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#滑膜组织病理学的影响%方法
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"
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#应用美国
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型分选式细胞分析仪!进行脐血
(-#7

8细胞分选%"

$

#弗氏完全佐剂
8

!

型胶原诱导
(*+

小鼠模型!随机分为正常对照组$模型组$单份
%&'()

移植治疗组$双份
%&'()

移植治疗组$甲氨喋呤治疗阳性对照组!每组
!"

只小鼠%"

#

#采用尾静脉注射!除模型组$正常对照组用生理盐水!单份$双份人脐血所含的
(-#7

8细胞数均为
$9!"

:

%"

7

#观察

7$;

不同分组小鼠的关节症状及进行关节炎指数测定%"

:

#移植后第
7$

天全部处死动物取踝关节进行病理组织学检测!收集数

据并作统计分析%结果
!

双份
%&'()

移植优于单份
%&'()

移植治疗组!差异有统计学意义"

!

$

"<":

#%结论
!

双份
%&'()

可作为一种新的替代细胞来源用于自身免疫性疾病的细胞移植治疗%

关键词"关节炎!类风湿&

!

胶原&

!

滑膜&

!

脐血干细胞移植

!"#

!

!"<#=>=

"

?

<2))@<!>A#B7!#"<$"!$<"7<""!

文献标识码"

+

文章编号"

!>A#B7!#"

"

$"!$

#

"7B"#C:B"#

#$%&'$(')%*'+',)

-

'$)&.(),/01))/.+'2('11)$+*'2),

3

*).4.)%.

5

$)64712'20,7$'*4.+)

3

7+*)1)

-

4(71

4$2)/'124('84+*7,+*,4+4.4$/&('/0

5

()117

-

'$

"

"#$%$&'

(

)$&

#

%&*+$

,

#-

#

#

%&*.#'

(

/#

#

%$*0-

#

.#'

(

1&#2*'

(

#

+&'3-'

(

$

3#2456

77

#/#&5-80*4

9

#5&/*

7

:#&*'#'

(

;2#8#5#*'&/1)#'-4-.-8#<&/='#>-24#5

?

#

@)-'

?

&'

(

!!""#$

#

1)#'&

%

90.+,7(+

!

"0

:

'(+46'

!

6DD3)E5FEG2)HD

I

0HGD1D

J

2/01/G0@

J

E)DK)

L

@DF201MEM350@E2@H

LI

E

!

/D110

J

E@B2@;4/E;05HG52H2)

$

(*+

%

MD;1EM2/E

#

H5E0HE;N2HGH50@)

I

10@H0H2D@DKGEHE5D

J

E@D4)011D

J

E@E2//D5;31DD;)HEM/E11)

$

%&'()

%

<;'+*)/.

!

$

!

%

(-#78 /D5;

31DD;)HEM/E11)NE5E)E1E/HE;0@;2;E@H2K2/0HE;N2HG.+/)/0123456&K1DN/

L

HDMEH5

L

)D5H2@

J

)

L

)HEMDK,-/DM

I

0@

L

<

$

$

%

(*+MD;1E

M2/ENE5E2@;4/E;3

L

.5E4@;O)0;

?

4F0@H0@;H

LI

E

!

/D110

J

E@<+11:"M2/ENE5E;2F2;E;2@HD:

J

5D4

I

)

#

2@/14;2@

J

@D5M01

J

5D4

I

#

MD;E1

J

5D4

I

#

MD@DB&'()

J

5D4

I

#

;D431EB&'()

J

5D4

I

0@;&6P

J

5D4

I

$

!"M2/EKD5E0/G

J

5D4

I

%

<

$

#

%

&2/E2@MD@DB&'()0@;;D431EB&'()

J

5D4

I

NE5E2@

?

E/HE;N2HG&'()

#

N2HG(-#78/E11)KD5$9!"

:

#

HG5D4

J

G/04;01FE2@

#

34H@D5M01

J

5D4

I

0@;MD;E1

J

5D4

I

NE5E2@KE/B

HE;2@)HE0;N2HG"<=Q@D5M01)012@E<

$

7

%

+5HG52H2))

L

M

I

HDM)

#

D)HED05HG52H2)2@;ER0@;

?

D2@H)NE112@

J

;E

J

5EEDK5GE4M0HD2;05HG52H2)

NE5ED3)E5FE;KD57$;2@E0/G

J

5D4

I

<

$

:

%

6GEG2)HD

I

0HGD1D

J

2/01/G0@

J

EDK)

L

@DF201MEM350@ED@0@S1E

?

D2@HN0)D3)E5FE;D@HGEKD5B

H

L

T)E/D@;;0

L

#

0@;HGE;0H0N0)/D11E/HE;0@;0@01

L

UE;<<'.&1+.

!

-D431EB&'()H50@)

I

10@H0H2D@N0))4

I

E52D5HDMD@DB&'()

$

!

$

"<":

%

<=)$(1&.4)$

!

-D431EB&'()/D41;3E0@EN)D45/EDK/E11H50@)

I

10@H0H2D@KD5HGEHGE50

IL

DK04HDB2MM4@E;2)E0)E<

>'

5

8),/.

!

05HG52H2)

#

5GE4M0HD2;

&

!

/D110

J

E@

&

!

)

L

@DF201MEM350@E

&

!

/D5;31DD;)HEM/E11H50@)

I

10@H0H2D@

!!

类风湿性关节炎$

V+

%是一种发病机制尚不十分明确的致

残性自身免疫性疾病#在我国的发病率高达
"<#>Q

'传统的

治疗药物(免疫抑制剂(糖皮质激素(生物制剂等#虽能使部分

患者的病情活动得以控制#但不能治愈&且有部分复发#另外难

治性
V+

患者对上述治疗反应较差#临床疗效不满意'

人脐血干细胞$

%&'(

%移植作为一种安全(可靠和有效的

移植方式已经受到了广泛认可和应用#是目前造血干细胞移植

的主要形式之一)

!B$

*

'但其所含有核细胞数低的问题严重制

约了在临床上的应用'目前#只有大约
$:Q

需行脐血移植的

成人患者可找到符合细胞数的脐血供者'为此本组尝试异基

因双份
%&'(

移植治疗
V+

这一难治性自身免疫性疾病#本

项目利用异基因双份
%&'(

移植治疗小鼠
!

型胶原性关节炎

$

(*+

%的实验研究#观察
%&'(

可否有阻断滑膜炎性(抑制淋

巴细胞浸润(促进软骨组织形成等作用'

?
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材料与方法

?<?

!

材料
!

$

!

%牛
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型胶原 $

/D110
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#
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J

#

'2

J
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公司%&$
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%氟氏完全佐剂$
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#

"=CWCA$=B(+'=""ABC!B$

#

!"MX

#
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J
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公
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#

%流式细胞仪抗体
YZB(-#7

#

.*6(

标记的小鼠抗体

$

YG05M2@

J

E@

公司%&$

7

%甲氨喋呤#上海医药集团有限公司信

通制药厂#产品批号
"="$"=!

'
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实验方法

?<@<?

!

脐血的采集
!

无菌取自健康足月妊娠产妇(自然分娩

或剖宫产的胎儿脐血#要求母亲无遗传病家族史(输血史#无

%,[

(

%([

(

%*[

(梅毒等急慢性传染病#无妊娠合并症和妊娠

期间服药史#婴儿无先天性畸形#所有标本均在
CG

内进行

处理'

?<@<@

!

%&'(

的分离
!

采用密度梯度离心法沉降(分离得单

个核细胞'在超净工作台上#在无菌条件下#消毒穿刺部位#将

>Q

羟乙淀粉$

%Z'

%分别加入每份采血袋内$加入量为血量的

!

"

7

%#混匀#

7\

自然沉降
$G

分层#去除部分
V,(

'将析出的

上层液体低速离心后#取析出的细胞沉淀物#以
Y,'

重悬#滴

入等体积的
.2/D11

$

!<"AA

%液中#梯度密度离心#吸出悬浮于中

层的细胞即为
&](

'将
&](

浓缩至约
:MX

#用
Y,'

将其体

积调整至
$:MX

'重复步骤
#

次后#最终所得细胞以
Y,'

调整

体积至
:MX

'将所得有核细胞液$

&](

%按
!̂ !

比例加入氯

+

:C#

+

国际检验医学杂志
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化铵破红细胞液$

]%0(X

%

:MX

#混匀#

C""5

"

M2@

离心
!"M2@

#

弃去上清部分#将所得下层细胞以
Y,'

反复洗涤
#

次后#调整

其体积至
!"""

#

X

备用'

$

!

%计数有核细胞'用微量移液器吸取白细胞稀释液

"<7=MX

#置于
ZY

管内#加入细胞悬液
!"

#

X

#混匀'在低倍镜

下计算有核细胞数#将其总数
9!$:

#即得到
!

#

X

悬液内的有

核细胞数'

$

$

%台盼蓝拒染试验测定细胞活力'用微量移液器吸取

Y,'

液
"<7=MX

放入
ZY

管中加入
!"

#

X

有核细胞悬液#混匀

后加入
!"

#

X"<:Q

台盼蓝染液#混匀#

$M2@

后制片#镜检

计数'

?<@<A

!

干细胞分选及鉴定!应用美国
,-

公司
.+/)/0123456&

型分选式细胞分析仪#进行脐血
(-#7

8细胞分选'方法为$

!

%

取
:"

#

X

样品加入上机试管底部&$

$

%加入单克隆
(-#7BYZ!"

#

X

#混匀&$

#

%室温避光孵育
$"M2@

#加入
:""

#

X

#红细胞裂解

液充分混匀&$

7

%室温静置
$"M2@

#加入
:""

#

XY,'

液#充分混

匀&$

:

%上机检测'收集分选的
(-#7

8阳性细胞#

Y,'

充分洗

涤后#以生理盐水重悬#并调整成浓度为
#9!"

:

"

MX

的细胞悬

液'吸取
:"

#

X

单个核细胞$

&](

%混悬液用流式细胞仪检测

人源性
(-#7

8细胞的含量'经处理完毕的采集物深低温冻存

以备回输'

?<@<B

!

实验分组
!

近交系
(:A,X

"

>

$

%B$3

%小鼠
:"

只#动物

年龄
7:

$

:";

#体质量$

!À #

%

J

#随机分为!正常对照组(模型

组(单份
%&'(

移植治疗组(双份
%&'(

移植治疗组(甲氨喋

呤阳性治疗对照组'每组
!"

只小鼠'

?<@<C

!

建立
(*+

动物模型
!

除正常组外#寒冷刺激
!";

后#

将
!"M

J

牛
!

型胶原$

,

!

(

%与
:MX

完全福氏佐剂研磨后#以

每只
!""

#

X

于小鼠背部(踝部(尾根部皮内注射免疫#免疫注

射
!7

天按上述方法少量再次腹腔内注射#作为激发注射免疫'

之后对各组小鼠的发病情况进行观察#主要为关节水肿(皮肤

红斑及关节活动情况等'第
!:

天开始移植治疗#于
7$;

对各

组小鼠的膝及肘以下关节进行组织病理学分析'

?<@<D

!

%&'(

$输注%途径及剂量
!

均采用尾静脉注射途径!

(*+

小鼠二次免疫接种后第
$

天#除模型组(正常对照组用生

理盐水#其余以
$9!"

: 细胞数"
:"

J

体质量的密度将
%&'(

注入小鼠尾静脉内'

?<@<E

!

甲氨喋呤$输注%途径及剂量
!

采用每次甲氨蝶呤

"<"!A:

J

"

S

J

对甲氨喋呤治疗阳性对照组小鼠进行灌胃#每
:;

!

次#直到实验倒数第
$

天'

7$;

后处死小鼠进行取材'

?<@<F

!

实验场所
!

辽宁中医药大学动物实验中心(辽宁中医

药大学病理技术实验中心'

?<A

!

观察指标

?<A<?

!

小鼠关节肿胀度评估
!

$

!

%观察各组小鼠双后足爪各

关节的肿胀程度'用游标卡尺对小鼠双侧后足关节进行测量#

从造模时开始计时#每
:;!

次#直到取材前
!;

'$

$

%关节炎指

数$

05HG52H2)2@;ER

#

+*

%评定
"

分!无关节炎性$无红肿%&

!

分!

有红色斑点或轻度肿胀&

$

分!关节中度肿胀&

#

分!关节重度肿

胀&

7

分!关节僵直甚至畸形#严重功能障碍'

?<A<@

!

小鼠足部组织病理学分析及评分
!

$

!

%小鼠肢体关节

的组织病理检查!取实验及对照组小鼠肢体#乙醚麻醉脱颈处

死小鼠#除去病变关节的皮毛和多余的皮下组织#保留跖趾关

节及趾间关节#从前肢和后肢膝关节内侧切下鼠爪#

7Q

多聚甲

醛固定
7CG

以上#

!"Q Z-6+

脱钙#常规脱水#石蜡包埋#制

成
>MM

的切片#

%Z

染色'常规光学显微镜观察#各个关节局

部的组织病理学改变'制定评分标准#进行病理学诊断'$

$

%

评分标准按照
%DM

等的标准给每个小鼠进行评分'

"

分!未

见有任何改变&

!

分!有轻度炎性增生&

$

分!有低度炎性增生&

#

分!有中度滑膜炎#轻度软骨及骨改变&

7

分!有显著滑膜炎(纤

维增生(软骨及骨破坏&

:

分!严重滑膜炎#软骨破坏'

?<B

!

统计学处理
!

结果以
A 4̀

表示#计量资料用完全随机设

计资料的方差分析和多重比较$

X'-

法和
60MG0@EO)6$

法%'

@

!

结
!!

果

@<?

!

移植注射后比较各组关节炎指数及肿胀度程度
!

见

表
!

'

表
!

!

各组小鼠关节肿胀指数的测定

组别
'

关节肿胀指数

正常对照组
!$ "̀ "<""

(

!

B

小鼠模型组
!$ $<==:̀ "<"!$

%%

甲氨喋呤治疗组
!! !<!C>̀ "<"!$

%

单份
%&'(

移植组
!$ !<!>:̀ "<"$

%%

双份
%&'(

移植组
!$ "<:!"̀ "<":

&%#

!!

与对照组比较#

&

!无显著性差异$

!

'

"<":

%&

%%

!有显著性差异

$

!

$

"<":

%&与模型组比较#

%

!有显著性差异$

!

$

"<":

%&与单份
%&B

'(

移植组比较#

#

!有显著性差异$

!

$

"<":

%&与甲氨喋呤治疗组比

较#

%

!无显著性差异$

!

'

"<":

%'

用于
(

!

诱导模型组#

(

!

注射诱导后第
$;

#小鼠注射足

即有明显的肿胀#出现急性免疫反应'第
!7

$

$!

天后#

(

!

诱

导模型组小鼠对侧足出现红肿'至第
#:

$

7$

天后足的肿胀更

为明显#与正常对照组比较差异有统计学意义$

!

$

"<"!

%'

甲氨喋呤治疗组#治疗的第
#

天#小鼠注射足即有轻度的

肿胀减轻#治疗后的第
:

天开始#能明显抑制关节局部的肿胀#

治疗后的第
#:

天#关节局部肿胀恢复#与模型组比较#差异有

统计学意义$

!

$

"<":

%#单份
%&'(

移植组#治疗后的第
#

天#能明显抑制关节局部的肿胀#治疗后的第
#:

天#关节局部

肿胀减轻#与甲氨喋呤治疗组比较#差异无统计学意义$

!

'

"<

":

%'

双份
%&'(

移植组#治疗后的第
#

天#小鼠注射足即有轻

度的肿胀减轻#治疗后的第
:

天开始#能明显抑制关节局部的

肿胀#治疗后的第
#:

天#关节局部肿胀恢复正常#与单份
%&B

'(

移植组比较#差异有统计学意义$

!

$

"<":

%#与正常对照组

比较差异无统计学意义$

!

'

"<":

%'

@<@

!

组织病理学变化
!

$

!

%正常组!镜下可见关节滑膜细胞排

列整齐#呈扁平状#关节面光滑完整#滑膜层未见炎性细胞浸

润#透明软骨细胞排列整齐#骨小梁粗壮(饱满#形态结构完整#

成骨细胞排列致密#间质细胞较少'$

$

%模型组!

(

!

诱导模型

组动物关节#关节滑膜大量炎性细胞浸润(血管翳形成#结缔组

织增生(肿胀#骨及软骨组织结构破坏#大量的增生骨及软骨细

胞#滑膜组织结构破坏#向关节腔突起'$

#

%甲氨喋呤治疗组!

镜下可见骨及软骨组织(滑膜表面有所修复#仍可见少量的骨

及软骨#滑膜细胞轻度增生#间质细胞水肿#少量的炎性细胞浸

润'$

7

%单份
%&'(

移植组!关节结缔组织(滑膜表面有所修

复#骨及软骨细胞结构(滑膜细胞排列正常#但仍可见到少量的

水肿(炎性细胞'$

:

%双份
%&'(

移植组!可见骨及软骨组织

结构完整#滑膜细胞列整齐#间质细胞较少与正常相似#未见

浸润的炎性细胞 '

@<A

!

病理组织学评分
!

各组小鼠的关节炎组织病理学评分

+

>C#

+

国际检验医学杂志
$"!$

年
$

月第
##

卷第
7

期
!

*@H_X03&E;

!

.E35405

L

$"!$

!

[D1<##

!

]D<7



为!对照组
"

分&

(

!

模型组为$

#<C`"<#

%分&甲氨喋呤阳性

治疗组关节组织学为$

!<7̀ "<!

%分&单份
%&'(

移植组关节

组织学为$

!<#`"<$

%分&双份
%&'(

移植组关节组织学为

$

"<$̀ "<!

%分&各组评分结果比较!与模型组比较#各组有非常

显著性差异$

!

$

"<"!

%&与甲氨喋呤治疗阳性组比较#单份

%&'(

移植组无显著性差异$

!

'

"<":

%&与单份
%&'(

移植

组比较#双份
%&'(

移植组有显著性差异$

!

$

"<":

%#与正常

对照组比较#双份
%&'(

移植组无显著性差异$

!

'

"<":

%'

A

!

讨
!!

论

脐血干细胞是近年发现的一类具有与骨髓干细胞(外周血

干细胞相同的多向分化潜能的原始祖细胞)

#B7

*

'脐血干细胞具

备自我更新和增殖的能力#并能在特定因素的影响或诱导下#

向各种细胞或组织分化'是近年干细胞生物学研究中发现的

重要细胞之一#其优势包括!$

!

%与骨髓干细胞移植相比#对供

受者之间
%X+

配型相合程度要求较低&$

$

%可迅速获取供者

干细胞&$

#

%移植术后移植物抗宿主病$

a[%-

%风险低&$

7

%通

过移植物传播病毒的风险小&$

:

%供者无风险等'$

>

%费用低#

伦理学争议少#易于保存和运输)

:

*

'但其所含有核细胞数低的

问题严重制约了在临床上的应用'临床实践证实#脐血中所含

有的
6](

以及
(-#7

8细胞数是脐血移植后造血及免疫恢复

以及移植效果的决定性因素)

>

*

'据统计#脐血移植物中所含有

的
6](

最低值需大于
$<:9!"

A

"

X

$受者体质量%#若低于该

值#移植失败率及移植相关死亡率则明显升高'目前#只有大

约
$:Q

需行脐血移植的成人患者可找到符合细胞数的脐血供

者)

A

*

'为克服单份脐血所含有的
6](

不足及大体重患者使

用#本组尝试异种异基因双份脐血干细胞移植治疗
V+

这一难

治性疾病#并取得了显著的疗效'

本组采用
(

!

加
(.+

免疫成功地诱导了
(*+

小鼠'对照

组未用
(

!

免疫#也未有
(*+

发生'

(*+

主要组织病理学改变

为滑膜水肿#炎性细胞浸润#滑膜层次增多#血管翳形成#软骨

破坏'单份
%&'(

移植组与甲氨喋呤治疗组可明显减轻关节

滑膜组织中炎性细胞的浸润(血管豁的形成和滑膜细胞的增

生'而双份
%&'(

治疗组能显著改善关节的肿胀度#明显减

轻关节滑膜组织中炎性细胞的浸润#有阻断滑膜炎症(抑制淋

巴细胞浸润(促进软骨组织形成等作用#双份
%&'(

移植组与

正常对照组相比差异无统计学意义$

!

'

"<":

%#发挥了
%&'(

移植以其来源丰富(取材方便(免疫原性较弱(能耐受更大程度

上的
%X+

配型不符等优势'双份脐血和单份脐血移植相比

较#不仅有效地解决了单份脐血所含
6](

不足的问题#而且

移植术后
a[%-

的发生率并没有增加#干细胞修复滑膜组织

的作用却有所增强'

迄今为止#干细胞移植治疗的机制尚没有完全阐明#异种

双份脐血干细胞移植治疗
V+

国内外尚未见报道#而众多学者

都在研究'早在
="

年代初期#国内就有学者)

C

*进行过双份脐

血造血祖细胞体外混合培养试验'他们发现#将双份不同胎儿

的脐血细胞混合后体外培养#并与单个胎儿脐血体外培养相比

较#两者在造血干细胞生成数量和生长特征方面无明显差异'

动物试验更进一步证明了双份脐血移植的可行性'

]04H0

等)

=

*报道将双份人脐血造血干细胞移植给
]b-

"

'(*-

小鼠#

其中第
!

组小鼠输注单份人脐血#所含的
(-#7

8细胞数为
!9

!"

:

&第
$

组小鼠输注双份人脐血#其中每一份脐血所含的

(-#7

8细胞数均为
!9!"

:

&第
#

组小鼠输注单份人脐血#输注

的
(-#7

8细胞数为
$9!"

:

&观察不同组别小鼠术后造血免疫

恢复情况'移植后
>

周通过流式细胞仪检测小鼠外周血(骨髓

及脾脏所含的人源性
(-7:

8细胞发现#双份脐血移植组移植

物植入情况明显好于其他两组小鼠'此外#他们还发现双份脐

血移植组小鼠外周血和脾脏中#人源性
(-7:

8细胞表达远远

高于单份脐血移植组#且外周血血小板计数恢复明显也比单份

脐血移植组提前$

!

$

"<":

%'此试验表明双份异基因小鼠脐

血可在同一个受鼠体内产生混合嵌合体#能重建同种异基因受

鼠的免疫造血系统而不引起明显的
a[%-

'

本项目利用双份
%&'(

移植技术#发现双份脐血在造血

祖细胞生成数量和生成人源性
(-7:

8细胞表达远远高于单份

脐血移植组#此结果同国外
]04H0

等)

=

*报道较一致#其疗效显

著的可能机制与重建异基因受鼠的免疫造血系统和干细胞分

化(修复滑膜组织的潜能有关'相似的临床报道还见于
X2B

M0

)

!"

*和
bD2

等)

!!

*的报道'

该项研究对于那些亟须接受治疗的难治性
V+

及大体重

患者等#双份
%&'(

移植无疑是一种安全而高效的移植方式#

故可作为一种新的替代细胞来源用于自身免疫性疾病的细胞

移植治疗'
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