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骨髓间充质干细胞经肾动脉途径不同移植次数
对大鼠阿霉素肾病的修复作用比较

邢艺苑， 王家平， 陆发承， 简远熙， 万珊杉， 韩 磊

·实验研究 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ·

【摘要】 目的 比较分析骨髓间充质干细胞（

BMSC

）经肾动脉途径单次或多次移植于阿霉素肾病大

鼠后对其肾功能的改善作用。 方法 以阿霉素经尾静脉输入构建大鼠慢性肾病模型
32

只， 随机分为

M0

、

M1

、

M2

、

M3

组（

4×n

，

n＝8

），另选
8

只为正常对照组（

N

组）。 以
2×10

6 个
/ml

、单次
0.5 ml

分别移植
BMSC

细胞
0

次（

M0

组）、

1

次（

M1

组）、

2

次 （

M2

组）、

3

次（

M3

组），不进行
BMSC

移植组别每次操作以
L蛳DMEM

培养基
0.5 ml

作为安慰剂对照，移植间隔为
1

周。 移植前及末次移植后
1

、

2

周末检测大鼠血尿素氮、血肌

酐、

24 h

尿蛋白、

24 h

尿微量蛋白， 末次移植
1

周末制作病理片并于激光聚焦显微镜下观察大鼠肾脏病

理和
BMSC

细胞在肾脏内分布情况。结果
M0

、

M1

、

M2

、

M3

组在各观察点血尿素氮、血肌酐、

24 h

尿蛋白

总量、

24 h

尿微量蛋白均明显高于
N

组（

P＜0.001

），末次移植第
1

周末
M2

、

M3

组
24 h

尿蛋白总量、

24 h

尿微量蛋白明显低于
M1

组（

P＜0.05

），

M2

、

M3

组间差异无统计学意义（

P=0.063

）。 结论
BMSC

经肾动脉途

径移植
2

次治疗大鼠阿霉素肾病效果最宜。

【关键词】 骨髓间充质干细胞； 阿霉素肾病； 疾病模型，动物； 大鼠，

Sprague蛳Dawley

； 肾动脉途径
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【

Abstract

】

Objective To compare the repair effect on renal function between different times of bone

marrow mesenchymal stem cells

（

BMSCs

）

transplant via renal artery route in experimental rats with adriamycin蛳

induced nephropathy. Methods Adriamycin蛳 induced nephropathy model was established in 32 rats through

injection of adriamycin though the caudal vein. Based on the scheduled times of BMSCs transplant

，

the

experimental rats were randomly and equally divided into M0 group

（

zero time

），

M1 group

（

one time

），

M2

group

（

2 times

）

and M3 group

（

3 times

）

with 8 rats in each group. Other 8 SD rats were used as normal control

group

（

N group

）

. Single dose of 0.5 ml BMSC suspension

（

2×10

6

cells/ml

）

was transplanted to the rats of M0

group

（

zero time

），

M1 group

（

one time

），

M2 group

（

2 times

）

and M3 group

（

3 times

），

for the rats of the

groups not receiving BMSC transplant a single dose of 0.5 ml L蛳DMEM culture medium

，

used as a placebo

，

was adopted to replace BMSC suspension. The transplant interval was one week. Before transplant as well as

one and two weeks after last time of transplant

，

the serum urea nitrogen

，

serum creatinine

，

24 h urine

protein and 24 h urine microprotein were tested

，

and one week after last time of transplant pathological

sections were made for laser focusing microscope examination to observe renal pathological changes and the

distribution of BMSC cells in the kidney. Results The values of serum urea nitrogen

，

serum creatinine

，

24 h

urine protein and 24 h urine microprotein determined at each observation time point in M0 group

，

M1 group

，

M2 group and M3 group were significantly higher than those in N group

（

P<0.001

）

. The values of 24 h urine
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骨髓间充质干细胞（

BMSC

）在体内能靶向迁移

至损伤组织及慢性炎症部位并分化发育，以对其进

行修复［

1

］

。 研究证实
BMSC

具有促进急慢性肾损伤

修复的积极作用［

2

］

，但对慢性肾病的研究尚少。慢性

肾脏病发展到终末期肾病阶段的主要治疗方法有

维持性透析和肾移植。 随着再生医学研究进展，

BMSC

在慢性肾病的应用价值得到充分认识， 外源

性
BMSC

可分化为肾小管细胞， 形成肾脏近端小管

而选择性修复外髓质部大部分肾小管坏死［

3

］

。 干细

胞移植方式是决定外源给予干细胞运行途径及归

巢数量的主要因素，直接关系到对靶器官的修复效

果 ［

4

］

，已有研究证实外周静脉途径输注效果不及经

肾动脉介入途径移植［

5

］

。 本研究以阿霉素慢性肾病

大鼠为模型，通过肾动脉途径，以不同干细胞移植

次数观察比较大鼠肾功能、肾脏病理及免疫荧光干

细胞定植效果及其作用差异，并分析原因。

1

材料与方法

1.1

实验材料

42

只清洁级
Sprague蛳Dawley

（

SD

）大鼠由昆明

医科大学实验动物中心提供。

2

只
12

周龄雄性
SD

大鼠骨髓作为供体
BMSC

来源 ，

14

周龄体质量

（

150±10

）

g

雄性大鼠
32

只作为受体， 另
8

只设为

正常对照组（

N

组）。阿霉素购自美国
Sigma

公司，胎

牛血清（

FBS

）购自中国医学科学院医学生物研究

所，

L蛳DMEM

培养液购自美国
Gibco

公司。

1.2

模型制作与分组

40

只大鼠造模前禁水
12 h

，自由进食。 称重后

以
10%

水合氯醛（

0.32 ml/100 g

）腹腔注射麻醉，于

大鼠左侧肋脊角切除左侧肾， 其中
32

只大鼠以

2.5 mg/kg

剂量给尾静脉注射阿霉素（

1

次
/

周，连续

2

周），之后每周取眼内眦血检测肾功能，于第
8

周

末参考刘韵璐等［

6

］方法，以血肌酐、尿素氮升高并贫

血表示阿霉素慢性肾病模型构建成功，然后随机分

为干细胞未移植对照组（

M0

组，

n＝8

）、

1

次移植组

（

M1

组，

n＝8

）、

2

次移植组（

M2

组，

n＝8

）、

3

次移植

组（

M3

组，

n＝8

）；

N

组
8

只大鼠在模型组注射阿霉

素时予以等量
0.9%NaCl

注射至尾静脉。

1.3 BMSC

培养、标记及移植

从
2

只
12

周龄健康大鼠股骨和胫骨内分离骨

髓， 根据
BMSC

细胞有高度黏附于塑料培养皿特

征，从中分离收集
BMSC

细胞并体外培养，经流式

细胞仪计数细胞表面标记。 培养传代至第
4～6

代，

倒置显微镜观察细胞呈旋涡状生长， 具有多型性。

取生长至
80%～90%

融合细胞， 置于
2％O

2

、

93％N

2

和
5％CO

2

缺氧盒中
48 h

造成
BMSC

缺氧， 用
Ad5/

F35

腺病毒携带的增强型绿色荧光蛋白转染液转

染，培养
6 h

后加等量全培养液，

24 h

后倒置显微镜

下观察绿色荧光蛋白表达情况。 以
L蛳DMEM

培养

基制备悬浮
BMSC

悬液（

2×10

6 个
/ml

）备用。

M1

、

M2

、

M3

组大鼠腹腔麻醉后开腹暴露腹主动脉，找到

右侧肾动脉， 以头皮针穿刺肾动脉， 将配备好的

BMSC

悬液以单次
0.5 ml

分别注射予
M1

、

M2

、

M3

组大鼠，然后拔除头皮针，以止血明胶局部轻压止

血后逐层缝合关腹。 首次移植第
1

周末重复操作，

对
M2

、

M3

两组进行第
2

次移植； 首次移植第
2

周

末重复操作，对
M3

组进行第
3

次移植，剂量均同第

1

次。 不进行
BMSC

移植组在每次操作同时注入等

量
L蛳DMEM

培养基。

1.4

观察指标

实验观察各组血尿素氮、血肌酐、

24 h

尿蛋白、

24 h

尿微量蛋白、病理片及
BMSC

细胞分布。 分别

于首次移植前（

0

周）、末移植后
1

、

2

周末于清洁代

谢笼收集大鼠
24 h

尿液并于内眦取血，采用
7170A

型全自动生化仪（日本
Hitachi

公司）检测
24 h

尿蛋

白、

24 h

尿微量蛋白， 苦味酸法检测血尿素氮和血

肌酐。 末次输注后
1

周，将每组大鼠各处死
4

只，取

右肾切片（厚度约
2 mm

）若干制成
5 μm

石蜡切

片，行苏木精
-

伊红（

HE

）染色。肾组织取出后直接放

液氮冻存， 用
OCT

包埋剂
－20℃

包埋后制成
6 μm

冰冻切片，缓冲甘油封片后于激光共聚焦显微镜下

观察。

protein and 24 h urine microprotein determined at one week after last time of transplant in M2 group and M3

group were strikingly lower than those in M1 group

（

P<0.05

），

but these differences between M2 group and M3

group were not statistically significant

（

P =0.063

）

. Conclusion For the treatment of adriamycin蛳 induced

nephropathy in experimental rats

，

two times of using BMSCs transplant via renal artery route can achieve

optimal curative effect.

（

Ｊ Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔ Ｒａｄｉｏｌ

，

２０１7

，

２6

：

641鄄645

）

【
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①N

组基质纤维化明显，其间肾小管萎缩，小管上皮细胞有空泡变性征象；

②M1

组肾间质局灶纤维化，肾小管可见上皮细胞再生，肾小球可见

部分球囊粘连；

③M2

组肾小球毛细血管襻扩张，肾小管无明显萎缩，肾间质纤维化不明显；

④M3

组肾小球区细胞及基质明显增多，细胞有少

许肿胀，肾小管处细胞富集，管腔变小，少见炎性细胞，仍有部分纤维化存在

图
2

实验大鼠肾脏病理检查结果

1.5

统计学方法

采用
SPSS 17.0

软件进行统计学分析。 计量资

料以均数
±

标准差（

ｘ±ｓ

）表示，组间比较用重复测量

资料方差分析， 组间两两比较用最小显著差数法

（

LSD

）

蛳 t

法，

α＝0.05

。

2

结果

2.1 BMSC

分离纯化与鉴定

P4～P6

代大鼠
BMSC

细胞形态均一， 呈梭形，

表型
CD29

、

CD4

、

CD44

、

CD11b

阳性率分别为
96.9%

、

2.2%

、

98.9%

、

1.9%

。

Ad5/F35

腺病毒转染
6 h

后，细

胞呈多角形， 换等量全培养液
24 h

后观察绿色荧

光表达率为
75%

， 形态与正常培养细胞无明显差

异，见图
1

。

2.2 BMSC

移植结果

M0

、

M1

、

M2

、

M3

组在各观察点血尿素氮、 血肌

酐、

24 h

尿蛋白总量、

24 h

尿微量蛋白均明显高于

N

组（

P＜0.001

），末次移植第
1

周末
M2

、

M3

组
24 h

尿蛋白总量、

24 h

尿微量蛋白明显低于
M1

组（

P＜

0.05

），

M2

、

M3

组间差异无统计学意义（

P＝0.063

），

见表
1

。 血肌酐、尿素氮间差异无统计学意义（

P＞

0.05

）。

2.3

肾脏病理检查结果

N

组肾脏肾小球、 肾小管、 肾间质未见明显异

常；

M0

组可见肾间质大片状纤维化，肾小球系膜区

细胞基质，部分肾小球可见局灶节段性硬化、系膜

细胞和基质增生，伴大量炎性细胞浸润，其间有萎

缩肾小管，部分肾小管上皮细胞可见颗粒、空泡变

性，有崩解坏死甚至脱落的肾小管上皮细胞，见图
2

①

；

M1

组肾小球系膜细胞和基质不同程度增生，个

别肾小球可见球囊粘连，部分肾小球毛细血管襻受

压闭塞，个别肾小管可见上皮细胞再生，肾间质可

见局灶状纤维化及炎性细胞浸润， 见图
2②

；

M2

组

肾间质纤维化不明显， 可见小灶状炎性细胞浸润，

其间大部分肾小球毛细血管襻扩张，部分肾小球系

膜区可见不同程度细胞增生和基质增多，肾小管无

明显萎缩， 见图
2③

；

M3

组肾小球区细胞及基质明

显增多，细胞有少许肿胀，肾小管处细胞富集，管腔

变小，少见炎性细胞，仍有部分纤维化存在，见图

2④

。

图
1 P4

传代
BMSC

细胞具多形性

2.4 BMSC

在肾组织中分布

末次移植
1

周末， 激光共聚焦荧光显微镜下
N

组、

M0

组几乎无绿色荧光分布；

M1

组绿色荧光在

肾小管处分布， 肾小球内未见；

M2

、

M3

组绿色荧光

不仅在肾小管处有分布，在肾小球系膜区也可见少

量分布，见图
3

。

��

注：

﹡与
N

组比较，

P＜0.001

；

﹟与
M1

组比较，

P＜0.05

；

△与
M2

组比较，

P=0.063

组别
24 h

尿蛋白
/mg 24 h

尿微量蛋白
/ng

移植前 末次移植
1

周末 末次移植
2

周末 移植前 末次移植
1

周末 末次移植
2

周末

N

组（

n=8

）

25.87±1.66 25.92±0.99 26.07±1.42 23.46±1.83 24.92±1.38 25.16±1.64

M0

组（

n=8

）

46.34±2.78

﹡
49.66±3.20

﹡
53.74±1.87

﹡
46.31±2.96

﹡
47.29±2.36

﹡
51.54±3.32

﹡

M1

组（

n=8

）

46.15±2.46

﹡
39.46±1.73

﹡
37.42±3.69

﹡
43.70±3.32

﹡
37.88±1.24

﹡
36.32±3.09

﹡

M2

组（

n=8

）

46.49±2.29

﹡
30.29±2.42

﹡﹟
33.97±1.12

﹡﹟
44.58±3.26

﹡
29.46±2.78

﹡﹟
30.04±1.57

﹡﹟

M3

组（

n=8

）

46.53±2.08

﹡
30.81±4.20

﹡﹟
△

33.44±11.02

﹡﹟
△

44.32±2.61

﹡
28.51±3.01

﹡﹟
△

31.70±8.62

﹡﹟
△

表
1 BMSC

移植前后实验大鼠
24 h

尿蛋白及
24 h

尿微量蛋白比较
ｘ±ｓ
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①②N

组、

M0

组几乎无荧光显示；

③M1

组可见肾小管处有荧光分布，肾小球内未见；

④⑤M2

组、

M3

组不仅在肾小管处有荧光分布，在肾小球

系膜区也可见少量荧光

图
3

激光共聚焦荧光显微镜下观察各组荧光分布情况

3

讨论

慢性肾脏病进展是一不可逆过程，现今有效治

疗手段一般为替代治疗。

BMSC

可定向分化发育为

新细胞，以替换损伤细胞行使功能，已证实对慢性

肾病有确切的修复作用。 既往实验研究表明，

BMSC

作用于实验动物受损器官并非单纯越多越好，大剂

量
BMSC

可能造成动物体内局部阻塞，甚至死亡，并

且在不同器官中发挥效果的最佳剂量也不相同［

7蛳9

］

。

以往经动脉途径将
BMSC

植入大鼠肾脏实验均以

10

6 剂量为最宜［

10蛳12

］

，有效避免了可能导致的微血管

阻塞并可获明显的修复效果 。 本实验末次移植

BMSC

第
1

周末检测数据显示，

M2

、

M3

组肾功能整

体上比
M1

组有明显改善，但
M3

组对比
M2

组并未

因增加
1

次移植表现出肾功能明显改善，且出现个

体差异增大，效果不稳定；第
3

次移植后可明显观

察到大鼠腹部移植入路创口愈合情况不如前
2

次

移植后，存在短时间内多次外科手术对大鼠机体整

体损伤问题，也可能正因为多次穿刺肾动脉导致肾

动脉受损，影响了正常血流灌注。 采用经颈总动脉
-

肾动脉置管给药方法有助于避免多次手术损伤 ［

13

］

，

但易引入对比剂，引起感染、血流改变等，同样是可

造成肾脏损伤等的干扰因素。 造模大鼠左肾已切

除，

BMSC

移植后虽可纠正受损右肾部分功能，但整

体肾功能很难达到
N

组水平，

2

次移植后可能已达

到或接近最大程度改善，再次移植无法使肾功能上

限进一步提高。 有报道显示
BMSC

过量堆积于肾组

织而不被利用，同样会对肾脏正常细胞产生一定损

害作用，单纯增加移植次数对损伤肾脏肾功能改善

并不能起叠加作用，甚至有一定反作用，其机制可

能涉及血管阻塞细胞堆积所致供氧不足 ， 大量

BMSC

分化发育所致耗氧量增大［

14

］

。 考虑到本实验

2

次移植时间间隔为
1

周， 也可能在每次移植后

BMSC

没有足够时间充分分化发育，导致堆积损伤。

但有研究证实
BMSC

对缺血
-

再灌注肾损伤发挥作

用的时间主要集中在每次移植后早期［

12

］

。 本研究对

象为慢性肾病模型，观察时间适当延长，但末次移

植第
2

周末检测数据较第
1

周末变化并不显著

（

P＞0.05

），可见
BMSC

对慢性肾病肾组织修复作用

同样集中于移植早期。

本研究末次移植第
1

周末病理检查显示
M1

组

肾小管细胞肿胀程度比
M2

、

M3

组严重， 且免疫荧

光显示
BMSC

单纯聚集于肾小管处，肾小球处几乎

没有， 而
M2

、

M3

组均可见系膜区少量免疫荧光分

布，表明
BMSC

对肾损伤的主要作用集中表现于对

肾小管的修复，对病理损伤较重、炎症范围较大的

阿霉素慢性肾病有着更为广泛的修复作用。
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·病例报告 Ｃａｓｅ ｒｅｐｏｒｔ·

1

临床资料

患者男，

60

岁，因“体检发现右肺占位性病变
3 d

”入院，

3 d

前在当地县医院体检发现右肺占位性病变， 无咳嗽、咯

痰及咯血，无低热、盗汗等结核中毒症状。既往有肺结核病史

45

年，为进一步治疗于
2016

年
6

月
28

日入住我院。

入院后胸部
CT

平扫
+

增强扫描： 诊断右肺占位性病变，

性质待查（图
1①②

）。 多次痰找抗酸杆菌阴性，心电图检查

为正常心电图。 为明确诊断于
7

月
2

日行
CT

引导下肺部病

变穿刺活检。 术时患者俯卧
CT

检查床上，

CT

扫描确定穿刺

点及进针方向、深度（图
1③

），用
18 G

穿刺活检枪（

COOK

公

司）从背部进针并确认穿刺针位于病变内（图
1④

），进行
1

次

穿刺，取出
1

条组织送检病理学及脱落细胞检查。手术顺利，

术中患者未诉特殊不适。 术毕患者起床后咳嗽、咯新鲜血液

约
10ml

后突发意识丧失伴全身大汗淋漓，血压
60/40 mmHg

，心

率
110～120

次
/min

，双肺呼吸音清，未闻及干湿啰音。 立即

予多巴胺、间羟胺升压，地塞米松
10 mg

改善症状，行气管插

管、呼吸囊辅助呼吸。 复查胸部
CT

提示：心脏、大血管多发

气体密度影（图
2

）。 头颅
CT

未见明显异常。 诊断：肺穿刺活

检后继发心脏、大血管空气栓塞。 经积极抗休克、气管插管、

呼吸囊辅助呼吸
5 min

后患者血压及意识逐渐恢复正常，能

正确回答问题，无肢体感觉、运动障碍。 诉心前区疼痛，遂送

入病房，予头低足高位，

5 L/min

面罩吸氧，注射用奥拉西坦

营养脑细胞，甘露醇脱水、降低颅内压，低分子肝素钙抗凝防

止栓塞面积增大，并请相关科室协助治疗，经治疗后
3 d

患

者未诉特殊不适，复查胸部
CT

提示心脏、大动脉气体消失。

病理诊断：肺结核。治疗
1

周后带四联抗结核药物出院，随访

5

个月无明显不适。

2

讨论

CT

引导下肺穿刺活检常用于肺部疾病的诊断， 对临床

治疗具有重要的指导意义，该手术主要并发症有气胸、血气

胸、咯血等，而体循环空气栓塞是一种非常罕见而严重的并

发症，发生率
0.02%～0.40%

［

1

］

，国内外文献仅见个案报道 ，

患者起病急、病情重、死亡率高，临床上应引起重视［

2蛳3

］

。

2.1

体循环空气栓塞原因分析

气体经肺静脉
-

左心房
-

左心室
-

升主动脉进入体循环

的途径主要有
3

种可能［

4

］

。

①

肺内空气经穿刺道进入肺静脉：

当穿刺针穿破空洞、空腔、支气管或肺泡且同时穿破邻近肺

静脉，形成气道
-

肺静脉瘘，空气经穿刺针道进入肺静脉；

②

空气经穿刺针直接进入肺静脉：穿刺针刺破肺静脉后拔出针

1 例 CT 引导下肺穿刺活检继发空气栓塞形成

李昌燕， 刘建莉， 赵开飞

【关键词】 肺穿刺； 空气栓塞； 护理
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