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要"目的
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研究下丘脑
:

垂体
:

肾上腺轴效应激素***糖皮质激素"

[<

$对不同动物骨髓间充质干细胞迁移活性影响%方

法
!

分离&培养并鉴定大鼠和小鼠骨髓间充质干细胞!通过不同方法观察两种来源的骨髓间充质干细胞趋化活性的变化!评价

[<

对不同来源的骨髓间充质干细胞迁移活性的影响%结果
!

尽管不同种属来源的骨髓间充质干细胞在形态上存在一定差异!

但一定浓度的
[<

能够显著增强其趋化活性"

!

$

)')0

$%结论
!

急性应激条件下!骨髓间充质干细胞迁移活性增强对损伤组织修

复具有潜在的临床意义%

关键词"糖皮质激素类#间质干细胞#骨髓
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目前干细胞治疗中#移植的干细胞难以有效归巢并整合到

靶组织是严重影响其疗效的关键所在'

%:&

(

*因此#有效改善成

体干细胞的迁移能力成为克服诸多基于干细胞治疗疾患的难

点所在*既往促进干细胞迁移和动员主要应用生长因子)趋化

因子)细胞外基质分子等#但外源性应用治疗常伴有药物不良

反应#因此#如何有效启动内源性修复机制#促进干细胞动员并

向损伤组织归巢成为干细胞治疗的关键所在*

近十年来#成体干细胞为损伤组织修复带来新的曙光*研

究证实#移植骨髓源性干细胞有望加快创面愈合速度#提高愈

合质量'

*

(

*截止
&)%&

年
*

月#在国际注册的干细胞治疗皮肤

烧伤临床研究中#分别以移植外源性间充质干细胞和募集内源

性内皮祖细胞治疗急性创面*事实上创伤应激早期#机体神经

内分泌反应参与调节骨髓干细胞在伤后再分布#表现为骨髓干

细胞向损伤组织局部募集#其作用过程涉及骨髓干细胞黏附)

趋化)分泌等诸多反应过程'

(

(

*鉴于骨髓干细胞具有多向分化

潜能#并具有低免疫原性特点#观察下丘脑
:

垂体
:

肾上腺$

F

U

:

-

9@F$#$48.:
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>@8>@$A

U

:$KA"B$#
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&轴效应激素,,,糖皮质激

素是否对骨髓间充质干细胞的迁移作用具有重要意义*因此#

本研究以不同动物种属来源的骨髓间充质干细胞为对象#采用

不同方法观察不同浓度的内源性糖皮质激素对其趋化活性的

影响#旨在探寻内源性促进骨髓间充质干细胞迁移和归巢能力

的新依据*
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材料与方法
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实验动物与主要仪器)试剂
!

清洁级健康雄性
<0H

"

D+I

小鼠#

(

"

,

周龄#体质量
&&

"

*)

N

%清洁级健康雄性
W

-

A$

N

8":

Y$8#"

U

大鼠#体质量
,)

N

左右*实验动物均购自第三军医大

学大坪医院野战外科研究所实验动物中心'许可证号
W<ef

$军&

&))H:)%H

(#于恒温$

&&G&

&

\

)

%&F

光照"
%&F

无光照循环

条件下饲养#自由饮食)饮水*流式细胞分析仪$

DY7;<W

<$#>C8A

&购自
DYP$A4>B

N

"B

公司$

gW;

&%

VP5R:%I()

培养基

和
Y5Q5

"

7%&

培养基购自
!

U

<#9B"

公司$

gW;

&%胎牛血清

$

O"@$#C9M>B"."A84

#

7DW

&购自
[>C39

公司%牛血清清蛋白购自

V93F"

公司$

gW;

&%

(,

孔
D9

U

K"B

趋化小室趋化板和聚碳酸脂

滤膜$

0

#

4

滤孔&均购自
d"8A9PA9C"

公司$

gW;

&%皮质酮

$

39A@>39.@"A9B"

&和甲酰三肽$

d:O9A4

U

#:4"@F>9B

U

#:#"83

U

#:

-

F"B:

U

#$#$B>B"

#

O5+P

&均购自
W>

N

4$

公司$

gW;

&%小鼠和大鼠单个

核细胞分离液购自天津灏洋生物制品科技有限公司%流式抗体

7R6<:<Y*(

和
7R6<:<Y(0

$

>.9

!

7R6<:R

N

[&C

#

'

&购自
DYP$A4>B:

,,H%
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年
I

月第
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卷第
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基金项目"国家重点基础研究计划项目$

JH*

计划#

&)%&<D0%,%)&

&%创伤烧伤复合伤国家重点实验室课题$
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&*

!

#

!

通讯作者#
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"B

公司$
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&%

73VD#931>B

N

V"$

N

"B@

$

498."

&购自
5>#@"B

U

>D>9:

@"3

公司$

gW;

&%苏木素液及水溶性伊红液均购自北京中杉金桥

生物技术有限公司#其余试剂均为进口或国产分析纯级*
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实验方法与步骤
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不同种属动物骨髓间充质干细胞的分离和培养
!

小鼠

骨髓间充质干细胞分离培养参照文献'

0

(方法#取
(

周龄#雄性

<0H

"

D+I

小鼠#断颈处死后浸泡于
H0X

$

2

"

2

&的乙醇中消毒
%

4>B

*将双下肢皮肤剥离后迅速取出双侧股骨和胫骨#剪开两

侧骨端#用
&4+

注射器吸取干细胞培养基冲取骨髓#吹打混

匀后接种于
H034

& 培养瓶中#加入总量
&)4+

工作培养基#置

入
0X <Z

&

#

*Hh<

培养箱中培养*

(,F

后首次换液#以后每
&

"

*

天换液
%

次*大鼠骨髓间充质干细胞分离培养参照文献

'

I

(方法#大鼠断颈处死后#浸入
H0X

$

2

"

2

&的乙醇溶液*同

法取出双侧股骨和胫骨#浸入含有双抗的
Y:!$B1.

液中#在无

菌条件下洗涤并去除肌肉及附着软组织*吸取
%)4+

工作培

养基于
%)4+

小烧杯中*剪开长骨两端#用注射器带
%,[

针

头将骨髓冲出#使用
04+

滴管吹打骨髓液至肉眼不可见组织

块*将获得的细胞悬液全部接种于
H034

& 培养瓶中#同法培

养*原代接种
&(F

后#将原培养基吸弃并用
&)4+Y:!$B1.

液轻轻洗涤后加入等量新鲜工作培养基*接种后第
I

天细胞

约达到
J)X

融合#进行实验或传代*

@'A'A

!

不同种属动物骨髓间充质干细胞的表型鉴定
!

消化并

计数第
*

代细胞#方法同上*将每
%)

I 个细胞分装在
%

个

%'04+QP

管中#共
,

管*分别向上述每管细胞悬液中加入

PQ:<Y*(

及同型对照单克隆抗体)

PQ:<YJ)

及同型对照单克

隆抗体)

7R6<:<Y(0

及同型对照单克隆抗体)无荧光标记的

<YH*

单克隆抗体及
;P<:R

N

[

%

同型对照单克隆抗体原液
%

个

测试管#并得到细胞悬液体积
%))

#

+

*

(h<

避光条件下反应

*)4>B

*向每管中加入
%4+

含有
*X

胎牛血清的
PDW

#充分

混匀后
*0)]

N

#

(\

离心
04>B

#并重复
%

次*除无荧光标记的

<YH*

单克隆抗体管外#其余管用
&))

#

+*X

胎牛血清的
PDW

重悬#置
(\

保存*无荧光标记的
<YH*

单克隆抗体管重悬后

加入
%

个
6QW6

的
;P<:R

N

[

%

单克隆抗体#并调整细胞悬液

体积至
%))

#

+

*上机检测前分别从各管取出
0)

#

+

#其余

%0)

#

+

加入
H:;;Y

做细胞活性检测*剩余的
0)

#

+

上机检

测*

@'A'B

!

大鼠骨髓间充质干细胞趋化能力检测
!

用
)'%&0X

胰

蛋白酶消化培养的第
*

代大鼠骨髓间充质干细胞#以培养基终

止消化后#计数细胞%

%)))A

"

4>B

离心
04>B

%用一定体积的预

温结合缓冲液$

C>BK>B

N

4"K>84

#

D5

&#将细胞密度调整至
%]

%)

I

"

&]%)

I 个"毫升%采用
5>##>3"##6A$B.S"##

小室#于
&(

孔

板趋化下室加入终浓度为
%))B49#

"

+O5+P

趋化液
I))

#

+

%

放入悬挂式趋化上室#趋化滤膜孔径为
,

#

4

#加入
0]%)

( 个

5W<.

#总体积为
())

#

+

%分别含不同浓度糖皮质激素$

)

)

H0

)

%))

)

%0))B

N

"

4+

&的细胞悬液%将趋化小室置于
0X <Z

&

#

*Hh

<

培养箱孵育
(F

后#孵育结束后#平稳取出上室#弃去液体#

以湿棉棒轻轻拭去上方未穿膜细胞%经过干燥)固定)染色处理

步骤后#显微镜观察计数#趋化结果以趋化指数$

3F"49@$3@>3

>BK"E

#

<R

&表示*

<R

以
%))

倍镜下
(

个视野中穿膜骨髓间充质

干细胞数目的平均值反映'

H

(

*

@'A'C

!

小鼠骨髓间充质干细胞趋化能力检测
!

获取原代培养

HK

的小鼠骨髓间充质干细胞#用
D5

将细胞密度调整至
%]

%)

I 个"毫升#采用
d"8A9PA9C"

趋化小室#向趋化小室下板各

孔加入
&,

#

+%))')B49#

"

+

的
O5+P

#以
D5

为对照%覆盖
0

#

4

孔径的趋化滤膜%趋化小室上板加入
0)

#

+

含不同浓度糖

皮质激素$

)

)

H0

)

%))

)

%0))B

N

"

4+

&的细胞悬液%将趋化小室置

于
0X <Z

&

#

*Hh<

培养箱孵育#

*H\

培养箱孵育
(F

后#孵育

结束后#取出滤膜#经过刮膜)干燥)固定)染色处理步骤后#同

法镜下观察并计算
<R

*

@'B

!

统计学处理
!

采用
WPWW%*')

软件进行统计学处理#计

量资料以
KG>

表示#两组间均数比较用
6

检验*检验水准
(

^

)')0

#以
!

$

)')0

为差异有统计学意义*

A

!

结
!!

果

A'@

!

不同种属骨髓间充质干细胞鉴定
!

在所选
(

个表面标记

中#各分子的阳性表达率为!

<Y*(

%

)'*0X

)

<Y(0

%

)'()X

)

<YH*

&

J0'(X

)

<YJ)

&

JJ')X

*根据国际细胞治疗协会

$

RW<6

&的定义'

,

(

#对骨髓间充质干细胞的表面标记表达率的

要求为!阴性标记
<Y(0

)

<Y*(

的阳性率不高于
&X

%阳性标记

<YH*

)

<YJ)

阳性率不低于
J0X

*因此#本实验分离培养的两

种骨髓间充质干细胞符合该要求*
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$

)')%

#与对照组比较%

)

!

!

$

)')0

#

))

!

!

$

)')%

#与
O5+P

组比较*

图
%
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糖皮质激素对大鼠骨髓间充质干细胞

趋化能力的影响

!!

"

!

!

$

)')0

#

""

!

!

$

)')%

#与对照组比较%

''

!

!

$

)')%

#与
O5+P

=H0B

N

"

4+

糖皮质激素组比较%

! !

!

!

$

)')%

#与
O5+P=%))B

N

"

4+

糖皮质激素组比较*

图
&
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糖皮质激素对小鼠骨髓间充质干细胞

趋化能力的影响

A'A

!

糖皮质激素对大鼠骨髓间充质干细胞趋化能力的影响
!

趋化实验结果发现#低浓度糖皮质激素$

H0

)

%))B

N

"

4+

&可以

显著增加大鼠间充质干细胞向
O5+P

的迁移$

!

$

)')%

&#而高

浓度糖皮质激素$

%0))B

N

"

4+

&也对骨髓间充质干细胞的趋化

J,H%

重庆医学
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功能有明显促进作用$

!

$

)')0

&#见图
%

*

A'B

!

糖皮质激素对小鼠骨髓间充质干细胞趋化能力的影响
!

趋化实验结果发现#低浓度糖皮质激素$

H0

)

%))B

N

"

4+

&可以

显著增加小鼠间充质干细胞向
O5+P

的迁移$

!

$

)')0

&#而高

浓度糖皮质激素$

%0))B

N

"

4+

&则对骨髓间充质干细胞的趋化

功能没有显著影响$

!

(

)')0

&#见图
&

*

B

!

讨
!!

论

骨髓间充质干细胞作为一种具有多向分化能力的成体干

细胞#可分化为包括软骨细胞)骨细胞)骨骼肌细胞)脂肪细胞)

肝细胞)血管内皮细胞)心肌细胞)神经细胞和胶质细胞在内的

*

种胚层细胞#在损伤组织修复中发挥重要作用'

J

(

*既往研究

证实#骨髓间充质干细胞能够在小鼠皮肤创面归巢#改善创面

愈合质量#加速创面愈合过程'

%):%%

(

%反之#骨髓间充质干细胞

动员受损时#小鼠创面愈合延迟*恢复动员骨髓间充质干细胞

后#创面愈合明显改善'

%&

(

*此外#在骨髓间充质干细胞参与损

伤修复过程中#最近研究发现#骨髓间充质干细胞除了其强大

的组织修复能力外#通过免疫调节功能对局部免疫和炎症反应

微环境有重要调节作用#如骨髓间充质干细胞可以抑制
6

)

D

)

df

细胞的增殖和
D

细胞的迁移'

%*

(

%抑制
6F%

细胞分泌促炎

细胞因子#促进
6F&

细胞产生抗炎细胞因子%负向调节抗原递

呈细胞树突状细胞$

K"BKA>@>33"##.

#

Y<.

&的分化和功能'

%(:%0

(

%

当骨髓间充质干细胞暴露于
R7d:

*

可以获得抗原递呈功能等*

此外#骨髓间充质干细胞的免疫调节作用还有赖于分泌一些可

溶性介质#如
P[Q&

#

![7

#

6[7:

$

%

和
R+:%)

*一些临床研究表

明#外周血干细胞的数量与疾病的预后密切相关*因此#基于

骨髓间充质干细胞重要免疫调节功能和免疫豁免特点以及向

损伤组织趋化特性#动员足量骨髓间充质干细胞到损伤组织#

有助于调节局部微环境#促进损伤组织功能修复*

为获得足量的内源性骨髓间充质干细胞#既往研究多采用

药物干预方法#主要使用骨髓动员剂等外源性药物动员骨髓干

细胞'

%I:%,

(

*临床多采用集落刺激因子#如重组人粒细胞集落

刺激因子$

F[:<W7

&*然而#在
F[:<W7

动员骨髓间充质干细

胞和内皮祖细胞等骨髓来源细胞在创面大量聚集并分泌生长

因子的同时#能引起
*)X

的治疗患者骨痛)头痛)四肢乏力#甚

至引发急性肺损伤'

%J:&)

(

*因此#探寻内源性动员机制对于损

伤组织修复具有重要价值*

近年发现#神经内分泌反应对骨髓间充质干细胞动员)增

殖)分化和修复功能有潜在调控作用#如交感肾上腺髓质和其

他内分泌器官源性激素$如去甲肾上腺素)雌激素&可以促进不

同类型骨髓干细胞从骨髓池外流*鉴于神经内分泌反应对于

骨髓间充质干细胞数量的影响以及效应激素在损伤微环境中

的重要作用#调节应激反应动员骨髓干细胞的策略可能具有潜

在临床意义*尽管机体遭受应激)损伤时#外周血液循环中干

细胞数量增多可能难以完全满足严重损伤时创面修复需要#但

科学调理内源性应激激素水平#对于增强骨髓间充质干细胞动

员的促修复效果可能有重要价值*例如#在对严重创$烧&伤)

休克)外科大手术后常见并发症$如脓毒症&治疗中发现#脓毒

性休克患者肾上腺皮质功能不全发生率约为
0)X

#而应用小

剂量糖皮质激素$如氢化可的松#每日剂量不超过
*))4

N

#

0)

"

%))

毫克"次#

*

"

(

次"天#治疗持续
%

周&#使脓毒性休克逆

转率和患者生存率显著提高*然而值得注意的是#大剂量糖皮

质激素治疗严重脓毒症并不能提高患者的生存率#且增加了再

感染机会*这可能与不同浓度糖皮质激素所产生的特定效应

有关*

前期的研究证实#血浆糖皮质激素水平与应激模型有

关'

&%:&&

(

*慢性长时间心理应激后糖皮质激素为
(I

"

,)

B

N

"

4+

*跑步)游泳等疲劳应激后糖皮质激素数分钟内快速升

高#其浓度范围为
%))

"

00)B

N

"

4+

#应激后
%F

的血浆糖皮质

激素维持在
%0)

"

(,)B

N

"

4+

#应激后
*F

#迅速降低至
()B

N

"

4+

*而其他生理应激如妊娠#疼痛等状态下糖皮质激素水平

也显著升高#如小鼠妊娠
%IK

血浆糖皮质激素达到峰值#约

%)HJ

"

%I,HB

N

"

4+

#电击小鼠血浆皮质酮可达
,)'I

"

**)')

B

N

"

4+

*作者在前期实验中发现#强迫跑步应激后
%F

#小鼠血

浆皮质酮与对照相比升高了约
&0

倍#约
H0B

N

"

4+

#在此条件

下观察到外周血骨髓间充质干细胞数量增多*因此#本研究采

用
H0

)

%))

)

%0))B

N

"

4+

终浓度的糖皮质激素模拟急性应激和

部分生理应激条件下糖皮质激素对骨髓骨髓间充质干细胞趋

化作用的影响#对于揭示动物体内骨髓骨髓间充质干细胞动员

反应具有重要意义*虽然高)低浓度的糖皮质激素对大鼠骨髓

间充质干细胞趋化均有促进作用#然而对于小鼠而言#低浓度

的糖皮质激素可显著增加小鼠骨髓间充质干细胞向
O5+P

的

迁移#而高浓度糖皮质激素$

%0))B

N

"

4+

&则对骨髓间充质干

细胞的趋化功能无显著影响*结合临床实际#提示低浓度糖皮

质激素的良好疗效可能与骨髓间充质干细胞向损伤组织的趋

化有关#相关机制尚待深入研究*

目前#在临床应用中#虽然糖皮质激素可引起一系列包括

医源性库欣综合征)骨质疏松)类固醇性糖尿病)高脂血症等不

良反应#但此类反应严重程度与用药剂量)时间呈正相关*探

索不同剂量糖皮质激素的治疗效应#加深对糖皮质激素作用机

制的认识#可以有效避免或减轻这些不良反应#如低钠)高钾)

高蛋白饮食预防药物性糖尿病和高脂血症%补充钙剂和维生素

Y

防治骨质疏松%合并感染时联合应用抗生素预防感染扩散及

加重等*因此#应用包括糖皮质激素在内的神经内分泌激素动

员内源性骨髓间充质干细胞向损伤部位募集可能成为促进损

伤组织修复的重要手段之一*
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