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摘要 目的 探讨骨髓间充质干细胞( MSCs) 及其上清液对

大鼠佐剂性关节炎( AA) 的预防作用。方法 培养扩增 SD
大鼠骨髓 MSCs，收集 MSCs 及其上清液。将健康雄性 SD 大

鼠右后足跖皮内一次性注射弗氏完全佐剂 0. 1 ml /只造模。
造模后行 MSCs 及其上清液干预。造模前 1 d、造模后 7、14、
21、28 d 测量大鼠体重和后足爪体积，同时观察大鼠生存状

况。干预后第 28 天，行四肢关节 X 线片及病理检查。结果

MSCs 干预组和上清液干预组大鼠，原发性炎症和继发病

变均不明显，关节 X 线片和病理检查均未见明显异常，与模

型组大鼠相比，体重和足爪体积差异有统计学意义 ( P ＜
0. 05) 。结论 MSCs 及其上清液可有效干预弗氏完全佐剂

诱导的大鼠 AA 的进展。
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类风湿性关节炎( rheumatoid arthritis，ＲA) 是一

类以关节滑膜炎及对称性、破坏性的关节病变为主

要特征的慢性全身性自身免疫性疾病［1］。可致关

节功能障碍，甚至残疾，其发病机制尚不十分明确。
迄今临床缺乏根治 ＲA 的方案和预防的措施。传统

的药物治疗仅能部分缓解病情，尚不能有效地逆转

ＲA 发生的病理生理改变。目前研究［2］表明，间充

质干细胞( mesenchymal stem cells，MSCs) 及其上清

液具有较好的免疫调节作用，能抗炎、抗纤维化及促

进血管形成、修复受损组织。分离、培养以及扩增获

取 MSCs 及其培养上清液简便、经济。采用弗氏完

全佐剂建立与人类 ＲA 类似的大鼠佐剂性关节炎模

型［3］，方法成熟。该研究采用骨髓 MSCs 及其上清

液干预佐剂性关节炎( adjuvant arthritis，AA) 大鼠模

型，抑制 AA 发生的病理生理改变达到干预佐剂性

关节炎发生的目的，为 ＲA 的预防提供实验理论基

础。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 实验动物 健康 SD 雄性大鼠，SPF 级，5 周

龄，( 100 ± 20 ) g，共 60 只，由贵阳医学院实验动物

中心提供。标准饲料喂养，自由饮水。
1． 1． 2 主要试剂 低糖 DMEM 培养基( 美国 Gibco
公司) ; 0. 25%胰蛋白酶及 10% 胎牛血清( 美国 Hy-
clone 公司) ; 弗氏完全佐剂( 美国 Sigma 公司) ; 倒置

相差显微镜( 日本 Panasonic 公司) ; CO2 培养箱( 美

国 Thermo Forma 公司) ; 流式细胞仪( FACS Aria Ⅱ，

美国 BD 公司) ; 移动式牙科 X 射线机( 中国泰州中

联公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 大鼠 MSCs 的体外分离、纯化、增殖培养、鉴
定及收集 取 5 周龄 SD 大鼠，无菌条件下取双侧

股骨，去除表面附着的软组织，用剪刀去除股骨、胫
骨两端，暴露骨髓腔。7 号针穿刺入骨髓腔，用含肝

素的无血清 DMEM 混合液冲出骨髓腔中的骨髓至

无菌平皿中。加入含有 10% 胎牛血清的 L-DMEM
稀释骨髓液，接种到底面积为 25 cm2 的细胞培养瓶

中。37 ℃，饱和湿度下，5% CO2 培养箱培养。倒置

相差显微镜逐日观察，3 d 后半量换液，以后每 3 d
用含 10% FBS 的 L-DMEM 全量换液，待细胞融合至

80% ～90%后传代。倾去培养液后，用 PBS 液冲洗

2 ～ 3 遍，然后加入 0. 25% 胰蛋白酶 1 ml 常温下消

化 3 min，轻轻摇动，当见细胞出现皱缩，细胞间隙增

宽，并有少许细胞脱落时立即加入含血清的培养液

终止消化。收集细胞-酶溶液，1 000 r /min 离心 5
min，弃去上清液，加入 2 ml L-DMEM 液，用吸管轻

轻吹打制成均匀的细胞悬液，计数并按每 3 ml( 0. 5
～ 1) × 105 密度接种于底面积为 25 cm2 的培养瓶中

继续培养。如此联合应用密度梯度离心和贴壁筛选

法分离纯化扩增细胞。传至第 4 代，应用流式细胞

仪进行细胞膜表面分子 CD29、CD34、CD45 及 CD71
的水平检测分析［4］。治疗前用胰酶消化，离心，生

理盐水洗涤两遍重悬成细胞悬液备用。
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1． 2． 2 上清液的收集 收集上述培养第 4 代细胞

48 h 的培养液，离心，超低温冰箱冻存备用。
1． 2． 3 实验分组 60 只 SD 大鼠适应性饲养 3 d
后按照随机数字表法将大鼠随机分为 5 组: 模型组

( n = 20) ，正常对照组( n = 10 ) ，L-DMEM 对照组( n
= 10) ，MSCs 干预组 ( n = 10 ) ，上清液干预组 ( n =
10) 。
1． 2． 4 佐剂性关节炎大鼠模型的制备 模型组取

弗氏完全佐剂［3］，充分振荡、混匀，75% 酒精消毒大

鼠右后足，无菌皮试针抽取佐剂，于右后足跖皮内一

次性注射 0. 1 ml /只。正常对照组大鼠注射等量的

生理盐水。观察 5 组大鼠的呼吸、精神状态、活动、
进食、饮水、体重等情况。在造模第 1、7、14、21、28
天分别称量大鼠体重，称量体重固定时间点，称量前

禁食禁水 4 h。排水法测足爪体积，即在大鼠足部踝

骨关节突出部位划一条线作为标记，用一特制量筒，

灌满水后，将大鼠足爪插入，使踝关节骨上的标记处

于水平面，另用一个烧杯接从量筒侧口排出的水，测

量排出水的量( ml) 即为所测大鼠足爪的体积。造

模第 21 天从模型组随机分出 10 只大鼠，10% 水合

氯醛( 0. 3 ml /100 g) 腹腔注射麻醉后，四肢关节做

X 线片检查 ( 采用移动式牙科 X 射线机，电压 65
kV，电流 7 mA，曝光时间 0. 10 ms) 及常规 HE 染色

病理切片，进行动物模型的鉴定［5］。
1． 2． 5 MSCs 及其上清液的干预 将上述 5 组大鼠

做如下处理: 模型组和正常对照组不做任何处理。
MSCs 干预组于造模后当天 MSCs 舌下静脉缓慢一

次性注射 5 × 106 /ml 的 MSCs 细胞悬液 1 ml。上清

液干预组于造模后当天用上清液 2 ml 舌下静脉缓

慢注射，隔 1 d 注射 1 次，共治疗 4 次。L-DMEM 培

养液对照组注射 L-DMEM 培养液，方法同上清液干

预组。
1． 2． 6 MSCs 及其上清液干预后相关指标的检测

分别于造模当天( 致炎前) 、致炎后 7、14、21、28 d 测

量大鼠体重、双侧踝关节周长和后足爪体积 ( 方法

同前) 。并观察大鼠活动、食欲、毛色等情况。各组

大鼠在干预后第 28 天麻醉后行四肢关节 X 线片检

查( 方法同前) 。之后颈椎脱臼处死，取四肢关节做

病理检查。
1． 2． 7 干预相关副作用的观察 全程观察各干预

组大鼠有无过敏反应及毒副作用发生。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 13. 0 软件进行分析。
所得结果用 珋x ± s 表示，采用单因素方差分析，在总

体水平有差异的情况下，各组和模型组比较采用

LSD 法，组间比较采用 SNK 法。

2 结果

2． 1 大鼠 MSCs 的分离、培养、鉴定及收集 倒置

相差显微镜观察可见原代培养的细胞在培养 24 h
后贴壁，1 周后集落迅速增多，扩大并融合，铺满培

养瓶底面，予以传代培养。传至第 3 代，大部分细胞

呈梭形，漩涡状生长。传至第 4 代，细胞更均匀，细

胞形态无明显变化，无衰老征象，见图 1。行流式细

胞仪检测结果显示大鼠 MSCs: CD71 +、CD29 + ，而

CD34 －、CD45 － ，符合 MSCs 的生物学特征，见图 2。
并收集制备成 MSCs 细胞悬液，台盼蓝染色计数活

细胞数达 90%以上。

图 1 第 4 代大鼠 MSCs × 100

图 2 大鼠 MSCs 表面抗原 CD71、CD34、CD29、

CD45 流式细胞分析结果
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2． 2 上清液的收集 收集到的离心后的传至第 4
代的 MSCs 48 h 的培养液淡红、清亮。
2． 3 各组大鼠生存状况及体重、足爪变化情况 在

造模期间动物无死亡，模型组造模后动物较正常对

照组动物活动明显减少，毛发直立，晦暗无光泽，食

欲下降，关节肿胀且进行性加重，活动功能障碍。体

重均有不同程度的增长，但模型组大鼠体重的增长

明显小于正常对照组。注射佐剂侧原发病变主要表

现为早期致炎部位的炎症反应，致炎后 3 d 右足肿

胀达一个高峰，持续 4 ～ 5 d 后逐渐减轻，1 周后再度

肿胀，继发病变出现于致炎后的 2 周左右，表现为同

侧和对侧及前足肿胀，且进行性加重，行动不便，体

重下降。L-DMEM 对照组未见明显好转，与模型组

相近。MSCs 干预组和上清液干预组造模后 3 d 内

局部( 原发侧) 略微出现红肿，活动无明显受限。继

而于 1 周左右红肿消退，之后患侧、对侧及前肢在干

预后的 28 d 内均未见明显红肿、强直、变形及活动

受限，趋于正常对照组; 体重与正常对照组体重增长

相当，相对模型组体重有明显增加，差异有统计学意

义( P ＜ 0． 05) ; 足爪体积增长曲线较正常对照组基

本吻合，与模型组比较，差异有统计学意义 ( P ＜
0. 05) ，见表 1 ～ 3。
2． 4 影像学变化 与正常对照组相比，模型组可见

周围软组织影增厚，骨性关节面模糊不清，欠光滑，

有锯齿状改变，关节边缘骨质破坏，近关节处骨质疏

松，关节间隙变窄，如图 3B 箭头所示。L-DMEM 培

养液对照组关节 X 线片与模型组相近，未见明显好

转。MSCs 干预组和上清液干预组的周围软组织影

未见明显增厚，骨性关节面光滑，关节边缘骨质未见

明显破坏，关节间隙正常，与正常对照组无明显差

异，见图 3。
2． 5 关节组织病理学检查结果 常规HE染色病理

切片显微镜检发现，模型组大鼠在右后足 ( 即注射

足) 中观察到关节周围有大量的淋巴细胞浸润 ;

图 3 大鼠关节影像学表现

A: 正常对照组; B: 模型组; C: MSCs 干预组; D: MSCs 上清液干

预组

表 1 大鼠体重变化( g，n = 10，珋x ± s)

组别 致炎前
致炎后

第 1 周 第 2 周 第 3 周 第 4 周

模型 107． 60 ± 9． 24 118． 80 ± 11． 32 131． 20 ± 21． 48 151． 20 ± 19． 87 175． 40 ± 28． 47
正常对照 102． 60 ± 9． 10 121． 00 ± 9． 90 147． 40 ± 7． 40 175． 20 ± 6． 46※ 208． 60 ± 7． 80※

L-DMEM 对照 103． 60 ± 6． 80 122． 80 ± 6． 38 142． 40 ± 5． 03 159． 80 ± 9． 96 177． 60 ± 7． 99
MSCs 干预 100． 60 ± 9． 18 120． 20 ± 8． 87 144． 80 ± 13． 92※ 170． 40 ± 13． 22※ 198． 80 ± 22． 24※

上清液干预 103． 60 ± 8． 79 127． 00 ± 4． 74 150． 40 ± 8． 76※ 175． 00 ± 6． 82※ 199． 40 ± 8． 96※

与模型组比较: ※P ＜ 0. 05

表 2 大鼠右足体积变化( ml，n = 10，珋x ± s)

组别 致炎前
致炎后

第 1 周 第 2 周 第 3 周 第 4 周

模型 0． 84 ± 0． 05 1． 00 ± 0． 14 1． 18 ± 0． 08 1． 36 ± 0． 05 1． 58 ± 0． 13
正常对照 0． 84 ± 0． 05 0． 90 ± 0． 07 0． 96 ± 0． 05※ 1． 00 ± 0． 07※ 1． 02 ± 0． 04※

L-DMEM 对照 0． 92 ± 0． 13 1． 26 ± 0． 15 1． 48 ± 0． 18 1． 68 ± 0． 23 1． 78 ± 0． 25
MSCs 干预 0． 88 ± 0． 10 0． 90 ± 0． 08※ 0． 93 ± 0． 10※ 0． 98 ± 0． 10※ 1． 05 ± 0． 06※

上清液干预 0． 85 ± 0． 10 0． 88 ± 0． 12 0． 93 ± 0． 14 0． 98 ± 0． 32※ 1． 02 ± 0． 08※

与模型组比较: ※P ＜ 0. 05
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表 3 大鼠左足体积变化( ml，n = 10，珋x ± s)

组别 致炎前
致炎后

第 1 周 第 2 周 第 3 周 第 4 周

模型 0． 84 ± 0． 05 0． 96 ± 0． 11 1． 02 ± 0． 08 1． 14 ± 0． 09 1． 22 ± 0． 13
正常对照 0． 84 ± 0． 05 0． 90 ± 0． 07 0． 96 ± 0． 05※ 1． 00 ± 0． 07※ 1． 02 ± 0． 04※

L-DMEM 对照 0． 92 ± 0． 13 0． 96 ± 0． 09 1． 06 ± 0． 11 1． 26 ± 0． 17 1． 38 ± 0． 11
MSCs 干预 0． 86 ± 0． 09 0． 90 ± 0． 07 0． 92 ± 0． 08※ 0． 98 ± 0． 08※ 1． 00 ± 0． 07※

上清液干预 0． 86 ± 0． 11 0． 88 ± 0． 13 0． 94 ± 0． 15 0． 98 ± 0． 11※ 1． 02 ± 0． 13※

与模型组比较: ※P ＜ 0. 05

左后足( 即对侧足) 和前足病变关节中出现滑膜增

生，可达 6 ～ 8 层，呈乳头状突起，细胞排列不规则，

可见有淋巴细胞浸润，有些软骨帽消失，严重的甚至

炎性细胞已侵蚀到软骨中，关节腔完全消失，纤维

化，如图 4B 箭头所示。L-DMEM 培养液对照组关节

病理改变与模型组相近，未见明显好转。MSCs 干预

组和上清液干预组关节结构清楚，滑膜组织基本正

常，未见明显增生及炎性细胞浸润; 关节面较光滑，

关节边缘骨质未见明显破坏，关节间隙正常，见图

4。

图 4 大鼠关节病理切片染色 HE ×40

A: 正常对照组; B: 模型组; C: MSCs 干预组; D: MSCs 上清液干预组

2． 6 干预后相关副作用的观察 本实验全程观察

到 MSCs 干预组和上清液干预组大鼠实验过程中无

呼吸急促，皮肤无皮疹出现，大便干燥、颗粒状，大鼠

活动自如，食欲佳。毒副作用表现不明显，肝脏、肾
脏、脾脏、胸腺及睾丸等各大脏器未见肿瘤发生。

3 讨论

该研究选用传代至第 4 代的 MSCs 及其上清液

对大鼠 AA 进行干预，此时的细胞已纯化且增殖旺

盛，该研究初步证实 MSCs 及其上清液对 AA 大鼠动

物模型具有干预作用，能改善 AA 大鼠的生存状况

和相关症状，有效预防大鼠 AA 的发生。
ＲA 是一种致残率很高的疾病，其发生与免疫

功能紊乱有关。传统的药物治疗多数仅能缓解症

状，而难以治愈，更无有效预防 ＲA 的方法。有文

献［2，6］报道，MSCs 在体外的混合淋巴细胞反应体系

中不诱发同种异体外周血单个核细胞的增殖，使 T
细胞的增殖几乎被完全抑制，提示 MSCs 具有较为

独特的免疫原性和免疫调节性。研究［7］显示，自体

或异体的 MSCs 加入到有丝分裂原刺激的外周血淋

巴细胞培养体系中，均能明显抑制 T 淋巴细胞的增

殖活化。此外，有学者发现即使 MSCs 分化成其他

类型的细胞，也继续保留它的免疫调节作用［8］，并

能避免移植物抗宿主病的发生［9］。有文献［10］报道，

用人脐带 MSCs 治疗 ＲA 获得成功，MSCs 具有趋化

作用，关节病变可以促进 MSCs 向病变滑膜聚集，修

复损伤的关节组织［11］。MSCs 阻止炎性介质的释

放，减轻炎症反应，减轻组织损伤，有利于阻止病情

进展。
MSCs 还能分泌多种细胞因子，具有营养作用，

能促进干细胞的增殖和分化［12］。有研究［13］显示，

在与淋巴细胞不产生物理接触的情况下 MSCs 仍可

抑制淋巴细胞的增殖，说明 MSCs 产生了一些可溶

性因子介导这一功能。吴涛 等［14］证实在无细胞接

触条件下成人 MSCs 上清液对异体淋巴细胞增殖的

负调控作用。MSCs 上清液能够抑制异体淋巴细胞

增殖转化，且在外源性刺激源植物血凝素存在的情

况下，其抑制效果明显增强，提示其负调控作用至少

是通过部分分泌可溶性细胞因子而间接对淋巴细胞

产生抑制的。冯鹏 等［15］ 通过体内干预实验发现

MSCs 上清液可以显著激活脑梗死后损伤原位内源

性神经前体细胞的增殖、分化，可部分启动内源性修

复机制。
MSCs 及其上清液对免疫系统的调节起重要的

作用，有望从根本上调整患者病态免疫系统［16］; 且

MSCs 作为成体干细胞，形成肿瘤的倾向极低，在目
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前发表的资料中未见报道。本研究结果初步表明

MSCs 及其上清液预防 ＲA 的发生是有效、安全可行

的。
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Ｒesearch on the intervention of bone marrow MSCs and
MSCs supernatant to adjuvant arthritis in rat

Xu Jianwei1，He Zhixu2，Shen Changqing3，et al
( 1Dept of Pharmacology，2Center of Tissue Engineering and Stem Cell，Guiyang Medical University，

Guiyang 550004; 3Dept of Pediatrics，The Affiliated Hospital of Jining Medical College，Jining 272029)

Abstract Objective To explore the effect of marrow mesenchymal stem cells ( MSCs) and MSCs supernatant to
prevent adjuvant arthritis ( AA) in rats and its mechanisms． Methods MSCs which had been cultured and cloned
with supernatant would be collected． Ｒat’s right rear paw of the model group was injected intracutaneously with 0．
1 ml of Freund’s complete adjuvant． After modeling，the rats were given MSCs and MSCs supernatant intervention．
During the period，the rats’weights and hind paw volumes were measured on the 1st，7th，14th，21st and 28th
days respectively． And the rats’living conditions were observed． On the 28st day of the intervention，X-ray exami-
nation and pathological examination of rats’limb joints were carried out． Ｒesults After using MSCs supernatant to
intervene adjuvant arthritis，primary inflammation and secondary lesions were not obvious，and joint X-ray and
pathological examination showed no obvious abnormalities． Compared with model group，the differences of rats’
weight and paw volume had statistically significant ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion The results indicate that MSCs and
MSCs supernatant can intervene the progress of AA．
Key words marrow mesenchymal stem cells; supernatant; adjuvant arthritis
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