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Toll 样受体激活对间充质干细胞免疫调节功能的影响

孙 　 玥 　 耿林玉 　 黄赛赛 　 王 　 红 　 丁从珠

摘 　 要 　 目的 　 探讨 Toll 样受体 ( Toll - like receptor, TLR)激活对骨髓和脐带两种不同来源间充质干细胞 (mesenchymal
stem cells, MSC)免疫调节功能的影响,同时比较骨髓 MSC 与脐带 MSC 中 TLR 的表达情况。 方法 　 从关节置换术患者废弃的关

节中取得骨髓,分离培养骨髓 MSC。 从健康产妇废弃的脐带中分离培养脐带 MSC。 采用 TLR4 激动剂脂多糖( lipopolysaccharide,
LPS)、TLR3 激动剂聚肌胞苷酸[polyinosinic - polycytidylic acid, Poly( I:C)]分别预处理骨髓 MSC 或脐带 MSC,然后与健康志愿

者外周血单个核细胞(peripheral blood mononuclear cells, PBMC)共培养,共培养结束后流式细胞术检测 PBMC 增殖情况。 以实时

荧光定量聚合酶链反应( real - time quantitative polymerase chain reaction, RT - qPCR)检测骨髓 MSC 和脐带 MSC 中 TLR4、TLR3
的基因表达水平。 流式细胞术检测骨髓 MSC 和脐带 MSC 中 TLR4、TLR3 的蛋白表达水平。 结果 　 骨髓 MSC 与 PBMC 共培养实

验结果显示,LPS 预处理可以明显降低骨髓 MSC 对 PBMC 增殖的抑制效应,Poly( I:C)预处理对骨髓 MSC 免疫调节功能无显著

影响。 脐带 MSC 与 PBMC 共培养实验结果显示,LPS 或 Poly( I:C)预处理对脐带 MSC 抑制 PBMC 增殖的影响均不显著。 与骨髓

MSC 比较,脐带 MSC 中 TLR4、TLR3 的基因和蛋白表达水平均明显更低。 结论 　 TLR4 激活可以干扰骨髓 MSC 的免疫调节功能,
但是 TLR4 或 TLR3 激活对脐带 MSC 免疫调节功能的影响并不显著,可能与脐带 MSC 中 TLR4、TLR3 的基础表达量低有关。
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Abstract 　 Objective　 To investigate the effect of Toll - like receptor (TLR) activation on the immunomodulatory function of mesen-
chymal stem cells (MSC) from bone marrow and umbilical cord, and to compare the expression of TLR in bone marrow MSC and umbilical
cord MSC. Methods　 Bone marrow was obtained from the abandoned joints of patients undergoing joint replacement, and bone marrow
MSC were isolated and cultured. Umbilical cord MSC were isolated and cultured from the abandoned umbilical cord of healthy pregnant
women. Bone marrow MSC or umbilical cord MSC were pretreated with TLR4 ligand lipopolysaccharide ( LPS) and TLR3 ligand polyi-
nosinic - polycytidylic acid [ poly( I:C)] respectively, and then co - cultured with peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of healthy
volunteers. After co - culture, the proliferation of PBMC was detected by flow cytometry. The gene expression levels of TLR4 and TLR3 in
bone marrow MSC and umbilical cord MSC were detected by real - time quantitative polymerase chain reaction (RT - qPCR) . The protein
expression levels of TLR4 and TLR3 were detected by flow cytometry. Results　 The co - culture experiment of bone marrow MSC and PB-
MC showed that LPS pretreatment could significantly reduce the inhibitory effect of bone marrow MSC on the proliferation of PBMC, and
poly( I:C) pretreatment had no significant effect on the immunomodulatory function of bone marrow MSC. The co - culture experiment of
umbilical cord MSC and PBMC showed that LPS or poly( I:C) pretreatment had no significant effect on the inhibition of PBMC prolifera-
tion by umbilical cord MSC. Compared with bone marrow MSC, the gene and protein expression levels of TLR4 and TLR3 in umbilical
cord MSC were significantly lower. Conclusion　 TLR4 activation can interfere with the immunomodulatory function of bone marrow MSC.
However, TLR4 or TLR3 activation has no significant effect on the immunomodulatory function of umbilical cord MSC, which may be re-
lated to the low expression of TLR4 and TLR3 in umbilical cord MSC.

Key words　 Umbilical cord mesenchymal stem cells; Bone marrow mesenchymal stem cells; Toll - like receptor; Immunomodulato-
ry function

　 　 间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSC)是

中胚层系的起源细胞,具有自我更新、多向分化、支持

造血和组织修复的潜能。 同时,MSC 具有强大的免

疫抑制功能,可以对体内多种免疫细胞发挥调节作
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用 [1] 。 因此,在自身免疫性疾病的治疗方面,MSC 具

有潜在的治疗价值与广阔的应用前景。
许多体内外实验均证实 MSC 的免疫调节功能受

外源性刺激的影响 [2] 。 在某些情况下,由于机体内

环境因子的不适刺激,MSC 可能并不能有效发挥免

疫调节功能。 在机体内环境中,Toll 样受体 ( Toll -
like receptor, TLR)刺激信号会影响 MSC 的免疫调节

功能 [3] 。 MSC 表达多种功能性的 TLR,很多研究证

实 TLR 及其配体可以影响 MSC 的多种细胞功能包括

细胞增殖、分化、迁移和免疫调节等 [4] 。 有研究显

示,TLR4 或 TLR3 的激活通过下调 Jagged1 表达,降
低骨髓 MSC 对淋巴细胞增殖的免疫调节作用 [5] 。 但

是也有研究发现,通过诱导吲哚胺 - 2,3 - 双加氧酶

( indoleamine - 2,3 - dioxygenase,IDO)产生,TLR3 或

TLR4 激活增强了骨髓 MSC 的免疫调节功能 [6] 。
近年来研究显示,与骨髓 MSC 比较,脐带来源的

MSC 在临床治疗方面可能更有优势 [7] 。 本研究观察

了 TLR4 或 TLR3 激活对脐带、骨髓两种不同来源

MSC 免疫调节功能的影响,同时分析了两种 MSC 中

TLR4 和 TLR3 的基础表达情况。
材料与方法

1. 试剂及仪器:DMEM - F12 培养基、RPMI 1640
培养基与胎牛血清( fetal bovine serum, FBS)购自美

国 Gibco 公司。 人外周血淋巴细胞分离液购自挪威

Axis - Shield 公司。 TLR4、TLR3 流式抗体与荧光染

料 CFSE 购自美国 eBioscience 公司。 TLR4 激动剂脂

多糖(LPS)、TLR3 激动剂聚肌胞苷酸[ polyinosinic -
polycytidylic acid, Poly( I:C)]购自美国 Sigma 公司。
抗人 CD3、CD28 抗体购自美国 eBioscience 公司。 Tr-
izol、PrimeScriptTM RT 与 SYBR Premix Ex TaqTM 试剂

盒购自日本 TaKaRa 公司。 CO2 培养箱购自美 国

Sheldon 公司。 CIMO 超净工作台购自上海新苗医疗

器械制造有限公司。 倒置显微镜( CKX53)购自日本

Olympus 公司。 FACSCalibur 型流式细胞仪购自美国

BD 公司。 Step - one PlusTM 荧光定量 PCR 仪购自美

国 Applied Biosystems 公司。
2. MSC 分离培养:实验中骨髓来自南京大学医

学院附属鼓楼医院骨科关节置换术患者,脐带来自南

京大学医学院附属鼓楼医院妇产科健康产妇。 实验

中所需外周血来自于健康志愿者。 所有实验均得到

南京大学医学院附属鼓楼医院医学伦理学委员会批

准(伦理学审批号:2021 - 544 - 01),本研究获得研

究对象的知情同意。 将关节置换术中所得松质骨碎

片及骨髓液,用磷酸盐缓冲液( phosphate buffered sa-
line, PBS)充分冲洗,离心后用红细胞裂解液裂解,裂
解充分后加入 PBS 混匀,有效离心半径 15cm,1500r /
min 离心 5min,弃上清,PBS 重复洗涤 1 次,完毕后将

细胞用含 10% FBS 的 DMEM - F12 完全培养基混匀,
以 105 个 / 毫升的密度种植。 细胞放置于 37℃ 的 5%
CO2 培养箱培养,待细胞长到 80% 左右融合时传代。
实验中所用 3 例骨髓 MSC 为 P3 代。 脐带无菌采集

后,于 DMEM - F12 完全培养基 4℃保存,在 24h 内处

理。 无菌状态下,采用无菌器械去除静脉及动脉,分
离剥取脐带中的华通氏胶。 采用贴壁法,将胶组织剪

成约 1mm3 的小块接种入 10cm 培养皿中,静置 5min
至组 织 块 黏 合 培 养 瓶 / 皿 壁 充 分 时, 缓 慢 加 入

DMEM - F12 完全培养基,置于温度 37℃ 、5% CO2 的

孵箱中。 倒置显微镜下观察细胞生长至 80% 融合时

传代。 实验中所用 3 例脐带 MSC 为 P3 代。
3. 细胞处理:本实验中,将脐带或者骨髓 MSC 以

每孔 5 × 104 个的密度种植于 24 孔板,培养上清均为

500μl,细胞贴壁后分别加入 LPS、Poly ( I:C)刺激处

理,LPS 刺激浓度为 10ng / ml,Poly( I:C)刺激浓度为

1μg / ml,处理时间为 24h,同时留取未刺激处理的

MSC 组。 细胞实验分组为:①外周血单个核细胞(pe-
ripheral blood mononuclear cells, PBMC)单独组 ( PB-
MC);②MSC 与 PBMC 共培养组( + MSC);③LPS 预

处理 MSC 与 PBMC 共培养组( + LPS 预处理 MSC);
④Poly( I:C)预处理 MSC 与 PBMC 共培养组[ + Poly
( I:C)预处理 MSC]。

4. MSC 调节 PBMC 增殖实验:LPS、Poly( I:C)刺

激实验结束后 PBS 洗涤 MSC,然后接种 PBMC 细胞

悬液共培养。 人淋巴细胞分离液 (1. 077g / ml) 分离

健康志愿者外周血 PBMC,5μmol / L CFSE 37℃ 染色

10min 后,用 4℃ 的 RPMI 1640 完全培养基终止反应

5min,1500r / min 离心 10min,弃上清。 RPMI 1640 完

全培养基混匀 PBMC,加入 2μg / ml 的抗 CD3 / CD28
抗体刺激淋巴细胞增殖,PBMC 以每孔 5 × 105 个的

细胞数量与 MSC 共培养。 共培养 4 天后收集 PBMC,
流式细胞术检测 CFSE 荧光衰减的百分率,即为细胞

增殖百分率。
5. PCR 检 测 TLR4、 TLR3 基 因 水 平: 将 脐 带

MSC、骨髓 MSC 接种到 6 孔板,待细胞 80% 融合,胰
酶消化, PBS 洗涤收集细胞。 用 Trizol 裂解液提取

RNA 后,用日本 TaKaRa 公司 PrimeScriptTM RT 试剂

盒进行反转录。 在 Step - one PlusTM荧光定量 PCR 仪
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上进行实时荧光定量聚合酶链反应( real - time quan-
titative polymerase chain reaction, RT - qPCR)。 计算

标准化后的 2 - ΔΔCt值表示 mRNA 的相对表达量。
6. 流式细胞术检测 TLR4、TLR3 蛋白水平:将脐

带 MSC、骨髓 MSC 接种到 6 孔板,待细胞 80% 融合,
胰酶消化, PBS 洗涤收集细 胞。 流 式 细 胞 术 检 测

TLR4、TLR3 的蛋白水平,以几何平均荧光强度(mean
fluorescence intensity, MFI)分析统计。

7. 统计学方法:应用 GraphPad Prism5 统计学软

件对数据进行统计分析及做图。 计量资料以均数 ±
标准差( x ± s)表示,两组间比较采用 t 检验,多组间

比较采用单因素方差分析,其中组间两两比较采用

Tukey 检验,以 P < 0. 05 为差异有统计学意义。
结 　 　 果

1. LPS 或 Poly( I:C)预处理对骨髓 MSC 免疫调

节功能的影响:分别以 TLR4 激动剂 LPS、TLR3 激动

剂 Poly( I:C)预处理骨髓 MSC 24h,观察 TLR 激活对

骨髓 MSC 调节 PBMC 增殖的影响。 结果显示,与单

独培养的 PBMC 增殖情况比较,未处理的骨髓 MSC、
Poly( I:C)预处理的骨髓 MSC 均可以显著抑制 PBMC
增殖(P < 0. 05),但是 LPS 预处理的骨髓 MSC 并不

能有效抑制 PBMC 增殖(P > 0. 05)。 与未处理的骨

髓 MSC 比较,LPS 预处理的骨髓 MSC 抑制 PBMC 增

殖的能力显著下降(P < 0. 05),详见图 1。

图 1　 LPS 或 Poly( I:C)预处理对骨髓 MSC 免疫调节功能的影响

A. 各组 PBMC 增殖的流式图;B. 各组 PBMC 增殖百分率比较。∗ P < 0. 05,n = 3

　

　 　 2. LPS 或 Poly( I:C)预处理对脐带 MSC 免疫调

节功能的影响:除了骨髓来源的 MSC,脐带来源的

MSC 也具有强大的免疫调节功能,可以抑制淋巴细

胞增殖。 本实验以脐带 MSC 为研究对象,继续观察

LPS、Poly( I:C)激活 TLR 对脐带 MSC 调节 PBMC 增

殖的影响。 结果显示,与单独培养的 PBMC 比较,未
处理的脐带 MSC、LPS 预处理的脐带 MSC 与 Poly( I:
C)预处理的脐带 MSC 均可以显著抑制 PBMC 增殖

(P < 0. 05)。 同时,与未处理的脐带 MSC 比较,LPS
或者 Poly( I:C)预处理的骨髓 MSC 抑制 PBMC 增殖

的能力比较,差异无统计学意义 ( P > 0. 05 ),详见

图 2。
3. 脐带 MSC 与骨髓 MSC 的 TLR 表达水平:本研

究进一步比较了骨髓和脐带两种不同来源 MSC 中

TLR4 和 TLR3 的基础表达量。 RT - qPCR 检测结果

显示,与骨髓 MSC 比较,脐带 MSC 中 TLR4、TLR3 的

基因相对表达量较低(P < 0. 05),详见图 3 中 A、B。
本研究通过流式细胞术检测 MFI,分析脐带 MSC 与

骨髓 MSC 中 TLR4、TLR3 的蛋白表达水平。 与基因

检测结果一致,流式细胞术检测结果显示,与骨髓

MSC 比较,脐带 MSC 中 TLR4、TLR3 的蛋白表达水平

明显更低(P < 0. 05),详见图 3 中 C、D。
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图 2　 LPS 或 Poly( I:C)预处理对脐带 MSC 免疫调节功能的影响

A. 各组 PBMC 增殖的流式图;B. 各组 PBMC 增殖百分率比较。∗ P < 0. 05,n = 3

　

图 3　 脐带 MSC 与骨髓 MSC 的 TLR 表达水平

A. TLR4 基因表达;B. TLR3 基因表达;C. TLR4 蛋白表达;D. TLR3 蛋白表达。∗ P < 0. 05,n = 3

　

讨 　 　 论

MSC 具有多种特征,这些特征使其成为免疫治

疗的理想候选细胞 [8] 。 MSC 表达低水平的人类白细

胞抗原(human leukocyte antigen, HLA)Ⅰ类分子,不
表达 HLA Ⅱ类分子和共刺激分子,因此,MSC 适用于

异基因移植治疗,大大拓宽了 MSC 的应用范围。
MSC 的另一个主要特征是其具有强大的免疫调节作

用,因而很多研究将 MSC 用于移植物抗宿主病、多发

性硬化、系统性红斑狼疮和类风湿关节炎等免疫相关

疾病的治疗 [9] 。
MSC 可作用于固有免疫系统和适应性免疫系

统,可抑制丝裂原(如植物凝集素、刀豆蛋白)或抗体

(如抗 CD2、抗 CD3、抗 CD28 ) 刺激的淋巴细胞增

殖 [10] 。 MSC 能够通过直接细胞接触或旁分泌效应释

放可溶性因子,如肝细胞生长因子、前列腺素 E2、转
化生长因子、吲哚胺 - 2,3 - 双加氧酶、一氧化氮、jag-
ged1 和白细胞介素 - 10 ( interleukin - 10, IL - 10)
等,抑制淋巴细胞增殖 [11] 。

研究显示,TLR 刺激信号包括病原相关分子模式

(pathogen - associated molecular patterns, PAMP)和损

伤相关分子模式 ( damage - associated molecular pat-
terns, DAMP),可能会极大地影响 MSC 的免疫调节

特性,从而影响 MSC 的治疗结果 [4] 。 TLR 是机体固

有免疫系统的重要识别受体,是激活机体免疫反应的
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第一 线, 它 可 存 在 于 细 胞 表 面 和 细 胞 内 部, 识 别

PAMP 或 DAMP,引发后续的适应性免疫反应。 MSC
表达多种功能性的 TLR 亚型包括 TLR1 ~ TLR10,其
中 TLR3 和 TLR4 在 人 类 MSC 中 表 达 量 相 对 较

高 [12] 。 研究发现,在实验性自身免疫性脑脊髓炎

(experimental autoimmune encephalomyelitis, EAE)模

型中,TLR4 激活后的骨髓 MSC 产生一氧化氮的能力

降低,从而影响了骨髓 MSC 对 EAE 的治疗效果 [13] 。
另有文献报道, LPS 刺激骨髓 MSC 可增加其产生

IL - 6、IL - 8 等,并减弱骨髓 MSC 对淋巴细胞的抑制

效应,但是 Poly( I:C)刺激骨髓 MSC 却可使其免疫抑

制效应增强 [14] 。
与骨髓来源的 MSC 比较,脐带 MSC 更容易获

得,并表现出更高的增殖效率,所以脐带 MSC 已被越

来越多的研究人员考虑使用。 本研究评估了 TLR 激

动剂 LPS 或 Poly( I:C)预处理,是否会导致骨髓或脐

带 MSC 免疫调节功能的异常,同时还评估了脐带 MSC
和骨髓 MSC 之间 TLR3 和 TLR4 的表达是否存在显著

差异。 实验结果表明,与骨髓 MSC 比较,脐带 MSC 对

LPS 或 Poly(I:C)的刺激存在明显的“抗性”,即 LPS 或

Poly(I:C)刺激后对脐带 MSC 抑制淋巴细胞增殖的影

响并不显著。 本研究进一步分析显示,脐带 MSC 中,
TLR3、TLR4 的基因和蛋白表达水平均明显低于骨髓

MSC。 这一结果与之前文献报道的一致[15] 。 这部分

解释了两种 MSC 对 TLR 刺激信号的不同反应。
既往文献报道,骨髓 MSC 在骨髓细胞总量中占

有的比例极低(0. 001% ~ 0. 010% ),并且骨髓 MSC
的细胞数量和增殖能力受年龄因素影响很大,随着年

龄增长其增殖能力明显降低。 脐带 MSC 与骨髓 MSC
类似,同样具有多向分化和免疫调节的功能,但是脐

带易于获取而且资源丰富,细胞数量大,属于医疗废

弃物,规避创伤性操作和伦理的束缚。 目前 MSC 在

动物实验和临床试验中未达到稳定的免疫治疗效果,
可能与选取移植的 MSC 细胞来源相关。 有些个案报

道脐带 MSC 的免疫调节功能可能优于同一个体的骨

髓 MSC [16] 。 临床试验也证实,在造血干细胞移植时

合并脐带 MSC 移植,与合并骨髓 MSC 移植比较,移
植排斥事件的发生率更低。

综上所述,本研究表明,与脐带 MSC 比较,骨髓

MSC 的免疫调节功能更容易受到 TLR 激动剂刺激的

影响,并且脐带 MSC 中 TLR 的基础表达量明显低于

骨髓 MSC。 因此,笔者团队推测在 MSC 的免疫治疗

方面,脐带 MSC 可能较骨髓 MSC 更有优势,但仍然

需要大规模的临床试验以进一步证实,从而优化

MSC 移植治疗免疫相关疾病的策略。
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