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人脐血单个核细胞移植改善雌鼠压力性尿失禁

曹莉莉，徐惠成　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南医院妇产科）

　　［摘要］　目的　探讨人脐血单个核细胞（ｈｕｍａｎｃｏｒｄｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，ＨＣＭＮＣｓ）移植对压力性尿失禁（ｓｔｒｅｓｓ
ｕｒｉｎａｒｙｉｎｃｏｎｔｉｎｅｎｃｅ，ＳＵＩ）大鼠尿道括约肌的修复和功能重建作用。方法　 采用反复阴道扩张的方法模拟产道损伤建立
雌性ＳＤ大鼠ＳＵＩ模型。４０只大鼠按随机数字表法分为模拟组１０只、实验组３０只（移植组１５只，实验对照组１５只）。羟
乙基淀粉沉淀加密度梯度离心的方法制备ＨＣＭＮＣｓ，并以４，６联脒２苯基吲哚（ＤＡＰＩ）标记。模型制作成功后即在移植
组近端尿道注射已标记ＨＣＭＮＣｓ２×１０６个，对照组注射相同质量ＰＢＳ液。检测尿动力学指标后获取近端尿道组织，观察
荧光细胞的形态和分布以及尿道括约肌的变化。结果　 通过反复阴道扩张可建立 ＳＵＩ大鼠模型，ＨＣＭＮＣｓ可在受损尿
道括约肌内存活、分布，移植组比较对照组尿道括约肌得以较好修复，ＳＵＩ大鼠控尿能力明显改善。结论　 ＨＣＭＮＣｓ可成
功移植到ＳＵＩ大鼠尿道括约肌，改善控尿，促进尿道括约肌的修复。
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　　压力性尿失禁（ｓｔｒｅｓｓｕｒｉｎａｒｙｉｎｃｏｎｔｉｎｅｎｃｅ，ＳＵＩ）的
治疗方式主要包括非手术治疗和手术治疗，其中手术

治疗存在多种并发症甚至出现矫枉过正的结果。注射

疗法作为一种微创的治疗手段，具有操作简便，患者可

接受性高，从根本上改善括约肌功能的优点。然而由

于既往注射材料的限制，并发症多、远期疗效差。随着

组织工程技术的发展，特别是对干细胞认识的不断深

入，为ＳＵＩ提供了崭新的治疗途径。已有大量研究证
明干细胞治疗不仅可以改善受损器官短期的功能，而

且已显示出其较长期的效能［１－２］。脐血干细胞具有来

源容易、免疫原性弱，有广泛的增殖能力和多向分化潜

能的特性，而且含脐血干细胞的脐血单个核细胞更原

始，是一多异质性细胞群，具有分泌多种细胞因子的能

力，因而可能是一种理想的细胞移植的来源。为 ＳＵＩ
的临床研究开启了新的思路。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　选取３～４月龄 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ雌性大鼠４０只（第三军医
大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心提供），体质量

２１０～２７０ｇ。相对密度 １．０７７淋巴细胞分离液（天津灏洋生
物），胎牛血清（ＰＡＡ公司），ＬＤＭＥＭ培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），
ＤＡＰＩ（碧云天公司），ＲＭ６２４０多道生理信号采集系统（成都仪
器厂）。

１．２　实验方法
１．２．１　ＨＣＭＮＣｓ提取和标记　　脐血来至第三军医大学西南
医院产科，采血量５０～１００ｍｌ，６ｈ内分离。脐血与羟乙基淀粉
（万汶）１∶１混匀，沉降红细胞，取上清液按 ２∶１比例叠加于
１．０７７ｇ／ＬＦｉｃｏｌｌｐａｑｕｅ分离液上，４℃低温离心取中间单个核
细胞白膜层，ＰＢＳ液洗涤 ３次，制成单个核细胞悬液。以
１．０×１０６／ｃｍ２的密度接种于含１０％胎牛血清的 ＬＤＭＥＭ培养
基中，培养４８ｈ后加入终浓度为３０ｍｇ／Ｌ的 ＤＡＰＩ工作液，在
３７℃、５％ＣＯ２饱和湿度的细胞培养箱中孵育２４ｈ，之后离心收
集脐血单个核细胞，ＰＢＳ洗涤６遍，再加入ＰＢＳ重悬细胞１．０×
１０５／μｌ备用。
１．２．２　动物分组和ＳＵＩ模型建立　　４０只大鼠按随机数字表
法分为模拟组１０只、ＳＵＩ实验组３０只，随机取实验组中已建好
模型的１５只行ＨＣＭＮＣｓ注射组成移植治疗组，另１５只同时注
射相同质量的ＰＢＳ液组成实验对照组。ＳＵＩ模型建立参见文
献［３－４］，大鼠以质量浓度为１０ｇ／Ｌ的戊巴比妥钠腹腔麻醉，
碘伏消毒会阴部，然后放置经润滑的８ＦｒＦｏｌｅｙ尿管（剪去部分
头端）入阴道内，３／０丝线缝合固定在阴道外口，３ｍｌ生理盐水
注入气囊，经过２ｈ阴道扩张，抽出气囊，拔出尿管，７ｄ后重复
扩张１次。模拟组只置入导尿管而不扩张。移植治疗组在第２
次扩张后７ｄ注射已标记培养的重悬ＨＣＭＮＣｓ，同时对照组注射

相同质量的 ＰＢＳ液。对 ＳＵＩ模型行喷嚏试验（先排空大鼠膀
胱，根据测得的最大膀胱容量，注入量为容量一半的生理盐水，

用剪断的大鼠胡须刺激大鼠鼻孔，致其出现喷嚏反射），并检测

扩张前后阴裂变化（游标卡尺于大鼠阴道口３点和９点位置测
量），以及尿动力学检测。

１．２．３　ＨＣＭＮＣｓ局部注射　　麻醉后从阴道前壁入针，在尿
道近端处取时钟３点、９点注射，注射量为每侧１０μｌ，每只大鼠
每侧注入１．０×１０６个。
１．２．４　尿动力学测定　　分别于建模前后、细胞移植７、１４ｄ
各组分别取５只大鼠行尿动力学检测，测定尿道逆向灌注压
（ｒｅｔｒｏｇｒａｄｅｕｒｅｔｈｒａｌｐｅｒｆｕｓｉｏｎｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＲＵＰＰ）［５］和最大膀胱容
量（ｍａｘｉｍｕｍｂｌａｄｄｅｒｃａｐａｃｉｔｙ，ＭＢＣ）。排空膀胱后用经润滑的
硬膜外导管光滑端插入大鼠尿道内，约３ｃｍ，硬膜外导管通过
一根硅胶导管与１个三通管相连，三通管一端接微量注射泵，
另一端和压力传感器相连，保证管道内无空气，微量注射泵以

１２ｍｌ／ｈ速度向尿道内持续灌注生理盐水，记录尿道内压力变
化，当膀胱内压升高，尿道压力突然降低时记录压力。以尿道

口出现第１滴液体为准，记录当时的膀胱容量为ＭＢＣ。每只大
鼠检测３次，取平均值。
１．２．５　组织学检查　　移植治疗组第７天取２只大鼠近端尿
道ＯＣＴ包埋冰冻切片，于激光共聚焦显微镜下观察移植细胞
存活、分布情况。其余大鼠近端尿道行ＨＥ染色、Ｍａｓｓｏｎ染色。

１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行单因素方差分
析和ｔ检验。

２　结果

２．１　模型建立
　　大鼠喷嚏试验有漏尿，竖立垂直上提时也有漏尿发生。
ＳＵＩ大鼠与建模前阴裂比较差异具有统计学意义［（８．３８９±
０９６２）ｍｍｖｓ（５．１１８±０．６３５）ｍｍ，Ｐ＜０．０５］。
　　阴道扩张前后尿动力学检测：分别随机检测５只，对比阴
道扩张前后ＲＵＰＰ和ＭＢＣ，见表１。经 Ｍａｓｓｏｎ染色，扩张前尿
道组织连接紧密，肌层排列连续、整齐。经阴道反复扩张后组

织肿胀明显，肌层较稀疏，纤维呈现明显断裂、紊乱，见图１。

表１　大鼠阴道扩张前后尿动力学结果（ｎ＝５，珔ｘ±ｓ）

时间 最大膀胱容量（ｍｌ） 尿道逆向灌注压（ｃｍＨ２Ｏ）

阴道扩张前 １．４５±０．０８ ４０．５８±０．９７

阴道扩张后 ２．８７±０．８８ａ ２５．７２±０．８６ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与阴道扩张前比较

２．２　脐血单个核细胞培养前后形态变化
　　培养前ＨＣＭＮＣｓ数量较多，体积较小，形态一致，直径约为
１７μｍ。培养后细胞胞体增大，见梭形细胞和团簇样细胞，梭形
细胞形似骨髓ＭＳＣｓ，见图２。
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Ａ：阴道扩张前；Ｂ：阴道扩张后

图１　大鼠阴道扩张前后近端尿道Ｍａｓｓｏｎ染色观察　（×２００）

! "

Ａ：原代ＨＣＭＮＣｓ；Ｂ：培养３ｄ
图２　ＨＣＭＮＣｓ培养前后形态变化　（×１００）

２．３　ＳＵＩ模型大鼠行ＨＣＭＮＣｓ移植后尿动力学检测
　　检测注射后７、１４ｄ模拟组、对照组和细胞治疗组的 ＲＵＰＰ
和ＭＢＣ，见表２。对照组 ＲＵＰＰ逐渐恢复，细胞治疗组移植后
第７天和第１４天，ＲＵＰＰ均得到显著提高，但移植后ＭＢＣ没有
明显改变。

表２　细胞移植后ＳＵＩ大鼠尿动力学结果（ｎ＝５，珔ｘ±ｓ）

第７天 第１４天
组别

ＭＢＣ（ｍｌ） ＲＵＰＰ（ｃｍＨ２Ｏ） ＭＢＣ（ｍｌ） ＲＵＰＰ（ｃｍＨ２Ｏ）

模拟组 １．４４±０．０９ ４０．２６±２．４６ １．４８±０．０８ ４０．１３±１．９１
对照组 ２．７３±０．５７ａ ２９．３２±１．８１ａ ２．６１±０．５７ａ ３４．１８±０．７０ａ

治疗组 ２．６５±０．５１ａ ３４．０２±０．９１ａｂ ２．７９±０．６８ａ ３９．７８±２．８３ｂ

ａ：Ｐ＜０．０１，与模拟组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

２．４　移植细胞移植后分布
　　移植治疗组细胞注射第７天，细胞核呈 ＤＡＰＩ染色阳性的
移植细胞较均匀的存在分布于尿道周围肌肉（图３Ａ），呈蓝色
荧光，表明移植的ＨＣＭＮＣｓ在尿道括约肌内存活；部分染色阳
性的细胞形态呈扁平状，并参与到肌内的组成（图３Ｂ）。

! "

Ａ：激光共聚焦显微镜观察　（×５０）；Ｂ：ＨＥ染色观察　（×１００）
图３　移植７ｄ后ＨＣＭＮＣｓ形态变化

２．５　组织形态学变化
　　ＰＢＳ液注射１４、２１ｄ组织肿胀缓解，黏膜层和平滑肌层逐
渐恢复，横纹肌层断裂少见，但较紊乱，肌肉组织仍然较稀疏。

移植治疗组与对照组比较组织得以较快恢复，组织连接紧密，

平滑肌层厚，横纹肌层排列连续，并见较多血管分布（图 ４）。
提示尿道括约肌功能得到恢复。

! "

# $

Ａ：ＰＢＳ注射１４ｄ（阴道扩张后２１ｄ）；Ｂ：细胞移植１４ｄ；Ｃ：ＰＢＳ注射
２１ｄ（阴道扩张后２８ｄ）；Ｄ：细胞移植２１ｄ

图４　大鼠近端尿道组织形态学观察　（ＨＥ×１００）

３　讨论

　　目前压力性尿失禁的治疗主要以耻骨后尿道悬吊
术和尿道下悬吊带术为主，即使Ⅲ型尿失禁，治疗仍是
以悬吊为主。但是随着吊带的大量运用，术后并发症

日益显现［６－７］。与理想的悬吊材料应具有的合并症

低、取材容易、耐用、无免疫原性并具有可塑性的要求

还相差很远。手术并发症包括膀胱穿孔、出血、肠管损

伤、阴道膨出以及网片侵蚀等，有的甚至引起难以弥补

的严重后果。注射填充物质可以引起慢性炎症、异物

巨细胞反应、尿道周围脓肿、膀胱尿道腐蚀甚至移位到

器官内部、肺栓塞等，而且长期疗效差。近年来通过移

植细胞修复受损的组织结构并恢复它的功能来治疗尿

失禁，已取得了一些初步成果［８－９］。可是用于移植的

细胞存在许多问题，如取材困难、细胞数量有限、细胞

存活率低下以及增殖能力不强等限制。然而脐带血干

细胞却具有以下特点：来源广泛，采集方便；脐带血中
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的干／祖细胞较成人骨髓中的干／祖细胞更原始，有更
强的增殖分化能力；血中淋巴细胞的免疫原性较弱，移

植物抗宿主病发生率较低；富含内皮祖细胞，对血管

发生具有重要作用［１０］；以及不会有肿瘤细胞产生等

等。含脐血干细胞的 ＨＣＭＮＣｓ具有分泌多种细胞因
子的能力，获取操作过程容易，不易污染，数量较多，而

且已在临床上其他领域得以广泛运用，因而可能是一

种理想的细胞移植的来源。

　　阴道分娩可致下尿路肌肉神经组成的机械损伤、
缺血或去神经化［１１］。Ｆｏｌｄｓｐａｎｇ［１２］发现 ２／３的 ３０～
４４岁的ＳＵＩ妇女至少有１次阴道分娩经历。分娩时
第２产程过长可引起盆底神经肌肉损伤［１３］，甚至可导

致阴部神经损伤，严重者可引起盆底肌肉松弛，致腹压

不能传至近端尿道而出现 ＳＵＩ。因而通过扩张阴道，
模拟产道损伤可以建立 ＳＵＩ动物模型，用于研究 ＳＵＩ
的发病机制和治疗。ＲＵＰＰ可以反映出尿道在持续扩
张状态下的弹性阻力，间接表达尿道的关闭能力。

ＭＢＣ则反映出膀胱的储尿能力。正常机体局部组织
损伤后会发生组织再生修复，但尿道括约肌的再生能

力有限。本研究建立的模型同时有尿道括约肌结构和

功能缺陷，类似于人类由于ＩＳＤ导致ＳＵＩ。
　　本实验方法获得的细胞注射到大鼠近端尿道，１
周后较均匀地分布到尿道黏膜下组织，并未局限在注

射部位，提示移植的 ＨＣＭＮＣｓ已发生迁移。ＨＣＭＮＣｓ
移植改善尿控功能的机制可能与以下因素有关：细胞

整合到宿主纤维，增加收缩强度；再生有神经支配的肌

纤维；分泌细胞因子促进损伤肌肉神经的修复；促进周

围血管生成改善组织缺血、缺氧状态利于组织的恢复；

以及移植物的填充效应等。本研究结果与文献［１４］
报道一致，通过Ｍａｓｓｏｎ染色可见尿道括约肌损伤后肌
纤维减少，结缔组织成分增多［２］。研究中细胞移植后

见尿道括约肌肌层明显增厚，并见较多肌束和血管分

布，由此推测移植的细胞不只是发挥填充效应。移植

后ＲＵＰＰ显著提高，但移植后 ＭＢＣ没有明显改变，我
们推测在尿道注射后移植细胞仅作用于近端尿道组

织，对于受损的逼尿肌没有改善，本实验尚缺乏较远期

的结果证明移植细胞对膀胱的作用。

　　细胞移植依靠的是移植细胞能够在受体内存活、
分化、增生。尽管现在技术能够成功分离培养和增殖

得到足量的目的细胞用于修复重建。但是要使它成为

一个切实可行的方法来代替目前的治疗手段应用于临

床，还需要进一步的临床试验研究。本实验为组织工

程化干细胞治疗ＳＵＩ的研究打下基础。
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