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间充质干细胞移植促进放射性肠损伤肠绒毛的结构修复"
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"摘要#

!

目的
!

研究人脐带间充质干细胞"

2345+

#对放射性肠损伤小鼠存活率的影响及其对肠道损伤修

复的作用$方法
!

选取成年
56-78

%

)9

小鼠!分为空白对照组!腹部照射
:;74

组"

<=:;74

#和腹部照射
:

2345+

移植治疗组"

<=:2345+

#$

$'>

?!

射线腹部照射造成肠损伤模型!检测
'%!

存活率!另外分别于照射

后的第
'&6

天和第
6&%

天!

@A

染色观察各组十二指肠&空肠和回肠的绒毛结构改变和肠隐窝的数量变化$结

果
!

相较于
<=:;74

组的小鼠!

<=:2345+

组的小鼠存活率明显提高"

!

$

%&%6

#$与空白对照组比较!

$'>

?

!

射线腹部照射后第
'&6

天!

<=:;74

组的十二指肠&空&回肠绒毛均发生断裂&长度变短且数目稀少!而
<=:

2345+

组肠损伤减轻$至照射后第
6&%

天!

<=:;74

组小肠结构完整性有所改善!但达不到
<=:2345+

组的

水平"

!

$

%&%$

#$照射后的第
'&6

天和第
6&%

天!

<=:2345+

组小鼠肠隐窝的数目明显多于
<=:;74

组!但低

于空白对照组"均
!

$

%&%$

#$结论
!

345+

可以提高放射性肠损伤小鼠存活率并且对损伤肠道具有促修复作

用!其有望用于放射性肠损伤的治疗$
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众所周知#盆腔)腹腔或腹膜后恶性肿瘤经放射 治疗后会引起肠道并发症#称为放射性肠损伤#可累
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及小肠)结肠和直肠#其中小肠是受损的主要部位,

根据辐射剂量的大小)时间的长短)发病的缓急#一般

分为急性和慢性两种,早期主要表现为肠上皮更新

受到抑制#随后小动脉壁肿胀)闭塞#引起肠壁缺血#

黏膜糜烂(晚期则表现为肠壁纤维化#肠腔狭窄或穿

孔等&

$.1

'

,

目前#以间充质干细胞$

IF+F,H2

?

IJL+DFIHFLL+

#

345+

%为基础的细胞治疗#获得越来越多的关注#人

脐带间充质干细胞$

2EIJ,EIK#L#HJLH"M!IF+F,H2

?

.

IJL+DFIHFLL+

#

2345+

%是
345+

中的一种#属于多能

干细胞,

2345+

增殖能力强)自我更新快)免疫原性

低#移植后几乎不会发生排斥反应#而且来源丰富)采

集简便#数量多)不易突变)使用安全可靠#这些优势

促使
2345+

具有更广泛的应用前景,因此本研究主

要利用放射性肠损伤动物模型来探索
2345+

对受损

小肠组织的保护与修复作用,

<

!

材料与方法

<&<

!

动物)主要试剂和仪器
!

)

#

/

周龄雄性

56-78)

"

9

小鼠购自北京维通利华实验动物技术有限

公司,

2345+

由细胞产品国家工程研究中心赠送#

W3A3

"

X$1

培养基)

W.@BYZ[+

$美国
C2FMI"

%#胎

牛血清)青霉素
.

链霉素溶液$美国
>#KH"

%#胰蛋白酶

$

DM

?P

+#,

%)磷酸盐缓冲液$

;74

%)荧光抗淬灭剂$北京

索莱宝生物科技有限公司%#即用型羊血清工作液)

WB7

反应液$北京中杉金桥生物技术有限公司%#中性

甲醛)苏木素)伊红)二甲苯)乙醇)水)甘油)过氧化氢

$

@

1

R

1

%)枸橼酸缓冲液$华北理工大学附属医院病理

科提供%,

$'-

5+

!

射线照射源$

\4W

#加拿大%照射盒和

铅版均为自制,

<&=

!

方法

<&=&<

!

实验动物分组
!

56-78)

"

9

小鼠放置在中国

医学科学院放射医学研究所动物实验中心无特定病

原体$

4;X

%环境下饲养
$

周后用于实验,

1%

只小鼠

分为两组#腹部照射
:;74

组$

<=:;74

组%和腹部照

射
:2345

组$

<=:2345+

组%#用于观察小鼠存活

率,

$6

只小鼠分为
'

组#空白对照组)

<=:;74

组和

<=:2345+

组#用于观察小肠病理改变和隐窝数量,

56-78

"

)9

小鼠生存所需的垫料)饲料和饮用水均经

过高温高压灭菌处理,所有进入实验室的人和动物

均经严格的微生物控制,

<&=&=

!

放射性肠损伤小鼠模型的建立及
2345+

移

植
!

除了空白对照组#其余每组小鼠照射前
$%I#,

给予
'&6]

水合氯醛麻醉$剂量
$%

$

Q

%,麻醉后
6I#,

内#观察小鼠呼吸频率#无菌棉签轻触小鼠眼结膜#观

察结膜反射是否存在,待小鼠四肢松软后#将其放入

自制的照射盒中#剑突以上)耻骨联合以下使用铅板

遮蔽$尽量遮蔽肝和脾%#采用
!

射线$以剂量率

$>

?

"

I#,

%进行照射#照射剂量为
$'>

?

,照射后
12

内#经鼠尾静脉注入
$̂ $%

) 个
2345+

,

<&=&>

!

'%!

存活率
!

给予小鼠腹部照射后
'%!

内#

记录每天体质量和存活情况,

<&=&?

!

@A

染色
!

当小鼠体质量平均达到
1'

#

10

Q

时#随机分组#腹部照射后
'&6!

及
6&%!

#处死小鼠#

将小肠取出按
'_$_1

分为十二指肠)空肠和回肠#

分置固定液中#每段分别取
'

块组织,使用标准方法

进行脱水)石蜡包埋,每个标本制作厚约
'

$

I

的连

续切片#

)/`

烤片
12

,常规二甲苯脱蜡)梯度乙醇脱

水$二甲苯
%

和
&

各
1%I#,

#二甲苯
'

$6I#,

#

$%%]

乙醇
%

和
&

各
$%I#,

#

(6]

乙醇)

/%]

乙醇和
-6]

乙

醇各
6I#,

#蒸馏水洗
1I#,

%,苏木素染色
6I#,

#自

来水冲洗#盐酸乙醇分化
'%+

#自来水浸泡
$6I#,

#置

伊红液
1I#,

#常规脱水#透明#封片,

<&>

!

统计学处理
!

采用
4;44$-&%

软件进行数据分

析#计量资料采用
Ha8

表示#组间差异采用单因素方

差分析#以
!

$

%&%6

为差异有统计学意义,

=

!

结
!!

果

=&<

!

小鼠
'%!

存活率及体质量变化比较
!

<=:;74

组的小鼠存活率只有
'%]

#而
<=:2345+

组的小鼠

存活率为
$%%]

#差异有统计学意义$

!

$

%&%6

%#见图

$B

(同时#

'%!

内每天对小鼠进行称体质量#小鼠受照

后#体质量急剧降低#但第
6

天后#直至第
$%

天#两组

小鼠体质量均出现回升情况#

<=:2345+

组的小鼠

体质量回升更多(第
$%

天后#体质量再次降低#

<=:

;74

组最明显(第
$6

天后#体质量重新上升#最终趋

于平稳#见图
$7

,虽然体质量两组间差异无统计学意

义$

!

%

%&%6

%#但从总体趋势观察发现
2345+

阻止了

小鼠体质量下降#因此推测
2345+

对照射小鼠具有

防护作用,

图
$

!!

不同处理组小鼠
'%!

存活率情况及体质量变化趋势

=&=

!

2345+

促进肠损伤的修复
!

$'>

?!

射线腹部

照射
'&6!

后#与空白对照组比较#

<=:;74

组十二

指肠空肠)回肠的绒毛均发生断裂)长度变短且数目

稀少#而给予
2345+

可以减轻辐射诱发产生的肠损

伤#见图
1B

)

5

,

$'>

?!

射线腹部照射
6&%

天后#虽

然
<=:;74

组小肠结构完整性较前有所改善#但是仍

不如
<=:2345+

组#见图
17

)

W

,除了肠绒毛的变

化#笔者进一步观察了隐窝数目的变化,无论是照射

后
'&6!

#还是照射后
6&%!

#给予
2345+

处理的
<=:

2345+

组小鼠整个小肠结构所剩肠隐窝的数目均多

于
<=:;74

组#但不及空白对照组#见图
'

,这些结

果总体上显示#

2345+

促进了肠损伤的修复,
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!!

B

)

5

!照射后
'&6!

(

7

)

W

!照射后
6&%!

(

J

!

!

$

%&%$

图
1

!!

小肠各段$十二指肠%空肠和回肠&绒毛的变化情况

!!

J

!

!

$

%&%$

图
'

!!

小肠隐窝数量的变化情况
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>

!

讨
!!

论

!!

众所周知#放射治疗是肿瘤治疗的有效手段之

一#约
-%]

的癌症患者在治疗过程中需要放射治疗,

但是#射线在杀死肿瘤的同时#对周围正常组织也会

造成损伤#例如在腹部或盆腔肿瘤放疗过程中#会对

肠道造成不同程度的损伤,同时#随着原子能事业的

不断发展#放射性核素在社会其他领域也得到了广泛

应用#如工业)农业)科研等,但是#核与辐射资源在

造福人类的同时#也给我们带来了很多安全隐患,近

年来#全球范围内的核事故时有发生#导致人员受到

较大剂量照射&

'.)

'

,更新活跃)增殖旺盛的细胞或组

织对辐射高度敏感#最易受到损伤&

-

'

#例如肠道#一旦

受到照射#就会产生急性综合征&

/

'

#严重影响受害者的

生活质量,无论是肿瘤放疗还是核事故导致的放射性

肠道损伤#目前尚无有效的治疗方法,寻找放射性肠损

伤有效的预防或治疗方法#得到越来越多的关注,

2345+

属于多能干细胞#与其他来源的
2345+

相比#

2345+

增殖能力强)自我更新快)免疫原性低#

并且更适合大批量生产,目前#临床研究发现移植

2345+

具有一定的安全性及可行性#越来越多的关于

2345+

研究正在进行&

(.$1

'

,本课题组早前研究发现

345+

具有促进放射性肠损伤修复的作用&

$'

'

#基于此

背景#笔者期望通过建立的放射性肠损伤模型#进一步

验证
2345+

对肠的辐射保护作用及其作用机制#从而

为
2345+

作为一种有效的辐射保护措施提供依据,

在本研究中#

2345+

移植的小鼠
'%!

存活率明

显提高#说明
2345+

移植对于放射性肠损伤的治疗

是有效的,同时#发现照后
6&%!2345+

移植后小鼠

的体质量有所提高,结合小鼠存活率及体质量变化

趋势显示#

2345+

移植发挥了辐射防护作用,随后#

笔者于
$'>

?!

射线腹部照射后的
'&6!

和
6&%!

检

测小鼠小肠组织的病理变化情况#包括十二指肠)空

肠和回肠#发现照后
'&6!

和
6&%!

#

<=:;74

组整段

小肠的绒毛均发生断裂)长度变短且数目稀少#而给

予
2345+

可以减轻辐射诱发产生的肠损伤#说明

2345+

促进了小鼠肠道结构的恢复,除此之外#笔者

还发现
2345+

移植治疗后#小鼠肠隐窝数目明显增

加#说明
2345+

移植促进了小鼠肠道上皮隐窝干细

胞的增殖#这种增殖能有效促进肠绒毛的修复#进而

改善肠道的病理变化#促进模型鼠的整体恢复,肠隐

窝的改变是评价肠道损伤和修复的重要指标&

$0

'

#已有

研究发现#隐窝受照后主要表现为体积膨大)数目减

少&

$6

'

#本研究病理结果与之大体一致#而这种隐窝损

伤在
2345+

移植后得到明显改善,

综上所述#本研究证明
2345+

干细胞移植可明

显促进放射性肠损伤模型鼠肠道的修复#为
345+

用

于临床上肠道损伤的患者提供了实验依据#但
2345+

促进放射性肠损伤修复的具体机制尚不明确#有待更

多的研究深入探索,
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