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摘要:为系统探究间充质干细胞(mesenchymalstemcells,MSC)对PBMC增殖抑制的影响因素,建立标准化评估体系,采用

第四代脐带 MSC进行细胞形态、细胞表面标志物和三系分化鉴定.将 MSC与PHAＧP诱导的PBMC进行直接接触共培养,

通过CFSE标记结合流式细胞术检测增殖抑制率,分析PBMC来源、MSC∶PBMC比例、刺激剂浓度、培养时间及 MSC 预

处理等因素的影响.研究用 MSC经形态、细胞表面标志物和三系分化鉴定,符合标准 MSC要求.MSC对PBMC增殖抑制

率随 MSC∶PBMC比例降低而下降,符合剂量依赖规律.单一来源 PBMC较混合来源PBMC的抑制率更高,提示同种异源

细胞间相互作用可能干扰结果.增殖率随时间和刺激剂浓度增加而上升,需平衡至适宜范围以凸显 MSC抑制效应.IFNＧγ
诱导可增强 MSC抑制能力,表明细胞预处理有望优化检测方法.MSC 对 PBMC 增殖抑制效果受 PBMC来源、MSC 类型、

MSC∶PBMC比例、PHAＧP浓度、共培养天数影响.该研究通过验证各因素对 MSC抑制PBMC增殖的影响,基于多维度实

验数据的归纳总结,为 MSC 免疫调控功能的质量评价提供了研究基础.
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　 　 间 充 质 干 细 胞 (mesenchymalstem cells,

MSC)作为当前细胞治疗领域的核心产品,其临床

转化应用面临着严格的质量控制挑战.根据«干细

胞制剂质量控制及临床前研究指导原则(试行)»要
求,MSC需满足生物学特征、安全性和生物学有效

性等多维质量标准[１Ｇ２].其中,生物学有效性评估

作为预测临床疗效的关键环节,已成为细胞治疗产

品从实验室走向临床的技术瓶颈[３].MSC的免疫

调节功能是其生物学有效性的重要体现,通过接触

抑制和旁分泌机制对免疫细胞网络发挥调控作用,
在自身免疫性疾病、器官移植排斥等疾病治疗中展

现出独特优势[４Ｇ５].体外抑制PBMC增殖是目前公

认的 MSC免疫调节能力评价方法[６].然而,该方

法在实际应用中面临显著的标准化难题:一方面,

MSC来源于异质细胞群,供体差异导致不同批次

细胞的免疫调控能力呈现显著异质性[７Ｇ８];另一方

面,现有检测体系中刺激剂浓度、培养时间、细胞

共培养比例等参数缺乏统一标准,各实验室间数据

可比性差[９].例如,研究表明不同供体来源的 MSC

对PBMC增殖的抑制率差异可达４０％~７０％[１０],
这种差异既可能源于细胞本身的生物学特性,也可

能与检测方法的参数设置相关.尽管大量研究已证

实 MSC对PBMC的增殖抑制作用[１１Ｇ１３],但针对检

测方法影响因素的系统性研究仍显不足.现有文献

多聚焦于单一因素分析,如 MSC来源或共培养比

例的影响,缺乏多维度参数的综合评估[１４].此外,
同种异源细胞相互作用对检测结果的干扰机制尚未

明确,混合来源 PBMC在免疫应答中的复杂性可

能导致 MSC抑制效应的误判[１５].更重要的是,如

何通过细胞预处理(如细胞因子诱导)优化检测灵敏

度,仍是该领域亟待解决的科学问题[１６].鉴于上述

现状,本研究旨在系统探究 MSC体外抑制 PBMC
增殖的关键影响因素,建立多维度的试验评估体

系.通过分析PBMC来源、MSC∶PBMC比例、刺

激剂浓度、共培养时间等参数对抑制效应的影响规

律,为 MSC免疫调控功能的标准化质量评价提供

依据,进而推动 MSC细胞治疗产品的临床转化进

程.研究成果将为«干细胞临床研究管理办法»中生

物学有效性评价体系的完善提供重要参考[１],并为

免疫相关疾病的细胞治疗药物筛选建立可靠的体外

评估模型.
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１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　主要仪器与设备　FBS(２３０２０７０５)购自杭州

四季青;AdvancedRPMI１６４０培养液(２６８３３９６)购自

Thermo;PHAＧP(３２３０８１５００３)、CFSE(０２３０２１１)购自

solarbio;７ＧAAD(２３４８１９４)购自BD;PBS(J４１４KA９０４１)
购自生工;无血清基础培养液(０５Ｇ２００Ｇ１A)、无血清

营养添加物(０５Ｇ２０１Ｇ１U)购自Sartorius;血小板裂

解物(PLTGOLD０５０GMP)购自 BiologicalIndusＧ
tries;FITCＧCD９０(５５５５９５)、PEＧCD７３(５５０２５７)、

APCＧCD１０５(５６２４０８)、FITCＧCD４５(５５５４８２)、PEＧ
CD３４ (５５０７６１)、 FITCＧCD１４ (６５５７１４)、 APC
MouseAntiＧHumanCD７９a(５５１１３４)、AntiＧHLAＧ
DRＧPerCP(３４７３６４)、FITC MouseIgG１,κIsoＧ
typeControl(５５５７４８)、PE MouseIgG１,κIsotype
Control(５５５７４９)、APC MouseIgG１,κIsotype
Control(５５５７５１)、MouseIgG２aＧPerCP(３４９０５４)购
自 BD;CD２９ MonoclonalAntibody,APC,eBioＧ
scienceTM(１７Ｇ０２９９Ｇ４２)购自 Thermo.生物安全柜

(ESCO AC２Ｇ４S１)购 自 ESCO;流 式 细 胞 仪 (BD
LyricTM)购自BD;台式离心机(２４２０)购自久保田;
倒置显微镜(DMILLED)购自 Leica;CO２ 培养箱

(HERAcell１５０i２４０i)购自 Thermo;细胞计数仪

(CellometerAuto２０００)购自 Nexcelom;药品保存

箱(DWＧ８６W４２０)购自海尔.

１．２　方法

１．２．１　MSC制备　足月顺产的健康产妇捐献的新

生儿脐带(同一新生儿脐带来源,捐献者签署知情

同意书),无菌条件下取脐带１５~２０cm.HBV、

HCV、人类免疫缺陷病毒及EB病毒化验结果全部

阴性.新生儿脐带离体后放置在５０mL的无菌PBS
中浸泡.取出脐带充分接触０．５％碘伏消毒后,洗

净,将脐带剪成小段,排净血液,将华通氏胶从羊

膜上剥离下来,将洗涤后华通氏胶胶体剪切组织匀

浆块,定容至４５mL摇匀,离心,将胶体和胶原酶

溶液按１∶２的比例进行混匀,３７℃震荡消化３h,
将消化完成后的组织匀浆块与复方氨电解质注射液

按１∶５的比例在 T１７５瓶中进行稀释,形成悬液.
将悬液通过细胞滤网过滤后离心,用１０mL完全培

养液重悬,得到备用的细胞悬液,淋巴细胞增殖抑

制试验采用第四代 MSC进行共培养.

１．２．２　PBMC制备　新鲜外周血的采集经过医学

伦理委员会的批准意见,取适量健康供者新鲜外周

血离心,将离心后的上清液转移到５０mL离心管

中,生理盐水定容至３０mL,将稀释后的细胞铺加

到分离液管,每管添加１５mLFicoll进行铺层,保

持分离液与稀释血液界面清晰,离心缓慢沉降.离

心后,吸取PBMC层使用生理盐水定容,混匀后离

心弃上清,将细胞沉淀合并,并使用生理盐水重悬

混匀,取样进行细胞数量和存活率检测.加冻存液

后细胞存放于－１５０ ℃以下,使用前经３７ ℃水浴

复苏使用.

１．２．３　MSC 鉴定　将研究用 MSC在显微镜下观

察形态;将培养获得的 MSC消化制备成单细胞悬

液,流式细胞术检测细胞表面标志物CD１０５、CD７３
和 CD９０、CD２９、CD４５、CD３４、CD１４、CD７９a和

HLAＧDR;三系分化检测 MSC成骨分化、成脂分

化和成软骨分化的性能.
成骨分化检测:细胞融合度达到７０％~８０％时

吸出分化组的完全培养液,每孔加入１mL成骨分

化诱导液,间隔２~３d进行半量换液,对照组在接

种的第１０天进行半量换液,间隔２~３d进行半量

换液,在３７℃,５％ CO２ 培养箱中培养１８~２１d,显

微镜下观察到有黑灰色钙结节时用２％茜素红染色.
成脂检测:对照组在接种的第１０天进行半量

换液,间隔２~３d进行半量换液;细胞融合度达到

９５％~１００％时吸出分化组的完全培养液,每孔加

入１mL脂 A 诱导液,３d后分化组更换为脂B诱

导液,２４h后换回A液,A液和B液交替作用３~５
次后(１２~２０d),继续用B液培养４~７d后,待脂

滴变大用油红 O进行染色.
成软骨分化检测:用生理盐水将待检细胞洗涤

离心,用完全培养液重悬并取样计数,分化组和对

照组各设２支１５mL离心管,每支离心管接种４×
１０５ 个细胞,３００×g 离心５min后吸去上清,分化

组更换为０．５mL软骨分化预混液,对照组更换为

０．５mL完全培养液,再次离心后吸去分化组上清,
更换为０．５mL软骨分化诱导液并进行离心,对照

组离心后无需操作.将离心后的分化组和对照组置

于３７℃,５％ CO２ 培养箱,２４h后观察样本是否成

球,成球后每隔２~３d进行全量换液,诱导２１~２８d
后对软骨球进行多聚甲醛固定和石蜡包埋切片,最

后进行阿利辛蓝染色.

１．２．４　PBMC增殖抑制试验　取试验用 MSC,重

悬于 MSC完全培养液中,细胞计数后依据接种比
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例取适量细胞悬液于培养液中,混匀后接种至２４
孔板,每孔１mL,接种３个复孔;MSC接种后于

３７℃、５％ CO２ 培养箱中培养６h至细胞贴壁.
按照 PBMC 悬 液 体 积 (５ mmol/L CFSE ＝

１０００∶１),取出相应数量的 CFSE加入 PBMC悬

液,使得CFSE终浓度为５μmol/L,３７℃避光孵育

１０min标记细胞;孵育完成后加入５倍的 RPMI
１６４０完全培养液,置于２~８℃药品保存箱避光孵

育５min,中和游离的 CFSE;使用 RPMI１６４０完

全培养液洗涤细胞２次(５００×g,３min离心),洗

去多余染料,重悬后计数;待 MSC细胞贴壁后,弃

掉原先的 MSC完全培养液,向阴性对照组、阳性

对照组、试验组中接种CFSE染色后的PBMC;接

种PBMC密度为３×１０５ 个/孔.向接种孔中阴性对

照组补充RPMI１６４０完全培养液至每孔１mL;取

适量RPMI１６４０完全培养液加相应比例 PHAＧP,
使得PHAＧP终浓度为６~１０μg/mL,向阳性对照

组和试验组补充含PHAＧP的RPMI１６４０完全培养

液至每孔１mL进行细胞刺激与活化.将上述接种

细胞置于３７℃、５％ CO２ 培养箱避光培养适宜

天数.
培养完成后,将孔板取出,并使用１mLPBS

洗涤孔板,并将对应液体转移至流式管内,５００×g
离心３min;弃上清,使用 PBS１００μL重悬细胞,
加入５μL７ＧAAD,２~８℃避光孵育１０min;孵育

完成后加入PBS１mL,５００×g 离心３min,弃上清,
重复２遍,洗涤细胞;弃上清,加入PBS３００μL,上

机检测.统计分析阳性对照组、试验组的各增殖代

数细胞比例总和,复孔结果取平均值进行计算;阴

性对照组结果不需要统计.
增殖抑制率计算:抑制率＝(P增殖量ＧT增殖

量)/P增殖量×１００％,其中 P增殖量为阳性对照

组PBMC 增殖代数细胞比例之和,T 增殖量为

MSC试验组PBMC增殖代数细胞比例之和.
增殖率统计:流式细胞术检测 CFSE 标记的

PBMC增殖代数,统计各代细胞比例总和.

１．２．５　MSC在不同比例下对不同来源的 PBMC增

殖抑制率的影响　研究用混合来源PBMC为３个不

同供者PBMC１∶１∶１混合而得,单一来源为其中１
个供者的 PBMC.刺激剂 PHAＧP浓度为８μg/mL
(可增强PBMC对刺激的响应性,确保在变量波动

时仍能稳定检测到 MSC的抑制作用),培养时间为

４d,设置３个不同 MSC∶PBMC组(１∶５、１∶１０、

１∶２０),每组设置３复孔,检测参数见表１.

表１　MSC和PBMC共培养的分组

　　　组别 PBMC/个 PHAＧP/(μg􀅰mLＧ１) MSC/个

阴性对照组 ３×１０５ ０ ０

阳性对照组 ３×１０５ ６~１０ ０

MSC∶PBMC共培养组

　１∶５ ３×１０５ ６~１０ ６．０×１０４

　１∶１０ ３×１０５ ６~１０ ３．０×１０４

　１∶２０ ３×１０５ ６~１０ １．５×１０４

１．２．６　不同 MSC细胞类型在不同比例下对 PBMC
增殖抑制率的影响　　设置刺激剂PHAＧP浓度为

６μg/mL(避免过度刺激导致的 “增殖天花板效

应”,更易区分不同细胞类型对抑制率的影响),培

养时间为５d,PBMC为单一来源,空白对照组,未

经处理,IFNＧγ诱导组经１２．５ng/mLIFNＧγ诱导

处理２４h的试验组,以比较不同细胞种类的增殖

抑制率.同时设置３个不同 MSC∶PBMC试验组

(１∶５、１∶１０、１∶２０),每组设置３复孔,检测参

数见表１.

１．２．７　不同培养天数对 PBMC增殖量的影响　设

置刺激剂PHAＧP浓度为８μg/mL(可增强 PBMC
对刺激的响应性,确保在变量波动时仍能稳定检测

到 MSC的抑制作用),培养时间为３、４、５d,PBMC
为单一来源.每组设置３复孔,检测参数见表１.

１．２．８　不同浓度刺激剂对PBMC增殖量的影响　设

置刺激剂PHAＧP浓度为６、８和１０μg/mL,培养时

间为４d,PBMC为单一来源,MSC∶PBMC比例为

１∶５.每组设置３复孔,检测参数见表１.
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１．３　统计学处理　定量资料以x±s表示,反映数

据集中趋势和离散程度.每组设置３个复孔,计算

复孔平均值,确保数据重复性.数据分析及统计在

GraphpadPrism 中处理,两组间比较采用Students
t检验;３组间比较采用方差分析;检验水准(α)为

０．０５.通过对比不同组别(如单一来源与混合来源

PBMC、不同 MSC∶PBMC 比例、不同培养天数

等)的增殖抑制率或增殖量,分析各因素对结果的

影响.

２　结果

２．１　MSC的形态　采用形态贴壁培育法培养初代

组织,细胞呈梭形或三角形,分散于整个培养皿

中,平铺生长.MSC在经过２代培养后,细胞为长

梭形,整体为旋涡状,显微镜下观察细胞纯净均

一,数量丰富.详见图１.

图１　显微镜下 MSC细胞形态学观察(×４０)

２．２　MSC表面标志物的表达　结果表明,MSC阳

性标志物 CD９０、CD７３、CD１０５和 CD２９的表达率

分别为９９．９５％、９８．４２％、９９．９７％和９９．９７％;阴性

标志物 CD４５、CD３４、CD７９a、CD１４和 HLAＧDR
的表达率分别为０．２２％、１．０９％、０．９３％、０．０８％和

０．８４％.以上数据说明本研究制备的 MSC具有标

准细胞株的表面标志物特性.详见图２.

图２　MSC表面标志物的表达图谱
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２．３　MSC三系分化结果　MSC经培养,成脂分化

后有脂肪滴生成,油红染色呈红色;成骨分化后有

矿化结节生成,茜素红染色后呈红色;软骨分化后

有软骨球生成,阿利辛蓝染色后,软骨球呈深蓝

色,结果表明本研究制备的 MSC具有标准细胞株

的三系分化潜能.详见图３.

图３　MSC三系分化结果(成脂分化×４００,成骨分化×１００,成软骨分化×２００)

２．４　MSC对PBMC增殖的影响　PBMC每分裂增

殖１代,荧光强度减半,表现为结果图上的１个尖

峰,代表为１个分裂代次.结果图上可以看出,相

比于加了刺激剂的阳性对照组,加入 MSC后CFSE
阴性细胞数减少,MSC有效抑制了 PBMC 增殖.

显微镜下发现阴性对照组的 PBMC不增殖,阳性

对照组的PBMC增殖迅猛且聚集成团,试验组的

PBMC与 MSC共培养下,PBMC数量较阳性对照

组减少,说明 MSC有效抑制了PBMC增殖.详见

图４.

图４　流式细胞术检测 MSC对PBMC增殖的影响

图５　显微镜下观察 MSC对PBMC增殖的影响(×１００)

２．５　MSC在不同比例下对不同来源的PBMC增殖

抑制率的影响　当培养天数为４d时,MSC与单一

来源PBMC的比例为１∶５、１∶１０和１∶２０时,增

殖抑 制 率 分 别 为 (２９．１２±４．０８)％、(２５．５７±
６．２５)％和(１７．７±１．８６)％,符合预期,抑制率下降,
呈剂量依赖趋势.MSC与混合来源 PBMC的比例

为１∶５,１∶１０和１∶２０时,增殖抑制率分别为

(２０．０６±２．９６)％、(１７．９６±２．２３)％ 和 (１０．８９±
１．０４)％,MSC 对 PBMC 增 殖 抑 制 率 随 MSC∶

PBMC比例降低而下降,符合剂量依赖规律.复孔

间CV＜１５％,数据较稳定.MSC∶PBMC比例为

１∶５时,单一来源PBMC和混合来源PBMC的增

殖抑制率存在显著差异(P＜０．０５).对比单一来源

PBMC和混合来源PBMC的增殖抑制率可以发现,
单一来源PBMC较混合来源PBMC的抑制率更高,
提示同种异源细胞间相互作用可能干扰结果,导致

PBMC增殖抑制率较低.详见表２、图６.
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表２　MSC在不同比例下对不同来源的PBMC增殖抑制率

　　　组别 平均值/％　 CV/％ 增殖抑制率/％　

单一来源PBMC组

　１∶５ ５９．２８±３．４１ ５．７５ ２９．１２±４．０８

　１∶１０ ６２．２５±５．２２ ８．３９ ２５．５７±６．２５

　１∶２０ ６８．８３±１．５５ ２．２５ １７．７０±１．８６

混合来源PBMC组

　１∶５ ６９．９０±２．５９ ３．７０ ２０．０６±２．９６

　１∶１０ ７１．７４±１．９５ ２．７２ １７．９６±２．２３

　１∶２０ ７７．９２±０．９１ １．１６ １０．８９±１．０４

　　注:单一来源PBMC组的阳性对照平均值为(８３．６３±１．３６)％;混合来源PBMC组的阳性对照平均值为(８７．４５±１．８１)％.

　　注:∗P＜０．０５.

图６　MSC在不同比例下对不同来源PBMC的增殖抑制率

２．６　不同 MSC细胞类型在不同比例下对PBMC增

殖抑制率的影响 　 结果显示,３ 个不同 MSC∶
PBMC比例下的IFNＧγ诱导组的 PBMC增殖抑制

率均高于空白对照组,说明不同类型细胞的免疫调

控能力不同,IFNＧγ诱导可增强 MSC 抑制能力;

MSC与PBMC的比例为１∶５、１∶１０、１∶２０时,抑

制率随 MSC∶PBMC比例降低而下降,符合剂量依

赖规律.详见、图７、表３.

图７　不同 MSC细胞类型对PBMC的增殖抑制率

表３　不同 MSC细胞类型在不同比例下对PBMC增殖抑制率

２．７　不同培养天数对PBMC增殖率的影响　由不

同培养天数对 PBMC增殖率结果可知,在刺激剂

PHAＧP浓度为６μg/mL时,培养至第３、４、５天,

单一来源PBMC分别为(６０．８９±１．６６)％、(６６．６５±
１．７９)％和(８６．６９±２．３２)％.当PBMC增殖率过低

时,它还未完全增长起来,MSC可充分抑制PBMC
的增殖,当 PBMC增殖率过高时,PBMC 增殖迅

猛,无法较明显的体现 MSC抑制PBMC增殖的能

力.因此选择适宜的培养天数,尤为重要.详见图

８、表４.

２．８　不同浓度刺激剂PHAＧP对PBMC增殖率的影

响　阳性对 照 组 经PHAＧP刺 激４d后 ,PBMC增
　注:∗∗P＜０．０１,∗∗∗P＜０．０００１.

图８　不同培养天数对PBMC增殖率的影响
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殖率为(９０．３±２．２６)％,在PBMC与 MSC共培养

过程中,在６、８和１０μg/mL的刺激剂PHAＧP作

用下,PBMC 增殖率分 别 为 (６６．３１±０．８７)％、
(７３．９５±３．９７)％和 (８０．７９±４．１６ )％,呈上升趋

势,３个共培养组与阳性对照组存在显著性差异,
说明 MSC可抑制PBMC增殖,随着刺激剂浓度的

升高,抑制作用减弱,因此需要摸索适宜的刺激剂

浓度.详见图９、表５.

表４　不同培养天数对PBMC增殖率的影响

组别 增殖率/％ CV/％

第３天 ６０．８９±１．６６ ２．７３

第４天 ８６．６９±２．３２ ２．６８

第５天 ９５．１７±０．７３ ０．７６

表５　不同浓度刺激剂对PBMC增殖率的影响

　　分组 增殖率/％ CV/％

阴性对照组 １０．１５±０．４０ ２．５０

阳性对照组 ９０．３０±２．２６ １．３１

共培养６μg组 ６６．３１±０．８７ ５．３７

共培养８μg组 ７３．９５±３．９７ ５．１５

共培养１０μg组 ８０．７９±４．１６ ２．５０

　　注:∗∗P＜０．０１,∗∗∗P＜０．００１,∗∗∗∗P＜０．０００１
图９　不同浓度刺激剂对PBMC增殖率的影响

３　讨论

本研究通过系统探究 MSC体外抑制PBMC增

殖的关键影响因素,建立了多维度的试验评估体

系.研究结果表明,MSC的免疫调控效应受细胞互

作比例、微环境参数及细胞来源等多重因素影响,
为 MSC 免疫功能的标准化评价提供了重要试验

依据.

本研究证实 MSC 对 PBMC 的增殖抑制率随

MSC∶PBMC比例降低呈梯度下降,当比例从１∶５
降至 １∶２０ 时,单 一 来 源 PBMC 的 抑 制 率 从

２９．１２％降至１７．７０％,混合来源PBMC从２０．０６％
降至１０．８９％,呈现显著的剂量依赖规律.这种效

应可能与 MSC旁分泌因子的浓度梯度相关,高比

例下 MSC分泌的 TGFＧβ、吲哚胺２,３Ｇ双加氧酶等

免疫抑制分子可更有效地抑制 PBMC活化[１４].该

发现与 Ketterl等[７]提出的“MSC免疫调节能力呈

细胞数量依赖性”理论一致,提示在质量评价中需

严格控制共培养比例参数.本研究发现单一来源

PBMC的增殖抑制率显著高于混合来源PBMC,这

一结果可能与混合来源 PBMC 的天然特性相关:
混合来源PBMC来自不同个体,其相互作用可触

发混合淋巴细胞反应(mixedlymphocytereaction,

MLR),通过抗原识别、共刺激分子激活等途径增

强T细胞的基础增殖活性.较高的基础增殖水平可

能降低 MSC对其的相对抑制率,提示在 MSC免疫

调控功能评价中,PBMC的来源(单一/混合)需作

为关键变量加以控制,以避免 MLR对结果的干扰.
这一现象与Levy等[１５]提出的“PBMC 供体差异可

放大试验误差”观点相印证,提示在标准化检测中

应优先使用单一来源 PBMC 以降低背景干扰.培

养时间与刺激剂浓度对 PBMC增殖率的调控呈现

协同作用:培养３~５d内增殖率从６０．８９％升至

９６．３３％,刺激剂浓度６~１０μg/mL 时增殖率从

６６．３１％升至８０．７９％.过高的增殖背景会削弱 MSC
抑制效应的显著性,而增殖不足则无法体现免疫调

控能力.这一结果支持 Hansen 等[９]提出的“需在

PBMC适度活化状态下评估 MSC功能”的观点,为

确定最佳检测参数提供了数据支撑.
本研究虽系统分析了体外检测的关键影响因

素,但仍存在以下局限:仅采用直接接触共培养体

系,未探讨旁分泌机制的独立作用;未涉及 Th１/

Th１７/Treg等特定免疫细胞亚群的动态变化.后续

研究可结合 Transwell培养系统与单细胞测序技

术,深入解析 MSC与 PBMC的分子互作网络[１７].
此外,检测体系中引入 TNFＧα等细胞因子分泌水

平的定量分析,可从功能层面完善 MSC 免疫调控

的评价维度[１８].另外,比较不同供体 MSC的抑制

能力差异及其与供体特性的关联,是评估 MSC批

次间一致性的重要方面,这将是未来研究或质量控

制应用中的重要环节.本研究主要聚焦于 PBMC
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来源、共培养比例、刺激剂浓度、培养时间及 MSC
预处理(IFNＧγ)等因素的影响,以建立标准化的检

测体系,未进行不同供体 MSC的抑制能力差异比

较,也是本研究的局限之一.
本研究通过多维度试验证实,MSC对 PBMC

的增殖抑制效应受细胞互作比例、PBMC 来源、培

养时间、刺激剂浓度及 MSC预处理状态的显著影

响.研究成果为«干细胞制剂质量控制指导原则»中
生物学有效性评价模块提供了试验依据,特别是在

剂量依赖关系、异源细胞干扰机制及预处理优化策

略等方面形成了创新性认识.未来需在多中心研究

中进一步验证这些参数的普适性,推动 MSC 免疫

调控功能检测的标准化进程,为细胞治疗产品的临

床转化奠定关键技术基础.

参考文献

[１]　 中华人民共和国国家卫生和计划生育委员会,国家食品药品

监督管理总局．干细胞临床研究管理办法(试行)[EB/OL]．
２０１５, [２０２５Ｇ０６Ｇ０１]．https://www．nhc．gov．cn/qjjys/

c１０００１６/２０１５０８/cd１cb３４５d６５d４７dcadefb９c５０１ca５f２c．shtml．
[２]　 国家食品药品监督管理总局．干细胞制剂质量控制及临床前研

究指导原则(试行)[EB/OL]．２０１５,[２０２５Ｇ０６Ｇ０１]https://

www．nhc．gov．cn/qjjys/c１０００１６/２０１５０８/f０３８１d０５０９e３４e３db５f１adＧ
５２de０c２ea２．shtml．

[３]　 韩晓燕,纳涛,张可华,等．人间充质干细胞生物学有效性的

质量评价[J]．中国新药杂志,２０１８,(２１):２５１１Ｇ２５１８．
[４]　 张可华,纳涛,韩晓燕,等．基于免疫调控功能的间充质干细

胞生物学有效性质量评价策略[J]．中国新药杂志,２０１６,
(３):２８３Ｇ２９０,２９６．

[５]　 ZaripovaLN,MidgleyA,ChristmasSE,etal．Mesenchymal
stemcellsinthepathogenesisandtherapyofautoimmuneand
autoinflammatorydiseases[J]．IntJMolSci,２０２３,２４(２２):

１６０４０．
[６]　 孙尔维,袁小澎,罗宇维,等．CFSE标记的淋巴细胞增殖实

验检测方法的建立[J]．广东医学,２００８,(１０):１６２６Ｇ１６２８．

[７]　 KetterlN,BrachtlG,SchuhC,etal．Arobustpotencyassay
highlightssignificantdonorvariationofhumanmesenchymal
stem/progenitorcellimmunemodulatorycapacityandextended
radioＧresistance[J]．StemCellResTher,２０１５,６:２３６．

[８]　 deWolfC,vandeBovenkampM,HoefnagelM．Regulatory
perspectiveoninvitropotencyassaysforhumanmesenchyＧ
malstromalcellsusedinimmunotherapy[J]．Cytotherapy,

２０１７,１９(７):７８４Ｇ７９７．
[９]　 HansenSB,HøjgaardLD,KastrupJ,etal．Optimizingan

immunomodulatorypotencyassayformesenchymalstromal
cell[J]．FrontImmunol,２０２２,１３:１０８５３１２．

[１０]　刘梦婷,饶巍,韩兵,等．人脐带间充质干细胞的体外免疫调

节特性[J]．中国组织工程研究,２０２０,(７):１０６３Ｇ１０６８．
[１１]　陈达兵．骨髓间充质干细胞(BMSCs)促进移植后造血重建及

免疫调控的实验研究[D]．福州:福建医科大学,２０２２．
[１２]　张思齐．人脂肪源性血管外膜细胞与骨髓间充质干细胞对外

周血 T淋巴细胞免疫调节作用的比较[D]．银川:宁夏医科

大学,２０２３．
[１３]　张晶晶,石亚楠．人脐带源间充质干细胞对心力衰竭患者

PBMC增殖能力的影响[J]．中国现代药物应用,２０１８,(６):

２１９Ｇ２２０．
[１４]　MönchD,ReindersMEJ,DahlkeMH,etal．Howtomake

senseoutof７５,０００mesenchymalstromalcellpublications?
[J]．Cells,２０２２,１１(９):１４１９．

[１５]　LevyO,KuaiR,SirenEMJ,etal．ShatteringbarrierstoＧ
wardclinicallymeaningfulMSCtherapies[J]．SciAdv,２０２０,

６(３０):eaba６８８４．
[１６]　王思博,吴涛,庞春艳,等．脐带间充质干细胞对干燥综合征

患者外周血的免疫调控研究[J]．包头医学院学报,２０２４,
(２):２８Ｇ３１,４８．

[１７]　刘珂,杜景霞,阮林海．急性白血病患者 MSC的免疫原性及

抑制异体 T淋巴细胞增殖功能和机制研究[J]．中国免疫学

杂志,２０１６,３２(７):１０５６Ｇ１０５９．
[１８]　GalipeauJ,KramperaM,BarrettJ,etal．InternationalSociＧ

etyforCellularTherapyperspectiveonimmunefunctionalasＧ
saysformesenchymalstromalcellsaspotencyreleasecriteriＧ
onforadvancedphaseclinicaltrials[J]．Cytotherapy,２０１６,

１８(２):１５１Ｇ１５９．

Factorsregulatingtheinhibitoryeffectofmesenchymalstemcellson
peripheralbloodmononuclearcellproliferation
LIAOXia１,WUJianfu１,LUOZhiyong１,WANGDan２,３,DAIXicheng１,TANGKai１,PANXinghua１,
ZHANGFen１,LIANGXiao１(１．ShenzhenBeikeBiotechnologyCo．,LTD．,Shenzhen５１８０６７,China;
２．ShenzhenKonoLaboratoryofMedicalLaboratory,Shenzhen５１８０５５,China;３．NationalEngineerＧ
ingResearchCenterofKeyGenericTechnologiesforCellIndustry,Shenzhen５１８０７１,China)

Abstract:Tosystematicallyexploretheregulatoryfactorsofmesenchymalstemcells(MSC)ontheproliferationinhibitionof
PBMC,andestablishastandardizedevaluationsystem,the４thＧgenerationumbilicalcordMSCwereusedforcellmorphology,
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􀅰３９３􀅰廖霞,等．间充质干细胞对外周血单个核细胞增殖抑制的影响因素


