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异基因骨髓间充质干细胞移植对小鼠胶原性关节炎
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　　【摘要】　目的　探讨异基因骨髓间充质干细胞（ＭＳＣｓ）移植对小鼠胶原性关节炎ＣＤ４＋、ＣＤ２５＋调节性Ｔ细

胞表达的影响。方法　选取４０只Ｃ５７ＢＬ／６（Ｈ２ｂ）小鼠，随机分为正常对照组、Ⅱ型胶原性关节炎（ＣＩＡ）模型组、

ＭＳＣｓ移植治疗组、甲氨蝶呤治疗阳性对照组，每组１０只小鼠。除正常对照组外，其余各组弗氏完全佐剂＋Ⅱ型

胶原诱导小鼠建立ＣＩＡ小鼠模型。分离骨髓单个核细胞后，进行 ＭＳＣｓ细胞分选及鉴定。美国ＢＤ公司ＦＡｃｓｃａｌ

ｉｂｕｒＴＭ型流式细胞分析仪对小鼠骨髓 ＭＳＣｓ进行分选和鉴定。ＭＳＣｓ移植采用尾静脉注射，所含细胞数为２×

１０６。移植后第４２天全部处死动物观察不同分组小鼠的关节症状及肿胀度，采用流式细胞术检测ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

浓度，收集数据并做统计分析。结果　ＭＳＣｓ移植治疗组小鼠关节的肿胀度，与正常对照组比较，差异无统计学

意义（犘＞０．０５）。ＭＳＣｓ移植组ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞的表达，与甲氨蝶呤治疗阳性对照组比较，差异有统

计学意义（犘＜０．０５）；与正常对照组比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　ＭＳＣｓ移植治疗小鼠ＣＩＡ，能显

著改善关节的肿胀度，并明显上调ＣＤ４＋ＣＤ２５＋表达，故 ＭＳＣｓ可作为一种新的替代细胞来源用于类风湿性关节

炎的移植治疗。
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　　类风湿性关节炎（ＲＡ）是一种伴有滑膜增生及骨破坏的慢

性、进行性自身免疫性疾病，其免疫功能的紊乱可能是该病的

关键。有研究表明引起Ｔｈ１细胞因子分泌ＣＤ４＋Ｔ细胞是诱

发ＲＡ自身免疫的激发细胞，ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞能对

自身反应性Ｔ细胞发挥免疫抑制作用，可能在 ＲＡ中起着重

要作用［１２］，有望成为治疗ＲＡ的新靶点。骨髓间充质干细胞

（ＭＳＣｓ）是一种存在于骨髓中的非造血干细胞，具有自我更新、

高度增殖及多向分化的能力［３］。已成为治疗自身免疫病的一

种新趋势。而近年来 ＭＳＣｓ移植对于调节性Ｔ细胞具有相当

显著的影响，所以用 ＭＳＣｓ移植治疗ＲＡ也具备了足够的理论
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基础［４６］。本项目利用同种异基因 ＭＳＣｓ移植治疗小鼠Ⅱ型胶

原性关节炎（ＣＩＡ），进一步研究 ＭＳＣｓ移植治疗对胶原鼠脾细

胞ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞表达的影响，并初步探讨其作用

机制。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　牛Ⅱ型胶原（Ｃ９８０９，５ｍｇ，Ｓｉｇｍａ公司）；弗

氏完全佐剂（０９９Ｋ８８３４ＣＡＳ９０１６６１１，１０ｍＬ，Ｓｉｇｍａ公司）；

Ｆｃｏｌｌ淋巴细胞分离液（上海试剂二厂）。美国ＢＤ公司ＦＡｃｓ

ｃａｌｉｂｕｒＴＭ型流式细胞分析仪，莱卡石蜡切片机切片，奥林巴

斯ＢＳ５１显微镜观察、奥林巴斯分析软件进行分析；Ｍｏｔｉｅ

Ｍｅｄ６．０数码医学图像分析系统。

１．２　实验动物　选择辽宁省中医药大学动物实验中心近交系

Ｃ５７ＢＬ／６（Ｈ２ｂ）小鼠４０只，动物合格证号ＰＯＯ１０２００９。小鼠

年龄４５～５０ｄ，体质量（１８±３）ｇ。

１．３　方法

１．３．１　小鼠分组与处理　将４０只近交系Ｃ５７ＢＬ／６（Ｈ２ｂ）小

鼠随机分为正常对照组、ＣＩＡ模型组、甲氨蝶呤治疗组、ＭＳＣｓ

移植治疗组，每组１０只。除正常组用生理盐水外，其余各组将

１０ｍｇ牛Ⅱ型胶原与５ｍＬ完全福氏佐剂研磨后，以每只

１００μＬ于小鼠背部、踝部、尾根部进行皮内注射免疫，第１４天

按上述方法再次腹腔注射，以加强免疫。ＣＩＡ小鼠二次免疫接

种后第２天，将 ＭＳＣｓ以２×１０６／ｋｇ细胞数注入 ＭＳＣｓ移植治

疗组小鼠尾静脉内。甲氨蝶呤治疗组小鼠每次采用甲氨蝶呤

０．０１７５ｇ／ｋｇ对小鼠进行灌胃，每５天１次，直到实验倒数第２

天。于第４２天将各组小鼠处死，取踝关节进行组织病理学检

查，并取脾脏，做成脾细胞悬液，以备流式细胞仪检测。

１．３．２　标本制备与指标检测　（１）单个核细胞的分离：采用颈

椎脱臼法处死小鼠，在无菌状态下取出双侧股骨和胫骨，暴露

骨髓腔，用含１０％胎牛血清的ＬＤＭＥＭ培养液注射器反复冲

洗骨髓腔；收集骨髓细胞悬浮液３份，按２∶１的比例加入淋巴

细胞分离液，以６００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，分离单个核细胞，磷酸

盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤３～４遍，用１ｍＬ重悬。美国ＢＤ公司

ＦＡｃｓｃａｌｉｂｕｒＴＭ型分选式细胞分析仪进行骨髓的ＣＤ４４＋细胞

分选。收集分选的ＣＤ４４＋阳性细胞，ＰＢＳ充分洗涤后，以生理

盐水重悬，将收集到的细胞调整成浓度为２×１０６ 个细胞数／

ｍＬ的细胞悬液，低温冻存以备回输。（２）小鼠骨髓 ＭＳＣｓ表

型鉴定：分别取１０μＬ荧光标记的小鼠抗大鼠单抗ＰＥＣＤ４４，

ＦＩＴＣＣＤ４５，另设１管为空白对照，室温避光３０ｍｉｎ，用ＰＢＳ

洗２～３次，用２ｍＬＰＢＳ混匀细胞，３０ｍｉｎ后用流式细胞仪进

行检测，每个标本至少分析１００００个细胞。以明确所分离的

ＭＳＣｓ纯度。（３）足爪关节肿胀程度观察：用游标卡尺对小鼠

双侧后足关节进行测量，从造模开始每５天１次，直到取材前

１天。（４）ＣＤ４＋、ＣＤ２５＋检测：取脾细胞悬液，用流式细胞双标

法检测ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞表达水平，具体操作按试剂

说明书进行。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件对数据进行统计学分

析，计量资料采用狓±狊表示，组间比较采用狋检验；以α＝０．０５

为检验水准，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　小鼠骨髓 ＭＳＣｓ表型鉴定结果　经流式细胞仪检测分

离、分选出的小鼠 ＭＳＣｓ表面 ＣＤ４４表达阳性率为９０％～

９６％，ＣＤ４５表达阴性，而ＣＤ４４为基质细胞和 ＭＳＣｓ的特异表

面抗原，ＣＤ４５是白细胞抗原。因此所获得的 ＭＳＣｓ是较均一

的 ＭＳＣｓ，符合移植条件。见图１，图２。

图１　ＰＥ标记的ＣＤ４４阳性百分比

图２　ＦＩＴＣ标记的ＣＤ４５阳性流式细胞图

２．２　ＢＭＭＳＣｓ移植注射后各组关节炎指数及肿胀度程度　

ＣＩＡ模型组小鼠中Ⅱ型胶原免疫注射后的第２天，小鼠注射足

即有明显的肿胀，出现急性免疫反应。第１４～２１天后，ＣＩＡ模

型组小鼠对侧足出现红肿，第３５～４２天后足的肿胀更为明显，

关节炎指数及肿胀度程度与正常对照组比较，差异有统计学意

义（犘＜０．０５）。甲氨蝶呤治疗组小鼠注射足即有轻度的肿胀

减轻，治疗后第６天开始，能明显抑制关节局部肿胀，治疗后第

３５天，关节局部肿胀明显恢复，与ＣＩＡ模型组比较，差异有统

计学意义（犘＜０．０５）。ＭＳＣｓ移植治疗组治疗后第３天，能明

显抑制关节局部肿胀，治疗后第３５天，关节局部肿胀明显恢

复，与ＣＩＡ模型组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５），与甲氨

蝶呤治疗组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５），与正常对照

组比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。见表１。

表１　各组ＣＩＡ小鼠后肢足肿胀度程度与鼠ＡＩ比较

组别 足肿胀度（ｃｍ３） 关节炎指数

正常对照组 １．０９±０．０６ ０．００±０．００

ＣＩＡ模型组 ２．１９±０．０３ａ ４．２０±０．５０ａ

甲氨蝶呤治疗组 １．１８±０．０７ａｂ １．３０±０．３０ａｂ

ＭＳＣｓ移植治疗组 １．１２±０．０６ｂｃ ０．５０±０．２０ｂｃ

　　注：与正常对照组比较，ａ犘＜０．０５；与ＣＩＡ模型组比较，ｂ犘＜０．０５；

与甲氨蝶呤治疗组比较，ｃ犘＜０．０５。

２．４　各组ＣＤ４
＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞表达水平比较　ＣＩＡ模

型组ＣＤ４＋ＣＤ２５＋表达水平为（２．３３±０．３６）％，明显低于正常

对照组的（３．６９±０．２６）％，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；甲

氨蝶呤治疗组ＣＤ４＋ＣＤ２５＋表达水平为（２．８１±０．３５）％，明显

高于ＣＩＡ模型组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＭＳＣｓ移植

治疗组ＣＤ４＋ＣＤ２５＋表达水平为（３．５５±０．４１）％，与甲氨蝶呤

治疗组比较，ＣＤ４＋ＣＤ２５＋表达上调，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；但与正常对照组比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

见图３。
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　　Ａ：正常对照组；Ｂ：ＣＩＡ模型组；Ｃ：甲氨蝶呤治疗组；Ｄ：ＭＳＣｓ移植治疗组

图３　各组ＣＤ４
＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞表达水平比较

３　讨　　论

ＲＡ是以多关节慢性滑膜炎为特征的一种常见自身免疫

病，发病机制目前尚未完全阐明。研究表明自身反应性Ｔ细

胞与疾病的发生、发展有密切关系，ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞可以调

节机体损伤后的免疫反应，而机体内ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞缺失

会导致自身免疫性疾病的发生［７８］。越来越多的证据表明ＲＡ

患者中ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞存在异常。ｖａｎＡｍｅｌｓｆｏｒｔ等
［５］发

现，ＲＡ患者外周血ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞百分比明显高于健康

对照组，而这些细胞的抑制活性却明显下降。Ｌａｗｓｏｎ等
［６］检

测活动期和稳定期 ＲＡ患者外周血ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞百分

比，结果发现早期活动性ＲＡ患者外周血ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞

百分比明显少于健康对照组，而稳定期ＲＡ患者组与健康对照

组比较差异则无统计学意义（犘＞０．０５），表明ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ

细胞在早期活动性ＲＡ患者中，其外周血数量是减少的。Ｃａｏ

等［７］发现ＲＡ患者靶器官中高表达ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞，与外

周血ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞相比明显增高，认为与外周血ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋Ｔ细胞转移至受累关节有关。由此看来，上调体内的

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞百分比可以很好地控制ＲＡ病情。

本研究结果显示，ＭＳＣｓ移植组ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞与正

常对照组比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５），说明 ＭＳＣｓ治

疗可以在炎症局部阻止骨和软骨的破坏，促进软骨修复。

ＭＳＣｓ移植治疗小鼠ＣＩＡ，能显著改善关节肿胀度，明显上调

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞的表达，并且与甲氨蝶呤治疗组比较，差异

亦有统计学意义（犘＜０．０５）。说明 ＭＳＣｓ可以通过提高ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋Ｔ细胞百分比，控制ＲＡ病情的发展。

综上所述，ＭＳＣｓ移植治疗小鼠ＣＩＡ，能显著改善关节的

肿胀度，明显上调ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞表达，故 ＭＳＣｓ可作为

一种新的替代细胞来源用于ＲＡ的移植治疗。
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