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骨髓间充质干细胞移植对COPD气道及肺实质损伤的修复作用

摘 要

骨髓间充质干细胞移植对慢性阻塞性肺病
气道及肺实质损伤的修复作用

慢性阻塞性肺病(CoPD)是人类的常见病，是世界范围内第四位的死亡原因。

近年来，随着环境污染等因素的加重，其发病率有逐年增高的趋势。COPD以不完全

可逆的气流受限为特征，病情呈进行性发展，其发病机制复杂，病理学改变则累及

肺脏的多级结构，包括中央及周围的气道、肺实质乃至肺血管。目前认为，COPD的

病理损伤属于不可逆性病变，依靠机体自身的能力无法达到组织的完全修复。因此，

迫切需要寻找到一种参与肺部组织结构的修复和重建的有效方法。

研究认为，骨髓中的造血干细胞(hematopoieticstemcells，HSC)和间充质干细

胞(mesenchymal stem cells，MSC)都具有多向分化的潜能，其中MSC由于取材方

便、来源丰富、容易培养、增殖力旺盛而日益成为干细胞研究的热点。近年来大量

研究显示，间充质干细胞在治疗诸如糖尿病、心肌梗塞、移植物抗宿主反应等多种

疾病方面具有广阔的临床应用前景。

之前有研究已证实，骨髓MSC可以在体内、体外分化为肺实质细胞，在炎症等

因素的趋化下，外源的骨髓MSC有向肺损伤部位汇集的现象。外源MSC可能通过

两方面参与肺的损伤修复：1．在局部微环境作用下诱导分化为肺泡上皮和支气管上

皮细胞等结构细胞，参与组织的修复过程；2．通过免疫调节作用，为损伤修复提供

的有利环境。

但目前而言，应用MSC干预治疗COPD的相关研究十分少见，现有的关于肺

部疾病干细胞治疗的有限相关研究，主要集中在急性肺实质损伤和肺纤维化方面。

而且，对于不同移植条件对干细胞治疗效果也没有相应的对比研究。因此，本课题

经过严格的对比和系统的观察，研究观察了移植的骨髓MSC在COPD动物模型肺局

部的定植存活情况，了解MSC移植的治疗效果。本研究包括三部分内容，分述如下。

一、大鼠骨髓间充质干细胞的体外培养和生物学特性

目的：分离和培养大鼠MSC(rMSC)，研究其生物学特征，为动物实验做准备。

方法：取6．8周龄正常雄性Wistar大鼠的股骨和肱骨，无菌状态下冲洗骨髓腔，

收集骨髓细胞悬液，接种于塑料培养皿，使用10％FBS／DMEM．LG的培养基，在

37℃、50％C02和100％饱和湿度条件下进行培养，每3．4d按照l：3进行常规方法

传代；倒置显微镜下观察细胞形态学特点；MTT法绘制细胞生长曲线；流式细胞仪

检测细胞表面标记和细胞周期；定向诱导rMSC在体外向成骨细胞和脂肪细胞分化；

裸鼠皮下注射rMSC检测其成瘤性。
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结果：体外培养的rMSC大部分呈梭形的成纤维细胞样形态，细胞呈辐射状排

列。在体外观察传代20代，细胞形态和生长速度无明显改变；生长汇合率达

30％一40％和90％时的P5代rMSC，G0／G1期细胞的百分比分别为53．07％和85．24％，

S+G2+M期细胞的百分比分别为46．93％和14．76％：P5代细胞高表达CD29、CD44

和Sca．1，而不表达造血干细胞的标记CD34、CDll7和CD45，不表达FIk-1、MHC．II；

在体外诱导培养一F，rMSC可向成骨细胞和脂肪细胞分化，具有多向分化潜能；裸鼠

背部种植rMSC，3个月未见成瘤现象。

结论：全骨髓贴壁法可成功分离和培养出大鼠骨髓间充质干细胞，分离所得的

细胞性状稳定、状态良好，形态学和表型符合间充质干细胞特点，具有多向分化潜

能且无明显成瘤性。

二、COPD模型的构建和鉴定

目的：研究建立合理的慢性阻塞性肺病(COPD)大鼠模型的有效方法。

方法：8周龄健康Wistar大鼠15只，随机分入健康对照组(C组)和两个COPD

模型组。用两次气管内注入脂多糖(LPS 200倒次)加熏香烟1个月的复合刺激法

(A组)和单纯熏烟法(B组)分别建立大鼠COPD模型，然后行病理学检测造模效

果，包括平均内衬间隔(MLI)和平均肺泡数(MAN)的测定；观察实验动物一般

情况：检测动物的外周血常规和支气管肺泡灌洗液(BALF)细胞计数与分类。

结果：两COPD模型组大鼠纳差消瘦，伴有间歇咳嗽和气促。病理学检查显示

两模型组均具有慢性支气管炎和肺气肿的典型病变。两模型组外周血和BALF中的

白细胞总数及中性粒细胞百分比均较健康对照组显著增高(P<0．01)；两模型组MLI

较对照组有显著性增高，而MAN较对照组显著性下降(P<o．01)；但A、B两组间无

显著差异(P>0．05)。病理学切片上，A组比B组各级支气管及肺组织的炎症浸润更

明显，上皮细胞损伤和腺体增生明显；而B组更突出表现为肺泡的过度扩大融合。

结论：用单纯熏烟法和两次气管内注入脂多糖(LPS 200叫次)加熏香烟的方
法，均可成功制备大鼠COPD模型，其病理生理改变与人类COPD类似，后者比

前者更符合COPD自然发病过程。

三、MSC在COPD大鼠模型肺部的定植分化与治疗作用

目的：观察rMSC移植在COPD动物肺部的定植和分化及其治疗作用。

方法：选健康雌性Wistar大鼠36只，随机分为5组：rMSC小剂量／单次尾静

脉移植组(A组，12只，COPD大鼠，尾静脉输注rMSC l×106／lml)；rMSC大剂

量／两次尾静脉移植组(B组，12只，COPD大鼠，尾静脉输注rMSC l×106／lmlx2

次)；rMSC对照组(C组，4只，正常大鼠，处理同A组)：COPD模型组(D
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组，4只，尾静脉输注生理盐水lml)；健康对照组(E组，4只)。体外培养扩增

雄性Wistar大鼠来源的rMSC，以CM．Dil标记细胞后将其经尾静脉注入用熏烟加

LPS气管注入法制作的同系雌性COPD大鼠模型体内，在注射后的ld、7d、15d、

30d分别处死动物，取新鲜肺组织冰冻切片荧光显微镜下观察Dil阳性细胞定植、

分布和存活时间；原位杂交法检测肺组织中外源细胞的定位、定植效率，以及形态

学观察和在肺外脏器的分布：CM．Dil联合免疫组化法检测rMSC在肺组织的转分化

情况；观察肺组织病理学变化以及血常规、肺泡灌洗液(BALF)细胞计数与分类；使

用双抗夹心ELISA方法检测COPD大鼠BALF和外周血中IL．10、TNF．a和G．CSF

的表达情况。实验数据采用SSPSl3．0软件进行统计学分析，检验水平为a=0．05。

结果： (1)荧光显微镜观察发现，A、B两组在进行rMSC移植后，肺组织内

有较多的CM．Dil阳性细胞(红色荧光)进入，主要分布于肺间质、肺泡和气道壁，

并可在肺局部存留30d以上；而C组肺组织内偶见少量荧光阳性细胞；未经rMSC

移植的D、E组肺组织内未见阳性细胞。(2)原位杂交结果与CM．Dil检测结果类

似，并可见原位杂交阳性的细胞光镜下呈现lI型肺泡上皮和气道粘膜上皮形态，血

管平滑肌细胞也可见少量阳性细胞；心脏、骨骼肌和肝脏等肺外组织未见或极少见

外源细胞；A、B两组肺组织内的外源细胞定植效率无明显差异。(3)CM．Dil染

色联合免疫组化检测提示，部分CM．Dil阳性细胞同时有免疫组化检测SPC或CCl6

表达阳性，提示外源细胞部分转分化为II型肺泡上皮和气道粘膜上皮。(4)A、B

组外周血和BALF中的白细胞总数及中性粒细胞分类较D组有显著降低(P<0．01)，

但仍高于C和E组(P<0．01)，提示rMSC移植后COPD炎症水平有所下调。(5)A、

B组外周血和BALF中的IL．10较D组有显著性升高(P<o．01)，但低于C和E两组

(P<O．01)；TNF—a和G．CSF低于D组(P<0．01)，但高于C和E两组(P<O．01)。 (6)

HE染色显示，A、B组肺气肿和气道病变较D组明显减轻，但与C、E组比较，

COPD病变仍较明显；说明MSC使大鼠COPD病理改变得到一定程度的改善。

结论：经尾静脉注射的rMSC能在大鼠COPD模型的肺组织内定植并长期存留，

改善COPD肺部的病理学损伤，调节局部及全身的炎症冈子水平，且无明显致瘤性

和成纤维化倾向；在一定范围内，这种治疗效果无明显量效关系。

关键词：慢性阻塞性肺病，动物模型，骨髓间充质干细胞，大鼠，移植
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Abstract

Reparation of mesenchymal stem
cells transplantion on airway

and lung inj ury in chronic obstructive pulmonary disease

Chronic obstructive pulmonary disease(COPD)is one of the most common disease

and the 4th leading cause of death in the world．The morbidity
has been rising even in

recent years due to several factors such as environmental pollution．COPD
is a disease

state characterized by airflow limitation that is not fully reversible．The airflow limitation

is usually progressive．The pathogenesis of COPD is complicated and its pathobiology

involve S multilevel structures in the lung，including central and peripheral airways，lung

parenchyma，even blood vessel，which is regarded
as inreversible．The injure of COPD

can not be fully repaired by itself or drugs．Thus，we need badly
to explore a newway of

structural reparation and reestablishment ofthe lung．

Recently，many studies have identified that bone marrow derived mesenchymal

stem cells(MSC)and hematopoieticstemcells(HSCs)have the potency of

multi．directionaI differentiation．Because of the abundant resource，convenient isolation，

easy cultivation and vigorous proliferative ability，MSC has become increasingly

common in stem cell research．By far,the MSC transplantation was widely used on the

treatment study of different diseases and presented
as a promising clinical application to

them．including diabetes mellitus，myocardial infarction，graft-versus—host disease，and

SO on．

Bone marrow derived MSC can differentiate into some lung parenchymal cells in

vivo and in vitro，as confirmed by several studies，which observed that MSC could be

guided to location of lungs by inflammation
and injury．Exogenous MSC might repair

the lesions in two ways：induction and cel l differentiation
into alveolar epithelium or

tmcheal ep．ithelium under the local microenvironment,and immunological regulmion
of

MSC for the advantageous repairing conditions·

Nevenheless，studies on the application of M SC in COPD is few．Most researchs

focused on the use of MSC in the acute pulmonary parenchyma injury or pulmonary

fibrosis．Moreover,therapeutic efficacy of different stem cells transplantation program

also need to be studied．This research was designed to explore the field planting and

survivorship of exogenous bone marrow derived
MSC in the lungs of the COPD model
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rats after transplantation，understanding the therapeutic efficacy of MSC on COPD

models via systematical observation．

The experiment consists ofthree parts described as follows：

1．Isolation．culture in vitro and study of biological characteristic of the rat bone

marrow derived mesenchymal stem cells．

Objective To isolate the bone marrow derived mesenchymal stem cells and culture

them in vivro．To study the biological characteristics of rMSC．

Methods and materials Under aseptic condition，bone marrow cells were collected by

flushing the femurs and tibias from 6-8-week·old healthy male Wistar rats with PBS．All

the mononuclear cells from bone marrow were plated in the plastic culture dish．The cells

was maintained in a incubator with humidified atmosphere of 95％air and 5％C02 at

37"C，using DMEM—LG medium supplemented with 1 0％fetal bovine serum(FBS)，and

was splitted as l：3 every 3 or 4 days．The morphological features were observed under

the invert microscope；Cell growth curve was determined by MTT method；cell cycle and

phenotype were taken by flow cytometry．Moreover,their abilities to differentiate along

osteoplastic and adipocytic pathways were also investigated．Tumor genesis were

observed in BALB／c—nu／nu nude mice which received rMSC subcutaneously．

Results The cells cultured in vitro showed spindle—shaped appearance like fibroblast，

spreading radiatly．Up to 20 passages of rMSC were observed and no visible

morphologic or growth velocity change was detected．Cell cycle ananlyses revealed that

53．07％and 85．24％ofthe cells at G0／Gl phase．46．93％and 14．76％at S．}G2+M phase

when they attached to 30％-40％and 90％confluences，respectively．Flow cytometric

analysisshowed that the rMSC were high positive for CD29、CD44 and Sea—l and

negative for CD34、CD 1 1 7，CD45，Flk-l and MHC-II．The rMSC could be differentiated

into adipocyte and osteoblast cells in vitro．No tumor formation were observed in nude

mice during those 3 months．

Conclusions The rMSC Can be isolated and cultured by all bone marrow cells

adherence successfully．The cell population we harvested expressed morphology and

phenotype of mesenchymal stem cells，significant renewal capacity，biological stabilities，

multi—potentiality and free from tumorgenesis in vitro．

2．Establishment and assessment of the rat COPD model．

．5．



第二军医大学博士学位论文

objective To explore an effective and reasonable way of establishing a rat model for

chronic obstructive pulmonary disease(COPD)．

Methods and materials A total of 1 5 8-week-old healthy Wistar rats were divided into

2 model groups and the control group(Group C)randomly．The rat COPD models was

established by two ways，intratracheal instillation of 1．popolysaccharide(LPS)twice+

exposure to cigarate smoke for 1 month(Group A)，and cigarette smoke inhalation for 80

days only(Group B)．The pathologic characteristics of animal models，including the mean

lining interval(MLI)and the mean alveoli number(MAN)，were determinated to assess

the model qual ity．The general state of health of those rats were observed．The total and

different white blood cell counts of bronchoalveolar lavage fluid(BALF)were

determined．The comparison between the two model groups were also carried out．

Results In the two model groups，the rats presented cough or breathlessness

periodically，and amplification of weight were reduced than that of control

group(P<0．0 1)．Rats in Group A and B shared specific pathological features in

tracheobronchial and lung tissues with that of human chronic bronchitis and obstructive

emphesema．Significant increase in total white blood cells and neutrophils in BAIF and

peripheral blood was found in Group A and B(P<O．0 1)than those of Group C．MLI in

Group A and B were significantly higher in comparison with Group C，while MAN Was

reversely much lower(both P<O．O 1)．But there were no statistical difference between

Group A and B on those measurements．The histology of Group A showed showed more

often inflammatory cells infiltrating in the bronchial and lung tissue and the secretion of

airway than Group B．The latter was charactered on the ruptured and enlarged alveoli．

Conclusions By intratracheai instillation of LPS twice+exposure to cigarite smoke and

by cigarette inhalation only for more time both successfully established the rat COPD

models，which shared many characteristics of human COPD including the pathological

and pathophysiological feature．

3．Implantation and differentiation of rMSC in the lungs of CoPD model rats and

its therapeutical effect．

objective To observe the implantation and differentiation of rMSC in the lungs of

COPD rats，to study the therapeutical effect ofrMSC．

Methods and materials The rMSC from the bene marrow of male rats were cultured

in vitro and labeled with CM—Dil before implantation irite rats．The recipient Wistar rats．
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totally 36 female rats，Were divided randomly into five groups：low—dosed／one-timed

transplantation group(Group A，n=1 2，COPD model rats，intravenous infusion of

l×106／lml CM-Dil．1abeled rMSC after model establishment)；large．dosed／twice

transplantation group(GroupB，n=1 2，COPD model rats，intravenous infusion of

1×l 00／1 ml CM-Dil-labeled rMSC twice in the same day after model establishment)；

rMSC control group(Group C，n=4，the same amounts of rMSC as Group A were

injected into the normal female rats)；COPD model rats group(Group D，n=4，COPD

model rats，intravenous infusion of l ml NS after modeI establishment)and normaI

control group(Group E，n；4)．The COPD models were established by smoke inhalation

+LPS perfused intratracheally．The rats in Group A and B were sacrificed at d l，d7，d 1 5

and d30 after the intravenous infusion of rMSC．The frozen sections of flesh lung tissues

samples were viewed under a fluorescence microscope to observe the implantation，

distribution and survivorship ofthe CM—Dil positive cells．Hybridization in situ(ISH)and

histopathological analysis were carried out to detect the localization，implantation

efficiency and morphology of foreign cells in the lungs and other organs．CM．Di l label

combined immunohistochemistry WaS used to identify the transdifferentiation of rMSC

in the lung．Peripheral blood(PB)and bronchoalveolar lavage fluid(BALF)were

harvested for cell counting and classification and the measurement of IL．1 0．TNF．a and

G-CSF levels by ELISA．Statistical comparison were tested with single．factor variance

analyses．ne reported P value WaS 2-sided(a=0．05)．Calculations were performed using
the software SSPS l 3．0．

Results (1)Many CM—Dil positive cells(red fluorescence)were observed in the

lung tissues of Group A and B，mainly located in the interstitium，pulmonary alveoli and

airway walls，even 30 days after the intravenous infusion of rMSC．Only a few CM．Dil

positive cells were found in Group C，and none WaS detected in Group D and E，which

were infused NS instead of rMSC．(2)The results of ISH were similar aS those above．

Moreover，some ISH positive cells presented with the morphology of type II alveolar

epithelium，bronchial epithelium or vascular smooth muscle cell．None or few foreign

cell was detected in other organs like the heart，the skeletal muscle and the liver．The

implantation efficiency of rMSC in Group B were close to that in Group A．(3)Some

CM—Dil positive cells also showed immunohistochemical positivity Of SPC(molecular

marker for type II alveolar epithelium)or CC 16(molecular marker for Clara cell)in the

same time． (4)The total white blood cells and neutrophi l percentage in the PB and

．7．
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BALF of Group A and B were significantly lower，comparing to those of Group

D(P<0．01)，but still higherthan those ofGroupCand E(P<0．01)．(5)The IL-10 level of

the PB and BALF in Group A and B were significantly higher than that of Group D，

while the level of TNF-a and G-CSF were higher(all P<0．O 1)，even the IL一1 0 level of

Group A and B were still much lower than those of Group C and E，and the TNF一0【，

G-CSF levels were higher reversely(all P<0．0 1)．(6)HE-stained sections revealed

obviously pathologic improvement in Group A and B in comparison with Group D，

which implied the therapeutic effect ofrMSC．

Conclusions The rMSC infused from caudal vein can implant into the lungs of COPD

model rats and be permanent planting there，improving the pathology of the recipient rats

and regulating the local and systemic inflammatory factor level．The therapeutic efficacy

of rMSC transplantation showed dose-independent to some extent．

KEY WORDS：chronic obstructive pulmonary disease，animal model，bone marrow

derived mesenchymal stem cell，rat,transplantation
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缩略词

Amp

BALF

BM

CD

CoPD

DAB

DDW

DEPC

DMEM．LG

DMSO

EDTA

ELISA

FBS

FCM

G．CSF

HE

lHC

IGF

IL

ISH

LPS

MLl

MAN

MSC

MTT

rMSC

OD

P

英文缩略语表

英文全称

Ampicillin

bronchoalveolarlavage fluid

Bone marrow

Cluster ofdiffrentiation

Chronic Obstructive Pulmonary Disease

Diaminobenzidin

Double distilled water

Diethyl Pyrocarbonate

Dulbecco’S Modified Eagle Medium-low

glucose

Dimethyl Sulfoxide

Ethylene Diamine Tetraacetic Acid

Enzyme—linked Immunosorbent Assay

Fetal Bovine Serum

Flowcytometry

Granulocyte colony-stimulating factor

Haematoxylin Eosin

Immunohistochemistry

insulin—like growth factor

Interleukin

In situ hybridization

Iipopolysaccharide

Mean lining interval

Mean alveoli number

mesenchymai stem cells

Methyl thiazolyl tetrazolium

rat bone marrow derived mesenchymal stem

cells

optical density

passage

中文全称

氨苄青霉素

支气管肺泡灌洗液

骨髓

白细胞分化抗原

慢性阻塞性肺病

二氨基联苯胺

双蒸水

二乙基焦碳酸

低糖DMEM培养基

二甲基亚砜

乙二胺四乙酸

酶联免疫吸附测定

胎牛血清

流式细胞术

粒细胞集落刺激因子

苏木素．伊红

免疫组织化学

胰岛素样生长因子

白细胞介素

原位杂交

脂多糖

平均内衬间隔

平均肺泡数

间充质干细胞

四甲基偶氮唑蓝比色法

大鼠间充质干细胞

光密度

代

一9．



g_-军医大学博士学位论文

缩略词

PBS

PCR

PE

PI

Rpm

SABC

英文全称 中文全称

Phosphate Buffered Saline 磷酸盐缓冲液

Polymerase Chain Reaction

Phycoeahdn

propidum iodide

revolutions per minute

多聚酶链式反应

琉基化藻红蛋白

碘化丙啶

辏嗡

StrePt—avidinbiotin-enzyme complex 链酶亲和素一卵白素．生

Sry Sex-determining region on the

Y chromosome

Tris

TNF．a

WBC

ml

Ul

mg

Pg

h

mIn

lag

d

W

lO．

物素．酶复合物

Y染色体上性别决定区

Tris(hydroxymenthyl)aminomethane 三羟甲基氨基甲烷

Tissue necrosis factor a

White blood cell

Millilitre

Microlitre

Milligram

Picogram

Hour

Minute

Microgram

Day

Week

肿瘤坏死因子a

白细胞

毫升

微升

毫克

皮克

小时

分钟

微克

天

周
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骨髓间充质干细胞移植对COPD气道及肺实质损伤的修复作用

I 1．—J--

刖 吾

慢性阻塞性肺病(Chronic Obstructive Pulmonary Diseases，COPD)是一种以不完

全可逆性气流阻塞为特征的慢性疾病，主要累及肺，但也可引起全身(或称肺外)

的不良反应，病情呈进行性发展，与肺部对香烟烟雾等有害气体和有害颗粒的异常

炎症反应有关。从全球的情况来看目前COPD的发病率和死亡率均居第四位，且随

着大气污染加剧和女性吸烟人数的增加，发病率有逐年增高的趋势【l】。近期城市调

查显示，我国COPD患病率占40岁以上人群的8．2％t21。

COPD的病理改变累及中央气道、外周气道、肺实质及肺血管各级部位，且目

前认为属于不可逆性病变【l】。因此，能寻找到一种参与肺部组织结构修复和重建的

有效方法，将具有极其重要的意义。目前关于COPD相关研究主要有两方面：1．稳

定期和加重期COPD气道炎症的分子学和细胞学基础；2．基于发病机理的药物研发。

而关于COPD病理损伤的修复及多能干细胞在其中的作用知之甚少，缺乏系统的相

关研究。

近年来，随着对干细胞认识的不断深入，基于干细胞的细胞治疗研究正受到越

来越多的关注。大量研究表明，干细胞，尤其是间充质干细胞(mesenchymal stem cells，

MSC)，在治疗诸如糖尿病、心肌梗塞、帕金森氏病等人类重大疾病方面具有诱人

前景【3’4】。在利用MSC治疗关节损伤、心脏疾病等方面已进入临床(前)评价【5’6】。

MSC是一种存在于骨髓等多种组织中的具有多向分化能力的干细胞，具有很

强的可塑性，可以移行进入组织，在适宜条件下可分化成为多种中胚层来源的组织

细胞如骨细胞、软骨细胞、肌细胞、脂肪细胞等间质类细胞。有实验证明，MSC

也可在特定的体内或体外环境中跨胚层分化为神经元细胞、肝细胞、胰岛细胞以及

肾小管上皮细胞、肺上皮细胞等【7。1引。此外，不仅MSC本身免疫原性很弱， MSC

还具有明显的免疫抑制作用，例如，利用MSC移植预防造血干细胞移植病人的移

植物抗宿主反应已经进入临床评价阶段【141。这些特性都使得MSC成为非常有应用

潜力的成体干细胞。正是由于MSC具有这种多能潜质，且容易采集、容易体外培

养、性能稳定、连续传代和冷冻保存后仍可自我更新和多向分化，加之其在多种组

织器官中的显示出的修复作用，为组织器官的体外培养再造以及以MSC为载体的

基因治疗开辟了广阔的前景。

有报道表明MSC可以分化为肺实质细胞，并可以参与肺的损伤修复，这为MSC

移植在肺脏组织疾病治疗中的应用提供了思路。最近研究表明，外源MSC可以通

过以下两个方面参与肺的损伤修复[15,161。首先，肺损伤所造成的局部微环境可以诱

导移植的MSC向损伤部位聚集，并分化为l和Il型肺泡上皮细胞、内皮细胞、肺
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间质细胞和支气管上皮细胞等结构细胞修复组织损伤；第二，作为具有免疫调节功

能的细胞，MSC移植后可以减轻肺局部的免疫反应，为损伤修复提供有利的微环境

[15,16]。除此之外，MSC可能还具有维持肺实质细胞功能的作用，但尚需进一步证实。

值得一提的是，在上述体内移植实验中都观察到了移植的MSC有向肺损伤部位汇

集的现象；而宫内移植实验也显示了MSC似乎对肺有特殊的亲和性：将绵羊的MSC

移植到子宫内胎羊的腹腔后，流式细胞术分析表明MSC在肺部的嵌入比例表达最

高，达到为3．2％；远高于脾脏(0．8％)，肝脏和脑(0．6％)以及骨髓(0．4％)的嵌入比例Il 710

这显示了利用MSC治疗肺部疾病的优越性。

本课题以熏烟加脂多糖(1ipopolysaccharide，LPS)诱导的COPD大鼠模型为

实验对象，通过观察外源性的MSC对模型鼠肺脏组织的病理和生化指标的影响，

系统的研究移植的MSC在肺损伤部位的分化命运和组织修复情况，借以了解MSC

在COPD治疗中的价值；并观察不同剂量的MSC对模型鼠肺脏组织的病理和生化

指标影响差异，为利用MSC治疗肺损伤性疾病提供实验依据。

本研究主要分为三个部分进行：

1．大鼠骨髓间充质干细胞(rBMD．MSC)的分离、体外培养和鉴定观察体外

培养rBMD．MSC的相关生物学特性，建立稳定生长和传代的rMSC细胞株；

2．COPD大鼠模型的建立 以单纯熏烟法和熏烟加脂多糖气道滴注结合法制备

大鼠COPD模型，并用病理方法对模型进行检验；

3．同种rBMD．MSC移植治疗COPD模型大鼠检测外源的rMSC细胞在受体

大鼠肺脏的分布和定植，分化以及寿命等问题，同时观察移植的MSC在受体大鼠

全身的分布情况；初步探讨和比较不同数量的rMSC的移植效果，了解移植治疗实

验的量效关系；初步探讨rBMD．MSC移植对COPD的治疗机制。

-12．



骨髓间充质干细胞移植对COPD气道及肺实质损伤的修复作用

第一部分

大鼠骨髓间充质干细胞的体外培养和生物学特性

间充质干细胞(mesenchemal stem cells MSC)是一种来源于中胚层的成体干细

胞，它具有干细胞的基本特性：自我更新能力和多向分化潜能。在适当的培养条件

下，MSC可以向三个胚层分化。研究表明，在一定条件下它可分化为内胚层的肝细

剧18】和胰岛B细刺⋯；分化为中胚层的间充质细胞如脂肪、骨、软骨细胞；以及外

胚层的视网膜细胞【’91和神经细胞【20】等。同样有研究表明，MSC可以分化成为呼吸系

统的支气管上皮细胞或肺泡上皮细胞等【13】。它的这一分化潜能为多种疾病的治疗提

供了一个全新的探索空间。

MSC来源广泛，身体许多组织，例如血液、脂肪组织、关节软骨乃至肺脏【21】当

中均可分离出MSC。但MSC最常见最经典的组织来源之一是骨髓。骨髓间充质干

细胞(BMD．MSC)是目前研究最多最深入，应用最广泛和最成熟的组织干细胞之一。

分离、纯化和培养是MSC应用性实验研究的第一步。恰当有效的MSC分离方

法和培养条件能软得状态良好、纯度较高而数量充足的MSC以供下一步实验使用。

目前用于分离BMD-MSC的方法主要有阴种：密度梯度离心法、贴壁分离法、流式

细胞仪分离法和免疫磁珠分离法。

本实验第一部分采用的是全骨髓细胞贴壁分离法分离大鼠骨髓MSC并进行体

外培养，观察大鼠MSC(rlⅥSC)一般生物学特性和稳定性，为进一步的研究打下良好

的基础。

一、实验材料

(一)实验动物：

材料和方法

清洁级6周龄Wistar大鼠4只，雄性，体重180-2009，由上海中科院斯莱克动物

实验中心提供，单独饲养观察，1周后使用【生产证号：SCXK(沪)2007-0003；实

验证号：SYXK(沪)2007—0003]。

(二)实验主要试剂：

1．培养基：DMEM-LG培养基，Hyclone公司产品；

2．胎牛血清：Gibco公司产品；

．13-
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3．培养基添加剂：抗生素(青霉素／链霉素)、L．谷胺酰胺、牛胰岛素、维生素C、

地塞米松、吲哚美辛、1．甲基．3．异丁基．黄嘌呤(IBXM)等，为Sigma公司产品；

4．胰酶、DMSO和MTT：Sigma公司产品；

5．抗体：荧光标记抗大鼠单抗CD34．PE，Serotec公司产品；

荧光标记抗大鼠单抗CD29一PE、CD44．PE、CDl l 7-PE、Sca-l-PE、Flk．1．PE、

CD45．PE／Cy5、MHC．II．PE，Biolegend公司产品：

6．试剂盒：DAB显色试剂盒，北京中杉公司产品：

S．P法免疫组化检测试剂盒，北京中杉公司产品；

7．其他试剂：油红染料，Chroma公司产品，上海化学品采购公司分装；NaCI、KCI、

Nail2P04、Na2HP04·12H20、NaHC03等，为国产分析纯；无水乙醇、95％乙醇、

80％乙醇等，上海化学试剂四厂；

(--)主要实验仪器和设备：

．14．

20℃及4"C冰箱

Milli．Q labconco纯水仪

超低温冰箱(Forma Scientific)

倒置相差显微镜、普通光学显微镜

FAl004N电子天平

TH一880超净台

E70TF．3微波炉

FACSCalibur流式细胞仪

电热干燥箱

Mettler Toledo 320—PH计

微型漩涡混合仪

37℃恒温C02孵箱

BIO．RAD Model550酶联免疫检测仪

冻存管、培养瓶、培养板

电热恒温水浴槽

血球计数板

手揿计数器

TGL．16C离心机

微量加样器

磁力搅拌器

中国Haier公司

美国Millipore公司

美国Forma Scientific．Ine

日本OLYMPUS公司

上海精密科学仪器有限公司

苏州群众医电设备厂

广东微波制品有限公司

美国Beckton Dickson公司

上海医疗器械总厂

上海Mettler Toledo器械公司

上海沪西分析仪器厂

德国Heraeus公司

日本BIO．RAD公司

美国Coming公司

上海医疗器械七厂

浙江玉环县求精医用仪器厂

绍兴市医疗器械一厂

上海安亭科学仪器厂

德国GILSON公司

常州国华(79—2型)
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此外，流式管、聚丙烯管(50m1)、10cm及15cm玻璃平皿、40孔铝

质金属试管架、量筒(100ml、1000m1)、烧杯、滴管、手套、酒精灯、

三角烧瓶(100ml、250ml、1000m1)以及样品储存盒等均由本实验室提供。

(四)主要试剂的配置：

1．PBS溶液

①0．IM PBS溶液：NaCI 8．89，KCl 0．29，Na2HP04·12H20 3．4889，KH2P04

0．29，an--蒸去离子水定容至1000ml，用IM NaOH调整pH值至7．4，高压

蒸汽灭菌，4℃保存。

②0．01M PBS溶液：

A液 1000ml NaH2P04·2H20 31．29

B液 1000ml Na2HP04·12H20 71．6329

工作液：A液19ml+B液81ml+NaCI 17．189+DDW至2000ml

调整PH值：7．2—7．4，分装入干净玻璃瓶，高温高压灭菌，封口标记，4℃

保存。

2．rMSC维持培养基：DMEM．LG培养基，10％FBS，4mM L．谷胺酰胺，100|U／ml

青霉素和1009∥ml链霉素。

3．0．25％胰蛋白酶消化液：分析天平称取蛋白酶250mg，用D．Hank’s溶液

100ml溶解，微孔滤膜过滤；

4．D-Hank’S溶液：含NaCI 8．009／L，KCl 0．409／L，NaFIP04 0．069／L，KH2P04 0．069／L，

NaHC03 0．359／L，葡萄糖1．009／L，酚红0．029／L；

5．0．2％EDTA消化液：分析天平称取EDTA粉末20rag，用D-Hank’s溶液

100ml溶解，微孔滤膜过滤，高压灭菌；

6．细胞冻存液：30．40％FBS(胎牛血清)、10％DMSO、50．60％培养液混合；

7．脂肪细胞诱导培养基：10％FBS／DMEM—LG培养基内含4mM L．谷胺酰胺，加入

109#ml牛胰岛素，o．25I-dvt地塞米松，50州吲哚美辛，0．5 mM IBXM，100IU／ml

青霉素和100肛#ml链霉素。

8．成骨细胞诱导培养基：5％FBS／DMEM．LG培养基内含l 0．8M地塞米松，O．2 mM

维生素C，10 mM B一甘油磷酸钠，100IU／ml青霉素和100¨#ml链霉素。

．15．
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9．饱和油红O染液：用双蒸水稀释异丙醇成60％(VN)，加入油红O直至不再溶

解为止，37。C水浴，继续加入油红O，水浴后仍不再溶解即达到饱和，室温避光

保存。

10．碘化丙啶(PI)贮存液：粉剂100mg，以2ml PBS溶解，浓度为50mg／ml，4"C

冰箱避光保存。

11．细胞周期染色液：含Pl终浓度为50Bg／ml，配方为PI 5mg、RNA酶2mg、Triton

X-100 lml、生理盐水65ml、枸橼酸钠100mg，加蒸馏水至100ml，调整pH值

至7．2．7．6，4"C冰箱避光保存。

12．10％中性缓冲甲醛：37．40％甲醛溶液90mi，加入0．IM PBS溶液lOml，混匀

备用。

13．1M NaOH：称取49 NaOH加入到100ml双蒸水中，搅拌混匀。

14．IM HCI：8．5ml浓盐酸加入91．5ml双蒸水。

二、实验方法

(一)大鼠骨髓间充质干细胞的分离、培养和保存

1．大鼠骨髓单个核细胞取材、分离和培养

1)6周龄雄性Wistar大鼠四只，颈椎脱臼法处死，用75％的酒精浸泡10min后

移至洁净工作台；用消毒剪刀剪开皮肤，无菌条件下取双侧股骨和胫骨，剔

除肌肉和筋膜，置于无菌PBS液中并清洗数次，转移到预先放入无血清

DMEM．LG培养基的玻璃培养皿中；

2)用无菌眼科剪剪去骨头两端，用5ml注射器吸取DMEM．LG培养基，将针头

从骨头的一端插入，将骨髓轻柔吹出，重复吹打多次，直至骨头发白，用枪

头将吹出物吹散成悬液；

3)用200目滤网滤除去成团的组织，轻轻吸取上层悬液至另一个离心管，

1500rpm离心5-8min；弃上清液，用10％FBS／DMEM．LG培养基重悬细胞

并计数；

4)将重悬后的单个核细胞以1．2x106／cm2的密度接种到塑料培养瓶；

5)将培养瓶置入37"(2、5％c02和100％饱和湿度条件下的恒温细胞培养箱巾，

视细胞贴壁情况于培养24．48h后完全换液，去除所有未贴壁的细胞，然后

用PBS稍做冲洗，以10％FBS／DMEM-LG继续培养，每2．3d换液一次；

6)通常7．10d即可长出明显的克隆，待原代细胞生长融合达80％时，用0．25％

胰酶．0．02％EDTA消化贴壁细胞，合并所有克隆，重新接种于培养瓶，密度

为5．10x103／cm2；此标记为Pl；
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2．rBMD．MSC的传代

1)PI代rMSC细胞生长融合达80％．90％时，取培养瓶放入超净台，轻摇数次后

吸出培养基，PBS洗2次(充分摇匀)，加入0．25％胰酶．0．02％EDTA消化(每

个25cm2培养皿约0．5m1)，在倒置显微镜下观察，当多数细胞收缩变成圆形

时弃胰酶，加入含10％FBS的DMEM．LG培养基5ml吹打混匀，均分到3个

同等培养瓶中(按l：3传代)，加入足量培养基混匀，标记后送入培养箱继续

培养；

2)以后每48．72h消化传代一次，按l：3传代；延续传代所用的培养液、消化液

不变：

3．rBMD．MSC的冻存和复苏

1)冻存：每代细胞除延续培养和做相关实验所需之外，全部冻存。取对数生长期

细胞(冻存前一日换液)，0．25％的胰酶消化制成细胞悬液，计数并离心，弃上

清，加入适量冻存液，调整细胞浓度为1．5x106／ml，吹打均匀制成细胞悬液。转

移至冻存管，l一1．5ml／管，标记封口，4℃Ih，一20℃3h，--80℃过夜，而后置

液氮中保存。

2)复苏： 将冻存于液氮的的一管rBMD．MSC细胞取出，

迅速置于37"(2水浴不断轻轻晃动，于30s内融化

上

融化后在超净台无菌条件下用75％乙醇将冻存管的盖沿擦拭干净

’L

将复苏的细胞悬液移入消毒灭菌的离心管，加入

8．10ml 10％FBS／DMEM．LG，混匀后1000rpm离心5min，弃上清

’L

将细胞用10ml 10％FBS／DMEM．LG重悬，轻轻吹打均匀

’L

转入75cm2培养瓶中，5％C02孵箱37。C培养

I

24h左右换液，去除未贴壁细胞

(二)rBMD．MSC细胞的鉴定和生物学特性观察

I．rBMD．MSC的形态学观察
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每口在倒置显微镜下观察细胞的形态，拍照记录。

2．细胞生长曲线的描绘

1)分别取P5、P10及P15代细胞，O．25％的胰蛋白酶消化，用10％FBS／DMEM．LG

培养基配成单细胞悬液，以每孔500个细胞的密度接种96孔板(每组接种7块

96孔板)，每个96孔板接种5个复孔，每孔2009l；

2)将细胞移入37*(2、5％C02和100％饱和湿度的细胞培养箱培养；

3)第l一7d每天各组取l块96孑L板，每孔加入MTT溶液(5mg／m1)201xl，37"(2继

续孵育4h，终止培养；

4)小心吸弃孔内培养上清液，每孔加入1509l DMSO，置于振荡器振荡15min，

使结晶充分溶解；

5)选择490mn波长，在酶联免疫测定仪上测定各孔吸光度值(～90值)；

6)以时间为横轴，A490值为纵轴绘制细胞生长曲线；

3．细胞周期测定

将P5代rBMD．MSC接种于2个6孔板，分别在细胞生长融合达30％．40％

和90％时取l板细胞，经胰酶消化和PBS洗涤后离心，逐滴加入70％的冰乙

醇3ml重悬固定(边加边摇匀)，放入4℃冰箱固定过夜。固定后的细胞离心

4009x10min，PBS洗涤1．2次，加入RNA酶1099和细胞周期染色液0．3ml重

悬细胞，4℃冰箱固定30min后上流式细胞仪检测。CELLQUEST软件采集数

据，ModfitLT2．0软件分析细胞周期。

4．细胞表面标志的测定

取P5代细胞经胰酶消化、PBS洗涤1次后，离心收集细胞制成的lxl06／ml

单细胞悬液。每个样本取0．1ml细胞悬液，分别加入荧光标记的单抗CD34．PE、

CD29-PE、CD44·PE、CDI 17-PE、Sea-l—PE、Flk-1一PE、CD45一PE／Cy5、MHC一11一PE，

室温避光孵育30min，加入PBS 2-3ml洗去未标记抗体，再加入0．3ml PBS重悬细

胞，FCM上机测试rMSC的表面标记；设置空A／阴性对照。

5．诱导分化

1)向脂肪细胞的诱导分化

取P10代rBMD．MSC以1x104／孑：L的密度接种于6孔板，每孔预先放入经清

洁消毒灭菌处理的盖玻片，待细胞生长到密度达约70％时加入脂肪细胞诱导液
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(如前述配方)，对照组则继续以rMSC培养基培养，每3d换液一次，第7d

和第14d时取出细胞爬片做鉴定。

油红O染色鉴定：取出细胞爬片，PBS漂洗2次，加10％1平醛固定10min；

将固定液倒去20s后，加入染液染色20．30min，60％异丙醇洗去多余染液，蒸馏

水洗，镜下观察；照相。

2)向成骨细胞的诱导分化

取P10代rBMD．MSC以3．5×103／孔的密度接种于6孔板，每孔预先放入

经清洁消毒灭菌处理的盖玻片，24h后更换为成骨诱导培养液(如前述配方)，

对照组则继续以rMSC培养基培养，每2d换液一次，第14d时取出细胞爬片

做鉴定。

①碱性磷酸酶(AKP)染色：取出细胞爬片，去离子水漂洗3次，加入4℃预冷

固定液(柠檬酸409l十去离子水2ml十丙酮3m1)固定30s，去离子水冲洗，晾干；

配制新鲜工作液，将二甲基甲酰溶解底物倒入缓冲液，再加入固紫B混匀；把固

定后的盖玻片放入工作液，放于37℃保温45min，去离子水洗3次；l％苏木素复

染3min，去离子水洗，晾干，光镜观察。

②I型胶原的免疫组化染色：

从6孔板中取出爬片，放入玻璃平皿，

PBS(pH7．4，下同)漂洗，2--3minx3次

’L

4℃80％丙酮固定液固定10--15min，PBS洗5minx3次

’L

0．5％Triton X100破膜，PBS洗5minx3次

上

室温下3％H202封闭10min，PBS洗5minx3次

上

滴加正常山羊血清501tl／片，37"C孵育30min

上

倒去多余液体，加入现配一抗(1：200)50I_ti／片，

4℃湿盒冰箱孵育过夜，PBS漂洗5minx3次

I

生物素标记二抗50I_tl／片，湿盒内37"(2室温孵育40min；

PBS漂洗5minx3次

’L
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滴加辣根过氧化物酶标记链霉卵白素工作液(S—A／HI冲)50¨1／片，

湿盒内37。C孵育40mira PBS漂洗5minx4次

上

滴加新配DAB溶液409l／片，避光，镜下观察显色10min左右，

自来水冲洗终止反应

上

苏木素轻微复染l"-2min，自来水冲洗，盐酸酒精分化，光镜观察

l

梯度酒精脱水、透明、封片、镜检

对照设置：以PBS替代特异性一抗作空白对照；

光镜下观察，阳性细胞的胞浆呈棕黄色。

6．rBMD．MSC成瘤性检测

1)BALB／c．nu／nu裸鼠(由中科院上海实验动物中心提供)，4周龄，雌雄兼用，

随机编号分成3组，阴性对照组、阳性对照组和实验组每组5只，共15只裸鼠，

在裸鼠室饲养一周适应新环境。

2)消化收集对数生长期P10代rMSC，PBS洗1次，充分吹匀制成单细胞悬液，

以5．0×106／0．2ml PBS／只在无菌条件下接种于实验纽裸鼠背部脊柱右侧皮下：阳性

对照组给予肺癌A549细胞2．5×106／0．2ml PBS／只同部位脊柱两侧注射，阴性对照组

给予0．2ml PBS同部位注射；

3)继续放进裸鼠室内的超净生物层流架中无菌饲养，持续观察小鼠一般情况及

接种位点变化，接种3个月后处死裸鼠，检查接种部位是否成瘤，患肿瘤濒临死亡

小鼠随时处死，瘤体标本经10％中性福尔马林固定，常规脱水包埋，HE染色。

7．数据分析

利用SPSSl3．0软件进行数据统计。所有数据输入SPSS软件，计量资料用X姆

表示，用t检验或方差分析。P<0．05为差异有统计学意义。
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结 果

一、大鼠骨髓间充质干细胞的形态学观察

全骨髓悬液贴壁法接种24h后，倒置显微镜下观察，可见部分细胞已贴壁生长，

纺锤形或星形，其中混杂着未完全分离的无核、扁圆的红细胞，体积明显小于有核

细胞；首次换液(1．2d)后大部分红细胞被去除，剩下的贴壁细胞形态多样，部分

呈现为梭形或纺锤形，少量形态不规则，细胞变大，可见数个细胞组成的小集落形

成；1w后，细胞大部分为梭形及纺锤形，并可见多角形及不规则形态，细胞增殖明

显加快，集落逐渐融合成片，细胞透亮，浆少核大，折光性强(图1．IA)；2w时细

胞基本铺满培养瓶底，进行传代。传代后的细胞初始呈圆形，约2_4h开始贴壁伸展，

后6．8h贴壁率为达90％以上，绝大多数呈梭形的成纤维细胞样形态，均匀性分布

生长，细胞增多汇合后呈漩涡状或辐射状排列，少数细胞表现为三角形、多角形等，

胞核呈圆形或椭圆形(图1．1B)。随着再次传代，在P3代以后的细胞形态均一；共

观察20代细胞，P20代之内细胞形态一致，生长速度接近，无明显核固缩、核碎裂

及从培养瓶底脱落等衰老现象。

二、生长曲线的绘制

经MTT法描绘的P5、P10及Pl 5代rMSC细胞生长曲线如下图示(图1．2)。

细胞接种第1d处于静止期，随后迅速增殖进入对数生长期，在4．5d时达到最大值，

此后细胞牛长逐渐达到饱和，进入平台期；采用方差分析进行统计学检验，结果显

示P5、P10及P15代rMSC细胞的生长速度未见明显差异(P>O．05)，见表1．1，表

明细胞早期传代对其增殖无明显影响。

细胞表面标记的测定

体外培养的P5代细胞表面标记流式细胞术检测显示(图1．3)，细胞高表达

CD29、CD44和Sca．1，而不表达造血干细胞的标记CD34、CDI 17和CD45，不

表达Fill、MHC．II，表明本实验中所培养的细胞为骨髓间质来源的干细胞。

四、细胞周期的测定

取生长汇合达30％-40％和90％时P5代rBMD．MSC，流式细胞仪榆测细胞内

的DNA含量，结果显示G0／G1期细胞的百分比为53．07％，S+G2+M期细胞的百

分比为46．93％(图卜4A)；生长融合达90％时的检测结果提示，G0／G1期细胞的
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百分比为85．24％，S+G2+M期细胞的百分比为14．76％(图1-4B)。细胞周期的

测定显示细胞在生长汇合达30％-40％时，增殖旺盛，以S+G2+M期细胞为主，而

生长到汇合达90％时反之，以G0／G1期细胞为主，细胞逐渐进入静止期。因此，

体外培养的rMSC在对数生长期有良好的增殖能力，是良好的种子细胞。

五、诱导分化潜能检测

(一)定向诱导分化为脂肪细胞

加入脂肪诱导体系后，rMSC生长速度减缓，约第3-4d开始出现形态变

化，逐渐由纺锤样和梭形变成椭圆形或三角形为主，胞浆内继而出现大小不等

圆形脂滴。第10．14d取出爬片做油红O染色，可见细胞内有明显红色脂滴(图

1．5A)。

(二)定向诱导分化为成骨细胞

加入成骨诱导体系后，多角形和不规则形细胞逐渐增多，细胞体积变大；偶

氮偶联法AKP染色可见胞浆内有紫红色沉淀(图1．5B)；免疫组化sP泫染色，

可见细胞内有棕黄色I型胶原表达(图1-5C和D)。

六、成瘤性检测

体外培养的rMSC接种于BALB／c．nu／nu裸鼠之后，小鼠生长状态良好，接种

后观察3个月，接种部位皮肤无明显变化或肿块生成，实验组和阴性对照组小鼠解

剖未见明显肿块形成(图1．6A)；肺癌A549细胞接种的阳性对照组5只小鼠，有

4只在接种后10左右接种部位开始出现不规则隆起，肿块迅速长大，约34w即长

成明显肿块(图1．6B)，小鼠形体消瘦，状态不佳，肿块病理切片HE染色，见癌

组织内细胞排列紊乱，见明显核异性细胞(图1-6 C)。
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A原代rMSC(400x) B P5代rMSC(100x)

图l-1：体外培养rMSC的形态学观察

图1—2：体外培养rMSC的生长曲线

表1-1：体外培养rMSC的增殖状态MTT检测值fx姆)

———卫王—————坐生—————』些———一D1 0119士0 015 0142士0 017 0116：E0 014

D2 0175士0 024

D3 0486：1-0 030

D4 0 943±0 042

D5 l 488±0 043

D6 1 934±0 03I

D7 2 016士o 052

P >O 05

0 201工0 027

0 5lO士0 040

0 982工o 030

l 523J=I)055

2 051±0 037

2 075如052
>0 05

0 150±0 022

0 459i-0 031

0 919土o 033

l 458±0 03l

I 901±0 054

2 026i0 037

>0 05
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A生长汇合达30％-40％

B牛长汇合达90％

图l_4：体外培养rMSC的细胞周期测定
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A油红染色(200x)

C1型胶原IHC染色(100x)

蕊
专7材囊

BAKP染色(200×)

慝f■
D1型胶原IHC染色(400x)

图1．5：rMSC体外诱导成脂肪细胞和成骨细胞

A阳性对照组 B实验组

C肺癌A549肿瘤HE染色

图1．6：rMSC体外诱导成脂肪细胞和成骨细胞
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讨 论

干细胞是一类具有自我更新和多向分化潜能的细胞。干细胞的概念在1981年

第一次提出【22l，而到1998年，干细胞研究已经引起各界政府和科学家的广泛重视

[23,24]。根据来源和发育阶段的不同，干细胞可分为胚胎干细胞和成体干细胞。机体

的各种组织器官中存在成体干细剧21】，主要生理功能是组织损伤后的修复和再生作

用，它们在生理状态下保持静止状态，一旦其所存在组织受到损伤，特定的微环境

变化使得组织内成体干细胞被激活并分化为所需的细胞，从而实现组织损伤后的修

复和再生功能。在这当中，发现最早并且目前研究最多的成体干细胞是骨髓问充质

干细胞(BMD．MSC)。

BMD．MSC存在于骨髓基质系统中，是区别于造血干细胞的一类组织干细胞，

是骨髓造血微环境的重要组成部分。它形态上与成纤维细胞和内皮细胞相似，最初

由Friedenstein发现。正如前述，在一定条件下它可分化为软骨细胞、心肌细胞、

神经细胞、肝细胞、支气管上皮细胞、肺泡上皮细胞等多个胚层来源的细剧2”7】。

并且，BMD．MSC在体外易于分离、培养和扩增，免疫原性低【2引，使其在组织工程、

细胞移植、基因治疗等领域具有十分广阔的应用前景。

无论作为基因载体和还是种子细胞，MSC细胞治疗的效果都受到所用细胞的种

类、活性、细胞周期、分化潜能和安全稳定性等生物学特性的影响，因此MSC这

些方面的特性对于移植治疗的效果至关重要。在本研究的第一部分，我们成功分离

和体外培养、扩增了大鼠骨髓MSC，并对其生物学特性做了相应研究与鉴定。

一、rBMD．MSC的分离和体外培养

骨髓中的MSC含量极少，约占骨髓有核细胞总数的0．001％至0．Ol％【291，并且

随着年龄增加或体质衰弱而逐渐减少。因此要获得足量的BMSC，必须选择适当的

动物来源和分离方法，获得足量细胞并在体外进行扩增。目前，BMD．MSC的分离

方法主要有贴附细胞分离法【301、流式细胞分离【311、免疫磁珠分离、细胞筛选法和梯

度离心分离等。每种方法各有优缺点：l、全骨髓贴壁法：主要根据BMD．MSC的

贴壁生长特性来实现分离，此法操作简易易行，分离到的细胞分化活力和潜能较好，

被广泛采用，但所得骨髓MSC的纯度稍有受限；2、密度梯度离心法：主要根据骨

髓中细胞的比重不同，清除红细胞，采用Percoli或Ficoll进行密度梯度离心分离提

取骨髓单个核细胞进行贴壁培养，该法也被广泛应用，分离培养的MSC大小均匀，

纯度较高，但也损失不少细胞；3、细胞筛选法：主要是根据细胞大小来实现分离，

利用一种由31xm小孔的塑料培养皿从骨髓中筛选骨髓MSC：4、细胞表面分子记分

选法：根据骨髓MSC的细胞表面分子特征来分离，一般采用流式细胞仪、免疫磁

珠或免疫沉积法来进行分选，此法获得的MSC纯度较高，但操作繁杂，需要昂贵
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的仪器和试剂，成本较高，并且对细胞的活性影响较大，损失细胞较多，因而较少

采用【321。

我们的研究选用6周龄的雄性Wistar大鼠，此时动物尚年幼，骨髓细胞有足够

数量和良好活力，然后应用全骨髓细胞贴壁法，利用不同的消化、贴壁时间和传代

米达到细胞的纯化。实验成功地分离出大鼠的rMSC，生长曲线显示分离的细胞有

旺盛的自我更新和增殖能力，且传代P15以上细胞的形态无明显变化，表现为成纤

维细胞样外观，形态均一，稳定性与活力尚佳。全骨髓培养法通过换液去除红细胞

等杂细胞，对于贴壁细胞，根据粘附能力不同，通过调整胰蛋白酶消化时间，将MSC

纯化，这种方法最大限度的保留了骨髓中的MSC，并除去了杂细胞，随后经细胞表

面标记的鉴定提示细胞的纯度可达90％以上。

MSC的体外培养采用常规的组织细胞培养方法。艾国平【33J的研究表明，选用

原代培养时4-24h贴壁的有核细胞进行传代培养最适宜，选用贴壁过早的细胞隐贴

壁细胞数量过少，细胞生长困难：贴壁时间过长，造血细胞可粘附在贴壁细胞上成

集落生长。培养基中胎牛血清含量为5％-10％，细胞接种密度为4．8x104／ml最利于

细胞生长。一般来说，分离较好的细胞前20代都能保持良好的活性喝增殖能力，

传代周期为3_4d，以后可能逐渐出现衰老凋亡。体外培养时MSC的倍增时间、传

代能力及分化潜能与培养基血清浓度有关。血清浓度过低会导致细胞营养不良，生

长速度过慢以及过早死亡，过高的血清浓度则由于含有大量促进细胞牛增殖的因

子，易引起细胞增殖分化或过早出现老化；同样地，接种密度过高和过低也影响细

胞的增殖与分化。我们选择5％-20％的胎牛血清的培养基维持细胞系，结果发现用

含10％FBS的DMEM．LG培养时细胞的增值能力最佳，各代细胞的形状和生物学

特性都能保持稳定。

在生理状态和体内局部微环境下，体内的间充质干细胞具有壁龛作用，即保持

静J}：状态，一旦其所存在组织受到损伤需要修复时被激活并分化为所需的细胞，因

此体内骨髓MSC在生理状态下以G0／G1期为主，大部分细胞处于相对不活跃的静

止期。但MSC经过体外培养其增殖速度会加快，在细胞的对数生长期，由于细胞

的复制分裂，S+G2+M期细胞的增加。根据本实验的结果提示，rBMD．MSC在对

数生长期S+G2+M期细胞的百分比可达46．93％，在细胞生长到达平台期后为

14．76％。

二、rBMD．MSC的表面标记及细胞鉴定

尚未发现rBMD．MSC的特异性表面标记，因此，目前还没有比较明确的鉴定

方法，只有通过培养过程中细胞的形态、出现的分化表型及多向分化的潜能，推测

是否为间充质干细胞。本实验中所分离的细胞经过传代，到P4及以后的镜下所见
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为：细胞体积较小细长，呈梭形或纺锤形，细胞核明显，核浆比大，均匀性分布生

长，汇合后呈漩涡状或辐射状排列，符合间充质干细胞的形态学表现。

目前研究发现，MSC高表达SH2、SH3、Sca-I和基质细胞和间质细胞的表面

标志如CD29、CD90、CDl05、CDl66和CD44等，不表达造血细胞表面抗原(如

造血前体细胞标志抗原CD34、CDl 17，成熟造血细胞标志抗原CD38，白细胞标志

抗原CD45，淋巴细胞表面抗原CDIla和单核细JIj包／巨噬细胞表面抗原CDi4)[341，也

不表达血管内皮生长因子受体Flk．1和MHC．II类分子以及共刺激分子B7等。此外

MSC还表达一些细胞因子包括：IL．1俚、IL．6、IL．7、IL．8、IL．11、IL．12、ILl4、IL．15

和G．CSF掣”】，及这细胞因子相应的受；表达细胞外基质，包括I型、llI型、IV

型、V型和VI型胶原蛋白、粘连蛋白、透明质酸酶及层连蛋白等【3引。

通常人们通过阴性标志和阳性标志相结合的方法来综合分析MSC的表型。因

此我们选用了CD34、CDl 17和CD45作为实验细胞的负性鉴定标记，CD29、CD44

和Sca．1为正性鉴定标记，同时检测了Flk-I和MHC．II类分子表达情况，流式细胞

分析的结果显示，本研究分离到的细胞绝大部分高表达CD29、CD44和Sca．1

(99．99％)，而不表达或低表达CD34(1．99％)、CD45(1．66％)和CDl 17(15．89％)，

此外他们也极少表达Flk-1和MHC．11分子，提示分离培养所得细胞绝大部分符合

间充质干细胞的表达特性。

根据已有的报道，鉴定MSC的“金标准”就是检测其多向分化潜能。由于MSC

向成骨细胞的分化最早为人所注意，因此也最常用于分化实验鉴定所用。MSC向骨

细胞的分化受细胞因子、激素、物理作用等多种因素的影响[36,37】，在体外MSC向

成骨细胞分化在很大程度上依赖于诱导的条件，在培养体系中加入地塞米松、D．磷

酸甘油和抗坏血酸等单独或联合诱导，培养的MSC可逐渐形成聚集体或结节，碱

性磷酸酶活性也随之增高，可分化为成骨细胞，这在我们的研究中得到证实。本实

验根据文献选用含地塞米松、维生素C和p．甘油磷酸钠的诱导体系，在诱导10．14d

以后，细胞爬片的AKP染色阳性，l型胶原的免疫组化染色显示片中大多数MSC

经过诱导后成为阳性表达的成骨细胞。

类似地，人和动物的骨髓MSC在多种生长因子、细胞因子的作用下可向脂肪

细胞分化。事实上MSC在体外培养过程中有少部分可以自动分化成为脂肪细胞。

而经过脂肪诱导体系(异丁基一甲基黄嘌呤、地塞米松、胰岛素和吲哚美辛等)诱

导的MSC可有95％以上定向分化为脂肪细胞，在形态上逐渐变呈椭圆形富含脂滴

的细胞，正如图图I-5A所示，由此可以看出我们所分离的细胞有分化潜能，明确

了其MSC的性质。
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当然，rBMD．MSC的可塑性还远不止这些。在一定的体系中，它还可以被诱导

成为软骨细胞、上皮细胞、心肌细胞、神经元细胞、肝细胞、肺泡、支气管上皮细

胞等等。这些在许多过往的经典研究中被得到证实。

三、rBMD．MSC的安全性

近年来有关MSC的研究和应用有了极大的进展，但关于MSC的许多生物学

特性及分化调控机制尚不十分清楚。经体外分离、培养的干细胞是否存在基冈突变，

植入机体后是否有癌变或者引发其他疾病的可能，目前所进行的相关研究较少，有

待进一步的观察。目前的多数的研究认为，MSC移植治疗是安全有效的，虽然有效

性和可应用性程度差异很大。但也有一些报道提示MSC在某些情况下可能诱发免

疫障碍和肿瘤形成。例如，有研究发现，将体外传代扩增的小鼠MSC输注到受体

小鼠体内后，MSC在受体小鼠的肺部毛细血管床沉积，并在此迅速增殖，或侵入肺

实质，形成骨肉瘤样病理改变的瘤块组织13s]。而且，恶变的过程可能在体外培养过

程当中即已发生，并在移植后的到表达p引。

我们在研究的第一部分中，对rMSC做了裸鼠成瘤性实验，以初步评价其安全

性。接种的实验组BALB／c rlu．nu小鼠继续饲养三个月，未见明显肿瘤形成或者生

长状态受影响，而阳性对照组成瘤率达到80％，充分证明rMSC在恰当条件的体外

培养巾能把保持遗传性状的稳定性。当然，至于在体内环境下，rMSC是否仍然绝

对安全，还需要更多和更长时间的观察以证实。

总结而言，本部分研究结果提示，我们通过全骨髓贴壁法获得了足够数量和活

力的rBMD．MSC，这些细胞活力和稳定性俱佳，有良好的分化潜能与安全性，来自

同一批Wistar大鼠分离所得，同质性好，可以同时扩增出足量同代同批次细胞进行

实验，保证随后的实验具有可比性。当然，干细胞治疗目前缺乏有效的体内诱导，

在治疗过程中，有可能不能控制细胞某些特征，使它们向人们所不希望的方向分化

而出现非正常的组织修复结构，因此在随后研究rfl除了观察MSC的修复治疗作用，

同样应当关注其安全性问题和不利影响。
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第二部分

COPD模型的构建和鉴定

COPD是一种常见病，由于其发病率高、危害大而受到广泛重视。由于对COPD

患者进行直接研究有一定的局限性，所以动物模型的研究显得非常重要。虽然目前

为止仍没有一种公认的COPD理想动物模型，但近数十年来，随着对COPD病因和

发病机理的认识不断深入，COPD的实验动物模型也得到不断完善。根据不同实验目

的需要，研究者们采用不同的动物制作肺气肿模型。根据诱发肺气肿模型的机理不

同，采用的方法也是多种多样的。我们借鉴文献的方法，本部分采用单纯熏烟法和

熏烟加LPS气管注入结合法复制COPD大鼠模型，观察二者的造模效果。

材料和方法

一、实验材料

(一)实验动物：

SPF级8周龄Wistar大鼠，雄性，体重200-2209，由上海中科院斯莱克动物

实验中心提供，置于清洁环境下饲养观察，环境温度2l士3℃，相对湿度60％，

自然光线采光，自由取水，普通专用饲料喂养。

(二)实验主要试剂和设备：

1．脂多糖(LPS)：Sigma公司产品，型号055：B5；

2．红旗渠牌香烟：烤烟型，焦油含量14mg，尼古丁含量1．1mg，河南新郑烟草

集团；

3．瑞氏染色剂：长海医院检验科惠赠；

4．二甲苯、无水乙醇、中性树脂、苏木素、伊红：上海长海医院病理科惠赠；

5．生理盐水注射液：上海长海医院药剂科；

6．甲醛：上海生化试剂一厂产品：

7．水合氯醛：上海贝基生物科技有限公司；

8．主要仪器设备：

LEICA．RM2025组织切片机

动物血液分析仪

德国Leica公司

德国西门子公司
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4"C冰箱

动物电子天平

电热干燥箱

YB．6型牛物组织包埋机

光学显微镜

TGL．16C离心机

熏烟染毒箱

一次性真空采血管

注射器，采血针等

血球计数板

手揿计数器

中国Haier公司

上海伦捷机电仪表公司

上海医疗器械总厂

湖北孝感亚光电子技术研究所

日本OLYMPUS公司

上海安亭科学仪器厂

自制，50x40x40cm，80L，自制，

侧壁有一直径为2cm圆孔

上海伟思医用设备有限公司

上海天呈科技有限公司

浙江玉环县求精医用仪器厂

绍兴市医疗器械一厂

(三)主要试剂的配置：

1．1mg／ml LPS．将LPS lmg溶解在PBS中，加入lml PBS，混匀即用。

2．PBS液：KCI O．29，NaCI 8．09，KH2P04 0．249，，Na2HP04 1．449，双蒸水溶解，

调节PH至7．4，定容至1000ml，高压蒸汽15磅灭菌20min。密封4"C冰箱保存。

3．10％水合氯醛：称取59水合氯醛粉剂，加入清洁灭菌的50ml试管中，震荡混

匀，避光4"C冰箱保存，使用前预热。

4．瑞氏染液配制：瑞氏染剂粉0．2．0．5s(根据不同批号产品的质量决定用量)置于

乳钵中，加3．0ml中性甘油充分研磨并逐步加入甲醇，将溶液倒入棕色瓶内，再将

剩余的甲醇(总量为97m1)冲洗乳钵中的残留染液，全部装入瓶中。塞紧瓶口充分

摇匀，置阴暗处，在室温下放置卜2w(或37℃温箱中24h)，过滤后备用。

二、实验方法

(一)实验动物模型的制备与分组

健康雌性Wistar大鼠15只，购回后清洁环境适应性喂养一周，随机分为随机

分为三组：正常对照组、熏烟加LPS气管注入组和单纯熏烟组，每组各5只。

熏烟加LPS气管注入组(A组)：dl、d14经气管注入lm∥ml的LPS 300111，

第2-30d(d14除外)将大鼠置入有机玻璃的熏烟染毒箱内，注入红旗渠牌香烟烟雾，

每天两次，每次40min(每次8支烟，分四次点燃，每两支烟燃尽约需8．10min，

换烟时间间歇lmin)，两次熏烟时间间隔8h；每连续熏烟6天休息l天，为期1

个月。
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单纯熏烟组(B组)：于dl、d14麻醉后经气管注入3009l生理盐水各一次。

按文献方法设计ml，第1．80天，每天两次将实验大鼠置入熏烟染毒箱内，使用红

旗渠牌香烟进行熏烟处理，每次40min(方法同A组)，两次熏烟时间间隔8h；每

连续熏烟6天休息l天。为期80天。

健康对照组(C组)：于dl、d14麻醉后经气管注入3009l生理盐水各一次。

其余时间正常饲养，无特殊处理。

(二)大鼠LPS气管注入方法

根据文献说明操作【41l：大鼠腹腔注射10％水合氯醛(O．3mFl009)进行麻醉，将

其仰卧固定于手术台上，头部从大鼠门齿处以细绳务必固定牢固。以血管钳取出舌头

并固定，暴露声门，用16号静脉套管针快速插入气管，拔除针芯，通过静脉套管针

滴入lm∥ml的LPS 3009l，速度不要太快，滴完之后补入少许空气以保证全部药液

迸人气管，随后立即将大鼠固定板直立并左右旋转各三圈，使LPS液能够均匀分布

于两肺，然后拔出套管，将大鼠放回笼中俯卧，注意保暖观察。

(--)#b周血、支气管肺泡灌洗液(BALF)的采集及血常规检测

大鼠腹腔注射10％水合氯醛(0．3ml／1009)麻醉后，将其仰卧固定于手术台上，碘

伏消毒颈部至腹部皮肤，沿腹正中线剪开皮肤和腹膜，推移肠管暴露后腹膜，钝性分开

后腹膜，暴露腹主动脉，小心分离腹主动脉和静脉，真空采血针沿腹主动脉朝心脏方向

刺入，见穿刺针回血后接抗凝真空采血管，无菌条件下取血约1-2ml并混匀，2h内送

血标本上机检查血常规。放血处死大鼠，再沿体正中线前剪开颈部皮肤和胸壁，切断肋

骨入胸，分离颈部皮肤和肌肉，暴露气管和肺门，沿气管逆行向下分离至气管分叉处，

于右主支管处结扎右肺，小心移除心脏和纵膈，距隆凸1．5cm处斜行切开气管，使用钝

头硬质空心管经该切口插入，感阻力后左偏进入左主支气管。注入生理盐水2ml停留

30s，反复抽吸3次，回收抽回的生理盐水，再注入生理盐水2ml重复操作，共3次，

共注入生理盐水6ml，回收率一般达80％以上。BALF存入可防止细胞附壁的硅塑管内，

为细胞计数和细胞涂片观察备用。标本室温静置，于3h内检测其白细胞总数和分类。

(四)支气管肺泡灌洗液(BALF)细胞计数与分类

取lml BALF以l 500 rpm离心10 min，弃去上清液，收集细胞，计数。取10山

细胞悬液充入细胞计数板，用低倍镜计数四角的四个大方格中的细胞数。沉淀细胞涂

片，晾干后行瑞氏染色(温度与染色所需时间有密切关系，气温低时应适当延长染色

时间，滴加瑞氏染液数滴染色数min后冲洗玻片，晾干镜检)，检测细胞分类，选取

100个白细胞，按其形态特点进行分类计数，求出各种白细胞所占的百分率，再以细

胞总数求得BALF中各类白细胞的绝对值。
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(五)肺组织标本的制备和HE染色

待单侧肺灌洗完毕后，切取钳夹的右侧肺，剖开，置于4"C磷酸缓冲液(0．01M

PBS，pH--7．3)中洗去血液，浸入固定于10％福尔马林液中固定24-48h，所有大鼠

取右中肺常规石蜡包埋：

固定：在10％甲醛溶液中固定24h

|，

脱水：标本经缓冲液冲洗30min，经梯度酒精脱水

、L

透明：二甲苯30min

l

浸蜡包埋：二甲苯加软石蜡经45。C30min，60。C．62。C硬石蜡1／2hx2次包埋

’L

切片：以49m厚度置于载玻片上，37"(2烤片4h后室温下保存

HE染色：

脱蜡前，将组织切片在59。C烘箱内过夜烤片

上

水洗5min，0．01M PBS洗5min

上

入二甲苯脱脂10minx2次

上

无水乙醇5minx2

’L

95％、85％、70％酒精下行至蒸馏水各2min

l

苏木素染色液染色5．10min

上

自来水洗l-3min

’L

0．5％～1％盐酸酒精溶液分化数S

工

自来水洗1．3min。

上

温热水洗5．10min，或弱碱性溶液30．60s显蓝
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梯度酒精脱水，二甲苯透明

’L

中性树胶封片，37℃烘干，光镜下观察

(六)肺组织病理变化分析

各组每只动物随机选l张肺组织HE染色的病理切片，每张切片随机选取上、

中、下、左和右5个视野(避开大血管和支气管)，100x倍显微镜下观察，数码相机

摄像。

平均内衬间隔(MLI)和平均肺泡数(MAN)测定：在每个视野正中心划十字交叉

线，计算与交叉线相交的肺泡间隔数(Ns)和每个视野内肺泡数州a)，同时测出十字

线总长(L)和每个视野面积(S)。根据MLI=L／Ns(其数值反映肺泡平均直径)、

MAN=Na／S(其数值反映肺泡密度)，计算MLI、MAN。

(七)统计结果的处理

计量资料用x姆表示，用SPSS 13．0软件对数据进行分析，组间比较采用f-test

或方差分析，采用SNK-q检验进行多组之间两两比较，P<0．05为差异有统计学意

义。
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结果

一、各实验组动物一般情况观察

各组大鼠均顺利完成造模过程，未出现死亡大鼠。

熏烟加LPS气管注入组(A组)：A组大鼠在进行LPS气管注入当天未熏烟，

麻醉过后大鼠能于2．3h内逐渐恢复活动能力和进食，4．6h后已基本完全恢复；A

组和B组大鼠在熏烟初始2-3次熏烟时较烦躁，易激惹，跳动不停；随后的熏烟造

模过程中大鼠形成条件反射，一旦开始熏烟即喜聚集成堆，减少活动或进入闭目休

息状态，随着熏烟时程延长，逐渐出现张口喘息、气促、流涎、大汗，腹式呼吸加

剧(图2．1)；熏烟结束后放归笼养。A、B两模型组大鼠于造模开始第1w内即开

始出现间歇咳嗽，呼吸明显较对照组急促，造模2w前后部分大鼠开始可闻及喘鸣，

出现精神萎靡，拱背蜷缩，皮肤松弛，皮毛无光泽且脱落严重，活动能力下降，食

纳较少，体型消瘦(表2．1)。

单纯熏烟组(B组)：熏烟时和平时饲养过程中与A组大鼠表现类似，A、B

两组造模结束时的外观无明显差异。

健康对照组(C纽)：大鼠实验前后活动正常，活泼好动，食欲良好，体肥，

皮毛光亮无脱落，无呼吸气促和紫绀，体重稳步增加。

表2．1：A、B、C三组大鼠体重监测(X as)

·与C组比较P<0．05

二、大鼠血常规和BALF检测情况

COPD模型组(A组和B组)外周血中白细胞总数和中性粒细胞分类升高，

与健康对照组C组相比差异有显著性(P<O．01)；A、B两组间的外周血白细胞总数

和比例则无明显统计学差异(表2．2)。

与健康对照组C组相比，模型组A组和B组的BALF白细胞总数及中性粒细

胞数均显著增高(P<0．01)，单核．巨噬细胞所占构成比显著降低(P<0．01)，但其绝对

计数是增高的；A、B两组间的BALF白细胞总数和比例则无明显统计学差异(表

2—3)。
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表2。2：A、B、C三组大鼠血常规检测情况(X士s)

··与对照组C组比较P<0．01

表2．3：A、B、C三组大鼠BALF检测情况(X士s)

¨与对照组C组比较P<0．01

肺组织病理学观察

(一)大体标本肉眼所见

两模型组大鼠的两肺外观呈膨胀状态，体积明显增大，颜色苍白，弹性差，

指压后有压痕，肺表面略显不平，并可见小囊泡状突起，有些局部可见充血，无

明显出血或渗出物；肺脏表面和切面均可见多量较大的肺泡腔，大小不一，形状

不规则(图2．2)。

健康对照组大鼠肺脏肉眼观表面光滑平整，呈淡红色，质地软弹性好，指压

后无压痕，切面可见肺泡大小均匀一致。

(二)肺组织HE染色结果

光学显微镜下观察HE染色后的肺组织标本切片。

健康组(C组)：支气管黏膜结构和肺组织结构清晰，气管粘膜上皮完整，

纤毛排列整齐，未见腺体增生及明显炎细胞浸润，无支气管管腔扩张、上皮坏死

脱落、纤毛脱失等病理改变；肺泡壁无明显增厚，肺泡腔干净、匀称，相同视野

内所见肺泡数目较多，肺泡间隔稍厚，肺泡大小均匀(图2．3)。

两COPD模型组(A和B组)：支气管粘膜上皮部分脱落，腺体增生肥大，

管壁有淋巴细胞、浆细胞为主的炎细胞浸润；细支气管周围平滑肌细胞增生，胶

原沉积增多；肺组织内出现呼吸性细气管、肺泡管、肺泡囊以及肺泡腔的扩大，。

相同视野内肺泡数目减少，肺泡腔不规则扩大且大小不一，肺泡间隔变窄，或可
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见炎细胞浸润，可见部分肺间隔断裂，数个肺泡融合甚至形成～个肺大疱；小血

管管壁增厚，周围组织疏松(图2-4，图2．5，图2-6)。

A、B模型组都有经典COPD病理变化，但A组病理切片中，较B组更常见

有支气管、细支气管管壁及周围组织，以及肺间质内不同程度的炎症细胞浸润，

支气管粘膜皱壁增多变长更为明显，突入管腔，导致管腔变窄或闭塞，腔内可见

粘液栓及炎性细胞不同程度的渗出；B组则主要表现为细支气管壁有时可见不同

程度的炎细胞浸润，肺泡面积广泛扩大，肺泡间隔变薄及断裂。

(三)肺组织病理半定量分析结果

经前面所述方法测量得到的各组大鼠肺组织平均内衬间隔(MLI)以及平均

肺泡数(MAN)数据如表2-4所示：单位面积内，A模型组的MAN低于健康对照

组，而MLI大于健康对照组，二者有统计学显著性差异(分别为P<0．001和P<0．005)；

B模型组的结果与A组类似(P<0．001和P<0．005)。其中A组的MLI绝对值较B

组稍低，MAN绝对值较B组稍高，但两者无统计学差异(P>0．05)。
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∥
图2-1：Wistar夫鼠熏烟初期表现 图2—2：A组Wistar大鼠大体标本

酸 g囊
图2—3健康对照组(C组)大鼠肺组织HE染色(两图均400×)

图2_4A，B组大鼠肺组织HE染色：小气道和小血管病变(两图均400x)
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图2-5熏烟+LPS组(A组)大鼠肺组织HE染色(左图40×，右图100x)

图2-6单纯熏烟组(B组)人鼠肺组织HE染色(左图40x．右图100×)
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讨 论

COPD定义为～种以不完全可逆的气流受限为特征的慢性非特异性炎症，病程

进行性发展，与肺部对香烟烟雾等有害气体或有害颗粒的异常炎症反应有关【l】。

COPD特征性的病理学改变存在于中央气道、外周气道、肺实质和肺的血管系统。

在中央气道有炎症细胞浸润表层上皮，黏液分泌腺增大和杯状细胞增多使黏液分泌

增加；在外周气道的慢性炎症导致气道壁反复损伤和修复，引起气道重塑，造成气

腔狭窄和固定性气道阻塞；肺实质破坏表现为小叶中央型为主的肺气肿，涉及呼吸

性细支气管损害，并有肺毛细血管床的破坏；肺血管改变以血管壁的增厚为特征，

这种增厚始于疾病的早期【421。

由此可见，COPD是一种发病机制和临床病理表现复杂的疾病综合征，这使得

建立模拟COPD的多方面病理变化和l临床特征的理模型动物十分困难。建立标准化

COPD动物模型是研究COPD发病机制和临床防治的基础，同时也是COPD研究的

一个难点。根据上述COPD病理特征，一个符合临床实际的理想COPD动物模型应

具备如下标准：(1)致伤因素与临床COPD常见诱因基本一致；(2)必须有气流阻

塞存在，小气道阻力增高，并具有多层次结构破坏的病理特征，包括气管、小气道、

肺实质和肺血管；(3)气道重塑；(4)可伴有气道高反应性。但实际实验中往往很难

达到全部这些条件。

根据不同实验目的需要，研究者们采用小鼠、地鼠、大鼠、豚鼠、兔、狗、羊、

猴来制作肺气肿模型。由于人们对大鼠基因组的研究非常深入，且大鼠基因组与人

的基因组序列较为相似，故而成为目前最常用的COPD模型动物之一。因此，我们

的实验选用Wistar大鼠，它种系较纯，利于模型的可重复性及比较，而且大鼠的体

形较小、适应性强，生命周期较短，饲养繁殖以及药用成本低，使得实验易于操作

且周期较短。但它也有一定的的缺陷，主要在于：啮齿类动物气管内纤毛的分布较

少，其气管黏膜下的腺体不发达，且大鼠支气管的分支较少，并且缺乏有呼吸功能

的细支气管，这使得在气道病变评价上有一定局限性，在随后的干预研究评价中应

当注意。但我们的造模结果显示，在模型组大鼠的小气道和小血管都有典型的炎症、

渗出反应和气道重塑、血管壁增厚等表现，说明总体来说，大鼠是较为理想的COPD

造模选择。另外，大鼠支气管炎症的介导物与人有所不同，在实验研究中应当注意

选择有代表性和说服力的炎性因子进行检测，如IL．8和IL．10，TNF．a等。

根据诱发慢性支气管炎和肺气肿模型的机理不同，造模采用的方法也是多种多

样的。目前人们经常采用的COPD模型有数种，尽量复制出COPD的多个层面特征。

主要的造模方法有：
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1．大气污染法。流行病学调查资料显示，空气污染是COPD重要危险因素，

吸入有害烟雾中的气体可引起慢性支气管炎及肺气肿。例如采用长期吸入高浓度

S02气体的方法建立模型，可造成Wistar大鼠呼气峰流速(PEF)下降，单位时间内

气道内压上升幅度增大的气流阻塞现象。这些大鼠气道腔内黏液阻塞，气道上皮坏

死糜烂，杯状细胞增生，气道壁平滑肌增生，肺泡腔扩大，部分融合形成肺大疱，

运用这种方法也复制出稳定可靠的动物模型【43m】。常用的还有氯化镉诱导法【45J，二

氧化氮州02)吸入、高浓度氧吸入法等等。

2．单纯熏香烟法。吸烟是目前引起COPD的最主要因素。让实验动物长期暴

露于烟雾环境中，能诱导出最真实的COPD模型，逐渐呈现慢性支气管炎、肺气肿

的病理改变和阻塞性病理生理改型矧。研究表明，吸入烟雾的刺激和直接毒害作用，

能导致黏膜纤毛系统结构和功能异常，引起支气管痉挛，增加气道阻力。烟雾中的

有害成分可直接损伤肺泡上皮，导致肺血管内皮细胞及肺泡巨噬细胞聚集、活化，

一方面释放氧自由基与蛋白酶类(如弹性蛋白酶)，使气道上皮氧化负担加重，形成

氧化／抗氧化失衡，另一方面抑制抗蛋白酶类(如a1．抗胰蛋白酶)的活性，破坏蛋白

酶与抗蛋白酶之间的平衡，最终形成COPD。长期吸烟主要导致人类肺小叶中央型

肺气肿。但各种动物气道和肺的结构有所不同，对香烟易感性也不同，形成肺气肿

的机率和时间均有很大差异，甚至相同种类不同个体间也有较大差异。大鼠对烟熏

刺激表现了一定的抵抗力，但不同种系的大鼠对烟熏的易感性也是有差别的。我们

曾使用SD大鼠和Wistar大鼠进行比较发现，后者对香烟的耐受性不及前者，在熏

烟如果过浓过久(>10支／次．每次lh)，Wistar大鼠更易出现大批死亡现象。此外，

熏烟法难以控制烟雾浓度，且多数报道认为吸烟诱发肺气肿动物模型的周期长，约

需4．13个月，稳定性相对较型47】。但我们在建立单纯熏烟的COPD模型中，仅用

了80d时间，造模的效果亦较好，病理显示有明显的小气道增厚狭窄，分泌物多以

及显著突出的肺气肿与肺大疱，甚至其MLI和MAN的变化较熏烟4w加上LPS气

管注入组的更甚(B组MLI 50．90士3．70和MAN 3．02i0．34 VS A组MLI 52．34+3．12和

MAN 3．134-0．27)。

3．弹性蛋白酶诱导的肺气肿模型，包括木瓜蛋白酶、人中性粒细胞弹性蛋白酶

(HNE)、猪胰弹性蛋白酶0apE)[4引。这一类动物模型一次或多次气管内滴入酶类，直

接破坏肺泡间隔的弹性纤维，使肺泡腔持续扩张而形成全小叶性肺气肿。该法周期

短，简便易行且稳定可靠，制模时间短，病理改变明显。但是用这种方法造成的病

变与人类常见的由长期吸烟慢性刺激引起的小叶中央性肺气肿的病理变化并不完全

一致，而且模型肺组织内的病变往往分布不匀，且弹性蛋白酶的局部浓度过大时，
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很容易引起急性肺损伤，最终引起呼吸循环衰竭而致大鼠死亡，实验过程中大鼠死

亡率可高达30％左右。

4．脂多糖诱发的COPD模型。脂多糖(Lipopolysaccharide，LPS)是革兰氏阴性细

菌释放的一种内毒素进入肺内后可以激活肺泡巨噬细胞。激活的肺泡巨噬细胞可以

迅速产生TNF．n、IL．1、IL．8、血小板激活因子(PAF)等活性物质，其中了TNF．Ⅱ是

中性粒细胞的强趋化物质，它可引起中性粒细胞与血管内皮粘附并进入肺泡壁问质

和气道中。中性粒细胞可释放弹性蛋白酶及组织蛋白酶G等，导致蛋白酶／抗蛋白酶

系统失衡，从而形成肺气肿例。但使用化学药物诱导的肺气肿只可短时间内复制出

与COPD所造成相似的呼吸道损伤，并不能复制出渐进性慢性的病理过程。

5．基因调控的肺气肿动物模型。这其中又包括自然变异的小鼠肺气肿模型、基

因敲除动物肺气肿模型【5”11和转基因动物肺气肿模型52，531。近年来随着人类基因组计

划和分子生物学技术的发展，对肺气肿发病相关基凶的认识不断深人，通过对基因

的调控造成相应肺气肿动物，必将为肺气肿的防治研究提供更为精确的模型。

不过，上述方法都各有优缺点，到目前为止尚无一种被公认为建立COPD动物

模型的最佳方法。使用蛋白酶或化学药物诱导，同时配合使用烟熏是最常用的方法。

宋一平等【4l】应用气管内两次注入脂多糖及熏香烟4周的复合刺激法建立大鼠

COPD模型，结果发现模型组大鼠有慢性支气管炎、阻塞性肺气肿的特征性病理改

变和气流受限的病理生理改变，与人类COPD类似。

根据历年来国内外同行们的研究为我们所提供的宝贵经验，在我们的实验的

COPD造模过程中，采用了熏香烟加气管注内毒素法及较长期单纯熏香烟法两种方

式，均复制出了较理想的COPD大鼠模型。模型组动物的病理改变与COPD尸检所

见基本相符，表现为大鼠各级支气管粘膜上皮细胞明显损伤，支气管壁腺体增生，

气道内分泌物增多；气道与周围组织，以及肺组织均有大量炎细胞浸润，气道壁增

厚，细支气管伴行肺小动脉管壁亦明显增厚；肺泡扩大融合，有明显的肺气肿和肺

大疱形成，病理也显示一定时程的烟雾暴露引起了肺部血管重型541。

模型组A组使用熏烟加LPS气管注入相结合的方法制作大鼠肺气肿模型。通过

1个月的熏烟，引发气道上皮的慢性炎症损伤和纤毛功能障碍，以及气道高分泌状态，

黏液栓塞与气道痉挛造成气流阻塞。2次气管内注入LPS模拟细菌感染和炎症，这是

COPD病程进展中十分重要的病理生理过程，也是COPD急性加重的最常见因素，

LPS的主要成分类脂A可诱使炎症介质的释放和激活。经查阅文献并进行预实验，

我们采用了LPS 200“g／3009l气道内滴入，比文献适当增加滴入液体的体积1551，是

为了减少用药误差和便于药物在大鼠肺部更均匀分布，浅麻醉后用16号静脉套管

针代替一些文献所用的气管插管和气管切开给药，操作简便、快速，对动物人为损
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伤小，模型稳定易重复。在本实验中观察到，LPS气道灌注后，大鼠当时可出现的

呼吸急促等症状，病理学检查可见肺泡破坏以及气道和肺实质内大量中性粒细胞

聚集等表现。所采用的致伤剂量效果确切，而损伤程度又适中，实验组动物造模

期间内无动物死亡。肺部炎症损伤比较均一，损伤情况、病理改变与临床上由于细

菌感染造成的肺损伤相似。研究表明，在烟熏的基础上加用气道内注射LPS，可以减

少单独烟熏的次数，缩短造模的时间，与文献报道的相符【56J。

模型组B组是采用经典的国际通用的单纯熏烟法，但我们并未熏烟长达3个月，

而是把时间缩短为80天，结果表明仍然有显著的气道重塑和血管受累，肺气肿明

显，广泛可见肺泡间隔断裂与肺大疱形成，病变程度与A模型组无显著差异。

我们比较了两种造模方法(单纯熏烟法和熏烟加LPS气管注入法)的效果，

发现二者在共性中还有一些各自特点。A组病理切片中气道壁及其周围组织、肺间

质内的炎症浸润较B组更常见，支气管粘膜改变更多，而B组则以肺泡面积的不

规则扩大与肺泡及血管床破坏为主要特点。

另外，COPD可以导致全身不良效应，包括全身炎症和骨骼肌功能不良等方面。

全身炎症表现为全身氧化负荷异常增高、循环血液中细胞因子浓度异常增高以及炎

症细胞异常活化等。因此，我们检测了模型组大鼠的体重情况和外周血白细胞及分

类。结果表明，血和BALF中的炎性细胞高，特别是中性粒细胞数量较对照组明显

增多，说明了中性粒细胞在COPD的炎症机制中有重要地位，亦说明吸烟和反复气

道感染能导致COPD的发生，戒烟和预防控制气道感染对防治COPD的发生发展具

有非常重要的意义。

对COPD动物模型的评价，主要依靠病理学和肺功能观察，可辅以动脉血气、

血和BALF常规检查等。病理指标(包括HE染色和电镜照片等)客观确实，能证

实COPD模型肺组织的多层次结构破坏。肺功能检查则从病理生理角度阐释模型功

能学改变，但是由于动物的呼吸检测是被动的，对于FEVn和FVC等需要主动用力

呼气的指标会缺乏稳定一致性结果。因此我们主要进行了病理切片的组织学观察，

认真比对两模型组和健康对照组的病理结构差别，符合COPD的气道与肺实质、肺

血管改变，同时模型组动物也具备COPD的全身表现如消瘦，活动能力下降，血和

BALF中的炎性细胞升高。

总之，建立COPD动物模型最有效的方法仍然在探索中。根据本部分造模结

果，我们认为，采用熏烟加LPS气管注入法复制COPD模型，比采用破坏性蛋白

酶建立COPD的大鼠模型，从致病因素上和病程而言更符合COPD发生发展的病理

生理状况：且用这种方法建立的模型较单用吸烟所得的模型更省时，并更多见COPD

的组织炎症特征，小气道病变和气道重塑更为明显：相对较传统的S02吸入更安全；
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与单用LPS气道滴入相LL贝．JJ较为经济可靠。建立的模型合理而稳定，经实践所确定

的实验条件(包括熏烟的浓度和时间，选择动物的周龄等)切实可行，可重复性

强，着眼于COPD损伤的常见致病因素和多级病理结构变化，可作为干细胞移植

研究的良好基础。
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第三部分
MSC在COPD大鼠模型肺部的定植分化与治疗作用

COPD的肺部病变目前被认为属不可逆性病变，有害因素造成的肺部损伤依靠机

体自身无法达到完全与正确的修复。这一方面是由于一些致病因素持续存在和作用，

或者即使原发因素已经去除，但炎症级联反应仍继续进展；另一方面，则可能是因为

在受到较为严重的损伤之后，机体内部，包括骨髓间质和肺局部，没有足够的干细胞

用以修复组织。因此，应用外源性干细胞输注移植可能有助于机体的组织修复。骨髓

问充质干细胞移植在充血性心衰、心肌梗死等心血管系统疾病的相关研究已开展较为

广泛和深入，并有确切的依据证明外源性问充质干细胞通过局部注射能在坏死心肌区

域停留下来，生存足够长的时间并转分化成为心肌样组织[sLss]。而在胰腺疾病、神经

系统疾病、骨科疾病和肝纤维化等众多的疾病领域，干细胞移植治疗的研究和效果评

估也有类似的结果报道[s9,60J。

在呼吸系统疾病中，肺实质损伤疾病是很重要的一大类，包括多种间质性肺疾病、

肺气肿和急性呼吸窘迫综合征等。这些疾病可出现气道上皮的损伤和肺实质、肺血管

等的结构破坏，影响肺的通气和换气功能。而一旦支气管、肺泡上皮细胞发生了损伤，

完全将其修复、恢复其功能儿乎是不可能的【61l。现行的治疗方法一般是尽早去除致病

因素，最大限度地减少损伤细胞的数量和损伤程度，但治疗效果并不令人满意。因此

在干细胞治疗的启发下，有人想通过其他方法给受到损伤的肺组织补充足够量的支气

管、肺泡上皮细胞来改善和恢复肺的通气、换气功能Il5'161，而MSC是较为理想和实用

的来源。它具有自我更新能力和分化为多胚层细胞的潜能，性能稳定，易于采集和保

存、扩增等，是理想的“种子”细胞。到目前为止，已有一些学者开始着手MSC移植

治疗肺部某些疾病的研究，积累了初步的经验。但总的来说问充质．T细胞与肺部疾病

的治疗关系研究比较缺乏，大都集中在观察MSC治疗急性肺损伤和肺问质纤维化等方

面的研究，且各家的报道不完全一致，使用的细胞也不完全相同，不具有可比性。

此外，虽然COPD是当今世界前四位的致残致死因素和呼吸系统极其重要的多发

病【l】，但到目前为止，关于COPD的干细胞治疗研究十分匮乏，更无须谈全面和系统的

比较研究。对于COPD这样一个发病机制复杂、致病因素多样的疾病，干细胞是否也能

达到治疗作用，外源的间充质干细胞在COPD的肺局部能否顺利定植下来(因为COPD

伴有毛细血管床的大量破坏，静脉输注的效率有待考证)，并在局部停留多长时间，能

否发生转分化和分化修复的效率如何，都迫切需要进一步的探索。因此本部分研究采

用静脉输注法将外源性rMSC导入用熏烟NLPS气管注入法复制的COPD的人鼠模型体

内，系统的观察它们在动物模型机体内、在肺组织的各个解剖环节的定植情况，了解
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它们的存活与停留时程、修复作用以及对于COPD病理损伤的改善情况如何，为MSC

治疗肺损伤提供了实验依据。

材料和方法

一、实验材料
(一)实验动物：

SPF级8周龄Wistar大鼠，雌性，体重200．2209，由上海中科院斯莱克动物

实验中心提供，置于清洁环境下饲养观察，环境温度21士3"C，相对湿度60％，

自然光线采光，自由取水，普通专用饲料喂养。

(二)雄性Wistar大鼠骨髓问充质干细胞

取在本文第一部分中用全骨髓贴壁法分离培养的rMSC为移植所用。

(三)实验常用仪器和设备

FAl004N型电子天平

TGL．16G型台式低温离心机

LEICA-RM2025组织切片机

Leica EGI 140石蜡包埋机

Olympus CH光学显微镜

荧光显微镜

倒置显微镜

冰冻切片机

可调式微量移液器

．20℃及4℃冰箱

熏烟染毒箱

BIO．RAD Model550酶标仪

37℃恒温C02孵箱

眼科手术器械

TH一880超净台

微型漩涡混合仪

可调多道(8)移液器(50--200pL)

超低温冰箱(Forma Scientific)

动物血液分析仪

上海精密科学仪器有限公司

上海医用分析仪器厂

德国Leica公司

德国Leica公司

日本Olympus公司

日本Olympus公司

日本Olympus公司

德国Leica公司

德国GILSON公司

中国Haier公司

50x40x40cm 自制

日本BIO．RAD公司

德国Heraeus公司

上海手术器械厂

苏州群众医电设备厂

上海沪西分析仪器厂

Eppendoff公司

美国Forma Scientific．Inc

德国Simens公司
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其他如细胞培养瓶、Tip头(200ml、1．0m1)、Eppendorf小管(0．5ml、1．5ml、

5m1)、聚丙稀管(50m1)、36孔和48孑L塑料1．5ml试管架、量筒(100ml、1000m1)、

烧杯、滴管、手套、酒精灯、三角烧瓶(100ml、250ml、1000m1)以及样品储

存盒等均由本实验室提供。

(四)实验常用试剂

1．实验试剂

脂多糖(LPS，055：B5) 美国Sigma公司

红旗渠牌香烟(焦油含量14mg，尼古丁 河南新郑烟草集团

含量1．1mg)

生理盐水注射液 上海百特医疗药品有限公司

青霉素钠、硫酸链霉素 华北制药厂

CM．DiI C．7000 Molecular Probes公司

寡核苷酸探针预杂交液即用型 灏洋生物制品公司

寡核苷酸探针杂交液SRY即用型 灏洋生物制品公司

复合消化液(P／E)PH：6．4即用型 灏洋生物制品公司

50％去离子甲酰氨10ml 灏洋生物制品公司

2x SSC干粉2000ml 灏洋生物制品公司

细胞打孔液10ml 灏洋生物制品公司

DAB Kit 灏洋生物制品公司

高敏过氧化物酶链亲和素复合物工作液 灏洋生物制品公司

TritonX-1 00 Sigma公司

兔抗大鼠Vimentin多抗 美国Santa Cruz公司

兔抗大鼠SPC多抗 美国Santa Cruz公司

兔抗大鼠CCl6多抗 美国Abcom生物技术公司

羊抗兔荧光二抗．FIFC 美国Santa Cruz公司

SABC免疫组化试剂盒 武汉博士德生物工程公司

抗体稀释液 武汉博士德生物工程公司

大鼠IL．10 ELISA试剂盒 美国Cytimmune公司

大鼠TNF．Or,ELISA试剂盒 美国Cytimmune公司

大鼠G．CSF ELISA试剂盒 美国Cytimmune公司

甲醛 上海化学试剂四厂

无水乙醇 上海化学试剂四厂

PaSO．01 mol／I，PH7．4) 上海长海医院病理科惠赠
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TBS(0．01mol／I，PH7．8) 上海长海医院病理科惠赠

Harris苏木素染液 上海长海医院病理科惠赠

酸化伊红醇液 上海长海医院病理科惠赠

二甲苯 上海长海医院病理科惠赠

中性树胶 上海长海医院病理科惠赠

去离子水 上海长海医院中心实验室自制

其他常用试剂同第一和第二部分。

2．主要试剂的配制

1． 10％多聚赖氨酸：多聚赖氨酸原液用去离子水l：10稀释后用于涂载玻

片。

2． 10x磷酸盐缓冲液(PBS，pH7．4)：准确称取氯化钠80克、磷酸氢二钠

15．36克、磷酸二氢钾2．0克和氯化钾2．0克，溶于800ml去离子水中，待

完全溶解后用去离子水定容至1000ml，10x稀释使用。

3． 抗原修复液(pH 6．O)：取柠檬酸·H2010．5克加水至500ml，取11．5ml；

柠檬酸三钠·2H20取14．7克加水至500ml，取88．5ml，两者混合加水至

1000ml即为0．1M的柠檬酸．柠檬酸钠缓冲液。

4． CM．Dil储存液：1 mg CM．Dil溶解于l ml DMSO，充分震荡混匀，以

50p．1／支分装置低温冰箱保存备用。

5．0．1％Triton：Triton×lml，加双蒸水999ml，充分混匀。

6．0．5％盐酸乙醇：浓盐酸2ml加75％乙醇至400ml， 充分混匀。

7．LPS、细胞维持培养基、胰酶以及HE染色等制剂配置如前所述。

二、实验方法

(一)Wistar大鼠BMD．MSC细胞的培养

选用足量的同批次P5．P6代进行实验。培养条件：含10％FBS的DMEM．LG

培养基，培养于37℃、5％C02和饱和湿度的恒温细胞培养箱，3-4d传代一次，l：

3传代。

(二)Wistar大鼠COPD模型建立

熏烟法+LPs气管注入法进行大鼠COPD造模：dl、d14经气管注入lm∥ml

的LPS 3009l，第2-30d(d14除外)将大鼠置入有机玻璃的熏烟染毒箱内，注入红

旗渠牌香烟烟雾，每天两次，每次40min(每次8支烟，分四次点燃，每两支烟

燃尽约需8．10rain，换烟时间间歇lmin)，两次熏烟时间间隔8h：每连续熏烟6
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天休息l天，为期1个月。造模结束后取其中一只解剖HE染色观察。

(三)rMSC移植前的收集和CM．Dil染色

应用无菌O．01M PBS稀释CM—Dil储存液，rMSC细胞在贴壁状态下以299／ml

CM．Dil PBS溶液37℃孵育5min，4"C 15min，然后倾去染色液以PBS洗两遍后，

胰酶／EDTA消化，PBS洗涤离心1-2次后制备成细胞悬液，调整密度为l×106／ml。

取少量细胞悬液荧光显微镜下观察，计算荧光标记率，再移植标记的细胞到动物

体内。

(四)实验分组

选健康雌性Wistar大鼠36只，体重200．2209，随机分为五组：健康对照组4

只；rMSC对照组4只；COPD模型组4只；rMSC小剂量／单次尾静脉移植组和

rMSC大剂量／两次尾静脉移植组，每组各12只。

小剂量移植组(A组)：按照第二部分熏炯加LPS气管注入法造模。于造模

结束后dl予以用CM．Dil标记的rMSC单次尾静脉输注，量为l×106／lml。

大剂量两次移植组(B组)：按照第二部分熏烟加LPS气管注入法造模。于

造模结束后dl的上午和下午予以用CM．Dil标记的rMSC尾静脉输注2次，每次

细胞量均为l×106／lml。

rMSC对照组(C组)：于dl、d14麻醉后经气管注入3009l生理盐水各一

次。其余时间正常饲养，无特殊处理。于A组同一天予以用CM．Dil标记的rMSC

单次尾静脉输注，量为l×106／lml。

COPD组(D组)：按照第二部分熏烟加LPS气管注入法造模。于造模结束

后d1予以无菌PBS溶液lmI单次尾静脉输注。

健康对照组(E组)：于dl、d14麻醉后经气管注入3009l生理盐水各一次。

其余时间正常饲养，无特殊处理。于A组同一天予以无菌PBS溶液lml单次尾静

脉输注。

(五)rMSC的移植后大鼠处死的时间点

在rMSC或无菌PBS溶液尾静脉输注后dl、d7、d15、d30分别处死A、B

组实验动物3只。C、D、E组动物于rMSC或无菌PBS溶液尾静脉输注后d1分

别处死4只。

(六)动物的处理和标本收集

1．动物处理：大鼠称重、腹腔麻醉后固定，剖腹后无菌条件下取血约1．2ml

并混匀，2h内送血标本；以真空非抗凝采血管继续采血，按压动物心脏、继续放

血直至不能再吸出血液(一般可采血5-8m1)，收集的血标本室温下直立静置于试

管架上1．2h备用，动作轻柔避免溶血。然后进一步暴露气管和肺门，于右主支管
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处结扎右肺，以生理盐水2mix3次行左肺肺泡灌洗，回收的BALF存入可防止细

胞附壁的硅塑管内备用(回收率一般达80％以上)。弃左肺，切取钳夹的右侧肺，

剖开，置于4。C磷酸缓冲液(0．01M PBS，pH-"7．3)中洗去血液，所有大鼠取右

中肺以及心、肝、骨骼肌组织浸入10％福尔马林液中固定24．48h，右下叶纸锡纸

包好置于冻存管，并立即放入液氮送冰冻切片。

2．血清标本处理：室温静置后的外周血标本离心2000 rpm离心10．20 min，

用移液器小心吸取上层淡黄色血清，以0．5ml EP管分装两管，标记封口后保存于

．80℃冰箱备用。

3．BALF标本处理：硅塑管内收集的BALF尽快进行细胞计数与分类检测。

取lml BALF以l 500 rpm离心10 min，上清液以无菌lml EP管分装2管，标记

封口后保存于一80℃冰箱备用；管底部所余下的细胞进行计数和分类，方法如前述。

(七)组织标本HE染色处理

各组动物右中肺等组织常规石蜡包埋，41am厚度切片，HE染色：

(1)组织切片在59。C烘箱内过夜烤片；

(2)水洗，0．01M PBS洗，5minx2次；

(3)入二甲苯脱脂10minx2次；

(4)无水乙醇5minx2次；

(5)95％、85％、70％酒精下行至蒸馏水各2min；

(6)苏木精液5．10rain；

(7)冰醋酸数S；

(8)自来水冲洗碱化3min；

(9)入蒸馏水1．3．min；

(10)梯度酒精70％、80％、95％．各2min；

(1 1)伊红(95％酒精制各)5．10min；

·(12)95％洒精分色数s钟至数rain；

(13)100％酒精5minx2次：

(14)_7_--甲苯10min×2次：

(15)树胶封片。

各组每只动物随机选2张肺组织HE染色的病理切片，每张切片随机选取上、

中、下、左和右5个视野(避开大血管和支气管)，100x倍显微镜下观察，数码相

机摄像，测定平均内衬间隔(MLI)和平均肺泡数(MAN)。

(八)冰冻切片的制作和Dil荧光镜下观察

(1)自液氮缸中取出经预冷处理的肺组织，用适量OTC包埋：
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(2)将组织放上载台，在切片机腔体温度平衡至少30min；

(3)将包埋好的样品固定在样品头上，放入冰冻切片机箱内，待包埋剂冻结变

硬后，用冰冻切片机以5pm厚度连续切片5．8张，平铺于经多聚赖氨酸处

理的载玻片上，标记正反面和标号；

(4)将载玻片放于丙酮中固定5．10rain：

(5)切片完成后即置于荧光显微镜下观察，随机选取5个视野记录；其余切片

避光、风干保存4℃冰箱，尽早使用。

(九)石蜡切片原位杂交(Sty基因组DNA．POD探针染色步骤)

1．石蜡切片梯度乙醇复水：用纯水配制95％．80％．60％．30％的梯度乙醇(3．5

min／次)，然后进行下一步实验。

2．置入打孔液中室温10 min，给细胞打孔以改变组织细胞的通透性使探针快

速顺利的穿透细胞膜。0．1M PH 7．8 TBS冲洗三次，5min／次．室温。

3．滴加复合消化工作液，覆盖组织表面，37*(2 10．30 min。甘氨酸终止消化。

甘氨酸溶液：0．49甘氨酸溶于200ml 2倍浓度的TBS(2mg／m1)，0．IM PH7．8 TBS

冲洗三次(4℃洗涤)。4℃乙醇梯度(30％．60％．80％．95％)脱水，室温干燥。0．2xSCC

洗一次(室温3min)。

4．95℃0．1mol(PH 8．9)TBS溶液孵育15-20min，后0．1M冷TBS冲洗三次，

5min／次(0℃洗涤)。至50％甲酰氨0℃冰浴20min，O．Imol TBS洗涤三次，5min／

次。

5．滴加预杂交工作液覆盖组织37"(2湿盒孵育1h，盖上原位杂交专用玻片。

6．预杂交后的洗涤：揭去盖玻片以0．2xSCC室温洗三次，每次洗涤5min。

7．滴加杂交工作液覆盖组织37℃湿盒孵育4h。

8．杂交后的洗涤：揭去盖玻片，2xSCC 37℃洗三次，每次洗涤5 min；0．2xSCC

37"(2洗三次，每次洗涤5 min；0．1mol PH7．8 TBS 37℃洗3．5次，每次洗涤5min。

9．滴加高敏过氧化物酶链亲和素复合物工作液至覆盖组织，37℃40min。

10．0．1M PBS冲洗三次，每次洗涤5min。

11．DAB显色，光学显微镜下观察至细胞内胞浆阳性颜色与细胞外背景颜色对

比度反差明显时蒸馏水洗终止反应(显色时间约为10．20rain)。细胞核显棕黄色色

颗粒为阳性反应。苏木素复染。

12．80>90％>无水乙醇>---甲苯脱水，每步须3-5min，中性树胶封片保留。

(十)血清和BALF的ELISA检测
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取出保存于．80"C冰箱的血清和BALF上清液标本，室温下复温1．2h。采用双

抗夹心酶联免疫吸附(ELISA)方法。操作流程严格按照试剂盒说明书进行(以IL．10

为例)：

【原理】本试剂盒采用双抗夹心ELISA法。抗大鼠TNF．a单抗包被于酶标板上，

大鼠标本中的TNF．a会与单抗结合。加入生物素化的抗大鼠TNF．值(二抗)，它

将与结合在单抗上的大鼠TNF．a结合而形成免疫复合物，未结合的将被洗去。辣

根过氧化物酶标记的Streptavidin将与二抗的生物素结合，多余的物质会被洗掉。

加入TMB显色。大鼠TNF．a的浓度与OD(450nm)成正比。

【准备工作】

1．浓缩洗涤液(50×)用双蒸水稀释成lX(至350m1)。配制l×HRP：HRP用

酶联物稀释液稀释60倍，即l份浓缩HRP加入59份HRP稀释液，即50ul HRP

加入2 950 ulHRP稀释液。

2．血清样品应稀释50000倍，即10ul样品加入5ml生理盐水中，混匀(1：

500)；将混匀液10ul加入1000ul样品稀释液中(1：100)，混匀；这样总共稀

释50000倍。标准品已稀释，不用再稀释。其他样本请做预实验确定稀释倍数。

【操作步骤】试剂盒应平衡至室温(20．25℃)再行实验。取出所需反应板。

1．加入100ul标准品(Standards)、100ul已稀释标本于相应反应板孔中。

2．轻轻混匀30s，20．25℃温育20min。

3．洗板：甩尽板内液体，用洗涤液洗涤反应板(每孔内加入350ul沈涤液)，并

去除水滴(在厚叠吸水纸上拍干)；反复洗涤3次。

4．每孔加入100ul Biotin anti．rat IL．10。轻轻混匀30s，20．25℃温育20min

5．洗板：甩尽板内液体，用洗涤液洗涤反应板(每孔内加入350ul洗涤液)，并

去除水滴(在厚叠吸水纸上拍干)；反复洗涤3次。

6．每孔加入100ul lx HRP。轻轻混匀30s，封住板孔，20．25"C温育10min

7．洗板：甩尽板内液体，用洗涤液洗涤反应板(每孔内加入350ul洗涤液)，并

去除水滴(在厚叠吸水纸上拍干)；反复洗涤3次。

8．每孔加入100ul TMB显色液， 轻轻混匀lOs，20．25℃温育20min。

9．每孔加入lOOul终止液(Stop Solution)。轻轻混匀30s：15min内在450nm处

读OD值。

以OD值为纵坐标，以标准品浓度为横坐标，绘制标准曲线。根据样品的OD

值可在标准曲线上查出其浓度。
’

Rat IL一10(pg／m1)=标准曲线上查出的浓度×稀释倍数／50000
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(十一)免疫组化方法检测组织Vimentin表达变化表达

将储存在4℃的石蜡／冰冻切片室温中放置lh

．54．

石蜡切片脱蜡至水

PBS洗2．3次，5min／次

0．2％Triton×100破膜

3％H202滴加在切片上，室温静置10min

灭活内源性氧化酶

PBS洗2．3次，5min／次

微波抗原修复

PBS洗2．3次，5min／次

滴加IJI羊血清封闭液，室温20min

甩去血清封闭液，滴加一抗501xl，室温静置Ih，或者4℃过夜

4℃过夜后在37"C复温45min，PBS洗5min×3次

滴加二抗40．501tl，室温或37"(2静置Ih

PBS洗5minx3次

滴加适当比例稀释的HRP标记的链霉卵白素，37"C孵育30min

PBS洗5minx3次

DAB显色5．10min，在显微镜下掌握染色程度
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’L

PBS或自来水冲洗10min

|，

苏木精复染2min，盐酸酒精分化Imin

上

自来水冲洗10．15min

'L

梯度酒精脱水后，透明封片

’L

显微镜下观察

PBS代替一抗设为阴性对照组

(十二)CM．Dil标记联合免疫组化方法观察rMSC转分化情况

冰冻切片荧光显微镜观察CM．Dii染色阳性细胞分布情况后，选择CM．Dil阳性

细胞较多的切片进行免疫组化染色：

1)冻切片室温放置30min后，入4℃丙酮固定10min，PBS洗，5minx3次。

2)3％过氧化氢孵育5．10min，消除内源性过氧化物酶的活性。PBS洗，5minx2次。

3)5～10％正常山羊血清(PBS稀释)封闭，室温孵育10min。

4)倾去血清，勿洗，滴加l：100稀释的一抗工作液(兔抗鼠SPC和CCl6多抗)，

37℃孵育1．2h或4。C过夜。

5)PBS冲洗，5minx3次。

6)滴加适当比例稀释的荧光标记二抗(羊抗兔FIFC)，37"(2孵育40rain．1h；

7)PBS冲洗，5minx3次。

8)缓冲甘油封片。

9)荧光显微镜观察，4"C冰箱保存。

(十三)统计学分析

计量资料用X姆表示，用SPSSl3．0软件对数据进行分析，组间比较采用方

差分析，采用SNK．q检验进行多组之间两两比较，P<0．05为差异有统计学意义。
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结 果

一、外源性rMSC在CoPD模型大鼠体内的定植情况

1．rMSC在各组大鼠肺组织的分布与定位

rMSC在体外用CM．Dil标记，标记的细胞在荧光显微镜下观察显示为红色荧

光。标记率达95％以上(图3．1F)。将标记好的细胞注入受体大鼠后，各组大鼠在输

注rMSC后相应时间点处死，肺组织新鲜取材送冰冻切片，荧光显微镜下观察，结

果发现：MSC治疗组(A、B组)大鼠肺组织的切片中均发现有一定比例的红色荧

光阳性细胞(图3．1 A，B)，细胞分布散在肺泡区、肺间质和气道粘膜下为主，无明

显区域分布规律，肺组织发淡红色荧光，隐约可见肺组织轮廓，而CM．Dil标记的

细胞所发红色荧光明显较周围组织亮，呈点状分布，聚集现象，提示植入的rMSC

到达肺部并趋化进入肺组织内部；rMSC对照组(C组)偶可见个别红色荧光标记

的细胞(图3．1 C)；而COPD组(D组)和正常对照组(E组)均未发现红色荧光标记

的细胞(图3-l D，E)。

2．rMSC在各组大鼠肺组织的定植效率

为进一步确定外源细胞进入受体大鼠肺组织的比例和移植效率，我们再使用

Sry基冈原位杂交法对COPD模型肺部的外源性细胞进行定位，并计数每个高倍镜

视野(400x)下100个有核细胞中核染色阳性细胞的百分比，每组每张片子随机选

5个视野计数。

结果同样提示：MSC治疗组(A、B组)大鼠肺组织切片中均发现有相当比例

的原位杂交阳性细胞(细胞核染棕色)(图3-2 A．1和图3-2 A-2，图3。2 B．1和图3-2

B．2)，细胞分布散在肺泡上皮、肺间质和气道粘膜下各处，弥漫分布，无明显区域

分布规律；血管平滑肌层和气道外周平滑肌层也有少量的阳性细胞；镜下可见部分

原位杂交阳性的细胞呈现II型肺泡上皮和气道粘膜上皮形态以及平滑肌细胞形态，

提示植入的rMSC到达肺部组织并定植入肺组织内部，且在局部微环境中转分化为

相应的肺结构细胞。有核细胞计数结果显示，A组移植后第7天的肺组织中，肺泡

区阳性细胞百分率为31．9％士6．3％，气道粘膜区为20．3％4-5．7％；B组的肺泡区阳性

细胞百分率为34．6％士6．4％，气道粘膜区为19．9址8．4％；二者比较无明显的统计学
差异(P>0．05)。rMSC对照组(C组)的肺组织内仅偶见阳性标记的细胞；而D、

E两纽的肺组织标本中未见明显的阳性细胞(图3．2 C，D)。

3．rMSC在各组大鼠肺组织的存留时间

在rMSC移植后的dl、d7、d15、d30分别处死A组和B组实验动物，各时间

点冰冻切片观察和原位杂交检测均提示肺组织内有外源性细胞存在，随着时间的推
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移，肺内阳性细胞比例逐渐有所减少。结果提示，rMSC经尾静脉移植后，可在COPD

肺部定植并可在肺局部存活30d以上，有充分的时间发挥其生理作用(详见后，图

3-4)。

4．rMSC在各组大鼠其他脏器的定植情况

分别检测各组动物的心肌、骨骼肌、肝脏内的外源细胞定植情况，结果提示，

各组动物的心肌、骨骼肌内均未见到核染棕色的阳性细胞(外源细胞)，在A和B

组肝脏偶见原位杂交阳性细胞，提示rMSC移植后，外源细胞主要趋向于病变的肺

部组织，其他脏器则无或罕有外源细胞进驻(图3．3)。

5．不同移植剂量的肺部定植效率比较

高倍镜下计数阳性细胞占有核细胞总数的比例，在移植后各时间点(dl、d7、

d15、d30)，A和B组的肺泡区和气道粘膜区阳性细胞百分率无显著性差异，虽然

B组的绝对值稍高，提示两种移植剂量的效率相当，无明显量效关系(图3-4)。

二、各组的动物肺组织病理学改变
HE染色光镜下观察各组大鼠肺组织可见：C、E两组大鼠肺泡腔大小均匀，肺

泡壁无增厚或破坏，各级气道粘膜上皮整齐，无腺体明显增生，肺内无明显炎细胞

浸润；A、B、D三组大鼠肺泡腔可见不规则扩大，肺大疱形成，肺间质和支气管周

围有明显的炎症细胞浸润，小气道壁和伴行血管壁增厚，气道粘膜损伤脱落，上皮

层排列紊乱，可见鳞状上皮化生和纤毛倒伏脱落，D组最为严重；A、B两组的肺

部炎症、气道和肺气肿病变随着时间的推移(dl、d7、d15、d30)有逐步好转趋势，

较D组有所好转，特别是炎症浸润情况改善：A组和B组之间病理改变无显著差异；

较之C和E组，A、B两组的病变仍较明显(图3．5)。

三、各组动物BALF和外周血常规检测
A．E组动物外周血白细胞总数及中性粒细胞分类见表3．1和表3．2，表中数据

显示，rMSC移植治疗之后的dl，A、B组和D组外周血、BALF白细胞总数及中

性粒细胞分类明显高于C和E组(P<o．01)，但随着时间的推移，A和B组的数值

逐步降低(图3．6)。A．E组动物BALF细胞总数及中性粒细胞分类见表3．3和表

3_4，其A、B组BALF细胞总数及中性粒细胞分类明显高于C和E组(P<0．01)，

变化趋势和外周血相似。
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A：小剂量移械组(A组)B：大剂量移植组(B组)C：rMSC对照组(C组)

D：COPD+NS组(C纽) E：正常对照组(E组) F：Dil标记体外rMSC

图3一l各组动物肺组织冰冻切片荧光镜下观察Dil阳性细胞
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图3‘3 rMSC移植后在受体动物肺外脏器的分希⋯。。
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和

CM-Dil染色为红色荧光 CCl6-FIFC标记为绿色荧光
图3-9 CM-Dil和CCl6职标细胞
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图3-10各组动物肺组织Vimentin表达情况
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表3-1 A．E组动物外周血常规

¨与E纽比较P(0 0

表3-2 A—B组动物外周血常规变化趋势

^B两组血常规变化趋势
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图3_6 A．B组动物外周血常规变化趋势
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表3．3 A．E组动物BALF有核细胞计数和中性粒细胞百分比

组别 WBC(x109／L) N％

幸幸与E组比较P<0．01

表3-4 A．B组动物BALF常规变化趋势

四、各组动物BALF和外周血中COPD相关炎症因子检测
应用双抗夹心ELISA法检测各组动物外剧血和BALF中IL．10、TNF．a以及

G．CSF水平，检测显示：IL．10、TNF．Q以及G-CSF倍比稀释标准品后所得的标准

曲线见下图(图3．7)，经数据回归推导的回归方程亦分列如下(表3．5，Y为ELISA

检测获得的OD值：X为检测因子浓度，单位p∥mI)：

，彳—卜、
，
／r

．／

霉
，

／ 7、．

／
．产

／
j
{

《

一一一一 ^、

／
。≯’
}／

y
／|
Z ；

．如⋯i
“}

IL．10 TNF．a G—CSF

图3．7 IL．10、TNF．Q和G．CSF的ELISA标准曲线
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表3．5 IL．10、TNF．旺和G．CSF的ELISA回归方程

IL．10二次曲线l口l归方程TNF．a二次曲线同归方程G．CSF二次曲线同归方程

表3-6 A．E组动物外周血IL．10、TNF．a和G．CSF水平

奉幸与E组比较P<0．01

表3．7 A．B组动物外周血IL．10、TNF．a和G．CSF变化趋势

表3-8 A．E组动物BALF．IL．1 0、TNF．u和G．CSF水平

幸掌与E组比较P<O．01

表3-9 A．B组动物BALF．IL．10、TNF．Ct和G．CSF变化趋势
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从表3-6到表3-9的结果显示：在移植后第l天，A、B和D三个COPD造模

组的外周血和BALF的IL．10水平显著性低于E组，而TNF．a及G-CSF显著性高

于E组(均P<0．01)，C、E两组水平相近；随着rMSC移植治疗后的时间推移，A、

B两组的外周血和BALF的IL．10水平逐渐升高，而TNF．a水平则逐步降低；G．CSF

水平先升后降，以D7水平最高，随后渐渐降低；到观察30天结束，A、B两组的

外周血和BALF的lL．10水平仍低于对照组E组，TNF．a及G．CSF反之，仍高于正

常对照组E组。外周血和BALF检测的指标变化规律基本一致。

五、rMSC在大鼠肺组织内的分化
rMSC移植治疗组(A、B组)的大鼠肺组织切片部分进行CM．Dil和SPC／CC 16

双染色标记检测，可见到肺泡壁少量发红色荧光的细胞(CM．Dil标记)的细胞同时被

绿染(SPC．FIFC标记)，即同时表达肺泡表面活性蛋白C，提示供体来源的rMSC

在受体肺组织内可分化II型为肺泡上皮细胞(图3．7)；而在支气管壁上，少量发红

色荧光的细胞(CM．Dil标记)的细胞同时被绿染(CCl6．FIFC标记)，即同时表达Clara

细胞的特异性蛋白，提示供体来源的rMSC在受体可分化为支气管上皮细胞(图3-8)。

六、其他
1．处死动物时仔细解剖实验动物各主要脏器，未见明显肿瘤或脓肿形成。

2．肺组织Vimentin免疫组化检测肺部成纤维细胞成分结果显示，rMSC移植组

和肺移植组问，肺组织Vimentin表达无明显差异，提示rMSC移植后并未增加肺部

成纤维细胞的含量(图3．9)。
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讨 论

COPD目前居全球发病率和死亡原因的第四位，且发病率有逐年增高的趋判11。

2005年下旬钟南山院士公布的我国COPD流行病学调查的结果显示，全国COPD患

病率占40岁以上人群的8．2％，其中男性患病率为12．4％，女性患病率为5．1％【2】。

由此看见，我们面临的局势相当严峻。而另一方面，COPD的发病机制复杂，病理

改变累及气道、肺实质及肺血管多级结构，依靠机体的自我再生能力无法达到完全

的修复，因而病程进行性发展。目前COPD的内科治疗以预防气道感染、控制并发

症和进行氧疗、呼吸运动锻炼来改善患者的呼吸功能、稳定肺实质的可逆性改变状

态为主，其作用非常有限，外科肺减容术等治疗日的在于缓解症状和改善生活质量，

二者均不能阻止病情的进一步发展。所以，如果能寻找到一种有效修复肺部组织结

构、重建肺功能的方法，将具有极其重要的意义。

近年来随着干细胞研究的不断进展，干细胞治疗研究和技术也得到长足发展。

目前用于研究的干细胞非常多，包括胚胎干细胞与成体干细胞，以及作为新近研究

热点的所谓诱导多功能干细胞(induced pluripotent stem cells，iPS细胞)162'63。。这类

细胞是通过分离自体成体组织细胞，并在体外经过载体的基因改造导入胚胎干细胞

的某些特定基因组及标志物，从而使得成体细胞逆向发育，表现出胚胎细胞的特性，

再经过扩增干预后重新输入成体进行治疗【631。胚胎干细胞的相关研究现在很多，但

是由于操作技术的复杂性和涉及到伦理问题，胚胎细胞的应用一直受到很大限制畔1；

而诱导多功能干细胞的研究还只是刚刚起步，许多的细胞特性还有待进一步摸索证

实，离实际应用有相当的距离。因而，现在更多的研究着眼于成体干细胞，特别是

骨髓间充质干细胞(BMD-MSC)的应用研究。

如前述，BMD．MSC具有如下特点：取材方便，体外可大量扩增，具有多向分

化潜能，并且在体内不引发免疫排斥，甚至有免疫抑制功能1651，分化较易控制，致

瘤风险小。所以利用骨髓中的MSC治疗多种疾病，包括急慢性肺损伤疾病，可能

会拥有广泛的前景。尤其是在移植物抗宿主疾病(GⅧD)心脏疾病的MSC治疗
方面，取得的成绩令人瞩目，已经入临床评价阶段p邑的。。

近年来许多研究也表明，干细胞移植可能为某些肺部疾病的治疗带来新希望

【671。例如，有人以MSC为基因载体治疗肺部肿瘤和肺囊性纤维化【68，271，或者直接

局部移植MSC用以修复肺损伤【691。关于BMD．MSC对肺部损伤的修复研究，经典

之一是2003年Ortiz掣b】的报道，研究者将雄性博来霉素抗性BALB／e小鼠的MSC

输注给博来霉素敏感型雌性C57BL／6小鼠，然后给予受体小鼠博来霉素，Real-time

PCR显示给药后雄性小鼠DNA占雌鼠肺部全部DNA的比例较给药前提高了23倍；
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荧光原位杂交显示移植的雄性细胞集中位于博来霉素所致的肺损伤区并表现出上

皮样形态，部分分化为II型肺泡上皮细胞；而且MSC移植显著降低了博来霉素造

成的肺局部炎性反应和胶原的沉积。Rojas M【怕】等也证实，移植的MSC在博来霉素

肺损伤小鼠模型肺部定植并分化为I和II型肺泡上皮细胞、内皮细胞、肺间质细胞

和支气管上皮细胞等；并发现MSC移植后肺部和全身的炎症水平有所改善。就本

部分研究结果看来，经rMSC移植治疗，确实从一定程度上改善了COPD大鼠的肺

气肿、气道炎症和肺实质和肺血管的破坏与重建病变，特别是降低了肺部炎症细胞

的浸润水平和肺局部、外周血的炎症因子水平，与文献报道相符。

MSC对特定疾病发挥治疗作用的首要条件是它在靶器官的定植。有研究提示

[16,70]，炎症反应可以刺激并诱导自身的骨髓干细胞释放，由这些细胞去替换损伤的

细胞，这就是MSC的损伤趋化性。它促使间充质干细胞主动迁移(损伤趋化作用)

到损伤部位，当机体的损伤较轻时，经由内源性的骨髓和组织干细胞的修复补充可

能起着关键作用。但这种自我修复毕竟是有限的，当损伤比较严重，机体内源性修

复机制遭到破坏，或者内源性骨髓和组织干细胞数量相对不足、无法到达损伤部位

发挥作用时，组织损伤将进一步发展。此时，若能有效移植外源性干细胞并辅以适

宜的诱导条件，则可能逆转疾病的发展。在上述研究中【15,161，都观察到了移植的

MSC有向肺损伤部位汇集的现象，这提示炎症损伤环境了外源间充质干细胞向肺局

部归巢并长时间定植至肺脏，此现象可以称为再殖(rcpopulation)，即外源的MSC

在定植的局部分化为相应的细胞，并发挥分化后细胞的固有功能，参与再生和修复。

在我们的研究中发现，对比移植MSC的正常大鼠C组，肺部存在慢性损伤的A、

B两组在MSC移植后同期检测到的肺部外源细胞比例明显增多，而且在输注rMSC

之后30d，这两组动物的肺部仍然能够检测到相当数量的外源细胞，提示雄性的

rMSC确实地进驻了COPD模型肺部，并可以在局部存活停留足够长的时间以发挥

生理作用。本实验观察到，外源的细胞主要位于肺泡区、肺问质和气道粘膜下为主，

散在分布也有聚集现象，无明显区域分布规律，外源细胞占肺部有核细胞的比例相

当高，A、B两组移植后第7天肺泡区阳性细胞达30％-35％，气道粘膜区达20％左

右；血管平滑肌层和气道外周平滑肌层也有少量的阳性细胞。而且，该两组大鼠肺

外的脏器则多未发现明显的外源细胞流入，亦提示了炎症反应对rMSC的趋化诱导

作用。这可能是由于肺损伤部位的细胞能够产生某些体液调节因子，这些因子可以

趋化MSC进入损伤肺组织，并刺激MSC的增殖分化等。而对这些细胞因子的来

源和具体的趋化机制，目前并未完全明确，可能与炎性细胞分泌的各种因子及粘附

分子相关。已如第一部分前述，MSC表面可表达多种白细胞介素的受体以及粘附分

子ICAM．1受体，这些受体与配体结合可能促进MSC细胞向病变脏器的趋化。
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外源MSC可能通过以下两个方面参与肺的损伤修复。首先，肺损伤所造成的

局部微环境可以诱导移植的MSC向损伤部位聚集，并诱导分化为肺泡、肺间质细

胞和气道上皮等结构细胞，参与组织损伤的修复[15,161；MSC和类似细胞进行组织修

复的机制可能有三：建立增强内源细胞再生的环境、转分化和细胞融合171‘。不过，

许多MSC移植性研究发现外源细胞的定植比例较低，往往不到局部总结构细胞数

的5．10％，而所谓细胞融合现象报道的更少之又少，因此关于这类观点存在争议。

而我们的实验观察到的是有相当高比例的外源细胞进入到COPD大鼠肺脏，而且部

分原位杂交阳性的细胞呈现II型肺泡上皮和气道粘膜上皮形态以及平滑肌细胞形

态，CM．Dil与免疫组化双染色也证明了rMSC在局部的分化，提示植入的rMSC到

达肺部组织并定植入肺组织内部，且在局部微环境转分化为相应的肺结构细胞。以

现有的外源细胞比例，可以通过转分化而一定程度上起到组织的替代与修复作用。

事实上，HE染色表明，经rMSC移植治疗的COPD大鼠肺部病理改变较未处理处

有所改善。

此外，近年来受到重视的另一个MSC重要生理作用在于它的免疫抑制作用，

移植的MSC可能通过与肺局部细胞相互作用或抑制T淋巴细胞的活化而减轻肺局

部的炎症反应，为损伤修复提供有利的环境172J。除此之外，MSC可能还具有维持

肺实质细胞功能的作用。体外实验表明如果将人类支气管粘膜上皮(NHBE)与MSC

体外通过Transwell共培养，可以更长时间的维持支气管粘膜上皮的粘液分泌功能

【73】。事实上，MSC与肺部组织细胞之间是相互作用和影响的，这种相互作用可能

是通过旁分泌机制达成的I降M。

COPD的炎症机制中，最主要的是辅助性T淋巴细胞Thl／Th2(I型辅助性T

细Jj包／II型辅助性T细胞)免疫反应的失衡，表现为Thl系统亢进而Th2系统受抑

制，而TNF．a是1111系统中代表性的炎性因子，IL—lO则是Th2系统分泌的代表性

因子，而这又相互制约的作用，TNF—a／IL．10的比值则与COPD的病情发展和预后

相关【771。有不少临床研究报道，COPD患者的全身和肺局部存在IL．10的相对或绝

对不足【781。因此，我们选用了这两个指标进行检测，观察rMSC对COPD炎症反应

的调节作用。从这两个炎症因子的表达变化看来，rMSC经尾静脉移植降低了COPD

主要炎性因子TNF．a的水平，而增加了抗炎因子IL．10的水平，这将拮抗11hl系统

的作用，有利于COPD的炎症的好转，而实验动物病理学改善的一个重要表现也就

是炎症的改善。既往的研究中我们己知，MSC具有免疫调节作用，主要表现在抑制

初始T淋巴细胞和记忆T淋巴细胞，增加调节性T淋巴细胞，从而延长移植物的生

存时间【2引。由此推测，MSC可能通过与辅助性T淋巴细胞之间的相互作用，例如

通过各类白介素和白介素受体介导的细胞间对话，或者细胞直接接触作用，而影响

．68．



骨髓间充质干细胞移植对COPD气道及肺实质损伤的修复作用

活性T细胞的诱导活化与成熟，调节肺部乃至机体全身的免疫机能，达到治疗作用。

此外，MSC对于肺部巨噬细胞和中性淋巴细胞的作用尚不明确，对于这些机制的研

究将更有利于MSC的临床应用。

G．CSF是骨髓粒细胞和间质细胞、祖细胞动员的相关因子，可以促进自体骨髓

释放上述细胞。我们观察到，在机体受到损伤后，G．CSF往往表达增加，一方面促

进骨髓内问充质细胞参与机体的修复，另一方面也调动粒细胞参与局部的炎症反

应。有研究发现，给予G．CSF治疗可以增进内皮功能，并使得外周血IL．10的上升

和TNF-吖IL-10下降，当然在实验的后期，TNF．a水平又出现上升。因此它的效应

是多方面的。本研究发现，COPD大鼠的外周血和肺泡灌洗液G-CSF水平高于正常

组，提示存在内源性的骨髓干细胞和粒细胞的动员，但可能在COPD疾病状态下，

机体可动员的干细胞有限，或者疾病状态下骨髓动员存在某种障碍，而影响了受损

肺脏的自身修复，给予外源性rMSC之后，我们看到外周血和肺泡灌洗液G．CSF水

平出现了一度升高，提示可能伴随内源性骨髓干细胞的动员增强【791。

现在有很多研究发现，经静脉注射进行MSC移植时，因为肺脏的特殊结构，二

许多的MSC将被毛细血管网嵌顿而滞留在肺部[sol。此被称为肺脏的首过效应【8¨，

这对于经静脉输注方式进行干细胞移植的其他脏器而言，干预效果必然受到影响。

但对于肺部疾病的MSC移植，则可能成为一个天然的优势。这使得外源的MSC不

必在外周循环中经过各个脏器的滤过、特别是绕开了骨髓组织的诱导归巢，而直接

停留于肺部。一旦MSC在肺部毛细血管床停顿，则有机会与微环境和周围组织细

胞相互作用，逐步迁移到肺间质和肺泡、肺血管壁和气道发挥作用。我们是在原位

杂交实验中观察到，A、B处理组的外源细胞嵌入比例相当之高，可能与此有关。

而正常大鼠由于组织结构正常，由于没有明显的炎症微环境条件诱导，在肺局部的

MSC很快被清除掉或输送走。

既往研究表明MSC可以嵌入于COPD动物模型肺部，并对其受损气道上皮细胞

和II型肺泡上皮细胞的可能发挥重要的修复作用。但MSC在COPD动物模型肺部能

否长期的定植，能停留多久并不确定。我们在对COPD模型大鼠进行MSC移植后，

最长达30天时处死大鼠，仍在其肺部可见CM．Dil示踪的细胞，证明移植的外源细

胞在局部能停留足够长时间，发挥对损伤的肺组织修复作用，而众所周知，干细胞

只有在特定龛位环境才能保持其特性稳定不分化，在COPD肺局部复杂的内环境中

MSC失去了稳态环境，必然走向分化或死亡，而我们长时间后仍能检测到外源基因，

也从侧面证实了MSC在局部已分化再殖。

rMSC分化为肺泡上皮细胞及支气管上皮细胞的机制目前尚不清楚。许多学者

认为，rMSC的分化受其所处微环境(niche)[拘影响和制约。细胞是否分化及如何分
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化是rMSC内源性调控因子与其所处的微环境共同作用的结果，而此种微环境的成

分相当复杂，不同的组织、相同组织不同的状态均可表达不同的细胞因子，使得

rMSC向不同的细胞类型分化。而用干细胞移植治疗肺部疾病的效率也依赖于机体

内特定的微环境。随着移植后肺组织炎症的改善，随后继续输入活动员自身的更多

MSC的定居进一步减轻肺部病变，两者可能形成相互促进的关系。目前也存在反对

移植干细胞分化为肺实质细胞的证据，比如在使用传统方法得到了和前述实验类似

的结果后，Chang等应用了更为严格的实验方法(如使用细胞特-异启动子控制下的

转基因小鼠以及更为精确的观测手段反卷积显微镜)，发现供者来源的骨髓细胞并

没有生成受体的肺细胞，传统方法造成了假阳性结果。造成以上矛盾结果的原因可

能是不同实验窒使用细胞的来源、表型上的差异，也可能是不同损伤模型的差异，

而检验方法是否可靠显然也是重要因素之一。

值得注意的一个问题是，在实验观察的早中期我们看到，肺内的外源细胞比例

较高，但是并非所有外源细胞都发生了转分化行为，转变成肺上皮等组织的结构细

胞参与脏器损伤的修复，这也说明MSC在肺部的作用不单纯是组织干细胞的补充

和结构修复。另外，rMSC治疗的COPD大鼠肺部病变的好转，但程度有限，这可

能是因为局部的病变较重，过于严重的病变亦可能使得进入到肺部的rMSC失去依

托的局部的基本环境和修复的基本架构，或者单纯的干细胞移植不足以完全逆转病

情的进展，而需要联合其他治疗方式或药物以增进疗效；亦可能是因为本身实验条

件的制约，进一步摸索合适的时间点、更为合理的移植剂量与次数，可能优化治疗

的效果。当然，我们实验观察的周期有限，可能移植的治疗作用还需要更长时间的

观察才能体现出来。

我们比较了A组和B组两个移植剂量的MSC治疗效果差异。B组的细胞用量

是A组的两倍，输注的时间基本相同，而观察到的效果看来，无论是雌性COPD

大鼠肺部雄性来源细胞的定植效率和存留时间，还是HE染色所见的病理学好转，

还是炎症因子的水平变化趋势，都没有观察N-者间有统计学意义上的差异，这可

能的原因是一方面我们采用的一次剂量已经足够大，是的能够进驻肺内的细胞一时

达到饱和，效果不能附加，而相聚一段时间分次给予细胞移植也许会有不同的效果，

而实验可见，随着时问推移肺脏的外源细胞比例逐渐减少，因此维持疗效的方法之

一也是间隔一段时间再次补充MSC；另一方面，在移植细胞输注量达到一定时，

rMSC移植治疗的效果不再具有量效性关系。

。此外，本部分研究也发现，体内实验和MSC裸鼠成瘤实验相一致，处理组大

鼠在实验观察期间未见明显的肿瘤形成，而且rMSC在移植进入受体大鼠肺组织后，

并未向成纤维细胞的间叶类方向分化，肺组织内HE染色病理情况改善，未见明显
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胶原增生。就现有的观察期来看，这提示MSC移植治疗不仪效果良好，而且安全

可靠。

总之，本阶段的研究我们发现，经尾静脉给予COPD大鼠模型进行rMSC移植

后，外源性rMSC在肺局部炎症诱导下可以长期定植于肺部，参与肺组织的损伤修复

和免疫调节。由于两方面机制均在其治疗中发挥重要作用，因此，在今后可以考虑

使用MSC做为载体的基因治疗，构建高表达IL．10因子的转基因MSC并一直到疾

病机体内，将是非常有前景的治疗手段。但另一方面肺部组织结构复杂，COPD发

病机制复杂而多层面，关于移植干细胞减缓炎症、对抗纤维化、修复肺部组织的机

制也仍十分欠缺，对于肺部疾病干细胞移植治疗的适宜途径、时机、效率、调控、

功能分析等亦需要进一步探索。

-7l一



第二军医大学博士学位论文

全文总结

本研究使用全骨髓贴壁法分离rMSC，并进行体外培养和鉴定后，将其经尾静

脉输注到熏烟加LPS气管注入复制成的COPD模型同系大鼠体内，观察了MSC在

COPD受体大鼠肺部组织内的存活、分化及对气道和肺损伤的修复作用，并初步探

讨了其作用机理，获得了以下主要结论：

1．全骨髓贴壁法可成功分离和培养出rMSC，所得的细胞性状稳定、状态良好，

形态学和表型符合问充质干细胞特点。

2．用单纯熏烟法和脂多糖+熏香烟的方法，均可成功制备大鼠COPD模型，其

病理生理改变与人类COPD类似，但后者经济和周期更短，比前者更符合COPD

自然发病过程，且无明显致瘤性和成纤维化倾向；。

3．经尾静脉注射的rMSC能在大鼠COPD模型的肺组织内定植并长期存留，改

善COPD肺部的病理损伤。

4．rMSC能调节宿主的肺局部及全身的炎症因子水平，这种治疗效应在一定范

围内无明显量效关系。

5．rMSC植入肺损伤大鼠体内后可在其肺组织内存活并分化为肺泡上皮细胞及

支气管上皮细胞。

综上所述，移植的外源性rMSC在COPD宿主的肺部损伤修复过程中具有重要

的作用，这些治疗效应与rMSC的组织结构性修复作用以及免疫调节功能相关。本

实验结果为COPD的干细胞治疗提供了有力依据和实验基础，rMSC具体作用机制

需要在后续研究中进一步明确。
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综述一
间充质干细胞与肺

【摘要】间充质干细胞(MSC)是一类白我更新能力强、细胞特性稳定、具有多分化潜

能的成体干细胞，广泛存在于人骨髓、肝、脾、肺等多种组织和器官中。本文综述

了MSC的生物学特性和临床应用前景，并着重阐述肺部MSC的特点，对近年来

MSC与各类常见肺部疾病的相关研究作一同顾。

【关键词】间充质干细胞；肺

在针对最具破坏性疾病的新疗法上，干细胞有巨大潜力，相关研究将可能对整

个生命科学及临床医疗产生革命性影响。因而，近年来干细胞研究一直是热点，广

泛涉及基础与l临床医学各分支，其中间质干细胞(mesenchymal stem cell，MSC)是研

究最广泛的干细胞之一。

1 MSC概述

1．1干细胞的分类与来源 干细胞按分化潜能大小可分为全能干细胞、胚胎

干细胞和多能干细胞；按发育阶段可分为胚胎干细胞和成体干细胞，后者包括神经

干细胞、血液干细胞、骨髓问质干细胞及表皮干细胞等，其中报道最多的是骨髓来

源的MSC(BMD．MSC)，此外，在人肝、脾、肺、肌肉、胰、脑、肾等组织中已证

明有MSC存在【821。MSC还可从脐血、胎盘、脐静脉内皮、脂肪等中分离得到【83，841。

1．2 MSC的生物学特征MSC符合干细胞一般特点，能自我更新，以不对称

方式分裂。近年发现它们能跨系统分化，此称为“可塑性”。MSC可通过直接贴壁

法和Percoll密度梯度离心法分离纯化。概括说来，MSC有以下生物学特征：①自

我更新能力强，性质稳定，体外扩增107倍后仍保持干细胞特性和正常表型851，连

续传代培养和冷冻保存后仍具有多向分化潜能。②表达SH2，SH3，CD29，CD90，

CDl06和CDl66等多种表面标志，不表达造血干细胞表面标志，但其缺乏独特性

表面标记。③分泌多种细胞因子，包括一些造血和非造血生长因子、趋化因子、细

胞外基质分子等，并通过它们诱导造血干细胞表达归巢受体、调节骨髓微环境，促

进造血细胞及MSC增殖分化。④易于外源基因的转染与表达，是良好的组织工程

载体。⑤在体内外不同条件下，MSC可分化为成骨、软骨、脂肪和成肌细胞等中胚

层组织和神经元细胞、胰岛细胞及肾小管上皮、肺上皮细胞等[13,86,87】。但其分化条

件复杂，仍有许多尚未明了之处。MSC是自我复制还是分化主要由其本身状态(如

各种周期素和周期素依赖激酶、基因转录因子、影响细胞不对称分裂的细胞质因子)

和微环境决定(即干细胞与周围细胞、外基质及各种可溶性因子的相互作用)。如真
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皮、小肠及毛囊上皮经常存在分隔的微小环境一龛位(niche)，可保护干细胞免受外

界侵害，可能还控制着其分化l蹦J。

1．3 MSC的应用前景MSC广泛存在，有高度自我更新能力和可塑性，性能稳定、

易采集和处理，易于外源基因表达，因而在组织修复、免疫及基因治疗中显示出广

阔的应用前景。具体说来有：①在造血干细胞移植中的应用。研究表明MSC输注

能促进外周血造血干细胞移植后的造血晕建。Koc掣89】将体外扩增的自体骨髓MSC

输注给大剂量化疗后造血干细胞移植的乳腺癌患者，可加快患者造血重建。Ir’t

Anker等【90】也证实了MSC对造血干细胞移植的支持作用。②免疫治疗。MSC免疫

原性弱，它在体内外能抑制T细胞增殖，降低移植物抗宿主疾病(GVHD)的发生

【9l’唰，令正常供者异基因MSC联合造血干细胞移植成为可能。③细胞治疗和组织

工程。MSC导人梗死心肌边缘，可分化形成新的心肌和血管组织，改善心肌重构和

心功能[93,94】。类似研究还涉及肝、软骨和皮肤等。④基凶治疗。对基因突变或缺失

性疾病，可分离白体MSC进行体外改造，敲除突变基因，导人正常基凶后回输，

既纠正了遗传缺陷，又避免了移植反应。例如，用人MSC为载体将腺病毒送到乳

腺癌肺部转移灶，可抑制转移瘤生长，较之单独用腺病毒小鼠生存期延长【951。将

分泌型蛋白基因导人MSC后将细胞同输，使它们在体内定植并分泌治疗性蛋白则

是治疗蛋白缺陷病的方法之一。

2 MSC与肺

2．1肺部MSC的基本生物学特点与来源胎肺和成人肺中均可分离出MSC，呈

典型纺锤样成纤维细胞状，分离培养后7．10 d形成放射状克隆，细胞形态均一，生

长迅速，可传至数十代以上而形态及生长特点不发生明显改变。它们不表达细胞分

化相关标志CD34，CD45和免疫相关表型HLA．DR(MHC．II类分子)、共刺激分子

CD80和CD86，表达CD29和CD44，CD73，CDl05，CDl66和HLA．ABC，和

BMDMSC相似。细胞周期分析显示90％以上为GO／Gl期细胞，而S期和G2／M

期细胞分别为5．56％和2．08％，即仅少数细胞处于活跃的增殖期，且肺来源MSC能

体外诱导分化成脂肪、神经细胞、软骨和成骨细胞[96-9引。此外，肺组织来源的MSC

也同样具免疫调控能力。体外培养的胎肺来源MSC不仅不能刺激T细胞的增殖，

而且还能抑制单个核细胞和有丝分裂原引起的T细胞的增殖，且随着MSC数量的

增加，其对T细胞增殖的抑制作用增列98】。MSC的免疫负调控与其表型相关，且

部分机制在于诱导CD8+抑制细胞起作用。除肺局部分离的MSC之外，成体组织

来源的MSC可以归巢和长时间定植至肺¨51。
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2．2 MSC与肺部疾病将肺部分离获得的FIkI(+)CD3l(．)CD34(．)细胞输入接受超

致死剂量射线照射的受体小鼠，可重建其造血功能；并可在气管、肺、血管等多种

组织中分化和再生。还有研究表明正常人类支气管黏膜上皮与MSC在黏液产生、

免疫学和气道修复中方面存在相互作用【731，提示MSC与肺部生理病理同样有着密

切关联。

2．2．1 MSC与肺部肿瘤肿瘤可能起源于正常干细胞在某些诱因下的转化，相似

的信号通路可能既调节干细胞也调节癌细胞的自我更新。也可能存在一群肿瘤干细

胞，它们在肿瘤的发生、发展、复发和转移中起着重要作用，这对癌症治疗将产生

深远影响。就肺部肿瘤的治疗来说，一方面，MSC是一种良好的载体，可用于肺

癌基因打靶治疗。Elzaouk等凹】发现逆转录病毒转导后表达白介素12的

MSC(IL．12／MSC)强烈抑制小鼠黑素瘤的肺转移灶形成。Chen掣68J证实IL．12／MSC

对未成型lewis肺癌的抗瘤效应，12只实验动物中10只未成瘤，而空白对照组成

瘤率为100％，单独注射IL—12和空载MSC组的成瘤率83‰100％，提示MSC能

铲除那些逃避了常规治疗的幸存或休眠状态肿瘤细胞。另一方面，MSC对造血干细

胞移植者的造血功能和免疫机能重建有重要作用。无论是原始未扩增的、还是体外

扩增后的胎肺来源或成体骨髓来源MSC都促进造血干细胞移植的造血功能重建

唧l。肺癌，特别是小细胞肺癌的剂量效应非常明显，通过这种支持手段，可为患者

进行超大剂量化疗，从而最大程度上杀死体内肿瘤细胞。因而有效地利用MSC对

造血干细胞的支持作用是很有意义的。另外，自体造血干细胞移植存在肿瘤细胞污

染的隐患，异体外周血干细胞移植则克服这一缺陷，但又可能引起不同程度

GVHD，若利用MSC的免疫抑制和调节功能，则有望解决这类问题。此外，基因

修饰的MSC移植既可直接从数量上补充MSC，又可从功能上改善MSC，刺激

造血细胞增殖和分化，值得进一步研究。

2．2．2 MSC与肺实质损伤类疾病 这类疾病包括慢性阻塞性肺疾病(COPD)、放射

性肺炎、肺间质纤维化、急性呼吸窘迫综合征(ARDS)等，对于这些目前认为属于

不可逆性的病变，寻找到一种参与肺部组织结构修复和重建的有效方法将具有极其

重要的意义。从目前研究看来，MSC可在体内分化成为肺部组织细胞，参与受损肺

组织的修复与再生。Sabatini等【97l发现MSC可出现于成人的肺组织中并显示有多

种增殖分化的能力。Rojas等【1 6】发现，骨髓抑制增加了实验小鼠对博莱霉素致肺损

伤的易感性：而BMD．MSC在博莱霉素所致肺损伤和纤维化的修复中起保护作

用：BMD．MSC定植于受损肺并呈现出肺部细胞表型，其机制还和免疫抑制与修复性

生长因子生成的触发相关(伴有循环中活化内源性干细胞的G-CSF和GM．CSF水平

升高，炎性因子水平下降)：在体外实验中，来自小鼠肺部损伤细胞的可溶性因子引
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起BMDMSC增殖和迁人受损肺部，说明肺损伤能够明显促进MSC在局部的募集、

定植和分化。Orfiz掣15】的实验结果相似。对于放射性肺炎所致肺损伤，MSC同样

显示出治疗价值【啪1。此外，对于ARDS和COPD等严重或不可逆疾病，近年来基

因治疗为其带来了新曙光，人们现在开始尝试以MSC为载体，且它有向损伤组织

的趋化性并归巢于肺部，显示出良好潜能，但今后其中细节还需更多研究。

2．2．3 MSC与肺动脉高压(PAll) PAH是肺心病发生、发展的中心环节，肺血管

重建是PAH持续发展的病理基础。Kanki．Horimoto等【l01l报道，给小鼠PAH模型移

植过表达内皮一氧化氮合酶的MSC(MSC／eNOS)和输注单纯MSC，，3周后发现两组

的右室收缩压均较未治疗组低，其中MSC／eNOS组更低，右室与全身重量比也明

显降低，MSC／eNOS移植组小鼠生存期延长。Baber等[1021发现气管内注人MSC能

减低野百合碱诱发的PAH及肺血管阻抗，恢复肺部对乙酞胆碱的反应性，降低了

右心室肥厚程度；结果显示肺实质气道旁有lacZ．标记的MSC广泛分布，移植的

MSC固定表达血管假性血友病因子和平滑肌肌动蛋白标记，此为平滑肌和内皮细胞

的特异表型。但肺血管壁未见免疫标记的细胞，这提示实验观察到的效应可能缘于

肺实质内移植的MSC的旁分泌效应提高了血管内皮功能。MSC作为载体与基因治

疗法结合也同样适用于PAH治疗体外实验表明经基因改造后分泌降钙素基因相关

肤的MSe可抑制鼠肺动脉和主动脉平滑肌细胞增殖【I∞J。此外，以往认为PAH肺

血管重构是不可逆的，随着内皮前体细胞的发现与研究，这种观念将会改变。若可

在合适条件下应用MSC分化为的内皮前体细胞，重构血管结构或形成新生血管、

降低PAH、可望根本性逆转肺血管重构。

2．2．4 MSC与肺囊性纤维化(CD CF是一种跨膜传导调节蛋白基因突变引起的

疾病，基因治疗应当是其最具希望的治疗方法，但目前却疗效欠佳，原因之一就在

于肺上皮的快速更新导致基因的纠正难以长久。若以MSC为载体转染跨膜调控子

基因，利用异源性或基因纠正后的白体干细胞定植于气道并向功能性呼吸上皮分

化，将很具治疗潜力，虽然BMDMSC目前转化率十分有限(<l％)。但肺干细胞也

可能是今后的治疗选择之一【1叫。Wang等【27】发现，取自CF患者的BMDMSC可进

行囊性纤维化跨膜转运调节物(cystic fibrosis transmembrane conductance regulator,

CFTR)基因纠正而不影响其分化潜能，且基因纠正后的MSC对CAMP激动剂有

反应，呈现出顶端Cl‘分泌。

2．2．5其它肺MSC与肺干细胞的关系和调控机制也值得探讨。有依据表明，组织

的修复是由各组织内的组织干细胞驱动的，而后者则需由来自骨髓的祖细胞补充，

骨髓MSC即是其中之一。MSC和类似细胞进行组织修复的机制可能有三：建立增

强内源细胞再生的环境，转分化和细胞融创71】。气管一支气管和肺泡上皮的干细胞
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分别可能是基底细胞和AEC II中的一种亚型，但尚缺乏确切证据【105,106J。可惜目前

对肺干细胞及其与肺部MSC相互关系的了解甚微，但二者无疑都在肺组织的再生、

修复或重构中扮演重要角色。

3 MSC治疗的安全性与目前存在的问题

研究者也发现MSC移植的不利影响。首先是致瘤性问题。有人认为肿瘤的发

生很可能是干细胞自我更新过程中发生基冈突变，或增殖分化时被异常信号诱导成

为肿瘤干细胞11071。MSC体外扩增条件变化或体内微环境的影响很可能导致其生物

学、遗传学性状改变。有人发现MSC会促进小鼠B16黑色素瘤与Renca腺癌生长，

原因可能在于MSC抑制了宿主的免疫系统，因体外MSC与癌细胞共培养时后者

未见增殖加速[ios]。MSC联合基因治疗时，目的基因来源、功能及表达安全性，以

及插人突变、引起癌基因激活或抑癌基因失活等问题也同样应重视。此外，目前研

究大都限于基础实验，而细胞只有形成组织、器官才可解决临床问题，理论上MSC

虽可分化为肺多级结构，但定向分化机制尚不完全清楚，诱导分化效率还很低；MSC

对造血干细胞的支持机制也未完全明了，故对其远期效果和对GVHD的影响还待

观察。总之，令MSC最终能安全有效地造福人类还任重道远。
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综述二
COPD的肺部病理生理学和免疫学

[摘要】慢性阻塞性肺病(COPD)是一种香烟烟雾等有毒气体导致的呼吸系统慢性非

特异性炎症。这些炎症损伤导致肺气肿和气道重塑，表现为上皮鳞状化生和粘液化

生，平滑肌增生以及气道壁纤维化。COPD为异质性疾病，其机理尚需进一步探讨。

近年来，研究主要集中于对香烟烟雾等所致炎症的本质的探讨，COPD炎症相关细

胞群的研究，寻找疾病进展和活动的新生物标记物等方而。目前发现了一些新的细

胞因子，如C．反应蛋白和各类白介素，以及肿瘤坏死因子a，并阐明了它们之间的

相互作用。

【关键词】慢性阻塞性肺病病理学病理生理学免疫学细胞凶子

慢性阻塞性肺病(COPD)是一种严重危害人类健康的常见病和多发病，它目前位

居全世界第四大死因[i09]。它是一种慢性非特异性炎症，与机体对香烟烟雾等有毒

气体的异常炎性反应有关。这些损伤导致肺气肿和气道重塑，表现为上皮鳞状化生

和粘液化生，平滑肌增生以及气道壁纤维化。香烟烟雾是目前公认的最大危害因素，

它会导致吸烟者肺功能明显下降。但并不是每一个吸烟者都会发展成为COPD，事

实上只有15％．20％的吸烟者最后发展为临床症状显著的COPD患者【110】。因此，遗

传的易感性和环境凶素在COPD的发病学中也发挥重要的作用。吸烟引起易感者的

异常气道炎症，导致局部炎症持续存在，即使在戒烟后仍继续发展，导致气道阻塞。

COPD的临床表现各不相同，表现为气管炎、肺气肿，或二者并存。关于同样

的香烟烟雾等暴露为何导致迥异的COPD疾病表型，目前其原因尚不明确。但是近

年来人们对COPD的炎症和病理、机体对香烟烟雾的免疫反应以及一些新的炎症生

物标记有了进一步认识，其中引人瞩日的包括C．反应蛋白(CRP)，以及白介素6

(IL．6)，肿瘤坏死因子Ot(TNF．a)，白介素8(IL一8)和白介素10(IL-lo)等。

一、COPD的病理学和病理生理学

肺气肿

肺气肿是指终末性细支气管和远端肺泡腔异常而持久的扩张，伴有气道和肺泡

壁的损坏，但不伴有明显的纤维化【l川。肺气肿分为小叶中央型和全小叶型两种，

前者主要累及中央的呼吸性细支气管周围的肺小叶，这是香烟烟雾引起的肺气肿的

主要类型，通常以肺上叶病变为主：全小叶型则累及整个次级肺小叶，它与nl抗

胰蛋白酶(a1．AT)缺乏有关，通常以下肺病变为甚。由于肺气肿的发生，肺间质
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和肺泡的弹性回缩力降低，导致呼气时气道陷闭【¨21，而且过度膨胀的肺组织和气

体潴留也使得终末气道受压阻塞。

气道疾病

COPD的一个重要病理特征是气道的炎症和气道重塑，这些病理变化主要发生

在直径2mm以下的细支气管。在COPD诊断确立以前，吸烟的易感者周围气道就

已存在有早期的炎症变化。既往有许多探讨了COPD的小气道炎症浸润和病理改

变，证实小气道持续异常炎症及气道重塑在COPD发病学中具有重要意义【¨3，¨41。

上皮异常

香烟烟雾等的慢性暴露会损伤气道上皮，导致鳞状化生。这一现象在非COPD

的吸烟者肺部也可见到，与气道阻塞的相关性并不密切。肉眼看来，随着疾病严重

程度加剧，上皮层的厚度也增加【1141。但由此形态学的观察，并不能判断上皮层的

增厚是否继发于上皮细胞的增生、肥大还是黏液化生，三者似乎对此皆有影响。

COPD患者之问的上皮重塑也不尽相同。有研究发现，在25例行肺减容术的同种

晚期肺气肿患者的肺标本中，气道上皮层厚度差异很大⋯71。在COPD患者中，上

皮重塑中一个重要因素是黏液化生，导致在炎性信号作用下黏液过量分泌【116】，并

造成气流阻塞⋯71。吸烟暴露[1ls]，急慢性病毒感染⋯91，或者炎性细胞活化以致粘

蛋白基因转录表达增加[120]均可导致这一病变。而黏液化生加剧肺功能恶化并增加

感染机会，甚至影响肺减容术后的生存犁眩¨。黏液化生后由于过多黏液阻塞气道，

上皮层增厚也突入管腔[122】，加上黏液导致气道表面张力增加，均使得气道在呼吸

相陷闭。
’

平滑肌肥大和气道壁纤维化

多数的研究认为，COPD气道的平滑肌总量是增加的。平滑肌肥大是COPD的

病理学和发病学重要因素之一。有研究发现，气道平滑肌总量和气流阻塞相关fI弱J。

吸烟所致的慢性气道炎症可引起气道平滑肌收缩和肥大，导致气道壁增厚，管腔阻

塞。一而增厚的气道壁在平滑肌收缩后，会导致更严重的气流阻塞。

支气管剧喇纤维化是小气道重塑的重要特征。粘膜和呼吸性细支气管纤维化引

起管壁增厚【l241，降低气道弹性和对支气管扩张剂的反应性，并降低了气道与肺泡

的附着性，使之在呼吸相更易于关闭。

总之，小气道病变和肺气肿是COPD的两个重要病理改变，而这往往同时存在，

以其中之一为主，而表现为不同的CoPD临床表型。小气道的病变不止影响到肺减

容术后的肺气肿患者的肺功能，而且也影响肺的弹性扩张等动力学因素，而这相互

影响，决定着疾病的预后【124】。

二、COPD的肺部免疫和炎症反应
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疾病发生发展的免疫过程

在COPD的发生发展过程中，其免疫过程极其复杂，涉及了先天性免疫和获得

性免疫的成分。不同患者之间，其免疫过程也不完全相同。参与COPD的炎症过程

和发病的细胞和炎性因子众多，主要包括中性粒细胞，T淋巴细胞和巨噬细胞等，

以及它们分泌的各种炎性因子。白细胞和结构细胞(内皮细胞和上皮细胞)活化，

细胞及其细胞因子相互作用，引起炎性反应细胞聚集，导致炎症级联反应，引起肺

组织的破坏和小气道重塑。最后，肺部的免疫反应显示为以I型T辅助淋巴细胞

(Thl)占优势的特征。

COPD炎症反应和细胞浸润的本质

COPD的肺部具有炎症的一些普遍特征。肺组织活检材料显示，相对不吸烟或

吸烟的非患病人群，轻中度COPD患者的肺部有更多炎性细胞的浸润【125J。不同患

者肺部这些浸润的细胞组分有所不同，但普遍存在的是巨噬细胞、中性粒细胞和

CD8+T淋巴细胞。此外在某些部位还有少量的CD4+T淋巴细胞。CDS+T淋巴细胞

的动员和在肺部的积聚是COPD的一个特征，其机制尚未明确。肺部浸润的炎细胞

表达一些促炎因子的受体，如CCR5和CXCR3，这些受体相应的细胞因子激动剂

在肺部的表达也上调1126]。支气管上皮细胞中趋化因子受体CXCR3、CXCL9、

CXCLIO和CXCLI l等的干扰素(IFN)诱导性激动剂表达也增加【127，1281。此外，趋化

因子CCL5(CCR5激动剂)在慢性支气管炎加重期表达是升高的【1261，这可能促进表

达CCR5的T细胞和活化的巨噬细胞在肺部聚集。由于COPD的炎症呈慢性过程，

由各类浸润的炎性细胞和活化的肺部结构细胞所分泌的大量细胞因子和炎症介质

相互作用，使得COPD肺部白细胞的诱导动员复杂化。例如，巨噬细胞的迁入产生

一些趋化因子(如CCL5)，后者募集T细胞到达肺部，继而诱导大量的CD8+T细

胞积聚。

COPD的肺部有丰富的CDS+T淋巴细胞聚集，但其确切作用尚未明了。可以确

定的是，这类细胞的存在导致了TNF．a和蛋白酶等一些致病性炎症介质的产生，参

与COPD的肺组织和肺间质的破坏【129】。此外，CD8+T细胞还可能产生的IFN．-'t，

后者诱导CXCR3激动剂的生成，如此一来，这些T细胞又不断趋使其他表达CXCR3

的炎性T细胞聚集活化，往复不断。

中性粒细胞也是COPD患者肺部一类广泛存在的细胞，对疾病发生的作用值得

重视。COPD患者的痰和肺泡灌洗液中的中性粒细胞明显增加，吸烟可以引起患者

循环中的中性粒细胞升高，进而在肺毛细血管积聚【l硎，在IL．8和白三烯B4(LTB4)

等的作用下迁移进入肺部，产生蛋白酶类、活性氧(1的S)和趋化因子等一系列炎

性介质。
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巨噬细胞是COPD患者的肺泡灌洗液中的最多的一群细胞。有研究表明，灌洗

液中的巨噬细胞数量与COPD的病情严重程度相关[131】。这类细胞能产生多种炎症

介质，如TNF．d、LTB4、ROS和数种趋化因子，包括IL．8和促炎性的CCL2(CcR2

激动剂)[130,132]。后者意义十分重要，因为CCL2的产生有助于募集更多的促炎性

巨噬细胞亚型到达肺组织。这些粗言细胞募集产生大量的蛋白酶类，包括组织蛋白

酶K、L和S，以及MMPs．1、．2、．9和．12。COPD患者肺部的巨噬细胞无论是在

体内还是体外，这些蛋白酶的生成均有增加【132,1331。

COPD的肺部炎症往往表现为以Thl占优势的获得性免疫反应。然而，近来随

着对效应性T细胞的生物学特性的进一步认识，人们发现还存在一种具有潜在促炎

活性的特异CD4+T细胞亚群【坦引。由于这类细胞能够分泌IL．17A和IL．17F，因而

被命名为Thl7细胞。虽然其他一些造血细胞如CD8+细胞、NK细胞和中性粒细胞

也分泌IL．17，但经典的CD4+效应性T淋巴细胞群(Thl和Th2)并不分泌这一细胞

因子【134l。Thl7细胞的炎症活性显然与它所分泌的特定炎症介质相关，包括IL一6、

IL．17A、IL．17F、GM．CSF和TNF．a。它还表达IL．18和IL．23受体，而IL一23能促

进1nhl7细胞群的生长活化。IL．17能诱导支气管上皮细胞产生IL．6【1351，而IL．6与

IL．17均为肺上皮细胞生成粘蛋白Muc5AC和Muc5B的强效诱导剂【b引。IL．17还

可以诱导上皮细胞释放CXCL8，后者是中性粒细胞的重要趋化因子。此外，IL．17

也上调IL．23的表达，后者促进1nhl7细胞进一步活化和增殖lB 71。IL．17一L一23这
一反馈回路的形成导致炎症极易慢性化和自我维持，以致COPD的炎症持续存在，

即使戒烟后仍然继续。Thl7细胞强大的促炎作用使得它在许多炎症性疾病和自身免

疫性疾病当中(如类风湿性关节炎，炎性肠病等)具有重要作用[125,138】。Thl7细胞

的潜在致炎作用以及它在其他炎症性疾病当中的地位使得我们有理由相信，Thl7

细胞在COPD的发生发展中也有重要作用，但其具体细节还需要进一步深入研究。

COPD进展的生物学标记

现已发现不少COPD的生物学标记，可用于疾病的诊断和病情进展评估。COPD

患者的血液、痰以及肺泡灌洗液中存在大量的细胞因子、趋化因子、急性期蛋白和

蛋白酶等多种炎症介质，但目前为止，没有～种物质可作为单一使用的COPD炎症

生物学标记物，往往需要综合应用和分析。

目前来说，与COPD疾病严重程度关系最密切的是C反应蛋白(CRP)。CRP

是一种急性期蛋白，主要由肝细胞生成，能够诱导促炎因子和粘附分子表达，很可

能具有促炎作用。但是它究竟只是一个疾病预测因子，还是切实参与了COPD的发

病学尚不明确。但有研究表明，血中CRP的水平和随后COPD的发病率与病死率

显著相关【139,140]。
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其他有潜在应用价值的生物学标记还包括IL．6、TNF-a、IL．10、IL．8和

CCLl8／PARC(肺和活性调节趋化因子)。这些物质并非COPD炎症过程所特有，而

是机体应对多种炎性刺激的反应产物。关于他们在COPD起病中的确切作用还需更

进一步的研究。IL．8由活化的支气管上皮细胞、巨噬细胞和中性粒细胞分泌，它能

诱导和活化中性粒细胞与单核细胞，向肺组织聚集。COPD患者诱导痰中的IL-8水

平升高，并与其中的中性粒细胞比例正相关[14H，在疾病的急性加重期尤为如此。

TNF．d是一项强有力的促炎因子，能够直接和间接地促进炎症进程，在香烟诱导的

肺气肿形成当中至关重要【142‘。许多情况下，TNF．Q受体的活化会导致一系列炎性

介质的释放，这些介质又产生进一步的炎症效应。由此形成一个由细胞因子、蛋白

酶、趋化因子、粘附分子和其他炎症介质构成的广谱的促炎因子网络。IL．6也是一

种促炎因子，有多种细胞生成，通过活化白细胞以及结构细胞而发挥效应。COPD

患者的血液、诱导痰和肺泡灌洗液中IL．6水平均升高，加重期加重期为甚。IL．6

是急性期反应的一部分，能诱导肝脏生成CRP。IL．10由于对Thl型CD4+T细胞

有抑制作用，多数人认为它是一个抑炎因子。Barcelo等【143】报道，COPD患者的肺

泡灌洗液中能分离出产IL．10的CD8+T淋巴细胞，其数量显著高于健康人群。

COPD体内这类细胞的作用尚不明确，它们可能抑制促炎因子表达及其对肺组织的

炎症损伤作用。COPD患者肺部组织内的JL．10表达也是升高的。

总结

慢性阻塞性肺病发病过程极其复杂，包含了多种炎症细胞及其分泌的细胞因子

和炎性介质的相互作用。至今为止发病的机制尚不明确，不同人群的遗传特征不同，

对COPD的易感性也不同，患者的疚病表型也有差异。今后的研究重点在于了解香

烟等有毒气体如何作用于不同遗传背景的人群，细胞因子问的具体作用怎样决定着

疾病的表型和发展进程。
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