
书书书

［ＤＯＩ］１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００１９０５７．２０２１．１１．０１４

ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｌｃｎｋｚｚ．ｃｏｍ／ＣＮ／１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００１９０５７．２０２１．１１．０１４
·临床基础研究·

间充质干细胞中血红素加氧酶１的过表达
抑制 ＮＯＤ样受体热蛋白结构域相关蛋白３
炎症小体活化改善大鼠急性肺损伤

许欣婷　张瑶　陈丽展　张芳

基金项目：陕西省重点研发计划项目（２０１９ＳＦ１７９）

作者单位：７１０１００西安，西安国际医学中心医院呼吸内科（许欣婷、张瑶、陈丽展）；空军军医大学第一附属

医院呼吸内科（张芳）

通讯作者：陈丽展，Ｅｍａｉｌ：ｃｈｅｎｌｉｚ２００３３ｃｌｚ＠１６３．ｃｏｍ

［摘要］　目的　探究过表达血红素加氧酶１（ＨＯ１）的骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）对大鼠急性
肺损伤（ＡＬＩ）的作用及其可能机制。方法　将４０只ＳＤ大鼠随机分为对照组、模型组、ＢＭＳＣｓＮＣ组
和ＢＭＳＣｓＨＯ１组，每组各１０只。应用腹腔注射脂多糖（ＬＰＳ）建立 ＡＬＩ大鼠模型。ＢＭＳＣｓＮＣ组
大鼠尾静脉注射阴性对照ＢＭＳＣｓ，ＢＭＳＣｓＨＯ１组大鼠尾静脉注射过表达 ＨＯ１的 ＢＭＳＣｓ，其余组
大鼠尾静脉注射生理盐水。检测各组大鼠肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）中炎症细胞数；采用酶联免疫吸附
试验（ＥＬＩＳＡ）检测ＢＡＬＦ中肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）α、白细胞介素（ＩＬ）６和 ＩＬ１β水平。采用苏木
素伊红（ＨＥ）染色检测肺组织病理学变化；测定大鼠肺组织湿／干重比（Ｗ／Ｄ）；实时荧光定量聚合
酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）检测 ＨＯ１、表面活性蛋白 Ｃ（ＳＰＣ）ｍＲＮＡ表达水平；蛋白质免疫印迹法
（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测ＨＯ１、ＳＰＣ、ＮＯＤ样受体热蛋白结构域相关蛋白３（ＮＬＲＰ３）、凋亡相关斑点样
蛋白（ＡＳＣ）和ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ１蛋白表达水平。结果　与对照组相比，模型组大鼠ＢＡＬＦ中细胞总
数、中性粒细胞数、巨噬细胞数、ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β水平、肺损伤评分及Ｗ／Ｄ均明显升高，肺组织中
ＨＯ１和ＳＰＣｍＲＮＡ、蛋白表达水平均明显降低，ＮＬＰＲ３、ＡＳＣ和ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ１蛋白表达水平均
明显升高（Ｐ＜０．０５）。与模型组相比，ＢＭＳＣｓＮＣ组大鼠ＢＡＬＦ中细胞总数、中性粒细胞数、巨噬细胞
数、ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β水平、肺损伤评分及Ｗ／Ｄ均明显升高，肺组织中ＨＯ１和ＳＰＣｍＲＮＡ、蛋白表
达水平均明显升高，ＮＬＰＲ３、ＡＳＣ和 ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ１蛋白表达水平均明显降低（Ｐ＜０．０５）。与
ＢＭＳＣｓＮＣ组相比，ＢＭＳＣｓＨＯ１组大鼠各项指标均得到进一步改善（Ｐ＜０．０５）。结论　过表达
ＨＯ１的ＢＭＳＣｓ可能通过抑制ＮＬＰＲ３炎症小体活化改善大鼠ＡＬＩ。
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　　急性肺损伤（ＡＬＩ）是一种由多种病因引起的以急
性进行性呼吸困难和顽固性低氧血症为特征的疾病，

其发病机制复杂，发病率及死亡率均较高［１］。ＡＬＩ的
特征是肺组织水肿和损伤、气体交换受损、严重的炎症

反应导致弥漫性肺泡损伤、严重低氧血症、肺顺应性降

低［２］。几十年来，人们在探索 ＡＬＩ治疗策略和措施方
面取得了一些进步，但仍未开发出 ＡＬＩ最优的治疗策
略［３］。因此，有必要继续探究新颖有效的 ＡＬＩ治疗策
略。ＮＯＤ样受体热蛋白结构域相关蛋白３（ＮＬＲＰ３）是
一种细胞内信号分子，ＮＬＲＰ３炎症小体是由 ＮＬＲＰ３、
凋亡相关斑点样蛋白（ＡＳＣ）和半胱氨酸蛋白酶１
（Ｃａｓｐａｓｅ１）组成的复合物。ＮＬＲＰ３炎症小体的激活
与ＡＬＩ疾病进展及炎症反应有关［４］。最近的研究表

明，间充质干细胞（ＭＳＣｓ）可以移植到受损的肺部，通
过归巢，转移至炎症部位，分化为肺泡上皮细胞，并发

挥修复气血屏障的多潜能来减轻炎症的发生［５］。已

有研究证明，骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）移植可减轻
香烟烟雾和副流感嗜血杆菌所致的慢性阻塞性肺疾病

小鼠肺损伤，该作用是通过抑制炎症信号通路，减少炎

症发生实现的［６］。血红素加氧酶１（ＨＯ１）是一种抗
氧化和抗凋亡的酶。在缺血／再灌注诱导的急性肾损
伤的研究中，ＨＯ１通过促进ＢＭＳＣｓ的增殖和分化，进
一步增强ＢＭＳＣｓ对急性肾损伤大鼠的治疗作用，改善
大鼠肾功能［７］。综上所述，本研究旨在探究过表达

ＨＯ１的ＢＭＳＣｓ对ＡＬＩ大鼠的作用及其作用机制是否
与调控ＮＬＲＰ３炎症小体的激活相关，以期为开发新的
ＡＬＩ治疗策略提供依据。

材料与方法

１．材料：实验动物：５０只雄性 ＳＤ大鼠（４周龄，体
重８０～１００ｇ）购自空军军医大学实验动物中心［动物

生产许可证号：ＳＣＸＫ（陕）２０１９００１］，饲养在环境温度
２４～２６℃、环境湿度５５％～６０％的动物房中，光／暗周
期为１２ｈ／１２ｈ，大鼠自由饮水和进食。实验材料：茜
素红染色液（Ｇ１４５２）、油红 Ｏ染色液（Ｇ１２６２）和脂多
糖（ＬＰＳ，Ｌ８８８０）均购自北京索莱宝科技有限公司；过
表达ＨＯ１重组慢病毒液和阴性对照（ＮＣ）重组慢病
毒液购自上海吉满生物科技有限公司；ＦＩＴＣＣＤ４４
（ａｂ１８９５２４）、ＦＩＴＣＣＤ９０（１８１４６９）、ＦＩＴＣＣＤ１０５（ａｂ２５２３４５）、
ＦＩＴＣＣＤ４５（ａｂ４０７６３）、ＦＩＴＣＣＤ３４（ａｂ８１２８９）、ＦＩＴＣ
ＨＬＡＤＲ（ａｂ９２５１１）、ＮＬＲＰ３（ａｂ２６３８９９）抗体均购自英
国Ａｂｃａｍ公司；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ１ｓｔｓｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓ
Ｋｉｔ（６１１０Ａ）购自宝日医生物技术（北京）有限公司；
２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＨＹＫ０５２２）购自美
国ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司；ＢＣＡ蛋白定量检测试剂盒
（ＰＡ１１５０１）购自天根生化科技（北京）有限公司；ＨＯ１
（Ｐ２４９）和 ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ１（４１９９Ｔ）抗体均购自美国
ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；表面活性蛋白 Ｃ（ＳＰＣ）
（ＨＫ４７４３）和 ＡＳＣ抗体（ＨＫ３９６１）均购自美国 Ｓａｎｔａ
ＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；ＧＡＰＤＨ抗体（Ａ０１０２０）购自
北京义翘神州生物技术有限公司；肿瘤坏死因子

（ＴＮＦ）α（Ｈ０５２１）、白细胞介素（ＩＬ）６（Ｈ００７１１）和
ＩＬ１β（Ｈ００２）酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测试剂盒
均购自南京建成生物工程研究所。

２．方法
（１）ＢＭＳＣｓ的分离与培养：随机取１０只ＳＤ大鼠，

１０％水合氯醛（３００ｍｇ／ｋｇ）麻醉后处死。取大鼠双侧
股骨和胫骨，剪开两骨骺端，使用注射器吸取 ＤＭＥＭ
培养基冲洗骨髓腔，一共冲洗３次。将细胞悬液加入
到预先装有淋巴细胞分离液的离心管内，２０００ｒ／ｍｉｎ
离心２０ｍｉｎ，吸取中层 ＢＭＳＣｓ。用含 １０％胎牛血清
（ＦＢＳ）的 ＤＭＥＭ培养基重悬细胞，以１×１０６个／ｍｌ的
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细胞密度接种于培养瓶中，细胞置于３７℃、５％ ＣＯ２培
养箱中培养。细胞每２天更换一次新鲜培养基，待细
胞密度达到 ８０％ ～９０％时，以 ０．２５％胰酶液消化细
胞，以１∶３比例传代培养。

（２）茜素红染色检测 ＢＭＳＣｓ成骨分化潜能：取处
于对数期生长的 ＢＭＳＣｓ，以３×１０４个／孔的密度接种
于６孔板中，细胞于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中继续培
养。待细胞密度达到８０％～９０％时，将细胞培养基更
换为成骨诱导培养基培养，连续诱导２１天后，弃去旧
培养基，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）清洗细胞后，４％多聚甲
醛室温条件下固定细胞１５ｍｉｎ。ＰＢＳ清洗细胞后，加
入茜素红染液，染色５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗细胞后，显微镜下
观察并拍照，钙沉积阳性细胞呈现橘红色。

（３）油红Ｏ染色检测 ＢＭＳＣｓ成脂分化潜能：取处
于对数期生长的 ＢＭＳＣｓ，以３×１０４个／孔的密度接种
于６孔板中，细胞于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中继续培养。
待细胞密度达到８０％ ～９０％时，弃去旧培养基，添加
成脂诱导培养基继续培养，连续诱导２１天。弃去细胞
旧培养基，ＰＢＳ清洗细胞，４％多聚甲醛室温条件下固
定细胞１５ｍｉｎ。ＰＢＳ清洗细胞后，加入油红 Ｏ染色液
染色１０ｍｉｎ。用７５％酒精漂洗细胞以去除多余的染
料。显微镜下观察并拍照，脂类物质呈红色着染，细胞

核呈蓝色着染。

（４）流式细胞术检测ＢＭＳＣｓ典型表面标志物的表
达：取处于对数期生长的 ＢＭＳＣｓ，加入 ＰＢＳ重悬细胞，
再加入 ＦＩＴＣＣＤ４４（１∶２００）、ＦＩＴＣＣＤ９０（１∶２００）、
ＦＩＴＣＣＤ１０５（１∶２００）、ＦＩＴＣＣＤ４５（１∶２００）、ＦＩＴＣＣＤ３４
（１∶２００）、和 ＦＩＴＣＨＬＡＤＲ（１∶２００）抗体，避光孵育
３０ｍｉｎ，离心收集细胞。ＰＢＳ洗涤细胞并重悬。上流
式细胞仪检测 ＣＤ４４、ＣＤ９０、ＣＤ１０５、ＣＤ４５、ＣＤ３４和
ＨＬＡＤＲ阳性细胞比例。

（５）慢病毒感染：取处于对数期生长的 ＢＭＳＣｓ，以
１×１０５个／孔的细胞数量接种于 ６孔板中，细胞于
３７℃、５％ＣＯ２培养箱中继续培养２４ｈ。将细胞随机分
为ＢＭＳＣｓ组（添加 ＰＢＳ）、ＢＭＳＣｓＮＣ组（添加５０ＭＯＩ
ＮＣ重组慢病毒液）和ＢＭＳＣｓＨＯ１组（添加５０ＭＯＩ过
表达ＨＯ１重组慢病毒液）。弃去新鲜培养基，添加含
２％ ＦＢＳ、６μｇ／ｍｌｐｏｌｙｂｒｅｎｅ的 ＤＭＥＭ培养基，根据分
组添加重组慢病毒液。细胞继续培养２４ｈ后，将细胞
培养基更换为含１０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养基。细胞继
续培养４８ｈ后，进行后续实验。

（６）大鼠ＡＬＩ模型的建立及给药处理：造模前，４０只
ＳＤ大鼠禁食１２ｈ。将 ＳＤ大鼠随机分为对照组、模型
组、ＢＭＳＣｓＮＣ组和 ＢＭＳＣｓＨＯ１组，每组各１０只，模
型组、ＢＭＳＣｓＮＣ组和 ＢＭＳＣｓＨＯ１组大鼠应用腹腔

注射ＬＰＳ（５ｍｇ／ｋｇ）建立ＡＬＩ大鼠模型［８］，对照组大鼠

腹腔注射等量生理盐水。随后ＢＭＳＣｓＮＣ组大鼠尾静
脉注射 ＢＭＳＣｓＮＣ细胞（１×１０６个），ＢＭＳＣｓＨＯ１组
大鼠尾静脉注射 ＢＭＳＣｓＨＯ１细胞（１×１０６个），对照
组和模型组大鼠尾静脉注射生理盐水。４８ｈ后进行后
续实验操作。

（７）肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）炎症细胞计数和炎症因
子水平检测：１０％水合氯醛（３００ｍｇ／ｋｇ）麻醉大鼠，分
离大鼠气管，结扎大鼠右主支气管和肺门后，插入灌洗

管，用预冷的 ＰＢＳ灌洗左肺，并回收 ＢＡＬＦ。回收的
ＢＡＬＦ在４℃条件下１５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清
液，采用ＥＬＩＳＡ试剂盒检测上清液中炎症因子（ＴＮＦα、
ＩＬ６、ＩＬ１β）水平。ＰＢＳ重悬细胞沉淀，涂片，进行
Ｇｉｅｍｓａ染色，采用细胞计数板计数细胞总数、中性粒
细胞数和巨噬细胞数。

（８）苏木素伊红（ＨＥ）染色检测肺组织病理学变
化：１０％水合氯醛（３００ｍｇ／ｋｇ）麻醉后处死大鼠。取大
鼠肺组织，１０％福尔马林固定组织２４ｈ。梯度酒精脱
水，二甲苯透明。将组织块置于融化的石蜡中，直至石

蜡完全浸入。组织包埋、切片。石蜡切片常规脱蜡至

水化。苏木素染液染色３ｍｉｎ，自来水冲洗；１％盐酸酒
精分化３ｓ，自来水冲洗；０．６％氨水返蓝，自来水冲洗。
伊红染液染色１ｍｉｎ；梯度酒精脱水，二甲苯透明。滴
加中性树胶，盖上盖玻片封固，显微镜下观察拍照。根

据中性粒细胞浸润、肺泡壁透明膜形成、肺泡壁水肿增

厚、肺泡腔内出血及水肿情况进行肺损伤程度评分：

０分：无病理变化；１分：轻度病理变化；２分：中度病理
变化；３分：重度病理变化；４分：非常严重的病理变
化［９］。

（９）大鼠肺组织湿／干重比（Ｗ／Ｄ）测定：取大鼠肺
组织，先用滤纸吸干组织表面的水分和残留的血液，称

量此时肺组织的湿重（Ｗ）。随后将肺组织置于６５℃
烘箱中干燥２４ｈ，称量此时肺组织的干重（Ｗ），计算大
鼠肺组织湿／干重比（Ｗ／Ｄ）。

（１０）实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）检测细胞和
肺组织中ＨＯ１和ＳＰＣｍＲＮＡ表达水平：收集 ＢＭＳＣｓ
及各组大鼠肺组织，加入 Ｔｒｉｚｏｌ试剂，提取细胞和组织
中的总ＲＮＡ。随后按照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ１ｓｔｓｔｒａｎｄｃＤＮＡ
ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ说明书所示，合成 ｃＤＮＡ，此为 ｑＲＴＰＣＲ
实验中所需的模板。按照２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ说明书所示，配制 ｑＲＴＰＣＲ反应体系，反应程序
为：９４℃３ｍｉｎ；９４℃１５ｓ，６０℃２０ｓ，７２℃３０ｓ，４０个
循环；７２℃ １０ｍｉｎ。以 ＧＡＰＤＨ为内参，采用２－ΔΔＣｔ法
计算ＨＯ１和 ＳＰＣｍＲＮＡ表达水平。实验中所需引
物序列见表１。
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表１　ｑＲＴＰＣＲ实验中所需引物序列

引物名称 引物序列（５’３’）

ＨＯ１正向引物 ＡＴＧＣＣＣＣＡＧＧＡＴＴＴＧＴＣＡＧＡ
ＨＯ１反向引物 ＡＣＣＴＧＧＣＣＣＴＴＣＴＧＡＡＡＧＴＴ
ＳＰＣ正向引物 ＴＴＡＣＣＡＣＴＧＣＣＡＣＣＴＴＣＴＣＣ
ＳＰＣ反向引物 ＴＣＡＡＧＡＣＴＧＧＧＧＡＴＧＣＴＣＴＣ
ＧＡＰＤＨ正向引物 ＧＡＴＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧ
ＧＡＰＤＨ反向引物 ＧＡＧＧＴＣＡＡＴＧＡＡＧＧＧＧＴＣＧ

　　（１１）蛋白质免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测
ＢＭＳＣｓ和大鼠肺组织中 ＨＯ１、ＳＰＣ、ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ和
ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ１蛋白表达水平：收集 ＢＭＳＣｓ及各组
大鼠肺组织，采用蛋白裂解液裂解细胞和组织，冰上反

应３０ｍｉｎ。离心收集上清液，采用 ＢＣＡ蛋白定量试剂
盒检测上清液蛋白水平。取３０μｇ蛋白加入凝胶上样
孔中，进行ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，湿转法将凝胶中的蛋
白质转印至聚偏二氟乙烯膜（ＰＶＤＦ）膜上。封闭液室
温封闭３ｈ。加入 ＨＯ１（１∶１０００）、ＳＰＣ（１∶１０００）、
ＮＬＲＰ３（１∶１０００）、ＡＳＣ（１∶１０００）、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ１
（１∶１０００）和ＧＡＰＤＨ（１∶５０００）抗体，于４℃冰箱内孵
育过夜。加入二抗（１∶５０００），室温条件下孵育 １ｈ。
滴加 ＥＣＬ超敏化学发光液至膜上，暗室曝光，应用
ＩｍａｇｅＪ软件进行蛋白条带半定量分析。
３．统计学处理：应用 ＳＰＳＳ２１．０软件进行统计分

析。计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因素方
差分析，组间两两比较采用 ＬＳＤｔ检验。以 Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

结　　果

１．大鼠ＢＭＳＣｓ的分离与鉴定：原代ＢＭＳＣｓ培养７ｄ
后，可见细胞已贴壁，细胞形态较为规整，形态多呈纺

锤形。诱导成骨分化后，在ＢＭＳＣｓ中也观察到大量致
密的钙结节。同时，诱导成脂分化后，在 ＢＭＳＣｓ中观
察到弥漫分布的红色脂滴。流式细胞术检测 ＢＭＳＣｓ
典型表面标志物的表达情况，结果显示，ＢＭＳＣｓ表达
ＣＤ４４、ＣＤ９０和ＣＤ１０５，但不表达ＣＤ４５、ＣＤ３４和ＨＬＡＤＲ。
以上数据表明成功分离得到了 ＢＭＳＣｓ，可应用于后续
实验。

　　２．３组ＢＭＳＣｓ中ＨＯ１ｍＲＮＡ和蛋白表达水平比
较：与 ＢＭＳＣｓ组相比，ＢＭＳＣｓＮＣ组 ＢＭＳＣｓ中 ＨＯ１
ｍＲＮＡ和蛋白表达水平差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；
与ＢＭＳＣｓＮＣ组相比，ＢＭＳＣｓＨＯ１组ＢＭＳＣｓ中 ＨＯ１
ｍＲＮＡ和蛋白表达水平明显升高（Ｐ＜０．０５）。见表２。
３．４组大鼠 ＢＡＬＦ中炎症细胞计数比较：与对照

组相比，模型组大鼠ＢＡＬＦ中细胞总数、中性粒细胞数
和巨噬细胞数均明显升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组相比，

表２　３组ＢＭＳＣｓ中ＨＯ１ｍＲＮＡ和蛋白表达水平比较
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 ＨＯ１ｍＲＮＡ ＨＯ１蛋白

ＢＭＳＣｓ组 １．００±０．０７ ０．２７±０．０３
ＢＭＳＣｓＮＣ组 １．０５±０．０８ ０．２６±０．０３
ＢＭＳＣｓＨＯ１组 ３．９２±０．３５ａ １．１８±０．０９ａ

　　注：与ＢＭＳＣｓＮＣ组比较，ａＰ＜０．０５

ＢＭＳＣｓＮＣ组大鼠ＢＡＬＦ中细胞总数、中性粒细胞数和
巨噬细胞数均明显降低（Ｐ＜０．０５）；与 ＢＭＳＣｓＮＣ组
相比，ＢＭＳＣｓＨＯ１组大鼠 ＢＡＬＦ中细胞总数、中性粒
细胞数和巨噬细胞数均明显降低（Ｐ＜０．０５）。见表３。

表３　４组大鼠ＢＡＬＦ中炎症细胞计数比较
（×１０６／ｍｌ，珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 细胞总数 中性粒细胞数 巨噬细胞数

对照组 ３．８９±０．４５ １．９２±０．２０ ０．４３±０．０５
模型组 １３．３７±１．４８ａ ７．２３±０．７９ａ １．３１±０．１５ａ

ＢＭＳＣｓＮＣ组 ８．９２±０．９１ｂ ５．４４±０．５８ｂ ０．７６±０．０６ｂ

ＢＭＳＣｓＨＯ１组 ６．３１±０．５４ｃ ３．８２±０．３５ｃ ０．５８±０．０５ｃ

　　注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５；与模型组比较，ｂＰ＜０．０５；与ＢＭＳＣｓＮＣ组

比较，ｃＰ＜０．０５

　　４．４组大鼠 ＢＡＬＦ中炎症因子水平比较：与对照
组相比，模型组大鼠 ＢＡＬＦ中 ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ１β水
平明显升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组相比，ＢＭＳＣｓＮＣ组
大鼠 ＢＡＬＦ中 ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ１β水平明显降低
（Ｐ＜０．０５）；与ＢＭＳＣｓＮＣ组相比，ＢＭＳＣｓＨＯ１组大
鼠ＢＡＬＦ中ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ１β水平明显降低（Ｐ＜
０．０５）。见表４。

表４　４组大鼠ＢＡＬＦ中炎症因子水平比较
（ｐｇ／ｍｌ，珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 ＴＮＦα ＩＬ６ ＩＬ１β

对照组 ２７４．３８±３７．２４ １８６．９２±２３．２４ ３７．３６±２．８９
模型组 ５２３．４５±３５．８８ａ ４１４．３６±４７．６３ａ ９１．０７±８．３２ａ

ＢＭＳＣｓＮＣ组 ４３５．７４±４０．２１ｂ ３３２．７４±２５．１９ｂ ７４．６８±６．５５ｂ

ＢＭＳＣｓＨＯ１组 ３２２．５８±２８．７９ｃ ２７３．５２±２２．４４ｃ ４８．３７±５．１３ｃ

　　注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５；与模型组比较，ｂＰ＜０．０５；与ＢＭＳＣｓＮＣ组
比较，ｃＰ＜０．０５

　　５．４组大鼠肺组织中 ＨＯ１ｍＲＮＡ和蛋白表达水
平比较：与对照组相比，模型组大鼠肺组织中 ＨＯ１
ｍＲＮＡ和蛋白表达水平明显降低（Ｐ＜０．０５）；与模型
组相比，ＢＭＳＣｓＮＣ组大鼠肺组织中ＨＯ１ｍＲＮＡ和蛋
白表达水平明显升高（Ｐ＜０．０５）；与 ＢＭＳＣｓＮＣ组相
比，ＢＭＳＣｓＨＯ１组大鼠肺组织中ＨＯ１ｍＲＮＡ和蛋白
表达水平明显升高（Ｐ＜０．０５）。见表５。
　　６．４组大鼠肺组织病理学变化情况及Ｗ／Ｄ比较：
对照组大鼠肺组织无明显异常；与对照组相比，模型组

·８６７· 临床内科杂志２０２１年１１月第３８卷第１１期　ＪＣｌｉｎＩｎｔｅｒｎＭｅｄ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０２１，Ｖｏｌ．３８，Ｎｏ．１１



表５　４组大鼠肺组织中ＨＯ１ｍＲＮＡ和蛋白
表达水平比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 ＨＯ１ｍＲＮＡ表达 ＨＯ１蛋白表达

对照组 １．００±０．０６ １．２２±０．１３
模型组 ０．２３±０．０２ａ ０．２６±０．０３ａ

ＢＭＳＣｓＮＣ组 ０．５４±０．０６ｂ ０．６２±０．０５ｂ

ＢＭＳＣｓＨＯ１组 １．１７±０．１３ｃ １．３５±０．１５ｃ

　　注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５；与模型组比较，ｂＰ＜０．０５；与ＢＭＳＣｓＮＣ组
比较，ｃＰ＜０．０５

大鼠肺组织出现明显病变，肺泡水肿、炎症细胞堆积和

肺泡上皮细胞变性坏死，肺损伤评分和 Ｗ／Ｄ明显升
高（Ｐ＜０．０５）；与模型组相比，ＢＭＳＣｓＮＣ组大鼠肺组
织病理学变化得到明显改善，肺损伤评分和Ｗ／Ｄ明显
降低（Ｐ＜０．０５）；与ＢＭＳＣｓＮＣ组相比，ＢＭＳＣｓＨＯ１组
大鼠肺组织病理学变化得到明显改善，肺损伤评分和

Ｗ／Ｄ明显降低（Ｐ＜０．０５）。见表６。

表６　４组大鼠肺损伤评分和Ｗ／Ｄ比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 肺损伤评分（分） Ｗ／Ｄ

对照组 ０．３３±０．１６ ４．６１±０．１８
模型组 ３．６７±０．３２ａ ６．７８±０．３５ａ

ＢＭＳＣｓＮＣ组 ２．２７±０．３８ｂ ５．６９±０．２７ｂ

ＢＭＳＣｓＨＯ１组 １．３６±０．２５ｃ ５．０３±０．２３ｃ

　　注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５；与模型组比较，ｂＰ＜０．０５；与ＢＭＳＣｓＮＣ组
比较，ｃＰ＜０．０５

　　７．４组大鼠肺组织中 ＳＰＣｍＲＮＡ和蛋白表达水
平比较：与对照组相比，模型组大鼠肺组织中 ＡＴⅡ细
胞特异性标志物 ＳＰＣｍＲＮＡ和蛋白表达水平明显降
低（Ｐ＜０．０５）；与模型组相比，ＢＭＳＣｓＮＣ组大鼠肺组
织中ＳＰＣｍＲＮＡ和蛋白表达水平明显升高（Ｐ＜０．０５）；
与ＢＭＳＣｓＮＣ组相比，ＢＭＳＣｓＨＯ１组大鼠肺组织中
ＳＰＣｍＲＮＡ和蛋白表达水平明显升高（Ｐ＜０．０５）。
见表７。

表７　４组大鼠肺组织中ＳＰＣｍＲＮＡ和蛋白
表达水平比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 ＳＰＣｍＲＮＡ ＳＰＣ蛋白

对照组 １．００±０．０５ １．１２±０．１３
模型组 ０．３４±０．０４ａ ０．３１±０．０３ａ

ＢＭＳＣｓＮＣ组 ０．６７±０．０５ｂ ０．６６±０．０７ｂ

ＢＭＳＣｓＨＯ１组 ０．９２±０．０８ｃ ０．９７±０．１０ｃ

　　注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５；与模型组比较，ｂＰ＜０．０５；与ＢＭＳＣｓＮＣ组
比较，ｃＰ＜０．０５

　　８．４组大鼠肺组织中 ＮＬＰＲ３、ＡＳＣ和 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ１蛋白表达水平比较：与对照组相比，模型组大
鼠肺组织中ＮＬＰＲ３、ＡＳＣ和ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ１蛋白表达
水平明显升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组相比，ＢＭＳＣｓＮＣ
组大鼠肺组织中 ＮＬＰＲ３、ＡＳＣ和 ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ１蛋
白表达水平明显降低（Ｐ＜０．０５）；与 ＢＭＳＣｓＮＣ组相

比，ＢＭＳＣｓＨＯ１组大鼠肺组织中 ＮＬＰＲ３、ＡＳＣ和
ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ１蛋白表达水平明显降低（Ｐ＜０．０５）。
见表８。

表８　４组大鼠肺组织中ＮＬＰＲ３、ＡＳＣ和ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ１
蛋白表达水平比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 ＮＬＰＲ３蛋白 ＡＳＣ蛋白 ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ１
蛋白

对照组 ０．１６±０．０１ ０．１４±０．０１ ０．１０±０．０１
模型组 ０．６３±０．０７ａ ０．６８±０．０６ａ ０．４７±０．０５ａ

ＢＭＳＣｓＮＣ组 ０．４３±０．０５ｂ ０．３６±０．０４ｂ ０．２２±０．０２ｂ

ＢＭＳＣｓＨＯ１组 ０．２１±０．０２ｃ ０．２３±０．０３ｃ ０．１５±０．０１ｃ

　　注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５；与模型组比较，ｂＰ＜０．０５；与ＢＭＳＣｓＮＣ组
比较，ｃＰ＜０．０５

讨　　论

ＡＬＩ的发病机制主要是过度的肺部炎症和中性粒
细胞过度浸润肺组织，释放促炎细胞因子，损伤肺内皮

和上皮细胞，导致肺水肿和气体交换功能受损［１０］。目

前，尽管ＡＬＩ的治疗干预措施（如肺保护性机械通气
和液体管理）取得了较大进展，但 ＡＬＩ总死亡率仍保
持在４０％左右［１１］。因此，继续探索ＡＬＩ新的治疗策略
对ＡＬＩ的临床防治具有重要意义。

ＬＰＳ是革兰阴性菌细胞壁的主要成分，可引起机
体免疫和炎症反应的紊乱，可用于制备ＡＬＩ动物模型，
诱导ＴＮＦα、ＩＬ１β和ＩＬ６等促炎细胞因子的产生［１２］。

越来越多的证据表明，ＢＭＳＣｓ治疗能够抑制 ＡＬＩ小鼠
肺部炎症，减少氧化损伤和中性粒细胞胞外陷阱的释

放，最终提高治疗动物的生存率。该研究表明，ＢＭＳＣｓ
是基于细胞治疗ＡＬＩ的一种有效方式［１３］。此外，ＢＭＳＣｓ
表现出免疫调节特性，可以保护肺泡毛细血管膜免受

免疫损伤，并通过分泌有益的可溶性因子恢复肺泡液

的清除［１４］。然而，在持续缺氧缺血和过度炎症的环境

下，移植的 ＭＳＣｓ存活率较低，这成为 ＭＳＣｓ用于治疗
炎症性疾病的主要限制性因素［１５］。因此，提高移植

ＭＳＣｓ的存活率对修复受损组织具有重要意义。此外，
ＭＳＣｓ具有自我更新、低免疫原性和易扩张性的特点，
这使得ＭＳＣｓ可以作为一种理想的载体以加载保护性
基因，最大限度地发挥ＭＳＣｓ的益处［１６］。ＨＯ１是抑制
氧化应激、促炎细胞因子和促凋亡因子作用的关键成

分［１７］。上调ＨＯ１的表达可改善ＡＬＩ动物模型肺组织
病理损伤、肺水肿、脂质过氧化，阻止细胞死亡［１８］。有

证据显示，ＭＳＣｓ与肺微血管内皮细胞（ＰＶＥＣｓ）共培养
可明显抑制ＬＰＳ诱导的ＰＶＥＣｓ损伤，抑制炎症和氧化
应激的产生；而与 ＭＳＣｓ相比，过表达 ＨＯ１的 ＭＳＣｓ
可进一步改善ＬＰＳ诱导的ＰＶＥＣｓ损伤，抑制炎症和氧
化应激的产生，表明过表达ＨＯ１可增强 ＭＳＣｓ对 ＬＰＳ
诱导的 ＰＶＥＣｓ损伤的抑制作用［１９］。本研究结果显
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示，ＬＰＳ诱导建立的ＡＬＩ大鼠肺组织出现明显病变，肺
泡水肿、炎症细胞堆积和肺泡上皮细胞变性坏死，ＡＴⅡ
细胞特异性标志物ＳＰＣ表达水平降低，炎症细胞数和
炎症因子水平明显升高。ＢＭＳＣｓ治疗可明显改善ＡＬＩ
大鼠肺组织病理学变化，促进 ＳＰＣ表达，抑制炎症细
胞数和炎症因子水平的升高，而与 ＢＭＳＣｓ相比，过表
达ＨＯ１的ＢＭＳＣｓ对ＡＬＩ的改善作用进一步增强，表
明过表达ＨＯ１可增强ＢＭＳＣｓ对ＡＬＩ的保护作用。

ＮＬＲＰ３是一种细胞质模式识别受体，可被某些病
原体相关分子模式或损伤相关分子模式激活，如细菌、

病毒和ＡＴＰ［２０］。ＮＬＲＰ３的激活导致适配器 ＡＳＣ的组
装，导致 ｐｒｏＣａｓｐａｓｅ１的自激活并裂解为酶成熟的
Ｃａｓｐａｓｅ１，进一步将 ｐｒｏＩＬ１β和 ｐｒｏＩＬ１８分别裂解
为成熟的ＩＬ１β和ＩＬ１８［２１］。尽管ＮＬＲＰ３炎症小体的
激活是一种宿主防御机制，以消除感染性疾病中入侵

的病原体，但ＮＬＲＰ３炎症小体的过度激活也是异常炎
症、组织损伤和器官功能障碍的核心因素［２２］。最近的

研究表明，在 ＡＬＩ小鼠模型中，ＮＬＲＰ３炎症小体被激
活，而抑制ＮＬＲＰ３炎症小体激活可抑制ＴＮＦα和ＩＬ１β
的产生，改善ＡＬＩ小鼠肺组织病理学变化［２３］。在一项

关于 ２型糖尿病的研究中发现，ＭＳＣｓ可通过抑制
ＮＬＲＰ３炎症小体的激活，抑制 ＩＬ１β、ＩＬ１８和 ＴＮＦα
的产生，从而减轻胰岛素抵抗［２４］。另外，ＭＳＣｓ在柯萨
奇病毒Ｂ３诱导的心肌炎中具有心脏保护作用，该作
用主要是通过抑制 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β和
ＩＬ１８的表达实现［２５］。本研究中，ＢＭＳＣｓ治疗可明显
抑制ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ和 Ｃａｓｐａｓｅ１的表达，降低 ＩＬ１β和
ＴＮＦα水平。有研究发现，一氧化碳作为 ＨＯ１氧化
代谢的产物，可以通过抑制ＮＬＲＰ３炎症小体的激活来
保护肺免于炎症损伤［２６］。因此我们通过给予过表达

ＨＯ１的ＢＭＳＣｓ．进一步促进体内 ＢＭＳＣｓ的增殖和分
化，并且由于 ＨＯ１具有抑制炎症小体激活的作用，
ＡＬＩ大鼠肺组织中ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ和Ｃａｓｐａｓｅ１表达水平
明显升高，ＩＬ１β和 ＴＮＦα水平明显升高，与 ＢＭＳＣｓ
相比，过表达ＨＯ１的 ＢＭＳＣｓ对 ＡＬＩ的抑制作用进一
步增强，从而发挥对 ＡＬＩ的治疗作用。本研究结果表
明，过表达ＨＯ１可增强ＢＭＳＣｓ对ＡＬＩ大鼠ＮＬＲＰ３炎
症小体激活的抑制作用。

综上所述，过表达 ＨＯ１的 ＢＭＳＣｓ可能通过抑制
ＮＬＲＰ３炎症小体激活，抑制炎症反应，促进 ＡＴⅡ细胞
的形成，改善大鼠ＡＬＩ。
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