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间充质干细胞条件培养基对炎症介导的肺动脉血管
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［摘　要］目的：探讨间充质干细胞条件培养基（ＭＳＣＣＭ）对炎症介导的肺动脉血管平滑肌细胞（ＰＡＳＭＣ）增
殖的调控机制。方法：取４～６代处于对数生长期人脐带ＭＳＣ，建立体外细胞培养体系，分为对照组（ＰＡＳＭＣ）、Ｔ
淋巴细胞刺激组（ＰＡＳＭＣ＋Ｔ淋巴细胞）、ＭＳＣＣＭ干预组（ＰＭＳＭＣ＋Ｔ淋巴细胞＋ＭＳＣＣＭ）；分别于培养第３天
时，检测３组培养上清中肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）α含量、ＰＡＳＭＣ的增殖、钙调神经磷酸酶（ＣａＮ）活性及活化的 Ｔ
淋巴细胞核因子２（ＮＦＡＴｃ２）活化情况。结果：与Ｔ淋巴细胞刺激组比较，ＭＳＣＣＭ干预组ＴＮＦα的生成显著减
少（Ｐ＜０．０１）；与对照组和 Ｔ淋巴细胞刺激组比较，ＭＳＣＣＭ干预组的 ＰＡＳＭＣ内 ＣａＮ的磷酸酶活性降低、
ＮＦＡＴｃ２的活化减少，ＰＡＳＭＣ的增殖降低（Ｐ＜０．０１）。结论：ＭＳＣＣＭ可能通过ＣａＮ／ＮＦＡＴ信号通路抑制炎症
介导的ＰＡＳＭＣ增殖。
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　　肺动脉高压（ｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ＰＨ）是
一类严重危害人类健康和生命的疾病，其主要的特

征表现为肺动脉压力的持续性增高及由此导致的

右心室负荷的增加和心力衰竭的发生。炎症及钙

调神经磷酸酶（ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ，ＣａＮ）依赖的活化 Ｔ细
胞核因子（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄＴｃｅｌｌｓ，ＮＦＡＴ）
信号途径在肺动脉血管平滑肌细胞（ｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒ
ｔｅｒｙｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＰＡＳＭＣ）过度增殖中发挥
了重要的作用，并有可能成为治疗 ＰＨ的一个靶
点［１－４］。课题组前期研究证实，间充质干细胞条件

培养基（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉａ，
ＭＳＣＣＭ）对ＰＨ模型大鼠具有良好的疗效［５］，为进

一步探讨其作用机制，本研究通过建立大鼠

ＰＡＳＭＣ和Ｔ淋巴细胞的体外共培养体系，观察培
养上清液中肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）α含量、ＰＡＳＭＣ
的增殖情况及钙调神经磷酸酶（ＣａＮ）活性和
ＮＦＡＴｃ２，评估ＭＳＣＣＭ对炎症介导的ＰＡＳＭＣ过度
增殖的调控作用。

１　材料与方法

１．１　主要试剂及仪器
人脐带间充质干细胞（ｈＵＣＭＳＣ）为本室保

存，ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、胎牛血清（美国 ＧＩＢＩＣＯ公
司）、肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）α
ＥＬＩＳＡ试剂盒（美国ｅＢｉｓｃｉｅｎｃｅ公司）、小鼠抗大鼠
ＮＦＡＴｃ２单克隆抗体（美国 ＮｏｖｕｓＢｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ公
司）、ＦＩＴＣ标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ（美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
公司）、超净工作台（苏州净化）、恒温培养箱（美国

ＴｈｅｒｅｔｏＦｏｒｍａ公司）倒置光学显微镜（日本尼康公
司）、多功能酶标仪（香港基因公司）。

１．２　方法
１．２．１　人脐带 ＭＳＣＣＭ的制备　取４～６代处于
对数生长期达８０％左右融合的人脐带 ＭＳＣ，将培
养上清液吸弃后加入新鲜的ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全培养
基，置于３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度的细胞培养箱中

培养２４ｈ。收集培养上清液，经３０００ｒ／ｍ室温条
件下离心２０ｍｉｎ，收集上清液，于－８０℃保存备用。
１．２．２　大鼠 ＰＡＳＭＣ的体外培养　取 Ｓｐｒａｇｕｅ
Ｄａｗｌａｙ大鼠（雌性，体质量 ２００ｇ），麻醉状态下给
予脱颈椎处死，并置于 ７５％酒精中浸泡消毒
１０ｍｉｎ；于超净工作台内分离主肺动脉，将外膜剥
除、内皮细胞刮除后，用眼科剪尽可能的将其剪成

细小的组织块，移至 Ｔ７５细胞培养瓶中贴壁 ２ｈ
后，加入 ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全培养基，于 ３７℃、５％
ＣＯ２、饱和湿度的细胞培养箱内培养；每隔４～５ｄ
常规换液，当细胞生长达７０％～８０％融合时传代培
养，采用小鼠抗大鼠 αａｃｔｉｎ单克隆抗体免疫荧光
染色对ＰＡＭＣ进行鉴定。
１．２．３　大鼠脾脏 Ｔ淋巴细胞分离　取 Ｓｐｒａｇｕｅ
Ｄａｗｌａｙ大鼠（雌性，体质量１００ｇ），麻醉状态下给
予脱颈椎处死，并置于 ７５％酒精中浸泡消毒
１０ｍｉｎ，移至超净工作台内，分离脾脏，用１ｍＬ注
射器反复点刺脾脏，并吸取 Ｈａｎｋｓ液对其进行冲
洗。将冲出的细胞收集至离心管中；经红细胞裂解

后，ＰＢＳ反复洗涤离心２次，以 ＰＢＳ重悬细胞并调
整密度为５．０×１０１１个／Ｌ；将细胞悬液过２遍尼龙
毛柱，收集滤出的细胞悬液，予２０００ｒ／ｍ室温条
件下离心１０ｍｉｎ，弃上清液，以ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全培
养基（含１０％胎牛血清、１００Ｕ青霉素／链霉素）重
悬细胞并调整密度为１．０×１０９个／Ｌ。
１．２．４　体外共培养体系构建　共培养体系共分为
对照组（ＰＡＳＭＣ）、Ｔ淋巴细胞刺激组（ＰＡＳＭＣ＋Ｔ
淋巴细胞）、ＭＳＣＣＭ干预组（ＰＡＳＭＣ＋Ｔ淋巴细胞
＋ＭＳＣＣＭ），每组设３个复孔；取处于对数生长期
的ＰＡＳＭＣ制备单细胞悬液，并调整密度为１．０×
１０７个／Ｌ，加入 ２４孔板中（１．０ｍＬ／孔），置于
３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度的细胞培养箱内培养
２４ｈ；将上清液吸弃，对照组加入 １ｍＬ新鲜的
ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全培养基。Ｔ淋巴细胞刺激组加入
细胞密度为１０８个／Ｌ总体积为９００μＬ的Ｔ淋巴细
胞悬液，同时加入终浓度为 １０ｍｇ／Ｌ刀豆蛋白 Ａ
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（ＣｏｎＡ），补齐培养基至１ｍＬ。ＭＳＣＣＭ干预组加
入同Ｔ淋巴细胞刺激组相同的 Ｔ淋巴细胞悬液和
ＣｏｎＡ，同时以 ＭＳＣＣＭ补齐至 １ｍＬ；置于 ３７℃、
５％ＣＯ２、饱和湿度的细胞培养箱内培养。
１．３观测指标
１．３．１　肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）
α检测　细胞培养第３天时，收集上清液至 ＥＰ管
中，１００００ｒ／ｍ离心５ｍｉｎ，收集上清液，采用酶联
免疫吸附法（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，
ＥＬＩＳＡ），应用美国Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司的 ＴＮＦα检测试
剂盒检测ＴＮＦα水平。
１．３．２　ＰＡＳＭＣ的增殖情况　细胞培养第３天时，
将上清液移除后，用 ＰＢＳ对贴壁生长的 ＰＡＳＭＣ反
复冲洗３遍。每孔中加入新鲜的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全
培养基３００μＬ及ＭＴＳ１５μＬ，置于３７℃、５％ＣＯ２、
饱和湿度的细胞培养箱内培养４ｈ。培养结束后收
集上清至ＥＰ管中，１００００ｒ／ｍ离心５ｍｉｎ，收集上
清液至９６孔板中，孵育２ｈ，应用 ＭＴＳ（Ｐｒｏｍｅｇａ公
司）法，酶标仪在 ４９０ｎｍ时，检测收集上清液的
ＯＤ值。
１．３．３　ＣａＮ活性检测　细胞培养第３天时，将上
清液移除，ＰＢＳ冲洗 ２遍，每孔加入细胞裂解液
３００μＬ反复吹打细胞使其完全裂解。应用南京建
成生物工程研究所的 ＣａＮ测试盒对 ＰＡＳＭＣ的
ＣａＮ活性进行检测。
１．３．４　ＮＦＡＴｃ２免疫荧光检测　细胞培养第３天
时，将上清液移除，ＰＢＳ冲洗２遍，经４％多聚甲醛
于固定、ＰＢＳ浸洗 ３遍后，以 ５％ ＢＳＡ室温封闭
１０ｍｉｎ。将ＢＡＳ弃去后，滴加小鼠抗大鼠 ＮＦＡＴｃ２
单克隆抗体（１∶Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ公司）２００μＬ，于４℃条
件下孵育过夜。ＰＢＳ浸洗３遍，滴加 ＦＩＴＣ标记的
兔抗小鼠ＩｇＧ２００μＬ，于４℃条件下避光孵育２ｈ。
ＰＢＳ浸洗３遍后，加入１ｍｇ／ＬＤＡＰＩ５０μＬ瞬染１０ｓ，
经ＰＢＳ反复浸洗３遍后于荧光显微镜下进行观察。
１．４　统计学处理

正态分布计量数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表
示，应用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件包进行统计学处理。
２组样本之间的比较采用 ｔ检验，多组样本之间的
比较采用单因素方差分析，组间比较采用 ＬＳＤ法，
Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结果
２．１　ＰＡＳＭＣ的形态学观察

采用组织块贴壁法对 ＰＡＳＭＣ进行体外培养，

培养至第５天时，在组织块周围可以见到零星的细
胞爬出，细胞呈多角形，且伸出细长的丝状伪足，约

３周达到７０％～８０％融合。连续传代后，ＰＡＳＭＣ呈
典型的集落样生长（图１）。通过αａｃｔｉｎ的免疫荧
光染色对其鉴定显示，ＰＡＳＭＣ内荧光分布均匀，细
胞内呈绿色荧光的肌丝清晰可见（图１）。
２．２　ＭＳＣＣＭ对Ｔ淋巴细胞ＴＮＦα生成的影响

共培养第３天时，与对照组比较，Ｔ淋巴细胞
刺激组培养上清液中 ＴＮＦα浓度升高，差异有统
计学意义（Ｐ ＜０．０１）。与 Ｔ淋巴细胞刺激组比
较，ＭＳＣＣＭ干预组 ＴＮＦα浓度明显降低，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０１）。见表１。
２．３　ＭＳＣＣＭ对ＰＡＳＭＣ增殖的影响

共培养第３天时，与对照组比较，Ｔ淋巴细胞
刺激组ＰＡＳＭＣ细胞的增殖能力显著地提高，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。与 Ｔ淋巴细胞刺激组
比较，ＭＳＣＣＭ干预组 ＰＡＳＭＣ细胞的增殖能力降
低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１））。见表１。
２．４　ＭＳＣ对ＰＡＳＭＣ细胞内ＣａＮ活性的影响

共培养第３天时，与对照组比较，Ｔ淋巴细胞
刺激组ＣａＮ磷酸酶活性显著增强，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０１）；与Ｔ淋巴细胞刺激组比较，ＭＳＣ
ＣＭ干预组ＣａＮ磷酸酶活性显著降低，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０１）。见表１。

表１　共培养第３天时３组培养上清中ＴＮＦα浓度、
ＰＡＳＭＣ细胞ＣａＮ活性及增殖能力的变化（ｎ＝３）
Ｔａｂ．１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＴＮＦαｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｓｗｅｌｌａｓ
ＣａＮａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅａｂｉｌｉｔｙｏｆＰＡＳＭＣ

ｉｎｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓｏｎ
ｔｈｅ３ｒｄｄａｙｏｆｃｏｃｕｌｔｕｒｅ

指标 对照组
Ｔ淋巴细胞
刺激组

ＭＳＣＣＭ
干预组

ＴＮＦα（ｎｇ／Ｌ） ３８．５±１５．５７５８．６±４６．３ ２３７．２±３１．５　
ＰＡＳＭＣ增殖能力（ＯＤ）０．７３±０．０６ ０．９４±０．０５ ０．７８±０．０７
ＣａＮ活性（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ） ０．３２±０．０４ ０．５９±０．０６ ０．３７±０．０６

２．５　ＭＳＣＣＭ对 ＰＡＳＭＣ细胞内 ＮＦＡＴｃ２活化的
影响

如图２，ＮＦＡＴ的活化主要表现为 ＮＦＡＴ在各
种因素的刺激作用下发生去磷酸化并转位进入细

胞核内，结果显示，对照组中 ＰＡＳＭＣ单独培养时，
ＦＩＴＣ荧光标记的 ＮＦＡＴｃ２主要分布于细胞浆内；
而在活化Ｔ淋巴细胞的刺激作用下，ＦＩＴＣ标记的
ＮＦＡＴｃ２则在细胞核的分布明显增强，经荧光显微
镜检测显示在与ＤＡＰＩ荧光重叠后显示为青色。
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图１　大鼠肺动脉血管平滑肌细胞的体外培养及鉴定
Ｆｉｇ．１　ＩｎｖｉｔｒｏＣｕｌｔｕｒｅａｎｄＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＰＡＳＭＣ

图２　共培养体系中肺动脉血管平滑肌细胞内ＮＦＡＴｃ２的活化（４００×）
Ｆｉｇ．２　ＡｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＮＦＡＴｃ２ｉｎＰＡＳＭＣｓｉｎｃｏｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍ

ＭＳＣＣＭ干预组，ＰＡＳＭＣ细胞核内ＮＦＡＴｃ２的分布
则明显减少，提示在 ＭＳＣＣＭ的作用下，ＮＦＡＴｃ２
的活化可以得到有效地抑制。

３　讨论

广泛的肺小动脉持续性收缩和肥厚是 ＰＨ的
主要病理特征，在ＰＨ的疾病进程中多能观察到免
疫炎症反应及ＰＡＳＭＣ的过度增殖的存在，并且有
可能作为ＰＨ的治疗靶点［６］。ＭＳＣ作为一类具有
自我更新和多系分化潜能的成体干细胞，由于其所

具有强大的免疫调节、抗炎、抗纤维化能力而备受

研究人员关注，并有望成为ＰＨ及其它肺部疾病的
有效治疗工具［７－９］。有学者研究发现，当与活化的

Ｔ淋巴细胞共同培养时 ＭＳＣ可以通过其分泌的多
种免疫调节因子及前列腺素Ｅ２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ２，
ＰＧＥ２）有效地抑制 Ｔ淋巴细胞炎症性细胞因子的
生成［１０－１１］。由于免疫炎症反应在 ＰＨ的发病机制
中起到了至关重要的作用，这一观点已经广泛的被

人们所认识和接受，因此 ＭＳＣ所特有的强大的免
疫调节作用或许极有利于 ＰＨ的治疗。在低氧和

高氧诱导的肺损伤实验动物模型中应用 ＭＳＣＣＭ
同样可以起到与ＭＳＣ移植类似的保护作用［１２］，因

此ＭＳＣ的治疗机制更多的被归结于旁分泌途径。
由于不存在伦理学等障碍的限制，具有与 ＭＳＣ同
样作用效果的ＭＳＣＣＭ在临床中便显得具有更为
广阔的应用前景和空间。ＮＦＡＴ家族包括一系列
免疫反应调控因子，广泛的分布于包括平滑肌在内

的组织中。正常情况下 ＮＦＡＴ以非活化状态存在
于细胞浆中，而当 ＮＦＡＴ在钙离子依赖的磷酸化
ＣａＮ的作用下发生去磷酸化激活后则转位进入细
胞核中，进而发挥其相应的调控作用。目前已经证

实ＣａＮ／ＮＦＡＴ参与了 ＰＨ的病理进程。ＰＡＳＭＣ细
胞内ＮＦＡＴ的活化不仅出现在 ＰＨ患者［６］，同时也

可见于包括 ＭＣＴ诱导的 ＰＨ［６］和低氧诱导的 ＰＨ
等诸多的实验动物模型中［１３］。此外，通过抑制

ＣａＮ／ＮＦＡＴ可以有效地抑制 ＰＡＳＭＣ的过度增殖
并促进其发生凋亡［６］，进而阻止低氧诱导的ＰＨ及
右心室的肥厚［１４－１５］。因此，为了进一步阐释ＭＳＣ
ＣＭ治疗 ＰＨ 的机制，本研究建立了一个由
ＰＡＳＭＣ、Ｔ淋巴细胞组成的体外共培养体系，并应
用ＭＳＣＣＭ对其进行干预；通过分析加入 Ｔ淋巴
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细胞培养后上清中 ＴＮＦα浓度，ＰＡＳＭＣ内 ＣａＮ的
磷酸酶活性以及ＮＦＡＴｃ２的活化情况，进一步解释
ＭＳＣＣＭ对炎症相关的ＰＡＳＭＣ过度增殖的调控机
制。研究结果显示，在ＣｏｎＡ的刺激作用下，Ｔ淋巴
细胞可以分泌高水平的 ＴＮＦα，进而增强 ＰＡＳＭＣ
内 ＣａＮ的磷酸酶活性，促进 ＮＦＡＴｃ２的活化，对
ＰＡＳＭＣ的增殖起到显著的促进作用；但在 ＭＳＣ
ＣＭ的免疫调节作用下，Ｔ淋巴细胞所生成的 ＴＮＦ
α显著减少，从而使得与之处于共培养状态下的
ＰＡＳＭＣ内 ＣａＮ的磷酸酶活性降低，ＮＦＡＴｃ２的活
化受到明显的抑制，最终导致 ＰＡＳＭＣ的过度增殖
得到了有效地控制。

综上所述，本研究初步证实，利用来源于ＭＳＣ
ＣＭ对ＰＨ进行治疗的过程中，有效地抑制 ＰＡＳＭＣ
的过度增殖，从而达到对 ＰＨ的治疗作用，可能是
其主要作用机制之一。其治疗作用主要是通过抑

制炎症性 ＴＮＦα的生成，进而抑制 ＰＡＳＭＣ内 ＣａＮ
的磷酸酶活性以及 ＮＦＡＴｃ２的活化而实现的。然
而，ＰＨ的发生是一个极其复杂的病理过程，ＴＮＦ
α／ＣａＮ／ＮＦＡＴ信号途径也仅仅是 ＰＨ疾病进程中
ＰＡＳＭＣ发生过度增殖的信号途径之一，因此对于
ＭＳＣＣＭ在ＰＨ治疗过程中的远期疗效及潜在的
风险还有待于进一步的研究。尽管如此，本研究成

果还是能够为ＰＨ的治疗提供一个新的思路，并对
相关的研究起到一定的借鉴作用。
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