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不同数目骨髓间充质干细胞移植对
大鼠肺损伤的抑制作用
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【摘要】 目的 研究不同数目的骨髓间充质干细胞( mesenchymal stem cells，MSCs ) 静脉移植对野百合碱
( monocrotaline，MCT) 诱导大鼠肺损伤的抑制作用。方法 全骨髓贴壁法培养 Wistar 大鼠 MSCs，取第 3 ～ 5 代细胞

进行移植。健康雄性 Wistar 大鼠 20 只由颈外静脉移植 MSCs，按移植细胞个数分为 5 × 105 组、1 × 106 组、5 × 106

组和对照( 生理盐水) 组( n = 5 ) ，测定移植前、移植后 5 min，30 min 及 24 h 的 RVSP。另 40 只随机分组( n = 10 ) :①
MCT /MSCs 5 × 105 组;②MCT /MSCs 1 × 106 组;③MCT 组;④对照组，腹腔注射 60 mg /kgM CT( 对照组注射等量生理

盐水) ，同时分别移植 MSCs 5 × 105 个、1 × 106 个或等量 PBS 液体。4 周后检测大鼠右心室收缩压( right ventricular

systolic pressure，RVSP) 、RV / ( LV + S) 重量比值; 肺组织苏木素 － 伊红染色、地衣红染色和平滑肌 Actin 免疫组织

化学染色。统计数据采用 SPSS 11. 0 软件，对各组数据进行单因素方差分析检验。结果 少于 1 × 106 个 MSCs 颈

外静脉移植是安全的。MSCs 颈外静脉移植 4 周后，MCT /MSCs 1 × 106 组 RVSP( 35. 6 ± 8. 4 ) mmHg 与 MCT 组( 47. 2

± 10. 5 ) mmHg 相比明显下降( P ＜ 0. 05 ) ，心室比 0. 3572 ± 0. 0923 明显低于 MCT 组 0. 4454 ± 0. 0935 ( P ＜

0. 05 ) ，而 MCT /MSCs 5 × 105 组 RVSP 为( 42. 5 ± 11. 3 ) mmHg，心室比 0. 4003 ± 0. 0725，与 MCT 组相比无明显下

降( 两者 P ＞ 0. 05 ) ; 病理染色可见肺组织肺小动脉中，MCT /MSCs 1 × 106 组中膜厚度分布为( 19. 2 ± 3. 8 ) %，较
MCT 组( 26. 4 ± 4. 9 ) % 明显变薄( P ＜ 0. 05 ) ; 而 MCT /MSCs 5 × 105 组( 23. 3 ± 3. 6 ) %较 MCT 组相比无显著差

异( P ＞ 0. 05 ) 。结论 MSCs 颈外静脉移植对 MCT 诱导的肺损伤具有抑制作用，1 × 106 个细胞较 5 × 105 个细胞

移植抑制作用显著。
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Preventive Effects of Different Number of Mesenchymal Stem Cells
Transplantation on Lung Injury in Rats
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【Abstract】 Objective To observe effects on lung injury after different number of mesenchymal stem cells

transplantation in rats． Methods MSCs of Wistar rats were isolated and cultivated by bone marrow adherent culture． The

cells between the third and fifth passages were prepared for transplantation． 20 male Wistar rats were divided into four



groups by the number of MSCs transplanted intravenously: the 5 × 105 group、the 1 × 106 one、the 5 × 106 one and the control

one ( n = 5 ) ． RVSPs were measured at the time of pro-transplantation，5 min，30 min and 24 h post-transplantation． The

other 40 rats were randomly divided into four groups: ① the MCT /MSCs 5 × 105 group;② the MCT /MSCs 1 × 106 one;③ the

MCT one; ④ the control one． Rats were injected intraperitoneally with 60 mg·kg1 MCT，except the control group with

physiological saline． Phosphate buffered saline with 5 × 105 MSCs and 1 × 106 MSCs were transplanted into rats through

external jugular vein in the first two groups respectively． At the forth week after cell administration，RVSPs were measured

and lungs’ tissues were stained with Hematoxylin-eosin staining， lichen dyed red staining and smooth muscle Actin

immunohistochemistry． Lungs’pathological changes were observed． All data were analyzed statistically by one way analysis

of variance using SPSS 11. 0． Results It was safe to transplant MSCs less than 1 × 106 intravenously． At the forth week

after MSCs administration，RVSP and ventricular ratio significantly decreased in the MCT /MSCs 1 × 106 group compared to

that in MCT group ( 47. 2 ± 10. 5 mmHg vs 35. 8 ± 8. 4 mmHg，0. 3572 ± 0. 0923 vs 0. 4454 ± 0. 0935，respectively，both

P ＜ 0. 05 ) ，but they didn’t differ statistically in MCT /MSCs 5 × 105 group compared to in the MCT one． By pathological

staining，medium thickness of the pulmonary arterioles was observed comparatively thinner in the MCT /MSCs 1 × 106 group

than those in the MCT group． In contrast they had no significant difference between in the MCT /MSCs 5 × 105 group and in

the MCT one ( P ＞ 0. 05 ) ． Conclusion Intravenous MSCs administration can prevent lungs injury induced by

monocrotaline and 1 × 106 MSCs administration has better effects than 5 × 105MSCs’．
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肺动脉高压 ( pulmonary artery hypertension，
PAH) 是顽固性和致死性疾病，肺血管阻力进行性
增高，最终导致右心衰竭而死亡，是严重的内皮功

能障碍的血管疾病。人们尝试再生手段打断 PAH
的恶性循环，移植骨髓细胞，如内皮祖细胞、内皮样
祖细胞和基质干细胞，以再生健康的内皮细胞，显

示了初步的疗效［1 － 3］。野百合碱是豆科植物野百合
中提取的生物碱，具有细胞毒性作用，代谢产物通

过肺脏时沉积于肺小动脉壁及肺毛细血管，导致对

肺血管的损伤，破坏肺组织内皮细胞等，导致肺动

脉高压，常做为制作肺动脉高压模型的药物［4］。对
于不同 MSCs 数量移植的安全性，以及移植对 MCT
诱导肺血管损伤的抑制效应如何尚不明确，本文对

此研究。

1 材料和方法

1. 1 实验动物
清洁级雄性 Wistar 大鼠( 3 周，60 ～ 70 g) ，成年

雄性 Wistar 大鼠 60 只，体重( 180 ～ 250 ) g，均由吉
林大学实验动物中心提供 ( SCXK［吉］2008 －
0005 ) 。
1. 2 主要仪器和试剂
全自动显微镜数码摄像系统 ( OLYMPUS，日

本) ，LEICA 病理切片机( 德国) ，多功能病理图象分
析仪( 同济) ，BL － 420E + 生物机能实验系统( 成都

泰盟科技有限公司) ，流式细胞仪( Becton Dickinson
美国) 。低糖 DMEM 培养基( Gibco 公司) ，特级胎

牛血清( Gibco 公司) ，胰酶( Sigma 公司) ，亚美尼亚
仓鼠抗大鼠 CD29 － Alexa Fluor( Biolegend 公司) ，小
鼠抗大鼠 CD45 － FITC ( Biolegend 公司) ，小鼠抗大
鼠 CD44 － PE ( Santa Cruz 公司) ，小鼠抗大鼠 CD34
－ FITC ( Santa Cruz 公司) ，平滑肌 Actin 免疫组化
试剂盒( 武汉博士德) 。
1. 3 方法
1. 3. 1 MSCs 的分离、培养和鉴定

Wistar 大鼠幼鼠断颈处死，酒精浸泡 15 min，无
菌条件下分离股骨、胫骨，DMEM 培养液冲洗骨髓
腔。洗涤，沉淀以含 10%胎牛血清的 DMEM 混悬，

接种在 100 mL 培养瓶中，5% CO2，37℃下培养。24
～ 48 h 后换液，每 2 ～ 3 d 更换一次培养基，相差显
微镜观察细胞融合情况。细胞 80% 融合后 0. 25%
胰酶消化，计数并传代。收获第 3 代细胞，CD29 －
Alexa Fluor、CD34 － FITC、CD44 － PE、CD45 － FITC
鉴定，流式细胞仪检测。3 ～ 5 代 MSCs 以 0. 25%的
含 EDTA 的胰酶收获，PBS 冲洗，以 PBS 悬浮细胞
1000 个 /μL，置于冰上直到进行移植。
1. 3. 2 不同细胞数量静脉移植对正常大鼠 RVSP
的影响

采用正常健康雄性大鼠 20 只，依据移植 MSCs
个数分为 5 × 105 组、1 × 106 组、5 × 106 组和对照

( 生理盐水) 组，每组 5 只。大鼠颈部正中切口，游
离左侧及右侧颈外静脉，通过右侧颈外静脉插管至

右心室检测 RVSP，通过左侧颈外静脉注入不同数
目 MSCs，测量细胞移植前、移植后 5 min，30 min 及
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24 h 的 RVSP。
1. 3. 3 动物分组
成年雄性 Wistar 大鼠 40 只，分为 4 组: ①

MCT /MSCs 5 × 105 组; ②MCT /MSCs 1 × 106 组; ③
MCT 组; ④对照组。MCT 组给予野百合碱 60 mg /
kg，腹腔注射，对照组注入等量盐水。全麻后固定大
鼠，颈部正中切口，游离右侧颈外静脉，1 mL 注射器
给予 MSCs 或等量 PBS 溶液( MCT 组和对照组) ，4
周后进行测压、取材。
1. 3. 4 移植 4 周后大鼠 RVSP 测量
移植 4 周后，暴露右颈外静脉 1 cm，3F 婴幼儿

穿刺鞘管( 美国 COOK 公司) 进行改良，头部呈弧形
弯曲，由颈外静脉至前腔静脉、右心房缓缓推入右
心室，根据压力波形观察测定 RVSP。
1. 3. 5 心室比测量
测 RVSP 后处死大鼠，取出心脏，沿房室沟剪除

心房组织，沿室间隔右心室边缘分离右心室，用滤

纸吸去血液，称湿重，计算右心室 / ( 左心室 + 室间
隔) ，并以此作为右心室肥大的指标。
1. 3. 6 移植后肺组织形态学观察
大鼠处死后由主支气管灌注中性福尔马林固

定缓冲液，使肺组织膨胀固定 20 min，后切下肺组织
浸泡中性福尔马林液中，48 h 后取材做石蜡切片，
厚约 5 μm，每个肺组织标本取 5 支肺泡水平肺小动
脉，行 HE 染色、平滑肌 actin 免疫组化染色和弹力
纤维地衣红染色。弹力纤维染色图片采用 200 倍光
镜观察，采集图像后分别测定内、外弹力板的平均
直径，根据公式计算中膜厚度百分比［5］: WT% = ( 2
× WT /ED) × 100%。
1. 3. 7 统计学处理
采用 SPSS 11. 0 软件，右心室压力、心室重量比

及肺小动脉中膜厚度百分比均用 ± s 表示，各个组
值之间进行单因素方差分析。

2 结果

2. 1 MSCs 培养结果、鉴定
骨髓细胞接种于培养瓶后，约 6 ～ 8 h 可见间充

质干细胞贴壁，呈圆形或多角形，2 ～ 3 d 后可见细
胞呈短梭形、短棒状或星形; 6 ～ 7 d 左右见细胞呈
集落状生长，放射状排列; 约 14 d 细胞几乎长满培
养皿底，呈鱼群、旋涡状分布。传代后的细胞生长
迅速，多为梭形，贴壁快，24 h 便可全部贴壁、伸展，
呈均匀分布、增殖，3 ～ 4 d 可见细胞融合生长为单

层。第 3 代 MSCs 表面标记物 CD29，CD44，CD34 和
CD45 的阳性率分别为 98. 6 %，78. 2%，0. 0%，
0. 3% ( 图 1 ) 。

图 1 MSCs 表面标志物流式细胞仪检测结果
Fig． 1 Results of the marks of MSCs by flow cytometry

2. 2 不同数量 MSCs 静脉移植对正常大鼠 RVSP

的变化

5 × 105个 MSCs 与生理盐水对照组进行大鼠静
脉内移植是安全的，几乎不导致明显的 RVSP 的增
加。注射 1 × 106个 MSCs 到颈外静脉 5 min 后，
RVSP 从 ( 22. 3 ± 4. 4 ) mmHg 到 ( 35. 8 ± 5. 6 )
mmHg，30 min 后 RVSP 增加达到 ( 44. 2 ± 4. 5 )
mmHg; 24 h 后，RVSP 为下降为 ( 27. 8 ± 3. 6 )
mmHg，与生理盐水对照组相比，会有残存的压力增
加( 图 2 ) ，但相对安全; 但在移植 5 × 106个 MSCs 5
min 内有 2 只死亡，剩余 3 只 RVSP 分别为 45. 3
mmHg、49. 4 mmHg 和 51. 2 mmHg，24 h 又一只死
亡，剩余 2 只 RVSP36. 2 mmHg、41. 3 mmHg，静脉移
植不安全。
2. 3 移植后 RVSP 及心室比的改变

MCT 组 4 周后 RVSP 为( 47. 2 ± 10. 5 ) mmHg，

心室比( 0. 4454 ± 0. 0935 ) ，而对照组 4 周后 RVSP
( 25. 2 ± 4. 0 ) mmHg，心室比( 0. 2348 ± 0. 0212 ) ，

前者右心室压力明显增加( P ＞ 0. 05 ) 、右心室肥厚
( P ＞ 0. 05 ) ; MCT /MSCs 1 × 106 组 4 周后 RVSP 为
( 35. 6 ± 8. 4 ) mmHg，心室比( 0. 3572 ± 0. 0923 ) 与
MCT 组相比均明显下降( P ＜ 0. 05 ) ，而 MCT /MSCs
5 × 105 组 RVSP 为( 42. 5 ± 11. 3 ) mmHg，心室比
( 0. 4003 ± 0. 0725 ) ，与单纯 MCT 组相比均下降不
明显( P ＞ 0. 05 ) ( 图 3 和 4 ) 。
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图 2 正常大鼠移植不同数目 MSCs 后

不同时间右心室压力的变化

Fig． 2 Changes of RVSP with time after different

numbers of MSCs’transplantation in normal rats

图 3 MSCs 移植后 4 周后右心室收缩压的变化
Fig． 3 Changes of RVSP after four weeks

of MSCs’transplantation
注: * 表示差异显著; △表示差异不显著

Note: * significant difference; △ no significant difference

图 4 MSCs 移植后 4 周后右心室 /

( 左心室 +室间隔) 重量比的变化
注: * 表示差异显著; △表示差异不显著

Fig． 4 Changes of RV / ( LV + S) ratio after four

weeks of MSCs’transplantation
Note: * significant difference; △ no significant difference

2. 4 移植后肺组织病理变化
2. 4. 1 HE 染色:

对照组肺动脉管壁菲薄，内皮细胞扁平连续，细

胞分布均匀，大小厚薄较一致; MCT 组肺小动脉壁增
厚伴玻璃样变，管腔狭窄甚至闭塞，大量炎性细胞浸

润，以淋巴细胞为主; 小血管壁正常结构丧失，有纤维

素样渗出，管周有淋巴细胞浸润，肺泡壁上毛细血管

淤血，肺间质增厚; MCT /MSCs 1 × 106 组与 MCT 组相
比弹力纤维变薄，而 MCT /MSCs 5 × 105 组亦变薄，但

无 MCT /MSCs 1 × 106 组明显( 彩插 2 图 5) 。
2. 4. 2 平滑肌 actin 免疫组织化学染色:
正常对照组平滑肌染色，中层厚度很薄; MCT

组中层平滑肌明显增厚; MCT /MSCs 1 × 106 组及

MCT /MSCs 5 × 105 组平滑肌 actin 染色均较 MCT 变
薄( 彩插 2 图 6 ) 。
2. 4. 3 弹力纤维染色:
正常对照组肺腺泡内小动脉内外弹力板( 花边

样) 呈深棕色，中层不增厚，管腔无狭窄; MCT 组中
层增厚，管腔呈狭窄; MCT /MSCs 1 × 106 组与 MCT
组相比中层变薄，而 MCT /MSCs 5 × 105 组亦变薄，

MCT /MSCs 1 × 106 组明显( 彩插 2 图 7 ) 。结果显
示，正常对照组肺小动脉中层厚度百分比( 10. 1 ±
1. 1 ) %，MCT 组中层厚度百分比( 26. 4 ± 4. 9 ) %，
MCT /MSCs 1 × 106 组中膜厚度( 19. 2 ± 3. 8 ) % 较
MCT 组明显变薄 ( P ＜ 0. 05 ) ，而 MCT /MSCs 5 ×
105 组中膜厚度( 23. 3 ± 3. 6 ) % 与 MCT 组相比无
统计学意义( P ＞ 0. 05 ) ( 图 8 ) 。

图 8 MSCs 移植后 4 周后肺小动脉中

膜厚度百分比 ．
注: * 表示差异显著; △表示差异不显著

Fig． 8 Percentage of wall thickness of the pulmonary

arterioles after four weeks of MSCs’transplantation
Note: * significant difference; △ no significant difference

3 讨论

我们研究认为采用 5 × 105个 MSCs、1 × 106 个

MSCs 进行颈外静脉移植是安全的，不会导致严重的
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血流动力学变化。经过颈外静脉移植的细胞经过前
腔静脉、右心房、右心室、肺动脉到达肺微小动脉，定
植于此发挥作用。Campbell 等［6］研究从静脉移植细
胞后，脾、肝和骨骼肌组织，没有发现有荧光信号的细
胞，细胞以高度选择方式到阻力前毛细血管床，这正

因为肺是生理的解剖滤器，相对大的粒子例如悬浮细

胞会定植于肺的微血管，这对治疗某一肺动脉血管疾

病非常有用。颈外静脉移植细胞导致 RVSP 升高，是
因为悬浮细胞多，会导致肺微小动脉的栓塞，从而使

肺动脉压力及 RVSP 升高。因此较少的细胞形成的
栓塞少所以影响小，而 1 × 106个 MSCs 移植后 RVSP

升高后逐渐下降，可能是部分细胞与肺动脉内皮可黏

附、迁移入血管内腔，或移植细胞的丢失，导致肺小动
脉的栓塞减少而使 RVSP 在 24 h 后下降。Sachiko

等［7］认为更多的细胞注射可能导致更多的肺小动脉

栓塞致 RVSP 急性严重升高，血流动力学变化明显以
致循环不稳定，所以死亡率较高。

Ortiz 等［8］认为骨髓间充质细胞可以定植于博
莱霉素损伤的肺，尽管观察到的数量较少，但是该

细胞展现了上皮细胞样形态，降低肺部炎症及胶原

沉积，而且移植的细胞在肺组织中长期存在，表现

出高度的可塑性，并保留其分化基因的能力而发挥

作用［9，10］。而移植骨髓间充质干细胞的实验研究较
少，Nagaya 等［11］培养人脐带血单核细胞，获取的内
皮祖细胞，移植 MCT 诱导的肺动脉高压大鼠左颈外
静脉，2 周后，检测到大鼠肺血管阻力下降 16%，平
均肺动脉压力下降 14%。我们在 MCT 诱导大鼠肺
动脉高压的同时进行 MSCs 移植，发现 1 × 106MSCs

进行静脉内移植，可以明显降低 RVSP，减轻了肺动
脉压力升高导致的右心室肥厚，还可以使肺小动脉

中层厚度明显变薄，不论从血流动力学还是病理形

态上均证实可以明显抑制肺动脉高压形成的严重

程度，而且较 5 × 105 个 MSCs 移植效果明显。

关于干细胞移植对肺动脉高压作用机制复杂。

首先，移植的干细胞可以整合到肺血管的内皮细胞

层，分化为内皮细胞，修复内皮缺损。Nagaya 等［11］

静脉移植表达绿色荧光蛋白的内皮祖细胞，发现该

细胞可以掺和到 MCT 诱导大鼠的肺小动脉和毛细
血管中，分化为成熟的内皮细胞; 其次，存在大量的

证据证实骨髓来源的细胞具有刺激各种组织血管

新生的能力，这主要通过基因标志的骨髓移植得到

的结论; 再次，就是干细胞的自分泌和促进临近细

胞分泌细胞因子的能力。内皮细胞可以像输注巨

噬细胞一样可以分泌生长因子，并不融合到血管，

从而使缺血后侧枝血流轻度增加［12］。
近年来，已有各种干细胞联合基因转染治疗肺动

脉高压的报道。Zhao 等［13］采用腹主动脉 －下腔静脉
分流法 10 周诱导大鼠肺动脉高压，分离人外周血内
皮细胞培养，质粒转染降钙素基因相关肽，由大鼠颈

外静脉移植，4 周后平均肺动脉压及总肺血管阻力均
下降。因此骨髓间充质干细胞静脉内移植是治疗肺
动脉高压的良好尝试，可以应用于各种原因导致的肺

动脉高压，是良好的种子细胞，还可以转染基因增加

治疗的效果。考虑到如此众多的肺动脉高压患者，即
使很少的个体受益，也会带来明显的影响。
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