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摘要 探讨了人间充质干细胞(mesenchymal stem cells，MSCs)移植对 NOD/SCID 小鼠放射性肠损伤的修复作用．将雄性
NOD/SCID小鼠随机分为 3组，每组 6只，即 A组为空白对照组，B组为模型组，C组为治疗组．B组和 C组小鼠全腹接受
5 Gy 60Co 酌射线单次照射，剂量率为 100 cGy/min．照射后 B组小鼠经尾静脉注射生理盐水，C组小鼠移植 MSCs．于移植
后第 15天取小鼠空肠标本，通过免疫荧光方法检测 MSCs在受损肠道的定植和分化情况．结果表明，治疗组小鼠的生存状
况明显好于模型组小鼠，病理切片显示小肠黏膜得到修复，免疫荧光结果显示MSCs可定植于辐射损伤的肠道，并表达波形
蛋白(vimentin)和 琢-SMA．MSCs移植入肠损伤的小鼠体内后可在受损肠道定植，并向间质细胞分化，参与辐射损伤的修复.

关键词 间充质干细胞，放射，肠损伤，修复

学科分类号 R14，Q813 DOI: 10.3724/SP.J.1206.2012.00306

生物化学与生物物理进展
Progress in Biochemistry and Biophysics
2013, 40(3): 249~254

www.pibb.ac.cn

* 国家自然科学基金(B1070296)和中国博士后基金(2011M500155)

资助项目.

**通讯联系人.

韩 颖. Tel: 010-66932200, E-mail: hanying1001@yahoo.com

吴本俨. Tel: 010-66876265, E-mail: benyanwu@vip.sina.com

收稿日期：2012-06-21，接受日期：2012-10-08

放射性肠损伤常见于核事故及战时的核爆炸，

也是临床腹部肿瘤放疗过程中最为常见的并发症之

一．腹盆腔受到一定剂量的射线辐射后，小肠因其

黏膜上皮生长代谢活跃，对电离辐射也最为敏感．

在辐射过程中，小肠隐窝干细胞的增殖受到抑制，

发生明显的凋亡，导致肠屏障功能受损[1-2]，发展

为放射性肠损伤、肠瘘和肠梗阻，最终导致内源性

败血症或多器官功能衰竭等[3-5]．虽然对放射性肠

损伤的防治已进行了广泛研究，但目前对放射性肠

损伤的治疗手段仍以对症支持为主，效果欠佳．骨

髓间充质干细胞(mesenchymal stem cells，MSCs)是
存在于骨髓中的非造血组织的多能干细胞，具有高

度增殖和多向分化潜能[6-8]．此外，MSCs具有来源
和取材方便、易于体外培养扩增、体内植入反应

低、无伦理问题的限制等特征，是细胞治疗的理想

种子细胞[9-11]．本研究将人 MSCs经体外扩增后以
绿色荧光蛋白(GFP)示踪，植入 NOD/SCID小鼠放
射性肠损伤的模型，研究MSCs在小肠的定植及分
化情况，为放射性肠损伤的治疗提供实验基础和理

论依据．

1 材料和方法

1援1 材料

1援1援1 细胞和质粒．293FT 细胞系购自 Invitrogen
公司；携带加强型绿色荧光蛋白 (enhance green
fluorescentprotein， eGFP) 基 因 的 慢 病 毒 载 体
Pgc-lV、pHelper1.0载体和 pHelper2.0载体购自上
海吉凯基因化学技术有限公司．

1援1援2 主要试剂．高糖 DMEM、Opti-MEM誖玉培养
基和 琢-MEM培养基均购自 Invitrogen公司；胎牛
血清 (FBS)购自 Hyclone 公司；细胞培养板购自
Corning公司．
1援2 方法

1援2援1 人MSCs的体外分离培养与鉴定．采用密度
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梯度离心法从健康成人志愿者骨髓分离MSCs，将
其接种于 25 cm 伊 25 cm的培养瓶中，置于 37℃，
5% CO2细胞培养箱中培养．3 天后更换培养基，
弃去未贴壁的细胞，当细胞长至 80%融合时，进
行传代扩增．传代细胞用 0.25%胰酶消化，离心后
收集细胞，PBS洗涤 2次，重悬于 100 滋l PBS中，
加入直标抗体：CD29、CD44、CD90、CD105、
CD11b、CD34、CD45，4℃避光反应 30 min 后，
PBS洗涤 3次，流式细胞仪分析．MSCs接种于脂
肪诱导体系(琢-MEM, 10% FBS, 1 滋mol/L地塞米松,
0.5 mmol/L IBMX，10 滋mol/L胰岛素，200 滋mol/L
吲哚美辛)培养 7～14天，油红 O染色鉴定脂肪滴；
成骨诱导体系(琢-MEM，10% FBS，0.1 滋mol/L地
塞米松，10 mmol/L 茁-磷酸甘油，0.2 mmol/L维生
素 C)培养 14天后，早期成骨鉴定用碱性磷酸酶试
剂盒染色，诱导 28 天后，晚期成骨鉴定用 Von
Kossa染色．
1援2援2 慢病毒的包装．向无菌离心管中加入 Pgc-lV
20 滋g、pHelper1.0载体 15 滋g和 pHelper2.0 10 滋g，
在无 血清 Opti-MEM 誖 玉 培 养基 中 与 100 滋l
lipofectamine2000混合均匀，室温孵育 5 min，形
成 DNA-lipofectamine 2000复合物．293FT包装细
胞用含 10% FBS的高糖DMEM同时加入 0.1 mmol/L
非必需氨基酸 ( NEAA)、2 mmol/L L- 谷氨酰胺、
1%青 -链霉素和 500 mg/L G418的培养基培养，细
胞长至 90%汇合时，用 0.25%胰酶消化，收集约
6伊106 个细胞重悬于 5 ml 的生长培养基中，与
DNA-lipofectamine 2000 复合物混匀，加入含有
5 ml生长培养基的细胞培养皿中，37℃，5% CO2

细胞培养箱中培养过夜，次日用含 1 mmol/L丙酮
酸钠的完全培养基换液．转染 48～72 h后收集上
清，于 4℃，3 000 r/min 离心 20 min 以去除细胞
碎片，病毒液用 0.45 滋m滤膜过滤后分装冻存于
-80℃冰箱．
1援2援3 稳定表达 eGFP 的 MSCs 获得．取第 3 代
MSCs以 3伊105/ml密度接种于 6孔板中，待其长至
80%汇合时每孔加入 2 ml毒液，同时加入 6 mg/L
聚凝胺(Polybrene)促进病毒的感染效率，转染 6 h
后更换新鲜培养基，继续培养至 72 h．于荧光显微
镜下观察细胞的感染效率，收集细胞进行流式分选

(fluorescence-activated cell sorting，FACS)，获得高
表达 eGFP的MSCs．
1援2援4 NOD/SCID小鼠放射性肠损伤模型的建立．
6～8周龄健康 SPF级非肥胖糖尿病 /重症联合免

疫缺陷(NOD/SCID)小鼠 18只，雄性，体重 19.0～
25.0 g，购自北京维通利华公司[合格证号为 SCXK
(京)2012-0001]．实验前 3天饲养于实验室以适应
环境，温度控制于 20～22℃，并实行 12 h光照和
12 h黑暗交替．将小鼠用戊巴比妥钠(50 mg/kg)腹
腔注射麻醉后，仰卧于特制的固定盒中，全腹部接

受 5Gy 60Co 酌射线照射，上至胸骨剑突，下至耻骨
联合，其余部位均用 5 cm厚的铅砖屏蔽，剂量率
为 100 cGy/min．照射后小鼠可自由活动及饮水，
并喂以标准鼠食．

1援2援5 细胞移植实验．将 NOD/SCID 小鼠随机分
为 3组，每组 6只，即 A组为空白对照组，B组
为模型组，C组为治疗组．于照射后 4 h内进行尾
静脉移植实验，B组小鼠注射 200 滋l生理盐水，C
组每只小鼠移植 MSCs(1伊106个每 200 滋l 生理盐
水)，实验重复 3次．于照射前和照射后每天记录
小鼠的生存情况和体重变化及有无腹泻、血便等．

小鼠死亡后立即取标本，存活小鼠于照射后第 15
天处死取标本，分别观察细胞在受损肠道的定植和

分化情况．

1援2援6 肠黏膜形态结构的变化．取空白对照组和实

验组小鼠小肠组织，4%多聚甲醛固定 24 h，石蜡
包埋、切片、HE染色，然后于光学显微镜下观察
肠黏膜及绒毛组织的形态学变化．

1援2援7 组织冰冻切片的免疫荧光法检测．分离的新

鲜空肠组织用 OCT包埋冷冻固定，冰冻组织切片
5～8 滋m，冷丙酮固定后用 PBS 洗涤 3 次，0.1%
Triton X-100破膜 15 min，PBS洗涤 3次，用稀释
的 10%山羊血清室温封闭 30 min，吸弃封闭血清
后加入 PBS稀释的 GFP抗体和小鼠抗人波形蛋白
(vimentin)抗体一抗反应液，4℃孵育过夜．吸弃一
抗反应液后，用 PBS洗涤 3次，分别加入 PBS稀
释的荧光二抗，室温反应 40 min，吸弃二抗，PBS
洗涤 3次，加入 DAPI室温反应 1～2 min，PBS洗
涤 3次，用 50%甘油封片后于荧光显微镜下观察
细胞在受损肠道的定植和分化情况．

1援2援8 统计方法．应用 SPSS13.0统计软件进行统
计学处理，配对组间比较采用 t检验，组间比较采
用方差分析，P < 0.05为显著性差异．

2 结 果

2援1 人MSCs体外扩增培养与鉴定
通过密度梯度离心的方法，成功分离得到人骨

髓MSCs．原代的MSCs除了长梭形之外，还有圆
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Fig. 3 Clinical findings of mice
(a) Control group. (b) Radiation group. (c) Treated group.

Fig. 1 Morphology and identification of MSCs from human bone marrow
The MSCs showed a morphology of typical fibroblast-like cells (a). Cell phenotype analysis showed that MSCs were positive for CD29, CD44, CD90,

CD105 (b～e), but negative for CD11b, CD34 and CD45 (h～k). Multipotent differentiation of MSCs (i～k).

形细胞的存在，通过连续传代(约 3代)之后，细胞
呈现均一的长梭形，状态良好(图 1a)．经流式细胞
仪测定表型均一(图 1b～h)：不表达造血和内皮的
标记(CD11b-CD34-CD45-)，表达间质细胞的标记
(CD29+CD44+ CD90+CD105+)．人骨髓 MSCs 在

体外合适的诱导条件下能够形成明显的脂肪滴，油

红 O染色成阳性(图 1i)．早期成骨分化能力碱性磷
酸酶染色阳性(图 1j)，后期成骨钙化的骨结节 Von
Kossa染色呈阳性(图 1k)．

2援2 流式细胞术分选检测慢病毒感染的MSCs
慢病毒转染 MSCs，24 h后于荧光显微镜下观

察，发现表达绿色荧光蛋白的细胞较少，持续培养

至 72 h后，表达 eGFP的细胞逐渐增多．为获得高
表达慢病毒表达载体的细胞，对感染 72 h的MSCs
进行流式分选，获得强表达 eGFP的细胞，分选后
的细胞于荧光显微镜下观察，表达 eGFP的细胞基
本达 100%(图 2)．

2援3 小鼠的一般情况

照射后第 3天可见 B组小鼠出现弓背、脱毛，
精神及饮食欠佳，活动减少，腹泻导致肛周红肿、

脱肛，可见肉眼血便，而 C组小鼠较 B组小鼠症
状较轻(图 3)．便潜血试验显示 C组小鼠较 B组小
鼠，粪便潜血症状减轻(图 4).

Fig. 2 eGFP expression of sorted transfected鄄MSCs
(a) The morphology of MSCs-eGFP in light field. (b) The morphology

of MSCs-eGFP in fluorescence microscope.
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Fig. 7 Colonization and tissue鄄repairing effect of MSCs in radiation鄄induced intestinal
(a) The immunofluorescence staining for vimentin. (b) The immunofluorescence staining for 琢-SMA．

Fig. 4 Fecal occult blood tests
(a) Control group. (b) Radiation group. (c) Treated group.

2援4 小鼠的体重变化

由图 5可见，与 A组相比 B组小鼠体重下降
显著，具有统计学意义(*P < 0.05)，而 C组小鼠体
重下降不明显，与 A组相比不具有统计学差异(P >
0.05)．

2援5 小鼠肠组织的病理学变化

解剖观察小鼠肠组织的标本，肉眼可见：A组
小鼠肠管光滑，色泽正常；B组小鼠的肠壁肿胀、

颜色变暗且变粗或出血；C组小鼠的症状较轻．镜
下观察与 A组相比，B组、C组小鼠肠黏膜绒毛和
腺体均受到损伤，B组小肠绒毛宽大低平，部分上
皮脱落，腺体萎缩，隐窝缺失，组织间有大量炎症

细胞浸润，C组小肠绒毛结构存在，高度稍低于 A
组，黏膜下层可见少量炎症细胞，核分裂相增多

(图 6)．

2援6 移植细胞的定植和分化检测

免疫荧光检测发现，C组小鼠移植的MSCs可
定植于受损肠道组织，vimentin染色呈阳性(图 7)，
说明 MSCs 可向间质细胞分化，并有部分表达
琢-SMA，提示 MSCs可进一步向平滑肌细胞分化，
从而参与受损肠道的修复．

Fig. 6 Histological analysis of small intestines
(a) Control group. (b) Radiation group. (c) Treated group.
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3 讨 论

辐射性肠黏膜屏障损伤是由于腹盆腔受到电离

辐射损伤后引起的．小肠隐窝存在着小肠上皮干细

胞，由于其生长代谢活跃，对辐射极为敏感．机体

受到一定剂量的射线辐射后，小肠隐窝细胞增殖受

到抑制、部分细胞发生变性坏死，使绒毛上皮的更

新缺乏来源，进而破坏上皮结构的完整性，导致肠

屏障功能受损[12]．放射性肠黏膜屏障损伤的发病机

制复杂[13-14]，目前尚未完全清楚．其主要病理改变

为隐窝破坏、绒毛高度降低、黏膜萎缩、溃疡形

成，甚至肠瘘形成，肠管粘连，肠黏膜结构屏障受

到破坏、易发生细菌移位、继发感染，最终导致内

源性败血症和多器官功能等并发症[15-16]．MSCs易
于分离、培养和体外扩增，具有多向分化潜能和低

免疫原性及免疫调节能力，使其在细胞治疗中具有

良好的应用前景[17-18]．本研究首先采用密度梯度离

心法分离得到了人MSCs，其具有向脂肪和成骨分
化的潜能．随后建立了 NOD/SCID小鼠放射性肠
损伤的动物模型，可见辐射后小鼠出现弓背、脱毛

现象，精神及饮食欠佳，活动减少，体重下降，腹

泻导致肛周红肿、脱肛，有的可见肉眼血便，小肠

组织的绒毛结构受到破坏，黏膜下层及固有层可见

炎症细胞浸润．以 GFP 为示踪蛋白，将人 MSCs
通过尾静脉移植入放射性肠损伤的小鼠体内，结果

发现与模型组小鼠相比，移植小鼠的体重下降不显

著，且一般状态良好．在重复实验中均发现移植的

MSCs可在受损的小肠组织定植，并表达 vimentin
和 琢-SMA．vimentin 是细胞中间丝纤维的一种，
在间质细胞及其衍生细胞成纤维细胞中表达．

琢-SMA是沿微管组成细胞骨架的主要成分，主要
表达于平滑肌细胞中．这表明移植的MSCs在损伤
的微环境下可在体内进一步向间质细胞分化，在一

定程度上参与了受损肠道的修复，有可能为放射性

肠损伤的治疗提供新的思路．
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Protective Effects of Mesenchymal Stem Cells Against
Radiation鄄induced Intestinal Injury*

YANG Chao1), ZHANG Xiao-Mei2), GONG Yuan1), WANG Chang-Zheng1), HAN Ying3)**, WU Ben-Yan1)**

(1) Gastrointestinal Department of Southern Building, General Hospital of Chinese PLA, Beijing 100853, China;
2) Department of Gastroenterology 驭 Hepatology, General Hospital of Chinese PLA, Beijing 100853, China;

3) Beijing Institute of Transfusion Medicine, Beijing 100850, China)

Abstract The study was aimed to investigate the effects of human bone marrow mesenchymal stem cells (MSCs)
in the radiation-induced intestinal injury. MSCs were expanded, labeled with enhance green fluorescentprotein
(eGFP). The NOD/SCID mice were randomly assigned to one of three groups: (A) without radiation; (B) and (C)
received abdominal radiation with 5 Gy 60Co 酌-rays at the rate of 100 cGy/min. (B) i.v. transplanted with
physiological saline, (C) i.v. transplanted with MSCs. Mice were weighed daily and observed for 15 days after
irradiation. Intestines of mice were obtained in order to assay histological changes by hematoxylin and eosin
staining. The immunofluorescence staining showed that the transplanted cells could differentiate into
vimentin+/琢-SMA+ fibroblastic-like cells in vivo. These data indicated that MSCs could engraft at the injured
small intestine, and contribute to the repairment of irradiated intestine. This could provide a valuable strategy for
radiation-induced enteritis.
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