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·实验研究·

小鼠骨髓间充质干细胞对植物血凝素诱导
小鼠脾细胞增殖后趋化因子受体表达的影响

刘元春，冯晓勤，何岳林，吴学东，张玉明，李春富

（南方医科大学南方医院儿科，广东 广州　５１０５１５）

　　［摘　要］　目的　观察小鼠骨髓间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）在体外对小鼠脾细胞表达趋化
因子受体的影响。方法　用密度梯度离心法从小鼠骨髓中分离出小鼠骨髓间充质干细胞，经低糖 ＤＭＥＭ培养基
培养扩增。Ｃ５７ＢＬ／６小鼠脾细胞以１×１０６／孔的密度接种于２４孔板，加入植物血凝素（ＰＨＡ），培养７２ｈ。实验分３
组：Ａ组按１０％比例加入ＭＳＣ；Ｂ组按１％比例加入ＭＳＣ；对照组不加ＭＳＣ。３ｄ后收集悬浮的脾细胞进行流式细
胞术检测小鼠脾细胞趋化因子受体 ＣＸＣＲ３，ＣＣＲ５，ＣＣＲ７表达的变化。结果　ＣＤ３＋ＣＣＲ５＋、ＣＤ３＋ＣＣＲ７＋在 Ａ，Ｂ
组及对照组中表达的差异均有统计学意义（均 Ｐ＜０．０１）；以 Ａ组表达率最高，Ｂ组次之，对照组最低；ＣＤ３＋

ＣＸＣＲ３＋细胞在Ａ组中表达较Ｂ组、对照组高（Ｐ＜０．０５），Ｂ组和对照组之间的表达差异无统计学意义。结论　
骨髓间充质干细胞在一定浓度下对小鼠脾细胞增殖后趋化因子受体ＣＸＣＲ３，ＣＣＲ５，ＣＣＲ７表达有上调作用。

［中国当代儿科杂志，２００７，９（６）：５７１－５７３］
［关　键　词］　骨髓间充质干细胞；Ｔ淋巴细胞；趋化因子受体；小鼠
［中图分类号］　Ｒ－３３２　　［文献标识码］　Ａ　　［文章编号］　１００８－８８３０（２００７）０６－０５７１－０３

Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｍｏｕｓｅｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｈｅｍｏ
ｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓｏｆｓｐｌｅｅｎｏｃｙｔｅｓａｆｔｅｒｐｈｙｔｏｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ
ＬＩＵＹｕａｎＣｈｕｎ，ＦＥＮＧＸｉａｏＱｉｎ，ＨＥＹｕｅＬｉｎ，ＷＵＸｕｅＤｏｎｇ，ＺＨＡＮＧＹｕＭｉｎｇ，ＬＩＣｈｕｎＦｕ．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｅｄｉａｔｒｉｃｓ，
ＮａｎｆａｎｇＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｏｕｔｈｅｒｎＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ５１０５１５，Ｃｈｉｎａ（ＬｉＣＦ，Ｅｍａｉｌ：ｃｈｕｎｆｕ＠ｆｉｍｍｕ．ｃｏｍ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｏｕｓｅｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（ＭＳＣｓ）ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｎＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｉｎｖｉｔｒｏ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＭｏｕｓｅｂｏｎｅｍａｒｒｏｗＭＳＣｓｗｅｒｅｓｅｐａｒａｔｅｄｗｉｔｈＰｅｒｃｏｌｌ，
ｃｕｌｔｕｒｅｄａｎｄｅｘｐａｎｄｅｄｉｎｌｏｗｇｌｕｃｏｓｅＤＭＥＭ．Ｃ５７ＢＬ／６ｍｏｕｓｅｓｌｐｅｅｎｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｔｈｅ２４ｈｏｌｅｆｌａｓｋｓｂｙｔｈｅ
ｄｅｎｓｉｔｙｏｆ１×１０６／ｈｏｌｅ．Ｐｈｙｔｏｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ（ＰＨＡ）ｗａｓｔｈｅｎａｄｄｅｄｔｏｔｈｅｈｏｌｅｓａｎｄｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ７２ｈｒｓ．Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ
ｃｏｎｓｉｓｔｅｄｏｆｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ．ＧｒｏｕｐｓＡａｎｄＢｗｅｒｅｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｂｙａｄｄｉｎｇＭＳＣｓａｓｔｈｅｒａｔｉｏｏｆ０．１ａｎｄ０．０１ｔｏｓｌｐｅｅｎｏｃｙｔｅｓ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗａｓｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈｏｕｔＭＳＣｓ．Ｔｈｒｅｅｄａｙｓｌａｔｅｒｔｈｅｓｕｓｐｅｎｄｅｄｓｐｌｅｅｎｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｈａｒｖｅｓｔｅｄｆｏｒ
ｄｅｔｅｃｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｒｅｅｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓＣＸＣＲ３，ＣＣＲ５ａｎｄＣＣＲ７ｉｎＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｂｙｔｈｅｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ３＋ＣＣＲ５＋ａｎｄＣＤ３＋ＣＣＲ７＋ｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ．ＧｒｏｕｐＡ
ｈａｄｔｈｅｓｔｒｏｎｇｅｓｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｇｒｏｕｐＢａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ３＋ＣＸＣＲ３＋ｉｎｇｒｏｕｐＡｗａｓ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｇｒｏｕｐＢａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＭＳＣｓｃｏｕｌｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓＣＸＣＲ３，ＣＣＲ５ａｎｄＣＣＲ７ｉｎＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙＰＨＡ．

［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２００７，９（６）：５７１－５７３］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ；Ｔｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ；Ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ；Ｍｉｃｅ

　　近年来对骨髓间充质干细胞的研究初步显示其
能促进骨髓移植后的供者细胞植入及抑制移植物抗

宿主病（ＧＶＨＤ）的发生。但骨髓间充质干细胞上述
作用的机制尚不清楚。其中一个研究热点是趋化因

子及其受体。Ｓａｌｌｕｓｔｏ等［１］根据趋化因子受体ＣＣＲ７
的表达有无将记忆性 Ｔ细胞分成 ＣＣＲ７＋和 ＣＣＲ７

记忆性 Ｔ细胞两类。ＣＣＲ７＋记忆性 Ｔ细胞即中央
型Ｔ细胞，是淋巴结定居的 Ｔ细胞，它缺乏炎性和
细胞毒性功能。在这些 ＣＣＲ７＋记忆性 Ｔ细胞中还
表达ＣＸＣＲ３、ＣＣＲ５等趋化因子受体。淋巴细胞在
归巢的过程中通过细胞膜表面高表达的 ＣＤ６２Ｌ粘
附于高内皮微静脉（ＨＥＶ），随后 ＣＣＲ７与内皮细胞

·１７５·
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表达的刺激淋巴组织趋化因子（ＳＬＣ）相结合［２］。

ＣＣＲ７ＳＬＣ的相互作用促进了 Ｔ细胞归巢到淋巴
结［３］。由于天然Ｔ细胞表达 ＣＣＲ７和 ＣＸＣＲ４，效应
Ｔ细胞和记忆Ｔ细胞表达ＣＣＲ５等，本研究选择ＣＸ
ＣＲ３，ＣＣＲ５，ＣＣＲ７为检测指标，拟了解 ＭＳＣ对小鼠
Ｔ细胞增殖后趋化因子受体表达的影响，来进一步
探索ＭＳＣ的免疫调控机制。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　动物　　雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，８～１０周龄，
体质量１８０～２２０ｇ，清洁级。由南方医科大学实验
动物中心引进，饲养在动物中心层流仓，饲料、饮水

及垫料均经消毒处理。

１．１．２　主要试剂及仪器设备　　ＬＧＤＭＥＭ（美国，
Ｇｉｂｃｏ），ＰＢＳ（美国，Ｇｉｂｃｏ），胎牛血清（中国，四季
青），０．２５％胰蛋白酶 ＥＤＴＡ（美国，Ｇｉｂｃｏ），植物血
凝素 ＰＨＡ（美国，Ｓｉｇｍａ），ＦＩＴＣ标记的抗小鼠 ＣＤ３
单抗（美国，ｅｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ），ＰＥ标记的抗小鼠ＣＣＲ７单
抗（美国，ｅｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ），ＰＥ标记的抗小鼠ＣＣＲ５单抗
（美国，ｅｂｉｏｌｅｇｅｎｄ），流式细胞仪（美国，ＦＡＣＳｃａｎ，
ＢＤ）。
１．２　主要方法
１．２．１　小鼠骨髓间充质干细胞的分离和培养　　
８～１０周龄Ｃ５７ＢＬ／６小鼠颈椎脱臼处死后置７５％酒
精中浸泡１０ｍｉｎ，无菌条件下取股、胫骨干骺端剪
开，用注射器吸取含５０μＬ／ｍＬ庆大霉素 ＬＧＤＭＥＭ
培养基冲洗出骨髓，依次用４，７号针头吹打细胞，制
成单细胞悬液，用 ＰＢＳ洗涤２次，用含１０％胎牛血
清的ＬＧＤＭＥＭ悬浮细胞，以２×１０５／ｃｍ２密度接种
于２５ｃｍ２培养瓶中。３７℃，５％ＣＯ２，饱和湿度孵育，
２４～３６ｈ后去除悬浮细胞，全量换液，以后每３～４ｄ
换液１次。待细胞７０％～８０％融合后，用０．２５％胰
蛋白酶ＥＤＴＡ消化，收获的细胞按５×１０３／ｃｍ２密度
接种传代，取３～８代细胞用于实验。
１．２．２　淋巴细胞增殖实验及实验分组　　８～１０
周龄Ｃ５７ＢＬ／６小鼠颈椎脱臼处死后置７５％酒精中
浸泡１０ｍｉｎ，取脾脏置于盛有５ｍＬＰＢＳ的无菌平皿
上，２００目钢筛过滤制成单细胞悬液，加入红细胞裂
解液２ｍＬ裂解红细胞，离心洗涤，以１×１０６／孔加
入２４孔板，每孔加入植物血凝素（ＰＨＡ）２０μｇ／ｍＬ，
在３７℃、５％ＣＯ２条件下培养７２ｈ。实验分３组：Ａ
组按０．１比例加入 ＭＳＣ；Ｂ组按 ０．０１比例加入
ＭＳＣ；对照组不加 ＭＳＣ，于 ３７℃，５％ＣＯ２孵育 ３ｄ

后，收集脾细胞行流式细胞术检测。

１．２．３　流式细胞术检测趋化因子受体表达　　每
个培养孔的细胞各取２×１０５个细胞，采用双色标记
法分别标记 ＣＤ３ＣＣＲ５，ＣＤ３ＣＣＲ７及 ＣＤ３ＣＸＣＲ３单
抗。在流式细胞仪上经 ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件获取细胞并
分析 ＣＤ３＋ＣＣＲ５＋，ＣＤ３＋ＣＣＲ７＋及 ＣＤ３＋ＣＸＣＲ３＋

细胞的百分率。

１．３　统计处理
计量数据以 ｘ±ｓ表示，全部资料用 ＳＰＳＳ１０．０

软件包及Ｅｘｃｅｌ７．０分析统计软件处理。多组之间
均数比较用方差分析，多组均数间的多重比较用

ＳＮＫｑ检验，Ｐ＜０．０５认为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＭＳＣ培养
原代培养 ５ｄ的 ＭＳＣ镜下可见少量短梭性

细胞（图１Ａ），９ｄ左右细胞呈长梭型，并达 ８０％
融合（图１Ｂ）。

　　图１　原代小鼠骨髓间充质干细胞图。Ａ：第５天少量短
梭性细胞；Ｂ：第９天细胞呈长梭型。

２．２　ＭＳＣ对小鼠脾细胞增殖反应趋化因子受体
ＣＸＣＲ３、ＣＣＲ５及ＣＣＲ７表达的影响

脾细胞经 ＰＨＡ刺激后均表达 ＣＣＲ５，ＣＣＲ７及
ＣＸＣＲ３三种趋化因子受体，在 ＭＳＣ共培养体系中，
趋化因子受体表达受 ＭＳＣ的影响且表达水平的变
化与 ＭＳＣ浓度有关（表 １）。ＣＤ３＋ＣＣＲ５＋、ＣＤ３＋

ＣＣＲ７＋细胞在Ａ，Ｂ组及对照组中表达的差异均有

　　表１　ＭＳＣ对小鼠脾细胞增殖反应趋化因子受体
ＣＸＣＲ３，ＣＣＲ５，ＣＣＲ７表达的影响

分组 ＣＤ３＋ＣＸＣＲ３＋ ＣＤ３＋ＣＣＲ５＋ ＣＤ３＋ＣＲ７＋

对照组 ５３．８５±３．４３ ４．９７±１．１４ ３．９１±１．０８
Ａ组 ６５．９１±８．２４ ２０．３０±４．０４ ２３．１３±４．７３
Ｂ组 ５０．９０±１．６０ １２．６１±５．００ １０．６０±２．５５
Ｆ ６．９２ １２．４４ ２８．５０
Ｐ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

·２７５·
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统计学意义（Ｐ＜０．０５）；以Ａ组表达率最高，Ｂ组次
之，对照组最低；ＣＤ３＋ＣＸＣＲ３＋细胞在 Ａ组中的表
达较Ｂ组、对照组高（均Ｐ＜０．０５），Ｂ组和对照组之
间的表达差异无统计学意义。

３　讨论

骨髓间充质干细胞是存在于骨髓中不同于造血

干细胞的一类骨髓干细胞，它除了具有多种分化潜

能外，其细胞表面还因为表达多种黏附、趋化相关的

抗原分子和多种细胞因子，对造血系统进行调

控［４］。临床研究显示，骨髓间充质干细胞和造血干

细胞的联合移植可以明显提高植入的比例。Ｐｏｌｏｎｉ
等［５］在２６例骨髓干细胞移植的患者中应用了骨髓
间充质干细胞的联合输注，结果显示移植后６０ｄ所
有患者的嵌合体检测造血细胞全部为供者来源。骨

髓间充质干细胞介导这些免疫调控的具体机制尚需

进一步探索。其中一个研究热点是趋化因子及其受

体。基础研究显示：对于造血前体细胞的趋化有一

种ＳＩＰ分子，其受体的持续激活可以扩大 ＳＤＦ１与
ＣＸＣＲ４介导的信号转导，对造血前体细胞发挥趋化
作用，吸引外周血ＣＤ３４＋细胞归巢［６］。这提示趋化

因子及其受体对造血干细胞的归巢和植入起到了重

要的调节的作用。趋化因子受体是一种由７个亚单
位组成的跨膜蛋白，属于 Ｇ蛋白偶联受体超家族，
主要表达于白细胞，参与细胞的增殖、生长和迁移等

生理功能，在趋化因子的趋化作用下，激活选择素／
整合素等粘附分子，介导白细胞的粘附、穿透血管内

膜及向特定部位的迁徙［７，８］。

为了解骨髓间充质干细胞对脾细胞表面趋化因

子受体表达的影响，我们把这两种细胞按不同比例

进行混合培养后检测脾细胞趋化因子受体表达的变

化。实验结果表明，骨髓间充质干细胞在与脾细胞

呈一定的细胞比例共培养时能上调 Ｔ细胞趋化因
子受体ＣＣＲ５，ＣＣＲ７，ＣＸＣＲ３的表达，对前二者还呈
剂量依赖性。这提示骨髓间充质干细胞可能提高Ｔ
细胞的趋化能力。有研究对造血干细胞输注后进行

追踪，发现输注后的２ｈ后，只有３％的移植细胞留
在循环血液中，骨髓、肝脏以及脾脏中可以找到数目

相当的移植细胞，这里约有３５％；随后血液、肝脏和
脾脏的移植细胞快速下降，而骨髓中的移植细胞缓

慢上升到１７％［９］。因此，骨髓间充质干细胞提高脾

细胞趋化因子受体表达有利于骨髓移植后促使淋巴

细胞在趋化因子的作用下移行和归巢到骨髓及淋巴

器官，从而有利于促进造血细胞植入。这可能是骨

髓间充质干细胞促进异基因造血干细胞植入的可能

机制。

我们的研究对 ＭＳＣ免疫调控淋巴细胞的机制
进行了初步的探索，鉴于ＭＳＣ体外增殖力旺盛及较
强的免疫活性，其有着良好的临床应用前景。
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