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异基因造血干细胞移植后小鼠共刺激分子表达与急性移植物抗宿主病的关系
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[ 摘要 ] 目的 探究异基因造血干细胞移植后小鼠共刺激分子表达及其与急性移植物抗宿主病（aGVHD）发

病的关系。方法　供体为 5 只 C57BL/6J（H2KD － H2KB ＋）雄性小鼠，受体为 30 只 CB6F1（H2KD ＋ H2KB ＋） 
雌性小鼠。将受体小鼠随机分为单纯照射组、骨髓移植组和 aGVHD 组，每组 10 只。单纯照射组：受体小鼠

接受	γ	射线照射后不注射任何细胞；骨髓移植组：受体小鼠接受	γ	射线照射后注射 5×106 个供体来源去 T 淋
巴细胞的骨髓有核细胞；aGVHD 组：受体小鼠接受	γ	射线照射后，同时注射 5×106 个供体来源去 T 淋巴细胞

的骨髓有核细胞和 3×107 个供体来源脾细胞。采用 log-rank 生存曲线分析各组小鼠移植后生存情况。分别在

移植后 7、14、21、28 d 采用流式细胞术检测骨髓移植组和 aGVHD 组小鼠外周血 CD4 ＋ T 淋巴细胞和 CD8 ＋  
T 淋巴细胞表面共刺激分子细胞毒性 T 淋巴细胞相关抗原 4（CTLA-4）、程序性死亡蛋白 1（PD-1）、可诱导

共刺激分子（ICOS）和 CD28 的表达情况，以及移植后 21 d 两组小鼠脾组织 CD4 ＋ T 淋巴细胞内白细胞介素

（IL）-17、γ	干扰素、IL-4 的表达情况，并在移植后 21 d 采用 3,3’- 二氨基联苯胺（DAB）染色检测两组小鼠结

肠组织共刺激分子配体的表达情况。结果　单纯照射组受体小鼠均在	γ	射线照射后 19 d 内死亡；骨髓移植组小

鼠在	γ	射线照射后均未出现 aGVHD 症状，30 d 内均存活；aGVHD 组小鼠在	γ	射线照射后出现 aGVHD 症状的

时间为 14（11 ～ 18）d，生存时间为 22（13 ～ 30）d。随着时间的推移，aGVHD 组小鼠外周血 CD4 ＋ 和 CD8 ＋ 
T 淋巴细胞表面 CTLA-4、PD-1 表达在移植后均呈下降趋势，ICOS、CD28 表达均呈上升趋势。在移植后 28 d 时 
aGVHD 组小鼠外周血 CD4 ＋ 和 CD8 ＋ T 淋巴细胞表面 CTLA-4、PD-1 表达均低于骨髓移植组，ICOS、CD28 表达

均高于骨髓移植组，差异均有统计学意义（P 均＜ 0.05）。DAB 染色结果示，骨髓移植组结肠组织 CD80、ICOS 配
体（ICOSL）、PD-1 配体（PD-L1）表达均为阴性，aGVHD 组结肠组织 CD80、ICOSL、PD-L1 阳性表达率分别为 
40%、80%、80%。与骨髓移植组比较，aGVHD 组小鼠脾组织 CD4 ＋ T 淋巴细胞内 IL-17、γ	干扰素表达均增加，

IL-4 表达减少，差异均有统计学意义（P 均＜ 0.05）。结论　异基因造血干细胞移植小鼠发生 aGVHD 后，共刺激

分子 CTLA-4 表达随时间推移逐渐降低。CTLA-4、ICOS、PD-1 均可能通过调节辅助性 T 细胞（Th）1、Th2、Th17 
等 T 淋巴细胞亚群分布参与 aGVHD 的发生、发展。

[ 关键词 ]　移植物抗宿主病；造血干细胞移植；共刺激分子；细胞毒性 T 淋巴细胞相关抗原 4；细胞因子
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Expression of costimulators in mice after allogenetic hematopoietic stem cell transplantation and its 
relationship with acute graft versus host disease
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[Abstract]　Objective　To explore the expression of costimulators in mice after allogenetic hematopoietic stem cell 
transplantation and its relationship with acute graft versus host disease (aGVHD). Methods　Five C57BL/6J (H2KD－H2KB＋) 
male mice were selected as donors. Thirty CB6F1 (H2KD＋H2KB＋) female mice were selected as recipients and randomized 
into three groups: total body irradiation (TBI), bone marrow transplantation (BM) and aGVHD groups, with 10 mice in each 
group. The mice in the TBI group received radiation only without injecting any cells. The mice in the BM group were injected 
with 5×106 bone marrow cells without T lymphocytes from donors after radiation. The mice in the aGVHD group were 
simultaneously injected with 5×106 bone marrow cells without T lymphocytes and 3×107 spleen cells from donors after 
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radiation. The survival rates of mice in the three groups were evaluated using log-rank survival curve. The expression levels 
of costimulators, including cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4 (CTLA-4), programmed death 1 (PD-1),  inducible 
costimulator (ICOS) and CD28, on CD4＋ and CD8＋	T	lymphocytes,	were	detected	using	flow	cytometry	at	7,	14,	21	and	
28	d	after	 transplantation.	At	21	d	after	 transplantation,	 the	expression	levels	of	 interleukin	(IL)-17,	 interferon	γ	(IFN-γ)	
and IL-4 in CD4＋	T	lymphocytes,	and	the	costimulator	ligands	in	the	colon	tissues,	were	detected	with	flow	cytometry	and	
3,3’-diaminobenzidine (DAB) staining, respectively. Results　The mice in the TBI group all died within 19 d after irradiation. 
The mice in the BM group survived 30 d after irradiation without aGVHD. The median onset time of aGVHD symptoms and 
survival of mice in the aGVHD group were 14 (11-18) d and 22 (13-30) d, respectively. The expression levels of CTLA-4 and 
PD-1 on CD4＋ and CD8＋ T lymphocytes were decreased after transplantation, while the expression levels of ICOS and CD28 
were on the rise. At 28 d after transplantation, the expression levels of CTLA-4 and PD-1 on CD4＋ and CD8＋ T lymphocytes 
were	significantly	lower	in	the	aGVHD	group	than	those	in	the	BM	group	(all	P＜0.05), and the expression levels of ICOS 
and	CD28	were	significantly	higher	(all	P＜0.05). DAB staining showed that CD80, ICOS ligand (ICOSL), and PD-1 ligand  
(PD-L1) were negative in the colon tissues of mice in the BM group, and the positive expression rates of CD80, ICOSL, and 
PD-L1 in the aGVHD group were 40%, 80% and 80%, respectively. Compared with the BM group, the expression levels 
of	IL-17	and	IFN-γ	in	CD4＋	T	lymphocytes	in	the	aGVHD	group	were	significantly	increased,	while	the	expression	level	
of	IL-4	was	significantly	decreased	(all	P＜0.05). Conclusion　In aGVHD mice after allogeneic hematopoietic stem cell 
transplantation, the expression of costimulator CTLA-4 is gradually decreased over time. CTLA-4, ICOS and PD-1 may 
participate in the development and progression of aGVHD by regulating the distribution of T lymphocyte subgroups such as 
T-helper cell (Th)1, Th2 and Th17.

[Key words]　graft versus host disease; hematopoietic stem cell transplantation; costimulators; cytotoxic T lymphocyte-
associated antigen 4; cytokines

[Acad J Sec Mil Med Univ, 2019, 40(6): 595-601]

近年来，异基因造血干细胞移植（allogenetic 
hematopoietic stem cell transplantation，allo-HSCT）
已成为治疗血液病的重要方法，甚至是治愈某些

血液病的唯一方法，急性移植物抗宿主病（acute 
graft versus host disease，aGVHD）是其治疗后主要

并发症之一，严重时可导致患者死亡[1]。共刺激分

子 CD28 超家族成员，包括 CD28、可诱导共刺激

分子（inducible costimulator，ICOS）、程序性死

亡蛋白 1（programmed death 1，PD-1）和细胞毒

性 T 淋巴细胞相关抗原 4（cytotoxic T lymphocyte-
associated antigen 4，CTLA-4），可与共刺激分子

配体 CD80/86、可诱导共刺激分子配体（inducible 
costimulator ligand，ICOSL）、程序性死亡蛋白配

体 1（programmed death-ligand 1，PD-L1）结合产

生第二信号，诱导 T 淋巴细胞活化。虽然目前已

知部分共刺激分子对 aGVHD 具有调节效应[2-3]，但

其在 allo-HSCT 治疗后的动态变化规律及各分子间

的相互作用尚不完全明确。本研究以 aGVHD 小鼠

模型为研究对象，探讨共刺激分子表达的动态变化

及其与 aGVHD 的关系。

1　材料和方法

1.1　实验分组 供体为 5 只约 8 周龄的 C57BL/6J

（H2KD－H2KB＋）雄性小鼠，受体为 30 只约 8 周
龄的 CB6F1（H2KD＋H2KB＋）雌性小鼠。所有小

鼠均购自北京维通利华实验动物技术有限公司 [实
验动物生产许可证号：SCXK（京）2016-0006、
SCXK（京）2016-0011，实验动物使用许可证号：

SYXK（京）2017-0033]。受体小鼠置于透气纸盒

中一次性接受 137Cs	γ	射线照射，总剂量为 9 Gy。
将受体小鼠随机分为 3 组，每组 10 只：（1）单纯

照射组，受体小鼠接受	γ	射线照射后不注射任何细

胞；（2）骨髓移植组，受体小鼠接受	γ	射线照射

后 4～6 h 经尾静脉注射 5×106 个供体来源去 T 淋
巴细胞的骨髓有核细胞；（3）aGVHD 组，受体

小鼠接受	γ	射线照射后 4～6 h 经尾静脉同时注射 
5×106 个供体来源去 T 淋巴细胞的骨髓有核细胞

和 3×107 个供体来源脾细胞。

1.2　H-E 染色 移植后 21 d 骨髓移植组和 aGVHD 
组各取 2 只小鼠获得脾、小肠、肝、肺组织标本。

采用 4% 多聚甲醛溶液固定、石蜡包埋、切片，然

后行 H-E 染色观察炎症反应。H-E 染色方法：石

蜡切片经脱蜡、水化处理后，于 37 ℃ 烤箱中烘烤 
1 h 取出，自来水润洗 1 次；苏木精染液浸染 3～ 

5 min，自来水冲洗 1～2 min；1% 盐酸乙醇分化数

秒；1% 氨水溶液返蓝数秒，然后水洗 1～2 min；
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伊红染液浸染 1～3 min；无水乙醇脱水 5 min，二

甲苯透明 5 min。中性树胶封片，于光学显微镜下

观察形态病理学变化。

1.3　外周血流式细胞术 骨髓移植组和 aGVHD 组
各取 4 只小鼠，分别在移植后 7、14、21、28  d 采
集面静脉血，采用美国 BD 公司 Arai Ⅱ流式细胞

仪及其配套软件行免疫荧光分析。采用分装后的 
CD3-APC-H7、CD4-V510、CD8-PE、ICOS-APC、

CTLA-4-PE-CY7、PD-1-FITC、CD28-V421 抗体

（均购自美国 BD 公司）检测 CD4＋ T 淋巴细胞

及 CD8＋ T 淋巴细胞表面 ICOS、PD-1、CD28 及 
CTLA-4 抗原表达。采用分装后的 CD3-APC-H7、
CD4-V510、CD8-PE、γ	干扰素（interferon	 γ，
IFN-γ）、白细胞介素（interleukin，IL）-4、IL-4、
IL-17 抗体（均购自美国 BD 公司）检测 CD4＋ T 淋
巴细胞内	 IFN-γ、IL-4、IL-17 的表达水平，分别

研究 CD4＋ T 淋巴细胞中辅助性 T 细胞（T-helper 
cell，Th）1、Th2、Th17 亚群的分布。

1.4　3,3’-二氨基联苯胺（3,3’-diaminobenzidine，
DAB）染色  取小鼠结肠组织标本制作石蜡切

片，进行免疫组织化学染色，染色方法为 DAB 染
色，所用抗体均购自生工生物工程（上海）股份

有限公司。观察共刺激分子配体 CD80、ICOSL、

PD-L1 表达情况。

DAB 染色方法：石蜡切片经 60 ℃ 恒温箱中

烘烤及二甲苯浸泡脱蜡，于乙醇中浸泡水化，并用

蒸馏水浸泡清洗 3 次。柠檬酸三钠修复抗原，在高

压锅中保压后自然冷却至室温。蒸馏水浸泡清洗  
2 次，免疫染色洗涤液洗 3 次。使用免疫组织化学

油性笔圈出组织样本位置，滴加 0.3% 过氧化氢甲

醇溶液，洗涤并封闭。加入一抗稀释液后置于 4 ℃ 
冰箱孵育过夜。第 2 天室温下复温并洗涤 4 次，加

入酶标二抗。洗涤后 DAB 染液显色 5～15 min，
充分水洗，苏木精复染，脱色、封片，于光学显微

镜下观察免疫病理学变化情况。

小鼠结肠组织上皮细胞膜呈棕黄色为 DAB 染
色阳性，分别计算 CD80、ICOSL、PD-L1 阳性

表达率：阳性表达率（%）＝阳性切片数/切片总 
数×100%，每张切片随机选择 3 个高倍镜视野，

每个视野下阳性细胞数占比均≥50% 则判定该切

片为阳性。

1 . 5 　统计学处理  应用  S P S S  2 0 . 0  软件及 

GraphPad Prism 6 软件进行统计学分析。呈正态分

布的计量资料以 x±s 表示，两组间比较采用独立

样本 t 检验，各组不同时间点同一因变量重复测量

数据的比较采用方差分析；呈偏态分布的计量资料

以中位数（范围）表示。采用 log-rank 检验进行生

存分析。检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　各组受体小鼠 log-rank 生存分析 单纯照射组

受体小鼠均在	γ	射线照射后 19 d 内死亡。aGVHD 
组小鼠在	γ	射线照射后出现 aGVHD 症状的时间为 
14（11～18）d，生存时间为 22（13～30）d；骨

髓移植组小鼠在	γ	射线照射后均未出现 aGVHD 症
状，30 d 内均存活。见图 1。

2 . 2  移植后受体小鼠一般情况与形态病理学 
变化 骨髓移植组受体小鼠在照射后 1 周内出现

短暂性轻度腹泻。aGVHD 组小鼠接受移植后 10 d  
左右出现弓背、脱毛、腹泻等典型  aGVHD 表
现；移植后 21 d 脾、小肠、肝、肺组织均可见明

显的炎症细胞浸润，组织结构部分破坏，出现典

型 aGVHD 病理表现。与骨髓移植组小鼠相比，

aGVHD 组小鼠移植后 21 d 脾脏组织结构紊乱，

皮质、髓质交界模糊，出现大片细胞坏死，并可

见大量炎症细胞浸润（图 2A）；小肠组织腺体明

显减少，绒毛缩短或断裂，腺体下方大量炎症细

胞浸润（图 2B）；肝组织汇管区大量炎症细胞浸

润（图 2C）；肺组织部分肺泡腔及间质炎症细胞

浸润（图 2D）。

图 1　各组小鼠接受 γ 射线照射后 log-rank 生存曲线

Fig 1　Log-rank survival curve of mice in each group 

after γ-ray irradiation

TBI: Total body irradiation; BM: Bone marrow transplantation; 

aGVHD: Acute graft versus host disease. n＝10
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2.3　移植后共刺激分子表达情况 如表 1、表 2 
所示，aGVHD 组小鼠外周血 CD4＋ T 淋巴细胞表

面 CTLA-4 表达在移植后 7 d 开始即呈下降趋势， 
CD8＋ T 淋巴细胞表面 CTLA-4 表达在移植后 14 d 
开始也呈下降趋势，在移植后 28 d 时均低于骨髓移

植组（t＝202.23、339.41，P 均＝0.01）。aGVHD 
组小鼠外周血 CD4＋ T 淋巴细胞表面 ICOS 表达在

移植后 21 d 开始上升，CD8＋ T 淋巴细胞表面 ICOS 
表达在移植后 7 d 开始即呈上升趋势（F＝845.02，
P＝0.01），在 28 d 时均高于骨髓移植组（t＝

108.89、152.74，P 均＝0.01）。aGVHD 组小鼠外

周血 CD4＋和 CD8＋ T 淋巴细胞表面 PD-1 表达在

移植后 7 d 开始均呈下降趋势，CD28 表达均呈上

升趋势，但 PD-1 仅在 CD8＋ T 淋巴细胞表面表达

差异有统计学意义（F＝53.73，P＝0.02），CD28 
仅在 CD4＋ T 淋巴细胞表面表达差异有统计学意义

（F＝210.46，P＝0.01），在移植后 28 d 时二者

表达水平与骨髓移植组比较差异均有统计学意义

（PD-1：t＝130.11、149.90，P 均＝0.01；CD28： 
t＝13.62、465.28，P＝0.03、0.01）。

表 1　移植后各时间点小鼠 CD4 ＋ T 淋巴细胞表面共刺激分子表达

Tab 1　Expression of costimulators on CD4 ＋ T lymphocytes in mice at different time points after transplantation
                                                 n＝4, x±s 

Index Group 7 d 14 d 21 d 28 d F value P value
CTLA-4 BM 1.675±0.115 1.040±0.160 0.765±0.355 1.690±0.016 3.37 0.17

aGVHD 2.605±0.105 0.780±0.017 0.300±0.027 0.260±0.015 181.15 0.01
t value 5.97 1.66 1.32 202.23
P value 0.03 0.24 0.32 0.01

ICOS BM 3.850±0.290 3.555±0.325 1.995±0.365 1.520±0.023 9.61 0.04
aGVHD 2.675±0.425 2.260±0.570 3.830±0.420 5.290±0.010 5.47 0.09
t value 2.28 1.98 3.30 108.89
P value 0.15 0.19 0.08 0.01

PD-1 BM 1.860±0.015 1.900±0.320 1.715±0.135 1.330±0.013 0.65 0.65
aGVHD 4.080±0.019 3.825±0.705 0.895±0.225 0.410±0.014 9.34 0.09
t value 313.96 2.49 3.13 130.11
P value 0.01 0.13 0.09 0.01

CD28 BM 8.885±2.215 8.180±1.040 4.600±0.190 4.090±0.080 3.96 0.11
aGVHD 1.705±0.015 2.720±0.090 5.375±0.255 7.215±0.215 210.46 0.01
t value 3.24 5.23 2.44 13.62
P value 0.08 0.04 0.14 0.03

CTLA-4: Cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4; ICOS: Inducible costimulator; PD-1: Programmed death 1; BM: Bone 
marrow transplantation; aGVHD: Acute graft versus host disease

图 2　移植后 21 d 小鼠的各脏器组织病理学表现

Fig 2　Pathological features of mouse organs at 21 d after transplantation
A: Spleen; B: Intestine; C: Liver; D: Lung. BM: Bone marrow transplantation; aGVHD: Acute graft versus host disease. H-E staining. 
Original	magnification:	×40
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2.4　移植后 aGVHD 发生靶组织中共刺激分子配

体的表达 取移植后 21 d 小鼠结肠组织行 DAB 染
色，结果显示，骨髓移植组小鼠结肠组织 CD80、

ICOSL、PD-L1 表达均为阴性，aGVHD 组结肠

组织 CD80、ICOSL、PD-L1 阳性表达率分别为 
40%、80%、80%。见图 3。

表 2　移植后各时间点小鼠 CD8 ＋ T 淋巴细胞表面共刺激分子表达

Tab 2　Expression of costimulators on CD8 ＋ T lymphocytes in mice at different time points after transplantation
                                                  n＝4, x±s 

Index Group 7 d 14 d 21 d 28 d F value P value

CTLA-4 BM 0.675±0.115 1.540±0.340 2.000±0.017 2.700±0.028 7.90 0.11

aGVHD 2.105±0.395 0.750±0.150 0.600±0.039 0.300±0.012 5.89 0.14

t value 3.48 2.22 197.99 339.41

P value 0.07 0.17 0.01 0.01

ICOS BM 3.350±0.210 3.055±0.175 1.800±0.012 1.520±0.020 14.72 0.06

aGVHD 2.175±0.075 1.760±0.070 7.700±0.012 2.600±0.025 845.02 0.01

t value 5.269 6.871 834.39 152.74

P value 0.03 0.02 0.01 0.01

PD-1 BM 0.880±0.020 1.100±0.026 1.220±0.031 1.660±0.022 326.30 0.01

aGVHD 4.190±0.110 3.325±0.205 3.100±0.022 0.600±0.030 53.73 0.02

t value 29.61 10.19 265.87 149.90

P value 0.02 0.03 0.01 0.01

CD28 BM 2.705±0.015 2.220±0.410 1.300±0.034 2.010±0.043 2.69 0.28

aGVHD 1.535±0.135 1.665±0.555 2.100±0.005 5.300±0.003 11.26 0.08

t value 8.61 0.804 113.14 465.28

P value 0.07 0.51 0.01 0.01

CTLA-4: Cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4; ICOS: Inducible costimulator; PD-1: Programmed death 1; BM: Bone 
marrow transplantation; aGVHD: Acute graft versus host disease

2.5　移植后 CD4＋ T 淋巴细胞内 IFN-γ、IL-4、
IL-17 表达 移植后 21 d，aGVHD 组小鼠 CD4＋ 

 T 淋巴细胞内	 IFN-γ、IL-17 表达均较骨髓移植

组增加 [（18.000±1.803）% vs（11.900±2.476）%、

图 3　移植后 21 d 小鼠结肠组织中 CD80、ICOSL、PD-L1 表达

Fig 3　Expression of CD80, ICOSL and PD-L1 in colon tissues of mice 21 d after transplantation
BM: Bone marrow transplantation; aGVHD: Acute graft versus host disease; ICOSL: Inducible costimulator ligand; PD-L1: 

Programmed death-ligand 1. 3,3’-diaminobenzidine	(DAB)	staining.	Original	magnification:	×400
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（2.500±0.360）% vs（0.667±0.322）%]，而 IL-4 表
达减少 [（5.600±1.308）% vs（11.200±3.161）%]，
差异均有统计学意义（t＝2.836、3.450、6.574，P＝ 

0.026、0.003、0.047）。

3　讨　论

aGVHD 的病理生理过程包括  3  个阶段：

（1）预处理（包括化学治疗和放射治疗）导致患

者组织、上皮细胞损伤，释放相关炎性因子 IL-1、
IL-6、肿瘤坏死因子	α（tumor	necrosis	 factor	α，
TNF-α）等形成炎症；（2）受体抗原提呈细胞黏

附分子、共刺激分子和抗原表达增加，使供体来

源的 T 淋巴细胞活化继续分泌	IFN-γ、IL-2 等炎性

因子，从而导致 Th 向 Th1 极化；（3）细胞毒性 
T 淋巴细胞、细胞因子和天然免疫细胞共同攻击 
aGVHD 靶器官，引起相关靶细胞死亡，靶器官出

现 aGVHD 反应。在整个过程中，共刺激分子发挥

了重要作用。发生 aGVHD 时，供体 T 淋巴细胞抗

原受体与受体靶组织抗原提呈细胞表面抗原肽主要

组织相容性复合物结合后产生第一信号。同时，T 
淋巴细胞与抗原提呈细胞上多个共刺激分子结合产

生第二信号，活化供体 T 淋巴细胞。本研究探讨了 
allo-HSCT 后小鼠 T 淋巴细胞表面 4 种共刺激分子

的表达和 3 种 T 淋巴细胞亚群在 CD4＋ T 淋巴细胞

中的分布情况，结果显示它们均与移植后 aGVHD 
有关，并且移植后共刺激分子的表达水平随着时间

的推移而改变。受体在接受致死性	γ	射线照射后，

抗原提呈细胞可通过抗原提呈激活自身反应性 T 
淋巴细胞，进而引发 aGVHD[4-6]。CTLA-4 和 CD28 
可竞争性结合 B7 分子活化淋巴细胞功能抗原 1 等
分子，从而阻止 T 淋巴细胞活化炎性因子风暴[7]。

T 淋巴细胞与 aGVHD 的发生有关，而 CTLA-4 可
能通过调节 T 淋巴细胞活动调控 aGVHD 的严重

程度[2-3]。本实验中，aGVHD 组小鼠CD4＋ T 淋巴

细胞和 CD8＋ T 淋巴细胞表面 CTLA-4 表达水平在 
aGVHD 启动后 14～28 d 呈逐渐下降趋势，且在 
28 d 时低于骨髓移植组，提示 CTLA-4 对 aGVHD 
有抑制作用，其表达水平可能和 aGVHD 严重程度

有关。

本研究中，aGVHD 组小鼠在移植后 21 d 开
始 CD4 ＋ T 淋巴细胞和 CD8＋ T 淋巴细胞表面正性

共刺激分子 ICOS 的表达均逐渐增加，说明随着时

间的推移 aGVHD 病情逐渐加重；而骨髓移植组小

鼠仅在	γ	射线照射后出现短暂辐照所致的靶组织损

伤及炎性因子释放，在移植后缓慢恢复正常，故 
ICOS 表达逐渐降低。研究表明，ICOS-免疫球蛋

白融合蛋白能阻断 CD4＋ T 淋巴细胞增殖并促进其

凋亡，转入 ICOS-免疫球蛋白融合蛋白的骨髓间充

质干细胞干预可显著减轻 aGVHD 小鼠的症状，验

证了 ICOS 对 aGVHD 的正性推动作用[8]。

PD-1 与 CTLA-4 同为共抑制分子，在移植后 
CD4＋ T 淋巴细胞及 CD8＋ T 淋巴细胞表面表达均

呈下降趋势。而由于 CD28 与 CTLA-4 竞争性结合 
CD80/CD86，移植后 aGVHD 组小鼠 CD4＋ T 淋巴

细胞及 CD8＋ T 淋巴细胞表面的 CTLA-4 表达下降

有助于 CD28 与其配体结合，因此移植后 aGVHD 
组 CD4＋ T 淋巴细胞及 CD8＋ T 淋巴细胞表面 
CD28 的表达水平逐渐升高。

由 H-E 染色结果可知，移植后 aGVHD 小鼠

小肠组织中可见明显的 aGVHD 表现，如炎症细

胞浸润、组织结构破坏等。DAB 染色结果显示，

相比骨髓移植组，移植后 aGVHD 组小鼠 CD80、
ICOSL、PD-L1 表达均增加，提示共刺激分子与

其配体结合产生第二信号增多，T 淋巴细胞活化增

强，促进了 aGVHD 的发生、发展，这进一步验证

了 ICOS 对 aGVHD 的促进作用。

既往研究报道，CTLA-4 表达上调时	 IFN-γ、
IL-17、IL-22 等细胞因子表达下调，IL-4 表达明显上 
调[9-12]。ICOS 与其配体结合后	 IFN-γ、IL-5、IL-13、
IL-10 表达均增加，而 IL-2 表达未见明显变化[13]。

PD-1 和 PD-L1 结合可抑制 CD4＋ T 淋巴细胞向 Th1 
和 Th17 分化及炎性因子的释放[14]。在本研究中，

移植后 aGVHD 组小鼠 CD4＋ T 淋巴细胞和 CD8＋  
T 淋巴细胞表面 CTLA-4、PD-1 表达较骨髓移植组

减少，ICOS、CD28 表达增加，第二信号增加，从而

促使效应 T 细胞及 Th 活化，IFN-γ、IL-17 表达增

加，IL-4 表达减少，最终导致 Th 向 Th1 极化，使 
aGVHD 进行性加重。

综上所述，发生 aGVHD 时正性共刺激分子 
CD28 和 ICOS 表达均逐渐增加，负性共刺激分子 
CTLA-4 和 PD-1 表达均逐渐减少，Th 向 Th1 极
化。此外，CTLA-4、ICOS、PD-1 均可能通过调

节 Th1、Th2、Th17 等 T 淋巴细胞亚群分布调控 
aGVHD 的发生、发展。
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