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摘要 目的 探讨间充质干细胞(MSCs)在哮喘大鼠慢性气

道炎症及气道重塑中的作用。方法 将 18 只 SD 雌性大鼠

随机分为:正常对照组、哮喘 4 周组和哮喘 8 周组，每组 6

只。卵清蛋白(OVA)致敏后，雾化吸入 OVA 制作哮喘模型。

哮喘模型成功后，测定气道压力;通过 HE 染色、Image-Pro
Plus 图像分析软件分析大鼠气道平滑肌的嗜酸性粒细胞

(ESO)浸润情况，测定支气管管腔的内周长、管壁面积，支气

管平滑肌面积、平滑肌细胞核数;采用密度梯度离心法分离

外周血单个核细胞，通过流式细胞仪检测各组 MSCs 的含

量，并分析其与哮喘气道炎症及气道重塑的关系。结果 哮

喘 4 周组、哮喘 8 周组大鼠的气道反应性、气道壁 EOS 计数、

支气管管壁面积、支气管平滑肌面积、平滑肌细胞核数目、外
周血中 MSCs 比例均较正常对照组显著增加(P ＜ 0. 01，P ＜
0. 05);哮喘 两 组 间 上 述 指 标 差 异 均 有 统 计 学 意 义 (P ＜
0. 01);Pearson 线性相关显示:各组大鼠外周血单个核细胞

中 MSCs 的含量与气道反应性、EOS 浸润数、支气管壁面积、

支气管平滑肌厚度及支气管平滑肌细胞核数均呈正相关(P
＜0. 01)。结论 MSCs 在哮喘状态下含量增加，可能参与了

哮喘的慢性气道炎症及气道重塑。
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支气管哮喘( 简称哮喘) 是全球性的严重威胁

人类健康的重要疾病之一，其发病机制复杂。间充

质干细胞(mesenchymal stem cells，MSCs) 是一类具

有多向分化功能的非造血干细胞，已有研究
［1 － 2］

显

示 MSCs 可能在哮喘的发生发展中起着较为重要的

作用。目前国内外关于 MSCs 在哮喘中的研究，大

多局限于其治疗作用，而关于其是否参与哮喘致病

过程的研究甚少。因此，该研究将建立哮喘模型，检

测慢性哮喘大鼠和正常大鼠外周血中 MSCs 含量，

观察其含量与哮喘气道炎症和气道重塑的关系，初

步探讨 MSCs 与哮喘致病过程之间是否可能存在联

系。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 SPF 级雌性 SD 大鼠 18 只，6 ～ 8
周龄，200 ～ 250 g，由桂林医学院 SPF 级实验动物中

心提供。
1． 2 主要试剂及仪器 氢氧化铝凝胶、卵清白蛋白

(OVA)、多聚甲醛均购自美国 Sigma 公司;灭活百日

咳杆菌购自北京生物研究所;402AI 型超声雾化器

购自鱼跃医疗设备有限公司;Percoll 分离液购自美

国 GE 公司;小鼠抗大鼠 FITC-CD44、PE-CD45 及同

型对照抗体均购自美国 Biolegend 公司;流式细胞仪

购自美国 BD 公司。
1． 3 方法

1． 3． 1 实验动物分组 SD 大鼠随机均分成 3 组。
正常对照组:雾化吸入磷酸盐缓冲液(PBS)，每日 1
次，共 8 周;哮喘 4 周组:每日雾化吸入 2% OVA 激

发哮喘 1 次，共 4 周;哮喘 8 周组:每日雾化吸入 2%
OVA 激发哮喘 1 次，共 8 周。
1． 3． 2 哮喘模型建立 每只大鼠于第 1、8 天皮下

注射 10 mg OVA 和 200 mg 氢氧化铝凝胶，同时腹腔

注射 5 × 109
个灭活百日咳杆菌。于第 15 天将大鼠

置于密闭玻璃容器内，予 2% OVA·PBS 50 ml 雾化

吸入 30 min 激发哮喘，以大鼠出现烦躁、咳嗽、呼吸

困难等哮喘发作的典型表现为激发成功;正常对照

组则以 PBS 代替致敏原致敏并雾化吸入。
1． 3． 3 气道压力测定 各组哮喘大鼠模型建立成

功后，予 10%水合氯醛麻醉，气管切开插管，连接动

物呼吸机，潮气量 10 ml /kg，频率 60 次 /min，气管插

管的侧孔连接呼吸机测压管道，直接测得气道压力

数值。用 PBS 将盐酸组胺配成浓度为 1. 28 g /L 的

混合液，然后稀释至 0. 01 g /L。首先向气管插管内

雾化 喷 入 PBS，记 录 气 管 内 压 ( airway pressure，

Paw)，然后从低浓度开始，喷入含盐酸组胺的磷酸

盐缓冲液，1 min 后开始测压。若 Paw 升高未达到

PBS 对照的 20%，则间隔 10 min 再喷入下一浓度，

直至 Paw 升高 20% 为止。此时，所需雾化吸入的组
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胺浓度以 PC20表示。
1． 3． 4 实验标本制作 上述各组大鼠测完气道压

力后，左心室采血，并反复混匀抗凝，用于密度梯度

离心分离外周血单个核细胞;迅速剥离肺组织，向肺

内注入适量 4%多聚甲醛灌注固定，置 4%多聚甲醛

中保存，石蜡包埋切片作常规 HE 染色，光镜下观察

各组气道炎症及气道壁结构。
1． 3． 5 气道重塑情况 取 3 ～ 4 级完整支气管，通

过图像分析软件测定支气管管腔的内周长(perime-
ter inner，Pi)、管壁面积(wall area，W)、支气管平滑

肌面积 ( smooth muscle area，S)、平 滑 肌 细 胞 核 数

(number of smooth muscle cells，N)，将测得的值用管

腔的 Pi 进行标准化，分别以 W/Pi、S /Pi、N /Pi 表示。
1． 3． 6 流式细胞仪检测 MSCs 的含量 将动物左

心室采取的血液与 PBS 以 1 ∶ 1 的比例充分混匀，用

滴管沿离心管壁缓慢滴加于等量 Percoll 分离液液

面上，水平离心 1 500 r /min，30 min。离心后管内分

三层，上层与中层之间有一以单个核细胞为主的呈

云雾状的狭窄层。小心吸取单个核细胞至另一离心

管中，加入适量 PBS，1 500 r /min 离心 5 min，洗涤细

胞沉淀 3 次。收集细胞后，用 800 μl 预冷 PBS 重

悬，充分吹打混匀后，以每管 100 μl 分装，依据抗体

说明书向各管加入适量 FITC-CD44、PE-CD45，且每

管设立同型对照。避光 4 ℃ 孵育 30 min，1 500 r /
min 离心 5 min，弃上清液，预冷 PBS 洗涤细胞沉淀 2
次，各管取 400 μl PBS 重悬细胞，滤网过滤后上流

式细胞仪检测并分析。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 16． 0 统计软件进行

分析，数据以 珋x ± s 表示，组间比较采用单因素方差

分析，MSCs 的含量与各指标间的关系采用 Pearson
线性相关分析，以 P ＜ 0. 05 作为差异有统计学意义

的标准。

2 结果

2． 1 各组大鼠气道反应性的比较 哮喘 4 周组与

哮喘 8 周组的 PC20 值均较正常对照组显著降低(P
＜ 0. 01)，且哮喘 8 周组的气道反应性较哮喘 4 周组

显著增高(F = 158. 75，P ＜ 0. 01)，见表 1。

表 1 各组大鼠气道反应性 EOS 浸润情况比较(n = 6，珋x ± s)

组别 PC20值(mg /ml) EOS 数(N /HP)

正常对照 0． 37 ± 0． 04 4． 43 ± 0． 76
哮喘 4 周 0． 13 ± 0． 04＊＊ 60． 32 ± 0． 55＊＊

哮喘 8 周 0． 03 ± 0． 06＊＊## 72． 64 ± 0． 54＊＊##

与正常对照组比较:＊＊P ＜ 0． 01;与哮喘 4 周组比较:##P ＜ 0． 01

2． 2 HE 染色及嗜酸性粒细胞( eosinophils，EOS)

浸润情况 正常对照组大鼠肺组织结构完整，无明

显炎症反应，病理变化不明显;哮喘组大鼠的肺组织

HE 染色可见肺泡腔、肺泡间隔、支气管及血管周围

有大量炎症细胞浸润，支气管腔内有不同程度的渗

出，支气管平滑肌层增厚，纤毛上皮细胞脱落，基底

膜增厚，黏膜肿胀充血形成皱襞，见图 1。哮喘 4 周

组和 8 周组大鼠气道壁浸润的 EOS 数目较正常对

照组显著增多(P ＜ 0. 01)，且哮喘 8 周组亦较 4 周

组显著增多(F = 20 169． 61，P ＜ 0. 01)，见表 1。

图 1 大鼠肺组织病理切片

HE ×200

A:正常对照组;B:哮喘 4

周组;C:哮喘 8 周组

2． 3 支气管管壁面积、支气管平滑肌厚度及支气管

平滑肌细胞核数目的比较 哮喘组大鼠 HE 染色

肺组织标准化后的 W/Pi、S /Pi、N /Pi 均较正常对照

组显著增加(P ＜ 0. 01);与哮喘 4 周组相比，哮喘 8
周组 大 鼠 的 W/Pi、S /Pi、N /Pi 均 显 著 增 加 ( F =
426. 47、648. 80、133. 98，P ＜ 0. 01)，见表 2。

表 2 各组大鼠 W/Pi、S /Pi 及 N/Pi 的比较(n = 6，珋x ± s)

组别 W/Pi(μm2 /μm) S /Pi(μm2 /μm) N/Pi(n /μm)

正常对照 5． 96 ±0． 37 2． 89 ±0． 23 0． 012 ±0． 001
哮喘4 周 9． 94 ±0． 30＊＊ 6． 00 ±0． 15＊＊ 0． 019 ±0． 002＊＊

哮喘8 周 11． 17 ±0． 30＊＊## 8． 34 ±0． 36＊＊# # 0． 029 ±0． 002＊＊# #

与正常对照组比较:＊＊P ＜ 0． 01;与哮喘 4 周组比较:##P ＜ 0． 01

2． 4 流式细胞仪检测各组大鼠 MSCs 含量的差异

流式细胞仪检测结果显示:哮喘 4 周组［(3. 35 ±
0. 59)%］与 8 周组［(5. 60 ± 0. 42)%］大鼠外周血

中 MSCs 的 含 量 显 著 高 于 正 常 对 照 组 ［(2. 26 ±
0. 81)%］(P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01)，哮喘 8 周组亦显著

高于哮喘 4 周组(F = 52. 17，P ＜ 0. 01)，见图 2。
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图 2 各 组 大 鼠 外 周 血 中

CD44( + )、CD45( － ) 双标记

MSCs 在流式细胞仪上的散点

图

A:正常对照组;B:哮喘 4

周组;C:哮喘 8 周组

2． 5 各组大鼠外周血中 MSCs 含量与哮喘气道炎

症及气道重塑的相关性 Pearson 线性相关分析显

示:各组大鼠外周血中 MSCs 含量与 PC20呈负相关;

而其含量与 EOS 浸润数、支气管壁面积、支气管平

滑肌厚度及支气管平滑肌细胞核数呈正相关( r 值

分别为 － 0. 833、0. 819、0. 849、0. 903、0. 873，均 P ＜
0. 01)。

3 讨论

MSCs 是来源于中胚层的具有高度自我更新能

力和多向分化潜能的成体干细胞，这类细胞在适当

的微环境和影响因子的作用下可以向肺、骨、脂肪、
肌肉等多种组织细胞分化

［3］。研究
［4］

显示，MSCs
高表达 CD44，低表达 CD45，本实验采用密度梯度离

心法分离获得外周血单个核细胞，通过流式细胞仪

检测哮喘大鼠模型外周血中 CD44( + )CD45( － )

MSCs 的含量，探讨 MSCs 与哮喘致病过程之间的关

系。结果证实:哮喘 4 周组和 8 周组大鼠的外周血

中 MSCs 的含量显著高于正常对照组，且随着哮喘

状态的延长，哮喘大鼠外周血中 MSCs 的含量逐渐

增加，推测 MSCs 可能参与哮喘的发生发展。
支气管哮喘是一种常见的慢性呼吸系统疾病，

其基本病理特征包括:气道炎症和气道重塑
［5 － 6］。

气道炎症主要表现为支气管黏膜下、支气管周围及

肺泡腔大量炎症细胞浸润。炎性细胞可通过合成和

释放多种细胞因子和炎症介质诱发支气管哮喘的发

作，其在哮喘发病过程中起着重要作用。本研究病

理结果显示:哮喘大鼠可见肺泡腔、支气管及血管周

围有大量炎症细胞浸润，伴有不同程度的渗出，纤毛

上皮细胞脱落，黏膜肿胀充血，且气道壁浸润的 EOS
数目较正常对照组显著增多，与文献

［7］
报道一致。

此外，本实验还显示各组大鼠外周血中 MSCs 含量

与气道壁 EOS 浸润情况呈正相关，提示 MSCs 可能

参与了哮喘慢性气道炎症。研究
［8 － 9］

表明，MSCs 在

一定条件下可分化为血管内皮细胞、骨骼肌细胞、神
经元及星形胶质细胞等，具有高度分化能力。由此，

推测 MSCs 参与哮喘慢性气道炎症的机制可能是哮

喘病理状态下产生的大量细胞因子通过不同的方式

诱导 MSCs 分化为 EOS、淋巴细胞、中性粒细胞等多

种炎症细胞，趋化迁移至气道壁及其周围，从而促进

气道炎症反应。
气道重塑是支气管哮喘的核心病理改变之一，

即便是轻度的哮喘患者也存在哮喘气道重塑的现

象。哮喘气道重塑是导致气道高反应性的重要病理

基础，主要以上皮下纤维化、气道平滑肌细胞增殖、
黏液腺及杯状细胞增生为主要特征

［10 － 11］。Saunders
et al ［12］

发现 MSCs 来源的成纤维细胞迁移至气道

壁，从而使哮喘气道中肌成纤维细胞增多。近期研

究
［13 － 14］

也提示，除了细胞分裂增加、凋亡减少外，气

道平滑肌细胞的增殖可能与 MSCs 迁移至平滑肌束

的细胞数目增加有关。本研究显示:哮喘 4 周组和

8 周组大鼠气道反应性与 W/Pi、S /Pi、N /Pi 均显著

高于正常对照组，且随着与抗原接触时间的延长，气

道重塑程度逐渐加重，与既往研究
［10］

结果相符。此

外，各组大鼠外周血中 MSCs 含量与哮喘气道重塑

临床病理指标的关系显示:各组大鼠外周血中 MSCs
含量与 PC20 值呈负相关，与 W/Pi、S /Pi、N /Pi 呈正

相关，提示 MSCs 与哮喘气道重塑密切相关，可能通

过趋化迁移至气道壁并分化为成纤维细胞或气道平

滑肌细胞参与哮喘气道重塑，但其具体机制尚不清

楚。
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The role of mesenchymal stem cells on airway inflammation
and airway remodeling in asthma

Li Jie1，Mo Biwen1，Mao Yuhong2，et al
( 1 Dept of Ｒespiratory Medicine，The Affiliated Hospital of Guilin Medical College，Guilin 541001;

2 Dept of Ｒespiratory Medicine，The First People's Hospital of Hengyang，Hengyang 421001)

Abstract Objective To explore the effect of mesenchymal stem cells on chronic airway inflammation and airway
remodeling in a rat asthma model． Methods Eighteen SD female rats were randomly divided into 3 groups (n =
6): control group，asthmatic 4 weeks group and asthmatic 8 weeks group． The rats were sensitized and inhaled with
ovalbumin (OVA) to make asthmatic model． After successfully establishing model of asthma，the airway pressure
had to be measured． The methods of HE staining and Image-Pro Plus image analysis software were used to detect
the changes of eosinophils granulocytes (EOS)，the perimeter inner of the bronchial lumen，the wall area，the area
of bronchial smooth muscle and the number of smooth muscle cells． Density gradient centrifugation was used to iso-
late mesenchymal stem cells in peripheral blood，while the content of mesenchymal stem cells could be detected by
the flow cytometry． The Ｒole of mesenchymal stem cells on airway inflammation and airway remodeling in asthma
was able to be analyzed from the above data． Ｒesults The airway responsiveness，the count of EOS，the area of
bronchial wall，the area of bronchial smooth muscle，the number of smooth muscle cells and the proportion of mes-
enchymal stem cells in the peripheral blood in the asthmatic 4 weeks group and asthmatic 8 weeks group was signifi-
cantly higher than those in the control group(P ＜ 0． 01，P ＜ 0. 05) ． Significant difference between two asthmatic
groups was observed in the above indexes(P ＜ 0. 01) ． Pearson linear correlation demonstrated that the content of
mesenchymal stem cells was significantly positively correlated with the airway responsiveness，the number of EOS，

the area of bronchial wall，the area of bronchial smooth muscle and the number of bronchial smooth muscle cells(P
＜ 0． 01) ． Conclusion The mesenchymal stem cells increase in the state of asthma，which may be involved in
chronic airway inflammation and airway remodeling of asthma．
Key words mesenchymal stem cells; bronchial asthma; airway inflammation; airway remodeling
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