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Ghrelin 对缺氧复氧状态下脂肪间充质干细胞保护作用的研究 *
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摘要 目的：探讨缺氧复氧损伤环境下 Ghrelin 对脂肪来源的间充质干细胞（AD-MSCs）的保护作用，以寻求 AD-MSCs 心肌内移

植的有利因素。方法：采用胶原酶消化法分离小鼠 AD-MSCs，流式细胞术鉴定其标志。建立缺氧 / 复氧细胞模型，分 3 组：①对照

组；②缺氧 / 复氧组（H/R）；③H/R＋Ghrelin（浓度分别为 10-9、10-8、10-7mol/L）干预组。MTT 法测定各组细胞增殖，TUNEL 法检测细

胞凋亡。结果：流式细胞术结果显示 AD-MSCs CD44 及 CD90 阳性，CD34、CD45 阴性。AD-MSCs MTT 分析显示在缺氧环境

中，Ghrelin 相比于单纯 H/R 组能够显著促进 AD-MSCs 的存活与增殖，并抑制其凋亡（P<0.05）。结论：Ghrelin 可以明显提高缺氧

复氧环境下 AD-MSCs 的生存与增殖，抑制缺氧诱导的凋亡发生，有望为心肌梗死的干细胞移植治疗创造新的有利因素。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of Ghrelin on adipose tissue derived mesenchymal stem cells (AD-MSCs) under

hypoxia-reoxygenation (H/R) injury, and to explore the protective factors for myocardial cell transplantation. Methods: AD-MSCs were
isolated from Kunming mice and characterized by flowcytometry. AD-MSCs were divided into (1) Normal control (2) Hypoxia+
Reoxygenation (H/R) (3) H/R+Ghrelin (10-9, 10-8, 10-7 mol/L, respectively). Cell survival and proliferation were assessed by MTT assays.
Apoptosis of AD-MSCs was detected by TUNEL strain. Results: AD-MSCs were positive to the CD44 and CD90. The pretreatment of
Ghrelin improved the survival and proliferation of AD-MSCs under H/R condition compared with that of H/R group (P<0.05). TUNEL
showed Ghrelin inhibited the apoptosis of AD-MSCs after H/R injury (P<0.05). Conclusions: Ghrelin has beneficial effects on the
survival and proliferation of AD-MSCs under H/R environment and might constitute a hopeful target in stem cell transplantation for
ischemic cardiovascular disease.

Key words: Ghrelin；Mesenchymal stem cell；Hypoxia-reoxygenation
Chinese Library Classification(CLC): R95-3 R54 Document code: A
Article ID:1673-6273(2011)05-837-04

* 基金项目：国家自然科学基金（30970845）西京医院助推计划重大项目(XJZT08Z04)

作者简介：高丽娜（1980-），女，硕士研究生，主要研究方向：分子影像及干细胞治疗，Email: gaollnn2008@163.com

△通讯作者：曹丰，女，博士生导师，教授，主要从事分子影像及干细胞治疗的研究,

电话：+86-029-84773464 Email：wind8828@gmail.com

（收稿日期：2011-01-03 接受日期：2011-01-26）

前言

干细胞移植为心肌梗死患者的受损心肌功能的恢复带来

新的希望[1]。干细胞移植通过促进组织再生和旁分泌等作用，成

为治疗缺血性心脏病的新方法和研究热点[2]。干细胞种类多样，

其中 AD-MSCs 因具有易获取，在体外易扩增及能够多向分化

等特点，成为干细胞移植中最常用的种子细胞之一。AD-MSCs
的免疫原性较低且可以抗移植物抗宿主病，而且研究表明

AD-MSCs 可以修复损伤的心肌组织 [3]。但是大量研究表明，

AD-MSCs 移植对心肌梗死的治疗效果有限，主要原因之一在

于移植的 AD-MSCs 在心肌梗死局部缺血和缺氧的恶劣微环

境中存活率较低，制约了其治疗潜能的发挥[4,5]。为此，利用和创

造有利条件保护移植后的干细胞，促进并监测其在体内缺血缺

氧下的生存和增殖，成为了干细胞移植必须解决的问题。
Ghrelin 是 Kojima M 等[6]从大鼠胃粘膜提取出的生长激素

释放剂受体（GHS-R1a）的内源性配体，GHS-R1a 在人体多个器

官例如下丘脑、肾上腺、甲状腺、胃肠道等均有表达，在心脏和

主动脉中也有表达[7]。近期研究发现 Ghrelin 具有心血管保护作

用，包括抑制血管内皮细胞细胞凋亡、促进血管新生以及抑制

炎症反应等[8]。在一定浓度条件下，Ghrelin 能够促进心肌微血

管内皮细胞（CMEC）的增殖和迁移，对心肌 CMEC 具有保护作

用[9]。因此，本实验通过建立 AD-MSCs 缺氧复氧损伤（hypoxi-
a/reoxygenation，H/R） 模型以模拟心肌梗死后移植细胞局部的

缺血再灌注微环境，探讨 Ghrelin 对缺氧复氧环境下 AD-MSCs
的保护作用，并进一步探讨其对干细胞保护作用的机制，以期

为心肌梗死的干细胞移植治疗创造新的有利因素。
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图 1 培养至第三代脂肪源性间充质干细胞形态（×100）
Fig 1 Morphology of the third generation of AD-AD-MSCs (×100)

1 材料与方法

1.1 主要实验动物、材料和设备

成年昆明小鼠 （购自第四军医大学实验动物中心），体重

15-20g；Ghrelin （美国 Phoexin Pharmaceuticals 公司）；低糖

DMEM-F12（美国 Gibco 公司）、胎牛血清 （美国 Hyclone 公

司）；Ⅰ型胶原酶、胰蛋白酶及乙二胺四乙酸(EDTA)（美国 Sig-
ma 公司）；三气孵箱（HERACEE1150 德国 HERAEUS 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）；TUNEL 试剂盒购自德国

Roche 公司；D37520 离心机（德国 Kendro 公司）；凝胶成像系

统 （美国 BioSpectrum 公司）；荧光及倒置相差显微镜为日本

OLYMPUS 公司生产。
1.2 AD-MSCs 的培养

成年雄性昆明小鼠脱颈处死后，75%乙醇浸泡 5-6min，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 1mm3 大小的组织块，加入与脂肪等体积的 0.2% I 型

胶原酶，在 37℃水浴消化 1h，每 10min 轻振摇 1min。加入含

Ca2+ 完全培养基 （DMEM/F12、20%FBS、链霉素、青霉素各

100U/mL）终止消化，1000r/min 离心 10min 后，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，加入完全培养基继续培养，待细胞融合超过瓶底 80%
时，采用胰酶消化传代。
1.3 AD-MSCs 的流式细胞学鉴定

用 相 对 公 认 的 以 APC-CD90、PE-CD44、PE-CD34、
PE-CD45 为标记的细胞流式分析来进行细胞表型鉴定：CD90、
CD44 双 阳 性 且 CD34、CD45 双 阴 性 表 达 的 细 胞 被 认 为 是

AD-MSCs[9]。
1.4 H/R 损伤模型的建立及 Ghrelin 预处理分组

取第 3 代 AD-MSCs，置于三气孵箱中（含 940 ml/L N2、50
ml/L CO2 及 10 ml/L O2） 于 37℃缺氧 6h、12 h、24h，复氧 2h。
AD-MSCs 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 Ghrelin 干预分为：

Ghrelin 干预组、无 Ghrelin 干预组。Control 组于实验前换用完

全培养基，按正常条件培养。H/R 组按照上述方法进行 H/R 损

伤。
1.5 H/R 环境下 Ghrelin 预处理的 AD-MSCs 增殖活力监测

将培养至第 3 代的 AD-MSCs 接种于 96 孔培养板，当细

胞生长至孔底面积的 70%后，分组加入 1×10-9、1×10-8、1×
10-7mol/L 浓度的 Ghrelin 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
DMSO。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）。
1.6 TUNEL 法对 AD-MSCs 凋亡的检测

AD-MSCs 培养于 24 孔板，加入 10-8 mol/L Ghrelin 干预 48
h 后，分别进行常氧和缺氧 6 小时复氧 2 小时处理。以凋亡细

胞检测试剂盒（TUNEL 法）染色检测凋亡细胞数。每孔随机摄

取 4 个视野图片（100 倍）用于计数。
1.7 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 脂肪源性 AD-MSCs 的形态学观察、表型

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，培养至第三代的

AD-MSCs 细 胞 呈 长 梭 形。培 养 的 脂 肪 源 性 AD-MSCs 其

CD90、CD44 呈双阳性且 CD34、CD45 呈双阴性。

2.2 MTT 法显示 Ghrelin 可促进 AD-MSCs 增殖

MTT 显示各浓度 Ghrelin 对常氧下 AD-MSCs 的增殖无影

响 （图 2A），而 10-9mol/L Ghrelin 在缺氧 6 小时可明显促进

AD-MSCs 增殖，与无 Ghrelin 干预的单纯 H/R 损伤组相比具有

统 计 学 意 义 （0.734 ±0.0710 比 0.419±0.0376，P<0.01）（图

2B）。此外，10-9mol/L 和 10-8mol/L Ghrelin 分别在缺氧 12 小时

和 24 小时明显促进 AD-MSCs 增殖（P<0.05）（图 2C）。
2.3 Ghrelin 抑制 AD-MSCs 的凋亡

常氧和缺氧 6 小时复氧 2 小时后，TUNEL 和 DAPI 双重

细胞染色显示 10-8 mol/L Ghrelin 可明显抑制 AD-MSCs 的凋

亡。Ghrelin 预处理后，常氧和 H/R 组的 AD-MSCs 凋亡率较单

纯 H/R 损伤组显著下降 （36.7%±3.7%比 11.3%±2.0%，P<0.
05）（图 3）。

3 讨论

既往的研究证实心肌内移植 MSCs 后，其生存受到了局部

不利因素的影响 [10]，MSCs 在心肌移植后易受局部缺血再灌注

等微环境的不良影响。因此探寻促进 MSCs 心肌内移植后存活

与增殖的有利因素有着重要的意义。本研究通过建立 H/R 模型

在体外模拟缺血再灌注损伤，观察 H/R 环境下 AD-MSCs 的生

物学活性变化；并选择了 Ghrelin 作为可能的保护因子进行研
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图 3 细胞凋亡检测：A B 分别为凋亡检测荧光图及灰度值 Con 代表正常培养的对照组；H/R 代表缺氧 6h 复氧 2h 组；H/R+Ghrelin 代表用 10-8

mol/L Ghrelin 干预并 H/R 组。n=6。* 表示与对照组相比 p＜0.05，# 表示与 H/R 组相比 p＜0.05。
Fig 3 Apoptosis of adipocyte subjected to different treaments ：Note: Apoptosis TUNEL assay of adipocyte. Con:Control ; H/R: Hypoxia

6hrs+Reoxygenation 2hrs; H/R+Ghrelin: Intervention by 10-8 mol/L Ghrelin and H/R.n=6.*p<0.05 Ghrelin group compared with control group; #p<0.05

H/R +Ghrelin group compared with H/R group .

图 2 不同浓度的 Ghrelin 对 AD-AD-MSCs 增殖能力的影响

Fig 2 The proliferation of AD-MSCs after Ghrelin administration.

究。早期研究证实 Ghrelin 作为脑肠肽，具有内分泌及代谢功能 [1]。近期研究发现 Ghrelin 还具有心血管保护作用，使其或可成

为治疗心肌缺血等疾病新的治疗药物[11,12,13]。我们前期的研究也

证实，Ghrelin 可促进大鼠心肌微血管内皮细胞的增殖、迁移，

具有改善血管内皮细胞功能，修复损伤内皮的作用。我们通过

本实验证实，H/R 损伤后 AD-MSCs 的生物学活性显著下降，而

Ghrelin 可以明显提高 H/R 后 AD-MSCs 的生存与增殖并抑制

其凋亡。
既往研究表明，Ghrelin 的促血管新生作用可能是通过激

活 MEK/ERK2 途径实现[14]。我们的前期研究证实，Ghrelin 可以

通过激活 PI3K/AKT 信号通路，促进微血管内皮细胞增殖和

NO 分泌[4]，并与抑制 NF-κB 信号通路有关[15]。本研究还将进一

步探讨 Ghrelin 对 AD-MSCs 保护作用的机制。
本研究通过对 AD-MSCs 存活、增殖和凋亡的监测，证实

Ghrelin 可以显著提高 H/R 环境下 AD-MSCs 的生存与增殖，抑

制缺氧诱导的凋亡发生，或可成为梗死心肌组织中移植细胞的

保护因子。
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·重要信息·
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