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[摘 要] 目的：探讨骨髓增生异常综合征（myelodysplastic syndrome，MDS)患者骨髓来源间充质干细胞( mesenchymal stem

cell, MSC)成骨分化特点及其临床意义。方法: 骨髓标本取自河北大学附属医院血液内科30例未经治疗的新诊断的MDS患者。

分离培养MDS患者及正常人的MSC，体外培养并观察MSC的形态学特点。在适当条件下诱导MSC向成骨细胞和成脂细胞分

化，茜素红染色观察成骨诱导分化第14天钙结节形成情况，实时荧光定量PCR法检测未分化MSC中成骨分化转录因子Ostefix、

RUNX2以及参与造血细胞向白血病细胞转化的 Jagged-1的mRNA表达水平。结果：MDS患者的骨髓来源的MSC表现为细胞

体积增大、分化潜能下降。与对照组相比，成骨分化转录因子Osterix和RUNX2表达水平明显下降(均P<0.05)；茜素红染色结果显

示，MDS组钙结节含量也明显少于正常对照组，而Jagged-1的表达水平明显升高(均P<0.05)。结论：MDS骨髓来源的MSC细胞

体积增大、成骨分化能力明显减弱以及Jagged-1的表达水平升高，可能在MDS造血功能衰竭和向急性髓系白血病转化的过程中

发挥了重要作用。
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[Abstract] Objective: To investigate the osteogenic differentiation characteristics of mesenchymal stem cell (MSC) derived from bone

marrow in patients with myelodysplastic syndromes (MDS) and its clinical significance. Methods: Bone marrow samples from 30 cas-

es of newly diagnosed untreated MDS patient at Affiliated Hospital of Heibei University were collected for this study. MSCs from MDS

patients and normal subjects were isolated and cultured, and morphological characteristics of MSCs were observed in vitro; under prop-

er conditions, MSCs were induced to differentiate into osteoblasts and adipocytes; The formation of calcium nodules at 14th day after os-

teogenic differentiation was observed by alizarin red staining; mRNA expressions of osteogenic differentiation transcription factors Os-

tefix and RUNX2 in undifferentiated MSCs, as well as the mRNA expression of Jagged-1, which involved in the transformation from he-

matopoietic cells into leukemic cells, were detected by quantitative PCR. Results: The MSCs derived from patients with MDS were

characterized with increased cell volume and decreased differentiation potential. Compared with the control group, the expression levels
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of osteogenic differentiation transcription factors Osterix and RUNX2 were significantly decreased (P < 0.05). Alizarin red staining

showed that the content of calcium nodules in MDS group was significantly less than that in the normal control group, while the expres-

sion level of Jagged-1 was significantly higher (P < 0.05). Conclusion: MSCs derived from bone marrow of MDS patients showed sig-

nificant increased cell volume, decreased differentiation potential and elevated Jagged-1 expression; all of these might play important

roles in the .hematopoietic failure and progression to acute myeloid leukemia in MDS patients.

[Key words] myelodysplastic syndromes(MDS); mesenchymal stem cell(MSC); osteogenic differentiation

[Chin J Cancer Biother, 2018, 25(2): 148-152. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2018.02.007]

骨 髓 增 生 异 常 综 合 征（myelodysplastic syn-

dromes, MDS)通常被认为是一组由造血干细胞异常

构成的克隆性疾病，具有骨髓无效造血并伴有不同

程度向急性髓系白血病转化的特点[1-2]。虽然MDS肿

瘤细胞中的遗传学和分子学异常是目前MDS研究的

重点，但是自从发现敲除骨髓微环境中的间充质干

细胞(mesenchymal stem cell，MSC)内编码miRNA的

核酸内切酶Ⅲ的Dicer1基因导致小鼠骨髓出现MDS

样表现后，骨髓微环境在MDS疾病进展中的作用日

益受到重视[3]。目前研究[4]认为，MDS是造血干细胞

和骨髓微环境均存在异常的肿瘤性疾病。MSC是骨

髓微环境的关键构成成分，其可以分化为成骨细胞、

成脂细胞在内的多种间质细胞，MSC及其衍生细胞

均含有多种参与调控造血干细胞增殖、分化和归巢

的基因[3,5]。此外，MSC还具有独特的免疫调节功能，

在维持骨髓免疫微环境稳定方面发挥了重要作用[6]。

MSC的成骨分化能力在形成适合造血干细胞生存的

微环境过程具有不可或缺的作用，动物实验[7]表明，

成骨分化潜能下降的MSC在小鼠的肾被膜下形成不

能适合造血干细胞生长的骨髓微环境。将MDS小鼠

的肿瘤细胞移植入成骨潜能正常的骨髓微环境后，

肿瘤细胞的造血功能改善，延缓了向急性髓细胞白

血病(acute myelocytic leukemia, AML)的转化[1]。总

之，动物实验结果表明，MSC成骨分化能力在支持正

常造血和肿瘤细胞向AML转化的过程中发挥了重要

作用。然而，关于MDS患者骨髓来源的MSC成骨分

化潜能的文献相对较少，且部分研究[8-10]结果并不一

致。为了进一步阐明MDS骨髓来源MSC成骨分化

能力及 MSC 在 MDS 疾病进展中的作用，本研究对

MDS骨髓来源MSC成骨分化潜能及其含有参与造

血细胞向白血病细胞转化过程中发挥重要调控作用

的Jagged-1的表达水平进行研究。

1 材料与方法

1.1 临床资料

骨髓标本取自河北大学附属医院血液内科30例

未经治疗的新诊断的MDS患者，年龄 34～80岁（中

位年龄 57岁）。根据 2008年WHO中MDS的分类标

准[8]，其中10例为难治性血细胞减少伴有多系病态造

血（refractory cytopenia with multilineage dysplasia,

RCMD）、2例环形铁粒幼细胞性难治性贫血（refrac-

tory anemia with ringed sideroblast, RARS）、9例难治

性血细胞减少伴有原始细胞增多（refractory anemia

with excess blasts，RAEB）、4 例为未分类 MDS(MDS

unclassified，MDS-u)；2例MDS转变的急性髓系白血

病，另外有 3例慢粒-单核白血病。将本科治疗的 20

例性别和年龄匹配的缺铁性贫血或巨幼细胞性贫血

患者的骨髓标本作为对照组，年龄32～73岁（中位年

龄 55岁）。本研究所有供者和患者均签署知情同意

书，并得到医院伦理委员会批准。

1.2 主要试剂与材料

Ficoll分离液（美国 Sigma 公司），MSC培养基、

成骨分化培养基和成脂诱导分化培养基(广州赛叶生

物科技公司)，0.25%胰酶（美国Sigma公司），藻红蛋

白（PE公司），小鼠抗人、单克隆抗体、异硫氰酸荧光

素（FITC）（美国BD公司），TRIzol试剂（美国 Invitro-

gen 公司）。ABI 7500 PCR 仪（美国 Perkin Elmer 公

司），倒置显微镜（日本Olympus公司），台式离心机

（德国 Eppendorf公司）流式细胞仪（美国BD公司）。

1.3 MSC的分离与培养

在诊断时留取新鲜骨髓标本 ,肝素抗凝，与 1×

PBS 稀释后加入 1.077 g/ml 的 Ficoll 分离液分层，

600×g离心 15 min获得骨髓单个核细胞，应用人

MSC 培养基，其中含有 10% 胎牛血清、谷氨酰胺和

100 U/ml 的青霉素。将骨髓单个核细胞种植在 25

cm2的培养皿，放置在37 ℃、5% CO2饱和湿度的培养

箱内培养。72 h后更换培养基并去除非贴壁细胞，每

周换液2次。当细胞达到70%～80%汇合度后，应用

0.25%胰酶消化，1∶3进行传代。第2～4代的MSC收

获后用于实验分析。

1.4 MSC的表型鉴定

为了达到MSC的最低诊断标准并排除血细胞的

污染，对 MSC 表达的 CD34、CD45、CD73、CD90、

CD109和CD166进行表型鉴定[6]。消化、收集第 3代

MSC 2×105个细胞，加入 0.9 ml的PBS，170×g离心 5

min，弃上清。流式管中剩余约100 μl PBS，加藻红蛋

白（PE) 标 记 的 小 鼠 抗 人 表 达 CD73、CD166 和

CD105，单克隆抗体或异硫氰酸荧光素(FITC)标记的

·· 149



中国肿瘤生物治疗杂志, 2018, 25(2)

小鼠抗人CD34、CD90和CD45单克隆抗体，以及PE

或FITC标记的小鼠抗人 IgGI同型对照抗体10 μl，振

荡混匀，4 ℃避光孵育30 min。PBS洗1次，180×g离

心 5 min，弃上清。每管加入 2% 多聚甲醛 400 μl 重

悬，流式细胞仪检测。

1.4 MSC的分化

以2×104/cm2的密度将第2代MSC种植在6孔板

中，每周更换培养基 2 次，待 MSC 汇合度达到 70%

后，更换为人MSC成骨分化培养基继续培养，每 3 d

换液1次。培养14 d后细胞固定，茜素红染色、照相。

成脂分化：将2×104/cm2细胞接种于６孔板中，每周更

换培养基 2次，直到细胞汇合度达到 100%或者过汇

合。加入MSC至成脂诱导分化培养基A 液，诱导3 d

后，更换为间质干细胞成脂诱导分化培养基B 液；24

h 后，换回 A 液进行诱导；A 液和 B 液交替作用 3 次

后，继续用B液维持培养2 d，细胞固定，油红染色，照

相。

1.5 实时荧光定量PCR（qPCR）检测基因的表达水平

收集第3代MSC，加入1 ml TRIzol提取总RNA，

取 3 μg RNA 根据 RNA 逆转录试剂盒逆转录成 cD-

NA，以此为模板进行 PCR扩增。反应条件如下：第

一步预变性 95℃ 30 s；第二步 PCR 反应 95℃ 5 s，

60℃ 34 s，40 个循环；溶解曲线 95℃ 15 s，60℃ 1

min，95 ℃ 15 s，并在 81℃（内参选 β-actin基因）各设

一次读板检测荧光。扩增完成后，再进行熔解曲线

分析，以 0.17℃/s变化速度从 55℃到 95℃每隔 2 s记

录1次荧光值，可获得熔解曲线。为了减少各实验组

间的差异，每一标本均设 3 组平行孔。Oxterix、

RUNX2和 Jagged-1的引物序列见表 1。随后确定循

环数阈值，mRNA表达的相对数量通过比较Ct的方

法值计算获得，通过相对于 β-actin和参照基因的标

准化，靶基因的相对数值被表达为 2-△△CT。△CT=靶

基因的CT值-内参基因CT值，-ΔΔCt=靶基因样本的

CT值-靶基因的参照样本的CT值。

表1 Oxterix、、RUNX2和Jagged-1基因的引物序列

Tab. 1 Primer sequences of Oxterix, RUNX2 and Jagged-1

Gene

Oxterix

RUNX2

Jagged-1

β-actin

Forward

TCTCCATCTGCCTGGCTCCTT

TCTTCAGCACAGTGACACCAT

CTATACGTTGCTTGTGGAGGC

TATGGAGAAGATTTGGCACC

Reverse

CTGCACGCTGCCGTCAGCATG

CTGTTGCGCAGCCACCACCG

TGCTTCAGCGTCTGCCACTGC

ATGAGACACACCTAAGGACC

1.6 统计学处理

采用SPSS20.0统计学软件，计量资料采用 x̄±s表

示，靶基因 SDF-1、PD-L1在MDS-MSC和健康对照

MSC中的表达对比采用独立样本 t检验，以P<0.05或

P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 MSC的形态及表型鉴定

与对照组 MSC 全部能够实现体外生长不同，

MDS组只有 20例患者的MSC实现体外生长。对照

组MSC表现出纤细的梭性外观，而MDS-MSC多呈

现扁平状外观，体积较大（图 1）。对照组和MDS组

MSC 免疫表型均高表达（>95%）已标记的 CD166、

CD73、CD105 和 CD90，低表达（<2%）CD45、CD34

（图2）。

2.2 MDS来源的MSC的成骨分化潜能明显下降

茜素红（图3A）和油红染色（图3B）结果显示，对

照组和MDS组MSC在体外具有成骨和成脂细胞分

化潜能。茜素红细胞化学染色显示MDS组MSC的

钙结节含量明显少于对照组，提示MDS组MSC成骨

分化潜能较对照组明显下降。为了进一步定量分析

MDS 组和对照组 MSC 成骨分化潜能间的差异，对

MSC 中参与成骨分化的转录因子的表达水平进行

qPCR 定量分析，结果显示，MDS 组中 Oxterix 和

RUNX2的△△CT值明显高于对照组（Oxterix:5.96±

1.75 vs 4.37±1.86, P<0.05; RUNX2: 3.22±1.31 vs 2.18±

1.00, P<0.01）。表明Oxterix和RUNX2基因表达水平

在MDS组中明显下降，提示MDS来源的MSC的成

骨分化潜能明显下降。

2.3 MDS来源的MSC中Jagged-1表达水平明显升高

正常的造血干细胞移植入高表达 Jagged-1的骨

髓微环境后可使其转化为白血病细胞。qPCR检测

结果显示，MDS 来源 MSC 中 Jagged-1的表达水平

△△CT 值明显低于对照组（2.03±1.16 vs 3.73±

0.98, P<0.01）。表明MDS来源的MSC中Jagged-1基

因表达水平高于对照组MSC的表达水平，可能参与

MDS向AML的转化。

3 讨 论

近年来的研究发现，MDS的发生除与肿瘤细胞

中的遗传学和分子学异常有关以外，还可能与骨髓

微环境的异常有关[3-4]。骨髓微环境中关键构成成分

·· 150



庞艳彬,等 .骨髓增生异常综合征患者骨髓来源间充质干细胞的成骨分化特点及其临床意义

MSC的功能改变既可导致MDS的造血功能衰竭又

促使MDS向AML转化[1]。本研究发现MDS来源的

MSC不仅形态上变现出老化的特点，更重要的是成

骨分化潜能下降，参与造血细胞向白血病转化的Jag-

ged-1表达增高，可能在MDS疾病进展过程中发挥了

重要作用。

与大部分研究者的结果类似，本研究结果也证

明MDS来源的MSC成骨分化潜能下降，尽管也有少

数实验结果证明MDS来源的MSC成骨潜能并未下

降[8-11]。造成这种差异的原因可能与后者只是采用茜

苏红化学染色单一的实验方法，分析 MDS 来源的

MSC 成骨分化潜能。该实验方法并不能定量反映

MDS来源的MSC与对照组MSC在成骨分化能力之

间的差异[8]。Fei等[11]对MSC中未分化时参与成骨分

化的转录因子Osterix和RUNX2、诱导分化过程中早

期ALP、BSP和COL-1、末期的OPN和OCN等成骨相

关基因表达水平通过PCR定量分析，发现MDS来源

的MSC成骨分化水平明显下降。Geyh等[8]通过多种

细胞化学染色并对结果应用软件进行量化分析同样

证明MDS来源的MSC成骨分化潜能下降。

图1 MSC的形态特点

Fig.1 The morphological characteristics of MSCs

Blue：Corresponding isotype control; Red: Tested sample

图2 流式细胞术检测MSC中CD34、、CD45、、CD73、、CD90、、CD166 和CD105表型

Fig.2 The phenotypes of CD34, CD45, CD73, CD90, CD166 and CD105 in MSCs detected by Flow cytometry

A: Alizarin red staining; B: Oil red staining

图3 MSC的分化特点

Fig.3 Differentiation characteristics of MSCs

MDS来源的MSC的成骨分化潜能下降可能在

MDS疾病进展中具有重要意义。近年来动物研究表

明，MSC只有在经历软骨内成骨的过渡阶段后才能

被重塑形成适合造血干细胞生存的骨髓微环境，分

化产生所需的成熟细胞，而RUNX2表达下降的MSC

由于成骨分化潜能受损，形成不能适合造血干细胞

生长的骨髓微环境[7]。成骨分化潜能下降的MDS来

源的MSC与正常造血干细胞体外共培养实验结果表

明MDS来源的MSC使大部分造血干细胞处于G0/

G1期，提示对正常造血的支持功能下降[8]。

MDS来源的MSC支持正常造血能力下降并诱

导MDS肿瘤细胞向AML转化可能与其分泌的 Jag-

ged-1表达升高有关[12]。Jagged-1是NOTCH信号通

路的经典受体之一，该通路传递细胞表面信号，在进
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化上高度保守，参与了多种细胞的分化过程[13-14]。

NOTCH信号通路的机制复杂，简单的说配体与细胞

表面的NOTCH信号受体结合后，细胞内结构域通过

多次水解转移到细胞核后与转录复合体结合，通过

不同的作用机制使正常造血干细胞功能衰竭，同时

促进造血细胞向白血病细胞转化[14-15]。Kode等[16]的

动物实验结果证明，移植Jagged-1到骨髓微环境的正

常造血干细胞中，最终转化为白血病细胞，而通过基

因加工降低微环境中 Jagged - 1 分泌或药物抑制

NOTCH 信号通过的活化，则使小鼠的贫血得到改

善、抑制白血病细胞向髓系偏倚，并阻止白血病的形

成，说明Jagged-1参与抑制正常造血和正常造血干细

胞向白血病转化的过程。与其他研究者[17-18]的结果

相似，本研究在基因水平上同样证明 MDS 来源的

MSC中 Jagged-1表达增加[8]。近期研究结果[18]表明，

单纯针对MDS肿瘤细胞的治疗可能并不能将其治

愈，同时对MDS肿瘤细胞和微环境进行干预的治疗

方式有可能进一步改善MDS治疗效果。

综上所述，本研究发现MDS骨髓微环境中的关

键构成充分MSC的成骨分化潜能下降、Jagged-1表

达升高可能在MDS疾病进展中发挥重要作用，为探

索靶向干预MDS肿瘤细胞与微环境间相互作用作为

MDS的一种治疗方式提供了理论依据。
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