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摘　要:【目的】建立 Duchenne型肌营养不良鼠(mdx鼠)的骨髓移植模型 , 摸索有效的放疗剂量。【方法】用体外培养的

不同数量的 C57BL/6 雄鼠的骨髓细胞 、骨髓基质细胞 、骨髓悬浮细胞 , 用不同方法移植给不同剂量放疗后的 mdx 鼠 , 观察受

体鼠的存活率及存活时间 ,并对死亡鼠作 GVHD(移植物抗宿主病)的病理学检测。【结果】16 只 mdx 鼠移植前 3 d 12 Gy γ

射线照射 ,在移植后 7 d 内全部死亡 ,且注射细胞数较多者 , 存活时间相对较长;8 只经 6 Gy γ射线照射的 mdx 鼠 ,移植后 60

d ,存活 4只 , 其中 1 例经腹腔注射骨髓细胞 、1 例肌肉局部注射骨髓细胞 , 移植后 7 d内死亡;而 8 Gy γ射线照射的 14 只 mdx

鼠 ,移植后 60 d 10 例存活 , 4 例死亡。【结论】本实验条件下 , 移植前 8 Gy γ射线放疗较合理 , 在有效剂量放疗破坏受体骨髓

造血系统后 ,静脉注射移植同种鼠的骨髓细胞 、基质细胞 、悬浮细胞 ,mdx 鼠存活率较高 , 且移植细胞数量以 1×107 个/只鼠为

佳。
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Establishment of Marrow Transplantation Model in Mice

with Duchenne Muscular Dystrophy
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Abstract:【Objective】To establish an marrow transplantation model in mice wi th Duchenne muscular dys-

trophy(mdx), in order to study the ef fective i rradiation dose.【Methods】Different amounts of bone marrow

cells , st romal cells , suspension cells were cultured in v itro f rom C57BL/6 male mice , and the cells w ere t rans-

planted into the irradiated mdx mice w ith dif ferent means.The survival rate and survival time w ere investigat-

ed.Histopathology of GVHD(g raf t versus host disease)was assessed for the died mice.【Results】16 mdx mice

i rradiated w ith 12 Gy γ-ray 3 d before transplantation died w ithin 7 d , and the mice injected with more cells

lived longer;8 mice irradiated w ith 6 Gy , 4 of them survived 60 d af ter transplantation , one of them was t rans-

planted by int raperitoneal injection w ith bone marrow cells , another was injected by local muscle , both of them

died wi thin 7 d af ter transplantation;14 mice irradiated with 8 Gy , 10 of them survived 60 d after t ransplanta-

tion , 4 died.【Conclusion】This study show s that 8 Gy γ-ray is the best effect ive irradiation dose.After the

hematopoietic system is dest royed by ef fective i rradiation , mdx mice are able to survive longer after injection

w ith syngeneic bone marrow cells , st romal cells , and suspension cells , and the bet ter survive rate can be

achieved by injection of 1×107 t ransplantation cells fo r each mouse.
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　　迄今 , Duchenne 型肌营养不良症(DMD)尚无

特效疗法。最近 ,Gussoni等[ 1]通过骨髓移植 、造血

干细胞及肌肉 SP(side population)分别移植到 mdx

鼠后 ,都可检测到 dyst rophin的表达 ,并证实为供

体来源 。然而 , Prockop[ 2]认为骨髓基质细胞具有

多潜能分化功能 ,可诱导分化为肌肉细胞 。为进一

步探讨骨髓的何种细胞具有向肌细胞方向发展的

潜能 ,我们用同种鼠骨髓细胞 、基质细胞(含间质干

细胞)、悬浮细胞(含造血干细胞)移植到受体 mdx

鼠 ,以建立良好的 mdx 鼠骨髓移植模型 。

1　材料与方法

1.1　实验材料

1.1.1 　动 　物 　供体鼠 , 24 只 , 6 ～ 8 周雄性

C57BL/6小鼠 ,体质量 18 ～ 24 g ,由中山医科大学

动物实验中心供应 ,有合格证号 。受体鼠 ,38只 , 6

～ 20周雌性 mdx 鼠 , 体质量 17 ～ 23 g ,购自美国

Maine 州的 Jackson实验室 。

1.1.2　试　剂　D-Hanks液(自配);DMEM 培养

基 ,Gibco-BRL 公司;胎牛血清 ,Gibco-BRL 公司;胰

蛋白酶 ,Sigma 公司;双抗(青霉素 ,广州天心药业

股份有限公司;链霉素 ,华北制药股份有限公司)。

1.1.3　培养器材　超净工作台 、Harris CO2 恒温

培养箱 、Olympus倒置相差显微镜 、Zeiss抽滤除菌

装置 、冷冻离心机等 。

1.1.4　照射条件　采用60Coγ射线照射。Co 源距

动物中线距离 80 cm , 剂量率分别为 0.9855 Gy/

min 、0.9880 Gy/min 、0.9721 Gy/min ,受照鼠装入

有机玻璃分隔照射盒内 ,所有鼠受照时均为立式照

射。

1.2　实验方法

1.2.1 　骨髓细胞培养 　24 只 6 ～ 8 周雄性

C57BL/6小鼠 ,分 6次 ,每次 4 只。用引颈法处死

小鼠 ,75%酒精中浸泡数秒 ,取四肢股骨 、胫骨于无

菌烧杯中 ,去除肌肉 , 用剪刀剪断骨的两端 , 用 1

mL 注射器从一端骨骺开口处 ,推入 D-Hanks液冲

去骨髓 ,置于另一无菌烧杯中 ,用吸管来回吸吹 ,至

骨髓分散为止 ,再用 DMEM 溶液离心 2次(500 g ,

6 min),去上清液 ,然后加入体积分数为 15%的胎

牛血清及双抗(青霉素 100 U/mL 、链霉素 100 U/

mL)的培养液 ,吹悬后接种于 2 个 50 mL 培养瓶

中 ,体积分数为 5%的 CO2 、37 ℃饱和湿度的二氧

化碳培养箱内静置培养 ,每周半量换液 2次。

1.2.2　骨髓基质细胞培养　上述培养的骨髓细胞

每次换液时 ,吸取悬浮细胞放在另一培养瓶中 ,用

D-Hanks液轻洗后 ,再加培养液 ,重复数次后 ,贴壁

细胞为骨髓基质细胞 。

1.2.3　骨髓悬浮细胞培养　从骨髓细胞培养瓶吸

取的悬浮细胞加入培养液培养 3 d后 ,再吸取悬浮

细胞 ,直至移植前制备符合要求的细胞浓度。

1.2.4　mdx 鼠 γ射线照射　细胞培养至第 7 天 ,

骨髓基质细胞基本铺满瓶底时 , 对 mdx 鼠放疗。

根据不同的放疗剂量 ,将实验分为 A 、B 、C 3 组 , A

组受体鼠为 16只 mdx 雌鼠 ,移植前 3 d全身照射

12 Gy γ射线(每次 6 Gy ,间隔 3 h);B 组为 8 只

mdx 雌鼠 ,移植前 3 d 1次全身照射 6 Gy γ射线;C

组为 14只 mdx 雌鼠 ,移植前 3 d 1 次全身照射 8

Gyγ射线 ,放疗后鼠放在空气流通的空调房间 、带

盖的鼠笼中饲养 ,鼠笼 、饲料 、饮水均灭菌处理 ,饮

水中加 SMZCO预防感染 ,移植 1 个月改为一般饲

料。

1.2.5　细胞移植　移植前常规制备细胞悬液 ,计

数板计数后 ,0.4%台盼蓝染色计数检查细胞活力

达 95%以上为满足移植条件。A组鼠放疗 3 d 后

分别经鼠尾静脉注射 1×105 ～ 1×107 个骨髓细胞

(5只鼠)、骨髓基质细胞(5只鼠)、骨髓悬浮细胞(4

只鼠),每只鼠输入不同细胞的量约 0.3 mL ,对照

鼠(2只鼠)输入 0.3 mL D-Hanks。B组 6只鼠经

鼠尾静脉注射上述细胞 ,另外 ,1 只鼠经腹腔注射 、

1只局部肌注约 1×106 个骨髓细胞。C 组鼠放疗

后分别经鼠尾静脉输入 1×10
5
～ 1×10

8
个骨髓细

胞 、骨髓基质细胞 、骨髓悬浮细胞 ,每只鼠输入量约

0.3 mL。术前及术后观察受体鼠的精神状况 、饮

食 、体质量 、有无腹泻 、便血 、弓背翘毛 、脱毛 、皮肤

溃疡 、抽搐 、耳廓脚掌红斑等。

1.2.6　GVHD的病理组织学变化　取小鼠的肝 、

小肠 、皮肤作常规病理组织学检查 , 并按 Thomas

病理组织学分级标准判定[ 3] 。

1.2.7　脾指数测定 　将骨髓移植数天后小鼠称

重 ,死亡或死亡前取其脾于天平上称量 ,求其指数 ,

脾指数=脾质量(mg)/体质量(g),并用同样方法

测定未移植小鼠的脾指数 。

2　结　果
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2.1　骨髓细胞培养的形态学观察

在本培养体系中 ,约 24 ～ 40 h 出现贴壁细胞 ,

贴壁细胞呈梭型或星型 ,间有圆型 。第 3天其数量

急剧增多且形态明显分化 ,到培养第 5 天 ,各类细

胞的形态已很典型。骨髓基质细胞主要包括成纤

维细胞 、上皮样细胞 、单核巨噬细胞 、外膜网状细

胞。而浮在液体中的悬浮细胞都是圆形细胞 ,约

48 h 开始形成集落的细胞团 ,形似葡萄串 ,大小不

一 ,大多数悬浮 ,少数相对稳定位于贴壁层。2 ～ 7

d ,上述各类细胞增多明显 。

2.2　3组小鼠存活时间比较

A组 mdx 鼠在照射后放在无菌洁净的条件下

饲养 ,移植后 7 d 全部死亡 ,考虑是致死性照射导

致骨髓衰竭。死亡先后顺序:对照组>骨髓基质细

胞组>骨髓悬浮细胞及骨髓细胞组。B 组 8 只

mdx 鼠移植后 60 d ,死亡 4只 ,存活 4只 ,其中腹腔

注射及肌肉注射各 1只小鼠在移植后 7 d内死亡 ,

另 1只注射基质细胞小鼠在移植后 15 d死亡 , 1只

注射悬浮细胞小鼠在移植后 20 d死亡。C 组 14只

mdx 鼠在移植后 60 d , 2只注射基质细胞 、2只注射

悬浮细胞小鼠死亡 , 10 只存活 ,并在观察中 ,表明

此组同种异体骨髓细胞 、基质细胞 、悬浮细胞植入

成功 ,宿主造血功能恢复正常 。

2.3　3组小鼠照射后行为学观察

A组 mdx 鼠在放疗(12 Gy)后出现急性放射

病(骨髓型合并胃肠型)的表现:受照后即表现精神

萎靡 ,活动减少 ,约 12 h出现活动增多;第 2 ～ 3天

呈稍兴奋状态 ,活动比受照前增多 。第 3天行细胞

移植 ,第 4 ～ 5天小鼠表现脱毛 、精神萎糜 、活动少 、

进食少 、腹泻 、消瘦寒颤;第 6天注射 D-Hanks液组

先死亡 ,第 7天基质细胞组开始死亡 ,第 8 ～ 10 天 ,

其它鼠相继死亡 。B 组鼠放疗(6 Gy)后 , 2只非静

脉注射鼠受照后 10 d 死于骨髓衰竭 ,另 6 只鼠受

照后约 15 d出现移植物抗宿主病(GVHD)的综合

症的表现:精神萎糜 ,体质量减轻 ,进食少 ,步态不

稳 ,弓状背 ,脱毛 ,毛发无光泽 ,腹泻 ,耳廓脚掌红

斑 ,皮肤溃疡等表现 。C组鼠放疗(8 Gy)后同样出

现精神差 ,活动少 ,食欲差 ,约 8 h后逐渐恢复;第 2

～ 3 天稍兴奋 ,第 3 天行细胞移植:骨髓细胞(5

只)、基质细胞(5只)、悬浮细胞(4只);第 4天小鼠

精神差 ,进食少 ,但约第 14 天稍好转;4 只鼠在受

照后 12 d 死亡 , 其它鼠出现移植物抗宿主病

(GVHD)的综合症的部分表现:精神萎糜 ,体质量

减轻 ,进食少 ,步态不稳 、弓状背 ,脱毛 ,毛发无光

泽 ,但没有腹泻 、耳廓脚掌红斑 、皮肤溃疡等表现 ,

约 30 d后渐渐恢复 。

2.4　GVHD的组织病理学改变

A组和 C组部分死亡鼠皮肤检查有少量淋巴

细胞浸润 ,肝细胞轻度水肿变性 ,小肠少量淋巴细

胞浸润 ,病理改变为 GVHD Ⅰ级。B 组死亡鼠出

现皮肤基质层水肿变性 、嗜酸性变 ,肝细胞变性坏

死 ,胆小管闭塞 ,淋巴细胞浸润 ,小肠绒毛坏死脱

落 ,肠腺减少 ,病理改变为 GVHD Ⅱ级。

2.5　脾指数测定

对死亡鼠(A组 16只 、B 组 4只 、C 组 4只)按

移植细胞类型进行脾指数测定 ,骨髓细胞移植组 、

悬浮细胞移植组 、基质细胞移植组 、正常对照组(20

只)的脾指数的平均值分别为:5.2645 、4.8678 、

4.7724 、3.1194 。不同细胞移植组之间的脾指数相

比 ,无显著性差异(P >0.05),各细胞移植组分别

与对照组相比 ,均有显著性差异(P <0.05)。

3　讨　论

近年来 ,基因治疗和成肌细胞移植被认为是治

疗DMD富有前途的方法 。由于基因治疗时病肌

细胞转染 dyst rophin基因的表达效率低下 ,病毒载

体的抗原性和导致肿瘤的可能性 ,限制了其在临床

上的广泛应用 。而成肌细胞移植虽然在动物实验

及临床应用中 ,都可使 dyst rophin 转阳 ,改善病侧

肢体的肌力 ,但是它不能分布到所有病肌组织(包

括心肌 、膈肌 、平滑肌)以及纠正智力缺陷 。然而 ,

Gussoni[ 1]研究发现 ,骨髓细胞 、造血干细胞 、肌肉

SP 细胞移植到 mdx 鼠 ,5周后受体鼠有 dyst rophin

的表达 ,肌组织的荧光原位杂交检测证实为供体核

来源。骨髓移植的供体细胞通过血管系统播散到

全身 ,提供系统而非局部的修复肌肉的方法 ,不仅

可以修复全身骨骼肌 ,甚至可诱导心肌的再生[ 4] ,

从而为 DMD甚至其它肌萎缩提供了一个潜在的

治疗途径 。

骨髓是由造血干细胞 、骨髓基质细胞(60%～

70%成纤维细胞 , 10%～ 20%上皮样细胞 , 10%～

20%单核巨噬细胞 , 5%～ 10%外膜网状细胞)及其

分泌的细胞外基质(蛋白多糖及胶原)及多种细胞

因子组成;它们之间有复杂的相互作用关系
[ 5]
。造

血干细胞移植能够在 mdx 鼠表达 dystrophin ,具有
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向肌细胞分化的潜能 ,而基质细胞可在体外培养分

化成有收缩功能的肌管[ 6] ,同样具有向肌细胞分化

的潜能
[ 7]
,但是骨髓基质细胞移植后 ,受体鼠能否

存活 ,是否能表达 dyst rophin ,改善病肌的肌力 ,尚

不清楚 。为此 ,我们将 C57BL/6鼠的骨髓细胞 、基

质细胞 、悬浮细胞体外培养后 ,分别移植到放疗后

的 mdx 鼠后获成功 。而且输注全骨髓及悬浮细胞

的受体存活时间较输注基质细胞为长 ,输注 D-

Hanks液对照组最先死亡 ,说明供体的骨髓及造血

干细胞在受照后的骨髓造血重建中具有重要作用 ,

而基质细胞只是造血微环境的主要成分 ,可能间接

刺激宿主造血功能的重建 。在经腹腔注射 、肌肉局

部注射骨髓细胞的受体鼠也很快死亡;对照组无供

体来源的骨髓细胞的替代而最先死亡 ,说明致死剂

量放疗破坏宿主造血功能后 ,腹腔注射 、肌肉局部

注射骨髓细胞不足以重建造血而致骨髓衰竭 。在

对移植鼠的脾指数测定中 ,受体鼠脾指数的增加也

间接说明骨髓移植后脾结节及造血干细胞的增加 ,

供体骨髓细胞的成活 。

本实验采用国际公认的 DMD 模型鼠(mdx

鼠)进行骨髓移植 ,移植前的放疗 ,一方面抑制免疫

反应 ,另一方面使受体骨髓龛腾空 ,以利于异体骨

髓的植入 。由于 mdx 鼠对放疗剂量的敏感性 、耐

受性不同于一般小鼠 ,照射剂量过大 ,易造成急性

放射病而发生骨髓衰竭以及肠道严重损伤而出现

感染 、贫血 、出血及水电解质平衡紊乱而容易死亡;

放射剂量不足 ,受体内残存的 T 细胞和NK 细胞对

供体活性细胞产生移植排斥反应 ,使植入的异体骨

髓细胞不易存活 。此外 ,由于移植物中含有活性细

胞 ,供体和受体的组织相容性不同 ,供体的免疫细

胞会对受体的组织细胞产生 GVHD ,均是异体骨髓

移植的主要并发症和死亡原因。本实验采用对骨

髓细胞经过短时间的体外培养 ,除去骨髓中的免疫

活性细胞 ,减少或避免了 GVHD 的发生[ 8] 。在对

放疗剂量的摸索中 ,发现 12 Gy γ射线全身照射 ,

mdx 鼠不能耐受致使骨髓衰竭而死。6 Gy γ射线

全身照射 ,因剂量不足而产生较重的 GVHD 的临

床和病理组织学表现 ,而 8 Gy γ射线一次照射 ,

GVHD的表现较轻 ,小鼠的成活率较高 ,是合适的

放疗剂量 。
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·新成果·

肾移植术后巨细胞病毒感染诊断与防治系列研究

课题负责人　郑克立 , 等

(中山医科大学附属第一医院 , 广东 广州　510089)

人巨细胞病毒(HCMV)感染是肾移植术后早期常见的并发症和死亡原因之一。HCMV 感染一旦发生 , 治疗效果差。该
成果对肾移植 HCMV 感染的诊断与防治进行了一系列研究 , 建立并开展了人巨细胞病毒抗原试验及半巢式荧光定量聚合酶
链反应。该方法是目前早期快速诊断活动性 HCMV 感染的最佳指标 , 对潜伏性 HCMV 感染和抗 HCMV 治疗后暂时处于不

活动的 HCMV , 进行准确的诊断和较精确的定量;对决定抗 HCMV 治疗的疗程 , 停药时机和预测预后有一定的价值。同时 ,
避免了以往的盲目性预防用药 ,减少药物耐受 ,减轻病人的负担 , 提高了对 HCMV 的治疗效果 ,减少了 HCMV 感染的病死率 ,
使肾移植总的成功率提高 10%, 取得了较大的社会经济效益。该成果为肾移植进一步向前发展做出了较大的贡献。 该成果
于 2000 年获广东省科技进步三等奖。 (陈丽芳)
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