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骨髓间充质干细胞移植对烟雾吸人性
损伤兔早期肺组织的影响

朱峰郭光华黄松 陈任生 陈雯詹剑华

【摘要】目的探讨骨髓间充质干细胞(MSCs)移植对烟雾吸人性损伤兔早期肺组织损伤的影响。方法

采用直接贴壁法体外培养兔MSCs，用流式细胞术鉴定MSCs。将48只兔制备烟雾吸人性损伤模型后按随机

数字表法均分成致伤组和MSCs组。MSCs组伤后立即静脉给予含1×107个／ml MSCs的磷酸盐缓冲液

(PBs)10 ml；致伤组则给予10 ml PBS。分别于干预后2、6和24 h活杀8只兔，取肺组织行组织病理学观察，

同时进行肺损伤评分。结果 流式细胞术检测显示所培养细胞为MSCs。肺大体标本和光镜下均观察到MSCs

组肺损伤程度较致伤组明显减轻。虽然MSCs组和致伤组伤后2 h肺损伤评分(分)比较差异无统计学意义

(4．0士0．7比4．5士0．6，P>o．05)，但MSCs组伤后6 h和24 h肺损伤评分(分)明显低于致伤组(6 h：6．1士

0．9比8．2-t-0．9，24 h：4．6-t-o．9比10．4-t-o．8，均P<o．01)．结论MSCs移植能明显减轻烟雾吸入性损伤

兔肺组织损伤，改善肺损伤评分。

【关键词】骨髓间充质干细胞， 烟雾吸人性损伤， 肺损伤； 兔
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【Abstract] Objective To explore the effect of bone marrow mesenchymal stem cells(MSCs)

engraftment on lung tissue at early stage of smoke inhalation injury in rabbits．Methods MSCs were

proliferated by the method of whole marrow culture and identified by flow cytometry．Forty—eight rabbits
were randomly divided into smoke inhalation group(S group)and MSCs group(M group)after reproduction

of rabbit smoke inhalation injury model．10 ml of phosphate buffer saline(PBS)containing 1×107／ml MSCs

was intravenously injected in M group．meanwhile 10 ml PBS was injected intravenously in S group．Eight

rabbits were sacnriced at 2，6 and 24 hours after intervention，and the lung tissue was harvested for morpho-

108icsl and pathological observation，and lung injury score was used to evaluate smoke inhalation injury．

Results Cultured ceils were confirmed to be MSCs with flow cytometry．Lung injury in rabbits of M group

was less serious in morphology and histopathology than that in S group．Though there was no significance in

lung injury score between M group and S group at 2 hours after injury(4·O士0·7 VS．4·5士0．6，P>O·05)，

the lung injury scores in M group at 6 hours and 24 hours after injury were significantly lower than those in

S group(6 hours：6．1士0．9 VS．8．2土0．9，24 hours：4．6士0．9 VS．10．4士0．8，both P<O．01)．Conclusion

Intravenous engraftment of MSCs could ameliorate lung injury induced by smoke inhalation，and improve

lung injury score significantly．
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烟雾吸人性掼伤是由烟雾及热力的直接损害以

及继发的炎症反应、组织水肿等致使气管、支气管和

肺组织结构及功能受到严重损害，这种损伤往往为

致命性损伤m。减轻肺组织损伤、加快肺组织修复是

改善急性肺损伤(ALI)预后的关键‘副．骨髓间充质
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干细胞(MSCs)是一种具有潜在多向分化能力、抗

炎一免疫调节等多种特征的成体干细胞，在创伤修

复、组织功能再生与重建、免疫调节与治疗等研究领

域有着极广阔的应用前景陆引，特别是近期其在ALI

中的抗炎及组织修复作用也引起了广泛的关注睁¨．

本实验中拟通过静脉移植MSCs至烟雾吸人性损伤

兔体内，观察损伤肺组织的变化，为其进一步研究和

临床应用提供依据。

1材料与方法

1．1动物与主要试剂：2 kg 4周龄健康新西兰大耳

白兔(用于取骨蕾)以及正常成年新西兰大耳白兔均
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由南昌大学动物实验中心提供，动物合格证号：赣动

96021IDMEM—F12液体培养基、胎牛血清(美国

Hyclone公司)，磷酸盐缓冲液(PBS，美国Gibco公

司)；鼠非特异性IgG一藻红蛋白(PE)鼠抗兔CD34一

PE、鼠抗兔CD45一PE、鼠抗兔CD44一PE、鼠抗兔

CDl05一PE均由美国Santa Cruz公司生产。

1．2兔MSCs的分离、培养和鉴定。3％戊巴比妥耳

缘静脉注射麻醉动物后，选取双侧胫骨结节和双侧

髂后上嵴为穿刺点抽取骨髓约4 ml，以直接贴壁

法，用含10％胎牛血清的DMEM—F12培养液接种

到25 cm2培养瓶中，接种密度约1×104个／cm2，于

37℃、5％Co。及饱和湿度的C0。培养箱内培养，

24 h后半量换液，以后3～4 d换液并观察细胞生长

情况。细胞培养7～8 d达到80％融合后按1。2比

例传代培养至第3代备用。观察MSCs的形态学，用

流式细胞术检测所培养细胞的特异性抗原。

1．3烟雾吸人性损伤模型的制作及分组：以南昌大

学烧伤研究所自制的控烟、控时烟雾吸入性损伤致

伤仪造成重度兔烟雾吸人性损伤模型n]，致伤后动

物自由摄食、饮水。48只制模成功兔按随机数字表

法均分成致伤组和MSCs组，每组再按2、6和24 h

观察时间点分为亚组，每组8只。MSCs组伤后立即

经耳缘静脉注入含有第3代MSCs 1×107个／ml的

PBS 10 ml I致伤组伤后立即经耳缘静脉注入10 ml

PBS作为对照。

1．4肺组织损伤观察：分别于各时间点杀兔取双

肺，观察形态、色泽、质地、颜色及出血等变化。取右

肺下叶组织，用甲醛溶液固定后切片，苏木素一伊红

(HE)染色，光镜下观察肺组织病理变化。每组随机

选取10张切片，每张切片在光镜下取4个不重叠视

野(×400)，计算肺损伤评分，取均值。肺损伤评分根

据有无透明膜形成、微血栓、肺不张形成以及肺间质

水肿、浸润、肺泡渗出及出血等情况分为0～3分共

4级，1级为0分，4级为3分[9]。

1．5统计学处理：使用SPSS 15．0软件进行统计分

析，数据以均数士标准差(z士5)表示，组间比较采用

t检验，P<O．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1 MSCs形态学观察和流式细胞术鉴定(图1)。

光镜下观察MSCs呈长梭形，紧密排列，呈局部多个

散在分布的细胞集落，均匀分布的MSCs簇状增殖

灶并排列类似旋涡状。流式细胞仪检测显示，在所鉴

定的细胞中，99．39％的细胞表达CD44，99．79％的

细胞表达CDl05，而仅有0．11 oA的细胞表达CD34，
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0．70％的细胞表达CD45，说明培养细胞为MSCs。

田l 光镜下观察传代第3代兔骨髓问充质干细胞呈长梭形，

紧密排列，黏状增殖灶均匀分布并排列类似旋涡状×200

2．2 24 h肺组织大体观察：致伤组肺肿胀明显、苍

白、包膜紧张、边缘变钝，双下肺灶状出血点，张力较

大，切开肺叶可见淡红褐色泡沫样液体流出。MSCs

组肺脏较致伤组有明显改善，无肿胀，色鲜红，包膜

略紧张，双下肺散见点状出血点，张力不大，切开见

少量淡红色液体流出。

2．3肺组织病理观察：HE染色显示，致伤组2 h肺

血管明显扩张充血，肺泡隔断裂，肺泡融合，少量中

性粒细胞浸润；6 h支气管上皮细胞脱落至肺泡腔

内，血管扩张充血较2 h严重，灶状中性粒细胞浸润

和灶状出血，肺泡坍陷和肺不张，24 h肺泡上皮细

胞坏死脱落明显，肺泡腔内炎性渗出和出血，大量炎

性细胞浸润。与致伤组比较，MSCs组2 h血管扩张

充血相对较轻，肺泡隔断裂，肺泡融合较轻，散在中

性粒细胞浸润；6 h支气管腔内少量脱落细胞，炎性

细胞浸润明显减轻，24 h散在脱落细胞，肺泡腔内

炎性渗出和出血明显减轻，炎性细胞浸润明显减轻，

肺泡结构相对完整。

2．4肺损伤评分(表1～2)：随着时间的推移，致伤

组6 h和24 h肺损伤评分均较2 h明显升高(均

P<o．05)，而MSCs组仅6 h升高明显(P<0．05)。

MSCs组6 h和24 h肺损伤评分较致伤组相应时间

点显著降低(均P<o．01)，但2 h比较无明显差异

(P>0．05)。

裒l烟雾吸人性损伤兔肺损伤评分标准

得分透明膜 徽血栓肺泡渗出肺问质浸润肺不张 出血

百万—磊—1——i——■F——jr—F
1分 稀少 少 轻 轻 小灶 小灶

2分 中度 一些 中 中 大灶 大灶

3分 严t 许多 t t 广泛 广泛

万方数据



·20· ±旦蕉重瘟鱼整星兰墨盟!堡!旦箜垫查蔓!塑垡些垡!鱼些丛鲤：』竺坚坚墨!!!!!壁!：垫!塑!：!

裹2两组烟雾吸人性损伤兔伤后不同时同点

肺损伤评分比较(三士s)

注。MSCs：骨髓问充质干细胞I与本组2 h比较，。P<O．05I与致

伤组比较，。尸<O．01

3讨论

促炎／抗炎反应和组织修复过程在ALl／急性呼

吸窘迫综合征(ARDS)的发生发展过程中起重要作

用[9。1引。多向分化潜能和抗炎一免疫调节效应是

MSCs治疗ALI最重要的特征基础，也是MSCs在

ALI中发挥作用的主要机制n一’1u。通过分化，MSCs

能向肺内主要功能细胞分化，包括肺泡上皮细胞和

肺血管内皮细胞等，达到修复肺组织、改善肺损伤

的目的[12。1引，但是因为MSCs的分化需要相当长的

时间(文献报道在28 d左右)，所以这一机制主要在

修复后期发挥作用[1妇，通过抗炎一免疫调节作用，

MSCs能升高肺内主要抗炎因子水平，降低主要促

炎因子水平，减少血管外肺水，减轻肺损伤，达到修

复肺组织损伤的目的[1¨¨。这种炎症因子的作用机

制往往在损伤早期(急性期)就能起作用，也是现今

MSCs治疗ALI关注热点之一[1"．

本研究中通过静脉移植MScs，干预后24 h，动

物肺脏以充血为主，表现为炎症反应比较明显而出

血等不明显；致伤组肺脏苍白肿胀明显，包膜紧张，

下肺出血坏死灶明显。根据肺不张、炎性细胞浸润

及肺泡出血、渗出等指标进行的肺损伤评分显示，干

预后2 h两组肺损伤评分虽无明显差异，但6 h和

24 h MSCs组肺损伤评分较致伤组明显下降，说明

肺损伤明显改善。

MScs对烟雾吸入性损伤早期肺组织损伤影响

的具体机制尚不清楚，我们设想这主要与MSCS的

抗炎一免疫调节效应直接或间接改善肺组织急性期

损伤有关。首先，MSCs表面表达大量受体分子和旁

分泌某些活性分子能直接或者间接吸附、中和及抑

制机体释放的大量炎症因子，降低或者改善炎症反

应[1副。其次，MSCs通过产生可溶性细胞因子白细胞

介素一1受体拮抗剂(几一lra)等和诱导辅助性T淋

巴细胞2(TH2)对内毒素的促炎反应和抗炎反应，

改变了炎症因子对损伤的反应方式，使THl反应降

低，从而能维持TH2炎症因子水平[1引．因此可以下

词致伤因子的促炎反应和促炎因子，产生或者上调

抗炎因子。

总之，MSCs移植对烟雾吸人性损伤早期肺组

织的影响结果提示了干细胞治疗吸人性损伤的可行

性，为临床烟雾吸人性损伤的治疗开辟了一条新的

思路。
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