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摘 要

I

摘 要

急性肺损伤（Acute lung injury，ALI）是通过多种直接或者间接因素（如肺炎、感

染、有毒气体、脓毒症和中毒等）引起的肺部损伤，预后性差，死亡率高达 50％。研究

表明自身免疫系统的过度激活是 ALI 发病的重要机制。由于间充质干细胞

（Mesenchymal stem cells，MSCs）具有调节炎症、组织再生和较低免疫原性等特点，

其自噬的激活与免疫调节之间也存在相关性，所以具有治疗 ALI的潜能，因此本研究通

过探索人脐血间充质干细胞（hUC-MSCs）对脂多糖（Lipopolysaccharide，LPS）诱导

的 ALI的影响及分子机制，为探索新的急性肺损伤治疗方案提供理论依据。

方法：（1）人胚肺成纤维细胞MRC-5培养基中添加 LPS，诱导 ALI模型，检测凋

亡蛋白 Bax和炎性因子 IL-6、IL-1β和 TNF-α的相对表达量，确定是否诱导成功。（2）

用 hUC-MSCs细胞培养基培养 ALI模型中MRC-5细胞，探究 hUC-MSCs细胞的旁分泌

功能对 ALI的影响。（3）hUC-MSCs细胞培养基中添加自噬诱导剂雷帕霉素（Rapamycin，

RAPA），探究激活自噬后的 hUC-MSCs细胞的旁分泌功能对 ALI的影响。（4）检测

激活自噬后的 hUC-MSCs 细胞中 CXCR4 相对表达量，ALI 模型中的 MRC-5 细胞中

CXCL12的相对表达量和 hUC-MSCs细胞中 CXCR4基因沉默后的旁分泌功能对 ALI的

影响，确定 CXCL12/CXCR4信号轴是否参与其中。

结果：（1）添加 LPS后，MRC-5细胞凋亡蛋白 Bax和炎性因子 IL-6、IL-1β和 TNF-α

的相对表达量均上调。（2）hUC-MSCs细胞旁分泌功能可使 ALI模型中MRC-5细胞凋

亡蛋白 Bax和炎性因子 IL-6、IL-1β和 TNF-α的相对表达量下调。（3）hUC-MSCs细胞

激活自噬后的旁分泌功能可使 ALI模型中MRC-5细胞凋亡蛋白 Bax和炎性因子 IL-6、

IL-1β和 TNF-α的相对表达量下调。（4）诱导自噬后 hUC-MSCs细胞中 CXCR4相对表

达量显著上调；ALI模型中 MRC-5细胞 CXCL12的相对表达量显著上调；hUC-MSCs

细胞 CXCR4基因沉默后的旁分泌功能可使 ALI模型中 MRC-5细胞凋亡蛋白 Bax和炎

性因子 IL-6、IL-1β和 TNF-α的相对表达量下调。

结论：（1）hUC-MSCs 的旁分泌功能能够抑制 LPS 诱导的 ALI 的炎症反应，对

ALI具有保护作用。（2）hUC-MSCs细胞通过激活自噬，介导 CXCR4的表达，进而通

过 CXCL12/CXCR4轴参与对 ALI的保护。
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Abstract
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Abstract
Acute lung injury (ALI) is a lung injury caused by a variety of direct or indirect factors

(such as pneumonia, infection, toxic gases, sepsis, poisoning, etc.). It has a poor prognosis

and a mortality rate of up to 50%. Studies have shown that the over-activation of the

autoimmune system is an important mechanism in the pathogenesis of ALI. Mesenchymal

stem cells (MSCs), with the characteristics of inflammation, tissue regeneration, low

immunogenicity and the correlation between the activation of autophagy and immune

regulation, have potential for the treatment of ALI. Exploring the influence and molecular

mechanism of human umbilical cord blood mesenchymal stem cells (hUC-MSCs) on ALI

induced by lipopolysaccharide (LPS), expect to provide a new theory basis for treatment of

the acute lung injury.

Methods: (1) The ALI model was successfully induced by adding LPS into the medium

of human embryonic lung fibroblasts (MRC-5) and detecting the relative expression of

apoptosis protein Bax and inflammatory factors IL-6, IL-1β and TNF-α. (2) MRC-5 cells in

ALI model were cultured with hUC-MSCs cell medium to explore the influence of paracrine

function of hUC-MSCs cells on ALI. (3) Rapamycin (RAPA), an autophagy inducer, was

added into hUC-MSCs cell culture medium to explore the influence of paracrine function of

hUC-MSCs cells after autophagy induction on ALI. (4) The involvement of CXCL12/CXCR4

signal axis was determined by detecting the relative expression level of CXCR4 in

hUC-MSCs cells after autophagy induction and CXCL12 in MRC-5 cells of ALI model, as

well as the influence of paracrine of CXCR4 gene silence in hUC-MSCs cells.

Results: (1) The relative expression of apoptosis protein Bax and the inflammatory

factors (IL-6, IL-1β and TNF-α) in MRC-5 cells after the addition of LPS were up-regulated.

(2) Paracrine function of hUC-MSCs can down-regulate the relative expression of apoptosis

protein Bax and inflammatory factors (IL-6, IL-1β and TNF-α) in MRC-5 cells in ALI model.

(3) The paracrine function of hUC-MSCs, activating the autophagy, can down-regulate the

relative expression of apoptosis protein Bax and inflammatory factors (IL-6, IL-1β and TNF-α)

in MRC-5 cells in ALI model. (4) The relative expression of CXCR4 in hUC-MSCs cells was
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significantly up-regulated after inducting autophagy. The relative expression of CXCL12 in

MRC-5 cells was significantly up-regulated in ALI model. The paracrine function after

CXCR4 gene silence in hUC-MSCs can down-regulate the relative expression of apoptosis

protein Bax and inflammatory factors (IL-6, IL-1β and TNF-α) in ALI model MRC-5 cells.

Conclusion: (1) The paracrine function of hUC-MSCs can inhibit the inflammatory

response of LPS-induced ALI and has a protective effect on ALI. (2) hUC-MSCs mediated

the expression of CXCR4 by activating autophagy, and then participated in the protection of

ALI through the CXCL12/CXCR4 axis.

Keywords Acute lung injury Mesenchymal stem cells Inflammation injury Injury

repair CXCL12/CXCR4
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第一章 绪论

1

第一章 绪论

1.1 急性肺损伤的概述

1.1.1 急性肺损伤的危害

ALI是由心源性以外的多种不同机制引发的[1]一种以氧化应激、肺变形、炎症和血

管内凝血等一系列病理生理过程为特征的复杂疾病过程[2]，最终导致低氧性呼吸衰竭和

临床呼吸窘迫。ALI也是晚期肺癌患者和大多数术后患者呼吸衰竭的主要原因之一[3]，

其致死率在普通人群中占 40%，在接受过心脏手术的病人中占 80%[4]。自第一次有明确

报道以来，尽管已经有几十年的研究历史，我们对 ALI的理解也有了显著的提高，但

ALI仍然有很高的发病率和总死亡率。急性呼吸道感染占重症监护人数的 10%以上，占

所有住院人数的 4%[5]，临床上仍然缺乏有效治疗 ALI的策略[6]。

1.1.2 急性肺损伤的病因及目前的主要治疗方法

ALI的病因有很多，例如遗传、年龄、吸烟和酗酒等，常见原因如表 1-1。ALI在

组织学上表现为弥漫性肺泡损伤、肺水肿形成、中性粒细胞源性炎症和表面活性物质功

能障碍等。ALI在临床上通常表现为肺顺应性下降、严重的低氧血症和双侧肺浸润[7]。

其病理过程为炎症细胞因子 TNF-α、IL-1、IL-6、IL-11、VEGF和 TGF-α等使毛细血管

内皮以及肺泡上皮受到极大损伤，并形成透明膜，进而水肿液内渗到肺泡，肺泡表面张

力增加，肺泡萎缩，呼吸频率增加，呼吸辅助肌收缩，无效通气量上升，最终导致顽固

性低氧血症和呼吸窘迫[8]。ALI已引起我国和世界卫生组织的高度重视。

ALI最早于 1967年被提出，长期以来，国内外研究人员针对 ALI的主要发病机制、

炎症损伤、氧化应激损伤和气血屏障障碍等进行了大量的研究，但除了使用肺保护策略

外，有效治疗 ALI的方法依然很少。目前在治疗上仍以对症治疗为主，但肺保护机械通

气、俯卧位和神经肌肉阻滞药物等标准治疗的疗效是有限的[9]。ALI患者的病死率高达

30%～40%，能存活下来的患者最终都有可能恢复正常的肺生理机能。ALI最为关键的

病理生理过程是肺泡屏障功能的障碍和较严重的炎症反应[10]。研究表明，ALI发病的主

要机制是炎症反应的过度激活，炎症反应贯穿于 ALI发病的全过程，其中 TNF-α、IL-1β

和 IL-6被认为是 ALI的治疗靶标[11]。迄今为止，我们国家还没有批示对 ALI进行治疗

的具体药物[12]。大多数死于 ALI的患者并非死于低氧血症或肺衰竭，而是死于多系统器
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官衰竭[13]。

表 1-1 常见的发展为 ALI的因素

Table 1-1 Common factors for the development of ALI

直接因素 间接因素

脓毒症

多发性创伤

心肺转流术

急性胰腺炎

吸入药剂

大量输血

输液

肺炎

胃内容物吸入

流感

溺水

抽烟

肺挫伤

肺移植

1.2 间充质干细胞的概述

MSCs是指从成人基质组织（骨髓、脐带、脂肪、外周血、 肝脏和牙根等）中分

离出来具有一定干细胞特性的成纤维细胞样的异质群体[14,15]。在体外，MSCs可以连续

传十几代，同时保持其多能性不变[16]，且都具有一个相同的特点，即具有诱导分化成脂

肪细胞、软骨细胞和成骨细胞的潜能。MSCs还具有其他转化的潜能，即向外胚层或内

胚层细胞转化[17]。从表型上看，小鼠和人MSCs的 Sca-1、CD105、CD73、CD44和 CD29

等标记呈阳性，而 CD34、CD45、CD11b、MHCII和 CD31等标记呈阴性[18-21]。

1.2.1 间充质干细胞的地位

MSCs在生物相关实验和再生医学研究领域发挥着重要的作用，以干细胞为基础

的研究为许多疾病的治疗增添了希望。然而，由于胚胎干细胞（ESCs）和诱导多能干细

胞（iPSCs）在体内产生畸胎瘤以及伦理困扰等问题[22,23]，导致其在临床上的应用受到

阻碍[24]。MSCs因易于分离、免疫原性低、多向分化潜能、并且没有 ESCs和 iPSCs使

用时可能出现的并发症等特点，为再生医学和免疫紊乱相关疾病的研究带来了新的希

望，是目前研究最多的干细胞群体。MSCs可以通过直接分化为受损组织细胞进而替代

受损组织，已有多项研究报道通过MSCs成功促进组织再生，包括肝脏[25]、肾脏[26]、心

脏[27]和胰腺[28]。
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图 1-1 MSCs的作用途径（Wang J,et al.Expert opin Biol Ther. 2011）
Fig. 1-1 Pathways of action of MSCs

1.2.2 间充质干细胞的优势

MSCs除了具有多能性外，还具有低免疫原性、易于体外扩增以及与其他来源的干

细胞相比的伦理准入等优势[29]，已被作为多种免疫疾病的潜在治疗方法来研究。

MSCs可通过其免疫调节特性调节组织再生和免疫紊乱，它能够与各种类型的免疫

细胞通过细胞间的直接接触或特定分泌体发生相互作用，包括 T细胞和 B细胞等。MSCs

通过诱导细胞分裂阻滞抑制 T细胞增殖，激活的 T细胞释放干扰素-γ从而增强细胞分裂

阻滞。MSCs也可损害 B细胞的功能，如抗体的产生[30]。MSCs的分泌体由各种生长因

子和免疫调节因子组成，这很大程度上平衡了免疫反应，从而促进了各种免疫细胞相关

疾病的成功治疗[31-33]。

1.2.3 脐血间充质干细胞的优势

MSCs由于其增殖能力、多向分化能力和免疫调节能力而成为引人关注的细胞。这些

细胞最初从骨髓中鉴定和分离出来，后来成为再生医学治疗的重要组成部分[34]。然而，

从骨髓中分离MSCs的过程是复杂而痛苦的，从丢弃的胎儿组织中提取干细胞相比之下
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却容易的多[35,36]，而且脐带血库在世界各地都很常见，包括公共库和私人库[37]。同样，

hUC-MSCs细胞的储存也可以满足移植的需要。hUC-MSCs细胞是寻求非亲属供体干细

胞的另一种来源，与其他来源的干细胞相比，hUC-MSCs细胞的优势包括获得性高、对

人类白细胞抗原（Human leukocyte antigen，HLA）匹配的要求相对宽松和移植物抗宿

主病（GVHD）少等。hUC-MSCs 细胞可用于特定的细胞治疗，在之前的研究中，

hUC-MSCs细胞可以在脑缺血、帕金森、阿尔茨海默症、多发性硬化症、视网膜疾病、

Ⅰ型和Ⅱ型糖尿病以及肌源性疾病的大鼠模型中进行分化和移植，并起到了显著的作

用。

hUC-MSCs细胞具有低免疫原性和免疫调节作用，可促进移植细胞的存活，降低

GVHD的风险[38]。hUC-MSCs细胞因没有或低表达主要组织相容性复合体（MHC）II

而被视为免疫抑制细胞[39]。它在 mRNA和蛋白水平上表达 HLA-G分子，并以可溶性形

式表达 HLA-G5。HLA-G6亚型也被报道参与 hUC-MSCs免疫抑制功能[40]。HLA-G5还

参与了诱导调节细胞[41]和抑制 NK细胞产生干扰素[42]。此外，hUC-MSCs细胞还可以表

达 HLA-E和 HLA-F，这两者与 HLA-G一起参与了发生在胎儿-母体体内的耐受性过程

[43]。最近的一项研究也表明，在混合淋巴细胞反应过程中，四种 hUC-MSCs细胞系中

HLA-G5的表达都与淋巴细胞的增殖减少有关。在 IFN-γ的刺激下，hUC-MSCs细胞可

维持低 HLA-DR表达，而 BMSCs或胎盘间充质干细胞则不然。

1.2.4 间充质干细胞的不足

MSCs是细胞治疗和组织工程中最常用的干细胞。大量研究证实，除了旁分泌机制

外，MSCs在组织修复中的另一个关键机制是向受损组织定向分化。但是MSCs在体内

的移植率及存活率低，从而限制了其进一步应用。 MSCs在发挥作用过程中从发源地出

发并通过外周循环迁移到损伤组织中。MSCs本身也具有归巢能力，即可以迁移到损伤

部位，并具有分化为损伤部位组织细胞的能力和分泌促进组织再生的趋化因子、细胞因

子及生长因子的能力[44-47]，但MSCs的迁移过程受到机械和化学因素的调控[48]。由于大

多数外源性MSCs被隔离在体内[49]，因此MSCs如何高效地移植到受损组织中是临床治

疗成功的最重要因素之一。

1.3 CXCL12/CXCR4概述

趋化因子是一种具有趋化能力并称为“趋化细胞因子”的小分子，由 8-10千道尔



第一章 绪论

5

顿的小细胞因子组成。趋化因子在免疫细胞中通过转运和调节细胞增殖、迁移、激活分

化和归巢发挥作用。

趋化因子在胚胎发生、造血、有丝分裂、先天免疫和适应性免疫中发挥积极作用

[50-55]，它由 CXC、CC、C或 CX3C亚型组成，这取决于 N端不同的半胱氨酸残基[56-58]。

趋化因子结合并激活受体（如 G蛋白偶联受体），趋化引导免疫细胞到达特定位置[59-61]。

目前科学家们已经鉴定出超过 50种趋化因子及其相应受体。趋化因子参与调节许多过

程，如白细胞运输、免疫细胞归巢和成熟、细胞骨架重排等。趋化因子及其受体在自身

免疫性疾病中具有抗炎作用，因此可以考虑将趋化因子作为这类疾病的潜在治疗靶点。

CXCL12 是一种稳态趋化因子，在自身免疫性炎症反应中起抗炎趋化因子的作用。

CXCR4在多种自身免疫性疾病中发挥作用，以及在不同类型的癌症中也高表达。以上

这些发现都一致表明了 CXCL12/CXCR4细胞轴极有可能为自身免疫性疾病治疗提供一

个新的靶点[62]。

1.3.1 CXCL12/CXCR4家族

CXCL12广泛表达于各种人体组织，包括肝脏、肺、骨髓和淋巴结[63 -65]。除 CXCR4

外，CXCR7也被发现与 CXCL12具有高亲和性[66,67]。目前，CXCR7与 CXCR4一起被

归为 CXCL12 和 C-X-C 基序趋化因子 I-TAC（CXCL11）的趋化因子共受体[68,69]。与

CXCL12类似，中枢神经系统、神经干细胞、肝脏卵圆/干细胞、CD34+造血祖细胞、白

细胞 [70]、原始生殖细胞和骨骼肌卫星祖细胞中 [71]都检测到了 CXCR4 的表达。

CXCL12/CXCR4轴的广泛存在，更突出了其在各种生理过程[72]和免疫细胞[73] 运输中的

重要作用。

CXCL12/CXCR4轴激活多种信号通路，促进细胞趋化、粘附、迁移、增殖和存活[74] 。

PI3激酶、Ras、应激活化蛋白激酶（SAPK）/ C-jun氨基末端激酶（JNK）、磷脂酶 C

（PLC）/丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）、p38 MAPK和 AKT都是 CXCL12/CXCR4轴

的下游效应因子。

研究表明，CXCR7在正常血细胞中表达水平较低，但在许多肿瘤细胞中却高度表

达。近年来，许多研究也表明 CXCR7可促进多种癌症细胞的生长和转移，包括淋巴瘤、

白血病和肝细胞癌等。与 CXCR4相比，CXCR7是一种不能激活 G蛋白的非经典趋化

因子。CXCR7的功能通常是通过以下途径介导的：（1）招募β-抑制蛋白-2；（2）与
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CXCR4形成异源二聚体；（3）充当 CXCL12的“清扫剂”，降低 CXCL12的水平，

从而削弱 CXCR4的活性。然而 CXCL12/CXCR7/CXCR4与其他信号通路（如 p38 MAPK

通路、PI3K/mTOR通路、STAT3通路、金属蛋白酶MMP-9和MMP-2）之间的联系更

为复杂，CXCR7还参与了调节肿瘤微环境、肿瘤细胞迁移和凋亡[75,76]。

1.3.2 CXCL12/CXCR4与间充质干细胞

伤口愈合需要细胞、细胞因子和基质蛋白的协同工作。其中，内源性间充质干细胞

通过招募其他细胞、细胞因子和基质蛋白在协调修复反应中发挥了关键作用[77,78]。外源

性MSCs能促进伤口愈合，被广泛用于多种炎症和自身免疫性疾病的治疗[79,80]。

许多动物模型和临床试验都表明[81,82]MSCs通过细胞调节、细胞替代（即分化成相

应的细胞类型直接参与组织修复）或两者兼用来促进组织修复[83,84]。MSCs可通过以下

途径来发挥组织修复作用：（1）加速伤口闭合和重新上皮化；（2）提高再生组织的质

量和强度；（3）防止可能导致慢性、不可愈合伤口的病理变化；（4）抑制瘢痕的形成。

已从多种体细胞（包括胎儿和成人）组织中分离出了间充质干细胞，如骨髓和脂肪等组

织[85]。目前MSCs的输送方法，主要是静脉注射和局部注射，但注射后的细胞活力尚不

清楚。科学家们也一直在寻求增加MSCs的生存能力和疗效的其他方法。

CXCL12/CXCR4信号轴与MSCs的定向迁移和血管生成能力密切相关。MSCs的迁

移是一个极其复杂的过程，多种细胞通路参与调控，细胞表面的受体与各种趋化因子也

参与其中，其具体机制尚不清楚。MSCs成骨信号轴 BMP-2/Smad/Runx2/Osterix与迁移

信号轴 CXCL12/CXCR4也有交叉影响。MSCs表面趋化因子受体众多，CXCR4就是其

中一个，其配体 CXCL12是受损组织局部释放的炎性因子之一。Bhakta[86]等研究发现，

在体外实验中，在MSCs中高表达 CXCR4基因后，其迁移的速度较对照组明显增加。

Cheng[87]等也通过将MSCs的表面 CXCR4的表达量通过基因转染的方式提高后，发现其

向心肌的归巢能力明显增加。大量研究证明 CXCR4与其配体 CXCL12在MSCs的迁移

中起到了关键的作用，当细胞表面的 CXCL12与 CXCR4的结合被阻断后，MSCs对骨

折缺损处的作用也就受到了明显的抑制[88]。将MSCs用 GFP进行标记，经过 CXCR4阻

断剂 AMD3100处理后，大鼠的骨折愈合部位未发现荧光，这也证明了 CXCR4的阻断

剂可以阻断MSCs的迁移[89]。此外，还有研究证实，组织损伤后 SDF-1的表达水平明显

升高，表达CXCR4的BMSCs向SDF-1的募集在心脏恢复中也起着至关重要的作用[90,91]。
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许多研究设计了转染或转导实验，将表达 CXCR4的质粒以非病毒或病毒的方式导

入骨髓间充质干细胞中。在非肥胖糖尿病/严重联合免疫缺陷（NOD/SCID）模型[92]中，

骨髓间充质干细胞 CXCR4的过表达改善了骨髓间充质干细胞在心内注射后向骨髓归巢

的能力。Cheng[93]等也表明过表达 CXCR4增加了骨髓间充质干细胞在梗死心肌中的移

植，改善了心脏功能。

这些结果都表明，CXCL12/CXCR4轴在调控间充质干细胞迁移中具有重要作用。

增加 CXCR4表达可能是提高间充质干细胞迁移能力，加快组织修复效率的潜在策略。

1.4 研究目的与意义

MSCs广泛应用于 ALI与其他炎症相关的疾病中，但在 ALI中发挥作用的具体机制

研究尚少。本实验首先通过在MRC-5细胞培养基中添加 LPS，来诱导 ALI模型。然后

用 hUC-MSCs细胞培养基培养 ALI模型中MRC-5细胞，探究了 hUC-MSCs细胞的旁分

泌功能对 ALI的影响。接着还做了对 hUC-MSCs细胞培养基中添加自噬诱导剂 RAPA，

探究激活自噬后的 hUC-MSCs细胞的旁分泌功能对 ALI的影响。最后检测了激活自噬

后的 hUC-MSCs细胞中 CXCR4相对表达量；ALI模型中的MRC-5细胞 CXCL12的相

对表达量；hUC-MSCs 细胞 CXCR4 基因沉默后的旁分泌功能对 ALI 的影响，确定

CXCL12/CXCR4信号轴是否参与其中。目的是通过对 CXCL12/CXCR4的深入研究，了

解其在 ALI中的具体作用以及作用机制，希望为 ALI的靶向医治提供参考，这对 ALI

的治疗具有重要意义。

长期以来，ALI对人类的生命健康和生活构成了严重威胁。随着人们的生活水平提

高，巨大的生存压力和不良生活习惯导致 ALI患者的数量不断上升，年龄也不断趋于年

轻化。针对 ALI的医治，临床上主要以对症治疗为主，但肺保护机械通气、俯卧位和神

经肌肉阻滞药物等标准治疗的疗效有限，不但过程痛苦，而且预后效果不佳。因此，寻

找新的治疗方法已然成为目前研究的热点与重点。本实验针对MSCs的研究，对找寻抑

制急性肺损伤发展的有效靶点以及对靶点药物的研究具有重要参考价值。
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第二章 实验材料、仪器和方法

2.1 实验材料

2.1.1 细胞

人胚肺成纤维细胞MRC-5、人脐血间充质干细胞 hUC-MSCs购买于苏州北纳创联

生物技术有限公司。

2.1.2 实验试剂

本实验所用主要试剂以及厂商见表 2-1。
表 2-1 实验试剂及厂商

Table 2-1 Reagents and manufacturers
试剂 厂商

PBS缓冲液 生工生物公司

无酶水 TaKaRa
胰酶 维森特公司

胎牛血清 依科赛生物公司

DMEM（高糖）培养基 Gibco
青霉素-链霉素 北京博奥龙公司

FastQuant cDNA第一链合成试剂盒 天根生化公司

SuperReal PreMix Plus（SYBR Green） 康为世纪公司

75%酒精 石家庄新宇三阳公司

95%酒精 石家庄新宇三阳公司

蛋白酶抑制剂混合物

LipofectamineTM3000 Reagent
PIPA裂解液（强）

BCA蛋白定量试剂盒

ECL超敏发光液

基质胶

DMSO

康为世纪公司

Invitrogen
康为世纪公司

索莱宝公司

索莱宝公司

COENING
索莱宝公司

结晶紫MES溶液

Tween
Na2EDTA·H2O

酵母粉

蛋白胨

氢氧化钠

醋酸

氯化钠

索莱宝公司

索莱宝公司

Biotopped
Biotopped
Biotopped

天津市风船公司

天津市福晨公司

天津市汇杭化工科技有限公司

无水乙醇 SIGMA
Tris碱 Biotopped
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表 2-1 实验试剂及厂商（续）

Table 2-1 Reagents and manufacturers (Continued)

试剂 厂商

结晶紫MES溶液 Acrylamide Biotopped
琼脂糖 Vivantis

CXCR4抗体

GAPDH抗体

SDS-PAGE蛋白加样缓冲液（5×）
氯仿

RNAiso Plus
异丙醇

SDS
6×Super GelRed Prestain loading Buffer

细胞组织固定液

醋酸

Abcam
Abcam
Gibco

天津市北辰方正试剂厂公司

天根生化公司

天津市北辰方正试剂厂

Biotopped
US EVERBRIGHT

索莱宝公司

天津市福晨公司

2.1.3 实验试剂配方

（1）10％SDS：用分析天平称 5 g SDS置于 100 mL烧杯中，再向烧杯中加 40 mL

的超纯水，玻璃棒搅拌并加热到 68℃溶解；用浓盐酸调 pH到 7.2，50 mL容量瓶定容；

于室温储存。

（2）1 M Tris-HCl（pH 6.8）：用分析天平称 60.55 g Tris放入 500 mL烧杯中，再

加 400 mL的超纯水用玻璃棒搅拌溶解；用浓盐酸调 pH到 6.8；500 mL容量瓶定容；经

高温高压灭菌后于室温储存。

（3）1 M Tris-HCl（pH 7.4）：用分析天平称 60.55 g Tris放入 500 mL烧杯中，再

加 400 mL的超纯水用玻璃棒搅拌溶解；用浓盐酸调 pH到 7.4；500 mL容量瓶定容；经

高温高压灭菌后于室温储存。

（4）1 M Tris-HCl（pH 7.6）：用分析天平称 60.55 g Tris放入 500 mL烧杯中，再

加 400 mL的超纯水用玻璃棒搅拌溶解；用浓盐酸调 pH到 7.6；500 mL容量瓶定容；经

高温高压灭菌后于室温储存。

（5）1 M Tris-HCl（pH 8.0）：用分析天平称 60.55 g Tris放入 500 mL烧杯中，再

加 400 mL的超纯水用玻璃棒搅拌溶解；用浓盐酸调 pH到 8.0；500 mL容量瓶定容；经

高温高压灭菌后于室温储存。

（6）1.5 M Tris-HCl（pH 8.8）：用分析天平称 90.85 g Tris放入 500 mL烧杯中，

再加 400 mL的超纯水用玻璃棒搅拌溶解；用浓盐酸调 pH到 8.8；500 mL容量瓶定容；
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经高温高压灭菌后于室温储存。

（7）30％Acrylamide：用分析天平称 Acrylamide 145 g和 BIS 5 g放入 500 mL烧杯

中，再加 400 mL的超纯水用玻璃棒搅拌溶解；500 mL容量瓶定容；经 0.45 μm滤器过

滤后置于棕色瓶中于 4℃储存。

（8）10％过硫酸铵：用分析天平称 0.5 g过硫酸铵放入 25 mL烧杯中，再加 5 mL

的超纯水，用玻璃棒搅拌溶解；置于密封瓶中于 4℃储存。

（9）0.5 mol EDTA：用分析天平称 Na2EDTA·H2O 4.653 g放入 50 mL烧杯中，再

加 25 mL超纯水，用玻璃棒搅拌溶解；置于密封瓶中于常温储存。

（10）50×TAE：用分析天平称 Tris 121 g和 Na2EDTA·H2O 18.6 g放入 500 mL烧杯

中，加入 400 mL超纯水，用玻璃棒搅拌溶解；用 500 mL容量瓶定容；置于密封瓶中于

常温储存。

（11）1％琼脂糖凝胶：用分析天平称琼脂 0.075 g放入 25 mL三角瓶中，再加 7.5 mL

的 1×TAE 中；微波炉加热，三煮三沸使其性状均一。

（12）5×Running Buffer：用分析天平称 Tris 7.5 g，Glycine 36 g和 SDS 2.5 g放入

500 mL烧杯中，再加 400 mL超纯水，用玻璃棒搅拌溶解；用 500 mL容量瓶定容；置

于密封瓶中于常温储存。

（13）1×Running Buffer：按 5×Running Buffer和超纯水 1：4的比例配置。

（14）10×Transfer Buffer：用分析天平称 Tris 15.15 g 和 Glycine 72 g 放于 500 mL

烧杯中，再加 400 mL超纯水，用玻璃棒搅拌溶解；用 500 mL容量瓶定容；置于密封瓶

中于常温储存。

（15）1×Transfer Buffer：按 10×Transfer Buffer、超纯水和乙醇 1：7：2的比例配

制。

（16）TBST Buffer：用分析天平称 NaCl 4.4 g 放于 500 mL 烧杯中，再加入 1 M

Tris-HCL（pH 8.0）10 mL和 400 mL的超纯水，最后加 0.25 mL的 Tween 20，用玻璃

棒搅拌溶解；用 500 mL容量瓶定容；置于密封瓶中于 4℃储存。

（17）蛋白封闭液（5％）：用分析天平称 3 g脱脂奶粉放 100 mL烧杯中，再加 60

mL的 TBST Buffer中，用玻璃棒搅拌溶解。
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（18）0.1%的 DEPC水配制：在 200 mL的超纯水中加入 0.2 mL DEPC，于 37℃摇

床培养箱孵育 12 h以上，经高压灭菌后，50 mL无酶 EP管分装后于 4℃保存备用。

2.2 实验仪器

实验主要涉及到的仪器及厂商见表 2-2。
表 2-2 实验仪器及厂商

Table 2-2 Experimental equipments and manufacturers
仪器 厂商

PCR仪 Plied Biosystems
电泳仪 美国伯乐公司

紫外分光光度仪 赛默飞公司

分析天平 奥豪斯中国公司

荧光定量 PCR仪 美国伯乐公司

移液枪 TOMY
漩涡震荡仪

瞬时离心机

金属浴

凝胶成像分析仪

恒温摇床

杭州米欧仪器有限公司

Andy Bio
BIOER

TRANSILLUMINATOR
哈尔滨市东联电子

酶标仪 MOLECULAR
制冰机 上海飞越有限公司

液氮罐 Fisherbrand
微波炉 赛默飞公司

超净工作台 Heal Force
冷冻离心机 贝克曼公司

凝胶成像仪 美国伯乐公司

2.3 实验方法

2.3.1 细胞复苏实验

（1）提前把水浴锅打开，温度调至 37℃预热，在超净工作台中，以高糖 DMEM基

础培养基、胎牛血清和双抗的比例为 44：5：1配制完全培养基，15 mL离心管中加 5 mL

完全培养基。

（2）从液氮罐中取出细胞，并快速在超净台内拧松冻存管口放气，防止由于温差

太大发生爆炸。贴好封口膜，立刻放入水浴锅中快速摇晃解冻。

（3）待细胞融解后，快速将其移入 15 mL离心管中，贴好封口膜，放到离心机中
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离心，转速设为 120 g，时间为 3 min。

（4）仔细将上层液吸走，保留底层细胞沉淀，加 5 mL完全培养基轻柔地吹吸细胞

团约 20下，使细胞团分散，移入 25 cm3细胞培养瓶中，前后左右“8”字摇匀，放入

37℃，5 %的 CO2细胞培养箱中培养。

2.3.2 细胞传代实验

（1）待细胞培养瓶内细胞长到对数期后，对其传代。

（2）用吸液泵吸走培养瓶内的液体，沿培养瓶侧壁加 1 mL PBS晃动洗涤 2次，加

液过程要轻柔。

（3）吸走 PBS洗涤液，沿培养瓶内壁加入 1 mL胰酶摇晃均匀，放入培养箱中消

化约 1分钟。

（4）在倒置显微镜下仔细观察细胞形态，当有 70%左右细胞形态变圆后，快速加

入 3 mL含血清的培养基停止消化，轻轻摇晃培养瓶，并吹打培养瓶底部细胞至完全脱

壁，注意不要使液体碰到瓶口，待培养瓶底部细胞完全脱落到培养液中后，再将其移到

15 mL离心管中，贴好封口膜，120 g离心 3 min。

（5）用吸液泵吸走培养瓶内上层液体，加 3 mL完全培养基轻轻吹吸细胞团使其分

散均匀，每个培养瓶加 1 mL细胞悬液，再加完全培养基 5 mL，前后左右“8”字摇晃

混匀，放入 5%二氧化碳培养箱中培养。

2.3.3 细胞冻存实验

（1）待细胞长到约 80 %时，准备冻存。按高糖 DMEM基础培养基：胎牛血清：

DMSO的比例为 6：3：1来配制冻存液。

（2）同传代步骤 2.3.2部分，离心完把上层液体吸走，用 2 mL冻存液轻轻吹吸细

胞团，使其分散并放到 2个冻存管中，在冻存管上做好标记（细胞名称简写、传代次数

和实验人员姓名等信息）。最后放入冻存盒内并将冻存盒置于-80℃超低温冰箱，24 h

后再移到液氮罐中长期保存。

2.3.4 RNA提取实验

（1）按照实验要求处理细胞后，用 PBS缓冲液冲洗细胞 3遍，加入 1 mL的裂解
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液 RNA isoPlus吹吸至透明，吸到 2 mL无 RNase的 EP管内，静置 5 min。

（2）继续加氯仿 200 μL，剧烈震荡 30 s，直到溶液白色乳化。室温静置 5 min，可

明显看到溶液分层，12000 g，4℃离心 15 min。

（3）小心从离心机中取出离心管，管中液体分为三层：RNA溶解在上层的水相中，

中层为 DNA，下层是蛋白。

（4）小心吸取上清到新的无 RNase EP管中，加 800 μL异丙醇，混合，室温下静

置 10 min。

（5）12000 g，4℃离心 10 min。

※ 注意以上步骤均在通风橱内操作。

（6）底部可看见沉淀的 RNA，仔细吸走上层清液，注意不要碰到底部白色沉淀。

再添加 1 mL75％乙醇，洗涤离心管管壁。

（7）7500 g，4℃离心 5 min。

（8）小心取出离心管，吸走上层清液。打开管盖，室温干燥沉淀大约 5分钟，切

勿加热，以防止 RNA降解。待 RNA沉淀干燥后，于离心管内加入 30 μL RNase-free水

溶解沉淀。此步在超净台内操作。

（9）沉淀溶解后，涡旋混匀，取 1 μL RNA用 Nano检测 RNA浓度。

（10）取 5 μLRNA样本混合到 1 μL 6×Super GelRed Prestain Loading Buffer中，吹

吸混匀，进行琼脂糖凝胶电泳，检测 RNA样品的完整度。

※ 以上过程需戴口罩，勤换手套。

2.3.5 cDNA合成实验

（1）将 5×gDNA Buffer、RNA Template、10×Fast RT Buffer、RT Enzyme Mix和

FQ-RT Primer Mix试剂放在冰盒上解冻约 20 min，涡旋震荡混匀短暂离心备用。

（2）按表 2-3制备去除gDNA体系，加样后，震荡离心，42℃孵育 3 min。其中RNA

Template上样 1 μg。

（3）在去除gDNA体系孵育的同时，依照表 2-4配制反转录反应体系。

（4）把配置好的反转录反应体系加到孵育好的gDNA去除体系中，再次涡旋瞬离。

（5）将混合体系置于 42℃孵育 15 min，之后再 95℃孵育 3 min，进行后续实验或
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储存于-20℃。

表 2-3 去除 gDNA 体系

Table 2-3 Remove the gDNA system

成分 体积

5×gDNA Buffer 1 μL
RNA Template 5 ng-1 μg

RNase-Free ddH2O up to到 5 μL

表 2-4 反转录反应体系

Table 2-4 Reverse transcriptional reaction system

成分 体积

10×Fast RT Buffer 1 μL
RT Enzyme Mix 0.5 μL
FQ-RT Primer Mix 1 μL
RNase-Free ddH2O up to 5 μL

2.3.6 实时荧光定量 PCR实验

（1）提前设计qRT-PCR引物并送公司合成。

（2）按表 2-5加样于八连管中，其中 2×SuperReal PreMix Plus避光添加。

表 2-5 qRT-PCR 反应体系

Table 2-5 qRT-PCR reaction system

成分 体积

2×Fast Super EvaGreen Master Mix 5 μL
上游引物（10 μM） 0.25 μL
下游引物（10 μM） 0.25 μL

cDNA模板 0.5 μL
RNase-Free ddH2O 4 μL

表 2-6 qRT-PCR反应条件

Table 2-6 qRT-PCR reaction conditions

温度 时间

Step1 95℃ 2 min

Step2 95℃
60℃

5 s
30 s

40 Cycles

Melting Curve

（3）依照表 2-6设置qRT-PCR反应条件。

2.3.7 细胞转染实验

本实验采用脂质体转染法。
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（1）将长到对数期的细胞收集计数，并铺布在 6孔板中，待贴壁后进行转染。

（2）吸 3.75 μL Lipofectamine 3000于无菌EP管中，再加 121.25 μL的高糖DMEM

基础培养基，总体系达 125 μL，用移液枪吹吸 3-5次轻轻混匀，于室温下静置 5 min。

（3）取122.5 μL的高糖DMEM基础培养基于无菌EP管中，再加提前稀释好的2.5 μL

的 50 nM siRNA，总体系达 125 μL，用移液枪吹吸 3-5次轻轻混匀。

（4）将第（3）步的液体与第（2）步液体混合，总体系达 250 μL，于室温下静置

15 min。

（5）在转染复合物静置的同时，取出铺好的 6孔板换液，为避免血清对转染的不

利影响，每孔添加高糖DMEM基础培养基 1.75 mL。

（6）将静置好的 250 μL转染复合物加到 6孔板中，每孔液体总体积达 2 mL，轻轻

摇晃均匀。

（7）将 6孔板放到细胞培养箱中培养，6 h后更换新鲜的含有血清的高糖DMEM培

养基，终止转染。

2.3.8 蛋白提取实验

（1）将处理好的细胞用 PBS洗涤 2次。

（2）6孔板每孔添加 100 μL的 RIPA蛋白裂解液，于 4℃摇晃孵育 15 min，使细胞

和蛋白裂解液充分接触并裂解。

（3）用细胞刮快速刮取细胞到 1.5 mL无酶 EP管中，为防止蛋白降解，将 EP管放

置在冰盒上。

（4）用超声破碎仪破碎细胞。

（5）4℃，15000 g离心 5 min。

（6）收集上清，注意不要吸到沉淀，将收集到的上清液做好标记储存于-20℃。

2.3.9 BCA蛋白定量实验

（1）按 BCA蛋白定量说明书，将 Cu试剂和 BCA试剂按 1：50的比例，配成所需

体积的 BCA工作液。

（2）BSA标准品稀释十倍，取 10 μL BSA标准品于 200 μL的 EP管内，并再加 90

μL的 PBS溶液，使标准品终浓度为 0.5 mg/mL；按照 0 μg/μL、0.05 μg/μL、0.1 μg/μL、
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0.15 μg/μL、0.2 μg/μL、0.3 μg/μL、0.4 μg/μL、0.5 μg/μL的浓度配制标准样品,加入到 96

孔板中。

（3）待测蛋白样品取 7 μL于 200 μL的EP管内，再加PBS溶液 63 μL，将待测蛋白

样品稀释 10倍。每个样品设置 3个复孔，样品孔中每孔加 20 μL待测样品。

（4）96孔板上标准品孔和样品孔各加 200 μLBCA工作液，37℃培养箱中孵育 30

min。

（5）用酶标仪测定A562 nm处的读数，计算蛋白浓度。

2.3.10 蛋白免疫印迹实验

（1）配置分离胶，配方见表 2-7，配胶完毕后，将分离胶加入胶板中，用去离子水

液封，待分离胶凝固（约 25 min），此期间可制备浓缩胶，其配方见表 2-8。待分离胶

凝固后倒出上层去离子水，添加浓缩胶，并接着插入凝胶梳，注意胶板中切勿有气泡产

生，于室温下凝胶大约 1 h。

（2）按蛋白样品和 5×Loading Buffer按 5：1的比例混合，100℃变性 10 min。

（3）将制好的胶板安装在垂直电泳槽内，加入现配的 1×Running Buffer没过胶板，

拔掉凝胶梳，将变性好的蛋白轻柔加入胶孔，恒压 100 V跑电泳 2 h。

（4）在 2 h快结束的时候准备转膜所需品。为了避免浪费，剪合适大小PVDF膜，

并用甲醇激活 5 min。

（5）待跑胶结束后，转膜夹中依次放网格垫、滤纸、蛋白凝胶、PVDF膜、滤纸、

网格垫，此过程注意凝胶与PVDF膜间不要有气泡，将转膜夹插入转膜槽内，加入现配

的 1×Trans Buffer，浸没转膜夹开始转膜，恒压 100 V，65 min。

（6）PVDF膜浸没在 5％脱脂奶粉中，室温孵育 50-60 min进行封闭，重复洗膜 3

次。

（7）孵一抗：5％的BSA稀释一抗，4℃孵育过夜，回收一抗，重复洗膜 3次。

（8）孵二抗：5％脱脂奶粉稀释二抗，室温孵育 1 h后，重复洗膜三次。

（9）避光配制ECL显影液，按蛋白表达量孵育相应时间的PVDF膜，于凝胶成像仪

中显影。
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表 2-7 分离胶的配方

Table 2-7 Formulations of separation glue

试剂 体系（10 mL）

水 3.3
30% Acrylamide 4.0

1.5 M Tris-HCL（pH 8.8） 2.5
10% SDS 0.1

10%过硫酸铵 0.1
TEMED 0.004

表 2-8 浓缩胶的配方

Table 2-8 Formulation of concentrated glue

试剂 体系（2.5 mL）
水 补足到 2.5

30%Acrylamide 1
1.5 M Tris-HCL（pH 6.8） 0.65

10% SDS 0.025
10%过硫酸铵 0.025

TEMED 0.001

2.3.11 免疫荧光实验

（1）将样品用 4％的多聚甲醛室温孵育 10 min，PBS洗涤 3次。

（2）0.1％的Triton X-100孵育透化样品细胞 10 min，使细胞膜通透性增加。用PBS

洗涤 3次，每次 5 min。

（3）用 8％山羊血清孵育细胞 30 min，封闭抗体的非特异性。

（4）用相应的抗体 4oC过夜孵育细胞。用PBS洗涤细胞 3次，每次 5 min。

（5）用相应的荧光二抗于室温下避光孵育细胞 1 h，用PBS洗涤细胞 3次，每次 5

min。

（6）用 1 μg/mL DAPI于室温孵育细胞 2 min，PBS漂洗细胞。

（7）用一滴封片介质封闭样品细胞，在激光共聚焦显微镜下观察并选取合适的视

野拍照记录。

2.3.12 细胞活力检测实验

（1）将长到对数期的细胞消化收集、稀释和计数，使终浓度达到 1×104个/mL。按

照实验安排接种于 96孔板中，每个组设 6个复孔，放于细胞培养箱培养。
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（2）待细胞贴壁后（大约 6 h），随机取出一块 96孔板，每孔加 10 μLCCK-8溶液

于 96孔板中，为避免对实验结果造成影响，加液体时切勿产生气泡，细胞培养箱中培

养 2 h。

（3）取出加有混合液的 96孔板，用酶标仪检测 450 nm处的OD读数。

2.3.13 划痕实验

（1）在 6孔板背面画三条横线。

（2）将提前计数好的细胞接种于做好标记的 6孔板中，保证每孔细胞数量相同，

放入细胞培养箱中培养。

（3）待细胞贴壁后，用 10 μL的枪尖用力均匀与之前的标记垂直划线。

（4）用PBS清洗 2次，以清洗掉划痕造成的脱落细胞，换成新鲜基础培养基 2 h后

拍照保存，作为 0 h记录。

（5）按实验要求加药品到 6孔板中，处理细胞，24 h后拍照观察。

2.3.14 侵袭实验

（1）将基质胶和高糖DMEM基础培养基按 1：6的比例在冰上混合均匀，Transwell

上室中加 60 μL混合液，并在培养箱孵育中 5 h。

（2）将对数期细胞消化，用高糖DMEM基础培养基稀释计数，并接种于 24孔板的

Transwell上室中，保证细胞 5×104个/孔；Transwell下室加 500 μL含 20％血清的完全培

养基，每组设立 3个复孔，于细胞培养箱培养 24 h后，取出 24孔板，用吸液泵吸掉小

室内的培养基，避免枪头碰到小室底部。

（3）在Transwell下室中加 600 μL 4％多聚甲醛，放入上室，固定 10 min后，将小

室倒置，室温晾干 10 min。

（4）在Transwell下室中加 600 μL的 0.1％结晶紫染液，放入上室，染色 10 min。

（5）用PBS多次洗涤小室，直到PBS颜色不再黑紫，放于显微镜下观察并拍照记录。

2.3.15 酶联免疫吸附实验

（1）收集预处理的细胞培养液，1000 g离心 20分钟，收集上清后将其置于-20℃保

存，为避免反复冻融，可将收集到的上清分装于多个 1.5 mLEP管中，以便多次使用。

（2）将各种试剂在使用前室温平衡 20 min。
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（3）样本孔和标准品孔每孔各加样品和标准品 50 μL。

（4）HRP标记的检测抗体每孔加 100 μL，并将反应孔封住，于 37℃恒温箱温育 1 h。

（5）每孔洗涤液加满，重复洗板 5次。

（6）每孔加入底物 A、B各 50 μL，于 37℃恒温箱避光孵育 15 min。

（7）每孔加入终止液 50 μL，15 min内在 450 nm波长处测定各孔的OD值。

2.3.16 统计分析

实验结果数据汇总，利用GraphPad Prism 7软件进行统计分析,实验所得数据均以平

均数±标准差（Mean±SD )的形式表示。设定p < 0.05具有统计学差异，p < 0.01具有显

著统计学差异，p < 0.001具有极显著统计学差异。
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第三章 实验结果与讨论

3.1 细胞形态示意图

图 3-1 细胞形态图，左为MRC-5细胞、右为 hUC-MSCs细胞

Fig. 3-1 Cell morphology: MRC-5 cells on the left and hUC-MSCs cells on the right

表 3-1 细胞简介

Table 3-1 Cell Profile

细胞名称 细胞简介

MRC-5
人胚肺成纤维细胞，来源于 14周龄

男性胎儿的正常肺组织。

hUC-MSCs
人脐血间充质干细胞，属于成体干

细胞，老化前可传十几代。

3.2 LPS诱导的 ALI模型的构建

LPS是一种内毒素，本身无毒，但和效应细胞（主要为单核细胞和免疫细胞等）相

互作用后会促使效应细胞分泌一系列炎性细胞因子（TNF-α和 IL-1β等），进而引起机体

发热等症状，因此在实验中经常用来诱导炎症损伤模型。此处在MRC-5细胞培养基中

添加 LPS，来诱导 ALI模型，模拟急性肺损伤患者体内肺部细胞生活环境。

LPS使用 DMEM高糖基础培养基溶解，以 1 mg/mL的浓度分装于 200 μL的 EP管

中于-20℃保存备用。为探究 LPS对MRC-5细胞的影响，采用 CCK-8实验检测MRC-5

细胞的体外增殖能力。四唑盐WST-8可被细胞线粒体中的脱氢酶还原成橙黄色的甲臜。

活细胞数量与甲臜生成量成正比，最后用酶标仪检测的读数，间接体现活细胞的数目。
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设置了两个实验组：Control和 Control+LPS。待MRC-5细胞长到对数期后，将其接种于

96孔板中，并保证每孔细胞数目相同，设置时间梯度 1 d、2 d、3 d、4 d和 5 d。Control+LPS

组细胞培养基中添加 LPS，使终浓度为 10 µg/mL。待细胞贴壁后随机取板，向 96孔板

每孔添加 10 μLCCK-8试剂于 37℃孵育 2 h后，测定 450 nm处的 OD值，记录作为 1 d

数据。连续收集 1-5 d该时间段的数据。结果如图 3-2（a）所示，与 Control组相比，

Control+LPS组MRC-5细胞的增殖无明显变化；如图 3-2（b）所示添加 LPS 24 h后MRC-5

细胞增殖能力比前一天显著提高（p < 0.01）。因此在后续实验中添加 LPS的时间都为

24 h。

图 3-2 细胞活力检测实验检测 LPS对MRC-5细胞增殖的影响

（a为MRC-5细胞增殖曲线图，b为添加 LPS的时间图）

Fig. 3-2 Cell viability test to detect the effect of LPS on the proliferation of MRC-5 cells
(Mean ± SD, n= 3, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 )

a

b
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3.2.1 细胞凋亡检测

研究表明，ALI的发病过程与细胞凋亡密切相关，Bax是人体最主要的促凋亡蛋白，

属于 Bcl-2蛋白家族。待 Control组与 Control+LPS组细胞长到对数期后，在 Control+LPS

组细胞培养基中添加 LPS，使 LPS终浓度为 10 µg/mL。24 h后收总蛋白。结果如图 3-3

所示，与 Control组相比，Control+LPS组 Bax相对表达量显著上调（p < 0.01）。

图 3-3 WB实验检测MRC-5细胞凋亡情况

Fig. 3-3 WB assay to detect apoptosis of MRC-5 cells
(Mean ± SD, n= 3, * p < 0.05,** p < 0.01, *** p < 0.001)

3.2.2 炎性因子检测

白细胞介素-6（IL-6）是一种免疫蛋白，通过诱导炎症多种途径中因子的转录从而

产生炎症作用。IL-1β是一种亲炎症细胞因子，是中枢神经系统炎症应激反应的重要神经

调节器。TNF-α是一种亲炎细胞因子，低表达时参与有益的组织重塑和宿主防御反应；

系统性生产过剩则会激活对感染和损伤的炎症反应；并可调节低血压、弥漫凝血和广泛

的组织损伤。待 Control组与 Control+LPS组细胞长到对数期后，在 Control+LPS组细胞

培养基中添加 LPS，使 LPS终浓度为 10 µg/mL。24 h后收总 RNA。结果如图 3-4所示，

与 Control组相比，Control+LPS组 IL-6的 mRNA相对表达量上调（p < 0.05），IL-1β

和 TNF-α的 mRNA相对表达量显著上调（p < 0.01）。

※在此研究中 qRT-PCR实验所使用的内参均为 GAPDH。
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图 3-4 qRT-PCR实验检测MRC-5细胞中 IL-6、IL-1β和 TNF-α的 mRNA表达水平

Fig. 3-4 qRT-PCR assay to detect the mRNA expression of IL-6, IL-1β and TNF-α in MRC-5 cells
(Mean ± SD, n= 3, * p < 0.05,** p < 0.01 ,*** p < 0.001)

3.2.3 小结

综上所述，添加 LPS后，MRC-5细胞的凋亡蛋白 Bax和炎性因子 IL-6、IL-Iβ和 TNF-α

的表达量均上调，表明 ALI模型已初步构建成功。

3.3 hUC-MSCs细胞体外分化潜能的鉴定

目前，MSCs的鉴定主要通过形态学观察（如呈纤维细胞样生长，在细胞的中央有

卵圆形的细胞核，待其密度较高时将呈涡旋状或者放射状生长）、表面标志物检测（如

CD29和 CD44等）以及多系分化潜能来鉴定。此处我们进行 hUC-MSCs细胞的成骨、

成脂分化鉴定。将对数期生长的 hUC-MSCs细胞接种于 24孔板中，等细胞长到 80％后，

将完全培养基换成成骨、成脂诱导分化培养基，之后每 2 d 换一次诱导分化培养基。分

别取第 7 d、14 d、21 d和 28 d诱导分化细胞进行成骨（茜素红 S）成脂（油红 O）染色

以及总 RNA 的提取，并在显微镜下观察并拍照记录。实验结果如图 3-5（a）所示，

hUC-MSCs细胞 7 d时细胞形态依然清晰，14 d、21 d时细胞形态逐渐变的模糊，28 d

时出现了成骨细胞的典型形态，经茜素红 S染色后，虽未出现钙化结节，但如图 3-5（b）

所示，Runx2、BSP、ALP 和 ColI 等成骨分化关键基因有表达；图 3-5（d）为油红 O染

色图，从第 7 d开始就出现了橙红色的脂滴，14 d-28 d期间脂滴在逐渐变多变大，图 3-5

（c）中 Leptin和 LPL成脂分化过程关键基因有表达。



河北大学硕士学位论文

24

图 3-5 hUC-MSCs细胞成骨成脂分化染色及相关基因的表达（a图为成骨分化染色，b图为成骨关

键基因的表达，c图为成脂关键基因的表达，d图为成脂分化染色）

Fig. 3-5 The staining process of hUC-MSCs cells for osteogenic and adipogenic differentiation and the
expression of related genes

3.4 hUC-MSCs细胞的旁分泌功能对 LPS诱导的 ALI模型的影响

为了探究 hUC-MSCs细胞的旁分泌功能对 LPS诱导的 ALI模型是否有保护作用。

分别检测了 ALI模型中MRC-5细胞凋亡蛋白 Bax的相对表达量以及炎性细胞因子的释

放水平。

3.4.1 细胞凋亡检测

ALI模型中MRC-5细胞凋亡蛋白 Bax相对表达量的检测。将长到对数期的MRC-5

细胞分为两组，一组培养基中添加 LPS，使终浓度为 10 µg/mL；另一组用提前制备好的

hUC-MSCs细胞的培养基（经 500 g离心 10 min，孔径为 0.22 µm的滤膜过滤）代替高

糖 DMEM基础培养基，培养 24 h后收总蛋白。利用WB实验检测凋亡蛋白 Bax的相对
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表达量。结果如图 3-6所示，与 Control组相比，Control+hUC-MSCs-CM组凋亡蛋

白 Bax的相对表达量下调，具有统计学差异（p < 0.05）。

图 3-6 WB实验检测 ALI模型中MRC-5细胞凋亡蛋白表达情况

Fig.3-6 Apoptosis protein expression of MRC-5 cells in ALI model detected by WB experiment
(Mean ± SD, n =3, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001)

3.4.2 炎性因子检测

将处理好的细胞培养 24 h后收总 RNA,利用 qRT-PCR实验检测炎性因子表达水平。

结果如图 3-7所示，与 control组相比，Control+hUC-MSCs-CM组炎性因子 IL-6和 TNF-α

的 mRNA相对表达量下调，具有统计学差异（p < 0.05），IL-1β的 mRNA相对表达量

极显著下调（p < 0.001）。

图 3-7 qRT-PCR实验检测MRC-5细胞中 IL-6、IL-1β和 TNF-α的 mRNA表达水平

Fig. 3-7 qRT-PCR assay to detect the mRNA expression of IL-6, IL-1β and TNF-α in MRC-5 cells
(Mean ± SD, n =3,* p < 0.05,** p < 0.01, *** p < 0.001)

3.4.3 小结
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综上所述，经 hUC-MSCs细胞的培养基培养后，ALI模型中的 MRC-5细胞的凋亡

蛋白 Bax和炎性因子 IL-6、TNF-α和 IL-1β均下调，因此 hUC-MSCs细胞的旁分泌功能

对 LPS诱导的 ALI模型具有保护作用。

3.5 自噬对 hUC-MSCs细胞生物学功能的影响

自噬是一个进化保守的过程，它可分为大自噬、微自噬和分子伴侣介导的自噬。自

噬在维持新陈代谢方面发挥着重要的作用[94]。RAPA是一种具有特异性、强效性的自噬

激活剂[95]。LC3是自噬的核心蛋白，自噬过程的标志物，它主要参与了自噬小体的形成。

3-MA是一种广泛使用的自噬抑制剂。

3.5.1 RAPA激活 hUC-MSCs细胞自噬

分别在 hUC-MSCs细胞培养基中添加 RAPA和 3-MA，使 RAPA终浓度为 50 nM，

3-MA终浓度为 10 nM。24 h后收总蛋白。通过WB实验检测各实验组 LC3BII蛋白表

达水平。结果如图 3-8所示，与 hUC-MSCs组相比，hUC-MSCs+RAPA组 LC3BII蛋白

的相对表达量极显著上调（p<0.001），hUC-MSCs+3-MA组 LC3BII蛋白的相对表达量

下调（p < 0.05）。

图 3-8 WB实验检测 hUC-MSCs细胞的自噬

Fig. 3-8 WB experiment to detect autophagy of hUC-MSCs
(Mean ± SD, n = 3, * p < 0.05,** p < 0.01,*** p < 0.001 )

3.5.2 自噬对 hUC-MSCs细胞迁移能力的影响

细胞迁移，是所有正常细胞都具备的一项能力，参与机体正常生长和发育。将对数

期生长的各组细胞消化计数接种在新的 6孔板中，待细胞贴壁且生长到密度近 100％时，
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用 10 µl移液枪尖垂直于底部用力均匀平稳地划线，并用 PBS清洗因划痕操作造成损伤

而漂浮起来的少量细胞，6孔板中添加基础培养基，并放于细胞培养箱内稳定 2 h后换

成相应条件培养基，在显微镜下观察拍照作为 0 h数据记录。24 h后再次镜下拍照记录。

运用 Image J软件分别测量 0 h和 24 h的每组细胞划痕面积，根据公式：迁移率=（0 h

划痕面积/划痕长度-24 h划痕面积/划痕长度）/（0 h划痕面积/划痕长度），计算细胞在

24 h内迁移率。结果如图 3-9所示，与 hUC-MSCs组相比，hUC-MSCs+3-MA组显著抑

制 hUC-MSCs细胞的迁移（p < 0.01），hUC-MSCs+RAPA组极显著促进了 hUC-MSCs

细胞的迁移（p < 0.001）。

图 3-9 划痕实验检测 hUC-MSCs细胞的迁移能力

Fig. 3-9 Scratch experiment to migration ability of hUC-MSCs
(Mean ± SD, n = 3, * p < 0.05,** p < 0.01,*** p < 0.001)

3.5.3 自噬对 hUC-MSCs细胞增殖能力的影响

将长到对数期的细胞接种到 96孔板中，保证每孔细胞数目相同。分三个组，其中

一组添加 RAPA，另一组添加 3-MA，剩下一组不做处理。设置时间梯度 1 d、2 d、3 d、

4 d和 5 d。待细胞贴壁后随机取板，向细胞培养基中添加 CCK-8试剂并孵育 2 h，测定

450 nm处的 OD值，记录作为 1 d数据。连续收集 1-5 d该时间段的数据，结果如图 3-10

所示，与 hUC-MSCs组相比，hUC-MSCs+3-MA组和 hUC-MSCs+RAPA组活细胞数目

无明显差异。

0 h

24
h

hUC-MSCs hUC-MSCs+3-MA hUC-MSCs+RAPA
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图 3-10 细胞活力检测实验检测 hUC-MSCs的增殖能力

Fig. 3-10 Cell viability test to detect the proliferation ability of hUC-MSCs
(Mean ± SD, n = 3, * p < 0.05,** p < 0.01,*** p < 0.001)

3.5.4 自噬对 hUC-MSCs细胞侵袭能力的影响

Transwell上室铺基质胶，胶中的成分有Ⅳ型胶原蛋白、层粘连蛋白、硫酸肝素糖蛋

白巢蛋白和多种生长因子，会在 Transwell上室聚合成具有生物活性的三维基质，细胞

分泌的酶类将基质胶降解，方可穿透聚碳酸酯膜完成侵袭，借此体现细胞的体外侵袭能

力。本实验中选用 8.0 μm的 Transwell小室。结果如图 3-11所示，与 hUC-MSCs组相

比， hUC-MSCs+3-MA 组显著抑制 hUC-MSCs 细胞的侵袭能力（ p < 0.01），

hUC-MSCs+RAPA组极显著促进 hUC-MSCs细胞的侵袭能力（p < 0.001）。

图 3-11 侵袭实验检测 hUC-MSCs的侵袭能力

Fig. 3-11 Invasion test to detect the invasion ability of hUC-MSCs
(Mean ± SD, n =3, * p < 0.05,** p < 0.01,*** p < 0.001 )

3.5.5 小结

综上所述，添加 RAPA和 3-MA后，hUC-MSCs细胞的迁移和侵袭能力均增强，而

增殖能力没有受到影响，说明自噬的激活可增强 hUC-MSCs细胞的生物学功能。
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3.6 CXCR4的定位及内源性表达和基因沉默模型的构建

3.6.1 CXCR4在 hUC-MSCs细胞中的定位

运用 IF实验检测 CXCR4在 hUC-MSCs细胞中的定位情况。如图 3-12所示，CXCR4

蛋白表达于 hUC-MSCs细胞的整个细胞质中。

图 3-12 IF实验检测 CXCR4蛋白在 hUC-MSCs细胞中的定位

Fig. 3-12 Localization of CXCR4 protein in hUC-MSCs cells detected by IF assay

3.6.2 CXCR4 及 CXCL12在MRC-5细胞和 hUC-MSCs细胞中的表达

CXCL12/CXCR4是体内重要的生长调节信号通路，它的激活可以介导祖细胞归巢，

并将他们募集到损伤部位。为探究 hUC-MSCs细胞的旁分泌功能在 LPS诱导的 ALI中

发挥作用的分子机制，检测了 CXCL12/CXCR4信号通路蛋白以及 mRNA表达情况。结

果如图 3-13（a和 b）所示，在 ALI模型中 MRC-5细胞的 CXCR4蛋白和 mRNA的相

对表达量没有明显变化，由图 3-13（c）可知 CXCL12的相对表达量极显著上调（p <

0.001）；图 3-13（d）表明激活自噬后 hUC-MSCs细胞的 CXCR4的相对表达量极显著

上调（p < 0.001）。

3.6.3 hUC-MSCs细胞 CXCR4基因沉默模型的构建

将 CXCR4-siRNA转染到 hUC-MSCs细胞中 48 h后，提取总蛋白，检测 CXCR4蛋

白的沉默水平。本实验选用 3条不同 CXCR4-siRNA序列进行转染，根据沉默效果选择

最佳序列。如图 3-14所示，在转染 CXCR4-siRNA 1#、2#和 3#序列的 hUC-MSCs细胞

中，3#序列 CXCR4的表达量下调（p < 0.05），2#序列 CXCR4的表达量显著下调（p <

0.01），故选用 2#序列进行后续实验。
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图 3-13 WB、qRT-PCR实验检测 CXCL12及 CXCR4的表达量

Fig. 3-13 The expression levels of CXCL12 and CXCR4 were detected by WB and qRT-PCR assay
（图 a和 b分别为 CXCR4蛋白和 mRNA在 ALI模型中的表达，图 c为 CXCL12 mRNA在 ALI模型

中的表达，图 d为 CXCR4 mRNA在 hUC-MSCs细胞和 hUC-MSCs细胞添加 RAPA后的表达）

(Mean ± SD, n = 3, * p < 0.05,** p < 0.01,*** p < 0.001)

图 3-14 WB实验检测 hUC-MSCs细胞中 CXCR4蛋白的沉默水平

Fig. 3-14 WB assay to detect CXCR4 protein silencing level in hUC-MSCs
(Mean ± SD, n= 3, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 )

3.6.4 小结
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综上所述，hUC-MSCs细胞诱导自噬后，CXCR4相对表达量显著上调；ALI模型

中MRC-5细胞中 CXCL12的相对表达量显著上调。

3.7 ALI损伤修复的机制研究

3.7.1 细胞凋亡检测

为研究 hUC-MSCs细胞的旁分泌功能对 ALI影响的分子机制，检测了 hUC-MSCs

细胞激活自噬、添加趋化因子 CXCL12和 CXCR4基因沉默后凋亡蛋白 Bax的相对表达

量 。 如 图 3-15 所 示 ， 与 Control 组 相 比 ， Control+hUC-MSCs-CM 组 、

Control+hUC-MSCs-CM+RAPA组和 Control+hUC-MSCs-CM+CXCL12组凋亡蛋白 Bax相

对表达量均下调，具有统计学差异（p < 0.05）；而 Control+hUC-MSCs-CM+CXCR4-KD

（hUC-MSCs细胞 CXCR4基因沉默）组相对表达量无变化。

图 3-15 WB实验检测 hUC-MSCs的凋亡水平

Figu. 3-15 Apoptosis level of hUC-MSCs detected by WB experiment
(Mean ± SD, n =3, * p < 0.05,** p < 0.01,*** p < 0.001 )

3.7.2 炎性因子检测

IDO是人体内一种免疫抑制蛋白，作为免疫应答的一部分，可通过消耗病原体生长

所必需的色氨酸，保护宿主免于病原体的感染。前列腺素 E2（PGE2），是一种重要的

细胞生长调节因子，其作用有扩张血管、增加器官血流量、以及免疫抑制和抗炎作用。

为研究 hUC-MSCs细胞的旁分泌作用对 ALI影响的分子机制，qRT-PCR实验检测

hUC-MSCs细胞激活自噬、添加趋化因子 CXCL12和 CXCR4基因沉默后炎性因子的相
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对表达量。结果如图 3-16所示，与 Control组相比，Control+hUC-MSCs-CM 组炎性因

子 IL-6（p < 0.01）、IL-1β（p < 0.05）和 TNF-α（p < 0.001）的相对表达量均下调，PGE2

（p < 0.05）、IDO（p < 0.05）的相对表达量均上调；Control+hUC-MSCs-CM+RAPA组，

炎性因子 IL-6（p < 0.001）、IL-1β（p < 0.01）和 TNF-α（p < 0.001）的相对表达量均下

调 ， PGE2 （ p < 0.001 ） 、 IDO （ p < 0.001 ） 的 相 对 表 达 量 均 上 调 ；

Control+hUC-MSCs-CM+CXCL12组，炎性因子 IL-6（p < 0.001）、IL-1β（p < 0.001）

和 TNF-α（p < 0.01）的相对表达量均下调，PGE2（p < 0.001）、IDO（p < 0.01）的相

对表达量均上调；Control+hUC-MSCs-CM+CXCR4-KD组，IL-6、IL-1β、TNF-α、PGE2

和 IDO的相对表达量均无变化。

图 3-16 qRT-PCR实验和 ELISA实验检测 hUC-MSCs的炎性因子表达水平

Fig. 3-16 qRT-PCR and ELISA assay to detect the expression level of inflammatory factors in
hUC-MSCs

(Mean ± SD, n = 3, * p < 0.05,** p < 0.01,*** p < 0.001)
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3.7.3 小结

综上所述，hUC-MSCs 细胞激活自噬和添加趋化因子 CXCL12 后使 ALI 模型中

MRC-5细胞的凋亡蛋白 Bax和炎性因子的相对表达均下调，但 hUC-MSCs细胞 CXCR4

基因沉默后，对 ALI模型中MRC-5细胞的凋亡蛋白 Bax和炎性因子的相对表达却无影

响。因此，hUC-MSCs 细胞可能是通过激活自噬来介导 CXCR4 的表达，进而通过

CXCL12/CXCR4信号轴对 ALI起保护作用。

3.8 讨论

ALI严重地威胁着人们的生命健康，即使有幸存的患者，其肺功能也已经被严重损

害，这给患者及其家庭造成了严重的经济负担。ALI是一种十分多变、进展迅速的炎症

综合症，目前还没有特别有效的治疗方法。临床上也主要以减轻患者病痛为主，如呼吸

支持治疗、药物治疗、基因治疗和细胞移植等方法，在细胞移植中尤以MSCs的移植备

受关注。

MSCs是一种异质性的基质干细胞，它可以分化为中胚层细胞（如脂肪细胞、骨细

胞和软骨细胞）和其他胚层细胞。MSCs可以与免疫系统的细胞相互作用，参与多种效

应功能的调节。有研究表明，MSCs可向损伤组织迁移，抑制促炎细胞因子释放，促进

损伤细胞存活[96]。MSCs的免疫调节功能已成为各种免疫疾病的潜在治疗方法，MSCs

可以通过细胞与细胞间的直接接触或通过它们的分泌体与适应性免疫系统的细胞相互

作用[97]，之前也报道过 hUC-MSCs细胞用于挽救肝纤维化[98]。hUC-MSCs细胞可以表

达肝标志物，并在体内外分化为肝细胞样细胞[99]，将 hUC-MSCs细胞移植到 CCL4损伤

的大鼠模型中，能够挽救肝纤维化[100]。hUC-MSCs细胞在化学损伤的肝大鼠模型中也

可分化为肝细胞[101]， hUC-MSCs细胞还可以在体外分化为胰岛细胞[102]，通过门静脉注

射，hUC-MSCs 细胞分化的胰岛细胞可以减轻糖尿病大鼠 [103]和小鼠的高血糖。

hUC-MSCs细胞还可以通过抑制 T细胞、B细胞和自然杀伤细胞的增殖，来改变免疫细

胞功能[104]。科学家对 hUC-MSCs细胞或其衍生物在疾病模型中的临床研究（hUC-MSCs

细胞可以在脑缺血、帕金森病、阿尔茨海默病、多发性硬化症、视网膜疾病、Ⅰ型和Ⅱ

型糖尿病以及肌源性疾病的大鼠模型中进行分化和移植）得到了可喜的结果。在早期

MSCs的临床试验中，已将 hUC-MSCs细胞静脉注射到非人类灵长类动物以测试其安全
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性[105]。有研究表明，每 2周注射一次细胞给食蟹猴，持续 6周，没有干细胞移植相关

的毒性报道，所有注射部位和器官都是正常的，没有发现异常。此外，将 hUC-MSCs

细胞注射到异种移植物疾病大鼠模型中也获得了良好的移植结果，未发现免疫排斥反应

或肿瘤发生[106]。为了探究 hUC-MSCs细胞在急性肺损伤中的作用，本研究选取了人胚

肺成纤维细胞MRC-5和人脐血间充质干细胞 hUC-MSCs为研究对象。首先利用 LPS对

MRC-5细胞进行了人为诱导 ALI模型，24小时后，检测其炎性因子和凋亡蛋白的表达，

结果表明炎性因子 IL-6、IL-1β和 TNF-α 的相对表达均上调，凋亡蛋白 Bax相对表达量

也上调，这与文献中提到的 LPS可促使肌体产生炎症反应一致。鉴于MSCs在输血过程

中的局限性，旁分泌作用应用更为方便和广泛。然后对 hUC-MSCs细胞进行了成脂成骨

分化鉴定，结果表明 hUC-MSCs细胞在第七天的时候即可分化为成脂细胞，在 28天的

诱导期内，成骨细胞典型形态也慢慢出现，成脂成骨关键基因也在此期间均有所表达，

这与文献中提到的 hUC-MSCs细胞具有三系分化能力高度一致。

CXCL12/CXCR4轴可能与增强 hUC-MSCs细胞外源性移植迁移能力有关。众所周

知，CXCL12的表达在损伤组织中显著增加，包括肝、脑、肾和有助于招募趋化因子受

体 CXCR4 的阳性细胞[107]。然而，在体外增殖过程中，只有一小部分 MSCs 会表达

CXCR4，因此它们对受损区域的自导信号响应能力是有限的。故而，靶向诱导 CXCR4

可能会提高间充质干细胞的迁移能力和治疗效果。人们提出了多种策略来增加 CXCR4

在间充质干细胞中的表达，比如基因和酶修饰，但它们对细胞功能和活力的影响仍然存

在。最近，许多研究集中开发了新的预处理MSCs策略（体外增殖过程中使用化合物和

细胞因子等），此前的一些研究还报道了缺氧预处理的MSCs不仅能通过增强血管生成

能力和抗氧化能力来减轻急性肾损伤，而且还能通过上调 SDF-1-CXCR4/CXCR7轴信号

增强肾 I/R损伤的治疗[108]。Witte[109]等发现预处理多种细胞因子对 hUC-MSCs细胞治疗

炎症有帮助。Dang[110]等证实，细胞因子处理MSCs可以通过上调免疫调节功能来增强

自身免疫性脑脊髓炎。RAPA是由链霉菌产生，在临床上作为抗真菌治疗和免疫调节药

物使用[111]，也有报道可激活自噬[112]。自噬是一个重要的、保守的生物降解过程，能在

体内不断降解功能失调和异常的细胞器。越来越多的证据表明不同的细胞环境，包括缺

氧、饥饿、炎症和高热可以改变自噬。此外，有研究表明MSCs的自噬和免疫抑制存在

相关性[113]。然而，尚不清楚诱导自噬的作用是否会增强间充质干细胞的归巢能力，对
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MRC-5 细胞损伤有修复作用。所以，本研究在接下来的实验中，利用 RAPA 诱导

hUC-MSCs细胞激活自噬，并利用划痕实验、CCK-8实验和侵袭实验分别检测了 RAPA

对 hUC-MSCs细胞的迁移、增殖和侵袭能力的影响，结果表明 RAPA可促进 hUC-MSCs

细胞的迁移和侵袭能力，对增殖能力无影响。接着研究了 hUC-MSCs 细胞中

CXCL12/CXCR4通路对 ALI模型中MRC-5炎症损伤修复的作用，首先做了 CXCR4在

hUC-MSCs细胞中的定位，CXCR4和 CXCL12在 hUC-MSCs细胞和 MRC-5细胞中的

内源性表达以及 hUC-MSCs细胞中 CXCR4基因的沉默模型构建，结果表明 CXCR4表

达于 hUC-MSCs细胞的整个细胞质中，hUC-MSCs细胞经 RAPA诱导自噬后，CXCR4

的表达量显著上调，ALI模型中MRC-5细胞中 CXCL12的表达量显著上调。最后研究

了 hUC-MSCs细胞的旁分泌功能对 ALI影响的分子机制，结果表明将 hUC-MSCs细胞

的 CXCR4基因沉默后，炎性因子 IL-6、IL-1β和 TNF-α的表达上调，IDO、PGE2表达

相应下调，凋亡蛋白 Bax的表达上调，hUC-MSCs细胞的旁分泌功能、诱导自噬和添加

CXCL12后得到了与 CXCR4基因沉默相反的结果。这说明了 hUC-MSCs细胞的炎症损

伤修复作用很可能是通过激活自噬来介导 CXCR4的表达进而通过 CXCL12/CXCR4轴

来完成的，这与文献中提到的上调 SDF-1-CXCR4/CXCR7轴可增强肾 I/R损伤的治疗作

用具有一致性。

本研究发现 hUC-MSCs的旁分泌功能能够抑制 LPS诱导的 ALI的炎症反应，对 ALI

具有保护作用；同时，hUC-MSCs细胞通过激活自噬，介导 CXCR4的表达，进而通过

CXCL12/CXCR4轴参与对 ALI的保护。这提示我们 hUC-MSCs细胞的旁分泌作用可成

为一种新的 ALI治疗方法。
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第四章 结 论

1. hUC-MSCs的旁分泌功能能够抑制 LPS诱导的 ALI的炎症反应，对 ALI具有保

护作用。

2. hUC-MSCs细胞通过激活自噬，介导 CXCR4的表达，进而通过 CXCL12/CXCR4

轴参与对 ALI的保护。
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