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摘要 ：目的  探讨白细胞介素 -2（IL-2）/ 粒细胞 - 巨噬细胞集落刺激因子（GM-CSF）体外处理的

外周血单个核细胞输注对再生障碍性贫血（以下简称再障）小鼠 T 淋巴细胞亚群和细胞因子的影响及其促造

血作用。方法  选取清洁级雌性 BALB/c 小鼠并复制免疫介导再障小鼠模型，设立对照组、模型组及干预组。

干预组取正常同源小鼠外周血单个核细胞，在 IL-2、GM-CSF等作用下培养 48 h 后进行尾静脉输注（模型

复制第 1、2、4 及 6 天），模型组输注等体积生理盐水。全部小鼠分别于模型复制第 7、14、21 及 28 天断尾

采血检测外周血白细胞、血红蛋白和血小板计数 ；于模型复制第 28 天或濒死时处死小鼠，计数骨髓有核细胞

（粒系、红系、淋巴细胞比例及巨核细胞数），检测外周血 CD3+CD4+（T 辅助细胞、Th 细胞）、CD3+CD8+（T

抑制细胞、Ts 细胞）及 CD4+CD25+CD127-（调节性 T 细胞、T-regs）细胞比例，检测血清肿瘤坏死因子 -α

（TNF-α）、γ 干扰素（IFN-γ）水平。结果  模型组和干预组外周血 WBC 较对照组低（P  <0.05），干预

组在第 21 和 28 天较模型组高（P  <0.05）。模型组和干预组外周血 PLT 较对照组低（P  <0.05），干预组在第

21 和 28 天较模型组高（P <0.05）。模型组和干预组外周血 Hb 较对照组低（P <0.05），干预组在第 28 天较模

型组高（P  <0.05）。模型组和干预组粒系比例、红系比例及巨核细胞数较对照组低，淋巴细胞比例较对照组

高（P <0.05），干预组骨髓粒系比例、红系比例及巨核细胞数较模型组高，淋巴细胞比例较模型组低（P <0.05）。

模型组 Th 细胞比例、T-regs 细胞比例较对照组低（P <0.05），Ts 细胞比例较对照组高（P <0.05）。干预组 Th

细胞比例、T-regs 细胞比例较模型组高，Ts 细胞比例较模型组低（P <0.05）。模型组外周血 TNF-α、IFN-γ

水平较对照组高（P <0.05），干预组较模型组低（P <0.05）。结论  IL-2/GM-CSF 体外处理的外周血单个核细

胞输注有助于调节再障小鼠 T 淋巴细胞亚群紊乱，下调造血负调控细胞因子，从而改善骨髓造血功能。
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Effects of peripheral blood mononuclear cells treated with IL-2 
and GM-CSF in vitro on T lymphocyte subsets 

 and cytokines in aplastic anemia mice*
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Abstract:  Objective  To explore the effects of peripheral blood mononuclear cells treated with IL-2 and GM-CSF 
in vitro on T lymphocyte subsets and cytokines in aplastic anemia mice.  Methods  Models of immune-mediated aplastic 
anemia were established according to literature methods, and a control group, a model group and an intervention group 
were established. Peripheral blood mononuclear cells were isolated from normal homologous mice and cultured for 48 
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再生障碍性贫血（以下简称再障）是一种主要由

T 淋巴细胞免疫紊乱介导的获得性骨髓造血功能衰竭

症，主要表现为全血细胞减少，可出现较严重的感染、

贫血及出血。随着免疫抑制剂治疗及造血干细胞移植

技术的发展，该病的预后得到大大改善。尽管如此，仍

有部分患者对免疫抑制剂治疗不耐受、无效 [1-2]。本课

题组前期应用白细胞介素 -2（Interleukin-2, IL-2）/ 粒

细胞 - 巨噬细胞集落刺激因子（granulocyte-macrophage 

colony stimulating factor, GM-CSF）体外处理的自体外

周血单个核细胞治疗约 200 例再障患者，获得约 80%

总有效率及 30% 完全缓解率，未发现严重不良反应，

为再障患者提供了开创性的可选择的疗法，但缺乏系

统的机制探索 [3-7]。T 淋巴细胞功能亢进及多种与造血

有关的正负调控细胞因子分泌异常在再障的发生、发

展及临床转归中起着重要作用。因此，本实验通过观

察 IL-2/GM-CSF 体外处理的外周血单个核细胞对再障

小鼠 T 淋巴细胞亚群比例及造血细胞因子水平的影响来

探讨再障细胞治疗的机制，为临床研究提供理论依据。

1    材料与方法

1.1    动物及分组

清洁级雌性 BALB/c 小鼠（H-2d，Mlsb）42 只，8 ～ 

10 周龄，体重 16 ～ 18 g，由广东省医学实验动物中

心提供。其中 6 只不做任何处理的小鼠作为对照组 ；

24 只小鼠复制免疫介导模型后作为模型组和干预组，

模型组 12 只小鼠输注生理盐水，干预组 12 只小鼠输

注细胞。剩余 12 只小鼠采集外周血单个核细胞。清

洁级 DBA/2 小鼠（H-2d，Mlsa）3 只，雌雄兼用，6 ～ 

14 周龄，体重 16 ～ 20 g，作为胸腺、淋巴结细胞供

体，由广东省医学实验动物中心提供。动物许可证号：

SCXK（粤）2013-0002。

1.2    模型复制

依据参考文献 [8] 和 [9]，将 3 只 DBA/2 小鼠颈椎

脱臼处死，常规消毒，无菌取出胸腺及颈部、颌下、

肠系膜等处淋巴结，分别获胸腺、淋巴结细胞悬液，

细胞浓度为 5×106 个 /ml，按胸腺细胞与淋巴结细胞

1 ∶ 2 混合，获得胸腺淋巴结细胞悬液。用台盼蓝鉴

定细胞活性，活性细胞 >95%。雌性 BALB/c 小鼠经

5.5 Gy（1.1 Gy/min，5 min）60Co γ- 射线全身照射，照

射后 4 h 内经尾静脉注入 DBA/2 小鼠胸腺淋巴结细胞

（1×106 个 / 只）。小鼠照射后立即移入 SPF 级无菌层

流室内，饮用加入庆大霉素（40 万 u/L）和二性霉素

B（50 mg/L）的高压灭菌水。

1.3    外周血单个核细胞分离、培养

参考课题组前期动物实验方法 [10]，将 12 只健康

hours under the effects of IL-2 and GM-CSF and administered intravenously to  mice in the intervention group (on the 
1st d, 2nd d, 4th d and 6th d). The model group was given equal volume of normal saline. The counts of WBC, PLT, and 
Hb level in peripheral blood were tested in all mice on the 7th d, 14th d, 21st d, and 28th d. All mice were sacrificed on 
the 28th d or the brink of death. The numbers of bone marrow nucleated cells (granulocytes, erythrocytes, lymphocytes, 
megakaryocytes) were counted. The proportions of CD3+CD4+(T helper cells, Th cells), CD3+CD8+(T suppressor cells, Ts 
cells), CD4+CD25+CD127−(regulatory T cells, T-regs) cells in peripheral blood were measured, and the levels of TNF-α and 
IFN-γ in serum were measured.  Results  The WBC of the model group and the intervention group was lower than that of 
the control group (P < 0.05), and the WBC of the intervention group was higher than that of the model group on the 21st and 
28th d (P < 0.05). PLT in the model group and the intervention group was lower than that in the control group (P < 0.05), 
and higher in the intervention group on the 21st and 28th day (P < 0.05). The Hb of model group and intervention group 
was lower than that of control group (P < 0.05), and the Hb of intervention group was higher than that of model group 
on the 28th day (P < 0.05). The proportion of granulocytes, erythrocytes and megakaryocytes in the model group and the 
intervention group were lower than those in the control group, and the proportion of lymphocytes in the intervention group 
was higher than that in the control group (P < 0.05). The proportion of Th cells and T-regs cells in the model group was 
lower than that in the control group (P < 0.05), and the proportion of TS cells in the model group was higher than that in the 
control group (P < 0.05). The proportion of Th cells and T-regs cells in the intervention group was higher than that in the 
model group, and the proportion of TS cells in the intervention group was lower than that in the model group (P < 0.05). 
The levels of TNF-α and IFN-γ in the model group were higher than those in the control group (P < 0.05), and the levels 
in the intervention group were lower than those in the model group (P < 0.05).  Conclusions  Infusion of peripheral blood 
mononuclear cells treated with IL-2/GM-CSF in vitro can help to regulate T lymphocyte subsets disorder and reduce the 
hematopoietic negative cytokines, so as to improve the bone marrow hematopoietic function in aplastic anemia mice.

Keywords:  anemia, aplastic; interleukin-2; granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; monocytes
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BALB/c 小鼠颈椎脱臼处死，常规消毒，无菌心脏采血，

分离单个核细胞。加入含 10% 胎牛血清 RPMI 1640 培

养基（美国 Invitrogen 公司），添加小鼠 IL-2（2 ng/ml）、

GM-CSF（1 ng/ml）、钙离子载体（100 ng/ml）（美国

Sigma 公司）等刺激因子，置于 37℃、饱和湿度的二

氧化碳培养箱培养 48 h。

1.4    细胞输注

参考课题组前期动物实验方法 [10] 并优化方案，收

集上述培养后的细胞，调整细胞浓度为 5×106 个 /ml， 

干 预 组 再 障 小 鼠 模 型 复 制 第 1、2、4 及 6 天 经 尾

静脉各输注 1 次，每只小鼠输注细胞数为 1×106 个 

（0.2 ml）/ 次。模型组小鼠每次输注等体积无菌生理

盐水。对照组小鼠不做任何处理。

1.5    观察指标及结果分析

每日观察并记录小鼠活力、形态、饮食、体重等

一般情况。于模型复制第 7、14、21 及 28 天断尾采

血检测外周血 WBC、Hb 及 PLT。于模型复制第 28 天

或濒死时处死小鼠，对照组小鼠也同步处死。取股骨

冲洗，收集骨髓计数有核细胞（粒系、红系和淋巴细

胞比例及巨核细胞数），摘眼球采血用流式细胞仪检测

外周血 CD3+CD4+（T 辅助细胞、Th 细胞）、CD3+CD8+

（T 抑制细胞、Ts 细胞）及 CD4+CD25+CD127-（调节性

T 细胞、T-regs）细胞比例（小鼠单克隆抗体购自美

国 Becton Dickinson 公司），采用 ELISA 法检测血清中

TNF-α、γ 干扰素（IFN-γ）水平，ELISA 试剂盒

购自奥地利 Bender Medsystems 公司。

通过比较各组小鼠一般情况及外周血细胞计数、

骨髓有核细胞计数了解再障模型复制是否成功，了解

干预组小鼠骨髓造血是否改善。通过比较各组小鼠外

周血 T 淋巴细胞亚群比例及造血细胞因子水平，寻找

规律，探索机制。

1.6    统计学方法

数据分析采用 SPSS 17.0 统计软件。计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，比较用方差分析，进

一步两两比较用 LSD-t 检验，P  <0.05 为差异有统计

学意义。

2    结果

2.1    细胞输注对再障小鼠一般情况的影响

对照组、模型组、干预组小鼠模型复制前体重分

别为（17.1±0.8）、（17.2±0.7）和（17.1±0.6）g，经

方差分析，差异无统计学意义（F =0.068，P =0.934）。

模型组和干预组模型复制后较对照组一般情况差，且

行动迟缓、弓背、竖毛及食量减少。模型复制第 7 天，

模型组和干预组饮食、饮水明显减少，体重减少。模

型复制第 14 天，干预组一般情况逐渐好转，活动增多，

弓背、竖毛逐渐好转，饮食、饮水量增加，体重增加；

模型组小鼠一般情况无改善，且开始出现死亡。对照

组、模型组、干预组小鼠模型复制第 28 天体重分别

为（22.1±0.8）、（18.9±0.8）和（21.5±0.7）g，经方

差分析，差异有统计学意义（F  =36.844，P  =0.000）；

模型组较对照组和干预组轻（P  <0.05），干预组接近

对照组（P >0.05）。模型组共死亡 4 只，干预组无死亡。

2.2    细胞输注对再障小鼠外周血细胞计数的影响

各组小鼠不同时间点外周血 WBC 比较，差异

有统计学意义（P  <0.05）；模型组和干预组较对照

组低（P  <0.05），干预组在第 21 和 28 天较模型组高

（P <0.05）。见表 1。

各组小鼠不同时间点外周血 PLT 比较，差异有

统计学意义（P  <0.05）；模型组和干预组较对照组

低（P  <0.05）， 干 预 组 在 第 21 和 28 天 较 模 型 组 高

（P <0.05）。见表 2。

各组小鼠第 7 天外周血 Hb 比较，差异无统计学

意义（P  >0.05）。各组小鼠第 14、21 和 28 天外周血

Hb 水平比较，差异有统计学意义（P  <0.05）；模型组

和干预组较对照组低（P <0.05），干预组在第 28 天较

模型组高（P <0.05）。见表 3。

表 1    各组小鼠不同时间点外周血 WBC 比较    （×109/L，x±s）

组别 第 7 天 第 14 天 第 21 天 第 28 天

对照组 8.4±1.4 7.6±0.8 8.2±1.3 8.2±1.3

模型组 3.6±0.9 ① 2.9±1.1 ① 2.5±0.8 ① 2.4±0.6 ①

干预组 3.6±0.8 ① 2.9±1.0 ① 4.6±1.0 ①② 5.6±1.3 ①②

F 值 57.041 52.060 64.959 46.743

P 值 0.000 0.000 0.000 0.000

注：①与对照组比较，P <0.05；②与模型组比较，P <0.05。
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2.3    细胞输注对再障小鼠骨髓有核细胞计数的影响

各组小鼠骨髓粒系比例、红系比例、淋巴细胞比

例及巨核细胞数比较，差异有统计学意义（P <0.05）；

模型组和干预组粒系比例、红系比例及巨核细胞数较

对照组低，淋巴细胞比例较对照组高（P <0.05），结合

上述模型组一般情况差和外周血细胞计数降低，提示

再障模型复制成功。干预组骨髓粒系比例、红系比例

及巨核细胞数较模型组高，淋巴细胞比例较模型组低

（P <0.05），结合上述干预组小鼠一般情况改善和外周

血细胞计数升高，提示干预组小鼠骨髓造血改善。见

表 4。

2.4    细胞输注对再障小鼠外周血 T 淋巴细胞亚群
比例的影响

各组小鼠外周血 Th 细胞比例、T-regs 细胞比例

及 Ts 细胞比例比较，差异有统计学意义（P  <0.05）。

模型组 Th 细胞比例、T-regs 细胞比例较对照组低

（P  <0.05），Ts 细胞比例较对照组高（P  <0.05）；干预

组 Th 细胞比例、T-regs 细胞比例较模型组高，Ts 细

胞比例较模型组低（P  <0.05）；干预组与对照组小鼠

外周血 Th 细胞比例、T-regs 细胞比例及 Ts 细胞比例

比较，差异无统计学意义（P >0.05）。见表 5。

2.5    细 胞 输 注 对 再 障 小 鼠 外 周 血 TNF-α、
IFN-γ 水平的影响

各 组 小 鼠 外 周 血 TNF-α、IFN-γ 水 平 比 较，

差异有统计学意义（P  <0.05）。模型组较对照组高

（P  <0.05），干预组较模型组低（P  <0.05）；干预组与

对照组小鼠外周血 TNF-α、IFN-γ 水平比较，差异

无统计学意义（P >0.05）。见表 5。

表 2    各组小鼠不同时间点外周血 PLT 比较    （×109/L，x±s）

组别 第 7 天 第 14 天 第 21 天 第 28 天

对照组 529.8±47.0 583.2±55.4 555.0±47.6 571.5±73.8

模型组 122.7±22.8 ① 103.7±21.7 ① 100.2±20.3 ① 96.7±22.5 ①

干预组 128.3±20.8 ① 118.0±20.0 ① 285.4±38.5 ①② 397.6±40.0 ①②

F 值 493.196 580.010 310.146 198.409

P 值 0.000 0.000 0.000 0.000

注：①与对照组比较，P <0.05；②与模型组比较，P <0.05。

表 3    各组小鼠不同时间点外周血 Hb 比较    （g/L，x±s）

组别 第 7 天 第 14 天 第 21 天 第 28 天

对照组 150.7±16.1 157.4±15.3 158.7±16.7 154.0±14.6

模型组 147.2±14.0 122.5±18.7 ① 110.7±15.3 ① 109.0±16.7 ①

干预组 145.7±15.7 126.6±16.9 ① 116.1±18.7 ① 134.6±18.7 ①②

F 值 0.224 8.690 16.520 12.058

P 值 0.800 0.001 0.000 0.000

注：①与对照组比较，P <0.05；②与模型组比较，P <0.05。

表 4    各组小鼠骨髓粒系比例、红系比例、淋巴细胞比例及巨核细胞数比较    （x±s）

组别 n 骨髓粒系比例 /% 红系比例 /% 淋巴细胞比例 /% 巨核细胞数 / 个

对照组 6 56.5±2.2 20.3±2.4 22.1±1.6 40.2±2.9

模型组 8 18.7±1.6 ① 9.4±1.4 ① 69.7±4.3 ① 5.9±2.0 ①

干预组 12 38.7±2.7 ①② 15.1±1.7 ①② 43.9±3.4 ①② 28.7±3.5 ①②

F 值 475.755 64.919 338.065 255.692

P 值 0.000 0.000 0.000 0.000

注：①与对照组比较，P <0.05；②与模型组比较，P <0.05。
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3    讨论

再障发病机制极为复杂，主要涉及免疫功能紊

乱、造血微环境异常和造血干 / 祖细胞缺陷，其中 T

淋巴细胞免疫功能紊乱导致造血干 / 祖细胞损伤是发

病的主要环节 [11-12]。目前认为 T 细胞可通过以下 3 种

重要途径导致骨髓衰竭 ：①直接损伤造血干 / 祖细胞，

抑制其增殖 ；②造成细胞因子分泌紊乱，正负调控造

血细胞因子失调，尤其是 IFN-γ、TNF-α 等造血抑

制因子明显升高，参与抑制造血 ；③直接或通过造血

细胞因子间接诱导造血干细胞或祖细胞发生凋亡 [11-12]。 

T 淋巴细胞功能亢进及多种与造血有关的正负调控细

胞因子分泌异常在再障的发生、发展及临床转归中起

着重要作用。因此，本实验拟通过观察 IL-2/GM-CSF

体外处理的外周血单个核细胞对再障小鼠 T 淋巴细胞

亚群比例及造血细胞因子水平的影响，来探讨再障细

胞治疗的机制。

本研究成功复制了再障小鼠模型，再障小鼠模型

复制后一般情况较差，行动迟缓、弓背及竖毛，饮食、

饮水减少，体重减轻，外周血细胞计数减少，骨髓粒

系比例、红系比例及巨核细胞数下降，淋巴细胞比例

升高。其中接受细胞输注的干预组小鼠，模型复制第

14 天一般情况开始好转，第 21 天外周血细胞水平开

始改善，第 28 天体重及外周血细胞水平、骨髓有核

细胞比例均升高，而模型组小鼠一般情况无改善，外

周血细胞水平及骨髓有核细胞比例均无改善。结果表

明，输注 IL-2/GM-CSF 体外处理的外周血单个核细胞

后再障小鼠骨髓造血功能得到显著改善。

有研究表明，再障患者体内 CD8+T 淋巴细胞（Ts

细胞）数量增加、功能增强，是骨髓造血衰竭的直接

原因 ；活化的 Ts 细胞通过释放穿孔素、颗粒酶 B 等

直接杀伤造血细胞，同时还分泌 IFN-γ、TNF-α 等

造血负调控细胞因子，表达上调的负调控因子一方面

直接抑制造血细胞的增殖、分化，另一方面诱导造血

细胞发生凋亡 ；活化的 Ts 细胞还通过 Fas/FasL 通路

的异常活化介导骨髓单个核细胞凋亡，直接损伤造血

干细胞或组细胞 [13-16]。

有研究也证实，CD4+T 淋巴细胞平衡紊乱也是再

障骨髓造血衰竭的重要原因，包括 Th 细胞（Th1 细

胞、Th2 细胞）、T-regs 细胞比例失衡等 ；T-regs 细

胞通过抑制自身反应性效应 T 细胞来控制自身免疫的

发生、发展，再障患者体内 Thl 比例明显增高，T-regs

细胞数量降低、功能减弱，免疫抑制功能缺陷导致对

效应 T 细胞的免疫监控能力下降，从而介导骨髓造血

功能损伤 [17-20]。淋巴细胞亚群紊乱导致再障患者血液

中造血负调控细胞因子 IFN-γ、TNF-α 等显著上调，

加重免疫炎症反应，进一步促进再障的发生、发展。

本研究发现，模型组小鼠外周血 Th 细胞、T-regs

细胞比例较对照组降低，Ts 细胞比例较对照组升高，

TNF-α、IFN-γ 水平较对照组升高，而干预组 Th 细

胞、T-regs 细胞比例较模型组升高，Ts 细胞比例较模

型组降低，TNF-α、IFN-γ 水平较模型组降低。该

结果提示，T 淋巴细胞亚群紊乱、T 细胞异常活化及

造血负调控细胞因子水平升高参与模型复制后再障小

鼠疾病的发生、发展，而细胞输注有助于上调 Th 细

胞比例、Ts 细胞比例，下调 T-regs 细胞比例及造血负

调控细胞因子 TNF-α、IFN-γ，从而发挥其促造血

作用。

综上所述，本研究提示输注 IL-2/GM-CSF 体外

处理的外周血单个核细胞有助于调节再障小鼠 T 淋巴

细胞亚群紊乱、下调造血负调控细胞因子，从而改善

骨髓造血功能，为自体外周血单个核细胞治疗再障患

者的临床研究提供了理论依据。
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