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GM-CSF基因转染的 BMSCs对脓毒症小鼠血管内皮损伤、凝血功能
及炎症因子的影响 *
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摘要目的：探讨粒细胞 -巨噬细胞集落刺激因子（GM-CSF）基因转染的骨髓间充质干细胞（BMSCs）对脓毒症小鼠血管内皮损伤、

凝血功能及炎症因子的影响。方法：将 60只 SD小鼠分为 Sham组、模型（Model）组、BMSCs组、GM-CSF-BMSCs组，每组 15只，

采用盲肠结扎穿孔法制备小鼠脓毒症模型。实时荧光定量聚合酶链式反应（qRT-PCR）检测细胞 GM-CSF基因表达；记录 24 h小

鼠尾出血时间；检测血浆凝血酶原时间（PT）、活化部分凝血酶原时间（APTT）、凝血酶时间（TT）、纤维蛋白原（Fib）水平；ELISA法

检测血清白细胞介素（IL）-6、肿瘤坏死因子（TNF）-琢、IL-1、IL-10水平；苏木精 -伊红（HE）染色观察血管组织形态；TUNEL法检测

血管内皮细胞凋亡；Western blot检测血管组织因子（TF）、组织因子途径抑制物（TFPI）、抗凝血酶（ATⅢ）、血管细胞粘附因子 1

（VCAM1)、蛋白酶激活受体（PAR1）蛋白表达。结果：与 CK组 BMSCs比较，Transfection组 BMSCs细胞 GM-CSF mRNA表达显

著升高（P<0.05）。与 Sham组比较，Model组小鼠血管形态结构有明显的损伤，小鼠尾出血时间、Fib含量、血清 IL-10水平和血管

内皮组织 ATⅢ蛋白表达显著降低，PT、APTT、TT时间、血清 IL-6、TNF-琢、IL-1水平、凋亡率、血管内皮组织 TF、TFPI、VCAM1、

PAR1蛋白表达显著升高（P<0.05）；与 Model组比较，BMSCs组和 GM-CSF-BMSCs组小鼠血管形态结构损伤明显减轻，小鼠尾

出血时间、Fib含量、血清 IL-10水平和血管内皮组织 ATⅢ蛋白表达显著升高，PT、APTT时间、血清 IL-6、TNF-琢、IL-1水平、凋亡
率、血管内皮组织 TF、TFPI、VCAM1、PAR1 蛋白表达显著降低（P<0.05）；GM-CSF-BMSCs 组各项检测指标优于 BMSCs 组

（P<0.05）。结论：GM-CSF转染的 BMSCs可减轻脓毒症小鼠炎症反应和血管内皮细胞损伤，改善凝血功能。
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Effects of GM-CSF Gene Transfected BMSCs on Vascular Endothelial
Injury, Coagulation Function and Inflammatory Factors in Septic Mice*

To investigate the effects of granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) gene transfected

bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) on vascular endothelial injury, coagulation function and inflammatory factors in septic

mice. 60 SD mice were divided into Sham group, model (Model) group, BMSCs group and GM-CSF-BMSCs group, with 15

mice in each group, sepsis model of mice was prepared by cecal ligation and puncture. The expression of GM-CSF gene was detected by

real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction (qRT-PCR). The tail bleeding time of 24h mice was recorded. The levels of

plasma prothrombin time (PT), activated partial thromboplastin time (APTT), thrombin time (TT) and fibrinogen (Fib) were detected.

The levels of serum interleukin (IL)-6, tumor necrosis factor (TNF)-琢, IL-1 and IL-10 were detected by ELISA. The morphology of

vascular tissue was observed by hematoxylin-eosin (HE) staining. Apoptosis of vascular endothelial cells was detected by TUNEL

method. The expression of vascular tissue factor (TF), tissue factor pathway inhibitor (TFPI), antithrombin (ATIII), vascular cell adhesion

molecule 1 (VCAM1) and protease-activated receptor 1 (PAR1) were detected by Western blot. Compared with BMSCs in CK

group, the expression of GM-CSF mRNA in BMSCs in Transfection group was significantly increased (P<0.05). Compared with Sham

group, the vascular morphology of the mice in Model group was significantly damaged, the tail bleeding time, Fib content, serum IL-10

level and ATIII protein expression in vascular endothelial tissue of the mice in Model group were significantly decreased, PT, APTT, TT

time, serum IL-6, TNF-琢, IL-1 levels, apoptosis rate, TF, TFPI, VCAM1, PAR1 protein expression in vascular endothelial tissue were

significantly increased (P<0.05). Compared with Model group, the damage of vascular morphology and structure in BMSCs group and

GM-CSF-BMSCs group was significantly reduced, the tail bleeding time, Fib content, serum IL-10 level and ATIII protein expression in

vascular endothelial tissue were significantly increased, PT, APTT time, serum IL-6, TNF-琢, IL-1 level, apoptosis rate, TF, TFPI,
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前言

脓毒症是指宿主感染细菌、真菌、病毒等各种病原体后机

体反应失调，进而对多种功能器官造成危及生命的严重损害性

疾病[1]。其发病机制复杂，至今尚未完全阐明，相关研究报道，凝

血功能障碍是其发病机理之一[2]。脓毒症发生时伴随着大量炎

症因子释放，炎症因子进入血管对血管内皮细胞造成损伤，造

成凝血功能障碍[3]。目前，大量抗凝药物用于脓毒症患者抗凝治

疗，但部分患者治疗效果不佳[4]。因此有必要探究新的治疗方案

和措施以改善凝血功能障碍。研究显示，骨髓间充质干细胞

（BMSCs）具有分化能力，可调节免疫和修复受损组织的功能，

具有治疗脓毒症的潜力[5]。研究表明，BMSCs移植可降低脓毒

症大鼠炎症反应，改善器官功能，提高大鼠存活率[6]，另有研究

显示，BMSCs移植可激活 Nrf2通路减轻脓毒症大鼠炎症反应

和氧化应激进而减轻肝损伤[7]。粒细胞 -巨噬细胞集落刺激因

子（GM-CSF）属于集落刺激因子家族，具有修复内皮细胞和调

节免疫的作用[8]。相关研究表明，GM-CSF可提高脓毒症小鼠机

体杀菌能力，降低炎症因子释放，改善脓毒症小鼠继发性肺炎

的预后[9]。另有研究表明，GM-CSF可降低脓毒症患者调节性 T

细胞（Tregs）活性，改善 T细胞功能，提高脓毒症患者生存率[10]。

因此本研究通过建立脓毒症小鼠模型，通过转染 GM-CSF的

BMSCs移植进行干预来观察其对脓毒症小鼠血管内皮细胞损

伤、凝血功能和炎症的影响，以期为治疗脓毒症提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 选取 SPF级 18-22 g小鼠 60只[购自武汉大

学（医学研究院）]，动物实验许可证号：SYXK（鄂）2018-0102。

小鼠均自由摄食（普通饲料）、饮水，饲养于（25依1）℃，55%恒
湿、12 h/12 h明暗循环条件下。

1.1.2 主要试剂与仪器 RPMI 1640培养基购自美国 Hyclone

公司；胎牛血清购自美国 Gibco公司；H1201全自动血凝分析

仪购自济南爱来宝仪器设备有限公司；Trizol试剂购自广州易

锦生物技术有限公司；实时荧光定量聚合酶链式反应

（qRT-PCR）试剂盒购自北京百奥创新科技有限公司；苏木精 -

伊红（HE）染色试剂盒购自上海极威生物科技有限公司；白细

胞介素（IL）-6、肿瘤坏死因子（TNF）-琢、IL-1、IL-10酶联免疫吸
附试验（ELISA）试剂盒购自湖北艾普蒂生物工程有限公司；

TUNEL试剂盒购自武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司；胰

蛋白酶购自北京索莱宝科技有限公司；组织因子（TF）、组织因

子途径抑制物（TFPI）、抗凝血酶（ATⅢ）、血管细胞粘附因子 1

（VCAM1)、蛋白酶激活受体 1（PAR1）一抗和二抗均购自英国

Abcam公司。骨髓间充质干细胞 BMSCs（武汉大学细胞库）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养与转染 将 BMSCs细胞于 RPMI 1640培养

基，环境（37℃、5% CO2）条件下连续培养传代，用第三代细胞

进行转染实验。采用 LipofectamineTM2000 将 pUMVC1-

GM-CSF质粒转染到对数期 BMSCs细胞中，培养 24 h后检验

GM-CSF是否转染成功，保存转染成功的 BMSCs细胞待用。

1.2.2 qRT-PCR检测细胞中 GM-CSF mRNA表达 Trizol试

剂提取正常 BMSCs细胞（CK组）和转染后细胞（Transfection

组）总 RNA，将 RNA逆转录为 cDNA后，以 cDNA为模板进行

荧光定量 PCR 扩增。以 GAPDH 为内参，2-Δ Δ Ct 方法计算

GM-CSF mRNA的相对表达量。引物序列：GM-CSF mRNA：正

向：5'-TCCTGGGCATTGTGGTCT-3'；反向 5'-TGAAATCCG-

CATAGGTGGT-3'；GAPDH：正向：5'-GTTCCAGTATGACTC-

TACCC-3'；反向：5'-AGTCTTCTGAGTGGCAGTGATG-3'。

1.2.3 分组与造模 将 60 只 SD 小鼠分为 Sham 组、Model

组、BMSCs组、GM-CSF-BMSCs组，每组 15只。除 Sham组外，

其余各组进行造模，将小鼠麻醉，手术部位消毒，腹部中线位置

作 1.5 cm左右长的切口，分拉出盲肠，将盲肠用 4号线结扎，

20号针穿刺 3次，稍微挤出少量粪渣，将盲肠放回，然后缝合

腹部切口[11]。Sham组小鼠开腹后只翻动盲肠。造模成功标志：

小鼠出现食欲不振，拉稀和震颤症状、精神萎靡行动迟缓等现

象。造模后 BMSCs组和 GM-CSF-BMSCs组小鼠分别腹腔注

射 0.2 mL的 BMSCs细胞和转染 GM-CSF的 GM-CSF-BMSCs

细胞（1伊106个）[12]，Sham组和Model组小鼠腹腔注射等体积生

理盐水。

1.2.4 小鼠尾出血时间测定 24 h后在距小鼠尾尖 5 mm处

剪尾，计时，每 15 s用滤纸擦拭断尾处，直至无血流出。

1.2.5 样本采集 麻醉小鼠后腹主动脉取血 2 mL，处死小鼠

取出腹主动脉至髂总动脉分叉处血管，保存待测。

1.2.6 血浆凝血酶原时间（PT）、活化部分凝血酶原时间

（APTT）、凝血酶时间（TT）、纤维蛋白原（Fib）水平检测 采用

全自动血凝分析仪检测血液中 PT、APTT、TT、Fib水平。

1.2.7 IL-6、TNF-琢、IL-1 和 IL-10 水平检测 将新鲜血液

3500 r/min离心 10 min，取上清，根据 ELISA试剂盒说明书检

测 IL-6、TNF-琢、IL-1和 IL-10水平。

1.2.8 HE染色观察小鼠血管组织形态 取血管组织，经 4%甲

醛进行固定，石蜡包埋，切片约 5 滋m，HE染色，中性树胶封片，
显微镜下观察血管组织形态变化。

1.2.9 TUNEL法检测血管内皮细胞凋亡 取 1.2.6中固定血

管组织，包埋，切片，脱蜡，梯度酒精脱水，根据 TUNEL试剂盒

说明书进行检测，荧光显微镜下观察细胞凋亡情况。

1.2.10 Western blot检测血管组织中 TF、TFPI、ATⅢ、VCAM1、

PAR1蛋白表达 取部分血管组织，提取总蛋白并定量检测，

VCAM1 and PAR1 protein expression in vascular endothelial tissue were significantly decreased (P<0.05). The detection indexes in

GM-CSF-BMSCs group were better than those in BMSCs group (P<0.05). GM-CSF transfected BMSCs can reduce the

inflammatory response and vascular endothelial cell injury in septic mice, and improve coagulation function.

GM-CSF; BMSCs; Sepsis; Mice; Vascular endothelial injury; Coagulation function; Inflammatory factors
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图 3各组小鼠 PT、APTT、TT和 Fib水平比较

Fig. 3 Comparison of PT, APTT, TT and Fib levels in each group of mice

Note: Compare with Sham group, aP＜0.05; Compare with Model group, bP＜0.05; Compare with BMSCs group, cP＜0.05.

图 2各组小鼠出血时间比较

Fig.2 Comparison of bleeding time in each group of mice

Note: Compare with Sham group, aP＜0.05; Compare with Model group,
bP＜0.05; Compare with BMSCs group, cP＜0.05.

热水浴变性后进行电泳，然后转移到 PVDF膜上，封闭液中封

闭 2 h，加入 TF、TFPI、ATⅢ、VCAM1、PAR1、茁-actin一抗 4℃

孵育过夜，然后加入二抗，ECL显色，Image J软件分析蛋白。

1.3 统计学方法

采用Graphpad Prism 8.0.1软件分析数据。计量资料以（x依s）
表示；多组间比较用单因素方差分析，组内两者比较用 SNK-q
检验。P<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 细胞中 GM-CSF表达比较

与 CK 组 BMSCs 细胞相比，Transfection 组 BMSCs 细胞

中 GM-CSF基因表达显著升高（P<0.05）。见图 1。

2.2 各组小鼠出血时间比较

与 Sham 组相比，Model 组小鼠尾出血时间明显缩短

（P<0.05）；与Model组相比，BMSCs组和 GM-CSF-BMSCs组

小鼠尾出血时间明显延长（P<0.05）；与 BMSCs 组相比，

GM-CSF-BMSCs组小鼠尾出血时间明显延长（P<0.05）。见图2。

2.3 各组小鼠凝血功能指标比较

与 Sham组相比，Model组小鼠 PT、APTT、TT时间显著增

加，Fib含量显著减少（P<0.05）；与 Model组相比，BMSCs组小

鼠 PT、APTT时间显著减少，Fib含量显著增加（P<0.05），TT时
间无统计学差异（P>0.05），GM-CSF-BMSCs组小鼠 PT、APTT、

TT时间显著减少，Fib含量显著增多（P<0.05）；与 BMSCs组相

比，GM-CSF-BMSCs组小鼠 PT、APTT、TT时间显著减少，Fib

含量显著增多（P<0.05）。见图 3。

2.4 各组小鼠血清中炎症因子表达比较

与 Sham 组比较，Model 组小鼠血清 IL-6、TNF-琢、IL-1 水
平显著升高，IL-10水平显著降低（P<0.05）；与 Model组比较，

BMSCs 组和 GM-CSF-BMSCs 组小鼠血清 IL-6、TNF-琢、IL-1
水平显著降低，IL-10水平显著升高（P<0.05）；与 BMSCs组相

比，GM-CSF-BMSCs组小鼠血清 IL-6、TNF-琢、IL-1水平显著降
低，IL-10水平显著升高（P<0.05）。见图 4。

2.5 各组小鼠血管组织形态变化比较

Sham组小鼠血管内皮组织正常；Model组小鼠血管管腔

变窄，出现收缩和内皮细胞脱落现象；BMSCs 组和

GM-CSF-BMSCs组血管内皮组织损伤显著减轻。见图 5。

图 1细胞中 GM-CSF表达比较

Fig.1 Comparison of GM-CSF expression in cells

Note: Compare with CK group, aP＜0.05.
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图 5各组小鼠血管组织形态（HE染色，伊200）
Figure 5 Vascular tissue morphology of mice in each group (HE staining, 伊200)

Note: A: Sham group; B: Model group; C: BMSCs group; D: GM-CSF-BMSCs group.

图 4小鼠血清 IL-6、TNF-琢、IL-1、IL-10水平比较
Fig.4 Comparison of serum IL-6, TNF-琢, IL-1 and IL-10 levels in mice

Note: Compare with Sham group, aP＜0.05; Compare with Model group, bP＜0.05; Compare with BMSCs group, cP＜0.05.

2.6 各组小鼠血管内皮细胞凋亡比较

与 Sham组比较，Model组小鼠血管内皮细胞凋亡率显著

升高（P<0.05）；与Model组比较，BMSCs组和 GM-CSF-BM-

SCs组小鼠血管内皮细胞凋亡率显著降低（P<0.05）。与 BMSCs

组相比，GM-CSF-BMSCs组小鼠血管内皮细胞凋亡率显著降

低（P<0.05）。见图 6、7。

图 6各组小鼠内皮细胞凋亡（伊400）
Fig. 6 Apoptosis of endothelial cells in each group of mice（伊400）

Note: A: Sham group; B: Model group; C: BMSCs group; D: GM-CSF-BMSCs group

2.7 各组小鼠血管内皮组织中 TF、TFPI、ATⅢ、VCAM1、PAR1

蛋白表达比较

与 Sham 组比较，Model 组小鼠血管内皮组织 TF、TFPI、

VCAM1、PAR1 蛋白表达显著升高，ATⅢ蛋白表达显著降低

（P<0.05）；与 Model组比较，BMSCs组和 GM-CSF-BMSCs组

小鼠血管内皮组织 TF、TFPI、VCAM1、PAR1蛋白表达显著降

低，ATⅢ蛋白表达显著升高（P<0.05）。与 BMSCs 组相比，

GM-CSF-BMSCs 组 小 鼠 小 鼠 血 管 内 皮 组 织 TF、TFPI、

VCAM1、PAR1 蛋白表达显著降低，ATⅢ蛋白表达显著升高

（P<0.05）。见图 8、9。

3 讨论

脓毒症是由病原微生物感染而引发的一种多器官功能障

碍综合征，可造成器官衰竭而引发死亡，近年来随着环境污染

加剧和抗生素滥用导致脓毒症发病率逐年升高，已严重威胁人

类生命健康 [13]。脓毒症发病初期会产生大量炎症因子进入血

管，随血液循环造成全身炎症反应，炎症因子进入血管后会造

成血管内皮损伤，进而激活凝血系统，引起凝血功能障碍[14]。炎
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图 8各组小鼠血管内皮组织相关蛋白表达

Fig.8 Expression of vascular endothelial tissue-related proteins in each

group of mice

Note: A Sham group; B Model group; C BMSCs group;

D GM-CSF-BMSCs group.

图 7各组小鼠血管内皮细胞凋亡率比较

Fig.7 Comparison of apoptosis rate of vascular endothelial cells in mice of

each group

Note: Compare with Sham group, aP＜0.05; Compare with Model group,
bP＜0.05; Compare with BMSCs group, cP＜0.05.

图 9各组小鼠血管内皮组织中 TF、TFPI、ATⅢ、VCAM1、PAR1蛋白表达比较

Fig. 9 Comparison of TF, TFPI, ATIII, VCAM1 and PAR1 protein expression in vascular endothelial tissue of mice in each group

Note: Compare with Sham group, aP＜0.05; Compare with Model group, bP＜0.05; Compare with BMSCs group, cP＜0.05.

症反应与凝血激活相互促进，进一步加重炎症和凝血功能障

碍，可引起微血栓形成，导致血液循环障碍[15]，目前针对脓毒症

主要是抗感染和血管活性药物治疗，但长期使用易产生耐药性

且抗凝效果不佳，因此有必要探究新的治疗措施用于脓毒症的

治疗。BMSCs移植治疗是一种不同于传统药物的治疗方式，其

可直接修复受损组织，调节免疫功能，进而改善患者临床症

状[16]。Tao等[17]研究表明 BMSCs外泌体 miR-125b-5p可抑制脓

毒症小鼠巨噬细胞焦亡进而缓解小鼠急性肺损伤。Liang等[18]

研究表明 BMSCs移植可减轻炎症，减轻脂多糖诱导的脓毒症。

推测 BMSCs移植可减轻炎症，对脓毒症有一定治疗作用。

凝血功能紊乱是脓毒症发展过程中的主要病理过程，可加

速器官功能障碍，PT常用于检测外源性凝血途径，是凝血酶原

转化为凝血酶的时间；APTT是外源性凝血指标，常见于内源

性凝血因子缺乏；TT时间可反映体内抗凝物质；Fib是参与凝

血和止血的纤维蛋白，Fib高含量可促进血栓形成[19]。本研究结

果显示，脓毒症小鼠 PT、APTT、TT时间和 Fib含量均异常表

达，表明脓毒症小鼠发生凝血功能障碍。BMSCs干预后可显著

改善上述指标含量，改善凝血功能。脓毒症发生时伴随着大量

炎症因子释放，IL-6、TNF-琢、IL-1为炎症因子进入血液后可导
致血管内皮损伤，并随血液循环损伤其他器官，IL-10为抗炎因

子，可降低炎症损伤 [20]。本研究结果显示，脓毒症小鼠 IL-6、

TNF-琢、IL-1水平显著升高，IL-10水平显著降低，BMSCs干预

后可显著降低炎症因子水平，提高抗炎因子释放，缓解炎症损

伤。脓毒症发生时 TF从内皮细胞释放并活化，进而诱发血液凝

固，TFPI与凝血因子结合后可灭活 TF进而抑制凝血，TF 与

TFPI共同维持血液平衡，而高凝状态下 TF也会导致 TFPI代

偿性升高；ATⅢ为抗凝血酶，可抑制凝血酶发挥作用 [21]；

VCAM1蛋白可控制血管扩张和收缩，可调控凝血和免疫反

应，其高表达可导致血管炎症，可反映血管内皮细胞损伤[22]。

PAR1蛋白属于凝血酶受体，可促进微血栓形成[23]。本研究结果
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显示，BMSCs干预后可显著降低 TF、TFPI、VCAM1、PAR1 蛋

白表达，提高 ATⅢ蛋白表达。进一步通过尾出血实验发现

BMSCs干预可提高出血时间，改善凝血功能。通过观察血管形

态发现 BMSCs 细胞移植可显著减轻血管组织损伤。提示

BMSCs可减轻脓毒症小鼠血管内皮损伤，改善凝血功能，降低

炎症。

GM-CSF是一种多功能细胞因子，研究显示其具有修复受

损内皮细胞，改善内皮细胞功能，影响凝血纤溶系统活性的作

用[24]。Frydrych等[23]研究表明 GM-CSF给药可提高肥胖糖尿病

脓毒症小鼠存活率。Joshi等[25]研究表明 GM-CSF可有效改善

脓毒症患者免疫麻痹。推测 GM-CSF对脓毒症有一定治疗作用。

BMSCs本身可分泌少量 GM-CSF，本研究中 BMSCs细胞移植

对脓毒症小鼠有一定治疗作用，为进一步验证 BMSCs细胞移

植对脓毒症小鼠治疗的作用机理，本研究通过在 BMSCs细胞

中转染 GM-CSF来干预小鼠，结果显示，GM-CSF-BMSCs组小

鼠各项检测指标优于单独 BMSCs组。提示 BMSCs细胞移植治

疗对脓毒症小鼠的治疗作用可能是通过分泌 GM-CSF实现的。

综上所述，GM-CSF转染的 BMSCs可减轻脓毒症小鼠炎

症反应和血管内皮细胞损伤，改善凝血功能。
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