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·基础论著·

人脐带间充质干细胞对耐亚胺培南铜绿

假单胞菌生长的抑制作用
刘晓虹 1,2  杨浩鸣 1  郑璇儿 1  杨淑梅 1  杨杰 1

【摘要】目的  探讨人脐带间充质干细胞（hUCMSCs）是否抑制耐亚胺培南铜绿假单胞菌（IRPA）

的生长。方法  将IRPA菌液加入hUCMSCs细胞悬液中设为实验组，将IRPA菌液加入成纤维细胞细胞

悬液中为对照组，共培育6 h后采用平板计数法对两组IRPA进行计数并比较；采用蛋白免疫印记技术

和酶联免疫法检测两组共培育上清液中抗菌肽LL-37（Cathelicidin/LL-37）及人β防御素2（HBD-2）。

结果  实验组中的细菌集落数（CFU）低于对照组，差异具有统计学意义 [（2.63 ± 0.58）× 106 CFU/ml 
vs.（3.69 ± 0.91）× 106 CFU/ml，t = 19.93、P = 0.031]。实验组共培育液中抗菌肽LL-37和HBD-2浓度

高于对照组，差异具有统计学意义[抗菌肽LL-37：（7.99 ± 0.45）ng/ml vs. （0.18 ± 0.04）ng/ml，t = 
78.30、P = 0.007；HBD-2：（249.38 ± 14.19）pg/ml vs.（1.00 ± 0.58）pg/ml，t = 78.23、P = 0.009]。
结论  人脐带间充质干细胞对耐亚胺培南铜绿假单胞菌生长起抑制作用，其可能通过分泌抗菌肽LL-37
和HBD-2来实现。
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【Abstract】Objective  To investigate inhibitory effect of the human umbilical cord mesenchymal stem 
cells (hUCMSCs) on the growth of imipenem-resistant Pseudomonas aeruginosa (IRPA). Methods  IRPA added 
into hUCMSCs were collected as the experimental group; while the IRPA co-cultured with fibroblast were taken 
as the control group. After 6 hours of co-cultivation, colony forming units (CFUs) of IRPA were counted in each 
group using plate counting method. Then the levels of Cathelicidin/LL-37 and human β-defensin 2 (HBD-2) in 
cultured medium were detected by Western-blot and ELISA. Results  The CFUs of IRPA in experimental group 
were less than those in control groups, with significant differences (2.63 ± 0.58) × 106 CFU/ml vs. (3.69 ± 0.91) × 
106 CFU/ml; t = 19.93, P < 0.05). Cathelicidin/LL-37 and hBD2 in experimental group were higher than those of 
experimental group [Cathelicidin/LL-37: (7.99 ± 0.45) ng/ml vs. (0.18 ± 0.04) ng/ml; t = 78.30, P = 0.007; HBD-2: 
(249.38 ± 14.19) pg/ml vs. (1.00 ± 0.58) pg/ml; t = 78.23, P = 0.009]. Conclusions  hUCMSCs plays an inhibitory 
role on the growth of IRPA. The possible mechanism is that hUCMSCs could produce antimicrobial peptide: 
Cathelicidin/LL-37 and hBD2.
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铜绿假单胞菌为条件致病菌，是医院感染的

主要病原菌之一[1]。目前治疗铜绿假单胞菌感染最

有效的是碳青酶烯类抗菌药物。但耐碳青酶烯类抗

菌药物中铜绿假单胞菌逐渐增加，给临床抗感染治

疗造成极大难度[2]。

人抗菌肽具有抗细菌、真菌及病毒方面的广

谱效应，还具有招募炎症细胞及促进固有免疫反

应和适应性免疫反应的作用 [3]，人类的抗菌肽家
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族包括两大类：防御素（defensin） [4]和抗菌肽

（Cathelicidin）[5]。美国学者Krasnodembskaya等[6]

将骨髓间充质干细胞与细菌共培养，发现菌落的生

长受到抑制，同时在培养基的上清液中检测到抗菌

肽Cathelicidin/LL-37。人脐带间充质干细胞不仅保

持了间充质干细胞的生物学特性，还具有采集方

便、安全、伦理学争议少等优点[7]。

本研究将人脐带间充质干细胞与耐亚胺培南

铜绿假单胞菌共培养，以成纤维细胞作为对照组，

比较培育后IRPA的菌落数目；采用蛋白免疫印记

技术和酶联免疫法检测两组Cathelicidin/LL-37及人

β防御素2（human β-defensin 2，HBD-2）共培育上

清液中的浓度。通过体外实验证实人脐带间充质干

细胞对耐亚胺培南铜绿假单胞菌生长具有抑制作

用，从而探讨人脐带间充质干细胞在耐药菌感染中

的抑制作用，现报道如下。

材料与方法

一、实验材料

1. 人脐带间充质干细胞悬液：人脐带间充质干细

胞传代至第5代时，用0.25%胰酶（美国Gbico公司）

消化，离心（1 000 r/min，离心半径r = 10 cm），

用无菌磷酸盐缓冲溶液清洗3次，再用0.5 ml细胞

培养基[RPMI培养基（美国Hyclone公司）+ 5%胎

牛血清（fetal bovine serum，FBS）（美国Gibco
公司）]重悬细胞，计数细胞后调整细胞浓度至1 × 
106/ml[8]。

2. 耐亚胺培南铜绿假单胞菌菌悬液：本实验

所用菌株由本院检验科提供，菌株为本院肺炎患

者的痰液标本所分离，药敏试验结果提示对亚胺

培南耐药。菌株低温保存，每次实验前进行复苏，

转种，用无菌生理盐水配成0.5个麦氏单位浓度    
（0.5 × 108/ml）。

二、实验方法

1. 共培育：分别取0.5 ml上述制备的IRPA菌

液，实验组中将IRPA菌液加入hUCMSCs细胞悬液

中（1 ml，浓度为1 × 106/ml），对照组中将IRPA菌液

加入成纤维细胞悬液中（1 ml，浓度为1 × 106/ml），

充分混匀后将样本放置于37 ℃、5% CO2的培养箱孵

育6 h，采用平板计数法[9]进行菌落数计算。

2. 平板计数法计数菌落：经过6 h共培育后，

混匀每份样本并从中取10 μl进行倍比稀释（分别

为1∶2、1∶4、1∶8、1∶16、1∶32、1∶64和
1∶128），分别从每个稀释度中取10 μl，涂布

于自配的牛肉膏蛋白胨琼脂平板上（上海，哈灵

生物有限公司），并做好标记。涂好后将平板倒

置于37°C细菌培养箱中培养48 h。选取菌落数为

25～250个的平板，用放大镜观察，记录并计算该

稀释度平板平均菌落数及每份样本的细菌浓度[10]。

3. Cathelicidin/LL-37和HBD-2水平的测定：共

培育后的两组标本的混悬液经过离心，细胞过滤器

过滤，按照Cathelicidin/LL-37 ELISA试剂盒（荷兰

Hycult Biotech公司）及HBD-2 ELISA试剂盒（美

国Phoenixpeptided公司）说明书所载方法，分别对

两组冻干标本进行Cathelicidin/LL-37和HBD-2的水

平进行测定。

4. Cathelicidin/LL-37及HBD-2的蛋白表达检测：

首先应用二辛可酸（bicinchoninic acid，BCA）法

蛋白浓度定量试剂盒（百泰克公司）进行两组混

悬液标本的初步定量，按甘氨酸十二烷基磺酸钠

聚丙烯酰胺凝胶电泳（tricine sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis，Tricine-SDS-
PAGE）方法进行配胶、上样、电泳[11]。转膜至聚

偏二氟乙烯（polyvinylidene fluoride，PVDF）膜

（0.22 μm）；5%脱脂奶粉封闭2 h后，4 ℃过夜孵

育一抗（抗-人β防御素4/2：1 μg/ml）和抗-人内源性

抗菌肽/LL-37/FALL39（0.1 μg/ml、美国R&D公司）

及二抗（1∶5000，博奥森公司），然后根据高灵

敏化学发光检测试剂盒（康为世纪公司）进行发

光，显影，定影及凝胶图像的分析。

三、统计学处理

采用S P S S  1 9 . 0软件进行统计学分析，实

验组与对照组的 I R PA菌落数目及两种抗菌肽

Cathelicidin/LL-37和HBD-2的水平为计量资料且呈

正态分布，以 x  ± s表示，两组间的比较采用成组

设计资料的t检验，以P ＜ 0.05为差异具有统计学

意义。

结    果

一、人脐带间充质干细胞对铜绿假单胞菌生

长的抑制

实验组中的耐亚胺培南铜绿假单胞菌的菌

落数目（colony-forming unit，CFU）为（2.63 ± 
0.58）×106/ml，低于对照组的耐亚胺培南铜绿假单

http://baike.baidu.com/view/84605.htm
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胞菌的菌落数目（3.69 ± 0.9）× 106/ml，差异具有

统计学意义（t = 19.93、P = 0.031）。 
二、两组Cathelicidin/LL-37和HBD-2水平

ELISA方法对两组共培育后的样本进行检测，

得到共培育后样本中的两种抗菌肽Cathelicidin/
LL-37和HBD-2的水平，实验组中Cathelicidin/LL-37
水平为（7.99 ± 0.45）ng/ml，对照组为（0.18 ± 
0.04）ng/ml，差异具有统计学意义（t = 78.3、
P = 0.007）；实验组中HBD-2水平为（249.38 ± 
14.19）pg/ml，对照组为（1.00 ± 0.58）pg/ml，差

异具有统计学意义（t = 78.23、P = 0.009）。

三、共培育上清液的Cathelicidin/LL-37及
HBD-2的蛋白表达

Cathelicidin/LL-37蛋白表达如图1示，箭头1为对

照组，未见明显条带，箭头2为实验组，在4 500 Da
处可见明显的条带，提示实验组有Cathelicidin/LL-37
蛋白表达，而对照组无Cathelicidin/LL-37蛋白表达。

本实验也对HBD-2进行了Western blot分析，但未检测

到HBD-2蛋白表达。

讨    论

感染性疾病是目前危害人类健康的主要疾

病，也是造成人类死亡的重要疾病之一，而细菌是

引起感染性疾病的主要病原体。目前对抗细菌最有

效的方法就是应用抗菌药物，抗菌药物是临床上治

疗感染性疾病应用最广泛的药物[12]，然而抗菌药物

也是我国目前滥用最严重的一类药物[13]，滥用抗菌

药物最严重的危害即导致细菌产生耐药性突变[14]，

二重感染耐药菌株急剧增加，难治性感染越来越

多，极端顽固的抗药菌种类不断涌现[15]。近年来，

随着三代头孢菌素的广泛使用，产超广谱β-内酰胺

酶菌的主要病原体如铜绿假单胞菌、耐甲氧西林

金黄色葡萄球菌和耐万古霉素肠球菌均为临床治

疗棘手的医院感染病原菌[16]。有研究对某院2005年
至2009年新生儿病房铜绿假单胞菌感染状况及耐

药性进行了5年监测[17]，结果表明铜绿假单胞菌的

分离率逐年升高，自2005年的1.19%增至2009年的

5.16%；对常用的13种抗菌药物耐药率均升高，且

呈现多重耐药。国外研究也发现[18]，在新生儿病房

发生的感染性疾病中，革兰阴性菌占分离致病微生

物的70.8%，其中铜绿假单胞菌占11.3%，且发现

对碳青霉烯类耐药的铜绿假单胞菌株。有研究发现

新生儿院内感染患儿的气道分泌物的培养结果中有

44.1%为耐亚胺培南铜绿假单胞菌[19]。耐药菌株逐

年增加，尤其是泛耐药菌株的出现，必须找到除抗

菌药物外的其他有效对抗细菌的方法。

抗菌肽是一类具有抗菌活性的碱性多肽物质，

其抗菌机理一般是通过作用于细菌的细胞膜蛋白引

起凝聚、失活，破坏细胞膜完整性并产生穿孔现

象，造成细胞内容物溢出胞外而死亡。人类抗菌肽

有两大类家族：人类防御素和Cathelicidin/LL-37。本

研究旨在研究对抗细菌的新方法，实验组是将人脐

带间充质干细胞与铜绿假单胞菌共培育，并设立对

照组。结果发现与对照组相比，实验组铜绿假单胞

菌的生长受到了明显的抑制。分析可能是人脐带间

充质干细胞可对IRPA的刺激产生某种抑制其生长的

物质，从而对IRPA的生长起到抑制作用。随后我们

对共培育后的混悬液进行Cathelicidin/LL-37及HBD-2
的检测，结果发现实验组中的抗菌肽水平较对照组

显著升高。此结果提示了人脐带间充质干细胞通过

分泌抗菌肽对耐亚胺培南铜绿假单胞菌的生长起抑

制作用。抗菌肽是生物体内经诱导产生的一种具有

广谱抗菌活性的小分子多肽，Krasnodembskaya等
[6]通过实验证实了骨髓间充质干细胞在受到大肠埃

希菌刺激后能分泌出Cathelicidin/LL-37，并对其他

细菌的生长起到明显的抑制作用。Byfield等[20]研究

发现抗菌肽LL-37能增加肺泡上皮细胞外基质的刚

度，从而减少跨膜渗透，防止铜绿假单胞菌通过上

皮细胞侵入。Suzuki等[21]发现LL-37能抑制脂多糖诱

导的内皮细胞凋亡，从而减轻了致命的败血症/内
毒素所导致的休克。Cirioni等[22]通过建立中性粒细

胞减少的铜绿假单胞菌败血症的小鼠模型，发现使

用LL-37能显著降低中性粒细胞凋亡的发生，该研图1  Western-blot检测两组的LL-37的蛋白表达
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究认为LL-37是一种很有前途的治疗严重铜绿假单

胞菌感染的方法；本研究结果与上述结果相一致。

但胎盘和脐带来源的间充质干细胞与骨髓间充质干

细胞相比，具有分化潜力大、增殖能力强、免疫原

性低、取材方便、无道德伦理问题的限制、易于工

业化制备等特征，有可能成为最具临床应用前景的

多能干细胞[23]。

随着耐药菌株的不断增加，尤其是出现泛耐

药菌株，有必要研究其他的抗感染措施。本实验探

讨人脐带间充质干细胞的抗菌作用，具有一定的价

值。人脐带间充质干细胞应用于临床的抗感染治疗

研究在不断进行，如近期有报道人脐带间充质干细

胞能通过分泌LL-37，从而有助于环丙沙星对金黄

色葡萄球菌的抑菌作用[24]；也有报道称人脐带间充

质干细胞通过分泌HBD-2对大肠埃希菌具有抑菌作

用[25]，人脐带间充质在临床中的应用很多，前景也

很广阔[26]，但人间充质干细胞应用在临床中仍会面

对很多问题，例如人脐带间充质干细胞的分离、保

存等也需要耗费大量经费，人脐带间充质干细胞可

否应用于个体的抗感染治疗，是否存在排异反应和

异种蛋白的过敏反应等，尚待深入研究。
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