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　　［摘要］　目的　探讨人脐带间充质干细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，
ＨＵＣＭＳＣｓ）对小鼠急性移植物抗宿主病（ａｃｕｔｅｇｒａｆｔｖｅｒｓｕｓｈｏｓｔｄｉｓｅａｓｅ，ａＧＶＨＤ）的预防效果并初步探索
其作用机制。方法　通过对接受全身辐照的雄性 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠移植雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠的骨髓细胞和
脾脏细胞，构建小鼠异基因造血干细胞移植（ａｌｌｏｇｅｎｅｉｃｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，ａｌｌｏ
ＨＳＣＴ）后ａＧＶＨＤ模型，建模部分实验分组：ＢＭ组［尾静脉注射５００

!

Ｌ供者Ｃ５７ＢＬ／６小鼠骨髓细胞（５×
１０６／只）悬液］和ａＧＶＨＤ组［尾静脉注射５００

!

Ｌ骨髓细胞（５×１０６／只）和脾脏细胞（５×１０６／只）混悬液］。
观察小鼠生存率、临床评分和体质量变化；流式细胞术检测移植后嵌合度；ＨＥ染色观察 ａＧＶＨＤ靶器官
（肺脏、肝脏、结肠、小肠）的病理学改变。收集 Ｐ４代 ＨＵＣＭＳＣｓ，于移植当天混合供者骨髓细胞和脾脏
细胞输注ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，实验分组：①ａＧＶＨＤ组（处理同建模部分）；②ａＧＶＨＤ＋ＭＳＣｓ组［经尾静脉注射
５００

!

Ｌ骨髓细胞（５×１０６／只）、脾脏细胞（５×１０６／只）和ＨＵＣＭＳＣｓ（５×１０５／只）混悬液］。观察 ＨＵＣＭＳＣｓ
对ａＧＶＨＤ的预防效果，应用 ＥＬＩＳＡ检测各组小鼠血清 ＩＦＮγ、ＴＮＦα浓度；流式细胞术检测 ＣＤ４＋Ｔ细
胞在靶器官中绝对数计数和凋亡水平。结果　ａＧＶＨＤ组较 ＢＭ组生存率降低、临床评分增高、体质量
减轻明显（Ｐ＜０．０５），靶器官病理损伤更为严重（Ｐ＜０．０５）；移植后小鼠达完全嵌合。ＨＵＣＭＳＣｓ输注显
著改善移植后小鼠生存、降低临床评分和靶器官病理损伤（Ｐ＜０．０５），并降低血清炎症因子浓度（Ｐ＜
０．０５），增加ＣＤ４＋Ｔ细胞在靶器官中的凋亡，ＣＤ４＋Ｔ细胞绝对数计数显著下降（Ｐ＜０．０５）。结论　
ＨＵＣＭＳＣｓ联合ａｌｌｏＨＳＣＴ能有效预防及减轻小鼠ａＧＶＨＤ，其作用机制主要是 ＨＵＣＭＳＣｓ介导淋巴细胞
凋亡，减少其在靶器官中的浸润和调控炎症因子分泌。
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因子
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ＣｅｎｔｅｒｆｏｒＨｅｍａｔｏｌｏｇｉｃａｌＳｙｓｔｅｍＤｉｓｅａｓｅｓ（２０２０ＺＫＺＣ０２）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺＨＡＮＧＸｉ，Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｘｘｉ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

　　异基因造血干细胞移植（ａｌｌｏｇｅｎｅｉｃｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，ａｌｌｏＨＳＣＴ）是治疗血液系统恶
性疾病、骨髓衰竭性疾病等的有效手段。急性移植物

抗宿主病（ａｃｕｔｅｇｒａｆｔｖｅｒｓｕｓｈｏｓｔｄｉｓｅａｓｅ，ａＧＶＨＤ）是造
成移植失败和移植相关死亡的主要因素［１－４］，移植物

中供者Ｔ细胞活化后错误识别受者组织抗原并发起
免疫攻击是其主要发病机制，可造成包括肝、胃肠道、

皮肤黏膜等的受累，临床发生率为３０％～５０％［５－６］，需
采取措施降低其发生。糖皮质激素联合环孢素等免疫

抑制剂类药物是 ａＧＶＨＤ的一线治疗方案，然而该方
案仅在约半数患者中有效，激素治疗失败和耐药的患

者预后不容乐观［７－８］。

　　间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）是
一种具有多向分化潜能和自我更新特性的多能干细

胞，在特定条件下能够定向分化成骨、软骨、脂肪等多

种细胞。因独特的低免疫原性和免疫负调节活性，

ＭＳＣｓ具有防治 ａＧＶＨＤ的潜在能力［９］。２００４年
ＬＥＢＬＡＮＣ等［１０］在儿童患者中首次发现ＭＳＣｓ具有治
疗ａＧＶＨＤ的作用，随后越来越多报道证实了 ＭＳＣｓ临
床治疗的有效性［１１－１２］，一项最新的临床研究也表明

ＨＵＣＭＳＣｓ显著延长难治性 ａＧＶＨＤ患者的长期生存
率［１３］，但这些结果并不稳定。关于ＭＳＣｓ预防ａＧＶＨＤ
的临床应用方面，既往报道显示 ＭＳＣｓ混合移植物输
注能降低ａＧＶＨＤ总体发生率，尤其对于Ⅳ级 ａＧＶＨＤ
预防效果显著［１４－１５］。近年来随着对ＭＳＣｓ生物特性理
解的深入，其已成为防治 ａＧＶＨＤ的新兴手段并被纳
入我国ａＧＶＨＤ治疗专家共识［１６］。

　　ＭＳＣｓ具有多种组织来源，包括脐带、骨髓、真皮、
脂肪、羊膜等，人脐带间充质干细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌ
ｃｏｒｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＨＵＣＭＳＣｓ）相比其他来源
的ＭＳＣｓ具有增殖能力强、生物性能稳定、取材不受限
制、污染机会少等优点，临床应用潜力更佳［１６］。有研

究者在动物模型中验证了 ＨＵＣＭＳＣｓ对小鼠 ａＧＶＨＤ
的缓解作用［１７］，本课题组在前期基础研究中也已证明

其优势［１８］。本实验进一步观察 ＨＵＣＭＳＣｓ预防小鼠
ａＧＶＨＤ的效果，并探讨其可能的作用机制，为临床
ＭＳＣｓ预防ａＧＶＨＤ的开展奠定实验基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　从陆军军医大学实验动物中心购买８～１２周龄的

７７２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２１）



雄性 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠（Ｈ２Ｋｄ）和雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠
（Ｈ２Ｋｂ），并饲养于 ＳＰＦ级隔离室。于移植实验前
１周起给予ＢＡＬＢ／ｃ受鼠抗生素饮食至实验全程。动
物实验获得陆军军医大学实验动物福利伦理审查委员

会批准（ＡＭＵＷＥＣ２０２０５４９）。
１．２　主要试剂
　　无菌１×磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）购自美国ＨｙＣｌｏｎｅ公
司；ＲＰＭＩ１６４０细胞培养基、胎牛血清（ＦＢＳ）购自美国
Ｇｉｂｃｏ公司；胶原酶Ⅷ、ＤＮａｓｅⅠ购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；
Ｐｅｒｃｏｌｌ细胞分离液购自美国ＧＥ公司；流式抗体（抗鼠
Ｈ２ＫｂＢＶ４２１、抗鼠ＴＣＲＡＰＣＣｙ７、抗鼠ＣＤ４ＦＩＴＣ、抗鼠
ＣＤ８ＰＥ）、人源间充质干细胞表型鉴定试剂盒、细胞凋
亡流式检测试剂盒均购自美国ＢＤ公司；ＥＬＩＳＡ试剂盒
购自美国Ｒ＆Ｄ公司；人脐带间充质干细胞完全培养基、
干细胞诱导分化培养基购自广州赛业（Ｃｙａｇｅｎ）公司。
１．３　骨髓细胞和脾脏细胞悬液制备
　　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠引颈脱臼处死，７５％酒精喷洒周身
消毒，于超净工作台中取股骨、胫骨和脾脏，注射器插

入骨髓腔用含 ２％ＦＢＳ的 ＰＢＳ吹出骨髓，于 ２００目细
胞筛上研磨制备单细胞悬液；脾脏细胞悬液如上研磨

制备。计数有核细胞的数量，调整为１×１０７／ｍＬ。
１．４　人脐带间充质干细胞分离培养及鉴定
　　健康足月剖宫产新生儿脐带组织，产妇无传染病
及其他合并症。于陆军军医大学第二附属医院产科手

术室收取长约５ｃｍ脐带组织，将新鲜标本置于含青链
霉素的无菌生理盐水管中，带回实验室。标本取材经

陆军军医大学第二附属医院伦理委员会批准

（ＳＱ２０１７ＺＹ０５０１８２），供者及家属知情同意。
　　在超净工作台内用含１％青链霉素的 ＰＢＳ清洗脐
带组织３次。用组织剪沿脐带静脉剪开脐带，用组织
镊分离脐带内膜，ＰＢＳ洗涤 ２～３次后用组织剪剪成
１．０ｍｍ×１．０ｍｍ左右大小，均匀铺于 Ｔ２５培养瓶中。
翻转培养瓶，使其铺有组织块的底面朝上，加入 ２ｍＬ
人脐带间充质干细胞完全培养基后放入细胞培养箱。

２４ｈ后翻转培养瓶，使培养基浸泡到组织块。每天观
察培养瓶内组织块周围是否有细胞爬出，爬出的细胞

为Ｐ０代。扩增传代后冻存备用。所有移植实验使用
Ｐ４代细胞。根据国际细胞治疗学会（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
ＳｏｃｉｅｔｙｆｏｒＣｅｌｌｕｌａｒＴｈｅｒａｐｙ，ＩＳＣＴ）发布的最低评价标
准，ＭＳＣｓ在体外的特征是：①培养贴壁性；②高表达
ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＣＤ１０５，低表达造血和内皮标记物，包括
ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１４、ＣＤ１９、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ７９ａ、ＨＬＡＤＲ等；
③分化成脂肪细胞、软骨细胞和成骨细胞的能力［１９］。

Ｐ４代ＨＵＣＭＳＣｓ体外培养后光学显微镜观察其生长
情况，并行流式细胞术检测表面抗原（ＣＤ１０５、ＣＤ９０、

ＣＤ７３、ＣＤ３４、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１９、ＣＤ４５、ＨＬＡＤＲ）表达情况；
Ｐ０１代细胞接种于６孔板中，加入干细胞诱导分化培
养基培养，每３天换液１次，诱导分化培养２１ｄ后茜
素红染色观察成骨情况，阿利新蓝染色观察成软骨情

况，油红Ｏ染色观察成脂情况。
１．５　ａＧＶＨＤ模型构建流程
　　受者ＢＡＬＢ／ｃ小鼠于移植前７ｄ起给予抗生素饮
食，根据不同部分实验需要按完全随机设计分为 ＢＭ
组、ａＧＶＨＤ组、ａＧＶＨＤ＋ＭＳＣｓ组。各组设置不同批次
小鼠，一批用于小鼠生存观察及临床 ａＧＶＨＤ评估（各
组１０只），另一批用于移植后１４ｄ取材（各组５只）。
实验流程见图１。①ａＧＶＨＤ建模，ＢＭ组和ａＧＶＨＤ组
于移植当天接受剂量为７．５Ｇｙ的６０Ｃｏ源 γ射线全身
辐照（ｔｏｔａｌｂｏｄｙｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ，ＴＢＩ），６ｈ后，ＢＭ组尾静脉
注射５００

!

Ｌ供者Ｃ５７ＢＬ／６小鼠骨髓细胞（５×１０６／只）
悬液；ａＧＶＨＤ组尾静脉注射５００

!

Ｌ骨髓细胞（５×１０６／只）
和脾脏细胞（５×１０６／只）混悬液。②ＨＵＣＭＳＣｓ预防小
鼠ａＧＶＨＤ，ａＧＶＨＤ组处理同前，ａＧＶＨＤ＋ＭＳＣｓ组经尾
静脉注射５００

!

Ｌ骨髓细胞（５×１０６／只）、脾脏细胞（５×
１０６／只）和ＨＵＣＭＳＣｓ（５×１０５／只）混悬液，并于移植后
７ｄ输注第２剂ＨＵＣＭＳＣｓ。

图１　小鼠ａＧＶＨＤ模型构建及ＨＵＣＭＳＣｓ预防ａＧＶＨＤ
实验流程

１．６　小鼠生存观察及临床ａＧＶＨＤ评估
　　移植后每天观察记录小鼠生存情况，称取小鼠体
质量，计算相对于原始体质量的百分比（体质量百分

比），每周１～４次进行 ａＧＶＨＤ严重程度临床评分，包
含５项评分内容［２０］，见表 １。小鼠 ａＧＶＨＤ临床评分
由５项得分相加获得（积分范围０～１０）。

表１　移植后小鼠ａＧＶＨＤ临床评分标准

指标 ０ １ ２
体质量减轻 ＜１０％ １０％～２５％ ＞２５％
姿态 正常 休息时偶尔弓背 明显弓背活动受限

活动度 正常 轻到中度减低 刺激后才活动

毛发卷曲 正常 轻到中度卷曲 严重卷曲无序

皮肤完整性 正常 掌指皮肤脱屑 掉毛皮肤非常明显

８７２２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



１．７　淋巴细胞分离及流式细胞术
　　移植后１４ｄ各组小鼠引颈脱臼处死后，小动物外
科手术操作取下脾脏、肝脏、肺脏、小肠置于预冷的含

２％ＦＢＳ的ＰＢＳ中。脾脏于２００目细胞筛上加ＰＢＳ研
磨制备单细胞悬液，转移液体至 １５ｍＬ离心管中，
１５００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心５ｍｉｎ，弃上清，加入１５ｍＬＰＢＳ
重悬沉淀，计数有核细胞数量，收集１×１０６个细胞进行
流式细胞术实验。肝脏如上操作获得细胞沉淀后，使

用Ｐｅｒｃｏｌｌ细胞分离液重悬沉淀，转移至新１５ｍＬ离心
管中，１３００×ｇ、室温离心３０ｍｉｎ，收集中间白膜层即为
淋巴细胞。肺脏置于培养皿中加入含 １％胶原酶Ⅷ、
０．２％ ＤＮａｓｅⅠ、１０％ ＦＢＳ的 １６４０培养基 ５ｍＬ，于
３７℃孵箱内消化３０ｍｉｎ后如上制备单细胞悬液并用
Ｐｅｒｃｏｌｌ细胞分离液离心法获得淋巴细胞。小肠剪碎
至１ｃｍ左右，转移至新５０ｍＬ离心管中，加入含１％胶
原酶Ⅷ、０．２％ ＤＮａｓｅⅠ、１０％ ＦＢＳ的 １６４０培养基
１５ｍＬ，于摇床中２５０ｒ／ｍｉｎ振荡消化１５ｍｉｎ后如上制
备单细胞悬液。

　　凋亡检测染色方法参照ＢＤ试剂盒说明书进行；人脐
带间充质干细胞流式表面抗原鉴定染色方法参照人间充

质干细胞分析试剂盒（美国ＢＤ公司）说明书进行。
１．８　嵌合分析
　　取移植后１４ｄ小鼠（ＢＭ组和ａＧＶＨＤ组各３只）和
健康对照ＢＡＬＢ／ｃ小鼠（ｎ＝３）的骨髓细胞制备单细胞悬
液，加入抗鼠Ｈ２ＫｂＢＶ４２１抗体，染色完成后上机检测。
１．９　ＥＬＩＳＡ检测
　　取移植后１４ｄ各组小鼠的外周血，分离、收集血
清。使用ＥＬＩＳＡ试剂盒检测ＩＦＮγ、ＴＮＦα血清浓度。
１．１０　ＨＥ染色与病理评分
　　取移植后 １４ｄ各组小鼠的肝脏、小肠、结肠、肺
脏。将组织多聚甲醛固定，然后石蜡包埋，切片，并用

ＨＥ染色。用光学显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ）拍摄图像，参照
ＢＲＵＣＥ等［２１］创建的病理评分标准进行评分。

１．１１　统计学分析
　　实验均重复３次，实验结果用 珋ｘ±ｓ表示，两组之间

比较采用学生ｔ检验，３组之间比较采用单因素方差分
析。各组之间生存率比较采用 Ｌｏｇｒａｎｋ检验。采用
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０软件统计分析，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　小鼠ａＧＶＨＤ模型构建
　　如流程模式图（图１）所示构建小鼠骨髓单移植和
ａＧＶＨＤ模型后，可观察到生存方面，ａＧＶＨＤ组小鼠存
活率显著低于ＢＭ组，表现为从移植后１０ｄ起陆续死
亡，至移植后 ３３ｄ无存活，而 ＢＭ组小鼠在移植后观
察期内能健康存活（Ｐ＜０．００１，图 ２Ａ）。所有 ａＧＶＨＤ
组小鼠表现出相似的临床表现：从移植后 ５～７ｄ开
始，逐渐出现弓背、耸毛、活跃度下降、腹泻等症状；而

ＢＭ组小鼠无上述表现；ａＧＶＨＤ组小鼠临床评分明显
高于ＢＭ组（Ｐ＜０．００１，图２Ｂ）。两组小鼠在移植后７ｄ
内有急剧的体质量下降，但随后 ＢＭ组小鼠体质量渐
渐上升恢复至约初始水平，而 ａＧＶＨＤ组小鼠体质量
持续下降不能恢复，呈显著差异（Ｐ＜０．００１，图２Ｃ）。
　　为了进一步明确移植后供者小鼠细胞在受者体内
的嵌合情况，在移植后 １４ｄ取移植小鼠与健康对照
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠的骨髓细胞进行流式染色分析，结果显
示对照小鼠骨髓细胞中未检测到 Ｈ２Ｋｂ表达，移植小
鼠则高表达 Ｈ２Ｋｂ，两组表达率差异有统计学意义
（图３）。说明供者细胞完全植入，达完全嵌合。
　　ＨＥ染色观察移植小鼠靶器官的病理学改变情
况，可见ａＧＶＨＤ组小鼠靶器官有相较于ＢＭ组严重的
组织破坏（图４Ａ），肺、肝脏组织内可见５０％及以上的
血管扩张充血，四周间隙变宽，局部炎症细胞浸润；结

肠、小肠大量杯状细胞丢失，绒毛结构破坏，５０％以上
的隐窝有坏死细胞，固有层炎症细胞浸润及水肿导致

明显的黏膜移位。经严格的病理评分，ａＧＶＨＤ组小鼠
各组织评分均显著高于ＢＭ组（Ｐ＜０．０１，图４Ｂ）。
　　以上数据说明成功构建小鼠 ａＧＶＨＤ模型。异基
因造血干细胞移植后骨髓单移植组小鼠恢复情况良

好，而混有供者淋巴细胞的实验组则成功诱导出小鼠

ａＧＶＨＤ。
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图２　移植后ａＧＶＨＤ组小鼠和ＢＭ组小鼠的生存、临床评分和体质量百分比的变化
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图３　流式细胞术检测移植后小鼠的嵌合度
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Ａ：ＨＥ染色靶器官病理变化；Ｂ：病理评分统计学结果　 ａ：Ｐ＜０．０１，与ＢＭ组比较

图４　移植后１４ｄＢＭ组和ａＧＶＨＤ组小鼠各靶器官病理学变化

２．２　ＨＵＣＭＳＣｓ鉴定
　　基于ＩＳＣＴ的标准［１９］进行形态学、表面标志物、多

向分化潜能的鉴定实验。复苏冻存于液氮中的

ＨＵＣＭＳＣｓ，培养于Ｔ２５细胞培养瓶，２４ｈ后可在光学
显微镜下观察到几乎所有 ＨＵＣＭＳＣｓ在培养瓶底部贴
壁生长，细胞中央有卵圆形核，胞质向外伸出长短不等

的突起，形为梭状，呈均质、涡旋状排列（图 ５Ａ）。使
用流式细胞术对比相应同型对照抗体的方法检测所培

养的ＨＵＣＭＳＣｓ的ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＣＤ１０５表达率，结果显
示其表达均在 ９５％以上，而 ＣＤ３４、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１９、
ＣＤ４５、ＨＬＡＤＲ表达则低于 ２％（图 ５Ｂ）。使用茜素
红、阿利新蓝、油红Ｏ分别进行成软骨细胞染色、成骨
细胞染色、成脂细胞染色，良好显色情况可证实经体外

诱导培养的 ＨＵＣＭＳＣｓ成功分化为成骨细胞、成软骨
细胞、成脂细胞（图５Ｃ），具有多向分化潜能。
２．３　ＨＵＣＭＳＣｓ预防ａＧＶＨＤ发展
　　为明确 ＨＵＣＭＳＣｓ是否能预防小鼠 ａＧＶＨＤ，在移

植当天对受者小鼠注射供鼠骨髓细胞、脾脏细胞混悬

液的同时注射ＨＵＣＭＳＣｓ，并于移植后７ｄ输注第２剂
（图１）。各组小鼠在移植后 ３０ｄ内的生存曲线见图
６Ａ。截至观察期末，ａＧＶＨＤ＋ＭＳＣｓ组小鼠生存率明显
高于 ａＧＶＨＤ 组 （Ｐ＜０．０５），ＨＵＣＭＳＣｓ显 著 延 长
ａＧＶＨＤ小鼠的生存时间。移植后 ５～７ｄ起，ａＧＶＨＤ
组小鼠表现出逐渐加重的弓背、腹泻、耸毛、活动度降

低等典型表现；ａＧＶＨＤ＋ＭＳＣｓ组小鼠虽然在移植后也
有上述表现，但出现较晚且较轻微，后期并无进一步恶

化，其临床评分显著低于ａＧＶＨＤ组（Ｐ＜０．０１，图６Ｂ）。
移植后所有小鼠体质量出现急剧下降，约 １３ｄ开始，
ａＧＶＨＤ＋ＭＳＣｓ组体质量略高于 ａＧＶＨＤ组，但差异无
统计学意义（图 ６Ｃ）。表明 ＨＵＣＭＳＣｓ能预防小鼠
ａｌｌｏＨＳＣＴ后ａＧＶＨＤ的发生、发展，显著减轻其严重程
度，虽然体质量下降差异不明显，但在延缓生存和降低

临床评分上作用可观。
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图５　Ｐ４代ＨＵＣＭＳＣｓ特性鉴定结果
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Ａ：生存率；Ｂ：ａＧＶＨＤ临床评分；Ｃ：体质量百分比　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ａＧＶＨＤ组比较

图６　移植后ａＧＶＨＤ＋ＭＳＣｓ组小鼠和ａＧＶＨＤ组小鼠生存，临床评分和体质量百分比的变化

２．４　ＨＵＣＭＳＣｓ降低ａＧＶＨＤ小鼠体内炎症
　　取移植后１４ｄ各组小鼠的靶器官切片后ＨＥ染色
结果见图７Ａ，可见 ａＧＶＨＤ＋ＭＳＣｓ组小鼠的各个靶器
官破坏程度较ａＧＶＨＤ组轻微，肺、肝组织的血管扩张
充血和炎症细胞浸润明显缓解，结肠、小肠隐窝的坏死

细胞也较 ａＧＶＨＤ组减少，ａＧＶＨＤ＋ＭＳＣｓ组小鼠各组
织评分均显著低于 ａＧＶＨＤ组（Ｐ＜０．０１，图 ７Ｂ）。
ＥＬＩＳＡ法检测各组小鼠移植后 １４ｄ血清中主要炎症
细胞因子的浓度，结果显示ａＧＶＨＤ＋ＭＳＣｓ组小鼠血清
ＩＦＮγ、ＴＮＦα浓度较 ａＧＶＨＤ组小鼠均显著下降（Ｐ＜
０．０１，图７Ｃ）。
　　取各组小鼠移植后１４ｄ的脾、肺、肝、小肠组织行

流式细胞术检测ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞浸润水平，并计算淋
巴细胞绝对数，可见 ａＧＶＨＤ＋ＭＳＣｓ组小鼠各组织中
ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞绝对数均低于 ａＧＶＨＤ组（Ｐ＜０．０５，
图８Ａ）。进一步检测淋巴细胞凋亡水平，发现ＨＵＣＭＳＣｓ
处理增加了 ａＧＶＨＤ组小鼠体内淋巴细胞凋亡，其
ＡｎｎｅｘｉｎⅤ的表达量在肝脏、小肠组织中显著提高（Ｐ＜
０．０５），在脾脏、肺脏中无明显差异（图８Ｂ、Ｃ），可能与
ａＧＶＨＤ靶器官差异有关。同时，也解释了 ａＧＶＨＤ＋
ＭＳＣｓ组淋巴细胞绝对数明显低于ａＧＶＨＤ组。
　　以上结果显示，ＨＵＣＭＳＣｓ可能通过增加淋巴细胞
凋亡，减少其扩增和浸润，从而整体上降低 ａＧＶＨＤ小
鼠的炎症，预防和缓解ａＧＶＨＤ。

１８２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２１）
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图７　ＨＵＣＭＳＣｓ处理后小鼠靶器官病理损伤和血清炎症因子的变化
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Ａ：流式细胞术检测ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞在小鼠脾、肺、肝、小肠组织中浸润水平；Ｂ、Ｃ：流式细胞术检测ＣＤ４＋Ｔ淋巴
细胞在小鼠脾、肺、肝、小肠组织中凋亡水平及统计分析　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ａＧＶＨＤ组比较

图８　ＨＵＣＭＳＣｓ处理后小鼠靶器官ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞绝对计数和凋亡的变化
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３　讨论

　　ａＧＶＨＤ一直是限制造血干细胞移植患者术后长
期健康生存的主要难题。传统的防治 ａＧＶＨＤ的药物
有效缓解排异症状的同时不可避免地削弱了机体正常

免疫功能，导致部分患者严重感染和白血病复发率增

高。近年来，作为一种新兴手段，ａＧＶＨＤ的细胞疗法
在动物模型以及临床研究上已有卓有成效的探索与实

践，多种细胞表现出在调控 ａＧＶＨＤ病理方面更具选
择性、相较传统药物疗法更具安全性的优势［２２－２６］。

　　近年来，ＭＳＣｓ的免疫抑制能力被人们广泛关注，
并在动物模型和临床试验中被用于防治各类炎症性疾

病、自身免疫性疾病和 ａＧＶＨＤ。本中心一直致力于
ＭＳＣｓ的基础研究及临床应用探索，由于 ＭＳＣｓ来源广
泛，前期课题组对比了不同来源（骨髓、真皮、脐带、脂

肪）ＭＳＣｓ，发现ＨＵＣＭＳＣｓ减轻 ａＧＶＨＤ的能力优于其
他来源ＭＳＣｓ，主要原因在于其可通过趋化因子受体配
体的结合而优势趋化髓源抑制性细胞（ｍｙｅｌｏｉｄｄｅｒｉｖｅｄ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｃｅｌｌｓ，ＭＤＳＣｓ）到靶器官发挥作用［１８］；另外

本中心牵头的Ⅱ期临床研究证实 ＨＵＣＭＳＣｓ能够有效
降低移植后慢性移植物抗宿主病（ｃＧＶＨＤ）发生率，且
肺部 ｃＧＶＨＤ零发生［１１］，提示 ＨＵＣＭＳＣｓ可以用于预
防。本实验成功构建小鼠 ａＧＶＨＤ 模型，证实
ＨＵＣＭＳＣｓ对小鼠 ａＧＶＨＤ具有预防作用，在提高生存
率、降低 ａＧＶＨＤ临床评分上较对照组有显著优势。
由此可见，ＨＵＣＭＳＣｓ无疑是一种很有前景的 ａＧＶＨＤ
细胞治疗手段，本实验结果为临床使用 ＨＵＣＭＳＣｓ防
治ａＧＶＨＤ提供了新实验依据。
　　有关ＭＳＣｓ发挥免疫调控的机制涉及很多方面。
既往报道细胞因子如前列腺素Ｅ２、吲哚胺２，３双加氧
酶（ＩＤＯ）、一氧化氮、半乳凝素、ＨＬＡＧ５等是 ＭＳＣｓ发
挥免疫抑制效应的机制之一［２７－２９］。此外，ＭＳＣｓ通过
调节Ｔ细胞氨基酸代谢、细胞与细胞接触、ＦａｓＬ途径
等抑制其增殖［３０－３２］，同时ＭＳＣｓ增加调节性 Ｔ、Ｂ细胞
的比例，降低炎症因子，从而缓解 ＧＶＨＤ［３３］。还有报
道指出ＭＳＣｓ通过被单核巨噬细胞等吞噬导致其表达
抑制性分子［３４］。另外，ＭＳＣｓ分化为构成骨髓微环境
的细胞，以促进植入和造血重建的恢复［３５］。本实验通

过ＨＥ染色、ＥＬＩＳＡ、流式细胞术等发现 ＨＵＣＭＳＣｓ处
理后ａＧＶＨＤ炎症显著降低，在 ａＧＶＨＤ中发挥主要作
用的 ＣＤ４＋ Ｔ细胞在靶器官中的浸润明显减少，
ＨＵＣＭＳＣｓ增加淋巴细胞的凋亡可能是减少炎症和浸
润的机制之一，而 ＨＵＣＭＳＣｓ如何介导 Ｔ细胞凋亡的

具体信号通路则需进一步研究。同时，ＣＤ８＋Ｔ细胞的
绝对数在本实验中未发现差异有统计学意义，其凋亡

水平亦未发现显著差异（结果未展示），故 ＨＵＣＭＳＣｓ
是否对ＣＤ４＋和ＣＤ８＋Ｔ细胞的作用存在靶向性以及在
不同ＣＤ４＋Ｔ细胞亚群（Ｔｈｅｌｐｅｒ、Ｔｒｅｇ等）的影响也是
下一步应探索的内容。基于此，本课题组开展了

ＨＵＣＭＳＣｓ的 单 细 胞 转 录 组 测 序，拟 从 中 发 现
ＨＵＣＭＳＣｓ特异表达的与Ｔ细胞活化增殖相关的分子，
这是否是ＨＵＣＭＳＣｓ发挥免疫调控作用的机制之一也
在进一步验证中。

　　ＭＳＣｓ的临床应用也存在诸多争议。有报道称因
ＭＳＣｓ强大的免疫抑制功能或会导致肿瘤复发［３６］。除

外作用机制的复杂与安全性悖论，ＭＳＣｓ的高异质性同
样是临床研究的关键问题。ＭＳＣｓ组织来源的多样性
以及同一组织来源的ＭＳＣｓ亚群多样性均可导致其生
物学功能的不同［３７］，临床上 ＭＳＣｓ产品明显的差异性
或许是导致治疗效果参差不齐的重要原因。在此背景

下，精确筛选出针对 ａＧＶＨＤ靶向发挥免疫抑制功能
的优势ＭＳＣｓ亚群意义重大。随着单细胞测序技术的
发展，下一步研究有望为我们挖掘到解决这一问题的

新出路。
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［２０］ＣＯＯＫＥＫＲ，ＫＯＢＺＩＫ Ｌ，ＭＡＲＴＩＮ ＴＲ，ｅｔａｌ．Ａｎ
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ｔｒａｎｓｆｅｒ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，１９９８，９２（１０）：３９４９－３９５９．
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ｍｏｎｏｃｙｔｉｃｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＳｔｅｍＣｅｌｌｓ，２０１８，３６（４）：６０２－６１５．
ＤＯＩ：１０．１００２／ｓｔｅｍ．２７７９．

［３５］ＫＡＩＰＥＨ，ＥＲＫＥＲＳＴ，ＳＡＤＥＧＨＩＢ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ
ａｒｅｔｈｅｙｒｅａｌｌｙｕｓｅｆｕｌｆｏｒＧＶＨＤ？［Ｊ］．ＢｏｎｅＭａｒｒｏｗ
Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ，２０１４，４９（６）：７３７－７４３．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｂｍｔ．
２０１３．２３７．

［３６］ＧＡＬＩ?Ｍ，ＫＯＮＳＴＡＮＴＩＮＩＤＯＵ Ｇ，ＰＥＲＯＮＩＤ，ｅｔａｌ．
Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓｓｈａｒｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｉｇｎａｔｕｒｅｗｉｔｈ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓａｎｄｆａｖｏｒｅａｒｌｙｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈｉｎ
ｓｙｎｇｅｎｅｉｃｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２００８，２７（１８）：２５４２－

２５５１．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓｊ．ｏｎｃ．１２１０９２０．
［３７］ＤＵＷＪ，ＣＨＩＹ，ＹＡＮＧＺＸ，ｅｔａｌ．Ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙｏｆ

ｐｒｏａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｆｅａｔｕｒｅｓｉｎｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓｄｅｒｉｖｅｄ
ｆｒｏｍ ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ，ａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅ，ｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄ，ａｎｄ
ｐｌａｃｅｎｔａ［Ｊ］．ＳｔｅｍＣｅｌｌＲｅｓＴｈｅｒ，２０１６，７（１）：１６３．ＤＯＩ：
１０．１１８６／ｓ１３２８７０１６０４１８９．

（收稿：２０２１０８１０；修回：２０２１０９２２）

（编辑　汪勤俭）
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