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"摘&要# 目的$ 观察人脐带间充质干细胞对豚鼠的过敏性反应"为临床使用人脐带间充质干细胞的安全性提

供参考% 方法$ 培养扩增人脐带来源的间充质干细胞"制备成细胞生理盐水混悬液% 将 $' 只豚鼠分成 $ 组"分

别是模型 " 组)模型 # 组和对照组% # 个模型组隔日肌注细胞生理盐水混悬液 $ 次"实验 " 组于首次注射后第 "(

天"实验 # 组于首次注射后第 #" 天分别静脉注射混悬液进行攻击% 观察动物有无过敏反应症状% 结果$ 动物无

明显过敏反应症状"反应级数为 ' 级% 结论$ 人脐带间充质干细胞免疫原性低"不易导致过敏反应%

"关键词# 豚鼠# 干细胞# 过敏反应# 细胞培养# 人脐带间充质干细胞
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&&干细胞技术作为转化医学的核心"已成为近年

来生命科学领域研究的热点% 间充质干细胞!OHN/

H=,3LOIGNJHO,HGGN"bB1N$是干细胞家族的重要成

员"来源于发育早期的中胚层和外胚层% bB1N最

初在骨髓中发现"随后研究发现其还存在于人体发

生)发育过程的多种组织中% 目前"能够从骨髓)脂
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肪)滑膜)肌肉)肺)肝)胰腺等组织以及羊水)脐带

及脐带血中分离和制备间充质干细胞&"'

% bB1N

具有多向分化潜能)造血支持和促进干细胞植入)

免疫调控和自我复制等特点"因而日益受到人们的

关注&#'

% bB1N在体内或体外特定的诱导条件下"

可分化为神经)肝)心肌)内皮等多种组织细胞"连

续传代培养和冷冻保存后仍具有多向分化潜能"可

作为理想的种子细胞用于衰老和病变引起的组织

器官损伤修复% 脐带来源的间充质干细胞!3<OI=

<OR:G:,IG,FM2 OHNH=,3LOIGNJHO,HGGN">81bB1N$

具有取材方便"无伦理学争议)增殖能力强等优点%

近年来"研究报道 >81bB1N已应用于多种传统方

法难以取得满意疗效的疑难病症的治疗中"显示出

了良好的疗效"在新兴的转化医学中展现出广阔的

应用前景"但作为种子细胞的间充质干细胞的安全

性也同时必须考虑&$'

% 豚鼠作为过敏反应的理想

动物"广泛用于疾病模型和药物实验研究% 本实验

旨在通过 >81bB1N对豚鼠的过敏性试验"为临床

使用>81bB1N的安全性提供参考%

>?材料与方法

>%>?材料

新生儿脐带 !贵阳市黔灵人民医院产科提

供$# C/-b?b培养基!美国 e:R,F公司$)无血清

培养基!美国e:R,F公司$)'%#!d胰蛋白酶及G'd

胎牛血清!X]B"美国 >L,GF=H公司$# 倒置相差显

微镜!日本 0+*+B[*Y1公司$)1[

#

培养箱!美国

.3HMOFXFMOI公司$)流式细胞仪 !b[XC[>:E3

0HMKFMOI=,H1HGGBFMJHM"美国 ]?1Zb+*1[8C.?)

公司$# 豚鼠由第三军医大学大坪医院动物中心提

供"合格证号(B19Z!渝$ #''6 '̀''!%

>%@?方法

>%@%>?>81bB1N的分离)纯化)增殖培养)鉴定&

取符合要求的新生儿脐带!产妇年龄在 #' c$! 岁"

身体健康"无各种急)慢性疾病% 胎儿足月"健康"

无畸形"体质量超过 # !'' E% 采集新生儿脐带约

"' ,O"去除脐带外膜层和脐带内动静脉"保留华尔

通胶"机械法消化"剪碎至 " OOk" OOk" OO"平

铺接种于 6! ,O

# 培养瓶""'d X]B 加 C/-b?b

液"$6 V"饱和湿度下"!d1[

#

培养箱培养"倒置

相差显微镜逐日观察"$ c! 2 后半量换液"以后每

$ 2用含 "'dX]B的C/-b?b全量换液"待细胞融

合至 !'d后去除组织块"继续培养% 待细胞融合

至 5'd c4'd后传代"传至第 " 代后加用含有生

长因子的无血清培养基培养% 传至第 ( 代"应用流

式细胞仪进行细胞膜表面分子 1-4') 1-(()

1-"'!)1-6$ 的水平检测分析"并设立阴性对照%

>%@%@?实验分组)细胞注射及指标观察& 取健

康)无伤"# 月龄"体重约 $'' E豚鼠 $' 只"雌雄各

半% 专用饲料"分笼饲养% 实验前适应性饲养 "

周"随机数字表法将其分为 $ 组"每组 "' 只"雌雄

各半% 第一组为模型 " 组"第二组为模型 # 组"第

三组为对照组% 按无菌操作"第一组和第二组隔日

每只肌内注射供试品!含 >81bB1N"%' k"'

! 的生

理盐水混悬液 '%! OC$"共 $ 次% 之后"第一组于

首次注射后的第 "( 天"由静脉注射含 >81bB1N

"%' k"'

! 的生理盐水混悬液 '%! OC进行攻击"第

二组于首次注射后的第 #" 天同法进行攻击% 第三

组在相同时间点"同样方法注射等量生理盐水"观

察以上两组模型组豚鼠在注射细胞混悬液后有无

抓鼻)竖毛)呼吸困难)痉挛)休克甚至死亡等过敏

反应症状"并作过敏反应评级% 反应症状与级数(

无明显反应为 ' 级#只有轻微抓鼻)颤抖或竖毛为

" 级#有几次咳嗽"有抓鼻)颤抖或竖毛为 # 级#多

次或连续咳嗽"伴有呼吸困难或痉挛)抽搐等为 $

级#痉挛)抽搐)大小便失禁)休克)死亡为 ( 级% 反

应级数达 # 级以上!包括 # 级$时"则认为该供试

品过敏试验不合格% 如果各组豚鼠均无明显反应"

可认为供试品>81bB1N过敏试验合格&('

%

@?结果

@%>?>81bB1N的分离)培养)鉴定及收集

@%>%>?细胞培养结果&接种约 " 周时间可见细胞

从组织块中长出"贴壁生长"见图 "% 接种 "( 2"细

胞融合至 !'d% 去除组织块后"细胞生长迅速"呈

梭形或多角形)旋涡状或流水样分布% 培养 #' 2"

细胞融合达 5'd c4'd% 传至第 " 代加用含有生

长因子的无血清培养基培养后"生长更加迅速% "

传 #"$ c! 2 融合至 5'd c4'd"可传下一代% 见

图 #%

@%>%@?流式细胞鉴定结果及细胞收集&流式细胞

仪检测结果显示"培养至第 ( 代以后"细胞形态无

明显变化"无衰老征象% 流式细胞仪检测结果显示

1-4'

h

)1-((

h

)1-"'!

h

)1-6$

h

"而 *[./>81b/

B1N阴性"符合 bB1N的生物学特征&! Ù'

% 使用前

用胰酶消化后离心"生理盐水洗涤 # 遍重悬成细胞

U
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图 "&培养第 "' 天的原代人脐带

间充质干细胞$"'' k%

X:E%"& 0M:OIML>81bB1N,<GJ<MH2

KFM"' 2ILN

图 #&培养第 #' 天的原代人脐带

间充质干细胞$"'' k%

X:E%#&0M:OIML>81bB1N,<GJ<MH2

KFM#' 2ILN

悬液备用% 台盼蓝染色计数"活细胞数达 4'd以

上%

@%@?豚鼠过敏试验结果

各组未见豚鼠抓鼻)颤抖)竖毛)咳嗽)呼吸困

难或痉挛)抽搐以及大小便失禁)休克)死亡等过敏

反应症状"反应级数为 ' 级% 模型组和对照组豚鼠

均未见明显差异%

K?讨论

bB1N独特的生物学特征和良好的应用前景"

在组织工程领域俨然成为了研究的热点% 特别是

其跨系统)跨胚层的分化潜能"对诸如免疫)遗传)

内分泌)心血管)消化)神经)骨与关节等系统疾病

的治疗以及损伤的修复)器官的重建有着深远的影

响"对细胞生物学的发展也具有重大的意义% 但由

于目前尚缺乏 bB1N的特异性标志"对 bB1N的特

征描述及其分离方法都是以细胞群体的形式进行%

研究显示"bB1N能表达 1-6$)1-4')1-"'!)1-((

及>C+/+]1等"不表达1-$()1-(!)1-$" 等造血

干细胞标志&6'

% 并表达原始干细胞标志"如白血

病抑制因子受体通路)胚胎干细胞特异性基因
$

)

端粒逆转录酶)*I=FE) B.+.$)+0)[,J()>C+/

$

等&5'

% bB1N在体外的混合淋巴细胞反应体系中

不诱发同种异体外周血单个核细胞的增殖"使 .

细胞的增殖几乎被完全抑制"提示 bB1N具有较为

独特的免疫原性和免疫调节性% 研究发现"自体或

异体的bB1N加入到有丝分裂原刺激的外周血淋

巴细胞培养体系中"均能明显抑制 .淋巴细胞的

增殖活化&4 "̀''

% 此外"有学者发现即使bB1N分化

成其他类型的细胞"也继续保留它的免疫调节作

用"并能避免移植物抗宿主病的发生&""'

% >81b/

B1N作为一类免疫缺陷细胞"不需经过严格配型即

可使用"异体移植无免疫排斥反应或反应较弱"适

宜于不同个体之间的移植&"#'

%

本试验通过机械法分离)培养)扩增可获得大

量>81bB1N"通过其对豚鼠的过敏性研究"结果初

步表明 >81bB1N免疫原性低"不会发生免疫排斥

反应"其应用于临床是安全可行的% >81bB1N来

源丰富"采集方便"容易获得"对产妇和新生儿不会

带来任何创伤和不良反应"且该细胞更原始"增殖

能力强"长期传代不易分化"不会产生肿瘤细胞"其

病毒和其他病原微生物感染及传播几率也相对较

低"亦不涉及社会)伦理和法律方面的争议"是组织

工程理想的种子细胞"有望取代骨髓间充质干细胞

成为组织工程更好的研究对象% 随着对>81bB1N

生物学特性研究的不断深入"相信其必将广泛应用

于临床诸多疾病的治疗和抗衰老以及亚健康领域"

为人类健康和生活质量的提高发挥巨大作用%
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