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摘  要 

目的：证实细胞自噬参与Wnt经典通路诱导小鼠骨髓来源间充质干细胞(mice bone marrow derived 
mesenchymal stem cells, mMSCs)向肺泡上皮(type II alveolar epithelial, AT II)细胞的分化。方法：

mMSCs与MLE-12结合小气道培养基(SAGM)共培养构建体外诱导MSC向肺上皮细胞分化的模型，通过

LiCl或DKK-1分别激活或抑制经典Wnt通路，实验分组如下：a. MSC组：MSC单独培养、b. MSC + MLE
组：MSC与MLE-12共培养、c. MSC + MLE + LiCl组：MSC与MLE-12共培养并给予4 mL LiCl激活经典Wnt
通路、d. MSC + MLE + DKK-1组：MSC与MLE-12共培养并给予200 ng/mL DKK-1抑制Wnt经典通路。

通过Western blot法检测诱导分化的第7天II型肺泡上皮细胞标志表面活性蛋白(surfactant protein, SP) 
C评估MSC向II型肺泡上皮细胞分化情况，并检测诱导分化第1、3、7天自噬相关蛋白(LC3B及Beclin-l)
的表达。结果：与MSC单独培养及与MSC、MLE-12共培养相比较，共培养中加入LiCl时SP-C表达增加(p 
< 0.05)；与MSC单独培养、与MLE-12共培养及与共培养中加入4 mL LiCl相比，加入DKK-1后SP-C表达

下降(p < 0.05)。通过Western blot法检测诱导分化第1、3、7天自噬相关蛋白(LC3B及Beclin-l)的表达

发现：与MSC单独培养相比较，共培养中加入LiCl时Beclin-l、LC3-II/I表达增加(p < 0.05)；而加入DKK-1
后与MSC、MLE-12共培养相比较，Beclin-l、LC3-II/I表达下降(p < 0.05)。结论：激活经典Wnt通路促

进MSC向肺上皮细胞分化，激活经典Wnt通路增加MSC自噬水平。 
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Abstract 
Objective: It was confirmed that autophagy is involved in the induction of mouse bone mar-
row-derived mesenchymal stem cells (MMSCs) into the alveolar epithelium (type II alveolar epi-
thelial, AT II). Methods: MMSCs and MLE-12 combined with small airway medium (SAGM) were 
co-cultured to establish a model of in vitro induction of differentiation of MSCs into lung epithelial 
cells. The classical Wnt pathway was activated or inhibited by LiCl or DKK-1, respectively. The ex-
perimental groups were as follows: a. MSC group: MSC was cultured alone; b. MSC+MLE group: MSC 
was co-cultured with MLE-12; c. MSC + MLE + LiCl group: MSCs were co-cultured with MLE-12 and 
given 4 mL LiCl to activate the classical Wnt pathway; d. MSC + MLE + DKK-1 group: MSCs were 
co-cultured with MLE-12 and given 200 ng/mL DKK-1 to inhibit the Wnt classical pathway. West-
ern blot was used to detect II type alveolar epithelial cell marker surfactant protein (SP) C on day 
7 of induced differentiation to evaluate the differentiation of MSC to type II alveolar epithelial cells. 
The expressions of autophagy-related proteins (LC3B and Beclin-L) on the 1st, 3rd and 7th day of 
differentiation induction were detected. Results: Compared with MSC alone culture and co-culture 
with MSC and MLE-12, the expression of SP-C was increased when LICL was added in co-culture (p 
< 0.05). Compared with MSC alone culture, MLE-12 co-culture and co-culture with the addition of 4 
mL LiCl, SP-C expression decreased after the addition of DKK-1 (p < 0.05). The expression of auto-
phagy related proteins (LC3B and Beclin-L) at the 1st, 3rd and 7th day after induction of differen-
tiation was detected by Western blot. Compared with MSC alone culture, the expressions of Bec-
lin-L and LC3-II/I were increased when LiCl was added in co-culture (p < 0.05). The expression of 
Beclin-L and LC3-II/I decreased after DKK-1 co-culture compared with MSC and MLE-12 (p < 0.05). 
Conclusion: Activation of classical Wnt pathway promotes differentiation of MSCs into lung epi-
thelial cells, and activation of classical Wnt pathway increases autophagy level of MSCs. 
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1. 引言 

急性呼吸急迫综合征(acute respiratory distress syndrome, ARDS)是由非心源性肺水肿引起的急性呼吸

衰竭综合征。与 ARDS 发展相关的最常见的临床疾病是细菌性和病毒性肺炎。急性呼吸窘迫综合征也常

由非肺源性脓毒症、严重创伤和胃内容物误吸引起，较少由胰腺炎和药物反应引起[1]。急性呼吸窘迫综

合征的诊断标准随着时间的推移发生了变化：目前的定义为 2012 年的柏林定义(Berlin definition) [2]，该

定义包括三个主要标准，并改变了严重程度的分类。定义急性呼吸窘迫综合征的三个标准是：1) 在已知

临床感染后 1 周内出现或出现新的或恶化的呼吸症状；2) 胸部 X 线或胸部 CT 不能完全解释为积液、肺
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叶/肺萎陷的双侧浑浊；3) 不能完全由心脏衰竭或液体超载解释的呼吸衰竭。尽管进行了几十年的研究，

但目前还没有有效的 ARDS 药物疗法。虽然已经建立了一些支持性护理方法，但 ARDS 仍然具有破坏性

和生命危险[3] [4]。因此，ARDS 的治疗仍然存在重重困难。 
随着干细胞的作用被大家所认识，使间质干细胞(MSC)被认为是治疗 ARDS 的很有意义的干预措施。

我们前期实验已经验证治疗性 MSC 注入 ARDS 小鼠模型中可以发现在损伤的肺组织聚集大量 MSC 并向

肺上皮细胞分化，促进损伤肺细胞的修复[5] [6]。新进许多研究发现自噬在 MSC 分化中发挥作用。MSCs
中的自噬调节可能影响其向多种细胞谱系分化的能力，并影响免疫细胞的增殖、激活和功能。而间充质

干细胞向肺上皮细胞转化过程中自噬是否起参与，仍不清楚。因此本实验研究外源性 MSC 向肺泡上皮细

胞分化过程中是否对自噬产生影响。运用 MSC 和肺上皮细胞共培养模型，通过观察调控 Wnt 经典通路

对细胞自噬的影响，明确 Wnt 经典通路调控 MSC 向肺泡上皮定向分化过程自噬是否参与。 

2. 材料与研究方法 

2.1. 实验细胞 

小鼠肺上皮细胞(murine lung epithelial, MLE-12 细胞)，购自拜力细胞库。 
小鼠间充质干细胞(mMSCs)，来源于 C57BL/6 小鼠骨髓，购于 Cyagen Biosciences, Inc. (Guangzhou, 

China)。 

2.2. 实验分组 

a) MSC 组：MSC 单独培养； 
b) MSC + MLE 组：MSC + MLE-12； 
c) MSC + MLE + LiCl 组：MSC + MLE-12 + 浓度 4 mmol/L 的 LiCl 激活经典 Wnt 通路； 
d) MSC + MLE + DKK-1 组：MSC + MLE-12 + 浓度 20 ng/mL 的 DKK-1 抑制经典 Wnt 通路。 

2.3. 研究方法 

MSC与肺上皮细胞结合小气道培养基(SAGM)共培养构建体外诱导MSC向肺泡上皮细胞分化的模型，

通过 LiCl 激活或 DKK-1 阻断 Wnt 经典通路，观察 MSC 向肺泡上皮细胞分化过程中调控经典 Wnt 通路

对 MSC 的自噬活性的影响。 

2.3.1. 检测细胞自噬活性 
培养后第 1、3、7 天，运用 western blot 检测 MSC 自噬标记蛋白 LC3-I、LC3-II 及 Beclin-l 表达。 

2.3.2. 评估 MSC 向肺细胞的分化情况 
培养后第 7 天运用 western blot 检测共培养体系模型下室中诱导分化后 MSC 的 II 型肺泡上皮细胞特

征蛋白 SP-C 的蛋白表达情况。 

2.4. 统计学分析 

应用 SPSS 软件进行数据分析，数据以 x s± 表示，p < 0.05 为差异有统计学意义。 

3. 实验结果 

3.1. 细胞复苏 

按步骤复苏 MSC 与 MLE-12 并逐步传代，可分别观察发现镜下为梭形或三角形的 MSC 细胞，以及

镜下形状为铺路石样形态的 MLE-12 (见图 1(A)、图 1(B))。 
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A. mMSCs 在光镜(×100)下形态；B. MLE-12 在光镜(×100)下形态。 

Figure 1. Morphology of mMSCs and MLE-12 under light microscope 
图 1. mMSCs、MLE-12 光镜下形态 

3.2. MSC 向 MLE-12 分化 

在肺上皮细胞结合小气道培养基(SAGM)与 MSC 共培养细胞模型基础上，通过 LiCl 激活或 DKK1
阻断 Wnt 经典通路，观察实验分组中第 1、3、7 天中 MSC 向肺泡上皮细胞的分化。首先随着共培养时

间的增加，各个实验组均发现，后期共培养模型中发现梭型或三角形的成纤维细胞样变为铺路石样的类

上皮细胞样结构。同时组间比较第 7 天镜下细胞形状，可发现 LiCl 激活 Wnt 经典通路的实验组中，镜下

铺路石样细胞形态占比偏多。而使用 DKK1 阻断 Wnt 经典通路的实验组中，镜下仍然可见梭形细胞形态，

铺路石样上皮细胞少见(见图 2(A)~(D))。 
 

 
A. 空白组 mMSCs 在单独培养 7 天后光镜(×100)下形态；B. MLE-12 细胞共培养结合 SAGM 诱导 mMSCs 分化 7 天后光镜(×100)
下形态；C. MSC + MLE-12 + 浓度 4 mmol/L 的 LiCl 共培养 7 天后光镜(×100)下形态；D. MSC + MLE-12 + 浓度 20 ng/mL 的 DKK-1
共培养 7 天后光镜(×100)下形态。 

Figure 2. Morphological changes of MMSCs after differentiation into AT II cells 
图 2. mMSCs 向 AT II 细胞分化后的形态学变化 

3.3. Wnt 通路的调节 mMSCs 向肺上皮细胞分化 

本研究分别将 4 mmol/L 的 LiCl，200 ng/mL DKK-1 加入肺上皮细胞结合小气道培养基(SAGM)与
MSC 共培养细胞培养基中培养 7 天，Western blot 法检测 SP-C，MSC 与 MLE 共培养较 MSC 单独培养

的 SP-C 表达增加(p < 0.05)；与 MSC 单独培养及与 MSC、MLE-12 共培养相比较，共培养中加入 LiCl
时 SP-C 表达增加(p < 0.05)；与 MSC 单独培养，与 MLE-12 共培养及与共培养中加入 4 mL LiCl 相比，
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加入 DKK-1 后 SP-C 表达下降(p < 0.05)。结果表明，LiCl 激活经典 Wnt 通路促进 mMSC 向肺上皮细胞

分化，抑制 Wnt 通路减少 MSC 向肺上皮细胞分化(见图 3)。 
 

 
Western blot 法检测 MLE-12 细胞结合 SAGM 诱导 mMSCs 向 AT II 细胞分化不同时间 mMSCs 中 pro-SPC 蛋白的表达。(n = 3; *p < 
0.05 VS MSC; #p < 0.05 VS MSC + MLE-12; &p < 0.05 VS MSC + MLE-12 + LICL)。 

Figure 3. The effect of classical Wnt pathway on the differentiation of MMSCs into AT II cells 
图 3. 经典 Wnt 途径对 mMSCs 向 AT II 细胞分化的影响 

3.4. 自噬的活性改变 

在共培养结合 SAGM 诱导 MSC 向 AT II 细胞分化的过程中，加入 4 mmol/L 的 LiCl 激活 MSC 的经

典 Wnt 通路，以及加入 200 ng/mL DKK-1 抑制 Wnt 通路。通过 Western blot 法检测诱导分化第 1、3、7
天自噬相关蛋白(LC3B 及 Beclin-l)的表达发现：与 MSC 单独培养相比较，共培养中加入 LiCl 时 Beclin-l、
LC3-II/I 表达增加 p < 0.05)；与 MSC、MLE-12 共培养相比较，共培养中加入 LiCl 时 Beclin-l、LC3-II/I
表达仍然增加 p < 0.05)，而加入DKK-1后与MSC、MLE-12共培养相比较，加入DKK-1后Beclin-l、LC3-II/I
表达下降(p < 0.05)；与加入 LiCl 比较 Beclin-l、LC3-II/I 表达下降(p < 0.05)。结果表明 LiCl 活化经典 Wnt
途径后，细胞自噬相关蛋白表达增加，而 DKK-1 抑制 Wnt 途径时自噬相关蛋白表达下降(见图 4)。 
 

 
Western blot 法测定共培养结合 SAGM 诱导 MSC 向 AT II 细胞分化 1、3、7 d 时 MSC 的自噬标记蛋白 LC3-I、LC3-II 及 Beclin-1
的表达量。(n = 3; *p < 0.05 VS MSC; #p < 0.05 VS MSC + MLE-12; &p < 0.05 VS MSC + MLE-12 + LICL)。 

Figure 4. The effect of Wnt classical pathway on autophagy by regulating MSCs differentiation to AT II cells 
图 4. Wnt 经典通路调节 MSC 向 AT II 细胞分化对细胞自噬的影响 
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4. 结论 

1) 激活经典 Wnt 通路促进 MSC 向肺上皮细胞分化。 
2) 激活经典 Wnt 通路增加 MSC 自噬水平。 

5. 讨论 

急性呼吸窘迫综合征病死率仍然居高不下，研究如何治疗 ARDS 成为重中之重。肺泡上皮细胞和肺

毛细血管内皮细胞弥漫性损伤[7]特别是肺泡上皮细胞的损伤，导致肺泡屏障破坏和肺泡结构毁损，是

ARDS 的主要病理改变。于是研究如何改善损伤的肺泡上皮细胞可以成为治疗 ARDS 的切入点。间质干

细胞(MSC)治疗被认为是治疗 ARDS 的有希望的干预措施，近年来许多研究证实给予外源性的 MSC 可以

归巢到损伤肺组织，并分化为肺泡上皮细胞，从而促进损伤肺细胞的修复，缓解肺损伤的病理改变，提

高 ARDS 动物的生存率[8] 
而目前 Wnt 通路是被大家研究最为广泛的信号调节通路，关于 Wnt 通路是否可以参与调节 MSC 向

AT II 细胞，现在众多体内外实验结果均表明该通路可以参加细胞分化，同时激活通路是实验发现细胞分

化明显增加[9] [10]。本实验在共培养结合 SAGM 诱导 MSC 分化的基础上，外源性干预经典 Wnt 通路，

观察经典 Wnt 通路对 MSC 向 AT II 细胞分化的调节作用。根据实验结果发现 Wnt 通路可调节 MSC 向

MLE-12 分化，在加入 LICL 活化经典 Wnt 通路后 AT-II 细胞的特征蛋白 SP-C 表达上调，表明分化在一

定程度上增加。加入 DKK1 后，发现其表达减少。表明激活经典 Wnt 通路可以促进外源性小鼠骨髓来源

间充质干细胞向 II 型肺泡上皮细胞转化。 
然而 MSC 在 ARDS 的外源性治疗与大家的理想假设存在差距，具有一定局限型，经研究发现其原

因主要是在 ARDS 动物模型中，发现外源性治疗注射 MSC 后无法在损伤的肺组织内部长时间停留并分

化为相应细胞来改善受损伤的肺，促进恢复。当外源性治疗性干细胞注入目标组织后，将会面临一个充

满敌意的环境，包括缺氧、缺乏营养和基质支持，细胞也可能成为免疫系统的目标并被排斥。因此，干

细胞的应激反应机制可能在注射细胞的存活中发挥重要作用，并可能有助于其治疗效果[10]。自噬将多种

底物(如细胞质成分、受损细胞器、蛋白聚集物或吞噬在双膜囊泡(自噬体)中的感染性颗粒)传递给溶酶体

进行降解。其在细胞内平衡中起着多效性的作用，其中最重要的作用是使细胞在营养缺乏时存活[11]。多

种干细胞如造血干细胞、骨髓间充质干细胞和神经干细胞均存在自噬现象，自噬与细胞的自我更新、定

向分化和衰老密切相关[11] [12]。MSC 早期骨质生成和脂肪生成中涉及自噬通量[13]。因此自噬很大可能

参与间充质干细胞向肺上皮细胞的分化。本实验通过测量 LC3-I 和 LC3-II 之间的比率来评估自噬。 
本实验在 MSC、MLE-12 结合 SAGM 共培养构建体外诱导 MSC 向肺上皮细胞分化的模型基础上，

通过实验分组激活或抑制经典 Wnt 通路，明确经典 Wnt 通路调节 MSC 向肺上皮细胞分化过程中对自噬

活性的影响。结果验证加入 LICL 活化经典 Wnt 通路后，细胞向肺上皮细胞分化增加，同时自噬蛋白的

表达同样上调，说明在调控 Wnt 通路时自噬活性随之发生变化。我们有理由推测 MSC 向肺上皮细胞转

化过程中自噬发挥一定作用。这对于进一步寻找促进 MSC 的肺泡上皮分化的有效途径，突破目前 MSC
治疗 ARDS 的困境，并对 ARDS 患者预后的改善具有重大意义。 
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