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摘 要：【目的】探讨系统性红斑狼疮 & IG. *患者骨髓基质细胞上清液对造血干 &祖 *细胞的作用及其机制。
【方法】半固体集落培养法观察 !) 例活动期 IG.骨髓基质细胞生长及其上清液对正常细胞、自身骨髓干 N祖细
胞的抑制作用；检测IG.其骨髓基质细胞上清液中4@H$!、KH@$ !的水平；F4$OMF法检测骨髓基质细胞KH@$ !/F$
@’的表达。【结果】" !%P活动期 IG.患者骨髓基质细胞的集落数较正常人明显减少 & ! Q "; ", *。#体积分数
为 (,P的活动期 IG.骨髓基质上清液对正常人骨髓、自身 IG.造血干 N祖细胞混合集落（MHE$A18）的形成较对
照组具有明显抑制作用 & ! Q "; ", *。$活动期 IG.患者骨髓基质细胞的上清液 4@H$!、KH@$%的水平高于稳定
期 IG.组、正常对照组 & ! Q "; ", *。& R"P活动期 IG.患者骨髓基质细胞有 KH@$% /F@’的表达，而正常对照
则未见有 KH@$% /F@’的表达。【结论】活动期 IG.患者骨髓基质细胞上清液对正常、自身骨髓造血干 &祖 *细胞
的有抑制作用，这与其基质细胞存在高表达 4@H$!、KH@$%有关。
关键词3 红斑狼疮，系统性；骨髓基质细胞；混合集落形成单位，造血干 N祖细胞；!$肿瘤坏死因子；%$干

扰素

中图分类号：F,%#; !> 文献标识码：’ 文章编号：(+R!$#,,> &!""> *"!$"(>+$">

!"#$% &’ "() !#**+),,-.) /’’)0" &’ 1#2"#+)$ !#*)+343", &’ 5&3) 64++&7
!"+&842 1)22, 9+&8 :0"-.) !;/ <4"-)3", &3

=4)84"&*&-)"-0 <+&>)3-"&+ 1)22,

4D@S T1U$9V<6 (W GK CU06 (，XYDE Z01$[1 (W O.@S ’1$VU0 (W XY’@S T1067$9V567 (W
J. JU$\16 !W Z.@ MVU6$7U067 (

&(; L<]0B=/<6= 5^ Y</0=5257[W !; L<]0B=/<6= 5^ F7<U/0=5257[W 4V< H1B_= ’^^1210=<‘ Y5_]1=02W
IE@ J0=$_<6 E61a<B_1=[W SU0679V5U ,("")"W MV160 *

:?,"+40"：【Db\<c=1a<】45 16a<_=170=< =V< _U]]B<__1a< <^^<c= 5^ cU2=UB<‘ _U]<B606=_ 5^ b56< /0B$
B5d _=B5/02 c<22_ &eAIM* ^B5/ 0c=1a< _[_=</1c 2U]U_ <B[=V</0=5_U_ & IG.* ]0=1<6=_ 56 V0</0=5]51<=$
1c ]B57<61=5B c<22_ 06‘ 1=_ /<cV061_/;【A<=V5‘_】4V< c5256[ ^5B/0=156 5^ _=B5/02 c<22_ d0_ <80/$
16<‘ 16 !) ]0=1<6=_ d1=V 0c=1a< IG. "# $"%&’ U_167 /<=V[c<22U25_< cU2=UB< ; 4V< _U]]B<__156 5^
/18 c5256[ ^5B/0=156 U61=_ &MHE$A18 * 5^ eAIM ^B5/ V<02=V[ 16‘1a1‘U02_ 06‘ IG. d0_ _=U‘1<‘
"# $"%&’ d1=V cU2=UB<‘ _U]<B60=06=_ 5^ eAIM ^B5/ !) 0c=1a< IG. ]0=1<6=_ ; M[=5f16< KH@$ ! 06‘
KH@$ " d<B< /<0_UB<‘ 16 cU2=UB< _U]<B60=06=_ d1=V IG. b[ U_167 <69[/<$216f<‘ 1//U65_5Bb<6=
0__0[ &.GKI’* ; 4V< KH@$ ! /F@’ <8]B<__156 5^ /0BB5d _=B5/02 c<22_ ^B5/ ]0=1<6=_ d1=V _[_=</1c
2U]U_ <B[=V/0=5_U_ d0_ 0__0[<‘ b[ 0 _</1gU06=1=0=1a< B<a<B_< =B06_cB1]=0_< ]52[/<B0_< cV016
&F4$OMF* ;【F<_U2=_】" 4V< 6U/b<B 5^ c52561<_ ^5B/0=156 _=B5/02 c<22_ ^B5/ !%P ]0=1<6=_ d1=V
0c=1a< IG. d0_ 25d<B =V06 =V0= V<02=V[ 16‘1a1‘U02 & ! Q "; ", * ; # MU2=UB<‘ _U]<B60=06=_ 5^ eAIM

DOI:10.13471/j.cnki.j.sun.yat-sen.univ(med.sci).2004.0039



!"#童秀珍，等 $ 系统性红斑狼疮患者骨髓基质细胞对造血干 %祖 &细胞的作用

’()* +, -./012 345 6-/027/8 -/ .)7/-0729 !:; <-8 80=70’0.-7/>? *)(2 8@66(288012 /) ->>)=2720. -79 -@/)>)A
=)@8 BCDAE0F =()</G /G-7 /G-/ )’ HE3B ’()* .)7/()> % ! I JK J: & K ! LG2 LMCA" )( NMCA ! >212> 07
.@>/@(29 8@62(7-/-7/8 )’ HE3B ’()* +, -./012 345 6-/027/8 <-8 G0=G2( /G-7 /G-/ ’()* 07-./012 345
-79 G2->/G? .)7/()> % ! I JK J: & K # LG2 2F6(2880)7 )’ *OMP NCMA$ /(-78.(06/8 <-8 80=70’0.-7/>? 07A
.(2-829 07 HE3B )’ #J; 6-/027/8 <0/G -./012 345 .)*6-(29 <0/G G2->/G? .)7/()>8 % ! I JK J! & K
【B)7.>@80)7】B@>/@(29 8@62(7-7/8 )’ Q)72 *-(()< 8/()*-> .2>>8 ’()* -./012 345 6-/027/8 *-? 8@66(288
/G2 ’)(*-/0)7 )’ ->>)=2720. -79 -@/)>)=)@8 BCDAE0FR <G0.G <2(2 (2>-/29 /) G0=G >212> NCMA$ -79
NCMA" 07 Q)72 *-(()< 8/()*-> .2>>8 )’ 345 6-/027/8$

!"# $%&’() >@6@8 2(?/G2*-/)8@8R 8?8/2*0.；Q)72 *-(()< 8/()*-> .2>>8；.)>)7? ’)(*-/0)7 )’ *0F
6()=270/)( .2>>8 %BCDAE0F &；LMCA"；NMCA !

S T 3DM U-/A827 D701（E29 3.0），+JJ"，+:（+）：!"V W !"X Y

研究表明系统性红斑狼疮 % 8?8/2*0. >@6@8 2(?A
/G2*-/)8@8R 345&骨髓干 Z祖细胞存在缺陷 S ! Y，但引

起干 Z祖细胞异常的机制并不明确。正常情况下，
骨髓微环境在调节造血干细胞增殖、分化以及造血

细胞、免疫活性细胞 %淋巴细胞 &在骨髓中的滞留定
位有重要作用。345患者的骨髓造血微环境中基质
细胞生长是否存在异常及其培养上清液对造血

干 Z祖细胞的抑制作用罕见报道。本研究采用体外
半固体集落培养方法观察 345 患者骨髓基质细胞
的生长及培养上清液对造血干 Z祖细胞的抑制作
用。用双抗体夹心 54P3P法检测其上清细胞因子
LMCA"、NCMA !的水平，OLA[BO法检测 345骨髓基
质细胞 NCMA ! *OMP的表达。

! 对象和方法

!$ ! 研究对象
!XXX 年 !+ 月至 +JJ+ 年 ! 月我院住院及门诊

的 ""例 345患者，诊断符合美国风湿病协会 !X,+
年诊断标准。根据系统性红斑狼疮疾病活动指数

% 345 \082-82 -./010/? 0792F，345 \PN& 标准对患者
的疾病活动程度进行评分。活动期 +,例，男 ]例，
女 +:例，年龄 % +: ^ !J &岁。初发病例 +J例，未用过
免疫抑制药和激素冲击治疗，复发病例 ,例，停用
泼尼松已 +个月以上。初发病例外周血象：红细胞
% ]K J ^ JK " & _ !J!+ Z 4，血红蛋白 % #+ ^ !# & = Z 4，白
细胞 % +K ! ^ !K ! & _ !JX Z 4，淋巴细胞绝对值为
% !K + ^ JK ] & _ !JX Z 4，血小板 % VV ^ +K J & _ !JX Z 4；骨
髓检查：+!例病人骨髓增生活跃或增生明显活跃，
# 例病人骨髓增生减低；外周血抗人球蛋白试验
% B))*Q ‘ 8 /28/ &：!X例阴性，!例阳性。稳定期 !V
例，女 !]例，男 ]例，年龄 % +V ^ X &岁，!+例已停用

泼尼松 !个月以上，"例每天口服 : *=泼尼松维持
治疗，血象在正常范围。

正常骨髓 +:例，取自本院胸外科非恶性血液
病患者手术切除的肋骨，其骨髓造血功能均正常。

男 "例，女 +!例，年龄 ]: %++ W ": &岁。
!$ + 方 法
!K +K ! 骨髓基质细胞培养的上清液的制备 按
参考文献 S + Y 进行，用淋巴细胞分离液分离骨髓单
个核细胞，洗涤 ]次，用 O[EN!V"J培养液配制成
! _ !JV Z *4，取 " *4加入 ]: **直径的平皿中，加
入 JK ! **)> Z 4氢化可的松，]# a，体积分数 :;
Bb+培养箱培养，每周半量换液，!" 9后计数由 :J
个以上梭形细胞组成的细胞集落数。当贴壁细胞铺

至 ,:; ^ XJ;瓶底时，吸除上清，用 O[EN!V"J液
洗 +次，然后加入等量 O[EN!V"J液，添加终质量
浓度为 ] *= Z 4 [cPA[刺激，诱生细胞因子分泌，
继续孵育 ] d " 9，收集培养上清。
!K +K + 骨髓造血干 Z祖细胞混合集落 % BCDAE0F &
的培养 用甲基纤维素培养法。正常骨髓实验组：

加入终体积分数分别为 :;、!J;、!:;活动期 345
骨髓基质细胞上清液至正常骨髓 BCDAE0F 培养体
系中。自身 345组实验组：在各实验组加入终浓度
为 !:;活动期 345 骨髓基质细胞上清液至自身
345 骨髓 BCDAE0F 培养体系中。BCDAE0F 培养体
系：! *4含经上述处理的单个核细胞 + _ !J:，小牛

血清 JK ] *4、+ **)> Z 4A谷氨酰胺，3BC !JJ %= Z 4，
N4A] !J %= Z 4，eEAB3C +J %= Z 4，促红细胞生成素 +
D Z *4，粒细胞刺激因子 %eAB3C& !J %=，+] = Z 4甲
基纤维素 JK ": *4。培养 # d !J 9计数集落数，’"J
个细胞为 !个集落数。
!K +K ] 骨髓基质细胞上清液细胞因子 LMCA" 、
NCMA !测定 采用双抗体夹心 54P3P法检测。试
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表 ! 567骨髓基质细胞培养上清 T/UM!、RU/M"的水平

T*O2- ! TD- T/UM!、 R/UM" 2-?-2 :; @F29F+-B >F8-+;*9*;9> 0L
O0;- 1*++0C >9+01*2 @-22> $J(5A % L+01 567 8*9:-;9>

$ ;E Z 6 %

剂盒为 Q-;K[1- 产品（购自深圳晶美生物工程公
司）。

!I &I " \TM=A\法检测骨髓基质细胞 RU/M" 1\M
/N的表达 按参考文献 ] Y ^ 将培养的骨髓基质细
胞消化后按常规计数，取 ! _ !HV个细胞。按厂家说

明用 T+:[02试剂（Q6JA‘ Z J\6）提取总 \/N。@3/N
合成采用逆转录试剂盒（Q6JA‘ Z J\6）。@3/N进
行 =A\扩增。反应总体积为 ’H #6，含 !H _ =A\反
应缓冲液 &I ’ #6、HI & 1102 Z 6 B/T=、HI &’ #102 Z 6
上游及下游引物、&I ’ a #$% 3/N 聚合酶、& #6
@3/N模板。反应条件为：X" b ! 1:;变性、SH b !
1:;退火、V& b ! 1:;延伸 V 1:;，共 Y’个循环。末
次循环 V& b延伸 V 1:;。以 $M肌动蛋白 $上游 % ’c
MANNATAANTANTQ NNQTQTNNAMYc， $下游 % ’c
MAANANAQQNQTNATTQAQATAMYc 扩 增 产 物 !#H
O8。RU/M" $ 上 游 % ’cMNTQNNNTNTNANNQTTNT
NTAMYc，$ 下游 % ’cMQNTQATATTAQNAATAQNNNA
NQANTMYc扩增产物 ’&H O8。取 !H #6扩增产物在
含 HI ’ #E Z 16溴化乙锭的 &H E Z 6琼脂糖凝胶中
电泳，紫外灯下照相。胶片经激光密度扫描仪扫描，

所有扩增产物的吸光度均以 $M肌动蛋白为基准校
正。

!d Y 统计方法
测定结果以 & ’ (表示，组间比较用 )检验、!*

检验。

& 结 果

&I ! !"#骨髓基质细胞集落形成
V!I "e活动期 567 骨髓基质细胞集落数与正

常对照比较（SHI ’ W !!I Y +( S’I Y W !&I ’4 !P
Hd H’）差异无显著性。&Xe $# Z &#例 %活动期 567
骨髓基质细胞生长的集落数比正常人明显减少

$ &YI & W "I & +( S’I Y W !&I ’，! P HI H’ %，稳定期
567集落数与正常对照比较（’YI & W XI Y +( S’I Y W
!&I ’，! P HI H’）差异无显著性，提示有部分活动
期患者的骨髓基质细胞生长有缺陷。

&I & 活动期 !"#骨髓基质细胞上清液对骨髓造
血干 $祖 %细胞的作用
&I &I ! 567 骨髓基质细胞上清液对正常骨髓造
血干 $祖 % 细胞 AUaM(:f 的作用 经体积分数为
’e、!He、!’e活动期 567患者骨髓基质细胞培
养上清液作用后，其对 AUaM(:f的抑制率明显高于
正常基质细胞上清液，两者 $ V"e W Se +( ’e W

&e 4 VXe W Ve +( S W "e 4 #Ye W ’e +( Se W
Ye %比较差异均有显著性 $ ! G HI H’ %。
&I &I & 567 骨髓基质细胞上清液对自身骨髓
AUaM(:f 的作用 加入体积分数为 !’e的活动期
骨髓基质细胞上清液在自身骨髓 AUaM(:f 培养体
系中，抑制率为 VYe W ’e，而稳定期、正常对照的
上清液对骨髓 AUaM(:f生长抑制作用不明显，抑制
率分别为 Ve W Ye、"e W &e，前者与后两者比
较，! G HI H’，提示活动期 567骨髓基质细胞上清
液对自身骨髓 AUaM(:f也有抑制作用。
&I Y !"# 骨髓基质细胞培养上清液中细胞因子
&’()!、*(’)"的检测
活动期 567组的上清液 T/UM!、RU/M "的水平

高于正常对照组、稳定期 567组，见表 !。活动期基
质细胞生长良好者与缺陷者 T/UM!、RU/M " 的水
平，差异无显著性。

&I " +&),-+ 法检测 !"# 患者骨髓基质细胞
*(’)! .+’/的表达

\TM=A\法检测 &H例活动期有 !"例 567患者

图 0 +&),-+检测 !"#骨髓基质细胞 *(’)! .+’/表达

(123 0 &45 56785991:; :< *(’) ! .+’/ :< =:;5 .>88:?
9@8:.>A B5AA9 <8:. !"# =C +&),-+
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骨髓基质细胞有 /012! 3415的表达，而正常对照
则未见有 /012! 3415的表达 %图 ! &。

* 讨 论

以前研究显示系统性红斑狼疮患者的干 6祖
细胞有缺陷 ’ !7 " (，推测致病因素在损害造血干 6祖
细胞或诱发免疫异常反应同时累及了造血微环境

中基质细胞。骨髓微环境包括多种基质细胞成分

及由基质细胞产生的可溶性和膜结合形式的生长

因子、黏附分子和细胞外基质成分。基质细胞包括

巨噬细胞、成纤维细胞、内皮细胞和少量的多能基

质干细胞，前者也是重要的抗原提呈细胞，可分泌

/82!、/82*、090、:;<、9=2>?0等多种细胞因子 ’ + (。

上述细胞因子不仅调节造血干 6祖细胞的增殖、分
化且对免疫活性淋巴细胞的前体细胞起重要的。

骨髓基质细胞分泌异常的细胞因子参与许多疾病

的发生、发展。有学者应用 4@2;>4方法检测了 .
例再生障碍性贫血患者骨髓基质细胞 92>?0、
/82!A、/82,、/82.及 B83415表达及其蛋白质水平
高于正常对照组 ’ , (。

我们应用体外培养技术，观察到大多数患者基

质细胞体外生长良好，少数患者生长缺陷或不生

长。<CDEFG等 ’ - (报道 .例 ?8:患者骨髓成纤维细胞
集落与正常人无差异。另有报道用 +2氟尿嘧啶处
理后分离狼疮鼠的造血干细胞体外培养，加入细胞

因子 9=2>?0、干细胞因子 % ?>0&和 /82*，它不能生
长，加入正常骨髓基质细胞则能生长，表明自身免

疫狼疮鼠的基质细胞有缺陷。我们的结果及其他

研究表明 ?8:骨髓基质细胞的生长存在差异，这
与 ?8:是一组异质性疾病有关。
基质细胞可以分泌正性、负性调节细胞因子，

两者失平衡时，会对造血产生抑制或功能亢进作

用。我们研究的结果发现：加入 !+H的活动期 ?8:
上清液对正常造血干 %祖 & 细胞混合集落形成单位
% >0I2=JK & 的抑制率明显高于正常基质细胞上清
液，活动期 ?8: 骨髓基质细胞培养液对自身 ?8:
造血干 %祖 &细胞也有抑制作用，说明上清液中有造
血抑制物质。进一步证实活动期 ?8:骨髓基质细
胞的上清液 @102"、/012! 的水平高于稳定期 ?8:
组、正常对照组。而活动期基质细胞生长良好者与

缺陷者 @102"、/012 !的水平无差异。4@2;>4法检
测 ?8:患者骨髓基质细胞有 /012 ! 3415的表达，
而正常对照则未见有 /012! 3415的表达。说明活
动期 ?8: 骨髓基质细胞存在高表达 @102"、
/012 !。而 @102"、/012 !属于造血负性因子。体外
实验证明 @102"、/012 !可直接抑制人骨髓红系、
粒系祖细胞的增殖与分化 ’ . (。高表达 @102"、/012 !
除与疾病的活动性有关，还可抑制造血干、祖细胞

的增殖与分化。换言之，?8:造血干细胞的存在缺
陷与骨髓基质细胞分泌 @102"、/012 !增多抑制造
血有关。
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