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β2微球蛋白在骨髓基质干细胞的表达 
范时洋  金海东  戴  兵  潘  骏*

 (温州医科大学附属第二医院骨科, 温州 325027)

摘要      通过流式细胞技术和激光共聚焦显微镜探索骨髓基质干细胞(bone mesenchymal stem 
cells, BMSCs)β2微球蛋白(beta 2 microglobulin, β2M)的表达情况。取第3代相同状态的SD大鼠骨髓

基质干细胞, 分为A、B两组, A组为未分化的BMSCs, B组为软骨诱导分化1周的BMSCs, 两组均采

用流式细胞技术和激光共聚焦显微镜分别从数量和细胞轮廓上检测β2M的表达。流式细胞仪和激

光共聚焦显微镜检测结果均表明, 未分化BMSCs的β2M表达明显低于软骨诱导分化的BMSCs。结

果表明, 未分化的BMSCs免疫原性较低, 处于软骨分化的BMSCs免疫原性明显增强。
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Abstract       The study explores beta 2 microglobulin (β2M) expression in bone mesenchymal stem cells (BM-
SCs) by means of flow cytometry technique and laser confocal microscope. SD rat BMSCs in the same condition have 
been divided into A and B groups. Group A is undifferentiated BMSCs, while group B is induced in chondrogenesis 
medium for 1 week, and both two group using flow cytometry and laser confocal microscope to detect the expression 
of β2M. The results of both flow cytometry and laser confocal microscope show that group A is significantly lower 
than group B in β2M expression. All the results suggested that undifferentiated BMSCs posses low immunogenicity, 
while BMSCs that induced in chondrogenesis medium for 1 week obviously increased its immunogenicity. 
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早在1976年, Fridenshtein等[1]把骨髓标本接种到

含胎牛血清的培养体系中, 发现一种纤维母样细胞并

命名为骨髓基质干细胞(bone mesenchymal stem cells, 
BMSCs)。BMSCs缺乏特异性的表面标志物, 目前国

内外大多数人认可的诊断标准为[2]: (1)BMSCs必须贴

壁生长; (2)BMSCs必须表达CD105、CD73和CD90, 
不表达CD45、CD34、CD14、CD11b、CD79a、CD19
及HLA-DR; (3)在合适的培养条件下, BMSCs在体外

可以分化为成骨细胞、成软骨细胞、脂肪细胞。目

前, MSC在骨、软骨、肌腱损伤的修复等方面的研

究较为深入。然而, BMSCs广泛应用于临床的进度

并不理想, 阻扰其临床应用的一个难题就是免疫排

斥反应。Aggarwal等[3]观察到, BMSCs能分泌IL-6、
IL-8、前列腺E2等细胞因子, 可以增强其免疫调节

作用。Alain等[4]用体外培养时表现出低免疫原性的

BMSCs皮下注射入体内时发现, 免疫球蛋白M和G
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增多, 发生特殊的细胞和体液反应, 异体BMSCs在
体外虽无免疫反应性, 但移植到体内后却发生了免

疫排斥反应。Nauta等[5]将同种异体BMSCs静脉注

入小鼠体内后, 记忆T细胞显著增多, 排斥反应明显。

决定MSC的免疫原性最主要成分就是主要组织相容

性复合体I(major histocompatibility complex I, MHCI), 
MHCI由一条α链和一条β2链组成, α链决定了MHCI
分子的多态性, β2链主要成分是β2微球蛋白(beta 2 
microglobulin, β2M), β2M牢固地结合在α链的α1和α2
片段之间, 与α链相互作用, 对维持MHCI类分子天然

构型的稳定性及其分子表达具有重要意义, 成为检

测MHCI分子免疫原性的一个重要指标[6-7]。在人体

中, β2M通常由肾脏代谢排出[8-9], β2M的基因突变是

肿瘤细胞逃脱宿主细胞免疫的主要原因[10], β2M缺

陷细胞将不能表达膜结合型MHCI类分子。当外源

BMSCs注入体内时, 必然受到体内的各种环境因子

的刺激, 其免疫特性也会随之相应改变, 处于定向

诱导分化状态中的BMSCs同样也受到各种细胞因

子刺激, 免疫原性情况如何尚未见报道。我们从体

外和模拟体内环境两种状况下检测骨髓间充质干

细胞的β2M的表达情况, 通过检测未分化状态及在

软骨诱导分化过程中的BMSCs的β2M含量来探究

BMSCs向软骨诱导过程中免疫原性的变化。

1   材料与方法
1   主要试剂与仪器

BMSCs基础培养基: 高糖DMEM, 10% FBS; 成
软骨诱导培养液: 基本培养基97 mL, 地塞米松10 μL, 
抗坏血酸盐300 μL, ITS+ 1 mL, 丙酮酸钠盐100 μL, 
脯氨酸100 μL, TGF-β3 1 mL, 以上试剂均购自广

州赛业公司; FBS、Trypsin购自GIBCO公司; β2M-
FITC antibody、 β2M-FITC Isotype antibody购自Santa 
Cruz公司; BSA购自Sigma公司; 二氧化碳培养箱: 
3111型, Thermo公司; 倒置荧光显微镜: ECLIPSE 
Ti-S型, Nikon公司。激光共聚焦显微镜: LSM 700型, 
Zeiss公司。流式细胞仪: Accuri C6, BD公司。台式

低速离心机: 80-2型, 上海医疗器械(集团)有限公司。

1.2   BMSCs的体外分离、培养

将清洁级SD大鼠脱颈处死后, 在新洁尔灭中浸

泡15~30 min, 用无菌的器械取出大鼠双下肢, 在超

净工作台上, 干净剔除股骨和胫骨上附着的肌肉、

筋膜等组织, 用10% FBS的L-DMEM培养液反复冲

洗骨髓腔, 之后用吸管对细胞悬液进行吹打, 使细

胞分散成单个体, 接种至培养瓶, 放入5% CO2、饱

和湿度条件下的孵箱中培养。接种48 h后换液, 倒
掉悬浮细胞, 隔日换液, 待细胞长至90%汇合度时, 
0.25%胰蛋白酶消化, 1:3传代, 取相同生长状态的P3
代BMSCs进行实验分组。

1.3   实验分组

本实验分为A、B 两组, 将未分化P3代BMSCs
作为A组, 依照软骨诱导培养基说明书, 取P3代
BMSCs接种6孔板, 37 °C、5% CO2、饱和湿度条件

下培养。待细胞融合度>80%时, PBS 洗涤细胞两次, 
以BMSCs成软骨细胞诱导培养基诱导BMSCs定向分

化, 隔日更换诱导培养基, 将培养第7 d的BMSCs作为

B组。两组分别采用流式细胞技术检测β2M表达量

及激光共聚焦显微镜定位细胞上β2M分布情况。

1.4   流式细胞仪检测细胞表面标记

分别取A、B组的BMSCs, 胞计数约3×105, PBS
洗细胞两遍, 1 500 r/min, 5 min。100 μL PBS重悬细

胞, 4 °C放置。两组细胞分别设置Blank(加入等体积 
PBS)、Isotype(加入β2M Isotype antibody)和β2M(加入

β2M antibody)组, 孵育抗体, 4 °C避光30 min。上机检

测。重复三次, 结果进行采用SPSS 17.0统计软件进

行数据分析, 采用方差分析。P<0.05, A、B两组结

果差异具有统计学意义。

1.5   激光共聚焦显微镜下定位细胞β2M分布

取对数生长期细胞以2×105/孔接种6孔板, 每孔

放一载玻片, 培养过夜, 48 h后PBS洗两遍。5% BSA
封闭细胞1 h, PBS洗两遍。孵育β2荧光一抗, 37 °C, 避
光1 h, PBS洗2遍。10 μL Dio染色, 室温, 避光15 min, 
PBS洗两遍。4%多聚甲醛固定细胞, 室温1 h。PBS洗
两遍。小心取出玻片, 30%甘油封片。激光共聚焦显

微镜下检测。

2   结果
2.1   细胞形态学观察

BMSCs呈长梭形贴壁生长并散在分布, 5 d后细

胞克隆融合, 可传代, 传代后, 第3代BMSCs细胞形

态较一致, 多为长梭形, 呈“旋涡”样生长(图1)。      
 2.2   流式细胞仪检测

第3代A组未分化BMSCs细胞β2M表达量为

36.80%, B组向软骨诱导分化1周的BMSCs细胞β2M
表达为72.52%, 明显增高, 两组均重复三次检测, 组
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第3代骨髓基质干细胞。A: 40×; B: 100×。
Morphology of passage 3 bone mesenchymal stem cells. A: 40×; B: 100×.

图1  倒置相差显微镜下观察SD大鼠骨髓间基质干细胞

Fig.1  SD rat bone mesenchymal stem cells by phase contrast microscope

A B

A: 未分化组; B: 经软骨细胞诱导液培养1周。

A: undifferentiated BMSCs; B: one week after cartilage differentiation BMSCs.
图2  流式细胞仪检测BMSCs上β2M表达结果

Fig.2  Flow cytometry inspection of the β2M expression
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未分化BMSCs细胞β2M表达。A: 免疫荧光FITC; B: 红色为核染色; C: 黄色为绿、红叠加图; D~F为经软骨诱导分化1周后的BMSCs上β2M表达。

Undifferentiated BMSCs. A: FITC; B: DIPA; C: merge image; D~F: cartilage differentiation of BMSCs.
图3  激光共聚焦显微镜下观察BMSCs上β2M表达

Fig.3  Laser confocal microscope detect β2M expression of BMSCs
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间数据无统计学差异(图2)。  
2.3   用激光共聚焦显微镜检测

在未分化的BMSCs可见淡淡的绿色荧光分布

在细胞几乎全部轮廓, 细胞膜几乎均匀分布; 而经软

骨液培养1周的BMSCs可发现整个细胞轮廓绿色荧

光较未分化组明显, 其中绿色为β2M荧光, 细胞膜上

仍均匀分布(图3)。

3   讨论
血浆β2M的检测最早用于临床自身免疫疾病、

肿瘤、传染病和肾脏疾病中[11-12], 也用于一些心血

管内膜增厚、粥样硬化等疾病[13]。现在临床上脱落

细胞β2M检测已成为了一些癌症(如食管癌、子宫

颈癌)早期诊断和高危人群筛查的有效手段及预后

老年人死亡的一个重要指标[14]。

那么, β2M在正常细胞上的分布情况如何呢？

我们实验设计就是要从数量和空间上分析BMSCs
上β2M分布情况。我们将生长状态一致的第3代
BMSCs均分为A、B两组, A组是未分化的BMSCs, 
未分化的BMSCs在体外具有低免疫原性, 低表达

MHCI[15], 我们通过流式检测到A组β2M的表达量为

36.80%; B组是经软骨诱导液培养1周的BMSCs, 软
骨诱导液包括DMEM、地塞米松、抗坏血酸盐、

ITS+丙酮酸钠盐、脯氨酸、TGF-β3等有机成分, 这
些有机成分大都是体内不可或缺的有机组成, 我们

用此来模拟体内的微环境, 以达到探究BMSCs注入

异体中的免疫原性。流式细胞仪检测结果显示B组
的BMSCs β2M表达量迅速上升, 达到72.52%, 较A组

明显升高, 两组实验结果具有统计学差异, A、B两
组均重复三次流式细胞仪检测, 组内差异无统计学

意义(图4)。
由此可以大胆猜测异体, BMSCs注入宿主后不

可避免地会发生免疫排斥反应, 这也是阻碍BMSCs
广泛临床应用的一个重要因素。流式细胞技术是从

数量上衡量β2M。我们又用激光共聚焦显微镜从空

间轮廓上来定位β2M在细胞上的分布, 结果发现两

组细胞的表面均有绿色荧光均匀分布, A组较为暗淡

稀少, 而B组明显增强, 表明β2M表达量明显增多, 与
流式细胞仪检测的结果完全一致。

软骨诱导液模拟体内微环境, BMSCs生长在软

骨诱导液中受到各种有机成分的刺激, β2M表达明

显增多, 免疫原性增强, 这与文献[3-4]报道的完全符

合。至于软骨诱导液的环境与体内微环境相差多少, 
能反应的真实程度又是多少？尚需更多更细致的研

究。检测β2M的最终目的还是为了掌握BMSCs的免

疫原性, 探寻免疫排斥反应内在机制, 为治疗自体免

疫系统疾病, 减少器官移植免疫排斥反应提供有价

值的实验依据。
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