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异基因脐带间充质干细胞移植治疗类风湿

关节炎疗效及安全性△

·临床研究·

王 秦，李小峰#，马丽辉，李军霞，陈俊伟，李 芳，薛丽巾，白 洁

(山西医科大学第二医院风湿免疫科，太原030002)

摘要：目的探讨异基因脐带间充质干细胞(1lllcMsc)移植治疗难治性类风湿关节炎(RA)的疗效及安全性。方法

从足月顺产供者脐带中分离培养Msc，给予3例RA患者行Mscs移植治疗，移植细胞数(1 x106／kg体重)。评价患者移植

前后的临床表现和实验室检查指标的改变。结果异基因MSc移植后，3例RA患者随访9一11个月，所有患者均无移植相

关并发症。移植后1月疾病活动评分(DAsj28)由5．13降低为2．16(n=3)，l例血液系统受累患者血细胞(中性粒细

胞、红细胞、血小板)均上升。移植前后比较抗环瓜氨酸(ccP)抗体滴度降低。l例患者移植前后比较r11117细胞明显

升高，’rreg细胞降低。结论异基因脐带MSC移植治疗难治性RA有效、安全。uhcMSc取材方便，扩增迅速，输注安

全经济。
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异基因脐带间充质干细胞移植治疗类风湿关节炎疗效及安全性

3)．Three patients were f．ollowed up for nine months，anti·cyclic citrullinated peptide(anti-CCP)antibody

titer decrea8ed signi6cantly． One patients had increased whole blood ceU counts one month after MSCT：

Bone pain disappeared one month 8fter MSCT． In two patients，blood Treg cells fell down mildly and Thl7

ceU were increased． Concl吲蚰Treating refractory RA with allogenic MSCT i8 e娲ctive如d s小．

However。funher obsen，ation is required to evaluate long te珊efficacy．

1【ey wor凼：me∞nchyIIlal 8t绷ceⅡ8；rlIe哪砒oid an¨tis；协m叩l蚰tation

伪轨．『A如研Ch，删删“，20ll，5(3)：202—206

类风湿关节炎(rheumatoid anhritis，RA)是一种

高度致残性自身免疫性疾病，临床特征为对称性多关

节炎，病理改变为滑膜炎、软骨及骨破坏，最终导致

关节畸形。在我国RA的发病率约为0．34％，患病总

人数达500万，每年直接用于RA的治疗费用和因劳

动力丧失带来的间接经济损失很大。目前国际公认的

RA最佳治疗策略是早期联合使用改善病情的抗风湿

药物，这些联合方案使RA患者的致残率有所下降，

但其临床缓解率仅能达到40％一70％⋯。近年的研

究发现间充质干细胞(眦鸵nchyI砌stem cells，

MsCs)具有免疫调节作用，这为调节RA患者机体免

疫紊乱，以及修复受损关节带来了新的希望旧】。本研

究在用异基因脐带MSC移植治疗胶原关节炎大鼠

(CIA)有效的基础上，尝试用异基因MSC移植治疗

RA。目前已完成3例难治性RA患者治疗．取得较好

疗效。

资料和方法

病例选择

2010年2月至2010年4月于本院就诊的RA患

者3例，诊断均符合美国风湿病学院(ACR)1997

年修订的RA分类标准。3例患者均为女性，年龄

43—47岁，病程3月一20年。疾病活动评分(DSA．

28)11．7±5．1，其中1例存在双侧股骨头坏死，

l例患者血液系统受累合并重度血小板减少，临床

资料见表l。本研究程序符合本单位伦理委员会所制

定的伦理学标准，并得到该委员会批准，取得所有患

者的知情同意。

MSC移植适应证及禁忌证

MSC移植主要用于难治性结缔组织病(connec·

tive tissue disea∞，CTD)，常规激素、免疫抑制剂控

制欠佳如狼疮性肾炎、肺动脉高压、重度血细胞减少，

表l MSc移植前患者基本资料

Table l B船ic i幽册ati蚰of patien协
befo托MSCs tmIIslations

DAS．28：疾病活动评分；P：强的松；MTx：甲氨鲽呤；CIXl

环磷酰胺；MMF：吗替麦考酚酯；VcR：长春新碱；LEF：来氟

米特

终末期器官功能衰竭患者除外。纳入标准：符合1997

年美国风湿病协会(ARA)修订的RA诊断标准，年

龄16—65岁；排除标准：晚期畸形残废、丧失劳动

力者；女性妊娠者不作验证；不符合纳人标准，未按

一
规定用药，无法判断疗效或资料不全等影响疗效或

安全性判断者；不愿签署进入临床研究知情同意

书者。

移植方法

对3例患者行异基因脐带MSC移植。

异基因脐带MSC来源：MSC由深圳北科生物有

限公司提供，采集、分离、扩增和培养步骤如下：取

足月顺产、无并发症的新生儿脐带，生理盐水冲洗，

切割至乳糜状，接种于75 cm2培养瓶中，每瓶含

20 IIIl低糖细胞培养基(dulbecco’8 mod砺ed eagle

medium，DMEM)完全培养液(含10％胎牛血清)，

置37℃、5％CO：饱和湿度培养箱培养。24—48 h后

换液，去掉非贴壁细胞，之后每3 d以低糖DMEM完

全培养液换液1次。培养至贴壁细胞90％融合时，用

O．25％胰蛋白酶消化，按l：3的比例传代，扩增后的
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MSC计数并鉴定，加入5％人体白蛋白溶液中静脉回

输。低糖DMEM、胎牛血清和0．25％胰蛋白酶均购自

美国BD公司。

移植方案：移植前予C’rX 0．4～0．6 g，静脉输

注，输注后予MSC移植，每周输注1次，连续4周，

移植细胞数为l×106／kg体重。移植前MsC用

0．25％胰蛋白酶消化，反复洗涤后加入5％人体白蛋

白溶液中静脉回输。移植前给予地塞米松5 mg预防

过敏反应。

疗效评价：移植后随访时间为9—11个月，对移

植前后患者临床表现改善情况和实验室检查如血清类

风湿因子(RF)、抗环瓜氨酸抗体(a．CCP)、抗核周

因子(APF)，抗角蛋白抗体(AI@)，免疫功能、T

细胞亚群等指标进行比较以及移植相关并发症等方面

进行评价。

移植后维持治疗

所有患者均采用移植前原方案维持治疗(移植前

原方案无效)。观察1周后免疫抑制剂逐渐减量。

统计学方法

计量资料数据以均数±标准差(；±8)表示，常

规进行正态性、方差齐性检验。多组间均数比较，采

用单因素方差分析(0ne—way ANOVA)，以LsD法进

行两两比较。当方差不齐时，采用DurIflettT3进行两

两比较。应用SPsSl3．0软件进行统计，制图。P<

0．05为差异有统计学意义

结 果

MSC移植后的随访与评价

所有移植患者输注异基因MSC时均无并发症。

病例l，女43岁，1986年出现双肩关节疼痛，

后逐渐延及双膝关节、伴双手小关节疼痛，一直以中

药治疗效果不佳。1995年开始出现双手掌指关节、

近端指间关节肿胀畸形，晨僵时间>l h，仍以中医

中药治疗，关节反复肿痛，开始出现乏力、头晕。

2004年因症状加重就诊当地医院，化验RF阳性，血

红蛋白43 g／L，诊断为类风湿关节炎、重度营养不良

性贫血。给予泼尼松40 IIl；；，每日1次口服；甲氨蝶

呤(MTx)10 mg，每周1次口服，症状缓解。出院

后服用上述2种药物4年，因恐惧药物毒性，自觉症

状缓解逐渐减停。停药后2周于2008年4月底再次

出现多关节肿痛，并持续加重，不能行走，当地医院

诊断为双侧股骨头坏死。一直服用中草药治疗，疗效

差。2009年12月病情再次加重，就诊于当地医院予

以注射人鼠嵌合肿瘤坏死因子单抗(Illfliximab IFx，

商品名：类克)200 mg，治疗3次，联合MTx 15

IIlg，每周1次，症状无明显缓解。为进一步诊治入住

我科。人院后患者卧床，双手双足关节畸形，双侧股

骨头疼痛明显，以静息痛为主，影响睡眠，DAS-28

评分为5．13。在获得患者知情同意后行异基因脐带

间充质干细胞(hucMSC)移植治疗。移植前用药见

表1，细胞移植2次后，患者双侧股骨头静息痛明显

减轻，睡眠质量明显改善；治疗4周后，病情缓解明

显，2、3、4周红细胞沉降率(EsR)分别为53眦n／h、

50眦Il／h、43 mm／h。DAS-28评分分别为5．13、

4．75、4．24，双侧股骨头静息痛消失，左膝关节、左

髋区、双踝关节疼痛明显减轻，可拄杖行走，双手伸

直度较前改善。D．二聚体(D．Dimer)由1 019降为

509，治疗药物减量为M似10 mg，每周1次；CrD(
0．2 g，每3周1次，出院后继续免疫抑制剂治疗。移

植3月后复查血清自身抗体滴度明显减低，免疫功能

提示B细胞总数减少，Ts细胞稍升高(表2、3)。移

植后6个月，一般情况良好，MTx 7．5啷口服，每

周1次，CrIx 0．2 g，每3周1次。

病例2，女47岁，因对称性多关节肿痛3月，加

重20 d人住我院。患者2009年底出现对称性小关节

肿痛，累及双手、双足小关节。伴晨僵约30 rIlin，未

在意，人院前2周关节症状加重。就诊于当地医院查

RF增高，伴重度血小板(PLT)减少，为进一步诊

治人住我科。人院后查PLT 36×109／L；化验给予醋

酸泼尼松60 mg／d，口服，静脉用丙种球蛋白

22．5 g，连用5 d，来氟米特(LEF)10 mg／d、长春

新碱l mg，每周1次，并输注单采PLT 1u，CTx

200 mg／3周。PLT恢复不理想，最低至17×109／L，

给予间充质干细胞治疗2次后，患者一般状况明显

改善，ESR从62 mn∥h降为22 mn∥h，DAS评分由

6．14降为2．14，PLT水平恢复正常，血清抗体水平

及免疫功能在移植后3个月复查明显改善(表2、

3)。尤其是11I亚群的检测，可以看到该患者移植

前及移植后3个月，11Il／’n12比值下降，，I’}117细胞从

2．14降为0．06，T嘲细胞升高至1．5。移植后6个
月、9个月复查，病情平稳，目前激素及免疫抑制
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剂减量中。

病例3，女45岁，因双手关节反复肿痛7年，化

验RF 800 IU／“、抗CCP>200 Ru／rnl，诊断为类风

湿关节炎。予口服非甾体消炎药、白芍总甙及LEF等

药物，症状缓解，但出现肝酶升高，胆红素升高。因

患者对免疫抑制剂的治疗不能耐受，经患者同意后行

间充质干细胞移植治疗。治疗4周后患者自觉症状明

显改善，移植后3个月血清抗体较移植前明显降低

(表2)。但移植后6个月患者再次出现左手掌指关节

肿痛，抗体水平再次升高，加用LEF等药，又出现肝

功能异常。目前换用重组人肿瘤坏死因子受体融合蛋

白(商品名为益赛普)治疗，一般情况尚可。

表2

TabIe 2

移植前后患者血清抗体滴度比较

semm antibody tite玛compared befc鹏

and after tran叩lantation

RF(RU／rnl) 320 80 160 加． 320 40

a．CCP

587．6 102．6>1600 318．6 569．5 98．5

(RU／Trll)

ANA l：640H l：80 l：160S l：20 (·) (·)

AKA (·) (-) l：20 (·) (·) (一)

APF l：20 (．) l：80 (一) (一) (-)

RF：类风湿因子；a-ccP：抗环瓜氨酸抗体；ANA：抗核抗

体；AKA：抗角蛋白抗体；APF：抗核周因子

表3移植前后患者血清免疫功能的变化

Table 3 Semm changes 0f immune function befo陀帅d afIertmnsplantation

讨 论

MSC是存在于骨髓中的一类干细胞。能分化为分

泌多种细胞因子、黏附分子的骨髓基质细胞，支持造

血和调节免疫功能且无免疫原性。体内、外研究均表

明MSC具有诱导免疫耐受和免疫调节作用、抑制T

细胞增殖、治疗移植物抗宿主病(GVHD)等。瑞典

斯德哥尔摩Huddinge大学医院临床免疫／干细胞移植

中心和血液科联合，于2003年首次将异基因骨髓

MSC移植用于人GVHD的治疗p J。

本研究进一步研究了RA患者骨髓MSCs的生物

学特性及分化功能，前期研究发现RA．MSC存在异常

表现：1)RA患者骨髓Msc体外生长较正常人缓慢，

存在早衰，不能长期传代；2)RA患者MsC分泌细

胞因子如白细胞介素石(1L缶)、IL-17减低；3)MsC

移植治疗胶原诱导关节炎(collagen induced anhritis，

CIA)大鼠，发现Msc使nl／，1112平衡向71112偏移。

推测MsC的异常可能在RA的发病中起重要作用，而

MSC缺陷为原发性而非继发性。前期对CIA模型及

RA的研究中，我们还观察到RA患者体内存在T细

胞亚群紊乱，存在Thl7的高表达HJ。前期的动物实

验进一步证实MSC移植治疗胶原关节炎大鼠均无并

发症，关节炎评分及关节病理有明显改善，检测T细

胞亚群，I'lIl7及Treg均提示有免疫调控作用，其疗效

肯定。进一步提示MSC8能调节RA患者机体免疫紊

乱，阻止病情进展∞1。因此，推测MsC移植治疗RA

患者有效，而且提出RA患者自体MsC移植不合适，

应选择异体(异基因)MSC移植的观点。在此基础

上本研究治疗难治性RA患者3例，行异体脐带MSC

移植。移植后观察MSCs能显著改善病情，降低DAS．

28评分，减少免疫抑制剂的用量。在对T淋巴细胞

的观察发现，移植前后有一定的变化，其中病例2患

者观察到n17／Treg的比值由移植前的39：l降到移植
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后(3个月)的l：25，变化较明显，提示患者体内T

细胞亚群在疾病的发生发展中可能有一定的作用，尤

其是n17／Treg的平衡，但因病例数尚少，还需继续

观察。本研究目前为止未见明显不良反应的发生，提

示异体(异基因)MSC移植是安全的。

异体脐带MSC移植可治疗多种疾病，其疗效肯

定，没有排斥反应，不需要组织配型，移植后不需要

用抗排斥药物；移植细胞来源丰富，体外易大量培养

扩增；安全无明显不良反应。此项技术的全面开展，

将为类风湿关节炎及其他自身免疫性疾病的治疗提供

新方法【6J，为阐述Msc在自身免疫性疾病发病中的

作用及致病机制提供了新的理论依据。
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