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miHA-TM 在低强度预处理下改善供体骨髓移植的效果研究 

蒲雅静，周  猛 

（安徽医科大学生命科学学院，合肥  230032） 

 

摘要 目的 异基因造血干细胞移植（alloSCT）广泛应用于恶性、非恶性血液疾病的治疗。

然而，因其易引发移植物抗宿主病（GVHD）以及供者匹配困难，且受体采用的清髓预处理

易引发移植相关死亡等原因，因此，亟需在降低预处理强度的同时，提升供者骨髓植入效果

的新策略。方法 在 alloSCT 模型中，过继次要组织相容性抗原（miHA）特异性供体中枢记

忆性 T 细胞（miHA-TM），并联合使用 CD40 激动剂，探讨不同辐照剂量条件下供体骨髓

植入的效果。结果 miHA 特异性供者源中枢记忆性 T 细胞（TM）可促进受体免疫重建，且

不会引发 GVHD。但供者源 TM 细胞在受体免疫重建过程中发生耗竭，影响低预处理强度

下的受体获得完全供体植入。在低辐照剂量下（4 Gy），miHA-TM 联合 CD40 激动剂可促

进供体骨髓植入。结论 miHA-TM 可促进受体免疫重建，且不会诱发移植物抗宿主病。 

关键词  异基因造血干细胞移植；移植前预处理；次要组织相容性抗原；血液疾病；移植物

抗宿主病；中枢记忆性 T 细胞 
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Research on the effect of miHA-TM in enhancing donor bone marrow 

transplantation outcomes under low-intensity conditioning 

Pu Yajing，Zhou Meng 

(College of Life Sciences, Anhui Medical University, Hefei  230032 ) 

 

Abstract  Objective  To treat malignant and non-malignant hematological diseases, allogeneic 

hematopoietic stem cell transplantation (alloSCT) is widely used. However, its application is 

limited by the risk of graft-versus-host disease (GVHD), difficulties in donor matching, and the 

high incidence of transplantation-related mortality due to myeloablative conditioning regimens. 
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Therefore, there is an urgent need to develop new strategies that reduce the intensity of 

conditioning while enhancing donor engraftment efficiency. Methods  In an alloSCT model, 

minor histocompatibility antigen-specific donor central memory T cells (miHA-TM) combined 

with a CD40 agonist were adoptively transferred to evaluate donor bone marrow engraftment 

under different irradiation doses. Results  Minor histocompatibility antigen (miHA)-specific 

donor-derived central memory T cells (TM) facilitated recipient immune reconstitution without 

inducing GVHD. Donor-derived TM cells, however, underwent exhaustion during the process of 

recipient immune reconstitution, which compromised complete donor engraftment under 

reduced-intensity conditioning. At a low irradiation dose (4 Gy), the combination of miHA-TM 

and a CD40 agonist significantly promoted donor bone marrow engraftment. Conclusion  

miHA-TM facilitates immune reconstitution in recipients without inducing graft-versus-host 

disease. 

Key words  allogeneic hematopoietic stem cell transplantation; pre-transplantation conditioning; 

minor histocompatibility antigens; hematological diseases; graft-versus-host disease; central 

memory T cells 
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异基因造血干细胞移植（allogeneic hematopoietic stem cell transplantation,alloSCT）可用

于治愈遗传性和获得性非恶性疾病[1-2]。移植前的预处理是 alloSCT 的首要步骤，关系到移

植的成功与否[3]。然而，传统清髓性预处理方案由于副作用显著，仅适用于年轻且体能良好

的患者[4-7]。因此，亟需开发新的低剂量预处理方案，以在减少不良反应的同时，确保供者

骨髓的完全植入和疾病的彻底治疗[7]。 

次要组织相容性抗原（minor histocompatibility antigen, miHA）是相对于主要组织相容

性抗原（major histocompatibility complex, MHC）命名的，具有较高的免疫原性[8]。前期研

究[9-12]表明，在 MHC 相合的 alloSCT 小鼠模型中，利用造血系统特异性表达的 miHA （H60）

免疫的中枢记忆性 CD8+ T 细胞（TMH60）作为供体 T 细胞，可有效促进供体免疫重建，介导

移植物抗白血病效应（graft-versus-leukemia effect, GVL），且不会引发移植物抗宿主病

（graft-versus-host disease, GVHD）。基于这一发现，本研究进一步以 TMH60 细胞为研究主

体，结合 CD40 激动剂以增强其活化，并在低剂量辐照预处理条件下，探索联合治疗方案对



供体骨髓植入的影响，为 alloSCT 治疗策略的优化和广泛应用奠定研究基础。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 实验动物 SPF 健康雄性 B6.H60（H-2b,Ly9.1-,H60+）小鼠，C3H.SW（H-2b,Ly9.1+,H60-）

小鼠，8 周龄，体质量 20～25 g，购自安徽医科大学实验动物中心，许可证号：SYXK（皖）

2017-06。小鼠在光／暗（12 h／12 h）交替循环、恒温 24 ℃、相对湿度 50％的环境条件下

饲养。所有小鼠都可以自由获得食物和水。所有实验方案和动物处理程序经安徽医科大学实

验动物伦理委员会审查和批准(编号：LLSC20210370)。 

1.1.2 细胞 取自原代小鼠脾脏细胞，小鼠骨髓细胞。 

1.1.3 试剂与仪器 高糖 1640 培养基、胎牛血清（fetalbovineserum,FBS）购自美国 Gibco 公

司；Anti-mouse CD8、Anti-mouse PD-1、Anti-mouse TIM3 等抗体购自美国 Biolegend 公司。

4 激光 13 色 Cytoflex 流式细胞分析仪购自美国 Beckman 公司，流式细胞分选器 ARIA Ⅲ

购自美国 BD 公司，台式低温高速离心机购自德国 Eppendorf 公司 。 

1.2 方法 

1.2.1 供者骨髓细胞的制备  取 C3H.SW 小鼠作为骨髓供鼠，处死后获取小鼠股骨与胫骨中

的骨髓细胞，并采用抗 Thy1.2 磁珠去除骨髓中的 T 细胞。按此方法即获取 T 细胞去除的供

鼠骨髓。C3H.SWB6.H60 为 MHC 相合，miHA 不相合移植模型。 

1.2.2 供者 T 细胞的制备  为获取 miHA 特异性 TM 细胞，采用偶联 H60 协同 CD40 激动剂

免疫 C3H.SW 来源供鼠。于免疫成功后第 90 天处死供鼠，通过磁珠法分选脾脏 CD8+ T 细

胞，随后进一步通过流式细胞术分选 CD44+ CD62L+中枢记忆性 T 细胞，即为实验所需 TMH60。 

1.2.3 移植受鼠的预处理  采用 B6.H60（H2b）造血系统特异性表达 H60 的小鼠为受鼠，接

受不同剂量 X 射线进行全身照射进行预处理。 

1.2.4 CD40 激动剂处理  采用 IP 注射，注射剂量为 50 μg 每只鼠。 

1.3 统计学处理   数据分析采用 GraphPad Prism 9.0 软件分析。所有数据以平均值 ± 标准

差（x±s）的形式表示。首先，通过 Shapiro-Wilk 测试评估数据的正态分布。随后，采用

单因素方差分析（One-way ANOVA）进行组间比较。P<0.05 为差异有统计学意义。 

2 结果 

2.1 TMH60 细胞促进非清髓剂量受体免疫重建  实验以 TMH60作为供体 T 细胞，在不同预处

理强度下分析供者骨髓的植入情况（图 1A）。结果显示，在非清髓辐照剂量（6 Gy）条件

下，移植第 14 天受体即已实现供体髓系细胞、T 细胞和 B 细胞的完全植入（图 1B），且在



移植后第 60 天，供体细胞植入仍未形成嵌合体（图 1C）。相比之下,当过继未免疫的中枢

记忆性 T 细胞（TM）作为供体 T 细胞时，在相同的 6 Gy 预处理条件下，受体未能实现完

全供体植入。此外，H60 四聚体染色结果显示，绝大部分供体来源的 T 细胞为 H60 特异性

（TetH60+），表明 TMH60 在受体体内成功活化并大量扩增（图 1D），但在整个实验过程中未

观察到 GVHD 的发生。    

 

图 1  TMH60 细胞促进非清髓剂量受体免疫重建 

Fig. 1  TMH60 cells promoted immune reconstitution in recipients under 

non-myeloablative conditions 

A: Schematic diagram of the bone marrow transplantation model showing TMH60 versus TM 

cells in immune reconstitution under non-myeloablative conditions；B: Donor-derived myeloid 

cells (CD45.1⁻Ly9.1⁺CD11b⁺), T cells (CD45.1⁻Ly9.1⁺Thy1.2⁺), and B cells 

(CD45.1⁻Ly9.1⁺CD19⁺) in recipient peripheral blood at day 14 post-transplantation ； C: 

Donor-derived myeloid cells, T cells, and B cells in recipient spleen and bone marrow at day 60 

post-transplantation；D: Proportion of H60-specific T cells (TetH60⁺) in recipient spleens detected 



by tetramer staining under different irradiation doses；a:6 Gy/TMH60；b:6 Gy/TM；c:8 Gy/TMH60；

d:8 Gy/TM；*P＜0.05，**P＜0.01,***P＜0.001 vs 6 Gy/TMH60;
#P＜0.05,##P＜0.01, ###P＜0.001 

vs 8 Gy/TMH60. 

 

2.2 CD40共刺激增强TMH60介导的免疫重建与供者嵌合  为探讨TMH60能否促进低预处理强

度下的受鼠免疫重建，该实验采用 C3H.SWB6.H60 的移植模型，并过继 TMH60 或未免疫供

鼠来源的 TM 细胞（图 2A）。结果显示，在 5 Gy 的辐照剂量照射下，TM 细胞处理组受鼠

在移植后第 14 天就已经恢复了受鼠源免疫系统（图 2B）。而移植后 28 d，TMH60 处理组的

受体小鼠外周血中供者源髓系细胞、B 细胞、T 细胞的比例接近 50%，说明受鼠并未达到完

全供者植入（图 2C）。基于此，该实验采用 TMH60 联合 CD40 激动剂（FGK45）处理 5 Gy

辐照后的受鼠。结果显示，移植后 60 d，TMH60 + FGK45 处理的受鼠脾脏、骨髓中供者源髓

系细胞、B 细胞、T 细胞的比例接近 100%，说明 TMH60+ FGK45 处理组受鼠达到完全供者植

入（图 2D）。由此说明，TMH60 联合 CD40 激动剂可在低剂量预处理情况下的受体免疫重建。 

 



 

图 2   CD40 共刺激增强 TMH60 介导的免疫重建与供者嵌合 

Fig. 2  CD40 co-stimulation enhanced TMH60-mediated immune 

reconstitution and donor chimerism 

A: Schematic diagram of the mouse bone marrow transplantation model using TMH60 in 

combination with a CD40 agonist; B: The proportion of donor-derived myeloid cells, T cells, and 

B cells in recipient peripheral blood was measured at 14, 21, and 28 days post-transplantation; C: 

D: At 60 days post-transplantation, the proportion of donor-derived myeloid cells, T cells, and B 

cells in the recipient spleen and bone marrow was analyzed; a:5 Gy/TMH60；b:5 Gy/TMH60+FGK45；

c:5 Gy/TM；d:5 Gy/TM+FGK45；*P＜0.05,**P＜0.01,***P＜0.001 vs 5 Gy/TMH60. 

 

2.3 TMH60 在低辐照剂量处理受体内发生耗竭  与此同时，在移植后第 28 天分析受体外周血



中 H60 特异性 T 细胞的状态。结果显示，TMH60 单独处理组中 TetH60+ 细胞比例较 TMH60+ 

FGK45 处理组受体少（图 3A）。TMH60 处理组中的 TetH60+细胞高表达 PD-1，TIM-3 等免疫

负性调控分子。TMH60+FGK45 处理组中的 TetH60+同样表达 PD-1、TIM-3，但 TetH60+细胞中

PD-1+ TIM-3+的比例较 TMH60 单独处理组少（34.7% vs 16.9%）（图 3B）。基于此，该实验在

后续的实验中分析 TMH60联合 CD40 激动剂以及免疫卡控点阻断剂能否促进接受低剂量预处

理的受体免疫重建。 

 

图 3  TMH60在低辐照剂量处理受体内发生耗竭 

Fig. 3  TMH60 underwent exhaustion in recipients exposed to low-dose 

irradiation 

A: At 28 days post-transplantation, the proportion of donor-derived TetH60⁺ cells in recipient 

peripheral blood was measured；B: At 28 days post-transplantation, the expression of PD-1 and 

TIM-3 on the surface of donor-derived TetH60⁺ cells in recipient peripheral blood was analyzed; 

a:5 Gy/TMH60；b:5 Gy/TMH60+FGK45；c:5 Gy/TM；d:5 Gy/TM+FGK45；*P＜0.05,**P＜

0.01,***P＜0.001 vs 5 Gy/TMH60. 

 

2.4 TMH60 联合 CD40 激动剂可促进低剂量预处理情况下的受体免疫重建  该实验采用

C3H.SWB6.H60 的移植模型，给予受鼠 3 Gy，4 Gy 或 5 Gy 的不同强度的辐照进行预处理，

并过继 TMH60或 TMH60+FGK45。结果显示，在 4 Gy 预处理强度下，TMH60+FGK45 处理组受

鼠的髓系细胞、B 细胞在移植后第 14 天就已经达到完全供者嵌合状态（图 4A）。而在 3 Gy

处理下，即使采用 3 倍的 TMH60 数目，受鼠并未达到完全供者植入。基于此，该实验采用



TMH60 联合 CD40 激动剂（FGK45）处理 5 Gy 辐照后的受鼠。结果显示，移植后 60 d，

TMH60+FGK45 处理的受鼠脾脏、骨髓中供者源髓系细胞、B 细胞、T 细胞的比例接近 100%，

说明 TMH60+FGK45 处理组受鼠达到完全供者植入（图 4B、4C）。TMH60 联合 CD40 激动剂

可在低剂量预处理情况下的受体免疫重建。 

 

图 4  TMH60联合 CD40 激动剂可促进低剂量预处理情况下的受体免疫重建 

Fig. 4  TMH60 combined with CD40 agonist promoted immune reconstitution 

in recipients under low-dose conditioning 

A: At 14 days post-transplantation, the proportion of donor-derived myeloid cells, T cells, 

and B cells in recipient peripheral blood was measured； B, C: At 63 days post-transplantation, the 

proportion of donor-derived myeloid cells, T cells, and B cells in the recipient spleen (B) and bone 

marrow (C) was analyzed；a:5 Gy/TMH60；b:5 Gy/5×TMH60；c:5 Gy/TMH60+FGK45；d:4 

Gy/TMH60+FGK45；e：3 Gy/TMH60+FGK45；f：3 Gy/3×TMH60+FGK45. 

 



3 讨论 

同种异基因造血干细胞移植（ allogeneic hematopoietic stem cell transplantation, 

allo-HSCT）是目前治疗多种恶性血液系统疾病以及部分非恶性血液病的有效手段，被认为

是最具潜力的治愈性治疗方式之一[6-7]。然而，该方法在临床应用中仍面临诸多挑战，其中

最主要的障碍包括移植物抗宿主病 GVHD 的发生以及在移植前进行的预处理方案（如放疗

或化疗）对患者心、肝、肺、肾等多个重要脏器造成的毒性损伤。这些严重并发症不仅显著

增加了治疗相关的病死率，也在一定程度上限制了 allo-HSCT 的广泛推广和临床应用价值[8]。

在 MHC 全相合的 allo-SCT 中，异体 T 细胞（allogeneic T cell, allo-T）可以识别受体多态性

基因编码产物- miHA 而介导 GVL 以及 GVHD 的发生。造血细胞局限性表达的 miHA，可以

诱导 allo-T 介导的 GVL， 但不会引起 GVHD，是实现 GVL 与 GVHD 效应分离的理想靶抗

原[13]。 

前期已发表文章[11]表明，通过采用 miHA（H60）免疫供体，获取 H60 特异性 CD8 中

枢记忆性 T 细胞（TMH60）作为供体 T 细胞，并过继至造血系统局限性表达 H60 抗原的受体

（B6.H60），显示 TMH60靶向并杀伤 H60+ leukemia，且不会引发 GVHD。与此同时，过继

输入的 TMH60，可靶向受体 H60+造血系统，并促进免疫重建。该研究测试了针对 H60 的记

忆 CD8 细胞（TMH60）在促进移植植入中的作用。在 B6.H60（H-2b,Ly9.1-,H60+）小鼠的骨

髓移植到 C3H.SW（H-2b,Ly9.1+,H60-）小鼠模型中，无论在 8 Gy 还是 6 Gy 的全身照射（total 

body irradiation, TBI）剂量下，加入来自 H60 疫苗接种小鼠（TMH60）的记忆 T 细胞，相较

于未接种疫苗的小鼠 TM，均能适度改善供体骨髓植入。在 5 Gy 条件下，接受 TMH60 的小鼠

在移植后 63 d，骨髓和脾脏中出现了多系来源的供体造血细胞。重要的是，这些小鼠并未出

现临床 GVHD。在 4 Gy 的 TBI 剂量下，接受 TMH60 的小鼠表现出较差的供体植入，而接受

抗 CD40 激动抗体（FGK45）治疗的 TMH60 小鼠，在 0 d 使用该抗体后，在脾脏、淋巴结和

BM 中达到了完全植入。此外，在一些接受 3 Gy 预处理的 TMH60 和抗 CD40 治疗小鼠中虽然

未能成功植入，但是在移植后 60 d，小鼠仍保持嵌合状态。 

程序性死亡受体 1（programmed death 1, PD-1）是一种重要的免疫抑制分子，已经在肿

瘤治疗中显示出前景广阔的治疗效果。T 细胞免疫球蛋白黏蛋白结构域 3（T cell 

immunoglobulin domain and mucin domain-3, TIM-3）是一类 T 细胞表面抑制性分子，能够引

起癌症与慢性病毒感染过程中 T 细胞的衰竭[14]。这两种 T 细胞抑制受体 PD-1 和 TIM-3 在

耗竭 T 细胞分化过程中共表达[14]。研究表明，通过应用针对 PD-1 和 TIM-3 的阻断性单克隆



抗体，可以显著减轻 T 细胞耗竭状态，从而恢复其增殖和效应功能，进一步增强 GVL 效

应。这一策略为改善移植后肿瘤复发问题提供了新的免疫治疗思路。 

综上所述，该研究构建了 TMH60 联合 CD40 激动剂在低剂量预处理情况下的受体免疫重

建策略，为 allo-HSCT 的治疗提供新的思路以及有效的治疗方案。此外，TetH60+ 细胞高表

达 PD-1、TIM-3，基于此，后续研究中该课题组计划尝试将 TMH60 细胞与 CD40 激动剂以及

免疫检查点阻断抗体联合应用，以期在缓解 T 细胞功能衰竭的同时，进一步增强 TM 细胞

在移植后免疫重建过程中的促进作用，从而为改善同种异基因造血干细胞移植后的免疫重建

效率提供新的策略。 
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