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摘要      该文探讨人皮肤成纤维细胞(NCF)和脐带间充质干细胞(hUC-MSCs)分泌蛋白的差异, 从
而初步阐明脐带间充质干细胞分泌蛋白对于治疗退行性疾病的可能分子机理。基于串联质谱(LC-MS/
MS)的方法, 收集用无血清培养基培养48 h的NCF和hUC-MSCs上清样品, 进行TMT(tandem mass tags 
for relative and absolute quantitation)检测, 从而对蛋白质酶解之后的肽段进行同位素标记, 之后对分泌

蛋白的表达差异进行精确的鉴定和定量。通过生物信息学分析, 建立NCF和hUC-MSCs分泌蛋白谱图, 
并通过GO(gene ontology)对这些分泌蛋白进行功能分析, 对于在蛋白分子互作图中处于中心位置的

CCL2、COL4A1、TGFβ1、SERPINE1、SEMA7A我们进行了Real-time PCR定量分析。通过TMT以及

生物信息学分析, 该文鉴定出1 000多种共有蛋白, 其中有704种蛋白在hUC-MSCs中的表达量比NCF中
高。通过Real-time PCR, 我们证实了CCL2、COL4A1在hUC-MSCs中的分泌量的确高于其在NCF中的

分泌量, 且差异具有显著性。通过检索文献以及Uniprot的相应数据库数据, 该文发现, 这两种分子在

炎症的消除方面起到十分重要的作用,而炎症反应在帕金森病等退行性疾病的发生与发展过程中起

到重要作用。通过对NCF和hUC-MSCs培养基中分泌的蛋白进行检测分析, 该研究为探讨脐带间充质

干细胞分泌蛋白治疗神经退行性疾病的可能分子机制提供启示。
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Abstract       To elucidate the probable mechanism of hUC-MSCs (umbilical cord mesenchymal stem cells) 
secretory proteins in the treatment of neurodegenerative diseases, this study investigated the differences in secretory 
proteins between NCF (human skin fibroblasts) and hUC-MSCs. Based on LC-MS/MS (tandem mass spectrom-
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etry), the supernatant samples of hUC-MSCs and NCF cultured in serum-free medium for 48 hours were collected 
for TMT (tandem mass tags for relative and absolute quantitation) to detect peptides after protein digestion. Isotope 
labeling was performed, and then the difference in expression of secretory proteins was accurately identified and 
quantified. The secretory proteins of NCF and hUC-MSCs were established by bioinformatics analysis, and func-
tional analysis of these secretory proteins were performed by GO (gene ontology). Proteins at the central position 
were analysed by Real-time PCR, such as CCL2, COL4A1, TGFβ1, SERPINE1 and SEMA7A. More than 1 000 
consensus proteins were identified and the corresponding functions were searched by Uniprot. And the paper con-
firmed that the secretion of CCL2 and COL4A1 in hUC-MSCs were more than the secretion in NCF. The paper find 
that these two molecules play an important role in the elimination of inflammation, and the inflammatory response 
plays an important role in the occurrence and development of degenerative diseases such as Parkinson’s disease. By 
analyzing the proteins secreted in NCF and hUC-MSCs culture medium, this study lays the foundation for elucidat-
ing the differences in molecular mechanisms between mesenchymal stem cells and skin fibroblasts.

Keywords        human skin fibroblasts; umbilical cord mesenchymal stem cells; tandem mass tags for relative 
and absolute quantitation; secretory proteins

神经退行性疾病一般包括老年痴呆症、帕金森

病、脊髓侧索硬化病、脊髓肌肉萎缩症、舞蹈病等。

间充质干细胞在治疗相关疾病[1-3]方面起着非常重

要的作用, 但具体机制还有待进一步研究和完善。

间充质干细胞(mesenchymal stem cell)[4]是一类多

能干细胞 , 具有高度自我更新的能力以及向多种细胞

分化的潜能。其中, 人脐带来源间充质干细胞(human 
umbilical cord mesenchymal stem cells, hUC-MSCs)因其

具备的综合优点受到广泛关注。研究表明 , 它们可以

在体外和体内通过不同方式诱导分化为脂肪组织细

胞、软骨组织细胞、结缔组织细胞和骨组织细胞以

及神经干细胞。最近的研究表明 , 间充质干细胞分泌

的生物活性因子对其在治疗神经退行性疾病如帕金

森病、阿尔茨海默病等的过程中起到了非常重要的

作用 [5]。而本文研究的成纤维细胞 (fibroblast, NCF)[6]

取自皮肤 , 是真皮层主要的组成细胞 , 富含胶原蛋白 , 
可以诱导分化为多能干细胞 [7]。而且脐带间充质干

细胞经过诱导可以分化为成纤维细胞 , 失去其治疗

能力。TMT标记定量蛋白组学(tandem mass tags for 
relative and absolute quantitation)是1种多肽体外标

记技术, 采用10种同位素的标签, 标记多肽的氨基基

团, 通过LC-MS/MS分析, 对肽段进行精确鉴定和定

量比较。本研究使用该技术分析NCF和hUC-MSCs
培养基中分泌的蛋白 [8], 对比2种细胞分泌蛋白质组

学的差异和不同 , 探讨hUC-MSCs细胞治疗帕金森

病等[9-10]退行性疾病的优势原因, 从而为分子机理比

较作铺垫[11]。

1   材料与方法
1.1   材料

胰蛋白酶、DTT、LAM购自Promega公司 ; 尿
素购自GibcoBRL公司; EDTA、PMSF、考马斯亮蓝

染料G250、过硫酸铵购自Amesco公司 ; 丙烯酰胺、

溴酚蓝、SDS、TEMED购自Sigma公司; 乙醇、乙酸、

甲酸购自北京化工厂; 乙腈、甲醇购自Fisher Scien-
tific公司; strata-X C18除盐柱、SCX强阳离子交换柱

(型号Luna SCX250×4.60 mm)购自phenomenex公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      hUC-MSCs和NCF均为实验室原

代分离培养。采集人体皮肤组织 , 放入含有青霉素 /
链霉素 (penicillin & streptomycin, PS)的DMEM中洗

涤1次, 再用PBS洗涤2次。然后把皮下脂肪去除, 再
用眼科剪剪出1 mm2×1 mm2的组织块。转入细胞培

养皿中, 加入MEF培养基[DMEM, 10%胎牛血清(fa-
tal bovine serum, FBS)、1%非必需氨基酸(nonessen-
tial amino acid, NEAA)、1% L-谷氨酰胺(L-Glutamine, 
LG)、1%青霉素/链霉素]。培养一段时间, 直到镜下

检出原代成纤维细胞 , 然后传代冻存。与上述方法

类似 , 我们还收集了人体脐带 , PBS洗3次后切断成

小块, 在MSC培养基(DMEM/F12、FBS、NEAA/PS/
LG)中培养7~14天。细胞爬出来后 , 待融合度达到

90%时进行传代。

1.2.2   样品收集      实验选取P5代以内生长状态良

好的对数期NCF和hUC-MSCs, 在10 cm细胞培养皿

中生长到大概90%汇合度, 用PBS冲洗5次, 然后在无
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血清培养基中培养48 h, 收集上清样品进行TMT分
泌蛋白检测。

1.2.3   蛋白提取      取样品加入到10k超滤管中, 14 000 ×g、
4 °C离心40 min, 弃废液。重复上述步骤 , 直至样品

体积浓缩至200 μL左右。每个样品加入50 μL裂解

液, 超声2 min(工作2 s, 间隔3 s, 功率180 W)使所有

蛋白溶解。超声后 , 20 000 ×g离心30 min, 取上清。

加入DTT至终浓度10 mmol/L。56 °C水浴1 h。取出

后, 迅速加入IAM至终浓度55 mmol/L , 暗室静置1 h。
使用Bradford法对蛋白进行定量。

1.2.4   质谱检测      将16个预分离纯化后的组分, 分
别上机检测。使用Q-Exactive质谱仪检测肽段信号。

质谱扫描完毕 , 得到质谱原始文件。将质谱原始文

件输入到PD(Proteome Discoverer 1.4, Thermo)软件

后 , 软件会对质谱谱图进行筛选。PD提取后的谱图

用mascot进行搜索, 搜索结束后, PD软件根据mascot
搜索结果和第一步筛选后的谱图进行定量分析。使

用ANOVA分析对结果进行差异显著性评估。建议

选取P<0.05, ratio≥1.2或ratio≤0.83的蛋白为差异蛋

白。

1.2.5   蛋白酶解      每个样品取100 μg蛋白体积, 加入

到10k超滤管中, 14 000 ×g、4 °C离心40 min, 弃废液。

加入200 μL 50% TEAB, 14 000 ×g、4 °C离心40 min, 
弃废液。重复上述步骤2次。加入1 μg/μL的Trypsin, 
每100 μg蛋白质底物加入3.3 μg 的酶 , 37 °C水浴24 h。
冻干消化液, 然后使用TEAB(水׃TEAB= 11׃)每管30 μL
复溶肽段。

1.2.6   肽段标记      标记试剂平衡至室温。每管标

记试剂中加入41 μL乙腈, 涡旋 1 min, 离心甩至管

底。将混好的标记试剂加入到肽段中, 不同样品用

不同大小的同位素标记。混匀后, 甩至管底, 室温静

置1 h。加入8 μL 5%羟胺, 室温静置15 min, 将样品

混合并进行真空冷冻干燥。

1.2.7   HPLC预分离      使用常规液相, 强阳离子交

换色谱柱(Luna SCX)。试剂及样品准备: 标记后样

品用A液稀释10倍, 磷酸调pH至3.0, 15 000 ×g离心

10 min, 取上清。设置分离方法。上样, 按照设置好

的分离梯度运行。本次预分离共收集36个组分, 按
照色谱图分布, 将出峰较少的部分合并, 最终合并成

16个组分并进行后续处理。

1.2.8   肽段的纯化      使用C18反相色谱除盐, 步骤

如下: 用1 mL甲醇活化柱料; 然后用5%的ACN平衡; 

样品用1 mL MilliQ水稀释过柱; 再用1 mL 5%乙腈

洗柱除盐; 500 μL纯乙腈洗脱2次; 然后进行真空冷

冻干燥; 最后用0.1%甲酸复溶纯化后肽段。

1.2.9   CCK8法检测细胞增殖实验      在96孔板中接

种细胞悬液(100 μL/孔), 将培养板放在培养箱中连

续培养7天(37 °C、5% CO2)。向相应孔加入10 μL的
CCK8溶液, 将培养板放在培养箱内孵育1 h, 用酶标

仪测定在450 nm处的吸光度D值。

1.2.10   Real-time PCR法检测      收集NCF和hUC-
MSCs细胞 , Trizol法提取细胞总RNA模板 , 然后

将RNA逆转录为 cDNA。从质谱结果中选择合适

的目的基因设计引物 , 内参为GAPDH, 使用SYBR 
GREEN法进行Real-time PCR检测目的基因表达

情况。设置 3次平行实验验证结果 , 用 GraphPad 
Prism(v5.0)软件作图, 并进行统计分析。

1.2.11   Western blot检测靶标蛋白      收集细胞无血

清上清液 , 用真空冷冻干燥机浓缩后BCA法测量蛋

白含量 , 取等量蛋白进行15% SDS-PAGE电泳 , 蛋
白电转移到硝酸纤维素膜上 , 以含 5%脱脂牛奶的

TBST溶液室温封闭1 h, 一抗孵育4 °C过夜。TBST
洗膜 , 用相应的辣根过氧化物酶标记的二抗常温孵

育1 h, TBST洗膜后ECL显色发光检测相应条带。所

有实验重复3次。

1 .2 .12    统计学处理       数据采用 GraphPad 
Prism(v5.0)软件进行统计处理, 以x

_
±s表示, 两组间比

较采用t检验, P<0.05表示具有显著性差异。

2   结果
2.1   hUC-MSCs细胞和NCF细胞的增殖和鉴定实验

选取对数期生长状态良好的 hUC-MSCs细
胞和NCF细胞获得细胞照片 , 如图 1A所示。使用

CCK8试剂盒进行细胞增殖实验 , 如图1B所示 , 测得

第4天之后hUC-MSCs细胞增殖能力明显强于NCF
细胞 , 具有统计学意义 (t检验 , P<0.05)。通过流式

细胞分析发现 , hUC-MSCs细胞中CD16、CD29、
CD34、CD45、CD73和CD90的表达率分别为0.1%、

94.0%、2.2%、2.0%、97.0%和98.7%。其中CD29、
CD73和CD90是hUC-MSCs细胞的表面标记分子, 表
达水平较高。而CD16是单核细胞标记分子 , CD34
和CD45是造血干细胞的标志物, 表达水平较低。

NCF细胞鉴定结果见实验室之前发表的文章[7]。具

体结果见图1。
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2.2   分泌蛋白差异分析

我们发现实验中 2个批次的 NCF之间的重复

性分析相关系数R2为0.933(图2A); 2个批次的hUC-
MSCs之间的重复性分析相关系数R2为0.912(图2B), 
均明显大于相关性良好的标准值0.8, 因此 , 我们所

用样本的重复性能够达到要求。将提取后的上清

蛋白用10%的SDS-PAGE分离, 肽段酶解后经HPLC-
CHIP-MS/MS分析鉴定。质谱扫描完毕 , 得到质谱

原始文件 , 质谱总离子流示意图 (图2C)。将质谱原

始文件输入到PD(Proteome Dicoverer 1.4, thermo)软
件后 , 软件会对质谱谱图进行筛选。PD提取后的谱

图用mascot进行搜索, 搜索结束后, PD软件根据mas-
cot搜索结果和第一步筛选后的谱图进行定量分析。

共有1 268个差异蛋白被筛选出来, 其中hUC-MSCs/
NCF上调蛋白数目为 704个 , 下调蛋白数目为 564
个。使用ANOVA分析对结果进行差异显著性评估

后 , 选取P<0.05, ratio≥1.2或ratio≤0.83的蛋白为差

异蛋白。根据Uniprot筛选这些差异蛋白的功能。选

取炎症相关的分子使用String软件作了蛋白分子互

作图 , 如图2D所示 , 进而选取图中核心位置的关键

蛋白进行下一步的实时荧光定量PCR分析 , 从转录

水平反应蛋白的表达差异。

通过分析hUC-MSCs和NCF分泌蛋白 , 结果发

现 , hUC-MSCs分泌蛋白中与炎症相关的分子表达

水平要高于NCF; 而与凋亡相关的分子 , hUC-MSCs
分泌蛋白的量低于NCF(表1), 提示hUC-MSCs分泌

蛋白介导的炎症反应和细胞凋亡的抑制可能在其治

疗帕金森病的过程中起到作用 , 但其作用的大小与

具体的分子机制还需后续的深入研究。

2.3   实时荧光定量PCR结果图

首先从蛋白分子互作图的核心位置筛选出几

种炎症相关的因子进行Real-time PCR定量分析, 结
果如图3所示。再从中选出差别较大的2种分子, 进
行下一步验证, 结果如图4所示。

A: hUC-MSCs和NCF细胞形态图; B: CCK8检测hUC-MSCs和NCF细胞增殖活力(Student’s t-test, *P<0.05); C: hUC-MSCs细胞的流式鉴定图。

A: cell morphology of hUC-MSCs and NCF; B: CCK8 assay detection of hUC-MSCs and NCF proliferation (Student’s t-test, *P<0.05); C: flow cyto-
metric identification of hUC-MSCs.

图1   hUC-MSCs细胞和NCF细胞的增殖和鉴定

Fig.1   Proliferation and identification of hUC-MSCs and NCF cells
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A: NCF样本间重复性分析; B: hUC-MSCs样本间重复性分析; C: 质谱检测总离子流图; D: 蛋白分子互作图。

A: repeatability analysis between the two samples of NCF; B: repeatability analysis between the two samples of hUC-MSCs; C: total Ion Flow Map of 
Mass Spectrometric Detection; D: functional interaction network of ECM proteins that play roles in inflammation.

图2   分泌蛋白差异分析

Fig.2   Analysis the difference of secreted proteins
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表1   hUC-MSCs和NCF分泌的与炎症和凋亡相关的蛋白列表

Table 1   Inflammation and apoptosis factors secreted by hUC-MSCs and NCF
功能

Function
鉴定出的蛋白

Proteins
基因名称

Genes
Uniprot识别号

Uniprot ID
蛋白鉴定覆盖率

Coverage
P值
P value hUC-MSCs/NCF

Inflammation

Apoptosis

C-C motif chemokine2 CCL2 P13500 0.18 0.005 34 9.25

Transforming growth factor beta-1 
proprotein

TGFβ1 P01137 0.19 <0.000 1 3.88

Collagen alpha-1(IV) chain COL4A1 P02462 0.10 <0.000 1 3.22

Plasminogen activator inhibitor 1 SERPINE1 P05121 0.56 <0.000 1 3.07

C-C motif chemokine 7 CCL7 P80098 0.07 <0.000 1 2.02

Semaphorin-7A SEMA7A O75326 0.19 <0.000 1 1.71

Vascular cell adhesion protein 1 VCAM1 P19320 0.19 0.002 09 1.38

Thrombospondin-1 THBS1 A0A024R9Q1 0.43 0.081 65 1.30

Methylthioribulose-1-phosphate 
dehydratase

APIP Q96GX9 0.03 <0.000 1 0.63

Serine/threonine-protein phosphatase 
CPPED1

CPPED1 Q9BRF8 0.18 <0.000 1 0.75

Apoptosis regulator BAX BAX Q07812 0.26 <0.000 1 0.79

Apoptosis-inducing factor 1, 
mitochondrial

AIFM1 O95831 0.06 <0.000 1 0.80

Caspase-1 CASP1 H0YEC7 0.03 0.000 13 0.80
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***P<0.001.
图3   与炎症相关因子mRNA表达水平初步筛查

Fig.3    mRNA levels of several inflammatory associated factors

NCF

hUC-MSCs

C
C
L2

C
O

L4A
1

SEM
A

7A

SER
PIN

E1

TG
Fβ1

R
el

at
iv

e 
ex

p
re

ss
io

n

80

60

40

20

0

***

***

***P<0.001.
图4   CCL2和COL4A1分子实时荧光定量结果分析图

Fig.4   Real-time PCR result of CCL2 and COL4A1
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分析结果显示, CCL2和COL4A1 2种分子在2种
细胞中的含量差异较大。这2种分子在hUC-MSCs
细胞中的含量均比NCF中的高, 经过统计学分析比

较, P<0.001, 结果具有极显著性差异, 其他几种分子

无显著性差异。这个过程中所使用的引物序列如表

2所示。

2.4   质谱结果比较

质谱结果与 Real-time PCR结果一致 , hUC-
MSCs细胞中所含的CCL2和COL4A1较多。2种蛋白

均为分泌蛋白, 根据鉴定到的蛋白序列进行的胞内、

胞外和膜蛋白预测 , 表明其只在细胞外存在。具体

比对结果如表3所示。

2.5   NCF和hUC-MSCs上清CCL2的Western blot
结果

Western blot结果表明, 在NCF样本上清中检测

到CCL2的表达均较低, 而hUC-MSCs样本上清中检

测到CCL2的表达水平均较高, 这表明hUC-MSCs样
本上清中CCL2的表达水平比NCF高, 此结果与质谱

和Real-time PCR的前期结果一致(图5)。

3   讨论
本组实验运用串联质谱的方法鉴定出1 000多

种共有蛋白 , 通过检索文献及相应的Uniprot数据库

查找其相对应的功能。通过对NCF和hUC-MSCs[12]

培养基中分泌的蛋白进行质谱[13]检测分析, 这2种细

胞的分泌蛋白共有1 268个差异蛋白被筛选出来 , 其
中hUC-MSCs/NCF上调蛋白数目为704个, 下调蛋白

数目为564个。

对于在蛋白分子互作图中处于中心位置的

CCL2、COL4A1、TGFβ1、SERPINE1、SEMA7A我
们进行了Real-time PCR验证。我们证实了CCL2、
COL4A1在hUC-MSCs中分泌量的确高于NCF分泌

量 , 且差异具有显著性。CCL2是一种趋化因子 , 在
炎症反应中起到重要作用, 最近的研究表明, 炎症反

应在阿尔茨海默病等神经退行性疾病中起到十分

重要的作用。CCL2在阿尔茨海默病患者中可能通

过募集巨噬细胞对病变处的β淀粉样蛋白进行吞噬

起到缓解病情的作用 [14], 在人类神经元和星型胶质

细胞共培养体系中 , CCL2能够保护神经细胞 , 使其
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表2   引物序列表

Table 2   Real-time PCR primers
基因

Genes
引物序列正向(5ʹ→3ʹ)
Primer sequences (5ʹ→3ʹ)

引物序列反向(5ʹ→3ʹ)
Primer sequences (5ʹ→3ʹ)

CCL2 AGC AAG TGT CCC AAA GAA GC CAT GGA ATC CTG AAC CCA CT

COL4A1 GGG ATG CTG TTG AAA GGT GAA GGT GGT CCG GTA AAT CCT GG

SERPINE1 CCT GGG CAC TTA CAG GAA GG GGT CCG ATT CGT CGT CAA ATA AC

SEMA7A TTC AGC CCG GAC GAG AAC T GAA CCG AGG GAT CTT CCC AT

TGF-β1 GGA TAC CAA CTA TTG CTT CAG CTC C AGG CTC CAA ATA TAG GGG CAG GGT C

表3   hUC-MSCs/NCF质谱与Real-time PCR结果比对表

Table 3   Mass spectrometry and Real-time PCR results of hUC-MSCs/NCF
蛋白名称

Proteins
Uniprot序号

Uniprot ID
质谱结果

TMT result
Real-time PCR结果

Real-time PCR result

CCL2 P13500 9.25   5.452

COL4A1 P02462 8.28 72.863

抵抗NMDA或Tat蛋白诱导的细胞凋亡[15]。CCL2保
护神经细胞免受Tat蛋白的毒性是通过其受体CCR2
激活PLC/IP3信号通路, 进而活化TRPC通道, 引起

Ca2+的瞬时变化之后激活ERK/CREB信号通路实现

的[16]。细胞外高浓度的谷氨酸盐对于培养的细胞

具有细胞毒性, 而CCL2处理共培养体系能够抑制

由NMDA或Tat蛋白介导的细胞外谷氨酸盐的累积。

去甲肾上腺素是1种在神经炎症反应和退行性疾病

中对神经细胞起到保护作用的神经递质, 用去甲肾

上腺素处理星型胶质细胞能够显著促进CCL2的合

成和释放, 然后作用于神经细胞, 使其免受NMDA或

者高浓度谷氨酸盐的细胞毒作用[17]。而且越来越多

的证据表明, CCL2/CCR2[18]在神经发生、神经保护、

神经传递等的病理生理过程中起到至关重要的作

用, 因而它在炎症引起的神经退行性疾病的治疗中

往往被选为首要治疗靶点。COL4A1是一种胶原蛋

白[19], 是血管内皮基膜的重要组成部分, 它对于维持

血管壁的弹性和完整性十分重要, COL4A1的功能

缺失会引起严重的脑出血甚至卒中[20], 而脑出血等

脑部意外是神经退行性疾病的一个重要诱发因素。

CCL2与COL4A1含量较高提示其与hUC-MSCs细胞

治疗效果更好有关系。本研究通过分泌蛋白组学分

析, 对比分析了间充质干细胞和皮肤成纤维细胞无

血清培养上清液中的蛋白组成差异, 并通过生物信

A:Western blot检测NCF和hUC-MSCs培养上清中CCL2; B: Western blot结果灰度值统计结果, ***P<0.001。
A: Western blot detection of the CCL2 protein expression; B: statistical analysis of Western blot, ***P<0.001.

图5   NCF和hUC-MSCs上清液中CCL2的Western blot结果

Fig.5   Western blot result of CCL2 in supernate of NCF and hUC-MSCs
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息学手段结合文献分析, 找出了一些在治疗帕金森

病等神经退行性疾病中可能起到重要作用的靶标分

子。为间充质干细胞在治疗阿尔茨海默病等神经退

行性疾病[21]的分子机制研究提供一个新的思路。
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