
　　作者单位：４５３００３　新乡医学院第三附属医院血液内科（秦卫玲、

赵玉洁、邢会茹、武金日、窦敬芳）；４５３００１　新乡医学院第一附属医院

血液内科（贺立山）

双歧杆菌脂磷壁酸对多发性骨髓瘤患者骨髓间

充质干细胞生物学特性的影响

秦卫玲　赵玉洁　邢会茹　武金日　窦敬芳　贺立山

摘　要　目的　探讨双歧杆菌脂磷壁酸对多发性骨髓瘤患者骨髓间充质干细胞增殖及细胞因子分泌情况的影响。方法

应用密度 －梯度离心法分别获取多发性骨髓瘤患者及对照组骨髓间充质干细胞，应用流式细胞仪确定间充质干细胞表型，ＥＤＵ

法和 ＥＬＩＳＡ法分别检测不同质量浓度（０．５、１．０、２．０、４．０、６．０ｇ／Ｌ）的双歧杆菌脂磷壁酸共培养后的骨髓间充质干细胞增殖率及

培养液上清中 ＩＬ－１７及 ＩＬ－６含量变化。结果　多发性骨髓瘤患者与对照组骨髓间充质干细胞的形态及表型表达完全相同，当

双歧杆菌脂磷壁酸干预质量浓度为 １．０ｇ／Ｌ和 ２．０ｇ／Ｌ时，多发性骨髓瘤组间充质干细胞的增殖率显著高于正常对照组（Ｐ＜

００５），质量浓度为 ４．０ｇ／Ｌ和 ６．０ｇ／Ｌ时，细胞增殖率反而显著低于正常对照组（Ｐ＜０．０５）。多发性骨髓瘤患者骨髓间充质干细

胞的 ＩＬ－１７和 ＩＬ－６水平均显著高于正常人，应用 ０．５、１．０、２．０和 ４．０ｇ／Ｌ双歧杆菌脂磷壁酸干预后，其细胞因子的表达水平显

著下降（Ｐ＜０．０５）。结论　一定质量浓度的双歧杆菌脂磷壁酸可以促进多发性骨髓瘤患者骨髓间充质干细胞的增殖且降低其

ＩＬ－１７和 ＩＬ－６的表达水平。
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　　多发性骨髓瘤（ｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａ，ＭＭ）是血液系
统疾病中常见的一种恶性肿瘤，多见于中老年人，以

浆细胞恶性克隆增殖为主要特征，临床表现往往为溶

骨性骨质破坏、高黏滞综合征、急慢性肾衰竭及凝血

功能障碍为主
［１］
。近年来，越来越多的研究证实多

发性骨髓瘤患者的骨髓微环境与肿瘤细胞生长、增殖

以及耐药之间存在着密切联系，对该类细胞及其分泌

的细胞分子调控亦已成为目前多发性骨髓瘤临床治

疗的研究方向之一
［２～４］

。双歧杆菌脂磷壁酸（ｌｉｐｏｔｅｉ
ｃｈｏｉｃａｃｉｄ，ＬＴＡ）是一种重要的免疫调节剂，在抗肿瘤、
抗感染、降血脂和延缓衰老等方面发挥着重要的生物

学作用
［５］
。本实验通过研究青春双歧杆菌脂磷壁酸

对多发性骨髓瘤患者骨髓间充质干细胞增殖及细胞

因子分泌情况的影响，初步探讨其在该疾病临床治疗

应用中的可行性。
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对象与方法

１．研究对象：选取笔者医院 ２０１６年 ５月 ～２０１７
年５月血液科确诊的３０例多发性骨髓瘤患者为试验
组，所有患者均符合《血液病诊断及疗效标准》诊断

标准
［６］
。根据多发性骨髓瘤国际分期系统（ＩＳＳ）进

行疾病分期，其中Ⅰ期 ３例，Ⅱ期 １３例，Ⅲ期 １４例，
男性１８例，女性 １２例，患者年龄 ４０～６５岁，中位数
为５５岁。对照组选择与多发性骨髓瘤患者性别、年
龄相匹配的正常骨髓患者３０例。两组人群的性别分
布、年龄差异均无统计学意义。本研究提请医院伦理

学委员会批准通过，并与患者签署知情同意书。

２．主要试剂及仪器：双歧杆菌脂磷壁酸按照乐军
等方法从青春双歧杆菌中分离纯化

［７］
。ＰＥ标记的

ＣＤ３４、ＣＤ４４单克隆抗体购自北京索莱宝科技有限公
司；人 ＩＬ－１７及 ＩＬ－６酶联免疫（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍ
ｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测试剂盒购自南京森贝
伽生物科技有限公司；ＤＭＥＭ培养液和胎牛血清均购
自美国 Ｓｉｇｍａ公司；细胞分离液购自于北京天根生化
科技有限公司；ＥＤＵ细胞增殖检测试剂盒购自广州市
锐博生物科技有限公司。ＣＯ２恒温培养箱购自美国
Ｔｈｅｒｍｏ公司，流式细胞仪购自南京兆坤仪器有限公司。

３．方法：（１）骨髓间充质干细胞分离、培养与鉴
定：无菌条件下分别采集对照组与多发性骨髓瘤患者

骨髓各５ｍｌ，应用人淋巴细胞分离液常规离心，收集
中间细胞层后应用 ＤＭＥＭ完全培养液洗涤后备用。
将上述细胞稀释浓度至５．０×１０５／Ｌ后接种于细胞培
养瓶内，添加 ＤＭＥＭ完全培养液，并置于 ３７℃、５％
ＣＯ２培养箱内进行孵育。待细胞融合率达到 ８０％以
上之后，对上述细胞进行传代培养，收集第３代细胞，
常规胰蛋白酶消化之后添加 ＰＥ标记的 ＣＤ３４、ＣＤ４４
单克隆抗体，应用流式细胞仪进行鉴定。（２）ＥＤＵ法
检测细胞增殖率：将生长状态良好的上述骨髓间充质

干细胞接种于９６孔板，浓度为 ５．０×１０３个／孔，每组
各设５个重复孔，培养１２ｈ后弃去原培养基，分别加

入含有相应浓度双歧杆菌脂磷壁酸（终浓度分别为

０．５、１．０、２．０、４．０、６．０ｇ／Ｌ）的 ＤＭＥＭ完全培养基，继
续培养至 ７２ｈ，每孔分别加入 ５０μｍｏｌ的 ＥＤＵ试剂，
３７℃、５％ＣＯ２继续培养 ２ｈ，荧光显微镜下计数 ＥＤＵ
阳性细胞数，确定不同浓度双歧杆菌脂磷壁酸共培养

的骨髓间充质细胞的相对增殖率。（３）骨髓间充质干
细胞培养液上清中 ＩＬ－１７、ＩＬ－６检测：按照 ＥＤＵ法培
养多发性骨髓瘤患者及对照组骨髓间充质干细胞分别

至７２ｈ，分别应用人 ＩＬ－１７、ＩＬ－６酶联免疫检测试剂
盒检测培养液上清中的 ＩＬ－１７及 ＩＬ－６含量，操作方
法严格按照试剂盒说明书进行，酶标仪读取 Ａ２６０值，应
用酶联免疫析软件绘制标准曲线并计算其浓度。

４．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１９．０统计学软件进行
数据分析，各组数据均以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，
两组样本均数比较采用 ＬＳＤ－ｔ检验，以 Ｐ＜００５为
差异有统计学意义。

结　　果
１．多发性骨髓瘤患者与对照组骨髓间充质干细

胞形态及鉴定结果：对照组与多发性骨髓瘤患者的骨

髓间充质干细胞在接种４８ｈ后均呈贴壁性生长，荧光
倒置显微镜下观察细胞形态无明显差异，均为长梭形

或者三角形，细胞核较大，呈旋涡状生长，结果见图

１。将培养７２ｈ后的细胞行流式细胞仪检测后均呈现
出 ＣＤ３４阴性表达、ＣＤ４４阳性表达，表明所获细胞均
具有骨髓间充质干细胞特性，结果见图２。

图 １　正常对照组与多发性骨髓瘤患者

骨髓间充质干细胞形态（荧光染色，×２００）
Ａ．对照组骨髓间充质干细胞；Ｂ．多发性骨髓瘤患者骨髓间充质

干细胞。骨髓间充质干细胞均为长梭形或三角形

　

图 ２　对照组与多发性骨髓瘤患者骨髓间充质干细胞流式细胞仪 ＣＤ４４检测结果
Ａ．对照组骨髓间充质干细胞，ＣＤ４４阳性表达率为９１．７％；Ｂ．多发性骨髓瘤患者骨髓间充质干细胞 ＣＤ４４阳性表达率为９３．１％；Ｃ．阴性对照

　 ·７５１·
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　　２．ＥＤＵ法检测细胞增殖率：ＥＤＵ检测结果显示
双歧杆菌脂磷壁酸质量浓度为１．０ｇ／Ｌ和２．０ｇ／Ｌ时，
多发性骨髓瘤患者的间充质干细胞增殖率显著高于

对照组（Ｐ＜０．０５）；当质量浓度为 ４．０ｇ／Ｌ和 ６．０ｇ／Ｌ
时，其细胞增殖率反而低于对照组，差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０５），结果见表１、图３。

表 １　不同浓度双歧杆菌脂磷壁酸共培养后的骨髓

间充质干细胞相对增殖率 （ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别 计数细胞数 增殖率（％）
对照组 ２００ ７８．２±６．３
ＬＴＡ０．５ ２００ ８０．１±５．４
ＬＴＡ１．０ ２００ ９０．５±６．１

ＬＴＡ２．０ ２００ ９５．４±４．１

ＬＴＡ４．０ ２００ ６５．２±６．４＃

ＬＴＡ６．０ ２００ ６０．３±４．６＃

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５；与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５

图 ３　不同浓度双歧杆菌脂磷壁酸共培养后的

骨髓间充质干细胞相对增殖率（ＥＤＵ，×２００）

Ａ．２．０ｇ／Ｌ双歧杆菌脂磷壁酸共培养后的骨髓间充质干细胞相

对增殖率；Ｂ．６．０ｇ／Ｌ双歧杆菌脂磷壁酸共培养后的骨髓间充质

干细胞相对增殖率

　

　　３．骨髓间充质干细胞培养液上清中 ＩＬ－１７、ＩＬ－６
检测：ＥＬＩＳＡ结果显示对照组骨髓间充质干细胞中
ＩＬ－１７、ＩＬ－６水平显著低于多发性骨髓瘤组患者，（Ｐ
＜０．０５）。经０．５、１．０、２．０、４．０ｇ／Ｌ双歧杆菌脂磷壁酸
干预后，多发性骨髓瘤患者骨髓间充质干细胞 ＩＬ－１７、
ＩＬ－６水平均显著下降（Ｐ＜０．０５），结果如图４所示。

图 ４　双歧杆菌脂磷壁酸对多发性骨髓瘤患者骨髓间

充质干细胞细胞因子分泌的影响

与对照组比较，＃Ｐ＜０．０５；与多发性骨髓瘤组比较，Ｐ＜０．０５

　

讨　　论
骨髓间充质干细胞及其分泌的细胞因子是参与

骨髓微环境构成的重要因素，而骨髓微环境在调控骨

髓造血及骨髓来源肿瘤细胞的增殖过程中均起着举

足轻重的作用。多发性骨髓瘤是骨髓浆细胞的恶性

克隆增生性疾病，肿瘤细胞各项生物学特性均与骨髓

微环境密切相关，因此以骨髓间充质干细胞为治疗靶

点，继而通过实现骨髓微环境的干预已经成为本病治

疗的可行性选择之一
［８］
。Ｌｉ等［９］

证实骨髓间充质干

细胞，特别是外源性骨髓间充质干细胞能够有效地促

进骨形成，同时抑制多发性骨髓瘤骨病及高侵袭性骨

髓瘤细胞在骨骼中的生长。林如峰等
［１０］
证实沙利度

胺和地塞米松联合应用可以诱导多发性骨髓瘤患者间

充质干细胞的凋亡并降低 ＩＬ－６及 ＳＣＦ的表达。此次
实验中进行了对照组及多发性骨髓瘤患者骨髓间充质

干细胞分离与培养，经流式细胞术鉴定两组细胞均呈

现出 ＣＤ３４阴性表达、ＣＤ４４阳性表达，表明所获得的两
种细胞均为单一细胞，且具有骨髓间充质干细胞特性。

ＩＬ－６是白细胞介素家族中重要的细胞因子之
一，与该病病情进展密切相关，可以通过旁分泌及自

分泌方式促进多发性骨髓瘤细胞的生长、存活及增

殖，同时刺激骨骼的重吸收。多发性骨髓瘤患者的骨

髓基质细胞还可以通过持续性 ＩＬ－６的生成，以抵抗
化疗药物诱导的骨髓瘤瘤细胞凋亡作用

［１１］
。张鹏宇

等
［１２］
应用硼替佐米联合地塞米松或环磷酰胺及地塞

米松治疗初治多发性骨髓瘤，证实治疗３个疗程后血
清 ＩＬ－６和铁蛋白水平均较治疗前显著下降。ＩＬ－
１７是近年来新发现的一种促炎性细胞因子，通过与
受体特异性结合，促进包括 ＩＬ－１、ＩＬ－６及 ＴＮＦ等多
种炎性因子的产生，在促进炎症发展、免疫应答及造

血过程发挥重要的调节作用，近年来有关 Ｔｈ１７细胞
及细胞因子 ＩＬ－１７与多发性骨髓瘤的相关性研究逐
渐增多。Ｐｒａｂｈａｌａ等［１３］

研究发现，Ｔｈ１７细胞不但可
以诱导骨髓瘤细胞的形成，其分泌的细胞因子ＩＬ－１７
在促进骨髓瘤细胞增殖的同时，并可以抑制自身免疫

功能。张耀等
［１４］
研究证实，多发性骨髓瘤患者外周

血 Ｔｈ１７细胞的百分率及细胞因子 ＩＬ－１７含量均明
显高于正常人，推测其可能作为启动因素参与了多发

性骨髓瘤患者的免疫发病过程，并促进了病情的进

展。杨云等
［１５］
发现应用沙利度胺治疗后的多发性骨

髓瘤患者外周血中 Ｔｈ１７细胞百分率、ＲＯＲγｔｍＲＮＡ
表达水平及血浆 ＩＬ－１７水平均比治疗前明显降低，
推测抑制 Ｔｈ１７细胞可能是沙利度胺发挥抗多发性骨
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髓瘤细胞的作用机制之一。

双歧杆菌是人与动物肠道内的有益菌群之一，对

宿主健康起着重要的调节作用，双歧杆菌脂磷壁酸最

初是分离于发酵乳酸杆菌的一类含磷酸甘油残基的

分子，也是该菌发挥生物学作用的重要表面结构成

分
［１６］
。利用不同质量浓度的双歧杆菌脂磷壁酸对多

发性骨髓瘤患者骨髓间充质干细胞进行干预，发现质

量浓度为 １．０ｇ／Ｌ和 ２．０ｇ／Ｌ的双歧杆菌脂磷壁酸可
以促进细胞增殖，而４．０ｇ／Ｌ和６．０ｇ／Ｌ的双歧杆菌脂
磷壁酸对多发性骨髓瘤患者骨髓间充质干细胞增殖

有明显的抑制效果。另外发现，多发性骨髓瘤患者的

骨髓间充质干细胞中 ＩＬ－６和 ＩＬ－１７水平显著高于
正常人（Ｐ＜０．０５），而质量浓度为 ０．５、１．０、２．０及
４０ｇ／Ｌ的双歧杆菌脂磷壁酸可使其表达水显著下降
（Ｐ＜０．０５）。

综上所述，多发性骨髓瘤患者的骨髓间充质干细

胞 ＩＬ－１７和 ＩＬ－６表达水平明显上升，一定质量浓
度的双歧杆菌脂磷壁酸可以促进多发性骨髓瘤患者

骨髓间充质干细胞的增殖并可以降低 ＩＬ－１７和 ＩＬ－
６表达水平。
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