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　 　 摘要: 目的　 探讨异基因骨髓间充质干细胞(ＢＭ￣ＭＳＣ)对实验性自身免疫性甲状腺炎(ＥＡＴ)的治疗

作用及其机制ꎮ 方法 　 利用猪甲状腺球蛋白和弗氏佐剂免疫 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠ꎬ制备 ＥＡＴ 小鼠模型ꎮ
ＢＭ￣ＭＳＣ干预组小鼠在建模同时尾静脉输注同源 ＢＭ￣ＭＳＣꎬ每只 ３×１０５ꎬ每周 １ 次ꎬ共 ４ 次ꎮ 所有小鼠均在

免疫后 ２８ ｄ 处死ꎬ分离甲状腺组织ꎬ石蜡切片、ＨＥ 染色后进行病理学分析ꎻ分离血清ꎬ放射免疫分析法检测

甲状腺球蛋白抗体(ＴｇＡｂ)、甲状腺微粒体抗体(ＴｍＡｂ)、甲状腺过氧化物酶抗体(ＴＰＯＡｂ)、总 ３ꎬ５ꎬ３'ꎬ５'￣
四碘甲腺原氨酸(ＴＴ４)、总 ３ꎬ５ꎬ３'￣三碘甲腺原氨酸(ＴＴ３)、干扰素 γ( ＩＦＮ￣γ) 和白细胞介素 １０( ＩＬ￣１０)水

平ꎮ 结果　 ① 与正常对照组比较ꎬ模型组小鼠 ＴｇＡｂꎬＴｍＡｂ 和 ＴＰＯＡｂ 均明显增高ꎬＴＴ４ 水平明显降低(Ｐ<
０.０５)ꎬＴＴ３ 水平无明显差异ꎬ甲状腺组织破坏明显ꎬ提示成功建立 ＥＡＴ 小鼠模型ꎮ ② 正常对照组甲状腺组

织未见淋巴细胞浸润ꎻ模型组甲状腺组织淋巴细胞浸润明显ꎻＢＭ￣ＭＳＣ 干预组可见甲状腺组织淋巴细胞浸

润ꎬ浸润程度较模型组减轻ꎮ ③ 与正常对照组相比ꎬ模型组血清中 ＴｇＡｂꎬＴｍＡｂꎬＴＰＯＡｂ 和 ＩＦＮ￣γ 水平增

高ꎬＩＬ￣１０ 水平降低(Ｐ<０.０５)ꎻＢＭ￣ＭＳＣ 干预组与模型组相比ꎬ血清中 ＴｇＡｂꎬＴｍＡｂ 和 ＴＰＯＡｂ 水平明显降

低ꎬＴＴ４ 水平明显升高(Ｐ<０.０５)ꎬＴＴ３ 水平无明显差异ꎬ ＩＦＮ￣γ 表达水平降低ꎬ ＩＬ￣１０ 表达水平增高(Ｐ<
０.０５)ꎮ 结论　 ＢＭ￣ＭＳＣ 对 ＥＡＴ 具有一定的治疗作用ꎬ其机制有可能与其调节辅助性 Ｔ 细胞(Ｔｈ)１ / Ｔｈ２
免疫平衡有关ꎮ
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　 　 自身免疫性甲状腺炎(ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｔｈｙｒｏｉｄｉｔｉｓꎬ
ＡＩＴ)ꎬ也称桥本甲状腺炎ꎬ具有较高的发病率ꎬ是世

界上非碘缺乏区引起甲状腺功能低下最重要的原因

之一[１]ꎮ ＡＩＴ 发病机制复杂ꎬ特别是与免疫功能紊

乱有密切关系ꎬ调整机体自身免疫功能紊乱是治疗

该病的核心与关键[２－３]ꎮ 目前临床上治疗 ＡＩＴ 的方

法较多ꎬ但尚非特效方法ꎬ且不能逆转并阻止甲状腺

病变的进展ꎬ疾病后期患者多需长期服药和监测甲

状腺功能状态ꎬ严重影响患者的生活质量ꎮ 间充质

干细胞(ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ＭＳＣ)因其具有

低免疫原性和调节免疫功能等特性ꎬ日益引起

人们的关注ꎬ也为ＡＩＴ的治疗带来了希望ꎮ本研究
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首先制备实验性自身免疫性甲状腺炎(ｅｘｐｅｒｉｍｅｎ￣
ｔａｌ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｔｈｙｒｏｉｄｉｔｉｓ ꎬＥＡＴ)小鼠模型ꎬ在其发

病的早期即进行 ＭＳＣ 干预ꎬ探讨骨髓来源 ＭＳＣ
(ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ＭＳＣꎬＢＭ￣ＭＳＣ)是否可重

建辅助性 Ｔ 细胞 １(Ｔ ｈｅｌｐｅｒ ｃｅｌｌ １ꎬ Ｔｈ１) / Ｔｈ２ 细

胞间的免疫平衡ꎬ缓解甲状腺组织局部的炎症反应ꎬ
为深入阐述 ＡＩＴ 的发病机制及 ＢＭ￣ＭＳＣ 介导的免

疫疗法提供实验依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 动物和分组

３６ 只雌性 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠ꎬ ８ 周龄ꎬ 体质量

１９~２１ ｇꎬ购于北京维通利华实验动物中心ꎬ动物许

可证 号 ＳＣＸＫ ( 京 ) ２０１２￣０００１ꎬ 空 调 控 制 室 温

２０~２６℃ꎬ相对湿度 ４５％ ~ ６５％ꎬ照明黑暗交替

１２ ｈ / １２ ｈꎮ 随 机 分 为 正 常 对 照 组、 模 型 组 和

ＢＭ￣ＭＳＣ干预组ꎬ每组 １２ 只ꎬ均用标准食料喂养ꎬ
饮用自来水ꎬ食物及饮水均自由摄取ꎮ
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１.２　 主要试剂和仪器

猪甲状腺球蛋白(ｐｏｒｃｉｎｅ ｔｈｙｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎꎬＰＴｇ)、
完全弗氏佐剂 ( ｃｏｍｐｌｅｔｅ Ｆｒｅｕｎｄ ａｄｊｕｖａｎｔꎬＣＦＡ)
和不完全弗氏佐剂 ( ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅ ｆｒｅｕｎｄ ａｊｕｖａｎｔꎬ
ＩＦＡ)均购于美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ 甲状腺球蛋白抗体

( ｔｈｙｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙꎬＴｇＡｂ)、甲状腺微粒体抗

体( ｔｈｙｒｏｉｄ ｍｉｃｒｏｓｏｍａｌ ａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｙꎬＴｍＡｂ)和甲

状腺过氧化物酶抗体(ａｎｔｉｔｈｙｒｏｉｄ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ａｎｔｉ￣
ｂｏｄｉｅｓꎬ ＴＰＯＡｂ)放射免疫检测试剂盒购于北京北

方生物技术研究所ꎻ总 ３ꎬ５ꎬ３′ꎬ５′￣四碘甲腺原氨酸

(３ꎬ５ꎬ３'ꎬ５'￣ｔｅｔｒａｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅꎬ ＴＴ４)和总 ３ꎬ５ꎬ３'￣
三碘甲腺原氨酸(３ꎬ５ꎬ３'￣ｔｒｉｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅꎬ ＴＴ３)放
射免疫检测试剂盒购于天津九鼎医学生物工程有限

公司ꎻ干扰素 γ( ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ￣γꎬＩＦＮ￣γ)和白细胞介素

１０( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１０ꎬＩＬ￣１０)ＥＬＩＳＡ 试剂盒均购于天津

索罗门生物实验有限公司ꎻⅡ型胶原酶、α￣ＭＥＭ 培

养液和胎牛血清购于美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ红细胞裂解

液购于美国 ＢＤ 公司ꎻ异硫氰基荧光素(ＦＩＴＣ)标记

的兔抗小鼠 Ｓｃａ￣１ꎬＣＤ１１ｂꎬＣＤ３４和 ＣＤ４５抗体及藻

红蛋白( ＰＥ)标记的兔抗小鼠 ＣＤ１０５ꎬＣＤ２９ꎬＣＤ３１
和 ＣＤ４４ 抗 体 均 购 于 美 国 ＥＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公 司ꎮ
Ｃｏｕｌｔｅｒ ＥＰＩＣＳ ＸＬ 型流式细胞仪购自美国 ＢＤ 公司ꎮ
１.３　 ＢＭ￣ＭＳＣ的制备

无菌取小鼠股骨和胫骨ꎬ剪除两端骨骺ꎬ用含

２％胎牛血清的 α￣ＭＥＭ 冲出骨髓细胞ꎬ分散成单个细

胞ꎬ按 １×１０９ Ｌ－１密度接种于 ２５ ｍＬ 培养瓶中ꎬ培养体

系为含 １０％胎牛血清ꎬ 谷氨酰胺 ２ ｍｍｏＬ􀅰Ｌ－１ꎬ 青霉

素 １×１０５ Ｌ－１ꎬ 链霉素 ０.１ ｇ􀅰Ｌ－１的 α￣ＭＥＭꎬ ３７℃ꎬ
５％ＣＯ２ 条件下培养 ４ ｄꎬ更换培养液ꎬ以后每 ３ ｄ 更

换培养液ꎬ当培养细胞达到将近 ８０％融合时ꎬ以
０.２５％的胰蛋白酶 ＰＢＳ 液(含有 ０.０２％ ＥＤＴＡ )消
化ꎬ传代ꎬ在第 ４ 代时收集细胞制成单细胞悬液ꎬ调
整细胞浓度为每管 １×１０６ 细胞ꎬ洗净后 ＰＢＳ 重悬

至每管 １００ μＬꎮ 按照抗体说明书要求ꎬ分别加入

ＦＩＴＣ 标记的兔抗小鼠 ＣＤ１１ｂꎬ ＣＤ３４ꎬ ＣＤ４５ 和

Ｓｃａ￣１ 抗体ꎬ 以及 ＰＥ 标记的兔抗小鼠 ＣＤ２９ꎬ
ＣＤ３１ꎬ ＣＤ４４ 和 ＣＤ１０５ 抗 体ꎮ ４℃ 避 光 孵 育

３０ ｍｉｎꎬ而后用 ＰＢＳꎬ洗 ２ 次ꎬ标记的细胞流式细胞

仪上机ꎬ应用 ｗｉｎｍｄｉ２９ 程序分析分离及培养的

ＢＭ￣ＭＳＣ表面抗原成分ꎮ
１.４　 ＢＭ￣ＭＳＣ输注前准备

培养至第 ４ 代的 ＢＭ￣ＭＳＣ 在干预 ３ ｈ 前收获ꎮ
先用ＰＢＳ液冲洗２次ꎬ加入０.２５％胰酶消化３~５ ｍｉｎꎬ
消化过程中在显微镜下严密观察细胞形态ꎬ当细胞

出现回缩ꎬ边缘与培养瓶底部剥离时立即加入含胎

牛血清的培养液终止ꎮ 消化后的 ＢＭ￣ＭＳＣ 用 ＰＢＳ
洗涤 ２ 次ꎬ制备成单细胞悬液ꎬ调整细胞浓度为

６×１０８ Ｌ－１单细胞悬液以备用ꎮ
１.５　 ＥＡＴ小鼠模型的制备及 ＢＭ￣ＭＳＣ治疗

初次免疫:取 ＰＴｇ 与 ＣＦＡ 等体积混合并充分

乳化ꎬ在实验第 ０ 天时对模型组和 ＢＭ￣ＭＳＣ 干预组

每只小鼠的两后足跖和腹股沟皮下注射 ＰＴｇ
１００ μｇꎬ并于相同时间点及部位对正常对照组小鼠

注射等量的生理盐水ꎮ
加强免疫:将 ＰＴｇ 与 ＩＦＡ 等体积混合并充分乳

化后ꎬ在实验第 １４ 天时再次对模型组及 ＢＭ￣ＭＳＣ
干预组小鼠两后足跖和腹股沟进行皮下注射ꎬ每只

１００ μｇꎬ同时正常对照组小鼠注射等量的生理盐水ꎮ
ＢＭ￣ＭＳＣ 干预组在建立 ＥＡＴ 模型的同时于第 ０ꎬ７ꎬ
１４ 和 ２１ 天分别通过尾静脉注射同源小鼠ＢＭ￣ＭＳＣ
细胞ꎬ每只 ３×１０５ 细胞ꎮ
１.６　 ＨＥ染色光镜下观察甲状腺组织病理改变

实验第 ２８ 天摘眼球取血并处死所有小鼠ꎬ取
甲状腺组织ꎬ置于 ４％甲醛固定ꎬ常规石蜡包埋切

片ꎬＨＥ 染色光镜下观察甲状腺组织病理形态改变ꎬ
包括滤泡大小、上皮形态、上皮及滤泡间的淋巴细胞

浸润ꎮ 参考 Ｔａｎｇ 等[４] 的炎症分级标准ꎬ光镜下观

察甲状腺组织的炎症细胞浸润程度ꎮ １ 级: 炎症细

胞在≥２ 个甲状腺滤泡间聚集ꎻ２ 级: 炎症细胞病灶

可达 １ 个甲状腺滤泡大小ꎻ３ 级: １０％~４０％的甲状

腺组织被炎症细胞取代ꎻ４ 级: >４０％的甲状腺组织

被炎症细胞取代ꎮ ＥＡＴ 炎症分级标准: <１ 级为正

常ꎬ １ ~ ２ 级为轻度ꎬ ２ ~ ３ 级为中度ꎬ ３ ~ ４ 级为

重度ꎮ
１.７　 放射免疫法检测血清相关成分

采用放射免疫法检测血清中 ＴＴ３ꎬＴＴ４ꎬＴｇＡｂꎬ
ＴＰＯＡｂ 和 ＴｍＡｂ 水平ꎬ严格按照试剂盒说明书进

行操作ꎻＥＬＩＳＡ 检测血清中 ＩＦＮ￣γ 和 ＩＬ￣１０ 的表达

水平ꎬ严格按照试剂盒说明书进行操作ꎮ
１.８　 统计学分析

实验结果数据以ｘ±ｓ 表示ꎬ用 ＳＰＳＳ１８.０ 专业

统计软件进行分析ꎮ 计量数据的组件比较进行单因

素方差分析ꎬ两两比较采用 ｔ 检验ꎬＰ<０.０５ 为差异

有统计学意义ꎮ

２　 结果

２.１　 ＢＭ￣ＭＳＣ的分离培养与鉴定

将分离的 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠的胫、股骨骨髓进行分

离后用胶原酶消化ꎬ并给予完全培养基进行培养ꎬ并
根据细胞生长情况及密度进行连续传代ꎮ 新鲜分离
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的骨髓细胞呈球形ꎬ漂浮于完全培养基中(图 １Ａ)ꎬ在
培养第 ３天时可见成纤维状贴壁生长的细胞ꎬ为单个

纺锤形细胞(图 １Ｂ)ꎬ此后该形状的细胞逐渐形成克

隆ꎬ继续培养ꎮ 细胞传至第 ３~４ 代左右ꎬ细胞形态多

均一ꎬ呈梭形(图 １Ｃ)ꎮ 收获第 ４代细胞ꎬ标记不同抗

体ꎬ应用流式细胞仪检测细胞表型ꎮ 结果表明ꎬ细胞高

表达干细胞表型 Ｓｃａ￣１和ＣＤ１０５及间充质表型ＣＤ２９
和 ＣＤ４４ꎬ低表达或者不表达造血表型 ＣＤ１１ｂꎬ ＣＤ３４
和 ＣＤ４５及内皮细胞表型 ＣＤ３１ (图 ２)ꎮ

Ｆｉｇ. １ 　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ａｎｄ
ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ (ＢＭ￣
ＭＳＣｓ) ｏｆ ｍｉｃｅ. Ｔｈｅ ＢＭ￣ＭＳＣｓ ｏｆ Ｃ５７ＢＬ / ６ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｓｅｐａｒａｔｅｄ
ａｎｄ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｏｐｅｐｔｉｄａｓｅｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ. Ａ: ｔｈｅ ｆｒｅｓｈ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ｃ５７ＢＬ / ６
ｍｉｃｅꎬｓｐｈｅｒｉｃａｌ ａｎｄ ｓｕｓｐｅｎｄｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｍｅｄｉｕｍꎻ Ｂ: ＢＭ￣ＭＳＣｓ ｏｎ
ｔｈｅ ３ｒｄ ｄａｙꎬａｄｈｅｒｅｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｌｉｋｅ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔꎻ Ｃ: ｔｈｅ ４ｔｈ ｐａｓｓａｇｅ ｏｆ
ＢＭ￣ＭＳＣｓꎬｓｈｏｗｉｎｇ ａ ｒａｔｈｅｒ ｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓ ｆｕｓｉｆｏｒｍ ｆｏｒｍ.

２.２　 尾静脉输注 ＢＭ￣ＭＳＣ 对 ＥＡＴ 模型小鼠甲状

腺组织病理变化的影响

小鼠甲状腺组织经 ＨＥ 染色固定后在光学显微

镜下观察ꎬ正常对照组(图 ３Ａ)小鼠甲状腺组织的

甲状腺滤泡大小均一ꎬ发育成熟ꎬ滤泡腔充满均匀胶

质ꎬ 滤泡上皮多呈单层ꎬ 滤泡呈 小 叶 状 排 列ꎬ
小叶周围有少量纤维组织和血管ꎬ未见炎症细胞浸

Ｆｉｇ.２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ＢＭ￣ＭＳＣｓ ｂｙ
ｆｌｏｗ ｃｔｏｍｅｔｒｙ. Ａ: ＰＥ￣ＣＤ１０５ꎬ ｐｏｓｉｔｉｖｅꎻ Ｂ: ＰＥ￣ＣＤ２９ꎬｐｏｓｉｔｉｖｅꎻ
Ｃ: ＰＥ￣ＣＤ４４ꎬｐｏｓｉｔｉｖｅꎻ Ｄ: ＰＥ￣ＣＤ３１ꎬ ｎｅｇａｔｉｖｅꎻ Ｅ: ＦＩＴＣ￣Ｓｃａ￣１ꎬ
ｐｏｓｉｔｉｖｅꎻ Ｆ: ＦＩＴＣ￣ＣＤ３４ꎬ ｎｅｇａｔｉｖｅꎻ Ｇ: ＦＩＴＣ￣ＣＤ４５ꎬ ｎｅｇａｔｉｖｅꎻ Ｈ:
ＦＩＴＣ￣ＣＤ１１ｂꎬ ｎｅｇａｔｉｖｅ.

润ꎮ 与正常对照组相比ꎬＥＡＴ 模型组(图 ３Ｂ)甲状

腺滤泡呈椭圆形ꎬ滤泡腔充满红色胶质ꎬ并有上皮细

胞及新滤泡增生ꎬ间质水肿及毛细血管扩张ꎬ且有不

同程度的炎症反应ꎮ 与模型组相比ꎬＢＭ￣ＭＳＣ 干预

组(图 ３Ｃ)甲状腺滤泡大小不一ꎬ可见淋巴细胞浸

润ꎬ炎症反应较模型组减轻ꎮ
２.３　 尾静脉输注 ＢＭ￣ＭＳＣ 对 ＥＡＴ 模型小鼠血清

ＴＴ３和 ＴＴ４水平的影响

表 １结果表明ꎬ正常对照组、模型组和ＢＭ￣ＭＳＣ干

预组 ＴＴ３水平均无明显差异ꎮ 模型组 ＴＴ４ 水平与正

常对照组相比显著降低(Ｐ<０.０１)ꎬＢＭ￣ＭＳＣ 干预组

ＴＴ４水平较模型组明显升高(Ｐ<０.０５)ꎮ

Ｔａｂ.１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＢＭ￣ＭＳＣｓ ｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ３ꎬ５ꎬ３′￣ｔｒｉｉｏｄｏ￣
ｔｈｙｒｏｎｉｎｅ ( ＴＴ３ ) ａｎｄ ３ꎬ５ꎬ３′ꎬ５′￣ｔｅｔｒａｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅ
(ＴＴ４) ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ＥＡＴ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ

Ｇｒｏｕｐ ＴＴ３ / μｇ􀅰Ｌ－１ ＴＴ４ / μｇ􀅰Ｌ－１

Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ １.１±０.１ ７０.８±３.５

Ｍｏｄｅｌ １.０±０.１ ５０.７±４.９∗∗

ＢＭ￣ＭＳＣ １.１±０.１ ６５.０±５.４＃

Ｓｅｅ Ｆｉｇ. ３ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. ｘ ± ｓꎬ ｎ ＝ １２. ∗∗Ｐ < ０. ０１ꎬ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃ Ｐ < ０. ０５ꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ.
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Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＢＭ￣ＭＳＣｓ ｏｎ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎ￣
ｇｅｓ ｏｆ ｔｈｙｒｏｉｄ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＥＡＴ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ (ＨＥ ×２００) .
ＢＭ￣ＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ＥＡＴ ｍｉｃｅꎬ ３×１０５ ｐｅｒ ｍｏｕｓｅꎬｏｎ
ｔｈｅ ０ꎬ ７ｔｈꎬ １４ｔｈ ａｎｄ ２１ｓｔ ｄａｙ.Ｔｈｙｒｏｉｄ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ
ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ２８ｔｈ ｄａｙ. Ａ: ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ: ＥＡＴ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎻ Ｃ:ＢＭ￣ＭＳＣ ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ａｒｒｏｗｓ ｓｈｏｗ ｉｎｆｌａｍ￣
ｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ.

２.４　 尾静脉输注 ＢＭ￣ＭＳＣ 对 ＥＡＴ 模型小鼠血清

ＴＰＯＡｂꎬＴｇＡｂ和 ＴｍＡｂ水平的影响

由表 ２ 可见ꎬ模型组血清 ＴＰＯＡｂꎬ ＴｇＡｂ 和

ＴｍＡｂ 抗体水平均显著高于正常对照组(Ｐ<０.０１)ꎻ
与模型组比较ꎬＢＭ￣ＭＳＣ 干预组血清中 ＴＰＯＡｂ 水

平显著下降(Ｐ<０.０１)ꎬＴｇＡｂ 和 ＴｍＡｂ 水平亦明显

下降(Ｐ<０.０５)ꎮ

Ｔａｂ. ２ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＢＭ￣ＭＳＣｓ ｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ａｎｔｉｔｈｙｒｏｉｄ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ (ＴＰＯＡｂ)ꎬ ｔｈｙｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ
( ＴｇＡｂ ) ａｎｄ ｔｈｙｒｏｉｄ ｍｉｃｒｏｓｏｍａｌ ａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｙ
(ＴｍＡｂ) ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ＥＡＴ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ

Ｇｒｏｕｐ ＴＰＯＡｂ / ％ ＴｇＡｂ / ％ ＴｍＡｂ / ％

Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ２３±３ ８±２ １０±２

Ｍｏｄｅｌ ６０±４∗∗ ６０±３∗∗ ６４±２∗∗

ＢＭ￣ＭＳＣ ４８±８＃＃ ５０±５＃ ５４±４＃

Ｓｅｅ Ｆｉｇ. ３ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. ｘ ± ｓꎬ ｎ ＝ １２. ∗∗Ｐ < ０. ０１ꎬ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ < ０.０５ꎬ ＃＃Ｐ < ０.０１ꎬ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ.

２.５　 尾静脉输注 ＢＭ￣ＭＳＣ 对 ＥＡＴ 模型小鼠血清

ＩＦＮ￣γ和 ＩＬ￣１０水平的影响

由表 ３可以看出ꎬ模型组血清 ＩＦＮ￣γ 水平较正常

对照组显著增高(Ｐ<０.０１)ꎬＩＬ￣１０ 水平明显降低(Ｐ<
０.０１)ꎻ与模型组相比ꎬＢＭ￣ＭＳＣ 干预组中 ＩＦＮ￣γ 水

平降低(Ｐ<０.０５)ꎬ ＩＬ￣１０水平显著增高(Ｐ<０.０１)ꎮ

Ｔａｂ.３ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＢＭ￣ＭＳＣｓ ｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ￣γ
( ＩＦＮ￣γ) ａｎｄ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１０ ( ＩＬ￣１０) ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ＥＡＴ
ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ

Ｇｒｏｕｐ ＩＦＮ￣γ / ｎｇ􀅰Ｌ－１ ＩＬ￣１０ / ｎｇ􀅰Ｌ－１

Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ９６.２±５.７ １０２.３±６.９

Ｍｏｄｅｌ １３２.１±８.０∗∗ ７８.１±４.４∗∗

ＢＭ￣ＭＳＣ １１２.９±６.１＃ ９０.３±４.１＃＃

Ｓｅｅ Ｆｉｇ.３ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. ｘ±ｓꎬ ｎ ＝ １２. ∗Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗Ｐ<
０.０５ꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０.０５ꎬ ＃＃Ｐ<０.０１ꎬ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ.

３　 讨论

ＡＩＴ 是一种器官特异性自身免疫性疾病ꎬ以甲

状腺组织的破坏及自身抗体的产生为主要特征ꎬ遗
传易感性、生活环境等多方面因素共同参与该病的

发生与发展[５]ꎮ ＡＩＴ 发病机制复杂ꎬ 细胞免疫及体

液免疫均参与其中ꎬ细胞因子被认为是启动免疫紊

乱的关键所在[６]ꎮ 已有研究显示ꎬ在 ＥＡＴ 中 ＩＦＮ￣γ
分泌量的增加会加重甲状腺组织的炎症反应ꎬ提示

ＥＡＴ 是一种主要由 Ｔｈ１ 细胞介导的自身免疫性疾

病[７]ꎮ 亦有研究显示ꎬ在 ＡＩＴ 中 Ｔｈ２ 细胞数量有减

少的趋势[８]ꎬ组织浸润的淋巴细胞对甲状腺细胞有

杀伤作用ꎬ而 ＩＬ￣１０ 可增加 ＦａｓＬ 在甲状腺细胞中的

表达ꎬ从而通过 Ｆａｓ 途径对甲状腺细胞发挥保护作

用[９]ꎮ 故 Ｔｈ１ 与 Ｔｈ２ 细胞平衡的失调在 ＡＩＴ 的发

病过程中发挥着巨大的作用ꎮ
ＭＳＣ 是一群中胚层来源的具有自我更新和多

向分化潜能的多能干细胞ꎬ因其具有低免疫原性和

在免疫调节中的重要作用ꎬ所以日益引起研究者的

注意ꎬ尤其是在治疗移植物抗宿主病方面取得了可

喜的成果[１０]ꎮ 目前已有研究表明ꎬＭＳＣ 在体外可

通过一氧化氮、前列腺素 Ｅ２ 及吲哚胺 ２ꎬ３￣双加氧酶

等细胞因子间相互作用发挥抑制 Ｔ 和 Ｂ 细胞增殖及

对自然杀伤细胞功能抑制的作用[１１]ꎮ 亦有体内实验

结果显示ꎬ在动物模型内输注异体ＭＳＣ 后ꎬＴｈ１型促

炎症细胞因子如 ＩＦＮ￣γꎬＴＮＦ￣αꎬＩＬ￣１２ 和 ＩＬ￣２ 下调ꎻ
同时ꎬＴｈ２型抗炎症细胞因子如 ＩＬ￣４ꎬＩＬ￣１０ 和 ＴＧＦ￣β
的表达上调ꎬ使免疫应答由 Ｔｈ１ 向 Ｔｈ２ 发生偏移ꎬ即
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导致促炎症环境向抗炎症环境转变[１２]ꎮ
小鼠 ＥＡＴ 模型与人类 ＡＩＴ 具有相同的病理基

础和临床表现ꎬ为探索研究 ＡＩＴ 的发病机制及治疗

方法提供了实验基础[１３]ꎮ 目前普遍认为ꎬ成功的动

物模型应具备 ２ 个方面的特征ꎮ 首先ꎬ血清中

ＴＰＯＡｂꎬＴｇＡｂ 以及 ＴｍＡｂ 水平的增高ꎻ其次表现为

甲状腺组织自身的破坏ꎮ 本研究采用国内外公认的

经典建模方法即用甲状腺自身抗原成分 Ｔｇ 加弗氏

佐剂免疫小鼠建立 ＥＡＴ 小鼠模型ꎮ 本研究结果表

明ꎬ模型组甲状腺组织可见有不同程度炎症细胞浸

润ꎬ血清 ＴＰＯＡｂꎬＴＧＡｂ 和 ＴｍＡｂ 水平明显升高ꎬ血
清中 ＴＴ４ 水平明显降低ꎬ均提示 ＥＡＴ 模型构建成

功ꎮ 在成功制备 ＥＡＴ 小鼠模型的基础上ꎬ应用

ＢＭ￣ＭＳＣ对 ＥＡＴ 小 鼠 进 行 干 预ꎮ 结 果 显 示ꎬ
ＢＭ￣ＭＳＣ干预组小鼠甲状腺组织炎症浸润程度明显

减轻ꎬ自身抗体 ＴＰＯＡｂꎬＴｇＡｂ 和 ＴｍＡｂ 水平均明

显降低ꎬＴＴ４ 水平升高ꎬ提示 ＢＭ￣ＭＳＣ 对 ＥＡＴ 模型

小鼠具有显著干预作用ꎮ 结合 Ｔｈ１ 型促炎因子

ＩＦＮ￣γ 水平降低ꎬ而 Ｔｈ２ 型抑炎因子 ＩＬ￣１０ 水平显

著升高ꎬ推测 ＢＭ￣ＭＳＣ 可能在一定程度上通过恢复

Ｔｈ１ / Ｔｈ２ 平衡从而起到对 ＥＡＴ 的治疗作用ꎬ此结

论为 ＡＩＴ 的治疗提供了实验依据和新思路ꎮ 本研究

结果中 ３ 组间 ＴＴ３ 水平均无明显差异ꎬ考虑可能与

建模时间短有关ꎬ以后可延长观察时间等进一步完

善实验条件ꎮ
综上所述ꎬ应用 ＢＭ￣ＭＳＣ 早期干预可降低

ＥＡＴ 甲状腺组织的破坏程度以及血清 ＴＰＯＡｂꎬ
ＴｇＡｂ 和 ＴｍＡｂ 水平ꎬ提示 ＭＳＣ 介导的调节作用在

ＥＡＴ 的发病中至关重要ꎬ为临床 ＡＩＴ 治疗提供了新

思路ꎮ
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ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＴＴ３ꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ａｎ ＥＡＴ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ. ② Ｔｈｅ ｔｈｙｒｏｉｄ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＢＭ￣ＭＳＣ ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ＢＭ￣ＭＳＣ ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｗｅａｋｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ. ③ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＴｇＡｂꎬＴｍＡｂꎬＴＰＯＡｂ ａｎｄ ＩＦＮ￣γ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｏｂｖｉ￣
ｏｕｓｌｙ (Ｐ<０.０５)ꎬｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＴＴ４ ａｎｄ ＩＬ￣１０ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ(Ｐ<０.０５)ꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＴＴ３
ｃｈａｎｇｅｄ ｌｉｔｔｌｅ ｉｎ ＢＭ￣ＭＳＣ ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ. ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　 ＢＭ￣ＭＳＣｓ ｍａｙ ｐａｒｔｌｙ ｒｅｓｔｏｒｅ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉ￣
ｃａｌ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｓｔａｔｅ. Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｉｔｓ ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｂａｌａｎｃｅ ｏｆ Ｔｈ１ / Ｔｈ２.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｔｈｙｒｏｉｄｉｔｉｓꎬ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅꎻ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎻ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗꎻ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓꎻ
ａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
　
　 　 Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ: Ｔｈｅ ｐｒｏｊｅｃｔ ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｉａｎｊｉｎ Ｃｉｔｙ(１２ＪＣＹＢＪＣ１７１００)
　 　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: ＺＨＥＮＧ Ｒｏｎｇ￣ｘｉｕꎬ Ｔｅｌ: (０２２)６０３６３８２１ꎬ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｒｘｚｈｅｎｇ＠ｈｏｔｍａｉｌ.ｃｏｍꎻ ＺＨＡＮＧ Ｙｉꎬ Ｔｅｌ:
(０１０)６６９３１３２０ꎬ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｚｈａｎｇｙｉ６１２＠ｈｏｔｍａｉｌ.ｃｏｍ

(收稿日期: ２０１４￣０５￣０５　 接受日期: ２０１４￣０９￣１６)
(本文编辑: 齐春会)
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