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骨髓间充质干细胞移植对光气吸入性肺损伤大鼠肺组织及血浆炎症因

子的干预作用
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损伤大鼠肺组织及血浆炎症因子的干预作用。方法：９６只雄性ＳＤ大鼠随机分为：空气对照组（Ａ组）、ＢＭＤＭＳＣｓ干预对照组

（ＡＭ组）、光气染毒组（ＰＨ组）、光气染毒后ＢＭＤＭＳＣｓ干预组（ＰＭ组），每组８只。染毒组按８．３３ｍｇ／Ｌ动态恒量染毒

５ｍｉｎ。ＰＭ组染毒后即刻经尾静脉注射１０６ＢＭＤＭＳＣｓ。４组分别于模型完成后６、２４、４８ｈ处死大鼠，取肺组织行病理检查及

肺湿／干比、血气分析，取血浆行ＢｉｏＰｌｅｘ细胞因子检测。结果：ＰＨ组较Ａ组ＴＮＦα浓度明显升高（犘＜０．０５）；ＰＭ组较ＰＨ

组ＴＮＦα浓度降低（犘＜０．０５）。ＰＭ组与ＰＨ组血浆ＩＬ４浓度６ｈ、２４ｈ均降低，以ＰＭ组下降更明显（犘＜０．０５）；４８ｈ明显升

高，以ＰＭ组升高更明显（犘＜０．０５）。ＰＨ组较Ａ组ＩＬ１０浓度高（犘＜０．０５）；ＰＭ组较ＰＨ组ＩＬ１０浓度高（犘＝０．０１３）。

结论：经尾静脉注射ＢＭＤＭＳＣｓ后可以使大鼠血浆中抗炎因子ＩＬ４和ＩＬ１０逐渐升高，促炎因子ＴＮＦα逐渐下降，提示其对

光气致急性肺损伤大鼠肺具有保护作用。
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了一些进步，但是由不同病因引起的急性肺损伤患

者的死亡率仍约占４０％
［１］。因此有必要研究治疗

急性肺损伤的有效方法。

光气一种具有强烈毒性的化学物质。光气中

毒会导致急性肺损伤，其易发展为难治性肺水肿，

甚至引起死亡。目前，光气导致人体中毒的机制尚

不明确。目前国内外对研究急性肺损伤中ＴＮＦα、

ＩＬ４、ＩＬ１０等细胞因子的变化较为关注
［２］，但有关

骨 髓 间 充 质 干 细 胞 （ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄ

ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＤＭＳＣｓ）移植对急性

肺损伤中促炎因子与抗炎因子影响的研究较少。

因此，本研究通过探索多种细胞因子在光气吸入性

肺损伤中及用ＢＭＤＭＳＣｓ干预后的变化，以期发

现这些细胞因子在急性肺损伤中的变化规律及相

互作用，并分析ＢＭＤＭＳＣｓ移植对急性肺损伤的

干预作用。

１　材料与方法

１．１　主要试剂及仪器　无血清低糖ＤＭＥＭ、胎牛

血清购自美国ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ公司。固体三光气购自浙

江海宁中联化学有限公司，Ｎ，Ｎ二甲基甲酰胺、环

己烷购自国药集团化学试剂有限公司。动态恒量

染毒柜购自第二军医大学，ＢｉｏＰｌｅｘ２００Ｓｙｓｔｅｍ高

通量蛋白悬浮芯片分析系统及蛋白悬浮芯片试剂

盒购自美国ＢｉｏＲａｄ公司。其他用于本研究的生化

试剂为进口分装或国产纯化，具体操作参照说明书。

１．２　实验大鼠分组及处理　ＳＰＦ级雄性ＳＤ大鼠

９６只，体质量１８０～２２０ｇ，购自上海西普尔必凯实验

动物有限公司。将大鼠随机分为４组：空气对照组

（Ａ组）、ＢＭＤＭＳＣｓ干预对照组（ＡＭ组）、光气染毒

组（ＰＨ组）、杀毒后ＢＭＤＭＳＣｓ干预组（ＰＭ组），每

组２４只。Ａ组大鼠吸入空气，经尾静脉注射ＰＢＳ；

ＡＭ组吸入空气，经尾静脉注射１０６ＢＭＤＭＳＣｓ；ＰＨ

组进行光气染毒，经尾静脉注射ＰＢＳ；ＰＭ组光气染毒

后，经尾静脉注射１０６ＢＭＤＭＳＣｓ。染毒方法
［３］：将

大鼠置于动态恒量染毒柜中，通入浓度为８．３３ｍｇ／Ｌ

的光气（由固体三光气完全溶解于环己烷后，与Ｎ，Ｎ

二甲基甲酰胺反应生成），染毒５ｍｉｎ。

所有大鼠模型建立后正常进食水。分别于Ａ

组吸入空气，ＡＭ组注射ＢＭＤＭＳＣｓ，ＰＨ组染毒、

ＰＭ组注射ＢＭＤＭＳＣｓ后６、２４、４８ｈ各处死８只

大鼠，经腹主动脉采血。全血经８００×犵４℃离心

５ｍｉｎ，取血浆－２０℃保存待检。取大鼠肺组织初步

处理后待检。

１．３　大鼠间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，

ＭＳＣｓ）培养及鉴定　采用贴壁法分离培养 ＭＳＣｓ，

方法简述如下：将大鼠断颈处死后，无菌分离股骨

和胫骨；用注射器将骨髓从骨髓腔内冲出，收集悬

液后离心沉淀；用无血清低糖ＤＭＥＭ 洗涤沉淀２

次后，加入含２０％胎牛血清的低糖ＤＭＥＭ，置于

３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中。细胞的表型用流式细胞

仪鉴定。收集４～５代细胞用于急性肺损伤的治疗。

１．４　ＢＭＤＭＳＣｓ移植　在分离培养５代的ＢＭＤ

ＭＳＣｓ细胞中加入携带ＧＦＰ的腺病毒，于３７℃、５％

ＣＯ２培养箱中培养４８ｈ（转染率约６０％）。大鼠经

光气暴露染毒成功后，立即经尾静脉注射１０６ＢＭＤ

ＭＳＣｓ细胞。转染率＝暗视野所见发绿色荧光的细

胞数／明视野所见细胞数。每个标本任取３个高倍

镜视野。

１．５　肺湿／干比分析及病理检查　将新鲜分离的

肺组织经ＰＢＳ洗涤去除残留血块后称质量，计作湿

质量；将肺组织经８０℃烤箱烘烤至恒重再次称质

量，计作干质量。两者的比值即为干湿比。

取右肺上叶置于１０％甲醛固定，经石蜡包埋制

成５μｍ厚的组织切片，进行苏木精伊红（ＨＥ）染

色后，于显微镜下观察，分析大鼠肺组织的病理改

变，以判断肺损伤及肺水肿程度。

１．６　ＢｉｏＰｌｅｘ高通量蛋白悬浮芯片细胞因子检

测　检测大鼠血浆中肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、白

细胞介素４（ＩＬ４）、ＩＬ１０。所有血浆样品检测前

４℃水浴解冻，５６０×犵４℃离心１０ｍｉｎ，取上清待检。

按说明书准备标准样品、微珠、检测抗体及

ＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎＰＥ荧光色素，以 １００μＬ ＢｉｏＰｌｅｘ

Ａｓｓａｙ缓冲液湿润滤板，真空吸板机吸净后，每孔加

入微珠混悬液５０μＬ并吸净ＰＢＳ，每孔分别加入标

准品或样品５０μＬ、抗体２５μＬ、ＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎＰＥ荧

光色素溶液５０μＬ后室温摇床１０ｍｉｎ。真空吸板

机吸净滤板并用ＰＢＳ清洗３次，然后用ＰＢＳ１２５μＬ

重悬微珠，５６０×犵４℃离心１０ｍｉｎ室温摇床３０ｓ后

放入仪器中检测。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件处理数

据，计量资料以珔狓±狊表示，各组间同一时间点及组

内不同时间点间的比较采用方差分析（ｏｎｅｗａｙ

ＡＮＯＶＡ法）。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　病理检查结果　ＨＥ染色（图１）显示：同一时
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间点ＰＨ组大鼠肺组织出血点较其他３组明显增

多，ＰＭ组较其他３组明显减少。Ａ组与ＡＭ组肺

泡结构完整，无明显渗出；ＰＨ组染毒６ｈ及２４ｈ肺

泡结构破坏，肺泡腔内出现大量红细胞；ＰＭ 组较

ＰＨ组肺泡结构改善。

图１　不同时间点各组大鼠肺组织犎犈染色结果

Ｏｒｉｇｉｎａｌｗａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．２　肺湿／干比　ＰＨ组与ＰＭ组肺湿／干比明显

高于Ａ 组与 ＡＭ 组，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；ＰＭ组肺湿／干比低于ＰＨ组，差异有统计学

意义（犘＝０．００８）。ＰＨ组及ＰＭ 组染毒后６、２４、

４８ｈ肺湿／干比呈下降趋势，差异有统计学意义

（犘＜０．０５，表１）。

表１　各组大鼠不同时间点肺湿／干比

狀＝８，珔狓±狊

组　别 ６ｈ ２４ｈ ４８ｈ 犘值

Ａ组 ４．４８±０．１０ ４．５２±０．１１ ４．５４±０．１０ ０．６７０

ＡＭ组 ４．５４±０．１１ ４．５７±０．０７ ４．５１±０．０７ ０．５８０

ＰＨ组 ６．０２±０．７４△ ４．９１±０．１０△ ４．６８±０．０８△ ０．０３４

ＰＭ组 ５．０６±０．１１△▲ ４．７５±０．０６△▲ ４．７０±０．０４△▲ ０．０２１

　　犘＜０．０５与Ａ组相比；△犘＜０．０５与ＡＭ组相比；▲犘＜０．０５与ＰＨ组相比

２．３　血氧分压（ＰａＯ２）　ＰＨ组及ＰＭ组ＰａＯ２ 低

于Ａ组及ＡＭ组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；

ＰＭ组ＰａＯ２ 大于ＰＨ组，差异有统计学意义（犘＝

０．０２）；ＰＨ组和ＰＭ组染毒后６、２４、４８ｈＰａＯ２逐渐

回升，差异有统计学意义（犘＜０．０５，表２）。

表２　各组大鼠不同时间点犘犪犗２

狆／ｍｍＨｇ；狀＝８，珔狓±狊

组　别 ６ｈ ２４ｈ ４８ｈ 犘值

Ａ组 ９５．５０±４．５４ ９４．６２±４．５７ ９４．５０±４．１４ ０．７２

ＡＭ组 ９３．１３±２．９０ ９５．１３±３．６８ ９５．１３±２．４２ ０．３８

ＰＨ组 ５９．１３±３．７２△ ７０．００±１．７７△ ７１．７５±２．１２△ ＜０．０５

ＰＭ组 ６９．６３±２．６２△▲ ７４．５０±１．８５△▲ ７９．７５±２．１２△▲ ＜０．０５

　　１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ．犘＜０．０５与Ａ组相比；△犘＜０．０５与ＡＭ组相比；▲犘＜０．０５与ＰＨ组相比
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２．４　ＢｉｏＰｌｅｘ高通量蛋白悬浮芯片细胞因子检测

结果　ＰＨ组大鼠血浆ＴＮＦα值较Ａ组和ＡＭ组

升高，随时间推移逐渐下降，但仍高于Ａ组，差异有

统计学意义（犘＜０．０５）；ＰＨ组血浆ＩＬ４浓度在染

毒后６、２４ｈ降低，４８ｈ时升高，差异有统计学意义

（犘＜０．０５）；ＰＨ组血浆ＩＬ１０浓度在染毒后６ｈ时

升高，随时间推移逐渐下降，但仍高于Ａ组（犘＝

０．０２）。ＰＭ 组 ＴＮＦα在ＢＭＤＭＳＣｓ移植后６、

２４ｈ与ＰＨ组差异无统计学意义，４８ｈ时下降（犘＝

０．０１３）；ＰＭ组血浆ＩＬ４浓度ＢＭＤＭＳＣｓ移植后

呈上升趋势，４８ｈ时高于ＰＨ组（犘＝０．００９）；ＰＭ组

血浆ＩＬ１０在ＢＭＤＭＳＣｓ移植后呈下降趋势，但在

６、２４、４８ｈ时检测值均高于ＰＨ组（犘＜０．０５，表３～

表５）。

表３　各组大鼠不同时间点血清犜犖犉α检测结果

ρＢ／（ｐｇ·ｍＬ
－１）；狀＝８，珔狓±狊

组　别 ６ｈ ２４ｈ ４８ｈ 犘值

Ａ组 ２３．８６±４．５４ ２２．５２±２．１８ ２２．７９±２．５４ ０．４８

ＡＭ组 ２３．３２±２．７７ ２２．７９±４．９７ ２１．２９±４．００ ０．６３

ＰＨ组 ７５．１９±１１．６７△ ６１．８２±１０．６１△ ４９．２０±３．８６△ ＜０．０５

ＰＭ组 ７４．５０±１０．８５△ ６１．５６±１０．６１△ ３９．２８±８．２０△▲ ＜０．０５

　　犘＜０．０５与Ａ组相比；△犘＜０．０５与ＡＭ组相比；▲犘＜０．０５与ＰＨ组相比

表４　各组大鼠不同时间点血清犐犔４检测结果

ρＢ／（ｐｇ·ｍＬ
－１）；狀＝８，珔狓±狊

组　别 ６ｈ ２４ｈ ４８ｈ 犘值

Ａ组 １４．５８±１．１７ １５．２３±１．１２ １４．９９±１．０２ ０．７６

ＡＭ组 ２１．５９±１．２６ ２２．６２±１．２６ １８．８４±１．３１ ０．５２

ＰＨ组 ７．５３±０．９８△ ８．４６±１．０△ ３３．３５±１．４８△ ＜０．０５

ＰＭ组 ４．５６±０．７９△ ５．７５±０．５８△ ４８．１２±１．７３△▲ ＜０．０５

　　犘＜０．０５与Ａ组相比；△犘＜０．０５与ＡＭ组相比；▲犘＜０．０５与ＰＨ组相比

表５　各组大鼠与不同时间点血清犐犔１０检测结果

ρＢ／（ｐｇ·ｍＬ
－１）；狀＝８，珔狓±狊

组　别 ６ｈ ２４ｈ ４８ｈ 犘值

Ａ组 ２４．９８±１．６１ ２３．８８±１．３４ ２４．８４±０．９６ ０．２８

ＡＭ组 ２４．７９±１．３８ ２４．１２±１．２１ ２４．６２±１．９５ ０．６１

ＰＨ组 ５４．８５±４．６３△ ４５．９９±３．８８△ ４２．５６±６．１７△ ＜０．０５

ＰＭ组 ４９．１７±２．６６△▲ ５４．２１±５．９８△▲ ６４．６０±６．６１△▲ ＜０．０５

　　犘＜０．０５与Ａ组相比；△犘＜０．０５与ＡＭ组相比；▲犘＜０．０５与ＰＨ组相比

３　讨　论

细胞因子在肺损伤的炎症发展过程中起到十

分重要的作用［４５］。各种原因引起的肺损伤均有细

胞因子参与。光气所致的肺损伤机制目前认为有

酰化作用、酸烧伤理论、氧化应激学说等［６］。其中，

炎症反应及细胞因子发挥重要作用。细胞因子在

炎症反应中存在相互作用，如：白介素（ＩＬ）可激活

多种信号转导通路如ＪＡＫ／ＳＴＡＴ、Ｒａｓ／ＥＲＫ 和

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
［７］，ＭＩＰ３趋化因子可以通过自分泌作用

增强巨噬细胞活性，促进ＴＮＦα产生
［８］。

本研究中，光气致肺损伤时，促炎因子ＴＮＦα

浓度明显升高，与邵义如等［９］的研究相似。本研究

还发现，光气中毒大鼠ＩＬ１β、ＩＬ６、ＩＬ８水平明显升

高。研究［１０］发现，光气暴露后，小鼠支气管肺泡灌

洗液（ＢＡＬＦ）中ＩＬ６、ＩＬ１β、ＭＩＰ２升高。这些研究

表明，一些促炎因子在光气吸入性肺损伤时可上

调。研究［５，１０］显示，在肺损伤早期，肺泡巨噬细胞

受抗原刺激后分泌ＴＮＦα，而ＴＮＦα可介导中性

粒细胞、淋巴细胞等进入肺泡腔，且ＴＮＦα及ＩＬ１

均可激活免疫细胞释放其他细胞因子，活化Ｎａ／Ｋ

ＡＴＰ酶，导致肺水肿。本研究进一步证明，在光气

吸入早期（６ｈ），肺损伤仍未明显进展时，促炎因子

的血浆浓度均升高。因此认为，光气中毒时机体迅

速发生炎症反应，大量免疫细胞激活，释放炎症因

子，促进肺损伤及肺水肿的发生发展。

抗炎因子可负反馈调节炎症反应，降低炎症反

应程度。ＩＬ４是体内主要的抗炎因子，可以抑制

Ｔｈ１细胞分化，抑制中性粒细胞激活和调节趋化因

子［１１］。本研究中光气染毒大鼠血浆ＩＬ４呈先下降

后上升的变化趋势，４８ｈ时明显高于正常水平。结

果说明，光气中毒早期，抗炎因子的合成及释放均

３０４　中国临床医学　２０１７年６月　第２４卷　第３期　　ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１７，Ｖｏｌ．２４，Ｎｏ．３



被抑制，随着炎症反应持续，抗炎因子水平才逐步

恢复。促炎因子与抗炎因子的失衡可能是肺损伤

及肺水肿的发病机制之一。

目前认为ＢＭＤＭＳＣｓ的抗炎机制有直接和间

接两种。直接机制：首先，ＢＭＤＭＳＣｓ能调节Ｔｈ２

细胞，使其分泌ＩＬ１０，然后通过重组人角质形成细

胞生长因子（ｒｈＫＧＦ）等因子间接起到抑炎效果
［１２］；

其次，改变树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，ＤＣ）免疫应

答，使成熟的ＤＣ１减少ＴＮＦα的分泌，而使ＤＣ２增

加ＩＬ１０的分泌，进而导致 Ｔｈ１释放干扰素γ

（ＩＮＦγ）减少，Ｔｈ２、Ｔｒｅｇ细胞分泌ＩＬ４、ＩＬ１０增

加［１３］。间接机制：ＢＭＤＭＳＣｓ通过分泌白细胞介

素受体拮抗剂（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１ｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｔａｇｏｎｉｓｔ，

ＩＬ１Ｒａ），抑制巨噬细胞分泌ＴＮＦα及Ｔ细胞分泌

ＩＬ１，进而减轻急性肺损伤时的炎症反应
［１４］。续玉

林等［１５］通过ＢＭＤＭＳＣｓ移植，上调了ＩＬ１０的表

达，进而减轻了十八烯酸所致的大鼠肺损伤。本研

究中，光气肺损伤大鼠移植ＢＭＤＭＳＣｓ后，ＴＮＦα

降低，ＩＬ４、ＩＬ１０升高，与上述研究相似。但是，目

前关于ＢＭＤＭＳＣｓ对急性肺损伤的炎症调节机制

仍不清楚，还有待进一步的研究。

综上所述，ＢＭＤＭＳＣｓ移植对光气致急性肺损

伤大鼠有一定保护作用；ＢＭＤＭＳＣｓ移植可升高

ＩＬ４、ＩＬ１０抗炎因子浓度，降低促炎因子ＴＮＦα浓

度，说明ＢＭＤＭＳＣｓ移植可作为治疗急性肺损伤

的有效手段，值得进一步研究。
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