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人脐血间充质干细胞对T淋巴细胞旁分泌的免疫调节作用**
☆
 

徐丽南1，姚志成2，林  楠2，胡昆鹏2，钟跃思2 

Immunoregulatory effect of human umbilical cord blood mesenchymal stem cells on 
proliferation of T lymphocytes through paracrine mechanism    

Xu Li-nan1, Yao Zhi-cheng2, Lin Nan2, Hu Kun-peng2, Zhong Yue-si2 

Abstract 
BACKGROUND: Studies have shown that umbilical cord blood mesenchymal stem cells (UCB-MSCs) have a certain role in 
immune regulation, but the exact mechanism is unknown. 
OBJECTIVE: To study the effect of UCB-MSCs on T lymphocytes by paracrine mechanism. 
METHODS: We isolated the UCB-MSCs and T lymphocytes from the umbilical cord blood and peripheral blood. Indirect coculture 
system of UCB-MSCs and T lymphocytes with different proportion was constructed. The group of coculture acted as experiment 
group, the group of monoculture T lymphocytes as control group.  
RESULTS AND CONCLUSION: UBC-MSCs presented a shuffle-type growth which liked the fibroblast in morphology; the flow 
cytometry showed the results of cellular surface marks: CD29(+), CD44(+), CD34(-), CD45(-), HLA-DR(-). Compared with the 
control group, the experiment group could dramatically inhibit the proliferation of peripheral blood T lymphocytes stimulated by 
phytohemagglutinin in a dose-dependent manner (P < 0.05); the concentration of interleukin-10 secreted by UCB-MSCs was 
significantly higher in the experiment group than the control group (P < 0.05). The ability of UBC-MSCs to inhibit the proliferation 
of T lymphocytes was sharply impaired by neutralization experiments. UCB-MSCs can dramatically inhibit the proliferation of 
peripheral blood T lymphocytes, which may depend on paracrine interleukin-10 to play an immunoregulatory role. 
 
Xu LN, Yao ZC, Lin N, Hu KP, Zhong YS. Immunoregulatory effect of human umbilical cord blood mesenchymal stem cells on 
proliferation of T lymphocytes through paracrine mechanism.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 
2011;15(40): 7463-7466.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：相关研究表明脐血间充质干细胞具有一定的免疫调节作用，但具体机制不详。 
目的：观察脐血源间充质干细胞通过旁分泌机制对 T淋巴细胞增殖的影响。 
方法：分离正常分娩产妇脐血间充质干细胞和健康志愿者外周血 T淋巴细胞，按不同比例建立脐血间充质干细胞与 T淋巴
细胞非接触共培养体系，以单独培养 T淋巴细胞作为对照组。 
结果与结论：脐血间充质干细胞形态学呈现成纤维梭型细胞样，呈旋涡状团集生长。流式细胞仪检测脐血间充质干细胞表

面标记物：CD29(+)，CD44(+)，CD34(-)，CD45(-)，HLA-DR(-)；与对照组相比，共培养组可明显抑制植物血凝素刺激 T
淋巴细胞的增殖作用(P < 0.05)，且呈剂量依赖性；ElISA法检测共培养组分泌的白细胞介素 10水平较对照组明显升高(P < 
0.05)；中和试验后脐血间充质干细胞对 T淋巴细胞增殖的抑制作用明显减弱。结果说明脐血间充质干细胞可明显抑制异体
外周血 T淋巴细胞的增殖，可能是通过旁分泌白细胞介素 10达到负向免疫调节作用。 
关键词：免疫调节；脐血间充质干细胞；T淋巴细胞；旁分泌；白细胞介素 10 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.40.013 
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0  引言 
 

作为目前干细胞领域的研究热点之一，间

充质干细胞是来源于中胚层的一类多能干细

胞，其属于成体干细胞概念范畴。间充质干细

胞不但具有干细胞自我更新能力，还具有向内、

中、外各个胚层细胞的分化潜能。越来越多的

研究还发现间充质干细胞具有明显的调节同种

异体免疫的作用
[1]
，依赖此特性使得其在临床上

治疗由免疫反应引起的疾病具有重大的研究意

义。但是目前脐血间充质干细胞到底是通过什

么途径达到免疫调节作用的研究还较少，因此

本实验拟观察脐血间充质干细胞通过旁分泌机

制对T淋巴细胞增殖的影响。 
 
1  材料和方法 

 
设计：体外细胞实验。 
时间及地点：实验于2010-05/12在中山大

学附属第一医院中心实验室与中山大学附属第

三医院中心实验室完成。 
材料： 
脐血和外周血标本：足月正常分娩产妇脐血

及健康志愿者外周血分别来源于中山大学附属

第一医院产科、中山大学附属第三医院产科。

孕妇无肝炎、艾滋病、梅毒等，胎儿无畸形。

该研究获得医院医学伦理委员会批准。 



 
徐丽南，等. 人脐血间充质干细胞对 T淋巴细胞旁分泌的免疫调节作用 

P.O. Box 1200, Shenyang   110004   cn.zglckf.com 7464 

www.CRTER.org 

1 中山大学附属第
一医院妇产科，广
东 省 广 州 市 
510080；2中山大
学附属第三医院
肝胆外科，广东省
广州市  510630 
 
徐丽南☆，女，
1977 年生，河南
省安阳市人，汉
族，2011 年中山
大学毕业，博士，
主治医师，主要从
事围产医学的临
床与基础研究。 
drxulinan@ 
gmail.com 
 
中图分类号:R394.2 
文献标识码:A 
文章编号:1673-8225 
(2011)40-07463-04 
 
收稿日期：2011-07-27   
修回日期：2011-09-07 
(20110727009/M·W) 
 
 

主要试剂及实验仪器： 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
方法： 

脐血间充质干细胞分离、培养及免疫表型鉴定：

取健康足月顺产胎儿脐血标本30 mL(样品在采
集12 h内分选)，分成6份，每份5 mL，移入含
相同体积Percoll淋巴细胞分离液的离心管中，  
2 000 r/min离心20 min，吸取白色界面单个核
细胞层，PBS冲洗3次，在含体积分数为10%胎
牛血清的低糖DMEM培养液中接种脐血单个核
细胞，其终浓度为1.0×108 L-1

。将细胞悬液置

于37 ℃、体积分数为5% CO2温箱中培养。48 h
后换液，弃未贴壁细胞，以后约每3 d半量换液
1次。当贴壁细胞达80%~90%融合后，0.25%
胰蛋白酶消化，按2.0×108 L-1

细胞浓度进行传

代培养。 
取第4代间充质干细胞，0.25%胰酶和    

1 mmol/L EDTA液消化收获细胞，调整细胞浓
度为1×108 L-1

，与抗CD13，CD44，CD71，
CD166，CD34，CD45抗体室温反应30 min。
磷酸盐缓冲液洗涤2次后与荧光标记的二抗避光
反应15 min。细胞洗涤后重悬于磷酸盐缓冲液
中，采用流式细胞仪检测细胞表面抗原的表达。 

外周血T淋巴细胞的分离、纯化与激活：取健

康供者肝素抗凝外周血20 mL，利用(1.077± 
0.001) g/mL的Ficoll-Hypaque淋巴细胞分离
液，密度梯度法分离单个核细胞，磷酸盐缓冲液

洗涤2次。计数后以含体积分数为20%胎牛血清
的RPMI1640培养基重悬细胞，浓度为1×108 L-1

；

将细胞悬液加入尼龙棉柱内，37 ℃孵育1 h。
用预温至37 ℃的培养基冲出非黏附细胞即为T
淋巴细胞，后加入10 mg/L植物血凝素激活外周
血T细胞并检测计数备用。 

脐血间充质干细胞/T淋巴细胞共培养体系的建

立：将脐血间充质干细胞和T淋巴细胞按不同比
例 (105 cell/well∶105 cell/well、5×105 cell/ 
well∶105 cell/well、106 cell/well∶105 cell/well)
种入Transwell板(孔径0.4 μm)内建立非接触共
培养体系，脐血间充质干细胞种入Transwell小
室，T淋巴细胞种入6孔板培养皿作为培养体系
下层；对照组为T淋巴细胞单独培养。 

BrdU法检测脐血间充质干细胞对T淋巴细胞增

殖的影响：利用BrdU检测T淋巴细胞的增殖情
况，将10 μmol/L BrdU标记液加入不同比例的
共培养组和对照组细胞培养液内，孵育24 h后，
胰酶消化收集细胞，体积分数为70%乙醇室温固
定细胞45 min，再将细胞加入4 mol/L HCl和含
体积分数为10%胎牛血清的PBS中孵育15 min，
荧光抗体孵育，流式细胞仪检测细胞增殖状况。

每组实验均设3复孔。 
不同比例共培养体系中T淋巴细胞上清液中白

细胞介素10水平检测：收集共培养24 h后的T淋巴
细胞培养液上清，对照组为单独培养的T淋巴细
胞培养液上清，按ELISA试剂盒说明书(美国
R&D公司)方法检测白细胞介素10水平。 

中和试验：在共培养体系中加入不同浓度的

Anti-human IL-10(0~1 000 μg/L)，观察并检测
添加前后T淋巴细胞增殖情况。 
统计学分析：由第二作者采用SPSS 11.3

统计软件对结果进行t 检验分析，数据以x
_

±s表
示，P < 0.05为差异有显著性意义。 

   
2  结果 

 
2.1  脐血间充质干细胞形态学特征  脐血间
充质干细胞待扩增至第3代后呈现明显成纤维样
梭形细胞，单核并较长的突起，贴壁生长，呈簇

状、旋涡状团集生长，较好状态的间充质干细胞

在倒置显微镜下表现强的折光性，见图1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

主要试剂及实验仪器 来源 

细胞培养瓶，6孔、24孔培养 
板，Transwell培养板 

Dulbecco Modified Eagle  
Media (DMEM)  

Percoll分离液  
胎牛血清  
721分光光度计  
倒置显微镜  
Forma 3110 CO2恒温培养箱 
台式高速冷冻离心机  
流式细胞仪  
 
恒温恒压电泳仪  
超净工作台  
Human IL-10 ELISA试剂盒  
Anti-human IL-10  

美国 Corning公司 
 
美国 Gibco公司 
 
美国 Pharmacia公司 
美国 Hyclone公司 
上海第三分析仪器厂 
日本尼康公司 
美国 Thermo公司 
美国 Beckman公司 
美国 BD FACS 

Calibur公司 
美国 Bio-Rad公司 
苏州净化设备公司 
美国 R&D公司 
美国 Sigma-Aldrich公司

Figure 1  Morphological characteristics of passage 3 
umbilical cord blood mesenchymal stem 
cells (×5) 

图 1  第 3代脐血间充质干细胞形态学特征(×5) 
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2.2  脐血间充质干细胞的表面抗原表达  取第3代细
胞上流式细胞仪检测，结果提示绝大部分细胞表达

CD29，CD44；而不表达CD34，CD45，HLA-DR(具体
结果未给出)。 
2.3  脐血间充质干细胞对异体T淋巴细胞增殖的抑制
作用  倒置显微镜下观察，对照组植物凝集素刺激下T淋
巴细胞呈集落样增殖，而共培养组下层的T淋巴细胞集落
样增殖较对照组明显减少。BrdU法检测T淋巴细胞增殖
情况提示共培养组植物凝集素刺激的T淋巴细胞增殖明
显受到抑制(P < 0.05)；并且T淋巴细胞的增殖在不同比
例的共培养组之间也有显著性意义(P < 0.05)，见图2。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2.4  脐血间充质干细胞上清液中白细胞介素10水平  
与对照组相比，共培养组内T淋巴细胞上清液中白细胞介
素10水平明显升高(P < 0.05)；不同比例的共培养体系中
T淋巴细胞上清液中白细胞介素10水平也不同，脐血间充
质干细胞量越多，白细胞介素10水平则越高，说明白细
胞介素10来源于脐血间充质干细胞的分泌，见图3。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.5  中和实验后脐血间充质干细胞对T淋巴细胞增殖
的抑制作用减弱  在相同共培养体系中(M∶T=5∶1)加
入Anti-human IL-10后，脐血间充质干细胞对T淋巴细胞
增殖的抑制作用明显减弱 (P < 0.05)；且随着

Anti-human IL-10剂量的增大而伴随T淋巴细胞增殖行
为的增强(P < 0.05)；说明脐血间充质干细胞可能是通
过旁分泌IL-10来调控T淋巴细胞的增殖，见图4。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 

 
间充质干细胞来源广泛，如骨髓、子宫内膜、脐带、

脐血、羊水、脂肪组织等
[2]
，最新的研究表明月经血中

也可以是间充质干细胞的来源之一
[3]
；同时相关实验也

证明在适宜条件下间充质干细胞可分化为骨细胞、心肌

细胞、皮肤细胞、肝细胞、肾、脊髓，神经细胞等多种

组织及细胞从而参与相关组织损伤修复
[4-6]
。 

与骨髓来源一样，脐血中也存在着大量的间充质干

细胞。并且由于其来源的相对纯净性，提取过程中更不

易受病毒、细菌污染等相关特点，比骨髓来源的间充质

干细胞具有更良好的临床应用前景
[7]
。目前间充质干细胞

没有明确的标记物
[8]
，然而脐血来源的间充质干细胞与其

他来源的间充质干细胞一样，表达目前公认的几个特征性

的细胞表面标记物，例如CD29、CD44、CD73(SH3和
SH4)、CD90(Thy-1)、CD105(内皮因子)、CD106(血管
细胞黏附因子1)、CD117、CD166、STRO-1和Sca-1等
基质细胞和间充质细胞的表面标志

[9-13]
；而不表达造血干

细胞和内皮细胞系列的表面标志CD11b、CD14、CD31、
CD33、CD34、 CD133和CD45[14]

；早有相关实验证明

间充质干细胞具有明显低免疫原性
[15]
，作为引起免疫反

应的主要抗原HLA-DR，MSCs不表达这种人类主要白
细胞相关抗原2(MHC-Ⅱ型抗原 )，而只是中量表达
HLA-ABC，以免受NK细胞的杀灭 [16]

，同时也不表达

B7-1、B7-2、CD40/CD40L等共刺激分子，由于缺乏此
类分子从而导致效应性T细胞无法激活，而表现出明显
的耐受原性和低免疫原性。本实验在提取、培养脐血间

充质干细胞后并对其进行表型鉴定后证实这些细胞表

达CD29，CD44；而不表达CD34，CD45，HLA-DR，
说明用于实验的细胞具有骨髓来源间充质干细胞一样

Figure 2  Umbilical cord blood mesenchymal stem cells inhibit 
the proliferation of T lymphocytes 

图 2  脐血间充质干细胞抑制 T淋巴细胞的增殖情况 
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Figure 3  Concentration of interleukin 10 (IL-10) in T 
lymphocyte conditioned medium 

图 3  T 淋巴细胞培养液上清中白细胞介素 10水平 
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Figure 4  Effect of neutralization experiment on proliferation of 
T lymphocytes 

图 4  中和实验对 T淋巴细胞增殖的影响 
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的低免疫原性和相关细胞表面标记。 
间充质干细胞不但具有明显的干细胞能力，还具有

明显的免疫调节作用。Ramasamy等[17]
的实验证明间充

质干细胞可以明显抑制T细胞的增殖，而且这种增殖的
程度随着间充质干细胞剂量的增多而增大，而T细胞活
性方面CD25和CD69的表达却不变，提示这种免疫调节
作用主要是通过抑制T细胞增殖达到的；Jeong等[18]

的

研究则从机制上证实了这一点，他们发现间充质干细胞

可以有效抑制细胞周期蛋白CyclinD1、CyclinE、
CyclinA、CyclinB的表达以及cdk2和cdk4的活化，从而
促使T细胞停留在G0/G1期，抑制T细胞的克隆扩增，达
到免疫调节的作用。相关研究也发现间充质干细胞在γ-
干扰素诱导下大量表达吲哚胺2，3双加氧酶(IDO)，通
过IDO降解T细胞内色氨酸的作用而达到抑制T细胞增
生，特异性抑制IDO活性后又可以明显抑制间充质干细
胞对T淋巴细胞的增生抑制作用[19-20]

。 
脐带来源的间充质干细胞也有明显的免疫调节作

用，刘奎利等
[21]
发现在给予异位心脏移植模型大鼠内注

入脐带间充质干细胞后，可以明显减少免疫排斥反应，

减少淋巴细胞及炎症细胞的浸润，从而延长了生存时

间；而陶艳玲等
[22]
的实验及白海等

[23]
的实验均证明体外

条件下将脐血间充质干细胞直接加入有植物血凝素刺

激后的T细胞内，可以明显抑制T细胞的增殖行为。本实
验将脐血间充质干细胞与植物血凝素刺激后的T细胞建
立非接触的共培养体系，结果发现脐血间充质干细胞可

以有效抑制外周血T细胞的增殖，证明脐血间充质干细
胞可通过旁分泌机制调控T细胞增殖行为，ELISA结果
证实与对照组相比，共培养组的白细胞介素10水平明显
升高，而在给予中和试验后，脐血间充质干细胞的这种

抑制增殖作用则显著降低，提示其旁分泌机制很可能是

通过白细胞介素10的影响达到的，但是更深入和更完整
的机制研究还需要进一步的实验来证实。 
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