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局部异种移植物抗宿主反应在判定小鼠

细胞免疫功能上的应用研究

查去窍 胡 汛* 郑小群Ha j工希明丁仁踹

〈杭州大学生物研究所)

周部异科移撞物抗宿主反陀 (L配al Xeno

geneic Graft-vs-Host Reaction ， LxGvHR)是在

正常淋巴细胞转移(NLT)反应基础上发展起来

的可用于判定人的细胞免疫水平的生物鉴定注

之一 (1 ， 2 )。 后经 Shohat (1976) 川军1] Mavligit 

(1 979 )川等人的改进，这一技术已被实验免疫

学和肿 瘤免疫学研究所采纳( 5咐。近几年，

LxGvHR 试验常用于检测肿瘤患者的细胞免疫

t功能(8，町， 并研究人的调节性T淋巴细胞的功

能特性(4- 6)。 这一检削方法， 尚未见推广应用

于实验动物(如小鼠〉。 本文报·告， 依照同一原

理和相似的技术，将小鼠淋巴细胞移植于免疫

抑制的豚鼠l支内，可获得类似的效果，达到相

同的目的， 并讨论了小鼠与豚鼠之间发生的

LxGvHR 的免疫学特征，以及这一检测系统的

有效性问题。

材料和方法

(1) 动物

BALB/c 和 Cs7BL 小鼠(纯系)、大鼠和豚鼠(杂种).

均由本所动物兹供应。带瘤鼠为腹腔'移植艾氏腹水痛

(EAC, 2 X 107/只)的 BALB/c 成年雄性小鼠。

(2 ) 局部异种移植物抗宿主反应的诱发

参照 Shohat (1976) [3]及 Mavligit (1979 ) [.]方法

修改。简述如下， 将正常(或带瘤川、民主的牌、 肠系膜

j林目结或胸腺制备成单细胞悬液，以 ACK 缓冲浪(内

含 0.83% NH4Cl )溶i去残存的红细胞，经 Hank's:;p:衡

盐液洗涤后， 细胞重新悬浮于 RPMI-1640 培液中

0.5 X 108/毫升)。 取 0 .2 毫升(3 x 10' 个细胞， 或指

定数)注入 24 小时前经环磷酸胶(CY， 100 毫克/公斤

体重〉免疫抑制处理 (或未处理〉的豚鼠 (或大鼠〉腹部

(毛剃净)皮内。 48 小时后， 以乙隧将豚鼠〈或大鼠)麻

醉要死， 剪下并栩转腹部皮肤， 剥窝肌肉， 即可见移

植局部皮 内有红肿祥特征的 GvH 反应块。 以游标卡

尺量生取其平均直径(mm)o 反应强度均以反应块平均

面积(mm3士 S.D.)表示之。

同种异系小鼠之间的移植及 GvHR 观测方法同

J二.

( 3) 异种移植物及其处理方法

1. 异种红细胞(RBC) : 小鼠J，fil.经抗凝处理 ， 洗涤

后kH汗液配制成 RBC 悬液( 1. 5x 108/毫升)。

2 . 热灭活的小国淋巴细胞s 将小鼠脾及淋巴结

(合并〉 的单细胞悬液 (1. 5 x 108/毫升〉 置于 56'C水浴

巾加MIL 45 分钟， 以台盼蓝(0.4% )拒染法，镜检确证

95%以上为死细胞眉备用。

3. 抗 ThY-l 血清预处理小鼠淋巴细胞2 、 以 1 毫

升脾及淋巴结混合的单细胞悬液(1. 5 X 108/毫升)和等

休积的抗 ThY-1 血清(兔抗 C3H 鼠脑血清， 上海生物

制品所产品〉加等体积的血清补体(豚鼠冻干血清， 上

海生物制品所产-品，按 1 : 20 稀释) , 充分j昆合， 置于

37'C温育 30 分钟。 然后， 以 Hank's 液洗涤三次，重

新悬浮于 1 毫升的培液中。

· 中国预防 民学中心卫生研究所。 "浙江
农业大学牧医系。
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块通常在移植后 15 小时出现， 2 ，1 小时后消退。

结 果 若以小鼠为供体，大鼠:;/:1受体的异种移世，反
(1)同种异系及异种移棚抗宿主反应强 应出现时间相同，反应强度也辆(<20mm2 ) , 

度比较 48 小时后泊返。 而当小鼠淋巴细胞移植于豚

如表 1 所示，同种异系小鼠!司的移i宜，只 鼠皮内， 15 小时后出现反应块，至 48 小时后

能诱发弱的局部 GvH 反应 (<15 mm丛)。反应 反应强度达到的鼠(55-58 mm勺，此后，逐渐

孩 1 同种异系及异种移植物抗宿主反应比较

移植供体 移植受体
一→…一一--"，.....'~.-……--'."'<""'，'时一一→一‘一一一

消退时间(小时)GvHR(mmZ) 士 S.D.

BALB/c 小鼠

CS7BL 小鼠
BALB/c 小!f6\

( BALB/o小鼠

Cs7BL 小鼠

Cs，BL 小鼠 11.15 土 3.03 24 
BALB/c 小鼠 12.09 土 2.70 24 
大鼠 16.07 立 4 .0 ，1 ,18 
豚鼠 58.91 土 4.23 120 
豚鼠 55.38 土 6.37 120 

"→啊-十ι 一‘……'一，→叩…~..，.........…一'…一一一一一一~一→

移植物:脾及淋巴结细胞(3 X 107/0.2 ml) 

t肖退， 120 小时后完全j肖远。
(2) LxGvHR 强度与路撞撞撞敬的关系

以小鼠j睁及淋巴结混合细胞移植于免疫抑

制的‘豚鼠皮 ì"J，在Ll被移植的细胞太少 (<10勺，

则 GvH 反应不显著 <<10mm2 ) 。 当增加移植

细胞数时， 反应强度也相应递增< I到 1 )。

eOf 

70> 

60卡

j
/叫

/y 

N 

~ 50 

'" 3 40 
K 
..J 

30 

20 

10 

。

图 1 局部界神移植物〈小黑淋巴细胞〉拉

宿主「陈凰)反应强度与移植细胞数的关系

(3) 小鼠不同淋巴细织来源的细胞语发ι

GvH 反应强度的差异

当以相同数量的小鼠牌、 胸眼、肠系膜淋

巴结细ij(Q5;-另 IJ 移柏T IllJ --.免疫抑制的豚鼠皮内

时，石JÆM! 巴纣细胞访友的 GvH 反应强度最

工J
1J'\'.'lli 

a体巳zje「一一→→一一一一一一一二一斗-

。 --一--~噜--蝙21) Jú 句o 50 
LxGv HR( Til m~) 

10 60 

图 2 1]、鼠不同淋巴组织来源的细胞诱发的

移植物抗宿主(豚鼠)反应强度比较

犬， }碎知1胞次之， j.归腺却1 g臼最小<1到 2 )。
(4) 异种 RBC 移撞结果

如以小鼠 RBC (3 >< 10 7/0 . 2 毫升〉 代替淋

巴细胞，以 t述相同方式移植币!原鼠皮内，不

论审时，移板的E都没有可儿的反应块出现

〈表 2 )。

(5) 热灭活和经抗 Thy-l 血清预处理的

小眼淋巴细胞丧失读发 GvHR 的能力

小鼠牌;及淋巴结汩合细胞如经56 0C 灭活

或以抗 ThY--1 Ó[]_ l1占加补休处理后，以足够的细

胞数移植于免疫扛jJ古IJJ喃r: f~l;皮内，移栖局部无论

何时均不出现任何反应U~: 2 )。
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襄 2 小鼠 RBC 及经不同处理的淋巴细胞在豚眼皮肉诱发 GvHR能力

1981 年

移植物 消退时间(小时)移植物处理 宿主处理

未处理 CY 抑制

560C灭活 CY 抑制

抗 ThY-1 + C CY 抑制

未处理 未处理
未处理 CY抑制

RBC 
淋巴细胞·

淋巴细胞·

淋巴细胞'
淋巴细胞·

?小鼠脾及淋巴结细胞(合并).

(6) 未经免症抑制荆处理的豚鼠接受异种

淋巴细胞的移植

如以小鼠脾及淋巴结混合细胞 (3X107/

0.2 毫升〉移植于未经环磷酸胶处理的豚鼠皮

内，偶然也可诱发弱的 GvH 反应(<20 mm勺，

但不稳定， 并在 48 小时后完全消退(表 2 )。

(7)带瘤(EAC)小鼠淋巴细胞诱发LxGv

HR 的动态变化

在小鼠接种肿瘤后的第 2 至第 4 天，其脾

及淋巴结细胞〈合并〉在免疫抑制的豚鼠皮内，

仍能诱发较强的 GvH 反应，强度接近正常鼠。

但是，从第 6 天开始，其淋巴细胞诱发GvH反

应能力急剧下降。 至第 12 天又略有回升。以

后持续降低， 直至死亡前的第 18 天降至最低.

值(15 mm2) ( 图 3 )。

讨论

移植免疫反应可不同程度地发生于同种异

体、异系或异种动物之间细胞、组织或器官的

俨、，

S 
E 
~ 40 
z 
3 
~ 30 

←~二 ll:;\\J 
I~j , 

1\!/i\ 1. 
'产\J

|\\J 

70 

60 

~ 50 

20 

10 

口

GvHR 

+
一
+

48 

120 

移植。如移植物本身是淋巴细胞，则当它们被

植入免疫抑制的异种动物时，由于供、受体之

间种特异的抗原系统的不相容，异种抗原可剌

激移植物中淋巴细胞的活化和扩增， 并因淋巴

因子的释放，增强了宿主小血管的透性而导致

局部水肿。同时，又由于供体淋巴细胞对宿主

细胞的攻击造成局部组织的损伤，结果出现了

以红肿块为特征的LxGvHR[付。 这一反应的强

度通常取决于移植供、 受体的非相容程度和移

植物中淋巴细胞数、淋巴细胞亚群组成.以及

宿主的免疫状态。我们的实验结果充分显示，

(1) 发生在异种动物 〈特别是小鼠-豚鼠〉之间

的 GvH 反应远比同种异系小鼠之间的要强烈.

(2) 在正常情况下， LxGvHR 强度与被转移的

淋巴细胞数呈正相关。 (3) 只有活的而不是死

的富含淋巴细胞的而不是红细胞的异种移植

物，才能在免疫抑制的宿主皮内诱发强而持久

的 LxGvH 反应。 (4) 以抗 ThY-1 血清加补体

处理移植细胞，以消除其中 T细胞的影响，这

b 8 10 12 14 16 18 20 
11lj臼天数

回 5 在肿'发展过程中， 小鼠牌及淋巴结混合细胞
在豚鼠皮肉诱发的 LxGvHR动态变化
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样的移植物不再有诱发 LxGvHR 的能力。根据

以上事实，我们推定，小鼠淋巴细胞在免疫抑制

的豚鼠皮内诱发的局部红肿反应是 LxGvHR ，

而不是宿主抗移植物反应(HvGR) ， 或其它形

式的迟发超敏反应(DTH) 。因此，应用 LxGvHR

试验判定供体的细胞免疫功能 是合理和可信

的。

至于小鼠不同淋巴组织来源的细胞，其诱

发 LxGvHR 强度的差异 ， 一方面可能和该淋巴

组织中所含分化成熟的 T 淋巴细胞数的不同有

关，另一方面，也可能和淋巴细胞的亚群组成

和 T 细胞亚类的组成不同有关问。

在 LxGvHR 试验的实际应用中，我们以

带瘤小鼠作为检测对象，发现随着肿瘤的发展，

其脾及淋巴结细胞诱发 LxGvHR 的能力逐步

降低。这种动态变化趋势提示了肿瘤诱导的抑·

制细胞 (Ts 细胞和/或抑制性巨噬细胞)的出 

现，可能是肿瘤宿主免疫调节障碍的原因之
-< 10-12J

。

LxGvHR 检测系统用于判定小鼠的细Æ 免

疫功能水平，有其独特的优点。首先，从这

试验结果反映出来的，不仅是供体T淋巴细胞

的数量变化，而且也是T细胞功能亚群的免疫

活性。其次，同一受体动物可同时接受多种不

同来源或经过不同方式处理的供体淋巴细胞的

移植， 实验结果易于对比。 第三，便于在体内

或体外检测并估价某种药物或免疫调节成分

〈细胞或分子〉对供体T细胞功能的影响。第 四，

此法操作简便，材料节省，重复性及灵敏度均

较高。

-…‘肉--

摘 要

以一定数量小鼠活的淋巴细胞移植于免疫

抑制的豚鼠皮内，在移植局部可诱发以红肿为

特征的局部异种移植物抗宿主反应 (LxGv

HR) 。这一反应的强度及持久性，似与种间的非

相容性和被转移的淋巴细胞数及其亚群组成等

因素有关。供体T细胞在介导 LxGvHR 中，可

能起主导作用。因此， 根据 LxGvHR 的强度，

可大体上判定棋体小鼠的细胞免疫功能。通过

对带瘤小鼠淋巴细胞的异种移植试验表明，

LxGvHR 检测系统作为小鼠细胞免疫功能的鉴

怎法是有效的。这一检测方法操作简便，可重

复性及灵敏度均较高。
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