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异种脐血单个核细胞移植对老年小鼠的影响
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（昆明学院 医学院，云南 昆明 ６５０２１４）

摘要：随着我国逐渐步入老龄化社会，老年人整体健康质量的提高亟待解决．而探讨将长寿命物种的干细胞
鞘内移植进低寿命物种，移植细胞的存活情况及其对宿主的影响具有重要意义．为此，通过大样本观察鞘内
移植人脐血单个核细胞对小鼠自然衰老进程的影响，明确鞘内注射的人脐血单个核细胞可在老年小鼠脑脊

液中存活一段时间，并能显著提高老年小鼠的骨密度（Ｐ＝００００），且无明显副作用，但其不能提高老年小
鼠的心脏每搏量以及改善脑组织端粒长度（皆Ｐ＞００５）．
关键词：脐血单个核细胞；鞘内注射；衰老；异种移植

中图分类号：Ｒ３６３　文献标识码：Ａ　文章编号：１６７４－５６３９（２０１７）０６－０１１２－０３
ＤＯＩ：１０．１４０９１／ｊ．ｃｎｋｉ．ｋｍｘｙｘｂ．２０１７．０６．０２５

ＳｔｕｄｙｏｆｔｈｅＥｆｆｅｃｔｓｏｆＣｏｒｄＢｌｏｏｄＭｏｎｏｎｕｃｌｅａｒＣｅｌｌｓＸｅｎｏｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｕｐｏｎＡｇｅｄＭｏｕｓｅ

ＬＩＪｕｎ，ＭＡＪｉｎｒｏｎｇ，ＬＩＺｈｉｇｕｏ，ＢＩＺｈｉｑｉ，ＺＨＡＮＧＸｕｅｍｅｉ，ＱＩＮＬｉｎｃａｉ，ＹＵＨｕａ，ＭＡＹａｎｚｈｕ，ＪＩＡＮＧＹｉｎｇｈｏｎｇ，ＬＩＰｉｎｇ

（ＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，ＫｕｎｍｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｋｕｎｍｉｎｇ，Ｙｕｎｎａｎ，Ｃｈｉｎａ　６５０２１４）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｗｉｔｈｔｈｅｓｏｃｉｅｔｙｓｔｅｐｐｉｎｇｉｎｔｏａｎａｇｉｎｇｔｉｍｅ，ｉｍｐｒｏｖｉｎｇｔｈｅｏｖｅｒａｌｌｈｅａｌｔｈｑｕａｌｉｔｙｏｆｔｈｅｏｌｄｅｒｉｓａｂｕｒｎｉｎｇｉｓｓｕｅ．Ｉｔｉｓｓｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｔｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅａｎｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｈｏｓｔｂｙｉｎｊｅｃｔｉｎｇｔｈｅｓｔｅｍｃｅｌｌｓｏｆｌｏｎｇｌｉｖｅｄｓｐｅｃｉｅｓｉｎｔｏｔｈｅｓｈｏｒｔｌｉｖｅｄｓｐｅｃｉｅｓ．
Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ，ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｔｒａｔｈｅｃａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｈｕｍａｎｃｏｒｄｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓｕｐｏｎｍｏｕｓｅｎａｔｕｒａｌａｇｉｎｇｐｒｏｃｅｓｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄ．Ｔｈｅ
ｄａｔａｓｕｇｇｅｓｔｓｔｈａｔｔｈｅｉｎｔｒａｔｈｅｃａｌｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄｈｕｍａｎｃｏｒｄｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓｃａｎｓｕｒｖｉｖｅｆｏｒａｐｅｒｉｏｄｏｆｔｉｍｅｉｎｍｏｕｓｅｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ
ｆｌｕｉｄ．Ｔｈｅｙｃａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｂｏｎｅｄｅｎｓｉｔｙｏｆｏｌｄｍｏｕｓｅｗｉｔｈｎｏｏｂｖｉｏｕｓｓｉｄｅｅｆｆｅｃｔｓ（Ｐ＝０．０００）．Ｂｕｔｔｈｅｙｃａｎ’ｔｃｈａｎｇｅｔｈｅ
ｃａｒｄｉａｃｓｔｒｏｋｅｖｏｌｕｍｅａｎｄｂｒａｉｎｃｅｌｌｔｅｌｏｍｅｒｅｌｅｎｇｔｈｏｆｔｈｅｏｌｄｍｏｕｓｅ（ａｌｌＰ＞０．０５）．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃｏｒｄｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ；ｉｎｔｒａｔｈｅｃａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；ｓｅｎｉｌｉｔｙ；ｘｅｎｏｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

　　抗衰老研究历来都是一个热门课题，但至今为止，
得到学术界普遍认可的抗衰老方法只有饥饿疗法［１］．
而干细胞的研究给科学界带来了日新月异的变化，为

老年医学带来曙光．人类是高等动物，其寿命较长．而
小鼠寿命只有２ａ左右，移植的干细胞的寿命明显长于
受体小鼠的细胞，将长寿动物的干细胞移植进短寿动

物的体内，理论上有可能延长短寿动物的寿命．
本课题组前期创造了干细胞腹腔移植的有效移

植途径［２－１１］．而脐血中含有多种干细胞，包括脐血
间充质干细胞、脐血造血干细胞及其前体细胞等，这

些干细胞主要富集于脐血单个核细胞中［１２－１６］．但众
所周知，同种异体干细胞研究不可避免地会遭遇免

疫排斥反应，为此，有必要探讨一种较有效的干细胞

移植途径．而大脑因为存在血脑屏障，故其被誉为机
体免疫豁免区．本研究拟通过鞘内注射法移植干细
胞，以期使移植的细胞能存活较长时间．

本研究选用ＢＡＬＢ／ｃ老年小鼠为研究对象，它是
国际上最为通用的近交系品种之一［１７］，其使用量仅

次于Ｃ５７小鼠，有关ＳＰＦ级ＢＡＬＢ／Ｃ雌鼠平均寿命，
多报道为５６１ｄ［１８］，由于该小鼠生命周期短，因此在



相对较短的时间内就可观察到其明显的老化，从而减

低了外界的影响．本研究通过大样本观察鞘内注射人
脐血单个核细胞抗小鼠衰老作用，并观察鞘内注射法

移植异种干细胞在受体内的存活、分布以及作用．

１　方法与资料

１１　资料
１２月龄ＳＰＦ级雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购买自四川省医

学科学院四川省人民医院实验动物研究所，合格证号

ＳＣＸＫ（川）２０１３１５．动物长期饲养在成都军区昆明总医
院ＳＰＦ动物实验室．小鼠超声心动图在暨南大学医学
院生理教研室完成．ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液购自美国Ｇｉｂ
ｃｏ公司．Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司．
１２　方法

将动物按完全随机法分成实验组和对照组两

组，每组５０只小鼠．２０１６年３月—２０１７年６月期间
于成都军区昆明总医院妇产科手术室收集剖腹产男

性婴儿脐血单个核细胞（剖腹产之前已经证实输血

前４项均为阴性），具体操作流程详见课题组前期
工作［１９］．用ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液将Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８标
记的脐血单个核细胞稀释，每只 ＢＡＬＢ／ｃ雌性老年
小鼠单次鞘内注射１０５个（１０μＬ体积）脐血单个核
细胞（细胞现提现用）［２０］，对照组单纯鞘内注射等

量ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液．
对移植前后小鼠的一般情况进行对比，观察它

们的精神状况、体力活动度、毛发、形态以及移植物

抗宿主病情况．并观察输注后小鼠存活情况，同时检
测干细胞致瘤情况．

为排除老年小鼠会发生自然死亡现象，移植３
个月后，对比小鼠的每搏量、骨密度、细胞端粒水平．
并荧光示踪干细胞．

移植３个月后，首先按照课题组前期研究操作
方法做小鼠超声心动图［４－６］．完成之后，用１ｍＬ注
射器从枕骨大孔抽取脑脊液，进行涂片以检测植入

的荧光细胞，详细操作流程参照李越峰等［２１］的实验

流程．其次按照 ＴｅｌｏＴＡＧＧＧＴｅｌｏｍｅｒｅＬｅｎｇｔｈＡｓｓａｙ
ｋｉｔ试剂盒操作流程，将已昏死的小鼠应用Ｓｏｕｔｈｅｒｎ
ｂｌｏｔ杂交技术检测脑组织端粒长度，具体操作参照
黄浩等［２２］的操作流程．最后取新鲜右侧股骨，应用
骨密度仪（ＨｏｌｏｇｉｃＱＤＲ４５００，ＵＳＡ）小动物软件检
测整段股骨的骨密度．
１３　统计学处理

统计分析采用 ＳＰＳＳｖ１９０软件，通过两独立样本

ｔ检验进行组间比较，Ｐ＜００５认为差异有统计学意义．

２　结果

移植前后小鼠毛发、形态、精神状况、体力活动度

等一般情况无明显变化．人脐血单个核细胞鞘内注射
小鼠３个月后，在绝大多数脑脊液涂片中都检测不到
移植的细胞，仅仅在极少数涂片中能检测到个别存活

的蓝色荧光标记的人脐血单个核细胞（详见图１）．小
鼠在移植３个月内都能生存良好，未观察到移植物抗
宿主病，也未发现干细胞致瘤以及其他明显的副作

用．移植３个月后做超声心动图检测小鼠每搏量，与
对照组相比Ｐ＞００５，表明差异无统计学意义（详见
表１）．但是移植３个月后骨密度发生显著性变化，实
验组骨密度明显大于对照组，Ｐ＜００５（详见表２）．实
验组脑组织细胞的端粒长度与对照组相比，差异没有

统计学意义（Ｐ＞００５，详见表３）．

表１　移植３个月后各组小鼠每搏量

组别 Ｎ 每搏量／μＬ
对照组 ５０ ５２３４８０±２５５４６
实验组 ５０ ５３０４２８±３７９２３·

　　注：１）与对照组相比，·Ｐ＝０２８５；２）每搏量表示为（均数±标准差）．

表２　移植３个月后各组小鼠骨密度

组别 Ｎ 骨密度／（ｍｇ·ｃｍ－２）
对照组 ５０ ７６３１５２±３２２３７
实验组 ５０ ７９２７２２±４６６００·

　　注：１）与对照组相比，·Ｐ＝０．０００；２）骨密度表示为（均数 ±标

准差）．

表３　小鼠脑组织细胞端粒长度

组别 Ｎ 脑组织端粒长度／ｋｂ
对照组 ５０ ９８９８２±０７９２４
实验组 ５０ １００１６４±０４２７８·

　　注：１）与对照组相比，·Ｐ＝０３５６；２）脑组织端粒长度表示为

（均数±标准差）．

３　讨论

本研究结果提示，鞘内注射法异种移植干细胞安

全有效，无副作用出现．人脐血单个核细胞鞘内注射
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移植小鼠３个月后，移植的细胞除个别存活外基本消
失殆尽．提示异种移植，植入细胞多则可以存活３个
月，但不能长期存活．推究其原因，短期存活可能与血
脑屏障作用有关．异种移植种间强烈的移植免疫排斥
导致移植的细胞在不到３个月的时间基本消失殆尽．

研究结果提示，单次人脐血单个核细胞鞘内注射

移植小鼠，在移植３个月内，未发生明显的副作用，这
可能与移植的细胞局限在脑脊髓腔内，由于血脑屏障

的存在，脐血单个核细胞难以进入全身血液循环以及

宿主免疫细胞也难以进入脑脊髓腔内有关．
另外，本研究结果表明，单次人脐血单个核细胞

鞘内注射移植小鼠，在移植３个月后，未能明显改善
老年小鼠反映心功能的指标每搏量．推究其原因，这
可能与心肌在正常情况下，是不可再生的细胞，故移

植的长寿命异种干细胞难以发挥决定性作用．同理，
脑细胞也是不可再生的细胞，这可能导致移植后宿

主脑细胞端粒长度未发生改变．提示干细胞虽然有
明确的抗炎作用，但缺乏明显的抗氧化作用，因为即

使是脑细胞，其端粒长度不仅与细胞分裂次数有关，

也与细胞的氧化损伤积累有关，这一点，在老龄动物

表现地尤为突出．
最后，单次鞘内移植人脐血单个核细胞３个月

后，宿主的骨密度发生了明显的改善，此研究结果与

我们之前的研究［１９］报道，即脐血单个核细胞移植可

提高特发性骨质疏松症的骨密度相互印证．发生的
机制可能与老年小鼠普遍骨密度较低，而人的骨密

度是其１０倍左右，故而高骨密度物种细胞移植可能
导致了低骨密度物种老年小鼠的骨密度发生明显改

善，当然，具体的作用机制还缺乏，尚需进一步研究．
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