胞的移植方式 [ 3, 4] 。经过进一步的研究与尝试 , 证实
少量多次骨髓移植 [ 7]及混合骨髓移植 [ 8, 9]等方法可以不同程度

的减轻 GVHD反应。
本实验在证实活化半相合骨髓移植减轻 GVHD反应基础

上 , 又借鉴其他学者利用混合供受体骨髓细胞移植方法可以减
少 GVHD反应的结果 [ 9] ,进行混合骨髓移植。结果表明作为对

照的异基因骨髓移植组发生明显 GVHD反应 , 混合 1∶1组和混

合 2∶1组 GVHD反应明显减弱。具体表现为混合 1∶1组和混合
2∶1组的脾淋巴细胞反应较弱 , 外周白细胞数量增高 ,骨髓 GM

-CFU集落形成较多 , 30d生存率较高。而异基因脾细胞和同
基因脾细胞 3∶1组则不能明显减轻 GVHD反应。说明同基因

脾细胞比例较高的活化半相合混合骨髓移植方式才可以降低

GVHD反应 , 减少 GVHD造成的死亡。至于该移植方式降低

GVHD反应的具体机制 ,部分学者认为其归因于同基因淋巴细
胞经抑制异基因淋巴细胞反应而诱导耐受性 [ 8] 。因此 , 研究结

果初步表明供受体活化脾细胞在一定合适比例下 , 可以明显的
减少移植排斥反应。至于此种移植方式的抗白血病作用 , 需要

进一步研究。
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