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摘 要
:

【目的」建立同种异基因小鼠骨髓腔内脐血移植模型
,

研究该技术对造血
二

f
二
细胞 ( H SC 。归巢

、

植人

率
、

移植后免疫造血重建
、

移植物抗宿主病 ( G ;\l I )D 等力
一

面的影响
。

【方法」用 C 57 B确 胎鼠及 新生鼠外周血

(F NBP )作供体
,

以单侧胫骨骨髓腔内注射 ( IB llA )和尾静脉注射 ( IV) 两种途径移植经亚致死量 团c卿 射线辐照预

处理的 B A L B/ c
鼠

。
2 00 只受鼠随机分为 4 组

:
骨髓腔内注射组 ( IB M 组 ) ;尾静脉注射组 ( VI 组 ) ;放疗对照组 ;正

常对照组
,

每组 50 只
。

用组织冰冻切片和流式纤朋包术动态了解 C路E 标记 FN P B 在受体内的分布变化
,

并观察移

植后受鼠存活状况
、

植人水平
、

造血与免疫功能恢复及 G v H D 情况
。

【结果】①荧光际记 F N PB 体内动力学显示

直至输注后 72 h
,

供体 FN P B 经 BI M I后主要积聚 J
几

注射侧骨髓腔内
,

肺部滞留很少
。

而 IV 组及 IBM 组非注射

侧骨髓中的 F NP B 细胞数显著少于 BI M 组注射侧
,

W 组非造血组织器官如肺部有明显供体细胞滞留
。

②同种异

基因小鼠 C B T 模型中 BI M 组造血
、

免疫功能的恢复明显快于 W 组
,

无 G V H D
,

移植后 90 d 存活率达到 90 %
,

注

射侧胫骨植入水平 (29
.

5 3士 .6 64 )%
,

较 I v 组有显著改善
。

③BI M 输注侧骨髓中供体 H SC
S

植人水平及造血重建速

度明显优于非注射侧骨髓
。

【结论】成功建立同种异基因小鼠骨髓腔内脐血移植模型
,

并证实 BI llA 途径对促进

H s c
、
植人

,

造血免疫功能重建
,

提高 UC B T 效果方面优于 Vl 途径
,

多部位 BI M I 可能更有利于 H SC 归巢骨髓
。
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脐血 (
u m b i l i e a l C o r d b l o o d

,

u C B )是造血干细胞

( h
e m a t o p o i e t i C S t e m e e l l

,

HS C )移植的重要来源
,

但

单份 U CB 所含 H S Cs
数量有限并更为幼稚

,

免疫效

应细胞功能不成熟
,

以致移植后造血
、

免疫重建延

迟
,

感染率
、

移植相关死亡率较高
,

从而影响和限制

了脐血移植 (
u m b il i e a l e o r d L

·

l o o d t ar n s p l a n t a ti o n ,

u C B)T 的发展应用
。

如何促进脐血 H S sC 归巢并植

人骨髓是当前研究的热点
。

本研究通过同种异基因

小鼠骨髓腔内脐血移植模型的建立
,

探讨骨髓腔内

注射 (i
n tr a 一 b o n e m a rr o w inj

e (: t i o n ,

IB M I ) 对脐血

HSC
S
归巢

、

植人率
、

移植后免疫造血重建等方面的

影响
,

为其临床应用提供实验基础
。

1 材料与方法

1
.

1 实验动物与主要试剂

无特定病原体 ( S P F 级 ) B A L B /e (H
一 ZD d

)雌性小

鼠为移植受体
,

7 一 8 周龄
,

体质量 16 一 18 9
,

由中山

大学实验动物中心提供 ; SP F 级 5C 7 BU 6 ( H
一 ZD

b

)

小鼠为移植供体
,

10 ~ 12 周龄
,

体质量 2 2 ~ 2 5 9
,

购

于上海斯莱克实验动物有限责任公司
。

所有实验小

鼠均饲养于中山大学实验动物中心无菌层流室动

物洁净饲养柜中
,

饲料
、

饮水及垫料经高压灭菌处

理
,

移植前后不予抗生素或抗排斥反应药物
。

梭基

荧光素二醋酸盐墟拍酞亚胺醋 (
c盯b ox y nuo er s ce in

d i a e e t a t e , u e e i n im id y l e s t e r ,

C F SE ) 购 自美 国

M o l e e u lar P r o b e S
公司

,

藻红蛋 白 ( p h y
e o e口 t h ir n ,

p E ) 或异硫氰酸荧光素 ( fl
u o r e s e e i n

一

i s o t h i o e 一

y a n a t。
,

F IT C ) 标记大鼠抗小鼠 C D 3
、

(二D 19
、

N K I
.

1
、

CD l l b
、

H一 Z D b
单抗购自美国 hP ar iM叮

e n
公司

,

甲基纤维素

半固体培养基 (M
e t h o e u l t仆

I
C

,

r M 3 4 3 4 ) 购自美国

S te m C e l l 公司
。

1
.

2 胎鼠及新生鼠外周血制备

按本室 方法 l[]
,

将胎龄 18一 19 d 胎鼠或出生后

24 h 内新生 鼠断头后吸取外周血于灭菌肝素 (50 U/

m助离心管内
,

即为胎鼠及新生鼠外周血 ( en ar 一 et mr

fe t al a n d n e o n a t a l m u ir n e p e ir p h e r a l b l o o d
,

FN P B )
。

平均每只胎晰生 鼠取血 25
~ 4 0 林L

,

有核细胞 (1
.

5 -

6)
x 1o

, ,

台盼蓝计数细胞存活率 95 %以上
,

用 MI DM

培养液调整细胞浓度为 s xl oe/ m L 和 30 xl 0勺 m L 备

用
。

部分 FN PB 以磷酸盐缓冲液 ( PB )S 调整细胞浓

度为 ( 1
一 5 )

x l o 7/ m L
,

加人终浓度 10 卜m o l fL 的

e SF E
,

于 3 7℃孵育 1 0 m i n
,

再与 5 倍体积的 16 4 0

完全培养液于
一
20 ℃孵育 s m in

,

P B S 洗涤 细胞
,

IM DM 培养液调整细胞浓度
,

移植受鼠行体内示踪

检查
。

1
.

3 实验分组与 F N P B 移植方法

B A L B/ C 雌鼠随机分为 4 组
,

每组 50 只
:
骨髓

腔内注射组 (BI M 组 ) ;尾静脉注射组 ( VI 组 ) ;放疗

对照组 ;正常对照组
。

前 3组小鼠均给予总量 6 G y

的 印 c o , 射线全身一次性辐照
,

剂量率 1
.

3 G y /m in
,

照射深度为 .2 5 c m
,

BI M 组及 VI 组辐照后 s h 内

接受 F N PB 移植
,

移植前以 43 妙 水合氯醛 430

m眺 g腹腔麻醉
。

BI M 组参照文献冈
,

剪开皮肤
,

用

1 m L 胰岛素注射器自右膝关节表面插人胫骨骨髓

腔
,

迅速推注 F N P B 1 xl O6
细胞数后缝合切 口 ; VI

组由尾静脉一次性注射 FN P B l xl 护 细胞数 ; 放疗

对照组
、

正常对照组以同样方法麻醉后骨髓腔内注

射 0
.

0 3 m L IM D M 培养液
。

1
.

4 FN P B 移植后检测指标

1
.

4
.

1 C F SE 标记 F N P B 体 内示踪 分别于 C FS E

标记 FN P B 输注后 5 m i n 、
2 4 h

、

7 2 h 处死受鼠
,

取

其眼静脉血涂片
,

注射侧及非注射侧胫骨
、

肝
、

脾
、

肺
、

胸腺行冰冻切片 (每个器官切片 5 一 or 张
,

片厚

5 林m)
,

荧光显微镜下每张切片连续取 5一 10 个非
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重叠视野
,

计数每个视野 中荧光细胞数 ( xl OO )
。

结

果判定标准为
:

(
一
) 未发现绿色或橙色荧光 ; (+) 每

个视野中仅发现 1一 5 个阳性细胞 ; (
+
+) 每个视野中

发现 5 一 10 个阳性细胞 ; (
十+

+) 每个视野发现 10 个

以上 阳性细胞 ; ( + 十
+
+) 切片中阳性细胞聚集成团

块或云絮状
,

数量多而无法计数
。

另于上述时点制

备受鼠脾脏
、

注射侧及非注射侧胫骨细胞悬液和眼

静脉血
,

以 itr
s 一 N H 4

CI 溶液溶解红细胞
,

F AC S c an

流式细胞仪 ( B
e e t o n D i e ki n s o n

公司 )检测绿色荧光

(激发光波长 4 8 8 n m )
。

1 .4 2 FN P B 移植后 受鼠一般情况观察 每日观察

FN P B 移植后受鼠生存状况
、

体质量
、

伤口愈合情

况
、

下肢运动能力
、

被毛
、

食欲
、

大便等
,

绘制生存曲

线
。

1
.

.4 3 移植后受鼠重建造血免疫功能的检测 分

别 于移植后第 10 天 ( d l o
,

下同 )
、

d 14
、

d Z z
、

d 3 o 断

尾
,

用 xK
一 21 血细胞计数仪 (日本 S ys m e x

公司 )检

测各组存活小 鼠外周血 w B C
、

H b
、

P LT ; 注射侧及

非注射侧胫骨骨髓有核细胞 ( B M N e S ) Z x l o ` 以 -

m L 甲基纤维素半固体培养体系在 37 ℃
、

体积分数

5% C O
Z

及饱和湿度的培养箱中行 C Fu 一 G M
、

B F u 一

E
、

c Fu 一GE MM 集落培养
。

按照文献口〕方法于培养

后 d 7 计 数 C F U 一G M
,

d l 4 计 数 B r U 一E
、

C FU -

G EM M ;移植后 d21 处死存活受鼠
,

取注射侧
、

非注

射侧胫骨行石蜡包埋切片
、
H E 染色

,

光镜检查骨髓

增生情况 ;移植后 d 30 取外周血以流式细胞仪检测

P E 或 F ICT 标记大鼠抗小 鼠 CD 3
、

CD 19
、

N K I
.

l
、

C D l l b 单抗
,

对照为 Ig G I
一

p E
、

Ig G I
一

FxT C
。

1 .4 4 移植后 受鼠移植物抗宿主病检查 每日观

察受鼠有无脱毛
、

腹泻
、

出血
、

皮肤勃膜溃烂等情

况
,

并取移植后 d28 存活受鼠足垫皮肤
、

肝脏
、

肠管

行 移植 物抗 宿主病 愉aft
一 v e sr u 、 一 h o s t d i s e a s e ,

GV H )D组织病理学检查
。

1 .4 5 植入证据与植入水平检测 分别取移植后

d 14
、

d3 o
、

dg o 小鼠的注射侧及非注射侧胫骨细胞

悬液
,

用 IF Tc 标记的大鼠抗小鼠 H 一 ZD “
单抗行流

式检测
,

对照为 I gG I一 F IT c
。

1
.

5 统计学分析

采用 s sP s ll
.

5 统计软件
,

计量资料以行
士、 )表

示
,

采用 t 检验或单因素方差分析 ; 绘制 K ap lan -

M ie e r
生存函数曲线并对其进行 oL g一 r an k 检验

,

检

验水准设 a = .0 05
。

2 结 果

2
.

1 不同途径输注 FN P B 体内分布情况

C FSE 标记 F N PB 输注后 5 m i n ,

IB M 组注射侧

胫骨骨髓腔内可见大量绿色荧光细胞聚集成云絮

状 (++ ++ )
,

其它部位未见明显荧光细胞
。

vI 组外周

血涂片中阳性细胞 (
十十

+)
,

胫骨
、

肝
、

脾
、

肺
、

胸腺 已

可见极少量荧光细胞 (+) ;移植后 24 h
,

BI M 组注射

侧胫骨骨髓腔中阳性细胞仍呈团块状 (++ ++ )
,

难

以计数
,

而其它部位出现少量绿色荧光细胞
,

以肝
、

脾
、

胸腺等造血免疫器官较为明显 (++ )
。

vJ 组小鼠

胫骨骨髓腔内可见少量阳性细胞归巢 ( 十一++ )
,

肺
、

肝
、

脾
、

胸腺 切 片 阳性 细胞 较 前 明 显 增 加

(
十 + 一+ 十

+)
,

而外周血涂片中阳性细胞已极少 ; 72 h

后
,

BI M 组注射侧
、

非注射侧胫骨骨髓腔均可见绿

色或橙色荧光细胞
,

但仍以注射侧为多 (十
+
+)

,

其它

部位荧光细胞已不明显
。

W 组胫骨
、

肝
、

脾切片中

则有少量 阳性细胞
,

而肺部切片仍易见荧光细胞

(
+ + ) (图 1 )

。

移植后 5 m in
,

BI M 组注射侧胫骨骨髓细胞中

有 ( 1 5 3 7 * 0
.

13 6 )%来自 C F SE 标记供体 FN P B
,

与

其非注射侧和 vI 组相应数值 ( .0 0 12士 .0 01 6 )%
、

( 0
.

10 7土0 0 7 7 )% 比较
,

差异具统计学意义 (非注射

侧
: t = 2 7

.

2 12
,

=P 0
.

0 0 0 ; IV 组
: t= 2 2

.

3 4 5
,

凡 0工又刃 )
。

而 BI M 组非注射侧胫骨骨髓细胞供体源者明显少

于 VI 组 ( , =2
.

945
,

=P .0 0 2 9 )
,

且比较两个移植组外

周血
、

脾脏中的阳性细胞数
,

均以 vI 组为多 (血
:

=t

6
.

5 5 3
,

=P 0
.

000 ;脾
: t == 4

.

5 3 0
,

尸= 0
.

00 5 )
,

说明骨髓

腔内注射的 FN P B 即刻渗漏至外周血或其它组织

器官的比例极少 ; 移植后 24 h
,

BI M 组注射侧胫骨

骨髓细胞中荧光细胞所占比例降至 (1
.

0士 .0 2 17 )%
,

但仍显著高于非注射侧和 VI 组 (非注射侧
:
=t

8
.

19 0
,

p = 0
.

X() 0 ; IV 组
: , = 7

.

9 3 1
,

尸= 0
.

的 0 )
,

而后两

者比较无明显差异 (尸 >0
.

05 )
,

并且 BI M 组与 vI 组

脾脏
、

外周血中荧光细胞比例亦无差异 (尸 >0
.

0 5 )
,

提示骨髓腔 内注射的 FN PB 在该时点 已进人血液

循环并可到达其它器官组织
,

但大部分仍是
“

定居
”

于注射侧骨髓腔 ;移植后 72 h
,

两实验组中各相应

数值均有所下降
,

但其统计分析结果与移植后 24 h

的情况一致 (表 1 )
。
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图 1 C F S E 标记 F N P B 注射后 IB M 组注射侧胫骨骨髓示踪

F ig
.

1 T r a e in g Of IB M
一inj

e e t e d C F S E一l a be le d F N P B i n B M
o f ht e i nj e e t ed s id e it b i a (

x l 00 )

A : 5 m i n u t e s
aft

e r inj e e t i o n ; B : 2 4 h aft
e r i n j e e t i o , 1 ; C : 7 2 h 睑

e r i n」e e t i o n

表 1 流式细胞仪检测 C F SE 标记 FN P B 骨髓腔内或尾静脉注射后体内分布

T ab le 1 F lo w e yt o m e t ir e a n a ly s is o
f th e

d is itt b
u t io n of C F S E一 l ab

e l e d F N P B i
n s id e th e

er
e
ip ie n t s aft

e r I B M o r IV i nj
e e t io n

(x七
,

% )

1刀
e a t io n s

5 m i n 24 h 7 2 h

Inj
e e t e d it b ia

N o n i nj
e e t e d t ib i a

SP le e n

P
e
ir P h e ar l b lo o d

1
.

5 37士0
.

13 6
t )

0 0 1 2土0
.

0 1 6
2 )

0
.

00 8土0
.

0 1 0 3)

0
.

14 5士0
.

1 86 3)

0
.

10 7士0
.

0 7 7

0
.

1士 .0 04 9

1
.

23 8士0
.

364

1
.

0士0
.

2 17
1)

0
.

25土0
.

05 8

0
.

3 62土0
.

2 30

0
.

0 48士0
.

07 1

0
.

2 0 8士0
.

1 13

0
.

3 17士0
.

2 00

0
.

05士0
.

0 5 1

0名88士0
.

2 34
1 )

0
.

0 9 0土 0
.

0 1 3

0
.

1 17士 0
.

04 3

0
.

020士 0
.

0 2 1

0
.

0 93土0
.

12

0
.

14 8士0
.

04 3

0
.

0 25士0
.

0 30

I BM : in t ar 一 bo n e m
aorr

w inj
e e ti o n

gor
u P; IV : i n t ar v e n o u s inj e e t i o n

脚
u P

·

l ) C o m paer d w i th I V 脚
u p a n d n o n inj

e e t e d s i d e t ib i a
,

P< 0刀 l : 2 ) C o m pa re d w i t h IV 脚
u p

,

P< 0刀5 : 3 ) C o m p are d w i th IV 脚
u p

,

P< 0
·

0 1

.2 2 F N P B 移植后受鼠生存状况

放疗对照组部分小鼠于移植后 14 一 18 d 死亡
,

中位生存时间 巧
.

s d
,

移植后 90 d 存活率 40 % ; 10

只 BI M 组小鼠注射侧下肢活动自如
,

术后 6一 7 d 缝

线自行脱落
,

伤 口完全愈合
。

仅有 1 只于移植后 19

d 死亡
,

移植后 90 d 存活率 90 % ; VI 组的生存率为

5 0%
,

小鼠死亡时间为辐照后 1 5一 18 d
。

死亡小鼠病

理检查提示死因为骨髓造血衰竭
,

未见感染征象
。

各组 K a p l a n 一 M e i e r
生存函数 曲线如图 2 所示

,

oL g一 ar kn 检验 BI M 组与放疗对照组
、

W 组生存率

g r o U sp

吮漏
l al

I B M

勿= 10)

g阳 u P

IV g n 〕 u P

e o n t or l脚
u p

2 0 4 0 6 0 8 0 10 0

D a y aft e r t
arn

s p lan t丽
o n (dtj )

图 2 F N P B

F i g
.

2 S u

州
v a l P10 st

t ar sn Pla n at it on

移植后小鼠生存函数曲线

o f er c i Pi e n t m ie e a ft e r F N P B

的差别有统计学意义 (放疗对照组
:
Q。

二 .6 06
,

尸 =

0
.

0 1 3 8 ; IV 组
:
Q , = 4

.

17
,

p = 0
.

04 12
,

P< 0
.

0 5 )
,

而放

疗对照组与 vI 组的生存曲线无明显差 异 ( Q , =

0
.

2 2
,

P = 0
.

6 4 0 5
,

P > 0
.

0 5 )
。

2
.

3 移植后受鼠造血免疫功能重建

.2 3
.

1 受鼠外周血象恢复情况 辐照后 BI M 组外

周血血红蛋白回升较快
,

移植后 14 d 已接近正常

水平
,

为 ( 15 2
士 1 1 )留L

,

Z l d 基本恢复
,

而白细胞
、

血小板则于 lZ d 明显升高
,

分别达到 ( 7
.

40 士 .0 76 )
x

109/ L
、

( 3 5 7士2 9 )
x l o gL/

,

移植后 3 0 d 达正常水平
。

xB M 组在移植后 1 0
、

14
、

2 1 d 3 个时点上述细胞计

数值都显著高于 W 组及放疗对照组 (P< .0 05 )
。

VI

组
、

放疗对照组外周血常规多于移植后 30 d 恢复
,

VI 组在各个时点的血细胞计数值均略高于后者
,

但其差异尚无统计学意义 (P
> .0 05 )

。

.2 .3 2 受鼠骨髓造血干祖细胞集落变化 移植后

不同时点各组小鼠胫骨骨髓造血干 /祖细胞集落培

养的变化情况与外周血细胞计数的变化基本一致
。

BI M 组注射侧于移植后 lZ d 已趋于正常
,

其恢复

时间明显早于 VI 组和放疗对照组 (P< .0 05 )
,

后两

者于移植后 30 d 恢复
。

而 BI M 组非注射侧也在移

植后 30 d 达到正常水平
,

其在各时点的计数值与

IV 组相仿 (表 2 )
。

切.09.08.07.06-05

勺^一己n的已n公

卜
,且

月

L4 O
八,

:
00
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2. 3. 3 受鼠胫骨骨髓增生情况 移植后 Zl d 可见

IB M 组注射侧胫骨髓腔内有核细胞增生极度活跃
,

分布密集
。

其非注射侧增生明显活跃
,

有核细胞数

量少于注射侧 ; W 组胫骨骨髓增生亦活跃
,

但有少

量纤维组织伴纤维网格形成 (图 3 )
。

放疗对照组存

活小鼠此时的胫骨组织切片表现与 W 组基本相

同
。

.2 .3 4 受 鼠 免 疫 细 胞的 恢 复 本研究 中正 常

B A L B /C 鼠外周血 C D 3 (代表 T 淋巴细胞 )
、

C D 19

(代表 B 淋巴细胞 )
、

N K I
.

1 (代表自然杀伤细胞 )
、

CD 1 1b( 代表单核巨噬细胞 /粒细胞 )阳性细胞的 比

例分别为 ( 6 0
.

1 8士7
.

4 6 )%
、

( 14
.

9 0士2
.

8 8 )%
、

( 2 2
·

6 5士

9
.

7 6 )%
、

( 4 3
.

2 1土6
.

3 7 )%
。

移植后 3 0 d 各组小鼠相

应检测值已与正常对照组无显著差异
,

但 BI M 组

的检测值略高于 W 组和放疗对照组
,

分别达到

( 6 1
.

1 8土 10
.

12 )%
、

( 15
.

4 6士5
.

6 5 )%
、

( 18
.

15料
.

7 6 )%
、

( 4 6
.

3 3土 1 2
.

6 6 )%
。

l乃 J J .l 二尸 , 王王 ,目 U ` 1 曰洲枯 p P、 , J J 确 口刁 .习 目几 尹目 二 L石 l月 屯护 自

F i g
.

3 H i
s t o l o ig

e
if

n d i n g s
i
n t i b ia s o

f th e
er

e ip i
e n t m i

e e by D
a y 2 1 (d Z I ) aft

e r tar n s p l a n
at t i

o n

( H Ex l X() )

A : Inj ec t e d s id e of IB M 脚
u p ; B : n o n inj

e e t e d s id e o f IB M 『 o u p C : I V 脚
u p

表 2 移植后小鼠胫骨骨髓造血干 /祖细胞集落培养计数

T ab l
e

2 C o u n t s o
f t h e

BM h e m a t o op ie t ie s t e

lln p m罗
n iro r e e ll e o l o n i e s o

f th e t ib ia s

aft
e r tar n s p l a n t a t io n

x( 七
, e o lo n ie s

)

C o lo n i e s

An e r

t班 n s p lan t a t i o n

C F U一G M l 0

l 4

Inj
e e t e d s

i d e

2 1
.

0士5
.

1

7 4
.

0士 14
.

4

1 80
.

6土 15
.

1

19 9
.

0士 2 1
.

0

N
o n inj

e e t e d s
id e

C o n tor l N
o r n l al

9
.

6士 2
.

9 1)

26
.

0士 7
.

3 2 )

12 7
.

8士 22
.

2
2 )

18 8 6土9
.

3

12
.

4土4
.

0

40
.

8士 12
.

9 ’ )

156
.

4士 30
.

7

19 4
.

2士 16
.

2

1
.

6士0 9
2 )

12
.

2土 3
.

3 2 〕

89
.

2土 10
.

1 2 )

174
.

4士 29
.

6

1 90
.

8士 1 2
.

2

19 3
.

8土 13
.

7

189
.

4土22
.

6

19 1
.

0土 11
.

2

l0,̀内、é

B F U一 E 7
.

2士 1
.

6

1 1
.

0士 2
.

2

2 1
.

4士 3
.

0

2 9
.

4土4
.

0

3
.

2士 1
.

3 2 )

5
.

2士 1
.

5
2 )

16
.

6士2
.

5

28
.

6士 5
.

4

4
.

6士 1
.

5 2)

7
.

2土 1
.

9 2)

1 6
.

6土 7
.

2

2 9
.

0土 3
.

2

0
.

2士 0
.

4
2 )

3
.

8土 2
.

3
2〕

1 7
.

6士2
.

3

27
.

0士5
.

6

24
.

2士 4 0

24
.

6土 3
.

8

2 3
,

8士4
.

2

25
.

2土3
.

1

4010
,卫,二

2
内,à

一、àù勺̀J

C F U一G EM M S

5

l 0

l 4

4
.

4士 1
.

1

8
.

0士 1
.

6

12
.

6士 1
.

5

2 2
.

4士 2
.

7

2
.

0士 1
.

0
’ )

4
.

0士 1
.

2
2 )

9
.

8士 1
.

9

1 8
.

2土3
.

5
1 )

3
.

2士 1
.

3

5
.

0士 1
.

6 2 )

9
.

6士6
.

0

2 1
.

2士 1
.

6

0
.

0士0
.

0
2)

1
.

6士 1
.

1
2)

6
.

2土 1
.

3 2 )

17
.

0土 1
.

9 2)

15
.

8士 1
.

5

15
.

4士 1
.

1

14 6土 1
.

1

16
.

2士0
.

8

,1nU,̀门j哎J工fù

IB M : i n atr
一
ha

n e m
~

w inj ce t i o n

脚
u p : IV : in tar ve n ou s inj

e e t i o n

脚
u p

.

l ) C o m p aer d iw th i nj ce tde s id e of IB M 脚
u p

,

P< 0
.

0 5 ; 2 ) C o m p
are d

w iht inj
e e t e d s id e Of IB M 脚

u p
,

P< 0 0 1

.2 4 移植后受鼠 G V H D

BI M 组及 VI 组小鼠移植 F N P B 后未见明显皮

肤溃烂
、

出血等表现
。

W 组有 1 只受鼠于移植后

13 d 始排黄色水样便
,

移植后 巧 d 死亡
,

其小肠病

理切片检查发现肠粘膜层上皮细胞坏死
,

肠腺坏死

或脱落
。

移植后 28 d 取两组存活受鼠足垫皮肤
、

肝
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脏
、

肠管行 Gv H D 组织病理学检查
,

均未见正常组

织结构破坏
、

出血或淋巴细胞浸润等表现
。

2
.

5 移植后供体 H SC 植入水平

本研究中正常 B A LB/ C 鼠和 C 57 B U 6 鼠骨髓

细胞 H 一 ZD b十
细胞水平分别为 ( 0

.

1 3 士 a o 3 )%
、

(99
.

7 1士.0 28 )%
。

如表 3所示
,

BI M 组注射侧移植后

14 一 9 0 d H 一 ZD b+
细胞逐渐增多

,

至 g o d 阳性细胞

水平达到 ( 22
.

1 6~ 3 8
.

47 )%
,

提示供体细胞可稳定植

人
,

呈嵌合状态
。

在三个不同时点
,

该组 H 一 ZD , 细

胞检测值都明显高于 vl 组 (移植后 14 d 时 F=

12 9
.

12 2
,

凡 0
.

000
,

根据 D u n n .: t t一 r 检验
,

IB M 组注

射侧与 vI 组 比较
,

尸= .0 00 1卿 ) d 时 F =
犯

.

7 62 尹
二

0
.

000
,

xB M 组注射侧与 xv 组 比较
,

作0
.

000 ; 9 0 d

时 尸= 3 5
.

15 2尹
= 0

.

00 0
,

IB M 组 注射侧与 IV 组 比

较
,

尸= .0 004 )
,

w 组移植后 90 d 的植人水平仅为

(2
.

86 ~ 6
.

92 )%
。

与 BI M 组非注射侧比较
,

注射侧的

H一 ZD” 阳性细胞比例也高于前者
,

其中移植后 14 d

时较之有显著性差异 (=P .0 O 0 1 )
。

表 3 移植后受鼠胫骨 B M N C
S

中 H
一 ZD “

水平

T a
b l

e 3 T h
e

l
e v e

l
o f H 一 Z D

b i n it b i a BM N C
s o

f
r e e ip ie n t m i e e

aft
e r t r a n s P l

a n t a t i o n
x( 七

,

% )

G
r o u p n

d l 4 d3o dg o

IBM Inj
e e t e d

s id e
5 7 2 3士1

.

34 20 3 8士3刀1 2 95 3土6
.

64

N
o n inj e e t e d

s id
e 5 0 34士0

.

16
! 12 3 2士6 3 0 19

.

3 3士 7 4 9

1 V 5 0
.

44功
.

1 8
1

3 4 7士1
.

4 1 1 ) 4月 l士 1
.

7 0
1 )

C
o n tor l 5 0

.

1 2士0
.

04
1

0
.

13士0
.

02
1 ) 0

.

12土0刀3
` )

l ) C o m p ar e d w i t h t he Inj e e t e d s id e t ib
】a of I B M 歹o u p ,

P< 0刀 l

3 讨 论

2 00 1年 K us ih da 等 [创首次建立同种异基因小 鼠

骨髓腔内骨髓移植模型
,

并发现 BI M I途径较外周

静脉或门静脉注射有更高的归巢效率和植人水平
。

Y a h a t a 等 4[] 将人脐血 CD 3 4 + 细胞注入 N O D / S C I D 小

鼠胫骨骨髓腔中并以限制性稀释法测得其供体细

胞的植人频率为 W 组的 巧倍
。

本研究成功建立了

同种异基因小鼠骨髓腔内输注脐血移植模型
,

发现

BI MI 可通过促进 H S C 归巢而明显改善其造血免疫

重建能力
,

提高受体存活率
。

3
.

1 BI M I 和 VI 途径 H SC s
输注后体内动力学变

化

任何途径输注的 H S C S 必须归巢
、

定居于骨髓

造血微环境 中合适
“

完位
”

(
: il hc

e

) 才能进一步增

殖
、

分化和重建造血
。

经外周静脉输注的 HS C S
很

大部分滞留于肺部
,

仅少量能在某些细胞因子 (如

S D F吸 及其受体 C x CR 4 等 ) 影响下识别相应 的血

管位点并穿越基底层到达骨髓腔
,

此过程一般在移

植后 12 ~
36 h 内完成

。

国内外学者曾尝试 H SC 的

其他输注途径
,

如经卵黄囊途径的宫内移植
、

门静

脉注射等协
,

司
,

均因技术操作难度大
、

设备条件限制

不易于临床应用推广
。

BI M I途径则旨在直接增加

H SC 归巢
,

减少其在受体骨髓外器官组织的滞留
。

CSF E 为适用于淋巴细胞
、

造血前体细胞的胞浆荧

光染料
,

荧光强度最长可维持 8 个分裂周期
。

本研

究通过输注后不同时点组织器官冰冻切片观察和

细胞悬液流式检测
,

了解 c sF E 标记 FN P B 经

BI MI
、

VI 两种途径输注后在受体内的迁徙
、

分布变

化
。

结合文献及本结果分析
,

直至移植后 7h2
,

经

BI MI 的供体 FN P B 主要积聚于注射侧骨髓腔内
,

少量 F N P B 可经血循环到达外周血
、

肝
、

脾
、

其它长 /

扁骨骨髓腔等部位
,

非注射侧与 vI 组骨髓腔内荧

光细胞量相当
,

肺部滞留很少
。

而以尾静脉注射的

F N P B 归巢骨髓的数量显著少于 BI M 组
,

肺部有明

显供体细胞滞留
。

以上说明 BI MI 较 vI 途径有利于

H S C 归巢骨髓
,

减少体内丢失
,

对于移植细胞数有

限的 U C B T 更具有应用价值 ; 单侧胫骨 BI M I 时少

量 H S C 亦可通过循环到达其它造血
、

免疫器官
,

进

行再次的归巢和种植
,

提示若双侧甚至多部位

BI M I可能会进一步提高 H S C 总的归巢数量
。

3
.

2 同种异基因小鼠骨髓腔内输注脐血移植模型

建立的意义

目前已建立了以骨髓 l2]
、

人脐血细胞田
,

8]
、

小鼠

胚胎干细胞 R l 诱导分化的 H SC
S
等 l9] 为供体来源

的 IB M I 移植动物模型
,

但现有的 BI M I脐血移植模

型均为人一鼠异种移植
,

尚未见相关同种异基因脐

血移植动物模型的报道
。

本研究成功建立了鼠一鼠

同种异基因骨髓腔内注射 FN PB 移植模型
,

以模拟

临床 u c B T 模式
,

动态观察 FN P B 在受体内的分

布
、

定居
、

发育增殖情况
,

有利于评价 BI M I 途径对

脐血 H S C S 归巢
、

植人效率
、

造血免疫重建能力等

的影响
。

从植人水平来看
,

本研究 BI M 组在移植后
14

、

30
、

90 d 注射侧骨髓中供体来源细胞的 比例分

别达 到 ( 7
.

2 3 士 1
.

3 4 )
、

( 2 0
.

3 8 土3
.

0 1 ) 和 ( 2 9
.

5 3 士

.6 64 )%; ca set n 。 S 等 8[]建立的人一鼠异种脐血移植

在移植后 3 0
、

6 0
、

g o d 长骨骨髓细胞中人 C D 4 5+ 细

胞的平均 比例为 4 .4 %
、
1

.

4%
、

.2 3% ; 而本室所建立
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的 IV 途径同种异基因脐血 ( F N P B) 移植小鼠模型
’̀ }

3O d 受鼠骨髓中供体细胞比例为 ( 27
.

94士 1
.

95 ) %
。

比较以上移植实验结果
,

提示本研究建立的移植模

型比人一鼠异种 U CB T 具有更高的植人水平
,

并且

亚致死量放疗预处理 BI MI 移植可达到致死量化疗

W 移植相似的植人水平
。

3
.

3 BI M I途径脐血移植促进植入和造血重建
,

提

高受体存活率

C B T 主要 问题是造 血恢复延迟
。

除了脐 血

H SC
s
更为原始外

,

输人造血干粗细胞细胞量受限

是一关键因素
,

已证实造血恢复速度与输人脐血

N C及 CD 3 4+ 细胞量密切相关
。

在已有的人一鼠异

种移植模型及本研究建立的同种 U C B T 模型中均

发现 BI M I途径可以明显促进 H SC S
植人和受体造

血功能的恢复
,

BI M 组在各时点供体来源细胞的比

例均明显高于 vI 组
,

且未发现 G v H D
,

受体生存率

明显提高
。

从本文不同途径输注 HCS
s 的示踪动力

学证实
,

BI M 组注射侧与非注射侧骨髓内荧光细胞

量具有明显差异
,

移植模型中供体植人水平及造血

干租细胞集落 ( C F U一 GM
、

B FU 一E
、

C FU 一G EM M )量

进一步显示上述差异
,

提示 BI M I途径使供体 Hs cs

直接进人骨髓腔并归巢
“

完位
” ,

仅少量进人血循环

归巢非注射侧骨髓
。

我们推测多部位 BI M I可能有

利于更多供体 H S sC 归巢骨髓
,

促进造血重建
,

值

得深人研究
。

综上所述
,

我们对同种异基因小鼠骨髓腔内脐

血移植模型的成功建立和深人研究证实 BI MI 途径

对促进 H SC 植人
,

造血免疫功能重建
,

提高 u c B T

效果方面优于 W 途径
,

这一技术有望进一步进人

临床 u C B T 方面的探讨
。

植小鼠模型的建立及其对骨髓完位的影响田
.
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