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·论著·

冻存前后人脐带间充质干细胞对 T 和 B 淋巴
细胞免疫抑制能力的差异比较
曾伟杰1 廖延2 胡樾2 胡隽源2 曾桂芳2 傅泽钦2 伍世铎2 梁晓1,2 谢长峰2 

刘沐芸1,2

【摘要】 目的 探讨冻存前和复苏后人脐带间充质干细胞 （hUCMSCs）对 T 和 B 淋巴细

胞免疫抑制能力的差异。方法 分离健康人外周血单个核细胞，使用 Anti-CD3 和 Anti-CD28 单

克隆抗体体外激活 T 淋巴细胞，使用 ODN2395，hCD40L，羊抗人 IgM 抗体和白介素 2 体外刺激

经过分选的 B 淋巴细胞，通过冻存前后 hUCMSCs 进行干预处理，与活化后的 T 和 B 淋巴细胞

进行共培养，分为单独刺激组 （激活后的 T 或 B 淋巴细胞单独培养）与 hUCMSCs 共培养组 （激

活后的 T 或 B 淋巴细胞分别与 hUCMSCs 共培养），分析 hUCMSCs 对激活的 T 和 B 淋巴细胞的

免疫抑制作用，探究冻存前后 hUCMSCs免疫调节作用的差异。两组间比较采用独立样本 t检验，

多组间比较采用重复测量设计方差分析。结果 与冻存前 hUCMSCs 对比，冻存后 hUCMSCs
在抑制 CD3+T 细胞 （37.60 ﹪±0.54 ﹪比 39.40 ﹪±1.57 ﹪）、CD4+T 细胞 （36.87 ﹪±0.54 ﹪

比 38.63 ﹪±1.39 ﹪）和 CD8+T 细胞增殖能力 （40.37 ﹪±1.14 ﹪比 42.47 ﹪ ±1.90 ﹪）比

较，差异无统计学意义 （P 均 > 0.05）；在促进 CD3+T （18.07 ﹪±0.66 ﹪比 16.77 ﹪±1.15 ﹪）、

CD4+T（26.47 ﹪±1.13 ﹪比 24.60 ﹪±1.47 ﹪）和 CD8+T 细胞凋亡能力 （3.52 ﹪±0.22 ﹪

比 2.72 ﹪ ± 0.06 ﹪），差异无统计学意义 （P 均 > 0.05）；增加 Treg 细胞群比例能力 （5.51 ﹪

±0.71 ﹪比 6.87 ﹪±0.27 ﹪），差异无统计学意义 （P > 0.05）；降低 Th1 亚群 （0.47 ﹪±0.09 ﹪

比 0.33 ﹪± 0.04 ﹪）和 Th17 亚群比例能力 （0.21 ﹪±0.04 ﹪比 0.22 ﹪±0.03 ﹪），差异无统

计学意义 （P 均 > 0.05）；在对 B 淋巴细胞增殖能力 （38.83 ﹪±0.25 ﹪比 34.23 ﹪±4.12 ﹪），

促进 B 淋巴细胞的凋亡能力 （54.95 ﹪±1.45 ﹪比 55.10 ﹪ ±3.80 ﹪），减少 IgA [（1045.09± 
99.24）ng/mL 比（1014.31±102.55）ng/mL] 和 IgG 抗 体 的 分 泌 能 力 [（120.51±4.94） ng/mL
比 （127.77±7.94） ng/ mL]，差异无统计学意义 （P 均 > 0.05）。而在降低 Th2 细胞亚群比例 

（0.73 ﹪ ± 0.07 ﹪比 0.49 ﹪ ±0.06 ﹪）和降低 IgM 抗体分泌 [（739.70±28.39）ng/mL 比

（560.21±3.81）ng/mL] 的能力上，冻存前 hUCMSCs 的作用能力弱于复苏后 hUCMSCs，差
异具有统计学意义（P 均 < 0.05）。结论 冻存后 hUCMSCs 在降低 Th2 细胞亚群比例和降低

IgM 抗体分泌的能力上强于冻存前 hUCMSCs，但整体的免疫调节能力相当，因此冻存前后的

hUCMSCs 均具有很高的临床应用价值。
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and provide future for using the clinical application of hUCMSCs. Methods Human peripheral 
blood mononuclear cells were isolated from healthy human peripheral blood. Anti-CD3 and anti-CD8 
monoclonal antibodies were used to activate T lymphocytes in vitro. Selected B lymphocytes were 
stimulated by ODN2395, human CD40 ligand, goat anti-human IgM antibodies and interleukin 2 in 
vitro. The cells were co-cultured with activated T and B lymphocytes, divided into a single stimulation 
group and hUCMSCs co-culture group （before and after cryopreservation）. The immunosuppressive 
ability of hUCMSCs on activated T and B lymphocytes were analyzed. In addition, the differences 
immunosuppressive ability of hUCMSCs before and after cryopreservation were also studied. 
The differences between groups were compared by t-test, and the differences among groups were 
compared by repeated measures design analysis of variance. Results Compared with hUCMSCs 
before cypropreservation, the proliferation of CD3+T cells （37.60﹪±0.54﹪ vs 39.40﹪±1.57 ﹪）, 
CD4+T cells （36.87﹪±0.54﹪vs 38.63﹪±1.39﹪） and CD8+T cells （40.37﹪±1.14﹪vs 
42.47﹪  ±1.90﹪） （P > 0.05） were not significantly inhibited after cryopreservation. The apoptosis 
of CD3+T cells（18.07﹪±0.66﹪vs 16.77﹪±1.15﹪）, CD4+T cells（26.47﹪±1.13﹪vs 
24.60﹪±1.47﹪） and CD8+T cells（3.52﹪±0.22﹪vs 2.72﹪±0.06﹪）had no significant 
difference （P > 0.05）. The proportion of regulatory cells （Treg） subsets（5.51﹪±0.71﹪vs 6.87﹪
± 0.27﹪）had also no significant difference （P > 0.05）. hUCMSCs did not reduce the proportion of 
helper T cell （Th） subsets, especially the proportion of Th1 subsets （0.47﹪  ± 0.09 ﹪ vs 0.33﹪± 
0.04﹪） and Th17 subsets （0.21﹪± 0.04﹪vs 0.22﹪± 0.03﹪） （P > 0.05）. For B lymphocytes, 
hUCMSCs reduced the proportion of Th2 cell subsets （0.73﹪±0.07﹪vs 0.49﹪±0.06﹪） and 
IgM antibody secretion [（739.70±28.39） ng/ mL vs （560.21±3.81） ng/mL] after cryopreservation 
（P < 0.05）. There was no significant difference in proliferation and apoptosis of B lymphocytes, 
and reduced secretion of IgA and IgG antibodies before and after hUCMSCs cytopreservation
（P > 0.05）. Conclusion After cryopreservation, hUCMSCs were more powerful than those 

before cryopreservation in reducing the proportion of Th2 cell subsets and the secretion of IgM 
antibodies. However, the immunosuppressive abilities was same. Both hUCMSCs before and after 
cryopreservation have high clinical application value.

【Key words】 Human Umbilical cord mesenchymal stem cells; T lymphocytes; B 
lymphocytes; Immunoregulation

间充质干细胞 （mesenchymal stem cell，MSC）
是再生医学领域研究的热点对象，因其具有自我更

新和多向分化能力，具有很好的临床应用价值 [1]。

人脐带来源间充质干细胞 （human umbilical cord 
mesenchymal stem cells，hUCMSCs）来源广泛，易获

取，在许多疾病治疗中展现出很好的应用前景，例如

在多发性硬化症、心力衰竭和骨关节炎等疾病 [2-4]。

hUCMSCs 分离自脐带华通氏胶，来源明确，易于采

集、分离和制备，同时 hUCMSCs 表达中等水平的

主要组织相容性复合物 （major histocompatibility 
complex，MHC）I 类分子，低表达 MHC II 类分子，因

此 hUCMSCs 具有很低的免疫原性，能够进行同种

异体的干细胞移植，临床上表现出很高的安全性 [5]。

hUCMSCs 不仅具有干细胞的自我再生和多向分化

能力，还具有很强的免疫调节能力，能分泌多种细

胞因子，例如白细胞介素 -6 （interleukin-6，IL- 6）、
IL- 10、转化生长因子 （transforming growth factor，
TGF）和前列腺素 E2 （prostaglandin E2，PGE2）等 [6]，

因此，hUCMSCs 也尝试对许多疾病进行治疗，如系

统性红斑狼疮 [7] 和风湿性关节炎 [8] 等。

由于 hUCMSCs 的分离和制备目前还未有标

准的操作规程，组织的分离方式、细胞培养的工艺、

培养基的使用和细胞的冻存复苏等因素都可能影响

hUCMSCs 的生物学功能。虽然一些报道已经证实

冻存不影响 hUCMSCs 成脂、成骨和成软骨等的能

力 [9]。而对 hUCMSCs 进行冻存后应用，可以灵活

hUCMSCs 在临床中的使用。

hUCMSCs 在临床应用前往往需要在实验室进

行细胞的制备和大量扩增，并进行液氮冻存后转运

到医院进行细胞输注，冻存操作是否对 MSCs 的免

疫调节能力产生影响，即冻存前后的 hUCMSCs 其
免疫调节能力是否发生变化，是决定其输注患者体

内后，能否继续发挥作用的关键因素。因此，为了

明确冻存前后 hUCMSCs 免疫调节能力是否存在

差异，本文中利用新鲜制备的并连续传代至 3 代

（passage 3，P3）的 hUCMSCs，以及经过冻存复苏后

P3 代，并利用刺激剂体外激活正常人外周血单个核

细胞 （peripheral blood mononuclear cells，PBMCs），
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以激活外周血中 T 和 B 淋巴细胞，通过冻存前后的

hUCMSCs 和 T 或 B 淋巴细胞共培养，检测冻存前

后 hUCMSC 对 T 和 B 淋巴细胞增殖、活力、亚群和

分泌抗体的变化，了解冻存对 hUCMSCs 免疫调节

能力的影响，为冻存前后的 hUCMSCs 在临床应用

中提供理论基础。

材料与方法

一、材料

1. 健康人外周血：采集 3 份健康人外周血，采集

前获得 3 名捐赠者的知情和同意，并签订知情同意

书，详细询问捐赠者的病史及遗传病史，捐赠年龄不

低于 18 周岁，不高于 40 周岁，性别不限；无传染性

疾病、血液系统疾病和肿瘤相关疾病等；对采集的外

周血进行人类免疫缺陷病毒、梅毒、乙肝表面抗原及

丙型肝炎病毒检测；凡是不符合以上条件的捐赠者

外周血均不予以采集。

2. hUCMSCs：hUCMSCs 由深圳市北科生物科

技有限公司区域细胞制备中心提供，从 P0 代开始培

养，培养传代至 P3，将 P3 代细胞消化后，一部分用于

后续的体外细胞学实验，另一部分进行细胞 -196 ℃
深低温冻存，然后复苏后进行后续体外细胞学实验。

3. 主要仪器和试剂：离心机 （日本 Kubota 久

保田公司）；全血分析仪 （上海希森美康医用电子有

限公司）；Aria II 流式细胞仪 （美国 BD 公司）；人

外周血淋巴细胞分离液 （天津灏洋生物科技有限公

司）；MSC 完全培养基 （深圳市北科生物科技有限

公司）；CellTace CFSE，Anti-CD3 单克隆抗体；Anti-
CD28 单克隆抗体，白细胞介素 2 （北京同立海源生

物科技有限公司）；7-AAD 和人 Th1/Th2/Th17 表型

检测试剂盒 （美国 BD 公司）；人 B 淋巴细胞分选

试剂盒 （德国美天旎生物科技公司）；Class C CpG 
ODN2395 （法 国 Invivo Gen 公 司）；hCD40L （上 海

Biolegend 生物科技有限公司）；羊抗人 IgM 抗体 （美

国 R&D Systems 公司）；EdU 细胞增殖检测试剂 （美

国 Thermo Fisher 公司）。

二、方法

1. hUCMSCs 培养：取新鲜制备的 P3 代和冻存

复苏后 P3 代 hUCMSCs 重悬于 MSC 完全培养基，

以 1.3×105 个 /mL 接种于 24 孔培养皿，于 37 ℃、

5 ﹪ CO2 培养箱中培养。

2. 分离 PBMCs：人外周血淋巴细胞分离液分别

分离 3 份健康人外周血 PBMCs，根据人外周血淋巴

细胞分离液说明书进行操作，RPMI-1640 完全培养

基调整 PBMCs 细胞密度约为 4×106 个 /mL。
3. 实验分组：共 3 份 PBMCs 样本，将分离的

3 人份 PBMCs 样本均分成 3 组，每个捐赠者的

PBMCs 均分为：PBMCs 接受细胞因子刺激的单

独刺激组，PBMCs 接受细胞因子刺激后与 P3 代

hUCMSCs 共 培 养 的 hUCMSCs 共 培 养 组 （P3），
以及 PBMCs 接受细胞因子刺激后与冻存后 P3 代

hUCMSCs 共培养的 hUCMSCs 共培养组 （冻存后

P3）。均进行后续的实验。

4. 检测 T 淋巴细胞增殖：PBMCs 与终浓度 
5 μmol/L Cell TraceCFSE 于 37 ℃避光孵育 10 min
染色，接种于 24 孔板中，0.5 mL/ 孔，为单独刺激组。

MSC 经培养贴壁后取已染色 PBMCs 加入到 MSCs
孔中，0.5 mL/ 孔，为 hUCMSCs 共培养组。单独刺激

组和 hUCMSCs 共培养组每孔加入终浓度 1 μg/mL 
Anti-CD3 和 1 μg/mL Anti-CD28 单克隆抗体进行 T
细胞刺激。37 ℃、5 ﹪ CO2 培养箱中避光培养 4 d。
流式分析 T 细胞亚群 CFSE 荧光分布，计算 T 细胞

扩增百分比。实验重复 3 次，每组 3 个复孔。

5. 检 测 T 淋 巴 细 胞 凋 亡 和 Treg 亚 群：接

种 hUCMSCs 于 24 孔板，贴壁 6 h 后分离外周血

PBMCs 接种于 24 孔板，分单独刺激组和 hUCMSCs
共培养组，刺激组和 hUCMSCs 共培养组每孔加入

终浓度 1 μg/mL Anti-CD3 和 1 μg/mL Anti-CD28 单

克隆抗体进行 T 细胞刺激。37 ℃、5 ﹪ CO2 培养箱

中培养 3 d。收集各孔 PBMCs，流式分析 T 细胞及其

CD3+ 和 CD4+ 细胞亚群 7-AAD 阳性率，检测 CD4+T
细胞亚群中的 CD25+Foxp3+ 双阳细胞的百分比。实

验进行 3 份 PBMCs 样本的重复，每组 3 个复孔。

6. 检测 Th 亚群：细胞接种和分组方式根据上

述所述，培养 2 d 后，单独刺激组和 hUCMSCs 共培

养组均加入 1 μg/mL Ionomycin，50 ng/mL PMA 和

0.67 μL Golgistop 活化 Th 细胞，作用 6 h。收集每

孔 PBMCs，按照 BD 公司的人 Th1/Th2/Th17 表型检

测试剂盒的说明方法进行流式检测。实验进行 3 份

PBMCs 样本的重复，每组 3 个复孔。

7. 检测 B 淋巴细胞的增殖：根据利用美天旎

人 B 淋巴细胞磁珠分选试剂盒说明书进行 B 淋巴

细胞分选，收集 B 淋巴细胞，以 PRMI-1640 完全

培养基重悬细胞，细胞密度约为 3.2×106 个 /mL，
接种于 24 孔板，为单独刺激组。hUCMSCs 贴壁

6 h 后，弃上清，另取分选的 B 淋巴细胞加入 MSC
培养孔中，为 hUCMSCs 共培养组。单独刺激组
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和 hUCMSCs 共培养组每孔加入终浓度 2.5 μg/mL 
ODN2395，400 μg/ mL hCD40L，2 μg/mL 羊抗人 IgM
抗体和 50 U/mL 人重组 IL-2 对 B 淋巴细胞进行刺

激，37 ℃、5 ﹪ CO2 培养箱中培养 2 d。每孔加入终

浓度为 10 μmol/ L EdU 进行细胞 DNA 标记，37 ℃、

5 ﹪ CO2 培养箱中再培养 1 d。收集培养上清的细

胞，流式检测 APC 标记的增殖信号。实验进行 3 份

PBMCs 样本的重复，每组 3 个复孔。

8. 检测 B 淋巴细胞凋亡和抗体分泌：以上述

方式接种 hUCMSCs 和分选活化后的 B 淋巴细胞，

分为单独刺激组和 hUCMSCs 共培养组，37 ℃、5 ﹪ 
CO2 培养箱中培养 3 d，收集培养上清的细胞，以

CD19-FITC标记B细胞，7-AAD分别标记凋亡细胞。

另接种同样的两组共培养细胞于 37 ℃、5 ﹪ CO2 培

养箱中培养 7 d，轻轻吹打培养基，收集细胞悬液，离

心后收集上清液，CBA 试剂盒检测上清中 IgG、IgM
和 IgA 的浓度。实验进行 3 份 PBMCs 样本的重复，

每组 3 个复孔。

三、统计学分析方法

采用 Graphpad prism 7.0 软件进行统计学分析。

冻存前后 hUCMSCs 对 T 细胞亚群的增殖和凋亡能

力、Treg 细胞亚群增殖能力、辅助性 T 细胞亚群抑

制能力、B 细胞增殖、凋亡和抗体分泌能力等数据以

x ± s 表示，两组间比较采用独立样本 t 检验，因每个

受试者的 PBMCs 样本均分成 3 份，分别接受 3 种不

同的处理，分组中构成特殊的重复测量因素，故多组

间比较采用重复测量设计方差分析。以 P < 0.05 为

差异有统计学意义。

结    果

一、冻存前后 P3 代 hUCMSCs 对 T 细胞亚群增

殖的影响

与单独刺激组比较，冻存前和冻存后 P3 代

hUCMSCs 共培养组 CD3+、CD4+ 和 CD8+ 的 T 细胞

增殖能力均降低 （P < 0.05）；但冻存前后 hUCMSCs
抑制 CD3+、CD8+ 和 CD4+ 的 T 细胞增殖能力比较

差异无统计学意义 （P > 0.05）。（表 1）
二、冻存前后 P3 代 hUCMSCs 对 T 细胞亚群凋

亡的影响

与单独刺激组比较，冻存前 P3 代 hUCMSCs 组
CD3+ 和 CD4+T 淋巴细胞的凋亡率均升高 （P 均 < 
0.05）；冻存后 P3 代 hUCMSCs 组 CD3+、CD4+T 和

CD8+T 淋巴细胞凋亡率均升高 （P 均 < 0.05）；但冻

存前后 hUCMSCs 组 CD3+T、CD4+T 和 CD8+ T 淋巴

细胞凋亡率比较，差异无统计学意义（P 均 > 0.05）。
（表 2）

三、冻存前后 P3 代 hUCMSCs 对 Treg 细胞亚

群的影响

与单独刺激组比较，冻存前 P3 代 hUCMSCs 共
培养组对 Treg细胞亚群的影响比例 [（4.68±0.41）﹪
比 （5.51±0.71）﹪] 之间比较差异无统计学意义 
（t = 1.539，P = 0.553）；而 冻 存 后 P3 代 hUCMSCs
共培养组 Treg 细胞亚群的比例 [（4.68±0.41）﹪
比（6.87±0.27）﹪] 升高，差异具有统计学意义 （t = 
4.575，P = 0.018）；但两组 hUCMSCs 共培养组之间

比较，差异无统计学意义（t = 2.553，P = 0.153）。

表 1  冻存前后 P3 代 hUCMSCs 与 PBMC 共培养对 T 细胞亚群增殖的影响（x ± s，﹪）

分组 实验次数 CD3+ CD4+ CD8+

单独刺激 3 80.00±1.58 79.63±1.51 81.55±1.30

hUCMSCs 共培养（P3） 3  37.60±0.54a  36.87±0.54a  40.37±1.14a

hUCMSCs 共培养（冻存后 P3） 3  39.40±1.57a  38.63±1.39a  42.47±1.90a

F 值 1002.000 1168.000 877.700

P 值 < 0.001 < 0.001 < 0.001

注：与单独刺激组比较，aP < 0.05 

表 2  冻存前后 P3 代 hUCMSCs 与 PBMC 共培养对 T 细胞亚群凋亡的影响（x ± s，﹪）

分组 实验次数 CD3+ CD4+ CD8+

单独刺激 3  8.25±0.96 14.05±1.31 4.03±0.72

hUCMSCs 共培养（P3） 3 18.07±0.66a  26.47±1.13a 3.52±0.22

hUCMSCs 共培养（冻存后 P3） 3 16.77±1.15a  24.60±1.47a  2.72±0.06a

F 值 106.700 87.550 4.735

P 值 < 0.001 < 0.001 0.039

注：与单独刺激组比较，aP < 0.05
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四、冻存前后 P3 代 hUCMSCs 共培养对 T 细胞

亚群 Th1、Th2 和 Th17 的影响

根据流式数据分析，冻存前后 P3 代 hUCMSCs
共培养组均能减低刺激后 PBMCs 中 Th1 亚群和

Th17 亚群的比例，两组间比较差异无统计学意义

（P > 0.05）。以 CD4+IL4+ 划分的 Th2 细胞亚群，

hUCMSCs 共培养组中 Th2 细胞亚群比例较单独刺

激组有下降趋势，但无统计学意义 （P > 0.05），而冻

存后 P3 代 hUCMSCs 共培养组刺激后 Th2 细胞亚

群比例对比刺激组下降 （P < 0.05），共培养组间对

比，冻存后 P3 代 hUCMSCs 较冻存前的 hUCMSCs
对刺激后 Th2 细胞亚群抑制能力更强，差异具有统

计学意义 （P < 0.05）。（表 3）
五、冻存前后 P3 代 hUCMSCs 共培养对 B 细胞

增殖和凋亡的影响

结果显示，与单独刺激组比较，hUCMSCs 共
培养组 （34.03±6.46）﹪比 （38.83±0.25）﹪和冻

存后 P3 代 hUCMSCs 共培养组 （34.03±6.46）﹪

比（34.23±4.12）﹪，均不影响 B 淋巴细胞的增殖，

差异无统计学意义 （t = 1.084，0.045，P 均 > 0.05），
且两组共培养组间也无统计学意义 （P > 0.05）。在

B 细胞凋亡中，与单独刺激组比较，hUCMSCs 共培

养组（30.45±1.75）﹪比（54.95±1.45）﹪和冻存前

后 P3 代 hUCMSCs 共 培 养 组（30.45±1.75）﹪ 比

（55.10±3.80）﹪均增加 B 淋巴细胞凋亡的比例，

差异具有统计学意义 （t = 6.777，6.818，P < 0.05），
但两组共培养组间差异无统计学意义（t = 0.041，
P 均 > 0.05）。

六、冻存前后 P3 代 hUCMSCs 共培养对 B 淋巴

细胞活化后抗体分泌的影响

在 IgA 和 IgG 浓度检测中，与单独刺激组比

较，冻存前后 P3 代 hUCMSCs 共培养组 IgA 和 IgG
抗体分泌的能力均降低，差异具有统计学意义（P < 
0.05），但共培养组之间比较差异无统计学意义（P > 
0.05）。在 IgM 浓度检测中，与单独刺激组比较，冻

存后 P3 代 hUCMSCs 共培养组 IgM 的浓度下降，

差异具有统计学意义（P < 0.05），与冻存前 P3 代

hUCMSCs 共培养组比较，冻存后 P3 代 hUCMSCs
共培养组 IgM 分泌能力降低，差异具有统计学意义

（P < 0.05）。（表 4）

讨    论

MSC 的自我更新和组织修复能力使其在再生

医学得到广泛应用，而 MSC 强大的免疫调节作用，

已证实其对减缓某些自身免疫性疾病、移植物抗宿

主疾病和代谢综合征等疾病发展具有积极治疗作

用 [10-12]。最近报道 hUCMSCs 甚至能对新型冠状病

毒 （COVID-2019）引起的重症肺炎患者具有良好的

治疗效果 [13]，可降低机体内炎症因子的含量，使患

者由重症向轻症转变。随着 MSC 的临床研究不断

进行，MSC 需要大量制备及冻存转运后复苏应用的

情况屡见不鲜，虽然冻存并不会改变 MSC 的特性，

但某些报道称冻存复苏后的 MSC 相比新鲜制备使

用的 MSC 在临床响应率中出现较大差异，这就提示

冻存可能直接影响 MSC 的免疫调节能力 [14-15]。利

表 3  冻存前后 P3 代 hUCMSCs 与 PBMC 共培养后对 Th1、Th2 和 Th17 亚群的影响 （x ± s，﹪）

分组 实验次数 Th1 Th2 Th17

单独刺激 3 4.64±0.27 0.91±0.09 0.55±0.03

hUCMSCs 共培养（P3） 3  0.47±0.09a 0.73±0.07  0.21±0.04a

hUCMSCs 共培养（冻存后 P3） 3  0.33±0.04a   0.49±0.06ab  0.22±0.03a

F 值 399.500 18.540 68.980

P 值 < 0.001 0.003 < 0.001

注：与单独刺激组比较，aP < 0.05；与 hUCMSCs 共培养组 （P3）比较，bP < 0.05

表 4  冻存前后 P3 代 hUCMSCs 与 B 淋巴细胞共培养后对 B 细胞分泌 Ig 抗体的影响 （x ± s， ng/mL）

分组 实验次数 IgA IgM IgG

单独刺激 3 2183.35±273.70 859.16±45.56 161.64±5.87

hUCMSCs 共培养（P3） 3  1045.09± 99.24a 739.70±28.39  120.51±4.94a

hUCMSCs 共培养（冻存后 P3） 3  1014.31±102.55a     560.21±  3.81ab  127.77±7.94a

F 值 27.950 27.260 23.710

P 值 < 0.001 < 0.001 < 0.001

注：与单独刺激组比较，aP < 0.05；与 hUCMSCs 共培养组 （P3）比较，bP < 0.05 
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用冻存前后的 P3 代 hUCMSCs，通过体外用活化的

T 淋巴细胞和 B 淋巴细胞，将 hUCMSCs 与淋巴细

胞共培养，明确冻存前后 hUCMSCs 对 T 和 B 淋巴

细胞增殖、活化及 B 淋巴细胞抗体分泌的影响，同时

了解冻存前后 P3 代 hUCMSCs 在免疫调节的能力

上是否存在差异，为冻存前后 hUCMSCs 在临床中的

应用提供理论基础。

结果显示，冻存前后的 hUCMSCs 均可抑制

CD3+、CD4+ 和 CD8+T 细胞亚群的增殖，而且可以增

加 CD3+CD4+T 细胞的凋亡率来降低 T 淋巴细胞的

数量。但对 CD3+CD8+T 淋巴细胞凋亡的影响冻存

前的 hUCMSCs 略低于冻存后的 hUCMSCs，这可能

与激活后 PBMCs 对冻存复苏后的 hUCMSCs 具有

裂解作用有关 [16]。冻存前后的 hUCMSCs 均能发挥

提高 Treg 细胞比例，降低 Th1、Th2 和 Th17 细胞的

比例发挥免疫调节作用，冻存复苏后的细胞对 Th2
细胞抑制更显著，说明冻存未明显影响 hUCMSCs
对 Treg 和 Th 细胞调控作用。

在活化的 B 淋巴细胞共培养实验中同样显示，

冻存前后的 hUCMSCs 虽然均不影响 B 淋巴细胞的

增殖，但均可通过增加 B 淋巴细胞的凋亡，抑制 B
淋巴细胞，并且降低活化的 B 淋巴细胞分泌 IgA、

IgM 和 IgG 抗体的能力。一项骨髓来源 MSC 与 B
细胞富集的 PBMCs 共培养 （MSCs : PBMCs = 1:4
或 1:20）的研究显示了类似的结果，其中共培养组的

IgA、IgM 和 IgG 较刺激组均显著下降 [17]。另一项

骨髓来源 MSC 与磁珠分选的 B 细胞共培养实验中，

共培养组的 IgA、IgM和 IgG仅在MSC : B细胞为 1:1
时显著下降，而低比例 MSC 共培养组未见下降 [18]。

以上骨髓来源 MSC 均在高 MSC 比例下方可抑制 B
细胞分泌抗体；但实验结果表示，脐带来源 MSC 可

在极低 MSC 比例下（1:10）抑制 B 细胞分泌抗体。

虽然冻存前后的 hUCMSCs 对 T 和 B 淋巴细

胞的抑制能力整体差异不大，但是仍具有某些差异。

冻存复苏后的 hUCMSCs 能降低 Th2 细胞的百分比

和大量抑制B淋巴细胞分泌 lgM，这区别于冻存前的 
hUCMSCs，这显示了冻存复苏后的 hUCMSCs 在这

两方面具有更佳的免疫调节作用。这可能与深低温

冻存改变了 hUCMSCs 的内部结构有关，不同的冻

存液、冻存手法以及复苏细胞手法，均可能影响到复

苏后细胞的状态，冻存复苏后的干细胞的状态差异，

直接影响着细胞的功能，包括细胞的自我更新能力，

以及改变免疫调节因子的分泌能力，直接导致干细

胞的旁分泌作用受影响。因此，在对影响 Th2 细胞

比例和 B 淋巴细胞分泌 IgM 抗体的免疫调节作用

上，冻存复苏后的 hUCMSCs 可表现出一点点优势，

说明冻存过程对 hUCMSCs 的免疫调节功能的作用

是正面的，减少对冻存复苏细胞临床使用的担心。

综上所述，冻存前后的 hUCMSCs 均具有抑制 T
淋巴细胞增殖和 B 淋巴细胞活化的能力，冻存前后

P3 代 hUCMSCs 在抑制 CD3+T 细胞、CD4+T 细胞和

CD8+T 细胞增殖能力；促进 CD3+T 细胞、CD4+T 细

胞；增加 Treg 细胞比例的能力；降低 Th2 和 Th17
细胞亚群比例的能力；影响 B 淋巴细胞增殖和凋

亡的能力；降低 IgA 和 IgG 抗体分泌的能力等整体

免疫调节功能上差异均无统计学意义。而仅仅在降

低 Th2 细胞亚群比例和降低 IgM 抗体分泌的能力

上，冻存复苏后 hUCMSCs 相比冻存前的 hUCMSCs
作用能力更强。提示冻存对 hUCMSCs 免疫调节

功能影响较小，可为临床中应用经过液氮冻存的

hUCMSCs 治疗以系统性红斑狼疮为代表的自身免

疫性疾病患者提供理论基础。
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