
·放射生物学·

人骨髓间充质干细胞联合单倍体造血
干细胞移植治疗急性放射病小鼠的
实验研究

贾延辉　 邓怡　 杨世杰　 高蕾　 刘耀　 张诚　 高力　 孔佩艳　 陈幸华　 张曦

４０００３７ 重庆， 第三军医大学新桥医院全军血液病中心 重庆市医学重点学科

通信作者：张曦，Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｘｘｉ＠ ｓｉｎａ． ｃｏｍ
ＤＯＩ：１０􀆰 ３７６０ ／ ｃｍａ． ｊ． ｉｓｓｎ． ０２５４⁃５０９８􀆰 ２０１６􀆰 １０􀆰 ００４

　 　 【摘要】 　 目的　 观察人骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣ）联合单倍体相合造血干细胞（ＨＳＣ）移植治

疗辐射重度造血损伤小鼠的效果。 方法 　 ６０ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ （Ｈ⁃２ｂ）与 ＢＡＬＢ ／ ｃ（Ｈ⁃２ｄ）杂交第 １ 代

［ＣＢ６Ｆ１（Ｈ⁃２ｂ × ｄ）］小鼠用６０Ｃｏ γ 射线 ８􀆰 ０ Ｇｙ 全身照射后，按照完全随机设计分为照射对照、ＨＳＣ
单移植和 ＢＭＳＣ ＋ ＨＳＣ 共移植 ３ 组，每组 ２０ 只。 检测移植后各组小鼠存活率、外周血象、骨髓病理、
骨髓细胞集落形成以及移植物抗宿主病（ＧＶＨＤ）评分等指标。 结果　 照射对照组小鼠辐照后第 １０
天全部死于造血衰竭，平均活存时间为（７􀆰 １３ ± ０􀆰 ３１）ｄ。 与单移植组相比，共移植组小鼠的移植物

抗宿主病（ＧＶＨＤ）表现和病理改变均明显减轻，ＧＶＨＤ 评分明显降低（ ｔ ＝ ３􀆰 ６７７、４􀆰 ３３０、５􀆰 ３０３、
３􀆰 ５７８，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；共移植组的生存率和生存时间明显高于单移植组（ ｔ ＝ ３􀆰 ３１７、５􀆰 １８３，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 单

移植组小鼠移植后第 ２８ 天 ＷＢＣ（６􀆰 ５１ ± １􀆰 ３８） × １０９ ／ Ｌ、 ＰＬＴ （７４９􀆰 ５６ ± １９０􀆰 ７２） × １０９ ／ Ｌ、ＲＢＣ
（８􀆰 １５ ± ０􀆰 ７４） × １０１２ ／ Ｌ、Ｈｂ（１１５ ± １０􀆰 ４４）ｇ ／ Ｌ，回升程度低于正常水平。 共移植组小鼠移植后第 ２８
天 ＷＢＣ （１２􀆰 ５０ ± ２􀆰 ０７） × １０９ ／ Ｌ、ＰＬＴ（９６８􀆰 ２５ ± ２１６􀆰 ６２） × １０９ ／ Ｌ、ＲＢＣ（９􀆰 ２２ ± １􀆰 ０４） × １０１２ ／ Ｌ、Ｈｂ
（１３７􀆰 ５７ ± １４􀆰 ８９）ｇ ／ Ｌ，回升程度接近正常水平。 单移植组小鼠外周血象的回升速度和恢复水平明

显低于共移植组小鼠（ ｔ ＝ ６􀆰 ６６５、３􀆰 １６４、３􀆰 ０１１、２􀆰 ５２０，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 移植后第 ７ 天共移植组小鼠骨髓

抑制程度较单移植组轻，第 ２８ 天共移植组小鼠骨髓新生造血灶多于单移植组。 共移植组小鼠骨髓

ＣＦＵ⁃Ｅ、 ＢＦＵ⁃Ｅ、 ＣＦＵ⁃ＧＭ、 ＣＦＵ⁃ＧＥＭＭ 集落计数在辐照后第 ７ 和 ２８ 天均明显多于单移植组（ ｔ ＝
３􀆰 ６２５、２􀆰 ９６６、３􀆰 ０２０、３􀆰 ５３６，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；ｔ ＝ ４􀆰 ３６９、４􀆰 ８４９、５􀆰 ０４４、４􀆰 ２４３，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 ＢＭＳＣ 联合单

倍体造血干细胞移植能促进急性骨髓型放射病造血重建及植入，降低 ＧＶＨＤ 的发生，提高移植成

功率。
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ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ （ ｔ ＝ ３􀆰 ６２５， ２􀆰 ９６６， ３􀆰 ０２０， ３􀆰 ５３６， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；ｔ ＝ ４􀆰 ３６９， ４􀆰 ８４９， ５􀆰 ０４４， ４􀆰 ２４３， Ｐ ＜
０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｔｙｐｅ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ， ｔｈｅ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＭＳＣ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｗｉｔｈ ＨＳＣ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ， ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ＧＶＨＤ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ
ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ；　 Ｈａｐｌｏｉｄ；　 Ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ；　
Ｇｒａｆｔ ｖｅｒｓｕｓ ｈｏｓｔ ｄｉｓｅａｓｅ

Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍｓ： Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｇｒａｎｔ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｐｅｏｐｌｅ′ｓ Ｌｉｂｅｒａｔｉｏｎ Ａｒｍｙ （ＡＷＳ１４Ｃ０１４）；
Ｊｏｉｎｔ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｕｎｄ ｆｏｒ Ｏｖｅｒｓｅａｓ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｓｃｈｏｌａｒｓ ｉｎ Ｈｏｎｇ Ｋｏｎｇ ａｎｄ Ｍａｃａｏ Ｙｏｕｎｇ Ｓｃｈｏｌａｒｓ（８１５２８００１）；
Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｆｒｏｎｔｉｅｒ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ（ｃｓｔｃ２０１５ｊｃｙｊＢＸ００７７）

　 　 随着核技术在军用和民用领域的广泛应用，核
辐射事故时有发生，使急性放射病患者数量不断增

加。 紧急实施单倍体异基因造血干细胞移植可以

迅速为重度骨髓型放射病患者提供合适供者，提高

救治的成功率和延长患者的生存时间。 但是单倍

体相合造血干细胞移植风险大，移植失败和移植物

抗宿主病（ｇｒａｆｔ⁃ｖｅｒｓｕｓ⁃ｈｏｓｔ ｄｉｓｅａｓｅ，ＧＶＨＤ）是主要的

制约因素。 因此，有必要采用积极的手段降低

ＧＶＨＤ 发生率， 保证移植成功。 间充质干细胞

（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ，ＭＳＣ）是具有自我复制能力

和多向分化潜能的成体干细胞，广泛来源于骨髓、
脐带、脐血、真皮、脂肪等组织，已用于多种疾病的

临床治疗研究［１］。 Ｆｒｉｅｄｅｎｓｔｅｉｎ 等［２］ 成功分离出骨

髓间充质干细胞（ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ， ＢＭＳＣ），ＢＭＳＣ 是造血微环境的重要组成

成分，具有多向分化潜能［３］、支持造血和促进造血

干细胞植入、免疫调节等作用。 本研究以急性骨髓

型放射病小鼠模型为研究对象， 探讨 ＢＭＳＣ 联合单

倍体相合造血干细胞移植对造血重建及 ＧＶＨＤ 的

影响。

材料与方法

１． 实验动物：６０ 只 ＳＦＰ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ （Ｈ⁃２ｂ）与

ＢＡＬＢ ／ ｃ （Ｈ⁃２ｄ）杂交第 １ 代［ＣＢ６Ｆ１（Ｈ⁃２ｂ × ｄ）］小
鼠，６ ～ ８ 周龄， 体重 １８ ～ ２２ ｇ， 购自第三军医大学

实验动物中心，动物质量合格证号 ＳＣＸＫ（渝）２０１２⁃
０００２。 所有动物均接受６０Ｃｏ γ 射线 ８􀆰 ０ Ｇｙ 全身辐

照（１００ ｃＧｙ ／ ｍｉｎ），给予无菌饮食饲料饲养新桥医

院动物中心，实验动物饲养设施合格证号 ＳＹＸＫ
（渝）２０１２⁃００１１。

２． 人骨髓血标本来源：骨髓取自本院血液科

２０１５ 年 ３ 月—６ 月 １０ 名门诊骨髓检查无异常者，采
集 ２ ～ ４ ｍｌ ／人份（肝素抗凝）。 所有标本采集均获

患者本人及家属同意，并签署了知情同意书，该实

验经本医院伦理委员会批准。
３． 主要仪器设备与试剂：ＳＦＰ 级动物培养室

（本院动物实验中心）； ＣＯ２ 培养箱 （ ＳＨＥＬＤ２Ｍ
２３００ 型，美国 Ｂｅｃｔｏｎ Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ 公司）； 全血细胞分

析仪 （ ＸＳ⁃８００ｉ， 日 本 Ｓｙｓｍｅｘ 公 司 ）。 胎 牛 血 清

（ＦＢＳ）（１６０００⁃０４４，美国 ＧＩＢＣＯ 公司， － ２０℃冻存备

用），培养基 α⁃ＭＥＭ、ＰＢＳ（ＳＨ３０２６５、ＳＨ３０２５６，均购

自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司）； 成纤维细胞生长因子

（ＢＦＧＦ）（１０ ｎｇ ／ ｍｌ，１３２５６⁃０２９，美国 ＧＩＢＣＯ 公司）。
４． ＢＭＳＣ 的分离培养： 人 ＢＭＳＣ 的分离培养和

鉴定按文献［４］进行。
５． 单倍体相合造血干细胞制备： 供体鼠
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Ｃ５７ＢＬ ／ ６ （Ｈ⁃２ｂ） 引颈脱臼处死后 ７５％ 乙醇浸泡

１０ ｍｉｎ，取股骨和胫骨，用 ＰＢＳ 溶液冲出骨髓，制备

单倍体相合造血干细胞悬夜，计数有核细胞的数量。
６． 实验分组： 按照完全随机设计分为照射对

照组、单移植组和共移植组，每组 ２０ 只。 受者 ＳＰＦ
级 Ｆ１ 代小鼠经６０Ｃｏ γ 射线 ８􀆰 ０ Ｇｙ 全身照射后 ４ ｈ
之内，共移植组小鼠尾静脉注射２００ μｌ 供体 Ｃ５７ＢＬ ／
６ （Ｈ⁃２ｂ）小鼠单倍体相合造血干细胞和 ＢＭＳＣ 混悬

液，其中 ＨＳＣ １ × １０６ 个，ＢＭＳＣ １ × １０６ 个。 单移植

组小鼠尾静脉注射 ２００ μｌ 单倍体相合造血干细胞

１ × １０６ 个。 照射对照组尾静脉注射 ２００ μｌ 生理盐

水。 每组 １０ 只用于生存期及 ＧＶＨＤ 观察，１０ 只用

于病理及其他相关指标检测。
７． 小鼠一般情况及 ＧＶＨＤ 观察：每天动态观察

小鼠有无体重下降、弓背、腹泻、耸毛等，并进行

ＧＶＨＤ 评分，由体重下降、活动度、姿势、耸毛和皮肤

溃疡 ５ 项评分相加组成。 体重下降 ＜ １０％ 为 ０ 分，
下降 １０％ ～２５％为 １ 分，下降 ＞ ２５％为 ２ 分。 其余

４ 项都有 ３ 个等级：０ ＝ 正常，１ ＝ 轻、中度，２ ＝ 重度。
每只小鼠 ＧＶＨＤ 评分总计 ０ ～ １０ 分，最高分为

１０ 分［５］。
８． 小鼠生存期观察：每天观察小鼠的生存情

况，存活超过 ３０ ｄ 为长期生存，记录小鼠的生存时

间和生存率。 病理学检查：观察移植后 １４ ｄ 小鼠肝

脏、小肠和皮肤的组织病理学改变。
９． 外周血象及骨髓病理变化：各移植组分别于

移植后第 １、３、５、７、１０、１４、２１、２８ 天分别取 ５ 只小鼠

断尾后取外周血 ２０ μｌ ／只，加入 １８０ μｌ 稀释液中，
以血细胞分析仪检测 ＷＢＣ、ＰＬＴ、ＲＢＣ 和 Ｈｂ 水平。
移植后第 １、７、１４、２１、２８ 天各组分别脱颈处死小鼠

１ 只， 观察骨髓组织病理学改变。
１０． 骨髓细胞集落 ＣＦＵ⁃Ｅ、ＢＦＵ⁃Ｅ、ＣＦＵ⁃ＧＭ、

ＣＦＵ⁃ＧＭＥＭ 培养：各组分别于移植后第 ７、１４、２８
天取 ３ 只小鼠脱颈处死后取股骨，ＰＢＳ 溶液冲出骨

髓后，ＲＢＣ 裂解液裂解成熟的 ＲＢＣ，计数有核细胞

数量并将其密度调成 ２ × １０６ ／ ｍｌ、５ × １０５ ／ ｍｌ、２ ×
１０５ ／ ｍｌ ３ 种浓度。 各取 ０􀆰 ３ ｍｌ 细胞悬夜分别与３ ｍｌ
Ｍ３３３４、Ｍ３４３６、Ｍ３４３４ 培养基混匀后加入 ３５ ｍｍ 的

培养皿。 每种浓度细胞加入 ３ 个培养皿放置于

３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱培养，分别于培养的第 ２ 和

１０ 天倒置显微镜观察集落数量。
１１． 统计学处理：实验结果以 􀭰ｘ ± ｓ 表示。 采用

ＳＰＳＳ １８􀆰 ０ 软件分析。 组间比较采用单因素方差分

析。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

１． ＧＶＨＤ 体征表现和生存分析： 照射对照组

小鼠第 ３ 天出现精神状态不佳、活动力减弱、腹
泻、体重下降等 ＧＶＨＤ 现象，第 ５ 天出现弓背耸毛

现象，对刺激反应减弱，之后 ＧＶＨＤ 症状逐渐加

重，于受照后第 １０ 天全部死亡，平均生存时间为

（７􀆰 １３ ± ０􀆰 ３１）ｄ；单移植组小鼠在移植后第 ３ 天出

现活动减少、腹泻、体重下降现象，第 ７ 天出现精

神状态不佳、弓背耸毛现象，第 １４ 天出现活动增

加， 反应灵敏， 进食及饮水量逐渐增加， 体重开始

恢复，ＧＶＨＤ 的症状逐渐减轻；共移植组小鼠也出

现同样 ＧＶＨＤ 症状，但与单移植组相比明显减轻。
移植后第 ２８ 天，两组 ＧＶＨＤ 症状明显减轻。 与单

移植组相比，各时向点共移植组小鼠的 ＧＶＨＤ 评

分明显降低（ ｔ ＝ ３􀆰 ６７７、４􀆰 ３３０、５􀆰 ３０３、３􀆰 ５７８，Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 单 移 植 组 小 鼠 存 活 率 为 ６８􀆰 ３３％ ±
２􀆰 ８９％ ，平均生存时间为（２３􀆰 ４７ ± １􀆰 １９） ｄ。 共移

植组小鼠存活率为 ８６􀆰 ６７％ ± ２􀆰 ８９％ ，平均生存时

间为（２７􀆰 ５３ ± ０􀆰 ６５） ｄ。 与单移植组相比，共移植

组小鼠生存率和生存时间均明显提高（ ｔ ＝ ３􀆰 ３１７、
５􀆰 １８３，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），见表 １，２。

表 １　 小鼠移植后不同时间 ＧＶＨＤ 评分（分，􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ １　 ＧＶＨＤ ｓｃｏｒｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ａｆｔｅｒ ｃｅｌｌ

ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ（ｓｃｏｒｅ， 􀭰ｘ ± ｓ）
组别　 　 只数 ７ ｄ １４ ｄ ２１ ｄ ２８ ｄ

照射对照组 １０ ８􀆰 ８０ ± ０􀆰 ７５ — — —
单移植组 １０ ６􀆰 ４０ ± １􀆰 ２１ ８􀆰 ２０ ± １􀆰 ３０ ５􀆰 ６０ ± １􀆰 １４ ３􀆰 ２０ ± ０􀆰 ８４
共移植组 １０ ３􀆰 ８０ ± ０􀆰 ７５ａ ５􀆰 ２０ ± ０􀆰 ８４ａ ２􀆰 ６０ ± ０􀆰 ５５ａ １􀆰 ６０ ± ０􀆰 ５５ａ

　 　 注：ＧＶＨＤ． 移植物抗宿主病； “—”为小鼠已死亡。ａ与单移植组相比，ｔ ＝
３􀆰 ６７７、４􀆰 ３３０、５􀆰 ３０３、３􀆰 ５７８，Ｐ ＜０􀆰 ０５

表 ２　 小鼠的生存率和生存时间（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｔｉｍｅ ｏｆ ｍｉｃｅ（􀭰ｘ ± ｓ）
　 组别 只数 生存率（％ ） 生存时间（ｄ）
照射对照组 １０ ０　 ７􀆰 １３ ± ０􀆰 ３１
单移植组 １０ ６８􀆰 ３３ ± ２􀆰 ８９ ２３􀆰 ４７ ± １􀆰 １９
共移植组 １０ ８６􀆰 ６７ ± ２􀆰 ８９ａ ２７􀆰 ５３ ± ０􀆰 ６５ａ

　 　 注：ａ与单移植组相比，ｔ ＝ ３􀆰 ３１７、５􀆰 １８３，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５

２． 外周血象的变化：结果见图 １。 单移植组小

鼠 ＷＢＣ、ＰＬＴ、ＲＢＣ、Ｈｂ 分别于移植后第 ５、１０、１４ 和

１４ 天降至最低。 随后缓慢回升，至移植后第 ２８ 天，
ＷＢＣ （６􀆰 ５１ ± １􀆰 ３８ ） × １０９ ／ Ｌ、 ＰＬＴ （ ７４９􀆰 ５６ ±
１９０􀆰 ７２） × １０９ ／ Ｌ、ＲＢＣ（８􀆰 １５ ± ０􀆰 ７４） × １０１２ ／ Ｌ、Ｈｂ
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　 　 注：ａ与单移植组比较，ｔ ＝ ６􀆰 ６６５、３􀆰 １６４、３􀆰 ０１１、２􀆰 ５２０，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５
图 １　 移植后小鼠外周血 ＷＢＣ、ＰＬＴ、ＲＢＣ、Ｈｂ 的变化

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ＷＢＣ， ＰＬＴ， ＲＢＣ ａｎｄ Ｈｂ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

图 ２　 小鼠移植后不同时间骨髓组织病理 ＨＥ 染色 × ２００
Ａ． 单移植组 ７ ｄ； Ｂ． 共移植组 ７ ｄ；
Ｃ． 单移植组 ２８ ｄ； Ｄ． 共移植组 ２８ ｄ

Ｆｉｇｕｒｅ ２ 　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ

ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ × ２００　 Ａ． ７ ｔｈ ｄａｙ ａｆｔｅｒ

ｓｉｎｇｌｅ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ； Ｂ． ７ ｔｈ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｃｏ⁃ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ； Ｃ． ２８ ｔｈ

ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｓｉｎｇｌｅ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ； Ｄ． ２８ ｔｈ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｃｏ⁃
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．

（１１５ ± １０􀆰 ４４） ｇ ／ Ｌ，回升程度低于正常水平。 共移

植组小鼠 ＷＢＣ、ＰＬＴ、ＲＢＣ、Ｈｂ 分别于移植后第 ７、
１０、１４ 和 １４ 天降至最低。 随后迅速回升，至移植后

第 ２８ 天， ＷＢＣ （ １２􀆰 ５０ ± ２􀆰 ０７ ） × １０９ ／ Ｌ、 ＰＬＴ
（９６８􀆰 ２５ ± ２１６􀆰 ６２） × １０９ ／ Ｌ、ＲＢＣ（９􀆰 ２２ ± １􀆰 ０４） ×

１０１２ ／ Ｌ、Ｈｂ（１３７􀆰 ５７ ± １４􀆰 ８９） ｇ ／ Ｌ，回升程度接近正

常水平。 单移植组小鼠 ＷＢＣ、ＰＬＴ、ＲＢＣ、Ｈｂ 的回升

速度和恢复水平明显低于共移植组 （ ｔ ＝ ６􀆰 ６６５、
３􀆰 １６４、３􀆰 ０１１、２􀆰 ５２０，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

３． 骨髓病理组织学观察：结果见图 ２。 移植后

第 ７ 天， 单移植组骨髓造血组织急剧减少，骨小梁

断裂， 纤维组织增生， 出现严重造血衰竭； 共移植

组造血抑制程度较单移植组轻， 仍可见部分残存骨

髓， 髓窦充血淤血， 脂肪细胞充塞。 第 ２８ 天， 单移

植组和共移植组骨髓有核细胞增生活跃、比例增

加， 共移植组有核细胞密布骨髓腔，恢复程度好于

单移植组。
４． 移植后小鼠肝脏、皮肤、小肠的病理组织学

改变：移植后 １４ ｄ 单移植组肝脏汇管区肝静脉扩

张，淋巴细胞浸润，肝细胞水肿出现点状坏死（图
３Ａ）；皮肤增厚，散在淋巴细胞浸润（图 ３Ｂ）；小肠绒

毛断裂，隐窝部位充血水肿，黏膜下层水肿、散在淋

巴细胞浸润 （图 ３Ｃ）。 共移植组上述病变减轻

明显。
５． 骨髓细胞集落培养：结果见表 ３。 移植后第

７ 天， 单 移 植 组 ＣＦＵ⁃Ｅ、 ＢＦＵ⁃Ｅ、 ＣＦＵ⁃ＧＭ、 ＣＦＵ⁃
ＧＥＭＭ 集落数均明显低于共移植组 （ ｔ ＝ ３􀆰 ６２５、
２􀆰 ９６６、３􀆰 ０２０、３􀆰 ５３６，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 第 ２８ 天，两组各细

胞集落数量均明显增加，与外周血象变化趋势一
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注：图中箭头所指为淋巴细胞

图 ３　 移植后 １４ ｄ 小鼠肝脏、皮肤和小肠组织病理变化 ＨＥ 染色 × ２００　 Ａ． 单移植组肝脏； Ｂ． 单移植组皮肤；
Ｃ． 单移植组小肠； Ｄ． 共移植组肝脏； Ｅ． 共移植组皮肤；Ｆ． 共移植组小肠

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ， ｓｋｉｎ ａｎｄ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ １４ ｄａｙｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ × ２００　 Ａ． Ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ； Ｂ． Ｓｋｉｎ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ； Ｃ． Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ； Ｄ． Ｌｉｖｅｒ ｏｆ

ｃｏ⁃ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ； Ｅ． Ｓｋｉｎ ｏｆ ｃｏ⁃ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ； Ｆ． Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｏｆ ｃｏ⁃ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ

表 ３　 移植后不同时间小鼠 ＣＦＵ⁃Ｅ、ＢＦＵ⁃Ｅ、ＣＦＵ⁃ＧＭ、ＣＦＵ⁃ＧＥＭＭ 集落数量（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＣＦＵ⁃Ｅ， ＢＦＵ⁃Ｅ， ＣＦＵ⁃ＧＭ， ａｎｄ ＣＦＵ⁃ＧＥＭＭ ｃｏｌｏｎｙ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ （􀭰ｘ ± ｓ）
　 组别 样本数 ＣＦＵ⁃Ｅ ＢＦＵ⁃Ｅ ＣＦＵ⁃ＧＭ ＣＦＵ⁃ＧＥＭＭ
单移植组

　 ７ ｄ ３ １７８􀆰 ３３ ± １１􀆰 ６７ ２２􀆰 ６７ ± ２􀆰 ３０ １８􀆰 ３３ ± ２􀆰 ５２ ０􀆰 ６７ ± ０􀆰 ５８
　 １４ ｄ ３ ２４８􀆰 ６７ ± １７􀆰 ５０ ３８􀆰 ００ ± ２􀆰 ６５ ３２􀆰 ３３ ± ４􀆰 １６ １􀆰 ６７ ± ０􀆰 ５８
　 ２８ ｄ ３ ２７５􀆰 ３３ ± １６􀆰 ９２ ５１􀆰 ６７ ± ３􀆰 ５１ ４６􀆰 ００ ± ４􀆰 ５８ ３􀆰 ３３ ± ０􀆰 ５８
共移植组

　 ７ ｄ ３ ２２６􀆰 ３３ ± １９􀆰 ６６ａ ３０􀆰 ００ ± ３􀆰 ６１ａ ２６􀆰 ００ ± ３􀆰 ６１ａ ２􀆰 ３３ ± ０􀆰 ５８ａ

　 １４ ｄ ３ ２８１􀆰 ６７ ± １６􀆰 ６５ ４９􀆰 ６７ ± ４􀆰 ０４ ４５􀆰 ３３ ± ５􀆰 ６９ ３􀆰 ６７ ± ０􀆰 ５８
　 ２８ ｄ ３ ３３１􀆰 ６７ ± １４􀆰 ５７ｂ ６７􀆰 ６７ ± ４􀆰 ５１ｂ ６７􀆰 ００ ± ５􀆰 ５７ｂ ５􀆰 ３３ ± ０􀆰 ５８ｂ

　 　 注：ＣＦＵ⁃Ｅ． 红细胞集落形成单位；ＢＦＵ⁃Ｅ 爆式红系集落形成单位；ＣＦＵ⁃ＧＭ． 粒细胞⁃巨噬细胞集落形成单位；ＣＦＵ⁃ＧＥＭＭ． 粒细胞、红细
胞、单核细胞及巨核细胞集落形成单位。 与单移植组相比，ａ ｔ ＝ ３􀆰 ６２５、２􀆰 ９６６、３􀆰 ０２０、３􀆰 ５３６，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；ｂ ｔ ＝ ４􀆰 ３６９、４􀆰 ８４９、５􀆰 ０４４、４􀆰 ２４３，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５

致，共移植组细胞集落数量多于单移植组 （ ｔ ＝
４􀆰 ３６９、４􀆰 ８４９、５􀆰 ０４４、４􀆰 ２４３，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

讨　 　 论

造血系统对辐射高度敏感，造血损伤是骨髓型

放射病的特征。 对于重度骨髓型放射病而言，辐射

后尽快进行异基因造血干细胞移植是唯一治愈的

根本方法，而尽快找到合适供着进行抢救性移植亦

是治疗本病的关键，因此，单倍体造血干细胞移植

是治疗骨髓型放射病的重要手段。 但是，由于 ＨＬＡ
配型不合，移植排斥机率高、程度重、致死性感染机

会高从而使得移植相关死亡率高达 ４０％ ～ ５０％ ［６］。

前期研究发现，患者造血微环境的损伤程度与移植

后的造血重建能力和稳定程度密切相关，也是影响

造血干细胞移植成败的重要制约因素，辐射所致造

血微环境损伤导致的造血功能衰竭更加持久甚至

难以恢复。 因此，亟待寻找较为可靠的移植治疗方

法，以提高移植成功率和生存率，同时降低并发症。
间充质干细胞是属于中胚层的一类多能干细

胞，主要存在于结缔组织和器官间质中，以骨髓组

织中含量最为丰富［７］。 骨髓间充质干细胞是造血

微环境的重要组成成分，在体外易于分离培养，并
能保持其多向分化潜能，遗传背景稳定。 由于

ＢＭＳＣ 属于未分化的前体干细胞，其细胞表型的分
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化尚不成熟［８］，因此，ＢＭＳＣ 可被作为造血干细胞移

植中较理想的辅助细胞。
既往研究表明，间充质干细胞具有促进造血重

建和调控 ＧＶＨＤ 的作用［９］。 因此，在单倍体造血干

细胞移植的同时联合输注 ＢＭＳＣ，是为了从改善造

血微环境功能和调控免疫角度来解决 ＨＬＡ 单倍型

造血干细胞移植中的问题。 选择 Ｃ５７ＢＬ ／ ６（Ｈ２ｂ）作
为供体、Ｃ５７ＢＬ ／ ６（Ｈ⁃２ｂ）与 ＢＡＬＢ ／ ｃ（Ｈ⁃２ｄ）杂交第

１ 代［ＣＢ６Ｆ１（Ｈ⁃２ｂ × ｄ）］作为受体， 构建单倍体相

合造血干细胞移植模型， 同时输注 ＢＭＳＣ， 观察其

对受体小鼠造血重建和 ＧＶＨＤ 的影响。 本研究采

用 ８􀆰 ０ Ｇｙ 剂量辐照 Ｆ１ 代小鼠，构建了急性骨髓型

放射病小鼠模型。 结果表明，照射对照组小鼠辐照

后造血功能逐渐衰竭并很快死亡，而移植组小鼠大

部分成活，可见急性骨髓型放射病移植模型是构建

成功的。 共移植组小鼠的生存率和生存时间明显

高于单移植组，ＢＭＳＣ 可见 ＢＭＳＣ 提高了小鼠的存

活率并延长了生存时间。 共移植组表现出造血重

建的速度和水平明显高于单移植组，移植后 ＣＦＵ⁃Ｅ、
ＢＦＵ⁃Ｅ、ＣＦＵ⁃ＣＭ、ＣＦＵ⁃ＧＥＭＭ 集落数量多于单移植

组，ＧＶＨＤ 评分低于单移植组，说明 ＢＭＳＣ 联合输注

改善了造血重建的效果。 本课题组的前期研究结

果表明，在辐射损伤的动物模型中输注脐血源基质

细胞可修复造血微环境的结构和功能，促进辐射诱

导的造血损伤的恢复和造血干细胞的植入［１０⁃１１］。
ＢＭＳＣ 输注后也可通过修复辐射损伤的造血微环境

结构和功能，促进造血干细胞的归巢和造血重建。
ＧＶＨＤ 是由于移植物组织中的免疫活性细胞与

组织不相融性抗原受者的组织之间的免疫反应。
ＧＶＨＤ 是单倍体异基因造血干细胞移植后主要并发

症和死亡原因。 ＭＳＣ 同时具有免疫调控作用，可通

过抑制 ＣＤ３ ＋ Ｔ 淋巴细胞的活性和上调 Ｔｒｅｇ 细胞的

数量，降低急性 ＧＶＨＤ 的发生［１２］。 Ｚｈａｎｇ 等［１３］实验

证实，ＭＳＣ 通过抑制 Ｔ 淋巴细胞增殖同时增加 ＮＫ
细胞的数量以及上调 ＩＦＮ⁃γ 和 ＩＬ⁃４ 的表达，降低了

急性 ＧＶＨＤ 的发生。 ＭＳＣ 通过分泌 ＴＧＦ⁃β、ＰＧＥ２、
ＨＧＦ、 ＬＩＦ、 ＩＤＯ、 ＩＬ⁃１０、 ＩＬ⁃６、 ＮＯ、 ＨＬＡ⁃Ｇ５、 ＭＭＰｓ、
ＣＣＬ２、ＣＣＬ５ 和 ＨＯ⁃１ 等，调节 Ｔ 淋巴细胞、Ｂ 淋巴细

胞、ＤＣ 细胞、ＮＫ 细胞和巨噬细胞的增殖和活性，进
而调节 ＧＶＨＤ 的发生［１４⁃１５］。 其中 ＭＳＣ 主要通过上

调 Ｔｒｅｇ 细胞和致耐受性 ＤＣ 细胞的增殖和活性，抑
制 Ｔ 淋巴细胞对刺激的反应，进而降低 ＧＶＨＤ 的发

生［１６⁃１７］。 因此，ＭＳＣ 可通过调节机体免疫细胞的比

例和活性降低机体的免疫活性，从而降低 ＧＶＨＤ 的

发生率。 本研究结果也证实，ＭＳＣ 的联合输注有效

降低了单倍体造血干细胞移植小鼠的 ＧＶＨＤ 发生

程度，从而有利于对急性骨髓型放射病的应急救治。
实验结果证实，ＢＭＳＣ 联合单倍体造血干细胞

移植能促进骨髓型放射病造血重建及植入， 提高移

植成功率， 降低异基因单倍体移植的排斥反应和死

亡率，具有重要的临床应用价值。 同时，有关 ＭＳＣ
促进骨髓型放射病造血干细胞移植后造血重建和

ＧＶＨＤ 降低的具体免疫机制尚不十分明确；不同来

源 ＭＳＣ 之间的作用是否相同；ＭＳＣ 的输注方式和剂

量的最佳化等问题依然需要回答，是以后进一步研

究的方向。
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作者贡献声明　 贾延辉负责动物模型的建立、实验操作及论

文撰写修改，参与整个实验过程；邓怡和杨世杰负责动物饲

养和观察 ＧＶＨＤ 表现；高蕾、刘耀、张诚、高力协助数据收集

和统计分析；孔佩艳、陈幸华和张曦负责整体实验设计、论文

撰写指导及修改
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（收稿日期：２０１６⁃０５⁃１２）

·读者·作者·编者·

论文参考文献中电子期刊及著作或编著的著录格式

１． 电子期刊的著录格式：主要责任者． 题名［文献类型标志 ／文献载体标志，电子文献是必选著录项目，其他文献可选择标

注］． 刊名，年，卷（期）：起页⁃止页［引用日期］． 获取和访问路径．
凡例
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１０２（６）：２３［２００２⁃０８⁃１２］． ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｕｒｓｉｎｇｗｏｒｌｄ． ｏｒｇ ／ ＡＪＮ ／ ２００２ ／ ｊｕｎｅ ／ Ｗａｗａｔｃｈ． ｈｔｍ．

［２］　 莫少强． 数字式中文全文文献格式的设计与研究［ Ｊ ／ ＯＬ］． 情报学报，１９９９，１８ （４）：１⁃６ ［２００１⁃０７⁃０８］． ｈｔｔｐ： ／ ／
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［３］　 王旸，于晓玲，程志刚． 肝脏炎性假瘤的超声造影表现［Ｊ ／ ＣＤ］． 中华医学超声杂志：电子版，２００６，３（１）．
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