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人脐带间充质干细胞移植治疗
Graves病小鼠的疗效
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摘要:目的 探讨人脐带间充质干细胞( UC-MSC) 对 Graves病( GD) 模型小鼠的治疗作用。方法 将 48只 18 周
龄雌性 GD小鼠随机分为 G0、G1、G2、G3组各 12只，G1组和 G3组给予丙硫氧嘧啶( PTU) 50 mg × 60 d灌胃，同时 G2
组和 G3组于经尾静脉移植人 MSC 1次，G0组不治疗。定期称取小鼠体质量，常规测定血象与谷丙转氨酶( GPT) ，化
学发光法测定血清游离甲状腺素( FT4 ) ，酶联吸附法( ELISA) 法测定血清甲状腺刺激抗体( TSAb) ，HE染色观察甲状
腺病理改变。结果 26周龄时体质量 G2组( 28． 6 ±2． 8) g、G3组( 29． 4 ±3． 1) g，高于 G0 组的( 25． 3 ± 2． 8) g、G1 组
的( 25． 6 ±3． 4) g，P均 ＜0． 05。26周龄时，白细胞 G2组( 6． 7 ±1． 4) ×109 /L、G3组( 7． 3 ±1． 2) × 109 /L，高于 G0 组的
( 4． 2 ±0． 6) ×109 /L、G1组的( 4． 3 ±1． 1) ×109 /L，P均 ＜0． 05; GPT G2组( 34． 8 ± 12． 5) U/L、G3 组( 36． 7 ± 14． 7) U/
L，低于 G0组的( 57． 2 ±13． 5) U/L、G1组的( 59． 0 ±11． 6) U/L，P均 ＜0． 05。26周龄时，血清 FT4 及 TSAb水平 G2组
分别为( 6． 2 ± 1． 2) pmol /L、( 4． 7 ± 0． 8) U/mL，G3 组分别为( 5． 9 ± 1． 3) pmol /L、( 3． 4 ± 0． 7) U/mL，低于 G0 组的
( 10． 0 ±1． 8) pmol /L、( 8． 4 ±1． 0) U/mL，P均 ＜0． 05。甲状腺滤泡上皮增生与新生滤泡 G2 组和 G3 组较 G0 组明显
减少。结论 UC-MSC对 Graves病模型鼠有显著疗效，安全且无排斥反应。
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Efficacy of umbilical-cord mesenchymal stem cells transplantation in treatment
of mice with Graves disease
LI Rong-liang，HAN Kou-lan，DAI Xiao-li，LI Wei-yong，HUANG Cheng
( Yancheng Institute of Health Science，Yancheng 224005，China)

Abstract: Objective To investigate the efficacy of umbilical-cord mesenchymal stem cells ( UC-MSC) transplanta-
tion in the treatment of mice with Graves disease ( GD) ． Methods Forty-eight 18-week-old GD female mice were divided
into 4 groups: group 1 ( G1) was treated with propylthiouracil ( PTU) ( 50 mg × 60 d) ，group 2 ( G2 ) was transplanted
with 1 × 106 UC-MSC once through caudal vein，group 3 ( G3) was treated with PTU( 50 mg × 60 d) and UC-MSC，and
group 0 ( G0) was treated with 0． 5 mL normal saline as controls． Blood analysis，glutamic pyruvic transaminase ( GPT)
and body weight were assessed every two weeks． Chemiluminescence was used to detect the levels of serum free thyroxine
( FT4) ． Enzyme linked immunosorbent assay ( ELISA) was used to measure the levels of serum thyroid stimulating antibod-
y ( TSAb) ． The pathological changes of the thyroids were observed by HE staining． Results At week 26，the body weight
of mice in G2 ［( 28． 6 ± 2． 8) g］and G3 ［( 29． 4 ± 3． 1) g］was separately higher than that of G0 ［( 25． 3 ± 2． 8)
g］and G1 ［( 25． 6 ± 3． 4) g ］( P ＜ 0． 05 ) ． At week 26，the leukocytes in G2 ［( 6． 7 ± 1． 4 ) × 109 /L］ and G3
［( 7． 3 ± 1． 2) × 109 /L］were both increased compared with those in G0 ［( 4． 2 ± 0． 6) × 109 /L］and G1 ［( 4． 3 ± 1． 1) ×
109 /L］( P ＜ 0． 05) ，but the GPT in G2 ( 34． 8 ± 12． 5) U/L and G3 ( 36． 7 ± 14． 7) U/L were decreased compared with
those in G0 ( 57． 2 ± 13． 5) U/L and G1 ( 59． 0 ± 11． 6) U/L ( P ＜ 0． 05) ． At week 26，the serum FT4 and TSAb levels in
G2 ［( 6． 2 ± 1． 2) pmol /L，( 4． 7 ± 0． 8) U/mL］and G3 ［( 5． 9 ± 1． 3) pmol /L，( 3． 4 ± 0． 7) U/mL］were both lower
than those in G0 ［( 10． 0 ± 1． 8) pmol /L，( 8． 4 ± 1． 0) U/mL］( P ＜ 0． 05) ． The thyroid follicular epithelial hyperplasia
and new follicular were significantly decreased in G2 and G3 compared with those of G0． Conclusion UC-MSC is very ef-
fective in treating GD mice，and it is safe and free of rejection reactions．
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Graves病( GD) 又称毒性弥漫性甲状腺肿，以多
脏器、多系统受累为特点，约占临床全部甲状腺功能
亢进症( 甲亢) 的 80%，其患病率为 1% ～ 2%，每年
新发病率为 2‰ ～ 3‰［1］。其主要临床表现为高代
谢综合征，部分患者可以出现甲状腺相关眼病、胫前
黏液性水肿和( 或) 肝脏损害等。GD 的易感性由遗
传、环境和免疫共同决定，其中免疫功能异常在 GD
发病中起十分重要的作用。GD 存在针对甲状腺细
胞促甲状腺激素受体( TSHR) 的特异性自身抗体，
称为 TSHR 抗体( TRAb ) 。TRAb 有两种类型，即
TSHR刺激性抗体( TSAb) 和 TSHR刺激阻断性抗体
( TSBAb) 。TSAb与 TSHR结合，激活腺苷酸环化酶
信号系统，导致甲状腺细胞增生和甲状腺激素合成、
分泌增加。目前，GD 的治疗主要依赖于抗甲状腺
药物( ATD) ，但由于用药量大、时间长，容易出现多
种不良反应，严重影响患者的生活质量。因此，针对
GD的发病机制，寻找新的治疗方法十分必要。
间充质干细胞( MSC) 最初特指骨髓基质细胞，后

来发现在胎儿肝脏、肺脏、心脏等实质脏器与脐带、脐
带血中均提取到与骨髓基质细胞生物学特性相似、免
疫表型相同的干细胞。骨髓作为目前 MSC的主要来
源存在病毒污染的可能，且随着年龄增长其细胞数量

和扩增、分化能力呈明显下降趋势。已有研究证实，
由人脐带的连接组织中和脐血分离出的细胞在特定

条件下能分化为软骨细胞或神经样细胞，并表达神经

烯醇化酶( NSE) 等神经元特异性抗原，表明人脐带
MSC( UC-MSS) 具有多向分化潜能，具有作为细胞替
代治疗种子细胞的可能。MSC能分泌多种细胞因子、
黏附分子，具有支持造血、组织修复、诱导免疫耐受和
免疫调节的作用等。MSC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［2］。
目前，MSC已被用于移植物抗宿主病( GVHD) 、系统
性红斑狼疮( SLE) 等自身性免疫病的临床治疗［3，4］，
取得了较好的疗效，但移植治疗 GD 尚未见报道。
2010年 4月 ～2012 年 12 月，本实验通过 UC-MSC 移
植治疗 GD小鼠，初步观察其安全性与疗效，为将来
临床应用提供理论依据。
1 材料与方法
1． 1 材料 实验动物: 64 只雌性 BALB /c 小鼠，6
～ 8 周龄，体质量( 20． 0 ± 2． 0 ) g，由上海斯莱克实
验动物有限公司提供。脐带标本来源于盐城市妇幼
保健院产科健康产妇正常分娩足月新生儿的脐带

( 已取得新生儿父母的知情同意) 。达氏改良伊氏

培养基( DMEM，美国 Gibco 公司) ; 胎牛血清( FBS，
美国 Gibco公司) ; Ficoll-Paque 分离液( 天津市 TBD
生物技术发展中心) ; 胶原酶Ⅱ、血管内皮生长因
子、内皮生长因子、胰蛋白酶( 美国 Sigma 公司) ; 荧
光标记小鼠抗人抗体 ( 法国 Immunotech 公司) :
CD14-PE、CD29-FITC、CD44-FITC、CD45-PE、CD105-PE、
HLADR-异硫氰酸荧光素( FITC) ; CO2 孵箱( Sanyo
公司) ; 倒置显微镜( Olympus 公司) ; JEM-1230 型透
射电子显微镜( 日本电子株式会社) ; FT4 检测试剂

盒( IMMULITE，美国 DPC 公司) ; TSAb 检测酶联免
疫吸附( ELISA) 试剂盒( 天津瑞爱金生物科技有限
公司提供) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 UC-MSC收集和单个核细胞分离及培养、鉴
定 将脐带从手术台上取下，无菌条件下浸入

DMEM/F12 培养液中，4 ℃保存。超净台内取出脐
带。PBS冲洗，冲去脐静脉及动脉内的残存血。将
脐带剪碎至 1 ～ 2 mm3 大小组织块，转移至 0． 075%
胶原酶Ⅱ中，37 ℃持续搅拌消化 30 min，随即用
0． 125%胰酶 37 ℃持续搅拌消化 30 min。100 μm
细胞筛过滤，滤液离心，PBS 洗 2 次。以 1． 0 × 106 /
cm2 的密度接种于含低糖 DMEM 培养液［含 5%的
FBS，2 mL谷氨酰胺，10 ng /mL 血管内皮生长因子
( VEGF) ，10 ng /mL 内皮生长因子( EGF) ，105 U /L
青霉素，100 mg /L链霉素］的 T25 塑料培养瓶中。3
～ 4 d后更换培养液，去掉未贴壁细胞。以后每 3 d
换液 1 次，至细胞融合传代。待细胞生长到 80%左
右融合时以 0． 25%胰蛋白酶乙二胺四乙酸( EDTA)
混合液消化，然后按 2∶ 1 的比例传代接种培养。取
原代 MSC用 PBS洗 3 遍，与荧光标记小鼠抗人抗体
室温反应 30 min。PBS 洗涤去未结合抗体，应用
FACScan流式细胞仪检测细胞表面抗原表达情况。
1． 2． 2 GD模型小鼠的制备与分组 所有实验动物
饲养于江苏省医药动物实验基地 SPF 屏障环境。同
伍丽萍等［5］造模方法，首先，AdMax 法构建重组腺病
毒( Ad-TSHR289) ，然后经胫前肌注 BALB /c 小鼠，每
3周免疫 1次，共 3 次。在第 3 次免疫后 3 周测定血
清中 FT4 与 TSAb 的表达量，细针穿刺甲状腺组织
HE切片染色。将造模成功的 48 只小鼠随机分为
G0、G1、G2、G3组: G1、G3 组于第 18 周予以丙硫氧嘧
啶( PTU) 50 mg ×60 d灌胃，同时G1 ～ G3组尾静脉注
射 1 ×106 P3代UC-MSC，G0组尾静脉注射0． 5 mL生
理盐水。于第 26周处死所有动物，常规检测。
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1． 2． 3 指标测定 每 2 ～ 3 周测定动物体质量，治
疗 26 周时检测，血常规及谷丙转氨酶( GPT) 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 甲状腺病理观察 取出甲状腺经甲醛固定，
石蜡包埋并制作切片，HE 染色，光镜下观察小鼠甲
状腺滤泡结构等组织学变化。
1． 2． 5 统计学方法 采用 SPSS11． 0 统计软件，数
据以 珋x ± s表示，多个样本均数间的比较采用单因素
方差分析。P≤0． 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2． 1 UC-MSC表面抗原检测结果 流式细胞仪检
测 UC-MSC，结果显示细胞均一性较好，均表达
CD29、CD44和 CD105，而不表达 CD14、CD34、CD45和人

类白细胞抗原( HLA) -DR。
2． 2 各组 GD小鼠体质量比较 见表 1。
表 1 各组 GD小鼠体质量比较( g，珔x ± s)

组别 18 周 20 周 22 周 24 周 26 周
G0 组 22． 4 ± 2． 4 23． 2 ± 3． 2 23． 7 ± 2． 8 24． 6 ± 2． 2 25． 3 ± 2． 8
G1 组 22． 6 ± 2． 8 23． 8 ± 3． 6 24． 3 ± 3． 1 25． 1 ± 3． 4 25． 6 ± 3． 4
G2 组 22． 2 ± 3． 3 23． 5 ± 3． 2 24． 0 ± 2． 5 26． 1 ± 2． 7 28． 6 ± 2． 8* #

G3 组 22． 5 ± 2． 6 23． 8 ± 2． 5 24． 4 ± 2． 4 26． 5 ± 2． 5 29． 4 ± 3． 1* #

注: 与同时点 G0 组比较，* P ＜0． 05; 与同时点 G1 组比较，#P ＜0． 05

2． 3 各组 GD小鼠 GPT、血常规指标比较 见表 2。
表 2 各组 GD小鼠 GPT与血常规指标比较(珔x ± s)

组别 GPT( U /L) WBC( ×109 /L) Hb( g /L) PLT( ×109 /L)
G0 组 57． 2 ± 13． 5 4． 2 ± 0． 6 162． 4 ± 13． 6 621． 4 ± 65． 2
G1 组 59． 0 ± 11． 6 4． 3 ± 1． 1 149． 2 ± 14． 2 663． 7 ± 58． 4
G2 组 34． 8 ± 12． 5* # 6． 7 ± 1． 4* # 161． 3 ± 15． 6 723． 6 ± 81． 5
G3 组 36． 7 ± 14． 7* # 7． 3 ± 1． 2* # 163． 4 ± 15． 9 720． 8 ± 87． 3

注: 与 G0 组比较，* P ＜0． 05; 与 G1 组比较，#P ＜0． 05

2． 4 各组 GD小鼠血清 FT4 及 TSAb比较 见表 3。
表 3 各组 GD小鼠血清 FT4 及 TSAb比较(珔x ± s)

组别 G0 组 G1 组 G2 组 G3 组
FT4 ( pmol /L) 10． 6 ± 2． 4 6． 7 ± 1． 5 6． 3 ± 1． 1* 6． 1 ± 1． 4*

TSAb( U /mL) 8． 1 ± 1． 6 6． 3 ± 1． 1 5． 2 ± 0． 9* # 4． 7 ± 1． 4* #

注: 与 G0 组比较，* P ＜ 0． 05; 与 G1 组比较，#P ＜ 0． 05

2． 5 各组 GD小鼠甲状腺组织病理变化 观察治疗
前后 GD小鼠甲状腺 HE 染色切片。G0 组小鼠甲状
腺滤泡细胞增生肥大，呈立方状或高柱状，滤泡大小

不一，滤泡腔中胶质含量减少，在增生的甲状腺滤泡

中有乳头状折叠凸入滤泡腔，滤泡间可见不同程度的

淋巴细胞浸润。G1、G2、G3 组小鼠光镜下显示甲状
腺滤泡上皮增生与新生滤泡明显少于 G0 组，泡中胶
质含量比较丰富，未见胶质浓缩。见插页Ⅲ图 7。
3 讨论

MSC 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。MSC 具有独

特的表型，它不表达 HLA-Ⅱ类抗原和协同刺激分子
等，所以免疫原性较低; 在异基因 MSC 移植时无排
斥反应发生，MSC在分化成其他细胞类型时仍保留
其免疫调节作用［6］，这意味 MSC移植可发挥长期的
免疫调节作用。GD是一种甲状腺素合成增多的器
官特异性自身免疫性疾病，可以导致多系统损害与

免疫紊乱。Choi 等［7］最近研究发现，脂肪来源的
MSC可以影响 T 辅助( Th) 细胞因子的平衡治疗甲
状腺炎。我们研究结果表明，健康人 UC-MSC 移植
治疗 GD小鼠能显著提高体质量与白细胞数，降低
血清 FT4 及 TSAb 的表达水平，减少肝损害，显著改
善 GD小鼠甲状腺病理。

MSC能够直接分化为组织细胞和( 或) 融入受损
的成熟细胞，从而达到结构及功能上的修复。在不同
诱导条件下，MSC具有向心肌细胞、肝细胞、神经元及
肺泡上皮细胞等分化的多项潜能［8 ～ 10］。甲状腺是由
3个胚层来源的多种细胞组成的器官，其中数量最多
的是甲状腺滤泡细胞，具有分泌甲状腺激素的功能。
而 Na + / I －同向转运体( NIS ) 、甲状腺过氧化物酶
( TPO) 、甲状腺球蛋白( Tg) 和 TSHR与甲状腺激素的
合成关系密切。因此，NIS、TPO、Tg 和 TSHR 被认为
是甲状腺滤泡细胞分化的标志［11］，编码这 4 种蛋白
的基因即为甲状腺细胞特异表达基因。Lin等［11］将1
×106 个小鼠胚胎干细胞( ESC) 接种于 DMEM 培养
基，加入含 15%的 FBS，100 U/mL 青霉素—链霉素、
1%白血病抑制因子以及 115 × 10 － 4 mol /L硫代甘油
的培养基进行培养，2 d传代 1次，收集培养过程中的
干细胞，采用 RT-PCR方法对其中甲状腺细胞特异表
达基因进行检测。结果表明，第 6 天起开始有甲状腺
细胞特异基因 NIS、TPO、Tg 和 TSHR 的表达。Arufe
等［12］将 TSHR + / － ESC进行培养，得到甲状腺滤泡样
细胞集落。这些细胞集落可以表现出甲状腺滤泡细
胞的特性，免疫荧光证实滤泡样细胞集落同时表达

TSHR和 NIS，并且这些细胞还可以摄取 I －。与 Lin
等究结果一致。刘雄英等［13］将 E14小鼠的 ESC细胞
株在体外培养并诱导分化为甲状腺细胞，以 RT-PCR
检测甲状腺细胞相关分子，结果显示在诱导的第 6 天
和第 10 天均可见诱导细胞中有 TSHR、NIS，尤其是
TPO、Tg等基因的表达，表明诱导细胞中含有甲状腺
细胞。Choi等［7］发现，脂肪来源的 MSC 可以有效修
复被破坏的甲状腺滤泡，阻止胶质浓缩及纤维组织细

胞增生。本研究表明，C-MSC 移植治疗 GD 小鼠后，
其甲状腺病变的严重程度均较对照组明显好转，其体

质量轻、肝脏损害均明显改善。这些结果均表明，UC-
MSC对 GD小鼠甲状腺病变的修复具有一定的作用。
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MSC不仅可以抑制 B淋巴细胞的增殖，而且能
影响其功能。研究发现，MSC 对 T 细胞依赖性刺激
和有丝分裂原刺激引起的脾脏 B 淋巴细胞的增殖
均有抑制作用［14］。Corcione等［15］研究表明，人骨髓
MSC对 Ig抗体、可溶性 CD40配体、IL-2 和 IL-4 激发
下的 B淋巴细胞增殖均有抑制作用，且 B 细胞的功
能也受到抑制，包括 B 细胞向抗体分泌细胞的分化
和 B细胞的趋化性。而 Rasmusson 等［16］研究显示，
在不同水平脂多糖( LPS) 或病毒抗原的刺激下，人
骨髓 MSC 可以刺激或抑制 B 细胞分泌 IgG，表明
MSC对 B细胞功能的调节作用受多种因素的影响。
TSAb是 GD中的主要致病抗体，该抗体是由 B 淋巴
细胞产生的一类具有异质性的特异性免疫球蛋白。
我们研究发现，MSC 移植治疗 GD 模型鼠 1 周时
TSAb水平开始下降。随着时间的延长，至实验终点
时，G1、G2、G3 组 TSAb 水平与 G0 组相比差异有统
计学意义。这也证明了 UC-MSC 可以通过抑制
TSAb，而对 GD模型鼠起到治疗作用。
骨髓来源的 MSC 具有分泌化学趋化因子

SDF1，表达其受体 CXCR4 及其他相关黏附分子的
特性，通过表达这些归巢相关分子，骨髓 MSC 可引
导造血干祖细胞准确归巢，从而促进造血干细胞的

有效植入［17，18］。张浪辉等［19］通过 RT-PCR 技术检
测发现，UC-MSC 具有表达化学趋化因子及相关黏
附分子的特性，有利于实现自身的归巢定位并引导

造血干细胞的有效归巢与植入。本研究表明，MSC
移植治疗到 26 周时 GD 小鼠白细胞数相对于未移
植的两组明显增多。这也证明了通过 UC-MSC移植
可以有效治疗 GD 本身和药物导致白细胞减少，改
善患者的生存质量。
综上所述，UC-MSC 移植后，GD 小鼠血清 FT4

与 TSAb水平下降，体质量显著增加，甲状腺、肝脏、
白细胞损害均明显减轻。这说明 UC-MSC 治疗 GD
模型鼠安全有效，为临床应用提供了参考依据，其治

疗机制有待进一步研究。
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