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【摘要】 目的 利用体外混合培养方法深入研究间质干细胞和免疫细胞的相互作用，为间质干细胞的合理
应用提供理论依据。方法 分别利用贴壁培养和密度梯度离心的方法获得人骨髓间质干细胞和外周血单核细
胞，利用体外混合培养的方法研究间质干细胞和淋巴细胞的相互作用。结果 人骨髓来源的间质干细胞能够抑
制淋巴细胞的增殖，但是也很容易遭到活化淋巴细胞的毒性攻击。活化淋巴细胞分泌的炎症因子能够驱使淋巴
细胞向间质干细胞周围移动从而加强彼此间的相互作用。作为一种反应机制，间质干细胞在炎症因子刺激后能
够获得一定程度上的对活化淋巴细胞的细胞毒性抗性。间质干细胞最终能否发挥免疫调节作用将取决于双方
力量的平衡。结论 体外研究结果提示人骨髓间质干细胞对活化淋巴细胞的细胞毒性敏感，该结果可能反映了
间质干细胞输入体内后的情况，为间质干细胞的临床应用提供了新的思考和借鉴。
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【Abstract】 Objective To investigate the reciprocal interaction between mesenchymal stem cells (MSCs) and

immune cells，and to provide a reference for the application of mesenchymal stem cells. Methods MSCs and periph-

eral blood mononuclear cells were collected by adherent culture and density gradient centrifugation. Then mixed cul-

ture was performed to investigate the interaction between MSCs and immune cells. Results MSCs were prone to be

attacked by activated lymphocytes, though they also inhibited the proliferation of lymphocytes. Lymphocytes could

converge to the vicinity of hMSCs after hMSCs were stimulated by supernatant media derived from activated lympho-

cyres. This proximity provide hMSCs and activated lymphocytes the opportunity of close contact and interaction. Cor-

respondingly, hMSCs also acquired some degree of resistance to the attack of activated lymphocytes after they were

stimulated by inflammatory factors. Whether hMSCs could ultimately exert immunoregulatory function would depend

on mutual competition of hMSCs and immune cells. Conclusion MSCc are sensitive to the cytotoxicity of activated

lymphocytes. This study describes what’s happening after hMSCs are infused into body, which provides some consid-

eration during the clinical application of hMSCs.
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·论 著·

间质干细胞的一个显著特点就是低表达Ⅰ型主
要组织相容性抗原，不表达Ⅱ型主要组织相容性抗原
和共刺激分子[1-2]。因此，间质干细胞具有低免疫原性
和不能激活同源异体淋巴细胞增殖的特点[2]。同时，
间质干细胞还能够通过分泌可溶性细胞因子和细胞接
触依赖的方式发挥广泛的免疫调节功能[3-5]。目前间质
干细胞在免疫相关性疾病的治疗方面显示了极大的应
用前景[6]。然而，针对间质干细胞的临床应用也存在
一些疑虑和担忧，例如对输入体内间质干细胞的存在
形式和生存时间等问题并不完全清楚[7]。本研究利用
体外混合培养方法深入研究间质干细胞和免疫细胞的
相互作用，为间质干细胞的合理应用提供理论依据。

1 材料与方法
1.1 人骨髓间质干细胞的分离，扩增和分化鉴

定 肝素抗凝的骨髓标本 20 ml 与等体积的低糖
DMEM完全培养基(含10%FBA)混合后，小心叠加到
密度为 1.077 g/ml 的 Ficoll-Hypaque 分离液上。在
800 g条件下离心 20 min后，收集分离液上层的单核
细胞，经重悬，洗涤后种于培养瓶中，置于37℃和5%
CO2条件下培养箱中。每 3 d 换一次培养基(含 10%
FBS的低糖DMEM)，待细胞融合度达95%以上时，用
0.25%胰酶消化处理并按1:3的比例扩增培养。本实
验所用到的间质干细胞均在10代以内。

骨髓间质干细胞的体外成骨成脂肪分化鉴定按
相关文献报道进行[8]。简述如下，在细胞融合度达到
95%以上后，分别将普通培养基换为成骨/成脂诱导
液，每隔3 d换一次新鲜的诱导液。待诱导12 d后，诱
导的成脂细胞用 10%甲醛中性液固定 30 min后用新
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鲜配置的 0.6%油红O染液染色。待诱导 20 d后，诱
导的成骨细胞用 10%甲醛中性液固定 30 min 后用
0.5%茜素红-S染液染色。

1.2 流式分析 制成单细胞悬液后的骨髓间质
干 细 胞 分 别 用 PE 或 者 FITC 荧 光 染 料 标 记 的
抗-CD34，CD73，CD105，CD106，CD166 (BD 试剂)标记后，
用BD FACSCalibur 流式细胞仪分析。

1.3 免疫抑制能力鉴定 利用 Ficoll淋巴细胞
分离液分选人外周血单核细胞 (PBMC)后重悬于
RPMI 1640完全培养基中(含10%FBS)。首先将不同
数量的间质干细胞(1×104，2×104)铺于96孔平底培养
板中，12 h 后加入含 5 μg/ml PHA (Sigma-Aldrich)的
PBMC (1×105)，无间质干细胞的体系做为对照，同时
每种细胞密度重复5次。3 d后，收集每孔中的悬浮细
胞后，每孔加入10 μl CCK-8 (Dojindo)溶液用以检测
PBMC的增殖，或者直接将CCK-8加入混合培养体系
中用以检测两种细胞的增殖情况。按相同比例在6孔
培养板中扩大上述混合培养体系，2 d后用普通光学显
微镜观察细胞增殖和间质干细胞的数量和状态。

1.4 条件培养基的制备 2 ml的PBMC (1×106)
于 6孔培养板中在 5 μg/ml PHA条件下刺激增殖 2 d
后，收集上清并经离心和过滤后制备成条件培养基。

1.5 细胞迁移鉴定 1×105的间质干细胞铺于6
孔培养板上，待贴壁 12 h后用上述 1.4步骤中获得的
条件培养基(浓度为50%)再刺激12 h。待吸去条件条
件培养基后，每孔加入新鲜分离的PBMC 2 ml (含细
胞1×106)共培养48 h后，用普通光学显微镜观察和记
录PBMC在间质干细胞周围的聚集和迁移情况，未经
条件培养基刺激的间质干细胞设为对照组。

1.6 PBMC的细胞毒性和间质干细胞抗细胞毒
性鉴定 首先将 1×105的间质干细胞铺于 6 孔型的
Transwell小孔板的下槽中，12 h后于上槽中加入 1×
106的 PBMC，其中 PHA 的浓度为 5 μg/ml。培养 2 d
后，观察和记录位于下槽中的间质干细胞的数量和形
态，同样数量的普通6孔培养板体系设为对照组。首
先将 1×105的间质干细胞铺于 6孔培养中，12 h后再
用1.4步骤中获得的条件培养基刺激10 h。吸去条件
培养基后，加入 4×106提前单独用 5 μg/ml的 PHA刺
激了 3 d的PBMC，共孵育 2 d后，观察和记录间质干
细胞的数量和状态，并用CCK-8试剂检测混合培养
体系中细胞的增殖情况，同时将未经条件培养基刺激
的间质干细胞设为对照组。

1.7 统计学方法 所有实验数据用SPSSV.11.0
版本软件分析，数据表示为均数±标准差(x-±s)，P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结 果
2.1 人骨髓间质干细胞的特征 如图1A~图1C

所示，人骨髓来源的间质干细胞呈典型的长梭形，在体

外能够被诱导分化为成骨细胞和成脂肪细胞。另外，
流式分析结果显示人骨髓间质干细胞表达CD73、CD105、
CD106和CD166，不表达造血干细胞标志物CD34 (图1D)。

2.2 人骨髓间质干细胞对活化淋巴细胞的细胞
毒性敏感 如图2A所示，人骨髓间质干细胞能够以
一种剂量依赖的方式抑制PHA刺激的T淋巴细胞的
增殖。但是，图 2B提示经PHA刺激的T淋巴细胞和
间质干细胞混合组的细胞增殖情况明显低于非PHA

刺激组和无间质干细胞组。图 2C~图 2D显示，与非
PHA 刺激组相比，有大约 70%的间质干细胞被活化
的T淋巴细胞裂解。

图1 人骨髓间质干细胞的特征分析

注：A：普通光学显微镜下人骨髓间质干细胞的形态；B：成骨细胞诱导

分化；C：成脂肪细胞诱导分化；D：细胞表面标志物分析。

图2 人骨髓间质干细胞对活化淋巴细胞的细胞毒性敏感

注：人骨髓间质干细胞抑制PHA刺激的淋巴细胞的增殖，但同时也被

活化的淋巴细胞裂解。(A)经混合共培养后，单独检测淋巴细胞的

增殖情况；(B)经混合共培养后，检测各组培养体系内所有细胞的

增殖情况；分别在无 PHA刺激(C)和有 PHA刺激(D)的情况下，间

质干细胞和淋巴细胞共培养2 d后两种细胞的形态和数量分布。
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2.3 炎症因子促进 PBMC 向间质干细胞聚

集 如图3所示，经来自PBMC所分泌的炎症因子刺

激后的间质干细胞能够明显召集PBMC向其周围聚

集和迁移，同时PBMC在未经炎症因子刺激的间质干

细胞中的分布则较为随机和无序。

2.4 活化淋巴细胞的细胞毒性依赖于细胞间的

彼此接触 如图4所示，细胞间的相互接触是淋巴细

胞发挥细胞毒性作用所必须的，一旦淋巴细胞和间质

干细胞被Transwell小室分隔开来，活化的淋巴细胞

就失去了对间质干细胞的细胞毒性作用。

2.5 炎症因子增强间质干细胞的抗淋巴细胞细
胞毒性作用 如图5所示，条件培养基刺激后的间质
干细胞能够明显增强对抗活化的淋巴细胞的细胞毒
性，与对照组相比，至少有三倍以上的间质干细胞逃
过了淋巴细胞的攻击而存活了下来。

3 讨 论

间质干细胞由于具有免疫调节作用和基质支持

功能，因此目前关于间质干细胞的临床应用研究主

要集中在它们的促进造血干细胞移植和免疫相关性

疾病如移植物抗宿主疾病 (GVHD)、多发性硬化

(Multiple sclerosis)及类风湿性关节炎(RA)等的治疗

方面[9-10]。相关报道提示间质干细胞治疗GVHD的临

床效果跟输入间质干细胞的数量和时间有关[11-12]。如

结果部分所示，笔者经体外培养获得的人骨髓间质干

细胞能够抑制淋巴细胞的增殖，同时这种抑制强度跟

间质干细胞的数量多少成正相关。

尽管目前大多数的研究报道显示间质干细胞能

够有效治疗严重的激素抵抗型急性GVHD，但是也有

部分报道显示间质干细胞只能轻微的降低GVHD的

严重程度甚至完全不能预防 GVHD 的发生 [13-14]。另

外一个令人困扰的问题是目前还不完全清楚为什

么输入体内的间质干细胞很快就会消失[7]。体外研

究显示间质干细胞不能激活细胞毒性T淋巴细胞的

效应功能，同时 NK 细胞也不能有效杀死间质干细

胞 [15-16]。然而，在本研究中我们发现尽管间质干细胞

能够抑制T细胞的增殖，但是同时也被活化的淋巴细

胞杀死。

一般情况下，细胞毒性T淋巴细胞(CTL)主要通

过两种途径执行细胞毒性功能。第一种途径首先要

图3 外周血单核细胞(PBMC)向条件培养基刺激的人骨髓间质干细胞周围迁移

注：PBMC分别与对照hMSCs (A)和经条件培养基刺激的hMSCs (B)共培养，在不同培养时间点观察和记录PBMC的分布状态。

图4 淋巴细胞对人骨髓间质干细胞的细胞毒性依赖细胞间相互接触

注：A：在两种细胞被Transwell系统分隔开的情况下，PHA活化的淋

巴细胞失去对 hMSCs 的细胞毒性；B：在未被分隔开的情况下，

PHA活化的淋巴细胞对hMSCs具有细胞毒性。

图5 条件培养基的刺激能增强hMSCs抵抗淋巴细胞毒性的能力

注：A：条件培养基刺激组；B：未经条件培养基刺激组
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靠CTL表面的T细胞受体和靶细胞表面的主要组织

相容性抗原复合物(MHC)之间的相互识别，接着CTL

将其胞内的细胞毒性分子如颗粒酶和穿孔素等释放

入靶细胞内并杀死靶细胞。第二种途径有赖于炎症

因子如 IFN-γ 和TNF-α帮助下的肿瘤坏死因子家族

成员如FasL介导的细胞毒作用[17]。目前的报道显示

即使间质干细胞经过特异的肽-MHC复合物和共刺

激分子 B7-1/2 修饰的情况下也不能激活 CTL[2，15-16]。

另外有文献报道间质干细胞表达肿瘤坏死因子受体

Fas [18]。这些结果提示活化的淋巴细胞可能通过

FasL-Fas 途径攻击间质干细胞。FasL-Fas 途径发挥

作用的前提是效应细胞和靶细胞必须能够紧密地相

互接触。那么淋巴细胞为了发挥毒性功能又是如何

靠近间质干细胞的呢?如我们在结果中显示的那样，

淋巴细胞通过其自身分泌的炎症因子的帮助能够主

动的向间质干细胞周围聚集。通过这种主动迁移，淋

巴细胞能够和间质干细胞发生紧密接触并通过

FasL-Fas途径发挥杀伤功能。另外，在这一接触过程

中细胞毒性颗粒如粒酶和穿孔素可能也发挥了一定

作用。

另外一个值得关注的问题是间质干细胞在炎症

因子刺激后其抗细胞毒性和免疫调节功能是否也发

生某种程度的变化呢?我们的结果提示炎症因子刺激

后的间质干细胞能够明显地增强其抗淋巴细胞毒

性。我们推测间质干细胞在炎症因子的环境下能够

觉察到这种潜在的危险信号，从而积极主动地采取对

应措施。这些结果提示间质干细胞和淋巴细胞间应

当存在一定程度地相互作用和竞争，最终间质干细

胞能否发挥免疫调节功能将取决于双方力量的平衡。

总的来讲，本研究发现人骨髓间质干细胞不仅能

够抑制淋巴细胞的增殖，同时对淋巴细胞的细胞毒性

敏感，并且人骨髓间质干细胞的抗淋巴细胞毒性受炎

症因子调节。我们的结果可能部分解释为什么间质

干细胞在抑制GVHD发病上存在着两种相互矛盾的

结果。希望这些结果可以对间质干细胞的临床应用

提供一些帮助和思考。
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18例罗伯逊易位携带者细胞遗传学分析
李远眺，李 勇

(广西医科大学第四附属医院检验科遗传室，广西 柳州 545005)

【摘要】 目的 探讨罗伯逊易位携带者的核型分布特征和临床表现。方法 采用外周血淋巴细胞培养法

培养72 h，G显带，Giemsa染色，显微镜下计数30个分裂相，综合分析3~5个核型。结果 18例携带者中罗伯逊

易位类型并非随机分布，其中 rob (13q；14q) 9例，占50%，rob (14q；21q) 4例，占22.2%。在本组资料中女性13例，

男性5例，男女比例0.38:1。其中成年携带者13例，儿童5例。在13例成年携带者中，夫妻一方有习惯性流产史

者11例，平均流产率为84.6%，流产1~6次，平均流产2.4次，另有2例表现为不孕。在临床上罗伯逊易位携带者

除表现为习惯性流产外，还可表现为不孕、闭经、无精症等。结论 夫妻一方为罗伯逊易位携带者是造成反复流

产、不孕、男性少精、无精或畸形精子、易位型21三体患儿出生的主要遗传学原因之一，不同类型的罗伯逊易位携

带者在临床上的表现会有很大差异，在日常遗传咨询工作中应根据不同情况告知生育风险，并在知情同意的情

况下告知可通过辅助生殖技术或者产前诊断来减少罗伯逊易位携带者出生的机会。

【关键词】 罗伯逊易位；携带者；核型分析
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Cytogenetic analysis of 18 robertsonian translocation carriers. LI Yuan-tiao, LI Yong. Department of Clinical
Laboratory, the Fourth Affiliated Hospital of Guangxi Medical University, Liuzhou 545005, Guangxi, CHINA

【Abstract】 Objective To study the karyotype distribution characteristics and clinical manifestations of the

robertsonian translocation carriers. Methods Samples were cultured for 72 hours by peripheral blood lymphocyte,

followed by giemsa staining. Then 30 split-phase were counted under microscope and 3~5 karyotype chromosomes

were analyzed. Results In the 18 cases, the karyotype of robertsonian translocation were not randomly distributed,

including 9 cases of rob (13q;14q), accounting for 50%, and 4 cases of rob (14q; 21q), accounting for 22.2%. In this

group, there were 13 females and five males, with the male to female ratio of 0.38:1. Thirteen of the 18 carriers were

adults, while 5 were children. In the 13 adult carriers, 11 had history of habitual abortion in one of the spouses, with

the average abortion rate of 84.6%, for 1~6 times, 2.4 times in average. The other two carriers manifested as infertility.

In clinical practice, Robertsonian translocation carriers tended to have habitual abortion, infertility, amenorrhea, azo-

ospermia or abnormal sperm. Conclusion Robertsonian translocation was the main cause for habitual abortion, infer-

tility, male oligospermia, azoospermia or abnormal sperm, and 21 three-body syndrome. Carriers with different types

of Robertsonian translocation may have manifestations vary significantly. In day-to-day genetic counseling, the carri-

ers should be informed the reproductive risks based on different situations, and that assisted reproductive technology

or prenatal diagnosis can be applied to reduce the chance of birth of baby carrying robertsonian translocation.

【Key words】 Robertsonian translocation; Carriers; Karyotype analysis
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