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#

要!目的
#

观察骨髓来源细胞!

IG[M.

"通过多途径在不同时间点参与肺损伤修复的作用&方法
#

构建
QCI

(

Rb

小鼠博

莱霉素诱导肺损伤模型#

%#3

或
%$:

后接受
IG[M.

或空培养基尾静脉注射#第
!

'

$#

'

%$

和
%"

天取材#行
Z=

染色'马森染色'羟

脯氨酸含量检测和肿瘤细胞坏死因子
6

)

!

(RQ6

)

"的
-̀./-4+;9)/

检测&同时构建
NQK

骨髓嵌合小鼠模型#放射性肺损伤
$

个月

后肺组织取材进行免疫荧光双标&结果
#

早期输入
IG[M.

能明显缓解博莱霉素导致的肺组织炎细胞浸润和肺泡破坏等病理改

变#降低各个时间点的羟脯氨酸含量至第
%$

天达到最低值!

I

$

'H'&

"#在第
!

天明显下调肺内
(RQ6

)

的含量!

I

$

'H'&

"&推迟

IG[M.

输入的肺组织病理改变与对照组无差异&放射性肺损伤后
$

月#骨髓嵌合鼠中可见绿色荧光蛋白!

NQK

"与广谱细胞角蛋

白!

KM̂

"双阳性的
IG[M.

来源支气管上皮细胞和
NQK

与表面蛋白
M

!

LKM

"双阳性的
IG[M.

来源
$

型肺泡上皮&结论
#

早期

输入
IG[M.

能通过多途径明显缓解放化疗引起的肺损伤&晚期输入
IG[M.

没有加重肺纤维化#对肺损伤也无缓解作用&

关键词!骨髓来源细胞%肺损伤%小鼠
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各种理化因素均能导致肺损伤#而临床肿瘤患者中常见的

肺损伤主要来自化疗药物引起的不良反应和胸腔肿瘤放疗导

致的放射性肺损伤*目前#临床上针对此类肺损伤的治疗仍是

难点*骨髓来源细胞$

;)+-@144)2:-4*,-:7-99.

#

IG[M.

&蕴

含有多种重要干细胞#不仅具有多项分化潜能和分泌多种重要

细胞因子的生物学活性(

$6P

)

#且具备在损伤发生时特异性趋化

至损伤组织的特点(

#6&

)

#因此#在创伤修复方面的作用日益受到

关注*为了深入评估
IG[M.

参与肺损伤修复的作用方式和

机制#本研究同时观察了
IG[M.

在化疗药物和放射诱导的肺

损伤后不同时间点通过多途径参与肺损伤修复的作用*

C

#

材料和方法

CHC

#

构建博莱霉素诱导肺损伤模型
#

LKQ

级健康雌性
QCI

"

Rb

小鼠$第三军医大学实验动物中心提供&#体质量
$"

%

%%

0

#

"

周龄*小鼠腹腔注射
%]

戊巴比妥钠麻醉#仰卧固定#颈部去

毛后乙醇消毒#眼科镊切开皮肤#钝性分离暴露气管#将微量注

射器经气管软骨环间隙于气管平行方向刺入气管#匀速推入

%'

"

E

#

&@

0

"

@E

博莱霉素溶液#迅速退针#将小鼠垂直竖起.

轻轻旋转#呼吸平稳后逐层缝合*待小鼠苏醒后常规饲养*

CHD

#

骨髓单个核细胞分离与输入
#

颈椎脱臼法处死
QCI

"

Rb

小鼠#分离其股骨和胫骨#乙醇消毒
$'@*+

*用
$@E

注射器

吸取
[G=G

"

Q$%

培养基#于冰浴中反复冲洗骨髓腔至发白*

使用
%''

目筛网过滤骨髓细胞悬液*

%&''4

"

@*+

离心
%'@*+

后吸取中间白膜层*加入红细胞裂解液作用
$@*+

#磷酸盐缓

冲液$

KIL

&终止#离心后培养基重悬细胞*细胞计数仪计数所

获取的骨髓单个核细胞密度为
PHUd$'

!

"

@E

*

博莱霉素致肺损伤后小鼠#随机分为
IG[M.

早期输入

组.

IG[M.

延迟输入组与对照组#

IG[M.

早期输入组与对照

组每组
$%

只小鼠#

IG[M.

延迟输入组每组
U

只小鼠*

IG6

[M.

输入组经尾静脉注射骨髓单个核细胞悬液
'HP@E

"只#对

照组注入
[G=G

"

Q$%

培养基
'HP@E

"只*放回常规饲养#分

别于博莱霉素支气管灌注后第
!

.

$#

.

%$

和
%"

天取材*

IG6

[M.

延迟输入组于第
%"

天取材*

CHE

#

肺组织病理学检查和马森染色
#

取材后于
#]

多聚甲醛

固定
!%3

#脱水.石蜡包埋.切片$

#

"

@

&#进行
Z=

染色和马森

染色后于光镜下观察肺组织病理改变和胶原沉积*每只小鼠

分别随机取
U

个肺组织
Z=

染色片和马森染色片#每片在
$''

%'$%

重庆医学
%'$$

年
!

月第
#'

卷第
%$

期

!

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

P'"!$$%P

&%国家自然科学基金资助项目$

"$'!$!%"

&*



倍视野下#随机取
U

个视野对比观察*

CHF

#

羟脯氨酸含量检测
#

用羟脯氨酸测试盒$凯基生物&测定

肺组织羟脯氨含量#步骤按说明书严格进行*羟脯氨酸在氧化

剂的作用下所产生的氧化产物与二甲氨基苯甲醛作用呈现紫

红色#测定
&&'+@

处的吸光度#根据公式计算羟脯氨酸含量*

CHG

#

(RQ6

)

的
-̀./-4+;9)/

检测
#

按常规
-̀./-4+;9)/

检测

步骤进行*使用抗体为兔来源
(RQ6

)

一抗$

D;71@

公司&和山

羊抗兔
<

0

N

"

Z5K

$

D;71@

公司&*阳性条带以
N-9

>

4)#H'

版

凝胶光密度分析软件进行分析#测其
<B[

值*

CHH

#

构建骨髓移植与放射性肺损伤模型
#

受体鼠为
LKQ

级

雌性
QCI

"

Rb

小鼠$第三军医大学实验动物中心提供&#体质

量
$"

%

%%

0

#

"

周龄*于第三军医大学辐照研究中心采用U'

M)

放射源进行全身
!

射线照射#照射剂量为
$'N

O

*照射后
#3

之内对受体鼠进行骨髓移植#骨髓单个核细胞分离同前#随机

抽取
U

只小鼠接受尾静脉注射绿色荧光蛋白$

0

4--+?98)4-.6

7-+/

>

4)/-*+

#

NQK

&小鼠$

QCI

"

Rb

背景#第三军医大学实验动

物中心(

U

)

&骨髓移植#另外
U

只小鼠接受相同量的
QCI

"

Rb

野

生型小鼠骨髓移植#作为对照组*

CHJ

#

免疫荧光染色
#

肺组织石蜡切片脱蜡#热修复
%'@*+

*用

$']

正常山羊血清室温下封闭
$&@*+

*滴加
$f$''

稀释的一

抗$小鼠抗
KM̂

抗体#博士德%或小鼠抗
LKM

抗体#

L1+/1M48A

&#

放入湿盒内
#e

孵育过夜*

'H'$GKIL

漂洗
&@*+dP

次#加入

$f%''

稀释的
M

O

P

标记羊抗小鼠荧光二抗$碧云天&#室温下避

光孵育
$3

#

'H'$GKIL

漂洗
&@*+dP

次*加入
$f$''

稀释的

兔抗
NQK

一抗$碧云天&#放入湿盒内
P!e

孵育
P3

#

'H'$G

KIL

漂洗
&@*+dP

次*加入
$f%''

稀释的
Q<(M

标记的羊抗

兔二抗工作液$碧云天&#室温避光孵育
$3

#

'H'$GKIL

漂洗
&

@*+dP

次*室温避光下加入
[DK<

工作液$

C-7/)4E1;)41/)4*-.

&

胞核染色
$@*+

#

'H'$GKIL

漂洗
&@*+

*水溶性封片剂封片#

于
E-*71EMLLK&

激光共聚焦显微镜下观察*

CHK

#

统计学处理
#

采用
LKLL$UH'

统计软件#单因素方差分

析和
3

检验比较各组之间相关数据的统计学差异#以
I

$

'H'&

为差异有统计学意义*

D

#

结
##

果

DHC

#

早期输入
IG[M.

缓解博莱霉素诱导的小鼠肺病理性损

伤
#

本研究采用
Z=

染色检测小鼠肺组织的病理学改变*发

现在对照组#支气管灌注博莱霉素后
!

%

%$:

#肺组织均有大量

炎症细胞浸润#肺内淤血#细胞壁破坏$彩插
&

图
$D

%

M

&#至

%":

炎细胞减少#但成纤维细胞增生#肺泡间隔增厚$彩插
&

图
$[

&*而
IG[M.

早期$气管灌注博莱霉素后
%#3

&输入组#

肺组织的病理学改变在博莱霉素灌注后
!

%

%":

均有明显差

异#可见炎症细胞浸润明显减少#肺内淤血明显减轻#至第
%"

天虽也可见肺泡结构破坏#但成纤维细胞增生和肺泡间隔增厚

明显较轻$彩插
&

图
$=

%

Z

&*与之不同的是#

IG[M.

延迟

$支气管灌注博莱霉素后第
%$

天&输入组#肺组织第
%"

天的病

理学改变与对照组无明显差异$彩插
&

图
$

&*

DHD

#

早期输入
IG[M.

抑制博莱霉素诱导的小鼠肺内胶原沉

积
#

本研究采用马森染色和羟脯氨酸检测联合评估小鼠肺组织

的胶原沉积程度*结果显示在对照组#支气管灌注博莱霉素后

第
!

天即开始有羟脯氨酸升高#至第
%"

天达到高峰*而
IG6

[M.

早期输入组#在各时间点的羟脯氨酸含量均明显降低#至第

%$

天达到最低值$

I

$

'H'&

&$彩插
&

图
%D

&*马森染色亦可见对

照组第
%$

天胶原沉积明显$彩插
&

图
%I

&#第
%"

天最重$彩插
&

图
%M

&*而
IG[M.

早期输入组在各时间点的胶原沉积明显缓

解$彩插
&

图
%[

%

=

&*

DHE

#

早期输入
IG[M.

降低博莱霉素肺损伤后小鼠肺内

(RQ6

)

水平
#

(RQ6

)

为急性炎症早期的主要炎症因子*本研

究发现在博莱霉素灌注后第
!

天#对照组肺内
(RQ6

)

含量最

高#后逐渐降低至第
%"

天达最低值*而
IG[M.

早期输入组#

在博莱霉素灌注后第
!

天能明显降低肺内
(RQ6

)

的水平$

I

$

'H'&

&#第
$#

天和第
%$

天两组无明显差异$

I

%

'H'&

&#但第
%"

天
(RQ6

)

的含量却有所升高$

I

$

'H'&

&#见彩插
-

图
P

*

DHF

#

IG[M.

参与肺损伤后肺上皮形成
#

为了明确
IG[M.

是

否通过直接形成肺上皮细胞参与肺损伤修复#本研究对野生型

小鼠进行全身致死剂量放射#破坏其原有骨髓造血的同时造成

其肺放射性损伤#然后经尾静脉输入同背景
NQK

小鼠的
IG6

[M.

#重建其骨髓造血*骨髓移植后
$

个月#采用
NQK

与
KM̂

免疫荧光双标检测肺组织#发现部分支气管上的上皮细胞表达

NQK

与
KM̂

双阳性$彩插
-

图
#D

&*

LKM

是
$

型肺泡上皮细胞

的特异性蛋白#

NQK

与
LKM

免疫荧光双标显示#部分
LKM

阳性

的细胞亦为
NQK

与
LKM

双阳性$彩插
-

图
#I

&*提示
IG[M.

在放射性肺损伤后可直接分化为支气管上皮和
$

型肺泡上皮参

与肺上皮修复*

E

#

讨
##

论

放化疗诱发的肺损伤是临床肿瘤患者中常见的肺损伤*

而
IG[M.

在创伤修复方面的作用日益受到关注*此外#

IG6

[M.

也被认为是肿瘤基因治疗领域最有希望的基因载体(

!6"

)

*

如果
IG[M.

能对肺癌治疗中出现的肺损伤不良反应具有防

治作用#将在临床上有更广阔的应用前景*

本研究对肺损伤后
!

%

%":

不同时间点的观察发现#早期

输入
IG[M.

可通过抑制肺损伤后前期的
(RQ6

)

升高.炎症细

胞浸润和后期的成纤维细胞增生.胶原沉积明显缓解肺急性损

伤和肺纤维化*同时
IG[M.

在肺损伤后亦可作为支气管上

皮细胞和
$

型肺泡上皮细胞的来源之一重建肺上皮的完整*

文献报道此模型的肺纤维化一般从用药后
$#

%

%":

开始(

T

)

#

而有观点认为
IG[M.

中的间充质干细胞可能作为成纤维细

胞的来源(

$'

)

#因此#本研究增加了在用药后
%$:

注入
IG[M.

的观察#并没有发现肺内成纤维细胞增多和肺纤维化加重#同

时也证明晚期输入
IG[M.

对肺损伤无缓解作用*

IG[M.

是由多种细胞组成的一类细胞群#主要包含两大

干细胞群'造血干细胞和间充质干细胞*目前较多报道的是间

充质干细胞对肺损伤的作用(

$$

)

*而本研究采用的是全
IG6

[M.

输入#虽然其中间充质干细胞的比例很低#但仍能发挥明

显的促修复作用#说明
IG[M.

中其他细胞也可能参与其中*

此外#全
IG[M.

中包含的多种干细胞和祖细胞使其具有比单

一的干细胞更全面的多分化潜能*

G17

>

3-4.)+

等(

$%

)的研究

报道了
IG[M.

能分化为支气管上皮细胞#而
D;-

等(

$P

)的研

究发现
IG[M.

在放射性肺损伤后只能分化为
.

型肺泡上皮

细胞*在本研究中#同时发现
IG[M.

来源的支气管上皮细胞

和
$

型肺泡上皮细胞*结果差异可能正是由于上述两项研究

输入的是
IG[M.

中的边群细胞#而本研究采用的是全
IG6

[M.

输入*但
IG[M.

成分的复杂性也引发其免疫调节的多

向性(

$#

)

#正如本研究观察到
IG[M.

输入使肺内
(RQ6

)

水平

在早期降低的同时#后期反而有所升高#是否为
IG[M.

后期

自分泌
(RQ6

)

有待进一步证实#这种作用对肺损伤后期的影

响需要后续更长时间的评估*

综上所述#早期输入
IG[M.

不仅能缓解肺损伤后炎细胞

浸润.炎症因子释放和胶原沉积#还可作为多种肺上皮细胞的

来源之一#直接参与肺上皮重建#从而阻止肺纤维化进程*晚

期输入
IG[M.

没有加重肺纤维化#对肺损伤也无缓解作用*
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胞经油红
B

染色后#脂滴被亲脂的油红
B

着色而呈红色#细胞

质不着色$彩插
-

图
%

&*

$'

h"

.

$'

h$'维生素
[

组的细胞内脂

滴较多#

$'

h#

.

$'

hU维生素
[

组细胞内脂滴明显减少#但均少

于分化组#而未分化组无着色*

$

#

%&6

二羟基维生素
[

是以剂

量依赖的方式抑制人大网膜脂肪细胞的分化*

E

#

讨
##

论

在正常个体中#脂肪组织内的脂肪细胞数目基本保持在一

个相对稳定的范围内#脂肪细胞的增殖分化与衰老死亡处在一

个动态的平衡中(

!

)

*而肥胖患者体内的这种平衡被打乱#脂肪

细胞出现异常增殖和分化#或者是脂肪细胞衰老死亡减少#最终

出现脂肪细胞数目的增加和体积的增大#临床上表现为肥胖(

"

)

*

当个体的体质量增加时#其脂肪组织的体积增加显著#而骨骼和

肌肉体积几乎无明显变化(

T

)

*这一方面是由于过多的能量在体

内被合成三酰甘油#并储存于脂肪细胞#而三酰甘油的不断积累

则会使脂肪细胞体积增大*有研究发现
$

#

%&6

二羟基维生素
[

通过
C[5

抑制脂肪形成过程中的关键分子过氧化物酶体增殖

物活化受体
!

及
MMDD(

增强子结合蛋白仅来调节脂肪形

成(

$'

)

*本实验发现#前体脂肪细胞的形态与成纤维细胞相似#

经适当分化诱导剂的刺激#其细胞骨架和细胞外基质逐渐发生

变化#细胞开始进入由不成熟脂肪细胞向成熟脂肪细胞的转变*

此时#细胞形态由椭圆型逐渐趋于圆形或类圆形#胞体逐渐增

大#胞质中开始出现小脂滴#标志脂质开始积累#小脂滴不断增

多并融合为较大的脂滴#可经油红特殊染色呈红色#获得成熟脂

肪细胞的形态特征*一般来说#分化进展越好#脂质含量越高#

使用油红染色时着色越多*本研究证实维生素
[

是以剂量依

赖的方式抑制人大网膜前脂肪细胞的分化*

$

#

%&6

二羟基维生

素
[

呈剂量依赖性地抑制体外培养的细胞三酰甘油的积聚*

细胞油红染色显示#由于
$

#

%&6

二羟基维生素
[

的作用#细胞着

色明显减少#表明
$

#

%&6

二羟基维生素
[

可以抑制细胞向成熟脂

肪细胞分化*这也许可以拓宽科研人员对维生素
[

药理作用

的认识#在临床上为给予肥胖人群提供维生素
[

提供理论支持*
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