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不同来源骨髓间充质干细胞对CD34+细胞增殖的影响**★ 
王  荣1，刘瑞风2，张永翠2，潘智慧2，李  欣2，刘小民3，尹国华2，张  静4，张开明2 

Effect of different sources of bone mesenchymal stem cells on CD34+ cell proliferation     

Wang Rong1, Liu Rui-feng2, Zhang Yong-cui2, Pan Zhi-hui2, Li Xin2, Liu Xiao-min3, Yin Guo-hua2, Zhang Jing4, Zhang Kai-ming2 

Abstract 
BACKGROUND: There are some significant differences of biological characteristics, immunological reaction and antigen 
presentation between bone mesenchymal stem cells (BMSCs) from psoriasis vulgaris (PV) patients and normal health. But there 
are no more differences between PV patients and aborted fetus.  
OBJECTIVE: To study the effect of different sources of BMSCs on CD34+ cell proliferation.  
METHODS: Mononuclear cells were separated from bone marrow in PV patients and aborted fetus by density gradient 
centrifugation method, then the cells were cultivated and generated. The cultured supernatant was collected until 72 hours later 
by spreading to the second generation. The purity of CD34+ cells and BMSCs was detected by flow cytometry. Cells growth was 
observed under inverted microscope. CD34+ cells from normal human bone marrow were selected by magnetic cell sorting 
method, and then the cells were cultured in the BMSCs culture supernatant for 24 hours. MTT was used to detect the proliferative 
activity of CD34+ cells. 
RESULTS AND CONCLUSION: There was no statistic difference on the morphology of CD34+ cells after cultured in the BMSCs 
culture supernatant derived from PV patients and aborted fetus for 24 hours. There is no significantly effect of BMSCs culture 
supernatant derived from PV patients and aborted fetus on the proliferation of CD34+ cells (P > 0.05). 
 
Wang R, Liu RF, Zhang YC, Pan ZH, Li X, Liu XM, Yin GH, Zhang J, Zhang KM. Effect of different sources of bone mesenchymal 
stem cells on CD34+ cell proliferation.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(6): 973-976.     
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：作者前期研究显示，银屑病患者与正常人骨髓间充质干细胞的生物学特性、免疫学反应及抗原提呈功能有明显差异，

而与流产胎儿骨髓间充质干细胞无明显差异。 
目的：观察不同来源骨髓间充质干细胞对正常人骨髓 CD34+

细胞增殖的影响。 
方法：密度梯度离心法分离银屑病患者和流产胎儿骨髓单一核细胞并培养、传代，传至第 2 代 72 h 后收集培养上清液，流

式细胞仪鉴定骨髓 CD34+
细胞及骨髓间充质干细胞纯度。倒置显微镜下观察培养细胞的生长状态，细胞磁珠分选仪分选出

的正常人骨髓 CD34+
细胞加入骨髓间充质干细胞培养上清液培养 24 h 后，四甲基偶氮唑盐比色法检测骨髓 CD34+

细胞的

增殖活性。 
结果与结论：CD34+

细胞加入银屑病患者和流产胎儿骨髓间充质干细胞培养上清培养 24 h 后，细胞形态无差别。银屑病患

者和流产胎儿骨髓间充质干细胞培养上清液对正常人骨髓 CD34+
细胞增殖的影响差异无显著性意义(P > 0.05)。 

关键词：银屑病；CD34+
细胞；骨髓间充质干细胞；增殖活性 
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0  引言 
 

骨髓间充质干细胞 (bone mesenchymal 
stem cells, BMSCs)是骨髓中除造血干细胞以

外的另一类干细胞类型，也是支持着骨髓造血

干细胞的增殖、分化的微环境[1-3]。经过多年来

的研究，推测骨髓造血细胞可能参与了银屑病

的发病[4]。前期作者的比较研究显示，银屑病患

者与正常人BMSCs生物学特性[5-6]、免疫学反应

及抗原提呈功能差异有显著性意义，银屑病患

者与流产胎儿BMSCs差异无显著性意义。流产

胎儿BMSCs处于发育阶段，提示银屑病患者

BMSCs 免疫状况明显下降，与流产胎儿

BMSCs免疫反应处于同一水平。CD34+是造血

干/祖细胞的表面标志，BMSCs是骨髓中另一类

干细胞，对CD34+细胞的发育、分化有重要作

用。因此，进一步详细了解流产胎儿与银屑病

患者BMSCs其他的生物学差异，以期对后续研

究提供重要依据。故本实验通过培养流产胎儿

与银屑病患者BMSCs获取其培养上清，观察两

种培养上清液对正常人骨髓CD34+细胞增殖影

响的差异。 
 
1  材料和方法 

 
设计：细胞学水平，体外对比观察实验。 
时间及地点：于2010-07/2011-05在太原

市中心医院皮肤科实验室完成。 
材料：正常人、流产胎儿及银屑病患者骨
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髓，实验方案得到医院伦理委员会批准。 
流产胎儿组：选择9例孕期19~30周流产胎

儿，男4例，女5例，平均孕周为25周。胎儿母

亲健康，因故自愿选用米非司酮联合米索前列

腺醇终止妊娠，胎盘、脐带与胎体连接完整，

低温保存并防止细菌污染标本，所有取材均征

得供者同意。 
银屑病组：9例患者骨髓取材自太原市中心

医院皮肤科经临床以及病理确诊进行期寻常型

银屑病患者，男5例，女4例，年龄24~49岁，

平均37.8岁，病程1个月~20余年，所有取材均

征得患者同意。 
纳入标准：①符合临床及病理诊断确诊进

行期寻常型银屑病诊断标准者[7]。②16岁以上，

无心、脑、肝、肾疾患及其他内科疾病者。③

取材前3个月均未系统使用过免疫抑制剂、糖皮

质激素、维A酸类及影响造血的抗生素类药物

者。 
排除标准：①年龄超过60岁者。②哺乳期、

妊娠妇女。③免疫功能低下者。④皮损面积小

于体表面积20%的银屑病患者。   
正常人骨髓：正常人骨髓取自太原市中心医

院血液科筛选的骨髓正常者，取材征得本人同

意。 
主要试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 
骨髓单一核细胞分离以及BMSCs培养上清液的

收集： 

胚胎四肢骨骨髓的获得：对胚胎骨髓处理

方法，参考国外对相同组织处理方法[8]，主要步

骤为：在无菌条件下，截取胚胎四肢长骨，用

生理盐水冲洗四肢骨长骨的骨髓。 
银屑病患者髂后上棘抽取骨髓5 mL，肝素抗

凝，用含体积分数10%胎牛血清的DMEM/F12
培养基1∶2稀释，用淋巴细胞分离液密度梯度

离心(2 000 r/min，×20 min)，再用培养基洗1

次(1 000 r/min，×8 min)，分离出骨髓单一核细

胞；收集BMSCs培养上清液：密度梯度离心

法分离银屑病患者及引产胎儿骨髓单一核细

胞，将分离到的细胞以1×109 L-1加入含体积分

数20%胎牛血清、100 U/mL青霉素及0.1 g/L
链霉素的DMEM/ F12培养液中，每孔1 mL培养

于24孔培养板中，置37 ℃、体积分数5%饱和湿

度的CO2培养箱中孵育。当BMSCs传至第2代 
72 h后，取一孔做流式细胞术鉴定BMSCs的纯

度，其纯度可达94%以上，收集培养上清液，离

心(2 000 r/min×15 min)，0.45 μm微孔滤膜过滤

分装，-20 ℃保存待用。 
CD34+细胞的分选以及流式细胞术鉴定：

按照美天旎磁珠分选仪进行CD34+细胞的分

选[9]：取正常人骨髓，髂后上棘抽取骨髓5 mL，
肝素抗凝，生理盐水等倍稀释后加于淋巴分离

液上，比例为2∶1，室温下进行密度梯度离心   
(2 000 r/min，×20 min)；吸出白膜层，小心的

移到其他试管中，并用生理盐水进行洗涤，离

心(1 000 r/min，×8 min)。随后，按照美天旎磁

珠分选仪要求，进行CD34+细胞分选；分选完

毕后用流式细胞术进行鉴定，经过鉴定后确定

经过分选的CD34+细胞的纯度可达90%以上。 
CD34+细胞在不同培养环境下进行培养：

分选出来的CD34+细胞分别加入银屑病患者和

流产胎儿BMSCs的培养上清液培养24 h，具体

方法：用含干细胞因子50 μg/L、白细胞介素3 
20 μg/L、FLT3 20 μg/L、青霉素100 U/mL、链

霉素100 mg/L的CD34+细胞无血清培养基调整

细胞浓度为5 000/孔，以每孔100 μL接种于96
孔培养板上，每例样本采用1个样本孔及2个复

孔，另外取6个孔仅加入CD34+细胞无血清培养

基，于37 ℃，体积分数5%CO2、饱和湿度培养

箱中培养。 
四甲基偶氮唑盐(MTT)比色法对CD34+

细胞不同

培养条件下的增殖情况进行比较：倒置显微镜下观

察培养细胞的生长状态包括细胞形态变化及增

殖状态。取上述分选出来的经过鉴定的CD34+

细胞以每孔5 000细胞接种于96孔培养板上，进

行培养24 h后，采用MTT比色法进行增殖活性

的比较。 
主要观察指标：流式细胞术鉴定骨髓

CD34+细胞及BMSCs纯度，MTT比色法检测骨

髓CD34+细胞的增殖活性。 
统计学分析：由第一作者采用SPSS 16.0

软件完成统计处理，实验数据以x
_

±s表示，组间

比较采用2个独立样本均数的t 检验，P < 0.05  

主要试剂及仪器 来源 

CD34+
鼠抗人单抗(PE 标记) 

CD34+
细胞无血清培养基 

DMEM/F12 培养基、胎牛血清 
干细胞因子、白细胞介素 3、 

Humankine FLT3 Ligand 
human(FLT3) 

淋巴细胞分离液 
倒置相差显微镜 
37 ℃恒温培养箱 
VarioMACS 分选器 
超净工作台  

BD 公司 
Gibco 公司 
Hyclone 公司 
Sigma 公司 
 
 
天津灏洋公司 
Olympus 公司 
Shel Lab 公司 
Miltenyi Biotec 公司 
苏州净化设备有限公司 
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认为差异有显著性意义。 
 

2  结果 

 
2.1  流式细胞术行BMSCs纯度鉴定及分选完毕后

CD34+细胞纯度鉴定结果  传至第2代的72 h BMSCs
的HLA-DR-FITC、CD45-PE、CD34-FITC均呈阴性；

CD29-PE、CD44-FITC可达90%以上。用流式细胞术对

分选完毕的CD34+细胞进行纯度鉴定见图1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2  倒置显微镜下观察细胞的生长状况  美天旎磁珠

分选仪分选 CD34+细胞后，加入银屑病患者和流产胎儿

BMSCs 的培养上清液接种于 96 孔培养板，细胞未进行

染色，直接在倒置显微镜下观察，CD34+细胞的形态基

本上均为圆形，见图 2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
培养24 h后，倒置显微镜下银屑病患者组细胞数量增

多，生长状态良好，细胞的形态基本上也为圆形，见图3。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

而流产胎儿组培养24 h后细胞数量也增多，生长状

态良好，细胞的形态基本上没有变化，也为圆形，见图

4。两者在倒置显微镜下观察，基本上没有区别。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.3  BMSCs培养上清液对正常人骨髓CD34+细胞增殖

活性的影响  银屑病患者和流产胎儿BMSCs培养上清

液加入到含CD34+细胞的无血清培养基24 h后，银屑病

患者和流产胎儿BMSCs培养上清液对骨髓CD34+细胞

增殖影响的差异无显著性意义(P > 0.05)，见表1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 

 
近年研究初步表明，造血细胞在银屑病发病中起关

键作用 [10]，作者研究发现银屑病患者造血微环境、

CD34+细胞有异常[11-14]。BMSCs是多能干细胞，可分化

为成骨细胞、肌细胞及血管内皮细胞等多种细胞，也可

参与免疫调节反应，同时BMSCs具有分泌细胞因子的

作用[15-17]，细胞因子的生物学作用极为多样，包括参与

细胞增殖和分化、生长抑制、凋亡、趋化和随意运动等。

近年来，多项研究表明细胞因子的不同组合能够促进

CD34+细胞体外增殖[18-22]。BMSCs是骨髓造血干细胞微

环境重要的细胞成分，且对于造血干细胞的增殖具有促

进作用[23-25]。研究表明BMSCs所分泌巨噬细胞集落刺

激因子、白细胞介素6，7，8，11，12，14，15等细胞

因子，对造血祖细胞生长具有支持作用[26]。本实验结果

显示，银屑病患者和引产儿BMSCs分泌粒细胞-巨噬细

胞集落刺激因子、巨噬细胞集落刺激因子、白细胞介素

7，11水平差异无显著性意义，且两者抗原提呈功能降

低且免疫特性差异无显著性意义。因此，实验通过观察

表 1  CD34+
细胞不同培养条件下增殖情况比较(MTT 比色法)

Table 1  CD34+ proliferation under different culture conditions 
(MTT assay)                         (x

_

±s, n =9, A)

Group Proliferation activity 

Psoriasis vulgaris 0.045 3±0.002 9 
Aborted fetuses 0.045 6±0.003 5 

t -0.258 
P 0.80

Figure 1  The purity of CD34+ cells 
图 1  CD34+

细胞纯度 

Figure 2  Morphology of CD34+ cells after treated with 
serum-free medium (Inverted microscope, ×100) 

图 2  CD34+
细胞加入无血清培养基后形态(倒置显微镜，

×100) 

Figure 3  Morphology of CD34+ cells after treated with bone 
mesenchymal stem cells culture supernatants from 
psoriasis vulgaris patients for 24 h (Inverted 
microscope, × 100) 

图 3  CD34+
细胞加入银屑病患者 BMSCs 培养上清培养 

24 h 后形态(倒置显微镜，×100) 

Figure 4  Morphology of CD34+ cells after treated with bone 
mesenchymal stem cells culture supernatants from 
aborted fetus for 24 h (Inverted microscope, ×100)

图 4  CD34+
细胞加入流产胎儿 BMSCs 培养上清培养 24 h

后形态(倒置显微镜, ×100) 
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银屑病患者和流产胎儿BMSCs培养上清液对CD34+细

胞增殖是否有影响。结果显示，两者之间差异无显著性

意义。研究表明，银屑病患者BMSCs对于CD34+细胞增

殖的影响与流产胎儿BMSCs处于同一水平，也初步在

实验上印证了本实验室前期有关银屑病患者和流产儿

BMSCs方面的研究，为实验室的后续研究提供了基础。 
有研究表明，流产胎儿与成人BMSCs在支持造血

方面有差异[27]，提示流产胎儿BMSCs与成人BMSCs在
免疫反应以及生物学特性方面可能存在差异。本实验结

果显示，银屑病患者BMSCs与流产胎儿BMSCs有相似

之处，但银屑病患者与成人有差异，即银屑病患者分泌

细胞因子水平有异常，且趋向于流产胎儿分泌水平。

BMSCs是造血微环境的重要组成部分，对造血干细胞

的增殖、分化均具有重要的作用[28]，银屑病患者BMSCs
活性有异常，推测可能是导致银屑病患者造血干细胞活

性异常的内在原因。 
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前期研究发现，银屑病患者骨髓造血细胞活性有异常，而以

BMSCs 为主组成的造血微环境是造血细胞赖以生长发育的

内环境，BMSCs 分泌多种细胞因子来支持造血，而且对

CD34+
细胞的发育、分化有重要作用。文章结果显示，银屑

病患者与正常成人有差异，即银屑病患者分泌细胞因子水平

有差异，且趋向于流产胎儿分泌水平。银屑病患者 BMSCs
活性有异常，推测可能是导致银屑病患者造血干细胞活性异

常的内在原因。


