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骨髓间充质干细胞对多器官功能不全综合征的模型疗效观察

谢余澄，傅　仅，杨亚丽，唐　静

（云南省第二人民医院病理科，昆明６５００２１）

　　摘　要：目的　观察骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）移植治疗多器官功能不全综合征（ＭＯＤＳ）模型兔的临床及心、肺、肝、肾等器

官的病理改变。方法　将３５只兔子随机分为３组：正常对照组５只，模型组１５只，模型移植治疗组１５只。ＢＭＳＣｓ体外培养、扩

增、鉴定后，通过股动脉移植到患有 ＭＯＤＳ模型兔左心室。第２８天处死各组兔后取器官进行病理切片。结果　ＢＭＳＣｓ培养能

够贴壁成长，具有分化能力。模型组兔精神萎靡，反应迟钝，结膜苍白，口唇发绀，部分动物出现呼吸急促，双肺湿罗音，心、肺、肝、

肾等器官出现淤血、水肿、变性坏死，炎细胞浸润等改变；模型移植治疗组临床症状明显减轻，病理改变明显减轻接近对照组。结论

　ＢＭＳＣｓ具有良好的生物学活性，移植后通过整合能替代凋亡坏死细胞并对 ＭＯＤＳ起到治疗作用，对 ＭＯＤＳ组织修复有一定疗效。
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　　骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭ

ＳＣｓ）是骨髓来源的一类具有多向分化潜能的成体干细胞，可

分化为骨、软骨、心肌、脂肪和肝、胆管上皮等细胞。本文旨在

探索ＢＭＳＣｓ移植治疗多器官功能不全综合征（ｍｕｌｔｉｐｌｅｏｒｇａｎ

ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＭＯＤＳ）组织修复病理改变。

１　材料与方法

１．１　材料　３５只健康新西兰大耳白兔，３个月龄，雌雄不限，

体质量２．５～３．０ｋｇ，由中国人民解放军成都军区昆明总医院

实验动物中心提供；实验动物质量合格证号ＳＹＸＫ（滇）２００５

０００８；实验动物使用许可证号ＳＹＸＫ（军）２００７０４１。实验前适

应性饲养１周。实验过程中对动物的处置符合２００６年科技部

《关于善待实验动物的指导性意见》的规定。将其随机分为３

组：（１）正常组５只，不做任何处理；（２）模型组１５只，手术创伤

导致失血性休克合并内毒素感染性休克导致多器官功能不全

综合征。方法如下：大耳白兔称体质量，３％戊巴比妥钠按１

ｍＬ／ｋｇ耳缘静脉注射麻醉。麻醉后，将兔仰卧位固定于加温

手术台上，腹股沟备皮，消毒，逐层分离，充分暴露股动脉和股

静脉，游离３～４ｃｍ股动脉。用血管夹夹闭一段动脉，在动脉

上剪一小斜口，行股动脉插管，并固定导管，连接机能实验转换

器，通过Ｒｍ６２４０ＢＤ多道生理信号采集处理系统监测血压、呼

吸流量指标变化。初步估算血容量，一般为体质量的５％～

６％，术后１０ｍｉｎ，以放血量为血容量的３５％～４０％复制失血

性休克模型。股静脉插管，将６０％所失血液及２倍失血量的

平衡液自股静脉１ｈ内回输复苏，造成复苏再灌注损伤
［１］，为

导致 ＭＯＤＳ且不致死亡提供治疗。术毕，把股动、静脉断端分

别结扎，拔出插管。逐层缝合后放入兔笼每天进行早晚２次观

察。根据二次打击学说［２］，术后２４ｈ腹腔内注射内毒素１０

μｇ／ｋｇ
［３］模拟人类脓毒血症时内毒素释放入血的特点，导致

ＭＯＤＳ。经历创伤和感染的２次打击，使动物能对创伤和感染

因素表现出器官功能由代偿到失代偿的反应过程。（３）模型移

植治疗组１５只，手术创伤失血性休克合并内毒素感染性休克

导致 ＭＯＤＳ，进行骨髓干细胞回输治疗。术前一晚，兔禁食不

禁水过夜。实验用材料、试剂等均无菌、无热源。

１．２　临床表现观察　通过放血和回输的方法使血压维持４０

ｍｍＨｇ１ｈ，体温下降２～３℃，大小便失禁，血循环发生严重

不足，皮肤紫绀。各组观察呼吸、心率、血压、精神状态、肛温、

血常规、在第１、７、１４、２１、２８天对３组抽血化验谷丙转氨酶

（ＡＬＴ）、尿素氮（ＢＵＮ）、肌酐（Ｓｃｒ）、肌酸激酶同工酶（ＣＫ

ＭＢ）、二氧化碳分压（ＰａＣＯ２）、氧分压（ＰａＯ２）等。

１．３　ＢＭＳＣｓ的分离及培养　另取健康兔５只，在兔髂后上棘

进行骨髓穿刺，抽取５ｍＬ骨髓，轻摇使之充分混匀，经洗涤、

离心，制备细胞悬液，采用密度梯度离心法联合贴壁培养分离
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纯化的方法，选出较高纯度贴壁生长的细胞，转入３７℃、５％

ＣＯ２、饱和湿度的培养箱中培养，经３～４次传代后，形成较典

型的骨髓间充质干细胞。在模型成功制作２４ｈ后，将体外分

离、扩增、标记的ＢＭＳＣｓ按照３×１０６ｃｅｌｌｓ／ｋｇ通过股动脉沿升

主动脉至左心室进行回输。

１．４　病理检查准备　第２８天利用空气栓塞处死正常组、模型

组和模型移植治疗组兔取心、肺、肾、肝、脾等器官，进行病理检

查及切片。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计分析软件处理，比较

用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　临床表现　正常组兔精神好，活动如常，毛发有光泽，饮

食、饮水及大便无异常，观察期间无死亡。模型组兔症状、体征

变化明显，出现精神萎靡，反应迟钝，结膜苍白，口唇发绀，２ｄ

后部分动物出现呼吸急促，呼吸频率大于１２０次／分，双肺伴有

湿罗音，部分伴有颤抖，进食、进水明显减少，１０ｄ左右毛发失

去光泽，部分出现脱落。肛温明显升高或下降（小于３６℃），体

质量下降，白细胞最初表现为明显的下降，后表现为持续的上

升，表现为全身炎症反应的过程。观察期间超过５０％（８只）死

亡。模型移植治疗组经过干细胞移植回输治疗１５ｄ后，兔呼

吸状况得到改善，症状出现好转，双肺罗音消失，４周后大部分

动物基本恢复正常。手术后，各项生化指标（ＰａＯ２、ＢＵＮ、

ＡＬＴ、ＣＫＭＢ）升高；打内毒素后，升高更加明显；移植治疗组

第１、７天与模型组比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）；第１４、

２１、２８天各项生化指标明显下降，与模型组比较差异有统计学

意义（犘＜０．０５）。

２．２　病理检查

２．２．１　正常组兔心、肝、脾、肾结构清晰未见异常，部分肺稍显

充血。

２．２．２　模型组兔大体检查及镜下改变　心脏：大体检查，体积

增大，部分心室稍肥厚。镜下见心肌细胞水肿变性。间质充血

水肿，炎性细胞浸润。以心内膜下充血水肿为明显，部分可见

心内膜分离。观察期间死亡兔：心肌肌浆溶解或呈颗粒状凝聚

致染色分布不均，呈强嗜伊红染色，部分横纹模糊不清或消失，

心肌出现大小不等的空泡，心肌凝固性坏死或液化性坏死。间

质水肿，大量炎性细胞浸润。肺脏：双肺大体检查，饱满肿胀，

多有点片状出血，有的呈灰红色实变。镜下：肺泡水肿，淤血，

肺泡腔大量红细胞、白细胞及细胞碎片，并见有肺实变。肺间

质水肿，炎性细胞浸润，部分以中性粒细胞聚积为主，局部组织

细胞增生，可见核分裂。毛细血管内皮细胞肿胀，红细胞淤积，

形成微血栓。观察期间死亡兔部分肺显著水肿、部分实变明

显。肝脏：大体检查，肝肿胀、包膜紧张，肝实质呈暗红，淤血明

显，部分可见黄白色坏死灶，偶有点状出血。镜下：肝细胞排列

紊乱，大部分细胞变性浊肿甚至空泡样改变，可见嗜酸性变化

和毛玻璃样变性，核固缩，有细胞凋亡，部分脂肪变性，部分可

见肝细胞萎缩、点状或小片状坏死，周围炎性细胞浸润。肝窦

淤血扩张，门管区明显炎性细胞浸润，枯否细胞明显增生。肾

脏：大体检查，肾体积增大，肿胀，呈片状淤血性改变。镜下：肾

小球显著淤血或缺血，部分肾小球萎缩、消失，肾小管上皮细胞

浊肿，毛玻璃样变性，部分可见上皮细胞坏死脱落，肾小管管腔

变小。肾间质充血水肿，大量炎性细胞浸润。部分间质弥漫性

出血，大量红细胞堆积，部分肾小管坏死钙盐沉积。脾脏：大体

检查呈暗红色，镜下检查脾窦扩张淤血。

２．２．３　模型移植治疗组兔大体检查及镜下改变　心、肺、肝、

肾、脾大体检查无明显变化。镜下见心肌细胞少数水肿变性；

肺部分充血，部分伴少量淋巴细胞为主的炎性细胞浸润。肝轻

度淤血，肝细胞稍浊肿、少数空泡样改变，可见单个肝细胞坏

死。肾部分肾小球轻度充血、近曲小管轻度水肿；脾轻度淤血。

３组兔重要器官显微镜下病理改变比较，见彩插Ⅰ、Ⅱ图１～４。

３　讨　　论

ＭＯＤＳ是指在严重感染、创伤、大手术及心肺复苏后等状

态下，机体同时或相继发生２个或２个以上器官系统功能衰竭

的临床综合征。ＭＯＤＳ一直是当今创伤外科和危重病医学领

域中研究的热点课题。Ｆｒｉｅｄｅｎｓｔｅｉｎ等在骨髓单核细胞体外培

养过程中观察到一种牢固贴壁的梭状细胞群，并建立了贴壁培

养法。Ｐｉｅｒｓｍａ等将这类骨髓中含有的具备自我更新能力和

多向分化潜能的干细胞命名为ＢＭＳＣｓ。目前，对于ＢＭＳＣｓ的

分离纯化方法主要有密度梯度离心法、贴壁培养／筛选法、流式

细胞仪分离法（ＦＡＣＳ）和免疫磁珠分离法（ＭＡＣＳ）。ＢＭＳＣｓ

在特定条件诱导下，体外培养ＢＭＳＣｓ可向成骨细胞、成软骨

细胞、骨骼肌细胞、平滑肌细胞、心肌细胞和脂肪细胞、神经元

样细胞、神经胶质细胞等分化［４８］。有研究发现，ＢＭＳＣｓ可在

一定条件诱导下能跨胚层横向分化为肝、胰岛、肾小管等细

胞［９１１］。

本研究通过二次打击成功造模，ＭＯＤＳ模型兔消化、呼

吸、神经系统临床症状明显，并有超过５０％死亡。心、肺、肝、

肾等重要脏器显著淤血、肿胀、变性坏死，肝细胞和肾小管空泡

变性，部分肾小管坏死后钙盐沉积；肺实变，炎性细胞浸润，通

气功能障碍。体外分离培养筛选纯化骨髓干细胞，并成功把

ＢＭＳＣｓ移植进入模型组兔，经ＢＭＳＣｓ移植治疗的 ＭＯＤＳ模

型组兔的临床症状、生化指标及病理改变明显减轻，１４ｄ后

ＰａＣＯ２、ＢＵＮ、ＡＬＴ、ＣＫＭＢ等项生化指标逐渐恢复正常。治

疗组兔逐渐好转，消化功能正常，呼吸平稳，大小便正常并全部

存活。

关于ＢＭＳＣｓ用于 ＭＯＤＳ治疗未见报道，但有通过细胞分

化、细胞融合和自分泌或旁分泌等机制治疗血管病变、冠心病、

脑梗死、肝损伤、肾病、肺损伤等的研究报道［１２］。多项研究证

实，ＢＭＳＣｓ具有向缺血或损伤组织归巢的特性，植入模型兔进

到缺血组织后与宿主受损组织相互作用，能够自分泌或旁分泌

一系列因子，参与移植治疗后的免疫调节［１３］。可使抗炎细胞

因子ＩＬ１０、ＦＧＦ２、ＴＮＦα和Ｂｃｌ２蛋白明显上调，提示，ＢＭ

ＳＣｓ诱导的早期肝脏和肾脏保护可能主要是通过旁分泌的抗

炎功能实现的［１４］。通过抗凋亡，诱导血管生成而改善梗死心

肌的功能［１５］，抗炎和促进增殖及存活等效应明显改善缺血后

心脏、肝脏及肾脏等器官功能，促进组织修复，表明对 ＭＯＤＳ

的治疗可能。本研究结果提示，ＢＭＳＣｓ移植治疗的 ＭＯＤＳ模

型组兔是成功的，但仍需再增加病例数及观察项目，更加细致

地观察治疗过程中的改变。
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ＴＬＲ４缺陷小鼠的皮质神经元在体外糖剥夺培养中有更高的

生存率［８］，结果表明神经元自身分布的ＴＬＲ４对其存活有重要

影响。

生理状态下，ＡＳＴ在提供ＣＮＳ代谢和营养支持、维持正

常神经元功能、参与血脑屏障、调节突触活性等方面发挥重要

作用［１０１２］。脑缺血后，兴奋性谷氨酸释放、胞外离子失衡、即

早基因（ｃｆｏｓ、ｃｊｕｎ等）的表达上调等因素引起ＡＳＴ的广泛激

活并表达其标志蛋白 ＧＦＡＰ，活化的 ＡＳＴ向神经元传递乳酸

盐、丙酮酸盐、糖原等能量物质，并积极清除细胞外兴奋性氨基

酸，从而发挥微调节神经元微环境作用。此外，ＡＳＴ还可通过

合成 ＮＧＦ、减少自由基形成、抑制白细胞和血小板的黏附聚

集、抑制细胞凋亡、减少钙超载等效应，以及参与神经元突触的

生成等环节发挥神经保护和促神经修复的作用［１３］。本研究结

果显示，无论ＣＩＰ组还是 ＭＣＡＯ组，随着再灌注时间延长，脑

梗死灶周围 ＧＦＡＰ的表达均有增加趋势，与 ＭＣＡＯ组比较，

同时间段ＣＩＰ组ＧＦＡＰ阳性细胞数目明显较多，鉴于 ＡＳＴ在

神经元保护中的重要作用，有理由相信这种早期ＣＩＰ引发的

ＡＳＴ活化参与了 ＢＩＴ 的发生过程。同时，本实验也提示

ＧＦＡＰ表达上调的激发与维持并不完全依赖ＴＬＲ４信号通路

的活化，该过程是否有其他ＴＬＲｓ（如ＴＬＲ２、ＴＬＲ９）参与、ＡＳＴ

的ＧＦＡＰ表达增强与其神经保护功能的具体机制等问题尚需

进一步研究。
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ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｍｉｏ

ｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２００８，３６５（３）：５４８５５０．

［７］ＰａｎｓｋｙＡ，ＲｏｉｔｚｈｅｉｍＢ，ＴｏｂｉａｓｃｈＥ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｐｏｔｅｎｔｉａｌ

ｏｆａｄｕｌｔｈｕｍａｎｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＬａｂ，２００７，

５３（１）：８１８４．

［８］ ＢｅｎａｙａｈｕＤ，ＡｋａｖｉａｕＤ，ＳｈｕｒＩ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｂｏｎｅ

ｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＭｅｄ

Ｃｈｅｍ，２００７，１４（２）：１７３１７９．

［９］ ＬａｎｇｅＣ，ＢａｓｓｌｅｒＰ，ＬｉｏｚｎｏｖＭＶ，ｅｔａｌ．Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｉｃｇｅｎｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｒａｔｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ［Ｊ］．

ＴｒａｎｓｐｌａｎｔＰｒｏｃ，２００５，３７（１）：２７６２７９．

［１０］ＷａｎｇＰＰ，ＷａｎｇＪＨ，ＹａｎＺＰ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｏ

ｃｙｔｅｌｉｋｅｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｉｎｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ

ＨＧＦｉｎｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２００４，

３２０（３）：７１２７１６．

［１１］ＪｏｈｎＭＬ，ＷａｎｇＰＰ，ＣａｒｏｌＫＬ，ｅｔａｌ．Ｈｅｐａｔｉｃｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆ

ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ：ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｉｎｖｉｔｒｏｃｏ

ｃｕｌｔｕｒｅａｎｄｉｎｔｒａｐｏｒｔａｌｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｍｏｄｅｌｓ［Ｊ］．ＪＩｍ

ｍｕｎｏｌＭｅｔｈｏｄｓ，２００５，３０５（１）：３９４７．

［１２］冯刚，罗利琼，陈焕朝．骨髓间充质干细胞在肝脏疾病中

的研究［Ｊ］．重庆医学，２０１０，３９（２０）：２８１４２８１６．

［１３］杨媛媛，周诺．骨髓间充质干细胞作为组织工程种子细胞

的研究进展［Ｊ］．广西医学，２０１０，３２（５）：５８６５８９．

［１４］ＤｉＣａｍｐｌｉＣ，ＺｏｃｃｏＭＡ，ＳａｕｌｎｉｅｒＮ，ｅｔａｌ．Ｓａｆｅｔｙａｎｄｅｆｆｉ

ｃａｃｙｐｒｏｆｉｌｅｏｆＧＣＳＦｔｈｅｒａｐｙｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈａｃｃｕｔｅｏｎ

ｃｈｒｏｎｉｃｌｉｖｅｒｆａｉｌｕｅｒ［Ｊ］．ＤｉｇＬｉｖｅｒＤｉｓ，２００７，３９（１２）：

１０７１１０７６．

［１５］冯吉，陈东风．骨髓间充质干细胞的旁分泌作用［Ｊ］．重庆

医学，２０１１，４０（１３）：１３３２１３３３．

（收稿日期：２０１２０３０９　修回日期：２０１２０４２２）

８７０３ 重庆医学２０１２年１０月第４１卷第２９期




