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摘  要：【背景】结核分枝杆菌(Mycobacterium tuberculosis, Mtb)休眠菌形成被认为是潜伏结核感染

(latent tuberculosis infection, LTBI)的主要原因，但目前缺乏体内和体外模型进行机制研究。新近研

究表明 Mtb 可感染间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSC)并以休眠状态在细胞中长期存活。

然而 Mtb 感染细胞模型存在周期长和生物安全要求高等问题，需要探索可用的 MSC 感染细胞模型

用于 Mtb 休眠机制的研究。【目的】建立快速生长型耻垢分枝杆菌(Mycobacterium smegmatis, Ms)
感染人脐带间充质干细胞(human umbilical cord MSC, hUCMSC)的细胞模型并研究其特征。【方法】

取分离好的 hUCMSC，流式细胞术鉴定其表面标志性抗原；以 Ms 菌株感染 hUCMSC，DiI 标记

细胞膜，荧光显微镜下观察细胞吞噬作用；平板法计数 Ms 胞内存活率；油红 O 染色观察细胞脂

滴形成；鬼笔环肽荧光染色观察细胞骨架变化；实时荧光定量 PCR (real time quantitative PCR, 
RT-qPCR)检测 Ms 感染的 hUCMSC 脂质代谢、静息和分化相关基因转录水平。【结果】Ms 感染

hUCMSC 后在胞内以非复制方式存活，其感染率与感染复数呈正相关；Ms 感染 hUCMSC 可诱导

脂滴合成相关基因表达，而抑制降解相关基因转录水平，从而促进细胞内脂滴形成。Ms 感染促进

hUCMSC 细胞骨架发生重构，RT-qPCR 检测结果显示细胞增殖和分化相关基因表达增加，Ms 感

染促进 hUCMSC 向成脂、成骨细胞分化。【结论】本研究建立了可模拟 Mtb 休眠形成的 Ms 感染
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hUCMSC 模型，可进一步用于 LTBI 机制的相关研究。  
关键词：结核分枝杆菌；耻垢分枝杆菌；间充质干细胞；休眠菌；结核潜伏感染 
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Abstract: [Background] The formation of dormant Mycobacterium tuberculosis (Mtb) is 
considered to be the main cause of latent tuberculosis infection (LTBI), the mechanism of which 
remains to be studied with in vivo and in vitro models. Mtb can infect mesenchymal stem cells 
(MSC) and survive in the cells in a dormant state for a long time. However, the modeling of 
Mtb-infected cells requires long time and high laboratory biosafety level. Therefore, it is 
essential to explore the available MSC for modeling Mtb infection and further deciphering the 
dormancy mechanism of Mtb. [Objective] To establish and characterize the human umbilical 
cord MSC (hUCMSC) model of Mycobacterium smegmatis (Ms) infection. [Methods] After 
hUCMSC were infected with Ms, flow cytometry was employed to identify the surface antigen. 
The cell membrane was labeled with DiI and then the phagocytosis of the hUCMSC infected 
with Ms was observed in a fluorescence microscope. The plate counting method was employed 
to measure the intracellular survival rate of Ms. The formation of lipid droplets in hUCMSC 
was observed by oil red O staining. Cytoskeletal changes were observed by fluorescence 
staining with phalloidin. The transcription levels of the genes involved in the lipid metabolism, 
resting, and differentiation of the hUCMSC infected with Ms were determined by RT-qPCR. 
[Results] Ms survived in hUCMSC in a non-replicating state, and the infection rate was 
positively correlated with the multiplicity of infection. Ms simulated the expression of the genes 
involved in lipid biosynthesis and inhibited the transcription of the genes involved in lipid 
degradation to promote the formation of lipid droplets in the Ms-infected hUCMSC. Ms 
promoted the cytoskeleton remodeling of hUCMSC. The RT-qPCR results showed up-regulated 
expression of the genes related to proliferation and differentiation, indicating that Ms promoted 
the differentiation of hUCMSC into lipoblasts and osteoblasts. [Conclusion] We successfully 
established a hUCMSC model of Ms infection, which could mimic the main characteristics of 
Mtb dormancy and be used in the study of LTBI mechanism. 
Keywords: Mycobacterium tuberculosis; Mycobacterium smegmatis; mesenchymal stem cells; 
dormant bacteria; latent tuberculosis infection 
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结核病(tuberculosis, TB)是一种主要由结核

分枝杆菌(Mycobacterium tuberculosis, Mtb)感染

引起的慢性传染病[1-2]。人对 Mtb 普遍易感，超

过 90%感染者处于 Mtb 感染而无临床症状的潜

伏结核感染(latent tuberculosis infection, LTBI)状
态[3]。约 5%−10%的 LTBI 可转化为活动性 TB，

是成人 TB 的主要来源[1]。Mtb 在结核性肉芽肿中

形成休眠菌，被认为是形成 LTBI 的主要原因[2,4-5]。

由于缺少 Mtb 休眠菌的体内和体外模型，LTBI
形成和复苏机制仍有待阐明。目前对 Mtb 休眠

菌宿主细胞的研究主要为巨噬细胞。研究表明，

巨噬细胞内的 Mtb 仍复制生长且对抗 Mtb 药物

敏感[4-5]。此外，巨噬细胞寿命短，巨噬细胞 Mtb
感染模型难以解释 LTBI 持续时间长、复发和药物

治疗效果不佳等问题。因此，寻找和建立 Mtb 休

眠菌感染模型有助于 LTBI 相关机制的深入研究。 
近年来研究发现，Mtb 可感染间充质干细胞

(mesenchymal stem cells, MSC)，并以非复制的休

眠状态在 MSC 中长期存活[4,6-9]。从 Mtb 休眠菌动

物模型或 TB 患者肉芽肿组织中均可分离出包含

Mtb 休眠菌的 MSC，将该 MSC 注射至健康小鼠

体内可引起活动性 TB[5,10-12]。MSC 作为干细胞，

它内部低氧、静息和低药物浓度的微环境抑制了

Mtb 在细胞内的繁殖[13]。此外，Mtb 诱导 MSC 脂

滴形成，从而有利于 Mtb 在细胞中存活[13]。因此，

MSC被认为是一种新的Mtb吞噬和休眠的宿主细胞。 
由于 Mtb 生长缓慢，因而模型制备及检测

周期长，且毒株操作需要的实验室生物安全防护水

平高，使得 Mtb 相关机制包括 LTBI 研究进展缓慢。

耻垢分枝杆菌(Mycobacterium smegmatis, Ms)是一

种非致病性分枝杆菌，与 Mtb 同属革兰阳性杆菌。

Ms 在进化上与 Mtb 关系相近，染色体排列和 Mtb
非常相似，并含有与 Mtb 相似的Ⅶ型分泌系统，

常作为模式菌株用于 Mtb 基因功能、致病机制等

感染与相关免疫学研究，以及抗结核药物的研究

中[14-17]。在环境胁迫和宿主免疫应答的情况下，分

枝杆菌可进入代谢和转录降低的休眠状态，对 Ms
和 Mtb 的竞争性研究表明，复苏后 Ms 和 Mtb 的再

激活特性非常相似[18]，因此，Ms 也被认为是研究

分枝杆菌休眠的一种模式菌[18-20]。本研究建立 Ms
感染 MSC 细胞模型，对 Ms 在细胞内存活及其感

染 MSC 的生理特征进行研究，以期为该模型用于

LTBI 机制研究提供实验依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  细胞系和菌株 

采集一名足月健康新生儿脐带组织，分离

hUCMSC，传代培养至第 5 代用于本试验。本研究

经空军军医大学唐都医院医学伦理委员会批准进

行(批准号为 202103-138)，由产妇自愿捐赠并签署

知情同意书。耻垢分枝杆菌 Ms MC2-155 菌株为本

实验室保存，绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, 
GFP)标记的 Ms-GFP 菌株为本实验室前期构建。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

DMEM/F12 培养基，HyClone 公司；胎牛血

清，杭州四季青生物工程有限公司；AF647-抗
人 CD90、PE-A-抗人 CD105、PerCP-抗人 CD73、
FITC-抗人 CD271、APC-抗人 CD45，eBioscience
公司；Total RNA Kit I，Omega 公司；HiScript II 
QRT SuperMix for qPCR 逆转录试剂盒、ChamQ 
SYBR qPCR Master Mix 试剂盒，南京诺唯赞生

物公司；油红 O 染色试剂盒，北京索莱宝科技

公司；鬼笔环肽荧光染料、细胞膜红色荧光(DiI)
染色试剂盒，上海碧云天生物公司。流式细胞分

析仪，贝克曼库尔特有限公司；活细胞荧光显微

镜，赛默飞世尔科技公司。 

1.2  方法 
1.2.1  流式细胞术鉴定 hUCMSC 表型 

取 106 个 hUCMSC 细胞，磷酸缓冲盐溶液
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(phosphate buffer solution, PBS) 清 洗 后 加 入

Zombie NIRTM Dye，室温避光孵育 15 min；加

入预冷的 PBS 洗涤；加入 Trustain FCXTM plus
封闭细胞表面 Fc 受体，冰上避光孵育 10 min。
对细胞表面标记进行染色：将细胞表面抗体按比

例混匀(AF647-抗人 CD90，PE-A-抗人 CD105，
PerCP-抗人 CD73，FITC-抗人 CD271，APC-抗
人 CD45)，4 ℃避光孵育 15 min；加入流式细胞

术缓冲液(flow cytometry buffer, FCM buffer)洗
涤 3 次；将细胞重悬于 FCM buffer，经流式细胞

仪检测，结果用 CytExpert 软件分析。 
1.2.2  Ms 感染 hUCMSC 及存活率 

将 hUCMSC 接种至 6 孔板(3×105 cells/well)，
培养至生长密度为 80%后，Ms 菌株分别以感染

复数(multiplicity of infection, MOI)为 10、20 和

50 感染 2 h ，用含 200 μg/mL 庆大霉素

(gentamicin, GM)的完全培养基处理 2 h，杀死

胞外的细菌，此时记为感染后 0 h。分别于感染

后 0、6 和 24 h 弃上清，加入 0.025% 十二烷基

硫酸钠(sodium dodecyl sulfate, SDS)裂解细胞 
1 min，取原液、10−1 和 10−2 稀释液各 100 μL
涂布 LB 平板，37 ℃倒置培养 3 d 后菌落计数。

同上，用 Ms-GFP 菌株感染(MOI=20) hUCMSC
后，荧光显微镜下观察细菌。 
1.2.3  DiI 红色荧光标记细胞膜 

Ms-GFP 以 MOI=20 感染 hUCMSC 24 h，
Hoechst 对细胞核染色后，用 37 ℃预热的 PBS
清洗 2 次；根据说明书加入适当体积的细胞膜染

色工作液，37 ℃避光孵育细胞 15 min；PBS 洗

涤 2 次，加入 37 ℃预热的细胞培养液，在活细胞

荧光显微镜下观察。DiI 最大激发波长 549 nm，

最大发射波长 565 nm。 
1.2.4  实时荧光定量 PCR (RT-qPCR)检测 Ms
感染后 hUCMSC 基因转录水平 

Ms 以 MOI=20 感染 hUCMSC，24 h 后收

集细胞，Total RNA Kit I 提取细胞总 RNA；取

500 ng RNA 逆转录为 cDNA，用于 RT-qPCR   
检测。以 gapdh 为内参基因，目的基因相对表达 
量=2−∆∆Ct，∆Ct=目的基因 Ct–内参基因 Ct，

∆∆Ct=∆Ct (试验组)−∆Ct (对照组)。RT-qPCR 引物

序列如表 1 所示。 
1.2.5  油红 O 染色 

Ms 以 MOI=20 感染 hUCMSC 24 h 后，PBS
清洗 2 次，加油红 O 固定液固定 30 min；ddH2O
清洗 2 次；加入 60%异丙醇浸洗 5 min，再加入新

鲜配制的油红 O 染色液浸染 20 min；ddH2O 清洗

后加入 Mayer 苏木素染色液，复染核 1 min；ddH2O
清洗 5 次，加入油红 O 缓冲液，1 min 后弃去，加

入 ddH2O 覆盖细胞，光学显微镜下观察拍照。 
1.2.6  细胞骨架 F-actin 鬼笔环肽染色 

Ms以MOI=20感染 hUCMSCs 24 h后，37 ℃

预热的 PBS 清洗细胞 2 次；4%多聚甲醛溶液室

温固定细胞 10 min；PBS清洗 3次；用 0.5% Triton 

X-100 溶液透化处理 5 min；PBS 清洗后加入  

100 nmol/L 的 TRITC 标记鬼笔环肽(Phalloidin)，

室温避光孵育 30 min；PBS 清洗 3 次；加入   

100 nmol/L DAPI 溶液复染 30 s；PBS 清洗后，

使用活细胞荧光显微镜观察 F-actin 结构，用

Image J 软件分析平均荧光强度。 

1.3  统计学分析 
使用 GraphPad Prism 9.1 软件进行统计学分

析，试验数据均以均数±标准差( x ±SD)表示。两

组间比较采用 t 检验分析，P<0.05 为差异有统计

学意义。统计学差异标注为：*：P<0.05；**：
P<0.01；***：P<0.001；****：P<0.000 1。 

2  结果与分析 
2.1  hUCMSC 的形态特征和表型鉴定结果 

MSC 细胞高表达 CD105、CD73 和 CD90，
且表达 CD45、CD34、CD14、CD11b、CD79a、
CD19 或人类白细胞抗原(human leukocyte antigen, 



 
康亚莉等: 耻垢分枝杆菌感染人脐带间充质干细胞模型的建立及其特征 5035 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

  

表 1  RT-qPCR 基因引物信息 
Table 1  RT-qPCR gene primer information 
Gene name Primer sequence (5′→3′) Product length (bp) 

sod2 F: GCTCCGGTTTTGGGGTATCTG R: GGCGTTGATGTGAGGTTCCAG 93 

chek2 F: TCTCGGGAGTCGGGATGTTGAG R: CCTGAGTGGACACTGTCTCTAA 206 

foxp3 F: CGGACAAACGGCTTCACTCT R: GGACCCGCATGAATCGACTAT 151 

foxo4 F: GGCTGCCGCGATCATAGAC R: GGCTGGTTAGCGGATCTCTGG 100 

sox9 F: AGCGAACGCACATCAAGAC R: CTGTAGGCGATCTGTTGGGG 85 

cdkn1c F: GCGGCGATCAAGAAGCTAT R: GCTTGGCGAAGAAATCGGAGA 52 

foxo1 F: TCGTCATAATCTGTCCCTACACA R: CGGCTTCGGCTCTTAGCAAA 168 

hdac10 F: CAGTTCGACGCCATCTACTTC R: CAAGCCCATTTTGCACAGCTC 115 

pcna F: CCTGCTGGGATATTAGCTCCA R: CAGCGGTAGGTGTCGAAGC 109 

cdk2 F: CCAGGAGTTACTTCTATGCCTGA R: TTCATCCAGGGGAGGTACAAC 90 

Plk4 F: AAGCTCGACGCTTCATGCACC R: GCATTTTCAGTTGAGTTGCCAG 156 

notch1 F: GAGGCGTGGCAGACTATGC R: CTTGTACTCCGTCAGCGTG 140 

hdac1 F: CTACTACGACGGGGATGTTGG R: GAGTCATGCGGATTCGGTGAG 77 

skp2 F: ATGCCCCAATCTTGTCCATCT R: CACCGACTGAGTGATAGGTGT 111 

ido1 F: GCCTTGCACGTCTAGTTCTG R: ACTGCAGTCTCCATCACGAA 251 

tdo2 F: AGAGCACTTCAGGGAGCATT R: TCTTCGGTATCCAGTGTCGG 283 

gpat3 F: TGGTTCTCGGCTTCATCCTT R: TCCCTTCCTCGTAGACCAGA 220 

gpat4 F: CCTGCCTCCCATGACTAGAG R: GTTCCCCACGATCATCTTGC 187 

fasn F: CCCTCATCTCCCCACTCATC R: CAGCGTCTTCCACACTATGC 215 

lxra F: TGTTTGCAAGAACTCAGGCC R: ACCTGCCTCTTCATCATGCT 169 

srebf-1 F: GGGGACAAGGAATTCTCGGA R: TCACCACAGCTGTCAGAGAG 166 

agpat1 F: TGAGGGAACGAGAAACCACA R: TGACATTGTCCCGAGGTGAA 159 

agpat2 F: ATCGTCTCCAACCACCAGAG R: AAGGAAGAGTACACCACGGG 245 

dgat1 F: AACTACCGTGGCATCCTGAA R: AGACATTGGCCGCAATAACC 178 

dgat2 F: TGGGAGTGGCAATGCTATCA R: ACTTCTTCTGGACCCATCGG 224 

mgll F: AAAGACTACCCTGGGCTTCC R: AAGGTTGAGCACTTTCGCAG 183 

Runx-2 F: CTGTGGTTACTGTCATGGCG R: AGGTAGCTACTTGGGGAGGA 183 

ALP F: GTACAACACCAATGCCCAGG R: CAGATTTCCCAGCGTCCTTG 182 

COL6A2 F: TCAGCCCTCAAGTTTGCCTA R: CAGGCGATGGAGTAGAGGTT 218 

CD73 F: AAGTGTCGAGTGCCCAGTTA R: TGATCCGACCTTCAACTGCT 208 

CD271 F: CCCGAGCACATAGACTCCTT R: ACTCACTGCACAGACTCTCC 154 

CD105 F: TCCATTGTGACCTTCAGCCT R: CTTGGATGCCTGGAGAGTCA 176 

CD45 F: TGTGGCTTAAACTCTTGGCA R: CCACCAACTGAAGGCTGAAC 176 

CD11b F: AGGTCACCTTCTTCTTCCCG R: GACCTCTGAGTTTTCCGGGA 182 

CD90 F: AGTACGAGTTCAGCCTGACC R: TCTGAGCACTGTGACGTTCT 227 
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HLA) Ⅱ类分子的细胞不应超过总数的 2%[21-22]。

本研究采集一名足月健康新生儿脐带组织，分

离 hUCMSC ，经流式细胞术检测第 3 代

hUCMSC 细胞表面抗原，结果显示其特异抗原

CD73 (图 1A)、CD90 (图 1B)和 CD105 (图 1C)
高表达，造血细胞标志抗原 CD45 (图 1D)低表

达，表明分离获得的 hUCMSC 符合 MSC 表型

特征。显微镜下观察发现，细胞呈梭形贴壁聚

集生长，形态均一，生长状态良好(图 1E、1F)，
可用于后续试验研究。 

2.2  Ms 可感染 hUCMSC 且在胞内呈增殖

趋势 
Hoechst33342细胞核染色和 DiI细胞膜染色

后，荧光显微镜下观察可见，感染 6 h 后，被

hUCMSC 吞噬的 Ms-GFP 呈散在、单个存在，

存活但不增殖(图 2A)；而细胞外残留的 Ms-GFP
随培养时间的延长而增殖；感染 24 h 后，细胞

内吞噬的 Ms-GFP 增加，呈簇状，提示细菌增殖。 
Ms 分别以不同 MOI 感染 hUCMSC 细胞，

细菌计数结果显示，随着 MOI 增加，hUCMSC 

 

 
 

图 1  hUCMSC 的表型鉴定和形态特征   A：流式细胞术检测 hUCMSC 表面标志性抗原 CD73. B：流

式细胞术检测 hUCMSC 表面标志性抗原 CD90. C：流式细胞术检测 hUCMSC 表面标志性抗原 CD105. D：

流式细胞术检测 hUCMSC 表面标志性抗原 CD45. E：显微镜观察生长密度为 50%时细胞形态(100×). F：
显微镜观察生长密度为 80%时细胞形态(100×) 
Figure 1  Phenotypic identification and morphological characteristics of hUCMSC. A: Detection of hUCMSC 
surface antigen CD73 by flow cytometry. B: Detection of hUCMSC surface antigen CD90 by flow cytometry. C: 
Detection of hUCMSC surface antigen CD105 by flow cytometry. D: Detection of hUCMSC surface antigen 
CD45 by flow cytometry. E: The cell morphology observed by microscope at a growth density of 50% (100×). 
F: The cell morphology observed by microscope at a growth density of 80% (100×). 
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图 2  Ms 感染 hUCMSC 及存活率观察   A：Ms-GFP 感染 hUCNSC 6 h 和 24 h 后在胞内胞外存活情况

观察(200×). 橙色箭头：胞外菌；红色箭头：胞内菌；Bar：50 μm. B：Ms 对 hUCMSC 感染率(3 次重复). 
[感染率(%)=感染后胞内细菌数/感染细菌数×100]. C：Ms 在 hUCMSC 中的胞内存活率(3 次重复). 存活率

(%)=感染后胞内存活细菌数/感染后胞内细菌数×100. **：P<0.01，***：P<0.001，****：P<0.000 1 
Figure 2  The percentages of Ms infection and survival in hUCMSC. A: The hUCMSC was infected with 
Ms-GFP for 24 hours and observed the survival of Ms-GFP on intracellular or extracellular (400×). Orange 
arrow: Extracellular bacteria; Red arrow: Intracellular bacteria; Bar: 50 μm. B: Ms infection of hUCMSC 
(triplicates). Infection (%)=The number of intracellular bacteria after infection/The number of infected 
bacteria×100. C: Intracellular survival of Ms in hUCMSC (triplicates). Survival (%)=The number of live 
bacteria in cells after infection/The number of bacteria engulfed by cells after infection×100. **: P<0.01, ***: 
P<0.001, ****: P<0.000 1. 
 
细胞中 Ms 数量逐渐增加，且 MOI=50 的 Ms 感

染率显著高于 MOI=10 (P<0.01) (图 2B)，表明

hUCMSC 感染率与 Ms 感染复数呈正相关。Ms 以

MOI=20感染hUCMSC，加入含庆大霉素(gentamicin, 
GM)的培养液继续培养，6 h 后 hUCMSC 胞内 Ms
仍存活，但其数量显著下降(P<0.000 1)，而 24 h 后

胞内 Ms 数升高，但仍显著低于 0 h (P<0.001) (图
2C)。表明 hUCMSC 对 Ms 的胞内存活具有明显的

抑制作用，但随着感染时间持续，hUCMSC 中的

Ms 数量增加，但与 6 h 无显著差异，提示 hUCMSC
中的 Ms 随感染时间呈增殖趋势。 

2.3  Ms 感染促进 hUCMSC 脂滴形成 
Mtb 感染可促进巨噬细胞脂滴形成增加，诱

导泡沫细胞形成[23]，也可诱导 MSC 脂滴生成显

著增加[4]。hUCMSC 感染 Ms 后，油红 O 染色观

察结果显示，细胞内脂滴形成增加(图 3A)。细

胞内脂滴的生成和脂解过程如图 3B 所示。

RT-qPCR 检测脂质形成相关基因转录水平，结果
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显示 Ms 感染使得 hUCMSC 中甘油三酯合成酶 1-
酰基甘油-3-磷酸酰基转移酶 1 (1-acylglycerol-3- 
phosphate-acyltransferase 1, AGPAT1)、二酰基甘

油 O-酰基转移酶 1 (diacylglycerol O-acyltransferase 
1, DGAT1)转录水平均显著升高(P<0.001)，而对

脂肪酸合成相关基因(Srebf-1、Fasn、LXRA)转
录水平无显著影响；而且与对照组相比，Ms 感染

诱导 hUCMSC 单酰甘油脂肪酶(monoacylglycerol 
Lipase, MAGL)转录水平显著下调(P<0.01) (图
3C)。上述结果表明，Ms 感染促进 hUCMSC 细

胞内甘油三酯合成，而抑制甘油三酯降解，最终

促进脂滴形成，有助于其在细胞内的存活。 

2.4  Ms 诱导 hUCMSC 细胞骨架发生重构 
肌动蛋白(F-actin)是构成细胞骨架的主要成分，

hUCMSC 经 Ms 感染后用鬼笔环肽(phalloidin)标记

F-actin，荧光显微镜下观察结果显示，NT 组正常

hUCMSC 细胞铺展呈梭形，F-actin 分布规律且密

度均匀，Ms 感染后 hUCMSC 细胞形态趋于不规则

变化，肌动蛋白缩短增粗(图 4A)。Image J 分析其平

均荧光强度，Ms 感染组显著高于 NT 组(P<0.01)  
(图 4B)。表明 Ms 感染可诱导 hUCMSC 细胞骨架

发生重构，提示 hUCMSC 趋向增殖分化的状态。 
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图 3  Ms 感染促进 hUCMSC 细胞内脂滴形成   A：油红 O 染色观察细胞内脂滴(200×). 红色箭头：脂

滴. B：脂滴的形成和脂解过程. Lipid droplet：脂滴；Lipid droplet formation：脂滴形成；FA：脂肪酸；

FA-CoA：脂酰辅酶 A；G3P：三磷酸甘油；GPAT：甘油-3-磷酸酰基转移酶；LPA：溶血磷脂酸；AGPAT：

1-酰基甘油-3-磷酸酰基转移酶；PA：磷脂酸；PAP1：磷脂酸磷酸酶 1；P：磷酸基；DAG：1,2-二酰基甘

油；DGAT：二酰基甘油 O-酰基转移酶；TAG：甘油三酯；ATGL：甘油三酯脂肪酶；HSL：激素敏感性

脂肪酶；MAGL：单酰甘油脂肪酶；G：甘油；Lipolysis：脂解；Cytoplasm：细胞质；Endometrium of 
endoplasmic reticulum：内质网内膜. C：RT-qPCR 检测脂质合成相关基因转录水平(3 次重复). NT：未处

理组；Ms：Ms 感染组. **：P<0.01，****：P<0.000 1 
Figure 3  Ms infection promotes lipid droplet formation in hUCMSC. A: The intracellular lipid droplets were detected 
by oil red O staining (200×). Red arrow: Lipid droplet. B: Formation and lipolysis of lipid droplets. FA: Fatty acid; 
FA-CoA: Fatty acyl coenzyme A; G3P: Glycerol-3-phosphate; GPAT: Glycerol-3-phosphate acyltransferases; LPA: 
Lysophosphatidic acid; AGPAT: 1-acylglycerol-3-phosphate-acyltransferase; PA: Phosphatidic acid; PAP1: 
Phosphatidic acid Phosphatase 1; P: Phosphate group; DAG: 1,2-diacylglycerol; DGAT: Diacylglycerol 
O-acyltransferase; TAG: Triacylglycerol; ATGL: Adipose triacylglyceride lipase; HSL: Hormone-sensitive lipase; 
MAGL: Monoacylglycerol Lipase; G: Glycerol. C: Transcriptional levels of lipid synthesis related genes by RT-qPCR 
(triplicates). NT: Untreated group; Ms: Ms infection group. **: P<0.01, ****: P<0.000 1. 
 

 
图 4  hUCMSC 细胞骨架观察   A：鬼笔环肽荧光染色观察 hUCMSC 细胞骨架(200×). Bar: 150 μm. B：

Image J 定量分析平均荧光强度(3 次重复). NT：未处理组；Ms：Ms 感染组；**：P<0.01 
Figure 4  Ms infection induces proliferation of human umbilical cord mesenchymal stem cells. A: Observation 
of cytoskeleton of human umbilical cord mesenchymal stem cells by phalloidin fluorescence staining (200×). 
Bar: 150 μm. B: Quantitative analysis of mean fluorescence intensity by Image J (triplicates). NT: Untreated 
group; Ms: Ms infection group; **: P<0.01. 
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2.5  Ms 感染诱导 hUCMSC 增殖 
hUCMSC保持静息状态抑制Mtb胞内存活，

另外，Mtb 诱导 MSC 分化而有利于其在 MSC
内存活。RT-qPCR 检测结果表明，Ms 感染

hUCMSC 24 h 后静息相关基因 FOXO1 、

FOXO3、SOX9 和 SOD2 表达下调(图 5A)，而

诱导 PCNA、SKP2、HDAC1、PLK4 和 HDAC10
等增殖相关基因表达上调(图 5B)。表明 Ms 感染

24 h 后 hUCMSC 呈增殖趋势。 

2.6  Ms 感染诱导 hUCMSC 分化 
MSC 具有分化为成骨细胞、软骨细胞和脂

肪细胞等的能力[24]。RT-qPCR 检测结果显示，

Ms 感染后 hUCMSC 干细胞表面标志性抗原转

录水平保持不变或有下降趋势，差异无统计学意

义(P>0.05)，但 CD271、CD11b 和 CD45 等的转

录水平显著升高(图 6A) (P<0.01、P<0.001)，表 
 

 
图 5  hUCMSC 后静息和增殖相关基因转录水平变化   A：Ms 感染后 hUCMSC 静息相关基因转录水平

(3 次重复). B：Ms 感染后 hUCMSC 增殖相关基因转录水平(3 次重复) 
Figure 5  The transcription levels of resting and proliferation related genes in human umbilical cord 
mesenchymal stem cells. A: Transcription levels of resting related genes in human umbilical cord mecenchymal 
stem cells after Ms infection (triplicates). B: Transcription levels of proliferation related genes in human 
umbilical cord mesenchymal stem cells after Ms infection (triplicates). 

 
图 6  hUCMSC 相关基因转录水平   A：RT-qPCR 检测 hUCMSC 干细胞表面标志性抗原转录水平(3 次

重复). B：RT-qPCR 检测 hUCMSC 细胞分化相关基因转录水平(3 次重复). NT：未处理组；Ms：Ms 感染

组；*：P<0.05，**：P<0.01，***：P<0.001 
Figure 6  Transcription levels of human hUCMSC related genes. A: The transcription levels of surface marker 
antigen in human hUCMSC were detected by RT-qPCR (triplicates). B: The transcription levels of 
differentiation related genes in human hUCMSC were detected by RT-qPCR (triplicates). NT: Untreated group; 
Ms: Ms infection group; *: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001. 
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明细胞呈现分化趋势。进一步检测发现，Ms 感

染后，hUCMSC 成骨分化早期转录因子 Runx-2、
成 骨 分 化 早 期 标 志 物 碱 性 磷 酸 酶 (alkaline 
phosphatase, ALP)、脂肪形成早期转录因子

PPARγ2 和成脂分化早期标志因子 COL6α2 转录

水平均显著升高(图 6B) (P<0.05、P<0.01)。表明

Ms 感染后 hUCMSC 的干细胞特性降低，呈现向

成骨细胞、脂肪细胞分化的趋势。 

3  讨论与结论 
目前卡介苗(bacille Calmette-Guerin, BCG)

是结核病(tuberculosis, TB)的唯一批准疫苗，但

无法预防 LTBI 复发。TB 的治疗主要依靠药物

化疗，但药物治疗 LTBI 效果不佳。因此，LTBI
是 TB 防治的主要难题之一，其形成和复苏机制

仍有待阐明[25-26]。研究发现 MSC 是一种新的

Mtb 吞噬细胞。由于 Mtb 生长缓慢和需要较高

的试验条件，非致病性、生长快速的 Ms 常作为

模式菌株用于 Mtb 感染与免疫机制研究[14-15]。本

研究首次证实Ms感染 hUCMSC可在胞内以非复

制方式存活，并诱导 hUCMSC 脂滴形成增加，

因此具有 Mtb 感染 MSC 细胞模型的相似表型。 
McCune 等最早于 1950 年建立的 Cornell 模

型提出：感染宿主体内存在少量、不可培养状态

的 Mtb 休眠菌[27-28]。现已证实，低的氧饱和度[29]、

NO 暴露、pH 值小于 5.0 的酸性环境[27]、营养缺    
乏[30-31]、离子浓度变化[32]、低浓度药物[33]和细胞

吞噬等因素是 Mtb 进入休眠的诱导因素[4,27,34]。

Mtb 体外可感染人和鼠的骨髓 MSC 以及

hUCMSC，Mtb 在 MSC 中以非复制方式存活[13,35]。

课题组前期研究发现，Ms 感染小鼠肺泡巨噬细

胞后可在胞内增殖，24 h 胞内细菌数量增加 3 个

log10CFU 左右 [36] 。在本研究中， Ms 感染

hUCMSC 后 6 h，胞内的 Ms 仍为单个、散在分

布，胞内细菌 CFU 计数呈现显著降低趋势，而

胞外细菌成簇存在，表明 Ms 可在 hUCMSC 内

以非复制方式存活。 
Mtb 可诱导 MSC 脂滴生成显著增加，Mtb

隐藏在脂滴内，不仅以脂质作为碳源，还可逃避

宿主防御机制[4]。本研究中，Ms 感染也可诱导

hUCMSC 脂滴形成增加。上述 Ms 感染 hUCMSC
后的表型与文献报道 Mtb 感染 hUCMSC 的特征

相似[4]。本研究还发现，Ms 感染促进 hUCMSC
甘油三酯合成酶转录水平显著上调，使分解酶转

录水平显著下调，说明 Ms 感染诱导 hUCMSC
脂肪合成代谢促进细胞内脂滴的形成，以利于

Ms 在胞内存活。根据本研究结果，推测 Mtb
诱导 hUCMSC 脂滴形成也与促进脂肪合成代

谢有关。 
MSC 是具有多向分化潜力的成体干细胞。

MSC 内低氧、静息和低分化的干细胞微环境可

抑制 Mtb 胞内繁殖[4,10,37]。MSC 由于本身干细胞

特性抑制 Mtb 胞内复制，另外，Mtb 感染通过

促进 MSC 脂质代谢等影响其生理状态，两者达

到平衡时，Mtb 可在 MSC 中长期保持存活但不

复制的休眠菌状态。MSC 分化后，细胞内的 Mtb
繁殖增加[4,10]。表明 MSC 静息状态是抑制 Mtb
繁殖的重要因素。肌动蛋白是细胞骨架的主要

成分之一，对于细胞移动、生长发育、细胞内物

质运输以及细胞的分裂和分化至关重要[38-39]。有

研究表明，在人 MSC 向成骨细胞分化时，细的

微丝束转变为粗厚的肌动蛋白丝束，使细胞骨架

发生显著变化[40]。本研究中，感染 24 h 后，

hUCMSC 细胞肌动蛋白增加，细胞趋于皱缩状

态，使细胞骨架发生重构。RT-qPCR 结果显示，

hUCMSC 细胞静息相关基因表达下调，而增殖

相关基因表达上调，表明 hUCMSC 由静息向成

脂成骨细胞分化，使对胞内Ms的抑制作用减弱，

胞内 Ms 复制增加。 
据研究报道，Mtb 感染 MSC 后，在 MSC
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未出现生长状态改变的条件下，胞内 Mtb的 CFU
保持不变至少可持续 22 d[13,29]。Mtb 和 Ms 同属

分枝杆菌属，具有类似的细胞结构和代谢途径，

但是其基因组和生物学特性仍存在差异。例如，

一些 Mtb 毒力相关基因并不存在于 Ms 基因组

中，推测 Ms 对 MSC 免疫功能的抑制作用或胞

内的存活能力比 Mtb 弱，Ms 在 MSC 中维持非

复制状态的时长可能比较短。随着感染时间延

长至 24 h，hUCMSC 内 Ms 呈现上升趋势，但与

6 h 无显著差异，此时培养可观察到胞外 Ms 生

长。Ms 代时约 2‒4 h，Mtb 的代时约为 20 h，一

般 Mtb 感染细胞试验观察时间最长 5‒7 d，因此，

该 Ms 感染 hUCMSC 模型用于分枝杆菌休眠形

成机制研究，观察时间不宜超过 24 h。此外，研

究发现不同供者来源的 hUCMSC 生物学特性存

在一定差异[41]，但都具有典型的间充质干细胞

特性，相似的细胞因子谱以及一致的增殖和生长

特性[42]。因此，用于试验研究的间充质干细胞

需先进行表面标志性抗原鉴定。综上所述，本研

究表明，Ms 感染 hUCMSC 后呈现出胞内存活抑

制表型，可模拟 Mtb 非复制的休眠菌形成过程。

因此，Ms 感染 hUCMSC 细胞模型可用于 Mtb
休眠菌的相关研究，为进一步阐明 LTBI 机制奠

定了一定的基础。 
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