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摘要：为探索体外稳定、高效诱导人髓源抑制性细胞（ｍｙｅｌｏｉｄｄｅｒｉｖｅｄｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｃｅｌｌ，ＭＤＳＣ）分化与扩增的实验方法，为体

外研究人 ＭＤＳＣ功能及作用机制提供新的实验技术支持，收集健康人全血后采用Ｆｉｃｏｌｌ密度梯度离心法分离ＰＢＭＣ，贴壁

法纯化单核细胞。用人ＧＭＣＳＦ和ＩＬ６（各１０、２０、４０和８０ｎｇ／ｍＬ）刺激ＰＢＭＣ或单核细胞４、７、１４和２１ｄ，与ＰＢＭＣ共

培养３ｄ；采用ＦＡＣＳ检测ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ、Ｔ细胞增殖和ＣＤ３＋ＩＦＮγ＋Ｔ细胞比例。结果显示，常规方法仅诱导ＰＢＭＣ或单核

细胞分化为较低比例的ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ；改善培养方法，用人ＧＭＣＳＦ和ＩＬ６（各８０ｎｇ／ｍＬ）刺激单核细胞１４ｄ（每４～５天

换１次液），可诱导出较高比例的ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ，且ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ表现出显著抑制Ｔ细胞增殖及分泌ＩＦＮγ的功能。该研究

提示，改良后的培养方法可高效诱导人单核细胞分化成为ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ，ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ具有较强的免疫抑制功能。
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　　髓源抑制性细胞（ｍｙｅｌｏｉｄｄｅｒｉｖｅｄｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ
ｃｅｌｌ，ＭＤＳＣ）是在肿瘤患者中发现的具有免疫抑制
功能的髓系异质细胞群，其可通过产生精氨酸酶１
（ａｒｇｉｎａｓｅ１，ＡＲＧ１）和活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅ
ｃｉｅｓ，ＲＯＳ）等抑制Ｔ细胞增殖及诱导Ｔ细胞凋亡，
促进肿瘤生长和转移［１３］。通常认为，小鼠 ＭＤＳＣ
标志物为 ＣＤ１１ｂ＋ Ｇｒ１＋，人 ＭＤＳＣ 标志物为

ＬＩＮ－ＨＬＡＤＲ－ＣＤ１１ｂ＋ＣＤ３３＋［４］。目前，用疾病
模型可顺利开展体内外动物实验，但诱导人 ＭＤＳＣ
体外分化并大量扩增的技术尚不成熟，使研究

ＭＤＳＣ在临床疾病中的作用及其机制受到限制。因
此，亟待探究出一种人 ＭＤＳＣ体外高效分化与扩增
的新方法，以满足更深入的临床试验研究的需求。

研究表明，以４０ｎｇ／ｍＬ的 ＧＭＣＳＦ和ＩＬ６
共同刺激小鼠骨髓细胞４ｄ，即可诱导产生大量的

ＭＤＳＣ，是体外扩增培养小鼠 ＭＤＳＣ的标准实验方
法［５６］。本课题组前期也采用此方法成功进行了小

鼠 ＭＤＳＣ的体外分化与扩增［７］。但目前文献中诱

导人外周血 ＭＤＳＣ体外分化及扩增的实验方法仍

不统一，且实验结果差异较大［８１０］。针对此问题，

本研究探索一种体外稳定、高效诱导人外周血

ＭＤＳＣ分化的新方法，旨在为体外探究人 ＭＤＳＣ作
用及机制提供新的实验技术支持。

１　材料与方法

１．１　研究对象 　随机选取２０２１年１月—２０２２年

７月大连医科大学附属第二医院体检健康人共３０
例（男性１０例，女性２０例），年龄为（４０．６３±１．９２）
岁。本研究所有外周血取样严格遵守医学伦理道德
要求，经捐赠者本人同意并签署知情同意书，且经
大连医科大学附属第二医院医学伦理委员会批准。

１．２　主要试剂与仪器　ＰＢＳ购自北京索莱宝科技
有限公司；毛果芸香碱购自德思特生物技术有限公
司；红细胞裂解液购自ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司；外周血淋
巴细胞分离液购自 ＴＢＤ公司；人ＣＤ３３分选试剂
盒购自 ＳＴＥＭＣＥＬＬ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公 司；ＲＰＭＩ
１６４０培养液和优级ＦＢＳ购自Ｇｉｂｃｏ公司；人ＣＤ３／

ＣＤ２８功能抗体购自ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司；人ＧＭＣＳＦ
和ＩＬ６购自 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公司；ａｎｔｉｈｕｍａｎＣＤ３３
Ａｌｅｘａ６４７和ａｎｔｉｈｕｍａｎＣＤ３ＰｅｒＣＰ购自Ｂｉｏｌｅｇ
ｅｎｄ公司；ａｎｔｉｈｕｍａｎＩＦＮγＡＰＣ购自ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
公司；佛波酯、离子霉素和高尔基体阻断剂购自南
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京福麦斯生物技术有限公司。流式细胞仪购自安捷
伦科技有限公司；实时荧光定量ＰＣＲ仪购自Ｂｉｏ
Ｒａｄ公司；细胞培养箱购自ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司。

１．３　方法

１．３．１　贴壁法纯化单核细胞 　取人新鲜全血，用

Ｆｉｃｏｌｌ密度梯度离心法分离ＰＢＭＣ，用含１０％ＦＢＳ
的ＲＰＭＩ１６４０完全培养液重悬细胞（２×１０６／ｍＬ），
并接种细胞于１２孔板中，于３７°Ｃ、５％ ＣＯ２ 恒温
培养箱中静置２ｈ，去除悬浮细胞。

１．３．２　ＭＤＳＣ培养条件 　用加入人ＧＭＣＳＦ和

ＩＬ６（各１０、２０、４０和８０ｎｇ／ｍＬ）的ＲＰＭＩ１６４０完
全培养液，于恒温培养箱中培养ＰＢＭＣ或单核细
胞４或７ｄ（每３～４天换１次新鲜培养液），或１４ｄ
（每４～５天换１次新鲜培养液），或２１ｄ（每４～５
天换１次新鲜培养液）。

１．３．３　ＭＤＳＣ抑制 Ｔ细胞增殖试验　根据说明
书，用磁珠纯化诱导分化的ＣＤ３３＋细胞。将羟基荧
光素二醋酸盐琥珀酰亚胺脂（ｃａｒｂｏｘｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ
ｄｉａｃｅｔａｔｅｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌｅｓｔｅｒ，ＣＦＳＥ）标记的ＰＢＭＣ
单独或与纯化的ＣＤ３３＋细胞以２∶１比例置于９６
孔培养板中，用加入２μｇ／ｍＬ人ＣＤ３／ＣＤ２８抗体
的ＲＰＭＩ１６４０完全培养液共培养３ｄ，收集细胞以
待检测。

１．３．４　ＦＡＣＳ检测 ＭＤＳＣ　在细胞悬液中加入

ａｎｔｉｈｕｍａｎ ＣＤ３３ Ａｌｅｘａ６４７， 室 温 避 光 孵 育

１５ｍｉｎ，洗涤并重悬细胞后置于冰上以待检测。检
测ＣＤ３＋ＩＦＮγ＋ Ｔ 细胞：用２０ｎｇ／ｍＬ 佛波酯、

１μｇ／ｍＬ离子霉素及５μｇ／ｍＬ高尔基体阻断剂于

３７℃培养箱中刺激４ｈ。先标记表面标志物ａｎｔｉ
ｈｕｍａｎＣＤ３ＰｅｒＣＰ，破胞膜后标记胞膜内标志物

ａｎｔｉｈｕｍａｎＩＦＮγＡＰＣ，洗涤并重悬细胞，置于冰
上以待检测。

１．４　统计学处理 　使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０软件
进行统计分析，定量资料以ｘ±ｓ表示，２组间比较
采用ｔ检验，多组间比较采用单因素方差分析，检
验水准（α）为０．０５。

２　结果

２．１　常规方法诱导ＰＢＭＣ分化产生ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ
　本研究首先采用常规方法体外诱导人 ＭＤＳＣ分
化。分离健康人ＰＢＭＣ，用加入人 ＧＭＣＳＦ和 Ｇ
ＣＳＦ或ＧＭＣＳＦ和ＩＬ６（各１０ｎｇ／ｍＬ）的培养液
培养４ｄ，采用ＦＡＣＳ检测ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ比例。结
果显示，用人 ＧＭＣＳＦ和 ＧＣＳＦ或 ＧＭＣＳＦ和

ＩＬ６刺激培养 ＰＢＭＣ４ｄ后，与对照组比较，

ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ比例差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，
图１）。

　　注：人ＧＭＣＳＦ和ＧＣＳＦ或ＧＭＣＳＦ和ＩＬ６（各１０ｎｇ／ｍＬ）培养ＰＢＭＣ４ｄ，ＦＡＣＳ检测各组ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ比例。

图１　常规方法诱导ＰＢＭＣ分化产生ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ

２．２　常规方法诱导单核细胞分化产生 ＣＤ３３＋

ＭＤＳＣ　为优化实验方案，本研究用贴壁法从

ＰＢＭＣ中纯化出单核细胞，以排除悬浮细胞的干
扰。用加入人 ＧＭＣＳＦ和 ＧＣＳＦ或 ＧＭＣＳＦ和

ＩＬ６（各１０ｎｇ／ｍＬ）的培养液培养人单核细胞４或

７ｄ后，采用ＦＡＣＳ检测ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ比例。结果
显示，用人ＧＭＣＳＦ和ＧＣＳＦ或ＧＭＣＳＦ和ＩＬ６
刺激培养单核细胞４或７ｄ后，与对照组比较，

ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ比例差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，
图２）。
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　　注：Ａ．人ＧＭＣＳＦ和ＧＣＳＦ或ＧＭＣＳＦ和ＩＬ６（各１０ｎｇ／ｍＬ）培养单核细胞４ｄ，ＦＡＣＳ检测各组ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ比例；Ｂ．人ＧＭ

ＣＳＦ和ＧＣＳＦ或ＧＭＣＳＦ和ＩＬ６（各１０ｎｇ／ｍＬ）培养单核细胞７ｄ，ＦＡＣＳ检测各组ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ比例。

图２　常规方法诱导单核细胞分化产生ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ

２．３　细胞因子浓度和培养时间对单核细胞分化为

ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ效率的影响 　为探寻有效的诱导单
核细胞分化为ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ的最佳细胞因子浓度
和培养时间，本研究用加入人ＧＭＣＳＦ和ＩＬ６（各

１０、２０、４０和８０ｎｇ／ｍＬ）的培养液培养人单核细胞

７ｄ，采用ＦＡＣＳ检测ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ比例。结果显
示，不同浓度细胞因子刺激单核细胞７ｄ均未诱导
出较高比例的ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ，但浓度为８０ｎｇ／ｍＬ
时ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ比例略有升高（图３Ａ）。进一步，
本研究用加入人 ＧＭＣＳＦ和ＩＬ６（各１０ｎｇ／ｍＬ）

的培养液培养人单核细胞７、１４和２１ｄ后，采用

ＦＡＣＳ检测ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ比例。结果显示，浓度为

１０ｎｇ／ｍＬ时，延长培养时间也未诱导出较高比例
的ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ（图３Ｂ）。因此，本研究用加入人

ＧＭＣＳＦ和ＩＬ６（各８０ｎｇ／ｍＬ）的培养液培养人单
核细胞７、１４和２１ｄ，采用 ＦＡＣＳ检测 ＣＤ３３＋

ＭＤＳＣ比例。结果显示，浓度为８０ｎｇ／ｍＬ，培养时
间为１４ｄ时，ＧＭＣＳＦ和ＩＬ６可稳定诱导出较高
比例的ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ（图３Ｃ）。

·７４·周鑫阳，等．体外高效诱导人 ＭＤＳＣ分化和扩增的方法探索



　　注：Ａ．人ＧＭＣＳＦ和ＩＬ６（各１０、２０、４０和８０ｎｇ／ｍＬ）培养单核细胞７ｄ，ＦＡＣＳ检测ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ比例；Ｂ．人ＧＭＣＳＦ和ＩＬ６（各

１０ｎｇ／ｍＬ）培养单核细胞７、１４和２１ｄ，ＦＡＣＳ检测ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ比例；Ｃ．人ＧＭＣＳＦ和ＩＬ６（各８０ｎｇ／ｍＬ）培养单核细胞７、１４和２１ｄ，

ＦＡＣＳ检测ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ比例。

图３　改良方法诱导单核细胞分化产生ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ

２．４　改良法诱导的ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ对Ｔ细胞增殖的
影响 　目前，仅用表面标志物仍无法将 ＭＤＳＣ与
单核细胞及中性粒细胞明确区分开，因此免疫抑制
功能检测对于体外鉴定 ＭＤＳＣ不可或缺［４］。为确
证采用改良法诱导的ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ具有免疫抑制
功能，本研究用人ＧＭＣＳＦ和ＩＬ６（各８０ｎｇ／ｍＬ）

刺激培养单核细胞１４ｄ后，对诱导产生的ＣＤ３３＋

ＭＤＳＣ进行形态观察（图４Ａ）和分离纯化（图４Ｂ），
并与ＣＦＳＥ标记的ＰＢＭＣ共培养，采用ＦＡＣＳ检测

ＣＤ３＋Ｔ细胞增殖及ＩＦＮγ产生情况。结果显示，与
单独培养的Ｔ细胞比较，ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ可显著抑制

ＣＤ３＋Ｔ细胞增殖（图４Ｃ）及ＩＦＮγ分泌（图４Ｄ）。

·８４· 现代免疫学２０２４，４４（１）



　　注：Ａ．显微镜下观察ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ的形态（×１００）；Ｂ．ＦＡＣＳ检测ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ比例；Ｃ．ＦＡＣＳ检测ＣＦＳＥｌｏｗＣＤ３＋Ｔ细胞比例；

Ｄ．ＦＡＣＳ检测ＣＦＳＥ＋ＣＤ３＋ＩＦＮγ＋Ｔ细胞比例。Ｐ＜０．００１。

图４　改良法诱导的 ＭＤＳＣ对Ｔ细胞增殖的影响

３　讨论

ＣＤ３３是一种唾液酸结合免疫球蛋白样糖蛋
白，主要表达于髓系细胞表面，是鉴定人 ＭＤＳＣ的
重要 表 面 标 志 物，且 靶 向 ＣＤ３３ 可 以 清 除 人

ＭＤＳＣ［１１１２］。研究显示，用加入人 ＧＭＣＳＦ和 Ｇ
ＣＳＦ（各４０ｎｇ／ｍＬ）且含１０％ ＦＢＳ的ＩＭＤＭ 完全
培养液培养人骨髓细胞４ｄ，可诱导出较高比例的

ＣＤ１１ｂｌｏｗ／－ ＭＤＳＣ［５］；用加入人 ＧＭＣＳＦ 和ＩＬ６
（各１０ｎｇ／ｍＬ）且含１０％ ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０完全
培养液培养ＰＢＭＣ７ｄ，可诱导出具有免疫抑制特
性的ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ，但未说明诱导出ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ
的比例和功能［８，１３］；用加入人ＧＭＣＳＦ和ＩＬ６（各

１０ｎｇ／ｍＬ）且含１０％人 ＡＢ血清的ＲＰＭＩ１６４０完
全培养液培养ＣＤ１４＋单核细胞６ｄ，可诱导出较高
比例的ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ（＞９９％）［１０］，但人 ＡＢ血清
价格较高，是同等体积ＦＢＳ价格的１０余倍。也有
研究表明，用１００ｎｇ／ｍＬ人ＧＭＣＳＦ和５０ｎｇ／ｍＬ
干细胞生长因子刺激脐带血来源的ＣＤ３４＋细胞６
周，可 诱 导 出 较 高 比 例 的 ＣＤ３３＋ ＭＤＳＣ （＞
９０％）［９］，但脐带血来源有限，且细胞培养时间过
长。因此，目前人 ＭＤＳＣ体外大量扩增技术仍不成
熟，使研究 ＭＤＳＣ在临床疾病中的作用及其机制
受到限制，亟待探究出一种人 ＭＤＳＣ体外高效分
化与扩增的新方法，以满足更深入的临床试验研究
的需要。

本研究结合前期研究工作基础，并参考现有文
献报道，尝试采用人 ＧＭＣＳＦ和 ＧＣＳＦ或 ＧＭ
ＣＳＦ和ＩＬ６（各１０ｎｇ／ｍＬ）刺激培养ＰＢＭＣ或单
核细胞４和７ｄ，人 ＧＭＣＳＦ和ＩＬ６（各１０、２０、

４０和８０ｎｇ／ｍＬ）刺激培养单核细胞７ｄ，人 ＧＭ
ＣＳＦ和ＩＬ６（各１０ｎｇ／ｍＬ）刺激培养单核细胞７、

１４和 ２１ｄ，均未能诱导出较高比例的 ＣＤ３３＋

ＭＤＳＣ。本研究改良实验方法，采用人ＧＭＣＳＦ和

ＩＬ６（各８０ｎｇ／ｍＬ）刺激培养单核细胞７、１４和２１ｄ，
结果显示，与培养时间为７和２１ｄ时比较，培养时
间为１４ｄ时，ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ比例显著升高（Ｐ＜
０．００１），且ＣＤ３３＋ＭＤＳＣ具有明显的免疫抑制功能。

综上所述，经过不断改良实验方法，本研究探
索出一种人 ＭＤＳＣ体外高效分化与扩增的新方法，
这将为临床开展 ＭＤＳＣ作用及机制研究提供新的
实验技术支持。
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