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  [摘要] 目的 探讨自体支气管基底层细胞治疗慢性阻塞性肺疾病(COPD)的疗效和安全性。方法 
2017年10月至2018年10月,共入组4例COPD患者,从COPD患者的3~5级支气管中获取微量组织分离提

取SOX9+支气管基底层细胞,体外扩增后进行自体移植。于细胞移植前和移植后4、12、24、48周,评估患者的

肺功能相关指标,包括第1
 

秒用力呼气容积(FEV1)占预计值百分比、用力肺活量(FVC)占预计值百分比、

FEV1/FVC、肺总量(TLC)占预计值百分比、残气量(RV)占预计值百分比、RV/TLC、一氧化碳弥散量(DLCO)
及DLCO与肺泡通气量(VA)比值(DLCO/VA),6

 

min步行距离及圣乔治呼吸问卷(SGRQ)评分。于基底层

细胞移植前和移植后1、3、6个月,监测患者的血常规相关指标、肝肾功能指标和心肌酶谱指标。结果 与移植

前比较,基底层细胞移植后4、12、24、48周,患者6
 

min步行距离均较移植前有所增加,SGRQ评分较移植前有

所降低(P<0.05);FEV1 占预计值的百分比、TLC占预计值的百分比、RV占预计值的百分比、RV/TLC有所

增高,FVC占预计值的百分比、FEV1/FVC、DLCO占预计值百分比及DLCO/VA有所降低,但差异无统计学

意义(P>0.05)。细胞移植前和移植后1、3、6个月,患者血常规指标、肝肾功能指标和心肌酶谱指标均在正常

值范围内。结论 自体支气管基底层细胞移植治疗COPD患者的初步结果是有效和安全的,尚需进一步大样

本临床研究。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

efficacy
 

and
 

safety
 

of
 

autologous
 

bronchial
 

basal
 

cells
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

chronic
 

obstructive
 

pulmonary
 

disease
 

(COPD).Methods From
 

October
 

2017
 

to
 

October
 

2018,

a
 

total
 

of
 

4
 

patients
 

were
 

enrolled.The
 

SOX9+
 

bronchial
 

basal
 

cells
 

were
 

isolated
 

from
 

tissue
 

of
 

3-5
 

grade
 

bronchus
 

and
 

expanded
 

in
 

vitro
 

indefinitely,and
 

then
 

cells
 

were
 

transplanted
 

to
 

treat
 

patients
 

with
 

COPD.Be-
fore

 

and
 

4,12,24,48
 

weeks
 

after
 

cell
 

transplantation,the
 

lung
 

function
 

indexes
 

of
 

patients
 

including
 

the
 

forced
 

expiratory
 

volume
 

in
 

one
 

second
 

(FEV1),forced
 

vital
 

capacity
 

(FVC),FEV1/FVC,total
 

lung
 

capacity
 

(TLC),residual
 

volume
 

(RV),RV/TLC,carbon
 

monoxide
 

(DLCO),and
 

the
 

ratio
 

of
 

DLCO
 

and
 

alveolar
 

ven-
tilation

 

(DLCO/VA),the
 

6
 

minutes
 

walk
 

distance,and
 

St.George's
 

Respiratory
 

Questionnaire
 

(SGRQ)
 

score,were
 

evaluated.Before
 

and
 

1,3,6
 

months
 

after
 

cell
 

transplantation,the
 

indexes
 

of
 

blood
 

routine
 

parame-
ters,liver

 

and
 

renal
 

function
 

indexes,and
 

myocardial
 

enzymogram
 

were
 

monitored.Results The
 

6
 

minutes
 

walk
 

distance
 

of
 

patients
 

was
 

increased
 

and
 

the
 

SGRQ
 

scores
 

of
 

patients
 

were
 

decreased
 

at
 

4,12,24
 

and
 

48
 

weeks
 

after
 

cell
 

transplantation
 

when
 

compared
 

with
 

those
 

at
 

the
 

time
 

before
 

cell
 

transplantation.The
 

FEV1 

of
 

predicted
 

value,TLC
 

of
 

predicted
 

value,RV
 

of
 

predicted
 

value,and
 

RV/TLC
 

were
 

increased,and
 

FVC
 

of
 

predicted
 

value,FEV1/FVC,DLCO
 

of
 

predicted
 

value,and
 

DLCO/VA
 

were
 

decreased
 

at
 

4,12,24
 

and
 

48
 

weeks
 

after
 

cell
 

transplantation,but
 

the
 

difference
 

was
 

not
 

statistically
 

significant
 

when
 

compared
 

with
 

those
 

at
 

the
 

time
 

before
 

cell
 

transplantation
 

(P>0.05).Before
 

and
 

1,3
 

and
 

6
 

months
 

after
 

cell
 

transplantation,the
 

indexes
 

of
 

blood
 

routine
  

parameters,liver
 

and
 

renal
 

function
 

indexes,and
 

myocardial
 

enzymogram
 

were
 

all
 

within
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the
 

normal
 

range.Conclusion The
 

preliminary
 

results
 

of
 

autologous
 

bronchial
 

basal
 

cell
 

transplantation
 

in
 

treatment
 

of
 

COPD
 

patients
 

are
 

effective
 

and
 

safe,and
 

it
 

also
 

needs
 

further
 

investigation
 

with
 

large
 

clinical
 

sample.
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outcome

  慢性阻塞性肺疾病(COPD)是一种具有气流阻塞

特征的肺气肿和/或慢性支气管炎,严重影响患者的

生活质量,且病死率较高。据 WHO 预测,到2030
年,COPD将成为全球第3位导致死亡的疾病[1]。新

近的一项研究结果显示,在20岁以上的中国人群中,
通过肺功能检查确诊的COPD整体患病率为8.6%,
而40岁以上人群的患病率达13.7%[2]。目前COPD
的治疗难以取得满意的疗效,多以缓解症状、提高运

动耐量和生活质量、延缓疾病进展为目的。干细胞由

于具有替代受损细胞的功能而被认为具有治愈肺部

疾病的潜力[3-6]。
支气管基底层细胞是位于支气管上皮基底层的

一类细胞,被认为是肺内的干细胞,这类细胞作为一

个独立的生命体,具有很强的生命力。它的分裂和迁

移都比较活跃,能够不断产生新的细胞以补充死亡的

其他类型上皮细胞,功能上具有可塑性,可以直接修

复支气管和肺泡结构。目前已证实支气管基底层细

胞移植可以直接修复实验动物的受损肺脏[7-9]。作者

团队前期研究显示,通过支气管镜刷检的方法,从人

的3~5 级 支 气 管 中 获 取 微 量 组 织 分 离 提 取 的

SOX9+支气管基底层细胞,体外扩增后进行自体移

植,具有修复慢性支气管炎患者受损肺组织的功

能[10-11]。因此,作者团队开展了一项自体支气管基底

层细胞移植治疗COPD的小样本探索性研究,初步评

价自体支气管基底层细胞治疗COPD的安全性及有

效性,为COPD患者的治疗提供新思路。

1 资料与方法

1.1 一般资料 2017年10月至2018年10月,共入

组4例COPD患者,患者均为男性,年龄45~70岁,
体质量指数

 

(21.5±1.2)kg/m2,细胞实际回输与标

准剂量百分比为(99.4±17.4)%。纳入标准:(1)性
别不限,年龄18~75岁;(2)临床诊断为COPD[12],且
具有明确的支气管扩张病史;(3)病情稳定2周以上,
即咳嗽、咳痰、气短等症状稳定或几乎消失,无咯血及

痰中带血,且血常规中白细胞及中性粒细胞、C反应

蛋白、降钙素原均在2周以上表现正常;(4)支气管扩

张范围分布在6个肺段及以上,且能耐受纤维支气管

镜检查;(5)签署知情同意书。排除标准:(1)怀孕、哺
乳或未采取有效避孕措施的育龄妇女;(2)梅毒、HIV
抗体阳性;(3)患有各种恶性肿瘤;(4)患有以下任何

一种肺部疾病:活动性肺结核、肺栓塞、气胸、多发巨

大肺大疱、哮喘未控制、慢性支气管炎急性发作、极重

度COPD等;(5)患有严重的其他系统疾病,如糖尿病

(血糖控制不佳)、心肌梗死、不稳定性心绞痛、肝硬

化、急性肾小球肾炎等;(6)任何原因造成的白细胞减

少症或粒细胞缺乏症;(7)患有严重的肝脏疾病或肝

肾功能损害;(8)有精神病史或自杀危险,有癫痫病或

其他中枢神经系统疾病病史;(9)12-导联心电图显示

具有严重的心律失常(如室性心动过速、频发室上性

心动过速、房颤、心房扑动等)或心脏Ⅱ度及以上传导

异常;(10)有酒精或违禁药物滥用史;(11)入选前3
个月内已经接受任何其他临床试验;(12)依从性差,
难以完成研究;(13)研究者认为可能存在增加受试者

危险性或干扰临床试验的任何情况。本研究经第三

军医 大 学 第 一 附 属 医 院 伦 理 委 员 会 批 准 (批 号

NCT02722642)。

1.2 方法

1.2.1 支气管基底层细胞治疗前的采集、分离和培

养 通过支气管镜刷检的方法,从患者的3~5级支

气管中获取微量组织分离提取支气管基底层细胞。
将获得的组织冲洗下来,酶解消化成单细胞悬液后进

行细胞培养。细胞培养系统为苏州吉美瑞生医学科

技有限公司的专利技术,能够选择性地扩增支气管基

底层细胞,而其他类型的成熟上皮细胞和成纤维细胞

等则无法生长而自然凋亡。支气管基底层细胞在经

过一段时间扩增之后,保存在液氮细胞库内。在用于

患者之前,进行微生物污染、细胞形态、细胞存活力、
遗传特性、Krt5标记基因等检测。

1.2.2 支气管基底层细胞治疗的具体措施 胸部

CT定位后,患者平卧位,在局部麻醉下经鼻纤维支气

管镜生理盐水局部缓慢灌洗病灶部位的叶或段支气

管,每次50
 

mL,根据病灶范围决定灌洗总量,病灶累

及5个肺段及以下,每肺段灌洗150~200
 

mL;若病

灶累及6个肺段及以上,每个肺段灌洗不超过150
 

mL(根据前期放射性肺纤维化局部灌洗经验,患者局

部麻醉吸氧状态下局部叶或段的肺灌洗耐受量在600
 

mL为宜)。在灌洗结束后,尽量吸尽病灶肺叶或肺段

支气管内的液体,期间可间断使用全身激素、支气管

扩张剂。待患者经皮血氧饱和度为92%以上且生命

体征平稳后,再次经纤维支气管镜将支气管基底层细
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胞悬液注入病灶部位的叶或段支气管。病灶在肺下

野的各段支气管,一次性注入各段支气管5
 

mL自体

支气管基底层细胞悬液;病灶在肺上、中野的各段支

气管,一次性注入各段支气管7
 

mL自体支气管基底

层细胞悬液,在完成移植后要求患者保持平卧状态2
 

h左右。自体支气管基底层细胞的细胞量为每人1×
106 个/kg。同时,在注入自体支气管基底层细胞后,
通过球囊置放以保证自体支气管基底层细胞准确而

有效的定位及植入量,从而提高局部的移植率。治疗

后禁止使用的药物:(1)全身用免疫抑制剂,包括吸入

性激素(手术当天允许使用)。(2)N-乙酞半胱氨酸、
秋水仙碱、大环内酯类抗菌药物、干扰素、抗细胞因子

如肿瘤坏死因子-α(TNF-α)抑制剂。(3)吡非尼酮、转
化生长因子-β(TGF-β)抑制剂等经动物试验证明对于

基底层细胞移植有促进作用的药物。

1.2.3 自体支气管基底层细胞移植成功的判定标

准 在注入各段自体支气管基底层细胞悬液并球囊置

放2~3
 

min后,观察相应各段支气管开口处是否有液

体溢出,如果无明显液体溢出,则判定为成功;如果有明

显液体溢出,则判定为失败,需采取再次注入自体支气

管基层细胞的相应措施。自体支气管基底层细胞移植

成功后,先拔出给药管,后拔出纤维支气管镜。必要时

可加用无创呼吸机双侧肺纯氧通气,以便自体支气管基

底层细胞和肺组织充分结合。术后禁食禁饮2
 

h,嘱患

者尽量减少咳嗽,必要时可给予可待因口服。

1.3 观察指标

1.3.1 肺功能指标 于自体支气管基底层细胞移植

前和移植后4、12、24和48周,评估患者的肺功能相

关指标,包括第1秒用力呼气容积(FEV1%)占预计

值的百分比、用力肺活量(FVC)占预计值的百分比、

FEV1/FVC、肺总量(TLC)占预计值的百分比、残气

量(RV)占预计值的百分比、RV/TLC、一氧化碳弥散

量(DLCO)占预计值百分比及DLCO与肺泡通气量

(VA)比值(DLCO/VA),6
 

min步行距离及圣乔治呼

吸问卷(SGRQ)评分。

1.3.2 血常规 于自体支气管基底层细胞移植前和

移植后1、3、6个月,监测患者的血常规相关指标,包
括白细胞(WBC)、红细胞(RBC)、血红蛋白、血小板

(PLT)、C反应蛋白(CRP)。

1.3.3 肝肾功能指标 于自体支气管基底层细胞移

植前和移植后1、3、6个月,监测患者的肝功能指标,
包括丙氨酸氨基转移酶(ALT)、天门冬氨酸氨基转移

酶(AST)和肾功能指标尿素氮、肌酐。

1.3.4 心肌酶谱指标 于自体支气管基底层细胞移

植前和移植后1、3、6个月,监测患者的心肌酶谱指标

肌酸激酶(CK)和乳酸脱氢酶(LDH)。

1.4 统计学处理 采用SPSS18.0软件进行统计分

析,计量资料用x±s表示,组间比较采用t检验;计
数资料用率表示,组间比较采用χ2 检验,检验水准

α=0.05,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 肺功能指标 基底层细胞移植后12、24、48周,
患者6

 

min步行距离均较移植前有所增加,SGRQ评

分较移植前有所降低(P<0.05)。FEV1 占预计值的

百分比、TLC占预计值的百分比、RV占预计值的百

分比、RV/TLC有所增高,FVC占预计值的百分比、

FEV1/FVC、DLCO占预计值百分比及DLCO/VA有

所降低,但差异无统计学意义(P>0.05),见表1。

2.2 血常规 基底层细胞移植前和移植后1、3、6个

月,患者血常规指标 WBC、RBC、血红蛋白、PLT和

CRP均在正常值范围内,见表2。

2.3 肝肾功能指标 基底层细胞移植前和移植后1、

3、6个月,患者肝功能指标ALT、AST和肾功能指标

尿素氮、肌酐均在正常值范围内,见表3。

表1  COPD患者细胞移植前、后肺功能相关性指标(x±s)

项目 移植前 移植后4周 移植后12周 移植后24周 移植后48周

6
 

min步行距离(m) 456±166 419±67 507±139 525±113 499±111

SGRQ评分(分) 35.8±5.6 30.9±7.3 19.3±8.8 27.6±22.9 30.9±8.7

FEV1 占预计值百分比(%) 47.3±19.8 47.0±19.7 48.8±17.3 51.5±17.8 50.4±17.2

FVC占预计值百分比(%) 68.4±14.0 69.7±13.4 69.9±8.2 69.0±4.3 64.6±5.6

FEV1/FVC(%) 60.2±14.2 60.2±13.7 59.7±15.8 50.2±3.9 -

TLC占预计值百分比(%) 81.5±9.0 90.4±19.7 96.0±21.1 84.3±14.9 85.0±18.1

RV占预计值百分比(%) 111.6±38.7 136.1±69.9 138.1±73.7 110.6±38.5 133.6±57.3

RV/TLC(%) 141.9±48.5 149.1±51.3 142.5±53.3 131.4±28.3 157.1±41.5

DLCO/VA(%) 58.6±25.2 - - - 55.4±27.1

DLCO占预计值百分比(%) 48±26 - - - 47±27

  -:该项缺失
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表2  COPD患者细胞移植前、后血常规指标(x±s)

项目 移植前 移植后1个月 移植后3个月 移植后6个月

WBC(×109/L) 6.5±2.3 7.8±2.6 7.2±2.1 9.4±4.9

RBC(×1012/L) 4.6±0.4 4.7±0.4 4.8±0.5 4.5±0.3

血红蛋白(g/L) 138.3±13.4 141.0±12.7 142.6±16.3 132.7±15.1

PLT(×109/L) 235.4±134.9245.1±130.5230.9±130.9232.4±120.0

CRP(mg/L) 8.1±11.3 8.1±12.3 12.9±19.6 12.4±20.3

表3  COPD患者细胞移植前、后肝肾功能指标(x±s)

项目 移植前 移植后1个月 移植后3个月 移植后6个月

ALT(U/L) 25.3±32.8 23.2±20.5 26.6±30.2 26.4±29.3

AST(U/L) 28.4±22.5 27.0±17.9 27.4±17.4 34.7±22.1

尿素氮(mmol/L) 5.0±1.5 4.8±2.1 5.7±2.1 7.0±4.9

肌酐(μmol/L) 56.8±14.3 54.2±14.5 56.3±18.9 59.6±22.3

2.4 心肌酶谱指标 基底层细胞移植前和移植后1、

3、6个月,患者心肌酶谱指标CK和LDH均在正常值

范围内,见表4。
表4  COPD患者细胞移植前、后心肌酶谱

   指标(x±s,U/L)

项目 移植前 移植后1个月 移植后3个月 移植后6个月

CK 118.1±105.1 89.3±67.0 91.3±61.2 124.3±132.9

LDH 182.7±22.6 178.0±20.6 197.2±32.2 60.9±142.8

3 讨  论

  COPD的发病机制目前尚不完全清楚,可能的原

因为氧化-抗氧化失衡导致气道上皮细胞受损、蛋白

酶-抗蛋白酶失衡、炎性细胞增多、感染、肺内细胞凋亡

等。有研究显示,COPD患者肺组织内肺泡上皮细

胞、结构细胞和内皮细胞等发生凋亡,细胞再生及繁

殖能力相对不足,维持肺正常结构及功能的能力下

降,导致肺气肿形成[13],且在COPD患者早期,患者

存在肺内上皮祖细胞的衰竭[14]。而支气管基底层细

胞能够不断分化为各种类型的细胞,从而取代凋亡的

细胞,维持肺的正常结构和功能。在动物模型中,

SOX9+支气管基底层细胞、p63+Krt5+支气管基底层

细胞、成熟的气管支气管组织干细胞/祖细胞等被证

实具有修复支气管气道的功能[7,15-17]。
细胞治疗早在20世纪70年代就开始在血液相

关疾病治疗中被广泛应用(输血和骨髓移植)。但是

近年来逐渐兴起,运用到其他组织器官疾病的治疗

中,如皮肤细胞移植治疗烧伤、肝实质细胞移植治疗

肝衰竭和其他肝代谢类疾病、角膜缘细胞移植治疗角

膜损伤等。自体细胞治疗存在以下优点:(1)细胞来

源于自身,不存在免疫排斥问题。(2)细胞来源于成

体组织器官,本身即是身体的一部分,故不存在成瘤

的风险。(3)细胞具有可塑性,其分裂和迁移能力活

跃,在适当的环境中可以补充凋亡或坏死的同组织或

同类型细胞。(4)操作简单,移植是通过各种输注途

径来实现的。(5)多种治疗机制,包括通过迁移到组

织受损部位并分化为正常组织细胞发挥修复作用,或
者通过旁分泌机制,分泌各种抗炎因子,抑制促炎因

子分泌发挥作用。
关于支气管扩张的细胞治疗在ClinicalTrial.gov

注册的仅有1项,是美国2015年12月4日注册的

NCT02625246观察骨髓来源细胞对非囊性纤维化支

气管扩张的安全性、耐受性和潜在有效性研究。应用

自体支气管基底层细胞移植治疗COPD在国内外尚

鲜见报道。
根据COPD诊治指南,COPD的管理目标为减轻

当前症状,包括缓解症状、改善运动耐量和改善健康

状况;降低未来风险,包括防止疾病进展、防止和治疗

急性加重和降低病死率[18]。本研究中,患者移植自体

基底层细胞12、24、48周后,6
 

min步行距离均较移植

前有所增加,SGRQ评分较移植前有所降低,说明患

者的肺功能有所好转,生活质量有所提高。虽然患者

的FEV1 占预计值百分比、TLC占预计值百分比、RV
占预计值百分比、RV/TLC有所增高,FVC占预计值

百分比、FEV1/FVC、DLCO占预计值百分比及 DL-
CO/VA有所降低,但变化都不明显,提示自体基底层

细胞移植防止了COPD的进一步加重。另外,移植自

体基底层细胞后1、3、6个月,患者的血常规指标、肝
肾功能指标、心肌酶谱指标都在正常范围内,说明该

细胞移植方法安全。
综上所述,自体SOX9+ 支气管基底层细胞移植

治疗COPD患者是有效和安全的,但本研究属于探索

性研究,样本量较小,具体该细胞移植的有效性和安

全性尚需进一步多中心、大样本的随机临床对照研究

进行验证。
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