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胚胎干细胞治疗博来霉素诱导的小鼠肺纤维化
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【摘要】　目的　研究静脉注射胚胎干细胞（ＥＳＣ）对肺纤维化小鼠的治疗作用。方法　气管内滴注博来霉素８．５

ｍｇ／ｋｇ制作Ｃ５７／ＢＬ６雌性小鼠的肺纤维化模型。治疗组（狀＝２０）静脉注射Ｓ８小鼠ＥＳＣ，对照组（狀＝１０）注射生

理盐水。治疗组又分为单次治疗（狀＝１０）和重复治疗（狀＝１０），两者均在造模后１ｈ静脉注射ＥＳＣ，重复治疗组

在造模后３ｄ再次静脉注射ＥＳＣ。记录小鼠的生存时间，测定小鼠肺组织的羟脯氨酸含量，肺脏病理学观察炎

症状态。利用秩和检验统计３组小鼠生存时间，方差分析３组小鼠肺羟脯氨酸含量的差异。结果　接受干细胞

治疗后，肺纤维化模型小鼠的生存时间（ｄ）延长，重复治疗组更加明显（对照组、单次治疗组、重复治疗组分别为

７．８±２．８、８．４±３．８、１３．５±５．６，犘＜０．０１）；肺羟脯氨酸含量（μｇ／ｍＬ）降低（对照组、单次治疗组、重复治疗组分

别为８．５９±１．１４、８．２３±１．０９、５．５１±０．３９，犘＜０．０１）；肺脏病理检查显示肺组织炎症程度降低，结构破坏减轻。

结论　静脉注射胚胎干细胞可以减轻博来霉素诱导的小鼠肺部炎症和肺纤维化，延长肺纤维化小鼠的生存时

间。
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　　特发性肺纤维化（ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏ

ｓｉｓ，ＩＰＦ）是一种慢性、进展性的间质性肺疾病。

ＩＰＦ的主要症状是进行性气促，相应的病理学特征

是肺间质的炎症和纤维沉积。ＩＰＦ作为最常见的间

质性肺疾病之一，病死率很高，确诊后５年死亡率为

５０％～７０％
［１］。目前缺乏有效的内科治疗可以逆转

或者缓解自然病程。对于严重的ＩＰＦ患者，肺移植

是唯一有效的治疗手段；但是仅有少数患者接受手

术，因为手术对患者的心肺功能有一定要求；也因为

供体肺的数量不足以满足移植需要。因此，寻找

ＩＰＦ治疗的新方法成为呼吸科研究的热点。

干细胞是一类具有自我更新和分化成为特定种

类细胞能力的细胞。胚胎干细胞来源于囊胚期胚胎

的内细胞群，具有自我更新和多向分化的潜能。理

论上，胚胎干细胞可以分化成为几乎２００多种以上

不同的已知细胞。多年来，研究人员积极探索，希望

用干细胞代替受损或者病变组织的细胞，从而对疾

病或残疾造成的组织和器官进行修复和替代，最终

重建机体功能。迄今为止，干细胞对帕金森病、糖尿

病、肝纤维化、心肌梗死、肾脏疾病均显示出有益的

作用［２－４］。

本试验利用博来霉素制作小鼠的肺纤维化模

型，静脉注射胚胎干细胞，观察小鼠的生存时间，测

定肺组织羟脯氨酸含量，以此反映胚胎干细胞对小

鼠肺纤维化的影响；单次或两次给予胚胎干细胞，比

较其作用差异。希望为肺纤维化的治疗提供新的

方法。

材 料 和 方 法

实验动物及试剂

Ｃ５７ＢＬ／６　小鼠：３０只，雌性，６～８周龄，平均

体重１９．８ｇ。购自中国科学院上海实验动物中心。

饲养于新华医院ＳＰＦ级动物房。

博来霉素针剂：１５ｍｇ／支，日本化药株式会社

（ＮＩＰＰＯＮＫＡＹＡＫＵＣＯ．ＬＴＤ）。生理盐水稀释，

配制成为终浓度为１．７ｍｇ／ｍＬ的博来霉素溶液。

Ｓ８胚胎干细胞：雄性小鼠来源，发育生物学实

验室提供。制成浓度１．０×１０６／０．３ｍＬ的单细胞

悬液作为供体。

速眠新针剂：长春军需大学兽医研究所（批号：

２００４０９２１）。

羟脯氨酸标准品：分析纯，上海市化学试剂公司

（批号：２００５１１２３０４）。

ＤＭＢＡ（二甲氨基苯甲醛）显色剂：１２ｇＤＭＡＢ

溶于２０ｍＬ无水乙醇，加入２０ｍＬ无水乙醇于浓硫

酸混合液（犞／犞＝１００∶１３．７），微热溶解，冰箱保存

待用。

Ｘｇａｌ染色试剂盒：上海杰美基因医药科技有

限公司。

肺纤维化动物模型的制作　参考文献报道制作

小鼠肺纤维化模型［５］。小鼠经腹腔注射速眠新针麻

醉，固定、颈部剪毛，７５％酒精消毒后剪开皮肤，钝性

分离皮下组织暴露气管。注入博来霉素溶液（８．５

ｍｇ／ｋｇ，约需０．１ｍＬ）。旋转小鼠变换体位，使得博

莱霉素均匀分布。止血钳夹合颈部皮肤切口。苏醒

后常规饲养。

动物分组及处理　３０只雌性小鼠随机分为３

组（每组狀＝１０）。第１组为对照组：如上所述，经气

管滴入博莱霉素０．１ｍＬ制作肺纤维化模型。１ｈ

后、３ｄ后经尾静脉注射生理盐水０．３ｍＬ。第２组

为单次干细胞治疗组：经气管滴入博莱霉素０．１ｍＬ

制作肺纤维化模型，１ｈ后经尾静脉注射Ｓ８小鼠来

源的胚胎干细胞１．０×１０６／０．３ｍＬ。３ｄ后注射生

理盐水０．３ｍＬ。第３组为重复干细胞治疗组。经

气管滴注博莱霉素０．１ｍＬ制作肺纤维化模型。１ｈ

后经尾静脉注射Ｓ８小鼠来源的胚胎干细胞１．０×

１０６／０．３ｍＬ。３ｄ后再次经尾静脉注射Ｓ８小鼠来

源的胚胎干细胞１．０×１０６／０．３ｍＬ。

肺组织中干细胞的检测　Ｓ８ＥＳＣ中含有半乳

糖酐酶Ｚ（ＬａｃＺ）基因，我们采用ｘ半乳糖（ｘｇａｌ）染

色的方法来检测Ｓ８ＥＳＣ中的ＬａｃＺ基因，以观察干

细胞经静脉注射进入体内后是否能够在肺脏中定

植。试验方法参考试剂盒说明。表达β半乳糖苷酶

的细胞为阳性细胞，呈现深蓝色。

小鼠平均存活时间　经上述处理的小鼠分组常

规饲养，每日２次观察小鼠的生存状态（８：００与

２０：００）。小鼠自主呼吸停止、四肢伸展判断为死亡。

试验当天的生存时间为０ｄ，此后每日２次观察，存

活小鼠每次增加存活时间０．５ｄ，死亡小鼠终止计算

存活时间并进行肺组织羟脯氨酸测定和病理检查。

观察期为２８ｄ（根据预实验结果，上述剂量博来霉素

制作的肺纤维化模型小鼠，存活时间≤２１ｄ）。记录

各组１０只小鼠的存活时间，计算各组小鼠的平均存

活时间（ｄ），以均数±标准差表示。

羟脯氨酸含量测定　采用酸水解法测定羟脯氨

酸含量［６］。基本步骤如下：

制作标准曲线　取羟脯氨酸标准品，双蒸水配

制成１０、２０、３０、４０、５０μｇ／ｍＬ的标准品溶液，依次

用１０ｍｏｌ／ＬＫＯＨ、１ｍｏｌ／ＬＨＣＬ、１ｍｏｌ／ＬＫＯＨ、

０．０５ｍｏｌ／ＬＨＣＬ、０．０５ｍｏｌ／ＬＫＯＨ中和，经还原、

沸水浴及萃取后，与０．８ｍＬＤＭＢＡ试剂混合，室温
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显色３０ｍｉｎ，测定犇５６０。以羟脯氨酸浓度为横坐

标，犇５６０数值为纵坐标，制作标准曲线。

测定肺组织羟脯氨酸含量　小鼠取出肺脏，右

肺烘干研碎成为组织粉末并混匀。称取７．５ｍｇ待

测肺组织粉末置于水解管中，加入３ｍＬ６ｍｏｌ／Ｌ盐

酸震荡悬浮，１１０℃酸解１８ｈ。取１ｍＬ酸解液同前

所述中和、还原、沸水浴及萃取后，ＤＭＢＡ显色，测

定犇５６０，参照标准曲线计算羟脯氨酸浓度，以单位体

积肺组织酸解溶液中的羟脯氨酸含量表示（μｇ／

ｍＬ）。羟脯氨酸是胶原蛋白的主要组分，比较各组

小鼠肺组织羟脯氨酸含量的差异，用以反映肺组织

胶原蛋白含量的变化。

病理检查　小鼠取出肺脏，左肺固定于１０％中

性甲醛２４ｈ，经脱水、浸蜡、包埋后制作石蜡切片

（切片厚度４μｍ），ＨＥ染色观察肺脏病理学改变，

了解肺脏炎症的程度。

统计学处理　计量资料用狓
—
±狊表示，３组间比

较采用秩和检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　　果

平均存活时间　至试验第２８天，３组小鼠的死

亡率依次为：对照组１００％，单次干细胞治疗组

１００％，重复干细胞治疗组９０％（图１）。３组小鼠的

平均存活时间依次为：对照组（７．８±２．８）ｄ，单次干

细胞治疗组（８．４±３．８）ｄ，重复干细胞治疗组（１３．５

±５．６）ｄ。秩和检验犎 值８．９５，０．０２５＜犘＜０．０１，

提示３组间存活时间有统计学差异。

图１　三组小鼠死亡数

犉犻犵１　犖狌犿犫犲狉狊狅犳犿犻犮犲犱犲犪犱犻狀３犵狉狅狌狆狊

Ｂｌｅｏｍｙｃｉｎｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｄｅａｔｈｉｎｇｒｏｕｐ１ａｎｄ２ｆｒｏｍ

ｄ４，ａｎｄｉｎｇｒｏｕｐ３ｆｒｏｍｄ７．Ｂｙｄ１３ｓｕｒｖｉｖｏｒｓ

ｗｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｏｎｌｙｉｎｇｒｏｕｐ３．

　　肺组织羟脯氨酸含量　３组小鼠的肺组织羟脯

氨酸含量依次为：对照组（８．５９±１．１４）μｇ／ｍＬ，单次

干细胞治疗组（８．２３ｌ±１．０９）μｇ／ｍＬ，重复干细胞

治疗组（５．５１± ０．４７）μｇ／ｍＬ。方差分析犉 值

１１．１５，犘＜０．０１，３组间肺组织羟脯氨酸含量有统计

学差异。

病理观察　由图２可见，对照组肺部病变明显，

肺组织实变、融合成片，组织中大量梭形细胞、巨噬

细胞和少数分叶核细胞。肺泡结构破坏，难以辨认

（图２Ａ、Ｂ）。单次干细胞治疗组肺泡壁增厚，毛细

血管充血，间质细胞增生，较多巨噬细胞和梭形细

胞。肺泡内可见渗出，部分肺泡结构保持完整（图

２Ｃ、Ｄ）。重复干细胞治疗组部分区域肺泡壁增厚，

灶性出血。肺泡结构基本完整（图２Ｅ、Ｆ）。

肺脏组织中干细胞的检测　Ｘｇａｌ染色证实

（图３），模型小鼠经静脉注射Ｓ８干细胞后，肺脏内

可以检测到Ｓ８干细胞。但是其密度随时间延长而

降低，反映肺内干细胞随时间推移逐渐减少。

讨　　　论

ＩＰＦ的病理改变以胶原沉积和气道重塑为主，

最终导致肺功能丧失。鉴于ＩＰＦ是一种进展性疾

病，内科治疗不能延长生存期，因此有专家建议，

ＩＰＦ患者一经诊断，应当尽早接受肺移植
［７］。但是

可供移植的健康肺不易获得，且移植后需终身维持

免疫抑制剂，带来巨大的费用问题和感染风险，应用

受到限制。

干细胞具有高度的分化潜能，在重建器官功能

方面具有特殊的优势，这一点正在糖尿病、心脏、肝

脏、肾脏、神经系统等疾病中受到越来越多的研究关

注［４］。有学者研究干细胞对肺纤维化的治疗作用，

Ｌｕｉｓ等发现，小鼠接受博来霉素暴露后，静脉给予

间充质干细胞，肺组织的羟脯氨酸含量减少［５］。提

示干细胞治疗有利于减轻肺纤维化。胚胎干细胞从

早期的胚泡中分离培养，可以增殖许多代而仍然保

持未分化状态，从而能在实验室里大量生产。它还

可以根据培养条件形成集落，分化为很多的细胞类

型，用于不同的研究目的。因此本试验选择胚胎干

细胞作为治疗用干细胞的来源。

本研究采用Ｃ５７／ＢＬ６小鼠制作肺纤维化模型

（该品系小鼠对博来霉素产生反应出现肺纤维化的

程度较为理想）；选择Ｓ８胚胎干细胞作为供体治疗

Ｃ５７／ＢＬ６小鼠肺纤维化（根据发育生物学实验室的

试验资料，Ｓ８胚胎干细胞可以在Ｃ５７／ＢＬ６小鼠体

内增殖分化）；观察重点是胚胎干细胞治疗肺纤维化

的效果，包括生存时间和肺纤维化的程度（以肺组织

羟脯氨酸含量表示），尤其前者与临床的关系更为

密切。

本研究发现，肺纤维化小鼠接受静脉注射胚胎

干细胞后，生存时间延长，肺组织羟脯氨酸含量降
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　余慧，等．胚胎干细胞治疗博来霉素诱导的小鼠肺纤维化

图２　三组小鼠肺组织病理检查

犉犻犵２　犔狌狀犵狊犲犮狋犻狅狀狊犳狉狅犿犿犻犮犲狅犳狋犺犲狋犺狉犲犲犵狉狅狌狆狊．

Ａ，Ｂ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｔｅｎｄａｙｓａｆｔｅｒｂｌｅｏｍｙｃｉｎｅｘｐｏｓｕｒｅ，ｓｅｖｅｒｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｄｅｓｔｒｏｙｅｄｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ．Ｂｒｏｎｃｈｉｏｌｉｔｉｓ

（ａｒｒｏｗｈｅａｄ）ａｎｄｗｉｄｅｓｐｒｅａｄａｌｖｅｏｌａｒｃｏｎｓｏｌｉｄａｔｉｏｎ（ａｒｒｏｗ）ｗｅｒｅｎｏｔｉｃｅｄ．（ＨｅｍａｔｏｘｙｌｉｎａｎｄＥｏｓｉｎｓｔａｉｎ，Ａ：１００×；Ｂ：４００×）；

Ｃ，Ｄ：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｃｅ．ＴｅｎｄａｙｓａｆｔｅｒｂｌｅｏｍｙｃｉｎｅｘｐｏｓｕｒｅａｎｄＥＳＣｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，ｔｈｉｃｋｅｎｅｄｓｅｐｔｕｍ（ａｒｒｏｗ）

ａｎｄａｌｖｅｏｌａｒｅｘｕｄａｔｅｓ（ａｒｒｏｗｈｅａｄ）ａｐｐｅａｒｅｄ．（ＨｅｍａｔｏｘｙｌｉｎａｎｄＥｏｓｉｎｓｔａｉｎ，Ａ：１００×；Ｂ：４００×）
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图３　肺纤维化模型小鼠接受干细胞移植后

不同时间肺脏标本中的干细胞检测
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ｉｎａｌｖｅｏｌｕｓ（ａｒｒｏｗｓ）ｏｒｓｅｐｔｕｍ（ａｒｒｏｗｈｅａｄｓ）．Ｔｈｅｄｅｎｓｉｔｙ

ｏｆＥＳＣｄｅｓｃｅｎｄｅｄｗｉｔｈｔｉｍｅ．（Ｘｇａｌｓｔａｉｎ，４０００×）

Ａ：１ｈＢ：３ｈ；Ｃ：１２ｈ；Ｄ：２４ｈ．

低；对小鼠肺组织的病理学观察也发现，接受胚胎干

细胞治疗的肺纤维化小鼠，博来霉素诱导的肺脏炎

症减轻，结构破坏减轻。肺纤维化的病理特点即肺

泡间质的胶原沉积，考虑到胶原沉积对肺功能的影

响，我们认为，干细胞治疗延长模型小鼠的生存时

间，可能是通过抑制博莱霉素诱导的肺部炎症，减轻

肺纤维化从而改善肺功能实现的。在其他以纤维化

为主要病理改变的疾病如肝脏纤维化、肾脏纤维化

中，也有关于细胞治疗的研究。Ｕｅｎｏ的研究小组

将原始的成血管细胞注射进入肝脏纤维化模型大鼠

的病变肝脏中，检测肝脏的羟脯氨酸含量，发现肝脏

纤维化程度减轻［３］。Ｎｉｎｉｃｈｕｋ发现，对于慢性肾损

伤模型小鼠每周注射多能间充质干细胞（６～１０

周），可以使得肾脏的间质容量和间质胶原减少，表

达平滑肌肌动蛋白的间质细胞数量减少，从而减轻

小鼠的肾脏纤维化［４］。而干细胞对梗死心肌的功能

１２４
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改善也与干细胞抑制心肌重塑有关［８，９］。我们考

虑，干细胞移植可以抑制病变器官修复过程中的组

织重塑与纤维化过程，从而对器官功能的保护有利。

值得一提的是，试验中我们采用Ｘ半乳糖（Ｘ

ｇａｌ）染色的方法来检测移植后小鼠的肺组织中的

Ｓ８胚胎干细胞［Ｓ８胚胎干细胞中含有半乳糖酐酶Ｚ

（ＬａｃＺ）基因）］，结果发现，移植后２４ｈ内可以检测

到供体干细胞，证实移植成功（图３）；但是注射后３

ｄ不能检测到供体干细胞，可能因为排异，或者因为

干细胞不能在受体肺组织的微环境中传代，从而自

然死亡。但是，纤维化小鼠的生存时间仍然得到延

长，肺组织的羟脯氨酸含量减少。这一现象出乎意

料，它提示我们，干细胞对肺纤维化的作用可能并不

依赖于干细胞本身分化重建组织结构。类似情况也

见于干细胞治疗心肌梗死的研究。冠状动脉注射干

细胞可以改善梗死后心脏的功能，这一点已经在动

物试验和人体试验中多次得到证实［１２－１４］。干细胞

治疗心梗的机制，以Ｏｒｌｉｃ等人的研究为代表
［１０］，多

数研究者认为，移植后他们在病变部位检测到了存

活并分化为心肌细胞的干细胞，认为是干细胞分化

成为心肌细胞代替坏死的心肌细胞发挥功能。但是

晚近发表在犖犪狋狌狉犲的研究认为，经过严格的检测，

并未发现干细胞分化成心肌细胞［１１，１６］。犖犪狋狌狉犲为

此发表编者评论，认为干细胞治疗的机制和效果需

要重新认识［１５］。干细胞改善器官功能不仅在于重

建组织结构，而且可能通过改变局部微环境促进组

织修复。其分子生物学机制尚未明确，但可能是多

方面的，如干细胞的旁分泌功能减轻炎症反应；干细

胞促进／分化血管新生改善局部血供，干细胞产生细

胞因子促进肺泡上皮修复等，需要进一步探索。

本试验在造模后第３天重复给予胚胎干细胞治

疗，结果证实，模型小鼠的生存时间进一步延长，肺

组织羟脯氨酸含量进一步降低，胚胎干细胞的重复

治疗可以得到更好的效果。但是如图１所示，干细

胞对小鼠死亡率的改善作用，随时间的延长而减弱。

究其原因，首先可能因为干细胞在肺脏不能长期生

存传代，随时间延长肺脏内的干细胞逐渐减少，对肺

部炎症的治疗作用减弱；其次，细胞之间存在相互作

用，博来霉素诱导的肺部炎症可能影响到外源的干

细胞，使之最终失去“活性”。如同药物在体内代谢

存在半衰期一样，注射进入小鼠体内的干细胞可能

也存在衰减周期，导致治疗作用有一定的时限。理

论上，如果首次治疗给予较大剂量的干细胞，或者在

干细胞的２到３个“半衰期”后重复给予新的干细

胞，治疗作用可能加强。这需要大量的探索性研究。

复习文献，干细胞的重复治疗并未见到报道，本试验

为干细胞治疗提供了新的思路。

综上所述，本研究证实，静脉注射胚胎干细胞可

以抑制肺的炎症反应和胶原沉积从而减轻肺纤维

化，延长博来霉素诱导的肺纤维化小鼠的生存时间。

本研究还首次发现，胚胎干细胞的重复治疗可以使

得疗效增强。此外，胚胎干细胞的治疗作用并不仅

仅依赖于干细胞在病变组织的存活与分化，其机制

非常值得进一步研究。
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