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 人脐带间充质干细胞移植对脓毒症小鼠的

保护作用研究
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2第三军医大学第三附属医院野战外科研究所重症监护室, 重庆 400042)

摘要      为了评价人脐带间充质干细胞(human umbilical cord mesenchymal stem cells, hUC-
MSCs)移植对脓毒症小鼠的疗效, 作者将90只小鼠随机均分为3组: 假手术(Sham)组、PBS治疗组和

hUC-MSCs治疗组。治疗组小鼠采用盲肠结扎穿孔(cecal ligation and puncture, CLP)方式建立脓毒症

模型; 假手术组小鼠仅开腹探查盲肠, 不行CLP。Sham组和PBS治疗组术后3 h经尾静脉注射0.2 mL 
PBS, hUC-MSCs治疗组注射等体积的hUC-MSCs悬液(含细胞7.5×105/mL)。术后24 h, 流式细胞术

检测各组小鼠外周血及腹腔灌洗液(peritoneal lavage fluid, PLF)中的中性粒细胞数量, ELISA检测

血清炎症因子水平, 生化检验评价肝肾功, HE(hematoxylin and eosin)染色评估肝、肾、肺组织病理

变化。观察术后小鼠一般情况, 绘制120 h生存曲线。结果显示, hUC-MSCs可以显著改善脓毒症小

鼠一般状况, 减少中性粒细胞浸润, 降低小鼠体内炎症水平, 改善器官功能, 减轻组织器官损伤, 显
著提高小鼠存活率。该研究显示了人脐带间充质干细胞移植对脓毒症小鼠的良好保护作用。
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Abstract       The aim of this study was to evaluate the therapeutic efficacy of human umbilical cord-derived 
mesenchymal stem cells (hUC-MSCs) in septic mice. A total of 90 C57BL/6 mice with cecal ligation and puncture 
(CLP)-induced sepsis were randomly divided into 3 groups, i.e. PBS treating group (CLP+PBS), hUC-MSCs 
treating group (CLP+hUC-MSCs), and Sham group treated with sham surgery, then PBS (Sham+PBS). PBS and 
hUC-MSCs suspension (7.5×105 cells/mL) were administered via tail vein injection in a volume of 0.2 mL per 
mouse at 3 h after CLP or sham surgery. All mice received subcutaneous injection of antibiotics at 6 h and 18 h 
after surgery. At 24 h after surgery, the abundance of neutrophils in peripheral blood and in peritoneal lavage fluid, 
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serum inflammatory cytokines, and serum markers of liver and kidney function were analyzed by flow cytometry, 
ELISA, and biochemical tests, respectively. Meanwhile, the pathological changes in liver, kidney and lung were 
assessed by the HE (hematoxylin and eosin) staining. The survival rates of mice in each group were evaluated every 
12 h till 120 h, and then the survival curves were plotted. The mouse model of sepsis in this study was reproducible. 
When compared to PBS-treated mice, hUC-MSCs-treated mice showed a significant decrease in the ratios of serum 
pro-inflammatory cytokines (TNF-α, IL-1β and IL-6) to an anti-inflammatory cytokine (IL-10) and an obvious 
improvement in survival and general status. And, it could reduce polymorphonuclear neutrophils infiltration. The 
levels of serum markers of liver and kidney function (ALT, AST, Crea and Urea) and the pathologic lesion of 
organs (liver, kidney and lung) were significantly lower in hUC-MSC-treated mice than that in PBS-treated mice. 
Xenotransplantation of hUC-MSCs into CLP-induced septic mice showed an obvious protective effect.  

Keywords       human umbilical cord mesenchymal stem cells; sepsis; inflammation; protective effect

脓毒症(sepsis)是严重烧伤、创伤及感染的常

见并发症, 也是导致临床危重症患者死亡的最主要

原因[1]。尽管有着众多的治疗手段和强有力的生命

支持系统, 脓毒症的发病率及死亡率仍居高不下。

据统计, 每年全世界约有1 900万新发脓毒症病例, 
并且这一数据还呈逐年递增的趋势, 给各国带来了

沉重的医疗负担[1-3]。脓毒症的病理、生理机制复杂

多样且具有网络效应, 因此, 无论是活化蛋白C、抗

生素、糖皮质激素, 还是其他针对单一炎症因子受

体的单克隆抗体等药物, 均难以奏效[4-5], 目前尚无

针对脓毒症的特效治疗方法。

脓毒症的本质是由于机体对感染反应失调而

导致的严重危及生命的器官功能障碍[6]。随着对脓

毒症研究的深入, 目前普遍认为, 免疫失衡是脓毒症

发展的关键并最终导致多器官功能衰竭。间充质干

细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)是一类来源于中

胚层的具有多向分化潜能的干细胞, 具有较好的免

疫调节功能, 被广泛应用于组织的再生修复和细胞

替代治疗[7]。基于此, 有学者利用骨髓来源的间充质

干细胞治疗脓毒症, 并在动物实验中取得良好的效

果, 显著提高了脓毒症小鼠的生存率[8-9]。但是, 骨髓

采集的有创性及并发症等风险可能会限制其临床应

用。人脐带含有丰富的MSCs, 具有扩增迅速、免疫

原性低等特点, 并且脐带来源广泛、采集方便。然而, 
人脐带间充质干细胞对脓毒症是否具有治疗作用, 
目前国内在此方面研究较少。为此, 本研究利用盲肠

结扎穿孔术建立小鼠脓毒症模型, 经外周静脉输入

人脐带间充质干细胞, 观察脓毒症小鼠一般状况、生

存率、炎症水平、器官功能等, 探讨人脐带间充质干

细胞对脓毒症小鼠的保护作用及可能机制, 为干细

胞治疗脓毒症的应用提供实验基础及理论依据。

1   材料与方法
1.1   主要试剂与仪器 

人脐带间充质干细胞培养基(Ultra CultureTM 
Serum-free Medium)和人脐带间充质干细胞三系诱

导分化试剂盒(成骨诱导: 基础培养基175 mL、专用

血清20 mL、青/链双抗2 mL、谷氨酰胺2 mL、抗坏

血酸400 μL、β-甘油磷酸钠2 mL、地塞米松20 μL; 成
软骨诱导: 基础培养基97 mL、丙酮酸钠100 μL、抗

坏血酸300 μL、ITS1 mL、脯氨酸100 μL、TGF-β3 
1 mL、青/链双抗1 mL; 成脂分化A液: 基础培养基

175 mL、专用血清20 mL、青/链双抗2 mL、谷氨

酰胺2 mL、胰岛素400 μL、IBMX 200 μL、罗格列

酮200 μL、地塞米松200 μL; 成脂分化B液: 基础培

养基175 mL、专用血清20 mL、青/链双抗2 mL、谷

氨酰胺2 mL、胰岛素400 μL)均购自赛业(广州)生物

科技有限公司; 胰蛋白酶购自美国Gibco公司; 红细

胞裂解液购自美国Hyclone公司; 抗人CD29、CD34、
CD45、CD90、CD105、抗小鼠Ly-6G抗体购自美

国BD公司; 注射用亚胺培南/西司他丁钠购自杭州默

沙东制药有限公司; 三气培养箱购自美国Thermo公
司; 小鼠TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-10 ELISA Kit购自

武汉博士德生物工程有限公司; 流式细胞仪购自艾

森生物(杭州)有限公司。其余试剂均为国产分析纯。

1.2   人脐带间充质干细胞的培养与鉴定

1.2.1   人脐带间充质干细胞的分离、培养      采用

植块法提取人脐带间充质干细胞[10]。从新鲜脐带(经
第三军医大学大坪医院伦理委员会批准及产妇家属

知情同意)中分离出华通氏胶(Wharton’s Jelly)。将
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华通氏胶剪至约1~3 mm3大小, 转移至25 cm2培养瓶

中, 加入适量干细胞培养基, 置于三气培养箱中培养

约2周, 细胞迁出长至适量后用0.25%胰蛋白酶/EDTA
消化传代, 为P1代细胞。本实验选择P3~P5代细胞。

1.2.2   人脐带间充质干细胞的表型鉴定      将
1.2×106个第3代MSCs用1.6 mL PBS重悬, 均分到6支
1.5 mL EP管中, 离心去上清, 各加入95 μL PBS以及

5 μL的Isotype Control-PE、CD29-PE、CD34-FITC、
CD45-FITC、CD90-PE、CD105-PE, 混匀后室温避

光反应30 min, 然后离心去上清, 再各加入50 μL PBS
重悬细胞, 流式细胞仪采样分析。

1.2.3   人脐带间充质干细胞的体外诱导分化      (1)
成骨分化: 将第4代MSCs以1×105/孔接种于预先用

0.1%明胶包被的12孔板, 待细胞生长至60%~70%, 将
培养基更换为成骨诱导培养基, 每2~3 d换液1次。诱

导21 d, 4%多聚甲醛固定细胞后用茜素红染色5 min。
(2)成软骨分化: 将第4代MSCs以1.0×105/孔接种至

12孔板, 生长至70%后, 将培养基更换为成软骨诱导

培养基, 每2~3 d换液1次。诱导21 d, 4%多聚甲醛固

定细胞后用阿尔新蓝染色10 min。(3)成脂分化: 将
第4代MSCs以1×105/孔接种至12孔板, 至细胞生长

汇合达100%, 将培养基更换为成脂诱导培养基A液, 
维持3 d后更换为B液, 24 h后再次更换为A液, 共交

替作用5个周期后, 用B液维持培养7 d(每2~3 d换液

1次)。4%多聚甲醛固定细胞后用油红O工作液染色

30 min。染色后, 显微镜下鉴定上述分化效果。  
1.3   动物实验

1.3.1   动物分组及脓毒症模型的建立      SPF级
雄性C57BL/6小鼠, 8~10周龄, 体重23~25 g, 由第三

军医大学大坪医院实验动物中心提供[合格证号: 
SCXK(渝)20131018]。动物实验经第三军医大学大

坪医院伦理委员会批准。将60只小鼠随机分为Sham
组、PBS治疗组和hUC-MSCs治疗组, 每组20只, 采
用盲肠结扎穿孔(cecal ligation and puncture, CLP)方
式建立小鼠脓毒症模型[11]。小鼠用1%戊巴比妥钠腹

腔注射(40 mg/kg)麻醉后, 取腹正中1 cm长切口, 探查

腹腔并取出盲肠, 距盲端1 cm处以3-0丝线结扎, 21号
针头在结扎远段的中间贯穿盲肠, 形成两个穿刺孔, 
轻轻挤压盲肠, 确认穿刺孔畅通, 然后还纳入腹腔原

位置, 逐层缝合关腹。Sham组仅开腹, 并探查盲肠, 即
缝合关腹, 不行CLP。小鼠术后立即皮下注射温生

理盐水(50 mL/kg)复苏, 术后6 h经皮下给予亚胺培

南/西司他丁钠(14 mg/kg), 之后每12 h重复给药1次
(7 mg/kg)。Sham组和PBS治疗组于术后3 h经尾静脉

注射0.2 mL PBS, hUC-MSCs组注射等体积的hUC-
MSCs悬液(7.5×105/mL)。

另取30只小鼠, 随机分为3组, 每组10只, 建模及给

药方式同上, 用于采血、收集腹腔灌洗液和组织器官。

1.3.2   小鼠生存率曲线的绘制      CLP术后连续观

察120 h, 记录小鼠精神状态、饮食等一般生存状况, 
并绘制生存率曲线。

1.3.3   小鼠血清细胞因子及生化指标的检测      CLP
术后24 h, 将各组小鼠摘眼球取血, 每只留取100 μL
用于中性粒细胞计数, 余血分离血清后用ELISA法

检测炎症因子TNF-α(tumor necrosis factor-α)、IL-1β 
(interleukin-1β)、IL-6、IL-10的水平, 具体操作按试剂

盒说明书进行。部分血清送我院检验科检测丙氨酸

氨基转移酶(alanine aminotransferase, ALT)、天门冬氨

酸氨基转移酶(aspartate aminotrans-ferase, AST)、血肌

酐(creatinine, Crea)、血尿素(Urea)的水平。

1.3.4   小鼠外周血及腹腔灌洗液中性粒细胞(poly-
morphonuclear leukocyte, PMN)计数      取100 μL外
周血, 加入1 mL红细胞裂解液裂解3 min, 再加入PBS
终止后, 离心去上清, 加入95 μL PBS和5 μL Ly-6G-
PE, 混匀后避光反应30 min, 离心去上清, 再加入50 μL 
PBS重悬, 流式细胞仪采样分析。取原手术切口开腹, 
以2 mL无菌PBS冲洗腹腔, 尽量回收, 流式细胞术分

析步骤同前。

1.3.5   小鼠主要脏器的病理学检查      各组小鼠取

血及腹腔灌洗后, 颈椎脱臼处死, 迅速摘取肝、肾、

肺组织, 以4%多聚甲醛固定, 常规脱水、石蜡包埋

切片后行HE(hematoxylin and eosin)染色, 观察细胞

及组织形态学变化。

1.4   统计学分析 
数据采用SPSS 19.0统计软件进行分析, 所有数

据以均数±标准差(x
_
±s)表示, 方差齐性比较采用通用

的F检验, 数据均采用单因素方差分析, 以P<0.05为
差异有统计学意义。

2   结果
2.1   hUC-MSCs的培养及鉴定 

hUC-MSCs形态为短梭形, 贴壁生长, 呈极性排

列, 集落表现为典型的漩涡状, 增殖旺盛, 培养2~3 d
汇合度即可达80%以上。经流式细胞术检测细胞表
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面标志物, CD29、CD34、CD45、CD90、CD105的表

达情况符合国际细胞治疗协会(International Society for 
Cellular Therapy, ISCT)2006年推荐的标准[12]。经体外

定向诱导分化培养后, 我们分离得到的hUC-MSCs可
以向成骨细胞、成软骨细胞和成脂肪细胞分化(图1), 
与文献报道一致[10]。

2.2   hUC-MSCs移植对脓毒症小鼠一般状况及生

存率的影响 
盲肠结扎穿孔术后, 小鼠一般情况较差, 出现

精神萎靡、蜷缩、竖毛、饮食减少、眼角分泌物增多、

腹泻等症状。经尾静脉输入hUC-MSCs治疗, 小鼠

上述症状会减轻, 恢复较快, 术后120 h生存率由15%
上升到55%, 差异有统计学意义(P<0.01, 图2)。
2.3   hUC-MSCs移植对脓毒症小鼠血清炎症因子

的影响 
CLP术后24 h, PBS组血清中TNF-α、IL-1β、

IL-6、IL-10的水平均有明显上升(P<0.05、P<0.01)。
而hUC-MSCs组小鼠血清TNF-α、IL-1β、IL-6水平

A: 流式细胞术检测干细胞表面标志物CD29、CD34、CD45、CD90和CD105; B: 正常培养的hUC-MSCs; C~E: hUC-MSCs的成骨、成软骨和成

脂分化(依次为茜素红、阿尔新蓝和油红O染色)。
A: CD29, CD34, CD45, CD90 and CD105 in hUC-MSCs detected by flow cytometry; B: hUC-MSCs in cultures from Wharton’s Jelly; C-E: the 
analysis of the differentiation capacity of the hUC-MSCs (osteogenesis, chondrogenesis, and adipogenesis identified by staining with Alizarin Red, 
Alcian Blue, and Oil Red O, respectively).

图1   人脐带间充质干细胞的培养及鉴定

Fig.1    The culture and identification of hUC-MSCs
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较PBS组有显著下降(P<0.01), IL-10的水平则有明

显上升(P<0.01, 图3)。
2.4   hUC-MSCs移植对脓毒症小鼠血清生化指标

的影响 
肝、肾等器官是脓毒症时受攻击的主要器官, 

尤其是脓毒症后期会发生多器官的功能衰竭。我

们检测到CLP术后24 h, 脓毒症小鼠血液中ALT、

AST、Crea、Urea等生化指标的水平较Sham组有明

显升高(P<0.01), 给予hUC-MSCs治疗后, 则有显著

下降(P<0.05、P<0.01, 图4)。
2.5   hUC-MSCs移植对脓毒症小鼠外周血及PLF
中性粒细胞数量的影响 

中性粒细胞在固有免疫中扮演重要角色, 尤
其是在急性感染期, 发挥吞噬和杀菌功能, 但是其
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Fig.2    The survival curves of mice after CLP    
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图3   各组小鼠术后24 h血清中炎症因子的水平

Fig.3   The serum levels of inflammatory cytokines in mice from different groups at 24 h after CLP
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过度活化及在组织中过多堆积又会加重组织的损

伤。我们观察到, 术后24 h, hUC-MSCs组小鼠外周

血中PMN计数较PBS组增高更明显(P<0.01), 而在

腹腔灌洗液中, 则是PBS组的PMN计数升高更明显

(P<0.01, 图5)。
2.6   hUC-MSCs移植对脓毒症小鼠肝、肾及肺组

织的病理损伤的影响 
术后24 h, Sham组小鼠肝脏未见明显异常, PBS 

组可见大量炎性细胞浸润、肝索紊乱、肝细胞空

泡变性等改变, 经hUC-MSCs治疗, 上述肝组织病理

改变明显减轻。Sham组肾小球、肾小管结构完整, 
PBS组肾小球毛细血管扩张、充血, 有炎性细胞浸润, 
球囊间隙变窄, 肾小管上皮细胞水肿、空泡变性, 近
端肾小管刷状缘脱落, 部分肾小管基底膜裸露, 经移

植hUC-MSCs, 肾组织病理损伤有明显改善。Sham
组小鼠肺组织未见异常, PBS组肺泡结构受破坏, 正
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A: 外周血中的PMN计数; B: 腹腔灌洗液中的PMN计数。##P<0.01, 与Sham组相比较;  **P<0.01, 与PBS组相比; n=7。
A: the counts of PMN in peripheral blood; B: the counts of PMN in PLF. ##P<0.01 compared with the Sham group; **P<0.01 compared with the PBS 
group; n=7.

图5   各组小鼠术后24 h时外周血和PLF中的PMN计数

Fig.5   The counts of PMN in peripheral blood and PLF from different mice at 24 h after CLP
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常肺泡消失或融合, 肺泡壁明显水肿增厚, 间质淤血

并有大量炎性细胞浸润, 肺泡腔内可见透明膜形成, 
而hUC-MSCs组上述肺组织病理改变有明显减轻(图
6)。

3   讨论
脓毒症长期以来都是ICU面临的棘手难题, 是

全球范围内致死、致残的主要原因之一。随着对脓

毒症病理生理过程研究的深入, 目前已基本明确, 脓
毒症时机体发生过度的系统性炎症反应, 这一反应

可被体内多种因素影响而产生放大效应[1,13]。在这

一过程中不仅有促炎反应, 也有抗炎反应的发生[14]。

失调的免疫及炎症反应导致机体组织器官的损伤, 
并最终出现多器官功能的衰竭。间充质干细胞由于

在组织工程、免疫系统疾病的治疗等方面的优异表

现而在近年受到广泛关注, 成为临床细胞治疗的种

子细胞, 而脐带间充质干细胞因为取材容易、培养

扩增方便、生物性能稳定等优势而被认为是比脐带

血、脂肪来源的MSCs更有潜力的干细胞[15]。

本研究中, 流式细胞术检测表面标志物及体

外诱导分化结果证实, 我们利用人脐带中的华通氏

胶成功分离培养出了人脐带间充质干细胞。经过

hUC-MSCs治疗, 脓毒症小鼠的一般生存状况有了

改善, 5日生存率也有明显提高。脓毒症时, 机体免

疫系统在病程早期即被过度激活, 并相互作用而产

图6   各组小鼠术后24 h肝、肾、肺组织病理学变化(HE染色)
Fig.6   HE staining for evaluating the pathological changes of liver, kidney and lung tissues in each group at 24 h after CLP
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生“瀑布效应”, 放大了炎症反应, 造成内稳态的失

衡。既往多项动物实验研究证实, 脓毒症时动物体

内的多种炎症因子水平升高[8-10]; 在临床治疗中亦发

现, 脓毒症患者的血清中TNF-α、IL-1β、IL-6等促

炎症因子及IL-10等抗炎症因子水平升高。本研究

中, MSCs治疗组小鼠在术后早期(24 h)时血清中的

TNF-α、IL-1β、IL-6水平与PBS组相比显著下降, 而
IL-10水平则明显上升, 说明hUC-MSCs能够较早发

挥免疫调节作用, 抑制早期过度的炎症反应, 使“促
炎”及“抗炎”效应趋于平衡。

由于中性粒细胞在炎症及免疫反应中有重要

作用, 本研究对各组小鼠循环及腹腔中的中粒细胞

进行了计数。结果显示, 输入hUC-MSCs的脓毒症

小鼠循环中的中性粒细胞有了明显的增多, 而在腹

腔中则有下降。脓毒症时, 循环中较多的中性粒细

胞有助于降低细菌负荷, 但是在组织及腹腔中, 由于

髓过氧化物酶的副作用, 中性粒细胞可以导致氧化

应激损伤[8]。本文结果表明, 输入体内的hUC-MSCs
将循环和组织中的免疫细胞达到最佳平衡, 从而最

大限度地杀死血液中的细菌, 同时将由于中性粒细

胞浸润导致的器官损害降到最低。

多器官功能衰竭是脓毒症患者的最主要死亡

原因, 而肝、肾、肺组织是脓毒症早期最常见的受

损器官[8,16]。本研究发现, 经过给予hUC-MSCs治疗, 
术后早期(24 h)时脓毒症小鼠的肝功(AST、ALT)、
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肾功(Crea、Urea)与PBS组相比明显好转; 组织病理

检查结果也显示, 脓毒症小鼠受损的肝、肾、肺组

织结构得到修复。结果充分说明, hUC-MSCs对脓

毒症时受损的肝、肾、肺器官有保护作用, 小鼠的病

情出现好转。然而, MSCs发挥器官保护作用的具体

机制尚不清楚。较多的研究证实, 输入体内的干细胞

大部分于数天之内即发生大量而快速的凋亡[17-18], 尽
管也有研究发现, 输入体内的MSCs可定植在损伤模

型的肝、肾、肺等器官, 但是由于数量极少而无法

证实干细胞是否发生了定向分化, 而且即使分化为

局部组织细胞, 这极少量的细胞仍无法解释MSCs的
器官保护作用[19]。

综上所述, 脓毒症时经外周血移植脐带间充质

干细胞可以调节体内失控的炎症反应, 平衡机体内

稳态, 发挥器官保护作用, 从而改善脓毒症小鼠的一

般状况, 延长生存时间, 提高生存率。虽然在本研究

中确实观察到hUC-MSCs对脓毒症小鼠有较好的保

护作用, 然而干细胞发挥作用的具体机制以及向临

床转化的真实疗效仍需要进一步研究。
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