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骨髓间充质干细胞移植治疗硬皮病样慢性移植物抗宿主病：  
4例免疫机制变化☆ 

周  虹1，郭  梅2，孙琪云2，黄  姗1，杨  卓1，边春景1，曾  洋1，艾辉胜2，赵春华1 

Bone marrow mesenchymal stem cells transplantation for the treatment of sclerodermatous 
chronic graft-versus-host disease: Immunologic mechanism changes in 4 cases    

Zhou Hong1, Guo Mei2, Sun Qi-yun2, Huang Shan1, Yang Zhuo1, Bian Chun-jing1, Zeng Yang1, Ai Hui-sheng2, Zhao Chun-hua1 

Abstract 
 
BACKGROUND: The immunomodulatory ability of bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) gives it a promising future in 
treating graft-versus-host disease (GVHD), especially with previous success in treating patients with acute GVHD. However, 
there are fewer reports concerning BMSCs in treating chronic GVHD, particularly for sclerodermatous chronic graft-versus-host 
disease (ScGVHD). 
OBJECTIVE: To evaluate the efficacy and safety of treatment of BMSCs for ScGVHD, and to primarily explore the immunological 
mechanism of clinical efficacy. 
METHODS: Four ScGVHD patients at the Affiliated Hospital of Academy of Military Medicine Science, between September 2006 
and August 2008, were enrolled for this trial. The median patient age was 41 years, 1 female and 3 male. The patients received 
BMSCs infusion at a dose of (1.0-2.0)×107 cells every time by intrabone marrow injection from the anterosuperior iliac spine and 
BMSCs from the same donor for the same patient were infused more than once. Concomitant medications for ScGVHD were 
individualized for each patient, but all were current standard medicines and the doses were significantly tapered.  
RESULTS AND CONCLUTION: After BMSCs infusion, the ratio of Th1 to Th2 was dramatically overturned, with an increase of 
Th1 and a decrease of Th2 reaching at a new balance. Correspondingly, symptoms of all the four patients gradually improved. 
During the course of BMSCs treatment, the life signs and laboratory results from the recipients remained normal. By the time of 
this report, there has been no recurrence of leukemia in the four patients. Although this study alone cannot guarantee the 
application of BMSCs in ScGVHD, the results are strongly in favor of the idea that the BMSCs treatment for ScGVHD patients is 
therapeutically practical without any detectable side effects, which may provide a new insight into the matter of treating ScGVHD 
clinically, thus will greatly increase the survival rate of leukemia after allogeneic bone marrow transplantation. 
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摘要 
 

背景：骨髓间充质干细胞由于具有免疫调节能力使其能用于治疗移植物抗宿主病，特别是治疗急性移植物抗宿主病已获临

床成功，但是对于治疗慢性移植物抗宿主病，特别是硬皮病样慢性移植物抗宿主病(ScGVHD)的研究报道还很少。 

目的：评价骨髓间充质干细胞治疗 ScGVHD 的有效性及安全性，同时探讨取得疗效的免疫学机制。 

方法：于 2006-09/2008-08 在解放军 307 医院血液移植科接受骨髓间充质干细胞髓内注射 ScGVHD 患者 4 例，男 3 例，

女 1 例；中位年龄 41 岁。骨髓间充质干细胞髓内注射具体方法：取右髂前上棘为穿刺注射点，注射骨髓间充质干细胞悬液，

4 例患者的给药剂量基本控制在(1.0~2.0)×107
个细胞/次，行间断多次给药。合并用药亦有差异，但都为治疗 ScGVHD 的

传统药物，且用量大为减少。  

结果与结论：经过多次骨髓内输注骨髓间充质干细胞后，Th 细胞的比例发生了明显的变化，Th1 的比例上调，Th2 的比例

相应的下调，从而使两者达到了新的平衡点。与之相应，患者的临床症状也逐渐好转。而且在骨髓间充质干细胞治疗的随

访期内，患者的生命体征和实验室检查指标均未发现异常，也未出现白血病的复发。证明骨髓间充质干细胞对 ScGVHD 是

有治疗效果的，为临床治疗 ScGVHD 开辟了一个新的方法，从而能提高白血病患者骨髓移植的存活率。但由于样本数较少，

需要进一步扩大规模进行临床研究，以进一步证实其安全性和疗效。 

关键词：慢性移植物抗宿主病；硬皮病样慢性移植物抗宿主病；免疫机制；骨髓间充质干细胞；干细胞 
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0  引言 

 

慢 性 移 植 物 抗 宿 主 病 (chronic 

graft-versus-host disease,cGVHD) 多发生于

异基因造血干细胞移植术100 d之后，是异基因

造血干细胞移植主要的后期并发症，在

25%~40%的患者中出现[1]。cGVHD的发病机制

并不完全清楚，但更多学者认为由Th2细胞比例

增高所介导的免疫缺陷及自身免疫反应在

cGVHD的发病中占主导地位[2-3]。cGVHD几乎影

响到所有的器官及组织，但皮肤损害最为常见，

患者出现硬皮病样的皮肤损害，称为“硬皮病样

慢性移植物抗宿主病”(sclerodermatous cGVHD, 

ScGVHD)。主要临床表现包括苔藓样损伤，硬斑

样损伤，色素沉着异常和貂皮样斑疹[4-6]。 

尽管皮质激素与环孢素A或他克莫司的广

泛联合应用，但是对广泛性cGVHD的治疗，结

果仍不令人满意。到目前为止，仍无有效的特异

性药物阻断cGVHD病情的发展。况且，ScGVHD

是最严重的疾病类型，对传统的标准药物更是不

敏感[7-9]，因此临床迫切需要寻找一种更有效，

不良反应更小的方法用于治疗cGVHD尤其是

ScGVHD。 

近几年有很多研究报道骨髓间充质干细胞

(bone marrow mesenchymal stem cells, 

BMSCs)在体内外都具有免疫调节能力[10-11]，而

且在正常Th细胞分化中下调Th1的分化，进一步

影响细胞免疫的功能，使其能对急性GVHD的治

疗有效[12-15]。本实验室曾经选择BXSB小鼠作为

评价BMSCs对病理状态下免疫系统影响的模

型，结果显示其能纠正系统性红斑狼疮异常的

Th0分化平衡，即下调病理状态下显著活化的白

细胞介素4生成细胞，进一步抑制异常活化的体液

免疫。而且对肾脏功能的改善也是非常显著和持

久的[16]。这些结果提示BMSCs在骨髓移植治疗自

身免疫性疾病中有重要作用。那么，BMSCs治疗

ScGVHD是否有效呢？基于此，应用BMSCs髓内

注射治疗4例ScGVHD患者，初步取得较好的临床

疗效，并探讨其发挥疗效的免疫机制。 

 

1  对象和方法 

 

设计：回顾性病例分析。 

时间及地点：病例来自于2006-09/2008-08

军事医学科学院附属307医院血液病移植科。 

对 象 ： 选 取 接 受 BMSCs 髓 内 注 射 的

ScGVHD患者4例，男3例，女1例；年龄38~42

岁，中位年龄41岁。患者的临床基本情况见表

1，4例患者由于造血系统恶性肿瘤均进行过非

清髓造血干细胞移植并且在移植后的中位时

间11.5个月(4~19个月)出现ScGVHD的临床症

状；4例患者在接受间充质干细胞治疗前均进

行了标准的免疫抑制药物治疗，治疗的中位时

间为17.3个月(4.5~37.3个月)，但病情未得到

任何改善。按《医院管理条例》规定对治疗及

风险进行如实告知[17]，患者均签署知情同意

书，治疗方案经医院医学伦理委员会批准。 

BMSCs的供者均为健康志愿者，签署了知

情同意书。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

干预措施： 

BMSCs的分离、培养及鉴定：采集供者骨髓

20~30 mL，用淋巴细胞分层液(密度1.077 g/mL)，

分离外周血单个核细胞按5×109 L-1浓度接种

于培养瓶，用体积分数为2%胎牛血清的

DMEM/F12，40%MCDB-201培养液，置37 ℃，

体积分数为5%CO2培养箱培养，48 h后弃去非

贴壁细胞，以后每3 d半量换液，当细胞达80%~ 

表 1  患者基本情况表 
Table 1  Baseline characteristics of patients 

ID Gender Diagnosis 

Bone marrow transplantation 
 

Graft 
 

Donor 
 

1 Male AML/M4b Nonmyelo- 
ablative HSCT 

Sib/sister

2 Female AML/M4 Nonmyelo- 
ablative HSCT 

Sib/brother

3 Male MM Nonmyelo- 
ablative HSCT 

Sib/sister

4 Male ALL Nonmyelo- 
ablative HSCT 

Sib/sister

ID
aGVHD
grade

 
ScGVHD 

 

Type
Issp. before BMSCs 

transplantation (mg/d)

Duration 
before 

BMSCs 
transplantati

on (mon)
 

1 Ⅱ Ext. TDM(150)-PDN(30)- 
TAC(35) 

  15.5 

2 0 Ext. CSA(75)-PDN(30) 12 
3 Ⅰ Ext. TDM(200)-PDN(30)- 

TAC(30) 
   4.5 

4 Ⅱ Ext. CSA(75)-TDM(150)- 
PDN(15)-MMF(2000)

  37.3 

BMSCs: bone marrow mesenchymal stem cells; AML: acute 
myeloid leukemia; MM: multiple myeloma; ALL: acute lym-
phocytic leukemia; HSCT: hemotopoietic stem cell trans-
plantation; Sib: HLA-identical sibling; Ext.: extensive; Issp.: 
immunosuppression; CSA: cyclosporine A; MMF: mycophe-
nolate mofetil; MTX: methotrexate; TAC: tacrolimus; TDM: 
thalidomide; PDN: prednisone 
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90%融合时，0.125%胰酶常规消化传代，到第3代后进

行形态、表型、多系分化及免疫调节功能检测。当细

胞达到要求数目后，消化收集细胞并用生理盐水清洗

细胞2次，计数，锥虫蓝拒染法判断细胞活性在95%以

上，然后重悬于生理盐水中备用。将培养BMSCs的上

清液、运输细胞容器用生理盐水冲洗，进行乙肝、巨

细胞病毒、HIV、支原体检测为阴性，细菌、真菌培养

未见生长。 

有丝分裂原刺激的T细胞增殖：采集正常人外周血，用

淋巴细胞分离液梯度离心分离单个核细胞，用体积分数

为10%胎牛血清、RPMI 1640完全培养基培养2 h，收

获悬浮细胞。加入96孔板，每孔加入0.1 mL含50 mg/L

植物血球凝集素(PHA)的RPMI 1640培养基，含T细胞

1×105。分为3组：①空白对照组：只加T细胞，不加

PHA刺激。②反应组：加入PHA刺激的T细胞。③正常

MSC组：加入PHA刺激的T细胞和正常志愿者的

MSC(MSC∶T细胞=1∶10)。每组设3个平行孔。在体

积分数为5%CO2饱和湿度条件下培养2 d后，加入

37×103Bq/孔的3H-TdR(上海放射医学研究所)，18 h

后收获，用闪烁计数器计数，结果用counts/min(cpm)

表示。 

BMSCs的髓内注射：输注情况见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

取右髂前上棘为穿刺注射点，以2%利多卡因2 mL

局部麻醉，缓慢抽取骨髓液约4 mL腾空，再注射BMSCs

悬 液 2 mL 。 4 例 患 者 的 给 药 剂 量 基 本 控 制 在

(1.0~2.0)×107个/次；给药次数因各种原因(如病情、家

庭、医院等因素)影响，分布于4~8次之间，中位给药次

数为5.75次；合并用药亦有差异，但都为治疗ScGVHD

的传统药物，且用量大为减少。 

疗效评估标准： 

分泌胞内因子的T淋巴细胞的百分率的检测：采集患者

外周血5 mL，按上述方法分离单个核细胞，用体积分数

为10%胎牛血清、RPMI1640完全培养基培养于24孔

板内，每孔加入1 mL，含1×106细胞。 

分为4组：①白细胞介素2组：加入刺激因子豆蔻

佛波醇乙酯 (PMA) (500 μg/L)、Calcium Ionophore  

(50 g/L)各10 μL，以GolgiStopTM 0.67 μL终止刺激反应，

6 h后收集细胞。 γ② -干扰素(IFN-γ)组：与白细胞介素

2组相同。③白细胞介素10组：加入刺激因子脂多糖

(LPS)(100 mg/L) 10 μL，以GolgiStopTM 0.67 μL终止刺

激反应，24 h后收集细胞。④白细胞介素4组：加入刺激

因子植物血球凝集素(0.5 g/mL) 60 μL，3 d后离心弃上

清，用1 mL上述培养基重悬细胞种回原24孔板，同时加

入重组人白细胞介素2 (1 g/L)、重组人白细胞介素4  

(2 g/L)各10 μL，2 d后再加入刺激因子豆蔻佛波醇乙

酯、Calcium Ionophore各 10 μL，以GolgiStopTM  

0.67 μL终止刺激反应，4 h后收集细胞。 

将上述各组收集的细胞1 400 r/min离心6 min，1 mL 

40 g/L多聚甲醛于4 ℃固定10 min，用洗液(含0.5%的牛

血清白蛋白的PBS)洗涤1次，加入1 mL 0.1%皂素室温

破膜1 h，离心弃上清后加入2 μL一抗(一抗为PE标记的

小鼠抗人单克隆抗体白细胞介素2、γ-干扰素、白细胞

介素10、白细胞介素4)于4 ℃孵育30~40 min。孵育结

束后，洗涤细胞两次，并悬浮在500 μL的PBS中，置于

冰上待流式细胞仪检测。 

皮肤硬化程度通过改良的Rodnan评分法(RS)进行评估：

在治疗前及治疗后，根据皮肤受累的严重程度按改良的

Rodnan评分法[18]对所有患者进行评估。该方法是将患

者面部、胸部、腹部、左右侧肢体、手足背等划分为17

个评估部位，每个部位根据皮肤受累的程度按0~3分评

估：0分=正常皮肤；1分=轻度硬厚；2分=明显硬厚，

不能推动；3分=严重硬厚，不能捏起，总记分为0~51

分。 

主要观察指标：分泌胞内因子T淋巴细胞的百分率

的检测，改良的Rodnan评分，患者病情评估，安全性

评估。 

设计、实施、评估者：为本文作者。均经过正规专

业培训。 

统计学分析：由第一作者采用SPSS 12.0软件完成

统计处理，组间比较采用单因素方差分析，P < 0.05为

差异有显著性意义。 

表 2  BMSCs 输注情况 
Table 2  Summary of bone marrow mesenchymal stem cells 

infusion 

ID 
 

Frequency 
 

Inversion time (d) 
 

Dose 
(cells/2 mL) 

 

Concomitant 
medications (mg/d)

 

1 1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

  0 
 +9 
+14 
+22 
+28 
+35 
+49 
+52 

1.2×107 

2.0×107 

1.0×107 

2.0×107 

2.0×107 

2.0×107 

2.0×107 

1.5×107 

PDN(20)-TAC(19)-TD
M(50) 

2 1 
2 
3 
4 

  0 
+14 
+39 
+47 

1.0×107 

2.1×107 

1.1×107 

1.0×107 

PDN(5) 

3 1 
2 
3 
4 

  0 
 +8 
+15 
+22 

1.8×107 

1.5×107 

1.0×107 

2.0×107 

TAC(19) 

4 1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 

  0 
 +7 
+14 
+28 
+38 
+45 
+52 

2.2×107 
1.7×107 

1.4×107 

2.1×107 

2.0×107 

1.9×107 

1.0×107 

PDN(5)-MMF(0.25)

PDN: prednisoner; TAC: tacrolimus; TDM: thalidomide; MMF: myco-
phenolate mofetil  
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2  结果 

 

2.1  BMSCs的基本生物学特性  

 
细胞形态： 

原代培养的细胞大部分于24 h内即贴壁，呈梭形。经过换液、传代，

造血细胞基本消失，视野中均为成纤维样细胞，见图1a。 

 

分化潜能： 

细胞在成脂培养体系中培养14 d，光镜下可见胞浆中充满脂肪小

泡，细胞油红O染色呈阳性，见图1b；在成骨培养体系中培养，第

14天von Kossa染色显示有大量钙化基质沉积，见图1c。 

 

免疫表型： 

流式细胞仪检测显示细胞高表达Flk-1，同时高表达黏附分子CD29、

CD44、CD106、CD105；但造血内皮细胞的标记CD34、CD31均

为阴性，同时也不表达MHC-Ⅱ类分子HLA-DR，见图2。 

 

免疫调节T细胞增殖： 

来源于正常志愿者的BMSCs能明显抑制T细胞的增殖，在两者比例

为1:10的情况下，T细胞的增殖可以抑制到不和BMSCs共培养时的

66.7%，与以前的实验结果类似，见图3。 

 

  

     

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  BMSCs能明显逆转患者外周血中辅助性T淋巴细
胞亚群的比例  见图4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1  Morphology and differentiation of bone marrow  
derived mesenchymal stem cells (BMSCs) 

图 1  骨髓间充质干细胞的形态及分化潜能 

a: The cell morphology 
of BMSCs at 3rd pas-
sage (×100) 

b: Von Kossa staining 
of BMSCs after os-
teogenic induction 
(×100) 

c: Oil-red O staining 
of BMSCs after 
adipogenic induction 
(×100) 

Figure 2  Immunphenotypes of bone marrow derived me-
senchymal stem cells 

图 2  骨髓间充质干细胞的免疫表型 

Figure 3  The inhibitory effects of bone marrow derived me-
senchymal stem cells (BMSCs) on T lymphocyte 
proliferation in mitogen proliferative assays  

图 3  骨髓间充质干细胞在有丝分裂原刺激的 T 细胞增殖实

验中抑制 T 细胞的增殖 
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aP < 0.05, vs. T0; bP < 0.05, vs. Ts 

Figure 4  Percentage of intracellular cytokines producing T
lymphocyte subsets detected by flow cytometry 

图 4  流式细胞仪检测分泌胞内因子的 T 淋巴细胞的百分率
 

a: Patient 1, polygram detected by flow cytometry at days 0, +14, 
+28, and +49 of BMSCs infusion 

b: Patient 2, polygram detected by flow cytometry at days 0, +14, +39, 
and +47 of BMSCs infusion 

c: Patient 3, polygram detected by flow cytometry at days 0, +8, +15, and 
+22 of BMSCs infusion 

d: Patient 4, polygram detected by flow cytometry at days 0, +7, +14, 
+28, and +35 after BMSCs infusion 

a 
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为了观察ScGVHD患者及经BMSCs治疗后体内

Th1和Th2细胞的比例变化情况，在治疗前后多个时间

点提取患者外周血单个核细胞经过刺激因子的刺激后，

应用流式细胞术检测γ-干扰素、白细胞介素2、白细胞

介素10、白细胞介素4生成细胞的比例。胞内细胞因子

检测结果显示4例患者在BMSCs治疗前白细胞介素10

和白细胞介素4生成细胞的比例显著高于白细胞介素2

和γ-干扰素生成细胞的比例，两种细胞的比例明显失

衡，而且通过白细胞介素10和白细胞介素4抗体及白细

胞介素2和γ-干扰素抗体进行流式细胞术检测结果一

致，提示ScGVHD患者体内Th0细胞的分化失衡，Th0

倾向于向Th2细胞的分化；而经过BMSCs的多次注射治

疗后，患者体内的白细胞介素10和白细胞介素4生成细

胞的比例逐渐下降，而白细胞介素2和γ-干扰素生成细

胞的比例对应逐渐上升，4例患者的总体变化趋势是一

致的。 

将4例患者BMSCs治疗前及治疗后的最后一次流

式结果进行统计学分析，显示分泌4种胞内因子T细胞的

百分率均具有统计学差异，见图5，提示BMSCs在患者

体内对过度升高的Th2细胞的分化发挥了适当的调节作

用，下调了Th0向Th2的分化，从而使Th1细胞的比例上

调，进而扭转了Th1细胞和Th2细胞的比例失衡而达到

新的平衡点。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  患者病情评估结果  全部病例随访的中位时间为

14.1个月(4.6~23个月)，4例患者的RS值均显著降低

(>75%)，见图6。症状和体征也获得了明显的改善，输

注BMSCs后的前两周，患者四肢皮肤略变软，肿胀减

轻，下肢皮肤疼痛减轻，双足皮溃处形成黄痂，干燥无

渗液；局部硬化皮肤色泽明显变浅。经间断多次输注

BMSCs后全身皮肤较前软化，皮肤自觉瘙痒，多处皮

肤新生，新生皮肤脱屑减少，无破溃和溢脓现象，毛发

逐渐长密变黑，出汗较前明显增多；四肢皮肤肿胀好转，

疼痛减轻甚至消失；关节活动度增加，甚至可自行行走；

双手掌皮肤可见皮纹；皮溃处黄痂脱落，干燥无渗液；

免疫力也增强，感冒发烧次数明显减少，见图7。 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

    

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

另外，BMSCs治疗期间的合并用药显著减量，见

表1和表2。综上所述，BMSCs于治疗后的前两周即开

始发挥疗效，使患者的临床症状改善，再经后续BMSCs

的输注，疗效得以维持。 

2.4  安全性评估  全部病例在进行BMSCs输注前后及

过程中均密切监测了心电图、血氧饱和度、体温、脉搏、

皮肤颜色、呼吸和血压的变化，以及有无其他不良反应

的发生，并且进行了肝肾功能等相关的血液生物化学检

查，均未发现异常。另外，在中位时间为14.1个月(4.6~23

个月)的治疗随访期内，并未出现白血病的复发。从而提

Figure 5  Comparison of the four intracellular cytokines pro-
ducing cells percentage between pre-infusion and 
the last infusion of bone marrow derived mesen-
chymal stem cells   

图 5  BMSCs 治疗前及治疗后分泌 4 种胞内因子的 T 细胞的
百分率的比较 

Figure 6  Comparison of Rodnan score between 
pre-infusion and the last infusion of of bone 
marrow derived mesenchymal stem cells   

图 6  四例患者在 BMSCs 治疗前及治疗后进行 Rodnan 
评分比较 

aP < 0.05, vs. untreated 

Figure 7  The change process of skin lesion before and after
of bone marrow derived mesenchymal stem cells
(BMSCs) infusion 

图 7  ScGVHD 患者 BMSCs 治疗前后皮损的变化过程 

a: Change process of skin lesion of the right ankle at days 0, +14, and 
+123 after BMSCs initial infusion 

b: Change process of skin lesion of the right ankle at days 0, +14, and 
+123 after BMSCs initial infusion 
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示BMSCs的治疗是安全可靠的。 

 

3  讨论 

 

Th淋巴细胞亚群主要包括Th0、Th1及Th2三种细胞

状态，Th0细胞在一定的信号刺激下可分化成Th1和Th2

细胞，前者主要分泌γ-干扰素和白细胞介素2，而后者

主要分泌白细胞介素10和白细胞介素4。目前认为

Th1/Th2比例的平衡消长是决定机体免疫状态的基本因

素[19]。Th细胞的比例失衡是很多免疫疾病很重要的病理

机制，在免疫系统异常疾病的研究中越来越受到关注。

研究已表明急性GVHD是一种Th1升高的疾病[20]，相反，

在纤维化疾病中，则常见Th2细胞比例增高[21]。而且在

本研究中也观察到了cGVHD患者体内确实存在着Th细

胞的比例失衡问题，表现为Th2的比例升高。 

BMSCs具有易扩增、低免疫原性及免疫调节功能，

在免疫系统异常疾病的治疗方面具有非常广阔的应用

前景。而且也有一些研究结果显示BMSCs能够影响Th

淋巴细胞的分化，但是其对正常和异常免疫系统的影响

可能并不一致。本实验室在以前的研究中发现BMSCs

对正常Th细胞分化的影响主要是抑制Th0向Th1细胞的

分化[22]。但更为有趣的是BMSCs对Th细胞比例升高或

降低的免疫系统异常的疾病均具有治疗作用。目前不仅

在动物模型中证实BMSCs可以治疗急性GVHD，同时这

种治疗方法已经应用于临床，获得了很好的疗效[12-15]。 

BMSCs移植研究的结果显示，BMSCs在急性期治疗肝

纤维化和肺纤维化也均具有很好的疗效[23-24]。由此可

推，BMSCs可用于治疗ScGVHD。 

在正常骨髓中，BMSCs的数量是很少的，仅占单

个核细胞的104到105分之一，因此，在正常情况下，

BMSCs可能并不影响免疫系统对外来抗原发生的免疫

反应，这一点与体外的研究结果是一致的：在PHA刺激

的T细胞增殖和混合淋巴细胞反应中，当BMSCs 与T细

胞的比例为1∶100时，BMSCs对T细胞增殖的抑制作用

消失。而且BMSCs移植于正常体内后，对正常免疫系

统的免疫能力的调节作用亦呈剂量依赖性，当移植的

BMSCs数量降至104数量级时，对正常免疫系统的调节

能力不复存在[10]。但是BMSCs在体外极易扩增，抽取

少量的骨髓即能在短期内培养出数百万的BMSCs，而

且低免疫原性，因此可进行BMSCs的大量移植用于治

疗免疫系统异常疾病。此外，本实验室在小鼠体内的研

究结果表明在BMSCs移植后一到两周的时间内，对细

胞的免疫调节作用最明显，随着时间的推移，3周后免

疫调节作用已明显减弱，在移植4周后免疫调节作用已

基本消失[22]。加之ScGVHD是慢性发展的疾病，所以

本研究对患者进行BMSCs的输注采用间隔多次给药

法，时间间隔控制在一到两周并且剂量控制在107数量

级[25-26]。Gao等[27]报道小鼠骨髓来源的BMSCs细胞体

积较大，大于小鼠最小的肺毛细血管直径，经静脉输注

后，48 h内大部分阻留于肺，影响其归巢骨髓。所以本

实验采用了骨髓内输注BMSCs。经过多次输注BMSCs

后，Th细胞的比例发生了明显的变化，Th1的比例上调，

Th2的比例相应的下调，从而使两者达到了新的平衡点。

与之相应，患者的临床症状也逐渐的好转，而且合并用

药显著减量。提示cGVHD的发病确实与Th细胞的比例

失衡有关，并且BMSCs对其有明显的逆转作用，进而

发挥了治疗此病的疗效。 

本研究所选患者均为原发白血病治疗缓解后进行

非清髓造血干细胞移植后发生的cGVHD。以前有报道

表明BMSCs的髓内移植能够增加白血病的复发[28]。一

些研究显示异基因造血干细胞移植后发生GVHD的受

者复发率较不发生者低、生存期延长，这些正向效应是

通过移植物抗白血病来实现的[29]，GVHD往往与移植物

抗白血病并存，如果GVHD的作用减弱，那么移植物抗

白血病的作用也会相应的减弱，从而导致白血病的复

发。但在本研究中，从患者进行BMSCs治疗开始至治

疗后的随访期(中位时间14.1个月)内，并未出现白血病

的复发。提示BMSCs的免疫调节作用具有选择性而且

具有把握度。同时也未发现任何与BMSCs治疗相关的

不良反应或副作用出现。提示BMSCs的治疗是安全可

靠的。而且，为了证实在体外分离、培养的BMSCs临

床应用的安全性，本实验室采用恒河猴BMSCs输注联

合造血干细胞移植实验证实了BMSCs体内移植具有安

全性。并且在Ⅰ期临床试验中，健康志愿者输注自体骨

髓培养的原始间充质干细胞分为3个剂量组5×104/kg，

5×105/kg，2×106/kg，均证明安全，耐受性良好[25]。 

综上所述，BMSCs对ScGVHD是有治疗效果的，

为临床治疗ScGVHD开辟了一个新的方法，从而能提高

白血病患者骨髓移植的存活率。但由于样本数较少，需

要进一步扩大规模进行临床研究，以进一步证实其安全

性和疗效。 
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1  骨形态发生蛋白2和音猬因子体外诱导骨髓

间充质干细胞向成骨细胞的分化 

徐晓峰(江苏大学附属医院骨科，江苏省镇江市  

212001) 

国家自然科学基金资助项目(30570981)；镇江
市社会发展基金资助项目(SH2002019) 

推荐理由：传统的间充质干细胞向成骨细
胞方向诱导方式包括体内、体外，但体内诱导
存在不足，所以目前诱导间充质干细胞向成骨
细胞分化的研究多在体外进行。在体外诱导间
充质干细胞向成骨细胞分化需要特定的诱导条
件，优良的诱导剂以及合适的剂量。骨形态发
生蛋白2能诱导和加速骨髓间充质干细胞向成
骨样细胞分化。音猬因子则参与调控成骨细胞
的发育、增殖过程。 

实验通过骨形态发生蛋白2和音猬因子诱
导间充质干细胞向成骨细胞转化中发现，上述
两诱导因子的相互作用可以促进碱性磷酸酶的
表达和成骨细胞的分化、增殖和骨骼的成形，
见2009年36期7093页。 

 

2  荧光活性染料DiI标记的大鼠骨髓基质干细

胞生长增殖及其成骨分化 

黎洪棉(中山大学附属中山医院博士后科研工
作站，整形美容外科，广东省中山市  528403；
南方医科大学博士后科研流动站，广东省广州
市  510515) 

第45批中国博士后基金(20090450910)；广西
自然科学基金(桂科自0991112) 

 

3  体外培养骨髓基质细胞向成骨细胞的分化 

徐展望(山东中医药大学附属医院骨科，山东省
济南市  250012) 

山东省科技厅资助项目(2002年度山东省中医
药科技发展计划第13号) 

 

4  富血小板血浆诱导犬骨髓间充质干细胞的

体外成骨 

尹科(中南大学湘雅医院骨科，中南大学骨科研
究所，湖南省长沙市  410008) 

湖南省科技厅科技计划资助(06sk3029-2) 

 

5  瘦素对人骨髓间充质干细胞成骨分化的影

响 

李华青 ( 山西医科大学，山西省太原市  

030001) 

 

6  合成成骨生长肽对人骨髓间充质干细胞成

骨转化的促进 

徐杨 (福建省立医院骨一科，福建省福州市  

350001) 

福建省科技厅青年人才创新项目(2006F3031) 

 

7  疏密波最佳波段组合诱导大鼠骨髓间充质

干细胞向软骨细胞的分化 

吴广文(福建中医学院中西医结合研究院，福建
省福州市  350108) 

福建省中医药科研重点课题(WZZG0601-2)；福
建省教育厅A类科技项目(JA07113)  

 

8  腺相关病毒介导人血管内皮生长因子165基

因转染后人骨髓基质细胞的成骨分化 

李伟(郧阳医学院附属人民医院骨关节科，湖北
省十堰市 442000) 

 

9  脉冲电磁场对小鼠骨髓间充质干细胞体外

成骨分化的影响 

方真华(华中科技大学同济医学院附属普爱医
院(武汉市骨科医院)足踝外科，湖北省武汉市 

430033) 

 

10  富血小板血浆对人骨髓间充质干细胞成骨

诱导的影响 

张洪涛(中山大学附属第三医院，中山大学博士
后流动站，广东省中山市  528403) 

中国博士后科研基金项目(20080430810)；中
山市科技计划项目(20082A102) 

 
全文详见http://www.crter.org/sites/MainSite/ 
Detail.aspx?StructID=99386 

ISSN 1673-8225  CN 21-1539/R  2010 年版权归《中国组织工程研究与临床康复》杂志社所有 


