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HLA半相合异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）已成为

治愈恶性血液病的重要手段［1］。但是其移植物抗宿主病

（GVHD）的发生率高，是引起移植相关死亡的主要原因之

一。目前GVHD的小鼠模型绝大部分是以全身照射（TBI）

为预处理方案，而且多数是MHC完全不相合的移植模型，不

能很好地模拟临床半相合骨髓移植（BMT）实际状况。同

时，目前造血干细胞移植（HSCT）的预处理方案有一半以上

是联合化疗方案，多采用白消安（Bu）和氟达拉滨（Flu）联合

方案［2］。为此，我们采用 Bu 联合 Flu 预处理方案、选择

C57BL/6（H-2Kb）及 CB6F1（H-2Kd/b）分别作为半相合BMT

供、受鼠，探索应用化疗预处理方案，建立稳定的半相合

BMT GVHD动物模型，为研究预处理方案引起的GVHD机

制提供稳定、可靠的实验平台。

材料和方法

1. 主要试剂：Bu购自日本协和发酵麒麟制药公司；Flu

购自广东岭南制药公司；RPMI 1640 培养基、胎牛血清、1×

PBS购自美国Hyclone公司；红细胞裂解液购自北京索莱宝

科技公司；锥虫蓝购自美国Sigma公司；CD3磁珠抗体购自

德国美天旎公司；PE CY7-CD4（GK1.5）、PERCP-CD8a（53-

67）、PERCP CY5.5-TCRb（H57-597）、PE-H-2Kd（H57-597）

（SF1- 1.1）、FITC- H- 2Kb（AF8- 88:5）、PERCP CY5.5- Gr- 1

（HL3）、APC-B220（RA3-682）购自美国BD公司。

2. 实验动物：C57BL/6雄性小鼠（H-2Kb）为供鼠，CB6F1

雄鼠（H-2Kb/d）（BALB/c雌性小鼠及C57BL/6雄性小鼠杂交

得子一代小鼠）为受鼠，小鼠饲养在福建医科大学实验动物

中心。小鼠均购自上海斯莱克实验动物有限责任公司，实验

小鼠为 8~10周龄。动物使用协议已由审查委员会批准，实

验过程中对动物的处置符合动物伦理学标准。

3. 小鼠骨髓和脾细胞的获取：取C57BL/6小鼠肱骨、股

骨并冲洗其中的骨髓制成骨髓单个核细胞（MNC）悬液，同

时取BALB/c小鼠脾脏，充分研磨制备脾细胞悬液，并计数，

锥虫蓝染色检测细胞活力均在 95％以上，并按CD3磁珠分

选抗体的说明书步骤去除骨髓中T淋巴细胞，流式细胞术验

证去除率（去除率＞99%）。

4. 半相合BMT模型的建立：将小鼠分两组，于-5~-2 d

对两组小鼠腹腔注射Flu（10 mg/kg）和Bu（15 mg/kg），每日2

次，连续化疗4 d（即预处理化疗总剂量为Bu 120 mg/kg+Flu

80 mg/kg）。骨髓组（BM组）输注供鼠去除T细胞骨髓细胞

（TCD-BM）5×106；脾细胞组（SPL组）输注供鼠TCD BM 5×

106及脾细胞100×106。

5. 移植后观察指标：根据文献［3］评分标准对GVHD的

严重程度进行评估。

6. 组织病理学检查：移植后 10 d（+10 d）取GVHD靶器

官（肝、肠道、肺、皮肤等组织）病理检查，并根据文献［3-4］对

GVHD病理学等级进行评分。

7. 供者细胞的植入状况：取小鼠+10 d 外周血并分离

MNC，通过流式细胞术检测供者细胞的植入情况。使用

FlowJo 7.6.1软件进行分析。

8. 统计学处理：组间体重和生存率比较采用Log-rank检

验。定量资料用均数±标准误表示，两个均数的比较采用非

配对双尾Student t检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

结 果

1. 化疗剂量：选取 8~10周龄CB6F1小鼠，分为 6组，每

组 5只，给予不同剂量、不同给药频率的Bu和Flu处理不同

时间（表1），化疗预处理48 h后均回输C57BL/6脾细胞100×

106及骨髓细胞 5×106。根据化疗后存活率及输注供者T细

胞（C57BL/6）后是否有GVHD症状确定预处理化疗剂量，综

合分析确定第5组（Bu 120 mg/kg，Flu 80 mg/kg的化疗剂量）

为本实验的化疗预处理最佳剂量（表1）。

2. 半相合BMT GVHD模型建立：CB6F1受鼠，按上述药

物剂量预处理化疗后，脾细胞组（SPL组）移植C57BL/6脾细

胞 100×106 及 TCD BM 5×106 ；骨髓组（BM）移植 C57BL/6
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TCD BM 5×106 ；仅化疗组不移植。化疗组+6 d开始小鼠死

亡，2周内全部死亡，提示该化疗剂量预处理方案为清髓化

疗剂量。BM组受鼠体重无下降，未见弓背、脱毛、腹泻、脱

皮等 GVHD 症状，GVHD 评分都在 0 分，生存时间超过 120

d。SPL组小鼠移植后精神萎靡、体重连续减轻、出现不同程

度的脱毛、弓背体位、腹泻等GVHD表现，GVHD评分高、1

个月内小鼠全部死亡（P＜0.01）。

表 1 不同剂量的化疗药物预处理后小鼠存活率和骨髓移

植后移植物抗宿主病（GVHD）症状

组

别

1

2

3

4

5

6

鼠

数

5

5

5

5

5

5

白消安

（mg/kg）

50

30

25

30

15

20

氟达拉滨

（mg/kg）

20

15

10

15

10

13

化疗频率

每日1次

每日1次

每日1次

每日1次

每日2次

每日2次

化疗

（d）

3

3

4

5

4

3

化疗后存

活率（%）

0

100

100

40

100

80

GVHD

症状

未见

未见

有

有

有

3. GVHD 靶器官病理结果：+10 d 取 GVHD 靶器官（肝

脏、肺、肠道）病理组织，HE染色可见，SPL组小鼠病理切片

显示肝细胞肿大、变性、坏死，细胞结构不清，肝血窦及汇管

区有扩张及淋巴细胞浸润；肺组织中气道和气道内淋巴细胞

浸润；肠黏膜及黏膜下层明显充血水肿，淋巴细胞浸润，部分

可见肠组织溃疡、坏死等符合典型GVHD的病理表现。BM

组小鼠肝脏、肺组织和肠道常规病理切片结构基本正常，无

GVHD病理表现。

4. 供者细胞植入情况：将 CB6F1 小鼠按上述化疗剂量

预处理后，BM组移植C57BL/6 TCD BM 5×106；SPL组移植

C57BL/6 TCD BM 5×106 及SPL 100×106；+ 10 d取外周血检

测嵌合状态。提示SPL组供鼠粒细胞、B细胞和T细胞约占

80%。BM 组供鼠粒细胞和 B 细胞亦约占 80%，但 CD8+和

CD4+T细胞仅约占10%。这是因为BM组移植的是去除T细

胞的骨髓，+10 d 的 T 细胞是从干细胞发育来的，数量尚

少。+30 d检测BM组嵌合状态，提示粒细胞、B细胞和T细

胞已经完全为供鼠细胞。

讨 论

近年我国在半相合 allo-HSCT方面取得重要进展，克服

了缺少供者来源难题，并取得了与亲缘全相合移植相当的疗

效。但是，GVHD 发生率仍较高，阻碍了疗效进一步的提

高。如何克服GVHD是移植中亟特解决的关键问题，而建

立稳定可靠的半相合BMT动物模型是研究GVHD的基础。

目前 aGVHD小鼠动物模型绝大部分是用TBI预处理方案，

而临床上 allo-HSCT患者的预处理方案有一半以上是联合

化疗，其诱导的GVHD严重程度和机制与TBI似有差别。本

研究我们应用 Bu 联合 Flu 经典预处理方案，以 C57BL/6 及

CB6F1分别作为供受鼠建造亲子半相合BMT模型，通过反

复实验验证了该模型的可靠性和稳定性。

Bu联合Flu是常用预处理方案，但小鼠实验中，该两种

药物的剂量不一。本实验我们通过多组不同剂量和用法的

比较发现，Bu 15 mg/kg及Flu 10 mg/kg，每日 2次共化疗 4 d

可以有效预处理受鼠，以该剂量化疗后小鼠存活率 100%。

移植供鼠去除T细胞的骨髓细胞（TCD-BM）5×106及脾细胞

100×106 或TCD-BM 5×106，+10 d经流式细胞术检测供鼠细

胞结果显示，供鼠CD4+、CD8+T细胞、B淋巴细胞及粒细胞均

成功植入。BM组小鼠全部存活，证明该移植骨髓细胞数量

足以保证受鼠恢复骨髓重建。脾细胞组小鼠可见弓背、腹

泻、脱毛、脱皮和体重下降等典型GVHD症状，上述症状与

其他文献GVHD症状一致［5］，提示该剂量预处理可以较好地

满足本实验模型的需求，该移植脾细胞数量可有效建立半相

合BMT GVHD模型。Sadeghi等［6］应用Bu和环磷酰胺联合

化疗预处理方案建立了 C57BL/6 小鼠到 BALB/c 小鼠典型

的 aGVHD 模型。该模型是 MHC 完全不相合，虽然也能够

研究 GVHD 机制，但不是模拟临床移植 HLA 半相合的

aGVHD模型。我们建立的 aGVHD模型是模拟临床的半相

合HSCT产生的 aGVHD，通过临床常用Bu联合 Flu预处理

方案，建立C57BL/6到CB6F1的亲子半相合BMT模型。

本研究我们根据GVHD临床表现及相应靶器官的病理

来评价GVHD的发生及其严重程度。实验结果显示，脾细

胞组小鼠移植后立即出现体重明显下降、弓背、腹泻等临床

症状，1周开始出现脱毛，以下腹部及颈部背侧脱毛较为严

重，3周后见脱毛处皮肤出现明显脱皮、皮肤角质硬化等表

现，GVHD症状典型；小鼠于+9 d开始死亡，在1个月内全部

死亡。肝、肺、肠道和皮肤等 GVHD 靶器官的病理切片显

示：SPL组小鼠病理切片显示肝细胞肿大、变性、坏死，细胞

结构不清，肝血窦及汇管区有扩张及淋巴细胞浸润；肺组织

中气道和气道内淋巴细胞浸润；肠黏膜及黏膜下层明显充血

水肿，淋巴细胞浸润，部分可见肠组织溃疡、坏死等符合典型

GVHD的病理表现，与其他文献报道一致［7］。有趣的是，本

模型肺组织GVHD表现亦明显，若将输注供者脾细胞量减

少或预处理方案降为非清髓方案，使小鼠度过aGVHD，或将

可以建立一个良好的肺组织cGVHD模型［8］。

综上所述，CB6F1小鼠以Bu和Flu为预处理方案，移植

供鼠C57BL/6细胞可建立理想的亲子半相合BMT模型。受

鼠出现较为典型的 GVHD 临床表现及较为一致的病理表

现，小鼠死亡时间集中于+9～+26 d内，便于进一步研究干预

方案。该模型使用的两种品系小鼠均是目前国内最常见的

品系，可作为亲子半相合BMT后GVHD的理想模型。反复

实验证明上述方法建立GVHD模型稳定、可重复性好。因

此，我们认为，采用 Bu 联合 Flu 预处理方案，C57BL/6 及

CB6F1分别作为MHC半相合移植动物模型供、受鼠，具有化

疗方案与临床接近、实验重复性好、GVHD表现典型等优点，

是研究防治GVHD的一种可靠实验动物模型。
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患者，男，57岁。因“乏力伴间断恶心半个月”于2014年

6月 3日入院。既往有心肌梗死、脑梗死病史。否认家族遗

传病史。查体：中度贫血貌，发育正常，言语不清。全身皮肤

黏膜无黄染，睑结膜苍白。眼底黄斑部无樱桃红色斑。浅表

淋巴结未扪及肿大，肝、脾肋缘下未及，右侧上下肢肌力为0

级。实验室检查：血常规：WBC 3.11×109/L，HGB 61 g/L，红

细胞平均体积100.5 fl，红细胞平均血红蛋白31.6 pg，红细胞

平均血红蛋白浓度 314 g/L，PLT 141×109/L；大便潜血阳性；

生化检查：碱性磷酸酶 544 U/L，总胆红素 30.2 μmol/L，直接

胆红素 6.9 μmol/L，间接胆红素 23.3 μmol/L，LDH 170 U/L；

肿瘤标志物检查：CEA 26.31 mg/L，CA199 1×106 U/L；贫血

三项：叶酸 2.43 mg/L，VitB12 338.4 ng/L，铁蛋白 354.6 mg/L；

腹部CT检查示脾肿大；骨髓象：增生尚活跃，可见大量蜂窝

状细胞，胞体巨大，呈圆形或不规则形，核较小，偏位，染色质

呈网状，可见核仁，胞质丰富，淡蓝色，有较多大小均匀空泡，

考虑为尼曼-匹克病；骨髓活检：增生极度活跃（100%），骨小

梁增多，骨髓腔缩小，纤维组织弥漫性增生，未见异型细胞

团；胃镜检查：胃窦体交界处大弯侧可见一浅凹陷性病变，中

央可见溃疡形成，常规取活检，病理诊断“胃窦体交界中分化

腺癌”，免疫组化染色示C-erbB-2（2+）。根据患者临床表现

及各项相关检查，诊断为尼曼-匹克病合并胃癌。

讨论：尼曼-匹克病又称神经鞘磷脂病，本病是由于神经

鞘磷脂酶先天性缺陷所致神经鞘磷脂代谢障碍，神经鞘磷脂

不能被降解而沉积在肝、脾、骨髓、脑组织等器官中，导致肝、

脾肿大和神经系统的退行性病变。尼曼-匹克病临床分为五

型：A型（急性神经型）、B型（慢性非神经型）、C型（慢性神经

型）、D型（Nova Scotia型）和E型（成人非神经型）。根据本

病临床分型，结合本例患者为中年男性，有贫血，脾肿大，既

往有冠状动脉疾病史，骨髓找到尼曼-皮克细胞，无神经症

状，故尼曼-匹克病E型（成人非神经型）诊断成立。同时因

该患者CA199显著升高，且大便潜血阳性，行胃镜检查发现

胃癌，故考虑尼曼-匹克病合并胃癌。尼曼-匹克病目前无特

殊疗法，主要是对症治疗，脾功能亢进者则行脾切除术。目

前尚无关于尼曼-匹克病与恶性肿瘤之间关系的研究，二者

之间是否有因果关系尚不能明确。通过综合分析，本例患者

的贫血原因，一方面是由于尼曼-匹克病所致，另一方面可能

是由于消化道恶性肿瘤慢性失血所致。
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