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瑞舒伐他汀促进缺氧复氧间充质干细胞增殖的机制研究 *
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摘要 目的：探讨瑞舒伐他汀对缺氧复氧损伤后脂肪来源间充质干细胞增殖的影响及机制。方法：酶消化法分离小鼠的脂肪间充
质干细胞（AD-MSCs），流式细胞术检测 CD90、CD44、CD34、CD45等细胞标志物。建立缺氧（H）6h/复氧（R）42h细胞模型，
AD-MSCs分为 3组：①对照组；②缺氧 /复氧组（H/R）；③H/R＋瑞舒伐他汀干预组(浓度分别为 10-8、10-7、10-6 mol/L)。MTT法测定
各组细胞增殖，免疫印迹法检测细胞内 Akt、Erk及其磷酸化的表达水平。结果：流式细胞术结果显示脂肪间充质干细胞 CD44及
CD90阳性，CD34、CD45阴性。MTT实验显示在缺氧环境中，瑞舒伐他汀的干预可显著增加 AD-MSCs的增殖(P<0.05)。Western
blot检测 pAkt及 pErk的表达在瑞舒伐他汀干预组明显高于对照组和 H/R组。(P<0.05)。结论：瑞舒伐他汀可通过 Akt、Erk信号途
径促进 H/R损伤后 AD-MSCs的增殖。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effects of Rosuvastatin on the proliferation of adipose-derived mesenchymal stem cells
（AD-MSCs）after hypoxia/reoxygenation (H/R) injury. Methods: AD-MSCs were isolated from Kunming mice and characterized by
flowcytometry. AD-MSCs were divided into three groups: (1) control,(2) Hypoxia 6hrs+ Reoxygen 42hrs (H/R), (3) H/R＋Rosuvastatin
(10-8，10-7，10-6mol/L respectively). Cell proliferation was detected by MTT assays. The protein expressions of Akt, Akt, Erk and pErk
were analyzed by Western blot assay. Results: The CD44 and CD90 of AD-MSCs were positive. Administration of Rosuvastatin in-
creased proliferation of AD-MSCs after H/R injury (P<0.05). Western blot assay revealed that the levels of phosphorylated Akt and phos-
phorylated Erk were higher in Rosuvastatin group than that in H/R group. Conclusion: Rosuvastatin promoted the proliferation of
AD-MSCs after H/R injury by AKT and ERK.
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前言

缺血性心脏病是损害人类健康的重大疾病，干细胞治疗通

过心肌再生替代梗死的心肌组织，逐渐成为很有前景的治疗方

法。脂肪间充质干细胞 (Adipose-derived mesenchymal stem
cells，AD-MSCs)来源充足、取材方便、且不涉及免疫排斥及伦
理学问题,成为细胞移植中较为理想的种子细胞[1-2]。但目前细
胞疗法的一个主要问题是植入细胞是否能够大量存活并有效

定向分化。我们前期的研究表明，供体成体干细胞在缺血环境
下生存率很低[3]。因此，保护植入细胞免受急性心梗后不良环境
的损害[3, 4]是干细胞疗法成功应用的重要因素[3]。
多个研究显示他汀类药物具有生物多效性，除了降低胆固

醇水平之外，还具有保护血管内皮、增加 NO生物利用度，抗
炎、抗氧化以及稳定动脉粥样硬化斑块等作用[5-9]。他汀类药物
对心肌微环境的调控是否也能对干细胞移植后存活起到有利

作用目前尚不清楚。本实验旨在观察瑞舒伐他汀对缺氧复氧后
间充质干细胞增殖方面的影响及其潜在机制，为缺血性疾病的

干细胞治疗提供实验依据。

1 材料和方法

1.1 实验动物和试剂
成年昆明小鼠（购自第四军医大学实验动物中心），体重

15-20g。瑞舒伐他汀粉剂（由鲁南贝特制药有限公司惠赠）。低
糖 DMEM-F12（美国 Gibco公司）、胎牛血清（美国 Hyclone公

1667· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.11 NO.9 MAY.2011

司）；Ⅰ型胶原酶、胰蛋白酶及乙二胺四乙酸(EDTA)（美国 Sig-
ma公司）；抗小鼠单克隆抗体 CD34、CD44、CD45、CD90（美国
BD Pharmingen公司）；兔抗小鼠 Akt、pAkt、Erk、pErk抗体(Cell
Signaling Technology美国 CST公司)；HRP标记的兔抗羊 IgG
以及羊抗兔 IgG(中山金桥公司)。三气孵箱（HERACEE1150德
国 HERAEUS公司）；流式细胞仪（美国 Becton-Dickinson公
司）；酶标仪（德国 Roche 公司）；D37520 离心机（德国 Kendro
公司）；HH-W21-600 恒温水浴箱（上海医用恒温设备厂）；
AEL-200电子分析天平（长沙湘仪天平仪器厂）；凝胶成像系统
（美国 BioSpectrum公司）。
1.2 实验方法和步骤
1.2.1 AD-MSCs的分离、培养和鉴定 成年昆明小鼠脱颈处死
后，75%的乙醇浸泡消毒约 5-6min后移入超净台，在无菌状态
下分别于精囊腺及双肾周围分离脂肪组织。PBS冲洗后，剪成
1mm大小的组织块，加入 0.2%的 I型胶原酶（与脂肪等体积），
在 37℃水浴消化 1h，每 10min 振摇一次，每次 1min。
1000r/min 离心 10min，用完全培养液（低糖 DMEM-F12、20%
FBS、链霉素 100U/mL，青霉素 100U/mL）重悬并接种到 25cm2
培养瓶中。于 37℃、5% CO2饱和湿度的孵箱中培养，48h后换
液，加入含 20%FBS的 DMEM-F12完全培养液继续培养，待细
胞融合超过培养瓶底 80%时，采用胰酶消化传代。取生长良好
的第三代细胞，制成 1×106/ml单细胞悬液，取清洁塑料试管，
分别加入荧光标记的抗小鼠单克隆抗体 CD34、CD44、CD45、
CD90（BD Pharmingen，美国）各 20μl，每管加入细胞悬液
100μl，混匀，4℃孵育 30min，加入 2mlPBS，混匀，离心，
1500r/min 5min，弃上清，每管加 200μl PBS，混匀后，流式细胞
仪（Becton-Dickinson FACSAriaT，美国）检测，Cell-Quest 软件
分析。
1.2.2 H/R损伤模型的建立及分组 取第 3代 AD-MSCs细胞，
置于三气孵箱中 (含 940 ml/L N2、50 ml/L CO2及 10 ml/L O2)
（HERAEUS，德国)于 37℃缺氧 6 h，复氧 42h。AD-MSC根据是
否进行 H/R处理，分为正常对照组(Control)、缺氧复氧组(H/R)。
H/R组又根据是否用瑞舒伐他汀干预分为：瑞舒伐他汀干预
组、无瑞舒伐他汀干预组。Control组于实验前换用 20%FBS的
DMEM-F12培养液，按正常条件培养。
1.2.3 MTT 法检测细胞增殖能力 将培养至第 3 代的贴壁
AD-MSC接种于 96孔培养板，当细胞生长至铺满孔底的 70%
后，分组加入 1×10-8mol/L、1×10-7mol/L、1×10-6mol/L瑞舒伐
他汀干预，并进行 H/R处理。复氧结束后，每孔加入四甲基偶氮
唑盐(MTT)溶液(5g/L)10μL，37℃、5% CO2、饱和湿度继续孵育
4h。小心吸去孔内培养液，每孔加入 150μL二甲基亚砜(DM-
SO)。酶联免疫检测仪振荡 5min至结晶完全溶解，490nm波长
测各孔吸光度(A值)。
1.2.4 Western blot检测 取按照实验分组细胞经过瑞舒伐他汀
处理后，弃去培养液，以 PBS洗 3 次，用 120 μl 1×荷载（加
样）缓冲液裂解细胞，冰上放置 5 min后，收集细胞裂解液，煮
沸 20 min，进行 120 g/L的 SDS-PAGE电泳并转膜至硝酸纤维
素（NC）膜上。滴加 50 g/L脱脂奶粉封闭 1 h后，依次滴加 1:
1000兔抗小鼠 Akt和 pAkt抗体（CST，美国）4°孵育过夜。以
TBST洗膜 3次后，分别滴加 1:5 000 HRP标记羊抗兔 IgG，室

温孵育 2 h，TBST洗膜 3次。经化学发光法曝光后观察结果。
Western blot 的结果采用 vision works LS，version 6.7.1 软件进
行灰度分析。
1.3 统计学处理
实验数据均以 x±s表示，应用 SPSS 12.0软件进行数据统
计分析，组间差异采用 one-way ANOVA，实验组与空白对照组
比较采用 Dunnet-t检验，以 p<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 AD-MSCs形态
细胞接种 24 h后,倒置显微镜下可见少数集落生长的贴
壁细胞，为大而扁平的单层细胞。5～7 d后,细胞逐渐融合成单
层,成簇分布。传代后细胞呈梭形,核居中,多数为 1个核仁,也
可双核,呈纺锤形,。平均扩增时间约为 60 h。见图 1。经流式
细胞仪检测，CD90、CD44双阳性且 CD34、CD45双阴性表达
的细胞被认为是 AD-MSCs[10]。

2.2 瑞舒伐他汀促进 AD-MSCs增殖
MTT比色法检测结果显示：与对照组相比, 10-8mol/L瑞舒

伐他汀在常氧和 H/R 时均可促进 AD-MSCs 增殖，（常氧
1.015±0.05967 vs 0.7274±0.04479，p＜0.01；H/R 0.5969 ±
0.03215 vs 0.4979±0.02589，p＜0.05）。10-6mol/L瑞舒伐他汀在
常氧和 H/R 时均可抑制 AD-MSCs 增殖，（常氧 0.5586 ±
0.01998 vs 0.7274±0.04479，p＜0.01；H/R 0.3861±0.03921 vs
0.4979±0.02589，p＜0.05）。结果见图 3。
2.3 瑞舒伐他汀增强 H/R损伤后的 AD-MSCs的 Akt磷酸化表
达

Western blot法检测的结果显示，与正常培养的对照组相
比，缺氧复氧组以及用 10-8mol/L瑞舒伐他汀干预并缺氧复氧
组，pAkt蛋白的表达水平显著增高（0.7134±0.03411，1.145±
0.08309 vs 0.4386±0.03723；p＜0.05），与缺氧复氧组相比，
10-8mol/L瑞舒伐他汀干预并缺氧复氧组，pAkt蛋白的表达水
平显著增高（1.145±0.08309 vs 0.7134±0.03411；p＜0.05）差
异有统计学意义。结果见图 3。

图 1 接种 7天后，原代脂肪源性间充质干细胞形态（×100）
Fig.1 Morphology of primary passage of AD-MSCs at 7 days after seeded.

(×100)
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2.4 瑞舒伐他汀增强 H/R损伤后的 AD-MSCs的 Erk磷酸化表
达

Western blot法检测的结果显示，与正常培养的对照组相
比，缺氧复氧组以及用 10-8mol/L瑞舒伐他汀干预并缺氧复氧
组，pErk 蛋白的表达水平显著增高（3.816±0.1927，5.112±
0.2321 vs 0.3938 ±0.05952；p＜0.05），与缺氧复氧组相比，
10-8mol/L瑞舒伐他汀干预并缺氧复氧组，pErk蛋白的表达水
平显著增高（5.112±0.2321 vs 3.816±0.1927；p＜0.05）。结果
见图 4。

3 讨论

近年来，随着干细胞研究的深入以及细胞治疗的兴起，人

们发现干细胞可体外分化为心肌细胞及内皮细胞，并能应用于

心肌损伤后修复期，这使其成为缺血性心脏病的理想治疗方法

之一，具有广阔的应用前景[11-12]。但是,干细胞在心肌梗死后或
心力衰竭等状态下移植后,能否在相对缺氧的移植区生存并增
殖，仍是一个悬而未决的问题。

研究证实他汀类药物除了降脂的功效，还有独立于降脂之

外促进细胞增殖和分化的能力[13-14]。瑞舒伐他汀是 20世纪 80
年代末期合成并筛选所得的 1个氨基嘧啶衍生物，是全合成单
一对映异构体化合物。瑞舒伐他汀是最新的他汀类降脂药,被
成为 "超级他汀 "。
本实验在体外以缺氧复氧条件模拟 AD-MSCs移植入缺

血心肌面临的缺血微环境，发现瑞舒伐他汀促进缺氧复氧后

AD-MSCs的增殖，提示临床干细胞移植过程中使用瑞舒伐他
汀很可能产生有益的促进增殖作用，为干细胞治疗冠心病提供

了体外实验支持。
本实验结果证实：在一定的浓度范围内（10-8mol/L），瑞舒

伐他汀促进脂肪间充质干细胞增殖，这一作用与磷脂酰肌醇 3-
激酶(PI3-K)/AKT、MAPK/ERK和信号途径的激活有关[15-16]。之
前文献报道他汀类药物促进内皮祖细胞增殖的作用是通过

PI3K/AKT信号途径[17]。Akt基因居 PI3K/Akt信号传导通路核
心部位，编码一种 56KD丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶 (与 PKA、
PKC高度同源而被命名为 PKB)，生成的 Akt蛋白在 PI3K等
作用下发生 2个位点磷酸化而使其充分活化，从而介导细胞生
长、增殖等，其既是细胞存活的信号介质又是细胞存活的必要
因素，持续存在可以避免细胞损伤[18]。磷酸化细胞外信号调节
激酶( Erk)是真核细胞信号转导 Ras -Raf-MEK -MAPK级联通
路中MAPK的重要组成和活化形式。可磷酸化一系列转录因
子,影响基因的转录和调控,参与调节细胞的生长、分化及凋亡
等生物学行为[19]。
本研究结果证实与常氧相比，缺氧可促进 Akt及 Erk磷酸

化，在瑞舒伐他汀干预下，这一作用得到加强。说明缺氧虽可致
细胞凋亡、增殖滞缓，但仍可促进 Akt及 Erk 较强表达，提示
AD-MSCs在缺氧环境下，可能通过提高 Akt及 Erk的保护性
机制而参与细胞增殖、减轻细胞凋亡等[20-21]，但两者之间是否存

在联系，尚待更进一步探索。
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