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　　［摘要］　目的　探讨脐带间质干细胞（ＵＣＭＳＣｓ）治疗Ｇｒａｖｅｓ病（ＧＤ）小鼠的作用机制。方法　３２只小鼠随机分为正常对

照组（Ｇ０组）、ＧＤ对照组（Ｇ１组）和ＵＣＭＳＣｓ治疗组（Ｇ２组）。留取小鼠血清，化学发光法检测血清游离甲状腺素（ＦＴ４）水平，酶

联免疫吸附法检测甲状腺刺激抗体（ＴＳＡｂ）浓度。取甲状腺，制备石蜡切片行苏木精伊红染色。取脾脏，部分制成单个核细胞悬

液，行三标记免疫荧光染色、流式细胞分析ＣＤ１ｄｈｉＣＤ５＋ＣＤ１９＋Ｂｒｅｇｓ比例；部分脾脏提取总ＲＮＡ，实时荧光定量ＰＣＲ检测Ｂｒｅｇｓ

相关细胞因子白细胞介素１０（ＩＬ１０）ｍＲＮＡ和转化生长因子β（ＴＧＦβ）ｍＲＮＡ的表达水平。结果　２６周时Ｇ２组血清中ＴＳＡｂ

浓度与脾脏组织中ＣＤ１９＋Ｂ细胞较Ｇ１组明显降低（犘＜０．０５），Ｂ细胞中ＣＤ１ｄｈｉＣＤ５＋ＣＤ１９＋ Ｂｒｅｇｓ所占比例和脾组织ＩＬ１０ｍＲ

ＮＡ、ＴＧＦβｍＲＮＡ表达量较Ｇ１组却明显上升（犘＜０．０５），且在移植前、后血清ＴＳＡｂ浓度差与脾脏中ＣＤ１ｄ
ｈｉＣＤ５＋ＣＤ１９＋ Ｂｒｅｇｓ

所占比例变化呈显著负相关，与ＩＬ１０、ＴＧＦβｍＲＮＡ的表达量变化呈显著正相关。结论　ＵＣＭＳＣｓ可能通过上调Ｂｒｅｇｓ表达

而发挥治疗作用。
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　　毒性弥漫性甲状腺肿（Ｇｒａｖｅ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＧＤ）是以甲状腺的

自身免疫为特点的多系统临床综合征，是甲亢的主要类型之

一。ＧＤ患者体内存在免疫应答调节受损，以致免疫应答反应

过强而造成甲状腺细胞的自身免疫性损伤。脐带间质干细胞

（ｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＵＣＭＳＣｓ）是一种具

有向多向分化潜能的祖细胞，在体外能大量扩增，能着巢于受

损组织。ＭＳＣｓ通过对 Ｔ细胞、Ｂ细胞和树突状细胞（ＤＣ）等

免疫活性细胞的调节发挥作用［１］。ＭＳＣｓ免疫原性较低，在异

基因 ＭＳＣｓ移植时未发现明显的排斥反应。ＭＳＣｓ在分化成

其他细胞类型时仍保留其免疫调节作用［２］。目前，在临床上，

ＭＳＣｓ已被广泛用于治疗移植物抗宿主病（ＧＶＨＤ）、系统性红

斑狼疮（ＳＬＥ）等自身性免疫病
［３］。Ｃｈｏｉ等

［４］最近研究发现脂

肪来源的 ＭＳＣｓ可以影响Ｔ辅助（Ｔｈ）细胞因子的平衡治疗甲

状腺炎。作者先前研究表明，ＵＣＭＳＣｓ治疗ＧＤ小鼠安全有

效［５］。本实验将通过比较 ＵＣＭＳＣｓ治疗ＧＤ小鼠前、后脾脏

Ｂｒｅｇｓ表达量与对照小鼠有无差异，以及其与甲状腺刺激抗体

（ＴＳＡｂ）水平是否存在相关性来初步探讨 ＭＳＣｓ治疗ＧＤ的可

能机制。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　基因扩增引物设计及合成　根据美国国家生物技术信

息中心（ＮＣＢＩ）网站 ＧｅｎＢａｎｋ查询鼠甘油醛３磷酸脱氧酶

（ＧＡＰＤＨ）（上游引物：５′ＡＡＧＣＣＴ ＧＡＣＣＡＣＧＣＴ ＴＴＣ

ＴＡ３′，下游引物：５′ＡＴＧＡＡＧＴＧＧＴＴＧＧＧＧＡＡＴＧＡ
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３′）、白细胞介素１０（ＩＬ１０）（上游引物：５′ＣＣＡ ＡＧＣＣＴＴ

ＡＴＣＧＧＡＡＡＴＧＡ３′，下游引物：５′ＴＴＴＴＣＡＣＡＧＧＧＧ

ＡＧＡＡＡＴＣＧ３′）、转化生长因子β（ＴＧＦβ）（上游引物：５′

ＴＧＣＧＣＴＴＧＣＡＧＡＧＡＴＴＡＡ ＡＡ３′，下游引物：５′ＣＧＴ

ＣＡＡＡＡＧＡＣＡＧＣＣＡＣＴＣＡ３′）ｍＲＮＡ序列。以上引物的

设计与合成由大连 ＴａＫａＲａ公司利用 Ｐｒｉｍｅｒｅｘｐｒｅｓｓ软件

完成。

１．１．２　试剂与动物　３６只６～８周龄雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠（上

海斯莱克实验动物有限公司），体质量（２０．０±２．０）ｇ。脐带标

本来源于健康产妇正常分娩足月新生儿（来自于盐城市妇幼保

健院产科），ＵＣＭＳＣｓ分离、培养与鉴定所需的试剂同前期研

究［６］。血清游离甲状腺素（ＦＴ４）检测试剂盒与ＴＳＡｂ检测酶

联免疫吸附（ＥＬＩＳＡ）试剂盒分别由美国ＤＰＣ与天津瑞爱金生

物科技有限公司提供；ＰＥＣＤ１ｄ、ＦＩＴＣＣＤ５、ＰｅｒＣＰｃｙＴＭ５．５

ＣＤ１９共３种不同荧光标记抗鼠单克隆抗体均购自美国ＢＤ公

司；ＲＮＡ反转录试剂盒与ＳＹＢＲ? ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ Ⅱ试剂

盒均来源于ＴａＫａＲａ公司。

１．２　方法

１．２．１　ＧＤ模型小鼠的制备与分组　ＧＤ模型小鼠（在江苏省

医药动物实验中心ＳＰＦ级环境下饲养）的免疫方法与步骤同

本课题组之前的研究［５］，在第３次免疫后２１ｄ（１８周）测定移

植前血清中ＦＴ４与ＴＳＡｂ的表达量，细针穿刺甲状腺组织苏

木精伊红（ＨＥ）切片染色。第１９周分别随机选择３只ＧＤ模

型小鼠与１只正常对照小鼠处死，将剩余小鼠分成３组，即正

常对照组（Ｇ０组，８只）、ＧＤ对照组（Ｇ１组，１２只）、ＵＣＭＳＣｓ

治疗组（Ｇ２组，１２只）。第２０周Ｇ１组与Ｇ２组分别于予０．５

ｍＬ生理盐水和ｌ×１０６Ｐ３代ＵＣＭＳＣｓ尾静脉注射１次，第２６

周处死所有小鼠，检测实验预先设计内容。

１．２．２　ＵＣＭＳＣｓ收集和单个核细胞分离及培养、鉴定　同本

课题组之前的研究方法［５］，将脐带从手术台上取下，将脐带剪

碎后用胰酶消化成单个细胞，培养与传代至细胞融合，最后应

用ＦＡＣＳｃａｎ流式细胞仪检测 ＭＳＣｓ表面标志。

１．２．３　血清ＴＳＡｂ、ＦＴ４的测定　ＥＬＩＳＡ法测定血清 ＴＳＡｂ

的浓度，ＦＴ４测定按试剂盒说明书操作。

１．２．４　组织鉴定　将甲状腺固定、包埋、切片与 ＨＥ染色，最

后在光学显微镜下观察小鼠甲状腺滤泡结构等组织学变化。

１．２．５　调节性Ｂ细胞（Ｂｒｅｇｓ）的检测　在小鼠脾脏单个核细

胞悬液（１．０×１０６／ｍＬ）加入脂多糖（ＬＰＳ）１０μｇ／ｍＬ，在标准条

件下培养２４ｈ后，加入ＰＥＣＤ１ｄ、ＦＩＴＣＣＤ５、ＰｅｒＣＰｃｙ
ＴＭ５．５

ＣＤ１９共３种不同荧光标记抗鼠单克隆抗体，并做荧光染色对

照，前向散射光（ＦＳＣ）与侧向散射光（ＳＳＣ）联合设门流式检测

小鼠脾脏ＣＤ１ｄｈｉＣＤ５＋ＣＤ１９＋细胞的表达量（图１）。

　　Ａ：ＦＳＣ与ＳＳＣ设门图；Ｂ：ＣＤ１９设门图；Ｃ：ＣＤ１ｄｈｉＣＤ５＋ＣＤ１９＋

Ｂｒｅｇｓ百分比。

图１　　流式细胞术检测ＣＤ１ｄ
ｈｉＣＤ５＋ＣＤ１９＋ Ｂｒｅｇｓ代表图

１．２．６　实时荧光定量ＰＣＲ分析　应用ＴＲＩｚｏｌ氯仿法试剂裂

解、纯化抽提脾细胞总 ＲＮＡ，将总 ＲＮＡ反转录为互补 ＤＮＡ

（ｃＤＮＡ），再在ＡＢＩＰｒｉｓｍ７５００型高通量荧光定量ＰＣＲ仪（美

国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）上进行实时荧光定量ＰＣＲ。按２

步法ＰＣＲ扩增标准程序将不同基因的标本做３个复孔。扩增

条件为第１步（预变性），９５℃１０ｓ１个循环；第２步（ＰＣＲ反

应）９５℃５ｓ、６０℃３４ｓ４５个循环。最后以ＳＤＳ２．０（ＰＥＢｉｏ

ｓｙｓｔｅｍ）软件分析其Ｃｔ值。计算各标本平均Ｃｔ值，以ＧＡＰＤＨ

作为内参，将ＩＬ１０、ＴＧＦβＣｔ值减去ＧＡＰＤＨＣｔ值作为△Ｃｔ

值。计算标准化后的２ΔΔＣｔ值表示ｍＲＮＡ的相对表达含量。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件将数据进行统计学处

理，对各分组进行单因数方差分析，以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　ＵＣＭＳＣｓ移植对ＧＤ小鼠血清ＦＴ４及ＴＳＡｂ的影响　

移植后，Ｇ１组血清ＦＴ４与ＴＳＡｂ水平均显著高于Ｇ０组（犘＜

０．０５）；Ｇ２组ＦＴ４与ＴＳＡｂ表达低于Ｇ１组，但ＦＴ４无显著差

异，而ＴＳＡｂ差异明显（犘＜０．０５），见表１。

表１　　移植后血清ＦＴ４、ＴＳＡｂ水平与脾脏ＣＤ１９＋Ｂ细胞、ＣＤ１ｄｈｉＣＤ５＋ＣＤ１９＋ Ｂｒｅｇｓ百分比（狓±狊）

组别 ｎ ＦＴ４（ｐｍｏｌ／Ｌ） ＴＳＡｂ（Ｕ／ｍＬ） ＣＤ１９＋Ｂ细胞（％） ＣＤ１ｄｈｉＣＤ５＋ＣＤ１９＋Ｂｒｅｇｓ（％）

Ｇ０组 ８ ４．９８±０．２０ ２．９０±０．３７ ７．８１±０．８９ ６．２１±０．４３

Ｇ１组 １２ １２．０７±１．１１ ５．７３±０．６５ １１．００±１．４１ ４．１６±０．６７

Ｇ２组 １２ １１．６０±１．１９ ３．０９±０．３１△ ８．０５±０．８４△ ６．７６±０．８８△

　　：犘＜０．０５，与Ｇ０组比较；△：犘＜０．０５，Ｇ０组比较。

图２　　ＵＣＭＳＣｓ移植后脾脏ＩＬ１０与ＴＧＦβ

ｍＲＮＡ的表达水平

２．２　ＵＣＭＳＣｓ移植对 ＧＤ 模型鼠脾脏 ＣＤ１９
＋Ｂ 细胞与

ＣＤ１ｄｈｉＣＤ５＋ＣＤ１９＋ Ｂｒｅｇｓ表达影响 　 移植后，Ｇ１ 组血清

ＣＤ１９＋Ｂ细胞百分比均显著高于 Ｇ０组（犘＜０．０５），而ＣＤ１ｄｈｉ

ＣＤ５＋ＣＤ１９＋Ｂｒｅｇｓ百分比却显著低于Ｇ０组（犘＜０．０５）；Ｇ２组

ＣＤ１９＋Ｂ细胞百分比明显低于 Ｇ１组（犘＜０．０５），但 ＣＤ１ｄｈｉ

ＣＤ５＋ＣＤ１９＋ Ｂｒｅｇｓ百分比明显高于Ｇ１组（犘＜０．０５）。

２．３　ＵＣＭＳＣｓ移植对 ＧＤ模型鼠脾脏组织ＩＬ１０与 ＴＧＦβ

ｍＲＮＡ表达的影响　移植后，Ｇ１组脾脏ＩＬ１０与ＴＧＦβｍＲ

ＮＡ水平均显著低于Ｇ０组与Ｇ２组（犘＜０．０５），见图２。
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２．４　ＴＳＡｂ与ＣＤ１ｄ
ｈｉＣＤ５＋ＣＤ１９＋Ｂｒｅｇｓ在移植前、后表达水

平变化的相关性　Ｇ２组 ＧＤ小鼠血清ＴＳＡｂ浓度差（治疗前

－治疗后）与ＣＤ１ｄｈｉＣＤ５＋ＣＤ１９＋Ｂｒｅｇｓ水平变化（治疗前－治

疗后）呈显著负相关（狉＝－０．９４３，犘＜０．０１），与ＩＬ１０与ＴＧＦ

βｍＲＮＡ表达水平的△△Ｃｔ值（治疗前－治疗后）呈显著正相

关（狉＝０．８００、０．７６８，犘＜０．０１），见图３。

图３　　ＵＣＭＳＣｓ移植前、后ＴＳＡｂ与ＣＤ１ｄｈｉＣＤ５＋ＣＤ１９＋

Ｂｒｅｇｓ表达的相关性

３　讨　　论

　　促甲状腺素受体抗体（ＴＲＡｂ）是由Ｂ淋巴细胞产生的一

类具有异质性的特异性免疫球蛋白（ＩｇＧ类），其中，ＴＳＡｂ能

够与促甲状腺激素受体结合，刺激甲状腺激素的合成和分泌，

从而引起甲状腺功能亢进的表现。Ｂｒｅｇｓ是新发现的Ｂ细胞

亚群之一，ＣＤ１ｄｈｉＣＤ５＋ＣＤ１９＋是目前国际上比较公认的Ｂｒｅｇｓ

表型［６］。研究发现，Ｂｒｅｇｓ在炎性肠病、１型糖尿病、多发性硬

化症等自身免疫病的发生、发展及转归过程中发挥重要作

用［７１１］。ＵＣＭＳＣｓ移植治疗ＧＤ小鼠时发现，Ｇ２组ＧＤ小鼠

血清ＴＳＡｂ的水平较对照组明显下降，同时脾脏ＣＤ１ｄｈｉＣＤ５＋

ＣＤ１９＋Ｂｒｅｇｓ的水平较对照组却明显上升，且二者的变化存在

明显相关性。这说明 ＵＣＭＳＣｓ移植治疗 ＧＤ小鼠可能是通

过上调ＣＤ１ｄｈｉＣＤ５＋ＣＤ１９＋Ｂｒｅｇｓ而发挥治疗作用。

在辅助性Ｔ细胞诱导下ＧＤ患者体内被激活的Ｂ细胞分

泌大量的自身抗体，ＣＤ１９与Ｂ细胞活化和信号转导密切相

关［１２］。有研究表明，ＩＬ１０、ＴＧＦβ是２种重要的抑制性细胞

因子，Ｂｒｅｇｓ可通过其分泌发挥免疫调节作用
［１３］。通常把产生

ＩＬ１０的具有 ＣＤ１ｄｈｉＣＤ５＋ＣＤ１９＋ 表型的 Ｂｒｅｇｓ亚群称之为

Ｂ１０细胞，它们能特异地产生ＩＬ１０并且是其主要Ｂ细胞来

源，而且它们可能只产生ＩＬ１０
［１４］。Ｈｕｓｓａｉｎ等

［８］研究发现，给

１型糖尿病的 ＮＯＤ模型小鼠静脉输注经 Ｂ细胞抗原受体

（ＢＣＲ）激活的Ｂ细胞，可以通过其产生的ＩＬ１０使 ＮＯＤ小鼠

的胰岛炎性指标表达下降，延缓糖尿病的发生和发展。还有一

种在体外可以被 ＬＰＳ刺激活化而分泌 ＴＧＦβ的 Ｂｒｅｇｓ细

胞［１５］。同样，在给患有结肠炎的ＳＡＭＰ１／Ｙｉｔ小鼠体内静脉输

注经过 ＬＰＳ刺激 ＣＤ１ｄ＋ 的 Ｂ细胞亚群，可以通过它产生

ＴＧＦβ抑制免疫反应，减少炎性损伤
［１５］。

本研究发现，ＧＤ小鼠脾脏ＩＬ１０ｍＲＮＡ与ＴＧＦβｍＲＮＡ

表达量较正常对照小鼠明显降低，但经过 ＵＣＭＳＣｓ移植治疗

后其表达却明显上升。

综上所述，Ｂｒｅｇｓ异常表达不仅与ＧＤ发病密切相关，而且

ＵＣＭＳＣｓ可通过上调Ｂｒｅｇｓ而产生ＩＬ１０、ＴＧＦβ，在治疗ＧＤ

中介导免疫耐受，发挥免疫调节作用。
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［１５］ＭｉｓｈｉｍａＹ，ＩｓｈｉｈａｒａＳ，ＡｚｉｚＭＭ，ｅｔａｌ．Ｄｅｃｒｅａｓｅｄｐｒｏｄｕｃ

ｔｉｏｎｏｆｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０ａｎｄｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβｉｎ

ＴｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｉｎｔｅｓｔｉｎａｌＢｃｅｌｌｓｉｎＳＡＭＰ１／

Ｙｉｔｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１０，１３１（４）：４７３４８７．

（收稿日期：２０１４１００８　修回日期：２０１４１２０５）

０７１１ 重庆医学２０１５年３月第４４卷第９期


