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Effect of human bone marrow mesenchymal stem cells on T cell activation in patients with 
systemic lupus erythematosus 
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Abstract 

 
BACKGROUND: Bone marrow mesenchymal stem cells (BMMSCs) have immunological effects and can treat autoimmune 

disease. 

OBJECTIVE: To explore the effect of human BMMSCs on T cell activation in patients with systemic lupus erythematosus (SLE) in 

vitro. 

METHODS: BMMSCs were cultured and the 3rd passage cells were digested by trypsin. The concentration of cells was identified 

by flow cytometry. And MMSCs were divided into 1×108/L and 1×107/L group. Totally 10 mL peripheral blood lymphocytes (PBL) 

were obtained from 27 cases with SLE and incubated into BMMSCs with concentration of 1×109/L, 100 µL per well. Expression 

rates of CD3+ T cells CD25 (IL-2R) and CD38 were calculated by flow cytometry. 

RESULTS AND CONCLUSION: Compared with the control group, the expression of CD25 and CD38 were obviously suppressed 

in the 1×108/L group (P < 0.01). But there was no significant change in the 1×107/L group. The results demonstrated that BMMSCs 

inhibit T cell activation in patients with SLE in a dose-dependent manner. 
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摘要 

 
背景：骨髓间充质干细胞具有免疫调节作用，可治疗自身免疫性疾病。 

目的：探讨在体外人骨髓间充质干细胞对系统性红斑狼疮患者 T 细胞活化的影响。 

方法：分离、培养人骨髓间充质干细胞，培养至第 3 代以后的细胞胰蛋白酶消化后用流式细胞仪确定其浓度，按照不同浓度

将骨髓间充质干细胞设为 1×108
，1×107L-1

两组。取肝素抗凝新鲜 27 例系统性红斑狼疮患者患者外周血 10 mL，分离培养 T

淋巴细胞，以 1×109 L-1
的细胞浓度，100 µL/孔，接种两组骨髓间充质干细胞上，以单纯统性红斑狼疮患者的 T 淋巴细胞作

为对照组。通过流式细胞术计算 CD3+ T 细胞 CD25(IL-2R)和 CD38 细胞的表达率。 

结果与结论：与对照组比较，1×108 L-1
浓度组的骨髓间充质干细胞对系统性红斑狼疮患者 CD25 及 CD38 的表达呈明显抑制

作用(P < 0.01)，1×107 L-1
浓度组，无明显变化。结果表明：骨髓间充质干细胞抑制系统性红斑狼疮患者 T 细胞的活化，且

对这种抑制作用具有数量依赖性。 

关键词：系统性红斑狼疮；骨髓间充质干细胞；T 淋巴细胞；自身免疫性疾病；流式细胞仪 
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0  引言 

 

系统性红斑狼疮(systemic lupus erythe-

matosus，SLE)是一种病因尚未完全清楚的累及

多脏器的自身免疫性疾病，临床治疗相当棘手，

常需终身行自身免疫抑制治疗，特别是那些愈后

因素不良的患者，生活质量低下[1-7]。近年来 T 细

胞活化异常在 SLE 发病中的作用越来越引起人

们的关注[8]。目前免疫抑制剂仍是治疗 SLE 的

主要手段，因存在不良反应大，复发率高，有

效率低的问题，尚需寻找治疗 SLE 的其他途径。

许 多 报 道 指 出 骨 髓 间 充 质 干 细 胞

(mesenchymal stem cell，MSC)具有免疫调节

作用，可治疗自身免疫性疾病[9]。本实验旨在

探讨 MSC 对 SLE 患者 T 细胞活化的影响，为

MSC 治疗 SLE 提供理论依据。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞学体外实验。 

时间及地点：2009-01/12 在安徽医科大学

第一附属医院中心实验室完成。 

对象：27 例患者均来自本院门诊和住院  
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处，其中男 6 例，女 21 例，平均年龄为 31 岁(13~46

岁)，所有病例均为初诊。 

纳入标准：经临床表现与实验室检查确诊的系统性红

斑狼疮患者且为初诊。 

排除标准：经过治疗的系统性红斑狼疮患者不在实验

范围。 

采集 27 例系统性红斑狼疮患者的外周血。实验经

患者签署知情同意书，并获得本院医学伦理委员会批

准。 

材料： 

 

实验主要材料 来源 

成人骨髓 

 

体积分数为 10%胎牛血清 

 

低糖 DMEM 

流式细胞仪 

BB5060UV CO2培养箱 

IX50-12 倒置相差显微镜 

荧光标记的小鼠抗人 CD29-PE、

Sca-1-PE 、 CD105-PE 、

CD44-FITC 、 CD34-PE 、

CD45-FITC、HLA-DR-FITC、

抗-CD25-PE、抗-CD38-PE 和

抗-CD3-FITC 

安徽医科大学第一附属医院

中心实验室提供 

加拿大 Stemcell  Technol-

ogies 公司 

美国 Sigma 公司 

美国 Beckman Coulter 公司

美国 Heraeus 公司 

日本 Olympus 公司 

美国 PharMingen 公司 

 

方法： 

MSC 的分离、培养及表面分子鉴定：肝素抗凝的成人

骨髓用磷酸盐缓冲液倍比稀释后，加于 Percoll 上密度

梯度离心(1 500 r/min，30 min)，收取单个核细胞，用

磷酸盐缓冲液洗涤 2 次后计数，按 2×105/cm2的密度接

种于 25 cm2培养瓶中，培养体系为含体积分数为 10%

胎牛血清的低糖 DMEM, 在 37 ℃，体积分数为 5%的

CO2，饱和湿度条件下培养。72 h 后去除非贴壁细胞，

以后每三四天换液 1 次，当贴壁细胞达 90%融合时，用

0.125%胰蛋白酶-EDTA 消化，细胞按 5×103/cm2 的密

度接种传代，传至 3~5 代。培养至第 3 代以后的细胞用

胰蛋白酶消化后用流式细胞仪确定所分离的 MSC 的浓

度。按照不同细胞浓度将 MSC 设为 1×108，1×107 L-1

两组，每孔 100 µL 分别加入 96 孔板。待其贴壁后，

经 60Co-γ射线照射，照射剂量为 10 Gy，以去除其增殖

分化能力。 

SLE 患者外周血 T 淋巴细胞的分离培养：取肝素抗凝新

鲜 SLE 患者外周血，磷酸盐缓冲液倍比稀释后，用淋

巴细胞分离液分离出外周血单个核细胞，磷酸盐缓冲液

洗涤 2 次，用含体积分数 20%胎牛血清的 RPMI1640

培养基悬浮，调整细胞浓度为 1×109L-1，将细胞悬液加

入尼龙棉柱内，平置于 37 ℃温箱中孵育 1 h，用预温至

37 ℃的上述培养液冲洗出非黏附细胞即为 T 淋巴细胞，

洗涤后重悬于培养基中备用。分离后的 T 淋巴细胞经流

式细胞仪检测其纯度可达 80%以上。 

SLE 患者 T 淋巴细胞 CD25(IL-2R),CD38 表达的检测：

将分离得到的 SLE 患者的 T 淋巴细胞以 1×109 L-1的细

胞浓度，100 µL/孔，接种两组 MSC 上。以单纯 SLE

患者的 T 淋巴细胞作为对照组。每组设 3 个复孔。加入

植物血凝素且终浓度为 10 mg/L 以刺激 T 淋巴细胞活

化，于 37 ℃，体积分数为 5%的 CO2，孵育培养 5 d。

加入抗-CD25-PE, 抗-CD38-PE 和抗-CD3-FITC，各

种荧光素标记抗体的量为 20 µL，室温避光孵育 30 min。

磷酸盐缓冲液洗涤 2 次后弃上清，加入 1 mL 磷酸盐缓

冲液悬浮细胞，然后加入 0.4 mL 10 g/L多聚甲醛于 4 ℃

固定 30 min，经流式细胞仪和 Cell Quest 软件获取和

分析全部数据。计算 CD3+CD25+及 CD3+CD38+T 细胞

的百分率。实验重复 3 次取平均值。 

主要观察指标：分别以不同数量 MSC 加入到植物

血凝素刺激的系统性红斑狼疮患者T淋巴细胞增殖体系

中，通过流式细胞术计算 CD3+T 细胞 CD25(IL-2R)和

CD38 细胞的表达率。 

设计、实施、评估者：设计为第一、二、三作者，

实施为第一、二作者，评估为第三、四、五作者，均经

过正规培训。 

统计学分析：由第一作者应用 SPSS 12.0 软件分

析结果，数据用x
_

±s 表示，组间比较采用 t 检验，P < 0.05

为差异有显著性意义。 

 

2  结果 

 

2.1  MSC 的形态及纯度鉴定  原代培养的 MSC 通常

在培养 72 h 左右出现分散存在贴壁的细胞克隆，细胞

形态均一，呈纺锤形，平均 14 d 细胞达 90%融合，传

代培养的细胞一般 7 d 传代 1 次。胰酶消化传代培养的

细胞于 24 h 内完全贴壁，形态与原代细胞相似，见图 1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1  Morphology of bone marrow mesenchymal stem 
cells at 21 d after culture (×40) 

    图 1  MSC 培养后 21 d 的形态学(×40) 
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    流式细胞术检测细胞表面抗原，结果显示 MSC 高

表达 CD29，Sca-1，CD105，CD44，而 CD34，CD45，

HLA-DR 阴性。3 代以后 MSC 的纯度可达 95%以上。 

2.2  MSC 抑制 SLE 患者 T 淋巴细胞的活化  结果显

示，MSC 抑制植物血凝素刺激的 SLE 患者外周血 T 淋

巴细胞活化标志的表达，而且这种抑制作用具有数量依

赖性，MSC 数量越多，抑制作用愈强。与对照组比较，

1×108 L-1浓度的 MSC 对 SLE 患者 CD25 及 CD38 的

表达呈明显抑制作用，差异有显著性意义(P < 0.01)，

而与浓度为 1×107 L-1 时比较，差异无显著性意义(P > 

0.01)，见表 1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

系统性红斑狼疮(systemic lupus erythematosus，

SLE)是一种较常见的全身多器官系统受累的自身免疫

病，病因及发病机制未明，其中 T 细胞失衡是重要的发

病机理之一，T 细胞异常可造成细胞因子表达失衡及细

胞内信号失衡，从而诱导自身免疫反应。与健康对照相

比 SLE 外周血 T 细胞的早期活化标志 CD69、中期活

化标志 CD25 及晚期活化标志人类白细胞抗原(HLA) - 

DR 表达均增高，说明 SLE 患者 T 细胞异常活化。有

实验表明外周血中 HLA-DR+CD4+细胞数与血清中 IgG

水平呈正相关[10]。SLET 细胞 HLA-DR 的表达与血清补

体 C3 的水平呈正相关，由于血清 C3 水平与疾病活动

性呈负相关，故高度活化的 HLA-DR+T 细胞可能对 SLE 

起保护作用[11]。有报道反映 T 细胞活化的 CD69 与 CD3

细胞数的比率与 SLE 疾病活动性呈正相关[8]。CD4+ 

CD25+T 细胞作为一个具有独立功能的 T 细胞亚群，在

维持自身免疫耐受过程中具有不可替代的作用。CD4+ 

CD25+T 细胞数量减少可以导致小鼠自身免疫疾病的发

生[12-14]。SLE 患者外周血中白细胞介素 1、白细胞介素

6、干扰素、肿瘤坏死因子等细胞因子均高水平表达，

这些活性 T 细胞分泌的细胞因子参与 SLE 的发病。血

清中高表达的白细胞介素 1 和 CD4+亚群中 Th1 主要产

生干扰素 1，Th2 产生白细胞介素 4、白细胞介素 5 和

白细胞介素 10。Th1 和 Th2 保持平衡在正常的免疫反

应中起重要的作用[15-20]。 

骨髓间充质干细胞具有多向分化，高度增殖及体外

扩增能力[21]。典型的细胞表面标志是 CD29，CD44，

CD166, CD105，Sca-1, 而 CD34，CD45，HLA-DR

阴性 [22] 。可表达多种造血细胞因子，如 SCF，

FLt3-Ligand，TPO，LIF，G-CSF， 白细胞介素 6，白

细胞介素 11，具有支持造血功能[23-24]。表达多种黏附分

子，与 T 细胞反应有关的有血管内皮细胞黏附分子 1，

细胞间黏附分子 1，LFA-3[25-26]。不表达或低表达 MHC

分子及共刺激分子 CD80，CD86，CD40，CD40L，无

免疫原性，逃逸 CTL 和 NK 细胞攻击[27-28]。 

近年来许多研究表明 MSC 具有免疫调控作用, 抑

制由丝裂原引起的 T 细胞活化，这种抑制作用的强弱与

MSC 剂量相关。MSC 具有阻断或降低抗原提呈细胞的

免疫激活功能，因缺少共刺激分子这-T 细胞激活的第二

信号，致 T 细胞失能而失去活化能力[29]。MSC 下调高

亲和力白细胞介素 2R 的表达，因此白细胞介素 2 的分

泌减少。白细胞介素 2 是参与 T 细胞活化过程中最重要

的细胞因子。MSC 上调调节性 T 细胞的表达，通过与 T

细胞的直接接触，促进转化生长因子 β1，白细胞介素 4，

白细胞介素 10 等细胞因子表达，而发挥抑制 T 细胞活

化作用[30]。 

本实验显示，MSC可抑制植物血凝素刺激的SLE患

者活化T细胞的活化，且具有数量依赖性。此外，MSC

与环孢素A具有协同作用，环孢素A主要通过阻断白细胞

介素2转录，抑制CTL激活及抑制干扰素γ分泌而在治疗

SLE过程中发挥作用。但实验仅限于在体外，在系统性

红斑狼疮患者体内是否仍能达到预期的效果尚须进一

步研究。 
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○ 自体造血干细胞移植：自体外周血造血干细

胞移植及自体骨髓移植 

○ 自体造血干细胞移植：自体外周血造血干细

胞移植及自体骨髓移植 

○ 脐带血造血干细胞移植：自体脐血移植、血

缘供者脐血移植及非血缘供者脐血移植 

○ 异基因供者造血干细胞采集、保存、运输 

○ 组织配型 

○ 脐带血采集、检查、分离、冻存、复苏及临

床应用 

○ 清髓性预处理方案 

○ 非清髓性预处理方案 

○ 异基因造血干细胞移植移植效果评价：染色

体、血型、红细胞和白细胞同工酶等 

○ 造血重建 

○ 造血干细胞移植并发症：移植物抗宿主病、

出血性膀胱炎、肝静脉闭塞病、间质性肺炎、

感染、出血及口腔溃疡 

○ 造血干细胞移植适应证 

○ 免疫抑制剂的使用 

 
 

来自本文课题的更多信息-- 

基金资助：安徽 省 教育 厅自然 科 学基 金资助 项 目
(2006kj417B)：骨髓间充质干细胞治疗再生障碍性贫血的
机制研究。 

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经
济组织直接或间接的经济或利益的赞助。 

课题的创新点：系统性红斑狼疮是一种病因尚未完全
清楚的累及多脏器的自身免疫性疾病，临床治疗相当棘手，
常需终身行自身免疫抑制治疗，近年来 T 细胞活化异常在
系统性红斑狼疮发病中的作用越来越引起人们的关注，骨
髓间充质干细胞具有免疫调节作用，可治疗自身免疫性疾
病，本课题探讨在体外人骨髓间充质干细胞对系统性红斑
狼疮患者 T 细胞活化的影响，为间充质干细胞治疗系统性
红斑狼疮提供理论依据。 

课题评估的“金标准” ：骨髓间充质干细胞的分离、培
养及表面分子鉴定，系统性红斑狼疮患者外周血 T 淋巴细
胞的分离培养，T 淋巴细胞 CD25(IL-2R)，CD38 表达的检
测均为国际公认的指标。 

设计或课题的偏倚与不足：实验仅限于在体外，在实
验动物体内，系统性红斑狼疮患者体内是否仍能达到预期
的效果尚须进一步研究。 

提供临床借鉴的价值：骨髓间充质干细胞具有免疫抑
制作用，通过对系统性红斑狼疮患者 T 细胞活化的影响，
探讨治疗自身免疫性疾病的可行性。 
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