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氯化锂对人骨髓间充质干细胞迁移的影响 *
周 鼎 朱振中 殷俊辉 翁诗阳 张长青△

（上海交通大学附属第六人民医院骨科 上海 200233）

摘要 目的：探究氯化锂(Lithium chlorid，LiCl)对人骨髓间充质干细胞(human Mesenchymal Stem Cells，hMSCs )迁移的影响。方法：

采用划痕试验、Transwell chamber等方法，在梯度浓度 LiCl作用下，观察对 hMSCs迁移效果的影响并进行分析。结果：① 划痕试

验显示 hMSCs在梯度浓度 LiCl作用下，细胞迁移距离逐渐减少，差异具有统计学意义（P<0.05）。② Transwell chamber实验显示

hMSCs在梯度浓度 LiCl作用下，穿梭至小室下方的细胞逐渐减少，锂剂作用组迁移细胞数差异与对照组比较有统计学意义（P<0.

05）。结论：LiCl可抑制 hMSCs的迁移且呈浓度依赖性。

关键词：氯化锂；人骨髓间充质干细胞；细胞迁移

中图分类号：Q95-3；R54 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2014）27-5207-03

Effect of Lithium chlorid on Human Mesenchymal Stem Cells Migration*

To study effect of lithium chlorid(LiCl) on human mesenchymal stem cells (hMSCs) migration.

Using scratch assay and Transwell chamber methods, the hMSCs migration was detected and analyzed after different concentration of

lithium. ① The scratch assay results showed that the migration distance decreased with the dose escalation of LiCl. There is

statistical significance between all experimental groups and control group (P<0.05). ② The Transwell chamber results showed that the

cell number which transited to downside of the chamber decreased with the dose escalation of LiCl. There is statistical significance

between all experimental groups and control group (P<0.05). hMSCs migration can be inhibited by LiCl, which displays a

concentration dependence trend.

Lithium chlorid(LiCl); Human mesenchymal stem cell(hMSCs); Migration

;

前言

氯化锂(Lithium，LiCl)治疗躁狂症以及双向情感障碍已有

百年历史,最近数十年诸多研究发现 LiCl为经典 Wnt通路中

关键酶———糖原合成酶激酶 3b（glycogen synthase kinase-3茁，
GSK3茁）抑制剂[1]，而Wnt通路在胚胎发育、器官形成过程中起

着重要作用，因此 LiCl能够影响细胞多种生物学行为，包括细

胞增殖、分化方向以及迁移等[2,3]，如在血液系统锂剂可定向诱

导粒细胞分化；在神经系统锂剂可促进神经再生、减少神经元

凋亡[4]；在运动系统，小剂量锂剂能促进成骨定向祖细胞增殖[5]，

而大剂量则促进成骨分化[6,7]；另外在骨肿瘤的研究中锂剂在体

外和体内均可抑制骨肉瘤细胞生长，为骨肉瘤细胞的诱导分化

治疗提供前景[8]。然而目前关于锂剂对细胞迁移的影响，研究结

果尚不尽相同，如 Tsai等在中风模型中，发现锂剂能促进干细

胞向脑中风区域迁移[9]，但对于肿瘤细胞的一些体外实验却抑

制其迁移[10]。干细胞注射是一种无创性治疗骨不连、骨坏死、促

进骨折愈合的方法，然而其效果受患处干细胞募集量的影响。

有研究显示 CXCR4化学因子受体激活能够促进干细胞的募

集 [11]，促进骨愈合，改善骨质疏松，且与 茁-catenin水平提高有

关[12]。研究显示 LiCl可模拟激活Wnt信号通路，上调 茁-catenin[1]。

因此，本研究在人骨髓间充质干细胞(human mesenchymal stem

cells，hMSCs)，研究 LiCl对细胞迁移的影响。

1 材料和方法

1.1 主要材料与试剂

琢-MEM 培养液购自 Gibco 公司，LiCl 购自 Invitrogen，

SB216763 购自 Tocris 公司，Transwell Chamber 购自 Corning

公司。

1.2 细胞鉴定及培养

hMSCs由上海市第六人民医院显微外科研究所提供，置
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于含 10 %胎牛血清的琢-MEM培养液，其中含有 2 mM L-谷氨

酰胺和 100 滋M L-抗坏血酸 -2-磷酸，在 37℃、5 % CO2条件下

培养，本文实验均采用培养 5代以内的细胞，均 CD 90+、CD

105+、CD 146+、CD 45-。以 0.25 %胰酶、0.02 %乙二胺四乙酸

（EDTA）消化、传代。

1.3 细胞划痕试验

将细胞种于 12孔板内，初始接种浓度为 5× 104个 /孔，4

天后细胞长满，用 10 滋L微量移液器枪头在其中划痕，用

琢-MEM 培养液冲洗并吸净后，分别在含 1 mmol /L LiCl 、5

mmol /L LiCl、10 mmol /L LiCl；10 滋mol /L SB216763 的 10 %

小牛血清的 琢-MEM培养液中培养至长满。分别于划痕后 0、

24 h拍照，利用 Photoshop测量划痕宽度，每条划痕测量 3次，

利用公式计算:细胞迁移距离 (d) =划痕后 24 h宽度－初始划

痕后宽度，计算 LiCl组平均值分别为 d2、d3、d4，SB216763组平

均值为 d5各组以 琢-MEM组 d1作为标准，按 dn/d1× 100%计算

迁移率，共进行 5组实验.

1.4 Transwell Chamber检测

培养细胞，待细胞长满后，常规消化，离心，弃去培养液，用

含 BSA的无血清培养基重悬，调整细胞密度至 2× 104/ml，取

100 滋L重悬液滴加于各趋化小室内，于 24孔板中分别加入 1

mL含各培养条件的 10 %小牛血清 琢-MEM培养液，将小室置

于 24孔板内，共 5组，分别为 琢-MEM 对照组，实验组分别为

1mmol /L、5 mmol /L、10 mmol /L LiCl 组以及 10 滋mol /L

SB216763组，每组设立 3副孔，共 15孔。孵育 18小时后将趋

化小室底膜之上的细胞拭去，4 %多聚甲醛固定 30分钟，0.1 %

结晶紫染色 20分钟，置于显微镜下拍照，之后用 33 %醋酸洗

涤小室底膜，将洗脱液置于酶标仪，在 570 nm测定各孔 OD

值。

1.5 统计方法

实验数据以均数± 标准差（x± s）表示，多组间的比较采用

单因素方差分析(ANOVA)，组间两两比较采用 LSD’t检验。分

析运用 SPSS 17.0软件进行，P < 0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 细胞划痕试验结果

由细胞划痕实验结果 (图 1、表 1) 可见，应用 LiCl 和

SB216763后，hBMSCs的迁移能力明显下降，LiCl各组相对迁

移率分别下降 29 %、31 %和 34 %（P<0.05），SB216763 组下降

50 %(P<0.01)。

图 1 不同处理 hBMSCs后划痕试验结果显微镜照片（40× ）

Fig. 1 The scratch assay image of hBMSCs after different treatment（40× ）

表 1 氯化锂对 hMSCs的细胞划痕实验结果（x± s，%，n=5）

Table 1 The scratch assay results of hMSCs after different treatment

（x± s，%，n=5）

Group Relative migration ratio P value

Control

1 mmol /L

5 mmol /L

10 mmol /L

10 滋mol /L SB

1.00± 0.04

0.71± 0.15

0.69± 0.13

0.64± 0.10

0.50± 0.16

0.032

0.017

0.004

0.007

2.2 Transwell Chamber实验结果

应用 LiCl 和 SB216763 后，hBMSCs 的迁移能力明显下

降。将对照组作为标准，实验组 hBMSCs在梯度浓度 LiCl的培

养条件下，孵育 18小时后，向下室迁移的细胞数量减少了 7 %

（P<0.05）、14 %和 18 %(P<0.01)，SB216763组细胞迁移数量则

减少了 30 %(P<0.01)，见表 2。

3 讨论

细胞迁移是一种细胞移动的循环过程，由细胞极化启动，

表 2 氯化锂对 hMSCs的 Trsanswell Chamber实验结果（x± s, n=3）

Table 2 The result of Transwell Chamber of hMSCs after different

treatment（x± s, n=3）

Group OD value ratio P value

Control
1 mmol /L

5 mmol /L
10 mmol /L

10 滋mol /L SB

0.375± 0.012
0.349± 0.008

0.324± 0.014
0.308± 0.016

0.261± 0.037

0.03794

0.009145
0.004179

0.007111
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肌动蛋白的聚合使细胞获得向某一方向运动的能力，同时与粘

附有关[13]。而 GSK3可调控细胞极化和粘附，例如，GSK3失活

使得 APC（adenomatous polyposis coli，APC）蛋白无法磷酸化，

而 APC 与微管的正端（plus end）相连，参与建立细胞极性，控

制细胞迁移方向[14]。因此，GSK3完全阻断可抑制细胞迁移[15,16]。

GSK3影响迁移的另一种机制是通过对黏着斑激酶（focal adhe-

sion kinase，FAK）的磷酸化，从而抑制细胞扩散和迁移[17]。

此外，GSK3 还能通过调控 Wnt 信号通路中 茁-catenin 的

降解，从而影响细胞粘附和迁移。使用 GSK3抑制剂或Wnt-1，

上调 茁-catenin水平，可抑制神经嵴细胞扩散与迁移[18]。而也有

报导激活 CXCR4化学因子受体能够增加 茁-catenin水平，促进

细胞迁移 [12]。这可能是因为 茁-catenin 在连接钙粘素与

琢-catenin中起作用，参与肌动蛋白形成，从而促进细胞迁移[19]。

锂剂能与 Mg2+竞争性结合，抑制经典 Wnt 通路中关键酶

GSK-3茁磷酸化，进而上调关键效应分子 茁-catenin胞浆内浓

度，模拟激活经典Wnt通路[1]，因此可能会影响 hMSCs迁移能

力。针对 hMSCs的体外实验已表明小剂量（4 mM）锂剂促进其

增殖[6]，而大剂量（10 mM-40 mM）则促进其分化[6,7,20]。对于迁移

能力的影响，本研究发现锂剂在 hBMSCs迁移过程中发挥了重

要作用。首先以不同浓度锂剂处理 hBMSCs，通过细胞划痕试

验可以看到，锂剂可以有效抑制 hBMSCs的划痕恢复。进一步

通过 Transwell小室细胞迁移实验，发现在锂剂的作用下，穿梭

至小室膜下表面的细胞数量减少，呈剂量依赖性，并且较大剂

量锂剂可达到 GSK3茁特异性抑制剂 SB216763的抑制水平。

综上，根据本研究结果，锂剂可显著抑制 hMSCs迁移，且

呈剂量依赖性，推测锂剂对 hMSCs迁移的抑制可能通过抑制

GSK3茁模拟激活Wnt通路介导，但尚需后续进一步的深入研

究证实。
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