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骨髓单个核细胞移植对大鼠溃疡性结肠炎的作用 *
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摘要 目的：探讨同种异体骨髓单个核细胞(BM-MNCs)移植大鼠溃疡性结肠炎模型的作用。方法：将 DAPI标记的同种异体大鼠

骨髓单个核细胞(BM-MNCs)经尾静脉注射移植到大鼠溃疡性结肠炎(UC)模型体内(模型组)，以尾静脉注射等量 PBS的 UC大鼠

作为对照组。光镜观察大鼠结肠组织病变改变，荧光显微镜观察标记 DAPI的 BM-MNCs在结肠组织中的定植及分布情况，免疫

荧光检测 BM-MNCs中 CK19、CD34的表达情况。结果：移植组大鼠结肠组织可见新生黏膜上皮及腺体，黏膜下有新鲜至成熟肉

芽组织生成，明显优于对照组；移植 14天，大鼠结肠组织中可观察到 DAPI标记的 BM-MNCs细胞；DAPI标记的细胞可表达血管

内皮细胞特异性表达蛋白 CD34或黏膜上皮细胞特异性表达蛋白 CK19。结论：BM-MNCs可向受损病变部位结肠组织迁移和定

植，且分化为血管内皮细胞和黏膜上皮细胞。
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Effect of BM-MNCs Transplantion on the Ulcerative Colitis in Rats*

To explore the effect bone marrow mononuclear cells (BM-MNCs) transplantion on the ulcerative colitis in

rats. BM-MNCs labeled with DAPI were transplanted into UC rat (model group) through caudal vein, the rats injected with the

same amount of PBS were used as the control group. The pathological changes of colon tissues was observed by light microscope; and

the planting and distributed conditions of the BM-MNCs labeled DAPI in colon tissues were detected by fluorescence microscope, the

expressions of CK19 and CD34 in BM-MNCs were detected by immunofluorescence. The neogenetic mucosal epithelium and

gland submucous neogenetic and ripe granulation tissue were observed in the transplanting group, which were obviously better than those

of the control group; DAPI labeled BM-MNCs cells can express CD34 and CK19. BM-MNCs can transfer and plant into

the injured colon tissues and differentiate into the vascular endothelial cell and mucosal epithelial cell.
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前言

溃疡性结肠炎(Ulcerative Colitis，UC)主要累计结肠粘膜层

甚至到粘膜下层，表现为腹痛伴腹泻、粘液及脓样血便、肠道营

养物质吸收障碍及肠外其他系统并发症，治愈效果不佳难度

大，其病程漫长且常反复发作，是世界范围内的现代难治病之

一[1-5]。越来越多的难治性疾病被应用于干细胞治疗，研究者把UC

的治疗着眼于干细胞移植，为其提供高效低毒治疗的新方向。

骨髓单个核细胞 (Bone Marrow Mononuclear Cells，

BM-MNCs)是一种成体的干细胞，造血和骨髓间充质干细胞等

均属于 BM-MNCs，不仅具有细胞的自我更新、组织的定向移

植和分化潜能，又能释放促进神经、血管再生的许多细胞因子
[6-12]。本研究将 BM-MNCs移植大鼠溃疡性结肠炎(UC)模型鼠，试

图探讨 BM-MNCs对UC模型大鼠结肠病变组织的修复作用。

1 材料和方法

1.1 材料

健康雄性成年 SD大鼠，体重 250± 10 g(哈尔滨医科大学

实验动物学部)；弗氏完全佐剂(sigma，美国)；三硝基苯磺酸

(TNBS，sigma，美国)；DAPI(北京华迈科世纪公司)。

1.2 方法

1.2.1 实验分组 健康成年 SD 大鼠 54 只 (雄性，体重在

250± 10 g)，其中 36只采用免疫复合法制备 UC模型后随机分

为 2组：移植组及对照组，剩余大鼠用于制备骨髓单个核细胞。

1.2.2 DAPI 标记 BM-MNCs 用含 DAPI (终浓度为 50

滋g/mL) 的 DIEM培养基重悬细胞，于含 5% CO2饱和湿度、

37℃培养箱中染色 2h，收集细胞并计数。

1.2.3 UC模型制备及 BM-MNCs移植 0.4 mL抗原乳化剂

充分涡旋混匀后，于 1天和 14天注射于大鼠下腹部腹股沟和

下肢足跖处，并于末次注射后 24 h内严格禁食但不禁水，麻醉

大鼠（10%水合氯醛，IP 注射），将硅胶管（直径 2 mm× 长 15
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cm）液体石蜡润滑，自肛门轻缓插入肛管内约 8 cm，缓慢推入

灌注液(含有 100 mg TNBS/kg与 50％乙醇的混合液)。固定大

鼠至自然清醒，期间身体保持平躺且臀部轻轻抬高。15天，移

植组大鼠给予 IV注射 1 mL细胞悬液(BM-MNCs为 3× 106个

/ml)；对照组大鼠注射 1 mL PBS。

1.2.4 荧光显微镜观察骨髓单核细胞分布 避光条件下，取已

固定的移植组结肠组织块经冰冻切片包埋剂包埋后制作冰冻

切片(20 滋m)，部分切片风干后加荧光淬灭剂，封片。荧光显微
镜下观察结肠组织中，细胞核成蓝色荧光，即为 DAPI标记的

BM-MNCs。

1.2.5 组织 HE染色 各取大鼠麻醉后处死，剖取多段长度为

2 cm的结肠，包埋剂包埋后制作石蜡切片(5 滋m)，HE染色，镜
下观察和采集大鼠结肠组织的病理学变化。

1.2.6 大鼠骨髓单个核细胞 CD34和 CK19蛋白表达 避光

条件下，冰冻组织切片各取 2张经 PBS洗 5 min× 3次；置于湿

盒内，加 5%BSA，37℃恒温水浴箱中孵育 20 min；弃封闭血清

后分别加入兔抗大鼠细胞角蛋白 19(CK19)多克隆抗体和兔抗

大鼠细胞 CD34单克隆抗体(1:50)，阴性对照组加 PBS，4℃过

夜；PBS洗 5 min× 3次，加 CY3标记羊抗兔 IgG(1:100)，37℃

恒温水浴箱中孵育 20 min；PBS洗 5 min× 3次，风干后加荧光

淬灭剂，封片。激光共聚焦显微镜下观察结肠组织中细胞浆为

红色荧光，即为 CK19或 CD34阳性细胞。

1.3 统计学处理

采用统计学软件 SPSS 21.0进行统计学分析，计量资料结

果均以均数± 标准差（x± s）表示，采用完全随机设计成组 t检

验，以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 荧光显微镜观察骨髓单核细胞的分布

移植后 14 d，结肠组织中标记的 BM-MNCs数量较多，且

主要分布在黏膜溃疡的边缘(见图 1)。

2.2 结肠组织的 HE染色

移植 3 d后，移植组及对照组大鼠结肠组织在光镜下：在

结肠黏膜至浅肌层出现凝固性坏死组织和出血，部分的黏膜下

和固有层血管壁内皮细胞肿胀、充血和扩张，浆膜层有广泛的

纤维素物质渗出(见图 2-A、2-B)。移植组及对照组 7 d的大鼠结

肠组织黏膜下层单核、淋巴等炎细胞广泛浸润，血管壁明显扩

张，肉芽增生可鉴隆起，浆膜层有广泛的纤维素物质渗出及增

生较少，但对照组肉芽增生隆起不明显(见图 2-C、2-D)。移植

14 d后，移植大鼠结肠组织中有黏膜上皮何腺体的新生，新鲜

甚至成熟的肉芽组织隆起，炎性细胞渗出广泛减少(见图 2-E)；

对照大鼠结肠组织坏死，炎性细胞渗出仍然存在，亦可见肉芽

隆起(见图 2-F)。

图 1 BM-MNCs在大鼠结肠分布情况(× 100)

Fig.1 The disstribution of BM-MNCs in rats'colon(× 100)

图 2 大鼠结肠黏膜的 HE染色(× 100)

Fig.2 HE staining of colonic mucosa in rat (× 100)

Note: A: the transplanting groups of 3 days; B: the PBS groups of 3 days; C: the transplanting groups of 7 days; D: the PBS groups of 7 day;

E: the transplanting groups of 14 days; F: the PBS groups of 14 days
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2.3 大鼠骨髓单个核细胞 CD34和 CK19蛋白表达

在移植后 14 d组中，大鼠结肠黏膜下层可见细胞核呈蓝

色荧光，同时细胞浆呈红色荧光，即 DAPI及 CD34同时表达的

阳性细胞，表明 DAPI标记的 BM-MNCs可向血管内皮细胞分

化(见图 3)。在移植后 14 d组中，大鼠结肠黏膜上皮可见细胞核

呈蓝色荧光，同时细胞浆呈红色荧光，即 DAPI及 CK19同时表

达的阳性细胞，表明 DAPI标记的 BM-MNCs可向黏膜上皮细

胞分化(见图 4)。

3 讨论

UC的发病被认为与遗传、环境、免疫功能改变及其相互作

用有关[13-16]。目前，关于 UC的治疗有药物诱导缓解治疗、药物

维持治疗及外科手术治疗等传统的对症治疗，对于此病难以有

效控制，且副作用和并发症等问题较多[17-21]。因此，探索和明确

新的、有效的治疗 UC的手段已成当前医学急需解决的问题。

早在 1998年，Lopez等[22]给予恶性血液病伴有克罗恩病的

患者的异体造血干细胞移植治疗，发现其恶性血液病症状好转

的同时克罗恩病的病情也得到缓解，提示干细胞的移植可能成

为炎症性肠病的治疗一种新策略。近年来，国内外学者对

BM-MNCs 治疗 UC 进行了大量的实验研究 [23-27]，发现

BM-MNCs可借助于受损部位的细胞因子、黏附因子等的趋化

作用向病变部位迁移，实现其向损伤组织的定植和归巢功能。

迁移、定植来的 BM-MNCs可途径肠道黏膜干细胞而分化为修

复肠道受损黏膜的肠道黏膜上皮细胞。BM-MNCs还具有免疫

调节功能，其可与各种免疫细胞相互作用，抑制促炎细胞因子

的释放，下调炎症反应以实现对组织的修复作用。还有研究显

示 UC发生时，肠道局部及全身免疫功能紊乱，微环境破坏严

重，肠道黏膜干细胞增殖、分化受限，而 BM-MNCs通过促进肠

道血管的再生，改善肠道黏膜微环境，可恢复肠道黏膜干细胞

增殖、分化能力。本实验通过对移植组及 PBS对照组大鼠的组

织病理学观察进行分析，发现移植组各项指标明显优于对照

组，两者差异显著，光镜观察可见移植后 3 d及 7 d，移植组与

对照组大鼠结肠标本无明显差异。移植后 14 d，移植

BM-MNCs大鼠结肠组织出现黏膜上皮及腺体的新生，新鲜甚

至成熟的肉芽组织隆起，单核等炎性细胞减少；对照大鼠结肠

仍有坏死和炎性渗出，亦可见肉芽隆起。病理学结果提示

BM-MNCs移植有修复溃疡性结肠炎损伤的黏膜作用。

BM-MNCs向受体结肠病变部位迁移和定植是修复 UC肠

道组织损伤的基础。BM-MNCs的归巢特性表现为在细胞因

子、黏附因子的作用下向受损部位的趋化作用，表现为定向迁

移至损伤部位。有研究表明自体骨髓MSCs有组织定向迁移和

修复心、肝等受损组织的能力，可能有基质细胞衍生因子

(SDF-1)和Wnt信号通路的参与，Hayashi[28]等研究发现 BMSCs

可以定植修复在大鼠受体结肠的受损肠黏膜。2009年，Wei[29]

等也验证了同样的实验结果。以上结果表明 BM-MNCs可以在

移植受体结肠黏膜上定植，并向病变组织迁移，对 UC有治疗

作用。本研究结果显示移植后 14 d，结肠组织中标记的

BM-MNCs数量较多，且主要分布在黏膜溃疡的边缘，提示

BM-MNCs在 UC模型大鼠病变部位结肠粘膜上定植，可为

BM-MNCs修复结肠组织提供条件。

正常肠道上皮细胞能够不断地自我更新及修复，这是由于

肠道黏膜干细胞具有增殖及分化的能力。BM-MNCs在移植受

体结肠黏膜定植后，可分化为肠道黏膜干细胞，进而分化为肠

道黏膜上皮细胞，修复受损的肠道黏膜。2008年，Nishida[30]等在

乙酸诱导的胃溃疡模型中移植肠道黏膜干细胞，发现肠道黏膜

干细胞可分化为血管内皮细胞或黏膜上皮细胞，完成溃疡的修

复。而本研究结果显示移植后 7 d及 14 d，移植组大鼠结肠黏

膜下层及结肠黏膜上皮均可见 DAPI标记细胞表达血管内皮

细胞特异性表达蛋白 CD34或黏膜上皮细胞特异性表达蛋白

CK19，表明 DAPI标记的 BM-MNCs已分化为血管内皮细胞或

黏膜上皮细胞。由此可见，BM-MNCs移植可为治疗 UC修复受

损肠道黏膜上皮细胞提供一定的基础。
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