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Abstract 

BACKGROUND: Previous studies have found bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) have immunosuppressive effects. 

T lymphocytes in patients with aplastic anemia (AA) are abnormal activatory and proliferous. 

OBJECTIVE: To study the inhibitory effects of BMSCs on T lymphocyte proliferation in vitro in AA patients. 

METHODS: T lymphocytes were isolated from the peripheral blood of patients with AA and stained with carboxyfluorescein 

diacetate succinimidyl ester (CFDA SE), and then co-cultured with BMSCs at 1:3 ratio using closing-contact and Transwell 

methods. Phytohemagglutinin was added to stimulate T lymphocytes proliferation. Besides, negative and positive controls were 

set.  

RESULTS AND CONCLUSION: Flow cytometry was used to detect the T cell proliferation. CFDA SE staining analysis showed 

that T lymphocyte proliferation in closing-contact group was much lower than positive control (P < 0.01). T lymphocyte 

proliferation in Transwell group was lower than positive control (P < 0.05). Besides, T lymphocyte proliferation in closing-contact 

group was much lower than Transwell group (P < 0.01). BMSCs can inhibit abnormal proliferation of T cells in patients with AA 

possibly through closing contact and secreting some cytokines, which makes it possible to correct the immune abnormalities in 

AA. Furthermore, the closing-contact mechanism may play a major role in inhibiting T cell proliferation. 

 

Liu ZH, Xiao Y, Jiang ZJ, Li Li, Gao Y, Li YH, Li L, Wang YC, Kuang LP. Experimental study on bone marrow mesenchymal stem 

cells inhibiting T lymphocytes proliferation in patients with aplastic anemia.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang 

Kangfu. 2011;15(36): 6679-6682.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

背景：既往研究发现骨髓间充质干细胞具有免疫抑制作用，而再生障碍性贫血患者存在 T淋巴细胞异常活化及增殖。 

目的：体外分析骨髓间充质干细胞对再生障碍性贫血患者外周血 T淋巴细胞增殖的抑制作用。 

方法：分离再生障碍性贫血患者外周血 T淋巴细胞，行羧基荧光素乙酰乙酸琥珀酰亚胺酯(CFDA SE)荧光染色，与体外培

养扩增的骨髓间充质干细胞按 3︰1比例直接接触法及 Transwell法共培养，加入植物血凝素(PHA)刺激 T淋巴细胞增殖，

并设阴性及阳性对照。流式细胞术检测各组 T细胞增殖情况，评价骨髓间充质干细胞对 T淋巴细胞增殖的影响。 

结果与结论：CFDA SE染色分析显示，直接接触组 T细胞增殖较阳性对照组明显减低(P < 0.01)；Transwell组 T细胞增殖

亦较阳性对照组减低(P < 0.05)；直接接触组 T细胞增殖较 Transwell组明显减低(P < 0.01)。骨髓间充质干细胞可能通过直

接接触及分泌某些细胞因子方式抑制再生障碍性贫血患者异常增殖的 T细胞，以直接接触方式发挥主要作用。 

关键词：再生障碍性贫血；骨髓间充质干细胞；T淋巴细胞；增殖；免疫抑制 
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0  引言 

 

T细胞免疫机制在再生障碍性贫血

(aplastic anemia，AA)的发病中占有重要地位，

既往研究发现，AA患者外周血中存在T淋巴细

胞的异常活化和增殖
[1-2]
。近年来，随着对骨髓

间充质干细胞(bone mesenchymal stem cell，

BMSC)研究的不断深入，发现BMSC在体内、

外均可抑制淋巴细胞的增殖，具有免疫抑制作

用。体外研究表明，间充质干细胞可抑制丝裂

源刺激的CD3
+
、CD4

+
和CD8

+
T细胞增殖，可

显著降低丝裂源刺激后T细胞活化标记CD25、

CD38和CD69的表达。这种抑制作用具有剂量

依赖性，淋巴细胞增殖的抑制程度随间充质干

细胞数量的增加而加强，当间充质干细胞与淋

巴细胞的比例为1∶100时仍可对T细胞的增殖

产生一定程度的抑制作用
[3-5]
。最近的研究明确

指出，间充质干细胞对T细胞增殖的抑制作用不

受主要组织相容性复合物的限制，因为无论是

来自供体、受体或第三者的间充质干细胞均具

有相似的免疫调节作用
[6-8]
。因此，体外分离、

扩增BMSC，在AA疾病领域中探索其对异常活

化、增殖淋巴细胞的作用及机制具有重要意义。 

 

1  对象和方法 

 

设计：细胞学体外实验。 
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时间及地点：于2010-10/2011-01在解放

军广州军区总医院医学实验科完成。 

对象：  

纳入标准：①根据血液病诊断及疗效标准

(第三版)诊断为CAA的患者。②年龄18~70岁，

性别不限。③心脏彩超左室射血分数大于50%，

肝功能转氨酶、血肌酐在正常值上限2倍以内。

④无急性传染病。 

排除标准(排除含以下任一种情况)：①有恶性

肿瘤及其他克隆性疾病者。②有严重心、肝、

肾疾病及严重并发症患者。③活动性结核、急

性重症肝炎及其他传染病活动期者。④合并严

重感染者。 

共纳入3例CAA患者，均为本院血液科收

治的住院患者。 

另选择 3名健康志愿者提供骨髓培养

BMSC。 

实验试剂和仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

BMSC的分离、培养：肝素抗凝的健康成人骨

髓10 mL，小心铺于8~10 mL淋巴细胞分离液上

层，行密度梯度离心(2 300 r/min，20 min)，收

集中间白膜层单个核细胞，PBS洗涤2次，按

2×10
5
/cm

2
密度接种于25 cm

2
细胞培养瓶中，

培养体系为含体积分数为10%胎牛血清的低糖

DMEM培养基，在37 ℃，体积分数为5%CO2，

饱和湿度条件下培养。48 h后去除非贴壁细胞，

以后每3 d或4 d换液1次，当贴壁细胞达

80%~90%融合时，用0.125%胰蛋白酶-EDTA

消化，细胞按1×10
4
/cm

2
的密度接种传代，传

至第3代的细胞备实验用。 

AA患者外周血T淋巴细胞的富集、纯化：取

EDTA抗凝的新鲜AA患者外周血10 mL，按比

例加入Rosette Sep
®
富集T细胞抗体混合物

500 μL，混匀，室温下孵育20 min，用等量含

体积分数为2%胎牛血清的PBS稀释，轻轻混

匀。将稀释后的血液小心地铺在淋巴细胞分离

液上层，室温下1 200 g，离心20 min。小心收

集离心后中间层细胞，用含体积分数为2%胎牛

血清的PBS洗涤两次。用5 mL红细胞裂解液重

悬富集细胞，混匀，室温下裂解4.0~5.0 min，

1 200 g，离心5 min，弃上清，PBS洗涤2次。

视情况可重复裂解1次。 

T淋巴细胞行CFDA SE染色：在15 mL离心管

中用1 mL CFDA SE细胞标记液重悬T细胞。用

1 mL CFDA SE细胞标记液将2 μL CFDA SE细

胞储存液(1 000×)稀释为2×，加入离心管中，

混匀。37 ℃孵育10 min，立即加入10 mL含体

积分数为10%胎牛血清的1640培养基，上下颠

倒混匀，1 200 g，离心5 min，再用5~10 mL

完全细胞培养液洗涤1次，加入5 mL完全细胞

培养液，37 ℃孵育5 min，离心去上清，完成

最后一次洗涤。荧光显微镜下(488 nm激发)观

察细胞标记情况，标记后细胞用于后续实验。 

BMSC与T淋巴细胞共培养：①细胞直接接触

培养：将3代BMSC消化后按每孔5×10
7
 L

-1
浓度

接种于24孔板中，24 h后待BMSC完全贴壁后

吸弃上清，用完全培养基重悬T淋巴细胞，按每

孔 1.5×10
8
 L

-1
浓度接种于 BMSC上层。

Transwell② 小室分隔培养法：将3代BMSC消化

后按每孔5×10
7
 L

-1
浓度接种于Transwell小室

下层，24 h后用完全培养基重悬T淋巴细胞，按

每孔1.5×10
8
 L

-1
浓度接种于Transwell小室中，

体积为200 μL。 

实验分组：将共培养细胞按上述共培养方式

分为直接接触组、Transwell组，同时设阴性对

照组 (单独T细胞组 )及阳性对照组 (T细胞+ 

PHA)，对照组T细胞密度同上。在阳性对照组

及共培养体系中加入5% PHA 50 μL(Transwell

组60 μL)。每组设3个平行重复孔，组内重复3

次，组间(不同患者)重复3次。 

BMSC表面分子鉴定：将第3代BMSC消化制

成1×10
9
 L

-1
单细胞悬液，与抗CD29、CD44、

CD106、CD45、CD34、HLA-DR荧光标记抗

体室温反应30 min，洗涤、固定，流式细胞仪

检测。 

流式细胞仪检测T淋巴细胞增殖：培养48 h后

收集各孔T淋巴细胞，流式细胞仪绿光通道检测

各孔T细胞增殖情况，所得数据经MACSQuant

流式细胞仪CellQuest 软件获取，每管样品检

测10 000个细胞，获得的数据用CellQuest和

ModFit软件进行分析。 

主要观察指标：①BMSC的形态观察。②

荧光显微镜下观察T淋巴细胞CFDA SE染色情

况。③T淋巴细胞增殖情况。

实验试剂和仪器 来源 

淋巴细胞分离液(密度为 1.073 g/mL) 

25 cm
2
细胞培养瓶   

胎牛血清、DMEM(低糖)培养基 

0.125%胰蛋白酶-EDTA  

Rosette Sep
®
富集 T细胞抗体混合物 

红细胞裂解液、CFDA SE细胞标记液、 

CFDA SE细胞储存液  

流式细胞仪  
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统计学分析：统计各组每孔增殖细胞比例，数据以

x

_

±s表示，用SPSS 13.0统计软件进行分析，组间比较

采用两独立样本的t 检验进行分析。 

   

2  结果 

 

2.1  BMSC的鉴定   

倒置显微镜下观察：新分离的骨髓单个核细胞透亮度

好，细胞呈大小、形态均一的圆形。接种后24~48 h内，

BMSC开始贴壁，贴壁后细胞开始分裂增殖，部分区域

形成细胞团簇或克隆样，贴壁细胞体积增大，呈梭形成

纤维细胞样外观，见图1a。一两周后，细胞融合成单层，

梭形突起变长，排列有明显方向性，细胞排列成漩涡状，

见图1b。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

免疫表型：流式细胞仪检测MSC的免疫表型，结果

如下：CD29
+
、CD44

+
、CD106

-

、CD45
Low
、CD34

Low
、

HLA-DR
Low
。 

2.2  CFDA SE标记T淋巴细胞  标记细胞用蓝光激发，

激发波长488 nm，荧光显微镜下观察，可见标记细胞呈

绿色荧光，见图2。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  BMSC对PHA刺激下T淋巴细胞增殖的影响  

CFSE 标记技术是利用活细胞染料CFDA SE 随细胞

每增殖一代，CFSE 荧光强度系列减半的特征，结合流

式细胞术，动态分析淋巴细胞增殖的技术。共培养48 h

后，阴性对照组仅见一个亲代峰，基本未出现CFSE荧

光强度的减弱；而阳性对照组出现子代细胞峰，增殖细

胞比例高，CFSE荧光强度减弱；与BMSC按不同方式

共培养后，与阳性对照组相比，直接接触时仅有少量细

胞增殖；而Transwell法培养亦可见子代峰出现，但增殖

细胞比例较阳性对照组低。结果见表1、图3(以1次结果

为例)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

对AA患者骨髓及外周血淋巴细胞表型检测发现，活

化的T细胞比例显著增加。AA患者T淋巴细胞及其分泌

的造血负调控因子与造血功能衰竭密切相关
[1-2]
。活化的

T细胞可分泌γ-干扰素和肿瘤坏死因子α等造血负调控

因子，研究表明，在含干细胞因子，白细胞介素3，促

红细胞生成素，粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子的甲基

纤维素体系中加入 γ-干扰素或肿瘤坏死因子α，

CD34
+
CD38

+
和更原始的CD34

+
、CD38

+
造血祖细胞的

Figure 3  Effect of bone marrow mesenchymal stem cells on T 
lymphocytes proliferation stimulated by PHA 

图 3  BMSC 对 PHA 刺激下 T 淋巴细胞增殖的影响 

a: Bone marrow mesenchymal 

stem cells cultured for 48 h       

b: Bone marrow mesenchymal 

stem cells cultured for 10 d     

表 1  CFDA SE 染色分析 BMSC 对 PHA 诱导的 T 细胞增殖的
影响 

Table 1  Effect of bone marrow mesenchymal stem cells 
(BMSCs) on T cells proliferation induced by PHA with 
CFDA SE staining                        (x

_

±s, %)

a
P < 0.05, vs. positive control group; 

b
P < 0.01, vs. transwell group 

Group  n Proliferation Rate 

Negative control 

Positive control   

Transwell        

Closing contact   

T 

T+PHA 

BMSCs+T+PHA 

BMSCs+T+PHA 

9 

9 

9 

9 

3.01±0.76 

57.25±3.50 

47.75±3.65
a
 

12.56±1.49
ab

 

Figure 2  T lymphocytes labeled with CFDA SE(×400)
图 2  CFDA SE 标记的 T 淋巴细胞(×400) 

a: T lymphocytes before labeled 

with CFDA SE   

b: T lymphocytes after labeled with 

CFDA SE   

Figure 1  Morphology of bone marrow mesenchymal stem 
cells (×100) 

图 1  BMSC 形态观察(×100) 
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集落形成能力受抑制。γ-干扰素和肿瘤坏死因子α还能

刺激CD34
+
细胞中Fas抗原表达，而成为细胞毒性T细

胞或表达大量FasL的活化淋巴细胞的靶细胞而致其

凋亡。一些文献表明，AA患者的CD4
+
T细胞在PHA刺

激后激活的数量增多，具有活化CD8
+
T细胞同样的细

胞毒作用，因此CD4
+
与CD8

+
T细胞均涉及AA患者免疫

异常导致的造血衰竭，T细胞的异常活化和增殖是AA

免疫发病的生物学基础。免疫介导的AA治疗的关键是

抑制T细胞的活化与增殖。 

BMSC是一类来源于中胚层的未分化间质干细胞，

具有多向分化、高度增殖及体外扩增能力
[9]
。典型的细

胞表面标志是CD29、CD44、CD166、CD105、SCA-1，

而CD34、CD45、HLA-DR阴性。可表达干细胞因子、

FLt3-Ligand、血小板生成素、白血病抑制因子、粒细胞

集落刺激因子、白细胞介素6、白细胞介素11等多种造

血细胞因子，具有支持造血功能
[10-11]
。不表达或低表达

MHC分子及其刺激分子，无免疫原性，可逃避CTL和

NK细胞攻击
[12-13]

。在动物试验和Ⅰ期临床试验中发现

其可减轻移植物抗宿主病
[14]
。体外研究提示BMSC可抑

制淋巴细胞增殖反应。 

研究发现，在同种异体的混合淋巴细胞培养体系中

加入BMSC，可使T细胞增殖几乎被完全抑制，且该抑

制作用是非MHC限制性的，第三方的BMSC也可产生类

似抑制作用
[7-8]
。Le Blanc等

[5]
亦报道了BMSC可抑制

CD4
+
和CD8

+
T淋巴细胞的增殖，并能降低其活化标记

CD25(IL-2 receptor)和CD38的表达。体外研究认为

BMSC可通过细胞-细胞接触方式或分泌特定细胞因子

来抑制T细胞的增殖
[4,15-16]

，与本研究结果一致，在

BMSC抑制T淋巴细胞增殖中，直接接触方式发挥主要

作用。此外，实验中用Transwell小室将BMSC与T细胞

隔开，仍可见到T淋巴细胞增殖受到抑制，提示BMSC

可能分泌某些细胞因子发挥抑制作用。既往研究认为

BMSC分泌的抑制T淋巴细胞的细胞因子主要包括肝细

胞生长因子、转化生长因子β1、前列腺素E2、γ-干扰素

及人白细胞抗原G5等
[4,17-18]

。 

目前，骨髓移植是治疗AA的首选措施，但由于来源

有限、费用高昂等问题，免疫抑制剂仍是治疗AA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AA的其他途径。BMSC就治疗AA而言至

少可在两方面发挥作用，一是促进骨髓造血；二是抑制

活化T细胞的增殖。此外，BMSC尚具有不良反应小、

安全、有效等优势，因此BMSC在AA治疗中具有良好的

临床应用前景。本研究显示，BMSC在体外可以抑制T

淋巴细胞增殖转化，表现出免疫调控作用，为BMSC在

治疗AA中的临床应用提供了实验依据。 
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