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人脐带间充质干细胞移植治疗类风湿性

关节炎的临床研究
杨  奕1,2  何  骁1  郭  1  朱  明1  赵榕森1  刘重阳2*  徐  祥1*

(1第三军医大学第三附属医院(所)第一研究室, 创伤、烧伤与复合伤国家重点实验, 重庆 400042; 
2第三军医大学第三附属医院(所), 风湿免疫科, 重庆 400042)

摘要      该研究基于部分类风湿性关节炎(rheumatoid arthritis, RA)患者常规药物治疗无法达

到临床缓解, 以及具有免疫调节能力的间充质干细胞(mesenchymal stem cell, MSC)可以治疗免疫

功能紊乱疾病的研究背景, 评价人脐带MSC移植治疗RA的安全性和有效性。共纳入50例对常规药

物反应较差的活动性RA患者, 接受间充质干细胞移植(MSC transplantation, MSCT)。结果显示, 在
MSCT后12个月, 根据EULAR反应标准评价治疗效果, 发现具有良好或中度反应的患者(n=30)表现

为外周血调节性T细胞(regulatory T cells, Treg)细胞的百分比增加, 辅助性T细胞17(T helper cell 17, 
Th17)比例降低, 肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-alpha, TNF-α)和白介素-6(interleukin-6, IL-6)
水平降低, IL-10水平增加, 而无反应的患者(n=20)没有观察到上述现象。移植治疗没有任何严重不

良事件发生。该研究结果提示, 对于部分常规治疗反应差的活动性RA患者, 同种异体MSCT可以改

善疾病活动度与血清学指标, 并恢复机体免疫稳态。

关键词       间充质干细胞; 类风湿关节炎; 干细胞移植; 免疫调节; 临床试验
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Abstract       The part of rheumatoid arthritis (RA) patients with conventional drug treatment can not 
achieve clinical remission, and mesenchymal stem cells (MSC) with immunomodulatory ability could treat immune 
dysfunction diseases. Based on above facts, the present study evaluated the safety and efficacy of human umbilical 
cord mesenchymal stem cells (hUC-MSC) in the treatment of rheumatoid arthritis (RA). A total of 50 patients with 
persistently active RA but poor responses to conventional medication underwent MSCT. The results demonstrated 
that 12 months after MSCT, outcomes of the patients were evaluated according to the EULAR response criteria, those 
with good or moderate response were put into the response group (n=30), and those with no response were put into 
the no-response group (n=20). For the response group, peripheral regulatory T cells increased while the percentage of 
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Th17 cells decreased, the levels of tumor necrosis factor-alpha and interleukin-6 in serum decreased, and interleukin-
10 increased after MSCT. These were not observed in the no-response group. No serious adverse events were reported 
for either group. It is suggested that allogeneic MSCT ameliorated disease activity, improved serological markers and 
restored immune homeostasis, for a portion of patients with active RA refractory to conventional treatment.

Keywords       mesenchymal stem cell; rheumatoid arthritis; stem cell transplantation; immunomodulation; clinical trial

类风湿性关节炎(rheumatoid arthritis, RA)是一种

自身免疫性慢性滑膜炎, 其特征为手、足小关节对称

性、侵袭性多关节炎症。滑膜关节损伤会随时间进

展而出现功能障碍, 最终导致残疾, 同时常伴有关节

外器官受累。RA的病理主要表现为滑膜细胞增生、

间质炎性细胞浸润、微血管新生及软骨和骨组织的

破坏等。遗传和环境因素共同导致机体免疫稳态的

失衡是系统性滑膜炎症和RA发生的主要机制[1]。

根据Klarenbeek等[2]的研究结果, 508例RA患

者分别使用激素、改变病情的抗风湿药(disease-
modifying antirheumatic drugs, DMARDs)或生物制剂

治疗, 跟踪随访5年, 有超过50%的RA患者治疗后未

达到临床缓解。近10年来, 尽管生物制剂的研发取

得了一些进步, 但仍有一些问题尚未解决: (1)部分患

者不能耐受生物制剂; (2)生物制剂价格昂贵并且会

减弱机体免疫力, 增加感染性疾病和肿瘤发生的风

险。因此, 迫切需要为RA患者寻找新的治疗方法。

间充质干细胞(mesenchymal stem cell, MSC)是
来自骨髓或其他结缔组织(如脐带、脂肪、胎盘、牙

龈等)的多能细胞, 具有自我更新和分化成间质组

织的能力[3]。它们除了具有可分化为骨、软骨、脂

肪、肌肉等多种组织细胞分化能力, 在许多疾病研

究中观察到MSC还具有免疫调节能力[4-11]。MSC具
有很强的免疫可塑性, 在特定的微环境下, 可通过分

泌不同细胞因子从而发挥抑制炎症或促进炎症的

功能, MSC还可以通过诱导调节性T细胞(regulatory 
T cells, Treg)的分化, 间接抑制活化T淋巴细胞和

外周血单核细胞(peripheral blood mononuclear cell, 
PBMC)[12-13]的增殖, 并且抑制辅助性Th17细胞

(Th17)功能[14-15], 进而对RA免疫稳态失衡起调节

作用[16]。基于MSC具有独特的免疫调节能力, 使
它们成为可用于移植物抗宿主病(graft-versus-host 
disease, GvHD)[17]和自身免疫疾病[如系统性红斑狼

疮 (systemic lupus erythematosus, SLE)[18]等 ]免疫功

能紊乱调节的理想候选细胞。然而, 对于MSC移植

治疗RA的临床疗效存在很大的个体差异[19-20], 目前

原因仍不清楚。

本研究旨在评估人脐带间充质干细胞(human 
umbilical cord mesenchymal stem cell, hUC-MSC)移
植治疗RA的安全性和有效性, 为其治疗RA的机制

研究和进一步临床应用提供数据。

1   对象与方法
1.1   实验设计

I/II期临床干预性试验。

1.2   患者纳入标准

所有患者符合美国风湿病学会1987的RA分

类标准, 没有其他自身免疫性或全身性疾病。根据

“赫尔辛基宣言”提供了书面知情同意书。本研究

在Chictr.org(标识符: ChiCTR-ONC-16008770)中注

册, 由中国人民解放军第三军医大学大坪医院伦理

委员会批准。登记的RA患者对常规临床治疗策略

[包括DMARDs、非甾体抗炎药(nonsteroidal anti-
inflammatory drugs, NSAIDs)、类固醇和生物制剂]
反应差, 或不能耐受其严重的副作用, 并且仍然处于

疾病活动中。

1.3   hUC-MSC体外培养制备方案

hUC-MSC由本实验室采用本院妇产科健康孕

产妇脐带贴壁法分离培养备用。用间充质干细胞无

血清培养基(Gibco)置于37 °C、5% CO2孵箱中培养。

大约3 d细胞生长汇合至90%以上, 后用0.25%胰蛋白

酶/EDTA消化, 13׃传代间充质干细胞, 无血清培养基

继续培养。采用流式细胞术及三系分化鉴定hUC-
MSC。本实验所用hUC-MSC为3~5代。

1.4   治疗方案

hUC-MSC由大坪医院的细胞生物治疗中心提

供, 采用细胞贴壁法提取[21]并满足临床使用标准[22]。

患者通过静脉输注含1%白蛋白的生理盐水稀释的

hUC-MSC(1×106细胞/mL)的混合液, 用量为1×106细

胞/kg体重。如果输注后患者疾病状况持续改善, 则
会依据药物减量原则, 逐渐减少常规药物, 依次为强

的松、NSAIDs和DMARDs。治疗方案的调整由风
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湿病专家组织会诊后实施。

1.5   评估疾病状态

所有患者在治疗后第1月每周1次, 2~6月每月1
次, 之后每3个月1次, 进行随访。在这些时间点, 检
查和记录患者的不良事件、一般身体状况、血清学

指标、Treg和Th17细胞。记录患者的基线和每次随

访时的28个关节疾病活动评分(disease activity score 
of 28 joints, DAS28)[23]和健康评估问卷健康状况问

卷(health assessment questionnaire, HAQ)[24]。

1.6   实验室检查

通过使用购自Euroimmun(Lübeck, Germany)
的间接免疫荧光试剂盒测定抗环瓜氨酸肽抗体

(anti-CCP)和类风湿因子(rheumatoid factor, RF)的
血清水平。通过流式细胞术(NovoCyte TM)分析

外周血Treg、Th17细胞的百分比。针对分化群集

4(cluster of differentiation 4, CD4)、CD25和叉头

盒P3(forkhead box P3, Foxp3)的单克隆抗体购自

eBioscience公司。使用NovoExpress软件分析流式

细胞术数据。使用多重细胞因子试剂盒定量以下细

胞因子: 肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-alpha, 
TNF-α)、白介素 -1β(interleukin-1β, IL-1β)、IL-2R、
IL-6、L-8 和 IL-10。根据说明书进行测定, 并用

Luminex 200系统(Millipore Corporation公司)进行测

量。

1.7   主要观察指标

包括疾病活动度评分(DAS28)、健康评估问卷

健康状况问卷、C反应蛋白、血沉、Treg、Th17、
炎症因子水平、anti-CCP和RF。
1.8   统计分析

所有统计检验均为双侧, 显著性水平设为

P<0.05。所有分析均通过SPSS 17.0(SPSS, Inc.)进行, 
数据表示为平均值±标准偏差(S.D.)。

2   结果 
2.1   hUC-MSC体外诱导三系分化及表面标志鉴定

倒置显微镜下观察可见, 正常培养的hUC-MSC
呈梭形且呈漩涡样排列(图1A)。体外诱导hUC-
MSC分别向骨、软骨、脂肪分化, 可见hUC-MSC成

A: 正常生长的hUC-MSC; B: hUC-MSC成骨分化, 红色为钙沉积(茜素红染色); C: hUC-MSC成软骨分化, 蓝色为糖胺聚糖(阿尔新蓝染色); D: 
hUC-MSC成脂肪分化, 红色为细胞内脂滴(油红O染色); E: 流式细胞术鉴定hUC-MSC的表面标志物。

A: hUC-MSC in normal condition; B: osteogenic differentiation of hUC-MSC; C: chondrognic differentiation of hUC-MSC; D: adipogenic 
differentiation of hUC-MSC; E: detection of surface markers of hUC-MSC by flow cytometry.

图1   hUC-MSC培养和鉴定

Fig.1   Culture and identification of hUC-MSC
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功分化为具有骨细胞、软骨细胞、脂肪细胞特征的

细胞(图1B~图1D)。流式细胞术检测结果表明, 第
3代hUC-MSC表面标志为CD29+、CD34–、CD45–、

CD90+和CD105+(图1E)。
2.2   安全性评价

在hUC-MSC输注期间或之后没有发生急性

严重不良事件, 3名患者在输注后发生寒战或发热

(≤39 °C), 未经任何处理后在3 h内自行恢复。没有

患者发生移植物抗宿主病GvHD, 并且没有严重感

染发生。在常规血液检查、肝和肾功能分析、胸部

X光检查、尿液分析或心电图中均未发现明显异常。

在RA患者随访期间, 除疾病相关状况改变外, 未发

现其他可能与hUC-MSC输注相关的不良事件发生。

2.3   疾病活动度评估

基于患者的报告, 50例患者中有4例关节疼

痛和肿胀在hUC-MSC治疗后1周即得到缓解, 伴
有睡眠和疲劳感的改善。在随访期间, 共30例患

者的临床症状得到改善, 在间充质干细胞移植

(mesenchymal stem cells transplantation, MSCT)后疾

病活动度和药物剂量均减少, 但其他20例没有上述

改善。根据基于DAS28的EULAR反应标准[25], 我们

将患者分为显示良好或中度反应的有效组(n=30)
和显示无反应的无效组(n=20), 两组患者在基线时

未检测到显著差异(表1)。MSCT后12个月, 伴随着

CRP和ESR的降低, 有效组的HAQ和DAS28显著降

低(图2A~图2D), 表现出疾病状态的改善。此外, 有
效组中13例患者的泼尼松用量在MSCT后逐步降低

(图2E), 而无效组均未见上述疾病活动度改善。

2.4   自身抗体谱的血清学结果

为了进一步研究MSCT治疗效果, 在MSCT前后

检测患者抗环瓜氨酸肽抗体(anti-CCP)和类风湿因子

(RF)。有效组的anti-CCP抗体与基线相比在移植后

12个月显著降低(P<0.05, 图3A), 尽管RF水平也有所

降低但这些变化没有发现具有统计学差异(图3B)。
2.5   免疫稳态评估

RA是一种严重的、进行性的、病因未知的全

身炎症性疾病。RA的进展与免疫系统的紊乱密切

相关, 其主要表现为免疫稳态失衡。进一步检测发

现, MSCT后有效组外周血(CD4+CD25+Foxp3+)Treg
的百分比增加, 而无效组中没有明显变化(图3C)。
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图2   疾病活动的评估

Fig.2   Assessment of disease activity
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表1   患者临床流行病学数据

Table 1   Clinical and demographic characteristics of the patients enrolled in the study
项目

Item
有效组

Effective group
无效组

Invalid group

n 30 20 

Rate of female (%) 28 (93.30) 19 (95.00) 

Average age (year old) 50.70 51.20

Mean course of disease (year old) 4.00±2.75 3.94±3.79

DAS28 5.45±0.93 5.90±1.72

HAQ 6.67±2.50 6.78±3.70 

Rate of history of medication (%)

DMARDs 30 (100) 20 (100)

Biologics  7 (23.30)  6 (30.00) 

NSAIDs 30 (100) 20 (100) 

Steroids 13 (43.30) 12 (60.00) 

HAQ: 健康评估问卷; DAS28: 28关节疾病活动评分; DMARDs: 疾病缓解性抗风湿药; NSAIDs: 非甾体抗

炎药。

HAQ: health assessment questionnaire; DAS28: disease activity score of 28 joints; DMARDs: disease-
modifying anti-rheumatic drugs; NSAIDs: nonsteroidal anti-inflammatory drugs.

A: anti-CCP的血清水平; B: RF的血清水平; C: CD4+T细胞中CD4+CD25+Foxp3+Treg的百分比; D: CD4+T细胞中Th17细胞的百分比。ns: 无显著

差异, **P<0.01。anti-CCP抗环瓜氨酸肽抗体; RF: 类风湿因子。

A: serum level of anti-CCP; B: serum level of RF; C: the percentage of CD4+CD25+Foxp3+ regulatory T cells of CD4+T cells; D: the percentage of Th17 
cells of CD4+T cells. ns: no significant differences, **P<0.01. Anti-CCP: anti-cyclic citrullinated peptide antibody; RF: rheumatoid factor. 

图3   自身抗体谱和免疫功能的血清学结果

Fig.3   Serological findings of autoantibody profile and immune function
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此外, 在所有患者中观察到免疫状态失衡指标Th17
比例保持较高水平, 而在MSCT后有效组中则逐渐

降低(图3D), 但无效组仍处于较高水平, 反应出机体

高炎症的疾病活动状态。

2.6   炎症微环境评估

作为免疫失衡的结果, RA患者常常以高炎症微
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A: 白细胞介素6(IL-6)的血清水平; B: 肿瘤坏死因子-α(TNF-α)的血清水平; C: 白介素-10; D: 白介素-1β; E: 白介素-2R; F: 白介素-8; ns: 无显著性

差异, *P<0.05, **P<0.01。
A: serum level of interleukin interleukin-6 (IL-6); B: serum level of tumor necrosis factor-alpha (TNF-a); C: serum level of interleukin-10 (IL-10); 
D: serum level of interleukin interleukin-1b (IL-1β); E: serum level of interleukin-2 receptor (IL-2R); F: serum level of interleukin-8 (IL-8). ns: no 
significant differences, *P<0.05, **P<0.01.

图4   炎症微环境评估结果

Fig.4   The evaluated results of inflammatory microenvironment

环境为特征, 包括高水平的白细胞介素6(IL-6)和肿

瘤坏死因子-α(TNF-α)(图4A和图4B)以及低白细胞

介素10(IL-10)(图4C)等。hUC-MSC治疗后, 有效组

患者表现出免疫稳态的恢复, 即IL-10增加(图4C)的
同时IL-6和TNF-α水平的降低(图4A和图4B)。但是

IL-1β、IL-2R和IL-8没有观察到明显变化(图4D~图
4F)。

3   讨论 
类风湿性关节炎(RA)是由多种病因引起的以

滑膜炎症为特征的常见风湿免疫性疾病之一。2015
年统计结果显示, 全球RA患者总数超过700万, 这些

患者由于疾病的进展或治疗效果差, 最终会出现关

节功能障碍和肢体残疾, 给家庭和社会带来沉重的

负担。目前, 部分RA患者对常规药物治疗反应较差

或不能耐受, 同时由于RA复杂的发病机制及众多导

致病情进展的因素以及常规药物的局限性, 促使我

们去寻求一种新的治疗方法, 不仅仅着眼于某一类

因子、某一条通路、某一种细胞, 而是通过采用整

体治疗的方式纠正机体紊乱的免疫系统, 从而恢复

免疫稳态, 从“根本上”治疗疾病, 改善病情。

MSC具有的多向分化潜能、低免疫原性和免

疫调节能力等特性, 使其成为多种疾病细胞治疗的

首选。作为细胞药物, 理想的种子细胞应具备的条

件如下。取材容易、对机体损伤小; 体外培养过程

中有较强的繁殖能力, 易于扩增; 植入机体后能够

较快适应环境。综合而言, MSC较好地符合这些要

求。而且, 近年来研究发现, MSC不仅具有组织再

生修复功能, 还具有强烈的免疫抑制作用, 被认为

无论作为干细胞进行组织修复, 还是单独作为免疫

抑制剂治疗GvHD等免疫相关疾病, 都具有良好的

应用前景。特别是在免疫调节失衡导致的炎症性

相关疾病的治疗中表现出良好的效果。此外, 通过

发挥其组织修复能力还能加速由创伤等因素导致

的组织损伤。研究证实, 在系统性硬化治疗中, 对
指端溃疡组织的修复有明显的作用[26]。在原发性

干燥综合征的治疗中观察到自身抗体滴度显著降

低[27]。以上研究均可提示, MSC移植后可以降低患

者体内炎症水平, 促进组织修复。因此研究者认为, 
干细胞在“炎症级联反应”的阻断及组织创面修复治
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疗中具有非常大的应用前景。

在RA样自身免疫性疾病中发现骨髓中MSC数
量减少, 随着疾病的进展而减少得更为严重[28]。最

近的研究也观察到, MSC能够改善RA患者和关节

炎动物模型的疾病状态[29-30], 其可能机制为外源性

MSC在体内通过分化为成骨、脂肪和软骨细胞替

代原有受损组织细胞。此外, MSC还可分泌多种

营养因子, 促进局部组织修复与再生。更为重要的

是, MSC在高炎症微环境作用下通过其免疫调节能

力, 发挥免疫抑制的作用, 改善局部微环境的炎症水

平, 为局部组织的再生与修复创造良好的环境, 同时

MSC通过与机体的免疫细胞相互作用, 从根本上改

善了RA患者失衡的免疫系统, 为RA患者MSC移植

治疗后长期稳定奠定了基础。然而, MSC在治疗RA
中的确切作用机制在许多方面仍不清楚。

Th17是一群以高分泌IL-17为特征的CD4+T细
胞, 可分泌IL-17A、IL-6、IL-17F和TNF-α等炎症细

胞因子, 在机体抗菌、介导慢性炎症、自身免疫病

及肿瘤等过程中发挥重要作用。研究发现, 具有强

力促炎效应的IL-17能够通过多种途径参与RA的关

节炎症和进行性破坏作用[31]。CD4+CD25+Foxp3+Treg
细胞是一类具有免疫抑制功能的CD4+T细胞, 可通

过直接细胞与细胞接触以及分泌抑制性细胞因子等

途径发挥抗炎和维持免疫稳态的作用。研究发现, 
Foxp3敲除的小鼠由于缺乏Treg会发生多器官受累

的自身免疫性疾病[32]。因此, Th17/Treg的平衡对于

维持机体正常的免疫应答和防止自身免疫性疾病的

发生具有重要意义。

本研究有以下五点发现。(1)异基因MSC移植

是安全的, 因为在MSCT期间或之后没有观察到严

重不良事件。(2)MSCT对一些RA患者显示良好的

效果, 体现在DAS28和HAQ评分以及CRP和ESR的
降低。(3)MSCT还可改善有效组的自身抗体谱。(4)
MSCT治疗RA的潜在机制可能是MSC通过发挥其

抗炎或免疫调节能力, 纠正失衡的Th17/Treg, 从而

恢复了机体免疫平衡和免疫耐受。(5)外周血检测的

IL-1β、IL-2R和IL-8等炎症因子在治疗前后变化不

大, 甚至患者的基线水平都较低, 这可能与许多理论

提出的RA患者外周血的部分炎症因子水平较低, 而
局部病变组织的炎症因子水平表达较高有关。因此, 
评估治疗效果不应仅从一些炎症细胞因子着手, 需
要进一步探索方便、易行、敏感和特异的新检测指

标, 有利于临床早期评估疾病进展和预后。

本研究招募了50位RA患者, 并用来自相同供

体的人脐带MSC治疗。然而, 结果差异很大, 约3/5
的患者获得了较好的结果, 而2/5的患者对治疗无明

显反应。进一步分析造成治疗结果差异的原因, 我
们着眼于MSC对宿主微环境产生的反应以及其在

调节机体免疫稳态中的作用。许多研究发现, MSC
并非能持续保持免疫抑制能力, 而需要在宿主炎症

微环境的刺激下激活其免疫调节能力[33]。这一观

点是建立在抗γ干扰素(interferon-gamma, IFN-γ)受
体抗体能阻断MSC的免疫抑制作用上的。炎症刺

激诱导的MSC能分泌高水平的可溶性分子来调节

免疫稳态, 这些分子包括2,3-双加氧酶吡咯吲哚胺

(indoleamine-pyrrole 2,3-dioxygenase, IDO)、一氧

化氮(nitric oxide, NO)、前列腺素E2(prostaglandin 
E2, PGE2)、TNF-α、肿瘤坏死因子诱导型基因-6
蛋白(tumor necrosis factor-inducible gene-6 protein, 
TSG-6)、血红素加氧酶-1(heme oxygenase-1, HO-1)、
C-C模体(motif)、趋化因子配体2(chemokine C-C 
motif ligand 2, CCL2)、IL-10等[34]。来自炎症性疾

病的动物模型数据提示, 在炎症反应的发生后使用

MSC治疗效果最佳。在GvHD小鼠模型中发现, 在
骨髓移植的同时使用MSC治疗没发现保护效应, 而
骨髓移植后第3、8或20 d时使用MSC治疗能明显减

轻移植物抗宿主反应[35]。由于不同RA患者MSCT后
治疗反应有差异, 因此, 迫切需要预测对MSCT后疗效

反应的生物标志物。有研究提示, MSC要持续发挥免

疫调节作用需要在炎症微环境的刺激下才能进行[36]。

Dander等[37]确定了在急性GvHD中, 肿瘤坏死因子受

体I(tumor necrosis factor alpha receptor I, TNFRI)和白细

胞介素-2受体α(IL-2Rα)两种生物标志物可以解释患

者的疗效反应, 即在MSC输注前升高的患者中两种因

子的水平持续降低与较好的疗效呈正相关。我们的

结果与其他研究结果一致, 表明MSC需要被炎症微环

境激活后才可能发挥其治疗效果。因此, 我们推测, 
MSC的疗效可能与宿主的微环境相关, 下一步继续扩

大对宿主微环境及免疫功能的筛查, 有望找到MSCT
治疗结果差异的本质原因, 从而为临床上更好地应用

MSC治疗RA提供理论依据。
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