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ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１２．０１３０９ ·论　著·

ＣＤ３４阳性骨髓干细胞归巢兔栓塞肺组织

顾　俊１，倪松石１，黄　华２

１．南通大学附属医院呼吸内科，南通２２６００１

２．南通大学附属医院病理科，南通２２６００１

　　［摘要］　目的　观察骨髓干细胞（ＢＭＳＣｓ）动员后向栓塞肺组织归巢的情况，初步探讨ＢＭＳＣｓ归巢栓塞肺组织的可能机
制。方法　选取３０只健康的中国大耳白兔，雌雄不拘，随机分成２组：肺血栓栓塞症（ＰＴＥ）组（模型组）、ＰＴＥ＋粒细胞集落
刺激因子（ＧＣＳＦ）动员组（实验组），每组１５只。经股静脉穿刺置管注入自体血栓，建立兔急性ＰＴＥ模型。其中，模型组仅建

立ＰＴＥ模型；实验组在建立模型前４ｄ每天及建立模型后即刻按１０μｇ／（ｋｇ·ｄ）皮下注射ＧＣＳＦ，共５ｄ。两组均于建立模型

后２４ｈ处死动物，观察大体标本，行 ＨＥ染色进行病理检查，用免疫组化法检测肺组织栓塞区、边缘区、正常区ＣＤ３４及ＳＤＦ１

的表达，使用医用图像处理系统对肺组织ＣＤ３４和ＳＤＦ１的免疫组化染色切片进行图像分析，计算其相对含量。结果　（１）
大体标本观察：两组兔肺组织均存在损伤性改变，表现为片状出血灶、局部肺组织苍白区、肺组织膨胀不全等。（２）光镜下病

理观察：两组兔肺组织栓塞区均表现为肺间质水肿充血、肺泡腔出血渗出，其中实验组栓塞区肺间质中可见较多体积较大的

单个核细胞浸润。（３）肺组织ＣＤ３４免疫组化染色与图像分析结果：ＣＤ３４主要表达在栓塞区，边缘区少量表达，正常区很少表

达。实验组栓塞区ＣＤ３４的表达高于模型组（Ｐ＜０．０１），且实验组栓塞区内浸润的ＣＤ３４阳性单个核细胞较多，而模型组少见。

（４）肺组织ＳＤＦ１免疫组化染色与图像分析结果：ＳＤＦ１主要表达在栓塞区，边缘区、正常区均无表达。实验组栓塞区ＳＤＦ１

的表达高于模型组（Ｐ＜０．０１）。结论　ＰＴＥ发生后存在ＣＤ３４阳性ＢＭＳＣｓ向栓塞肺组织归巢现象；ＰＴＥ发生后肺组织栓塞
区ＳＤＦ１表达加强可能是吸引ＣＤ３４阳性ＢＭＳＣｓ归巢栓塞肺组织的机制之一；使用ＧＣＳＦ动员后能加强ＰＴＥ后肺组织栓塞

区ＳＤＦ１的表达，从而吸引更多的ＣＤ３４阳性ＢＭＳＣｓ归巢到栓塞肺组织。

　　［关键词］　肺栓塞；粒细胞集落刺激因子；骨髓干细胞；归巢；基质细胞衍生因子１；ＣＤ３４抗原
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ＧＵＪｕｎ１，ＮＩＳｏｎｇｓｈｉ１，ＨＵＡＮＧＨｕａ２
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ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｒｅｃｅｉｖｅｄｄａｉｌｙｈｙｐｏｄｅｒｍｉｃｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆＧＣＳＦ（１０μｇ／［ｋｇ·ｄ］）ｆｏｒｆｉｖｅｄａｙｓ，ｗｈｉｃｈｗａｓｓｔａｒｔｅｄ４ｄａｙｓ
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ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇｉｎｂｏｔｈｇｒｏｕｐｓｆｏｒｇｅｎｅｒａｌｓａｍｐｌｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ．Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ （ＨＥ）ｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｄｏｎｅｆｏｒｔｈｅ

ｓａｍｐｌｅｓ．ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｄｏｎｅｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＣＤ３４ａｎｄＳＤＦ１ｉｎｔｈｅｅｍｂｏｌｉｚｅｄａｒｅａ，ｅｄｇｅａｒｅａ，

ａｎｄｎｏｒｍａｌａｒｅａ．Ａ ｍｅｄｉｃａｌｉｍａｇｅｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｓｏｆｔｗａｒｅｗａｓｕｓｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｔｏ

ｃａｌｃｕｌａｔｅｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＣＤ３４ａｎｄＳＤＦ１．Ｒｅｓｕｌｔｓ　（１）Ｇｅｎｅｒａｌｓａｍｐｌｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ：ｔｈｅａｎｉｍａｌｓｅｘｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｄａｍａｇｅｏｆ

ｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｉｎｂｏｔｈｇｒｏｕｐｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｓｐｌｉｎｔｅｒｈｅｍｏｒｒｈａｇｅｓｉｔｅｓ，ｌｏｃａｌｐａｌｅｒｅｇｉｏｎａｎｄａｔｅｌｅｃｔａｓｉｓ．（２）Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
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ｐｕｌｍｏｎａｒｙａｌｖｅｏｌｉ．Ｉｎｃｒｅａｓｅｄｍｏｎｏｃｙｔｅｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ．（３）Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ

ａｎａｌｙｓｅｓａｎｄｉｍａｇｅａｎａｌｙｓｅｓｏｆＣＤ３４：ＭｏｓｔＣＤ３４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｆｏｕｎｄｉｎｔｈｅｅｍｂｏｌｉｚｅｄａｒｅａ，ｖｅｒｙｗｅａｋｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｆｏｕｎｄ
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ｔｈｅｅｄｇｅａｒｅａａｎｄｎｏｒｍａｌａｒｅａ．ＳＤＦ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｅｍｂｏｌｉｚｅｄａｒｅａｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｔｈａｎｉｎｔｈｅ
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ｉｎｃｒｅａｓｅｄＳＤＦ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｍａｙｂｅｏｎｅｏｆｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆＢＭＳＣｓｈｏｍｉｎｇｔｏｅｍｂｏｌｉｚｅｄｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓａｆｔｅｒＰＴＥ．Ｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ
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　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｐｕｌｍｏｎａｒｙｅｍｂｏｌｉｓｍ；ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ；ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ｈｏｍｉｎｇ；ｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌ
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　　肺血栓栓塞症（ｐｕｌｍｏｎａｒｙｔｈｒｏｍｂｏｅｍｂｏｌｉｓｍ，

ＰＴＥ）为来自静脉系统或右心的血栓阻塞肺动脉及
其分支所致的疾病，以肺循环和呼吸功能障碍为其
主要临床和病理生理特征［１］。在美国，未经治疗的

ＰＴＥ患者病死率高达２５％～３０％，在临床死因中仅
次于肿瘤、心肌梗死［２］。因此，ＰＴＥ的预防、早期诊
断和治疗越来越受到人们的重视。

　　ＰＴＥ常用的治疗措施包括溶栓治疗、抗凝治疗、
外科治疗、介入治疗等，而以上治疗对于已经发生坏
死、纤维化的肺脏组织不能起到修复作用。骨髓干
细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）是一类具有
无限或较长期增殖、自我更新和分化潜能的细胞，其
在体内外可以分化为组织细胞，并修复那些不能再
生或修复缓慢的组织器官。Ａｂｒｅｕ等［３］研究表明，

ＢＭＳＣｓ能够参与肺组织的再生修复、抑制炎症反应
和免疫调节等功能；Ｃｈｉｓｔｉａｋｏｖ等［４］研究发现，内源
性和外源性干细胞在修复肺组织损伤并且在再生上

皮结构中起着很重要的作用。粒细胞集落刺激因子
（ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＧＣＳＦ）是

ＢＭＳＣｓ强有力的动员剂，可以使外周血ＢＭＳＣｓ数
目增加，从而有利于其向损伤坏死组织归巢和进一
步分化。Ｉｓｈｉｚａｗａ等［５］用注射全反式维甲酸、ＧＣＳＦ
分别或联合治疗弹性蛋白酶诱导的肺气肿动物模

型，结果显示全反式维甲酸、ＧＣＳＦ都能促进肺脏的
再生和增加肺泡中骨髓来源的干细胞数量，促进

ＢＭＳＣｓ向肺泡上皮细胞转化，从而改善肺气肿模型
肺泡结构重建，且两者联合治疗时出现累加效应。
近年来研究发现肺组织损伤发生后局部骨髓来源的

干细胞数量增多，可能达到修复甚至再生肺脏组织
的目的，且其对损伤肺组织的修复更接近生理性修
复、更有可能恢复肺脏组织原有的解剖结构和功能，
提示ＢＭＳＣｓ动员将可能成为ＰＴＥ治疗的新手段［６］。

　　本实验通过建立中国大耳白兔急性ＰＴＥ模型，
分别检测各组实验动物肺组织栓塞区、边缘区、正常
区ＣＤ３４及基质细胞衍生因子（ｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｄｅｒｉｖｅｄ

ｆａｃｔｏｒ１，ＳＤＦ１）的表达，观察ＢＭＳＣｓ动员后向栓塞
肺组织归巢的情况，并初步探讨ＢＭＳＣｓ归巢栓塞肺
组织的可能机制。

１　材料和方法

１．１　实验动物　选取健康中国大耳白兔３０只，雌
雄不拘，体质量２．５～３．０ｋｇ，６～８个月龄，由南通
大学实验动物中心提供和代为饲养。

１．２　主要药品、试剂和仪器　重组人ＧＣＳＦ［惠尔
血，麒麟鲲鹏（中国）生物药业有限公司］；兔抗兔

ＣＤ３４多克隆抗体（浓缩型，武汉博士德生物工程有
限公司，编号：ＢＡ３４１４）；兔抗兔ＳＤＦ１多克隆抗体
（浓缩型，武汉博士德生物工程有限公司，编号：

ＢＡ１３８９）；二步法免疫组化检测试剂盒（北京中山金
桥生物技术有限公司，包括：３％Ｈ２Ｏ２去离子水、聚
合物辅助剂、辣根过氧化物酶标记羊抗兔／小鼠ＩｇＧ
多聚体）；ＤＡＢ试剂盒（北京中山金桥生物技术有限
公司）；自动免疫组化染色仪（美国 ＬａｂＶｉｓｉｏｎ公
司）；ＬＯＧＥＮＥⅠ医用图像处理系统（无锡朗珈生物
医学工程有限公司）。

１．３　动物分组及给药　使用随机数字表法，将３０
只中国大耳白兔随机分成２组：ＰＴＥ组（模型组）、

ＰＴＥ＋ＧＣＳＦ动员组（实验组），每组１５只。模型
组：仅建立兔ＰＴＥ模型；实验组：在建立兔ＰＴＥ模
型前 ４ｄ 每天以及建立模型后即刻按 １０μｇ／
（ｋｇ·ｄ）剂量皮下注射ＧＣＳＦ，共５ｄ。两组均至兔

ＰＴＥ模型建立后２４ｈ处死动物。

１．４　兔ＰＴＥ模型的建立　实验前从兔耳缘静脉采
血约１．５ｍｌ，置于预先消毒的玻璃平板上，室温下静
置４５ｍｉｎ后放入恒温水浴箱中，６０℃水浴１０ｍｉｎ，
用消毒手术刀裁成约２ｍｍ×２ｍｍ×５ｍｍ大小的
血栓２０个，悬浮在装有１０ｍｌ生理盐水的无菌注射
器中备用；３％戊巴比妥钠经兔耳缘静脉注射麻醉
后，将兔背位固定于专用手术台上，于腹股沟韧带下
方２ｃｍ沿着股动脉走向切开皮肤，暴露、游离股静
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脉，用密闭式静脉留置针（２０ＧＡ×１．１６ＩＮ）行股静
脉穿刺插管，接装有自体血栓的注射器，经留置针加
压推注注入自体血栓，建立兔急性ＰＴＥ模型；结扎
股静脉，逐层缝合肌肉、筋膜及皮肤。处死前寄养于
南通大学实验动物中心，按常规喂养。

１．５　动物处理、取材及肺组织观察　在建立ＰＴＥ
模型后２４ｈ，以切开颈总动脉放血方法处死动物。
打开胸廓，完整取出肺组织，观察大体标本，随后立
即固定于１０％甲醛溶液中２４～４８ｈ，捞出后观察肺
栓塞后肺组织的表面情况，区分栓塞区、正常区及介
于两者之间的边缘区，分别用锋利刀片沿肺动脉垂
直方向取材，将组织标本修切成０．５ｃｍ×０．５ｃｍ×
０．３ｃｍ大小，再固定６ｈ。常规石蜡包埋、切片，行

ＨＥ染色进行常规病理检查。

１．６　免疫组化法检测肺组织中ＣＤ３４及ＳＤＦ１的
表达　采用二步法，按免疫组化检测试剂盒说明书
操作。

１．７　免疫组化染色程度判断和图像分析

１．７．１　免疫组化染色强度判定　采用双盲法，由２
位病理科医师在事先不知道实验目的的情况下观察

诊断，根据染色强度分为阴性（－）、弱阳性（＋）、阳
性（）、强阳性（）。阴性为阴性对照的背景染色，
弱阳性为强于背景的浅黄色染色；强阳性为棕褐色
或深棕色，染色阳性介于弱阳性与强阳性之间。

１．７．２　对肺组织各区ＣＤ３４和ＳＤＦ１的免疫组化
染色切片进行图像分析　每张切片随机选取５个中
倍显微镜视野（×２００），对图像进行背底处理、平滑
处理、三值分割，计算该视野的积分光密度值（ｉｎｔｅ
ｇｒａｔｅｄｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ）及这５个视野ＩＯＤ的平
均值，以该平均值代表该切片中ＣＤ３４或ＳＤＦ１的
相对含量。

１．８　统计学处理　应用ＳＡＳ９．１．３软件进行统计
学分析，实验数据以珚ｘ±ｓ表示。组间比较采用方差
分析，利用线性组合构建Ｃｏｎｔｒａｓｔ进行两两比较，检
验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　中国大耳白兔建立 ＰＴＥ 模型后的一般表
现　３０只大耳白兔建立ＰＴＥ模型后即刻至１０ｍｉｎ
内出现鼻翼扇动、躁动、口唇发绀、呼吸加深加快、心
率加快等表现。模型组及实验组各有１只兔发生猝
死，按同样规格由南通大学实验动物中心提供补充。

２．２　肺组织大体标本观察　建立ＰＴＥ模型后２４
ｈ，两组动物均可见部分肺组织膨胀不全，肺组织表
面可见较多出血灶，多分布在膈叶，以右侧明显，部

分肺组织可见片状苍白区，部分肺动脉开口处可见
血栓（图１）。

２．３　肺组织 ＨＥ染色观察　模型组和实验组动物
均可见肺动脉内血栓栓塞，证实造模成功（图２Ａ）。
两组动物肺组织栓塞区均可见肺间质增厚、水肿，其
间见大量炎性细胞浸润、红细胞渗出，肺泡腔内可见
粉染蛋白样渗出物、巨噬细胞、淋巴细胞、红细胞等，
并可见肺膨胀不全、肺不张（图２Ｂ、２Ｃ），其中实验组
栓塞区肺间质中可见较多体积较大的单个核细胞浸

润，其胞核较大而圆，胞质较少（图２Ｄ），推测可能是

ＢＭＳＣｓ浸润；两组动物肺组织边缘区肺泡间隔均轻
度增厚水肿，内见少许炎性细胞浸润、红细胞渗出，
肺泡腔可见少许巨噬细胞（图２Ｅ）；两组动物肺组织
正常区肺泡结构完整，肺泡内无明显出血及渗出，肺
间质内见少许炎性细胞浸润。

２．４　各组动物ＣＤ３４和ＳＤＦ１在肺组织的表达

２．４．１　免疫组化染色结果　实验组栓塞区ＣＤ３４
染色最强，呈强阳性（图３Ａ），可见到较多ＣＤ３４阳性
的单个核细胞浸润（图３Ｂ）；模型组栓塞区ＣＤ３４染
色呈阳性，仅见少许ＣＤ３４阳性的单个核细胞浸润
（图３Ｃ）。实验组边缘区ＣＤ３４染色阳性，并可见少
许ＣＤ３４染色阳性的单个核细胞浸润（图３Ｄ）；模型
组边缘区ＣＤ３４染色呈弱阳性，未见ＣＤ３４染色阳性
的单个核细胞。两组动物正常区ＣＤ３４染色均呈弱
阳性（图３Ｅ）。实验组栓塞区ＳＤＦ１染色最强，呈强
阳性（图３Ｆ），模型组栓塞区ＳＤＦ１染色呈阳性（图

３Ｇ），而两组动物边缘区、正常区ＳＤＦ１染色均呈阴
性（图３Ｈ、３Ｉ）。

　　ＣＤ３４和ＳＤＦ１的免疫组化阳性反应产物均呈
棕黄色。其中ＣＤ３４的阳性信号主要位于细胞胞质
中，主要表达在栓塞区，边缘区少量表达，正常区很
少表达；ＳＤＦ１的阳性信号主要位于细胞胞质及细
胞外基质中，只表达在栓塞区，而边缘区、正常区均
未见表达。详见表１。

２．４．２　肺组织切片免疫组化染色图像分析结
果　模型组栓塞区ＣＤ３４的ＩＯＤ值与同组边缘区、
正常区比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），而边缘
区、正常区ＣＤ３４的ＩＯＤ值比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）；实验组栓塞区ＣＤ３４的ＩＯＤ值与同组边
缘区、正常区比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），而边
缘区ＣＤ３４的ＩＯＤ值与同组正常区比较差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０１）；实验组栓塞区与边缘区ＣＤ３４的ＩＯＤ
值与模型组相应区域比较差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０１），实验组正常区ＣＤ３４的ＩＯＤ值与模型组
正常区比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。详见表２。



·１３１２　 · 第二军医大学学报　２０１２年１２月，第３３卷

图１　兔肺组织大体标本观察

Ｆｉｇ１　Ｇｅｎｅｒａｌｓａｍｐｌｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｒａｂｂｉｔｐｕｌｍａｎａｒｙｔｉｓｓｕｅ
Ａ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．Ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｓｐｌｉｎｔｅｒｈｅｍｏｒｒｈａｇｅｓｉｔｅｓ．Ｂ：

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ．Ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｎａｔｉｖｅｔｈｒｏｍｂｕｓａｎｄｌｏｃａｌ

ｐａｌｅｒｅｇｉｏｎ

　　模型组栓塞区ＳＤＦ１的ＩＯＤ值与同组边缘区、
正常区比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），而边缘
区、正常区ＳＤＦ１的ＩＯＤ值比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）；实验组栓塞区ＳＤＦ１的ＩＯＤ值与同组
边缘区、正常区比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），
而边缘区ＳＤＦ１的ＩＯＤ值与同组正常区比较差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；实验组栓塞区ＳＤＦ１的

ＩＯＤ值与模型组栓塞区比较差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１），实验组边缘区、正常区ＳＤＦ１的ＩＯＤ值
与模型组相应区域比较差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。详见表２。

图２　兔肺组织ＨＥ染色结果

Ｆｉｇ２　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｒａｂｂｉｔｐｕｌｍｏｎａｒｙｔｉｓｓｕｅｓ
Ａ，Ｂ，Ｅ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ，Ｄ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ．ＢＤ：Ｅｍｂｏｌｉｚｅｄａｒｅａ；Ｅ：Ｅｄｇｅａｒｅａ．Ａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ．

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０（Ａ，Ｂ）；×１００（Ｃ，Ｅ）；×４００（Ｄ）

图３　兔肺组织ＣＤ３４、ＳＤＦ１免疫组化染色结果

Ｆｉｇ３　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＣＤ３４ａｎｄＳＤＦ１ｉｎｒａｂｂｉｔｐｕｌｍｏｎａｒｙｔｉｓｓｕｅｓ

Ａ，Ｂ，ＤＦ，Ｉ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ；Ｃ，Ｇ，Ｈ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．ＡＥ：ＣＤ３４；ＦＩ：ＳＤＦ１．ＡＣ，Ｆ，Ｇ：Ｅｍｂｏｌｉｚｅｄａｒｅａ；Ｄ，Ｈ：Ｅｄｇｅａｒｅａ；Ｅ，Ｉ：

Ｎｏｒｍａｌａｒｅａ．ＡｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅＣＤ３４＋ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００（Ａ，ＣＩ）；×４００（Ｂ）
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表１　各组动物肺组织各区域ＣＤ３４及ＳＤＦ１免疫组化染色水平

Ｔａｂ１　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＣＤ３４ａｎｄＳＤＦ１ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｒｅａｓｏｆｐｕｌｍｏｎａｒｙｔｉｓｓｕｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ｇｒｏｕｐ Ｅｍｂｏｌｉｚｅｄａｒｅａ Ｅｄｇｅａｒｅａ Ｎｏｒｍａｌａｒｅａ

ＣＤ３４ Ｍｏｄｅｌ  ＋ ＋
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ   ＋

ＳＤＦ１ Ｍｏｄｅｌ  － －
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ  － －

表２　各组动物肺组织各区域ＣＤ３４、ＳＤＦ１的ＩＯＤ值

Ｔａｂ２　ＩＯＤｖａｌｕｅｓｏｆＣＤ３４ａｎｄＳＤＦ１ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｒｅａｓｏｆｐｕｌｍｏｎａｒｙｔｉｓｓｕｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｎ＝１５，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ Ｅｍｂｏｌｉｚｅｄａｒｅａ Ｅｄｇｅａｒｅａ Ｎｏｒｍａｌａｒｅａ

ＣＤ３４ Ｍｏｄｅｌ ８．９６±０．７８ ４．３６±０．３０ ４．２８±０．２４

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ １８．７２±１．３２▲▲ ６．０５±０．６５▲▲ ４．４１±０．１６△△

ＳＤＦ１ Ｍｏｄｅｌ ７．１０±０．５４ ２．８９±０．１２ ２．９１±０．１９

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ １５．８０±１．１３▲▲ ２．９４±０．２１ ２．８３±０．２３

　Ｐ＜０．０１ｖｓｅｍｂｏｌｉｚｅｄａｒｅａｏｆｔｈｅｓａｍｅｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓｅｄｇｅａｒｅａｏｆｔｈｅｓａｍｅｇｒｏｕｐ；▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓｓａｍｅａｒｅａｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　越来越多的研究表明，ＢＭＳＣｓ可以在体内外分
化为各种类型的组织细胞，在生理或病理情况下可
能被“募集”到循环中，利用干细胞“自发”地向损伤
组织“归巢”，并在特定的组织微环境作用下分化为
受损组织细胞的特性，起到修复缺血损伤组织、参与
远处多种组织再生的作用［７８］。Ｒｏｊａｓ等［９］研究博来

霉素诱导的小鼠肺损伤模型发现，损伤肺分泌的可
溶因子能引起骨髓间充质干细胞数量增加并迁移向

损伤肺组织，通过抑制炎症因子、激发生长因子的双
向调控拮抗肺损伤和肺纤维化，实现对肺的保护作
用；Ｎｅｕｒｉｎｇｅｒ等［１０］研究发现，移植的干细胞可以修
复肺泡上皮细胞、增加肺表面活性物质分泌，借此可
治疗新生儿或成人呼吸窘迫综合征。目前对ＢＭ
ＳＣｓ的鉴定、分离、纯化主要是通过细胞表面的表面
标志进行的，大多数研究将ＣＤ３４阳性的单个核细
胞视为干细胞［１１１２］。本实验通过建立中国大耳白兔
急性ＰＴＥ模型发现，两组动物栓塞区均可见体积较
大、胞核较大而圆、胞质较少的单个核细胞浸润，其

ＣＤ３４免疫组化染色呈阳性，证实ＰＴＥ发生后存在

ＢＭＳＣｓ向栓塞肺组织归巢现象，从而为ＢＭＳＣｓ参
与局部损伤肺组织修复及再生提供了可能。

　　干细胞向损伤靶器官归巢必须具备两个条件：
循环中有高水平的干细胞［１３］和靶器官的损伤。通
常情况下，外周血中ＢＭＳＣｓ数量很少，因此，往往需
要使用ＢＭＳＣｓ动员剂将ＢＭＳＣｓ“驱赶”到外周血
中，从而使外周血干细胞达到治疗数量。ＧＣＳＦ是

ＢＭＳＣｓ强有力的动员剂［１４］，ＧＣＳＦ不仅可以刺激
骨髓ＣＤ３４阳性细胞的增殖［１５］，而且可以动员ＢＭ

ＳＣｓ（包括ＣＤ３４阳性和ＣＤ３４阴性细胞）至外周血，
使外周血的ＣＤ３４阳性细胞数量增高数十倍，而外
周血中干细胞数量的升高是其向损伤坏死组织归巢

和进一步分化的基础，故本实验采用 ＧＣＳＦ作为

ＢＭＳＣｓ的动员剂。ＧＣＳＦ促进ＢＭＳＣｓ增殖、释放
入外周血也存在时间效应，研究显示人或动物在应
用ＧＣＳＦ５～６ｄ后外周血ＢＭＳＣｓ数量达到最高
峰［１６］，为使ＰＴＥ发生后外周血有充足的ＢＭＳＣｓ可
供“募集”，本研究中实验组动物选择在建立模型前

４ｄ和建立模型当天使用１０μｇ／（ｋｇ·ｄ）ＧＣＳＦ皮
下注射。结果发现，实验组动物栓塞区ＣＤ３４阳性
的单个核细胞数明显多于模型组，实验组动物栓塞
区ＣＤ３４的ＩＯＤ值水平高于模型组，差异有统计学
意义，证实使用ＧＣＳＦ动员能够促进更多的ＣＤ３４
阳性ＢＭＳＣｓ归巢到栓塞肺组织。

　　ＰＴＥ发生后，局部肺组织发生损伤及一系列病
理生理改变，炎性因子的表达也发生相应改变。

ＢＭＳＣｓ之所以能归巢到受损伤的肺组织，可能是由
于损伤的肺中产生了一些特殊的信号［１７］。肺内的
趋化因子、黏附分子及气道上皮细胞释放的可溶性
细胞因子在促使ＢＭＳＣｓ分化为肺组织细胞或其前
体细胞的过程中发挥了重要作用［９］，尤其是肺释放
的可溶性细胞因子，如ＳＤＦ１与ＢＭＳＣｓ表面的趋
化因子受体（ＣＸＣＲ４）相结合，促使ＢＭＳＣｓ定向到
肺组织内继而分化为成熟的肺组织细胞［１８］。研究
表明，ＳＤＦ１及其受体ＣＸＣＲ４是ＢＭＳＣｓ动员和归
巢的关键因子，ＳＤＦ１是唯一高水平诱导ＢＭＳＣｓ直
接迁移的强有力的趋化因子［１９２０］。ＳＤＦ１属于趋化
因子ＣＸＣ亚家族成员，ＣＸＣＲ４是ＳＤＦ１的唯一受
体。ＣＸＣＲ４在造血细胞中广泛表达，包括早期的
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ＣＤ３４阳性祖细胞和髓系、淋系定向祖细胞。体外实
验表明，在ｔｒａｎｓｗｅｌｌ体系中可诱导ＣＤ３４阳性ＢＭ
ＳＣｓ向高浓度ＳＤＦ１方向迁移［１９］。本研究发现，

ＰＴＥ发生后，局部栓塞肺组织内ＳＤＦ１的表达增
加，从而“吸引”ＣＤ３４阳性的ＢＭＳＣｓ向栓塞肺组织
定向归巢，但这种“吸引”作用较弱，而使用 ＧＣＳＦ
动员后可明显提高栓塞区肺组织ＣＤ３４阳性细胞数
量和增强栓塞区肺组织ＳＤＦ１的表达，从而吸引更
多的ＢＭＳＣｓ归巢到栓塞肺组织，为ＢＭＳＣｓ参与局
部肺组织的损伤修复提供了可能。而且，由于ＳＤＦ
１仅在栓塞区表达，使得ＢＭＳＣｓ能够更加准确地找
到“损伤位置”。

　　总之，ＰＴＥ发生后存在ＣＤ３４阳性ＢＭＳＣｓ向
栓塞肺组织归巢的现象；ＰＴＥ发生后肺组织栓塞区

ＳＤＦ１的表达增强可能是吸引ＣＤ３４阳性ＢＭＳＣｓ
归巢栓塞肺组织的机制之一；使用ＧＣＳＦ动员能明
显增强ＰＴＥ后肺组织栓塞区ＳＤＦ１的表达，从而吸
引更多的ＣＤ３４阳性ＢＭＳＣｓ归巢到栓塞肺组织。
我们有理由相信，随着对肺组织再生理论认识的不
断深入和实验方法的不断改进，ＢＭＳＣｓ动员可能会
成为ＰＴＥ治疗的一项新手段。
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