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干细胞动员对肺损伤大鼠模型肺功能保护及机制研究
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摘　 要:　 为了探讨干细胞动员对肺损伤大鼠的肺功能保护及机制研究ꎬ将雄性 ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ３０ 只ꎬ随机分为正

常组、对照组和动员组ꎬ每组各 １０ 只ꎮ 观察肺组织病理改变并检测 ３ 组大鼠肺泡灌洗液肺组织湿干比和中性粒细

胞数ꎬＥＬＩＳＡ 测定肺组织匀浆肿瘤坏死因子(ＴＮＦ) ￣α、白细胞介素( ＩＬ) ￣１、白细胞介素( ＩＬ) ￣６ 水平ꎮ 结果显示ꎬ干细

胞动员可以减轻肺损伤大鼠模型的损伤程度ꎮ 对照组和动员组的肺泡灌洗液中性粒细胞数均高于正常组ꎬ动员组

低于对照组ꎮ 对照组的肺组织湿干比高于正常组ꎬ动员组低于对照组ꎮ 肺组织匀浆中对照组的 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１、ＩＬ￣６
的表达水平均明显高于正常组ꎬ动员组低于对照组ꎮ 研究结果表明ꎬ干细胞动员能有效保护大鼠肺损伤ꎬ减少炎性

因子释放ꎬ促进肺功能恢复ꎮ
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　 　 肺损伤是由于受到肺内外某些因素直接或间

接的损伤肺血管内皮细胞或者肺泡的上皮细胞ꎬ使
肺部的血管通透性增加ꎬ导致中性粒细胞浸润ꎬ释
放炎症因子ꎬ引起组织损伤[１￣２]ꎮ 近年来对干细胞

的研究和应用成为许多疑难杂症ꎬ如缺血性疾病ꎬ

肺、脑损伤的有效治疗方式ꎮ 在稳定状态下人类外

周血中存在很低水平的干细胞并且大多处于静息

状态ꎬ在炎症后其可迁移至非造血器官ꎮ 在应急反

应发生时ꎬ一些应急信号ꎬ如注射粒细胞集落刺激

因子ꎬ会增加干细胞的释放ꎬ对受损的组织进行恢

复ꎮ 粒细胞集落刺激因子是目前最常用ꎬ效果明显

的干细胞动员剂之一ꎬ在受损组织的恢复功能中发

挥着重要作用[３]ꎮ 本文通过皮下注射重组人粒细
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胞刺激因子治疗博来霉素诱导的肺损伤大鼠模型ꎬ
探讨了干细胞动员对肺损伤大鼠的保护作用及其

机制ꎬ为干细胞动员防治肺损伤提供理论依据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料与试剂 　 实验动物:雄性 ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ３０
只ꎬ体质量(２００±２０)ｇꎬ购自河北医科大学动物实验

中心ꎮ 实验中有关实验动物的喂养及处理均符合

«关于善待实验动物的指导性意见»及«实验动物伦

理学»的相关规定ꎮ
主要试剂:博来霉素(日本化药株式会社)ꎻ重

组人粒细胞刺激因子( ｒｈＧ￣ＣＳＦ) (齐鲁制药)ꎻ戊巴

比妥钠 (天津市化学试剂六厂)ꎻ４％多聚甲醛固定

液(上海歌凡)ꎻ苏木精￣伊红染色液(北京索莱宝)ꎻ
肿瘤坏死因子(ＴＮＦ)￣α ＥＬＩＳＡ 试剂盒(中国武汉博

士德 生 物 工 程 有 限 公 司 )ꎻ 白 细 胞 介 素 ( ＩＬ )￣
１βＥＬＩＳＡ 试剂盒(中国武汉博士德生物工程有限公

司)ꎻ白细胞介素(ＩＬ)￣６ ＥＬＩＳＡ 试剂盒(中国武汉博

士德生物工程有限公司)ꎮ
主要仪器:光学显微镜(日本 ＯＬＹＭＰＵＳ 公司)ꎻ

分光光度计(上海第三分析仪器厂)ꎻ多样品组织研

磨机￣２４(天津科莱恩)ꎻ多功能酶标仪(美国 Ｂｉｏ￣
Ｒａｄ 公司)ꎻ低温高速离心机(美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎻ－
８０℃冰箱(海尔)ꎻ注射器等ꎮ
１.２　 实验分组及模型的建立[４] 　 雄性 ｗｉｓｔａｒ 大鼠

３０ 只ꎬ随机分为正常组、对照组和动员组各 １０ 只ꎮ
正常组正常饲养ꎬ不做处理ꎬ对照组、动员组大鼠经

气管注入 ５ｍｇｋｇ－１博来霉素 ０.２ ~ ０.３ｍＬ 诱发建立

肺损伤模型ꎬ大鼠明显出现呼吸加快ꎬ浅促ꎮ 动员

组于模型建立后即刻皮下注射重组人粒细胞刺激

因子 ３０μｇｋｇ－１ｄ－１ꎬ连续 ７ 天ꎻ对照组于模型建

立后即刻皮下注射等量生理盐水ꎬ连续 ７ 天ꎮ ７ 天

后注射 ３％戊巴比妥钠 １ｍｇｋｇ－１过度麻醉处死ꎮ
１.３　 观察肺组织病理改变 　 取部分右肺下叶用多

聚甲醛固定ꎬ常规石蜡包埋ꎬ４μｍ 切片ꎬＨＥ 染色ꎬ显
微镜下观察病理改变ꎮ
１.４　 肺泡灌洗液中性粒细胞数测定 　 取部分右肺

以 １０ｍＬ 生理盐水灌洗 ３ 次ꎬ收集灌洗液ꎬ离心 ８００ｒ
ｍｉｎ－１ꎬ５ｍｉｎꎬ收集上清液放入－８０℃冰箱保存ꎮ
１.５　 肺组织的湿干比测定 　 取右肺上叶组织以生

理盐水冲洗表面血液ꎬ用滤纸吸干肺脏表面附着液

体ꎬ称质量为肺湿质量ꎬ在 ８０℃烘箱中干燥过夜ꎬ再
次称质量为肺干质量ꎬ计算两次肺组织质量之比ꎬ
即肺组织的湿干比ꎮ
１.６　 肺组织匀浆中肿瘤坏死因子(ＴＮＦ) ￣α、白细胞

介素( ＩＬ) ￣１β、白细胞介素( ＩＬ) ￣６ 的测定 　 取大鼠

左肺组织按 １ｇ 肺组织加 ５ｍＬ 生理盐水比例制成匀

浆ꎬ行 ＥＬＩＳＡ 法检测肺组织匀浆中 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β、
ＩＬ￣６ 水平ꎬ严格按照试剂盒的说明书操作ꎮ
１.７　 统计学分析　 用 ＳＰＳＳ １９.０ 进行统计处理ꎬ实
验所得数据采用均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ多组组间

比较采用单因素方差分析ꎬ两两比较采用 ＳＮＫ 检验

法ꎬ以 Ｐ<０.０５ 判定差异有显著性ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 肺组织病理学改变　 正常组肺泡结构清晰ꎬ间
隔完整ꎻ对照组肺泡结构破坏ꎬ间隔增厚ꎬ有炎性细

胞浸润ꎻ动员组肺泡结构清晰ꎬ但较正常组间隔仍

增厚ꎬ肺组织损伤明显减轻ꎮ

图 １　 Ａ、Ｂ、Ｃ 分别为各组大鼠肺组织 ＨＥ 观察结果(２００×)　 　 注:Ａ 为正常组ꎬＢ 为对照组ꎬＣ 为动员组ꎮ

２.２　 各组大鼠肺泡灌洗液中性粒细胞数和肺组织

湿干比的差异比较　 与正常组相比ꎬ动员组和对照

组肺泡灌洗液中性粒细胞数均高于正常组 (Ｐ <

０.０５)ꎬ对照组的肺组织湿干比高于正常组 ( Ｐ <
０.０５)ꎻ与对照组相比ꎬ动员组肺泡灌洗液中性粒细

胞数和肺组织湿干比均低于对照组(Ｐ<０.０５)ꎮ
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表 １　 各组大鼠肺泡灌洗液中性粒细胞和肺组织

湿干比的差异比较

分组 ｎ 中性粒细胞数(×１０９ / Ｌ) 肺组织湿干比(％)

正常组 １０ ７.６８±１.５４ ３.５９±０.２２

对照组 １０ １９.２６±３.１１ａ ８.４７±０.３１ａ

动员组 １０ １２.１８±２.１６ａｂ ４.０２±０.１８ｂ

　 　 与正常组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与对照组比较ꎬｂＰ<０.０５

图 ２　 各组大鼠肺泡灌洗液中的中性粒细胞数

图 ３　 各组大鼠肺细胞湿干比

２.３　 各组大鼠肺组织匀浆中细胞因子含量检测结

果　 与正常组相比ꎬ对照组的肿瘤坏死因子(ＴＮＦ)￣
α、白细胞介素(ＩＬ)￣１、白细胞介素( ＩＬ)￣６ 的表达水

平均高于正常组(Ｐ<０.０５)ꎻ与对照组相比ꎬ动员组

ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 水平降低(Ｐ<０.０５)ꎮ

表 ２　 各组大鼠肺组织匀浆中 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β、
ＩＬ￣６表达水平比较(ｐｇ / ｍＬ)

分组 ｎ ＴＮＦ￣α ＩＬ￣１β ＩＬ￣６

正常组 １０ １０８.３３±１３.７８ ２０８.９３±１３.０２ １２７.３４±１１.４６

对照组 １０ ３６５.７９±２６.０２ａ ５３２.６１±２０.３７ａ ３８６.７６±１５.２６ａ

动员组 １０ １４５.３６±９.２７ｂ ３０４.０５±１５.９６ａｂ １８７.８３±１２.５８ｂ

　 　 注:与正常组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与对照组比较ꎬ ｂＰ<０.０５

３　 讨　 　 论

肺损伤ꎬ就是指肺部的损伤ꎬ有各种表现ꎬ是一

图 ４　 各组大鼠肺组织匀浆中炎症因子水平

个复杂的过程ꎬ涉及到许多细胞活动ꎬ分为早期的

组织损伤和晚期的损伤后恢复[５]ꎬ初步认为肺损伤

是以血管为中心的ꎬ以中性粒细胞、巨噬细胞等等

反应为主的炎症过程[６]ꎬ而 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 等炎

症因子在这一过程中发挥着重要作用[７]ꎮ 用博来

霉素诱导的肺损伤模型ꎬ起初主要的症状为破坏肺

泡细胞ꎬ毛细血管壁通透性增加使炎性细胞因子浸

润ꎬ之后转化为肺部纤维化ꎬ肺组织功能受损[８]ꎮ
目前治疗肺损伤的方法主要是呼吸维持及抗

炎用药ꎬ但效果不是很好ꎬ而干细胞动员作为一种

新的治疗方法受到了广泛关注ꎮ
干细胞是一类具有自我更新和分化潜能的细

胞ꎮ 近些年来ꎬ随着对干细胞分化潜能的研究ꎬ使
干细胞在防治某些损伤性疾病和造血系统、免疫系

统疾病中的治疗作用得到很大促进ꎬ并发现干细胞

能修复受损肺组织的结构和功能ꎮ 干细胞动员剂

可以使骨髓造血细胞、内皮干细胞、充质干细胞同

时动员ꎬ从而使骨髓的多种干细胞动员参与受损组

织的恢复[９]ꎬ其中粒细胞集落刺激因子是骨髓干细

胞最强的动员剂之一ꎮ 当机体受损或有炎症时ꎬ单
一或多重的应急信号可干扰稳态造血ꎬ导致骨髓中

成熟和不成熟的造血细胞向外周循环的释放增加ꎬ
骨髓释放干细胞至循环并迁移至损伤部位ꎬ来构成

机体防御和组织修复ꎮ 而肺内有多种干细胞ꎬ肺组

织受损后由于内源性干细胞的存在使肺具有一定

再生能力ꎬ外源性的干细胞也在受损组织处分化为

肺功能细胞ꎬ具体机制还有待研究[１０]ꎮ
正常生理条件下ꎬ机体的炎症因子处于动态平

衡状态ꎬ当机体遇到刺激时平衡状态被打破ꎬ若炎

性因子过表达ꎬ就会造成机体损伤ꎮ 当发生创伤应

激反应时ꎬ大量炎症因子产生如 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６
等ꎬ促进炎症反应ꎬ从而炎症级联反应放大ꎬ加重肺

损伤ꎮ
ＴＮＦ￣α 主要由单核细胞和巨噬细胞激活后产

生ꎬ能直接损伤组织器官ꎬ在炎症的发生中起着起

始作用而诱导其他炎性因子的释放ꎮ ＴＮＦ￣α 可以使
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中性粒细胞大量释放ꎬ增加血管通透性ꎬ促使 ＩＬ￣
１β、ＩＬ￣６ 等炎性因子释放生成量增多ꎬ加重炎症反

应的发生进程ꎮ 白细胞介素由多种细胞产生ꎬ参与

机体免疫调节应答ꎬ参与机体的生理病理过程ꎬ在
干细胞动员中具有调节作用ꎮ ＩＬ￣１β 由多种类型细

胞分泌ꎬ参与介导免疫和炎症反应ꎬ它能有效促进

骨髓间充质干细胞向损伤组织迁移[１１]ꎮ ＩＬ￣１β 也能

促进 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 的生成ꎮ ＩＬ￣６ 可由多种细胞分泌ꎬ
具有促进干细胞分化ꎬ刺激造血干细胞生长的功

能ꎬ促进干细胞向受损的组织迁移ꎬ归巢ꎬ并转化为

肺组织细胞[１２]ꎮ
干细胞具有减轻炎症反应的功能ꎬ通过再生修

复、免疫调节、抗凋亡抗氧化等[１３]ꎮ 研究表明ꎬＴＮＦ￣
α、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 等炎性因子在肺损伤中明显增高ꎬ可
通过增加肺泡毛细血管的通透性而增加肺组织含

水量[１４]ꎮ 而移植的骨髓间充质干细胞可以向受损

的组织聚集分布ꎬ抑制 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β 等细胞因子的

释放ꎬ减轻炎症反应修复肺组织ꎬ治疗重症急性胰

腺炎肺损伤大鼠[１５]ꎮ 此前有研究报道研究发现皮

下注射 ｒｈＧ￣ＣＳＦ 进行骨髓干细胞动员能够使急性肺

损伤大鼠的 ＩＬ￣１β 和 ＴＮＦ￣α 等炎性因子的表达水平

下调ꎬ进而阻止炎症反应的发生发展ꎬ进而促进肺

组织损伤的修复ꎮ
肺组织湿干比ꎬ即肺水含量ꎬ被称为水肿的指

标来进行评价ꎬ而水肿是炎症的典型表现ꎮ 在本研

究结果中ꎬ与正常组相比ꎬ对照组的肺组织湿干比

高于正常组(Ｐ<０.０５)ꎻ动员组肺组织湿干比均低于

对照组(Ｐ<０.０５)ꎮ 肺损伤是一种全身炎症反应的

表现ꎬ当发生病理炎症反应时会激活中性粒细胞的

释放ꎬ导致促炎因子释放ꎬ扩大炎症级联反应ꎬ加剧

损伤的发生发展ꎮ 在本研究结果中ꎬ与正常组相

比ꎬ动员组和对照组肺泡灌洗液中性粒细胞数均高

于正常组(Ｐ<０.０５)ꎬ与对照组相比ꎬ动员组肺泡灌

洗液中性粒细胞数低于对照组(Ｐ<０.０５)ꎻ肺组织匀

浆中对照组和动员组 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 的表达水

平均明显高于正常组(Ｐ<０.０５)ꎬ动员组低于对照组

(Ｐ<０.０５)ꎬ提示 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 参与了肺损伤的

病理过程ꎬ并且加剧的损伤的严重程度ꎬ而干细胞

动员能有效保护肺损伤ꎬ具有一定的临床意义ꎮ
大鼠体内注入博来霉素可使肺组织受损ꎬ进而

炎细胞浸润ꎬＴＮＦ￣α、ＩＬ 等大量产生ꎬ本实验中在注

射博来霉素后注射重组人粒细胞刺激因子ꎬ结果显

示中性粒细胞数减少ꎬ肺组织湿干比降低ꎬ肺组织

中 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 水平降低ꎬ表明干细胞动员可

以抑制炎症反应ꎬ保护肺功能促使其恢复ꎮ 干细胞

其对受损组织再生修复的功能这一新的研究越来

越受到广大学者的重视ꎬ相信不远的将来会有重大
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