
收稿日期: 2006-10-25

基金项目:广东省卫生厅基金资助项目 ( A2003180)

作者简介:邹外一 ( 1970- ) , 男 , 广东梅州人 , 博士 , 主治医师 , E- mail: waiyizou@medmail.com.cn;童秀珍 , 副教授 , 通讯作者.

系统性红斑狼疮(systemic lupus erythematosus, SLE)目前病因尚未完全阐明 , 一些研究发现部分

系统性红斑狼疮患者骨髓基质细胞因子表达及

对免疫功能的影响
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摘 要 : 【目的】研究系统性红斑狼疮 ( SLE)患者骨髓基质细胞因子表达情况 , 及其对外周血淋巴细胞增

殖反应的影响 , 探讨 SLE 的发病机制。【方法】采用 ELISA方法观察 SLE 患者骨髓基质细胞培养液 IL- 6、MIP-

1、IFN-γ、TGF-β等细胞因子的表达 , 采用四甲基偶氮唑盐比色法 ( MTT) , 观察基质细胞培养上清液对外周血

淋巴细胞增殖反应的影响。【结果】SLE 患者骨髓基质细胞培养液 IL- 6、MIP- 1、IFN-γ浓度明显增高 , TGF-β

则降低 , 3 种细胞因子与 SLEDAI 评分相关 ; 正常人及 SLE 患者骨髓基质细胞上清液均对刀豆蛋白 A诱导的

外周血淋巴细胞增殖有明显的抑制作用 , 而 SLE 患者的上清液抑制作用明显低于正常人 ;在分别加入抗 MIP-

1、抗 IFN-γ单抗后 , 骨髓基质细胞上清液对外周血淋巴细胞增殖的抑制作用明显增强 , 而加入抗 TGF-β单抗

后 , 抑制作用明显减弱。【结论】SLE 患者骨髓基质细胞对外周血淋巴细胞增殖的抑制作用较弱 , 与其部分细

胞因子异常表达有关 , 骨髓基质细胞可能与 SLE 的发病、发展有一定关系。
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Expression of Cytokines of Bone Marrow Stromal Cells and Effect on Per ipheral

Lymphocyte Proliferation in Patients with Systemic Lupus Erythmatosus
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Abstract: 【Objective】To investigate expression of cytokines of bone marrow stromal cells and their effect on

peripheral lymphocyte proliferation in the patients with systemic lupus erythmatosus (SLE), and explore the

pathogenesis of SLE. 【Methods】We detected some cytokines of SLE patients by ELISA, and determined the effect on

peripheral lymphocyte proliferation of bone marrow stromal cells and cell culture supernatants, and the roles of IL- 6,

MIP- 1, IFN-γ, TGF-βinvolved in this process by MTT assay. 【Results】Expression of IL- 6 in bone marrow stromal

cell culture suspension of SLE was higher than that in the control group, MIP- 1 and IFN-γin the SLE patients were

obviously higher than those in the control group, TGF-βwas on the opposite. The later three cytokines were linear

correlated to SLEDAI score. Both supernatant of the normal bone- marrow stromal cell and of SLE patients showed

significant suppressing effect on the peripheral lymph cell proliferation, and the suppressing effect of the SLE patients

was significantly weaker than normal people. Adding anti- MIP- 1 or anti- IFN-γ, the suppression got much stronger;

but anti- TGF-βwas on the opposite. 【Conclusions】 Bone marrow stromal cells of SLE patients was deficient in

abnormal secretion of cytokines, and its suppressing effect on proliferation of peripheral lymphocytes of the SLE

patients is significantly weaker than normal people, that contributed to the pathogenesis of SLE.
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SLE造血干/祖细胞存在异常 [1], 仅此并不能完全解

释 SLE 的发病 , 引起干/祖细胞异常的机制也未明

确。骨髓基质细胞分泌细胞因子除参与造血外也

可参与免疫炎性反应 , 对免疫活性淋巴细胞的前

体细胞起重要的作用。除干/祖细胞异常外 , SLE 患

者的骨髓造血微环境是否存在异常? 相关文献报

道较少。我们采用双抗体夹心 ELISA及四甲基偶

氮唑盐 ( 3 - 4,5 - dimethylthiazolyl - 2,2,5 - diphenyl

tetrazolium, MTT)比色法 , 观察 SLE 患者骨髓造血

微环境中的基质细胞培养上清液几种细胞因子的

表达情况及其对淋巴细胞增殖反应的影响 , 探讨

SLE 患者骨髓微环境是否有助于疾病发展或复

发 ,进一步阐明 SLE 发病机制 , 并为探索新的治疗

措施提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 研究对象

所有病例来自中山大学附属第一医院 2004

年 3 月至 2005 年 4 月住院病人 , 正常骨髓 15 例 ,

男性 2 例 , 女性 13 例 , 年龄 21～52 岁 , 中位年龄

32 岁 ,取自心胸外科患者手术切除的肋骨 ;原发性

血小板减少性紫癜或/和自身免疫性溶血性贫血

15 例 , 男性 2 例 , 女性 13 例 , 年龄 17～38 岁 , 中位

年龄 25 岁 ; SLE 30 例均符合美国风湿学会 SLE

诊断标准 [2], SLE 活动指数评分 [2]( SLEDAI) 5～25

分 , 平均 12.6 分 , SLEDAI>9 分为活动组 , 共 18

例 , 男性 2 例 , 女性 16 例 , 年龄 13～53 岁 , 中位年

龄 31 岁 , SLEDAI 11～25,平均 16.1; SLEDAI≤9 分

为非活动组 , 共 12 例 , 男性 2 例 , 女性 10 例 , 年龄

15～54 岁 ,中位年龄 24 岁 , SLEDAI 5～9,平均 7.3。

1.2 方 法

1.2.1 骨髓单个核细胞的制备 所有病例均取髂

前上棘或髂后上棘 , 用含肝素的注射器抽取骨髓

12~15 mL置于含肝素 40 U/mL的无菌试管 , 正常

对照组肋骨用咬骨钳挤出骨髓成分 , 用 1640 液彻

底冲洗骨髓腔 , 将骨髓细胞收集在灭菌离心管内 ,

反复冲打使骨髓细胞充分分散 , 加等量 1640 液稀

释 , 叠加于淋巴细胞分离液上 , 2 000 r/min (r=15

cm), 离心 20 min, 吸取单个核细胞层 , 用 1640 液

洗涤 2 次 , 然后配制成骨髓单个核细胞悬液 , 计数

调整细胞数为 2×106 cells/mL。

1.2.2 骨髓基质细胞层建立 液体培养体系中含

200 mL/L胎牛血清 , IMDM、青霉素 100 U/ mL, 链

霉素 100 U/ mL, 氢化可的松 10- 6 mmol/L, 骨髓单

个核细胞 5×105 cells/mL, 置于 6 孔培养板中 , 每

孔 4 mL, 每份样本设置 3 个复孔 , 37 ℃、饱和湿

度、体积分数 5%CO2 条件下培养 , 3 d 后弃去全部

上清及悬浮细胞 , 补充等量的上述体系培养液 (不

含细胞 ) , 之后每周半量换液 1 次 , 第 3～4 周当贴

壁细胞铺满约 85%～90%培养板底时 , 吸弃上清 ,

用 PBS洗涤 2 次 ,加等量上述体系培养液 , 添加终

浓度为 5 μg/mL PHA- P 刺激 , 继续培养 3～4 d, 收

集上清 ,保留待检。

1.2.3 骨髓基质细胞培养上清液细胞因子测定

采用固相双抗体夹心 ELISA法测定细胞培养上清

液白介素 - 6 ( Interleukine- 6,IL- 6)、干细胞因子

(Stem cell factor, SCF)、基质细胞衍生因子 - 1

(Stromal cell- derived factor- 1, SDF- 1)、γ干扰素

( Interferon - ", IFN -γ)、 转 化 生 长 因 子 β
( Transforming growth factor β, TGF-β)及巨噬细胞

炎症蛋白 - 1 (Macrophage inflammation protein- 1,

MIP- 1) 浓度 , 严格按说明书操作。用 Bio- Tek

Elx800 型酶标仪测定 A值。试剂盒标准曲线相关

系数在 0.99 以上。

1.2.4 骨髓基质细胞上清液对淋巴细胞增殖的影

响 取正常人外周血 5 mL, 先用等量缓冲液稀

释 , 然后缓慢置于等量的淋巴细胞分离液上 ,

2 000 r/min (r=15 cm),离心 20 min,分离吸取单个

核细胞层 , 用 1640 液洗涤 2 次 , 然后配制成外周

血单个核细胞悬液 , 计数调整细胞数为 2×105 /

mL。使用 96 孔培养板 ,每孔加细胞悬液 100μL,并

分别加 SLE 患者或正常人骨髓基质细胞上清液

100 μL, 对照组则不加上清液 , 各设 3 个复孔 , 每

孔加刀豆蛋白 A至终质量浓度为 2.5 μg/mL, 37

℃、饱和湿度、体积分数 5%CO2 培养 72 h, 各孔加

MTT( 5 mg/mL) 20 μL, 继续培养 4 h, 800 r/min, 离

心 20 min, 小心吸弃全部上清液 , 每孔加二甲基亚

砜 100 μL, 微量振荡器振荡 30 min, 使 MTT还原

产物甲肷完全溶解。酶标仪测定 540 nm吸光度。

1.2.5 单抗对淋巴细胞增殖的影响 方法同上 ,

SLE患者骨髓基质细胞上清分别加抗 IL- 6 ( 5 μg/

mL)、抗 MIP- 1 (5 μg/mL)、抗 IFN-γ( 5 μg/mL)、抗

TGF-β单抗(20 μg/mL),余步骤同上。

1.3 统计学处理 采用 SPSS13.0 统计软件包处

理 , 计量资料数据以均数±标准差(x±s)表示 , 两组
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均数的比较用 t 检验 ; 多组均数的比较采用单因

素方差分析;两变量之间关系采用线性相关分析。

2 结 果

2.1 SLE 患者骨髓基质细胞培养上清液细胞因

子测定

SLE 患者除 IL- 6 高于对照组外 ( t =3.192, P<

0.01) , SCF、SDF- 1 与对照组无异 (分别t =0.611、

0.567, P >0.05) , 3 者在 SLE 活动组与非活动组则

基本相近。原发性血小板减少性紫癜或溶血性贫

血患者, SCF高于对照组及 SLE 组 (分别t =2.555、

2.287, P< 0.05) ; 负调控因子中 SLE 患者 MIP- 1、

IFN-γ浓度明显高于对照组 (分别t =4.171, 4.527,

P< 0.01) , TGF-β则低于对照组 ( t =3.298, P<

0.01) , 3 种细胞因子与 SLEDAI 评分呈线性相关 ,

分别 r=0.917、0.818、- 0.741, P< 0.01(表 1)。

表 1 骨髓基质细胞培养上清液细胞因子测定

Table 1 Concentration of IL- 6, SCF, SDF- 1 , MIP- 1, IFN-γand TGF-βin bone marrow stromal cell culture suspension

( pg/mL, x±s)

Group

Control

ITP/AIHA

SLE( active)

SLE( silent)

n

15

15

18

12

IL- 6

139.9±58.9

181.8±58.5 2)

211.4±52.8 2)

175.6±44.2 2)

SCF

18.1±6.9

25.8±9.6 1)

19.3±6.1

19.6±8.8

SDF- 1

47.5±15.2

51.7±15.3

49.4±11.8

50.8±14.9

MIP- 1

240.1±78.3

235.4±88.2

348.7±54.2 2)

324.6±84.4 2)

IFN-γ

35.5±9.1

32.9±9.3

56.9±15.3 2)

48.7±11.0 2)

TGF-β

1889.1±552.8

1783.3±742.7

1221.4±275.6 2)

1597.8±351.9 2)

Compared with control group 1) P< 0.05, 2) P< 0.01

2.2 骨髓基质细胞上清对刀豆蛋白 A 诱导的外

周血淋巴细胞增殖的影响 :

在刀豆蛋白 A存在的情况下 , 外周血淋巴

细胞发生显著的增殖效应。但正常人及 SLE 患者

骨髓基质细胞上清液均对刀豆蛋白 A诱导的外周

血淋巴细胞增殖有明显的抑制作用 (分别t =3.999

、3.349, P< 0.01) ; 而 SLE 患者的抑制作用明显低

于正常人 ( t =2.982, P< 0.01) ; 活动期 SLE 患者的

抑制作用低于非活动期患者 , 但无统计学差异( t =

0.560, P >0.05;表 2)。

2.3 单抗对刀豆蛋白 A 诱导的外周血淋巴细胞

增殖的影响

无论正常人骨髓基质细胞上清液 , 还是 SLE

患者骨髓基质细胞上清液 , 在分别加入抗 MIP- 1、

抗 IFNγ单抗后 , 骨髓基质细胞上清液对外周血淋

巴细胞增殖的抑制作用明显增强 (分别t =3.122、

3.950、2.935、3.618, P< 0.01) , 加入抗 IL- 6 则无差

别不大 (分别 t =0.472、0.381, P >0.05) ; 而加入抗

TGFβ单抗后(分别t =3.505、3.171, P< 0.01) , 则抑

制作用明显减弱(表 3)。

表 2 骨髓基质细胞培养上清液对淋巴细胞增殖影响

Table 2 Effect of bone marrow stromal cells culture

supernatant on peripheral lymphocyte proliferation

Group

Control

Normal

SLE

SLE( active)

SLE( silent)

n

15

15

30

18

12

Culture supernatant

0.611±0.107

0.357±0.116 1)

0.457±0.112 1),2)

0.484±0.114 1),2)

0.418±0.093 1),2)

Compared with control group 1) P< 0.01, Compared with normal

group 2) P< 0.01

表 3 不同单抗对骨髓基质细胞培养上清液抑制淋巴细

胞增殖作用影响

Table 3 Effect of some antibody to the suppression of bone

marrow stromal cells culture supernatant on peripheral

lymphocyte proliferation

Group

Culture supernatant

Culture supernatant +Anti- IL- 6

Culture supernatant +Anti- MIP- 1

Culture supernatant +Anti- IFN-γ

Culture supernatant +Anti- TGF-β

Normal( n=15)

0.357±0.116

0.322±0.102

0.276±0.091 1)

0.237±0.063 1)

0.457±0.105 1)

SLE( n=30)

0.457±0.112

0.430±0.113

0.354±0.092 2)

0.361±0.083 2)

0.558±0.143 2)

Compared with normal supernatant 1)P < 0.01, Compared with

SLE supernatant 2) P< 0.01
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3 讨 论

骨髓造血微环境由骨髓基质细胞、细胞外基

质、黏附分子、基质细胞分泌的各种细胞因子及血

管神经等组成 [3]。其中以骨髓基质细胞最为重要 ,

它是产生调控造血的细胞因子的主要来源之一 ,

Dormady 等 [4]检测小鼠骨髓基质细胞培养上清中

有多种细胞因子表达。本研究发现 SLE 患者骨髓

基质细胞培养液 IL- 6、MIP- 1、IFN-γ浓度明显增

高 , TGF-β则降低 , 3 种细胞因子与 SLEDAI 评分

相关 , IL- 6 是多功能细胞因子 , 参与造血、免疫和

炎症反应 , 是骨髓造血干细胞早期增殖与分化的

重要细胞因子 , 也是 T、B淋巴细胞增殖分化以及

活化的重要调节因子[5]。在负调控因子方面 , TGF-

β作为双向造血调控因子 , 它对各系造血干/祖细

胞常常具有负调控作用 , 与多种细胞因子有拮抗

作用 ,如 IFN-γ、TNF-α、IL- 1 等 , 而 SLE 患者上述

因子均增加 , 也可引起 TGF-β降低 , MIP- 1 主要

对粒系产生抑制。本研究结果与文献报道[6]SLE 患

者外周血 MIP- 1、IFN-γ及 TGF-β表达改变是一

致的 , 说明这些因子可以反映 SLE 的活动性 ,

Papadaki 等 [7]报道认为原发自身免疫病患者骨髓

基质细胞以负调控因子 , 如 TNF-α、IFN-γ表达增

高为主 , 而原发性溶血或血小板减少患者以正调

控因子如 SCF、G- CSF 表达增高为主 , 我们的研究

结果则提示 SLE 患者骨髓基质细胞负调控细胞因

子表达异常,而正调控细胞因子中 IL- 6 升高 , 可能

与 SLE 自身抗体破坏外周血细胞后反应性骨髓代

偿增生有关。

骨髓基质细胞分泌细胞因子除参与造血外也

参与免疫炎性反应 , 对免疫活性淋巴细胞起重要

作用[8]。胚胎期 T细胞及 B细胞分别在胸腺及骨髓

微环境中发育 , 至表达功能性抗原识别受体阶段 ,

T、B细胞受体分别与微环境基质细胞表面表达的

自身抗原肽 (主要组织相容性抗原复合物分子及

自身抗原 )呈高亲合力结合 , 引发阴性选择 , 将对

自身抗原产生免疫应答的 T、B细胞克隆消除。在

出生后 , T及 B细胞仍在发育 , 对自身抗原应答不

成熟的 T及 B细胞继续施加克隆消除 , 如果生后

胸腺及骨髓微环境基质细胞缺陷 , 则克隆消除功

能障碍 , 不成熟 T、B细胞对自身抗原的应答作用

不能消除 ,导致自身免疫病增加。骨髓基质细胞抑

制活化的 T淋巴细胞的扩增 , 这种抑制与基质细

胞分泌的可溶性细胞因子有关[9]。也有研究[10]认为

基质细胞分泌的细胞因子可以使记忆性 T细胞存

活 , 免于凋亡 , IFN-γ能诱导吞噬细胞及抗原呈递

细胞上调主要组织相容性抗原复合物Ⅱ类分子 ,

增强抗原处理及提呈能力 , TGF-β则可抑制免疫

应答 , TGF-β降低使淋巴细胞激活增加 , 从而导致

致敏 T淋巴细胞及多种自身抗体的产生 , 发生自

身免疫反应[11]。总之 ,自身免疫性疾病患者骨髓造

血微环境基质细胞细胞因子分泌缺陷使记忆性 T

细胞存活并激活 , 同时对活化的 T淋巴细胞扩增

抑制缺失或减少 , 可能导致自身免疫性疾病的发

生[12]。

我们的实验结果支持上述报道 , 本研究发现 ,

正常人或 SLE 患者骨髓基质细胞培养上清液均对

刀豆蛋白 A诱导的外周血淋巴细胞增殖有抑制作

用 , 而 SLE 患者的抑制作用低于正常人 , 活动期

SLE 患者的抑制作用低于非活动期患者 , 表明

SLE 患者骨髓造血微环境缺陷促使淋巴细胞的增

殖活化 ,促进 SLE 的发生、发展。进一步研究发现 ,

分别加入抗 MIP- 1、抗 IFNγ单抗后 , 骨髓基质细

胞上清液对外周血淋巴细胞增殖的抑制作用明显

增强 , 而加入抗 TGFβ单抗后 , 骨髓基质细胞上清

液对外周血淋巴细胞增殖的抑制作用明显减弱 ,

而我们在之前的研究已发现 SLE 患者造血微环境

中 MIP- 1、IFN-γ是升高的 , TGF-β是减低的 , 提

示 SLE 患者骨髓造血微环境细胞因子异常分泌是

导致淋巴细胞存活并激活的重要原因之一 , 骨髓

造血微环境与 SLE 的发生、发展有着密切的关系。

因此 , 针对 SLE 患者骨髓基质细胞的干预措施可

能有利于疾病的长期缓解。
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