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骨髓间充质干细胞对小鼠急性肺损伤治疗作用的研究
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［摘要］目的 探讨输入外源性骨髓间充质干细胞（MSCs）对脂多糖（LPS）诱导的小鼠急性肺损伤（ALI）

的治疗作用．方法 实验随机分为 3组（n＝10）：对照组、ALI组和 MSCs治疗组．健康小鼠 LPS气管滴入方法

建立 ALI模型，尾静脉输入全骨髓培养法分离纯化的 MSCs．流式细胞分析鉴定 MSCs．HE染色组织切片观察输

入 MSCs前后肺组织病理形态学改变，W/D 比值和髓过氧化物酶（MPO） 活性评价肺水肿和炎症反应程度．

ELISA检测肺组织匀浆中肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）和白介素 -6（IL-6）的含量．结果 流式细胞分析鉴定：

培养 MSCs表面标记 CD105为阳性，CD34为阴性．肺组织病理学显示：ALI组小鼠肺组织呈现典型的炎症病理变

化，包括肺泡充血、出血、水肿，肺泡腔和血管壁中性粒细胞浸润，肺泡壁增厚等肺损伤性病变；MSCs治疗组

小鼠肺组织损伤程度明显减轻．肺 W/D 比值、肺组织 MPO活性及 TNF-α和 IL-6含量：ALI组小鼠肺 W/D 比

值、肺组织 MPO活性及 TNF-α和 IL-6含量高于对照组（ ＜0.05）；MSCs治疗组肺 W/D比值、肺组织 MPO活

性及 TNF-α和 IL-6含量低于 ALI组（ ＜0.05）．结论 输入 MSCs能够减轻脂多糖致急性肺损伤程度，其作用

可能与降低肺W/D比值和肺组织 MPO活性、IL-6及 TNF-a含量有关．
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［Abstract］ Objective To study treatment effects of extrinsic mesenchymal stem cells（MSCs） on mice with

acute lung injury（ALI） induced by lipopolysaccharide（LPS）．Methods Thirthy mice was divided randomly

into 3 groups（n ＝10）： control group， ALI group and MSCs therapy group．Healthy mice were given

lipopolysaccharide（LPS） intratracheally to cause acute lung injury，MSCs from mouce bone marrow were isolated，

cultured and amplified in vitro，and the MSCs were given to mice via caudal vein．MSCs marker were identificated

by flow cytometry．Pathomorphological changes of mouce lung were observed under light microscope after

Hematoxylin-Eosin staining．The lung wet to dry weight ratio and the lung tissue MPO activity were determinated to

assessed lung edema and inflammatory degree. The concertrations of IL-6 and TNF-α in lung tissue homogenate
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were measured by ELISA．Results Fow cytometer analysis showed that the cultured MSCs displayed a positive

CD105 and a negative CD34．Histopathological evalution showed that typical pathological inflammation lesions in the

lung were observed in ALI group，including alveolar congestion，hemorrhage，edema，infiltration of neutrophils in

the airspace or vessel wall， thickness of the alveolar wall；pathological changes were relieved obviously in MSCs

therapy group．The changes of lung W/D weight ratio and the lung tissue MPO activity，IL-6 and TNF-α content of
lung tissues homogenate in mice in ALI group were all higher than those in control group（ ＜0.05）；the lung W/D

weight ratio， IL-6 and TNF-α content in MSCs groups were all lower than those in ALI group（ ＜<0.05）．

Conclusion MSCs can alleviate injury degree of ALI induced by LPS in mice， the mechanism of action may

correlate with decreasing the lung W/D weight ratio and MPO activity，IL-6 and TNF-α content in lung tissue.
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急性肺损伤 （acute lung injure，ALI）是以肺

部炎症、肺通透性增加和肺功能下降为特征的综合

症[1]．ALI临床上死亡率达 40％，目前对 ALI的治

疗仍然缺乏有效地手段，寻找新的治疗措施是目前

ALI研究的重点．骨髓间充质干细胞（mesenchym-

al stem cells，MSCs）属于成体干细胞，具有取材

方便、容易体外培养增殖、抗原性小、组织修复能

力强等特征，已用于治疗多种复杂疾病的研究[2]．

本研究在内毒素（lipopolysaccharide，LPS）致小鼠

ALI 模型上，尾静脉输入 MSCs，旨在探讨 MSCs
对小鼠急性肺损伤治疗作用，为 ALI的防治提供

新的策略和方法．

1 材料与方法

1.1 实验动物

4周龄昆明小鼠，雄性，体重 18～22 g，由昆
明医学院实验动物研究中心提供．在标准动物饲养

间内，给予无菌水和食物饲养．实验动物随机分为

3组（n＝10）：（1）对照组，气管内注入无热源
的生理盐水，同时尾静脉注入 100 滋L PBS；（2）

ALI组，气管内注入 LPS，同时尾静脉注入 100 滋L

PBS；（3） MSCs治疗组，气管内注入 LPS，同时

尾静脉注入 100 滋L 含有 106 个间充质干细胞的

PBS．

1.2 小鼠急性肺损伤模型复制

腹腔注射 3％戊巴比妥钠麻醉小鼠，颈部皮肤

消毒后于颈前正中切口 0.5 cm，暴露气管，气管内

缓慢滴注 2.5 mg/kg内毒素溶液 50 滋L，消毒缝合

切口．

1.3 小鼠间充质干细胞制备与鉴定

MSCs制备：颈部脱臼处死昆明小鼠，75％酒

精消毒全身，无菌操作取出后肢胫骨和股骨，用

PBS反复冲洗 3次；从中间剪断胫骨和股骨，收集

骨髓悬液，制备成单细胞悬液；接种于含 5 mL
L-DMEM 培养基的 60 mm2 的培养皿中，放置 37

℃，CO2 培养箱中培养；以后每隔 2～3 d换液 1

次，扩增培养纯化 MSCs．
MSCs鉴定：取第 4代细胞，分别加入抗小鼠

的 CD34、CD105 单克隆抗体，置室温孵育 30

min，PBS洗涤 2次，上流式细胞仪鉴定．

1.4 各项指标的检测

1.4.1 肺组织形态学观察 取出肺组织，4%多聚

甲醛固定液固定 24 h，常规石蜡包埋，连续切片，

肺组织切片厚度为 5 滋m．苏木精染色 7 min，伊红

染色 2 min，脱水，封片，HE 染色光镜下观察肺

损伤程度．

1.4.2 肺湿干（W/D）比值测定 各实验组小鼠

处死后，立即开胸取肺，用滤纸吸干肺表面水分和

血迹后称重，为湿重（W），置于 85 ℃恒温烘箱

内，干燥 48 h至恒重，再次称重，为干重（D）.计
算肺W/D比值．

1.4.3 肺组织髓过氧化物酶活力测定 按南京建

成生物工程研究所提供的MPO测试盒说明书操作，

计算 MPO活力单位 /L．MPO活力单位计算公式，

△：11.3为斜率的倒数：

MPO活力单位／g湿片＝测定管 OD值－对照管 OD值
11.3△×取样量（g） **

每克组织湿片在 37℃的反应体系中 H2O2被分

解 1 滋mol为 1个酶活力单位．

1.4.4 肺组织 IL-6 和 TNF-α 含量测定 按

ELISA试剂盒（ebioscience公司）说明书操作，测

定小鼠肺组织匀浆中 IL-6和 TNF-α的含量，计

量单位：滋g/g．

1.5 统计学分析

采用 SPSS软件进行统计分析，数据以均数±
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标准差（x±s）表示，组间比较采用方差分析，两
两比较采用 LSD- 检验的方法， ＜0.05为差异有

统计学意义．

2 结果

2.1 MSCs的培养与鉴定

全骨髓贴壁培养结果：培养小鼠骨髓 MSCs原

代培养 10 d左右可见大量细胞贴壁；典型的 MSCs

细胞体积较小，成梭形，不规则形，细胞核明显，

细胞多呈集落样生长，紧密堆积在一起，形似鸟巢

（见图 1）．流式细胞分析鉴定：MSCs 可表达

CD105，但不表达造血细胞表面标志物 CD34，细

胞纯度达到 95%以上（见图 2）．

B ×100A ×40

图 1 第 4代MSCs

Fig. 1 MSCs appearance of the passage 4

图 2 流式细胞分析第 4代MSCs的表型
Fig. 2 The phenotype of the passage 4 MSC cells identificated by flow cytometer analysis
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2.2 肺组织形态学

对照组小鼠肺泡结构清晰，肺泡腔完整，肺泡

壁未见增厚，肺间质无渗出，无肿胀、充血、水肿

等炎症（见图 3A）；ALI组小鼠肺组织出现明显的

炎性细胞浸润，毛细血管充血，肺泡管、肺泡腔内

可见透明膜形成，肺泡正常结构消失，几乎全部被

炎性细胞充斥，呈现典型的急性肺损伤病理改变

（见图 3B）；MSCs治疗组小鼠肺组织肺泡内炎症细

胞浸润、出血和水肿程度减轻（见图 3C）．

2.3 肺W/D比值
ALI组小鼠肺W/D比值明显高于对照组（ ＜

0.05）；MSCs治疗组小鼠肺W/D比值明显低于 ALI

组（＜0.05），见表 1．

2.4 肺组织MPO活力
ALI组小鼠肺组织 MPO活力明显高于对照组

（ ＜0.05）；MSCs治疗组小鼠 MPO活力明显低于

ALI组（＜0.05），见表 1．

2.5 肺组织 IL-6和 TNF-a含量

ALI组小鼠肺组织 IL-6和 TNF-α含量明显高

于对照组 （ ＜0.05）；MSCs 治疗组小鼠肺组织

IL-6和 TNF-α含量明显低于 ALI 组（ ＜0.05），

见表 1．



A:对照组 B:ALI组 C:MSCs治疗组

图 3 小鼠肺组织病理形态学变化（HE×200）

Fig. 3 The pathomorphological changes in mouce lung（HE×200）

组 别 n W/D比值 MPO（U/g） IL-6（滋g/g） TNF-a（滋g/g）

对照组 10 4.71±0.43 1.37±0.04 97.8±16.1 34.04±13.8

ALI组 10 7.53±1.02* 5.47±0.07* 376.6±66.3* 482.48±83.4*

MSCs治疗组 10 5.15±0.57△ 3.38±0.12△ 157.4±27.8△ 184.56±21.4△

表 1 肺W/D比值和肺组织MPO活力及 IL-6、TNF-a含量变化（x±s）
Tab. 1 The changes of lung W/D ratio and MPO activity，IL-6 and IL-10 content of lung tissues in mice（x±s）

与对照组相比，* ＜0.05；与 ALI组相比，△ ＜0.05.
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3 讨论

本研究主要发现，输入外源性 MSCs能够减轻

脂多糖致急性肺损伤程度，其作用可能与降低肺

W/D比值和肺组织 MPO活性、IL-6及 TNF-a含量

有关．这一发现提示输入外源性 MSCs可能为 ALI

的治疗提供新的策略和方法．

脂多糖是革兰氏阴性细菌细胞壁外膜的主要成

分，临床上 40%~50%的急性肺损伤是感染或脓毒

血症所致，特别是革兰氏阴性细菌（gram negative

bacilfus，CNB）感染[3]．而 GNB感染的主要致病因

素就是脂多糖．因而本研究选用 LPS复制小鼠 ALI

模型，具有重要的临床意义．

ALI的主要病理变化是：以中性粒细胞为主的

大量炎性细胞的浸润和炎性介质的释放，引起肺组

织炎症反应、肺出血和肺水肿等．肺 W/D比值是

评价肺水肿常用的指标．肺组织 MPO是中性粒细

胞（PMN）嗜天青颗粒释放的过氧化物酶类，测定

MPO活性可作为反映 PMN浸润的证据[4]．IL-6和

TNF-a是炎症反应早期最重要的炎症介质，主要由

活化的嗜中性粒细胞和巨噬细胞等释放，可直接损

伤肺上皮和血管内皮细胞，增加其通透性，引起炎

症反应和 ALI的发生[5]．本实验研究表明，气管内
滴注 LPS致小鼠 ALI损伤表现有典型的肺损伤病

理形态学改变，肺 W/D比值和肺组织 MPO活性、

IL-6和 TNF-a含量增加．

MSCs是骨髓来源的除造血干细胞以外的另一

种成体干细胞，广泛分布于各种不同的组织中，

具有高度自我更新能力和多向分化潜能．MSCs在

形态上呈纺锤形的成纤维细胞样，能附着在塑料或

玻璃培养皿上生长，形成均匀的集落或贴壁的融合

层[6]．Dominici等[7]认为 MSCs应具有一定表面标志

物 （如 CD73、CD90、CD105 等） 的阳性表达，

而代表造血系统细胞谱系的标志物（如 CD34）为

阴性．MSCs具有取材方便、组织修复能力强、免

疫调节等特点，已用于治疗多种复杂疾病的研究．

研究表明，MSCs能够定植在损伤的肺组织中，发

挥免疫调节的作用，可降低肺内细胞因子的表达和

肺水肿，提高小鼠生存率[8，9]．本实验发现 MSCs尾

静脉输入给 LPS诱导的 ALI小鼠体内，小鼠肺组

织损伤程度明显减轻，肺 W/D比值、肺组织 MPO

活性及 TNF-a和 IL-6含量降低．提示输入 MSCs

能够减轻 LPS致急性肺损伤的程度，其作用可能

与降低肺 W/D 比值和肺组织 MPO 活性、IL-6 及

TNF-a含量有关．

有关 MSCs的抗炎作用机制不清楚．一些研究

认为[10]，MSCs的抗炎作用是一种拟药理学的效应，

表现暂时的释放抗炎症因子，刺激内源性的修复．

Popov B V等[11]认为 MSCs的本质作用机制可能源

自它能旁分泌一些液体分子来调节免疫反应．本实

验仅初步探讨了 MSCs对小鼠 ALI的治疗作用，今
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后还需进一步的深入研究 MSCs的定植及抗炎作用

的机制，为 ALI 的防治的新策略和方法提供理论

和实验依据．
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