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【摘要】 目的  探讨不同浓度骨髓间充质干细胞（BMSCs）对调节性 T 细胞 / 辅助性 T 细胞 17（Treg / Th17） 

的影响。方法  SPF 级雄性 Wistar 大鼠，选择 3 周龄、体重约 50 g 大鼠体外分离培养 BMSCs，待细胞传代培养

至第 4 代时进行鉴定；另选择 6 周龄、体重约 200 g 大鼠分离 CD4+ T 淋巴细胞，用流式细胞仪检测细胞纯度。

按 BMSCs 细胞浓度分为 0.5 倍浓度组、基础浓度组、2 倍浓度组和 4 倍浓度组，细胞浓度分别为每孔 1×105、

2×105、4×105、8×105 个，分别与 CD4+ T 淋巴细胞混合培养 72 h。用流式细胞仪检测各组 Treg 和 Th17 细

胞比例，用流式微球分析技术检测相关细胞因子含量。结果  BMSCs 和 CD4+ T 淋巴细胞的纯度均在 95% 以

上。不同浓度 BMSCs 与 CD4+ T 淋巴细胞共培养后，Treg 细胞比例在不同浓度 BMSCs 组间差异有统计学意义 

（F＝10.071，P＝0.001），以 2 倍浓度组 BMSCs 对 Treg 细胞的促增殖作用最强，Treg 细胞比例明显高于 0.5 倍浓

度、基础浓度和 4 倍浓度组〔（9.24±2.68）% 比（3.87±0.38）%、（5.16±1.69）%、（3.86±0.36）%，均 P＜0.01〕。

Treg 相关因子白细胞介素-10（IL-10）水平在 0.5 倍浓度组最低，且明显低于基础浓度、2 倍浓度和 4 倍浓度组

（ng/L：39.80±14.48 比 148.43±64.49、156.40±59.27、126.92±42.95，均 P＜0.05）；转化生长因子-β（TGF-β）

水平在基础浓度组最高，且明显高于 0.5 倍浓度、2 倍浓度和 4 倍浓度组〔ng/L：3.17（1.88，5.74）比 0.71（0.32，

1.38）、1.22（0.47，2.97）、0.52（0.37，1.23），均 P＜0.05〕。Th17 细胞比例在不同浓度组间差异有统计学意义 

（F＝21.069，P＝0.000），以基础浓度组Th17细胞比例最高，且明显高于0.5倍浓度和4倍浓度组〔（0.89±0.08）%

比（0.64±0.15）%、（0.37±0.10）%，均 P＜0.01〕，而与 2 倍浓度组〔（0.83±0.06）%〕比较差异无统计学意义 

（P＞0.05）。Th17 相关因子 IL-17、IL-6 水平在不同浓度组间差异均无统计学意义（IL-17：χ2＝0.550，P＝0.760；

IL-6：χ2＝0.010，P＝0.995）。结论  适中浓度的BMSCs 〔（2～4）×105个〕 对大鼠Treg、Th17细胞均有促进作用，

但浓度过高（8×105个）对二者的促进作用则消失；Treg / Th17平衡相关细胞因子与细胞比例的变化是不同步的。
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【Abstract】 Objective  To  explore  the  effects  of  bone marrow mesenchymal  stem  cells  (BMSCs)  in  different 
concentrations on the balance of regulatory T cell / T-helper cell 17 (Treg / Th17).  Methods  BMSCs were isolated from 
SPF grade male Wistar rats with age of 3 weeks old and weight of 50 g. BMSCs were cultured and identified when they were 
expanded to the 4th generation. CD4+ T lymphocytes were isolated from SPF grade male Wistar rat with age of 6 weeks 
old and weight of 200 g and assayed for cell purity by flow cytometry. BMSCs were divided into 0.5-fold concentration 
group, basal concentration group, 2-fold concentration group and 4-fold concentration group by their concentrations of  
1×105/well,  2×105/well,  4×105/well  and  8×105/well,  which were  cultured  with  CD4+  T  lymphocytes  for  72  hours, 
respectively. Then the proportion of Treg cells and Th17 cells in each group was detected by flow cytometry, and cytokines 
were detected by cytometric bead array.  Results  The purities of BMSCs and CD4+ T lymphocytes were both higher 
than 95%. In the co-culture of BMSCs and CD4+ T lymphocytes, the proportions of Treg cells were statistically different 
among different concentration groups of BMSCs (F = 10.071, P = 0.001), in which BMSCs in 2-fold concentration group 
had the strongest ability to promote the Treg cells proliferation. The proportion of Treg cells in 2-fold concentration group 
was  significantly higher  than  that  in 0.5-fold  concentration  group, basal  concentration  group and 4-fold  concentration  
group [(9.24±2.68)% vs. (3.87±0.38)%, (5.16±1.69)%, (3.86±0.36)%, all P < 0.01]. The level of interleukin-10 (IL-10)  
was  lowest  in  0.5-fold  concentration  group,  and  it  was  significantly  lower  than  that  in  basal  concentration  group, 
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  间充质干细胞（MSCs）是一类具有多向分化潜

能的细胞，对幼稚 T 细胞、树突细胞等免疫细胞的

成熟与分化、细胞因子的分泌和表面受体的表达有

重要的调节作用［1］。在幼稚 T 细胞的分化中，有两

类细胞近年来受到了较多的关注，一类是具有抑制

炎性免疫应答作用的调节性 T 细胞（Treg）；另一类

是具有促炎性作用、可分泌炎性细胞因子的辅助性 

T 细胞 17（Th17）。Treg / Th17 平衡向 Treg 细胞倾斜

可逃避受者的免疫攻击［2］，维持 Treg / Th17 平衡有助

于维持移植稳态、诱导免疫耐受。本研究拟通过骨

髓间充质干细胞（BMSCs）与 CD4+ T 淋巴细胞混合培 

养，探讨 BMSCs 对 Treg / Th17 平衡的影响，为 MSCs

在不同临床条件下的应用提供一定的实验依据。

1 材料与方法 

1.1  实验动物：SPF 级雄性 Wistar 大鼠由解放军军

事医学科学院实验动物中心提供，合格证号：SCXK 

（军）2012-0004。3 周龄、体重 50 g 左右的个体用于 

MSCs 的分离和培养；6 周龄、体重 200 g 左右的个体 

用于分离 CD4+ T 淋巴细胞。本研究涉及内容及操

作均符合动物伦理学标准，并通过天津市第一中心

医院医学伦理委员会审批（审批号：2016N062KY）。

1.2  主要实验材料：DMEM/F12 培养液、RPMI1640

培养液、胎牛血清购自美国 Gibco 公司，青霉素链霉

素双抗购自美国 Hyclone 公司，大鼠重组白细胞介

素-2（IL-2）购自美国 PeproTech 公司，Von Kossa 染

色试剂盒购自美国 Genmed Scientifics 公司，叉头状

蛋白 3（FoxP3）转录因子染色缓冲试剂盒、IL-17 胞

内染色缓冲试剂盒、抗大鼠 CD4 异硫氰酸荧光素

（FITC）荧光抗体、抗大鼠 CD25 多甲藻黄素 - 叶绿

素 - 蛋白质复合物（PerCP）荧光抗体、抗大鼠 FoxP3

藻红蛋白（PE）荧光抗体、抗大鼠 IL-17 PE 荧光抗

2-fold  concentration  group  and  4-fold  concentration  group  (ng/L:  39.80±14.48  vs.  148.43±64.49,  156.40±59.27, 
126.92±42.95, all P < 0.05). Transforming growth factor-β (TGF-β) was the highest in basal concentration group, and 
it was significantly higher than that in 0.5-fold concentration group, 2-fold concentration group and 4-fold concentration 
group [ng/L: 3.17 (1.88, 5.74) vs. 0.71 (0.32, 1.38), 1.22 (0.47, 2.97), 0.52 (0.37, 1.23), all P < 0.05]. The proportions of 
Th17 cells were statistically different among the different concentration groups (F = 21.069, P = 0.000), with the highest 
proportion in basal concentration group which was significantly higher than that in 0.5-fold concentration group or 4-fold 
concentration  group  [(0.89±0.08）% vs.  (0.64±0.15)%,  (0.37±0.10)%, both P < 0.01],  but no  significant  difference 
was found as compared with 2-fold concentration group [(0.83±0.06)%, P > 0.05]. However, the expressions of IL-17  
and  IL-6  were  not  different  among  the  different  concentration  groups  respectively  (IL-17: χ2  =  0.550,  P  =  0.760;  
IL-6: χ2  =  0.010, P  =  0.995).  Conclusions  BMSCs  in  moderate  concentrations  [(2-4)×105/well]  could  promote 
proliferation  both  in  Treg  cells  and  Th17  cells,  but  no  change  could  be  found  in  higher  concentrations  of  BMSCs  
(8×105/well). However, the changes in related cytokines were not synchronized with Treg / Th17 cells.
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体和 IL-10、IL-6、IL-17、转化生长因子-β（TGF-β）

检测试剂盒均购自美国 eBiosence 公司，仓鼠抗小鼠

CD29 PE 荧光抗体、小鼠抗大鼠 CD45 PE-Cy7 荧光

抗体、小鼠抗大鼠 CD90 别藻蓝蛋白（APC）荧光抗

体购自美国 BD 公司。

1.3  研究方法

1.3.1  BMSCs 的提取、培养与鉴定：取 50 g 左右大

鼠，颈椎脱臼处死后置于 75% 乙醇中消毒 10 min。

在超净台中无菌操作得到大鼠股骨和胫骨，以手术

剪分别从股骨颈和胫骨踝部将骨剪断，暴露骨髓腔

后，以 5 mL 无菌注射器吸取 DMEM/F12 完全培养

液（含有 10% 胎牛血清和 1% 青霉素链霉素双抗的

DMEM/F12 培养液），由关节面进针，将骨髓细胞冲

入离心管内，反复冲洗骨髓腔 4 次后，得到骨髓细胞

悬液。然后将细胞悬液转移至 75 cm2 培养瓶中，再

加入 5 mL DMEM/F12 完全培养液使培养瓶内骨髓

悬液达到 20 mL，标记培养瓶后置于 37 ℃、5% CO2、

100% 湿度的细胞培养箱中培养。72 h 后首次换液，

此后每 48 h 换液 1 次。当细胞融合至 90% 时进行

传代，传至第 4 代时标记抗 CD29、CD45、CD90 抗

体，用流式细胞仪检测 BMSCs 细胞纯度。对同批次

细胞用 Von Kossa 试剂盒染色评估成骨诱导能力，

用油红 O 染色评估成脂肪诱导能力。

1.3.2  CD4+ T 淋巴细胞的提取：取 200 g 左右大鼠，

取脾脏，经研磨、离心、获取脾单个核细胞悬液。计

数后按比例加入 CD4+ T 淋巴细胞磁珠，混匀，避光

孵育后，将细胞悬液缓慢加入预先以缓冲液冲洗过

的 MS 分选柱磁柱中。待磁柱内液体即将流尽时，

加入缓冲液重复冲洗磁柱 3 次。取下磁柱以缓冲液

冲刷磁柱，即得到所需的 CD4+ T 淋巴细胞，计数并

应用流式细胞仪检测其细胞纯度。
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1.3.3  分组标准：以初始加入 6 孔板中 BMSCs 为

标准，分别将每孔 1×105、2×105、4×105、8×105 个

的细胞浓度设置为 0.5 倍浓度组、基础浓度组、2 倍

浓度组和 4 倍浓度组。

1.3.4  BMSCs 与 CD4+ T 淋巴细胞混合培养：将此

前获取的 BMSCs 以不同浓度接种于 6 孔板，加入培

养液后培养 48 h。将提取的 CD4+ T 淋巴细胞按每

孔 2×106 个加入含 BMSCs 的 6 孔培养板中，并加入 

5 g/L植物血凝素（PHA）、50 mg/L的IL-2，置于37 ℃、 

5% CO2、100% 湿度条件下共同培养 72 h。收集培

养液，离心取上清液，置于 -80 ℃冰箱低温保存，用

于细胞因子检测；离心得到的细胞标记荧光抗体用

于流式细胞仪检测。每组细胞另设 2 个复孔。

1.3.5  CD4+CD25+FoxP3+ Treg细胞检测：将收集到的

细胞以磷酸盐缓冲液（PBS）重悬后分别加入抗 CD4

单克隆抗体（mAb）、抗 CD25 mAb，避光孵育 30 min。 

离心弃上清液，加入专用破膜固定液 1 mL，避光孵

育 30 min；再次离心后加入 Treg 固定破膜缓冲液 

1 mL，离心后加入抗FoxP3 mAb，避光孵育30 min，离 

心弃上清液，加入PBS，用流式细胞仪检测细胞比例。

1.3.6  CD4+IL-17+ Th17 细胞检测：将收集到的细胞

以 PBS 重悬后，加入 RPMI1640 培养基 100 μL 与淋

巴细胞刺激阻断剂 1 μL，混匀后置于 37 ℃、5% CO2

的细胞培养箱中培养 6 h。培养结束后加入抗 CD4 

mAb，避光孵育 30 min 后，离心弃上清液，分别加入

1×PBS 缓冲液 100 μL、破膜固定液 100 μL，避光孵

育 30 min；加入 Th17 细胞破膜缓冲液 1 μL，离心后

加入抗 IL-17A mAb 5 μL，避光孵育 30 min；经 2 次

离心，加入 PBS，用流式细胞仪检测细胞比例。

1.3.7  细胞因子检测：将抗体磁珠稀释后，以每孔

50 μL 加至 96 孔板并置于磁力板架上，2 min 后弃

上清液，以专用洗液清洗 1 次。将试剂盒中标准品

溶解后加入 96 孔板，按浓度梯度稀释，最后一孔以

DMEM/F12完全培养液作为空白对照，6个复孔为一

组，设 2 组以作标准曲线。将样本以每孔 50 μL 加

入剩余复孔内，同时加入25 μL专用缓冲液，孵育2 h 

使磁珠与相应细胞因子充分结合。孵育完毕后，以

专用洗液冲洗 3 次，加入相应细胞因子抗体的稀释

液 25 μL，室温避光孵育 30 min 后，以专用洗液清洗

1 次，加入 50 μL PE 染料，置于振荡器孵育 30 min； 

以专用洗液清洗 1 次，每孔加入 120 μL 缓冲液，振

荡 5 min 使溶液充分混匀，应用流式微球分析技术

检测 IL-10、IL-6、IL-17、TGF-β含量。

1.4  统计学处理：用 SPSS 19.0 软件统计数据。正

态分布计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，多组

间比较采用方差分析。非正态分布计量资料以中位

数（四分位数）〔M（QL，QU）〕表示，多组间比较采用

非参数检验。以 P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果 

2.1  BMSCs 及 CD4+ T 淋巴细胞的鉴定

2.1.1  BMSCs 的鉴定：MSCs 传至第 4 代时，细胞呈

梭形、排列紧密、形态均一（图 1A），在形态学上符合

实验要求；BMSCs 在成骨诱导 2 周后，经 Von Kossa 

染色可见黑色钙盐结节（图 1B）；成脂诱导 2 周后，

经油红 O 染色可见橘红色的脂滴（图 1C）。经流式

细胞仪检测，BMSCs 细胞表面 CD90、CD29、CD45

阳性率分别为（99.83±0.01）%、（97.50±0.10）% 和

（4.06±0.47）%。

图 1  倒置相差显微镜下观察大鼠骨髓间充质干细胞（BMSCs）
形态学改变　A 为细胞传代培养至第 4 代时，未经染色的
BMSCs 细胞呈梭形，排列紧密，形态均一，融合情况好，符合
BMSCs 增殖正常的形态学表现（低倍放大）；B 为 BMSCs 在成
骨诱导 2 周后，经 Von Kossa 染色可见钙盐结节（箭头所示，中
倍放大）；C 为 BMSCs 在成脂诱导 2 周后，经油红 O 染色可见
橘红色的脂滴（箭头所示，中倍放大）

2.1.2  CD4+ T 淋巴细胞的鉴定：提取的 CD4+ T 淋

巴细胞数量约为（5.7±0.3）×109/L，细胞纯度在

95%以上。表明磁珠提取法符合本实验的技术要求，

高纯度的 CD4+ T 淋巴细胞可满足实验需求。

2.2  BMCSs 对 Treg 细胞增殖及相关细胞因子的影

响（图 2）：经混合淋巴细胞培养，不同浓度 BMSCs

组间 Treg 细胞比例差异有统计学意义（F＝10.071，

P＝0.001）。2 倍浓度组 Treg 细胞比例最高，与其他

3 组比较差异均有统计学意义（均 P＜0.01），而其他

3 个浓度组间 Treg 细胞比例两两比较差异均无统

计学意义（均 P＞0.05）。说明 2 倍浓度的 BMSCs 对

Treg 细胞的促增殖作用最强。

  IL-10 水平在不同浓度组间差异有统计学意义

（F＝4.713，P＝0.021）。0.5 倍浓度组 IL-10 水平明

显低于其他 3 个浓度组（均 P＜0.05），而其他 3 个 

浓度组间两两比较差异无统计学意义（均 P＞0.05）。
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TGF-β水平在不同浓度组间差异亦有统计学意义

（χ2＝8.280，P＝0.041）。0.5 倍浓度组 TGF-β 水平

明显低于基础浓度组（P＜0.05），但与其他组间两两

比较差异无统计学意义（均 P＞0.05）。4 倍浓度组

TGF-β水平最低，但仅与基础浓度组比较差异有统

计学意义（P＜0.05）。

2.3  BMSCs 对 Th17 细胞分化及相关细胞因子的影

响（图 3）：经混合淋巴细胞培养，Th17 细胞比例在不

同浓度 BMSCs 组间差异有统计学意义（F＝21.069， 

P＝0.000）。基础浓度组Th17细胞比例最高，且明显

高于 0.5 倍浓度组和 4 倍浓度组（均 P＜0.01），但与

2 倍浓度组差异无统计学意义（P＞0.05）。0.5 倍浓

度组Th17细胞比例明显低于2倍浓度组（P＜0.05）， 

但明显高于 4 倍浓度组（P＜0.01）。IL-17、IL-6 水

平在各浓度组间比较差异均无统计学意义（IL-17：

χ2＝0.550，P＝0.760；IL-6：χ2＝0.010，P＝0.995）。

3 讨 论 

  MSCs 是一类具有强大增殖能力与多向分化潜

能的干细胞，可从骨髓、脂肪组织、胎盘、羊水中获

得，一般在细胞表面阳性表达 CD29、CD73、CD90、

CD105、CD146 等，弱表达 CD34、CD45、CD14［3］。

  MSCs 可通过细胞间的相互作用、产生的细胞

因子抑制 T 细胞的增殖及其免疫反应。在大鼠肝移

植中，研究者发现他克莫司联合MSCs治疗组大鼠存

活时间、肝功能恢复情况均优于未使用免疫抑制剂

组和标准剂量他克莫司治疗组，且 TGF-β、IL-10 的 

表达也增高［4］。表明 MSCs 具有强大的免疫抑制和

免疫调节功能。在移植免疫中，维持Treg / Th17平衡

有助于维持移植稳态，甚至诱导免疫耐受。以 Th17

细胞为主的 Treg / Th17 失衡及 IL-17 可能是移植物

排斥反应机制之一［5］。因此，MSCs 的免疫特性对 

Treg / Th17 平衡的影响及其程度成为研究热点之一。

  MSCs通过多种机制发挥对Treg / Th17细胞的调

节作用。MSCs 可通过 Toll 样受体（TLR）诱导 CD4+  

T 淋巴细胞分化为 CD4+CD25+FoxP3+ Treg。Rashedi

等 ［6］ 预先使用聚肌苷酸胞苷酸激活TLR，发现MSCs 

与CD4+ T淋巴细胞共培养后Treg比例较未激活TLR 

的细胞显著升高；敲除 TLR 基因亦无法表现其对

Treg 增殖和分泌功能的促进作用。致炎细胞因子对

MSCs 的活化作用主要是通过激活 TLR3 实现，从而

使 MSCs 转化为免疫抑制性的表型，抑制 T 细胞活

化与增殖，因此在体内炎症环境中，MSCs 受到炎症

相关细胞因子活化后，通过分泌 IL-10、半乳凝素-1

等抗炎因子来发挥其对 T 细胞活化与增殖的抑制作

注：0.5倍浓度组、基础浓度组、2倍浓度组、4倍浓度组骨髓间充质干细胞（BMSCs）浓度分别为每孔1×105、2×105、4×105 和 8×105 个；
Treg 为调节性 T 细胞，IL-10 为白细胞介素-10，TGF-β为转化生长因子-β；与 0.5 倍浓度组比较，aP＜0.01，bP＜0.05； 

与基础浓度组比较，cP＜0.01，dP＜0.05；与 2 倍浓度组比较，eP＜0.01

图 2  不同浓度大鼠 BMSCs 与 CD4+ T 淋巴细胞共培养各组 Treg 细胞比例及相关细胞因子水平比较

注：0.5 倍浓度组、基础浓度组、2 倍浓度组、4 倍浓度组骨髓间充质干细胞（BMSCs）浓度分别为每孔 1×105、2×105、4×105 和 8×105 个；
Th17 为调节性 T 细胞 17，IL-17 为白细胞介素 -17，IL-6 为白细胞介素- 6；与 0.5 倍浓度组比较，aP＜0.01，bP＜0.05； 

与基础浓度组比较，cP＜0.01；与 2 倍浓度组比较，dP＜0.01；0.5 倍浓度组 IL-17、IL-6 水平未测出

图 3  不同浓度大鼠 BMSCs 与 CD4+ T 淋巴细胞共培养各组 Th17 细胞比例及相关细胞因子水平比较
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用［7］。此外，MSCs还可通过分泌TGF-β、前列腺素、 

IL-10 等抗炎细胞因子来促进 CD4+CD25+FoxP3+ 

Treg 增殖和分化，使 Treg 比例升高［8］。TGF-β/Smad 

信号通路也是调控 Treg / Th17 失衡的途径之一［9］。

IL-10 是 MSCs 影响 Th17 分化的重要细胞因子，通

过阻断 MSCs 与 Th0 细胞培养中的 IL-10 信号通路

可使 Th17 细胞比例上升，这一过程通过细胞因子信

号抑制物-3（SOCS-3）、信号转导及转录激活因子 3

（STAT3）及孤独核受体γt（RORγt）实现［10-11］。

  MSCs 对 Treg / Th17 平衡的影响主要是促进 Treg

细胞增殖与转化、抑制 Th17 细胞增生及相关细胞因

子分泌。Liu等［12］发现，在BMSCs与 T细胞的体外培

养中，BMSCs 可显著提高 Treg 比例，诱导 CD4+CD25- 

细胞向 Treg 分化，增加 FoxP3 表达。将 MSCs 与大

鼠 T 细胞共培养时，CD4+CD25+FoxP3+ Treg 细胞水平

升高，并伴有 Th17 水平降低［13］。在人牙髓 MSCs 与 

CD4+ T细胞共培养时，Th17细胞比例显著降低，并伴

有细胞因子 IL-17a 显著降低，而 CD4+CD25+FoxP3+ 

Treg 细胞比例明显升高，提示 MSCs 不仅可以抑制

Th17 细胞增殖、促进 T 细胞向 Treg 细胞分化，同时

也可抑制 Th17 细胞的分泌功能［14］。

  但在既往研究中也存在相反观点。乔淑凯等［15］

研究发现，不同浓度 BMSCs 对 Treg 的诱导作用无

差异。Rozenberg 等［16］在对人 MSCs 与外周血单核

细胞的共同培养中发现，MSCs 促进了 Th17 的应答

水平，Th17 水平出现升高。

  本研究显示，BMSCs浓度对Treg / Th17平衡影响

较大，对二者均有一定促进作用，但 BMSCs 浓度与

Treg、Th17 细胞比例不存在正相关。在较低 BMSCs 

浓度（1×105个）时，Th17即可出现增殖加速，而Treg 

细胞增殖高峰则稍迟于 Th17 细胞。但在 BMSCs 浓

度过高（8×105 个）时，Treg、Th17 细胞比例均明显

下降。在 BMSCs 作用下，Treg / Th17 平衡中相关细

胞因子变化并不明显，且与 Treg、Th17 细胞比例的

变化是不同步的，可能与 MSCs 在调节过程中自身

分泌 TGF-β、IL-10 等因子有关。

  综上，BMSCs 对 Treg 细胞与 Th17 细胞的增殖

均有一定促进作用，但高浓度 BMSCs 则对二者产生

抑制作用。BMSCs 对于 Th17 细胞的作用在较低浓

度即可出现，而对 Treg 细胞的促进作用则需稍高浓

度。掌握合适的浓度、调控 Treg / Th17 平衡向有利

于移植耐受的方向发展，是我们今后需完善的内容。
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