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II型肺泡上皮细胞分化
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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      该研究旨在通过条件培养基诱导人脐带间充质干细胞(human umbilical cord 
mesenchymal stem cells, hUC-MSCs)向II型肺泡上皮细胞(type II alveolar epithelial cells, AEC2s)分化, 
为后续研究hUC-MSCs来源的AEC2s在肺部疾病中的治疗作用奠定基础。hUC-MSCs分为实验组

和对照组, 实验组用小气道上皮细胞生长基础培养基培养2天后添加生长因子诱导培养, 对照组用

20%血清的DMEM/F12培养。第14天观察细胞形态; Western blot、免疫荧光、流式细胞术和ELISA
法检测肺泡表面活性蛋白C(surfactant protein C, SP-C)及前肺泡表面活性蛋白C(pro-surfactant 
protein C, proSP-C)。利用透射电镜观察板层小体。结果显示, 实验组细胞形态由长梭形向多边形

转变, 细胞内有proSP-C表达, 培养基上清中有SP-C分泌, 透射电镜观察到板层小体; 而对照组细胞

形态无明显改变, 未检测到proSP-C表达、SP-C分泌和板层小体形成。该研究结果表明, 体外诱导

培养可促进hUC-MSCs向AEC2s分化, 通过该方法有望大量获得hUC-MSCs来源的AEC2s用于肺部

疾病治疗研究。
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Abstract       This study aimed at the directional differentiation of human umbilical cord mesenchymal stem 
cells (hUC-MSC) into type II alveolar epithelial cells (AEC2s) induced by a conditional medium with growth 
factors, so as to provide the foundation for further study on the therapeutic effects of hUC-MSCs-derived AEC2s 
in pulmonary diseases. hUC-MSCs cultured in vitro were divided into test group, in which cells were cultured in 
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small air way epithelial cells growth basal medium for 2 days and then growth factors were added for the induction 
culture; and control group, in which cells were cultured in DMEM/F12 culture medium containing 20% fetal bovine 
serum. 14 days later, the cellular morphology was observed and recorded with an inverted microscope. The protein 
level of pro-surfactant protein C (proSP-C) was detected by Western blot, immumofluorescence method and flow 
cytometry, respectively. The content of surfactant protein C (SP-C) secreted by the cells in medium supernatant was 
detected by ELISA. The formation of lamellar body in cells was observed by a transmission electron microscope 
(TEM). The results indicated that test group cells’ shape transformed from long fusiform to polygon after the 
induction, while control group cells’ shape changed little. The protein level of proSP-C was detectable in test group 
cells. Secreted SP-C was detectable in medium supernatant. Lamellar body formation was observed under TEM. 
The proSP-C, SP-C secretion or lamellar body was not detectable in control group cells. It concluded that in vitro 
directional induction culture promoted the differentiation of hUC-MSCs into AEC2s. Hopefully, a large scale of 
hUC-MSCs-derived AEC2s could be obtained through this method. 

Keywords       human umbilical cord mesenchymal stem cells; type II alveolar epithelial cells; differentiation

儿童呼吸系统难治性疾病主要有急性呼吸窘

迫综合征(acute respiratory distress syndrome, ARDS)、
支气管肺发育不良和肺纤维化(pulmonary fibrosis, 
PF)等, 这些疾病病死率高, 存活者生活质量差, 且尚

无根治性疗法[1-4], 寻找新的治疗方法是目前的研究

热点。

II型肺泡上皮细胞 (type II alveolar epithelial 
cells, AEC2s)是肺泡的祖细胞, 可以自我更新或分

化为I型肺泡上皮细胞(type I alveolar epithelial cells, 
AEC1s), 并与AEC1s一同构成肺泡。它可以合成及

分泌多种肺泡表面活性蛋白(surfactant protein, SP)
以维持肺泡的稳态, 在肺的正常生理功能、水钠转

运及损伤修复中起着重要作用[5]。研究表明, 间充

质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)通过气管

移植在ARDS的动物研究和临床研究中均有明显治

疗效果[6-7], MSCs的移植治疗在疾病急性期可以取得

治疗效果, 在疾病慢性期如PF的治疗中则效果不确

切[8]。但有实验证明, 将AEC2s经气管移植到博来霉

素造模的PF动物模型中, 可以通过促进肺泡结构的

修复来减轻PF程度, 并且使用人原代AEC2s治疗特

发性肺纤维化已经进入临床实验[9-11]。以上结果表明, 
AEC2s移植治疗在肺部疾病中具有巨大潜力。在器

官移植供体来源有限的环境下[12], 获得足够数量的

AEC2s是亟待解决的问题。

人脐带间充质干细胞 (human umbilical cord 
mesenchymal stem cells, hUC-MSCs)来源于新生

儿出生后废弃的脐带组织, 具有强大的自我更新

能力, 可在体外大量扩增, 并向三个胚层的多种细

胞分化[13-14]。因hUC-MSCs取材方便且对人体无创

伤, 免疫原性低且伦理争议少等优势, hUC-MSCs成
为组织修复和器官重建的理想种子细胞[15]。本研究

采用条件培养基加小分子化合物的方法诱导hUC-
MSCs向AEC2s分化, 可望为后续临床研究AEC2s在
肺部疾病中的治疗作用提供稳定且充足的细胞来

源。

1   材料与方法
1.1   主要材料与试剂

从人脐带华通氏胶中分离的hUC-MSCs由重庆

市干细胞治疗工程技术研究中心赠送。DMEM/F12
培养基购自Gibco公司。胎牛血清购自上海依科赛

生物制品有限公司。小气道上皮细胞生长基础培养

基、牛脑垂体提取液、重组人表皮生长因子、重组

人胰岛素、氢化可的松、肾上腺素、三碘甲状腺原

氨酸、运铁蛋白、维甲酸和无脂酸牛血清白蛋白购

自Promocell公司。RIPA强蛋白裂解液和BCA蛋白

质定量检测试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公

司。ECL发光试剂盒和DAPI染液购自南京凯基生物

科技发展有限公司。hUC-MSCs成骨、成脂和成软

骨诱导分化培养基套装购自广东赛业生物科技有限

公司。兔抗人proSP-C多克隆抗体购自Abcam公司。

鼠抗人CD34-PE、CD45-PE、CD73-PE、CD90-PE、
CD105-PE和HLA-DR-PE单克隆抗体购自BD公司。

鼠抗人β-actin多克隆抗体、Dylight488山羊抗兔二

抗、辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔IgG和山羊抗

鼠IgG均购自北京中杉金桥生物技术有限公司。PE



中
国
细
胞
生
物
学
学
报

刘    姜等: 体外诱导人脐带间充质干细胞向II型肺泡上皮细胞分化 367

山羊抗兔IgG购自武汉三鹰生物技术有限公司。人

SP-C ELISA试剂盒购自AVIVA公司。其他试剂均为

国产分析纯。

1.2   鉴定hUC-MSCs
按照本课题组之前报道的方法, 通过流式细胞

术检测细胞表面间充质干细胞标志物和三系分化鉴

定hUC-MSCs[16]。

1.3   诱导hUC-MSCs向AEC2s分化

用含有20%胎牛血清的DMEM/F12培养基培养

原代hUC-MSCs。在细胞汇合至100%后传代, 将第4
代hUC-MSCs以2×105细胞数接种至6孔板, 当细胞汇

合至80%时每孔换小气道上皮细胞生长基础培养基

2 mL, 每2天换液1次。从第1次换液起培养基中加入

牛脑垂体提取液0.004 mL/mL、重组人表皮生长因

子10 ng/mL、重组人胰岛素5 μg/mL、氢化可的松

0.5 μg/mL、肾上腺素0.5 μg/mL、三碘甲状腺原氨

酸6.7 ng/mL、运铁蛋白10 μg/mL、维甲酸0.1 ng/mL、
无脂酸牛血清白蛋白2.5 mg/mL(图1), 培养至第14天
鉴定细胞。

1.4   鉴定诱导来源的AEC2s
1.4.1   Western blot检测proSP-C      用RIPA强蛋白裂

解液于冰上裂解细胞, 12 000 r/min离心30 min后, 取
上清。BCA法检测总蛋白浓度, 加入适量上样缓冲

液100 °C煮5 min, 取50 μg蛋白质上样, 经10% SDS-
PAGE, 转膜, 封闭。一抗(proSP-C 1000 1׃; β-actin 
 ,室温孵育1 h(000 1׃1)C孵育过夜, 洗膜, 二抗° 4(800׃1
洗膜, ECL发光液显影, 成像保存。

1.4.2   免疫荧光检测proSP-C      盖玻片消毒后置

于24孔板中, 将5×104细胞数hUC-MSCs种植于孔板

中。按诱导方法培养14天后取出盖玻片, 4%甲醛固

定30 min, 0.5% Triton X-100室温破膜5 min, 胎牛白

蛋白封闭, proSP-C一抗(1200׃)4°C孵育过夜, 37 °C
复温30 min, Dylight488山羊抗兔二抗(1100׃)4 °C孵

育1 h, DAPI染细胞核, 抗荧光淬灭剂封片, 倒置荧光

显微镜观察并成像保存。

1.4.3   流式细胞术检测proSP-C      诱导14天后的细

胞用胰蛋白酶消化后, 1 000 r/min离心5 min, PBS
洗涤, 4%多聚甲醛4 °C固定30 min, PBS洗涤, 0.5% 
Triton X-100室温破膜。用含2%胎牛血清的PBS稀
释proSP-C抗体(1100׃), 4 °C孵育2 h, PBS洗涤后离

心。用含2%胎牛血清的PBS稀释PE标记二抗(150׃), 
4 °C孵育30 min, PBS洗涤离心后重悬, 使用流式细

胞术检测proSP-C水平。

1.4.4   用ELISA试剂盒检测SP-C含量      收集实验组

诱导14天后换液时的培养上清, 收集对照组DMEM/
F12培养时换液的培养上清, 去除细胞及细胞碎片。

把培养上清及标准品加入检测板的样品孔中, 加入

SP-C抗体, 经过孵育、漂洗后, 加入TMB底物, 最后

加入终止液终止反应。用酶标仪测定450 nm处的吸

光度(D)值, 通过绘制标准曲线计算培养基中SP-C浓
度。

1.4.5   透射电镜鉴定板层小体      细胞诱导14天后

用胰蛋白酶消化并1 000 r/min离心5 min, PBS重悬

并转移至2 mL EP管, 1 000 r/min离心5 min, 吸净上

清后沿管壁缓慢注入预冷的4%戊二醛固定液。4 °C
固定1.5 h后进行常规电镜样品脱水和包埋。超薄切

片后在日立H-7500透射电镜下观察拍照。

1.5   数据统计

实验数据用SPSS 11.5软件进行显著性差异分

析。P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   细胞形态

在DMEM/F12培养基中培养至第4代的hUC-
MSCs在光镜下呈长梭形, 有长短不一向外伸出的突

起, 并且在细胞生长过程中可以观察到螺旋状汇合

图1   人脐带间充质干细胞体外诱导分化为II型肺泡上皮细胞流程图

Fig.1   Diagram describing inducing human umbilical cord mesenchymal stem cells into type II alveolar epithelial cells in vitro

Bovine pituitary extract,
epidermal growth factor (recombinant human),
insulin (recombinant human), hydrocortisone,

epinephrine, triiodo-L-thyronine,
transferrin holo (human), retinoic acid,
bovine serum albumin-fatty acid free

0 2 14 days

AEC2shUC-MSCs

DMEM/F-12

Small airway epithelial cell growth medium
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(图2A)。在小气道上皮细胞生长基础培养基培养2
天后, 细胞间连接改变(图2B)。在条件培养基培养

至第14天, 可明显观察到细胞骨架, 细胞形态由长梭

形转变为扁平状(图2C), 将细胞消化后重新铺板, 在
贴壁后可观察到细胞呈不规则多边形并有立体感

(图2D)。
2.2   hUC-MSCs诱导前后细胞干性检测

2.2.1   细胞表面间充质干细胞标志物检测      在
DMEM/F12培养基中培养的hUC-MSCs表面分子

CD34、CD45、HLA-DR阳性率低于 2%, CD73、
CD90、CD105阳性率高于95%(图3A), 符合2006年
国际干细胞治疗协会发布的标准[17]。诱导来源的

AEC2s表面CD34、CD45、HLA-DR阳性率仍低于2%, 
CD73和CD105阳性率明显降低, 低于80%, CD90阳
性率也降低, 但仍大于95%(图3B)。
2.2.2   三系分化在DMEM/F12培养基中培养的hUC-
MSCs      通过诱导可以分化为骨细胞、脂肪细胞和

软骨细胞(图3C)。而诱导来源的AEC2s不能在成骨、

成脂或成软骨诱导培养基中存活。

2.3   诱导来源的AEC2s中proSP-C蛋白质水平

2.3.1   proSP-C蛋白质水平      Western blot检测细

胞中proSP-C蛋白质水平, 结果显示, 对照组细胞中

未见proSP-C, 而实验组中proSP-C水平明显升高(图
4A)。免疫荧光结果显示, 实验组中部分细胞胞质中

可见明显的proSP-C, 部分细胞未见proSP-C, 而对照

组细胞中proSP-C均为阴性(图4B)。流式细胞术结

果显示, 与对照组比较, 实验组细胞中proSP-C阳性

率显著升高, 达到21.70%(图4C)。
2.3.2   ELISA法检测培养基中细胞分泌SP-C的含量      
通过ELISA法检测两组不同细胞分泌到培养上清中

SP-C的含量, 发现实验组细胞分泌到上清中SP-C水
平明显高于对照组, 且对照组细胞培养上清中几乎

检测不到SP-C(图4D, P<0.05)。
2.4   透射电镜观察板层小体形态

在条件培养基中生长14天后的hUC-MSCs, 在
透射电镜下可以观察到多个板层小体的形成, 其大

小不一, 形态如洋葱横断面。在对照组中则未发现

板层小体样的细胞器形成(图5)。

3   讨论
目 前 已 有 报 道 成 功 使 用 人 胚 胎 干 细 胞

(embryonic stem cells, ESCs)和 诱 导 多 能 干 细 胞

A B

C D

100 µm 100 µm

100 µm 100 µm

A: DMEM/F12培养的hUC-MSCs; B: 小气道上皮细胞生长基础培养基培养2天后的hUC-MSCs; C: 条件培养基培养14天后的诱导来源AEC2s; D: 
条件培养基培养14天后的诱导来源AEC2s消化后重铺板。

A: hUC-MSCs cultured in DMEM/F12; B: hUC-MSCs cultured in small airway epithelial cells growth basal medium for 2 d; C: hUC-MSCs-derived 
AEC2s cultured in conditional medium for 14 d; D: passaged hUC-MSCs-derived AEC2s cultured in conditional medium for 14 d.

图2  显微镜观察诱导来源的II型肺泡上皮细胞形态

Fig.2  Cellular morphology of hUC-MSCs-derived type II alveolar epithelial cells by microscope
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(induced pluripotent stem cells, IPS)体外诱导分化

为AEC2s[18-20], 主要以条件培养基诱导和共培养诱

导两种方法为主。在共培养诱导方法中, 滋养细

胞主要为胚肺来源的间充质细胞或人肺腺癌细胞

(A549细胞), 前者细胞来源有限且存在伦理争议, 
后者在细胞诱导中有较大的成瘤风险。在条件培

养基诱导方法中, 研究使用的细胞多集中在ESCs
和IPS, 同样有较大伦理争议和成瘤风险, 虽然也有

报道尝试使用此方法诱导骨髓间充质干细胞(bone 
marrow mesenchymal stem cells, BMSCs)分化为

ACE2s, 但是最终分化为AEC2s的比例较低, 不超过

5%[21]。hUC-MSCs采集于新生儿出生后废弃的脐带, 

1.43%
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A: hUC-MSCs表面间充质干细胞标志物; B: 诱导来源的AECs表面间充质干细胞标志物; C: hUC-MSCs三系分化结果。

A: hUC-MSCs CD marker; B: hUC-MSCs-derived AEC2s CD marker; C: the results of hUC-MSCs differentiation into osteocytes, adipocytes and 
chrondrocytes.

图3   hUC-MSCs和诱导来源II型肺泡上皮细胞干性检测

Fig.3   The pluripotency of hUC-MSCs and hUC-MSCs-derived type II alveolar epithelial cells
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来源丰富, 相对于ESCs伦理争议少, 相对于IPS成瘤

风险低, 相对于BMSCs取材方便、对供体无创且数

量更充足, 目前尚未有文献报道使用hUC-MSCs诱
导分化为AEC2s。

本研究使用小气道上皮细胞生长基础培养基, 
在细胞贴壁2 d后添加AEC2s生长中需要的多种生

长因子。连续培养14天后光镜下可观察到细胞形态

变得扁平, 细胞骨架明显可见, 将细胞传代重新贴

壁后, 可观察到细胞从长梭形向多边形变化。在诱

导过程中添加生长因子是不可或缺的关键步骤, 第
4代hUC-MSCs在不含生长因子的小气道上皮细胞

生长基础培养基中培养, 第5天开始出现贴壁细胞脱
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A: 透射电镜观察hUC-MSCs形态; B: 透射电镜观察诱导来源AEC2s形态; C: 透射电镜观察板层小体。

A: hUC-MSCs observed under transmission electron microscope; B: hUC-MSCs-derived AEC2s observed under transmission electron microscope; C: 
the lamellar body in hUC-MSCs-derived AEC2s observed under transmission electron microscope.

图5   电镜下观察诱导来源的II型肺泡上皮细胞中板层小体的形态

Fig.5   The lamellar body in hUC-MSCs-derived type II alveolar epithelial cells 
observed by transmission electron microscope

A B C

1 µm 1 µm 0.1 µm

A: Western blot检测proSP-C蛋白质水平; B: 荧光显微镜观察proSP-C蛋白质水平; C: 流式细胞术测定proSP-C阳性率; D: ELISA法检测SP-C分
泌。*P<0.05, 与对照组比较。

A: the protein level of proSP-C detected by Western blot. B: the protein level of proSP-C observed under fluorescence microscope. C: the positive ratio 
of proSP-C detected by flow cytometry. D: the secretion of SP-C detected by ELISA. *P<0.05 vs control group.

图4  诱导来源的II型肺泡上皮细胞中proSP-C和SP-C蛋白质水平

Fig.4  The levels of proSP-C and SP-C proteins in hUC-MSCs-derived type II alveolar epithelial cells
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落的情况, 培养基中出现悬浮细胞和细胞碎片, 第7
天的时候所有细胞都从贴壁状态脱落, 考虑为hUC-
MSCs无法在不含生长因子的小气道上皮细胞生长

基础培养基中存活。通过对hUC-MSCs诱导前后细

胞干性的检测, 在条件培养基中培养14天后的hUC-
MSCs细胞表面CD73和CD105比例降低明显, 且在

三系分化的诱导培养基中无法存活, 失去再分化能

力。这表明, 在条件培养基中培养14天后的hUC-
MSCs已经失去干细胞的特性。hUC-MSCs在条件

培养基中汇合密度不再增加, 提示它在条件培养基

中并无增殖能力。这考虑为细胞密度在诱导分化的

过程中比较大, 可能存在接触抑制, 同时本研究采用

的诱导培养基可以诱导hUC-MSCs向AEC2s分化, 但
并不是AEC2s的生长培养基, 且诱导培养基为无血

清培养基, 所以在诱导过程中AEC2s不再增殖。

AEC2s可以合成并分泌多种SP。其中, 以SP-C
最具特异性, 它由AEC2s的内质网合成proSP-C, 经
高尔基体和多泡小体转运后储存在板层小体中, 并
最终加工、包装为成熟SP-C蛋白质后分泌至细胞

外[22]。Western blot和免疫荧光结果表明, 实验组细

胞中有proSP-C的表达。流式细胞术检测结果发现, 
实验组细胞中proSP-C的表达率达21.70%。ELISA
法检测到, 实验组细胞诱导14天后换液留存的培养

上清中有SP-C的分泌。以上结果证明, 实验组细胞

在体外具有AEC2s分泌SP-C的功能。板层小体是

AEC2s特异的细胞器, 可以保存和释放SP[23]。经过

透射电镜的观察, 可以在实验组细胞中观察到板层

小体, 而在对照组细胞中则未找到板层小体的存在, 
在形态学上证明实验组细胞具有AEC2s的特征。本

研究证明可以使用条件培养基定向诱导hUC-MSCs
分化为AEC2s, 并且在综合多种条件培养基诱导方

法的优点下, 本研究改良的条件培养基更稳定, 可以

在14天后取得较高的转化效率。在本研究中, 实验

组细胞在条件培养基的生长环境中可以最长培养2
个月并经Western blot检测仍有明显proSP-C表达。

本研究为AEC2s移植治疗的相关研究提供了一种稳

定获得大量细胞来源的方法, 且伦理争议少, 成瘤风

险低, 为进一步研究AEC2s在肺部疾病中的治疗作

用及机制奠定了实验基础。
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