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小鼠骨髓间充质干细胞输注抑制同种异体皮片移植排斥反应的实验
研究
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摘要：背景　异体皮片移植是大面积烧伤早期的重要治疗方法，骨髓间充质干细胞可降低移植排斥反应，有望为烧伤患

者异体皮片排斥反应的治疗提供有益参考。目的　探究对异体皮片移植的受体小鼠输注供体来源的骨髓间充质干细胞，以

抑制同种异体皮片移植排斥反应的可行性。方法　体外分离培养小鼠骨髓间充质干细胞，通过流式细胞术验证其表面标志

物 CD34、CD45、CD105 和 CD106 的表达情况，通过 CCK-8 法和 CTV 法检测骨髓间充质干细胞抑制 T 淋巴细胞增殖的能

力。C57BL/6J 小鼠作为受体鼠，随机分为空白对照组、同基因移植组、对照组(异体移植)、骨髓间充质干细胞组(异体移

植+骨髓间充质干细胞)，观察皮片存活时间，检测淋巴结和脾内调节性 T 细胞的比例变化，以验证骨髓间充质干细胞抑制

同种异体移植排斥反应的能力。结果　通过原代培养获得的骨髓间充质干细胞，低表达 CD45 和 CD34，高表达 CD105 和

CD106，符合骨髓间充质干细胞的标志物表达。在 T 细胞增殖抑制培养体系中，骨髓间充质干细胞能够有效抑制 T 细胞增

殖，且骨髓间充质干细胞比例越高，对 T 细胞增殖的抑制作用越强。预先给予骨髓间充质干细胞注射的小鼠，皮片存活时

间长于单纯异体皮片移植的小鼠。注射骨髓间充质干细胞的移植受体小鼠，术后淋巴结和脾中调节性 T 细胞的比例较单纯

皮片移植组小鼠更高。结论　成功分离并培养小鼠骨髓间充质干细胞，通过体外实验证明骨髓间充质干细胞可抑制 T 细胞

增殖，动物实验证实骨髓间充质干细胞可延长异体皮片存活时间，并提高移植受体淋巴结和脾中调节性 T 细胞的比例。
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Abstract: Background　Allogeneic skin graft is an important treatment in the early stage of large area burn. Bone marrow 
mesenchymal stem cells (BMSCs) can reduce transplant rejection and may provide new therapeutic ideas for the treatment of 
allogeneic skin graft rejection in burn patients. Objective　 To investigate the feasibility of infusing donor-derived BMSCs into 
recipient mice with skin allograft transplantation to inhibit allograft rejection. Methods　Mouse BMSCs were isolated and cultured 
in vitro to verify the expression of surface markers. The ability of BMSCs to inhibit the proliferation of T lymphocytes was detected 
by CCK8 and CTV assays. C57BL/6J mice were randomly divided into blank group, autograft group, control group (allograft) and 
BMSCs group (allograft +BMSCs) to verify the ability of BMSCs to inhibit allogeneic allograft rejection. The survival time of skin 
grafts was observed, and the proportion of regulatory T cells in lymph nodes and spleens was detected. Results　 In this study, 
BMSCs obtained by primary culture showed low expression of CD45 and CD34, and high expression of CD105 and CD106, which 
was consistent with the marker expression of BMSCs. In the T cell proliferation suppression culture system, mesenchymal stem cells 
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can effectively suppressive T cell proliferation, and the higher the proportion of mesenchymal stem cells, the stronger the inhibitory 
effect on T cell proliferation. Mice injected with mesenchymal stem cells showed longer skin graft survival than mice transplanted 
with allogeneic skin grafts alone. Skin allograft recipients injected with mesenchymal stem cells showed higher regulatory T cells 
proportion in the lymph nodes and spleens after surgery than mice in the skin graft alone group. Conclusion　BMSCs have been 
successfully isolated and cultured in this study, the results demonstrates that BMSCs can effectively inhibit the proliferation of T 
lymphocytes in vitro, prolong the survival time of grafts, and increase the proportion of regulatory T cells in lymph nodes and 
spleens after infusion into mice.

Keywords: bone marrow mesenchymal stem cells; skin allograft; regulatory T cells; allograft rejection; immune therapy
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mesenchymal stem cells infusion in mice［J］. Acad J Chin PLA Med Sch, 2025, 46（4）: 329-336.

在大面积烧伤患者的救治过程中，异体皮片

联合微粒皮移植是降低患者病死率的重要方法[1]。

但免疫排斥反应导致异体皮片只能暂时起到覆盖

创面的作用，难以长期存活。降低异体皮片移植

排斥反应并延长其在患者体表的存活时间，可为

大面积烧伤患者的救治争取宝贵的时间[2]。近年来

一些研究发现，骨髓间充质干细胞(bone marrow 

mesenchymal stem cells，BMSCs)能够有效降低移

植排斥反应，甚至有望诱导受体产生特异性免疫

耐受[3]。

近年来研究发现 BMSCs 具有很强的免疫调节

作用[4-5]。一些临床试验中，已经成功将间充质干

细胞应用于难治性移植物抗宿主病的治疗[6-7]，并

取得了显著疗效。因此，我们设想通过对受体输

注供体来源的 BMSCs，降低受体对同种异体皮片

的移植排斥反应，从而延长异体皮片的存活时间，

甚至诱导受体对异体皮片产生免疫耐受。本研究

通过体外分离培养供体鼠来源的 BMSCs，在体外

检测其免疫抑制功能，建立小鼠异体皮片移植模

型，预先给予受体输注供体来源的骨髓间充质干

细胞，然后观察异体皮片存活时间，同时检测受

体免疫状态的变化，以期寻求一种低毒性的免疫

抑制方案并探索相关机制，为临床救治大面积烧

伤患者提供理论基础。

1　材料与方法

1.1　动物、主要试剂及实验仪器

SPF 级 Balb/c 小鼠和 C57BL/6J 小鼠，雌雄不

限，6 ~ 8 周龄，体质量 20 ~ 25 g，购自斯贝福(北

京)生物技术有限公司。实验动物操作由解放军总

医院动物管理和使用委员会批准并监督(伦理号

2022-X18-84)。实验动物及实验、饲养环境符合国

家技术委员会的《实验动物管理条例》。DMEM/F12

培养基、RPMI 1640 培养基、胎牛血清、青链霉素

双抗、Foxp3 破膜/固定缓冲液、CellTrace Violet 

(CTV)细胞增殖试剂盒均购自美国 Thermo Fisher 公

司，CCK-8 试剂盒购自美国 Sigma 公司，刀豆蛋白

(concanavalin， ConA)、 丝 裂 霉 素 (mitomycin，

MMC)、 CD3 抗 体 、 CD28 抗 体 、 CD34-BV421、

CD45-PerCP、 CD105-APC、 CD106-PE、 CD4-

PerCP、CD62L-APC、CD4-FITC、Foxp3-PE 以及

相 应 同 型 对 照 抗 体 购 自 美 国 BioLegend 公 司 ，

FACSA5SE 流 式 细 胞 分 析 仪 购 自 美 国 BD 公 司 ，

SRT 流式细胞分选仪购自美国 Beckman 公司，小动

物麻醉机购自中国众实科技公司。

1.2　分组方法

分离 Balb/c 小鼠骨髓来源的间充质干细胞，体

外扩增培养，取第 3 代生长状态良好的细胞进行实

验。CCK-8 法检测 BMSCs 体外抑制 T 细胞增殖实

验中，采用 CD4+ CD62L+ T 细胞作为效应细胞，分

组方法如下。空白对照组：RPMI 完全培养基；阴

性对照组：丝裂霉素(mitomycin，MMC)处理的效

应细胞；阳性对照组：效应细胞，加入刀豆蛋白

刺激细胞增殖；1∶0 组：效应细胞组，不加 MMC

处理的 BMSCs (MMC-BMSCs)；20∶1 组：效应细

胞与 MMC-BMSCs 的比例为 20∶1；10∶1 组：效

应细胞与 MMC-BMSCs 的比例为 10∶1；5∶1 组：

效应细胞与 MMC-BMSCs 的比例为 5∶1。CTV 法

检测 T 细胞增殖实验未设置空白对照组，其余分组

设置与 CCK-8 法分组相同。

动物实验采用 C57BL/6J 小鼠作为移植受体鼠，

自受体鼠尾静脉输注 Balb/c 小鼠 BMSCs，并同时

移植 Balb/c 小鼠的皮肤，观察移植物的存活情况及

体内免疫状态的变化。30 只受体鼠随机分为 4 组，

具体如下。(1)空白对照组：5 只，不进行任何处

理，用以反映受体小鼠移植之前的状态；(2)同基

因移植组：5 只，受体接受 C57BL/6J 小鼠皮片移

植，用以验证植皮手术是否成功；(3)对照组(异体

移植)：10 只，受体接受 Balb/c 小鼠皮片移植，不

做其他处理；(4) BMSCs 组(异体移植+BMSCs)：
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10 只，受体经尾静脉输注 Balb/c 小鼠 BMSCs 输注，

并接受 Balb/c 小鼠皮片移植。对照组和 BMSCs 组

中 5 只小鼠用于移植物存活的观察，5 只小鼠用于

淋巴结和脾免疫细胞比例测定。

1.3　BMSCs 的培养与体外抑制 T 细胞增殖功能

检测

1.3.1　骨髓间充质干细胞的分离培养　高浓度 CO2

处死 Balb/c 小鼠，切取双侧股骨、胫骨和肱骨，剪

去骨两端后暴露骨髓腔，1 mL 注射器抽取预冷

PBS，自骨端沿长轴刺入骨髓腔内，在培养皿中反

复冲洗骨髓腔，将所得骨髓悬液用弯头吸管反复

轻轻吹打，使其分散为细胞悬液，采用 70 μm 滤网

过滤以去除较大沉渣，得到单细胞悬液，离心去

上清后加入红细胞裂解液裂解红细胞，PBS 洗涤

2 次，用含 10% 胎牛血清(fetal calf serum，FBS)和

1% 青链霉素的 DMEM/F12 培养基重悬，计数。将

所获细胞以 25×106/mL 的密度接种于 25 cm2培养瓶

中，置于 37℃、5% CO2、饱和湿度的培养箱中培

养，48 h 后弃去上清液，加入等量培养基，以后

每 72 h 换液 1 次，每次更换培养基时在倒置显微

镜下观察细胞形态。待细胞长至 90 %融合时，用

0.25% 胰酶消化传代。留取 3 ~ 6 代细胞冻存于液

氮备用。

1.3.2　骨髓间充质干细胞表面标志物的鉴定　取

培养第 3 代的骨髓间充质干细胞进行表面标志物的

鉴定，胰酶消化 BMSCs，置于含有 2% FBS 的 PBS

缓冲液中(流式缓冲液)。将细胞分为实验组和同型

对照组，实验组使用 CD34-BV421、CD45-PerCP、

CD105-APC、CD106-PE 流式抗体进行染色，同型

对照组使用相应的同型对照抗体进行染色，4℃孵

育 15 ~ 30 min，流式缓冲液洗涤 2 遍后使用 A5SE

流式细胞仪检测表面标志物表达。

1.3.3　小鼠 CD4+ CD62L+ T 细胞的分选　高浓度

CO2 处死 C57BL/6J 小鼠，取脾置于含 10% FBS 和

1% 青链霉素的 RPMI 1640 培养基(分选缓冲液)中，

研磨脾后采用 70 μm 滤网过滤，收集细胞悬液，加

入红细胞裂解液 3 mL，离心后用分选缓冲液洗涤 2

遍，加入 CD4-PerCP、CD62L-APC 流式抗体进行

染色，4℃孵育 15 ~ 30 min，分选缓冲液洗涤 2 遍

后 使 用 SRT 流 式 细 胞 仪 进 行 细 胞 分 选 ， 获 得

CD4+ CD62L+ T 细胞。

1.3.4　T 细胞增殖抑制实验　使用 CD3 和 CD28

抗 体 对 96 孔 板 进 行 预 包 被 ， 每 孔 加 入 2 × 105 

CD4+ CD62L+ T 作 为 效 应 细 胞 ， 使 用 MMC 对

BMSCs 进行预处理，防止 BMSCs 自身的增殖干扰

实验结果。MMC 处理 BMSCs 的方法：将 MMC 用

无血清 RMPI 1640 配制成 25 μg/mL 的工作溶液，

重 悬 BMSCs， 37℃ 避 光 孵 育 30 min， 用 RPMI 

1640 完全培养基终止反应，终止反应后用 RPMI 

1640 完全培养基洗涤 BMSCs 至少 3 遍，避免残留

的 MMC 影响细胞增殖。MMC 处理的效应细胞以

相同方法进行处理。以效应细胞与 MMC-BMSCs

比例 1∶0、20∶1、10∶1、5∶1 分别加入 MMC-

BMSCs，同时设置空白对照组、阴性对照组和阳

性对照组，具体分组方法见 1.2 节，37℃、5% CO2

培养 4 d。4 d 时在 96 孔板中加入 10 μL CCK-8，置

于细胞培养箱中孵育 2 h，检测 450 nm 吸光值。

1.3.5　CTV 细胞增殖试剂盒检测 T 细胞增殖　使

用 CTV 试剂盒进一步验证 BMSCs 抑制 T 细胞增殖

的作用。CD3 和 CD28 包被、MMC 处理 BMSCs 和

效应细胞等方法与 CCK-8 实验相同，实验分组见

1.2 节。CTV 染色效应细胞的方法：将 CTV 储存液

重悬于无血清 PBS，配制成 5 μmol/L 的 CTV 工作

液，离心分选获得的 CD4+ CD62L+ T 细胞，PBS 洗

涤 1 遍，弃去上清，用 CTV 工作液重悬效应细胞，

调整细胞浓度为 3×106/mL，37℃避光孵育 20 min，

加入不低于 CTV 工作液 5 倍体积的 RPMI 完全培养

基，37℃终止反应 5 min。37℃、5% CO2培养 4 d。

4 d 时收集细胞，使用 A5SE 流式细胞仪检测 CTV

荧光的表达，统计各组增殖细胞占比的差异。

1.4　BMSCs抑制小鼠异体皮片移植排斥反应

1.4.1　小鼠皮片移植模型的建立和受体的预处理　

C57BL/6J 小鼠固定后，自尾静脉输注备用的 Balb/

c 小鼠骨髓间充质干细胞悬液，细胞悬液浓度为

2.5×106/mL，每日 100 μL/只，连续注射 4 d，共计

细胞量约 106/只，4 d 时注射细胞后行小鼠异体皮

片移植手术，植皮当天记作 d0。高浓度 CO2 处死

供体小鼠，沿鼠尾根部剪下小鼠鼠尾，用眼科剪

剥离皮肤，将鼠尾皮肤完整剥离，剪成 1 cm×1 cm

皮片，浸泡在无菌 0.9% 氯化钠注射液中备用。小

动物麻醉机麻醉 C57BL/6J 小鼠，使小鼠取右侧卧

位，暴露左侧胸壁，脱毛，碘伏消毒术区，用记

号笔标记出 1 cm×1 cm 区域，用眼科剪沿标记线剪

开皮肤，剥离去除皮片，取出供体鼠皮片，6-0 尼

龙线缝合固定于受体鼠手术区域，创可贴环绕小

鼠胸部包扎手术区域，同时外层加胶布固定。

1.4.2　观察皮片存活情况　术后第 8 天(即 d8)拆开

敷料，之后每日定时观察并记录小鼠一般状况以
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及移植皮片的大小、质地、颜色、硬度，有无结

痂、收缩、脱落和毛发生长情况等。若所移植皮

片质地柔软、有毛发生长则判定为耐受或存活；

若皮片 30% 变硬、有黑斑出现、色泽发暗则判定

为出现排斥反应；若皮片质地变硬，干性坏死或

溃烂，则判定皮片完全排斥。记录各组小鼠移植

皮片完全排斥的时间。

1.4.3　受体小鼠淋巴结和脾调节性 T 细胞比例测

定　皮片移植术后第 8 天(d8)取各组受体鼠引流淋

巴结(draining lymph node，DLN)、非引流淋巴结

(non-draining lymph node，NDLN)和脾，每组 5 只。

其中引流淋巴结为移植皮片侧的腋窝和腹股沟淋

巴结，非引流淋巴结为对侧淋巴结。将取下的淋

巴结和脾分别置于流式缓冲液中，研磨后采用

70 μm 滤网过滤，收集细胞悬液，脾单细胞悬液需

要进行红细胞裂解处理，加入 CD4-FITC 流式抗体

进行染色，4℃孵育 15 min，流式缓冲液洗涤 1 遍。

加入 1 mL 1×Foxp3 固定/破膜工作液，室温避光孵

育 30 min，加入 2 mL 1×破膜液洗涤 2 遍，重悬至

100 μL 1×破膜液，加入 Foxp3-PE 流式抗体，室温

下避光孵育 30 min，流式缓冲液洗涤 2 遍后使用

A5SE 流式细胞仪检测各组 CD4+ Foxp3+ 调节性 T

细胞(regulatory T cells，Treg)的比例。

1.5　统计学分析

采用 GraphPad Prism 软件对实验数据进行统计

学处理，结果以 x̄±s 表示，根据实验设计采用 t 检

验、AVONA 检验及方差分析等统计学方法，P＜

0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　BMSCs体外培养及表面标志物鉴定

小鼠 BMSCs 接种于培养瓶后，首次换液可见

少量贴壁细胞生长，约 2 周时细胞融合达 90%，此

时消化传代后细胞呈大小较均一的梭形，随传代

次数增多，细胞出现形态变化，传至第 8 代左右细

胞逐渐呈老化状态，因此本研究中采用第 3 ~ 6 代

BMSCs 进行功能验证。对第 3 代 BMSCs 进行流式

分析显示，分离获得的 BMSCs 均质性较好，低表

达 CD34 和 CD45，高表达 CD105 和 CD106(图 1)。

2.2　T细胞增殖抑制实验

共设有 7 个组，分别为空白对照组、阴性对照

组、阳性对照组、1∶0 组(未加入 MMC-BMSCs)、

20∶1 组、10∶1 组和 5∶1 组，图 2A 为各组加入

CCK-8 试 剂 孵 育 2 h 后 450 nm 吸 光 度 值 。 加 入

ConA 的阳性对照组增殖最为显著，吸光度值为

2.216±0.017，未进行刺激的阴性对照组吸光度值

为 0.209±0.021，效应细胞与 BMSCs 比例为 1∶0、

20∶ 1、 10∶ 1、 5∶ 1 组 吸 光 度 值 分 别 为 1.229±

0.025、 1.109±0.054、 0.801±0.044、 0.577±0.091。

独立样本 t 检验比较 1∶0 组与阴性对照组增殖水

平，差异有统计学意义(P＜0.001)，证明效应细胞

在 CD3/28 刺激下能够发生增殖。而 20∶1 组、10∶

1 组、5∶1 组随着加入的 MMC-BMSCs 细胞数量增

多，T 细胞增殖水平逐渐下降，通过方差分析比较

各组增殖水平，差异有统计学意义(P＜0.001)。

图 2B 为 CTV 细胞增殖实验中各组增殖细胞百

分比的统计图，图 2C 为 CTV 细胞增殖实验代表性

的流式细胞图。CTV 细胞增殖实验中，未加入

BMSCs 的 1∶0 组，效应细胞增殖的比例为 35.37±

1.352%。而 20∶1 组、10∶1 组、5∶1 组的效应

细 胞 增 殖 比 例 分 别 为 21.82%±1.038%、 17.05%± 

0.7148%、11.48%±1.289。随着加入的 BMSCs 细胞

数量增多，T 细胞增殖水平逐渐下降，通过方差分

析比较各组细胞增殖百分比，差异有统计学意义

(P＜0.001)。上述结果表明 BMSCs 能够在体外有效

抑制 T 细胞的增殖，且 BMSCs 比例越高，对 T 细

胞增殖的抑制能力越强。

2.3　BMSCs延长同种异体皮片存活时长

各组小鼠皮肤移植物存活时间见表 1，各组小

鼠移植皮片的照片见图 3A，Kaplan-Meier 生存曲

线见图 3B。同基因移植组中，将 C57BL/6J 小鼠的

皮片移植于 C57BL/6J 小鼠，皮片均能存活超过

图 1　骨髓间充质干细胞表面标志物表达情况

Fig. 1　Surface markers of BMSCs
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30 d，提示本实验中的植皮手术是成功的，移植的

皮肤能够长期稳定存活。将 Balb/c 小鼠的全厚皮片

移植于未做任何预处理的C57BL/6J小鼠，在10.6 d

时移植皮片发生了排斥坏死。在植皮术前预先给

予 BMSCs 输注的小鼠，移植皮片存活时间有所延

长，皮片平均存活时间为 13.4 d。根据三组小鼠的

存活时间绘制 Kaplan-Meier 生存曲线，对生存曲线

进行 Log-rank 检验，差异有统计学意义(P＜0.01)，

表明 BMSCs 输注能够有效延长异体皮片移植物的

存活时间。

2.4　BMSCs使受体鼠移植术后淋巴结和脾中Treg

比例升高

在植皮术后第 8 天，对受体小鼠的引流淋巴结

和 非 引 流 淋 巴 结 进 行 取 材 ， 检 测 淋 巴 结 中

CD4+ Foxp3+ Treg 细胞比例，并与未植皮小鼠进行

比较。各组小鼠淋巴结的流式细胞图见图 4A，

DLN 代表引流淋巴结，NDLN 代表非引流淋巴结，

空 白 对 照 组 未 进 行 植 皮 ， 因 此 不 区 分 DLN 和

NDLN。Foxp3+ Treg 占 CD4+ T 细胞比例的统计图

见图 4A。接受异体皮片移植后，受体鼠引流淋巴

结 和 非 引 流 淋 巴 结 中 Treg 比 例 均 升 高 ， 其 中

BMSCs 组 Treg 比例较对照组更高。对照组的 DLN

中 Treg 比例为 19.47%±1.184%，BMSCs 组的 DLN

中 Treg 比例为 22.20%±1.729%，独立样本 t 检验比

较两组 DLN 的 Treg 比例，差异有统计学意义(P＜

0.05)。 对 照 组 的 NDLN 中 Treg 比 例 为 18.38%± 

2.364%， BMSCs 组 的 NDLN 中 Treg 比 例 为

21.35%±1.630%，独立样本 t 检验比较两组 DLN 的

Treg 比例，差异有统计学意义(P＜0.05)。各组小

鼠脾的流式细胞图以及脾中 Foxp3+ Treg 占 CD4+ T

细胞比例的统计图见图 4B。接受异体皮片移植后，

受体鼠脾中的 Treg 比例升高，且 BMSCs 组脾中

Treg 比例较对照组更高，独立样本 t 检验比较两组

的 Treg 比例，差异有统计学意义(P＜0.05)。

A：各组加入 CCK-8 孵育 2 h 后 450 nm 处吸光度值；B：CTV 细胞增殖实验中各组增殖细胞百分比；C：CTV 细胞增殖实验流式图。

图 2　骨髓间充质干细胞在体外抑制T细胞增殖

Fig. 2　In-vitro suppresive function of BMSCs on T cell proliferation of BMSCs

表 1　各组小鼠皮肤移植物存活时间比较(n=5)
Tab. 1　Survival time of skin grafts in different 

groups (n=5)

分组

同基因移植组

对照组

BMSCs 组

存活时间/(d；x̄±s)

30，30，30，30，30；30 ± 0

11，11，10，11，10；10.6 ± 0.55

13，12，14，15，13；13.4 ± 1.14
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3　讨论

随着大量新型免疫抑制剂的开发应用，器官

移植进入了一个高速发展的阶段，但免疫抑制剂

的不良反应仍是阻碍移植医学进一步发展的问

题[8]。救治大面积烧伤患者所面临的最主要问题就

是自身皮源的匮乏，无法在早期封闭创面，与异

种皮和生物敷料相比，异体皮片依然是更为理想

的覆盖物[9]，延长异体皮片在受体的存活时间，能

够为大面积烧伤患者争取宝贵的救治时机，减轻

创面渗出、预防创面感染，进而提高患者救治成

功 率 。 间 充 质 干 细 胞 是 干 细 胞 治 疗 研 究 的 热

点[10-11]，其获取和体外扩增都相对容易，既往大量

工作表明其具有免疫调节作用，近年来首款在国

内获批上市的干细胞疗法采用的也是间充质干细

胞，这些研究基础均提示间充质干细胞可用于延

长异体皮片移植物的存活。

本课题组在体外分离了供体鼠来源的骨髓间

充质干细胞，尽管骨髓间充质干细胞在骨髓细胞

中所占比例仅为 0.001% ~ 0.01%[12]，但由于干细胞

具有极强的增殖能力，在培养 3 d 后 BMSCs 逐渐形

成集落并开始扩增。在培养传代到第 3 代时，收集

细胞对其进行流式细胞术检测，结果表明，分离

扩增获得的细胞低表达白细胞分化抗原 CD34 和

CD45，高表达间充质干细胞表面标志物 CD105 和

CD106，与既往文献一致[13]，证实本研究分离出的

细胞确为骨髓间充质干细胞。在进行动物实验验

证前，我们对 BMSCs 在体外的功能进行了测定。

由于 CD4+ T 细胞为移植排斥反应中重要的效应细

胞，因此本实验中分选出 CD4 和 CD62L 双阳性的

naive CD4+ T 细胞作为效应细胞，验证 BMSCs 对

效应细胞增殖的抑制作用。本实验中采用的 ConA

是一种植物凝集素，能够活化 T 细胞，实验结果表

明 ConA 刺 激 的 效 应 细 胞 增 殖 最 明 显 ， 未 加 入

BMSCs 的效应细胞也有明显增殖，而以不同比例

加入 BMSCs 后，效应细胞的增殖明显受到抑制，

且加入的 BMSCs 数量越多，效应细胞的增殖越弱，

表明 BMSCs 具有在体外抑制 CD4+ T 细胞增殖的

能力。

为了进一步检测 BMSCs 抑制移植排斥反应的

能力，本课题组建立了 C57BL/6J 为受体的小鼠皮

肤移植模型，将植皮小鼠分为自体皮片组、异体

皮片组和 BMSCs 组。自体皮片组移植的小鼠皮片

能够长期存活，证实了模型建造可靠，可用于异

体皮片移植的研究。异体皮片移植组选用了 Balb/c

小鼠作为供体鼠，BMSCs 组则是在接受异体皮片

移植前预先输注了供体鼠来源的 BMSCs，结果显

示，BMSCs 组小鼠异体皮片存活时间长于单纯异

体皮片移植组，证实了 BMSCs 在体内也能够有效

抑制移植排斥反应，与其在体外抑制 CD4+ T 细胞

增殖的结果相同。

为了进一步探索 BMSCs 抑制移植排斥反应的

机制，课题组检测了移植受体小鼠淋巴结和脾中

CD4+ Foxp3+ Treg 的表达。调节性 T 细胞是一种重

要的具有负性免疫调节作用的细胞，在维持自身

免疫稳态中起到重要作用[14]，Treg 比例的异常变

化可能会导致自身免疫性疾病或肿瘤的发生。而

Foxp3 是 Treg 的特异性标志物，对 Treg 的发育和功

能起到了重要作用[15]。本研究中检测了各组受体

鼠在术后 8 d 淋巴结和脾中 Treg 比例的变化，结果

图 3　小鼠皮肤移植物照片(A)和Kaplan-Meier生存曲线(B)

Fig. 3　Photograph (A) and Kaplan-Meier survival curve (B) of 

skin grafts
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表明，BMSCs 组淋巴结和脾中 Treg 比例均高于单

纯异体皮片移植组，提示 BMSCs 可能是通过升高

Treg 水平进而抑制受体鼠对异体皮片的排斥作用，

而相关分子机制则需要进一步研究进行阐明。

近年来，BMSCs 用于移植排斥反应的临床治

疗已经在国内外展开了探索[16-17]。2021 年的一项

研究纳入了经一线治疗未改善的肾移植患者[17]，

给予了间充质干细胞静脉注射治疗，并在输注前

和输注后 6 个月时进行了免疫细胞表面标志物的检

测，结果表明，接受 BMSCs 治疗的患者并未表现

出明显不良反应，提示了间充质干细胞用于临床

治疗的安全性。另一项针对肝移植的研究表明，

输注间充质干细胞治疗肝移植后移植排斥反应是

可行的，在输注后 24 周的随访中未观察到不良反

应，接受间充质干细胞治疗的患者在术后 4 周的肝

组织病理学观察表明 MSCs 能够改善肝组织损伤，

而对照组未发现明显改善[16]，提示 MSCs 能够有效

减轻移植排斥反应引起的组织损伤。2019 年意大

利学者报道了使用自体 BMSCs 诱导肾移植免疫耐

受的临床案例，患者在接受免疫抑制剂诱导和

BMSCs 治疗后，已成功停用免疫抑制药物，这一

研究证实了 BMSCs 能够调节移植受体免疫系统进

而诱导免疫耐受，为 BMSCs 进一步在临床推广应

用 奠 定 了 基 础[18]。 这 些 研 究 结 果 均 提 示 我 们

BMSCs 用于大面积烧伤患者异体皮移植排斥治疗

的可行性，由于大面积烧伤患者在伤后早期存在

皮源匮乏的现实情况，异体皮多用于烧伤患者临

时覆盖创面[19]，采用 BMSCs 延长异体皮存活时间

可为患者争取宝贵的救治时机。烧伤患者在伤后

早期主要通过中性粒细胞发挥抗炎抗感染作用[20]，

而排斥反应中起重要作用的细胞主要是 T 细胞，尤

其是 CD4+ T 细胞，BMSCs 抑制 T 细胞增殖的作用，

对烧伤患者对创面定植细菌的免疫反应并无显著

抑制作用。

此外，本研究中输注 BMSCs 并未成功诱导异

体皮片的免疫耐受，移植的皮片在 20 d 内还是发

生了排斥反应，分析可能有以下原因：(1)皮肤是

一种免疫原性极强的组织，单纯通过细胞治疗可

能无法成功建立免疫耐受；(2)既往采用 BMSCs 诱

导移植免疫耐受的文献中，在输注 BMSCs 的同时

也联合使用了免疫抑制剂[21]。由于免疫抑制剂产

生的不良反应对于烧伤患者的治疗会产生不利影

图 4　移植受体鼠淋巴结(A)和脾(B)中Treg比例

Fig. 4　Treg proportion in DLN, NDLN (A) and spleen (B) of allograft recipient
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响，因此此种免疫耐受的诱导方法并不适合大面

积烧伤患者。我们建议，在今后的研究中，可以

通过基因编辑等方法增强 BMSCs 的免疫调节能力，

为 BMSCs 最终应用于烧伤患者的临床治疗提供理
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