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［摘　要］　目的：研究脐带间充质干细胞（ＵＣ－ＭＳＣｓ）对干燥综合征（ＳＳ）患者外周血的免疫调
节作用。方法：取新生儿脐带组织分离并培养ＵＣ－ＭＳＣｓ，流式细胞术检测ＵＣ－ＭＳＣｓ的细胞表
面标记；选取２０例疾病活动期的ＳＳ患者，收集静脉血提取外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ），将 ＳＳ患
者的ＰＢＭＣ与ＵＣ－ＭＳＣｓ共培养，ＣＣＫ－８法检测细胞存活率，筛选最优共培养细胞比例进行后
续实验；流式细胞术检测共培养后ＳＳ患者ＰＢＭＣ中淋巴细胞亚群的变化情况。结果：ＵＣ－ＭＳＣｓ
可降低ＳＳ患者ＰＢＭＣ中的外周血ＣＤ３＋Ｔ细胞、ＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔ细胞以及 ＣＤ１９＋Ｂ细胞的比例，
而ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋ＮＫ细胞比例、ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ细胞比例、ＣＤ４＋／ＣＤ８＋无明显变化。结论：ＵＣ－
ＭＳＣｓ可以调节ＳＳ患者的免疫功能，从而对ＳＳ有一定的治疗作用。
［关键词］　干燥综合征；脐带间充质干细胞；Ｔ淋巴细胞亚群；免疫功能
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ＫＥＹＷＯＲＤＳ　Ｓｊｇｒｅｎ＇ｓＳｙｎｄｒｏｍｅ；Ｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ；Ｔｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｕｂｓｅｔｓ；
Ｉｍｍｕｎｅｆｕｎｃｔｉｏｎ

　　干燥综合征（Ｓｊｇｒｅｎ＇ｓｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＳＳ）是一种自身

免疫性的弥漫性结缔组织病。常见表现有泪腺和唾

液腺受累、分泌物减少、组织淋巴细胞浸润、免疫系统

异常等［１］。临床的典型症状是干燥性角结膜炎和口

干燥症，发展严重后可累及多种脏器，甚至累及全身

器官［２］。目前ＳＳ的发病原因和作用机制仍不是十分

清楚。有研究发现ＳＳ是免疫介导的炎性外分泌病，

以外周血Ｔ细胞减少、Ｂ细胞过度增殖为特征［３］。目

前临床上针对脏器尚未受损的病患常辅以代替或对

症治疗，而较为严重的患者如脏器已有损害的，可配

合免疫调节治疗以减缓病情。总的来说，目前本病尚

无具体根治手段。间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ

ｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）除在特定情况下具有自我更新特性和

潜在分化能力外，也具备一定免疫调节的作用，被普

遍认为是一种治疗各种免疫疾病的潜在药物［４］。现

已有实验证实骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓ

ｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ，ＢＭ－ＭＳＣｓ）可以用于治疗多

种自身免疫性疾病，其中就包括ＢＭ－ＭＳＣｓ用于 ＳＳ

的治疗［５－６］。而脐带间充质干细胞（ｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄ

ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＵＣ－ＭＳＣｓ）具备来源丰富，

且较容易获取和被大众接受的特点，将来可能成为

ＢＭ－ＭＳＣｓ的替代物，用作自身免疫性疾病的治疗研

究。但目前ＵＣ－ＭＳＣｓ在ＳＳ中是否发挥以及怎样发

挥控制作用尚不完全清楚，故本研究将提取ＳＳ患者

外周血的单核细胞与ＵＣ－ＭＳＣｓ进行共培养，观察其

对ＳＳ治疗的作用和机制。

１　对象与方法

１．１　对象　经过初筛比对２０１８年１月至２０１８年

１２月内蒙古科技大学包头医学院第一附属医院风

湿免疫科就医患者的检查记录，选取２０例疾病活动

期的ＳＳ患者作为试验对象，试验对象满足：（１）对

照美国风湿病学会／欧洲抗风湿病联盟（ＡＣＲ／ＥＵ

ＬＡＲ）［７］联合发起的原发性干燥综合征分类新标准

（２０１６版）合格。未见其他免疫系统疾病，且被诊断

为 ｐＳＳ的；（２）ＥＵＬＡＲ干燥综合征疾病活动指数

（ＥＳＳＤＡＩ）评分＞８分；（３）年龄在２０～７０岁；（４）

能配合完成检测，临床资料记录完整有效。实验组

研究对象排除标准如下：具有头颈部放射病史、ＰＣＲ

检测确诊丙肝病毒感染（活动性）的；患良性淋巴肉

芽肿病和ＡＩＤＳ的；以及确诊 ＧＶＨＤ、苔藓样和皮疹

淀粉样变、ＩｇＧ４相关性疾病的。征求待产妇及家属

知情同意后，由包头医学院第一附属医院妇产科提

供足月顺产或剖宫产的健康产妇新生儿脐带。无菌

条件下取脐带１５～２０ｃｍ。ＨＢＶ、ＨＣＶ、ＨＩＶ及 ＥＢ

化验结果全部阴性。新生儿脐带离体后放置在

５０ｍＬ的无菌ＰＢＳ缓冲液中浸泡。

１．２　材料与试剂　ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、双抗、胰蛋

白酶、胎牛血清（ＦＢＳ）、磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）采购自

Ｇｉｂｃｏ公司（美国）；人外周血淋巴细胞分离液购于

灏洋华科生物科技有限责任公司（天津）；ＣＤ１１Ｃ－

ＰＥ、ＣＤ３４－ＰＥ、ＣＤ４４－ＰＥ、ＣＤ４５－ＦＩＴＣ、ＣＤ９０－

ＦＩＴＣ、ＣＤ１０５－ＦＩＴＣ以及同型对照均购自 ＢＤ公司

（美国）；ＣＣＫ－８试剂盒购于碧云天生物科技有限

公司（上海）；６－ｃｏｌｏｒＴＢＮＫＲｅａｇｅｎｔ试剂盒购自

ＢＤ公司（美国）；ＰＭＡ购自联科生物技术股份有限

公司（杭州）；流式细胞仪 ＢＤＦＡＣＳＣａｎｔｏＴＭⅡ型购

自ＢＤ公司（美国）；酶标仪购自雷杜公司（美国）。

１．３　实验方法

１．３．１　ＵＣ－ＭＳＣｓ的分离与培养　在无菌环境下操

作取出新生儿脐带组织，放置在超净台内用含有青链

霉素的ＰＢＳ缓冲液洗涤至无残血。剔除组织上脐动

静脉，并剥离出凝胶状的华通氏胶，用组织剪将其分

解成１ｍｍ３的样块备用。将分解好的样块接种到

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（内含体积分数为１０％胎牛血清

和体积分数为１％双抗）的培养皿中，３７℃的孵箱（体

积分数５％ ＣＯ２）中培育，培养液３～４ｄ置换１次。细

胞培育至８０％～９０％，胰蛋白酶消化传代培养，取第

２代ＵＣ－ＭＳＣｓ进行后续实验。

１．３．２　流式细胞术鉴定 ＵＣ－ＭＳＣｓ　将培养获得
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的第２代ＵＣ－ＭＳＣｓ消化制备成单细胞悬液，取鼠

抗人ＣＤ１１Ｃ、ＣＤ３４、ＣＤ４４、ＣＤ４５、ＣＤ９０、ＣＤ１０５单克

隆抗体各 ５μＬ加入细胞悬液。室温避光孵育

０．５ｈ。ＰＢＳ洗涤并重悬，之后上流式细胞仪检测

ＵＣ－ＭＳＣｓ表面蛋白表达。

１．３．３　密度梯度离心法提取 ＳＳ患者的 ＰＢＭＣｓ　

取全血和ＰＢＳ各２ｍＬ等体积混匀缓慢加入到淋巴

细胞分离液上层，淋巴细胞分离液与被分离液体积

为１∶２，２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，用吸管取出离心后

位于中间的白膜层，加入 ＰＢＳ吹打至完全混合；

１５００ｒ／ｍｉｎ离心７ｍｉｎ，倒掉上层液体，加入 ＰＢＳ重

复吹打至完全混匀；１５００ｒ／ｍｉｎ离心７ｍｉｎ，弃去上

清液，细胞沉淀备用。

１．３．４　ＣＣＫ－８筛选 ＵＣ－ＭＳＣｓ与 ＰＢＭＣ共培养

的最佳比值　取 ２代 ＵＣ－ＭＳＣｓ，消化计数接种

９６孔板，待细胞完全贴壁后弃上清，加入 ＰＢＭＣ，ＵＣ

－ＭＳＣｓ与 ＰＢＭＣ的比例分别为１０５∶１０３、１０４∶１０３、

１０３∶１０２、１０２∶１０２、１０１∶１０２、１０２∶１０３、１０３∶１０４、１０３∶

１０５，分别加入终浓度为（１μＭ）的刺激因子 ＰＭＡ，共

培养２４ｈ后，每孔加入１０μＬＣＣＫ－８试剂，３７℃

恒温下孵育２ｈ，４５０ｎｍ处后测量吸光度（Ａ）值，计

算出细胞存活率，公式如下：存活率＝（实验组 Ａ值

－空白孔Ａ值）／（对照组 Ａ值 －空白孔 Ａ值）×

１００％。每组５个复孔。

１．３．５　ＵＣ－ＭＳＣｓ与 ＰＢＭＣｓ共培养及淋巴细胞亚

群的检测　ＵＣ－ＭＳＣｓ与ＰＢＭＣ两者的细胞浓度比

为１０３∶１０２，接种６孔板。实验分为２组：ＰＢＭＣ＋刺

激因子ＰＭＡ组（Ｐ＋Ｐ）、ＰＢＭＣ＋ＵＣ－ＭＳＣｓ＋ＰＭＡ

组（Ｐ＋Ｐ＋Ｍ），共培养２４ｈ、４８ｈ，流式细胞术检测

ＣＤ３＋、ＣＤ３＋ ＣＤ４＋、ＣＤ３＋ ＣＤ８＋、ＣＤ１９＋、ＣＤ１６＋

ＣＤ５６＋淋巴细胞亚群的比例。

１．４　统计学分析　采用 ＧｒａｐｈＰａｄｐｒｉｓｍ８．０版软

件对所有数据进行统计学分析并作图。本研究中测

量指标数据资料经Ｗ检验呈正态分布，计量数据用

（ｘ±ｓ）描述，结果均以 Ｐ＜０．０５表示差异具有统计

学意义。ＵＣ－ＭＳＣｓ细胞存活率数据和淋巴细胞亚

群数据的组间比较均采用独立样本ｔ检验，Ｐ＜０．０５

表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＵＣ－ＭＳＣｓ的形态以及 ＵＣ－ＭＳＣｓ表面标志

物的表达

２．１．１　ＵＣ－ＭＳＣｓ的形态　贴壁培育法培养初代

组织，细胞呈梭形或三角形，分散于整个培养皿中，

平铺生长。间充质干细胞在经过２代培养后，细胞

为长梭形，整体为旋涡状，显微镜下观察细胞纯净均

一，数量丰富。见图１。

图１　ＵＣ－ＭＳＣｓ生物显微镜下细胞形态学观察

２．１．２　ＵＣ－ＭＳＣｓ表面标志物的表达　标志物ＣＤ１０５

表达率９６．９０％、ＣＤ９０表达率９９．８０％、ＣＤ４４表达率为

９１．３０％；阴性标志物ＣＤ３４、ＣＤ４５及ＣＤ１１Ｃ的表达率

为０．１０％、０．１０％、０．００％。见图２。

图２　ＵＣ－ＭＳＣｓ流式细胞仪检测细胞表型结果

０３
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２．２　ＣＣＫ－８法检测 ＵＣ－ＭＳＣｓ与 ＰＢＭＣ共培养

后，ＰＢＭＣ的增殖情况　ＵＣ－ＭＳＣｓ∶ＰＢＭＣ按比例
为１０５∶１０３、１０４∶１０３、１０３∶１０２、１０２∶１０２、１０１∶１０２、
１０２∶１０３、１０３∶１０４、１０３∶１０５分别共培养２４ｈ后，细胞
存活率分别为３２．５０％、３９．５９％、６８．３０％、２４．８４％、
１５．６７％、２４．２６％、２３．９９％、６８．３０％。与１０３∶１０５比
较，１０３∶１０２细胞存活率最高，用作后续实验培养，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。见图３。

图３　ＣＣＫ－８法筛选ＵＣ－ＭＳＣｓ生长的最适浓度

注：与对照组（１０３∶１０５比例）相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

２．３　流式细胞术检测ＵＣ－ＭＳＣｓ和ＰＢＭＣｓ共培养
后淋巴细胞亚群的变化　记录流式细胞术检测 ＵＣ
－ＭＳＣｓ和 ＰＢＭＣｓ共培养后淋巴细胞亚群比例。
ＣＤ３＋Ｔ细胞、ＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔ细胞、ＣＤ１９＋Ｂ细胞的
比例减少（Ｐ＜０．０５），ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋ ＮＫ细胞的比
例、ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ细胞的比例、ＣＤ４＋／ＣＤ８＋无明显
变化（Ｐ＞０．０５）。见图４。

图４　流式细胞仪检测ＵＣ－ＭＳＣｓ和ＰＢＭＣｓ

共培养后淋巴细胞的亚群变化

　　注：两组中的第一个 Ｐ代表 ＰＢＭＣｓ，第二个 Ｐ代表 ＰＭＡ（佛波

酯），Ｍ代表ＵＣ－ＭＳＣｓ；Ｐ＋Ｐ为对照组，Ｐ＋Ｐ＋Ｍ为实验组；与对照

组相比，Ｐ＜０．０５

３　讨论

　　目前ＳＳ的发病机制尚不完全明确，近年来多项

研究表明ＳＳ的发病与Ｔ细胞亚群相关。在ＳＳ患者

的唾液腺中有大量 ＣＤ４＋Ｔ和 Ｂ细胞浸润，早期大

部分为ＣＤ４＋Ｔ细胞，而 Ｂ细胞的积累发生在疾病

后期［８］。活化的 Ｔ细胞通过产生促炎细胞因子和

诱导Ｂ细胞活化介导了疾病的发生发展［９］。有研

究显示，与健康人相比，ＳＳ患者ＣＤ８＋Ｔ细胞比例升

高，ＣＤ３＋Ｔ细胞和ＣＤ４＋Ｔ细胞比例降低［１０］。本实

验将ＳＳ患者外周血Ｔ细胞与ＵＣ－ＭＳＣｓ共培养后，

患者外周血杀伤性 Ｔ淋巴细胞和抑制性 Ｔ细胞百

分比降低，而辅助性 Ｔ细胞变化无意义。杀伤性 Ｔ

细胞和抑制性Ｔ细胞可积极参与到调节 ＳＳ患者的

自身免疫过程中，能够改变ＳＳ患者唾液腺组织病理

的表达［１１］。我们的研究发现 ＵＣ－ＭＳＣｓ细胞对 ＳＳ

患者免疫Ｔ细胞的作用体现于ＵＣ－ＭＳＣｓ能够抑制

Ｔ细胞的表达，本实验结果补充证实了 ＵＣ－ＭＳＣｓ

通过调节Ｔ细胞的百分比，或可发挥缓解ＳＳ患者疾

病进展的作用。

　　ＳＳ患者存在的Ｂ淋巴细胞过度活化情况，可作

为诊断疾病的特殊标志［１２］。Ｂ细胞表面抗原标记

物表达量和表型产生改变，导致其作用能力发生偏

倚，从而引起免疫异常反应［１３］。本实验还观察到经

过共培养处理的ＳＳ患者外周血 ＣＤ１９＋表达量回归

正常，这表明ＵＣ－ＭＳＣｓ可以抑制ＳＳ患者外周Ｂ细

胞功能。后续研究可继续深入探究ＵＣ－ＭＳＣｓ对其

它表型Ｂ细胞的激励反馈过程。

　　虽然ＭＳＣｓ的免疫抑制能力已在几种自身免疫

性疾病中得到证实，如 ＲＡ、ＳＬＥ和 ＥＡＥ［１４－１５］，但距

离真正将ＵＣ－ＭＳＣｓ的免疫调节能力应用在临床上

还有很长的路要走。本研究结果证实了人体 ＵＣ－

ＭＳＣｓ可抑制ＳＳ患者外周血杀伤性Ｔ淋巴细胞和抑

制性Ｔ淋巴细胞，并降低 ＣＤ１９＋表达量，可在强化

治疗中起到应用。但是 ＵＣ－ＭＳＣｓ在体外对 ＳＳ患

者的具体作用机制还不明确，也没有得到动物实验

验证，ＵＣ－ＭＳＣｓ对不同表型的 Ｔ细胞产生的抑制

能力差异仍不清楚。这些疑问将在后续研究中进一

步分析。

（下转第４８页）
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