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体外缺血缺氧条件下大鼠骨髓间充质干细胞凋亡发生的机制研究 *
邓 捷 韩雅玲 彭程飞 闫承慧 田孝祥 康 建

（沈阳军区总医院 辽宁 沈阳 110016）

摘要 目的：研究体外大鼠骨髓间充质干细胞（Bone marrow-derived mesenchymal stem cells, BMSCs）在缺血缺氧条件下发生凋亡

的作用机制。方法：采取大鼠骨髓，以密度梯度离心分离出单个核细胞（MNCs），于体外培养并由牛垂体提取物（PEX）诱导扩增传

代培养出骨髓间充质干细胞（MSCs）。经形态学和流式细胞仪检测 MSCs 表面标志物鉴定后，骨髓间充质干细胞（BMSCs）在缺血

缺氧条件下培养，通过 Annexin V/PI 双染细胞凋亡检测比较不同组别细胞的凋亡率和蛋白印迹法（western blot）来观察细胞中蛋

白的变化。结果：①经形态学观察和流式细胞仪检测 MSCs 表面标志物鉴定，提示骨髓间充质干细胞培养成功。②对照组(无缺血

缺氧) 与缺血缺氧组比较，缺血缺氧组的凋亡率显著性增加，而通过磷酸化 Akt 的表达量显著性增加提示 PI3K(Phosphoinosi-
tide-3kinase)/Akt(ProteinkinaseB,PKB)信号通路被激活 (P<0.05)；同时缺血缺氧组与缺血缺氧 +PI3K/Akt 抑制剂(LY294002)组比

较，缺血缺氧 +PI3K/Akt 抑制剂(LY294002)组的凋亡率显著降低，而通过磷酸化 Akt 的表达量显著减少提示 PI3K/Akt 信号通路

被抑制(P<0.05)。结论：PI3K/Akt 信号通路对体外缺血缺氧条件下培养的骨髓间充质干细胞凋亡发生有关键性作用。
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ABSTRACT Objective: To investigate the protective effects of PI3K (Phosphoinositide-3kinase)/Akt (ProteinkinaseB,PKB) on the
marrow-derived mesenchymal stem cells. Methods: Mononuclear cells were isolated from rat bone marrow by density-gradient centrifu-
gation and were cultured on fibronectin-coated plates, supplied with bovine pituitary extract. BMSCs were identified by Morphology and
Surface molecule markers of BMSCs. After the marrow-derived mesenchymal stem cells were under hypoxia and serum deprivation
(hypoxia and SD), the proportion of apoptosis and the protein expression of p-Akt in different groups were compared by Fluorescence-ac-
tivated cell sorter (FACS) analysis and WESTERN BOLT. Results:① The marrow-derived mesenchymal stem cells were successful cul-
tured by detecting the morphology of the marrow-derived mesenchymal stem cells and the cell surface antigen by using flow cytometry
assays.② The proportion of apoptosis had significantly increased in the group under hypoxia and SD compared with that of group under
non hypoxia and SD. The expression of p-Akt increased significantly which indicated the activation of PI3K/Akt (P<0.05). The propor-
tion of apoptosis had significantly decreased in the group under hypoxia and SD plus the inhibitor of PI3K/Akt compared with that in the
group under hypoxia and SD alone. The protein expression of p-Akt significantly decressed, which indicated the inhibition of PI3K/Akt
(P<0.05). Conclusion: PI3K/Akt had crucially protective effects on the marrow-derived mesenchymal stem cells under hypoxia and SD.
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前言

心肌梗死目前已经严重危及人类的生命健康[1]。许多治疗

方法提供了解决心肌梗死后的心力衰竭、死亡等问题的有效手

段，而现代骨髓间充质干细胞 （marrow-derived mesenchymal
stem cells, BMSCs） 移植技术更是由于其具有易提取、扩增力

强、无伦理和排斥反应等诸多优点受到广泛关注而迅速发展[2,3]。
然而研究表明，移植后大量 BMSCs 的快速凋亡显著降低了移

植获益，妨碍了干细胞移植技术的广泛应用[4]。因此，如何有效

对抗移植 BMSCs 的凋亡，使其充分发挥功能，从而降低心肌梗

死病人死亡率、逆转心力衰竭的结局，是心血管学界面临的巨

大挑战。本实验用原代培养的大鼠骨髓间充质干细胞为标本，

在体外实验中模拟缺血心肌区域的环境，观察骨髓间充质干细

胞的凋亡率并探讨其发生机制，为将来的临床应用提供依据。

1 材料与方法
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1.1 实验动物和试剂

雄性 SD 大鼠 9 只，单只体重约 180g，沈阳军区总医院动物

实验科提供。DMEM 培养基由美国 GIBCOBRL 公司提供；胎

牛血清由美国 GIBCOBRL 公司提供；胰蛋白酶、LY294002 由

Sigma 公司提供；抗 CD90 和 CD34 抗体，抗 P-Akt 和抗 T-Akt
抗体，以及 Annexin V/PI 双染细胞凋亡试剂盒均由美国 R&D
公司提供、抗β-actin 抗体由晶美生物工程有限公司。
1.2 实验方法和步骤

1.2.1 大鼠骨髓间充质干细胞的分离 取体重约 180g 成年 SD
大鼠，雄性，过量速麻安注射处死，75%酒精浸泡 10 min。超净

台中，解剖分离出后肢长骨，75%酒精浸泡 5 min，生理盐水冲

洗 3 遍。去除长骨表面纤维组织及肌肉，剪除两端关节面，以

PBS 清洗骨干。从中间剪断长骨，暴露骨髓腔，以 10 ml DMEM
完全冲洗骨髓腔及干骺端。冲洗液以 TB 针头抽吸过滤以初步

剔除骨渣，然后收集至 15 ml 离心管内，离心 1 000 rpm×5
min，弃去上清，在试管内加入 DMEM 5 ml，充分吹打混匀细

胞。另取 15ml 离心管，加入 Ficoll 分离液 5ml，将细胞悬液沿管

壁小心加至 Ficoll 液面上层，使两层间形成明显界面，离心 1
800 rpm×30 min。吸取中间界面软层细胞（MNCs），以 DMEM
洗涤，离心 1 000 rpm×5 min，重复 3 次。
1.2.2 骨髓间充质干细胞的培养 培养皿预先行 FN 包被：取一

次性塑料培养皿，加入浓度为 0.1mg/ml 的 FN，使之完全覆盖

皿底，室温下静置 40min，吸净皿中 FN（可回收重复使用），室

温下晾干，备用。将新鲜分离的 MNCs 以 2×106/ml 的密度接

种于 FN 包被的培养皿中，培养液采用 DMEM，含 10%FBS，牛

垂体提取物（PEX）20 μg/ml，肝素钠 10 U/ml，置 5% CO2、95%
空气培养箱 37℃培养。第 4 天行半量换液，以后每 3 天换液 1
次，至贴壁细胞铺满皿底 80 %~90 %时消化传代。鉴于 EPCs 对

胰酶耐受性较差，通常采用含 1 mmol/L EDTA 的 PBS，37℃孵

育 20 min 消化传代。
1.2.3 骨髓间充质干细胞的鉴定 流式细胞仪检测骨髓间充质

干细胞表面抗体标志 CD90 和 CD34 具体步骤参考文献[5]。
1.2.4 Annexin V/PI 双染细胞凋亡检测 细胞在含 10 % 胎牛血

清的新鲜 DMEM 培养基常规培养至 70 %～80 %融合后，分为

对照组、缺血缺氧组和缺血缺氧 +LY294002 组，并且于 12h 后

分组收集细胞。按照 Annexin V ：FITC Apoptosis Detection Kit I
（BD Pharmingen）说明书操作。以 1×binding buffer 重悬细胞，

加入 5μL Annexin V-FITC 及 5μL PI。室温避光孵育 15 min
后，样品经 260 目滤网过滤，行流式细胞仪检测。
1.2.5 蛋白印迹分析（Western blot） 采用 BCA 比色法试剂盒测

定裂解液中蛋白质的浓度，将 30 μg 总蛋白加入 4×Loading
buffer，95℃煮沸 5 min 后，经 10%分离胶行 SDS-PAGE 电泳，

并以预染蛋白 maker 为标志，判定电泳终止时间。在 4℃的循

环水浴内以 350 mA 电流将样品转至硝酸纤维素滤膜上，时间

为 80 min；于 5%的脱脂奶粉 TBS-T 缓冲液室温封闭 1 h；

TBS-T 洗膜 3 次，每次 10 min；加入 1：3500 Anti-myc（或 1：

2500 Anti-His，或 1：5000 Anti-hCREG 单克隆抗体）4℃孵育过

夜；TBS-T 洗膜 3 次，每次 10 min；加入 HRP 标记的羊抗小鼠

抗体 (1:2000 稀释)，室温孵育 2 h；TBS-T 洗膜 3 次，每次 10

min；ECL 化学发光显影。
1.2.6 实验分组 ①对照组(无缺血缺氧)：即在含 10 %胎牛血

清的 DMEM 培养液中培养的细胞；②缺血缺氧组：即缺血缺氧

条件下 10 %胎牛血清的 DMEM 培养液中培养的细胞；③缺血

缺氧 +LY294002 组 : 即缺血缺氧条件下 10 %胎牛血清的

DMEM 培养液中再加 30μM LY294002。以上 3 组均取原代培

养 10 天的细胞。对 12 小时后的细胞进行 Annexin V/PI 双染细

胞凋亡检测和 20 分钟后的细胞进行 western blot 检测。以上各

项检测均严格按照操作规程。
1.3 统计学分析

各分组所得计量数据采用均数±标准误(X±SE)表示，用

SPSS17.0 软件处理数据，两组间均数比较用 t 检验。检验水准

α=0.05，p<0.05 有统计学意义。

2 结果

2.1 原代 MSCs 培养生长观察

收集骨髓 MNCs 后接种于 FN 包被的培养皿中，细胞大多

呈悬浮生长。第 2 天可见少数细胞贴壁，呈梭形，形态较为均

一，细胞体饱满，胞浆清澈、透明，细胞核位于细胞中央。培养第

1~3 天贴壁细胞分裂、增殖缓慢，主要表现为细胞伸展趋于完

全，体积有所增大。至第 4 天起，细胞有丝分裂速度呈几何基数

增长，培养皿中贴壁细胞数量增多，悬浮细胞明显减少。经换液

后，可见小圆形高折光度的骨髓间充质干细胞粘附在贴壁细胞

上。培养至第 7 天后，细胞分裂、增殖速明显变慢，大部分贴壁

细胞保持梭形或多角形态。培养至 2~3 周后，有少数细胞折光

度降低，呈融合片状生长（图 1）。

2.2 骨髓间充质干细胞的鉴定

流式细胞仪对标本细胞表面分子标记物进行 2 期和 3 期

检测，检测出分离培养细胞的表面阳性标记物 CD90：97.1%；

以及阴性标记物 CD34：1.65%（图 2）。结果证明分离培养细胞

为骨髓间充质干细胞（MSCs）。

图 1 相差显微镜观察培养 15 d 生长良好的骨髓间充质干细胞 (400×)

Fig. 1 Marrow-derived mesenchymal stem cells cultivated for fifteen days

(400×)
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2.3 正常组、缺血缺氧组、缺血缺氧 +LY294002 组 12h 后的骨

髓间充质干细胞凋亡率检测和 20m 后的细胞蛋白检测

Annexin V/PI 双染细胞凋亡检测中，Annexin V-/propidium
iodide (PI)- 未发生凋亡的存活细胞, Annexin V+/PI- 表示早期

凋亡细胞，Annexin V+/ PI+ 表示晚期凋亡细胞，Annexin V-/PI+
表示操作过程中损伤细胞。本实验发现，对照组与缺血缺氧组

比较，细胞凋亡率（Annexin V+/PI- 加 Annexin V+/ PI+）明显低

于后者（图 3）。并且通过蛋白印迹分析法发现，缺血缺氧组发

生了 Akt 的磷酸化，说明在缺氧缺氧条件下 PI3K/Akt 信号通

路被激活促进了骨髓间充质干细胞的凋亡发生（图 4）。而且通

过添加 PI3K/Akt 抑制剂 LY294002 验证了前面的结果 （图 3、
图 4）。结果表明：缺血缺氧条件下显著诱发骨髓间充质干细胞

凋亡发生，并且发现是 PI3K/Akt 信号通路在其中发挥了非常

重要的关键作用。

图 2 骨髓间充质干细胞表面抗体流式细胞仪分析图

Fig. 2 Analysis of surface molecule markers in BMSCs by flow cytometry

图 3 骨髓间充质干细胞凋亡率比较:A：流式分析图;B：统计分析图。数据采用均数±标准误(X±SE)表示。对照组与缺血缺氧组比较，P<0.05；缺

血缺氧 +LY294002 组与缺血缺氧组比较，* #P<0.05

Fig. 3 Hypoxia and Serum Deprivation promote Bone marrow-derived mesenchymal stem cells apoptosis. A: Apoptosis was quantified by FACS analysis

after staining with Annexin V and propidium iodide (PI), B: the analysis of spss17.0. Result are meas X±SE. The group of hypoxia/SD compare with the

group of control and the group of hypoxia/SD +LY294002 respectively. * #P<0.05 N=3

3 讨论

心肌梗死发生后骨髓间充质干细胞移植能够有效提高左

室射血分数，抑制心脏重塑，改善心肌梗死后的心功能[2, 6]。虽然

在缺血心肌区域移植后的骨髓间充质干细胞能否分化为心肌

细胞还不清楚，但是骨髓间充质干细胞保护心肌功能的作用是

可以肯定的[7]。移植后骨髓间充质干细胞的存活数量是决定宿

主心功能及预后改善的重要因素[8]。而多项动物研究却发现超

过 70%-80%的骨髓间充质干细胞在移植后 3 天内死亡[9]；有的

研究甚至发现，移植 4 天后，只有 0.44%的骨髓间充质干细胞

可以在小鼠心脏中存活[10]，而人体也仅有不到 1%的移植细胞

可以存活[11]，因此移植后骨髓间充质干细胞大量的快速凋亡是

影响移植获益的最大障碍。目前认为心肌梗死后局部组织缺血

缺氧、局部免疫和炎症反应及缺乏营养因子等因素是造成骨髓

间充质干细胞大量凋亡的主要原因[12]，但是具体的作用机制尚

不清楚。因此，进一步研究相关凋亡诱导因素及其作用机制是

具有重要意义的。
本研究在模拟梗死心肌区域缺血缺氧的条件下，用 An-

nexin V/PI 双染细胞凋亡检测法证实骨髓间充质干细胞发生大

量凋亡，并且发现这一过程是通过 Akt 的磷酸化激活 PI3K/Akt
信号通路从而启动的。PI3K/Akt 是一个重要的影响细胞存活的

信号通路，在许多类型的细胞中 Akt 的磷酸化导致了细胞的凋

亡发生[13, 14]。已经有研究证明，Akt 转录入骨髓间充质干细胞转

后移植到缺血心肌区域的存活率显著提高[15]。为证明缺血缺氧

条件下的骨髓间充质干细胞是通过 PI3K/Akt 的激活而发生凋

亡，我还进一步通过添加 PI3K/Akt 的抑制剂 LY294002 加以验

证并且最终得以证实。
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图 4 骨髓间充质干细胞细胞蛋白印迹分析图。A：3 组细胞中 P-Akt 和 T-Akt 的比较 WESTERN BLOT 图，β-actin 是内参。B，C 为统计分析图。

数据采用均数±标准误(±SE)表示。* #P<0.05

Fig. 4 Expression of the P-Akt and T-Akt. Result are meas±SE. The group of hypoxia/SD compare with the group of control and the group of

hypoxia/SD +LY294002 respectively. * #P<0.05 N=3

引起凋亡主要有两条途径：分别是细胞外的死亡受体途径

及细胞内的线粒体途径[16]。前者主要是刺激因素激活细胞内相

关基因，由肿瘤坏死因子家族介导，激活 Caspase-8 [17]，而后者

则是相关刺激因素激活细胞内线粒体的膜电位，引起线粒体细

胞色素 C 的释放，Ca2+ 浓度升高，激活 Caspase-9。两个途径最

终都导致效应性 Caspase-3 活化，进一步激活内切核酸酶，使

DNA 链断裂，最终细胞结构的全面解体[18, 19]。所以，尽管本实验

证实了缺血缺氧条件下骨髓间充质干细胞的凋亡发生是通过

PI3K/Akt 信号通路的激活，但是对于 PI3K/Akt 激活后下游的

相关反应还不清楚，并且具体是激活 Caspase-8 还是 Caspase-9
也尚不清楚，这些问题的解决都有待于进一步的研究。
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