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摘要:探讨人脐带血间充质干细胞(humanumbilicalcordbloodmesenchymalstemcell,hUCＧMSC)对免疫性血小板减少症

(immunethrombocytopenia,ITP)模型小鼠及对维甲酸相关孤儿受体γt(retinoicacidＧrelatedorphanreceptorγt,RORＧγt)/叉

头翼状螺旋转录因子３(forkheadwingedhelixtranscriptionfactor３,Foxp３)通路的影响.分离培养健康hUCＧMSC,观察其生

长形态并鉴定,筛选稳定增殖的原代细胞传代.将３０只雄性 BALB/c小鼠随机分为正常对照组(Con组)、ITP模型组及

hUCＧMSC组,每组１０只;相应处理后观察小鼠的一般状况;检测小鼠外周血血小板计数(plateletcount,PLT);ELISA试

剂盒检测血清ILＧ６、ILＧ１７、ILＧ１０和 TGFＧβ１水平;瑞氏染色观察小鼠骨髓组织病理学变化并计数巨核细胞分类数量;RTＧ

qPCR、Westernblotting检测小鼠脾脏组织、外周血中RORＧγt、Foxp３ mRNA及蛋白表达.结果显示,与Con组比较,ITP
模型组小鼠血清ILＧ６和ILＧ１７水平、脾脏组织RORＧγtmRNA和蛋白表达及外周血RORＧγtmRNA和蛋白表达显著升高(均

P＜０．０５),PLT、血清ILＧ１０和 TGFＧβ１水平、脾脏组织Foxp３ mRNA和蛋白表达及外周血Foxp３ mRNA和蛋白表达显著

降低(均P＜０．０５),产板巨核细胞数量显著减少(P＜０．０５).与ITP模型组比较,hUCＧMSC组小鼠血清ILＧ６和ILＧ１７水平、

脾脏组织RORＧγtmRNA 和蛋白表达及外周血RORＧγtmRNA 和蛋白表达显著降低(均P＜０．０５),PLT、血清ILＧ１０和

TGFＧβ１水平、脾脏组织Foxp３ mRNA和蛋白表达及外周血Foxp３ mRNA和蛋白表达显著升高(均P＜０．０５),产板巨核细

胞数量有所增多(P＜０．０５).由此,hUCＧMSC可促进血小板生成和产板巨核细胞数量增多,或通过调节细胞因子及RORＧ
γt/Foxp３ 表达改善ITP小鼠症状.
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　　免疫性血小板减少症(immunethrombocytoＧ
penia,ITP)是一种常见的自身免疫性疾病,特点

是外周血小板破坏增加或生成减少、骨髓巨核细胞

数正常或增多[１].成年ITP患者中,超过９５％的人

群伴有免疫基础疾病,该类患者的死亡率约为

１％[２].ITP的发病机制尚不完全清楚,可能涉及自

身免疫耐受的失衡,导致针对血小板及巨核细胞的

体液免疫和细胞免疫异常[３].由于ITP的临床治疗

策略有限,且慢性难治性ITP患者的死亡率较高,
生活质量差[４],因此探寻新的治疗策略显得尤为重

要.近 年 来,间 充 质 干 细 胞 (mesenchymalstem
cell,MSC)因其具有免疫调节功能,在多种自身免

疫性疾病的治疗中展现出潜力,已成为一种创新性

的治疗策略[５].与其他类型 MSC比较,人脐带血

MSC(humanumbilicalcordblood mesenchymal
stemcell,hUCＧMSC)易于分离、无伦理争议且免

疫原性较低,具有更高的安全性和免疫耐受性[６].
维甲酸相关孤儿受体γt(retinoicacidＧrelatedorphan
receptorγt,RORＧγt)和叉头翼状螺旋转录因子３
(forkhead winged helix transcription factor３,

Foxp３)分别是 Th１７和 Treg的关键转录因子,在

维持免疫平衡中发挥重要作用[７].其中,Th１７通

过释放促炎因子如ILＧ６、ILＧ１７等促进炎症反应,
而 Treg则通过释放抑炎因子如ILＧ１０、TGFＧβ１等

抑制炎症反应,两者的平衡共同维持免疫耐受[８].
在ITP中,Th１７/Treg细胞因子失衡可能是导致

疾病进展的关键因素[９],hUCＧMSC对ITP的影响

是否涉及RORＧγt/Foxp３途径鲜有报道.因此,本

研究建立ITP小鼠模型,探讨hUCＧMSC是否通过

影响RORＧγt/Foxp３ 的表达调节免疫平衡,从而改

善ITP的症状,以期为hUCＧMSC治疗ITP提供理

论依据,并为开发新的治疗策略提供可能.

􀅰９７６􀅰

现代免疫学２０２５年１１月第４５卷第６期

CurrentImmunologyVol．４５No．６Nov．２０２５



１　材料与方法

１．１　实验材料和试剂　３０只SPF级雄性BALB/c
小鼠,６周龄,体质量１８~２０g,购自北京维通利

华实验动物技术有限公司[生产许可证号:SYXK
(京)２０２２Ｇ００５２].饲养条件设定如下:光照周期遵

循１２h光照与１２h黑暗的自然节律,室内温度维

持在２０~２５ ℃,相对湿度(５０±５)％,通风良好,
期间小鼠自由进食与饮水.

hUCＧMSC,购自北京清美联创干细胞科技有限

公司;杜氏改良 Eagle培养基(Dulbecco＇sModified
Eagle＇sMedium,DMEM),购自美国 Hyclone公

司;胎牛血清,购自美国 Gibco公司;青Ｇ链霉素、
地塞米松、胰岛素、３Ｇ异丁基Ｇ１Ｇ甲基 黄 嘌 呤 (３Ｇ
isobutylＧ１Ｇmethylxanthine,IBMX)、油红 O 试剂

和茜素红染料,均购自SigmaＧAldrich公司;吲哚

美辛,购自上海麦克林生化科技股份有限公司;鼠

抗 CD２９ＧFITC、CD３４ＧFITC、CD４５ＧFITC、CD４４Ｇ
PE和 CD９０ＧPE 单抗,均购自美国eBioscience公

司;豚鼠抗小鼠血小板血清(GuineapigantiＧmouse
plateletserum,GPＧAPS),购自北京百奥莱博科技

有限公司;ILＧ６、ILＧ１７、ILＧ１０和 TGFＧβ１ELISA
检测试剂盒,均购自杭州联科生物技术股份有限公

司;兔抗 RORＧγt、Foxp３单抗,均购自艾博抗(上
海)贸易有限公司.

１．２　hUCＧMSC的培养和观察　接种hUCＧMSC于

含１０％胎牛血清及１００U/mL青Ｇ链霉素的DMEM
培养基中,置于３７℃、５％ CO２ 的培养箱中培养,
待细胞融合度至９０％时,按照比例传代,并于显微

镜下观察细胞形态变化.

１．３　hUCＧMSC的鉴定

１．３．１　流式细胞术检测 hUCＧMSC 表面标志物表

达　取生长状态良好的第４代hUCＧMSC,贴壁细

胞经胰蛋白酶消化后,添加抗 CD２９ＧFITC、CD３４Ｇ
FITC、CD４５ＧFITC 和 抗 CD４４ＧPE、CD９０ＧPE 抗

体,同时设置阴性同型对照组,于常温下避光孵育

４０min;PBS漂洗、重悬,经尼龙筛网过滤后获得

单细胞悬液,流式细胞仪上机检测细胞表面标志物

表达.

１．３．２　hUCＧMSC成脂分化能力的鉴定　取生长状

态良好的第４代hUCＧMSC,以１×１０５ 个/孔密度

接种于６孔板,待细胞融合度至８０％~９０％时,替

换培养基为含１０％胎牛血清的高糖 DMEM 培养

基,并添加１μmol/L 地塞米松、１００μg/mLIBＧ
MX、１０μg/mL胰岛素和２００μmol/L吲哚美辛,
每间隔３d进行１次全量换液.细胞诱导分化１４d
后,油红 O染色处理,随后于倒置相差显微镜下观

察细胞脂肪滴的形成情况.

１．３．３　hUCＧMSC成骨分化能力的鉴定　取生长状

态良好的第４代hUCＧMSC,以１×１０５ 个/孔密度

接种于６孔板,待细胞融合度至８０％~９０％时,替

换培养基为含１０％胎牛血清的高糖 DMEM 培养

基,并添加１００nmol/L地塞米松、５０μmol/L抗坏

血酸和１０mmol/LβＧ磷酸甘油,每间隔３d进行１
次全量换液.细胞诱导分化２１d后,茜素红染色处

理,随后于倒置相差显微镜下观察细胞的矿化情况

并作记录.

１．４　实验鼠的分组、造模及处理　将３０只雄性

BALB/c小鼠随机分为正常对照组(Con组)、ITP
模型组及hUCＧMSC组,每组１０只.除Con组外,
其余２组腹腔注射GPＧAPS构建ITP小鼠模型[１０].
具体方法:５６℃水浴GPＧAPS灭活补体３０min后,
使用生理盐水按１∶４比例稀释;于第０、１、３、５、

７、９、１１和１３天(Day０,可缩写为 D０,后类推)
时,腹腔注射０．１mL稀释后的GPＧAPS,对照组注

射等量生理盐水,处理均１次/d.当小鼠出现明显

的皮下紫癜、体质量明显下降时,说明ITP模型建

立成功[１１].造模成功后,hUCＧMSC组小鼠尾静脉

注射２００μL１×１０６个/mL密度hUCＧMSC,其余２
组注射等量生理盐水.

１．５　检测外周血血小板计数(plateletcount,PLT)

　分别于hUCＧMSC处理后第０、１、３、５和７天取

各组小鼠尾部静脉血 １００μL,添加 １００μL１％
EDTAＧ２Na抗凝剂,充分混合后离心,取上清液,
使用全自动血细胞分析仪检测PLT.

１．６　ELISA试剂盒检测小鼠血清ILＧ６、ILＧ１７、ILＧ
１０和TGFＧβ１水平　hUCＧMSC处理后第７天,麻

醉小鼠球后静脉采血,离心取上清液,按照ELISA
试剂盒的详细说明书,严谨地执行操作步骤,检测

各组小鼠血清中ILＧ６、ILＧ１７、ILＧ１０和TGFＧβ１水平.

１．７　瑞氏染色观察小鼠骨髓组织病理学改变并分

类计数　眼球取血后,于无菌条件下暴露小鼠胸

骨,穿刺收集骨髓液,滴于载玻片并均匀推开.使

用瑞氏Ｇ吉姆萨 A 液覆盖染色１min,再添加 B液

染色３~１０min.染色后水流缓慢冲洗、干燥,于显

微镜下观察骨髓组织病理学变化,高倍镜下计数
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１００个巨核细胞分类.

１．８　RTＧqPCR检测小鼠脾脏组织及外周血RORＧ
γt、Foxp３ mRNA表达　取小鼠脾脏组织及尾部静

脉血,使用RNAVzol试剂提取总 RNA,经反转录

试剂盒将 RNA 反转录为cDNA 后,进行 PCR 反

应.扩增条件如下:９５℃预热３０s,随后进行４０个

循环,每个循环包括步骤９５℃变性５s、６０℃退火

３０s,最后进行熔解曲线分析,条件为９５℃１５s、

６５℃ １min和９５ ℃ １５s.采用２－ΔΔCt 方法计算

RORＧγt、Foxp３ mRNA相对表达量.

１．９　Westernblotting检测小鼠脾脏组织及外周血

RORＧγt、Foxp３蛋白表达　取小鼠脾脏组织及尾部

静脉血,采用双辛可宁酸(bicinchoninicacid,BCA)法
测定蛋白质浓度.取２０μg蛋白样本电泳分离,将

蛋白转移至凝胶膜上,封闭处理.将凝胶膜与抗

Foxp３(稀释比例为１∶１０００)、RORＧγt(稀释比例

为１∶２０００)一抗于４℃条件下孵育过夜,含吐温

２０的磷酸盐缓冲液(PBST)洗膜,添加山羊抗兔

IgGＧHRP二抗(稀释比例为１∶１００００),于室温条

件下孵育２h.再次使用 PBST 洗膜后,增强型化

学发光剂显影成像,采用ImageJ图像分析软件对

目的蛋白的灰度值展开统计分析.

１．１０　统计学处理　采用SPSS２１．０统计软件对数

据处理分析,数据均以x±s表示,多组数据间比

较采用单因素方差分析,两组间比较则使用t 检

验,检验水准(α)为０．０５.

２　结果

２．１　hUCＧMSC的鉴定　hUCＧMSC 为贴壁细胞,
呈梭形或不规则三角形,多次传代后呈涡旋状排列

(图１).流式细胞术鉴定结果显示,hUCＧMSC高表

达CD２９、CD４４和CD９０分子,阳性表达率分别为

９９．６７％、９９．５３％、９９．１０％,低表达 CD３４、CD４５,
阳性率仅为１．５１％和０．６４％(图２).诱导过程完成

后,显微镜下观察油红 O染色处理组织样本,可见

hUCＧMSC胞质内脂质与油红 O结合,形成红色圆

形或椭圆形脂滴,说明所培养的细胞具有成脂分化

能力(图３A).经过茜素红染色后,显微镜下可观

察到广泛的橘红色区域,即钙化结节,说明矿化基

质已形成、沉积,所培养的细胞具有成骨分化能力

(图３B).

图１　第４代hUCＧMSC显微镜下形态(×２００)　　 图２　hUCＧMSC表面标志物的阳性表达率

　　注:A．hUCＧMSC诱导成脂分化后油红 O染色结果(×４００);B．hUCＧMSC诱导成骨分化后茜素红染色结果(×４００).

图３　hUCＧMSC成脂成骨分化能力的评估鉴定
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２．２　各组小鼠一般状况的观察比较　与 Con组比

较,ITP模型组小鼠的整体状态较差,具体表现为

出现明显的皮下紫癜(以注射部位、四肢和尾部为

严重),精神状态明显变差,进食量减少.与ITP模

型组比较,hUCＧMSC组小鼠的皮下紫癜范围有所

削减,进食量和活动量明显增加.

２．３　hUCＧMSC对ITP小鼠PLT的影响　与 Con
组比较,第０、１、３、５、７天,ITP模型组小鼠PLT
显著降低(均P＜０．０５).与ITP模型组比较,第３、

５、７天,hUCＧMSC组小鼠PLT显著升高(均P＜
０．０５).详见表１.

表１　hUCＧMSC对ITP小鼠PLT的影响(n＝１０)

分组
PLT/(×１０９个/L)

D０ D１ D３ D５ D７

Con组 １０２５．６４±９５．４４ ９９５．２３±１０１．９５ ９８３．６３±９６．０８ １００１．３４±９８．５８ １０１２．６８±８２．０２

ITP模型组 ２８９．３６±２９．６８∗ ２６５．５９±３２．９５∗ ２２６．１３±２４．３８∗ ２００．４６±１９．４９∗ １９３．４０±１６．４５∗

hUCＧMSC组 ２９０．１５±３１．３６ ３１８．４７±３４．１８ ４２４．８５±４６．７５＃ ５９１．６７±５９．６２＃ ７２５．８９±６８．０４＃

F 值 ４９３．５０２ ３９２．６２８ ３８５．２７５ ３５２．４２２ ９．７１１

P 值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ０．００１

　　注:与Con组比较,∗P＜０．０５;与ITP模型组比较,＃P＜０．０５.

２．４　hUCＧMSC对ITP小鼠血清细胞因子水平的影

响　与 Con组比较,ITP 模型组小鼠血清ILＧ６、

ILＧ１７水平显著升高(均P＜０．０５),而ILＧ１０、TGFＧ

β１水平显著降低(均P＜０．０５).与ITP模型组比

较,hUCＧMSC组小鼠血清ILＧ６、ILＧ１７水平显著降

低(均P＜０．０５),而ILＧ１０、TGFＧβ１水平显著升高

(均P＜０．０５).详见表２.

表２　hUCＧMSC对ITP小鼠血清细胞因子水平的影响(n＝１０)

分组 ILＧ６/(pg􀅰mL－１) ILＧ１７/(pg􀅰mL－１) ILＧ１０/(pg􀅰mL－１) TGFＧβ１/(pg􀅰mL－１)

Con组 ５．２７±１．３２ １２．４５±２．８１ ５４．０５±７．１５ ６５．３８±３．３２

ITP模型组 ７．３７±１．６６∗ １６．４３±３．２０∗ ３７．１１±２．０１∗ ４７．８５±４．７１∗

hUCＧMSC组 ５．８５±０．８８＃ １１．２８±１．５３＃ ５３．８１±３．６７＃ ６０．１３±７．３５＃

F 值 ６．６９２ １０．６７８ ４１．２２８ ２７．８３８

P 值 ０．００４ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注:与Con组比较,∗P＜０．０５;与ITP模型组比较,＃P＜０．０５.

２．５　hUCＧMSC对ITP小鼠骨髓组织病理学变化及

巨核细胞分类数量的影响　染色结果显示,细胞质

呈现出粉红或桃红色,而细胞核则呈现为蓝色.相

较于Con组,ITP模型组中形态保持完整的细胞数

量减少.与ITP模型组比较,hUCＧMSC组形态完

整的细胞数量有一定程度的增加.详见图４.高倍

镜下计数巨核细胞分类,结果显示,与 Con组比

较,ITP模型组小鼠骨髓中产板巨核细胞数量显著

减少(P＜０．０５).与ITP模型组比较,hUCＧMSC
组小鼠骨髓中产板巨核细胞数量显著增加(P＜
０．０５).详见表３.

图４　各组小鼠骨髓组织瑞氏染色结果(×４００)

􀅰２８６􀅰 现代免疫学２０２５,４５(６)



表３　hUCＧMSC对ITP小鼠骨髓中巨核细胞分类数量的影响(n＝１０)

分组 幼稚巨核细胞/％ 产板巨核细胞/％ 颗粒巨核细胞/％ 裸核巨核细胞/％

Con组 ３０．４１±５．２４ ２９．３６±３．１４ ４２．９３±４．１８ ５．７６±２．５１

ITP模型组 ３３．８６±５．２９ １５．３１±２．５３∗ ４５．０２±３．１４ ６．３８±１．５７

hUCＧMSC组 ３１．５２±４．８２ ２７．０８±４．６９＃ ４１．８８±４．５３ ６．１７±１．４５

F 值 １．１８３ ４４．５８５ １．６０２ ０．２７４

P 值 ０．３２２ ＜０．００１ ０．２２０ ０．７６２

　　注:与Con组比较,∗P＜０．０５;与ITP模型组比较,＃P＜０．０５.

２．６　hUCＧMSC对ITP小鼠脾脏RORＧγt、Foxp３
mRNA及蛋白表达的影响　与Con组比较,ITP模

型组小鼠脾脏组织RORＧγt mRNA 及蛋白表达显

著升高(均P＜０．０５),Foxp３ mRNA 及蛋白表达

显著降低(均P＜０．０５).与ITP模型组比较,hUCＧ
MSC组小鼠脾脏组织RORＧγtmRNA 及蛋白表达

显著降低(均P＜０．０５),Foxp３ mRNA 及蛋白表

达显著升高(均P＜０．０５).详见表４、图５.
表４　hUCＧMSC对ITP小鼠脾脏RORＧγt、Foxp３ mRNA及蛋白表达的影响(n＝１０)

分组 　RORＧγtmRNA 　Foxp３ mRNA 　RORＧγt蛋白 　Foxp３蛋白

Con组 ０．３１±０．２０ １．００±０．２８ ０．７２±０．０８ １．３５±０．１３

ITP模型组 １．３２±０．３２∗ ０．１９±０．０６∗ １．１８±０．１０∗ ０．７５±０．０９∗

hUCＧMSC组 ０．３６±０．０９＃ ０．９９±０．３３＃ ０．７６±０．０８＃ １．２９±０．１２＃

F 值 　６４．５９１ 　３３．９５０ 　８５．４３９ 　８３．１４７

P 值 　＜０．００１ 　＜０．００１ 　＜０．００１ 　＜０．００１

　　注:与Con组比较,∗P＜０．０５;与ITP模型组比较,＃P＜０．０５.

图５　Westernblotting示各组小鼠脾脏组织RORＧγt、Foxp３蛋白表达

２．７　hUCＧMSC 对 ITP 小鼠外周血中 RORＧγt、

Foxp３ mRNA及蛋白表达的影响　与Con组比较,

ITP模型组小鼠外周血RORＧγt mRNA 及蛋白表

达显著升高(均P＜０．０５),Foxp３ mRNA 及蛋白

表达显著降低(均P＜０．０５).与ITP模型组比较,

hUCＧMSC组小鼠外周血RORＧγtmRNA及蛋白表

达显著降低(均P＜０．０５),Foxp３ mRNA 及蛋白

表达显著升高(均P＜０．０５).详见表５、图６.

表５　hUCＧMSC对ITP小鼠外周血中RORＧγt、Foxp３ mRNA及蛋白表达的影响(n＝１０)

分组 RORＧγtmRNA Foxp３ mRNA RORＧγt蛋白 Foxp３蛋白

Con组 ０．４７±０．０６ １．１６±０．１４ ０．３３±０．０３ ０．８９±０．１１

ITP模型组 　１．２１±０．３３∗ 　０．４２±０．０４∗ 　０．９８±０．１０∗ 　０．４０±０．０６∗

hUCＧMSC组 　０．５４±０．０５＃ 　１．０４±０．１２＃ 　０．４０±０．０７＃ 　０．７９±０．１０＃

F 值 　４３．５３９ 　１３２．９２１ ２４１．７０９ ７８．２４９

P 值 　＜０．００１ 　＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注:与Con组比较,∗P＜０．０５;与ITP模型组比较,＃P＜０．０５.
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图６　Westernblotting示各组小鼠外周血RORＧγt、Foxp３蛋白表达

３　讨论

ITP是血液科最常见的一类疾病,发病机制源

于自身免疫系统的紊乱,导致体内血小板数量减

少.该病在免疫学上具有器官特异性,主要表现为

人体产生抗血小板自身抗体,导致单核Ｇ巨噬细胞

系统过度破坏血小板,进而使患者出现皮肤、黏膜

渗血症状,导致多个器官发生不同程度的出血[１２].
在临床治疗中,对于轻、中度以及急性ITP患者,
一般采用糖皮质激素、免疫抑制剂治疗及脾脏切除

手术等方法,然而,对于复发性和难治性ITP患者

而言,目前尚缺乏有效的预防和治疗方案[１３].

hUCＧMSC属于多能干细胞范畴,具备高度增

殖、多向分化以及免疫调节功能,已成为治疗免疫

性疾病的“实用干细胞”.肖建红等[１４]研究显示,脂

肪来源 MSC可改善ITP小鼠免疫失衡,提高血小

板水平.Liang等[１５]认为,给予ITP小鼠模型输注

骨髓来源 MSC可逆转高迁移率族蛋白１诱导的血

小板功能障碍.而hUCＧMSC作为仅存在于新生儿

脐带组织中的多功能干细胞,据报道,其治疗慢

性、难治性ITP患者疗效显著,尽管研究例数有

限,但在２年随访过程中,治疗后１年的有效缓解

率高达１００％,且副反应轻[１６].相较于其他类型

MSC,hUCＧMSC含量更丰富,易于获得,且增殖

能力和免疫调节功能更强,临床上治疗ITP等自身

免疫性疾病的前景广阔[１７].Dominici等[１８]提出

MSC的３条鉴定标准,与国际细胞治疗协会意见

一致,即:细胞贴壁生长;高表达 CD９０、CD７３、

CD１０５,低表达CD４５、CD３４、CD１４和CD１９;能离

体分化为成骨、软骨及脂肪细胞.本研究选用单克

隆抗体CD２９、CD３４、CD４５、CD４４及CD９０对提取

的hUCＧMSC 展开鉴定,结果显示细胞中 CD２９、

CD４４、CD９０为高表达,CD３４、CD４５为低表达.油

红 O和茜素红染色结果表明获取的hUCＧMSC具有

成脂分化和成骨分化能力,这些结果均符合 MSC的

鉴定标准.
近年来,随着对 MSC研究的不断深入,其免

疫抑制作用也日益受到人们的广泛关注.ITP是一

种常见的自身免疫性疾病,因此,提取hUCＧMSC
后,本研究建立ITP小鼠模型,探讨hUCＧMSC对

ITP小鼠的影响.结果显示,与 Con组比较,ITP
模型组小鼠出现明显的皮下紫癜,精神状态不佳和

进食量减少,且PLT显著降低(P＜０．０５),提示模

型构建成功.经hUCＧMSC注射后,小鼠精神状态、
进食量有所改善,且在注射hUCＧMSC后,PLT不

断升高,在第３、５、７天时显著高于ITP模型组(均

P＜０．０５),提示 MSC可改善ITP小鼠的血小板水

平.此外,ITP的一个重要特征是骨髓巨核细胞数

量正常或增多,但能产生血小板的巨核细胞数量明

显减少或缺乏.本研究的骨髓组织瑞氏染色以及巨

核细胞分类计数结果显示,hUCＧMSC组产板巨核

细胞数量显著多于ITP模型组(P＜０．０５),再次证

明hUCＧMSC提高ITP小鼠的血小板水平.
尽管ITP的发病机制尚未完全阐明,但人们普

遍认为,ITP患者中观察到的低PLT是由 T淋巴

细胞免疫失衡导致的血小板抗原免疫耐受性遭破坏

引起[１９].Th在机体免疫系统中扮演着重要角色,
初始Th可进一步分化为Th１、Th２、Th１７及Treg
等多种亚群.其中,Th１７与 Treg之间的平衡状态

是维持机体免疫稳态的一个关键因素[２０].作为机

体炎症反应的启动和调节组分,Th１７可产生ILＧ６、

ILＧ１７等特异性炎症细胞因子;Treg则可介导免疫

耐受和免疫自稳,分泌ILＧ１０、TGFＧβ１等抗炎症细

胞因子,通过增强抑制性免疫细胞表面分子表达以

抑制活化T细胞的相关基因表达,从而实现免疫调

节功能[２１].研究显示,ITP的发生与发展过程中存

在 Th１７/Treg失衡的现象[２２].本研究中,与 Con
组比较,ITP模型组小鼠血清ILＧ６、ILＧ１７水平显著

升高,ILＧ１０、TGFＧβ１水平显著降低(均P＜０．０５).
经hUCＧMSC干预后,小鼠上述异常变化均有明显

改善,提示 Th１７/Treg失衡参与并促进了ITP的

进展,而 MSC可改善ITP小鼠的免疫失衡现象.

RORＧγt和Foxp３分别是 Th１７、Treg分化的正向

转录调控因子,在初始 Th向 Th１７和 Treg分化及

发育的过程中 发 挥 着 至 关 重 要 的 作 用[２３].Kim
等[２４]研究表明,MSC分泌的细胞因子的动态表达

可通过调节Foxp３表达调控 T细胞的功能和成熟.
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杨妮等[２５]研究显示,中药方剂可通过调控 RORＧγt
和Foxp３ 的 表 达 改 善 自 身 免 疫 性 肝 炎 小 鼠 的

Th１７/Treg失衡.本研究中,与ITP模型组比较,

hUCＧMSC组小鼠 RORＧγt表达显著降低,Foxp３
表达显著升高(均P＜０．０５),提示 MSC可通过调

控RORＧγt/Foxp３的表达,调节ITP小鼠的Th１７/

Treg免疫平衡.
综上所述,hUCＧMSC可促进PLT生成和产板

巨核细胞数量增多,调节细 胞 因 子 及 RORＧγt/

Foxp３表达,改善ITP小鼠症状.但本研究因条件

限制,并未深入探讨RORＧγt/Foxp３在ITP中的具

体调控作用,后续我们会沿该方向深入研究,或探

索其他替代实验方法间接验证 RORＧγt/Foxp３的

调控作用.
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Efficacystudyofhumanumbilicalcordbloodmesenchymalstemcellson
immunethrombocytopeniamouse
YANGBaojuan１,YANG Min２,WUXinhua１(１．DepartmentofObstetricsandGynecology,TheSecond
AffiliatedHospitalofZhengzhouUniversity,Zhengzhou４５３００１,China;２．DepartmentofInfectious
Diseases,TheFirstAffiliatedHospitalofXinxiangMedicalCollege,Xinxiang４５３１００,China)

Abstract:Theaimofthestudywastoinvestigatetheeffectofhumanumbilicalcordbloodmesenchymalstemcell(hUCＧMSC)
onimmunethrombocytopenia(ITP)mousemodelanditsregulationontheretinoicacidＧrelatedorphanreceptorγt(RORＧγt)/
forkheadwingedhelixtranscriptionfactor３(Foxp３)signalingpathway．HealthyhUCＧMSCswereisolatedandcultured,the
growthpatternswereobservedandidentified,andthestablyＧproliferatingprimarycellswereselectedforpassaging．Thirty
maleBALB/cmicewererandomlydividedintothenormalcontrolgroup(Congroup),theITPmodelgroupandthehUCＧMSC
group,with１０miceineachgroup．Aftercorrespondingtreatments,thegeneralconditionofthemicewasobserved．Peripheral
plateletcount(PLT)wasmeasured,andserumlevelsofILＧ６,ILＧ１７,ILＧ１０,andTGFＧβ１weredetectedusingELISA．WrightＧ
Giemsastainingwasusedtoevaluatethepathologicalchangesinmousebonemarrowandtocountthemegakaryocytes．Western
blottingandRTＧqPCR wereusedtodetectproteinand mRNAlevelsofRORＧγtandFoxp３in micespleenandperipheral
blood,respectively．TheresultsshowedthatcomparedtothoseoftheCongroup,theserumILＧ６andILＧ１７levels,RORＧγt
mRNAandproteinexpressioninspleenandtheRORＧγtmRNAandproteinexpressioninperipheralbloodwereallsignificantly
higherintheITP modelgroup (allwithP＜０．０５),whilethePLT,serumILＧ１０andTGFＧβ１levels,Foxp３ mRNAand
proteinexpressioninspleenandFoxp３ mRNAandproteinexpressioninperipheralbloodweresignificantlydecreased(allwith
P＜０．０５),alongwithsignificantlyreducednumberofplateletＧproducingmegakaryocytes(P＜０．０５)．ComparedtotheITP
modelgroup,thehUCＧMSCgroupshowedsignificantlylowerserumILＧ６andILＧ１７levels,splenicRORＧγtmRNAandprotein
expressionandperipheralbloodRORＧγtmRNAandproteinlevels(allwithP＜０．０５),butsignificantlyhigherPLT,serumILＧ
１０andTGFＧβ１levels,splenicFoxp３ mRNAandproteinexpression,peripheralbloodFoxp３ mRNAandproteinexpression
(allwithP＜０．０５),andtheelevatednumberofplateletＧproducingmegakaryocytes(P＜０．０５)．Asaresult,hUCＧMSCcan
promoteplateletformationandincreasethenumberofplateletＧproducingmegakaryocyte,whichmayreliefthesymptomsof
ITPmicebyregulatingtheexpressionsofcytokinesandtheRORＧγt/Foxp３axis．
Keywords:humanumbilicalcordbloodmesenchymalstemcell;immunethrombocytopenia;retinoicacidＧrelatedorphanrecepＧ
torγt/forkheadwingedhelixtranscriptionfactor３
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injury,CRISPR/Cas９geneeditingtechnologywasusedtoconstructGpr８４conditionalknockoutmice(Gpr８４loxp/loxp),which
weresubsequentlyhybridizedwithmacrophageＧspecificLyz２ＧCremicetogeneratethemacrophageGpr８４conditionalknockout
(cKO)mice．Next,theacutelunginjurymodelwasestablishedbyasingleintratrachealadministrationofLPS(５mg/kg)to
theconditionalknockoutandC５７BL/６wildＧtype(WT)mice．Themiceweredividedinto４groups:theWTＧcontrol,thecKOＧ
control,theWTＧLPS,andthecKOＧLPSgroups,with６animalsineachgroup．ThecKO micewereidentifiedusingPCR
technology．HＧEstainingwasemployedtoexaminethepathologicalchangesinlungtissue．Theratioofwetweight/dryweight
(W/D)wasmeasuredinlungtissue,andqRTＧPCRwasutilizedtoquantifytheexpressionofinflammatoryfactors,nuclear
factorerythroid２Ｇrelatedfactor２(Nrf２),andhemeoxygenase１(Hmox１)inlungtissue．ELISAwasusedtodeterminethe
levelsofILＧ１β,ILＧ６,and MCPＧ１inmouseserum,andimmunohistochemistrywasperformedtodetecttheproteinlevelof
Nrf２inlungtissue．TheresultsshowedthatthemacrophageGpr８４knockoutmiceweresuccessfullyconstructed,andthe
functionofGPR８４inacutelunginjurywasstudied．Comparedtothecontrolgroup,theLPSgroupexhibitedsignificantinflamＧ
matorycellinfiltrationandalveolarcollapse,increasedlunginjuryscores,elevatedlungW/Dratio,andincreasedexpressionof
inflammatoryfactorsinlungtissueandserum．However,comparedtothe WTＧLPSgroup,thecKOＧLPSgroupshowed
reducedpulmonaryinflammatorycellinfiltration,decreasedlunginjuryscores,andsignificantlyreducedexpressionof
inflammatoryfactorsinlungtissueandserum．Inaddition,theexpressionsofNrf２andHmox１,whichhaveantioxidantfuncＧ
tions,significantlyincreased．ThisstudysuggeststhatthespecificknockoutoftheGpr８４geneinmacrophagescansignificantly
alleviateLPSＧinducedlunginflammationandenhancetheresistancetooxidativestress,indicatingthatGPR８４mayserveasa
potentialtargetforthetreatmentofacutelunginjury．
Keywords:macrophage;GproteinＧcoupledreceptor８４;acutelunginjury;inflammation;geneknockout
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