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骨髓间充质干细胞移植对矽肺大鼠肺纤维化的作用"
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目的
!

探讨骨髓间充质干细胞"

3456+

#移植对矽肺大鼠肺组织纤维化的影响$方法
!

将
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只
57

雌性大鼠分为
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组$
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%

3

和
6

组采用暴露式气管内一次性缓慢注入二氧化硅"

5#9

1

#混悬液建立矽肺大鼠模型!

7

组则注入生理盐水$

3

%

6

组分别于造模后
):

或第
01

天经尾静脉注射
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$第
$0

天!
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%

3

和
7

组分别处死大鼠各
)

只!第
2)

天各组分别处死
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只$
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染色观察肺组织形态学变化!
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检测肺组织羟脯氨酸"

;
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#水平$结果
!

8

组在造模后第
$0

天!肺组织病理改变

以急性炎症反应为主!第
2)

天以纤维化为主&

3

%

6

组病理改变均较同时期
8

组轻&

7

组未见明显异常$肺组织中
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水平!
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组均较
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组明显升高"
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组比较!在
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治疗后第
$0

天均明显减低"

!A%&%%%

%

%&%'2

#!

3

组在治疗

后第
2)

天仍明显减低"

!A%&%$)

#$结论
!

不论在以肺泡炎为主还是在以纤维化为主的病理阶段予
3456+

移植!均可以延缓矽

肺大鼠肺纤维化的病理进程$
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尘肺病一种特殊类型的肺纤维化疾病#也是我国最严重的

职业病#尚无有效的治疗逆转或阻止其自然进程#严重影响劳

动者的生活质量)近年来#多个动物实验发现#间充质干细胞

$

456+

%能够参与肺组织的再生修复#抑制炎症反应和免疫调

节等功能#有效减轻肺泡炎及随后的肺纤维化&

$.'

'

)但这些实

验大都是在模型早期$肺泡炎为主的阶段%给予
456+

干预#不

能反映在纤维化为主阶段的治疗效果)有报道在放射性肺损

伤后
0:

予
456+

移植#可以减轻肺损伤#

1

个月后移植则促进

肺纤维化的形成&

0

'

)而尘肺病患者确诊时已处于纤维化为主

的阶段)基于此#本实验在大鼠染矽尘后早期和晚期分别进行

骨髓间充质干细胞$

N",FOF+F,M:

?
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#

3456+

%治

疗#探讨不同时期
3456+

移植对矽肺大鼠肺纤维化的影响#

为尘肺病治疗提供新的思路)

=

!

材料与方法
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!

材料
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实验动物及分组
!

检疫合格的
$%

!

$1

周龄
5TP

级
57

雌性大鼠
01

只#体质量
1%'&(

!

11/&-

D

#购自广东省医学实验

动物中心#动物生产和使用许可证号码分别为
56UV

$粤%

1%$'.%%%1

和
5WUV

$粤%

1%$'.%%%1

)饲养在广东省医学实验

动物中心
5TP

级动物房#自由进食饮水)分成
8

*

3

*

6

*

7

组#

各组体质量无明显差异#具体分组情况见表
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主要试剂及仪器
!

标准石英粉尘#含二氧化硅$
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大于
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#由中国疾病预防控制中心劳动卫生职业病研究所提

供)
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大鼠第
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代
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由广州昭美生物科技有限公司提

供)羟脯氨酸
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试剂盒由上海科源生物科技有限公司提

供)超净工作台
364.$%%%8

$北京华威兴业科技有限公司%#
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实验动物分组及处理

组别
%

体质量$
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#

D

% 第
$

天 第
$0

天 第
01

天 第
2)

天

8

组
$1 11%&$'])&0-

气管内注入
5#9

1

处死
)

只
[

处死
)

只

3

组
$1 1$0&//])&/(

气管内注入
5#9

1

后
):

输
3456+

处死
)

只
[

处死
)

只

6

组
) 1$(&1/]-&%0

气管内注入
5#9

1

[

输
3456+

处死
)

只

7

组
$1 1$/&0%])&'(

气管内注入生理盐水 处死
)

只
[

处死
)

只

!!

[

!不处理)

351105

电子分析天平$

5CBK"B#E+

公司#德国%)

=&>

!

方法

=&>&=

!

5#9

1

悬溶液配制方法
!

称取
2

D

经充分研磨$约
1:

%

的
5#9

1

#加
%&(X

氯化钠注射液配制成
2%O

D

"

O=

的
5#9

1

溶

液#高压灭菌后加青霉素
1%%%^

"

O=

备用)

=&>&>

!

动物模型的建立
!

8

组*

3

组和
6

组大鼠#经异氟烷呼

吸麻醉后#暴露式气管内一次性缓慢注入
$O=5#9

1

混悬液)

7

组注入等量的灭菌
%&(X

氯化钠注射液$临用前加青霉素

1%%%^

"

O=

%)

=&>&?
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3456+

细胞移植
!

3

组在造模后
):

#

6

组在造模后

第
01

天#经尾静脉注射
3456+

细胞悬液#浓度为
1&2_$%

)

"

O=

#每只
$O=

)

8

组和
7

组各
)

只大鼠在造模后
):

*各
)

只

大鼠在第
01

天经尾静脉注射
T35

每只
$O=

)

=&>&@

!

肺组织病理学观察
!

右上肺组织经
0X

甲醛固定
10

:

#常规乙醇脱水#石蜡包埋和切片)切片经
;<

染色和
4C+.

+",

染色后#在光学显微镜下观察大鼠肺组织的炎症改变*胶

原沉积及纤维化程度等病理变化)

=&>&A

!

肺组织羟脯氨酸$

:

?

!B"R

?@

B"H#,F

#

;

?@

%水平测定
!

取

大鼠冻存肺组织的右肺下叶#制成组织匀浆后测定
;

?@

的水

平#具体操作步骤按照
;

?@

试剂盒说明书进行)

=&?

!

统计学处理
!

应用
5T55$-&%

软件进行统计学分析#计

量数据采用
-]<

表示#多组间数据采用单因素方差分析#组内

两两比较采用
=57

检验(两组间比较采用独立样本
7

检验#以

!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

>

!

结
!!

果

>&=

!

大鼠肺组织
;<

染色病理改变
!

8

组在造模后第
$0

天#

肺泡结构破坏#肺泡壁增厚#肺泡间隔增宽#肺间质炎症细胞浸

润#以巨噬细胞和淋巴细胞浸润为主#少许纤维*细胞性肉芽肿

形成(在造模后第
2)

天肺组织出现明显的成纤维细胞增生和

胶原纤维形成#可见细胞*纤维性肉芽肿和纤维性结节)

3

组

在造模后第
$0

天#少量炎症细胞浸润#纤维*细胞性肉芽肿少)

3

组和
6

组在第
2)

天肉芽肿均较同期
8

组少且小#

3

组纤维*

细胞性肉芽肿为主#而
6

组以细胞*纤维性肉芽肿为主)

7

组

在造模后第
$0

天和第
2)

天#

;<

染色见肺泡结构清晰#肺泡

壁薄#未见明显炎细胞浸润#见图
$
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8

*

7

!

7

组(

3

*

<

!

8

组(

6

*

P
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组(
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!

6

组)

图
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各组造模后肺组织病理改变$
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表
1
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各组大鼠肺组织
;

?@

水平$

-]<

%

#

D

'

=

&

组别 造模后第
$0

天 造模后第
2)

天
7 !

8

组
11&12]0&%(

C

'0&22])&/-

C

'&-)-%&%%0

3

组
$'&(1]'&0/

CN

1-&21]0&1-

CM

)&%2'%&%%%

6

组
[

1/&0(]0&12

CM

7

组
2&)$]$&01 2&0%]$&2$ %&121%&/%)

C 0%&0)/ 02&)/2

! %&%%% %&%%%

!!

C

!

!

$

%&%$

#与
7

组比较(

N

!

!

$

%&%$

#与
8

组比较)

M

!

!

$

%&%2

#与

8

组比较)

[

!表示无数据)

>&>

!

大鼠肺组织
;

?@

测定
!

大鼠肺组织
;

?@

#在造模后第

$0

天#

8

组和
3

组均较
7

组明显升高$

!A%&%%%

%#但
3

组较

8

组明显减少$

!A%&%%%

%)造模后第
2)

天#

8

组*

3

组和
6

组

均较
7

组明显升高$

!A%&%%%

%(

3

组与
6

组均较
8

组明显减

少$

!A%&%$)

*

%&%'2

%)造模后第
2)

天与第
$0

天比较#

8

组与

3

组均明显升高$

!A%&%%0

*

%&%%%

%)见表
1

)

?

!

讨
!!

论
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是一种起源于中胚层的多能干细胞#来源广泛#可

从骨髓*骨骼肌*脂肪*脐带血等组织中分离出#易于体外分离*

培养和扩增#也不表达主要组织相容性复合物分子#具有低免

疫原性和较低的抗原提呈能力&

2.)

'

)

456+

移植不需要进行配

型#而且没有胚胎干细胞伦理道德问题#在生物医学工程上具

有广阔的应用前景#也是近年来肺纤维化治疗的研究热点
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年
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月第
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卷第
$1

期



之一)

国内外很多动物实验均证实
456+

移植能减轻肺泡炎及

肺纤维化#但研究大多采用博来霉素等诱导的肺纤维化模型)

博来霉素诱导的动物模型上皮细胞过度增生*缺少纤维结节#

1/!

后肺纤维化可出现自限性&

-

'

)而尘肺所吸入的粉尘不易

被清除#纤维化刺激持续存在#病情不断进展#最终形成典型的

纤维细胞性结节)矽尘诱导的矽肺动物模型#肺纤维化发展过

程与人类矽肺病的发展类似&

-

'

)

456+

治疗包括矽肺在内的

肺纤维化动物模型#在移植后第
$0

天#因此#本研究采用矽尘

诱导的纤维化模型进行研究)多项实验表明#大鼠气管内一次

性注入矽尘#在染尘第
$

!

-

天肺组织表现急性肺泡炎症反应

为主#第
1/

天后出现成纤维细胞性矽结节形成&

/.(

'

)在
34.

56+

移植后第
$0

天能充分观察到其治疗肺纤维化疗效&

$.'

#

$%

'

)

本研究在造模后第
)

小时及第
01

天分别予
3456+

移植#在造

模后第
$0

天及第
2)

天应该能够观察到
3456+

治疗以肺泡炎

为主和以纤维化为主的不同病理阶段肺纤维化的效果)

本研究发现#大鼠染矽尘后#肺部病理改变由肺泡炎
%

纤

维*细胞性肉芽肿
%

细胞*纤维性肉芽肿
%

纤维性结节的过程#

7

组在造模后第
$0

天和第
2)

天#

;<

染色见肺泡结构清晰#

肺泡壁薄#未见明显炎细胞浸润)

3

组的肺泡炎及随后的纤维

化均明显缓解#

6

组的肺纤维化也有缓解)

3456+

治疗后肺

组织中的
;

?@

水平明显减少(

3

组第
2)

天较第
$0

天又有明

显升高)

;

?@

是机体胶原蛋白中的一种主要而又相对恒定的

氨基酸#在弹性蛋白中浓度极少#而在其他蛋白中则不存在#组

织中羟脯氨酸的水平#能够反映纤维化的程度&

$%

'

)结果提示

3456+

治疗能延缓肺纤维化的进程#但随时间推移#作用减

弱#恰当的重复给药可能是维持其疗效的方法之一)

3456+

治疗肺纤维化的可能机制有!$

$

%

456+

能够迁移到受损的肺

组织#在适当的微环境下分化为支气管上皮细胞和
$

*

%

型肺

泡上皮细胞&

$$

'

)$

1

%

456

具有免疫调节*抗炎症反应的作用#

456+

可通过下调基质金属蛋白酶
.(

$

44T.(

%*基质金属蛋白

酶组织抑制剂
.$

$

J>4T.$

%*

>SP.

&

*

J̀ P.

'

$

&

$1

'

#以及
>=.1

*

>=.

$

'

和
>=.0OIS8

的表达&

$'

'

#调节
44T.1

与
J>4T.$

之间的

平衡&

$0

'

)

456+

还能够促进
670

a

6712

[

J

细胞向表达

P"R

@

'

的
670

a

6712

a 调节
J

细胞转化&

$2

'

#以及调节
J:$

"

J:1

平衡向
J:$

反应偏移&

$)

'

#从而减轻肺部炎症及肺纤维化)

有研究认为#

3456+

的移植在矽肺纤维化早中期对大鼠的病

理进程起到延缓作用#晚期治疗效果不明显&

$-

'

#可能与该研究

采用的
3456+

剂量$

$_$%

)

"

O=

%明显小于与本研究有关#而

3456+

移植对大鼠矽肺纤维化的拮抗作用存在剂量
[

效应

关系&

'

'

)

综上所述#不论在以肺泡炎为主还是在以纤维化为主的病

理阶段予
3456+

移植#均可以明显抑制矽肺大鼠肺组织的炎

症以及胶原沉积#延缓纤维化的病理进程)治疗效果可能与介

入时机*治疗剂量以及恰当的维持治疗有关)
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