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骨髓间充质干细胞对大鼠佐剂性关节炎防治的实验研究
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　　摘　要：目的　探讨骨髓间充质干细胞（ＭＳＣｓ）对大鼠佐剂性关节炎（ＡＡ）的治疗、干预作用。方法　收集培养扩增ＳＤ大鼠

骨髓 ＭＳＣｓ。ＳＤ大鼠注射弗氏完全佐剂造模之后行 ＭＳＣｓ治疗及干预。造模后定期测量大鼠体质量、踝关节周长和后足爪体

积。治疗后第２１天，行四肢关节Ｘ线片及病理检查。结果　模型大鼠经 ＭＳＣｓ治疗后关节肿胀减轻，Ｘ线片示骨质破坏明显修

复。病理ＨＥ染色见关节滑膜病变减轻。干预组经 ＭＳＣｓ治疗，原发性炎症和继发病变均不明显，关节Ｘ线片和病理检查均未见

明显异常，与模型组大鼠相比，体质量、足爪体积以及踝关节周长差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　ＭＳＣｓ治疗可有效减轻并

逆转弗氏完全佐剂诱导的大鼠ＡＡ的进展。
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　　类风湿性关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一类以关节

滑膜炎及对称性、破坏性的关节病变为主要特征的慢性全身性

自身免疫性疾病［１］。ＲＡ在人群中的发病率约为０．２４％～

１．００％。其发病机制尚不十分明确。传统治疗方法以药物治

疗为主，但仅能使患者的病情得到部分缓解，尚不能有效地逆

转ＲＡ发生的病理生理改变。目前研究发现，骨髓间充质干细

胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）具有较好的免疫调节作用，

能抗炎、抗纤维化及促进血管形成、修复受损组织［２］。分离、培

养以及扩增 ＭＳＣｓ简便、经济，可获取较多量的 ＭＳＣｓ。采用

弗氏完全佐剂建立与人类ＲＡ类似的大鼠佐剂性关节炎（ａｄ

ｊｕｖａｎｔａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＡＡ）模型
［３］，方法成熟、简便。本研究采用

ＭＳＣｓ治疗佐剂性关节炎大鼠模型，修复病损组织，达到治疗、

干预ＡＡ的目的。为临床ＲＡ的防治提供实验理论基础，探索

新的出路。

１　材料与方法

１．１　材料　ＳＤ雄性大鼠（贵阳医学院实验动物中心提供），低

糖ＤＭＥＭ培养基（美国Ｇｉｂｃｏ公司），０．２５％胰蛋白酶及１０％

胎牛血清（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），弗氏完全佐剂（美国Ｓｉｇｍａ公

司），倒置相差显微镜（日本Ｐａｎａｓｏｎｉｃ公司），ＣＯ２ 培养箱（美

国ＴｈｅｒｍｏＦｏｒｍａ公司），流式细胞仪（ＦＡＣＳＡｒｉａⅡ，美国ＢＤ

公司）。

１．２　方法

１．２．１　大鼠 ＭＳＣｓ的体外分离、纯化、增殖培养、鉴定及收

集　取５周龄ＳＤ大鼠，无菌条件下取双侧股骨，联合应用密

度梯度离心和贴壁筛选法分离、培养大鼠骨髓中的 ＭＳＣｓ。传

至第４代，应用流式细胞仪进行细胞膜表面分子ＣＤ２９、ＣＤ３４、

ＣＤ４５及ＣＤ７１的水平检测分析。治疗前胰酶消化，离心，生理

盐水洗涤２遍重悬成细胞悬液备用。

１．２．２　实验分组　取健康、雄性、５周龄、体质量（１００±２０）

克／只ＳＤ大鼠５０只，适应性饲养３ｄ后按照随机数字表法将

大鼠随机分为４组：第１组为模型组（狀＝２０），第２组为正常对

照组（狀＝１０），第３组为 ＭＳＣｓ治疗组（狀＝１０），第４组为 ＭＳＣｓ

干预组（狀＝１０）。

１．２．３　ＡＡ大鼠模型的制备　模型组取弗氏完全佐剂
［３］，充
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分振荡、混匀，７５％乙醇消毒大鼠右后足，无菌皮试针于右后足

跖皮内一次性注射每只０．１ｍＬ。正常对照组大鼠代以注射等

量的生理盐水。观察４组大鼠的呼吸、精神状态、活动、进食、

饮水、体质量等情况。在造模第１、７、１４、２１ｄ分别称量大鼠体

质量，软尺测量双踝关节周长，排水法测量足爪体积。排水法

测足爪体积，即在大鼠足部踝骨关节突出部位划一条线作为标

记，用一特制量筒，灌满水后，将大鼠足爪插入，使踝关节骨上

的标记处于水平面，另用一个烧杯接从量筒侧口排出的水，测

量排出水的量（ｍＬ）即为所测大鼠足爪的体积。造模第２１天

从模型组随机分出１０只大鼠，１０％水合氯醛腹腔注射麻醉后，

四肢关节做Ｘ线片摄片（采用牙片Ｘ光机，电压６５ｋＶ，电流７

ｍＡ，曝光时间０．１０ｍｓ）及常规 ＨＥ染色病理切片，进行动物

模型的鉴定［４］。

１．２．４　ＭＳＣｓ的治疗和干预　将上述４组大鼠做如下处理：

ＭＳＣｓ治疗组于造模第２１天舌下静脉缓慢一次性注射５×

１０６／ｍＬ的 ＭＳＣｓ细胞悬液１ｍＬ。ＭＳＣｓ干预组于造模第１

天 ＭＳＣｓ治疗，方法同 ＭＳＣｓ治疗组。模型组和正常对照组不

做任何处理。

１．２．５　ＭＳＣｓ治疗、干预后相关指标的检测　从注射 ＭＳＣｓ

细胞悬液起，分别于第１、７、１４、２１、２８天测量大鼠体质量、双侧

踝关节周长和后足爪体积（方法同前）。并观察大鼠活动、食

欲、毛色等情况。各组大鼠在治疗后第２８天，麻醉后行四肢关

节Ｘ线片检查（方法同前）。之后颈椎脱臼处死，取四肢关节

做病理检查。

１．２．６　治疗相关不良反应的观察　全程观察各治疗及干预组

大鼠有无过敏反应及不良反应发生。

１．３　统计学处理　全部数据采用ＳＰＳＳ１３．０软件处理。所得

结果计量资料用狓±狊表示，采用单因素方差分析，在总体水平

有差异的情况下，各组和模型组比较采用ＬＳＤ法，组间比较采

用ＳＮＫ法，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　大鼠 ＭＳＣｓ的分离、培养、鉴定及收集　倒置相差显微镜

观察可见原代培养的细胞在培养２４ｈ后贴壁，１周后集落迅速

增多，扩大并融合，铺满培养瓶底面，予以传代培养。传至第４

代，细胞呈梭形，漩涡状生长（图１）。行流式细胞仪检测结果

显示大鼠 ＭＳＣｓ：ＣＤ７１＋、ＣＤ２９＋，而ＣＤ３４－、ＣＤ４５－，符合

ＭＳＣｓ的生物学特征
［５］。

２．２　造模、治疗及干预后大鼠生存状况及体质量、足爪变化情

况　在造模期间动物无死亡，造模后动物较第２组活动明显减

少，毛发直立，晦暗无光泽，食欲下降，关节肿胀进行性加重。

体质量均有不同程度的增长，但第１组大鼠体质量的增长明显

小于第２组。右足致炎后３ｄ肿胀达一个高峰，持续４～５ｄ后

逐渐减轻，１周后再度肿胀，继发病变出现于致炎后的２周左

右，表现为同侧和对侧及前足肿胀，且进行性加重。在第３组

一次性注射 ＭＳＣｓ后，大鼠毛发渐光泽，食欲好转，四肢关节肿

胀程度逐渐缓解，趋于正常对照组。第４组，造模后３ｄ内局

部（原发侧）略微红肿，继而于１周左右红肿消退，之后患侧、对

侧及前肢在干预后的２１ｄ内均未见明显红肿、强直及活动受

限。第３、４组体质量与第２组体质量增长相当，相对第１组体

质量有明显增加，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。而第１组与

第２照组体质量增长明显偏离，体质量增长缓慢。第３组足踝

关节周长与足爪体积增长曲线趋于第２组，与第１组比较，差

异有统计学意义（犘＜０．０５）。第４组踝关节周长与足爪体积

增长曲线与第２组基本吻合，与第１组比较，差异有统计学意

义（犘＜０．０５），见表１～５。

图１　　第４代骨髓间充质干细胞（１００×）

２．３　影像学变化　与第２组相比（图２Ａ），第１组可见周围软

组织影增厚，骨性关节面模糊不清，有锯齿状改变，关节边缘骨

质破坏（图２Ｂ）。第３组大鼠后肢双侧足趾关节较模型组周围

软组织影增厚减轻，骨性关节面光滑，关节边缘骨质破坏明显

修复（图２Ｃ）。第４组的周围软组织影未见明显增厚，骨性关

节面光滑，关节边缘骨质未见明显破坏，与第２组无明显差异。

　　Ａ：第２组；Ｂ：第１组；Ｃ：第３组。

图２　　大鼠关节影像学表现

表１　　各组大鼠的体质量变化情况（ｇ，狓±狊）

组别 狀 致炎前
致炎后

１周 ２周 ３周 ４周 ５周 ６周 ７周

１ ２０ １０７．６０±９．２４ １１８．８０±１１．３２ １３１．２０±２１．４８ １５１．２０±１９．８７ １７５．４０±２８．４７ ２０５．８０±２６．８６ ２２１．４０±１８．１５ ２４７．００±３．９４

２ １０ １０２．６０±９．１０ １２１．００±９．９０ １４７．４０±７．４０ １７５．２０±６．４６ ２０８．６０±７．８０ ２５０．４０±１０．２９ ２７８．４０±８．４４ ３０５．８０±９．９６

３ １０ １０１．６０±９．１０ １２２．００±１２．７３ １４４．８０±１３．５９ １６７．８０±１３．２２ １９３．００±１５．８９ ２３４．２０±２２．２０ ２６８．６０±２２．２３ ３００．２０±１８．２４

４ １０ １００．６０±９．１８ １２０．２０±８．８７ １４４．８０±１３．９２ １７０．４０±１３．２２ １９８．８０±２２．２４ － － －

犉 ０．１２ ０．７８ ０．２２ １．９５ ４．９１ １２．７０ １５．５９ ４１．８８

　　：犘＜０．０５，与第１组比较；－：表示无数据。
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表２　　大鼠右踝关节周长变化（ｃｍ，狓±狊）

组别 狀 致炎前
致炎后

１周 ２周 ３周 ４周 ５周 ６周 ７周

１ ２０ １．９６±０．０５ ２．２２±０．０８ ２．３６±０．０９ ２．４２±０．０８ ２．５４±０．０９ ２．６０±０．０７ ２．６６±０．１１ ２．６８±０．０８

２ １０ １．９８±０．０８ １．９８±０．０８ ２．０６±０．１１ ２．０８±０．０８ ２．１４±０．１１ ２．１６±０．１１ ２．２２±０．０８ ２．２２±０．０８

３ １０ １．９６±０．０５ ２．２２±０．０８ ２．４０±０．１２ ２．５８±０．１３ ２．６４±０．０５ ２．６４±０．０５ ２．５０±０．０７ ２．３０±０．０７

４ １０ １．９６±０．０５ ２．００±０．０７ ２．００±０．０７ ２．０８±０．０４ ２．１０±０．０７ － － －

犉 ０．１１ １２．２４ ９．０４ ２１．６８ ２４．８５ ３６．００ ３２．２５ ３１．２４

　　：犘＜０．０５，与第１组比较；－：表示无数据。

表３　　大鼠左踝关节周长变化（ｃｍ，狓±狊）

组别 狀 致炎前
致炎后

１周 ２周 ３周 ４周 ５周 ６周 ７周

１ ２０ １．９６±０．０５ １．９６±０．０５ ２．０４±０．１１ ２．１０±０．１０ ２．１８±０．１１ ２．３０±０．１２ ２．３８±０．０８ ２．４６±０．０５

２ １０ １．９８±０．０８ １．９８±０．０８ ２．０６±０．１１ ２．０８±０．０８ ２．１４±０．１１ ２．１６±０．１１ ２．２２±０．０８ ２．２２±０．０８

３ １０ １．９６±０．０５ １．９６±０．０５ ２．０８±０．０８ ２．２４±０．１１ ２．３０±０．０７ ２．３４±０．０５ ２．３０±０．００ ２．２４±０．０５

４ １０ １．９６±０．０５ ２．００±０．０７ ２．００±０．０７ ２．０６±０．０５ ２．１０±０．０７ － － －

犉 ０．１１ ０．９０ ２．１４ ３．２８ ２．７９ ３．８６ ９．１４ ２２．１３

　　：犘＜０．０５，与第１组比较；－：表示无数据。

表４　　大鼠右足体积变化（ｍＬ，狓±狊）

组别 狀 致炎前
致炎后

１周 ２周 ３周 ４周 ５周 ６周 ７周

１ ２０ ０．８４±０．０５ １．００±０．１４ １．１８±０．０８ １．３６±０．０５ １．５８±０．１３ １．８６±０．０９ ２．０８±０．１３ ２．２４±０．１１

２ １０ ０．８４±０．０５ ０．９０±０．０７ ０．９６±０．０５ １．００±０．０７ １．０２±０．０４ １．０８±０．０４ １．１２±０．０４ １．１６±０．０５

３ １０ ０．９０±０．０７ １．１６±０．１１ １．４０±０．０７ １．６６±０．１１ １．６２±０．１３ １．４２±０．０８ １．２８±０．０４ １．２０±０．０７

４ １０ ０．８８±０．１０ ０．９０±０．０８ ０．９３±０．１０ ０．９８±０．１０ １．０５±０．０６ － － －

犉 ０．６６ １２．２０ ２５．４２ ２７．１７ ２５．６７ ２６．８３ ３８．５９ １００．１３

　　：犘＜０．０５，与第１组比较；－：表示无数据。

表５　　大鼠左足体积变化（ｍＬ，狓±狊）

组别 狀 致炎前
致炎后

１周 ２周 ３周 ４周 ５周 ６周 ７周

１ ２０ ０．８４±０．０５ ０．９６±０．１１ １．０２±０．０８ １．１４±０．０９ １．２２±０．１３ １．４２±０．１６ １．６４±０．２２ １．８６±０．１５

２ １０ ０．８４±０．０５ ０．９０±０．０７ ０．９６±０．０５ １．００±０．０７ １．０２±０．０４ １．０８±０．０４ １．１２±０．０４ １．１６±０．０５

３ １０ ０．９０±０．０７ ０．９６±０．０９ １．０６±０．０９ １．２０±０．０７ １．３２±０．０８ １．２６±０．０９ １．２４±０．０９ １．１８±０．０４

４ １０ ０．８６±０．０９ ０．９０±０．０７ ０．９２±０．０８ ０．９８±０．０８ １．００±０．０７ － － －

犉 ０．６６ ０．７９ ２．５７ ６．６４ ２４．６１ ４１．７０ ５６．１０ ５１．７４

　　：犘＜０．０５，与第１组比较；－：表示无数据。

　　Ａ：第２组；Ｂ：第１组；Ｃ：第３组。

图３　　关节病理切片 ＨＥ染色（４０×）
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２．４　关节组织病理学检查结果　常规 ＨＥ染色病理切片示：

第２组大鼠关节滑膜组织正常，未见增生及炎性细胞浸润；关

节面光滑，骨质无破坏，关节间隙正常（图３Ａ）。第１组大鼠在

右后足（即注射足）中观察到关节周围有大量的淋巴细胞浸润；

左后足（即对侧足）和前足病变关节中出现滑膜增生，可达６～

８层，有淋巴细胞浸润，有些软骨帽消失，严重的甚至炎性细胞

已侵蚀到软骨中，关节腔完全消失，纤维化（图３Ｂ）。第３组的

后肢足趾关节与模型组相比，关节面较光滑，关节边缘骨质破

坏减轻，关节间隙出现（图３Ｃ）。第４组关节结构清楚，滑膜组

织基本正常，未见明显增生及炎性细胞浸润；关节面较光滑，关

节边缘骨质未见明显破坏，关节间隙正常。

２．５　治疗后相关不良反应的观察　本实验全程观察到第３、４

组大鼠治疗过程中无呼吸急促，皮肤无皮疹，大便干燥、颗粒

状，大鼠活动自如，食欲佳。不良反应表现不明显，肝脏、肾脏、

脾脏、胸腺及睾丸等各大脏器未见肿瘤发生。

３　讨　　论

该研究选用增殖旺盛且纯化的第４代的 ＭＳＣｓ对大鼠

ＡＡ进行治疗和干预，实验初步证实 ＭＳＣｓ对ＡＡ大鼠动物模

型具有治疗和干预作用，ＭＳＣｓ能有效改善ＡＡ大鼠的生存状

况和相关症状，并干预大鼠ＡＡ的发生。

ＲＡ是一种致残率很高的疾病，其发生与免疫功能紊乱有

关。传统的药物治疗多数仅能缓解症状，而难以治愈。Ｃｈｉｅｓａ

等［２］和Ｃｕｔｌｅｒ等
［６］报道：ＭＳＣｓ在体外的混合淋巴细胞反应体

系中不诱发同种异体外周血单个核细胞的增殖，使Ｔ细胞的

增殖几乎被完全抑制，提示 ＭＳＣｓ具有较为独特的免疫原性和

免疫调节性。研究发现，自体或异体的 ＭＳＣｓ加入到有丝分裂

原刺激的外周血淋巴细胞培养体系中，均能明显抑制Ｔ淋巴

细胞的增殖活化［７］。此外，有学者发现即使 ＭＳＣｓ分化成其他

类型的细胞，也继续保留它的免疫调节作用［８］，并能避免移植

物抗宿主病的发生［９］。基础研究证实 ＭＳＣｓ在体内外可以分

化为成骨、软骨、脂肪、腱、肌肉等细胞［１０１１］，可能参与受损组

织的再生修复；ＭＳＣｓ具有趋化作用，可以阻止炎性介质的释

放，减轻炎症反应，减轻组织损伤，有利于阻止病情进展；ＭＳＣｓ

还能分泌多种细胞因子，具有营养作用，能促进干细胞的增殖

和分化［１２］。关节病变可以促进 ＭＳＣｓ向病变滑膜聚集，从而

修复损伤的关节组织［１３］。

ＭＳＣｓ对免疫系统的调节起重要的作用，有望从根本上调

整患者病态免疫系统［１４１５］；且 ＭＳＣｓ作为成体干细胞，较胚胎

干细胞而言形成肿瘤的倾向极低，在目前发表的资料中未见报

道，并且不存在伦理学上的争议。实验结果初步表明 ＭＳＣｓ治

疗ＲＡ是有效、安全可行的。ＭＳＣｓ或将为自身免疫性疾病乃

至其他疾病的治疗提供新的思路。
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