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人脐带间充质干细胞联合吡非尼酮治疗小鼠肺纤维化
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(1重庆医科大学附属儿童医院儿科研究所, 儿童发育疾病研究教育部重点实验室, 儿童发育重大疾病国家国际科技

合作基地, 重庆市干细胞治疗工程技术研究中心, 重庆 400014; 2重庆医科大学附属儿童医院呼吸中心, 重庆 400014; 
3重庆医科大学附属儿童医院临床分子医学中心, 重庆 400014)

摘要      该文旨在研究人脐带间充质干细胞(umbilical cord-derived mesenchymal stem cells, 
hUC-MSCs)联合吡非尼酮(pirfenidone, PFD)对博来霉素诱导的小鼠肺纤维化的治疗作用及可能

机制。C57BL/6小鼠分为正常对照组、MSCs对照组、模型组、30 mg/kg PFD组(P30)、100 mg/kg 
PFD组、300 mg/kg PFD组、MSCs治疗组及MSCs联合P30组。气管滴注博来霉素后第7天尾静脉注

射5×105 hUC-MSCs, 第7天起每日予PFD灌胃。造模后第21天收集肺组织, HE、Masson染色分别

评估肺部形态变化及胶原沉积情况; Sircol法测胶原含量; PCR和Western blot检测纤维化标志物水

平。超滤收集hUC-MSCs条件培养基(conditioned medium, CM), 联合PFD体外培养肌成纤维细胞

(myofibroblast, MFB), CCK-8与Brdu实验检测MFB生长及增殖。结果显示, 与模型组相比, MSCs联
合P30组显著改善小鼠生存率及肺部病理, 显著降低胶原及纤维化标志物水平(P<0.001), 且疗效优

于单用PFD和hUC-MSCs组(P<0.05)。PFD部分抑制MFB增殖, 联合CM增强了PFD对MFB增殖的抑

制(P<0.001)。研究表明, hUC-MSCs联合低剂量PFD可能通过抑制MYB的增殖减轻博来霉素诱导

的小鼠肺纤维化。
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Abstract       This study aims to investigate the therapeutic effect of human umbilical cord mesenchymal stem 
cells combined with pirfenidone in bleomycin-induced pulmonary fibrosis in mice and its possible mechanism. 
C57BL/6 mice were divided into normal control group, hUC-MSCs control group, model group, 30 mg/kg PFD 
group (P30), 100 mg/kg PFD group, 300 mg/kg PFD group, hUC-MSCs treatment group and hUC-MSCs combined 
with P30 group. 5×105 hUC-MSCs were injected via the tail vein on the 7th day after intratracheal instillation of 
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特发性肺纤维化(idiopathic pulmonary fibrosis, 
IPF)是一种以进行性呼吸困难和肺功能逐渐恶化为

临床特征的间质性肺疾病[1]。其发病率逐年上升, 中
位生存期仅2.5~3.5年, 预后比多种癌症更差[2]。目

前IPF尚无有效的治疗方法, 因此, 迫切需要寻找一

种有效的治疗措施。

吡非尼酮(pirfenidone, PFD)是一类吡啶酮类化

合物, 是第一个通过III期临床试验证明对IPF有一定

疗效的抗纤维化药物[3]。临床试验结果显示, PFD可

降低IPF肺功能恶化速度, 延缓病情进展[4-5]。虽然

PFD的出现为IPF患者带来了福音, 但在2015版IPF
临床治疗指南中, PFD因有效剂量大、不良反应多、

只对轻中度肺纤维化有效[1,4-5]而仅“酌情推荐”使用。

因此, 亟需一种既能增强PFD疗效、又可以减少其

用量的疗法。

脐带来源的间充质干细胞(umbilical cord-derived 
mesenchymal stem cells, hUC-MSCs)因取材简单、

无伦理限制、免疫调节能力强及免疫原性低等特点

而广泛应用。目前全球已开展MSCs治疗各系统疾

病的临床试验, 证实了MSCs临床应用的安全性[6-8]。

近年来研究表明, MSCs可旁分泌多种因子和微泡, 
通过调节免疫和控制炎症, 可减少促纤维化因子及

胶原沉积[9-11]。

目前尚无hUC-MSCs联合PFD治疗肺纤维化小

鼠模型的文献报道, 因此, 本研究利用气管滴注博

来霉素建立小鼠肺纤维化模型, 经尾静脉注射hUC-
MSCs联合低剂量PFD灌胃, 观察小鼠一般情况、生

存率、肺部病理改变及检测肺纤维化标志物的表达

水平等, 探讨hUC-MSCs联合低剂量PFD对肺纤维化

小鼠模型的治疗作用。将hUC-MSCs条件培养基联

合PFD体外培养MFB, 观察两者联合对MFB增殖的

影响, 初步探讨联合治疗的可能机制, 为hUC-MSCs
联合PFD治疗IPF提供理论依据。

1   材料与方法
1.1   主要试剂与仪器

人脐带间充质干细胞由重庆市干细胞治疗工

程技术研究中心赠送; 吡非尼酮购于上海阿达玛斯

试剂有限公司; 改良Masson染色试剂盒购于北京雷

根生物技术有限公司; Sircol可溶性胶原检测试剂盒

购于Biocolor公司; 反转录试剂盒、Real-time PCR
试剂购于TaKaRa公司; β-actin、I型胶原α1、I型胶

原α2、α-平滑肌肌动蛋白引物由成都擎科梓熙生物

技术有限公司合成; GAPDH、α-SMA抗体购于武

汉三鹰生物技术有限公司; 山羊抗兔IgG二抗购于

北京中杉金桥生物技术有限公司; 超滤离心管购于

Millipore公司; 其他试剂均为国产分析纯。 
1.2   动物实验

1.2.1   动物分组及处理      120只 SPF级 7周龄

C57BL/6雄鼠购于重庆医科大学实验动物中心, 饲养

于重庆医科大学附属儿童医院实验动物中心SPF级
饲养室, 温度(22~26) °C, 湿度55%~60%, 光照12 h/d
轮替, 适应环境1周后开始建模。

将120只C57BL/6采用随机数字法分为8组: 正
常对照组(N)、MSCs对照组(N+M)、模型组(B)、低

剂量PFD治疗组(B+P30)、中剂量PFD治疗组(B+P100)、
高剂量PFD治疗组(B+P300)、MSCs治疗组(B+M)及
hUC-MSCs联合低剂量PFD组(B+M+P30)。

bleomycin and PFD was administered once a day orally from then on. Their lung tissues were harvested at the 21th 
day, pulmonary morphological changes and collagen deposition were assessed respectively by HE and Masson 
staining, the content of collagen was measured by Sircol assay and the levels of fibrosis related markers were 
detected by PCR and Western blot. In addition, myofibroblasts (MFB) were cultured with hUC-MSCs conditional 
medium (CM) collected by ultrafiltration and PFD in vitro, CCK-8 and Brdu assay were used to detect the growth 
and proliferation of MFB. The results showed that hUC-MSCs combined with P30 group significantly improved the 
survival rate and pulmonary histopathology of mice, reduced the levels of collagen and fibrosis related markers 
(P<0.001), and the efficacy of combination therapy was better than that of PFD alone and hUC-MSCs alone 
(P<0.05). PFD partially inhibited proliferation of MFB and PFD combined with CM enhanced the inhibitory effect 
of PFD on proliferation (P<0.001). This study demonstrate that hUC-MSCs combined with low-dose PFD may 
attenuate bleomycin-induced pulmonary fibrosis in mice by inhibiting MYB proliferation.

Keywords       human umbilical cord mesenchymal stem cells; pirfenidone; idiopathic pulmonary fibrosis
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通过气管插管滴注3 mg/kg博来霉素建模, 以1
滴/10秒的速度滴注, 正常对照组及MSCs对照组等

速滴注等量的生理盐水。将小鼠置于预热的37 °C
电热毯上, 待苏醒后放回饲养笼。在建模后第7天, 
MSCs组经小鼠尾静脉注射5×105/200 μL P4代hUC-
MSCs, 非MSCs组予以等量生理盐水。从建模后第7
天开始, 低、中、高剂量PFD组分别予以30 mg/kg、
100 mg/kg、300 mg/kg PFD混悬液灌胃, 非PFD组以

等量生理盐水, 每天1次, 持续到建模后第21天。观

察并记录小鼠生存情况, 于第21天收集小鼠肺组织。

1.2.2   小鼠生存曲线的绘制      博来霉素造模后连

续观察21天, 记录小鼠精神、食欲、活动、存活等

状况, 利用Graphpad Prism 5.0绘制生存曲线。

1.2.3   肺组织病理评分      选取各组肺组织的石蜡

切片, 每个标本取前、中、后切面各三张行HE染色后, 
每张选取5个高倍镜视野(100×)观察, 根据Ashcroft
评分方法分别进行评分, 然后取平均值作为最后得

分, 以评估肺纤维化的严重程度[12]。

1.2.4   肺内胶原含量的测定      取右肺其中80 mg肺
组织, 根据Sircol法测可溶性胶原试剂盒说明书操作

测定。利用胶原标准品制作标准曲线, 然后根据标

准曲线计算出胶原浓度。可溶性胶原含量按以下公

式计算: 可溶性胶原含量=计算出的胶原浓度×水解

液总体积(1 mL)/80 mg×右肺组织总湿重(mg)。
1.2.5   荧光定量PCR检测肺纤维化标志物mRNA
的表达      采用TRIZOL法提取各组肺组织中的总

RNA, 利用逆转录试剂盒将RNA逆转录为cDNA。

用得到的cDNA进行荧光定量PCR, 以β-actin基因作

为内参基因, 检测I型胶原α1(collagen type I alpha 1 
chain, Col1a1)、I型胶原α2(Col1a2)及α-平滑肌肌动

蛋白(alpha smooth muscle actin, α-SMA) mRNA的表

达水平。所用引物系列如表1。
1.2.6  Western blot法检测肺组织中α-SMA的表达    
采用RIPA细胞裂解法提取肺组织中的总蛋白, BCA

法测量蛋白质浓度。25 μg蛋白质上样, 8% SDS-
PAGE凝胶电泳分离蛋白, 依次以30 V 5 min、80 V 
30 min、120 V 30 min进行电泳, 恒流250 mA电流条

件下转膜60 min, 室温封闭1 h, 4 °C孵育一抗(α-SMA 
 (000 5׃1)过夜, 室温孵育二抗(000 20׃GAPDH 1 ,500׃1
1 h, ECL法显色。

1.3   体外实验

1.3.1   hUC-MSCs的培养基鉴定      P2代hUC-MSCs
从重庆市干细胞治疗工程技术研究中心获得, 按
照课题组前期报道过的方法培养及鉴定hUC-
MSCs[13]。待hUC-MSCs生长至P4代, 经胰酶消化后收

集细胞悬液, 离心后用PBS重悬细胞并计数, 使细胞

终浓度为2.5×106/mL, 置于冰上待用。

1.3.2   hUC-MSCs条件培养基的制备      将P4代hUC-
MSCs接种至10 cm细胞培养皿中, 当细胞融合度达

到75%~80%时更换为5 mL无血清DMEM/F12培养

基, 继续培养24 h后, 收集培养皿中的培养基于超滤

离心管中, 4 °C、4 000 ×g离心30 min, 得到约500 μL
浓缩培养基, 即为CM。

1.3.3   CCK8实验      将小鼠胚胎成纤维细胞

(NIH3T3)、人胚肺成纤维细胞(HLF-9)分别分为: 
对 照 组(Ctrl)、0.1 mg/mL PFD组(P0.1)、5% CM组

(CM)、5% CM+0.1 mg/mL PFD(CM+P0.1)。NIH3T3
与HLF-9以3 000个/孔密度接种到96板中, 待细胞贴

壁后, 更换含有相应浓度的PFD和/或CM的200 μL培
养基, 放入细胞培养箱中继续培养, 于0、1、2、3、4、
5天每孔加入10 μL CCK-8, 3 h后用酶标仪测量各孔

吸光度(波长为450 nm)。
1.3.4   Brdu细胞增殖实验      NIH3T3、HLF-9分组

同CCK-8实验, 两种细胞分别以3 000个/孔的密度接

种到96板中, 待细胞贴壁后, 更换含有相应浓度的

PFD和/或CM的200 μL培养基, 放入细胞培养箱中

培养48 h后, 加入Brdu, 在细胞培养箱中继续培养4 h
后, 各组细胞经固定、核变性后加入Brdu一抗, 室温

表1   荧光定量PCR引物

Table 1   The primers for fluorescence quantitative PCR
基因

Gene
上游引物(5′→3′)
Forword primer (5′→3′)

下游引物(5′→3′)
Reversed primer (5′→3′)

β-actin CAG AAG GAG ATT ACT GCT CTG GCT TAC TCC TGC TTG CTG ATC CAC ATC

Col1a1 GTT TGG ATG GTG CCA AGG GA AGC ACC ATC ATT TCC ACG AG

Col1a2 AGC AGG AGG TTT CGG CTA AG GCA ACA AAG TCC GCG TAT CC

α-SMA GAC AAT GGC TCT GGG CTC TGT AA ATG CCA TGT TCT ATC GGG TAC TT
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下孵育90 min, 显色后用酶标仪测量各孔吸光度(波
长为450 nm)。
1.4   统计学分析

实验数据均应用GraphPad Prism 5.0软件进行

统计学分析。生存曲线通过log-rank检验分析, 数据

以均数±标准差表示, 两独立样本组间分析采用t检
验, 多组数据间比较采用单因素分析。P<0.05为差

异有统计学意义。

2   结果
2.1   hUC-MSCs联合低剂量PFD对小鼠生存时间

的影响

与模型组的生存时间相比, 单用低剂量PFD 
(30 mg/kg, P30)与单用hUC-MSCs无法延长肺纤维

化小鼠生存时间; 单用中剂量(100 mg/kg, P100)与高

剂量PFD(300 mg/kg, P300)有延长生存时间的趋势, 

但差异无统计学意义; hUC-MSCs联合P30组显著延

长小鼠的生存时间, 差异具有统计学意义(P<0.01), 
且hUC-MSCs联合P30组对生存时间的改善优于单用

P100、P300的效果(图1)。
2.2   hUC-MSCs联合P30组对小鼠肺部病理的影响

模型组小鼠在建模第21天的病理改变为: 炎症

细胞渗出, 肺泡间隔增宽, 双肺基底部形成磨玻璃

样、条索状、网格状, 部分区域形成大小不等的囊

状改变, 即蜂窝肺。与模型组肺部病理相比, P30组和

hUC-MSCs组无明显改善; 而P100组肺内网格状、蜂

窝状的区域有所减少, Ashcroft评分改善(P<0.001); 
P300组肺部病理有一定改善, 但改善程度不及P100组。

可见, P100在单用PFD各组中疗效最佳, hUC-MSCs联
合P30明显改善博来霉素所致的肺部病变, Ashcroft评
分明显好转(P<0.001), 且对病理的改善明显优于单

用P100(P<0.01)(图2)。

**P<0.01.
图1   各组小鼠的生存曲线

Fig.1   The survival curve of mice in each group

A~H: N(A)、N+M(B)、B(C)、B+M(D)、B+P30(E)、B+P100(F)、B+P300(G)、B+M+P30(H)各组肺部病理改变; I: 各组肺组织HE染色的Ashcroft评分, 
**P<0.01, ***P<0.001。
A-H: the pulmonary pathological changes of N (A), N+M (B), B (C), B+M (D), B+P30 (E), B+P100 (F), B+P300 (G), B+M+P30 (H) groups; I: Ashcroft 
score of HE staining of lung tissues in each group, **P<0.01, ***P<0.001.

图2   各组小鼠肺组织的病理改变

Fig.2   Pulmonary pathological changes of lung tissues of mice in each group
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2.3   hUC-MSCs联合P30对小鼠肺部胶原的影响

Masson染色将肺内胶原染成蓝色, 可反应肺部

纤维化的严重程度。模型组镜下可见肺内大量胶原

沉积。与模型组相比, P30组和hUC-MSCs组肺内胶

原沉积无明显改变; P100、P300组胶原沉积有所减少, 
但P300组胶原减少程度不及P100组; hUC-MSCs联合

P30后可显著降低肺内胶原沉积, 且效果优于P100(图
3A~图3H)。

Sircol法可检测小鼠肺内可溶性胶原的含

量, 模型组小鼠右肺胶原含量较对照组显著升高

(P<0.001)。与模型组相比, 单用P30组与hUC-MSCs
组的胶原含量无明显改变; P100组右肺胶原明显减少

(P<0.001); P300组右肺胶原含量虽有所减少, 但是减

少幅度不及P100组。hUC-MSCs联合P30组肺内胶原

含量显著减少(P<0.001), 且联合组胶原含量明显低

于P100组(图3I)。
2.4   hUC-MSCs联合P30对肺纤维化标志物表达的

影响

Col1a1、Col1a2被认为是主要的肺纤维化标志

物, 其含量反映肺纤维化的程度[8]。模型组Col1a1、
Col1a2 mRNA水平较对照组显著增高。与模型组相

比, P30、P300组及hUC-MSCs组Col1a1 mRNA无明显

变化, P100组及hUC-MSCs联合P30组Col1a1 mRNA的

表达显著减少, 且hUC-MSCs联合P30组表达量更低, 
差异具有统计学意义(P<0.001)。除P30组外, 各治疗

组Col1a2 mRNA水平均降低, hUC-MSCs联合P30组

转录水平最低(P<0.001)(图4A和图4B)。
博来霉素造模后, 肺内的MFB数量明显增加, 作

为MFB的标志物α-SMA的表达也显著增加[14]。本研

究结果显示, 与模型组相比, P30、P300组及hUC-MSCs
组的α-SMA mRNA水平无明显改变, P100及联合组显

著降低, 且联合组更低(P<0.001)(图4C)。在蛋白水

平, 单用P300和hUC-MSCs对α-SMA的表达无明显改

变, P30、P100可部分抑制α-SMA的增加, 而hUC-MSCs
与PFD联合后可显著降低α-SMA的表达(图4D)。
2.5   hUC-MSCs条件培养基可影响PFD对肌成纤

维细胞增殖的抑制

研究表明, TGF-β1可诱导成纤维细胞向MFB转
化, 表现为MFB的标志物α-SMA表达显著增多, 因
此可用α-SMA的水平来显示MFB的数量变化[15]。在

本实验中, 利用4 ng/mL TGF-β1刺激两种成纤维细

胞NIH3T3和HLF-9 48 h后, 细胞内的α-SMA mRNA
水平明显增高(P<0.001)(图5A和图5B), 表明MFB数
目显著增加。后续实验中CM及PFD对成纤维细胞

的处理均是在TGF-β1刺激48 h后添加, 以观察CM及

PFD对MFB生长与增殖的影响。

MSCs对肺部疾病的治疗主要是通过旁分泌起

作用[16], 因此在细胞实验中采用CM代替hUC-MSCs
的作用进行研究。CCK-8实验表明, 单用P0.1可部分

抑制MFB的生长(P<0.05); CM对HLF-9来源的MFB
生长无明显影响, 而有促进NIH3T3来源的MFB生长

的趋势, 但差异无统计学意义(P>0.05)。在P0.1基础

上添加CM后, 显著增强了P0.1对MFB生长的抑制, 且
差异具有统计学意义(P<0.001)(图5C和图5D)。Brdu
实验结果显示, 单用P0.1部分抑制MFB的增殖, 而CM
不影响MFB的增殖, CM与P0.1联合后, 同样显著增强
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图3   各组小鼠肺组织内胶原的水平

Fig.3   The collagen levels of lung tissues of mice in each group
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图5   hUC-MSCs条件培养基可影响PFD对肌成纤维细胞增殖的抑制作用

Fig.5   CM of hUC-MSCs affects the inhibition of PFD on myofibroblast proliferation

A、B: 各组肺组织内肺纤维化标志物的表达; C、D: 各组肺组织内α-SMA的表达; ***P<0.001。
A,B: expression of pulmonary fibrosis-related markers in lung tissues in each group; C,D: expression of α-SMA in lung tissues in each group; 
***P<0.001.

图4   各处理组小鼠肺组织内纤维化标志物的水平

Fig.4   The expression of pulmonary fibrosis related markers in each group 
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了P0.1对MFB增殖的抑制(P<0.001)(图5E和图5F)。

3   讨论
IPF因缺乏特异的早期诊断指标, 临床上多数

患者就诊时肺部已形成了肺纤维化病灶。本研究将

hUC-MSCs和PFD的干预时间点设置在肺纤维化形

成后, 更符合临床实际需求。在本研究中, 将hUC-
MSCs移植入肺纤维化小鼠体内, 并与低剂量PFD联

合应用。结果显示, 与模型组相比, hUC-MSCs联合

PFD明显延长了小鼠的生存时间, 病理染色提示肺

部蜂窝样改变明显减少, 肺内胶原沉积及肺纤维化

标志物水平显著降低。与hUC-MSCs联合后, 低剂

量的PFD能发挥优于其3倍甚至10倍剂量的抗纤维

化作用, 因此可推测, hUC-MSCs与PFD联合疗法既

可增强PFD抗纤维化疗效、又可降低PFD的用量, 减
少不良反应发生率, 以期增强IPF患者的耐受性与依

从性。

Oku等 [17]采用三个浓度10、30、100 mg/kg PFD治

疗博来霉素诱导的小鼠肺纤维化模型, 结果显示, 
PFD的抗纤维化作用与剂量呈正相关。但尚无文

献报道包含更高剂量梯度的PFD对小鼠肺纤维化

的疗效。本研究应用30、100、300 mg/kg PFD三

个剂量梯度探讨对肺纤维化的治疗作用, 与预期

不同的是, 高剂量(300 mg/kg)PFD未达到比中剂量

PFD(100 mg/kg)更好的抗纤维化效果。在Azuma
等[18]和Wijsenbeek等[19]进行的PFD治疗IPF的临床试

验中, PFD的不良反应以胃肠道反应为主, 且与剂量

呈正相关, 发生率在40%~60%, 部分患者因不耐受而

停药。结合在本实验过程中观察到的高剂量PFD组

小鼠的食欲比中、低剂量PFD组差的现象, 可推测

PFD剂量在超过适宜范围后, 产生了胃肠道不良反

应, 影响了PFD的治疗效果。因此, 临床中不能期望

用增加PFD剂量的方法来达到更佳的抗纤维化效果。

基于此, 为了避免较高剂量的PFD产生不良反应, 本
研究中采用了30 mg/kg PFD与hUC-MSCs联合治疗, 
而未采用100 mg/kg PFD与hUC-MSCs联合。

IPF的发病原理的研究仍不清楚, 其主要的病

理改变为大量肌成纤维细胞的增殖、聚集以及细胞

外基质的沉积, 其中细胞外基质主要成分为胶原[20]。

MFB作为IPF病变的主要效应细胞, 其数量与IPF疾
病的严重程度及预后呈负相关, 可见肺纤维化组织

内MFB是IPF治疗的靶点之一[21]。研究表明, MSCs

可抑制TGF-β1诱导的成纤维细胞向MFB分化[11,22], 
还可通过旁分泌作用调节免疫, 抑制促炎因子的产

生, 并减少胶原沉积, 从而有益于纤维化疾病[11]。而

PFD作为一种多细胞因子抑制剂, 可通过抑制TGF-
β1、bFGF、CTGF等细胞因子的表达, 抑制靶细胞(肌)
成纤维细胞的生物活性, 从而抑制(肌)成纤维细胞

的增殖及胶原的合成[14]。本研究中, hUC-MSCs联
合低剂量PFD组的肺组织中, MFB标志物α-SMA的

转录及蛋白水平明显低于单用PFD或hUC-MSCs组, 
提示hUC-MSCs与PFD联合后具有更强的抗纤维化

功效, 其机制可能与MFB数目的显著下降有关。因

此, 该研究利用体外实验验证这一假设, 结果提示, 
CM可能是通过增强PFD对MFB增殖的影响从而增

强PFD的抗纤维化能力, 但CM影响PFD抗纤维化作

用的具体机制仍有待探索。值得一提的是, 单用CM
对MFB的增殖无抑制作用甚至具有促进其增殖的趋

势, 而将CM与PFD联合后对MFB的增殖显示出明显

的抑制作用, 其机制有待进一步研究。

本研究结果表明, hUC-MSCs联合低剂量PFD
对小鼠肺纤维化模型有治疗作用, 并延缓IPF的进

程, 为IPF的临床治疗提供了一种新思路。但是, 两
者联合治疗的深入机制及临床转化尚需进一步研究

和探索。
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