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大鼠骨髓间充质干细胞对同种异体 T淋巴细胞的作用及其机制 

王海涛 。王春生 

[摘要]目的：探讨骨髓问充质干细胞(MSCs)在混合淋巴细胞反应(MLR)中对同种异体T淋巴细胞免疫应答反应的影响，并 

探讨其作用机制。方法：建立 MSCs和同种异体 T淋巴细胞共培养体系，反应体系总量 250 l。以 sD大鼠的脾 T淋巴细胞为 

刺激细胞，以Wistar大鼠的脾 T淋巴细胞为反应细胞，分为 6组。组 I：对照组，1 x 10 刺激细胞和 1×10 反应细胞共同培 

养；组 II：1 x 10 反应细胞与 1 x 10 SD大鼠的MSCs共同培养 ；组III：1×10 刺激细胞和 1 x 10 反应细胞并加入 1×10 SD大 

鼠的MSCs共同培养；组Ⅳ：细胞种类及数量同组Ⅲ，另加 1一甲基色氨酸(1一MT)(终浓度 1 moL／L)；组V：细胞种类及数量同组 

Ⅲ，另加植物刺激素(终浓度 2 g／m1)；组Ⅵ：每孔加入反应细胞和刺激细胞各 1×10 及 MSC 1×10 。混合培养 120 h，结束 

培养前 13 h，每孔加入 H—TdR 20 txl，以液闪测定仪测定各组的每分钟脉冲数。反相高效液相色谱法检测 MSCs和 MLR共培 

养体系中色氨酸含量。结果：MSCs可以抑制混合淋巴细胞培养体系中 T淋巴细胞增殖，并呈现出剂量依赖关系；同时 MSCs 

和 MLR共培养体系中色氨酸含量明显降低。1一MT可以阻断这一作用。结论：MSCs在体外可抑制同种异体 T淋巴细胞的免 

疫应答 ，吲哚胺2，3双加氧酶参与了这种免疫抑制作用。 
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Effect of rat bone mesenchymal stem cells on allogeneic T cell 
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[Abstract]Objective：To investigate the immunogenity and immune regular ability of mesenehymal stem cells(MSCs)derived from 

rat bone ma~ow in mixed lymphocyte cuhure．Methods：MSCs and mixed lymphocyte reaction(MLR)cultures were set up．Splenic 

lymphocytes fr0m SD rats were used as stimulator cells．and splenic lymphocytes from Wistar rat as responder cells．The study was 

composed of 6 groups．Group I，the control group，was cultured with 1×10 stimulator cells and 1×10 responder cells，groupⅡ 

with 1 x 10 MSCs from SD rats with the same amount of stimulator eells as group I．group m with 1×10 MSCs from SD rats and the 

same amount of stimulator and responder cells as group I．group 1V with 1×1 0 MSCs from SD rats and the SaBle amount of stimulator 

and responder cells as group I plus 1一methyhryptophan(1一MT)，group V with 1 x 10 EPC from SD rats and the same amount of 

stimulator and responder cells as group I plus phytohemagglutinin(PHA)as a mitogen，and group V1 with 1×1 0 MSCs and the sanle 

amount of stimulator and responder cells as group I．The culture time was 120 hours for each group．The number of lymphocyte in each 

group was calculated with a liquid scintillation counter．The MSCs and the content of tryptophane were determined by TRP—HPLC． 

Results：MSCs inhibited T—lymphocytes proliferation of MLR culture in a dose—dependent manner．The content of tryptophan decreased 

greatly in MSCs and MLR cultures．1一MT reversed the effect of MSCs．Conclusions：MSCs could suppress T lymphocyte responses via 

IDO enzyme activity． 
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间充质干细胞(MSCs)是一种具有多向分化、体 

外扩增、自我更新能力的细胞，在特定的培养条件 

下，可向成骨细胞、软骨细胞、脂肪细胞、肌细胞、肌 

腱细胞等方向分化。在促进骨髓移植后的造血重 

建、组织修复、基因治疗等方面有着广泛的应用前 
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景⋯。近年来的研究表明，MSCs除具有上述功能 

外，还对同种异体免疫反应具有负调节作用。由于 

缺乏特异性分子的表达，很难标记跟踪 MSCs的体 

内行为，有关 MSCs生物学特性的了解大多是通过 

体外实验进行的。混合淋巴细胞培养(MLC)是一 

种最常用的研究免疫细胞功能的体外模型，可为研 

究相关对象在体内的免疫学行为提供一定的依据。 

本实验采用 H—TdR掺人法，检测 MSCs对 MLC的 

影响，探讨 MSCs体外免疫调控功能。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 实验动物为清洁级 SD大鼠和 
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Wistar大鼠，雌雄不限，体重 200～250 g，由复旦大 

学医学 院实验动物 中心提供。实验药物有美 国 

Gibco公司的Fieo1]淋巴细胞分离液(比重 1．083)， 

胎牛血清，DMEM(低糖)细胞培养液，美国 Sigma公 

司的植物刺激素，放射性核素标记的 H—TdR来 自上 

海原子核研究所。 

1．2 实验方法 

1．2．1 尼龙毛柱 的制备 将尼龙毛撕匀，置于 

0．2 mol／L HCI中浸泡24 h，取出后用大量蒸馏水冲 

洗。放在平铺玻璃皿中，于干燥箱 (50℃)，烘干 

12 h后，高压灭菌。取尼龙毛约 0．5 g均匀填塞 

5 ml空针，消毒后注入 37 cc的 DMEM液，塞住针 

尖，置37℃孵箱中30 min，备用。 

1．2．2 反应细胞的制备 将 Wistar大鼠拉颈处死， 

75％乙醇浸泡消毒，无菌取脾，置于 4℃无菌 PBS 

培养皿中。用剪刀将脾脏剪碎后置于不锈钢滤网 

上，用玻璃注射器内芯轻轻研磨，得脾细胞悬液。 

将5 ml大鼠 Ficoll淋巴细胞分离液置于离心管底 

部，取等量脾细胞悬液缓慢沿离心管加入离心管液 

面上方，3 000 r／rain离心 15 rain，收取界面层细胞， 

用 DMEM洗2次(1 200 r／rain，5 rain)，得到脾脏单 

个核细胞。用含 10％胎牛血清的 DMEM培养基悬 

浮，注入自备的尼龙毛柱，置 37 oC、5％CO 孵箱中 

培养 1 h，取出开放针尖，使细胞悬液自然流出，并取 

20％胎牛血清的培养基注入尼龙毛柱，使非黏附细 

胞(T细胞)尽可能多地流出。离心后用含 10％胎 

牛血清的 DMEM调细胞浓度为 2×10。／m]。胎盘革 

兰染色后血细胞计数板显微镜下计数，细胞活性 

>95％ 。 

1．2．3 刺激细胞的制备 用 SD大鼠脾脏制备脾 T 

淋巴细胞，方法同反应细胞。取 2×10 ／ml的 T淋 

巴细 胞 悬 液 加 入 配 制 好 的 丝 裂 霉 素 1 ml 

(4OO m1)，使其终浓度为 50 m1。置 37℃孵 

育 30 rain。离 心，重 新 用 DMEM 洗 细胞 2次 

(1 200 r／rain，5 rain)，用含 10％胎牛血清的 DMEM 

调细胞浓度为2×10。／ml。 

1．2．4 MSCs悬液的制备 SD大鼠骨髓 MSCs分 

离培养同第一部分。用含 EDTA的 0．25％胰酶消 

化 3～5 rain，用含 10％胎牛血清的 DMEM终止消 

化 。移液管吹 打数次 。PBS洗 2次 (1 200 r／rain， 

5 rain)。用含 10％ 胎牛血清的 DMEM调细胞浓度 

为 1×10 ／ml。 

1．2．5 建立 MSCs和混合淋巴细胞反应(MLR)共 

培养体系 96孔培养板共分 6组，每组 5复孔，反 

应体系总量为 250 l。组 I：每孔加入反应细胞和 

刺激细胞各 50 l(各含细胞数 1 X 10 )；组 Ⅱ：每孔 
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加入反应细胞 50 l(含细胞数 l X 10 )和 sD大鼠 

MSCs 100 1(含细胞数 1 X 10 )；组 Ⅲ：每孔加入反 

应细胞和刺激细胞各50 l(各含细胞数 1 X 10 )和 

sD大鼠MSCs 100 l(含细胞数 1×10 )；组Ⅳ：细 

胞种类及数量同组 Ⅲ，另加 1一甲基色氨酸(1一MT) 

(终浓度为 1 mol／L)；组 V：细胞种类及数量同组 

Ⅲ，另加 PHA(终浓度为 2 g／m1)；组Ⅵ：每孔加入 

反应细胞和刺激细胞各 50 l(各含细胞数 1 X 10 ) 

及 MSCs 10 l(含细胞数 1×10 )。将各孔用含 

10％ 胎牛血清的DMEM加至0．25 ml，置37℃ CO， 

孵箱中培养。重复以上操作 5次。 

1．2．6 H—TdR掺入法测定每分钟脉冲数(CPM) 

接种细胞经 120 h培养。结束培养前 13 h，每孔加 

入 H—TdR 20 l。用多头细胞收集器收集于纤维滤 

纸上，置 80℃烤箱内烘干。将载有样品的纸片小心 

放于盛有5 ml闪烁液的计数杯中，置液闪测定仪测 

定 H—TdR掺人淋巴细胞放射量，以 CPM值表示。 

1．2．7 测定 MSCs和 MLR共培养体系中色氨酸含 

量 MSCs常规消化后，按 1 X 10 ／m]接种于 6孔 

板 ，待细胞贴壁并长成单层后备用。分为 4组。组 

A：MSCs 6孔板，不加入反应细胞和刺激细胞；组 B： 

6孔板 ，只加入反应细胞 50 l(各含细胞数 1 X 

10’)；组 C：MSCs 6孔板，每孔加入反应细胞和刺激 

细胞各 50 l(各含细胞数 1×10 )；组 D：MSCs 6孔 

板，每孔加入反应细胞和刺激细胞各 50 l(各含细 

胞数 1×10 )和 1．MT(终浓度为 1 mol／L)；各组继 

续作用 24 h后，提取上清液，反相高效液相色谱法 

检测色氨酸含量。 

1．3 统计学方法 采用方差分析和 q检验。 

2 结果 

2．1 各组的 CPM值 组 I为 11 970．2±2 869．6， 

组 Ⅱ为 1 054．6±229．0，组 Ⅲ为 91．48±46．8，组Ⅳ 

为7 594．4±1 045．0，组V为 1 024．6±404．5，组Ⅵ 

为2 407．2±286．7，差异有统计学意义(F：66．08， 

P<0．01，MS组内=241 604 512．923)。组 Ⅱ～组 Ⅵ 

与组 I差异均有统计学意义(P<0．01)；组Ⅲ与组 

Ⅳ差异有统计学意义 (P<0．05)；组 Ⅱ、组 Ⅲ和组 

V、组Ⅵ差异均无统计学意义。 

2．2 MSCs和 MLR共培养体系中色氨酸含量 各 

组色氨酸含量 ( m01)：组 A为 16．6±1．5，组 B为 

16．9±1．9，组 C未检测到 ，组 D为 14．8±0．9，3组 

问差异无统计学意义(F=2．90，P>0．05，MS组内= 

2．223)。 

3 讨论 

MSCs具有较低的免疫原性，在其表面只表达主 
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要组织相容性抗原(MHC)I类分子，几乎不表达 

MHC I1类分子、CD80、CD86、CD40和 CD40L等共 

刺激分子，减少了激活，同种异体反应性 T细胞可 

能  ̈，这一特殊的免疫学特性，使其可以逃避免疫 

攻击 J，本实验也得出这一结果。sD大 鼠骨髓 

MSCs和 Wistar脾 T淋巴细胞共同培养后，不刺激 

脾淋巴细胞增殖，证明 MSCs无免疫原性。说明 

MSCs表达 MHC I虽然可被受体 CD8 T细胞识 

别，但由于缺乏共刺激分子，可使 MSCs逃避 CD4 T 

淋巴细胞的识别，进而导致 T淋巴细胞免疫无反应 

或者免疫无能。 

本实验发现，大鼠骨髓来源 MSCs可以显著抑 

制 MLR共培养体系中同种异体T淋巴细胞增殖率； 

即使加入非特异性丝裂原(PHA，植物血凝素)也不 

能减弱这种抑制作用。同时也发现免疫抑制程度与 

MSCs的数量是正相关的，随着 MSCs数量的增加， 

这种抑制作用越强，1×10 MSCs大于 1×10 MSCs 

对混合淋巴细胞反应的抑制作用。MSCs的免疫抑 

制作用具有可塑性，在本实验中加入吲哚胺 2，3双 

加氧酶(IDO)的阻断剂 1一MT，可以逆转 MSCs对 

MLR的抑制作用。 

MSCs能抑制 T淋巴细胞的增殖、应答 ，发挥免 

疫负调节作用，但其发挥作用的具体机制 目前尚不 

清楚。多数研究认为，MSCs对淋巴细胞增殖的调控 

是通过影响免疫细胞和细胞因子分泌实现的。陈惠 

仁等 研究表明，当同种 T淋巴细胞与 MSCs一起 

培养2周后，CD8 细胞数量增加。Krampera等 

选用雄性小鼠细胞免疫过的 C57BL／6雄性小鼠作 

为记忆 T淋巴细胞的来源，而经过基因交换具有 

HY抗原特异性的 T淋巴细胞受体的 c6小鼠提供 

原始T淋巴细胞，在体外用雄性脾细胞或 HY肽段 

刺激反应细胞，结果显示，MSCs抑制 HY特异性的 

原始和记忆 T淋 巴细胞，抑制作用与细胞数量有 

关。MSCs对淋巴细胞增殖反应的抑制作用还可以 

通过产生可溶性因子来实现。将 MSCs与反应细胞 

用 Transwell系统分离后，T淋巴细胞的增殖同样明 

显受抑制。Tse等  ̈也证明将 MSCs与 T淋巴细胞 

共同培养后，用半透膜去除 MSCs，并不能使抑制作 

用消除，提示可溶性细胞因子可能是 MSCs产生淋 

巴细胞抑制的另一机制。到目前为止较受关注的可 

溶性因子有转化生长因子(TGF)．B。、肝细胞生长因 

子(HGF)和白介素一10(IL一10)。Di Nicola等 研 

究证明，应用 HGF和 TGF B 的抗体可恢复 T淋巴 

细胞的增殖反应，说明这 2种因子与免疫抑制作用 

J Bengbu Med Coll，December 2010，v(Il_3 

有关 。但有研究观点与之不同。Plumas等 使用 

TGF—p 和 HGF抗体作用于 MSCs，发现 MSCs仍对 

T淋巴细胞增殖有抑制作用，并通过实验发现 MSCs 

可以表达 IDO，该酶催化色氨酸转化成犬尿素，诱导 

了MLR体系中T细胞凋亡，认为可能是 IDO的表 

达是 MSCs发挥免疫抑制作用的主要原因。 

IDO是肝脏以外唯一可催化色氨酸沿犬尿酸途 

径分解代谢的限速酶，在哺乳动物的组织与细胞，尤 

其是淋巴组织和胎盘中广泛表达。它通过降解局部 

组织中的色氨酸，在诱发宿主免疫防御、抑制 T淋 

巴细胞免疫和抗肿瘤免疫、诱导母胎免疫耐受和移 

植物免疫耐受中均发挥重要的代谢性免疫调节作 

用 。据报道，IFN一 能诱导鼠或人多种类型的抗 

原提呈细胞(APC)表达 IDO，并增加其活性。Munn 

等 最先发现，随着小 鼠孕龄的增加，体内的色氨 

酸逐渐降低，若用 1一MT阻断 IDO，则出现母鼠T淋 

巴细胞排斥同种异基因胎 鼠反应而导致流产。因 

此，胎盘滋养层细胞产生的 IDO能阻断母体活化 T 

淋巴细胞，针对表达父本人类白细胞抗原等位基因 

产物的胎儿组织的攻击，是母胎耐受的必要因素。 

体内、外研究 发现，[DO的激活均能降低 T淋巴细 

胞活性、抑制 T淋巴细胞增殖，因而是机体抑制抗 

原提呈细胞／T淋巴细胞应答的主要机制之一。纯 

化的 IDO能抑制 CIM T细胞、CD8 T细胞以及 自 

然杀伤细胞的增殖，但 B细胞的增殖却不受其影 

响 “ 。存在色氨酸的情况下，仅 I2犬尿酸和吡啶 

甲酸 2种色氨酸代谢物能够抑制细胞增殖；缺失色 

氨酸情况下，在低于前述 I2犬尿酸和吡啶甲酸对 

细胞增殖抑制的最低有效浓度时，即可观察到由 L2 

犬尿酸和吡啶甲酸诱导的抑制效应。此外，由 IDO 

活性导致的色氨酸代谢物诱导的细胞增殖抑制具有 

选择性，它仅发生于正经历活化的细胞，静息细胞不 

受影响。因此，IDO可能通过下列 2条途径发挥其 

抑制细胞增殖效应：(1)起始产生色氨酸的3种代 

谢产物(I2犬尿酸、吡啶甲酸和喹啉酸)的生化反应 

级联效应；(2)通过耗竭细胞外微环境中的色氨酸 

以增强 3种代谢产物抑制细胞增殖的潜能。表达 

IDO和 Fas配体的小鼠APC能够在局部组织微环境 

中，通过阻断细胞周期以及活化诱导的 T细胞死 

亡，最终诱导抗原特异性的T细胞耐受  ̈。而犬尿 

酸途径的色氨酸代谢产物，如 32羟邻氨基苯甲酸和 

喹啉酸能够体外诱导小鼠Thl型而非 Th2型胸腺细 

胞的选择性凋亡  ̈。 

本实验发现，MSCs可以显著降低 MLR体系中 
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色氨酸含量，而加入 IDO阻断剂 1一MT后，MLR体系 

中色氨酸含量基本恢复 ，说明 MSCs与 MLC的共培 

养体系中IDO的活性较 MSCs单独培养和无 MSCs 

的 MLC体系中 IDO的活性显著升高。而在加入 

1一MT组中，MLC体系中 T淋巴细胞的增殖率并未 

完全恢复到无 MSCs的 MLC体系中的 T淋巴细胞 

增殖率，表明可能有其他因素参与 MSCs的免疫抑 

制作用，但这些因素对 T淋巴细胞增殖的影响远比 

IDO活性对其影响弱。 

总之，本实验结果证明大鼠骨髓来源 MSCs自 

身无免疫原性，体外能抑制同种异体 T淋巴细胞增 

殖，MSCs在共培养体系中表达 IDO可能为这一抑 

制作用的主要原因。 
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(上接第1209页)表明 CD34 细胞富含 LRC。我们同 

时用黑素细胞相关抗原对胎儿头皮进行标记，NKI／ 

beteb(标记黑素细胞的早期黑素小体)荧光分布与 

CD34 表达区域部分类似(资料未显示)。 

尽管 CD34在毛囊隆突区细胞上的作用并不清 

楚，但 CD34单克隆抗体的问世为检测干细胞提供 

了更为准确 的方法，通过流式细胞术测定毛囊 内 

CD34 细胞 ，可作为毛囊干细胞数量检测的可靠指 

标。CD34这一细胞表面标记的功能与性质的进一 

步研究，可能提供更多关于毛囊于细胞生物学的理 

解。 

(在制片和检测中，蚌埠医学院生物科学系张 

静老师，蚌埠医学院第一附属医院病理科承泽农老 

师和 中心 实验 室赵 皓 老 师，给 予 大 力协 助，谨 此 

致谢 。) 
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