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雷公藤多甙对急性移植物抗宿主病时

小鼠T细胞及其亚群的影响+
于艳秋张海鹏杜烨玮段忠辉

内容提要 目的：观察雷公藤多甙对急性移植特抗宿主病时小鼠脾、皮肤、肺、肠组织中T细胞及其亚

群(c晚+、cD4+、cD8+细胞)的影响，探讨雷公藤多甙对急性移植物抗宿主病的作用及机理。方法：用直线

加速器排空受鼠骨髓后注入供鼠骨髓与脾淋巴细胞的混合液，复制出急性移植物抗宿主病(aGvHD)模型。

观察雷公藤多甙、雷公藤多甙加环抱素A(c诅)、＆A加甲氨蝶呤对各组小鼠脾cD，+、c耽+、c耽+细胞(流

式细胞仪检测)，皮肤、肺、肠组织cD3+、cD4+、cD8+细胞浸润情况(应用免疫组化技术检测)的影响。结果：

雷公藤多甙组小鼠脾、皮肤、肺组织cD3+、cD4+、cDR+细胞明显低于异基因移植组(P<0．05)，而小肠组织

cD3一、cD4+、c耽+细胞变化不明显(P>0．05)。结论：雷公藤多甙可降低脾T细胞及亚群数量，减少皮肤、

肺的T细胞浸润，具有明显的抗aGvHD作用。

关键词移植物抗宿主病雷公藤多甙T淋巴细胞
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objectj憎：Tb observe the efk“of G】ucosjdorumⅢpteryg五tororum(GTT)on■lymphocyk and its sub一

鸵ts in mice with acute gran—versus—host disease(aGVHD) Methods：The recipient mice，aner their bone mar—

row had been evanlated by radiaIion wilh linear accelcrator，were given the mixture of hone marmw and splenic

T一1ympllocyte obtained from donor mice to dup】icate aGVHn model．The effect。f GTT，GTT+Cyclosporin A

and(’sA十Methotrexate on T lymphocyte suhsets(Cr)3’，CD4’and CD8+)in spleen was detemlined by flow

cytometer，and those on lymphocyte infiltration in skin， Iung and intestine was detected with immurlohist。lo—

gical technique．Results：CD。+，CD4+and CD8+cells in spleen，skin and lung in mice of Ihe GTT lrcatcd

groups were significantly lower than those in the model gmup(尸<0．05)，while in intestinahisSue，the differ。

ence was insignificant(P>O．05)．conclusion：GTT could reduce the T—lymphocyte and its subsets in spleen

and the T—lymphocyte infihration in skin and lung，showing evident anti—aGVHD effect

Key words graft—versu}host disease，G1ucosidorum tripterygii tororum，T—lymphocyte

异基因骨髓移植是许多疾病的重要治疗手段，它

为患者提供了长期缓解及根治的机会。但由于多种因

素所致异基因骨髓移植时，急性移植物抗宿主病(a—

cute graft—versus—h()st disease，aGvHD)是异基因骨髓

移植后的丰要并发症。aGvHD的发生，主要是由于

骨髓移植物中供者来源的成熟T细胞被宿主的异型

组织相容性抗原所激活，增殖分化为效应T细胞“’”。

这些细胞在受者体内移动，对宿主的组织器官发动免

疫攻击，从而导致aGvHD。目前认为防治aGvHr)是

’国家巾医}5管理局青年基金资助项目(Nn 2000—J—Q—06)

中国医科人学病理生理教研室(沈阳110001)

决定异基因骨髓移植成败的关键。

aGVHD防治尚无理想的方法，临床上移植后采

用免疫抑制剂等，如环孢素A(cyclosporine A，csA)。

但CsA等具有很大的毒副反应，如严重的感染和肝、

肾损伤以及诱发恶性肿瘤等。因此，寻找一种较温和

的药物，使aGVHD既能够减轻，又不致使机体受到过

多损伤，一直是国内外学者关注的课题。

雷公藤多甙(Glucosldonlm Triptery百i Tomrum，

GTT)作为免疫调节剂在临床已应用于自身免疫病的

治疗，目前认为雷公藤多甙主要通过抑制T细胞的功

能而发挥免疫抑制效应“’“。本研究观察了aGvHD

时小鼠经雷公藤多甙、csA、甲氮蝶呤(Metho”exate，

MTx)作用后，小鼠脾、皮肤、肺、肠组织T淋巴细胞及
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其亚群(c耽+、cD。+、cD8。)，以探讨雷公藤多甙防治

aGvHD的作用及其机理，为其进一步临床应用提供

实验依据。

材料与方法

1动物模型复制与处理

1．1 aGvHD模型建立 同基因骨髓移植：供鼠

RAI。B／c雌性，受鼠BALB／c，雄性；异基因骨髓移植：

供鼠BALB／c(H-28)雄性，受鼠G，BI。／6(H26)雄性，

均为8～12周龄，体重209左右，由中国科学院动物研

究所提供。无菌取供鼠脾脏及双侧股骨骨髓，分离脾

淋巴细胞，用RPMI 1640液凋脾淋巴细胞浓度为2×

107／ml，调骨髓细胞浓度为4×106／m1。将脾细胞与

骨髓细胞按体积1：1混合。制成混合细胞悬液。受鼠

在骨髓移植前24h内应用直线加速器(西门子公司)全

身照射，总剂量为1800cGy，剂量率为200Gy／min，将

制成的混合细胞悬液经尾静脉输给受鼠。每只输入

0．5ml，含骨髓细胞1×10 7个，睥淋巴细胞5×106个，

制成aGVHD模型。受鼠于无菌室内饲养，食料及水

均高压灭菌，饮水中加入庆大霉素(320mg／L)、红霉素

(250mg／I。)。

1．2实验动物分组将动物随机分成5组，同基

因移植组，异基因移植组，csA十MTx组，GTT组，

(；TT+csA组。从移植当日起，同基因移植组与异基

因移植组受鼠，每口腹腔注射生理盐水0．2ml，csA+

MTx组受鼠，每日腹腔注射csA(sigma公司)2．5mg／

垤，第1、3、5、9天腹腔注射MTx(江苏恒瑞医药股份

公司，批号：0040192，注射用针剂)7mg／m2。GTT组

受鼠每日腹腔注射GTT(湖南株江第三制药厂，批号：

20000501，片剂，用吐温80溶解制成1mg／m1的GTT

注射液)5mg／kg。GTT+csA组受鼠每日腹腔注射

GTT2．5mg／kg、csA2．5mg／kg，骨髓移植第儿天处死

各组受鼠，检测各项指标。

2脾脏呱+、cD4+及cD8+检测 取受鼠脾，

o℃下将睥研磨制成细胞悬液，分离淋巴细胞，用含

Na№，Hank7s液调细胞浓度为1×107／m1。取上述细

胞悬液100pl，分别加入8”l用FITc标记的c胁、

Cr)4、cD8单克隆抗体(sigma公司)，4℃避光孵育

30min，用Na沁一Hank 7s液洗细胞2次后，用流式细胞

仪(美国Br)公司FAcscan型)测定，分别计数c胁‘、

cD4、cI)。细胞的白‘分率。

3皮肤、肺、小肠组织c聩+、cD。+及cD。一检测

采用免疫组织化学法取受鼠皮肤、肺、小肠组织，10％

福尔马林同定，石蜡包埋，切片分别加FITc标记的抗

小鼠cD3、CD。、c战单克隆抗体各8”l，荧光显微镜下

观察并照相，采用图像分析仪(LuzEx F型日本)进行

图像处理，计算每视野下荧光面积。

4数据处理所有数据采用配对￡检验进行统

计学分析。

结 果

】 一般状态骨髓移植后观察受鼠一般状态，同

基因移植组小鼠～般状态较好，较活泼，食欲较好，脱

毛、弓背等aGvHD症状不明显。异基因移植组小鼠

一般状态差，倦怠、食欲不振、脱毛、弓背等aGvHD症

状明显。GTT组、GTT十CsA组、CsA+MTx组小鼠

一般状态较好，aGvHD症状不明显，GTT组、G’rT+

csA组小鼠食欲差。

2各组受鼠生存率的比较 『司基因移植组生存

率(9／10)明显高于异基因移植组(8／19)，GTT组生存

率(12／19)高于csA+MTx组(9／18)和GTT+CsA

组(10／18)。

3各组小鼠脾脏cD3+、cDd’及cD8+比较见

表1。

表1各组小鼠脾T淋巴细胞及其业群比较(％，i=s)

注：与|西】基曰移植组比较，’尸<0 05；与异基因移植组比较，6P<

0．05；与c§A+MTx组比较，‘尸<0 05

4各组皮肤、肺、小肠组织c如+、cD4+及cD8

浸润荧光面积变化见图1～3。

注与同基因移植组比较．’P<O．05；与异基罔移植组}匕较，“P<

0 05；与csA十MTx组比较，‘P<0．05

图1各组皮肤(1聃+、cD4‘、cD81细胞荧光而积变化
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本实验观察到：同基因移植组小鼠未出现典型的

aGvHI)症状，而异基因骨髓移植组小鼠出现明显的

aGvHD症状，且其皮肤、肺、小肠、脾组织的T细胞及

其亚群数量比同基因骨髓移植组明显升高(P<

0．05)。

GTT可提高aGvHD小鼠生存率；(、1、1、及GTT

+cSA较异基因骨髓移植组明显降低了aGvHr)时小

鼠脾、皮肤、肺靶器官中浸润的cD3+、cD4一、cD8’阳

性细胞数(P<o．05)；肠组织中浸润的c踌+、cD4+、

cD8+阳性细胞数虽降低，但无统计学意义，这可能与
注：与问基因移植组比牧，’P<o·05；与异基因移植组比较，6P<

GTT的胃肠道毒性反应较大有关。

o”：≯：黑：警：=?曼⋯⋯⋯。一。 在与csA十MTx联合应用组比较中看到：对脾、

。图2各组肺浸润的a∥、cn+、。岛+细胞荧光面积变 肠中=：=痈磊轰王。磊亳；≥4i。甚X：1矗；主爵立；』；：；
GTT及G7rT+c趴；而在皮肤、肺组织中无明显差别。

本文也同时观察_r GTT与GTT+c以，两组之间的变

化无统计学上的意义。这也可能与联台应用后的毒副

反应较大等有关，有待今后进一步探讨。

综上，雷公藤多甙具有明显的抗小鼠aGvHD作

用，这与其降低脾及aGVHD靶器官中T细胞及其亚

群数量有关。提示雷公藤多甙在防治aGvHD方面有

明显的应用前景，但其对胃肠道的毒性反应有待今后

研究子以克服。

注：与同摹园移植组比较．。P<o 05；与异基因移植组比较，6P<

O．05；与【kA十MTx组比较，‘P<0．05

图3各组小肠浸润cD3+、Cn+、C魄+细胞荧光面积变

化

讨 论

aGvHD的发病机制极为复杂，至今未明。一般

认为骨髓移植时，供受者主要和次要组织相容性抗原

复合物的差异是引起aGvHD的根本原因。而与骨髓

同时进入宿主体内的少量T细胞具有重要作用。因

此，本研究检查了与全身细胞免疫有关的脾T细胞及

其弧群数量；和aGVHD时主要受损器官——皮肤、

肺、肠道的T细胞及其亚群的浸润情况，以观察GTT

及GTT+csA抑制aGvHD的作用及其机制。并同时

与目前国内外主要骨髓移植中心常用的抗aGvHD较

理想方案(csA+MTX)进行比较。
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