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摘要 目的：探讨在实验性自身免疫性脑脊髓炎（EAE）治疗中 TGF-茁与 IL-6介导的骨髓基质干细胞(BMSCs)的双向调节作用与

机制。方法：分离纯化 BMSCs，并与 EAE大鼠动物模型淋巴细胞共培养，应用抗 TGF-茁和 IL-6单克隆抗体封闭 TGF-茁或 IL-6通

路，ELISA检测不同比例MSC与淋巴细胞共培养中对细胞因子的作用，流式细胞仪检测MSC对 Th细胞亚群分化的影响，过继

免疫临床评分检测 BMSC治疗中的关键通路。结果：1:10比例 BMSCs共培养组与对照组相比，IL-17分泌量下降(P<0.05)，Treg

细胞显著增高(P<0.05)而 Th17细胞显著降低(P<0.05)，共培养后的淋巴细胞进行过继免疫回输后，1:10干细胞共培养组临床评分

显著降低(P<0.05)，而 1:100比例共培养组与上述结果相反，中和 TGF-茁和 IL-6抗体可以调节此免疫作用。结论：BMSCs通过

TGF-茁和 IL-6通路调节免疫系统调节性 T细胞（Treg）和 Th17的细胞平衡，此过程与 BMSCs剂量密切相关，本研究可为干细胞

更好的临床应用提供理论基础。
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Study on the Reciprocal Effect of Mesenchymal Stem Cell on EAE Mediated
by TGF-茁 and IL-6*

To investigate the mechanism and reciprocal effect of mesenchymal stem cell on EAE via TGF-茁 and IL-6

pathway. BMSCs were purified and co-cultured with lymphocytes harvested from the lymph nodes of rats with EAE after the

immunization at different concentrations. Neutralizing anti-TGF-茁 or anti-rat IL-6 monoclonal antibodies were added to the culture sys-

tem. Cell culture supernatant cytokine concentrations were determined by ELISA test and Flow cytometry test was used to examine the

Th cells differentiation. The effect of msc was determined by clinical scores of adoptive transfered EAE. More Treg cells and

fewer Th17 cells were observed at the 1:10 BMSC: lymphocyte co-culture ratio. At this ratio, TGF-茁 neutralizing antibodies reversed the

stimulatory effects of MSCs on the proportion of Tregs. However, more Th17 cells were observed in the 1:100 MSC: lymphocyte co-cul-

ture group and TGF-茁 and IL-6 neutralizing antibodies reversed this effect. In this report we demonstrate that BMSCs have

the capacity for modulating antigen-stimulated T cells to differentiate into either Th17 or Treg cells in a dose-dependent manner, respec-

tively via pathways involving TGF-茁 and IL-6. These results may lead better utility of BMSCs as a treatment for autoimmune disease.
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前言

骨髓间充质干细胞（BMSCs）是一种可以进行自我更新的

干细胞，它能够分化成多种类型的细胞，包括成骨细胞、软骨细

胞、脂肪细胞和神经元细胞[1-4]。此外，在一些研究中表明间充质

干细胞对于同种异体免疫反应具有保护作用，并且可以通过产

生 TGF-茁，HGF（人体生长因子）[5,6]，IL-10，NO，PGE2 (前列腺素

E2)以及 IDO (吲哚胺 2,3-双加氧酶)来调节机体免疫抑制能力
[7]。因此，间充质干细胞常常在组织修复和治疗遗传性、自身免

疫性疾病的模型中用做实验材料。然而，间充质干细胞介导的

免疫抑制作用并不总能起效。在某些情况下，例如在混合淋巴

细胞反应和抗 -CD3ε 刺激的情况下，骨髓来源的间充质干细

胞能够刺激淋巴细胞的增殖。在 IL-2和 IL-15[8-10]存在的条件

下，间充质干细胞与淋巴细胞的比率较低时能够刺激淋巴细胞
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的增殖。目前为止，间充质干细胞介导的免疫抑制功能的机制

尚不明确。

实验性自身免疫性脑脊髓炎（EAE），即人类多发性硬化

（MS）的小鼠模型，主要是由 Th1介导的疾病。然而，最近的研

究发现产生促炎因子 IL-17的 T细胞即 Th17细胞才是在 EAE

和MS中起到关键作用的细胞。Tregs（调节性 T细胞）是控制

自身免疫和组织损伤的关键，也是 Th17的拮抗剂。这两种相互

拮抗的细胞分别受到 TGF-茁或 TGF-茁 协同 IL-6 的调节 [11,12]。

在本篇报告中，我们主要讲述了间充质干细胞介导的对髓鞘碱

性蛋白特异性 T淋巴细胞增殖的抑制或增强的双重调节作用，

这种调节作用主要取决于间充质干细胞和淋巴细胞的比率以

及相应可溶性因子的分泌。

1 材料与方法

1.1 材料

① 动物：雌性路易斯大鼠，体重 160~180 g，购自北京实验

动物有限公司。在此次研究中使用的所有大鼠饲养和维护方法

均与中国研究院发表的善待实验动物与健康的规定一致。② 主

要试剂和材料：MBP68-86 (YGSLPQKSQRSQDENPV)采用由

生物技术有限公司公司（上海，中国）的固相合成技术和高效液

相色谱法纯化。从圣克鲁斯生物公司(Santa Cruz, CA)购买抗鼠

TGF-茁和抗鼠 IL-6单克隆抗体。大鼠血清购于杰克逊免疫研

究所，美国，MEM购于美国 Hyclone公司。

1.2 方法

1.2.1 MSC分离培养 采取脊髓离断处死大鼠。胫骨和股骨

解剖后用 23号针头抽入MSC培养液进行骨髓冲洗[13]。冰上收

集骨骺碎片，然后反复用 18号针头通过 70 滋M滤膜去除骨针
和碎片。将数量约 5× 106的骨髓细胞放在 100 mm2的组织培

养皿中，培养基（基本细胞培养液与间充质干细胞刺激剂混合）

中加入青霉素(100 U/mL)，链霉素(100 mg/mL)。然后放入 37

℃，5% CO2，饱和湿度的细胞培养箱中培养 3天，使其在培养

基中充分贴壁生长。第 3天首次换液去除悬浮细胞，4-10天后

细胞长满单层，采用胰蛋白酶消化法（使用 0.1%胰蛋白酶和

0.1% EDTA）传代，密度调整为 5× 103个 /cm2。

1.2.2 EAE动物模型的建立 应用 MBP68-86（25 滋g）与完全弗
氏佐剂(CFA)混合后小鼠尾静脉注射法诱导产生。每隔一天进

行大鼠称重和评估临床症状。临床评分是根据以下标准进行：

0)、无症状；1)、尾巴瘫痪；2)、正向反射消失，有或无部分后肢瘫

痪；3)、完全后肢瘫痪；4)、濒死状态；5)、死亡[14]。

1.2.3 淋巴细胞悬液的制备 免疫后 14天从 EAE大鼠淋巴

结中提取淋巴细胞。细胞在 RPMI 1640培养液中清洗 3次，然

后在淋巴细胞培养基培养。RPMI 1640培养液成分包括：1%正

常大鼠血清、1%（V/V）的最低浓度基础培养基（MEM），2 mM

谷氨酰胺，1 mM 丙酮酸钠，50 mM 的 2-ME，100 U/mL 青霉

素，100 mg/mL链霉素，10 mg/mL的MBP。然后将淋巴结单细

胞悬液密度调整为 2× 106／mL备用。

1.2.4 TGF-茁和 IL-6中和封闭后细胞因子浓度检测 不同浓

度的骨髓间充质干细胞与免疫后第 14天提取的大鼠颈淋巴结

淋巴细胞共培养。在培养基中加入抗 TGF-茁（10 mg/mL）或抗

大鼠 IL-6单克隆抗体（mAb）（10 mg/mL），与细胞共培养在 37

℃，5% CO2，饱和湿度的孵箱中。共培养后 48小时收集上清

液，测定可溶性细胞因子。细胞培养上清液中细胞因子浓度根

据厂家指示使用市售的 ELISA试剂盒测定。干扰素 IFN-酌，
IL-4，IL-17，TGF-茁和 IL-6 ELISA试剂盒购自 R&D公司。结果

以 PG/mL表示。

1.2.5 流式细胞仪检测 标准的细胞内细胞因子染色使用流

式细胞仪和 CellQuest Pro软件进行检测。布雷菲德菌素 A（蛋

白转运抑制剂，抑制细胞因子的分泌）与细胞孵育 5 h。染色缓

冲液洗两遍后，染色的样品细胞与异硫氰酸荧光素（FITC）标记

的抗 CD4固定后，再与藻红蛋白（PE）标记抗 IL-17或 PE标记

的抗 Foxp3进行细胞内染色。

1.2.6 过继免疫 EAE 过继免疫 EAE（AT-EAE）通过注入新

鲜活性的MBP特异性 T细胞进行过继性免疫。供体大鼠皮下

接种MBP与 CFA混合乳剂进行免疫。免疫后十四天，淋巴结

取材制作淋巴细胞悬浮液，培养基中加入 MSC和 20 滋g/mL
MBP68-86，共培养。加入中和抗 TGF-茁抗体（10 mg/mL）或抗
大鼠 IL-6抗体（10 mg/mL）并设置对照组。48小时后，用 0.5毫

升 PBS收集细胞经尾静脉过继转移注射进路易斯大鼠体内并

用 500 rad照射诱导 AT-EAE。

1.3 统计学分析

数据处理采用 SPSS 18.0软件，用未配对学生 T-检验进行

正态分布分析。临床评分采用非参数Mann-Whitney U检验分

析。P＜0.05表示具有显著性差异且有统计学意义。结果以平均

数标准差表示。

2 结果

2.1 不同比例MSCs共培养对各种细胞因子表达量的影响

我们选择了MSC：淋巴细胞比例 1:10或 1:100来探讨哪

些因素影响 T淋巴细胞各种细胞因子的影响。检测淋巴细胞上

清液 IFN-酌，IL-4，TGF-茁，IL-6和 IL-17的表达量。研究发现，在

MSC：淋巴细胞比例为 1:10 中 IFN-酌，IL-17 含量降低，IL-4，
TGF-茁和 IL-6含量增加。相反，在MSC：淋巴细胞比例为 1:100

中发现 IFN-酌水平降低，IL-6和 IL-17水平升高（IL-4和 TGF-茁
无明显变化）（图 1，表 1）。

图 1 共培养上清液中细胞因子的表达

Fig.1 Cytokine expression in MLR supernatants

Note: MSC to PBMC ratios are indicated as 1:10 or 1:100. Data are

expressed as the means ± SD of 3 independent experiments. *P<0.05,

**P<0.01 vs. the MNC group for each cytokine tested.
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2.2 TGF-茁和 IL-6在MSC与淋巴细胞共培养中的作用

我们分别用抗 TGF-茁和 IL-6单克隆抗体来研究 MSC来

源的 TGF-茁 和 IL-6 对 MBP 特异性 T 细胞的相互作用。从

EAE大鼠中提取并提纯淋巴细胞后，分别与有 MSC或无MSC

（1:10或 1:100的比例），以及存在或不存在抗 IL-6或 TGF-茁
的培养基中共培养 48 h。IL-17含量在 MSC：淋巴细胞比例为

1:10，存在抗 TGF-茁中是增加的。相反，IL-17含量在MSC：淋

巴细胞比例为 1:100，存在抗 TGF-茁或 IL-6中是降低的（图 2，

表 2）。

培养组织也在 PE标记的抗 Foxp3 或 PE标记的抗 IL-17

与 FITC标记的抗 CD4进行双染色。在 1:10的MSC：淋巴细胞

共培养比例中观察到较多的 Treg细胞和较少的 Th17细胞。在

这个比例，TGF-茁中和抗体逆转了 MSCs对 CD4+Foxp3+T细

胞（Treg）的刺激作用。然而，在 1:100组中，我们观察到更多的

Th17细胞，是 TGF-茁和 IL-6中和抗体产生了这种逆转效果。

在 1:100的MSC：淋巴细胞比例组中，间充质干细胞的存在对

CD4+Foxp3+T细胞亚群的影响不显著（图 3，表 3）。

Note: 1:10 coculture group and 1:100 coculture group compared with lymphocyte group *P＜0.05, **P＜0.01.

表 1上清中 IFN-酌、IL-4、TGF-茁、IL-6及 IL-17分泌水平(pg/mL)

Table 1 Secretion of IFN-酌, IL-4, TGF-茁, IL-6 and IL-17 in supernatant (pg/mL)

Lymphocyte group 1：10 coculture group 1：100 coculture group

IFN-酌 341.4± 24.26 95.25± 26.5* 167.25± 1.9*

IL-4 64.0± 0.10 130.7± 8.10** 74.55± 2.80

TGF-茁 172.35± 27.8 438.75± 42.30** 251.5± 17.60

IL-6 95.3± 9.50 331.8± 22.20** 223.75± 21.60**

IL-17 189.5± 1.69 97.26± 9.09* 218.06± 5.81*

图 2 共培养上清液中 IL-17的表达变化

Fig.2 IL-17 levels in MLR supernatant

Note: Data are expressed as the mean ± SE of 3 independent experiments.

* P<0.05, ** P<0.01 vs. the MBP group.

Note: coculture groups with anti-TGF-茁 or anti-IL-6 compared with MBP group *P＜0.05 **P＜0.01.

表 2 TGF-茁，IL-6抗体封闭后对 IL-17表达量的影响(pg/mL)

Table 2 Secretion of IL-17 in co-culture supernatant (pg/mL)

MBP group Anti-TGF-茁 group Anti-IL-6 group

1：10 coculture group 97.26± 9.08 168.95± 7.99* 91.10± 1.98

1：100 coculture group 239.56± 5.81 178.85± 4.88** 191.7± 7.35*

图 3 MSC介导的 T细胞亚群变化

Fig.3 MSC-mediated T cell subset distribution

Note: Three independent experiments were carried out and the representative profiles are shown.
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2.3 骨髓间充质干细胞对 AT-EAE的双重调节作用

过继免疫 EAE（AT-EAE）由注射 MSC刺激的 MBP特异

性 T细胞注入大鼠尾静脉诱导产生。注射前，细胞与存在或缺

失骨髓间充质干细胞共培养 48小时，然后应用用抗 TGF-茁或
抗 IL-6单克隆抗体治疗。我们发现，T细胞在 1:100的 MSC：

淋巴细胞的比例受刺激中会产生比治疗组动物更严重的 EAE

临床表现。应用抗 TGF-茁或抗 IL-6治疗可以缓解 EAE病情

（图 4）。

3 讨论

近期出现了许多关于间充质干细胞介导的免疫调节的资

料，尽管这些实验结果并不一定都可以得到验证。有研究报道

称，在 IL-2和 IL-15[10]存在的条件下，间充质干细胞与淋巴细胞

的比率较低时，它对淋巴细胞的增殖在混合淋巴细胞反应

（MLR）中存在免疫刺激特性。在本篇文章中，我们主要研究了

间充质干细胞对淋巴细胞的影响并证实了间充质干细胞通过

调节 Treg和 Th17 平衡来介导增殖或增强作用。除此之外，

TGF-茁和 IL-6是调节这些过程的关键细胞因子。

有报道表明间充质干细胞在混合淋巴细胞反应中对淋巴

细胞增殖有多效性作用[15]。显著的混合淋巴细胞抑制反应可以

在间充质干细胞与淋巴细胞的比率为 1:1或 1:2时观察得到。

然而，这些比率在体内是很难实现的，而且这两种细胞的比率

差异对间充质干细胞的影响仍不清楚。研究者报道称，与 T淋

巴细胞的比例较低时，间充质干细胞不太可能发挥抑制作用而

有时候产生了刺激异体淋巴细胞增殖的作用[16]。

本篇研究报告的数据显示了在不同间充质干细胞与淋巴

细胞的比率下，间充质干细胞对 T淋巴细胞增殖的不同影响。

在较高的间充质干细胞与淋巴细胞比率(即 1:10)条件下，我们

发现了明显的增殖减少的现象以及在比率为 1:100时增殖增

强的现象（P<0.05）。这些发现可能有助于解释在给病人体内注

射相对较低数量的骨髓间充质干细胞后引起的 T淋巴细胞数

量有所改变的现象。

整合现在所有的研究数据表明，间充质干细胞介导的免疫

抑制作用实际上是通过分泌可溶性因子来实现的[17-19]。在我们

的研究结果中，不同的间充质干细胞与淋巴细胞的比率中都存

在高表达的 IL-6和低表达的 IFN-酌，而 IL-17表达量的增加存

在于间充质干细胞与淋巴细胞的低比率中。此外，在间充质干

细胞和淋巴细胞共培养的上清液中发现的 IL-6表达量增加与

近期的观察结果相一致。IL-6的生成量与间充质干细胞的数量

成正比，但即使在低间充质干细胞与淋巴细胞比率中，IL-6的

表达水平也明显高于对照组。TGF-茁的生成量与间充质干细胞
的数量成反比，在 1:100组中两者无明显差异。据最近研究报

道出的 Th17 能够增强 EAE 发病的严重程度和利用抗 IL-17

来抑制疾病发展的治疗方法表明 IL-17是 EAE自身免疫性疾

病过程中的关键炎症因子[17]。

IFN-酌，主要由 Th1细胞产生，存在于 EAE或胶原诱导的

关节炎（CIA）的病变中。这提示了 IFN-酌可能在这类自身免疫
性疾病的发病机理中起到一定的作用。然而，采取了中和抗

IFN-酌抗体的措施后反而使这些疾病的表现加重，表明实际上
IFN-酌对于减轻 EAE的病变程度是有益的[26]。近期研究报道称

利用 IL-23可以刺激细胞产生 IL-17，而 IL-12/IFN-酌可以抑制
细胞产生 IL-17，阻断 IFN-酌或 IL-4信号通路后可以诱导产生

IL-17的 T细胞的分化[27]。因此，在低的间充质干细胞与淋巴细

胞比率中上调 IL-17 可能与实验结果观察到的高表达的

TGF-茁、IL-6和低表达的 IFN-酌有关[28,29]。

中和 TGF-茁和 IL-6是作为评估这些细胞因子在反应中作

用的一种手段。在间充质干细胞与淋巴细胞比率为 1:10的组

中，中和 TGF-茁使 IL-17的抑制作用发生了逆转。在 1:100组

中，中和 TGF-茁或 IL-6后，IL-17的表达量明显下降。在平行试

Note: compare with lymphocyte group *P＜0.01.

表 3 BMSC对 EAE大鼠 T淋巴细胞亚群的影响

Table 3 Proportion of CD4+Foxp3+Tregs and CD4+IL-17+ Th17 cells

CD4+Foxp3+Treg cells % CD4+IL-17+ Th17 cells %

lymphocyte group 1.33± 0.06 2.5± 0.13

1：10 coculture group 6.9± 0.76* 0.21± 0.03*

1：10 anti-TGF-茁 group 2.23± 0.22 1.85± 0.02

1：10 anti-IL-6 group 11.94± 0.94 0.1± 0.01

1：100 coculture group 1.44± 0.16 5.94± 0.43*

1：100 anti-TGF-茁 group 1.5± 0.05 1.46± 0.08

1：100 anti-IL-6 group 1.67± 0.08 2.8± 0.10

图 4 不同MSC比例对过继免疫 EAE的作用

Fig.4 Effect of low MSC ratios on the development of AT-EAE

Note: Results are expressed as the mean of quadruplicate samples in three

independent experiments.
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验的 1:10共培养组中，利用流式分析仪测出 Tregs和 Th17的

比例增高，在这一组中，中和 TGF-茁抗体使免疫调节作用发生
了逆转（抗 IL-6抗体没有这个作用）。然而，在 1:100共培养组

发现 Tregs和 Th17的比例降低，中和 TGF-茁和 IL-6抗体均使

免疫调节作用发生了逆转。目前已被证实 TGF-茁和 IL-6的组

合可以有效的诱导 Th17的分化。

未成熟的 CD4+T 细胞在 TGF-茁 的刺激下可以分化为
CD4+Foxp3+细胞，但是加入 TGF-茁和 IL-6后可以完全抑制

其 Foxp3的表达而刺激 IL-17的生成。据推测，TGF-茁不仅可
以诱导调节性 T细胞也可以诱导促炎性 T细胞，这取决于是

否存在促炎性细胞因子如 IL-6。以上数据表明，Th17细胞与诱

导调节性 T细胞（iTreg）之间存在着相互调节的关系。近期，研

究报道称 TGF-茁以一种浓度依赖的方式精密的调控着 Th17

细胞的分化。我们推断在间充质干细胞含量较低的情况下，

TGF-茁协同 IL-6共同促进 Th17的分化，而在间充质干细胞含

量较高时，高浓度的 TGF-茁 抑制了 Th17 的分化而有利于

Foxp3+ Treg细胞的分化。因此，诱导抗原刺激细胞分化为Th17

细胞或者 Treg细胞的关键取决于 TGF-茁和 IL-6的平衡。
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