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Abstract
AIM: To compare the mixed lymphocyte reactions (MLR)
of human lymphocytes response to xenogenic murine lym-
phocytes and the allogenic human lymphocytes in vitro.

METHODS: Xeno-and allo- MLRs were set up and cellular
classification study of xeno- and allo- MLRs were performed.

RESULTS: Human T cells response to xeno-cells was
weaker than to allo-cells (P <0.05). Cellular classification
study indicted that it was mainly CD4+ T cell involved in
both allo- and xeno-MLRs, the former through direct and
indirect pathways and the latter through indirect pathway.
In addition, CD8+ T cell was involved in the reaction as
well.

CONCLUSION: Xeno-MLR is weaker than allo-MLR.
Xenogenic cells can only stimulate T cells through indirect
pathway. Both MLRs share similar requirements for APCs,
and human CD4 T cells are the major response cells.
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摘要
目的:  对比体外人外周血淋巴细胞对于异种小鼠细胞和同种

异体细胞混合淋巴细胞反应.

方法: 建立异种-同种混合淋巴细胞反应模型，进行分类

细胞反应试验.

结果: 人外周血淋巴细胞对于异种小鼠细胞的反应明显低于

对于同种异体细胞的反应(P <0.05). 细胞分类研究显示: 在

异种混合淋巴细胞反应中，主要是CD4+ T细胞通过间接途

径受小鼠抗原刺激而增生; 在同种混合淋巴细胞反应中，主

要是CD4+ T细胞通过直接途径受同种异体抗原刺激而增

生. 在两种混合淋巴细胞反应中，CD8+ T细胞也参与.

结论: 异种混合淋巴细胞反应弱于同种混合淋巴细胞反应，

异种细胞只通过间接途径刺激T细胞. 同种和异种混合淋巴

细胞反应均需要抗原提呈细胞参与，CD4+T淋巴细胞是反

应的主要细胞.
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0   引言

移植排斥与组织相容性抗原密切相关，T细胞能直接
识别同种移植物的组织相容性抗原. 移植时，供体抗原
可以通过多种途径激活受体的免疫应答系统，产生免
疫应答，激活淋巴细胞，发生移植排斥. 其中包括:
CD4+细胞与MHC II 抗原反应; CD8+细胞与MHC I抗
原反应. 细胞间的反应被两种不同但是相关的途径介导:
直接途径和间接途径. 直接途径是T细胞直接作用于完
整的同种异源供体细胞的MHC 分子，引起免疫应答
的途径; 间接途径是供体的抗原通过受体的抗原提呈细
胞上的MHC 分子作用于T 细胞，引起免疫应答的途
径. 在异种移植排斥反应中，T细胞激活途径尚不完全
清楚，本试验对此进行了深入的研究.

1   材料和方法

1.1 材料  10 个无关自愿者的血(JR 医院，牛津，英
国)用来准备人外周血单个核细胞(PBMC). Harlan-Olac
试验用小鼠，6周龄. (1)外周血单个核细胞 /淋巴细胞
(PBMC)的置备 将甘素化的新鲜去红细胞混悬液室温下
加入等量PBS混匀，每10 mL去红细胞/PBS 混悬液中
加入Ficoll-Hypaque液 3 mL. 18 ℃，2 000 r/min，离



心30 min. 移除上层的血浆和血小板，3倍体积的HBSS
冲洗细胞，18 ℃，1 300 r/min，离心 10 min. 去除
上清液. HBSS重新混匀细胞、冲洗并离心1次，去除上
清液. 混悬细胞于RPMI-10. 用胎盘蓝计量细胞的活性.
(2)小鼠脾细胞混悬液的置备 处死小鼠，摘取脾置于
60× 15-mm petri 皿中剪碎，加入RPMI-10 3 mL; 碾
磨组织碎块至仅有结蒂组织存留; 用6 mL注射器和19G
针头反复抽吸数次，进一步离散组织; 200 µm尼龙网
过滤组织; 加入RPMI-10 5 mL; 18 ℃，1 000 r/min，离
心10 min，去除上清液，混悬细胞沉淀于RPMI-10
20 mL，重复离心1次，混悬细胞沉淀于RPMI-10 5 mL;
加入红细胞溶解缓冲液5 mL; 室温下孵育5 min; 加入
PBS 冲洗细胞，室温下，1 000 r/min，离心 10 min，
去除上清液. 重复此步骤. 混悬细胞沉淀于适量RPMI-
10备用. (3)刺激细胞的制备: 将准备用作刺激用细胞置
入60Co 罐中 15 s，接受约20Gy的放射线照射灭活.
1.2 方法  基础混合淋巴细胞反应(MLR) 的建立: 计数人
外周血淋巴细胞(PBMC)和小鼠的脾单细胞混悬液，用
RPMI-10 AB调整他们的细胞密度至2.5× 109/L; 调整
刺激用细胞密度至2.5× 109 /L; 分装反应细胞至96孔
微滴度板: 每个反应小孔中分装100 µL人外周血单核细
胞(每个实验条件准备3个小孔); 加入 100 µL照射后的
刺激细胞之相应的小孔中 (人外周血单核细胞和小鼠的
脾单细胞混悬液)，使用RPMI-10AB 100 µL 和 PMA
100 µL分别作为阴性和阳性对照; 放入潮湿的 37 ℃，
50 mL/L CO2孵箱中孵育; 分别在2、4和6 d 进行[3H]
掺入，3、5和7 d收获细胞. 在终止细胞培养前18 h每
个培养孔中加入1.85GBq/L [3H]胸腺嘧啶(总量37MBq)
20 µL; 使用多孔细胞收获仪吸取、溶解细胞并转移
DNA至滤纸，洗掉未结合的[3H]胸腺嘧啶; 将滤纸放入
样品袋，加入scintillation 混合液5 mL并密封; 在 scin-
tillation 计数仪中计数样品直至标准误2% . 计数背景和
不同试验条件下平均cpm. 相同条件下不同培养孔间差
异应小于20% . 人和小鼠淋巴细胞的筛选，CD4 和CD8
细胞的分离 使用Miltenyi Biotec公司(USA)提供的试剂
盒及磁性分离仪和方法.
       统计学处理  使用 SPSS 11.0 软件分析，所用统计
方法为Kruskal-Wallis检验. 采用EXCEL软件作图.

2   结果

2.1 原发异种/同种混合淋巴细胞反应筛选时间点  对

细胞活性、各种细胞之间的反应及反应持续时间进行

试验(图1). 醋酸豆蔻酸佛波醇(PMA)刺激细胞分裂增生

明显，在第3 d达到最高，以后逐步下降，说明细胞有

分裂增生的能力. 异种刺激细胞(XS)不增生，说明照射

后小鼠脾细胞丧失了分裂增生的能力. 未加入刺激的人

外周血淋巴细胞(R)增生很弱; 加入经照射的同种刺激细

胞(AS)、异种刺激细胞(XS)的人外周血淋巴细胞均分裂

增生活跃，前者刺激细胞分裂增生的能力更强，他们

均使细胞分裂增生在5-7 d 达到最高，因此我们选择
该时间点建立基础混合淋巴细胞反应.

图 1  原发异种 /同种混合淋巴细胞反应的连续时间点试验及结果.

2.2 原发异种-同种混合细胞反应的对比  照射的人外

周血淋巴细胞(AS)和小鼠的脾单细胞混悬液(XS)作为阴

性对照，PMA刺激作为阳性对照. 人外周血淋巴细胞

(R)作为反应细胞. 对比原发异种-同种混合淋巴细胞反

应. 第 5 d，未加入刺激的人外周血淋巴细胞分裂增生

很低，反应了细胞在培养液中自然分裂增生的能力，

与加入刺激物组对比有显著差异，(P <0.01 图 2)，说

明这种自然的分裂增生对于对比加入同种和异种刺激

物的混合淋巴细胞反应干扰很小; 同种混合淋巴细胞反

应(AS+R)组明显高于异种混合淋巴细胞反应(XS+R)组，

说明经照射的人外周血淋巴细胞的刺激作用明显强于

经照射的小鼠的脾单细胞混悬液，他们之间存在显著

差异(P <0.05). 第 7 d，同种混合淋巴细胞反应(AS+R)

组和异种混合淋巴细胞反应(XS+R)组反应均升高. AS+R

组明显高于XS+R组，他们之间存在显著差异(P <0.05).

第 7 d与第 5 d的反应结果相似，证实了原发异种-同

种混合淋巴细胞反应模型中各个细胞间相互反应的能

力. 通过这组试验说明同种混合淋巴细胞反应明显高于

异种混合淋巴细胞反应.

图 2  原发异种-同种混合淋巴细胞反应第5, 7 d 结果.

2.3 原发异种-同种混合细胞反应第5 d 比较  用不同
的刺激细胞进行刺激，以了解原发异种-同种混合淋
巴细胞反应在不同个体之间的差异. 3只小鼠的脾单细
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胞混悬液(XS1-3)分别刺激3个不同个体的外周血淋巴细
胞(R1-3)和3个不同个体的外周血淋巴细胞(AS1-3和R1-3)
相互刺激之间的比较(图3A-C). 不同的小鼠脾单细胞
混悬液(XS)刺激同一人血样中的淋巴细胞(R)，反应结
果相似，说明对于人淋巴细胞而言，不同小鼠个体的
刺激作用间个体差异不明显; 不同的人外周血淋巴细
胞(AS)刺激同一人血样中的淋巴细胞(R)，反应结果相
似，说明对于人细胞而言，不同人个体的刺激作用间
个体差异不明显; 同种混合淋巴细胞反应(AS+R)组反
应结果明显高于异种混合淋巴细胞反应(XS+R)组，说
明人外周血淋巴细胞的刺激作用强于小鼠的脾单细胞
混悬液.
2.4 CD4+/CD4-细胞作为反应细胞的混合淋巴细胞反

应  分别用CD4+和CD4-细胞作为反应细胞(图4). 我们
发现XS+R(CD4+)与R组细胞分裂增生相似，无差异显
著(P >0.05)，说明CD4+T细胞不能被异种细胞直接激
活，证实在异种混合淋巴细胞反应中CD4+T细胞不能
通过直接途径激活; XS+ R(CD4-)组细胞分裂增生高于R
组(P <0.05)，说明异种细胞能刺激CD4-细胞(含APC
的CD8+T细胞)分裂增生; XS不能刺激CD4+T细胞但是
可以刺激CD4-细胞分裂增生，因为前者不含APC而
后者内有APC和CD8+细胞; AS+R(CD4+)组高于R 组
(P <0.05)，说明同种细胞可以直接刺激CD4+T细胞分
裂增生; AS+R(CD4-)组高于R组(P <0.05)，说明同种细
胞能刺激CD4-细胞(含APC的CD8+T细胞)分裂增生;
AS+R(CD4+)组远远高于AS+ R(CD4-)组(P <0.05)，说

明CD4+T细胞是同种混合淋巴细胞反应中的主要反应
细胞，对CD4+和CD4-细胞，AS均可刺激分裂增生，
前者明显强于后者，AS 本身含有APC，而发生分裂
增生的主要是CD4+T细胞. 同种混合淋巴细胞反应中淋
巴细胞激活存在直接和间接两种途径，直接途径在同
种混合淋巴细胞反应中发挥了重大作用.
2.5 CD8+/CD8-细胞作为反应细胞的MLR  分别用
CD8+ 和 CD8- 细胞作为反应细胞，(图 5). 我们发现
XS+R(CD8+)组与R组细胞分裂增生相似，无差异显著
(P >0.05)，说明CD8+T细胞不能被异种细胞直接激活，
证实在异种混合淋巴细胞反应中CD8+T细胞不能通过直
接途径激活; XS+R(CD8-)组远远高于R组(P <0.05)，说
明异种细胞能刺激CD8-细胞(含APC的CD4+细胞)分
裂增生; XS不能刺激CD8+T细胞但是可以刺激CD8-细
胞，因为前者不含APC而后者内有APC及 CD4+T细
胞; AS+R(CD8+)组高于R组(P <0.05)，说明同种细胞可
以直接刺激CD8+T细胞分裂增生; AS+R(CD8-)组高于R
组，说明同种细胞能刺激CD8-细胞(含APC的CD4+
细胞)分裂增生; AS+R(CD8-)组远远高于AS+R(CD8+)组
(P <0.05)，说明CD4+T细胞是同种混合淋巴细胞反应
中的主要反应细胞，CD8+T细胞为次要反应细胞，对
CD8+和CD8-细胞，AS均可刺激分裂增生，后者明显
强于前者，AS本身含有APC，而发生分裂增生的主要
是CD4+T细胞. 同种混合淋巴细胞反应中淋巴细胞激活
存在直接和间接两种途径，直接途径在同种MLR中发
挥了重大作用.

图3  A: 血样(人)1原发异种-同种混合淋巴细胞反应第5 d的比较; B: 血样(人)2 原发异种-同种混合淋巴细胞反应第5 d的比较; C 血样(人)3原
发异种-同种混合淋巴细胞反应第5 d 的比较.

图4  人CD4+/CD4-淋巴细胞作为反应细胞的异种-同种混合淋巴细
胞反应第5, 7 d的比较.

图5  用人CD8+/CD8-细胞作为反应细胞的异种-同种混合淋巴细胞
反应第5, 7 d 比较.
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3   讨论

我们检测了体外人外周血淋巴细胞及其中不同亚群细
胞在同种和异种细胞刺激下分裂增生的情况. 目的在于
了解移植排斥反应中免疫细胞的反应，对比免疫细胞
在同种和异种细胞刺激下分裂增生的异同与不同亚群
细胞反应的异同，借以了解人细胞免疫系统在移植排
斥中识别外来抗原进而排斥抗原的途径. 了解这一途径
有助于在进行同种 /异种移植时，通过干扰这一途径
减少移植排斥反应. 我们检测了人外周血淋巴细胞对异
种刺激源(小鼠)和同种异体刺激源体外混合淋巴细胞反
应的情况. 发现同种/异种混合淋巴细胞反应均在第5-
7 d达到高峰; 同种混合淋巴细胞反应反应明显高于异种
混合淋巴细胞反应; CD4+/CD4-细胞分别作为反应细
胞，结果显示: 异种细胞不能刺激CD4+ T细胞但是可以
刺激CD4-细胞，对CD4+/CD4-细胞，同种异体细胞均
可刺激分裂增生，CD4+ T细胞分裂增生明显强于CD4-
细胞; 分别用CD8+/CD8-细胞作为反应细胞，结果显示:
异种细胞不能刺激CD8+ T细胞但是可以刺激CD8-细
胞，对CD8+/CD8-细胞，同种异体细胞均可刺激分裂
增生，CD8-细胞分裂增生明显强于CD8+ T细胞.
        鼠-人之间的异种混合淋巴细胞反应是T细胞依赖
型的，尤其是CD4反应细胞[1]. 我们的实验证实了这一
点，同时发现CD8细胞也在其中发挥了作用. 对于识别
小鼠反应细胞的那种目标抗原，大多数报道为MHCII，
少数为MHCI，不论识别那种抗原，均说明T细胞在鼠-
人之间的异种MLR中的重要性[2]. 也有为数不多的试验
说明了，在鼠-人之间的异种MLR中抗原提呈细胞的
依赖性[3]. 我们发现，人主要是CD4+ T细胞通过识别经
过APC的提呈鼠抗原引发免疫应答，CD8T细胞起次要
作用.  还有试验用小鼠细胞作为反应细胞，发现用
MHCII特异性抗体阻断时，鼠-人之间的异种MLR受
到抑制[4]. 总之，在鼠-人之间的异种MLR中CD4+T细
胞、APC和MHCII为反应的主要途径，CD8+ 细胞、APC
和MHC I为反应的次要途径.
        过去的体外混合淋巴细胞反应实验结果差异很大.
以不同的反应细胞，其中包括: 人、绵羊、山羊豚鼠、鸭、
鹅、大鼠、小鼠等[5-9]，试验结果显示异种混合淋巴细
胞基础反应缺失或很低. 与之相反，也有许多研究显示:
异种混合淋巴细胞反应与同种混合淋巴细胞反应相似
或更高. 我们的试验结果表明: 以人外周血淋巴细胞作为
反应细胞，异种混合淋巴细胞反应明显低于同种混合
淋巴细胞反应. 这种试验结果不一致与许多因素有关. 在
豚鼠-小鼠之间的异种混合淋巴细胞反应中，以豚鼠作
为反应细胞，辅助性T细胞也不能直接被小鼠MHC激
活，在反应时加入豚鼠的有丝分裂刺激血清时，这种反
应被激活，而加入小鼠的有丝分裂刺激血清无效，说明
小鼠的淋巴因子不能对豚鼠的Th/Tc的激活产生影响.
另外，鼠-人之间的异种混合淋巴细胞反应中，以人为
反应细胞，加入异体人的IL-1这种反应被激活. 这些报

道均说明了淋巴因子在跨种反应中的重要性，对CD4
分子的研究显示人CD4分子与小鼠的MHC II分子之间
有完全作用或削弱了的作用. 结合其他在异种混合淋巴
细胞反应中Tc细胞反应缺失的研究[10-11]，我们倾向于
认为对于T细胞不能识别异种MHC这一缺陷，不仅仅
是淋巴因子产生了影响. 认为较高的异种MLR反应是由
于识别异种抗原的T细胞水平较高，T细胞通过自身
的MHC识别异种抗原所致.
        在移植排斥反应中，辅助性T细胞扮演了重要的脚
色. 通过我们的试验可以得出这样的结论: 异种排斥体外
引起的细胞反应明显低于同种排斥反应; 同种移植的细
胞排斥反应有直接和间接两种途径，而异种移植的细
胞排斥反应只有间接途径. 在两种排斥反应中，CD4+和
CD8+ T细胞亚群均发挥作用，CD4+ T细胞作用更为明
显. 有试验表明去除CD4+细胞有助于延长异种移植物的
存活时间. 但是对于同种异体移植物无效. 本试验可以部
分解释其原因. 通过异种和同种MLR的对比，我们看到
了移植的新希望: 当有效的抑制了体液排斥反应后，异种
移植也许比同种异体移植排斥的免疫抑制更易于控制.
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