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基于 GFP 荧光小鼠模型的唾液腺干细胞对放射性损伤的修复及

免疫机制研究
丁 洲 王万鹏 谢富洋 濮 娟 刘艳艳

（通讯作者）

南京医科大学康达学院附属涟水人民医院 江苏 淮安 223400

【摘 要】：目的：研究源自 GFP转基因 C57BL/6 雄性小鼠唾液腺的单克隆成体干细胞在修复放射性唾液腺损伤中的效果，并

从局部组织再生和全身免疫调节的角度揭示其潜在机制。方法：通过结合组织块酶消化和差速贴壁的方法，分离供体小鼠的唾液

腺细胞，然后运用有限稀释技术，建立出单克隆细胞系。利用流式细胞术识别干细胞的表面特征标识（CD49f和 c-Kit双阳性）。

设计了一种模型，通过给雌性 C57BL/6小鼠的头颈部进行 15Gy X线单次照射，诱导唾液腺损伤。然后将 GFP⁺ 单克隆成体干细

胞原位移植到受损腺体。在移植后的第 1天、第 7天和第 30天，通过测定唾液流量、分析淀粉酶活性以及进行组织学染色（包括

HE染色、PAS染色和 PCNA免疫组化）来评估修复效果。通过测量脾脏/胸腺指数量、进行脾淋巴细胞的增殖实验、分析外周血

中的淋巴细胞亚群、检测血清中的细胞因子以及分析脾脏中与免疫有关的转录因子的表达，来评估整体免疫调节的效果。结果：

成功分离并验证唾液腺中具有自我再生能力的成熟干细胞。在移植后 30天内，接受干细胞治疗的小鼠，其唾液流量和淀粉酶活性

显著改善（P<0.05），而对照组的这些指标并未恢复正常。组织学分析结果表明：移植组的腺体结构损伤有所减轻，增殖细胞核

抗原（PCNA）阳性的细胞数量显著提高，以及过碘酸雪夫（PAS）染色阳性腺泡的比例有所增加。研究结果显示，干细胞移植能

够明显提高照射小鼠的胸腺指数和脾脏指数（P<0.05），促进脾淋巴细胞的增殖，调节外周血中 CD4⁺/CD8⁺T细胞的比例，显著

下降血清中的促炎细胞因子（IL-1β、IL-6、IFN-γ）浓度（P<0.05），并提升脾脏免疫调节性转录因子 GATA-3的表达水平。结论：

来自唾液腺的单克隆成体干细胞能够显著改善放射性唾液腺损伤，可能通过促进局部腺体再生和调节全身免疫稳态共同发挥作用。
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1 引言

在接受肿瘤放射治疗时，唾液腺损伤是一个普遍且严重的

问题，严重影响患者的生活水平。这种损伤主要由于治疗头颈

部肿瘤时，正常组织难免受到辐射影响而引发，常出现口干、

吞咽困难等症状[1]。现阶段的临床治疗主要以缓解症状为核心，

对于损伤根源的修复措施仍然不足[2]，因此需要寻找新的治疗

方法。

最近几年，干细胞疗法凭借其多样的分化潜力以及修复组

织的能力，成为研究的焦点，并为放射性唾液腺损伤的治疗带

来了新的方向。本研究通过构建 GFP荧光小鼠模型，旨在明确

唾液腺单克隆成体干细胞在受损组织中的分化方向及修复机

制，为临床应用奠定理论基础。

深入研究唾液腺的成体单克隆干细胞在修复和免疫调节

中的角色，有助于进一步理解放射性唾液腺损伤的生物学特

性。这将为优化现有治疗方法提供新的视角。这项研究不仅促

进了干细胞治疗的转化应用，还为创新的临床治疗策略和提高

患者生活质量打下了基础[3]。

在此背景下，本研究旨在构建稳定的 GFP⁺ 唾液腺单克隆

成体干细胞系，并深入探讨其在辐射损伤模型中的修复效果和

免疫调节作用，以便为临床治疗提供相应的实验依据。

2 材料与方法

2.1唾液腺单克隆成体干细胞的分离与鉴定

（1）细胞分离与培养：取雄性 GFP-C57BL/6小鼠，无菌

条件下摘除唾液腺组织。采用机械分离与酶消化法制备单细胞

悬液：组织置于含 1%BSA的 Hank’s平衡盐溶液中，经MACS

解离器机械消化后，于含 0.63 mg/mL 胶原酶 II（Sigma）、0.5

mg/mL透明质酸酶（Sigma）及 6.25 mM氯化钙的消化液中 37℃

消化 30分钟（重复 2次，消化体积按 20 mg组织/mL缓冲液）。

离心收集细胞，经 Hank’s 溶液/1%BSA 洗涤 2 次，过 100μm

滤网，重悬于改良 DMEM/F12培养基（含青霉素/链霉素、20

ng/mL EGF、20 ng/mL FGF-2、N2、10μg/mL胰岛素、1μM地

塞米松），以 4×10⁵细胞/孔密度接种于 12孔板。

（2）单克隆细胞系建立：混合细胞悬液接种于 100 mm培

养皿（5%CO₂），2小时后转移至新培养皿（重复 2次）。待
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单细胞来源克隆形成后，依次转移至 6孔板、100 mm 培养皿

及培养瓶扩增。

（3）流式细胞术鉴定：培养 3天后，0.05%胰蛋白酶-EDTA

（Gibco）消化为单细胞悬液。4℃下以抗小鼠 CD117（c-Kit）

-PE（Biolegend）、CD49f-FITC（Biolegend）、CD24-FITC（BD

Biosciences）抗体标记 20 分钟。PBS/0.2%BSA 洗涤后，BD

FACSCanto II流式细胞仪分析。

（4）自我更新能力评估：取培养 3-5天的细胞（0.05%胰

蛋白酶-EDTA消化）制备单细胞悬液（4×10⁵细胞/mL）。25μL

细胞悬液与 50μLMatrigel 基质胶（BD Biosciences）混匀，接

种于 12孔板，37℃固化 20分钟后覆盖培养基。2-3天观察球

体形成，1周后以 Dispase（1 mg/mL）消化收集球体，计数后

连续传代 5 次。球体形成过程经 Zeiss 780 共聚焦显微镜延时

拍摄（96小时）。

（5）细胞周期分析：单克隆球体消化后，分别以 50 ng/mL

CHIR-99021或 DDK1处理并传代 4次。乙醇固定细胞，RNA

酶处理后 PI染色（1×10⁶细胞/mL），流式细胞术检测 DNA含

量。按公式计算：

S期分数（SPF,%）=[S/(G₀/G₁+S+G₂/M)]×100%

增殖指数（PI）=[(S+G₂/M)/(G₀/G₁+S+G₂/M)]×100%

2.2动物模型构建与分组

模型构建：雌性 C57BL/6小鼠（8-10周龄）接受 15 Gy X

线单次头颈部照射建立损伤模型。

实验分组：

空白对照组：未照射

模型组：照射+PBS注射

治疗组：照射+GFP⁺单克隆成体干细胞原位注射（4×10⁴

细胞/10μL/腺体）

2.3效应评估

功能学评价：唾液流率测定、淀粉酶活性检测

形态学评价：HE 染色（组织结构）、PAS 染色（腺泡功

能）、PCNA免疫组化（细胞增殖）

细胞示踪：GFP抗体免疫荧光染色观察移植细胞定植

2.4免疫机制研究

免疫器官指数：脾脏指数（脾脏重/体重）、胸腺指数（胸

腺重/体重）

脾淋巴细胞增殖：MTT法检测 ConA刺激下的增殖活性

外周血免疫细胞分析：流式细胞术检测 T 细胞亚群

（CD4⁺/CD8⁺）

血清细胞因子检测：ELISA法检测 IFN-γ、IL-2、IL-4、

IL-6水平

脾脏免疫组化：检测转录因子 T-bet与 GATA-3表达

2.5统计学分析

数据以均值±标准差表示，GraphPad Prism 8.0软件进行单

因素方差分析，P<0.05为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1唾液腺单克隆成体干细胞的分离与鉴定

从 GFP小鼠唾液腺中分离出具有克隆形成能力的细胞群。

流式细胞术显示：细胞高表达干细胞标志物 CD49f（92.3%±

2.1%）与 c-Kit（85.7%±3.4%），Sca-1 阳性率达 78.5%±4.2%

（图 1A），证实其为干细胞富集群体。

基质胶球体形成实验表明：单细胞可形成结构紧密的球体

（P0 代），经连续传代（P1–P5 代）后仍保持稳定形态（图

1B）。初始成球率为 12.5%±1.8%，证实其克隆形成能力。

细胞周期分析显示：Wnt/β-catenin通路激动剂 CHIR-99021

处理后，S期分数（SPF）与增殖指数（PI）较对照组显著升

高（*P*<0.01），表明其具有活跃增殖潜能（图 1C）。

图 1A 流式细胞术分析显示分离细胞高表达CD49f和 c-Kit

图 1B 基质胶中形成的单克隆成体干细胞球体（标尺：100μm）

图 1C 不同处理组细胞的 S期分数与增殖指数统计图

（*p<0.05,**p<0.01 vs.对照组）
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图 1C中，使用流式细胞术分析细胞周期，计算出 S期分

数和增殖指数来评估细胞的增殖活性。在使用 Wnt/β-catenin

信号通路激动剂 CHIR-99021处理细胞后，细胞增殖明显增强，

S期分数和增殖指数显著提升（p<0.01）。相反，使用抑制剂

DKK1处理后，细胞增殖明显受到抑制，这两个指数均显著低

于对照组（p<0.05）。这些发现表明分离的干细胞具有较高的

增殖能力，并且其增殖过程受Wnt/β-catenin信号通路的调节。

图 1的综合数据显示，这种分离方法成功获得了高纯度的

唾液腺单克隆成体干细胞。它们表现出显著的自我更新和强大

的增殖潜力，为进一步的体内治疗研究提供了稳定且优质的细

胞资源。

3.2单克隆成体干细胞移植改善放射性损伤小鼠的唾液腺功能

与未经处理的对照组相比，模型组小鼠在照射后各时间点

的唾液流率和淀粉酶活性显著降低。而接受单克隆成体干细胞

治疗的小鼠移植 7天后开始显示出改善的趋势，至第 30天时，

唾液流率和淀粉酶活性均显著高于模型组，恢复到正常水平的

约 70%（图 2A，2B）。

图 2A 各组小鼠在不同时间点的唾液流率变化图 2B.各组

小鼠在不同时间点的唾液淀粉酶活性变化

（数据表示为均值±SD，n=6；#p<0.05 vs.空白组，

*p<0.05，**p<0.01 vs.模型组）

3.3单克隆成体干细胞移植促进放射性损伤唾液腺的形态学修复

HE染色观察发现，模型组小鼠的唾液腺结构受损严重，

腺泡缩小并伴随空泡形成，组织纤维化显著，且大量炎症细胞

浸润。而在干细胞治疗组中，腺体的结构恢复良好，可以看见

多个形态正常的腺泡和导管（图 3A）。通过 PAS染色检测，

发现治疗组中 PAS 阳性腺泡的面积比例明显高于模型组（图

3B）。增殖细胞核抗原(PCNA)免疫组化显示，治疗组中腺体

内的增殖细胞数量远超模型组，表明组织再生能力相当活跃

（图 3C）。此外，GFP 免疫荧光验证显示，移植的 GFP⁺ 细

胞成功在接受治疗的腺体内存活并扎根（图 3D）。

图 3A 各组唾液腺组织的HE染色（标尺：50μm）图 3B.PAS

染色阳性区域定量统计图

图 3C PCNA阳性细胞计数统计图图 3D.GFP免疫荧光显

示移植细胞（绿色）在受体腺体定植（蓝色为 DAPI核染）

3.4单克隆成体干细胞调节全身免疫稳态

放射性伤害使小鼠的免疫系统受到显著抑制，通过单克隆
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成体干细胞治疗，小鼠的胸腺和脾脏指数均得到明显提升（图

4A），脾淋巴细胞对 ConA的增殖反应也增强了（图 4B）。

流式分析表明治疗组能够恢复模型组中 CD4+/CD8+T 细胞的

比例，并明显提高了 NK细胞的比例（图 4C）。经过 ELISA

测试，移植单克隆成体干细胞大幅降低了血清中的促炎因子

IL-6 和 IFN-γ水平，而抗炎因子 IL-4 的水平得到了提升（图

4D）。免疫组化分析显示，治疗组的小鼠脾脏中与 Th2细胞有

关的转录因子 GATA-3表达增加，而与 Th1细胞相关的转录因

子 T-bet表达降低（图 4E）。

图 4A 胸腺指数与脾脏指数图 4B脾淋巴细胞增殖指数图

4C.外周血 CD4+/CD8+比值与 NK细胞百分比

图 4D 血清细胞因子水平图 4E.脾脏GATA-3与 T-bet表达

的相对光密度值

（数据表示为均值±SD，n=6；#p<0.05 vs.空白组，

*p<0.05，**p<0.01 vs.模型组）

4 讨论

本研究成功构建了一种能够表达绿色荧光蛋白（GFP）的

唾液腺单克隆成体干细胞（SASC）的稳定培养系统，并证明

通过进行原位移植，能够有效改善放射性损伤的唾液腺的功能

和形态修复。研究结果从以下三方面深化了对其作用机制的理

解：

（1）移植的 GFP⁺ 细胞成功在损伤区域定植，通过促进

宿主细胞增殖和自身分化，直接参与腺体结构的重塑。

（2）全面说明了单克隆成体干细胞治疗能够显著缓解因

辐射损伤引起的系统免疫抑制状况。这种治疗方法旨在通过重

建免疫器官的质量、促进淋巴细胞活性、优化 T细胞亚群的分

布以及调控细胞因子网络，帮助免疫系统从炎症与抑制同时存

在的病理状况恢复到正常运作的平衡状态。脾脏中 GATA-3与

T-bet 表达的比率发生变化，暗示其免疫调节功能可能与促进

Th2型免疫反应的倾向有关。

（3）唾液腺的单克隆成体干细胞不仅直接推动组织再生，

还具有显著的免疫调节作用，为治疗放射性唾液腺损伤提供了

多重靶点的策略。

主要研究结果显示，在使用 GFP荧光小鼠模型时，唾液腺

单克隆成体干细胞能有效修复放射性导致的唾液腺损伤。使用

GFP 标记的干细胞能够显著改善因放射损伤引起的唾液腺功

能障碍。这种修复效果与干细胞在损伤区域内的定向分化能力

有紧密联系。这一发现为治疗唾液腺损伤，尤其是提升放疗后

患者的生活质量，提供了全新的角度[4]。

实验结果表明，接受单克隆成体干细胞治疗的小鼠的唾液

流速显著优于未治疗组，组织学修复也有明显好转。在治疗时

注意到特定免疫因子的升高，表明该干细胞在维持免疫微环境

平衡方面具有重要功能。流式细胞术分析揭示了在修复阶段多

种免疫细胞亚群比例的显著调整，进一步支持了单克隆成体干细胞

具有免疫调节功能，这一机制在放射损伤治疗中至关重要[5]。
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研究显示，单克隆成体干细胞能通过旁分泌效应与宿主细

胞之间的相互作用，显著缓解氧化应激及相关炎症，从而促进

损伤区域的愈合进程。这为使用单克隆成体干细胞治疗辐射损

伤提供了重要的理论支持。目前，这种疗法的临床应用仍在探

索中，不过它在增强唾液腺功能和改善患者生活品质方面的潜

力愈发显著，这与现有文献中提到的单克隆成体干细胞在再生

医学中的潜力一致[6]。

5 结论

这项研究顺利分离并识别了唾液腺内的单克隆成年干细

胞，显示出其具备迅速增殖和独立更新的能力。

将这种单克隆成体干细胞原位移植能够大大提高放射性

损伤小鼠的唾液分泌，并有助于腺体结构的修复。

这种干细胞的保护功能与它维持身体免疫系统的平衡、减

少炎症反应过度以及改善免疫抑制状态密切相关。

本研究建议未来需要进一步研究唾液腺单克隆成体干细

胞在修复辐射损伤中的机制。本研究初步展示了 GFP标记的单

克隆成体干细胞在免疫微环境调节和腺体功能恢复增强方面

的潜力。深入研究，尤其是识别和验证重要的旁分泌因子与细

胞因子，将为优化干细胞疗法的临床应用奠定更可靠的理论基

础。研究显示，旁分泌信号在激发细胞修复路径中起着重要作

用。未来的研究应更专注于这些信号作用机制的细节及它们之

间的调节关系。

类器官技术的使用有望提供更加精确的模型，促进对非肿

瘤性疾病的发病机制和治疗策略的探索。类器官的构建能够更

加真实地再现唾液腺的生理特征，为研究细胞间的相互作用和

干细胞的持久性提供了全新的平台。这项技术的采用为单克隆

成熟干细胞的应用拓展了新的发展前景[7]。

目前单克隆成体干细胞的研究还面临许多局限性。未来的

研究应该结合多种治疗方法，比如细胞疗法与小分子药物的创

新联合，以增强治疗效果并减少风险。这些跨学科方法有望大

幅提升放射性唾液腺损伤的临床整体疗效，并为未来的研究提

供可靠基础[8]。
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