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特发性血小板减少性紫癜患儿骨髓MSC TGF-B 1和HGF 

的表达及对免疫的调节作用的研究 

吴 艳，于 洁，张 磊，罗 庆，肖剑文，刘筱梅，宪 莹，戴碧涛，徐酉华，苏庸春 

(重庆医科大学附属儿童医院血液科，重庆 400014) 

【摘 要】目的：研究特发性血小板减少性紫癜(Idiopathic thrombocytopenic purpura，ITP)患儿骨髓间充质干细胞(Mesenchymal 

stem cells，MSC)体外的免疫抑制能力。方法：采集 ITP患儿和对照儿童的骨髓标本 ，分离、培养和扩增 MSC，观察细胞形态及增 

殖能力 ，计数分析骨髓 MSC成纤维细胞集落形成单位(Colony~rming unit—fibroblast，CFU—F)；采用混合淋巴细胞反应检测骨髓 

MSC体外对淋巴细胞的免疫抑制能力 ；采用 RT—PCR和 ELISA方法检测骨髓 MSC细胞内转化生长因子 一p 1(Transforming 

growth factor一13 1，TGF—B 1)和肝细胞生长因子(Hepatocyte growth factor，HGF)mRNA的表达水平和细胞培养上清中因子的浓度。 

结果 ：(1)ITP患儿的骨髓 MSC呈典型的成纤维样细胞形态 ，CFU—F计数(21．29±5．25)与对照组骨髓 MSC的 CFU—F计数 

(22．33 4-5．33)无显著差异(P>O．05)；(2)ITP患儿骨髓 MSC免疫抑制率[(74．93±8．01)％】与对照组骨髓 MSC免疫抑制率 

[(76．42±8．80)％】比较无显著性差异(P>O．05)；(3)ITP患儿骨髓 MSC细胞内TGF一13 1、HGF mRNA的表达水平与对照组比较 

均无显著性差(P>0．05)；(4)ITP患儿骨髓 MSC培养上清中TGF—p 1的浓度[(617．88±81．89)pg／m1]与对照组骨髓 MSC培养上 

清中 TGF—p 1的浓度【(632．40±126．90)pg／m1]比较无 显著性差异(P>0．05)；ITP患儿骨髓 MSC培养上清中 HGF浓度 

【(520．20±30．67)pg／m1]与对照组骨髓 MSC培养上清巾 HGF的浓度【(521．56±36．72)pg／ml 1比较无显著性差异(尸>0．05)。结论： 

ITP患儿骨髓 MSC TGF—B 1和 HGF的表达水平及免疫抑制能力与对照组比较无显著性差异。 

【关键词】特发性血小板减少性紫癜；间充质干细胞；免疫抑制；转化生长因子一13 1；肝细胞生长因子 
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用；另一方面利用该重组疫苗中BCG与结核分枝杆 

菌具有共同属特异性抗原可激发宿主针对结核杆 

菌的属特异性细胞免疫 ，而两者共 同作用使机体的 

免疫状态以Thl细胞免疫为主，有利于清除体内的 

结核杆菌。重组 BCG对结核病的免疫治疗作用避开 

了化疗药物的耐药形成问题 ，这给结核病的治疗带 

来了光明的前景 
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Immunoregulation of mesenchymal stem cells frOm the patients with idiopathic 

thrombocytopenic purpura 

uYan，et al 

(Department ofHematology，the Children’s Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：Idiopathic thrombocytopenic purpura(ITP)is characterized by a low platelet count and mucocutaneous bleeding． 

The immunity abnormality plays important role in the pathophysiology of idiopathic thrombocytopenic purpura
． Mesenchymal stem ceils 

(MSC)have been shown to possess immun0suppressive activity，preventing lymphocytes activiation．The aim of the study was to compare 

the immun0suppressive activity of MSC from controls and patients with ITP in vitro．Methods：Bone marrow samples were collected from 

patients with ITP at diagnosis(n=19)，and the patients whose findings of bone nlaiTow aspiration showed noiTnal were established as the 

controls(n=l 1)．MSCs from bone marrow samples were isolated，cultured and expanded．Morphology，proliferative activity and colony 

forming unit—fibroblast(CFU—F)were measured and analyzed．MSC were assayed for the activity of lymphocytes suppression by mixed 

lymphocyte reaction(MLR)．The hepatocyte growth factor，transforming growth factor—B 1 mRNA expression was detected by RT—PCR． 

HGF，TGF—B 1 release of MSC was tested by ELISA．Results：(1)The culture cells from the patients with ITP presented a typical 

fibroblast-like morphology．The numbers of CFU-F from the patients with ITP (21．29 4-5．25)showed no difference from the controls 

(2233 4-5．33)，P>O．05．(2)The inhibition ratio of MSC in patients with ITP【(74．93±8．01)％]showed no difference from that in the 

controls[(76．42 4-8．80)％ ]，P>0．05；(3)The TGF—p 1，HGF mRNA expression in MSC in patients with ITP were similarto those in the 

controls，P>O．05；(4)The concentration ofTGF— 1 in MSC supematants in the patients with ITP[(617．88 4-81．89)pg／ml】was similarto 

that in the controls 【(632．40-4-126．90)pg／m1]，P>0．05；the concentration of HGF in MSC supernatants in the patients with ITP 

f(520．20±60．67)pg／ml】was similar to that in the controls[(521．56±36．72)pg／m1]，P>0．05．Conclusion：The suppressive effect of MSC 

on patients with ITP in vitro showed no difference from that on the controls． 

【Key words】Idiopathic thrombocytopenic purpura；Mesenchymal stem cells；Immun0suppression；Trans forming growth factor—p 1； 

Hepatocyte growth factor 

问充质于细胞(Mesenchymal stem cells，MSC)是 

骨髓造血微环境的主要组成部分，具有造血支持作 

用【l一，近年来的实验研究证实 MSC还具有免疫抑制 

作用[3-5]：Di Nicola M等I 5l研究进一步发现肝细胞生 

长 因子 (Hepatocyte growth factor，HGF)和转 化生 长 

因子 1(Transforming growth factor，TGF—B 1)是 MSC 

发挥免疫抑制作用的效应因子。特发性血小板减少 

性 紫癜 (Idiopathic thr0mb0cytopenic purpura，ITP)又 

称免疫性血小板减少性紫癜，是小儿最常见的出血性 

疾病。其主要临床特点是：皮肤、黏膜自发性出血 、血 

小板减少、出血时间延长和血块收缩不 良，骨髓巨核 

细胞发育受到抑制。近年来的研究表明ITP患者体 

内血小板减少不但由于外周血液循环中有抗体存 

在 ，同时骨髓内也存在巨核细胞被免疫破坏}6̂ 。对 

于ITP患者的骨髓 MSC的免疫抑制功能与 ITP的发 

病机制的关系，尚未见相关报道 本研究由此立题， 

初步探讨 ITP患儿骨髓 MSC的免疫抑制能力是否 

存在异常，是否参与了ITP的免疫发病过程。 

1 对象和方法 

1．1 研究对象 

ITP组 ：19例，男 12例 ，女 7例，年龄 2～6岁，中位年龄 

4岁。骨髓标本取 自重庆医科大学附属儿童医院血液科。患 

儿的临床表现 、外周血象与骨穿结果都符合急性 ITP诊断标 

准19j。 

对照组 ：11例，男 6例，女 5例，年龄 2～11岁 ，中位年 

龄 8岁。骨髓标本同样取自重庆医科大学附属儿童医院血液 

科。骨穿结果呈正常的增生 骨髓象。 

本研究得到重庆医科大学附属儿童医院伦理道德委员 

会批准 ，并获取受试对象家长的知情同意。 

1．2 实验方法 

1．2．1 主要试剂和仪器 DMEM(Dulbecco’s modified eagle’s 

medium)培养基 、1640培养基(Hyclone公司)，优级胎牛血清 

(fetal bovine sel31m，FBS，PITP公司)，24孑L、96孑L细胞培养板 

(Coster公司)，四甲基偶氮唑盐(MTF)、二甲基亚砜(DMSO) 

(Sigama公司)，丝裂霉素(Roche公司)，HGF、TGF—B 1 ELISA 

试剂盒(北京尚柏公司)，总 RNA提取试剂盒(Genemegga公 

司)，RNAPCRKit(AMV)Ver3．0试剂盒(TaKaRa公司)，HGF、 

TGF—B 1、三磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)引物(上海鼎安生 

物科技有限公司合成)。酶标仪(TECAN SUNRISE公司)，电 
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泳仪、凝胶成像系统(BIO—RAD公司)，梯度 PCR仪(Biometra 

公司)。 

1．2．2 骨髓 MSC的体外分离、纯化和扩增培养 无菌条件 

下采集骨髓 1～2 ml，采用密度梯度离心法 ，反复贴壁纯化分 

离 MSO 。抗凝骨髓标本置于 Percol1分离液(比重 1．073 g／m1) 

梯度离一G(400 g×20min)，吸取中问单个核细胞(Mononucle— 

ar cell，MNC)白膜层 ，1×10 个 ／ml密度接种于培养瓶，培养 

体系为含 10％FBS的 DMDM培养基，于37℃、5％C0：饱和湿 

度条件下培养。48 h后去除未贴壁细胞，每 3～4 d换液，当瓶 

底贴壁细胞达到 90％以上融合时，以0．25％胰酶消化进行 

1：2传代，传至 3～4代，观察细胞形态均一，细胞lf1骨髓 MSC 

的纯度可达 90％，即进行试验。 

1．2I3 成纤维细胞集落形成单位(Colony fornfing unit—fibrob— 

last，CFU—F)分析 分离骨髓中的MNC以5×10s帚接种丁 

35 mm培养皿中，放入 37％、5％CO 饱和湿度培养箱内进行 

培养。24 h后移去悬浮细胞 ，换置新鲜培养基，3～4 d更换 1 

次培养基，第 14 d结束培养，行瑞氏染色，汁数 CFU—F(>20 

个细胞为 1个克隆)。 

1．2．4 混合淋巴细胞培养(Mixed lymphocyte reaction，MLR) 

采用 MLR检测骨髓 MSC免疫抑制活性⋯】。96孑L板中加人经 

过丝裂霉素(10 g／m1)处理的MSC104／孑L，待其板底形成融 

合层达 80％时备用。取外周血 5～10 ml，置于人淋巴细胞分 

离液(比重 1．077 g／m1)分离外周血 MNC，经 PBS离心(200 

gX 10rain)洗 3次，计数，并用含 20％FBS的 1640培养基调 

整细胞浓度至 1 X 10 个 ／ml，效应细胞加入丝裂霉素 C(25 

g／m1)处理，37℃温育 30 m，靶细胞不处理。96孔板中每孑L 

加入效应细胞和靶细胞悬液各 5O ul，混合培养 6 d，结束培 

养后每孔加入 MTT溶液(5 mg／m1)20 l，37"C培养 4h。终止 

培养，小心吸弃孔内培养上清液，每孑L加入 150 l DMSO，振 

荡 10 nl，选择492 nnl波长 ，在酶标仪上测定各孔吸光度(A) 

值。同时设立仅含骨髓 MSC的调控孔和含两种淋巴细胞的 

空白对照孑L。用以下公式计算其免疫调控活性： 

抑制率=1-(试验孑L A一调控孑L A)／空白对照孔A 

l-2．5 酶联免疫吸附实验(Enzyme linked immunosorbent assay， 

E1 ISA) 采用 ELISA双抗体夹心法对骨髓 MSC分泌到培养 

液中的 HGF、TGF一13水平进行定量分析。待第三代骨髓 

MSC瓶底融合达 80％，传代前收集培养上清，一20。c冻存待测。 

操作步骤严格按照按试剂盒内说明书进行。选择 492 nm波 

长，在酶标仪上测定 A值，以标准品 A值绘制标准曲线。 

1．2．6 RT—PCR(Reverse transcription PCR) 收集第三代骨髓 

MSC，使J_fj总 RNA提取试剂盒提取细胞总RNA，采用 RNAPCR 

Kit(AMV)Ver 3．0试剂盒进行逆转录和 PCR反应，检测基因 

HGF、TGF—B 1在骨髓 MSC中的表达情况。TGF一13 1、HGF、 

内参 GAHPD所用引物序列(见表 1)，TGF—B 1、HGF、GAPDH 

扩增反应条件：预变性 ，94％，2rain，1个循环；变性，94℃，30 

S；退火温度分别为 60％、64℃、55 oC，30 S；延伸，72oC，2 min， 

30个循环 。经紫外凝胶 图像 分析仪进 行数据分析 ，以 

TGF—B 1和 HGF mRNA扩增后产物的光密度值与 GAPDH 

mRNA扩增后产物光密度值的比值作为目的基因 mRNA表 

达的卡H对值，进行半定量分析。 

1．2．7 统计学处理 实验结果以 ±S表示，采用统计软件 

SPSS12．0进行多个样本均数间方差分析(LSD—t检验 )和两 

独立样本t检验，P<O．05有显著的统计学意义。 

表 1 TGF—B、HGF、GAPDH引物及目的片段大小 

2 结 果 

2．1 细胞形态学观察 

骨髓 中分离 MNC接种于培养瓶 中，24 h后 即 

可观察到少量贴壁细胞生长 ，48 h后去除悬浮细 

胞 ，贴壁细胞表现为成纤维 细胞样 ，原代 细胞形态 

不均一，第三代细胞铺满瓶底后呈长梭形、漩涡状 

分布，形态均一。收集 19例 ITP患儿骨髓标本，与 

对照组 11例标本都能成功培养出骨髓 MSC。两绀 

的骨髓 MSC比较前三代形态均无明显差异，即使传 

代至第 8代后仍能保持均一 的细胞 形态和 7～10 d 

的传代时间 

2．2 CFU—F集落形成分析 

14 d后对骨髓 MSC形成的CFU—F进行计数 ， 

ITP组(n=17)骨髓 MSC CFU—F计数(21．29+5．25)与 

对照组(n=lO)骨髓 MSC CFU—F计数(22．33+5．33) 

比较无显著差别， =一0．52，P=O．61。 

2．3 骨髓MSC免疫抑制作用 

ITP组(n=16)骨髓 MSC抑制淋巴细胞增殖的 
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免 疫 抑 制 率 [( 7 4 ． 9 3 ±8 ． 0 1 ) ％ ] 与 对 照 组 ( n = 8 ) 的 免 疫

抑 制 率 [(7 6 ． 4 2 ± 8 ． 8 0 ) ％ ] 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义 ( 拄

0 ． 4 2
，

雎 0 ． 6 8 ) 。

2 ． 4 骨 髓 M s c 细 胞 内 H G F 、 T G F — B 1 m R N A 表 达

水 平 的 检 测

I T P 组 与对 照 组 比较 ， 骨 髓 M S C 细 胞 内 T G F - B 1 、

H G F m R N A 表 达 无 显 著 差 别 。 见 表 2
、 图 l 。

表 2 骨 髓 M S C 内 T G F — B I 和 H G F m R N A 表 达 情 况 比较 (；± s )

注 ：

’

表示 T G F — B 1 m R N A 与 G A P D H m R N A 扩 增 后 产 物 的光 密度 值 之 比 ；
”

表 示 H G F m R N A a n d t h e G A P D H m R N A 扩 增

后 产物 的光 密度值之 比 。

翥：宣}罴 蕊扫 一 = 孟_
，

2 ． 5 骨髓 M S C 分 泌 T G F — B 1 、 H G F 能 力 的 检 测

I T P 组 与 对 照 组 间 骨 髓 M S C 细 胞 培 养 上 清

T C F — B 1 、 H C F 浓 度 无 显 著 差 别 ， 骨 髓 M S C 培 养 上 清

中 T G F — p 1 的 浓 度 [( 6 1 7 ． 8 8 ± 8 1 ． 8 9 ) p g／m l 】与 对 照 组

骨 髓 M S C 培 养 上 清 中 T G F — B l 的 浓 度 『( 6 3 2 ． 4 0 ±

1 2 6 ． 9 0 )p g／m 1] ，
仁 0 ． 1 6

，
P = 0 ． 8 7 ；I T P 组 骨 髓 M S C 培

养 上 清 中 H G F 浓 度 [(5 2 0 ． 2 0 ±3 0 ． 6 7 ) p g／m 1]显 著 低 于

对 照 组 骨 髓 M S C 培 养 上 清 中 H G F 的 浓 度 『( 5 2 1 ． 5 6 ±

3 6 ． 7 2 )p g ／m l 】，
￡= 0 ． 0 2

，
聘 0 ． 9 8

， 详 见 表 3 。

表 3 骨 髓 M S C 细 胞 培 养上 清 T G F — B 1 和 H G F 浓 度 水 平

(互± s ， p ∥m 1)

3 讨 论

I
‘

I甲 自 l 9 5 0 年 ， 由 H a r r i n g t o n
—

H 0 l l i n g s w o r t h 的

经 典 试 验 证 实 了 是 一 种 免 疫 介 导 的 疾 病 ， 并 且 证 实

了 血 小 板 的 破 坏 是 由外 周 循 环 中 的 抗 体 所 导 致 蚓
。 近

年 的 研 究 表 明 ， 在 I T P 患 者 血 小 板 减 少 的 过 程 中 ， 不

但 外 周 循 环 中存 在 抗 体 对 血 小 板 进 行 破 坏 ， 同 时 骨

髓 微 环 境 中也 存 在 着 异 常 活 化 的 免 疫 反 应 ⋯
。 近 年

来 对 于 I T P 发 病 机 制 中 细 胞 免 疫 领 域 的 研 究 证 实 ，

I T P 患 者 体 内 存 在 有 自身 反 应 性 T 淋 巴 细 胞 的 激

活 、 抗 原 提 呈 过 程 的 异 常 、 T 细 胞 凋 亡 的 异 常 等 『12】
。

M S C 是 骨 髓 中 存 在 的 一 类 不 同 于 H S C 的 干 细 胞 ，

是 骨 髓 造 血 微 环 境 的 主 要 组 成 部 分 ， 通 过 介 导 细 胞

间 的 粘 附 和 分 泌 细 胞 因 子 调 节 H S C 的 分 化 、 成 熟 和

增 殖 支 持 造 血 l J I2 l
。 同 时 ， 目前 已 有 大 量 的 研 究 结 果

证 实 M S C 具 有 免 疫 抑 制 作 用 ， 主 要 通 过 抑 制 T 淋 巴

细 胞 的增 殖 ， 减 少 抗 原 提 呈 细 胞 (A n t i g e n p r e s e n t c e l l ，

A P C ) 的 活 性 ， 抑 制 C T L 的形 成 ， 增 加 调 节 性 T 细 胞

比 例 等 多 种 途 径 发 挥 作 用 即 J
。

本 研 究 首 先 从 形 态 学 上 比 较 I T P 患 儿 骨 髓

M S C 与 对 照 儿 童 骨 髓 M S C 没 有 明 显 差 异 。 I T P 患 儿

骨 髓 M S C 与 对 照 骨 髓 M S C 的 C F U — F 计 数 比 较 无

显 著差 异 ， 提 示 I T P 患 儿 骨 髓 M S C 的 增 殖 能 力 并 无

明 显 改 变 ， 将 不 会 影 响 骨 髓 M S C 的 免疫 抑 制 活 性 。

D i N i c o l a M 等 l5 】发 现 健 康 人 类 的 M S C 在 体 外 能

够 抑 制 T 细 胞 的 活 性 ， 不 论 自体 还 是 异 体 的 M S C 均

对 T 细 胞 扩 增 有 很 强 的 抑 制 作 用 ， 其 抑 制 率 可 达

6 0 ％ ～ 9 8 ％ 。 本 研 究 通 过 将 I T P 患 儿 骨 髓 M S C 与 淋
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巴细胞共培养，检测发现 ITP患儿骨髓 MSC对淋巴 

细胞增殖的免疫抑制率 【(75．70_+9．15)％】与对照组 

『(76．42±8．80)％1相当 ，提示 ITP患儿的骨髓造血微 

环境 中MSC拥有与对照相当的免疫抑制能力。 

已有研究证实骨髓 MSC发挥免疫抑制作用的 

效应因子是 TGF一131和 HGF。本研究通过检测该两 

种免疫抑制因子的表达情况进一步探讨 ITP患儿骨 

髓 MSC的免疫抑制作用是否存在异常。 

TGF一131可由淋巴细胞 、巨噬细胞 、树突状细胞 

分泌，国外的研究和本研究也表明骨髓 MSC能够分 

泌TGF—Bl【5J。TGF一131广泛参与免疫系统细胞因子 

间的调节，通过直接或间接影响 IL一1、IL一2、IFN一̂y 

发挥以“负调节 ”为主的免疫平衡作用 。本研究显 

示 ，ITP患儿骨髓 MSC细胞 内表 达 TGF一131mRNA 

表达水平和骨髓 MSC分泌到细胞培养上清中的 

TGF-131的浓度与对照比较无显著差异，也提示了ITP 

患儿骨髓 MSC的免疫调节作用与对照相当。但是 

TGF—t31不但具有免疫调节作用 ，同时对于巨核细胞 

的生成也起到重要的作用。在 ITP患儿体内骨髓 

MSC分泌的 TGF一131的水平是否会 受到巨核细胞 

分泌的TGF一8l水平的影响，还未可知，有待于我们 

进一步的研究。 

HGF是间充质来源的多能生长因子 ，骨髓 中主 

要由MSC产生。HGF通过与其配体c—met结合，发 

挥多种生物作用 ，与多种器官组织的发生和形态构 

成有关；通过调节造血微环境中的其他造血生长因 

子 的分泌支持造血 _l3]：同时 HGF还具有免疫抑制 

作用[5,14,15]。研究发现 HGF是通过与树突状细胞 

(Dendritic cells，DC细胞)表面的 c～met结合，抑制 

DC细胞的抗原提呈作用，起到调节免疫的作用ll41。 

本研究 显示 ，ITP患儿 骨髓 MSC细胞 内表 达HGF 

mRNA表达水平和骨髓 MSC分泌到细胞培养上清 

中的 HGF的浓度与对照比较无显著差异 ，提示通过 

HGF发挥 的骨髓 MSC的免疫抑制能力在 ITP患者 

体内并未受损。 

综上所述。本研究结果初步显示，ITP患儿骨髓 

MSC具有与对照相当的体外免疫抑制能力：其对于 

异体淋巴细胞的免疫抑制率、细胞内表达 TGF—B1、 

HGF mRNA的水平和分泌到细胞培养上清中的 

TGF一131、HGF的浓度与对照比较都没有显著性差 

异 。在 ITP患儿骨髓微环境中激活的淋巴细胞破坏 

巨核细胞，造成血小板的减少．而其微环境中的骨 

髓 MSC对于淋巴细胞的抑制作用仍处于正常水平， 

无法抑制激活的骨髓淋巴细胞的作用，参与 ITP的 

免疫发病过程。 
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