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人脐带间充质干细胞对Ｔ细胞活化介导的肺动脉平滑肌细胞增殖抑制及机制研究
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　　［摘要］　目的　阐释人脐带间充质干细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈｕＭＳＣｓ）
抑制Ｔ淋巴细胞活化介导的肺动脉平滑肌细胞（ｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＰＡＳＭＣｓ）增殖的作
用及可能的调节机制。方法　复苏并培养 ｈｕＭＳＣｓ和大鼠来源的 ＰＡＳＭＣｓ、Ｔ细胞，将实验分为
ＰＡＳＭＣｓ对照组、Ｔ细胞刺激组（ＰＡＳＭＣｓ＋Ｔ淋巴细胞）、ＭＳＣ干预组（ＰＡＳＭＣｓ＋Ｔ淋巴细胞＋ＭＳＣ）、英夫
利西单抗干预组（ＰＡＳＭＣｓ＋Ｔ淋巴细胞＋英夫利西单抗）、ＴＮＦα刺激组（ＰＡＳＭＣｓ＋Ｔ淋巴细胞＋ＭＳＣ＋
ＴＮＦα）。通过荧光分光光度计、ＲＴｑＰＣＲ、倒置荧光显微镜观察等方法研究钙调磷酸酶、Ｔ淋巴细胞核
因子的变化。结果　Ｔ淋巴细胞刺激组ＴＮＦα浓度明显升高（Ｐ＜０．０１）；ＭＳＣｓ与英夫利西单抗均能明
显降低其ＴＮＦα浓度（Ｐ＜０．０１）。与单纯ＰＡＳＭＣｓ对照组比较，Ｔ淋巴细胞刺激组ＰＡＳＭＣｓ的增殖能力
明显增强（Ｐ＜０．０１），胞浆中游离钙离子的浓度明显升高（Ｐ＜０．０１），胞内ＣａＮ的表达（Ｐ＜０．０１）和活性
（Ｐ＜０．０１）均显著上调，ＮＦＡＴｃ２的表达和活性亦显著上调（Ｐ＜０．０１）；与 Ｔ淋巴细胞刺激组相比，ＭＳＣｓ
干预组、英夫利西单抗干预组ＰＡＳＭＣｓ的增殖被明显抑制（Ｐ＜０．０１），胞浆中游离钙离子的浓度均明显
下降（Ｐ＜０．０１），胞内ＣａＮ的表达（Ｐ＜０．０１）和活性（Ｐ＜０．０１）均显著下调，ＮＦＡＴｃ２的表达（Ｐ＜０．０１）和
活性亦下调；外源 ＴＮＦα可有效逆转 ＭＳＣ的干预作用，其作用与 Ｔ淋巴细胞刺激组几乎相当。
结论　ｈｕＭＳＣｓ可以通过改变ＣａＮ、ＮＦＡＴｃ２的表达和活化状态，抑制 Ｔ淋巴细胞活化，抑制炎症因子
ＴＮＦα导致的ＰＡＳＭＣｓ增殖。
　　［关键词］　间充质干细胞；肺动脉平滑肌细胞；细胞增殖；肿瘤坏死因子 α；钙调磷酸酶；Ｔ淋巴细

胞核因子
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　　肺动脉高压（ｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ＰＨ）是一种
以肺动脉血管重构、阻力进行性增加和右心衰竭为特

征的恶性肺血管性疾病。在ＰＨ患者及实验动物模型
的肺组织，靠近重构的肺动脉处，均可以见到炎症的浸

润，甚至可见由Ｔ淋巴细胞、Ｂ淋巴细胞和少量树突状
细胞造成的三级淋巴滤泡的形成［１－２］，靠近肺动脉处，

均可见钙调神经磷酸酶（ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ，ＣａＮ）、Ｔ细胞核
因子（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄＴｃｅｌｌｓ，ＮＦＡＴ）的活
化［３－４］。尽管目前尚不清楚局部的炎症反应是否为肺

动脉血管重构的使动因素，抑或仅仅是在血管重构的

进程中参与其中。然而至少已经明确，在 ＰＨ的进程
中，血管外周炎症性细胞的沉积对于肺动脉血管重构

的形成至关重要［５］。恢复血管的正常结构和功能是

治疗ＰＨ的关键。当前的治疗无助于解决免疫炎症调
节和平滑肌细胞的增殖调控，因此，组织的免疫炎症反

应及肺动脉血管平滑肌细胞（ｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＰＡＳＭＣｓ）的过度增殖有可能成为该疾病
的重要治疗靶点。

　　人脐带来源的间充质干细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌ
ｃｏｒｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈｕＭＳＣｓ），具有较好的免
疫调节作用。ＭＳＣ可以通过分泌与免疫调节相关可

溶性因子转化生长因子 β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
ｂｅｔａ１，ＴＧＦβ１）和前列腺素 Ｅ２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ２，
ＰＧＥ２），显著抑制Ｔｈ１相关炎症性细胞因子的分泌，如

ＴＮＦα和ＩＦＮγ［６－７］。有研究表明 ＴＮＦα可以明显促
进血管平滑肌细胞的增殖［８－９］，本课题组前期研究发

现：在大鼠肺动脉高压疾病模型，ｈｕＭＳＣｓ可以明显改
善疾病模型各项指标，同时发现也存在炎症因子ＴＮＦα
有促进 ＰＨ模型 ＰＡＳＭＣｓ增殖的作用，且这种作用可
以被ｈｕＭＳＣｓ有效抑制［１０］。但是 ｈｕＭＳＣｓ是通过什
么机制来抑制 ＴＮＦα介导的 ＰＡＳＭＣｓ增殖？仍有待
探讨。本研究拟在体外建立共培养体系，活化 Ｔ淋巴
细胞，使其释放含有 ＴＮＦα的炎症因子，模拟肺动脉
血管周围的炎症环境，探讨ＭＳＣ抑制炎症因子 ＴＮＦα
介导的ＰＡＳＭＣｓ增殖过程中可能的机制。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　ＨｕＭＳＣｓ、ＰＡＳＭＣｓ复苏与传代　　ＨｕＭＳＣｓ、
ＰＡＳＭＣｓ细胞由本实验室分离、鉴定并保存［１１］。实验

时取出冻存细胞，快速融化，加入 ５倍以上体积的
ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全培养基混匀并离心去上清，重悬细

５７１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２２）



胞，置于３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度的条件下培养；细胞
铺至培养瓶底面积８０％～９０％时，以０．２５％胰蛋白酶／
０．０１％ＥＤＴＡ消化，ＰＢＳ洗涤并离心后加入 ＤＭＥＭ／
Ｆ１２完全培养基，１∶３传代培养。本实验中 ＨｕＭＳＣｓ、
ＰＡＳＭＣｓ均为第４代细胞。
１．１．２　大鼠脾脏Ｔ淋巴细胞分离　　ＳＰＦ级雌性 ＳＤ
大鼠购自贵州医科大学实验动物中心（体质量１００ｇ），
颈椎脱臼处死，分离脾脏，ＰＢＳ反复冲洗５次，放入洁
净的培养皿，注射器针头反复点刺脾脏，冲洗并离心收

集细胞；裂解红细胞后调整密度为 ５．０×１０８／ｍＬ；过
２遍尼龙毛柱，收集滤出的细胞悬液，离心后的细胞即
为大鼠脾脏Ｔ淋巴细胞，调整其密度为１．０×１０６／ｍＬ，
备用。

１．２　主要实验试剂
　　包括：ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（美国 ＧＩＢＩＣＯ公司）、
ＴＲＩｚｏｌ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）、英夫利西单抗（美国强
生公司）、ＴＮＦα（美国ＰｒｏｓｐｅｃｔＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）、ＴＮＦ
αＥＬＩＳＡ试剂盒（美国 ｅＢｉｓｃｉｅｎｃｅ公司）、ＥＺＮＡ总
ＲＮＡ提取试剂盒（美国 Ｏｍｅｇａ公司）、实时定量 ＰＣＲ
试剂盒（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）、ＮＦＡＴｃ２单克隆抗体
（美国ＢＤ公司）、ＤＡＰＩ（美国 Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ公司）、钙调
神经磷酸酶（ＣａＮ）测试盒（南京建成生物工程研究所）。
１．３　方法
１．３．１　ＰＡＳＭＣｓ、ＭＳＣ及 Ｔ淋巴细胞组成的体外共培
养体系及分组　　共分为５组，每组设３个复孔。取
第４代 ＰＡＳＭＣｓ，ＤＭＥＭ／Ｆ１２重悬细胞，加入 ２４孔板
中（１．０×１０４／孔）即为 ＰＡＳＭＣｓ组；加入 ７００μＬ的
Ｔ淋巴细胞悬液（１．０×１０５／孔），含 １０μｇ／ｍＬ的刀豆
蛋白Ａ（ｃｏｎｃａｎａｖａｌｉｎＡ，ＣｏｎＡ）即为活化 ＴＣ刺激组；
ＭＳＣ干预组：在 ＰＡＳＭＣｓ＋Ｔ淋巴细胞组基础上，加入
３００μＬ的ＭＳＣ细胞悬液接种到孔径为３μｍ的插入式
培养皿，将培养皿插入２４孔板的板孔中培养（１．０×１０４／
孔）；英夫利西干预组：在 ＰＡＳＭＣｓ＋Ｔ淋巴细胞组基础
上，加入终浓度为 １μｇ／ｍＬ的英夫利西单抗（ＴＮＦα
单克隆抗体）；ＴＮＦα刺激组：在ＭＳＣ干预组基础上加
入终浓度为１０ｎｇ／ｍＬ的重组大鼠ＴＮＦα。
１．３．２　ＴＮＦα检测　　培养３ｄ后，收集Ｔ淋巴细胞
刺激组、ＭＳＣ干预组、英夫利西单抗干预组上清，
ＥＬＩＳＡ法检测每个样本的 ＴＮＦα浓度。实验独立进
行３次。
１．３．３　ＰＡＳＭＣｓ的增殖检测　　采用 ＭＴＳ法对共培
养体系中各组ＰＡＳＭＣｓ的增殖进行检测。弃各孔上清，
ＰＡＳＭＣｓ冲洗 ３遍。加入 ３００μＬ／孔的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２、

１５μＬ／孔的ＭＴＳ，继续培养４ｈ；收集细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，加样至９６孔板中，酶标仪检测４９０ｎｍ处的
光密度值Ｄ（４９０）。实验独立进行３次。
１．３．４　ＰＡＳＭＣｓ细胞内钙离子浓度检测　　培养３ｄ
后去上清，消化细胞，Ｈａｎｋｓ液重悬细胞并调整密度为
１．０×１０６／ｍＬ，接种至９６孔板中（０．１ｍＬ／孔），加入终
浓度为 ３μｍｏｌ／Ｌ的 Ｆｕｒａ２／ＡＭ，震荡孵育 ４０ｍｉｎ；收
集细胞，Ｈａｎｋｓ液重悬细胞并调整密度为５．０×１０４／孔，
加入９６孔板中，用荧光分光光度计检测荧光比值（Ｒ
值）；每孔加入 ０．１％终浓度的 ＴｒｉｔｏｎＸ１００，震荡孵育
５ｍｉｎ使Ｃａ２＋完全饱和，检测荧光比值（Ｒｍａｘ值）；每孔
加入５ｍｍｏｌ／Ｌ终浓度的乙二醇四乙酸酯（ＥＧＴＡ），内
震荡孵育 ５ｍｉｎ使 Ｃａ２＋完全游离，检测其荧光比值
（Ｒｍｉｎ值）；利用公式计算细胞内 Ｃａ

２＋浓度：［Ｃａ２＋］ｉ＝
Ｋｄ×［（Ｒ－Ｒｍｉｎ）／（Ｒｍａｘ－Ｒ）］×ＦＤ／ＦＳ。其中 Ｋｄ为
Ｃａ２＋解离常数２２４ｎｍｏｌ／Ｌ，ＦＤ为Ｃａ２＋完全游离状态下于
３８０ｎｍ激发波长处的荧光强度，ＦＳ为Ｃａ２＋完全饱和状
态下于３８０ｎｍ激发波长处的荧光强度。
１．３．５　实时定量ＰＣＲ检测　　提取各组 ＰＡＳＭＣｓ细
胞内总 ＲＮＡ，鉴定并定量；体外将各组 ＰＡＳＭＣｓ细胞
ｍＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ，设计并合成ＲＴｑＰＣＲ引物，引
物序列见表１。采用ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ荧光染料法，用２０μＬ
体系进行扩增，扩增条件为：５０℃持续２ｍｉｎ，９５℃持
续２ｍｉｎ，４０个循环：９５℃，１５ｓ，６０℃，３０ｓ扩增反应
结束后，进行融解曲线分析来检测产物的特异性，以

ＧＡＰＤＨ作为内参对各个基因的表达量进行定量分析。

表１　ＲＴｑＰＣＲ引物序列与片段长度

基因 引物序列 片段长度／ｂｐ
ＧＡＰＤＨ 上游：５′ＣＣＡＴＴＣＴＴＣＣＡＣＣＴＴＴＧＡＴＧＣＴ３′ ９８

下游：５′ＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＴＡＴＴＣＡＴＴＧＴ３′
ＣａＮ 上游：５′ＣＡＧＡＧＧＧＴＧＣＴＴＣＧＡＴＴＣＴＣ３′ １５６

下游：５′ＣＣＣＣＴＡＡＧＡＡＧＡＧＧＴＡＧＣＧＡ３′
ＮＦＡＴｃ２ 上游：５′ＣＡＧＣＡＧＡＴＴＴＧＧＧＡＧＡＴＧＧＡＡＧ３′ １８０

下游：５′ＧＡＣＴＧＧＧＴＧＧＴＡＡＧＴＡＡＡＧＴＧＣ３′

１．３．６　ＰＡＳＭＣｓ的 ＣａＮ活性检测　　培养 ３ｄ后去
上清，ＰＢＳ冲洗２遍后，每孔加入３００μＬ细胞裂解液，
１００００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集上清备用；ＰＡＳＭＣｓ的
总蛋白含量进行检测，酶标仪检测 ５６２ｎｍ条件下的
Ｄ（５６２）值，并利用公式计算总蛋白浓度，总蛋白浓度
（μｇ／ｍＬ）＝［（测定 Ｄ值－空白 Ｄ值）／（标准 Ｄ值－空
白Ｄ值）］×标准品浓度（５６３μｇ／ｍＬ）×样品稀释倍
数。采用ＣａＮ测试盒对 ＰＡＳＭＣｓ的 ＣａＮ活性进行检
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测。ＣａＮ活性＝［（测定Ｄ值－对照Ｄ值）／（标准Ｄ值－
空白Ｄ值）］×标准品浓度（０．１μｍｏｌ／Ｌ）×反应体系稀
释倍数（５倍）×３÷待测样本蛋白浓度（ｍｇ／ｍＬ）。
１．３．７　ＮＦＡＴｃ２免疫荧光检测　　培养 ３ｄ后去上
清，ＰＢＳ冲洗２遍后，每孔加入４％多聚甲醛，室温环境
下固定 １ｈ，洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ；滴加 ２００μＬ０．３％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ；
５％ＢＳＡ室温封闭 １０ｍｉｎ，去 ＢＡＳ；滴加 ２００μＬ
ＮＦＡＴｃ２单克隆抗体（１∶１００，ＮｏｖｕｓＢｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ，美国），
４℃过夜；ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ；滴加２００μＬＦＩＴＣ标
记的ＩｇＧ，于４℃避光孵育２ｈ；ＰＢＳ洗３次后，加入５０μＬ
１μｇ／ｍＬＤＡＰＩ瞬染１０ｓ，经ＰＢＳ浸洗３次；４′，６二脒
基２苯基吲哚（ＤＡＰＩ）进行核染色，于倒置荧光显微
镜下进行观察并拍照。

１．４　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件，以 珋ｘ±ｓ表示正态分布
计量数据，组间比较采用ＬＳＤ法。检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　各组培养上清中ＴＮＦα的浓度
　　培养３ｄ后，Ｔ淋巴细胞刺激组中 ＴＮＦα浓度较
单纯ＰＡＳＭＣｓ对照组显著升高（Ｐ＜０．０１）；ＭＳＣ干预组
中ＴＮＦα浓度较 Ｔ淋巴细胞刺激组明显下降（Ｐ＜
０．０１）；而英夫利西单抗干预组中ＴＮＦα浓度也明显低
于Ｔ淋巴细胞刺激组（Ｐ＜０．０１，图１）。
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１：单纯ＰＡＳＭＣｓ对照组；２：Ｔ淋巴细胞刺激组；３：ＭＳＣ干
预组；４：英夫利西单抗干预组；ａ：Ｐ＜０．０１，与 Ｔ淋巴细胞
刺激组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与单纯ＰＡＳＭＣｓ对照组比较

图１　ＥＬＩＳＡ检测各组培养上清中ＴＮＦα浓度

２．２　ＭＳＣ对ＰＡＳＭＣｓ增殖的影响
　　与单纯 ＰＡＳＭＣｓ对照组相比，Ｔ淋巴细胞刺激组
ＰＡＳＭＣｓ的增殖能力增强（Ｐ＜０．０１）；与 Ｔ淋巴细胞刺
激组比较，ＭＳＣ干预组和英夫利西单抗干预组细胞增
殖被明显抑制（Ｐ＜０．０１）；外源重组大鼠 ＴＮＦα可有
效促进ＰＡＳＭＣｓ的增殖（Ｐ＜０．０１，图２）。
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１：单纯ＰＡＳＭＣｓ对照组；２：Ｔ淋巴细胞刺激组；３：ＭＳＣ干预
组；４：英夫利西单抗干预组；５：ＴＮＦα刺激组；ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｔ
淋巴细胞刺激组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与单纯ＰＡＳＭＣｓ对照组比较

图２　ＭＴＳ检测各组ＰＡＳＭＣｓ增殖

２．３　ＭＳＣ对ＰＡＳＭＣｓ细胞内钙离子浓度的影响
　　与单纯 ＰＡＳＭＣｓ对照组比较，Ｔ淋巴细胞刺激组
ＰＡＳＭＣｓ胞浆中游离钙离子的浓度明显上升（Ｐ＜
０．０１）；ＭＳＣ干预组、英夫利西单抗组ＰＡＳＭＣｓ细胞浆
内游离钙离子的浓度较 Ｔ淋巴细胞刺激组明显下降
（Ｐ＜０．０１）；外源重组大鼠ＴＮＦα可有效促进ＰＡＳＭＣｓ
胞浆内游离钙离子浓度升高（Ｐ＜０．０１，图３）。
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１：单纯ＰＡＳＭＣｓ对照组；２：Ｔ淋巴细胞刺激组；３：ＭＳＣ干
预组；４：英夫利西单抗干预组；５：ＴＮＦα刺激组；ａ：Ｐ＜
０．０１，与 Ｔ淋巴细胞刺激组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与单纯
ＰＡＳＭＣｓ对照组比较

图３　各组ＰＡＳＭＣｓ胞浆内钙离子的浓度

２．４　ＭＳＣ对ＰＡＳＭＣｓ胞内ＣａＮ、ＮＦＡＴ表达的影响
　　Ｔ淋巴细胞刺激组ＰＡＳＭＣｓ胞内ＣａＮ的表达较单
纯ＰＡＳＭＣｓ对照组明显上调（Ｐ＜０．０１）；ＭＳＣ干预组
ＣａＮ表达较 Ｔ淋巴细胞刺激组明显被抑制，与英夫利
西单抗干预组抑制效应基本相当（Ｐ＜０．０１），这种抑制
作用可以被外源性重组大鼠ＴＮＦα明显上调（Ｐ＜０．０１，
图４Ａ）。Ｔ淋巴细胞刺激组 ＮＦＡＴｃ２的表达较单纯
ＰＡＳＭＣｓ对照组明显上调（Ｐ＜０．０１）；ＭＳＣ干预组
ＮＦＡＴｃ２表达较 Ｔ淋巴细胞刺激组明显被抑制，与英
夫利西单抗干预组抑制效应基本相当（Ｐ＜０．０１），这种
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抑制作用可以被外源性重组大鼠 ＴＮＦα逆转（Ｐ＜
０．０１，图４Ｂ）。
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Ａ：ＣａＮ；Ｂ：ＮＦＡＴｃ２　１：单纯 ＰＡＳＭＣｓ对照组；２：Ｔ淋巴细
胞刺激组；３：ＭＳＣ干预组；４：英夫利西单抗干预组；５：ＴＮＦα
刺激组；ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｔ淋巴细胞刺激组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，
与单纯ＰＡＳＭＣｓ对照组比较

图４　ＲＴｑＰＣＲ检测各组ＰＡＳＭＣｓ胞内ＣａＮ、ＮＦＡＴｃ２
ｍＲＮＡ表达

２．５　ＭＳＣ对ＰＡＳＭＣｓ胞内ＣａＮ活性的影响
　　Ｔ淋巴细胞刺激组ＣａＮ的活性较单纯ＰＡＳＭＣｓ对
照组明显增强（Ｐ＜０．０１）；ＭＳＣ干预组、英夫利西单抗
干预组ＣａＮ活性较Ｔ淋巴细胞刺激组明显被抑制（Ｐ＜
０．０１）；外源性重组大鼠 ＴＮＦα可以显著增强 ＣａＮ的
活性（Ｐ＜０．０１，图５）。
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１：单纯ＰＡＳＭＣｓ对照组；２：Ｔ淋巴细胞刺激组；３：ＭＳＣ干
预组；４：英夫利西单抗干预组；５：ＴＮＦα刺激组；ａ：Ｐ＜
０．０１，与 Ｔ淋巴细胞刺激组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与单纯
ＰＡＳＭＣｓ对照组比较

图５　各组ＰＡＳＭＣｓ胞内ＣａＮ的活性

２．６　ＭＳＣ对ＰＡＳＭＣｓ胞内ＮＦＡＴｃ２活化的影响
　　采用ＦＩＴＣ荧光染料标记的ＮＦＡＴｃ２、ＤＡＰＩ染料标
记细胞核，结果显示：单纯 ＰＡＳＭＣｓ对照组中 ＮＦＡＴｃ２
主要分布于细胞浆中，在活化 Ｔ淋巴细胞的刺激下，
ＮＦＡＴｃ２在细胞核区域明显增多，重叠后显示为青色。
ＭＳＣ干预组和英夫利西单抗干预组ＮＦＡＴｃ２在细胞核
区域明显减少；外源性重组大鼠 ＴＮＦα可以在细胞核
区域显著增强ＮＦＡＴｃ２活性（图６）。
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图６　倒置荧光显微镜观察各组 ＰＡＳＭＣｓ胞内 ＮＦＡＴｃ２
的活化情况

３　讨论

　　ＰＨ患者及疾病模型病理学观察均显示广泛的肺
动脉血管平滑肌增厚和肺动脉血管的进行性收缩，而

肺动脉血管平滑肌的增殖作用，在体内外的实验中均

可以发现其可以被ｈｕＭＳＣｓ抑制。可以肯定ｈｕＭＳＣｓ
有抑制 ＰＡＳＭＣｓ增殖和重塑血管的潜力，是 ＰＨ极具
应用前景的治疗措施。
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　　在炎症环境中，某些因子的刺激下，细胞膜上的特
异性受体能够与磷脂酶 Ｃ发生偶联，进而导致平滑肌
细胞膜表面钙离子通道的开放以及钙内流的增加，胞

浆中高水平的钙离子浓度可以激活 ＣａＮ／ＮＦＡＴ，ＮＦＡＴ
去磷酸化激活后进入细胞核内，通过与相应基因的共

同作用启动平滑肌细胞的增殖［１２－１３］。已有研究发现：

ＴＮＦα有促进血管平滑肌细胞增殖的作用［８－９］，炎症

因子 ＴＮＦα能够通过促进细胞外钙内流以及增加线
粒体等内源性钙的释放提高内皮细胞胞浆钙离子的浓

度［１４－１５］。尽管机制尚不完全清晰，但作为细胞增殖的

关键信号，胞浆钙离子浓度增高介导的 ＣａＮ／ＮＦＡＴ活
化在其中可能发挥一定作用。ＭＳＣ的免疫调节作用
可以通过分泌免疫调节相关因子，如ＰＧＥ２

［１６－１７］、ＴＧＦ
β１［１８－１９］、白介素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）［２０］等调节免疫
反应，主要表现为显著抑制 Ｔｈ１相关炎症性细胞因子
（如ＴＮＦα和 ＩＦＮγ）的分泌［６－７］。基于 ＭＳＣ特有的
免疫调节作用，利用 ＭＳＣ对 ＰＨ动物模型进行移植，
也能够获得很好的疗效［２１－２２］，表明炎症性细胞的浸润

在肺动脉血管重构中起到了很关键的作用［２３－２４］。

　　为了进一步阐释 ＭＳＣ是如何通过其免疫调节作
用抑制Ｔ淋巴细胞的活化和 ＰＡＳＭＣｓ增殖，进而起到
阻止肺动脉血管重构的作用，本研究建立了一个由

ＰＡＳＭＣｓ、Ｔ淋巴细胞和ＭＳＣ组成的体外共培养体系。
实验结果显示：共培养体系中，在 ＣｏｎＡ的刺激作用
下，Ｔ淋巴细胞被活化，分泌炎症因子ＴＮＦα的量显著
升高，有效刺激了ＰＡＳＭＣｓ增殖，显著增高ＰＡＳＭＣｓ的
钙离子内流及细胞浆中的钙离子浓度，ＣａＮ磷酸化激
活并进而使其下游的 ＮＦＡＴ去磷酸化激活，导致
ＰＡＳＭＣｓ显著增殖；ＭＳＣ可以抑制Ｔ淋巴细胞的活化，
Ｔ淋巴细胞分泌ＴＮＦα的量不能显著增加，从而不能
有效刺激ＰＡＳＭＣｓ增殖；ＴＮＦα的单抗英夫利西和活
化的Ｔ淋巴细胞分泌的ＴＮＦα结合，从而导致游离的
ＴＮＦα急剧下降，ＰＡＳＭＣｓ的增殖明显减低，与 ＭＳＣ
干预效果基本相当；在 ＭＳＣ干预组加用外源性
ＴＮＦα，ＰＡＳＭＣｓ的增殖明显增强。本研究在体外还观
察了被含有 ＴＮＦα的炎症因子刺激增殖时，ＰＡＳＭＣｓ
中ＣａＮ和ＮＦＡＴｃ２的活化情况，ＭＳＣ通过对 Ｔ淋巴细
胞活化和对 ＣａＮ、ＮＦＡＴｃ２的调控，进而发挥对
ＰＡＳＭＣｓ增殖的抑制作用。该结果与ＢＯＮＮＥＴ等［３］和

ＣＨＥＮ等［４］的研究互相印证，与ＭＳＣ参与其他疾病中
的免疫调节效应一致［６］。本研究揭示了 ＭＳＣ抑制 Ｔ
淋巴细胞活化，减少炎症因子 ＴＮＦα分泌，抑制其导
致的ＰＡＳＭＣｓ增殖，为利用 ＭＳＣ对 ＰＨ进行移植干预
提供了基础研究数据支持。

　　但是ＰＨ时炎症介导的ＰＡＳＭＣｓ增殖作用机制是

复杂的，相关炎症因子间是否存在协同作用和作用网

络，目前尚不完全清楚。需分步敲除相关因子，同时给

予挽救实验开展研究，是一项巨大而复杂的工程。

ＭＳＣ对炎症的调节作用也是非常复杂的。本研究仅
在体外利用ＭＳＣ对活化的 Ｔ淋巴细胞分泌 ＴＮＦα的
抑制作用和ＣａＮ、ＮＦＡＴｃ２表达、活化进行了研究，实际
作用过程中细胞间的接触抑制、受体介导的作用网络等

均可起到非常重要的作用，仍需进一步的研究、探索。
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