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骨内注射骨内膜细胞和其他注射骨髓细胞

方法诱导同种异体皮片存活的比较
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　　【摘要】　目的　比较骨内注射骨内膜骨髓细胞（ＥＢＭＣｓ）和注射中央冲出骨髓细胞（ＣＢＭＣｓ）（骨内注
射或者静脉注射两种方法）对诱导同种异体皮片存活时间的差异，比较细胞移植前后 ＣＭＢＣ及 ＥＢＭＣ的表达
的变化及两者的差异。 方法　通过联合低剂量的照射（４畅８ Ｇｙ）、早期使用雷帕霉素（Ｒａｐａ）预处理受体小鼠
（Ｃ５７ＢＬ／６）后，以骨内注射或者静脉注射的方法输注供体来源（Ｂａｌｂ／ｃ）的不同组群（ＥＢＭＣｓ 或者 ＣＢＭＣｓ）的
细胞，４周后给予受体异体全厚皮片移植，并观察皮片存活情况，绘制皮片存活曲线；从移植前后不同的细胞
组群（ＥＢＭＣｓ或者 ＣＢＭＣｓ）中提取 ｍＲＮＡ，利用荧光定量 ＰＣＲ技术，比较与造血干细胞迁移（ＣＸＣＬ唱１２ 等）和
免疫调节相关的基因（Ｆｏｘｐ３，ＩＬ唱１０，ＴＧＦ唱β等）在 ｍＲＮＡ水平的相对表达量的差异。 结果　骨内注射 ＥＢＭＣｓ
平均存活 ２１畅５ ｄ，较静脉注射和骨内注射 ＣＢＭＣｓ（分别平均存活 １８ ｄ和 １５ ｄ）可以更好地诱导同种异体皮片
的存活；荧光定量 ＰＣＲ显示未处理小鼠骨髓中 ＥＢＭＣ较 ＣＢＭＣ中 ＣＸＣＬ唱１２及调节性 Ｔ细胞相关因子（ ＩＬ唱１０，
Ｆｏｘｐ３等）明显升高；经过放射及骨内注射预处理 ４ 周后，ＣＢＭＣ 和 ＥＢＭＣ 的 ＩＬ唱１０ 表达较预处理前均升高，
ＣＢＭＣ 中 Ｆｏｘｐ３表达增高，ＥＢＭＣ中 ＣＸＣＬ唱１２、Ｆｏｘｐ３及 Ｎ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达均降低。 结论　骨内注射 ＥＢＭＣｓ 可以
较骨内注射及静脉注射 ＣＢＭＣｓ更好地诱导免疫耐受的形成。
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【Abstract】　Objective　Ｉｔ ｉｓ ｉｎｔｅｎｄｅｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅ ｒｏｌｅｓ ｏｆ ｃｅｎｔｒａｌ ａｎｄ ｅｎｄｏｓｔｅａｌ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ
ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｉｍｍｕｎｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ａｌｌｏｇｅｎｅｉｃ ｓｋｉｎ ｇｒａｆｔ ， ｔｈｅ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｃｅｌｌ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ａｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ， ｔｏ ｇｉｖｅ ａｎ ｉｎｓｉｇｈｔ ｉｎｔｏ ｔｈｅｉｒ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．Methods　Ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｏｎ ｔｈｅ ｒｅｃｉｐｉｅｎｔ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｄｏｓａｇｅ ｏｆ Ｘ唱ｒａｙ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ（４畅８ Ｇｙ）
ａｎｄ Ｒａｐａｍｙｃｉｎ （２ ｍｇ· ｋｇ －１ · ｄ －１ ×７ ｄ） ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ １０ ｍｉｌｌｉｏｎ ｄｏｎｏｒ唱ｄｅｒｉｖｅｄ ｃｅｌｌｓ （ ｅｉｔｈｅｒ
ＥＢＭＣｓ ｏｒ ＣＢＭＣｓ），ｆｕｌｌ唱ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｓｋｉｎ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｓ ｄｏｎｅ ｕｎｔｉｌ ４ ｗｅｅｋｓ ｌａｔｅｒ，ｔｈｅ ｔｅｘｔｕｒｅ ａｎｄ ｃｏｌｏｒ ｏｆ ｔｈｅ ｓｋｉｎ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｓ ａｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｆｏｒ ａｎｙ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ ｓｉｇｎｓ．Ｈａｒｖｅｓｔ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｃｅｌｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｗｈｏｌｅ ＲＮＡ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ｄｏ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｆｏｒ ｈｏｍｉｎｇ （ＣＸＣＬ唱１２）ａｎｄ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ （Ｆｏｘｐ３，ＩＬ唱１０，ＴＧＦ唱βｅｔｃ．） ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ
ｂｏｔｈ ＣＢＭＣ ａｎｄ ＥＢＭＣ．Results　Ｔｈｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｓｔｅａｌ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃｅｌｌｓ （ａｖｅｒａｇｅ ２１畅５ ｄａｙｓ ｏｆ ｓｕｒｖｉｖａｌ）ｃｏｕｌｄ
ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｌｏｎｇａｔｅ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ｄｏｎｏｒ唱ｄｅｒｉｖｅｄ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｓ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＭＢＣｓ （ Ｉｎｔｒａｂｏｎｅ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ：
ａｖｅｒａｇｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｐｅｒｉｏｄ，１８ ｄａｙｓ， Ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，ａｖｅｒａｇｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｐｅｒｉｏｄ，１５ ｄａｙｓ）； ＩＬ唱１０，Ｆｏｘｐ３，Ｎ唱
ｃａｄｈｅｒｉｎ ｎｏｔ ＴＧＦ唱β ａｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ＥＭＢＣ ｂｅｆｏｒｅ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ； ４ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ， ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ唱１０ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｂｏｔｈ ＣＭＢＣ ａｎｄ ＥＢＭＣ ｃｅｌｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ，ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＸＣＬ唱１２，Ｆｏｘｐ３，Ｎ唱
ｃａｄｈｅｒｉｎ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＥＢＭＣ．Conclusion　Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＢＭＣｓ ｂｏｔｈ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｔｒａｂｏｎｅ ａｎｄ
ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ，ｔｈｅ ｉｎｔｒａｂｏｎｅ ｉｎｆｕｓｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｓｔｅａｌ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃｅｌｌｓ ｃｏｕｌｄ ｉｎｄｕｃｅ ｌｏｎｇｅｒ
ａｌｌｏｇｅｎｅｉｃ ｓｋｉｎ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｓ ｓｕｒｖｉｖａｌ．
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　　早在 １９７８ 年 Ｓｃｈｏｆｉｅｌｄ ［１］
就提出了 Ｎｉｃｈｅ 的概念，

即骨髓中存在一群分化潜能较高的细胞，而其生存环
境 Ｎｉｃｈｅ对于这群细胞的生存及功能起到了极为重要
的作用。 Ｌｏｒｄ等［２］发现骨髓中的细胞并不是均匀分布

的，通过更大的压力冲出的细胞可以更好地在体外增
殖。 但是直到 ２００３ 年，成骨母细胞（ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ，一种贴
附于骨内膜表面的一种骨髓细胞）［３唱４］

在骨髓微环境中

的作用才逐渐被发现。 Ｓｏｎｇ 等［５］证实，早期的血源性
干细胞主要定植于骨内膜区域。 Ｈａｙｌｏｃｋ 等［６］

利用酶

消化的方法将这群细胞消化下来，比较了骨内膜骨髓
细胞（ｅｎｄｏｓｔｅａｌ ｂｏｎｅ ｂａｒｒｏｗ ｃｅｌｌｓ ，ＥＢＭＣ）和冲出的中央
骨髓细胞（ｃｅｎｔｒａｌ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃｅｌｌｓ，ＣＢＭＣ）在体外增
殖、体内归巢及帮助造血干细胞（ ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌ）诱导血源性系统的重建的能力方面，发现这群 ＥＢ唱
ＭＣ均较 ＣＢＭＣ显示了优势。

２００１ 年日本学者［７］
通过骨内注射将全骨髓细胞注

射到基因缺陷的小鼠体内，纠正了血液系统缺陷性疾
病。 其他文献［８唱９］

表明，骨内注射较静脉注射骨髓细胞
联合放射等预处理方法可以更好地诱导同种异体心

脏、肝脏的成活，更好地诱导免疫耐受，而对于皮片移
植的研究却鲜有报道。 注射骨髓细胞的同时注射胶
原

［１０］
或使用磁珠标记细胞及外用磁铁保留注射的细

胞［１１］的方法均可以提高照射后血液系统重建的成

功率。
ＣＸＣＬ唱１２是动物体内与细胞迁移功能相关的重要

分子之一。 Ｐｅｌｅｄ等［１２］发现，人体的骨髓细胞经过 ＣＸ唱
ＣＲ４（ＣＸＣＬ唱１２ 的配体）抗体处理之后，定植于裸鼠体
内的能力大大降低了；如果用 ＣＸＣＬ唱１２ 的抗体去处理
受体裸鼠，早期的干预可以同样使得供体细胞定植降
低。 调节性 Ｔ细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌｓ，Ｔｒｅｇ）是人体及动
物体内，降低局部组织的免疫攻击反应的重要细胞组
群，白细胞介素唱１０（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ唱１０，ＩＬ唱１０）、肿瘤生长因
子唱β（ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ唱ｂｅｔａ，ＴＧＦ唱β）是其重要的调节
因子。 ２０１１ 年日本学者 Ｆｕｊｉｓａｋｉ等［１３］

通过将 ＤｉＤ标记
同种异体的造血干细胞注入 Ｔｒｅｇ唱ＧＦＰ 小鼠体内，不进
行清髓治疗的情况下，骨髓干细胞主要定植于 Ｔｒｅｇ
１５ μｍ的范围之内，而 Ｔｒｅｇ的这种调节性机制是由 ＩＬ唱
１０ 介导的，而不是 ＴＧＦ唱β。 与此同时，Ｒｅｎｓｔｒｏｍ 等［１４］

证实，基因敲除分泌曲卷相关蛋白（ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｆｒｉｚｚｌｅｄ唱ｒｅ唱
ｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １，Ｓｆｒｐ１）的表达虽然不会使基因缺陷鼠的
干细胞数量减少，但是会使移植进入基因缺陷鼠体内
细胞的重建血液系统的能力下降。
所以，骨内膜区域可能是移植中血源性干细胞特

异性迁移的特殊部位，这一区域中的细胞（如 Ｔｒｅｇ）为
造血干细胞提供了重要的保护作用。 本实验则通过酶

消化的方法将这群骨内膜区域的细胞消化下来，并且
联合骨内注射直接将供体来源的细胞输注到受体的骨

髓腔中去，并观察其是否较静脉注射 ＣＢＭＣ 更有利于
诱导同种异体皮片的免疫耐受和存活。 同时利用荧光
定量 ＰＣＲ技术，观察小鼠骨髓两种不同的细胞组群在
移植前后细胞迁移分子和免疫调节分子变化的过程。

材料和方法

一、材料
Ｃ５７ｂｌ／６ 小鼠作为受体和 Ｂａｌｂ／ｃ 小鼠作为供体，

均来自第四军医大学动物实验中心，６ ～８ 周龄，雌性。
小鼠均采用高压灭菌饲料和水进行饲养。 经过照射小
鼠，均给予酸水（ＨＣｌ，ｐＨ ２畅０）饮水。
二、方法
１．ＣＭＢＣ及 ＥＢＭＣ的提取：将供体小鼠处死后，取

出双侧股骨胫骨。 剪去干骺端，ＰＢＳ 冲出中央骨髓，即
为 ＣＢＭＣ。 将干骺端及剩余骨干用剪刀剪碎后，每 ４ 块
骨头加入 ２ ｍｌ 酶溶液（３ ｍｇ／ｍｌⅠ型胶原酶；２ ｍｇ／ｍｌ
ｄｉｓｐａｓｅ），３５０ ｒ／ｍｉｎ轨道振荡器中 ３７ ℃震荡１０ ｍｉｎ，后
ＰＢＳ反复冲洗 ２次，即为 ＥＢＭＣｓ。

２．分组：Ａ组：照射＋雷帕霉素处理组，不打入骨
髓细胞，样本量 ５只；Ｂ组：不进行任何处理的空白对照
组，样本量 ６只；Ｃ组：照射＋雷帕霉素＋骨内注射 ＥＢ唱
ＭＣ处理组，样本量 ４ 只；Ｄ组：照射＋雷帕霉素＋骨内
注射 ＣＢＭＣ 处理组，样本量 ５ 只；Ｅ 组：照射＋雷帕霉
素＋静脉注射 ＣＢＭＣ处理组，样本量 ５只。

３．骨内注射及静脉注射：骨内注射根据 Ｋｕｓｈｉｄａ
等［７］的方法进行，并且稍作改进：将小鼠麻醉后，胶布
固定，剪去局部毛发及少量皮肤，用头皮针插入股骨，
将微量注射针随后插入，可以打入 ２０ ～４０ μｌ 的细胞
悬液。

４．皮片移植及观察：供体皮片来源于 Ｂａｌｂ／ｃ小鼠
的腹部全厚皮片，受区为 Ｃ５７ｂｌ／６ 小鼠左侧胸部，植皮
局部创可贴固定，１０ ｄ 后打开包扎进行观察。 皮片观
察指标包括：皮片的颜色，质地，表面结痂情况。 正常
存活皮片表面颜色与周围一致，质地柔软，表面可结痂
但打开包扎后数日可自动脱落。 产生排斥皮片表现
为：逐渐局部出现红斑，角质剥脱，皮片逐渐高于周围
皮肤，最后结痂脱落。 若红斑遍布皮片且皮片逐渐高
于周围皮肤，该皮片视为已产生排斥反应。

５．荧光定量 ＰＣＲ：ＲＮＡ 的提取：依据以上方法将
不同组群的细胞提取出来之后，用 Ｔｒｉｚｏｌ（Ｓｉｇｍａ）处理，
平均每１ ×１０７ 的细胞约加入 １ ｍｌ Ｔｒｉｚｏｌ；根据试剂盒进
行反转录，并将所得 ｃＤＮＡ 保存于－２０ ℃。 引物来自
于 海 宁 公 司 设 计： Ｎ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ唱Ｆ： ５′唱ＣＡＡＴＧＡＴ唱
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ＧＧＧＣＴＡＧＴＣＡＣＡＧＴＧＧ唱３′； Ｎ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ唱Ｒ： ５′唱ＣＧＡＣＴ唱
ＧＡＧＧＴＧＧＧＴＧＣＴＧＡＡ唱３′； ＣＸＣＬ唱１２唱Ｆ： ５′唱ＣＣＣＧＡＡＡＴ唱
ＴＡＡＡＧＴＧＧＡＴＣＣＡＡＧＡＧ唱３′； ＣＸＣＬ唱１２唱Ｒ： ５′唱ＧＣＧＡＧＴ唱
ＴＡＣＡＡＡＧＣＧＣＣＡＧＡＧ唱３′； ＩＬ唱１０唱Ｆ： ５′唱ＧＣＣＡＧＡＧＣＣＡ唱
ＣＡＴＧＣＴＣＣＴＡ唱３′； ＩＬ唱１０唱Ｒ： ５′唱ＧＡＴＡＡＧＧＣＴＴＧＧＣＡＡＣ唱
ＣＣＡＡＧＴＡＡ； ＴＧＦ唱β１唱Ｆ： ５′唱ＧＴＧＴＧＧＡＧＣＡＡＣＡＴＧＴＧ唱
ＧＡＡＣＴＣＴＡ唱３′； ＴＧＦ唱β１唱Ｒ： ５′唱ＣＧＣＴＧＡＡＴＣＧＡＡＡＧＣ唱
ＣＣＴＧＴＡ唱３′； ＧＡＰＤＨ唱Ｆ： ５′唱ＴＧＴＧＴＣＣＧＴＣＧＴＧＧＡＴＣＴ唱
ＧＡ唱３′； ＧＡＰＤＨ唱Ｒ： ５′唱ＴＴＧＣＴＧＴＴＧＡＡＧＴＣＧＣＡＧＧＡＧ唱
３′；Ｓｆｒｐ １ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ唱Ｆ：５′唱ＴＡＣＴＧＧＣＣＣＧＡＧＡＴＧＣＴＣＡＡ唱
３′； Ｓｆｒｐ １ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ唱Ｒ： ５′唱ＡＧＡＧＡＴＧＴＴＣＡＡＴＧＡＴＧＧＣ唱
ＣＴＣＴＧ唱３′；Ｆｏｘｐ３唱Ｆ：５′唱ＡＧＴＧＣＣＴＧＴＧＴＣＣＴＣＡＡＴＧＧＴＣ唱
３′；Ｆｏｘｐ３唱Ｒ：５′唱ＡＧＧＧＣＣＡＧＣＡＴＡＧＧＴＧＣＡＡＧ唱３′。

荧光定量 ＰＣＲ均采用双 ｄｅｌｔａ法进行测量，数据分
析利用 ＲＥＳＴ２００９ 软件进行分析。 因为所得为倍数，不
是正态分布的数据，在进行统计分析时，先将所得倍数
取对数（ ｌｏｇ１０）处理，然后进行分析。 ＳＹＢＲ 试剂盒：
ＳＹＢＲ瞮Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ（Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ）（２００ 次量，
ＴａＫａＲａ Ｃｏｄｅ：ＤＲＲ０４１Ａ），所有样品及反应液体的配置
均按照试剂盒说明书进行。

６．放射：放射均采用第四军医大学防原教研室 Ｘ
线机，４畅８ Ｇｙ照射，平均照射速率 １畅０５ ｃＧｙ／ｍｉｎ。
三、统计学分析
计量资料结果均表示为均数 ±标准差（珋x ±s），所

有数据都使用 ＰＡＳＷ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ １８畅０ 软件分析，因荧光
定量 ＰＣＲ结果为相对表达量，即为倍数，所以给予对数
处理（底数均为 １０），各组之间的两两比较的方法为
ＳＮＫ唱q检验，P ＜０畅０５ 为两组间差异有统计学意义。 在
未注射骨髓细胞之前，同一小鼠骨髓中 ＥＢＭＣ及 ＣＢＭＣ
中各基因的表达量相互比较，并进行统计学分析；在注
射骨髓细胞之后，受体 ＥＢＭＣ 及 ＣＢＭＣ 与未进行骨髓
注射的 ＥＢＭＣ 及 ＣＢＭＣ 分别进行比较，同时 ＥＢＭＣ 与
ＣＢＭＣ进行比较，所得数据再与预处理之前数据比较，
并进行统计学分析。

结　　果

１．ＥＢＭＣ的鉴定：依照以上所述方法，将骨髓细胞
冲出得 ＣＭＢＣ，并将骨内膜细胞消化下来得 ＥＢＭＣ，进
行荧光定量 ＰＣＲ 检测。 将两群细胞所得数据进行比
较，结果如图 １ 所示。 可见骨内膜细胞较冲出骨髓细
胞中的 ＣＸＣＬ唱１２（平均升高 ７畅０５ 倍），Ｆｏｘｐ３（平均升高
６畅４５ 倍），Ｎ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ（平均升高 ０畅９３ 倍），ＩＬ唱１０（平均
升高 ４畅２５ 倍）等都有明显的升高，而 ＴＧＦ唱β表达量较
中央冲出骨髓（平均 ０畅４３３ 倍，即较对照组下降 ２畅３
倍）降低。

２．骨内注射及存活曲线：第 ０ 天的时候给予小鼠
４畅８ Ｇｙ Ｘ线照射，后连续７ ｄ给予雷帕霉素２ ｍｇ· ｋｇ －１

· ｄ －１，第 ２ 天给予不同方法输注细胞（１ ×１０７ 细胞），
Ａ组仅仅给予照射及雷帕霉素处理；Ｂ组不进行任何处
理；Ｃ组骨内注射消化后的骨内膜细胞，Ｄ组骨内注射
冲出的 ＣＢＭＣ，Ｅ 组给予侧尾静脉注射冲出的 ＣＢＭＣ，
细胞数量均为 １ ×１０７

细胞。 结果如图 ２。 对于小鼠存
活天数取平均值，ＥＢＭＣ 平均存活 ２１畅５ ｄ，较静脉注射
和 ＣＢＭＣ（分别平均存活 １８ ｄ 和 １５ ｄ）高，可见 ＥＢＭＣ
可以较单纯注射 ＣＢＭＣ和静脉注射细胞更好地诱导同
种异体皮片的存活。

３．比较骨内注射细胞前后两群细胞的表达：在骨
内注射 ＣＢＭＣ 后，４ 周后处死经过骨内注射细胞的小
鼠，依照上述方法取出 ＣＢＭＣ 和 ＥＢＭＣ，将两种细胞的
全 ＲＮＡ提取后反转录，所得数据与未做处理的细胞进
行对比。 结果显示：注射后 ４周的 ＣＭＢＣ的 Ｆｏｘｐ３平均
增加了 ２倍，ＩＬ唱１０增加了 ４倍；而注射后 ４ 周的 ＥＢＭＣ
的 ＩＬ唱１０ 和 ＴＧＦ唱β分别增加了 ２畅０９ 倍和 ０畅２ 倍（即将
为原来的 １／５）；而 ＣＸＣＬ唱１２ 降低为原来的 ２２％，Ｆｏｘｐ３
降低为原来的 １２畅３％，Ｎ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ １３畅３％，Ｓｆｒｐ１ 降低为
原来的 ２８畅６％。 见图 ３。

４．比较前后 ＥＢＭＣ、ＣＭＢＣ 表达的差异：将 ＥＢＭＣ
各基因的表达与 ＣＭＢＣ 的进行对比，并将此结果与未
处理小鼠所得数据进行比较，进行统计学分析。 结果
如图 ４ 所示：进行骨内注射 ＣＢＭＣ ４ 周后小鼠 ＥＭＢＣ，
除了 ＣＸＣＬ唱１２较注射之前表达量降低外（从注射前较
ＣＭＢＣ平均增高 ７畅０５ 倍到注射后仅为 ＣＢＭＣ表达量的
７９％），其他细胞因子（ＴＧＦ唱β、Ｎ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ、ＩＬ唱１０ 等）的
表达均与未注射之前相比较无统计学差异。

讨　　论

ＣＢＭＣ和 ＥＢＭＣ 两群细胞在未进行任何处理（包
括照射及免疫抑制药物）时，其与 Ｔｒｅｇ细胞相关的基因
（Ｆｏｘｐ３、ＩＬ唱１０）表达较 ＣＢＭＣ 高，且以 ＩＬ唱１０ 升高最为
显著，ＴＧＦ唱β表达较 ＣＢＭＣ 低。 这一现象与 Ｆｕｊｉｋａｊｉ
等［１３］２０１１ 年 Ｎａｔｕｒｅ中的论文实验数据相符：在骨髓中
ＩＬ唱１０ 是 Ｔｒｅｇ发挥保护造血干细胞功能的主要介导分
子，而不是 ＴＧＦ唱β。 Ｔｒｅｇ是一种具有免疫调节作用的 Ｔ
细胞

［１５］ ，其粗略地分为胸腺中自然存在的调节性 Ｔ 细
胞（ｎＴｒｅｇ）和诱导型调节性 Ｔ 细胞（ ｉＴｒｅｇ），而 ｉＴｒｅｇ 中
又有一群高表达 ＩＬ唱１０，少量表达 ＴＧＦ唱β，不表达 ＩＬ唱４、
Ｆｏｘｐ３的细胞［１６］ ，称为 １型调节性 Ｔ细胞（Ｔｒ１）。 本实
验说明，小鼠在未进行任何处理（包括照射及免疫抑制
药物）之前，其 ＥＢＭＣ 中可能有一定数量的 Ｔｒｅｇ，而且
这群 Ｔｒｅｇ细胞特征性地高表达 ＩＬ唱１０，并与 Ｔｒ１有一定
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的相关性。 这一关联性的证实还需要 Ｔｒｅｇ细胞分选和
细胞内细胞因子流式细胞检测等进一步证实。
另外，本实验中未进行任何处理时， ＥＢＭＣ 的

ＣＸＣＬ唱１２表达较 ＣＢＭＣ 高。 而许多文献证实骨内膜区
域而并非骨髓腔，是骨髓细胞移植后供体造血干细
胞［５，１４］定植的主要部位。 ＣＸＣＬ唱１２［１７唱１８］又是造血干细

胞及 Ｔｒｅｇ等细胞迁移重要的趋化因子。 本实验数据表
明骨髓在未经任何处理（包括照射及免疫抑制药物）
时，ＥＢＭＣ可能已经分泌 ＣＸＣＬ唱１２，以诱导造血干细胞
及 Ｔｒｅｇ迁移，一定程度上证实了骨内膜区域较骨髓腔
有着独特的生理作用，更易诱导造血干细胞等细胞的
迁移。
骨内注射细胞前后的 ＣＢＭＣ 及 ＥＢＭＣ表达经过前

后比较可以发现：在移植后 ４ 周，小鼠的 ＣＢＭＣ 的
ＣＸＣＬ唱１２的比例没有明显的改变，而 ＩＬ唱１０ 和 Ｆｏｘｐ３ 的
表达升高；而骨内膜区域仅 ＩＬ唱１０ 明显的升高，其他因
子（包括 ＣＸＣＬ唱１２、Ｎ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｆｏｘｐ３）均出现了明显的
降低。 该现象说明：在经过放射并进行骨内注射异体
ＣＢＭＣ后 ４周的小鼠中，骨髓腔和骨内膜区域细胞均高
表达 ＩＬ唱１０ 用于保护供体来源细胞。 而 ＩＬ唱１０的高表达
是否由 Ｔｒｅｇ细胞分泌 ＩＬ唱１０，还需要利用流式细胞分选

及细胞内细胞因子测定和Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 进行测定。 Ｃａｎ唱
ｃｅｌａｓ等［１９］的实验表明，照射后早期（１ 周内），ＣＢＭＣ 中
的 ＣＸＣＬ唱１２升高，并可以诱导造血干细胞及间充质细
胞的定植，以恢复骨髓功能。 而本实验中，ＣＢＭＣ 中的
ＣＸＣＬ唱１２ 没有明显的升高，不同的是本实验骨髓细胞
取自照射及骨内注射细胞后 ４ 周，可能此时的小鼠诱
导外来细胞重建的过程已经结束，ＣＸＣＬ唱１２ 的表达反
而较注射前没有明显变化，而 ＥＢＭＣ 的 ＣＸＣＬ唱１２ 表达
的降低，可能表明在预处理后 ４ 周，此时的 ＥＢＭＣ 并不
诱导造血干细胞及 Ｔｒｅｇ 迁移，相反其中造血干细胞可
能反而向外迁移帮助诱导骨髓的重建。 具体细胞因子
随时间的变化趋势，还有待于实验中设置不同的时间
点，并对造血干细胞进行分选计数，进一步全面的动态
分析。
注射前后骨内注射细胞 ４ 周 ＥＢＭＣ 及 ＣＢＭＣ 的各

基因表达相互比较，并前后对比可以发现：ＥＢＭＣ 相对
于 ＣＢＭＣ 的仅 ＣＸＣＬ唱１２ 降低，而 Ｆｏｘｐ３、Ｎ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ、
ＴＧＦ唱β等均没有明显的改变。 但是图 １ 可见，预处理
之前 ＥＢＭＣ 较 ＣＢＭＣ 的 ＣＸＣＬ唱１２ 表达明显升高，然而
图 ４ 中可示 ＣＢＭＣ前后表达量没有明显的变化。 这一
数据说明预处理后 ４ 周，ＥＢＭＣ 中 ＣＸＣＬ唱１２ 表达量的
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下降是由于 ＥＢＭＣ本身的表达降低所致，而不是 ＣＢＭＣ
的 ＣＸＣＬ唱１２表达升高而导致的相对降低。 这种现象证
实了：ＥＢＭＣ在预处理后 ４ 周，其并不分泌 ＣＸＣＬ唱１２ 以
诱导造血干细胞定植和归巢，但其中 Ｔｒｅｇ （ ＩＬ唱１０、
Ｆｏｘｐ３）相关因子较 ＣＢＭＣ表达升高的现象没有发生显
著的改变，仍然保持着一定的优势。
本实验中在骨内输入１ ×１０７

供体来源的 ＥＢＭＣ细
胞后，受体小鼠对于异体皮片的存活可以较静脉或者
骨内输注 ＣＢＭＣ有一定的延长。 在骨内注射细胞诱导
异体心脏［８］ 、肝脏［９］等实验中，其他预处理条件不变的
情况下，骨内注射 ＣＢＭＣ 较静脉注射 ＣＢＭＣ 细胞可以
更好地诱导免疫耐受，但是其原理并不清楚。 ＥＢＭＣ骨
内注射更有利于诱导免疫耐受的原因可能是：骨内注
射 ＥＢＭＣ，既将供体的细胞直接输注到受体小鼠骨髓腔
去，又使得供体来源的保护性 Ｔｒｅｇ 及各种间充质细
胞

［１９］
直接定植于受体的骨髓腔内；骨髓中的骨内膜区

域是造血干细胞迁移定植的重要区域，而将供体 ＥＢＭＣ
输注到受体骨髓腔中，无需经过血液循环进行归巢，可
能更有利于将供体的 ＥＢＭＣ 重新定位回归到骨内膜区
域，从而发挥其正常的生理作用。 但是 ＥＢＭＣ 是否较
ＣＢＭＣ更易迁移到骨内膜区域，还需要 ＣＦＳＥ 标记等活
体追踪实验进行进一步的研究。 心脏或者肝脏组织的
移植，在经过了致死剂量照射（９ ～１１ Ｇｙ）和注入 ３ ×
１０６
的细胞的预处理后，心脏移植物和肝脏可以长期存

活
［８唱９］ 。 但是由于本实验仅仅采用了较低剂量的照射，

可能是无法诱导异体长期存活的原因；此外，皮肤是人
体组织抗原性最强的组织

［２０］ ，这也是皮肤移植在此模
型中没有达到长期存活的原因之一。 所以，还需要改
变照射剂量或者其他预处理方案，以达到最有效诱导
免疫耐受的目的。
综上所述，ＥＭＢＣ 骨内注射可以更好地诱导异体皮

片的存活，其中 ＩＬ唱１０ 表达的增高及 Ｔｒｅｇ 细胞可能发
挥了一定的作用，这为骨髓移植诱导异体皮片存活提
供了一个新的视角。
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