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摘 要：【目的】探讨人脐带间充质干细胞（hUCMSC）对感染铜绿假单胞菌（PA）状态下人肺泡Ⅱ型上皮细胞（A549）的

影响。【方法】人肺泡Ⅱ型上皮细胞A549（1×105/mL）2 mL与 PA（3×104 CFU/mL）2 mL共培育 6 h后，加入 hUCMSC（1×106/
mL）2 mL为实验组，加入等量磷酸缓冲液（PBS）为感染组，A549与PBS及培养基共培育为对照组。比较组间A549细胞形态

学改变（透射电镜），A549细胞存活率（CCK-8新型细胞增殖检测试剂盒），A549细胞凋亡率（Annexin V-FITC/PI双染色流式

细胞仪）以及A549肺表面活性物质A（SP-A）表达量（Western Blot）。【结果】电镜细胞形态学观察显示，感染组A549细胞受

损明显，胞质出现空泡变性，染色质高度凝集，可见凋亡小体；实验组细胞包膜结构完整，核膜完整，核仁明显，核染色质电

子密度低，染色质均一，未见凋亡小体；对照组A549 细胞结构完整，细胞膜表面微绒毛丰富，核膜完整，核周间隙结构正常，

染色质均一；感染组与对照组相比，感染组A549细胞细胞存活率显著降低［（70.35±2.89）%与（97.37±2.07）%，n=3，P<0.01］，

凋亡率显著增加［（8.63%±0.16）%与（2.55±0.11）%，n=3，P<0.01］，SP-A表达显著降低［（0.105±0.01）与（0.232± 0.015），n=3，
P<0.01］；实验组与感染组相比，实验组细胞存活率显著增加［（85.69±3.07）%与（70.35±2.89）%，n=3，P<0.01］，凋亡率显著下

降［（6.34±0.12）%与（8.63±0.16）%，n=3，P<0.01］，感染组中，PA 可能损伤 A549 细胞，使其 SP-A 表达量著减少（n=5，P<
0.05），实验组中，hUCMSC可能对感染后A549细胞的保护作用，其 SP-A表达量增加（n=5，P<0.05）。【结论】hUCMSC能抑制

感染状态下的A549细胞凋亡，保护A549细胞分泌 SP-A。
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Abstract：【Objective】To investigate the effect of human umbilical cord mesenchymal stem cells on infected state of human alve⁃
olar type II epithelial cells.【Methods】Human alveolar type II epithelial cells A549（1×105/mL）2 mL and PA（3×104 CFU/mL）2
mL has grown after 6 hours，add hUCMSC（1×106/mL）2 mL as the experimental group，add equal amounts of phosphate buffer
（PBS）for infection，A549 and PBS and the medium has grown as the control group. A549 cells morphological changes between the
compared groups（Transmission electron microscope，TEM），A549 cell viability（new CCK-8 cell proliferation assay Kit），A549
cells apoptosis（Annexin V-FITC/PI double staining flow cytometry）and the expression of A549 pulmonary surfactant A（SP-A）
（Western blot）. 【Results】Transmission electron microscope cell morphology observation displayed，infection group A549 cell dam⁃
aged obviously，cell quality appeared empty bubble degeneration，chromatin height agglutination，visible apoptosis bodies；experi⁃
ment group cell package film structure full，nuclear film full，nucleolus obviously，nuclear chromatin electronic density low，chroma⁃
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人肺泡Ⅱ型上皮细胞（alveolar type II epitheli⁃
al cell，AT-Ⅱ）具有合成和分泌肺泡表面活性物

质（pulmonary surfactant，PS）的功能，在维护新生

儿气道稳定性方面起着重要的作用。人脐带间充

质干细胞（human umbilical cord mesenchymal stem
cells，hUCMSC）具有降低其全身及肺部炎症，提高

存活率的作用，也通过分泌抗菌肽具有广谱的抗

菌作用。医院感染是新生儿重症监护病房（neo⁃
natal intensive care unit，NICU）住院新生儿的严重

并发症，治疗困难，是新生儿死亡的主要原因之

一。其中医院感染以呼吸道感染为主，约占

23.3%~53.74%［1］，铜绿假单胞菌（pseudomonas ae⁃
ruginosa，PA）是医院感染的最常见条件致病菌之

一，由其引起的急性或慢性感染往往治疗难度大，

具有多种耐药机制，是引起院内获得性肺炎多重

耐药革兰阴性菌的代表。铜绿假单胞菌近年来在

新生儿呼吸道标本的分离率高达 86.3%，新生儿，

尤其是早产儿，机械辅助通气及住院时间长、免疫

力低下，是铜绿假单胞菌感染的高危人群。本研

究的目的是研究感染对 AT-Ⅱ凋亡的影响，以及

hUCMSC对此感染状态下AT-Ⅱ的保护作用。希

望为新生儿医院感染，找到新的治疗方法，提供理

论基础。

1 材料与方法

1.1 A549细胞、hUCMSC的培养

将A549细胞（广州莱德联康生物有限公司）

及 hUCMSC（天津卫凯生物有限公司）分别培养于

含 10% FBS的培养基，置 37 ℃、体积分数 5% CO2

饱和湿度的培养箱中生长，细胞生长至 70%~80%
时，以 1×105个细胞/孔传代至 6 孔板中，24 h 后换

新鲜培养基，每次实验均采用同一代细胞，并用不

同批次的细胞重复实验。A549细胞株传代至 10-
20代用于实验，hUCMSC传代至 5-10代。

1.2 铜绿假单胞菌菌悬液的制备

将培养 24 h 的 PA ATCC27853（卫生部临床

检验中心）从培养箱中取出，用无菌棉签挑取生长

良好的菌落，用 PBS配成 0.5麦氏浓度的菌悬液。

再用PBS将上述菌悬液进行 1：5 000稀释后备用，

稀释后菌悬液浓度约为 3×104 CFU/mL。
1.3 细胞形态的观察

采用 H-600 型透射电镜（日本日立公司，×
8000倍）观察、照相。其步骤为①取材：三组细胞

分别共培养6 h后，2 000 r/min（r=10 cm）离心5 min，
弃去上清液，加入1 mL PBS 2000 r/min离心5 min，
弃去上清液，加入 1 mL 2.5%戊二醛固定液，4 ℃
保存；②固定：4 ℃，2.5%戊二醛固定液，固定 2 h
或以上。再经过脱水、包埋、固化、超薄切片机切

片 50~60 nm、3%醋酸铀~枸橼酸铅双染色，透射

电镜观察，拍片。

1.4 A549细胞存活率测定

CCK-8新型细胞增殖检测采用比色法进行检

测，试剂盒购自南京凯基生物工程有限公司，操作

方法见参考文献［2］。

1.5 A549细胞凋亡率测定

应用Annexin V-PI双染法检测细胞凋亡。将

A549细胞以 1×105个/mL接种于 6孔板，37 ℃、体

积分数 5% CO2条件下培养；按照上述分组处理相

应时间后，操作方法见参考文献［3］。

1.6 SP-A 的水平检测

采用Western blot 方法检测。用 12% SDS －

PAGE 进行凝胶电泳，然后在 300 mA 恒流的条件

下将其转移到硝酸纤维素膜上，用 8%的牛奶封

闭 2 h，过 夜 孵 一 抗（SP- A），用 抗 体 洗 涤 液

（PBST）充分洗膜后，加入相应的二抗（兔抗鼠

tin uniform，no apoptotic bodies；control group A549 cell structure full，membrane surface micro-fluff rich，nuclear film full，nucle⁃
ar week clearance structure normal，chromatin uniform；infection group and control group compared，Infection group A549 cell sur⁃
vival significantly reduced［（70.35±2.89）% and（97.37±2.07）%，n=3，P<0.01］，apoptosis rate significantly increased［（8.63%±
0.16）% and（2.55±0.11）%，n=3，P<0.01］，In the infected group，PA could damage A549 cells and decrease the amount of SP-A ex⁃
pression（n=5，P<0.05）. In the experiment group，the protective effect of hUCMSC on the A549 cells after infection may increase the
expression of SP-A（n=5，P<0.05）；【Conclusions】HUCMSC inhibits the infection of A549 cells apoptosis and protection of A549
cells secrete SP-A.

Key words：human umbilical cord mesenchymal stem cells；human alveolar type II epithelial cells（A549）；apoptosis；SP-A
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2017，38（6）：842-847］
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IgG-HRP）孵育 2 h。然后使用发光液，按照试剂

说明，进行化学发光显影。

1.7 统计学分析

使用 SPSS19.0 软件进行统计数据计算，计量

资料采用 x ± s,表示，对计量资料进行正态性检

验，若符合正态分布，采用单因素方差分析；如不

符合正态分布，则采用两独立样本的秩和检验进

行两两比较（Wilcoxon法），当P＜0.01 为差异有统

计学意义。

2 结 果

2.1 组间A549 细胞形态的比较

电镜观察所见：对照组A549 细胞结构完整，

细胞膜表面微绒毛丰富，核膜完整，核周间隙结构

正常，染色质均一；感染组细胞受损明显，胞质出

现空泡变性，染色质高度凝集，可见凋亡小体（图

1，箭头所示为凋亡小体）；实验组细胞包膜结构完

整，核膜完整，核仁明显，核染色质电子密度低，染

色质均一，未见凋亡小体。

2.2 组间A549 细胞存活率的比较

通过比色法测定 A549 细胞存活率，CCK-8
细胞增殖法检测结果提示感染组细胞存活率明显

降低［（70.35 ± 2.89）%与（97.37 ± 2.07）%，n=3，
P＜0.01］；实验组细胞存活率明显增加［（85.69±
3.07）%与（70.35 ± 2.89）%，n=3，P<0.01；图 2］。

2.3 组间A549 细胞凋亡率的比较

通过流式细胞仪测定A549细胞凋亡率，感染

组 A549细胞凋亡率明显增加［（8.63 ± 0.16）%与

（2.55 ± 0.11）%，n=3，P＜0.01］；实验组细胞凋亡

率明显降低［（6.34 ± 0.12）%与（8.63 ± 0.16）%，n=

3，P＜0.01；图 3］。

2.4 组间SP-A表达量的比较

Western blot 对 SP-A表达的检测，感染组中，

PA可能损伤A549细胞，使其 SP-A表达量著减少

（n=5，P＜0.05，图 4），实验组中，hUCMSC可能对

感染后A549细胞的保护作用，其 SP-A表达量增

加（n=5，P＜0.05，图 4）。

3 讨 论

本研究结果发现，感染组 A549 细胞体积变

小，细胞质浓缩，凋亡小体形成；与对照组相比，感

染组A549细胞细胞存活率显著降低，凋亡率显著

增加，SP-A分泌降低。显示细菌感染导致肺泡 II
型上皮细胞凋亡，分泌 SP-A减少。本研究结果与

之前研究结果一致［3］。本研究的这一结果，与临

床医院感染肺炎（如呼吸机相关肺炎等）肺泡萎

陷，通气功能降低，发生低氧血症等症状，并需要

肺表面活性物质治疗这些临床表现相一致［4］。

此外，本研究还发现实验组（hUCMSC组）细

胞包膜结构完整，核膜完整，核仁明显，核染色质

电子密度低，染色质均一，未见凋亡小体。从形态

学证实了 hUCMSC可保护AT-II免受凋亡。同时，

A：Control group, B：Infection group, C：Experiment group.
图 1 组间A549 细胞形态的比较

Fig.1 Comparison of A549 cell morphology between the groups

AA BB CC
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实验组与感染组比较，细胞凋亡率有所下降，细胞

存活率升高，说明人肺泡Ⅱ型上皮细胞在 hUC⁃
MSC作用下存活时间延长。其可能增强人肺泡Ⅱ
型上皮细胞的功能，促进PS的合成及分泌。关于

间充质干细胞（mesenchymal stem cell，MSC）对炎

性状态下肺损伤的保护作用相关研究显示：Gupta
等［5］使用MSC治疗大肠埃希菌内毒素引起的急性

肺损伤小鼠，其生存率得到显著提高。Mei等［6］发

现小鼠 MSC 能减轻脂多糖（lipopolysaccharide，
LPS）致急性肺损伤小鼠的肺水肿程度，其作用机

制是MSC具有调节炎症介质的能力，能旁分泌促

血管生成素 1（angiopoietin 1）促进肺泡上皮细胞、

血管内皮细胞的修复，恢复肺泡上皮细胞-血管

内皮细胞膜的通透性，增强了肺泡液体清除能

力。相关研究发现人MSC能减轻内毒素致离体

人肺的炎症损伤［7-10］。

骨髓间充质干细胞（bone marrow mesenchy⁃
mal stem cells，BMMSC）早期减轻急性肺损伤作用

可能存在着多种机制，BMMSC通过旁分泌机制调

控肺泡上皮细胞凋亡是其中重要的机制之一。

BMMSC通过抑制肺泡上皮细胞凋亡，促进肺泡上

皮细胞增生，减少肺泡上皮细胞的损伤，恢复上皮

细胞功能，修复肺泡上皮细胞屏障，改善肺水肿，

减轻肺损伤。BMMSC可通过肺循环定植于肺受

损部位，能不同程度地减轻肺部炎性反应，提高生

存率［11-12］。骨髓MSC在损伤的肺组织中可以分化

为AT-Ⅰ、AT-Ⅱ，内皮细胞和成纤维细胞，补充替

代受损的上皮细胞，促进肺上皮屏障的恢复［13-14］。

这些研究均证实了MSC对于促进肺泡上皮细胞

的分化与炎性损伤保护作用，但之前研究均为骨

髓间充质干细胞的研究，对于脐带间充质干细胞

对于肺泡 II型上皮细胞保护作用的研究，仍未见

报道。

SP-A是最早被发现且在 AT-Ⅱ中表达最强

烈，信号最丰富的蛋白，是 PS中最重要的蛋白成

分。本研究中感染组 SP-A的表达量减少，提示感

染对 SP-A的分泌有抑制作用；实验组 SP-A的表

达量明显增加，提示 hUCMSC对感染状态下 SP-A
的分泌有一定的促进作用。相关研究证实，严重

肺部感染、全身性炎症反应引起肺内炎症细胞聚

集等，可直接或间接损伤AT-Ⅱ，干扰 PS 的合成

和代谢，导致肺内PS含量、组分和功能的改变，包

括 PS总量的减少，SP 的减少或缺失，体外活性明

显降低［15-17］。本研究结果感染组 SP-A的表达量

减少，其可能的原因为感染对A549细胞的损伤，

A：Control group, B：Infection group, C：Experiment group.
Error bar: +SD

图 2 组间A549 细胞存活率的比较

Fig.2 Comparison of A549 cell viability between the
groups
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图 3 组间A549 细胞凋亡率的比较

Fig.3 Comparison of A549 cell apoptosis between the groups
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干扰 PS的合成，从而导致 SP-A的表达减少。研

究发现对于 LPS造成的肺损伤，hUCMSC具有降

低肺部炎症，提高存活率，本研究实验组 SP-A的

表达量增加，可能的原因为 hUCMSC对感染的抑

制作用，对A549细胞的保护作用，从而促进 SP-A
的分泌，SP-A的表达量增加。

呼吸道感染性疾病是导致新生儿死亡的重要

疾病之一，据国内学者报道早产儿的死亡率高达

12.7%~20.8%，其中细菌性感染是造成其死亡的

重要原因［18］。目前关于 hUCMSC对感染状态下人

肺泡Ⅱ型上皮细胞（A549）保护作用的研究尚未

见报道，本文通过分析 hUCMSC对感染状态下人

肺泡Ⅱ型上皮细胞（A549）凋亡的作用研究，具有

一定的创新性，为新生儿呼吸道感染的防治提供

新的思路和方法。本研究结果提示 hUCMSC对感

染状态下人肺泡Ⅱ型上皮细胞（A549）的有保护

作用，由此可推断 hUCMSC可能对新生儿呼吸道

感染性疾病具有保护作用，从而为减少抗生素的

滥用，为新生儿呼吸道感染性疾病提供新的方法，

有望应用于临床。hUCMSC来源广泛，易于获得，

方便取材，对母体和婴儿均无痛苦而且可以长期

储存，不受伦理道德方面的争议，为其最终应用于

临床治疗感染疾病奠定基础，有望作为临床抗生

素的替代治疗。
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