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前言

重组人粒细胞集落刺激因子 （recombinant human granulo-
cyte-colony- stimula- ting factor, rhG-CSF）是异基因外周血造血

干细胞移植 （allogeneic peripheral blood stem-cells transplanta-
tion, allo-PBSCT） 中获得造血干 / 祖细胞最常用并且安全有效

的动员剂[1]。由于 PBSCs 中 T 细胞及其他免疫活性细胞含量显

著高于骨髓细胞 [2]， 因 此 allo-PBSCT 后 移 植 物 抗 宿 主 病
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摘要 目的：研究重组人粒细胞集落刺激因子（rhG-CSF）动员对供者 CD4+ T 细胞表面分子淋巴细胞功能相关抗原 -1（LFA-1）、细
胞间黏附分子 -1（ICAM-1）、L- 选择素（LAM-1）和人整合素 -4（VLA-4）的表达及其介导的 CD4+ T 细胞功能的影响，探讨外周血

干细胞移植过程中 CD4+ T 细胞免疫耐受机制。 方法：使用三色荧光标记检测动员前及动员后第 5 天供者外周血 LFA-1、
ICAM-1、LAM-1 和 VLA-4 的表达率，ELISA 方法检测动员前后 CD4+ T 细胞分泌 IFN-γ 和 IL-4 能力，免疫磁性分选法分离纯化

CD4+ T 细胞，检测动员前后 CD4+ T 细胞对基质细胞衍生因子 -1α（SDF-1α）的迁移能力和对 ICAM-1 的黏附能力。结果：动员前

后 CD4+ T 细胞 LFA-1（CD11a）和 VLA-4（CD49d）表达率差异无统计学意义（P>0. 01），动员前后 CD4+ T 细胞 LAM-1（CD62L）和

ICAM-1（CD54）的表达率差异均有统计学意义，动员前显著高于动员后（P<0.01）；动员前后 CD4+ T 淋巴细胞向 SDF-1α 的迁移率

差异无统计学意义（P>0. 01）；动员后 CD4+ T 细胞对 ICAM-1 的黏附率降低（P<0.01）；动员后 IL-4 和 IFN-γ 两个细胞因子在外周

血血清的浓度均降低（P<0.01）。结论：rhG-CSF 动员不影响 CD4+ T 细胞 LFA-1 和 VLA-4 表达及 CD4+ T 细胞迁移，但影响 CD4+

T 细胞 ICAM-1 和 LAM-1 表达以及 CD4+ T 细胞通过 LFA-1 对 ICAM-1 的黏附能力影响，并可能影响 CD4+ T 细胞分泌细胞因子

IL-4 及 IFN-γ 的功能。
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mobilization. The expression of IFN-γ and IL-4 by CD4+ T cells were examined with ELISA. At the same time, the migration and
adhesion activity of CD4+T cells to SDF-1αand ICAM-1 were detected. Results: The expression of LFA-1 on CD4+ T lymphocytes were
both 100%. The expression of VLA-4 didn't change markedly before and the fifth day of mobilization (P>0. 01). The expression of
LAM-1 (CD62L) and ICAM-1 (CD54) on CD4+ T lymphocytes decreased during mobilization (P<0.01). SDF-1α induced CD4+ T
lymphocytes migration for 4 hours didn't change markedly during mobilization (P>0.10). The adhesion activity of CD4+T lymphocytes to
ICAM-1 decreased markedly during mobilization (P>0.10). Conclusion: The concentration of IL-4 and IFN-γ in peripheral blood serum
decreased markedly during mobilization (P<0.01). In conclusions, rhG-CSF does not have effect on the expression of LFA-1 and VLA-4
on CD4+ T cell, and the migration activity of CD4+ T cell during mobilization, but can affect the expression of ICAM-1and LAM-1 on
CD4+ T cell, and the adhesion activity of CD4+ T cell to ICAM-1 through LFA-1.
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（graft-versus-host disease, GVHD）发生率会显著高于异基因骨

髓移植（allo-BMT）。但已有许多临床研究和循证医学研究证

实 [3]。allo-PBSCT 与 allo-BMT 的 aGVHD 发生率无显著性差

异。CD4+ T 细胞是 GVHD 发生过程中产生免疫反应的重要细

胞，迁移和黏附以及分泌细胞因子能力是 CD4+ T 细胞执行其

免疫功能的基础，本研究通过观察动员前后 CD4+T 细胞迁移

和黏附能力以及分泌细胞因子功能的变化，初步了解 rhG-CSF

对 CD4+T 细胞表面 LFA-1 和 ICMA-1 等分子所介导功能和相

关信号机制的影响，探讨外周血干细胞移植过程中 CD4+T 细

胞免疫耐受机制和异基因外周血造血干细胞移植后 aGVHD

的发生率和严重程度并不高于异基因骨髓移植的原因。

1 材料和方法

1.1 标本来源

正常健康供者 12 例，男 7 例，女 5 例，中位年龄 31.5（21～
51）岁。
1.2 实验方法

1.2.1 动员方案 全面查体完毕后给予正常供者 rhG-CSF（惠尔

血，KIRIN 公司）10 μg/kg/d 进行动员，连续进行 6 天。
1.2.2 动员前后细胞 LFA-1、ICAM-1、LAM-1 和 VLA-4 的表达

检测 分别在 rhG-CSF 动员前 1 天和动员第 5 天取外周血 0.5
ml，以 100 μl 全血制作 1 个标本，以 Cy-CD4 结合 FITC-IgG1、
PE-IgG1、FITC-CD3、FITC- CD11a、FITC-62L、PE-CD8、PE-CD4
9d、PE-54（BD 公司）进行三色荧光标记 30 min，向每份标本加

入 1.5 ml 红细胞裂解液裂解红细胞 10 min 后，应用流式细胞

术进行检测。
1.2.3 免疫磁性分离动员前后 CD4+ T 淋巴细胞 rhG-CSF 动员

前 1 天和动员第 5 天各取肝素抗凝外周血 10 ml，分离出单个

核细胞后使用 PBS 洗涤两次。将洗涤后细胞悬于 300μl PBS

中，加入抗 CD4 免疫磁珠试剂（Miltenyi Biotec 公司）200μl，打

匀；4℃放置 30~45 min，用 PBS 洗涤 2 次，然后将细胞悬于 500

μl PBS 中；将分离柱在磁铁中安放后，把细胞悬液加到润湿好

的分离柱上，用 PBS 洗柱 3 遍。将从磁铁中取出分离柱，从分

离柱中洗脱细胞，计数备用，通过流式细胞术测定 CD4+ T 细胞

纯度。
1.2.4 基质细胞衍生因子 -1α 对动员前后 CD4+ T 淋巴细胞的

迁移作用 在作为迁移下室的 24 孔组织培养板孔中加入含

80ng/ml SDF-1α（Cytolab 公司）和 0.1% BSA 的 RPMI-1640 液

600μl，将 Transwells（Costar 公司）迁移杯（直径 5 μm）没入其

中作为上室；使用 0.1% BSA 的 RPMI-1640 液将分离所的

CD4+ T 细胞调整细胞密度为 5×106/ml，把 200μl 细胞悬液加

到迁移杯中，培养 4 h 后，通过计数下室细胞数计算出 SDF-1α

对 CD4+ T 细胞的迁移率。
1.2.5 动员前后 CD4+ T 淋巴细胞对 ICAM-1 的黏附能力的影

响 以 100μl/ 孔加入 3 μg/ml 的 ICAM-1（Bender Medsytems 公

司）溶液，包被 96 孔平底培养板孔，4℃过夜。然后吸去 ICAM-1

溶液，每孔加入 100μl 含 1%BSA 的 PBS 封闭 2 h，吸除后，用

无血清 RPMI-1640 洗涤 2 次，然后再向每孔加入 100μl 无血清

RPMI-1640 备用。使用 PBS-BSA 液将 CD4+ T 细胞密度调整为

2×106/ml，将 100μl 细胞悬液加到前述处理的培养孔中，然后

每空加入终浓度为 500 ng/ml 的 CD3 单克隆抗体（Neo Markers

公司），在 37℃、5%CO2 条件下，孵箱内培养 90 min。吸去未黏

附的细胞，PBS 洗涤培养板 3 遍。细胞定量分析通过 cytotox
96R non-radioactive cytotoxicity assay kit（Promega 公司）进行：

每孔加入 90μl PBS 以及 10 μl 裂解液，4℃裂解 30 min；500×g

离心 10 分钟；各取每一样品 50μl 加到另一 96 孔板后再向每

孔加入 50μl 的底物，室温避光 30 分钟后，每孔加入 50 μl 终止

反应液以终止反应；在检测波长 490 nm 的酶联仪上测定 A

值。细胞黏附率(%)= 各孔黏附细胞的 A 值 / 总体细胞的 A 值。
1.2.6 动员前后外周血血清 IFN-γ 和 IL-4 浓度 动员前后供者

外周血离心后取血清 400 μl；用人 IL-4 和 IFN-γ 定量 EIA 试

剂盒（森雄公司进口分装）设标准孔，建立标准曲线；待测品孔

加入血清 100 ml/ 孔，混匀后置 37℃ 120 min；洗涤反应板；加

第一抗体工作液 50 μl/ 孔，混匀后置 37℃ 120 min，洗板同前；

加酶标抗体工作液 100 ml/ 孔，混匀后置 37℃ 120 min，洗板同

前；加入底物工作液 100 ml/ 孔，置 37℃暗处反应 10 min；加 1

滴终止液混匀后在 492 nm 测吸光值；以标准品 1000、500、
250、125、62、31、16、0 PG/ml 之 OD 值在半对数纸上作图，画出

标准曲线；所有 OD 值都减去空白值后计算，根据样品 OD 值

在该曲线图上查出相应 IL-4 和 IFN-γ 含量。
1.3 统计学处理

计量资料以均数±标准差(x±s)表示，采用 Stata5.0 软件

中配对资料的 t 检验进行统计学分析，P< 0. 01 为差异具有统

计学意义。

2 结果

2.1 动员前后 CD4+ T 细胞 LFA-1、ICAM-1、LAM-1 和 VLA-4

表达

rhG-CSF 动员对 CD4+ T 细胞 LFA-1 和 VLA-4 表达无明

显影响 （图 1）。动员前、后 CD4+ T 细胞 LFA-1 表达率均为

100%；动员前、后 CD4+ T 细胞 VLA-4 表达率分别为(79.17±
13.64)%和(81.6±9.58)%，差异无统计学意义（n=12, P>0. 01）。
动员前后 CD4+T 细胞 LAM-1 表达率分别是(50.79±21.7）%和

(12.9±8.73)%，ICAM-1 表 达 率 分 别 是 (49.49±15.75)%和

(14.76±8.12)%，两者在动员前后表达率差异均有统计学意义，

即 动 员 后 CD4+ T 细 胞 LAM-1 和 ICAM-1 表 达 率 均 下 降 ，

（n=12, P<0. 01）(图 2)。
2.2 动员前后 CD4+ T 淋巴细胞向 SDF-1α的迁移能力的作用

Fig.1 CD4+ T lymphocytes surface molecules befor and after mobilization

by rhG-CSF

632· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.12 NO.4 FEB.2012

流式细胞仪分析 CD4 免疫磁珠试剂分离富集获得的

CD4+ T 细胞纯度在 94%以上。SDF-1α 作用于 CD4+ T 细胞 4 h
后，迁移率在 rhG-CSF 动员前后分别为 (28.56±5.45)%和

(31.35±5.33)%，动员前后 CD4+T 淋巴细胞向 SDF-1α 迁移能

力差异无统计学意义（n=12, P>0. 01）。
2.3 动员前后 CD4+T 淋巴细胞对 ICAM-1 的黏附能力的影响

CD4+T 细胞在 CD3 单克隆抗体作用下对 ICAM-1 的黏附

率 ，rhG-CSF 动 员 前 后 分 别 为 (84.4±6.45)% 和 (60.69±
10.18)%，在 CD3 单抗作用下动员前 CD4+ T 细胞对 ICAM-1
的黏附率显著高于动员后，差异有统计学意义（n=12, P<0.01）。
2.4 动员前后外周血血清 IFN-γ 和 IL-4 浓度的影响

rhG-CSF 动员前后外周血血清 IL-4 浓度分别为 21.15±
7.73 pg/ml 和 12.65±6.43 pg/ml（n=12, P<0.01）。动员前后外周

血血清 IFN-γ 浓度分泌分别为 43.03±18.05 pg/ml 和 20.74±
7.08 pg/ml（n=12, P<0.01）（图 3）。动员后两种细胞因子的浓度

均下降，差异有统计学意义（P<0.01）。

3 讨论

rhG-CSF 是异基因外周血造血干细胞移植中最常用的造

血干 / 祖细胞动员剂，除可以动员造血干 / 祖细胞进入外周血

循环外，还对人体具有广泛的免疫调节作用。因此，使用

rhG-CSF 动员的异基因外周血造血干 / 祖细胞，可以显著减少

allo-PBSCT 时供者的痛苦；而且可以加快移植受试者造血及免

疫重建的速度。Franzke 等研究证实，在单细胞水平上 CD4+ T
细胞能够表达 G-CSF 受体，G-CSF 通过接触 CD4+T 细胞上的

G-CSF 受体，诱导 T 细胞并活化其功能，以减少 T 细胞的异源

性反应能力，增加 IL-4 分泌[4,5]。Toh 等研究发现证实，G-CSF 动

员后的外周血干细胞供者纯化的 T 细胞，可以通过 G-CSF 上

调 Th2 和 Treg 细胞相关基因，下调 Th1 细胞和 GVHD 相关的

基因诱导免疫耐受[6]。因此，G-CSF 是有力的 T 细胞免疫调节

剂，通过改变外周血 T 淋巴细胞数量和功能，进而影响移植后

的 GVHD 的发生[7, 8]。故越来越多的研究者在重视 rhG-CSF 对

造血干 / 祖细胞的动员效果的同时，也更加重视 rhG-CSF 在动

员过程中对免疫细胞的影响。
越来越多的研究表明，黏附分子介导的 T 淋巴细胞的迁移

和归巢在 GVHD 的发生发展过程中起重要作 用。LAM-1
(CD62L)作为 T 细胞与内皮细胞相互作用的归巢受体，不仅可

以介导淋巴细胞与内皮细胞的黏附以及参与细胞间的信号传

导，还可作为特异性归巢受体介导某些淋巴细胞亚群，归巢于

外周淋巴器特定部位。LFA-1 与 ICAM-1 互为配体，能够在淋

巴细胞、单核细胞以及巨噬细胞等多种免疫细胞表面表达。
LFA-1/ICAM-1 是 T 细胞表面的一组黏附分子，与 T 细胞活化

和功能密切相关[9-11]。VLA-4 (CD49d/CD29) 作为 T 细胞黏附分

子的受体，多表达于淋巴细胞表面，免疫球蛋白超家族成员血

管黏附分子 -1（VCAM-1）是其相应配体。VLA-4/VCAM-1 主要

是在协助内皮细胞与 T 细胞黏附并跨内皮游出时发挥作用。
Jilma 等研究发现，由于 CD62L 在动员后表达减弱，G-CSF 刺

激白细胞后，使其表面的 CD62L 活性呈一过性增强，然后在

5～10 min 后脱落[12]。也有报道小鼠移植后给予 CD62L 单抗，

可明显延迟 T 细胞进入淋巴结并使进入淋巴结的 T 细胞数量

下降，从而减低 aGVHD 的发生率并推迟发生时间，而造血重

建不受影响[13]。Li 等研究证实，抗 α4 和 CD62L 抗体与供鼠脾

细胞共同孵育，结果迁移到外周淋巴结的能力大大减弱，并且

可以明显延迟 GVHD 死亡[14]。Aaron 等的试验也发现，人 T 细

胞 CD62L 表达下降或缺失导致 T 细胞从 T 细胞感染区或聚集

区进入到外周血[15]。Kobayashi 等发现，GVHD 发生后外周血中

CD3+ T 细胞表面的 ICAM-1 ( CD54)、VLA-4 ( CD 49d )和

VLA-5 表 达 上 调 [16]。 而 Isobe 等 用 特 异 性 抗 体 联 合 阻 断

LFA-1 和 ICAM-1，其预防 GVHD 和植入失败的有效率明显高

于比任何一种单一阻断[17]。在本研究中，动员后 CD4+ T 细胞表

面的 CD62L 表达率显著下降。由此可以推测，在 G-CSF 动员

后供者 CD4+ T 细胞表面 CD62L 表达的降低，可能减弱 CD4+

T 细胞植入受者后的归巢能力，阻碍其进入外周淋巴器官或靶

器官，进而影响 CD4+ T 细胞的免疫效应。而 LFA-1 与 VLA-4
两种分子的表达在 rhG-CSF 动员前后差异无统计学意义，但 I-
CAM-1 的表达显著下降，从而影响了 T 细胞的功能。可见，

rhG-CSF 动员后的 CD4+ T 细胞黏附分子的表达下调可能会改

变 T 细胞的迁移、归巢能力，从而降低 GVHD 的发生率[18]。
静息状态下的 T 细胞表面 LFA-1 不与其配体 ICAM-1 结

合，当 T 细胞受到刺激后，T 淋巴细胞受体（TCR）通路的第一

信号引起 LFA-1 磷酸化，从而使 LFA-1 与 ICAM-1 发生结合[19,

Fig. 2 CD4+T lymphocytes surface molecules befor and after mobilization

by rhG-CSF, R1 is lymphocytes.

Fig. 3 Concentration of IFN-γ and IL-4 in donors' peripheral blood pre-

and post- mobilization by rhG-CSF
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20]。因此，本研究中使用 CD3 单克隆抗体活化 TCR/CD3，激活

CD4+T 细胞，使 LFA-1 与 ICAM 发生结合。研究结果显示

rhG-CSF 动员后 CD4+ T 细胞在 CD3 单克隆抗体作用下显著

降低对 ICAM-1 的黏附率。提示 rhG-CSF 动员虽然不影响

CD4+ T 细胞表面 LFA-1 的表达，但可能还可以通过影响与

LFA-1/ICAM-1 相关的信号通路或改变 LFA-1 的分子结构阻

碍 CD4+T 细 胞 表 面 LFA-1 与 ICAM-1 的 黏 附 ， 从 而 阻 碍

CD4+T 淋巴细胞结合到内皮血管。与此同时，CD4+T 淋巴细胞

与 ICAM-1 黏附率的下降也阻碍与靶细胞或 APC 的结合，进

而影响 CD4+ T 淋巴细胞的活化和免疫效应的发挥，以上这些

都有可能是不增加 GVHD 的原因 [21]。此外，本研究发现

rhG-CSF 动员可引 LFA-1/ICAM-1 信号通路障碍，这可能与

CD4+ T 细胞分泌大量的 Th2 类细胞因子以及向 Th2 亚群极化

有关；并可通过损伤 T 细胞的 CD28/B7 协同刺激信号，抑制

IL-4 等 Th2 类细胞因子生成。这与 Vasconcelos 和黄文荣等人

的研究结果一致[22, 23]。由于 Th1、Th2 类细胞因子对 GVHD 的发

生起着正负调节作用，具有互相抑制对方细胞分泌细胞因子作

用，因此如果 rhG-CSF 动员没有影响 CD28/B7 以外的其它调

节细胞因子生成的信号通路，在 IL-4 等 Th2 类细胞因子生成

减低时 Th1 类细胞因子生成应该增加。但我们的研究显示，

rhG-CSF 动员后 CD4+ T 细胞分泌 IL-4 和 IFN-γ 均下降。具体

机制尚不清楚，还需进一步研究。SDF-1α 对 T 细胞具有很强的

趋化作用，能使 T 细胞滚动和黏附于活化的内皮细胞[24]。SDF-1
α 通过使淋巴细胞产生强大的剂量依赖性的钙离子流动而增

强其迁徙能力，并激活微血管内皮细胞表达 VCAM-1 而通过

VLA-4/VCAM-1 途径使淋巴细胞完成跨内皮移动。本研究的研

究发现，rhG-CSF 动员没有影响 CD4+T 淋巴细胞 VLA-4 表达

率，也没有 影 响 CD4+ T 淋 巴 细 胞 向 SDF-1α 迁 移 ， 提 示

rhG-CSF 动员可能并不影响 CD4+ T 细胞的迁移功能，这与黄

文荣等[20]的研究结果一致。
rhG-CSF 动员不增高 aGVHD 发生率可能是由多种因素导

致的。正如在本研究中所证实的，rhG-CSF 动员会引起 CD4+ T
淋巴细胞中 LFA-1/ICAM-1 信号通路的改变以及其相关功能

受损，这可能是 allo-PBSCT 后不升高 aGVHD 的发生率的一个

重要原因。但 rhG-CSF 动员引起的受试者中 CD4+ T 淋巴细胞

功能改变以及移植造血重建过程中 CD4+ T 淋巴细胞功能的改

变是否会影响 GVHD 还需要更加深入的研究。总之，rhG-C SF
动员对 CD4+ T 淋巴细胞具有广泛的免疫调节作用[ 25-27]，其下调

CD4+T 淋巴细胞上黏附分子的表达和 CD4+ T 淋巴细胞功能改

变为解释 rhG-CSF 的免疫调节作用增添了新的观点。因此，进

一步探讨 rhG-CSF 动员对供着 CD4+ T 细胞上黏附分子的表达

和功能改变与临床预后的关系具有重要的临床意义。
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如此，EGFR 是 Grb2 主要的结合分子[15，16]。除了作为受体主要

效应分子，还有其它的机制证明 Grb2 参与到肿瘤形成的进程

之中[18]。此可以推断通过各种方法能阻碍 Grb2 的表达都可能

对肿瘤的生长有一定程度的影响。
本研究成功地构建了 plenti-Grb2-SH2 重组慢病毒载体，

用 BLAST 与 Grb2-SH2 基因序列进行对比，质粒所携带基因

与 Grb2-SH2 序列全部一致；通过慢病毒转染 293T，转染效率

比较理想；为建立 Grb2-SH2 基因真核稳定转染细胞系和进一

步研究其在肿瘤中的确切机制提供了坚实的实验基础。
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