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脐带间充质干细胞在肺移植大鼠原发性移植肺失功中的

治疗作用及机制研究

廖海林　王晓华　卢意　巨春蓉

【摘要】　目的　 探讨脐带间充质干细胞（UC-MSC）在大鼠原发性移植肺失功中的治疗作用及机制。方法　 24 只

Lewis 雄性大鼠随机分为供体和受体，各 12 只。受体分为 3 组：空白对照组、阴性对照组和治疗组，每组 4 只。

肺移植术后 72 h 取材观察移植肺的颜色、大小、质地，通过 micro-CT 评估各组大鼠移植肺的通气情况及实变进

展。收集受体大鼠血浆、移植肺组织和肺泡灌洗液样本，测定肺组织湿/干比以了解肺水肿程度，苏木素-伊红

（HE）染色评估肺组织损伤程度，脱氧核糖核酸末端转移酶介导的 dUTP 缺口末端标记（TUNEL）染色评估细

胞凋亡情况，检测肺组织髓过氧化物酶（MPO）活性，酶联免疫吸附试验（ELISA）检测血浆及肺泡灌洗液中的

白细胞介素（IL）-6、IL-10 和肿瘤坏死因子（TNF）-α 水平。结果　 阴性对照组移植肺外观颜色与自体肺差异较

大，治疗组与空白对照组移植肺与自体肺外观颜色几乎一致。与阴性对照组相比，治疗组肺泡内渗出减少，气道

上皮细胞结构更为完整。空白对照组未见肺泡内渗出，气道及肺泡结构保持正常。治疗组气道上皮细胞凋亡率、

肺组织湿/干比和 MPO 活性均低于阴性对照组（均为 P<0.05）。治疗组肺泡灌洗液 IL-6 和 TNF-α 水平低于阴性

对照组，IL-10 水平高于阴性对照组和空白对照组（均为 P<0.05）。各组间血浆中细胞因子水平差异均无统计学

意义（均为 P>0.05）。结论　 UC-MSC 能够通过减少肺组织细胞凋亡率和抑制炎症反应，有效缓解大鼠原发性移

植肺失功的严重程度。
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【Abstract】 Objective  To explore the therapeutic effect and mechanism of umbilical cord mesenchymal stem cells
(UC-MSC) in rats with primary graft dysfunction after lung transplantation. Methods  Twenty-four male Lewis rats were
randomly divided into donor and recipient groups, with 12 rats in each group. The recipients were further divided into 3

groups: blank control group, negative control group, and treatment group, with 4 rats in each group. The color,  size and

texture of the transplanted lungs were observed 72 h after lung transplantation. The ventilation status and progression of

consolidation in the transplant lungs of rats in each group were evaluated by micro-CT. Plasma, transplant lung tissue and

alveolar  lavage  fluid  samples  of  recipient  rats  were  collected.  The  wet/dry  ratio  of  lung  tissue  was  measured  to

evaluate the degree of pulmonary edema. Hematoxylin-eosin (HE) staining was used to evaluate the degree of lung tissue

damage.  Terminal  deoxyribonucleic  acid  transferase  mediated  dUTP  nick  end  labeling  (TUNEL)  staining  was  used  to

evaluate cell apoptosis. Myeloperoxidase (MPO) activity in lung tissue was detected, and enzyme-linked immunosorbent

assay  (ELISA)  was  used  to  detect  interleukin  (IL)-6,  IL-10  and  tumor  necrosis  factor  (TNF)-α  levels  in  plasma  and

alveolar  lavage  fluid. Results   The  appearance  of  the  transplant  lungs  in  the  negative  control  group  was  significantly
different from that of the autologous lungs, while the transplant lungs in the treatment group were almost identical in color

to  the  autologous  lungs  compared  to  the  blank  control  group.  Compared  with  the  negative  control  group,  the  treatment

group showed reduced alveolar exudate and more intact airway epithelial cell structure. No alveolar exudate was observed

in the blank control group, and the structure of the airways and alveoli remained normal. The treatment group had lower

apoptosis  rate  of  airway  epithelial  cells,  lung  tissue  wet/dry  ratio,  and  MPO  activity  compared  to  the  negative  control

group (all P < 0.05). The levels of IL-6 and TNF-α in the bronchoalveolar lavage fluid of the treatment group were lower
than those in the negative control group, while the level of IL-10 was higher than that in the negative control group and

the  blank  control  group  (all P  <  0.05).  There  were  no  statistically  significant  differences  in  the  levels  of  cytokines  in
plasma among each group (all P >  0.05). Conclusions   UC-MSC may effectively alleviate  the severity  of  primary graft

dysfunction in rats by reducing the apoptosis rate of cells in lung tissue and inhibiting inflammatory responses.
【Key  words】  Lung  transplantation;  Primary  graft  dysfunction;  Ischemia-reperfusion  injury; Mesenchymal  stem

cell; Umbilical cord; Inflammation; Apoptosis; Myeloperoxidase
 

肺移植是终末期肺病唯一有效的治疗手段，近年

来发展迅速，目前全球已完成的肺移植例数超过

10 万[1]。原发性移植肺失功（primary graft dysfunction，

PGD）是肺移植术后 72 h 内出现的严重并发症，是

导致术后早期死亡的主要原因之一[2-3]。目前认为缺

血-再灌注损伤（ischemia-reperfusion injury，IRI）是

导致 PGD 发生的主要机制[4]，PGD 主要病理改变为

弥漫性肺泡损伤及肺水肿，严重者影响移植受者氧合

导致死亡 [5-6]。PGD 不仅增加了短期内死亡的风险，

而且与慢性 PGD 的发展密切相关，后者是影响肺移

植术后远期存活的主要原因[7-8]。目前，临床上尚无

有效手段治疗 PGD，仅通过严格的体液管理及加强

利尿等方法减轻肺水肿。

脐带来源的间充质干细胞（umbilical cord-derived

mesenchymal stem cell，UC-MSC）具有低免疫原性

的优势，能够分泌大量的抑炎因子，如白细胞介素

（interleukin，IL）-10 和转化生长因子（transforming

growth factor，TGF）-β1[9-10]，同时还具有免疫调节

作用，在免疫调节和炎症调控方面显示出巨大潜力。

UC-MSC 已在 1 型糖尿病、系统性红斑狼疮、多发性

硬化症、类风湿性关节炎、克罗恩病等多种炎症或免

疫性疾病的治疗中展示出安全性和有效性[11-15]。研究

显示，UC-MSC 在新型冠状病毒感染导致的急性肺损

伤治疗中也显示出一定的潜力，能减少肺部病变，提

高六分钟步行距离，改善患者的临床症状[16-17]。总的

来说，UC-MSC 作为一种治疗 PGD 的潜在策略，其

理论基础在于它们的免疫调节和抗炎特性，以及在其

他炎症和免疫性疾病中显示出的潜在效益。UC-MSC
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在肺移植术后 PGD 的治疗中是否能够发挥作用目前

尚无相关报道。因此，本研究通过构建大鼠 PGD 模

型，探讨 UC-MSC 在大鼠 PGD 模型的治疗作用及机

制，以期为肺移植术后 PGD 的治疗提供参考。 

1    材料与方法
 

1.1    材料与试剂

Lewis 雄性大鼠采购于广州迪恩基因科技有限公

司，UC-MSC 购自武汉中源协和，研究方案经莱岸科

技（广州）有限公司实验动物伦理委员会批准（批

号：G2024088）。

酶 联 免 疫 吸 附 试 验 （ enzyme-linked  immune
absorbent assay，ELISA）试剂盒购自武汉伊莱瑞特

生物科技股份有限公司，脱氧核糖核酸末端转移酶介

导的 dUTP 缺口末端标记（terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated dUTP nick-end labeling，TUNEL）

试剂盒购自广州浩克生物技术有限公司。髓过氧化物

酶（myeloperoxidase，MPO）活性检测试剂盒购自北

京索莱宝科技有限公司。 

1.2    模型构建与分组

24 只 6~8 周雄性 Lewis 大鼠实验前饲养在无特

定 病 原 体 级 动 物 房 ， 随 机 分 为 供 体 及 受 体 ， 各

12 只，行左肺原位移植手术，手术步骤参考既往发

表文献 [18]。供肺在离体前用生理盐水灌注后置于冰

上进行修饰，其中 4 个左侧供肺离体修饰后立即移

植，受体鼠设为空白对照组，其 8 个左侧供肺经冷缺血

18 h 后进行左侧原位肺移植，每只受体移植肺吻合

时间控制在 15 min 左右，术后将其随机分为阴性对

照组和治疗组，治疗组在术后立即从尾静脉注射

300 μL UC-MSC 悬液（1×106/只），阴性对照组和空

白对照组在移植后立即从尾静脉注射相同体积的磷酸

盐缓冲液。术后 72 h 取移植肺、肺泡灌洗液和血浆

做以下研究。 

1.3    研究内容与方法 

1.3.1   肺组织大体形态学观察　观察术后 72 h 移植肺

的颜色、大小、质地，对比自体肺与移植肺的差异。 

1.3.2   肺组织 micro-CT　在使用异氟烷轻度麻醉的情

况下，大鼠在自主呼吸时进行扫描。通过 micro-CT
评估各组大鼠移植肺的通气情况及实变的进展。 

1.3.3   肺组织湿/干比　术后 72 h 收集移植肺，并选

取部分肺组织称重，确定湿重；置于 65 ℃ 烘箱中烘

干 24 h 后称重，确定干重；计算湿/干比。 

1.3.4   苏木素-伊红染色　肺组织多聚甲醛固定后进行

脱水，脱水后进行二甲苯透明，然后将组织包埋在石

蜡中，用切片机切成 5 μm 的薄片。将石蜡切片放入

二甲苯中进行脱蜡、水化，随后进行苏木素-伊红

（hematoxylin-eosin，HE）染色、封片，在显微镜下

观察肺组织损伤程度并采集图像。 

1.3.5   TUNEL 染色　将 5 μm 石蜡切片置于二甲苯或

类似的有机溶剂中，以去除石蜡，通过一系列浓度递

减的乙醇溶液将切片水化，使用 TUNEL 试剂盒进行

标记，然后在显微镜下观察、分析并采集图像，检测

细胞凋亡情况。 

1.3.6   MPO 活性检测　将肺组织匀浆后离心，吸取

上清，检测试剂盒检测大鼠肺组织匀浆上清中的

MPO 活性。 

1.3.7    ELISA　采用 ELISA 试剂盒检测肺移植术后

72 h 大鼠的血浆及肺泡灌洗液中 IL-6、IL-10 和肿瘤

坏死因子（tumor necrosis factor，TNF）-α 的水平。 

1.4    统计学方法

采用 GraphPad Prism 9.0 进行统计学分析，不符

合正态分布或方差齐性的计量资料采用中位数（下四

分位数，上四分位数）表示，比较采用 Kruskal-Wallis
非参数秩和检验，并使用 Dunn's Test  进行两两比

较。P<0.05 为差异有统计学意义。 

2    结　果
 

2.1    各组大鼠肺组织 micro-CT 及 HE 染色结果

阴性对照组移植肺外观颜色与自体肺差异较大，

而治疗组与空白对照组移植肺与自体肺外观颜色几乎

一致（图 1A）。肺组织 micro-CT 结果显示阴性对照

组移植肺渗出明显，肺泡通气下降，而治疗组较阴性

对照组移植肺通气有所改善，空白对照组中移植肺与

自体肺通气几乎一致（图 1B）。HE 染色结果显示治

疗组相对于阴性对照组肺泡内渗出明显减少，气道上

皮细胞相对完整，而空白对照组中移植肺肺泡内没有

渗出，气道及肺泡结构正常（图 1C）。 

2.2    TUNEL 染色结果

治疗组气道周围荧光信号弱于阴性对照组，而空

白对照组中几乎没有荧光信号（图 2A）。荧光强度

对比结果显示，治疗组低于阴性对照组，与空白对照

组差异无统计学意义（图 2B）。 

2.3    肺湿/干比、肺组织 MPO 活性检测结果

治疗组大鼠肺组织湿/干比较阴性对照组降低，
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与空白对照组差异无统计学意义（图 3A）；治疗组

移植肺组织 MPO 活性检测低于阴性对照组，与空白

对照组差异无统计学意义（图 3B）。
 

2.4    各组大鼠肺泡灌洗液及血浆中炎症因子检测结果

治疗组肺泡灌洗液中 IL-6、TNF-α 水平低于阴性

对照组，与空白对照组差异无统计学意义；IL-10 水

平高于阴性对照组和空白对照组（图 4A~C）。各组

大鼠血浆中的 IL-6、TNF-α、IL-10 水平差异无统计

学意义（图 4D~F）。
 

3    讨　论

PGD 是肺移植术后早期的首要并发症和首位死

 

注：A 图为肺移植术后 72 h 肺组织大体形态学，蓝色箭头所指为移植吻合套管；B 图为肺移植术后 72 h micro-CT 影

像学结果，红色圈内为移植肺 micro-CT 影像；C 图为移植肺 HE 染色（×40）。

图 1    各组大鼠移植肺大体形态学、肺组织 micro-CT 及 HE 染色结果

Figure 1    pulmonary gross morphology, micro-CT and HE staining images of the allograft lungs of rats in each group

 

注：与空白对照组比较，aP<0.05；与阴性对照组比较，bP<0.05。

图 2    各组大鼠移植肺 TUNEL 染色结果（×40）

Figure 2    TUNEL staining images of the allograft lungs of rats in each group
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亡原因，然而目前却缺乏有效的治疗手段。本研究通

过大鼠肺移植模型，探索了 UC-MSC 对肺移植术后

PGD 的治疗作用，发现接受 UC-MSC 治疗大鼠，肺

损伤的严重程度减轻、支气管肺泡灌洗液中的炎症因

子水平下降及组织细胞凋亡减少，提示 UC-MSC 具

有较强的抗炎作用，可有效治疗 PGD 相关肺损伤。

结合目前对 MSC 的研究结果，我们认为 UC-

MSC 可能通过以下几个方面对肺移植后 IRI 发挥抗

炎作用。首先，通过抑制中性粒细胞的活化及功能发

挥抗炎作用。中性粒细胞是介导 IRI 发生及进展的核

心细胞，不仅可以通过释放细胞因子和趋化因子等多

种炎症通路及级联反应效应参与 IRI 的发生及进

展[19-20]，而且还可通过形成中性粒细胞胞外陷阱促进

炎 症 级 联 反 应 ， 导 致 心 肌 IRI 加 重 [21]。 而 UC-

MSC 来源的细胞外囊泡通过抑制氧化应激和中性粒

细胞炎症反应，减轻大鼠肝脏 IRI[22]。同时，有研究

证明消除过多的中性粒细胞或抑制其功能可以减轻肝

损 伤 和 炎 症 反 应 [23]。Wang 等 [24] 研 究 发 现 ，UC-

MSC 可以通过抑制中性粒细胞中 ERK 磷酸化减轻炎

性肠病。Ahn 等[25] 发现 UC-MSC 通过与中性粒细胞

 

注：A 图为各组大鼠移植肺组织湿/干比；B 图为各组

大鼠移植肺组织 MPO 活性。与空白对照组比较，aP<0.05；

与阴性对照组比较，bP<0.05。

图 3    各组大鼠移植肺组织湿/干比、MPO 活性

Figure 3    Wet-dry ratio, MPO activity of allograft lung
tissues of rats in each group

 

注：A 图为肺泡灌洗液中 IL-6 水平；B 图为肺泡灌洗液中 TNF-α 水平；C 图肺泡灌洗液中 IL-10 水平；D 图为血浆

IL-6 水平；E 图为血浆 TNF-α 水平；F 图为血浆 IL-10 水平。与空白对照组比较，aP<0.05；与阴性对照组比较，bP<0.05。

图 4    各组大鼠血浆及肺泡灌洗液中细胞因子水平

Figure 4    Cytokine levels in plasma and alveolar lavage fluid of rats in each group
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结合可以缓解脂多糖诱导的脓毒症，同时减轻全身炎

症反应及大鼠急性肺损伤[26]。Zhang 等[27] 研究表明通

过募集和中性粒细胞的迁移可以加速肾 IRI。
其次，UC-MSC 还可通过抑制巨噬细胞的功能发

挥抗炎作用。脂多糖诱发小鼠急性肺 IRI 模型研究显

示，UC-MSC 可通过 NF-κB 途径抑制肺泡巨噬细胞

的炎症和表型转变，调节间质巨噬细胞的抗原提呈功

能，从而抑制 IRI 过程中炎症反应的发生及进展[28]。

最后，UC-MSC 可能通过其他多种途径减轻肺组织损

伤及细胞凋亡。Kurawaki 等 [29] 研究发现，UC-MSC
可以通过干扰素-γ 途径增强调节性 T 细胞的功能，

从而发挥抗炎作用机制、进而抑制炎症反应后的组织

过度修复。Bernard 等[30] 发现 UC-MSC 可通过调节缺

氧信号减少缺氧诱导的肺泡上皮细胞凋亡，在 IRI 后

的肾损伤以及对肺泡上皮细胞的凋亡保护作用也得到

了验证[31-34]。因此，UC-MSC 对肺移植后 IRI 的抗炎

机制主要包括：通过直接及间接途径抑制中性粒细胞

及巨噬细胞发挥抗炎作用，通过干扰素-γ 途径增强调

节性 T 细胞的功能等多种途径抑制炎症细胞浸润、减

少炎症因子的释放、抑制肺泡上皮细胞的凋亡等途径

发挥抗炎作用，从而对肺移植术后 PGD 发挥一定的

治疗作用。

本研究通过尾静脉注射 UC-MSC 进行治疗干

预，对比治疗组和阴性对照组的各项指标，结果发

现 UC-MSC 能显著改善移植肺的肺泡通气，减轻肺

水肿，并通过抑制炎症反应减轻疾病的进展。具体表

现为治疗组的肺组织湿/干比显著降低，肺泡内渗出

减轻，气道上皮细胞凋亡减少。本研究选择术后立即

尾静脉注射是较好的治疗时机，既往 Chakraborty
等[35] 在评价多能诱导肝细胞-MSC 在博莱霉素诱导的

肺纤维化模型中的治疗作用时，也选择造模后立即尾

静脉注射，此时肺部炎症细胞浸润减少，炎症有较大

的改善。另外，有研究发现肺移植术后 PGD 发生

中，血浆中细胞因子、趋化因子、生长因子和凋亡蛋

白等与 PGD 的临床分级和持续时间密切相关 [36-38]。

而本研究中检测的各组大鼠血浆中的各细胞因子差异

无 统 计 学 意 义 ， 这 可 能 与 本 研 究 的 样 本 量 较 小 、

PGD 的严重程度相对较轻、持续时间较短等因素有

关。本研究中我们还发现肺泡灌洗液中 IL-10 水平高

于阴性对照组和空白对照组，进一步说明了 UC-
MSC 可能通过多种途径调节免疫反应，抑制促炎细

胞因子（如 TNF-α 和 IL-6）的产生，同时促进抑炎

因子 IL-10 的分泌，从而减轻炎症，这与之前的研究

结果类似[39]。

综上所述，本研究通过肺移植大鼠模型，研究

了 UC-MSC 对肺移植术后 PGD 的治疗作用，发现

UC-MSC 能够通过减少肺组织细胞凋亡率和抑制炎症

反应，有效缓解大鼠 IRI 的严重程度，并为未来的临

床应用提供了实验基础。随着对 MSC 治疗作用机制

的深入理解和应用技术的不断完善，UC-MSC 有望成

为改善肺移植预后的有效治疗策略之一。但本研究存

在一定的局限性。首先，本研究的样本量相对较小；

其次，仅观察了 UC-MSC 对肺移植后 PGD 短期的治

疗效果，未追踪其远期影响；此外，未探究 UC-MSC
治疗的最佳时机、剂量以及给药途径，未来将对这些

重要内容进行进一步探讨，以更好地发挥 UC-MSC
对 PGD 的治疗效果。
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