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混合骨髓移植后过继免疫治疗小鼠白血病**
☆
 

王存邦，白  海，葸  瑞，张  茜，周进茂，赵  强，潘耀柱 

Adoptive immunotherapy for leukemia in mice after autologous bone marrow mixed with H-2 

haploidentical allogeneic bone marrow transplantation    

Wang Cun-bang, Bai Hai, Xi Rui, Zhang Qian, Zhou Jin-mao, Zhao Qiang, Pan Yao-zhu 

Abstract 

BACKGROUND: Auto hemopoietic stem cell transplantation (Auto-HSCT) has a high relapse rate in acute leukemia; allo-HSCT 

has a high incidence of transplant-related mortality. It may increase curative effect when leukemia patients are administered 

adoptive immunotherapy post mixed-HSCT. 

OBJECTIVE: To explore the curative effect of using donor lymphocyte infusion combined with interleukin-2 (DLI+IL-2) after 

autologous bone marrow mixed with H-2 haploidentical allogeneic bone marrow transplantation (MBMT) in mice with leukemia. 

METHODS: Leukemia models were prepared with Balb/c mice which were irradiated 3 Gy by linear accelerator and injected 

K562 (GFP+/NeoR+) or K562 (GFP
-

/NeoR
-

) cells 5×105 into caudal vein and divided into leukemia model group, irradiated 

leukemia model group, MBMT group, and autologous bone marrow transplantation (ABMT) group. 6 Gy irradiation was 

performed after 7 days; the mice were treated with ABMT or MBMT respectively. Mice of MBMT group mixed with 1/10 of H-2 

haploidentical allogeneic bone marrow cells underwent IL-2 or combination of DLI treatment. Peripheral blood and bone marrow 

cell morphous of mice were examined; cell subsets, GFP and NeoR gene in peripheral blood, and liver, spleen homogenate cells, 

and NeoR gene were detected after 4 weeks. 

RESULTS AND CONCLUSION: All of mice in leukemia model group died of bone marrow hematopoietic failure within 20 days; 

mice in irradiated leukemia model group died of hematopoietic failure within 14 days. Varying amounts of non-leukemic of mice 

survived for more than 28 days between ABMT group and MBMT group.  

UsingIL-2 treatment after MBMT and ABMT can promote long term disease free survival of mice with leukemia, and which 

combined with DLI can further improve long term disease free survival of mice with leukemia. 
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摘要 

背景：急性白血病自体造血干细胞移植后复发率高，异基因造血干细胞移植后移植相关病死率高，混合造血干细胞移植及

移植后过继免疫治疗有可能取长补短，提高疗效。 

目的：观察自体骨髓混合 H-2半相合异体骨髓移植后供体淋巴细胞输注+白细胞介素 2治疗对小鼠白血病的疗效。 

方法：将 Balb/c 小鼠经直线加速器照射 3 Gy 后分为白血病模型组、白血病模型照射组、混合移植组、自体骨髓移植组，

均尾静脉注射 5×10
5
 K562(GFP

+
/NeoR

+
)或 K562(GFP

-

/NeoR
-

)细胞。7 d后 6 Gy照射，自体骨髓移植组移植自体骨髓细胞

或联合白细胞介素 2治疗；混合移植组移植小鼠自体骨髓细胞混合 1/10的 H-2半相合异体骨髓细胞后应用白细胞介素 2或

联合供体淋巴细胞输注治疗。4周后行小鼠外周血及骨髓细胞形态检查，外周血细胞亚群、GFP及 NeoR基因测定，肝、

脾匀浆细胞 GFP和 NeoR基因测定。 

结果与结论：白血病模型组小鼠因骨髓造血功能衰竭于 20 d 内全部死亡，白血病模型照射组小鼠因造血功能衰竭于 14 d

内全部死亡；自体骨髓移植组、混合移植组均有多少不等小鼠无白血病存活超过 28 d，且混合骨髓移植后及自体骨髓移植

后应用白细胞介素 2 治疗可提高白血病小鼠长期无病生存率，在此基础上联合供体淋巴细胞输注可更进一步提高白血病小

鼠长期无病生存率。  

关键词：混合骨髓移植；供者淋巴细胞输注；白细胞介素 2；小鼠白血病模型；过继免疫治疗 
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0  引言 

 

急性髓性白血病自体造血干细胞移植不受

供者限制，移植后造血恢复快，并发症少，但

累积复发率为(52.0±5.5)%
[1-2]
。异基因造血干

细胞移植后复发率明显减少，但需要HLA相合

的供者，且移植物抗宿主病发生率达59.6%，

移植相关病死率高
[3]
。T淋巴细胞剔除后移植物

抗宿主病的发生率降低而复发率随之增高
[4]
。异

基因造血干细胞移植后供体淋巴细胞输注能使

复发的慢性髓系白血病缓解并持续稳定
[5-6]
，说

明异基因造血干细胞移植治疗效果优于自体造

血干细胞移植的主要原因是因为前者能产生移

植物抗白血病效应，与T淋巴细胞关系密切。 

为克服异基因造血干细胞移植供者受限、

移植相关病死率高以及自体造血干细胞移植后

复发率较高的缺点，发挥前者具有移植物抗白血
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病效应和后者不受供者限制的优点，作者尝试以小鼠自

体骨髓细胞为主，混合1/10的H-2半相合骨髓细胞，实

施混合骨髓移植，并在混合骨髓移植后应用供体淋巴细

胞输注联合白细胞介素2治疗，观察可否增强移植物抗

白血病效应，提高小鼠的长期存活率。为进一步提高临

床混合骨髓移植的疗效提供实验依据。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照动物实验。 

时间及地点：于2007-01/05在解放军兰州军区兰州

总医院无菌级动物实验室完成。 

材料：命名为K562(GFP
+
/NeoR

+
)的含GFP及NeoR

基因及命名为K562(GFP
-

/NeoR
-

)的不含GFP及NeoR

基因的细胞株，命名为F1(GFP
+
/NeoR

+
)的含GFP和

NeoR基因的Balb/c×C57BL F1代小鼠骨髓细胞及命名

为F1(GFP
-

/NeoR
-

)的不含GFP和NeoR基因的F1代小

鼠骨髓细胞由解放军兰州军区兰州总医院全军血液病

中 心 实 验 室 保 存 ， 8~10 周 龄 SPF 级 Balb/c 及

Balb/c×C57BL F1代小鼠购自兰州大学动物中心，雌雄

各半，饲养于解放军兰州军区兰州总医院动物实验科无

菌级饲养室。实验过程中对动物处置符合2006年科学技

术部发布的《关于善待实验动物的指导性意见》
[7]
。 

实验方法：  

Balb/c及F1代小鼠骨髓细胞亚群测定：无菌处死Balb/c

鼠取股骨，用5 mL医用注射器吸取PBS反复将骨髓细胞

冲洗入10 mL离心管，肝素抗凝。并取F1(GFP
+
/NeoR

+
)

和F1(GFP
-

/NeoR
-

)细胞各加于6只试管，每管2×10
5
个

细胞，一管为阴性本底，另5管分别用CD3、CD4、CD8、

CD16CD56、CD34单克隆抗体标记。应用流式细胞仪

测定T亚群及NK细胞，CD34细胞。 

制备小鼠白血病模型：每组10只小鼠，分组见表1。 

据实验结果
[8]
，将Balb/c小鼠经直线加速器照射   

3 Gy，24 h后取对数生长期的K562(GFP
+
/NeoR

+
)及

K562(GFP
-

/NeoR
-

)细胞 (经锥虫蓝染色，活性大于

95%)，调节细胞浓度为5×10
10 

L
-1
。按分组尾静脉注射

K562(GFP
+
/NeoR

+
)或K562(GFP

-

/NeoR
-

)细胞 5×10
6
/

鼠。 

骨髓移植及移植后治疗：白血病模型制备7 d后按分组

做6 Gy照射，24 h后做骨髓移植。B1、B2、C1、C2为

混合移植组，先尾静脉输注自体骨髓细胞1×10
7
/只。间

隔1 h后B1、C1组输注F1(GFP
-

/NeoR
-

)骨髓细胞1×10
6
/

只，B2、C2组输注F1(GFP
+
/NeoR

+
)骨髓细胞1×10

6
/只。

D、E组为自体移植组，输注自体骨髓细胞1×10
7
/只。

B1、B2组每7 d分别输F1(GFP
-

/NeoR
-

)和F1(GFP
+
/ 

NeoR
+
)细胞1次，并隔日腹腔注射白细胞介素2 400 U。

C1、C2、D组隔日腹腔注射白细胞介素2 400 U。A组

为白血病模型组，观察白血病对生存的影响；F组为白

血病模型照射组，观察照射对生存的影响。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

疗效检测： 

外周血及骨髓细胞形态学检查：观察4周后杀死存

活小鼠，取股骨，用5 mL医用注射器吸取PBS反复将骨

髓细胞冲洗入10 mL离心管，直至股骨外观呈白色。将

骨髓沉渣离心后涂片，瑞氏-姬姆萨染色后镜检；取尾

静脉血制备血涂片，经瑞氏染色，油镜下分类。 

外周血细胞亚群测定：同上取尾静脉血经红细胞裂

解液处理后，加于6只试管，每管2×10
5
个细胞，一管为

阴性本底，另5管分别用CD3、CD4、CD8、CD16、CD56、

CD34单克隆抗体标记。应用流式细胞仪测定T亚群及

NK细胞，CD34细胞。 

外周血GFP阳性细胞的流式细胞仪测定：同上取尾

静脉血加红细胞裂解液处理后，调整细胞浓度至2×  

10
9 
L

-1
。流式细胞仪工作电压525 V，激光波长475 nm，

发射波长490 nm，获取细胞10 000个，测定GFP阳性

细胞的百分比。 

外周血细胞NeoR基因测定：取上述细胞，应用DNA

提取试剂盒提取DNA，按文献[9]进行PCR扩增。取10µL

扩增产物1%琼脂糖凝胶电泳。凝胶成像分析系统进行

成像分析。 

肝、脾匀浆细胞的GFP和NeoR基因的测定：上述

实验组小鼠取肝、脾组织各100 mg，常规方法匀浆制备

细胞悬液，调整细胞浓度为2×10
9
 L

-1
，同上方法测定

GFP阳性细胞的百分比及NeoR基因。 

主要观察指标：①各组小鼠外周血及骨髓细胞形态

表 1  实验分组
Table 1  Experimental groups     

Group Injected cell Irradiation 

Autologous 

bone marrow 

transplantation

Interleukin-2

 

A 

 

K562 (GFP
+

/NeoR
+

)  

 

- 

 

- 

 

- 

B1 K562 (GFP
+

/NeoR
+

) + - - 

B2 K562 (GFP
-

/NeoR
-

) + - - 

C1 K562 (GFP
+

/NeoR
+

) + - + 

C2 K562 (GFP
-

/NeoR
-

) + - + 

D K562 (GFP
+

/NeoR
+

) + + + 

E K562(GFP
+

/NeoR
+

) + + - 

F K562(GFP
+

/NeoR
+

)

 

+ - - 

Group

Autologous bone marrow 

mixed with H-2 haploidentical 

allogeneic bone marrow 

transplantation 

Donor lymphocyte 

infusion + 

interleukin-2 

Interleukin-2

 

A 

 

- 

 

- 

 

- 

B1 + + - 

B2 + + - 

C1 + - + 

C2 + - + 

D - - + 

E - - - 

F - - - 
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学检查。②各组小鼠外周血细胞亚群测定。③各组小鼠

GFP阳性细胞。④各组小鼠NeoR基因测定。⑤各组小

鼠生存曲线分析。 

统计学分析：采用SPSS10.0软件包处理，多组间

行One-Way Anova Test；两组间行独立t 检验，P < 0.05

表示差异有显著性意义，P < 0.01表示差异有非常显著

性意义；并做生存曲线分析。 

   

2  结果 

 

2.1  移植细胞亚群测定结果  移植的自体骨髓细胞

中，CD34
+

细胞占1.32%，CD3
+

细胞占26.56%，CD4
+

细胞占13.44%，CD8
+

细胞占3.09%，CD16
+

 CD56
+

细

胞占7.53%。移植的F1(GFP
+

/NeoR
+

)骨髓细胞中，

CD34
+

细胞占1.51%，CD3
+

细胞占61.41%，CD4
+

细胞

占39.57%，CD8
+

细胞占27.61%，CD16
+

 CD56
+

细胞占

9.59%；移植的F1(GFP
-

/NeoR
-

)骨髓细胞中，CD34
+

细

胞占1.49%，CD3
+

细胞占65.86%，CD4
+

细胞占40.13%，

CD8
+

细胞19.16%，CD16
+

 CD56
+

细胞占9.70%；其中

F12(GFP
+

/NeoR
+

)与F1(GFP
-

/NeoR
-

)细胞各亚群之间

没有明显差别(P > 0.05)。 

2.2  各组实验小鼠存活情况  见表2，图1。   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

白血病模型组在20 d内全部死亡，白血病模型照射

组在14 d内全部死亡，D、E组各有3只小鼠存活>28 d，

C1、C1组各有4只存活>28 d，B1、B2组各有6只存活

>28 d。 

2.3  各组小鼠标记基因存在情况  见表3。 

 

 

 

 

 

 

 

白血病模型组和白血病模型照射组濒死小鼠外周

血中均检测到GFP及NeoR基因的存在。B2组中有6只

小鼠均检测到了F1(GFP
+

/NeoR
+

)细胞，C2组中有2只小

鼠检测到了F1(GFP
+

/NeoR
+

)细胞。 

2.4  小鼠T细胞亚群及NK细胞检测  见表4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

白血病模型组和白血病模型照射组濒死小鼠外周

血T细胞亚群及NK细胞均极低，与其他组比较差异有非

常显著性意义(P < 0.01)。其他各组存活小鼠外周血T细

胞亚群及NK细胞已恢复至正常，各组之间，差异无显

著性意义(P > 0.05)。 

2.5  各组小鼠骨髓及外周血细胞形态学检查结果  白

血病模型组濒死小鼠外周血及骨髓见11%~64%不等的

原始、幼稚细胞。白血病模型照射组濒死小鼠外周血及

骨髓细胞稀少，主要为淋巴细胞。其余各组中存活的小

鼠外周血及骨髓细胞形态正常。 

2.6  各组小鼠肝、脾检查结果  白血病模型组、白血

病模型照射组濒死小鼠肝、脾组织匀浆细胞中检测到

GFP
+

细胞，并扩增到特异性的NeoR基因。其他组存活

小鼠肝、脾组织匀浆细胞中未检测到GFP
+

细胞，亦未

扩增到特异性的NeoR基因。 

 

3  讨论 

 

为了克服异基因造血干细胞移植供体受限、并发症

重，自体造血干细胞移植缺乏移植物抗白血病效应而致

复发率高的缺点，发挥前者具有移植物抗白血病效应，

后者不受供者限制的优点，作者进行了混合骨髓移植后

F 

F censored 

E 

E censored 

D 

D censored 

C 

C censored 

B 

B censored 

A 

Acensored 

Figure 1  Survival curve of leukemia mice
图 1  实验小鼠生存曲线 

表 2  各组小鼠存活情况 
Table 2  Survival condition of leukemia mice in each group 

Item A B1 B2 C1 C2 D E F 

Survival time (d)   

Number of survival   

< 20 

0 

> 28 

6 

> 28

6 

> 28 

4 

> 28 

4 

> 28 

3 

> 28

3 

< 14

0 

表 3  小鼠标记基因检测结果 
Table 3  Marked gene detectionof leukemia mice 

Item A B1 B2 C1 C2 D E F 

GFP (number) 

NeoR (number)  

+ (10)

+ (10)  

-(6)

-(6)  

+ (6) 

+ (6) 

- (4) 

- (4)  

+ (2) 

+ (2) 

- (3)

- (3) 

- (3)

- (3) 

+ (10)

+ (10)

表 4  各组小鼠 T 细胞亚群及 NK 细胞检测结果
Table 4  T cell subsets and NK cells detection in leukemia mice

      (x
_

±s, %)

Cell subsets A 

 

B1 B2 C1 

CD3 25.78±1.44
a

 63.56±2.33 69.35±3.76 59.87±2.75 

CD4 12.62±1.11
a

 42.12±1.91 45.99±2.19 38.02±1.87 

CD8 3.01±0.21
a

 20.77±1.02 21.32±1.15 25.99±1.82 

CD16CD56 1.01±0.02
a

 11.87±1.04 12.65±1.12 10.32±1.12 

 

Cell subsets 

 

   C2 

 

D 

 

E 

 

 

F 

CD3 77.53±3.67 48.11±1.47 48.32±1.75 0.37±0.02
a

 

CD4 37.11±1.34 33.78±1.29 28.81±1.23 0.07±0.02
a

 

CD8 21.67±1.63 8.77±1.45 14.75±1.44 0.07±0.02
a

 

CD16CD56 9.77±0.89 7.11±0.45 6.23±0.64 0.81±0.02
a

 

a
P < 0.01, vs. other groups
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供体淋巴细胞输注+白细胞介素2过继免疫治疗小鼠白

血病的实验研究。在此之前，作者已经制备获得含标记

基因的Balb/c小鼠白血病模型及Balb/c×C57BL F1代骨

髓细胞，为MBMT后相关指标的检测，提供了快捷、方

便的条件
[8]
。并且F1(GFP

+
/NeoR

+
)及F1(GFP

-

/NeoR
-

)

骨髓细胞中，主要为T细胞，还包括CD34
+
细胞和NK细

胞，各实验组移植的 F1(GFP
+
/NeoR

+
)及 F1(GFP

-

/ 

NeoR
-

)骨髓细胞之间没有统计学差异(P > 0.05)，为实

验中各项检测指标的一致性创造了条件。 

从各组小鼠的存活情况及有关检测指标来看，A组

在20 d内全部死亡。在濒死小鼠骨髓及外周血中见

11%~64%不等的原、幼稚细胞，均检测到GFP及NeoR

基因，考虑该组小鼠死于白血病所至的骨髓造血功能衰

竭。F组在14 d内全部死亡，濒死小鼠骨髓及外周血中

细胞稀少，主要为淋巴细胞，且均检测到GFP及NeoR

基因的存在，该组小鼠可能死于照射所至的造血功能衰

竭，且在死亡时，体内还有残留白血病存在，说明6 Gy

的照射并不能杀灭全部的肿瘤细胞。其他组小鼠均有3~6

只不等的小鼠存活时间> 28 d。存活小鼠外周血T细胞亚

群及NK细胞已恢复至正常，骨髓及外周血细胞形态正常，

未见肿瘤细胞。B2组中6只存活小鼠均形成了混合嵌合

体。C2组中有2只存活小鼠形成了混合嵌合体。存活小鼠

肝、脾组织匀浆细胞中未检测到GFP
+
细胞，亦未扩增到

特异性的NeoR基因片段的存在。证明K562(GFP
+
/NeoR

+
)

细胞在存活小鼠的骨髓、外周血、肝、脾中消失。 

实验发现，混合移植后应用供体淋巴细胞输注+白

细胞介素2治疗组的疗效最佳，其次为混合移植后应用

白细胞介素2治疗组，单纯自体移植组的疗效最低。这

说明与后者相比，前两者都可能存在不同程度移植物抗

白血病效应，而以混合移植后应用供体淋巴细胞输注+

白细胞介素2治疗组移植物抗白血病效应最为明显。实

验结果证明，混合移植及移植后应用白细胞介素2治疗，

可以产生移植物抗白血病效应而使白血病小鼠的长期

生存率得到提高。混合移植后应用供体淋巴细胞输注+

白细胞介素2，可以在混合移植及移植后应用白细胞介

素2治疗的基础上，使白血病小鼠的长期生存率有更明

显的提高，考虑这与供体淋巴细胞输注+白细胞介素2治

疗密不可分，即供体淋巴细胞输注+白细胞介素2可以产

生更为有效的移植物抗白血病效应。 

混合移植后应用白细胞介素2可以诱导、增强移植物

抗白血病的确切机制尚不明了。研究提示
[10-11]
，移植物抗

白血病效应可能针对的是白血病特异性抗原。供者淋巴细

胞与宿主白血病细胞之间的次要组织相容性抗原差异是

引起免疫攻击的重要靶分子。Kloosterboer等
[12-13]
认为次

要组织相容性抗原特异的T细胞可以识别并溶解白血病

细胞，在供体淋巴细胞输注后诱导产生移植物抗白血病

效应而无移植物抗宿主病反应中起重要的作用。供体淋

巴细胞输注这种抗白血病作用，与输入的异体免疫活性

细胞诱导的过继性免疫反应有关，这种异源性供者淋巴

细胞可以介导受者体内移植物抗白血病效应，白细胞介

素2等细胞因子可增强供体淋巴细胞输注的移植物抗白

血病效应
[14]
。研究表明，白血病细胞对移植物抗白血病

效应的敏感性存在很大的差别，髓系白血病更为敏感，

而淋巴细胞白血病反应最差
[15]
。不仅白血病采用过继性

免疫治疗以提高长期生存率的报道逐年增多，近年也有

文献报道过继性免疫治疗晚期实体瘤取得明显疗效，显

示了供者淋巴细胞输注为主，联合白细胞介素2等细胞

因子或其他分子靶向药物治疗恶性肿瘤的良好前景
[16]
。 

半相合供者淋巴细胞输注抗白血病效应的机制尚

未完全阐明，可能与完全相合供者淋巴细胞输注抗白血病

效应的机制相同。有研究提示，供者淋巴细胞输注可能通

过促使白血病细胞发生凋亡，从而发挥抗白血病作用，其

中CD4
+
T细胞可能更多地引起白血病细胞的凋亡

[17]
。Shi

等
[18]
总结了几年来相合供者淋巴细胞输注产生移植物

抗白血病效应的研究成果，认为相合供者淋巴细胞主要

通过三条途径发挥移植物抗白血病效应：CD8
+
T细胞和

NK细胞通过钙依赖的穿孔素途径直接溶解靶细胞；

CD4
+
T细胞和CD8

+
T细胞能通过较缓慢的，非钙依赖的

Fas抗原途径诱导靶细胞凋亡；细胞因子介导白血病细

胞死亡或生长抑制(主要为CD4
+
细胞)。 

综上所述，供体淋巴细胞输注可以产生移植物抗白血

病效应，混合移植后应用白细胞介素2可以诱导、增强移

植物抗白血病效应。在本实验中不同实验组所产生的不同

长期生存率，支持了这一观点。对没有合适的HLA相合异

体造血干细胞移植供者的急性髓性白血病患者而言，实施

HLA不全相合异体造血干细胞移植，存在并发症重，风险

大，医疗费用高及生活质量低等诸多不利因素，而应用混

合造血干细胞移植，并在移植后应用供体淋巴细胞输注+

白细胞介素2治疗，具有相对安全，节省费用，具有较高

的生活质量，不失为一种较好的治疗方法。 
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