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间充质干细胞治疗实验性自身免疫性脑脊髓炎的疗效和免疫调节机制
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　　［摘要］　目的　观察间充质干细胞（ＭＳＣ）对实验性自身免疫性脑脊髓炎（ＥＡＥ）的疗效并探讨其免疫调节机制。

方法　用髓鞘少突胶质细胞糖蛋白（ＭＯＧ３５５５）和弗氏完全佐剂诱导建立Ｃ５７ＢＬ／６小鼠ＥＡＥ模型，随机分为 ＭＳＣ治疗组和

ＥＡＥ组。分离纯化培养ＧＦＰＣ５７ＢＬ／６小鼠骨髓 ＭＳＣ细胞。在ＥＡＥ诱导后的第１５天，ＭＳＣ治疗组以每只１×１０６／４００μＬ

的量经尾静脉注射 ＭＳＣ细胞，ＥＡＥ组尾静脉注射４００μＬＰＢＳ。采用临床评分和脊髓组织切片评估小鼠的发病情况，ＥＬＩＳＡ

检测小鼠外周血细胞因子肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、干扰素γ（ＩＦＮγ）、白介素４（ＩＬ４）和转化生长因子β（ＴＧＦβ）的含量，流式

细胞术分析小鼠脾脏细胞中ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３
＋Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）的比例变化和 ＧＦＰ

＋细胞在受体小鼠体内的比例变化。结果　与

ＥＡＥ组相比，ＭＳＣ治疗组小鼠的临床评分降低（犘＜０．０５）；脊髓组织切片中Ｔ细胞浸润减少；血浆中细胞因子ＩＬ４和ＴＧＦβ的

含量升高，而ＩＦＮγ和 ＴＮＦα降低；脾脏细胞中 ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３
＋Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）的比例明显升高。移植１０ｄ后 ＭＳＣ消失。

结论　ＭＳＣ移植对小鼠ＥＡＥ疗效显著。ＭＳＣ通过增加血浆中抗炎因子ＩＬ４和ＴＧＦβ的含量，降低促炎因子ＩＦＮγ和ＴＮＦα

的含量，从而促使原始Ｔ细胞向Ｔｒｅｇ细胞分化，发挥免疫调节作用，且 ＭＳＣ消失后一段时间仍对ＥＡＥ有一定治疗作用。

　　［关键词］　间质干细胞；实验性自身免疫性脑脊髓炎；调节性Ｔ淋巴细胞；免疫调节
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第１期．张俊华，等．间充质干细胞治疗实验性自身免疫性脑脊髓炎的疗效和免疫调节机制
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１５，３６（１）：３４３８］

　　间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＭＳＣ）

是具有自我复制、自我更新和多分化潜能的成体干

细胞，在体外特定的诱导条件下，可分化为脂肪、软

骨、骨、肌肉、肌腱、神经、肝、心肌、胰岛β细胞和内

皮等多种组织细胞，连续传代培养和冷冻保存后仍

具有多向分化潜能［１］。不论是自体还是同种异源的

ＭＳＣ，一般都不会引起宿主的免疫反应，即 ＭＳＣ具

有低免疫原性。ＭＳＣ抑制同种异体Ｔ细胞活化和

增殖的免疫调节作用也被不断证实［２５］。

多发性硬化症（ｍｕｌｔｉｐｌｅｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＭＳ）是髓鞘

特异性Ｔ细胞介导的自身免疫性疾病，机体产生自

身反应性Ｔ细胞是 ＭＳ发病的主要原因
［６］。实验性

自身免疫性脑脊髓炎（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｅｎ

ｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ，ＥＡＥ）是 ＭＳ的理想动物模型。本

研究将分离纯化的 ＭＳＣ移植至ＥＡＥ小鼠模型，观

察 ＭＳＣ对ＥＡＥ的疗效，探讨其免疫调节机制，为

ＭＳＣ治疗自身免疫病的机制研究提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　试剂和仪器　胎牛血清（ＦＢＳ）为Ｇｉｂｃｏ公司产

品；ＤＭＥＭ 培养基为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ产品；髓鞘少突胶

质细胞糖蛋白（ｍｙｅｌｉｎｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｇｌｙｃｏｐｒｏ

ｔｅｉｎ，ＭＯＧ３５５５；肽序列：ＭｅｔＧｌｕＶａｌＧｌｙＴｒｐＴｙｒ

ＡｒｇＳｅｒＰｒｏＰｈｅＳｅｒＡｒｇＶａｌＶａｌＨｉｓＬｅｕＴｙｒＡｒｇ

ＡｓｎＧｌｙＬｙｓ），纯度９８％，购于上海吉尔生化公司；

弗氏完全佐剂 （ＣＦＡ，灭活结核分枝杆菌含量

５ｍｇ／ｍＬ）购于上海三踏生物科技有限公司；百日咳

毒素（ＰＴ）购于北京联立信生物技术有限公司；大鼠

抗小鼠抗体ａｎｔｉＣＤ４ＦＩＴＣ 和ａｎｔｉＦｏｘｐ３Ｆｌｕ６４７

均购于ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司；ＥＬＩＳＡ试剂盒购于上海

科兴生化试剂有限公司；ＢＤＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细

胞仪为美国ＢＤ公司产品；石蜡切片机为德国ＳＬＥＥ

公司产品；ＥＬＩＳＡ酶标仪为ＢｉｏＴｅｋ公司产品。

１．２　实验动物及分组　６～８周龄的雄性Ｃ５７ＢＬ／６

小鼠和ＧＦＰＣ５７ＢＬ／６小鼠，体质量２０～２５ｇ［北京

维通利华实验动物技术有限公司，动物生产许可证

号：ＳＣＸＫ（京）２０１２０００１］，饲养在河南省实验动物

中心ＳＰＦ级环境中。选用３０只Ｃ５７ＢＬ／６小鼠进行

ＥＡＥ诱导，至发病高峰期即诱导后第１５天，除去２

只死亡的小鼠，随机分为ＥＡＥ组和 ＭＳＣ治疗组。

１．３　小鼠ＥＡＥ模型的建立及临床评分标准　小鼠

背部皮下多点免疫 ＣＦＡ 和 ＭＯＧ３５５５的乳化剂

（５ｍｇ／ｍＬ的ＣＦＡ与１．５ｍｇ／ｍＬ的 ＭＯＧ３５５５溶液

按等体积混合，使用注射器反复推拉成油包水的乳

剂），２００μＬ／只，在免疫后第０天和第２天尾静脉注

射ＰＴ试剂（稀释在２００μＬＰＢＳ中），２μＬ／只。按照

如下标准对小鼠进行临床评分：０分，正常小鼠；０．５

分，尾部无力；１．０分，尾部完全瘫痪；１．５分，一后

肢无力；２．０分，两后肢均无力；２．５分，一后肢瘫痪，

另一后肢无力；３．０分，两后肢均瘫痪；３．５分，部分

前肢瘫痪；４．０分，前肢完全瘫痪；５．０分，死亡。

１．４　ＭＳＣ的分离纯化和移植　颈椎脱臼处死２０

只正常ＧＦＰＣ５７ＢＬ／６小鼠，在无菌条件下剥离小鼠

胫骨和股骨，暴露骨髓腔，使用ＰＢＳ冲洗出骨髓腔中

的细胞，３９４．２×犵 离心５ｍｉｎ收集细胞，使用含

１５％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ 培养液重悬细胞，调整细胞密

度为１×１０６／ｍＬ，放置在３７℃、５％ＣＯ２培养箱中进

行培养。４ｈ后换液，去除未贴壁的细胞，之后每

１２ｈ换液１次，３ｄ后显微镜下观察贴壁细胞的铺满

率，若＞８０％就用胰酶消化进行传代培养。ＭＳＣ传

代培养至第５代，镜下观察 ＭＳＣ 纯度达 ９５％。

ＥＡＥ诱导后的第１５天，使用胰酶消化重悬 ＭＳＣ，调

整 ＭＳＣ悬液的浓度，以每只１×１０６／４００μＬ的量经

尾静脉注射至 ＭＳＣ治疗组小鼠体内。同时ＥＡＥ组

小鼠经尾静脉注射４００μＬＰＢＳ作为对照。

１．５　脊髓组织病理切片分析　ＭＳＣ移植后第１５

天，随机选取ＥＡＥ 组和 ＭＳＣ治疗组小鼠各３只。

用２０ｇ／Ｌ戊巴比妥钠０．１ｍＬ麻醉小鼠，用４０ｇ／Ｌ

多聚甲醛进行心脏灌注，解剖取出小鼠的脊髓。置

于４％多聚甲醛中固定２４ｈ后，送至郑州大学第一

附属医院病理科进行切片及 ＨＥ染色。

１．６　ＥＬＩＳＡ检测血浆细胞因子的含量　ＭＳＣ移植

后第１５天，各组小鼠取５只进行尾静脉取血，按照

ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书的要求检测血浆中细胞因子肿

瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、干扰素γ（ＩＦＮγ）、白介素４

（ＩＬ４）和转化生长因子β（ＴＧＦβ）的含量。

１．７　流式细胞术分析Ｔｒｅｇ和 ＭＳＣ在受体小鼠体

内的变化　ＭＳＣ移植后第２天和第１０天，分别颈椎

脱臼处死小鼠３只，取出脑和脊髓，使用Ｆｉｃｏｌｌ分离液

提取单个核细胞，采用流式细胞术检测ＧＦＰ＋细胞的

比例。ＭＳＣ移植后第１５天，处死小鼠并获取脾脏细

胞悬液，计数脾脏细胞数１．５×１０６，标记抗小鼠流式

抗体ＣＤ４ＦＩＴＣ、Ｆｏｘｐ３Ｆｌｕ６４７，用ＦｌｏｗＪｏ软件分析两

组小鼠脾脏ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３
＋ Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）的比例变化。
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１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数

据分析，采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５作为作图工具和辅

助统计分析工具。计量资料数据用珔狓±狊表示，不同

组间各指标的比较采用单因素方差分析和狋检验，

检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＭＳＣ移植后对ＥＡＥ小鼠的治疗效果　ＥＡＥ

诱导后，对ＥＡＥ组和 ＭＳＣ治疗组小鼠进行临床评

分，可见 ＭＳＣ治疗组小鼠的临床评分在 ＭＳＣ移植

后的第２天就开始明显降低 （犘＜０．０５），之后开始

缓慢降低（图１Ａ）。

在 ＭＳＣ移植后第１５天，两组小鼠的脊髓组织

病理切片结果显示：ＥＡＥ组小鼠脊髓组织有大量的

Ｔ细胞浸润，ＭＳＣ治疗组Ｔ细胞浸润情况明显改善

（图１Ｂ）。

图１　间充质干细胞（犕犛犆）对实验性自身免疫性脑脊髓炎（犈犃犈）的疗效

犉犻犵１　犈犳犳犲犮狋狅犳犿犲狊犲狀犮犺狔犿犪犾狊狋犲犿犮犲犾犾狊（犕犛犆）犳狅狉狋狉犲犪狋犻狀犵犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋犪犾犪狌狋狅犻犿犿狌狀犲犲狀犮犲狆犺犪犾狅犿狔犲犾犻狋犻狊（犈犃犈）

　Ａ：Ｔｈｅｃｌｉｎｉｃａｌｓｃｏｒｅｏｆｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（犘＜０．０５ｖｓＭＳＣｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ，狀＝８，珔狓±狊）；Ｂ：Ｔｈｅｓｐｉｎａｌｐａｔｈｏｌｏｇｙａｔ１５ｄａｆ

ｔｅｒＭＳＣｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×５０，×１００［ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ］）

２．２　ＭＳＣ移植后对外周血中细胞因子的影响　

ＥＬＩＳＡ结果显示，ＥＡＥ组小鼠炎症细胞因子ＴＮＦα

和ＩＦＮγ的含量高于正常小鼠（犘＜０．０５）；抗炎因子

ＩＬ４和ＴＧＦβ的表达则明显低于正常小鼠（犘＜

０．０５）；与ＥＡＥ组小鼠相比，ＭＳＣ治疗组小鼠炎症细

胞因子ＴＮＦα和ＩＦＮγ的表达降低（犘＜０．０５），而抗

炎因子ＩＬ４和ＴＧＦβ的表达升高（犘＜０．０５）。见图２。

２．３　ＭＳＣ移植后Ｔｒｅｇ细胞的比例变化　对小鼠

脾脏细胞进行流式细胞术分析，结果显示，与正常小

鼠［（１１．２±０．４）％］相比，ＭＳＣ治疗组小鼠脾脏细

胞中 ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３
＋ Ｔｒｅｇ细胞的比例［（１９．０８±

０．３３）％］升高（犘＜０．０５），而ＥＡＥ组ＣＤ４
＋Ｆｏｘｐ３

＋

Ｔｒｅｇ的比例［（６．３２±０．１９）％］稍有下降但差异无

统计学意义（犘＞０．０５）。见图３。

２．４　ＭＳＣ移植后 ＭＳＣ在受体小鼠脊髓中的变

化　ＭＳＣ移植２ｄ后小鼠脊髓单个核细胞中ＧＦＰ
＋

细胞的比例为（１．８２±０．０８）％，而１０ｄ后发现

ＧＦＰ＋ ＭＳＣ细胞基本消失（图４）。

３　讨　论

ＭＳ是一种以中枢神经系统（ｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓ

ｓｙｓｔｅｍ，ＣＮＳ）脱髓鞘为特征、ＣＤ４
＋Ｔ细胞介导的

自身免疫性疾病［７８］。目前临床上对 ＭＳ还没有一

种有效的治疗方法，主要原因是在对患者进行髓鞘

再生和修复的过程中，不能够有效地抑制患者体内

自体反应性Ｔ细胞的产生
［９］。所以研究在治疗 ＭＳ

过程中免疫调节的作用就显得尤为重要。ＭＳＣ移

植是一种潜在的治疗 ＭＳ患者髓鞘再生和修复的有

效手段。有研究发现来源于成人组织的 ＭＳＣ可通

过抑制Ｔ淋巴细胞浸润ＣＮＳ，有效地促使神经髓鞘

图２　犈犔犐犛犃检测间充质干细胞（犕犛犆）移植后１５犱实验性

自身免疫性脑脊髓炎（犈犃犈）小鼠外周血中细胞因子的含量

犉犻犵２　犆狔狋狅犽犻狀犲犮狅狀狋犲狀狋狊犻狀狆犲狉犻狆犺犲狉犪犾犫犾狅狅犱狅犳犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋犪犾

犪狌狋狅犻犿犿狌狀犲犲狀犮犲狆犺犪犾狅犿狔犲犾犻狋犻狊（犈犃犈）犿犻犮犲犪狋１５犱犪犳狋犲狉

犿犲狊犲狀犮犺狔犿犪犾狊狋犲犿犮犲犾犾狊（犕犛犆）狋狉犪狀狊狆犾犪狀狋犪狋犻狅狀犫狔犈犔犐犛犃

　
犘＜０．０５ｖｓｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓＥＡＥｇｒｏｕｐ．

狀＝５，珔狓±狊
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第１期．张俊华，等．间充质干细胞治疗实验性自身免疫性脑脊髓炎的疗效和免疫调节机制

图３　流式细胞术分析脾脏细胞中犆犇４
＋犉狅狓狆３

＋ 犜狉犲犵细胞的比例

犉犻犵３　犚犪狋犻狅狅犳犆犇４
＋犉狅狓狆３

＋ 犜狉犲犵犮犲犾犾狊犻狀狊狆犾犲狀犻犮犮犲犾犾狊犪狊犱犲狋犲狉犿犻狀犲犱犫狔犉犾狅狑犮狔狋狅犿犲狋狉狔

ＭＳＣ：Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ；ＥＡＥ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓｇｒｏｕｐ

图４　流式细胞术分析间充质干细胞（犕犛犆）移植２犱和

１０犱后犆５７犅犔／６小鼠脊髓中犌犉犘＋细胞的比例

犉犻犵４　犚犪狋犻狅狅犳犌犉犘
＋犮犲犾犾狊犪狋２犱犪狀犱１０犱犪犳狋犲狉

犿犲狊犲狀犮犺狔犿犪犾狊狋犲犿犮犲犾犾（犕犛犆）狋狉犪狀狊狆犾犪狀狋犪狋犻狅狀

细胞再生，并调节患者的神经炎症和损伤［１０］。ＭＳＣ

可通过依赖ＣＣＬ２的途径抑制ＣＤ４Ｔｈ１７细胞的生

成而发挥对ＥＡＥ的治疗作用
［１１］。有学者在研究原

始细胞向 Ｔｈ１和 Ｔｈ１７细胞分化的过程中，发现

ＭＳＣ通过抑制促炎性Ｔ细胞的生成和促使调节性

细胞表型的表达，给细胞提供一个免疫反应受抑的

生长环境［１２］。人类脂肪组织来源的 ＭＳＣ可通过分

泌ＩＬ１０来抑制 ＡＰＣ细胞的功能，缓解ＣＮＳ的自

身免疫性疾病［１３］。另外，近几年 ＭＳＣ的神经再生

和神经营养作用机制也被学者不断阐述［１４］。

本研究通过建立ＥＡＥ模型，并在ＥＡＥ小鼠发

病高峰期进行ＧＦＰ＋ ＭＳＣ移植，观察ＥＡＥ组小鼠

和 ＭＳＣ治疗组小鼠的发病情况。数据显示在 ＭＳＣ

治疗后第２天小鼠的临床症状明显减轻，之后仍旧

以平缓的趋势改善。这些现象与前期报道［１５］一致。

ＭＳＣ移植后第１５天，ＭＳＣ治疗组小鼠血浆中促炎

因子ＴＮＦα和ＩＦＮγ的含量明显降低，而抗炎因子

ＩＬ４和ＴＧＦβ的含量升高（犘＜０．０５）。原始Ｔ细

胞的分化受到细胞因子的影响，ＴＮＦα和ＩＦＮγ可

以促使原始 Ｔ细胞分化为 Ｔｈ１和 Ｔｈ１７等致病细

胞；ＩＬ４可促使原始 Ｔ细胞分化为 Ｔｈ２；ＴＧＦβ是

促使向Ｔｒｅｇ细胞分化的主要细胞因子
［１６１７］。通过

流式细胞术分析发现，ＥＡＥ 组小鼠脾脏细胞中

Ｔｒｅｇ细胞在ＣＤ４
＋ Ｔ细胞中的比例由正常小鼠的

（１１．２±０．３７）％下降至（６．３２±０．１９）％；而 ＭＳＣ治

疗组小鼠脾脏细胞中Ｔｒｅｇ的比例升高至（１９．０８±

·７３·
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０．３３）％。但是关于 ＴＧＦβ升高是引起 Ｔｒｅｇ细胞

升高的原因还是结果，仍需进一步探讨。另外，本研

究还发现，在 ＭＳＣ移植后第２天，小鼠ＣＮＳ中仍存

在ＧＦＰ＋细胞，但是１０ｄ后，ＧＦＰ＋细胞基本消失，

初步推测 ＭＳＣ在小鼠体内会随着时间的推移逐渐

被吞噬掉，详细机制需要进一步研究。但是，我们继

续观察至 ＭＳＣ移植后１５ｄ，发现 ＭＳＣ治疗组小鼠

的疾病症状仍旧在缓慢改善。对于这一现象，我们

认为可作如下解释：ＭＳＣ可以促使小鼠分泌细胞因

子，而这些细胞因子本身就有抗炎作用，另外也可以

促使原始细胞向免疫抑制细胞即Ｔｒｅｇ分化，从而发

挥免疫抑制和调节作用；同时 ＭＳＣ的神经营养作用

使小鼠受损神经再生和恢复，所以，ＭＳＣ细胞在体

内被吞噬消失后一定时间内，在部分恢复的血脑屏

障的保护下致病细胞 Ｔｈ１／Ｔｈ１７不能大量进入

ＣＮＳ。
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