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溶血磷脂酸抗缺氧无血清诱导的大鼠骨髓

间充质干细胞凋亡作用
石林惠陈静海邓琳子刘学文陈曦丛祥凤*

(北京协和医学院中国医学科学院阜外心血管病医院，卫生部心血管疾病再生医学重点实验室，北京 100037)

摘要 在体外缺氧无血清条件下模拟心肌缺血微环境，研究溶血磷脂酸(LPA)对骨髓间充质

干细胞(BMMSCs)的抗凋亡作用 。 应用 Hoechst33342 染色和膜联蛋白 VIPI 双染流式细胞术观察细

胞凋亡，并利用 Westem 印迹方法检测 ERK1I2 和Akt 的磷酸化水平变化。 结果表明缺氧无血清条

件引起明显的细胞凋亡， LPA 处理 6h 和 1+6 h 纽细胞凋亡率较缺氧无血清纽显著降低(P<O.O日，

而 1 h 组细胞凋亡率与缺氧无血清纽无显著性差异。 LPA 处理组(1 h， 仙， 1+6 h 纽) ERK1I2磷酸化

水平较缺氧无血清纽降低， Akt磷酸化水平较缺氧无血清组增高 。 在缺氧无血清环境中， LPA有利

于增强 BMMSCs 的抗凋亡能力，提高 BMMSCs 存活卒，为临床提高 BMMSCs 治疗缺血性心肌病

的疗效提供理论依据。
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目前心血管疾病严重威胁人类生命健康， 其发病

率和死亡率己位于各类疾病的前列 。 近几年干细胞

研究逐渐兴起，而骨髓间充质干细胞(bone marrow­

derived mesenchymal stem cells, BMMSCs)以其具有

多向分化潜能 、 遗传稳定性高 、 容易获取 、 无免

疫源性、 骨髓穿刺操作简单安全等特有的优势，已

经成为细胞移植治疗心肌梗塞的首选[1 ，2] 。然而，无

论是动物实验还是临床实验， BMMSCs 移植却远远

未能达到修复坏死心肌的预期目标。其中一个十分

重要的原因在于干细胞移植入住心脏后细胞存活率

非常低IM]，心肌直接注射细胞存活率一般仅为 2%~

5%，冠脉注射也只能达到 34%[3]。因而如何提高移

植后干细胞的存活率成为一个新的问题。 溶血磷脂

酸(lysophosphatidic acid, LPA)，是 目前己知体内结构

最简单的水溶性甘油磷脂，被称为细胞间的"多功

能磷脂信使"，具有广泛的生物学效应[5 ， 6] 。

越来越多的文献报道LPA有促进细胞存活作用，

可以提高在缺氧条件下新生儿心肌细胞的存活率[7] ，

抗喜树碱引起的肠内皮细胞凋亡[町， LPA 还可以阻断

死亡受体介导的凋亡[9] 但目前尚未清楚 LPA是否可

以提高BMMSCs 在缺血缺氧环境中的存活率。本实

验目的是在体外以缺氧、 无血清条件模拟心肌梗塞

后移植入 BMMSCs 面临的缺血微环境，研究在这种

微环境下 LPA 对 BMMSCs 的抗凋亡作用 。 试图为

提高临床BMMSCs移植治疗缺血性心脏病的疗效寻

找更加有效的方法。

1 材料与方法
1.1 动物

80 g Spraque Dawley (SD)大鼠由北京大学医学

部实验动物中心提供，所有研究都经阜外心血管病医

院实验动物委员会批准。

1.2 主要试剂

IMDM、胎牛血清购自 Gibco 公司; LPA 、 膜

蛋白酶、 Hoechst 33342 购 自 Sigma 公司;细胞缺氧

培养盒、 缺氧催化剂购自 BioMérieux@sa (France) ; 膜

联蛋白(annexin)-V Fitc 细胞凋亡检测试剂盒购自北

京宝赛生物公司。

1.3 SD 大鼠 BMMSCs 的分离与培养

1.3.1 BMMSCs 分离 无菌条件下剥离大鼠股骨

和腔骨，以全骨髓法分离并培养 BMMSCs[IO]。待第

一代细胞生长达到 70%-80% 汇合时可用于实验。

1.3.2 实验分组 实验分为 5 组。第一组为对照

组，正常培养;第二组为模型组，缺氧无血清联合处

理 6 h [10]; 第三组为 LPA 1 h 组，先用 25μ molJL LPA

预处理 1 h，然后撤除 LPA再进行缺氧无血清处理6h;
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第四组为 LPA 6h 组，无预处理过程，加入 25μmol/L

LPA同时进行缺氧无血清处理6 h; 第五组为LPA 1+6 

h 组，先用 25μmol/L LPA 预处理 1 h ， 然后在保留

LPA 情况下进行缺氧无血清处理 6 h 。

1.3.3 细胞模拟缺血处理(无血清和缺氧联合处理)

第一代细胞生长达到 70%-80% 汇合时用 PBS

冲洗 2 次，加入不含胎牛血清的 IMDM 培养液，然后

迅速将细胞放入密闭缺氧罐中，置于 37 'C 、 5% C02
细胞培养箱内培养 6 hf10] 。

1.4 细胞凋亡的 Hoechst33342 染色及光镜观察

将进行缺氧和无血清处理后的细胞用 PBS 洗

1-2 次，然后加入含 Hoechst33 342 的无血清 IMDM

培养基， Hoechst33342 终浓度为 0. 1 mg/ml， 室温避

光反应 10 min o 用荧光显微镜观察，紫外光激发， 观

察凋亡细胞并摄片 。

1.5 膜联蛋白 VIPI 双染流式细胞术检测细胞凋亡

取 6x 10 5 个细胞， 用 0.125 % 膜蛋白酶 10 . 04%

EDTA 消化细胞， 1ωo r/min, 4 'C，离心 5 min，弃上清

液;细胞用 PBS 洗 1-2 次后悬浮于 200μl 结合缓冲

液。然后加入 10μl20μg/ml 异硫氨酸荧光素(FITC)

标记的膜联蛋白 Y (膜联蛋白 -Y-FITC )，轻轻混匀， 4 'C 

避光反应 15-20 min 。 加入 5μl50 阳Iml 凹， 300μl

结合缓冲液，轻轻混均，用流式细胞术测试， 以区分

活细胞、早期和中晚期凋亡细胞及坏死细胞 。

1.6 Western 印迹检测蛋白质的表达[10]

各组细胞经LPA处理后， 收集细胞，提取蛋白质，以

考马斯亮蓝法测定蛋白质浓度。按 50μg 蛋白质量上样

电泳， W，耐m 印迹检测 p-ERK1/2 和?址t 的表达水平。

1 .7 统计分析

结果中的数据表达为均值 土 标准差(王 土s) 。 数据

图中用误差棒(error b缸)表示标准差。采用单因素方差

分析检验。数据经 SPSS 1 1. 0 统计分析，柱型图由

Microsoft Excel2∞3 输出 。 P<Û.05 表示有显著性差异。

2 结果

2.1 SD 大鼠 BMMSCs 的培养

采用常规细胞原代培养法，成功培养了 SD 大鼠

B岛1MSCs。相差显微镜下对细胞形态进行了观察， 培

养的原代细胞呈长梭型， 集落生长，中间较密，夹杂着

圆形高亮未贴壁的杂细胞。培养至第 5 天，细胞生长

密集，呈典型地指纹螺旋状，具有典型的 BMMSCs 形

态;至第 2 代，螺旋状生长方式不变，细胞生长均匀

(图 1)。本实验所用细胞均为第 1-2 代 BMMSCs 。

·研究论文·

2.2 Hoechst33342 染色观察细胞凋亡

细胞凋亡的典型特征是细胞皱缩变小，细胞核染

色质边集并出现凋亡小体。 相差显微镜照片可以看

出缺氧无血清处理后细胞皱缩，不饱满，体积变小，贴

壁细胞数量明显地减少(图 2) 0 Hoechst33342 荧光染

料着色后也可以发现(图 坷， 缺氧无血清联合处理 6 h

的 BMMSCs 出现典型的凋亡小体，而用 LPA 处理 6

h 和 1+6 h 组的凋亡小体较模型组显著减少(P<Û.05) ，

四'A lh 组与模型组无显著性差异(图 4) 。

2.3 膜联蛋白 VIPI 双染流式细胞术检测细胞凋亡

膜联蛋白 -Y-FITCIPI 流式检测可以区分细胞的

早期凋亡与中晚期凋亡。早期凋亡细胞标记为膜联

蛋白 Y+IPI-，中晚期凋亡细胞标记为膜联蛋白 Y+IPI+，缺

氧和无血清联合处理6h后，存活细胞数明显下降，早

期凋亡明显增加，经过 LPA 处理之后， 膜联蛋白 Y+I

PI 标记的细胞显著下降(图 5) 0 LPA 处理6h及 l+6 h

后早期凋亡率显著小于模型组(P<iJ.I的。 LPA 处理 1 h 组，

其早期凋亡率与模型组无显著性差异(图 6)。提示这

种抗凋亡作用需 LPA 持续存在。

2.4 LPA 抑制缺氧无血清导致的 ERK1I2 磷酸化

水平升高

Western 印迹结果显示 BMMSCs 经缺氧无血清

处理后， ERK1I2磷酸化水平明显升高， 而 LPA处理组 )

(1 h , 6 h, 1 +6 h 组)与缺氧无血清组相比 ERK1I2 磷酸

化水平显著降低， 6 h 和 1+6 h 组降低尤为明显(图 7) 。

2.5 四A抑制缺氧无血清导致的Akt磷酸化水平附民

Western 印迹结果显示 BMMSCs 经缺氧无血清

处理后， Akt 磷酸化水平降低， LPA 处理组(1 h, 6 h, 

1+6h 组)与缺氧无血清组相比， Akt磷酸化水平升高，其

中 6h和 1+6 h 组升高更加显著(图 8) 。

3 讨论

目前有大量文献报道BMMSCs移植可以促进心

梗区微血管再生，改善局部微循环;并且BMMSCs 可

以分化为心肌样细胞，抑制心室的病理性重构， 从而

改善心功能[11] 。 但移植 BMMSCs 后心功能的改善远

远未能达到修复坏死心肌的预期目标。其中一个重

要的原因在于干细胞移植后存活率很低[12] 0 LPA 是

目前己知体内结构最简单的水溶性甘油磷脂，是一种

活性信号分子，在很多生理、病理过程中发挥重要

作用，不仅可以促进细胞骨架重排， 还对细胞的生长、

增殖、 分化及细胞的信息传递产生多种影响。 而且

急性，心梗发生 48-72 h 内患者血清中的 LPA 水平显
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(A) (B) 

图 1 SD 大鼠 BMMSCs 的相差显微镜照片(40x)

A →代 BMMSCs ; B : 二代 BMMSCs .

图 2 缺氧无血清处理 6 h 后 BMMSCs 的相差显微镜照片

(40x) 
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Æ血泊

图 4 Hoechst33342 荧光染色观察细胞凋亡

与模型组相比 ， * P<û . ûS ; 与模型组相 比， 忡P<û .ûl .

缺氧+无Jll1泊

in l 
6 h 1+6h 

图 3 BMMSCs 的 Hoechst33342 荧光染色照片(200x)

箭头标记的亮度高，体积较小者为凋亡细胞核 。
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~J照缺氧+6h lh 1+6h 
无血泊 著升高[ 1 坷， 提示 LPA 与心血管病有着密切的联系 。

本实验在体外以缺氧 、 无血清条件模拟心肌梗

死后移植入 BMMSCs 面临的缺血微环境[ l O ] ， 发现

LPA对缺氧、 无血清引起的 BMMSCs 凋亡有抑制作

用。其中， 6 h 和 1+6 h 组有显著的抗凋亡作用 ， LPA

预处理 1 h 不能显著降低细胞凋亡率， 提示 LPA 的这

种抗凋亡作用需 LPA 持续存在。本研究提示在进行

BMMSCs 移植时，可以直接将 LPA和 BMMSCs 一起

移植到心梗区， 可能会减少移植细胞的凋亡。

目前很多文献都报道， MEK-ERKl/2是一条细胞

存活通路， 它的激活有利于细胞生存 。 但本研究

Western 印迹实验显示缺氧无血清引起 BMMSCs 凋
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亡的同时诱导 ERK1I2 激活，而 LPA在抗凋亡的同时

抑制了 ERK1/2 的活化。 提示 ERK 通路与上述凋亡

和抗凋亡过程有关。 在缺氧无血清诱导的凋亡过程

中 ， ERK 的活化提示 ERK通路可能介导了这个凋亡

过程，也可能只是细胞对外界恶劣环境的反应性变

化 。 Schwey町 等[ 1 4]用 PP2A 诱导辜丸生殖细胞肿瘤

(TGCT)发生凋亡， 发现 ERK1I2 磷酸化水平升高， 同

时证明了 MEK-ERK 通路介导了肿瘤细胞的凋亡 。

而且Zhuang等[ 15]也认为 ERK可以通过抑制 Akt 的活

化来诱导细胞凋亡。 但 Rieg町 等[ 1 6]的研究却证实了

我们的第二种推测。 他们用 Ap02 诱导 LN-18 、 T98G

及Al72等细胞系凋亡发现ERK1/2磷酸化水平显著

增加，而加入了 ERK1I2 通路抑制剂 U0126 后发现凋

亡程度进一步加重， 说明在整个过程中磷酸化的

ERK1/2 起到了保护作用，它的升高是细胞对外界恶

劣环境的自我防御反应，而并非是介导了细胞凋亡过

程。因此在 LPA抗凋亡过程中 ERK具体扮演了何种

角色， 我们还需要做进一步的研究探讨。 Akt 是另一

条经典的细胞存活通路。 本实验观察到 Akt 的磷酸

化水平也发生了变化， 在模型组中磷酸化水平降低， 加

入LPA后Akt 的磷酸化水平升高了 ， 提示PI3K1Akt可

能介导了 LPA 抗 BMMSCs 的凋亡过程。

综上所述，本研究结果提示LPA具有显著的抗凋

亡作用， 可以提高 BMMSCs 在缺氧、无血清环境中

的存活率， 其作用可能与 ERK1/2 ， Akt 通道有关。

由于LPA是体内一种天然小分子物质， 直接注入体内

不会产生异物排斥反应，可以考虑将LPA作为一种保

护细胞的候选药物，将其直接与BMMSCs一起移植至

心梗部位， 提高 BMMSCs 的存活率，从而进一步促进

心梗后心功能的恢复， 为临床治疗缺血性心肌病提供

一种可能更有效的治疗方法 。
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Lysophosphatidic Acid Protects Mesenchymal Stem Cells against 

Hypoxia and Serum Deprivation-induced Apoptosis 
Lin-Hui Shi, Jing-HiÙ Chen, Lin-Zi Deng, Xue-Wen Liu, xi Chen, Xiang-Feng Cong* 

(Research Center for Cardioνascular Regenerative M edicine, the M inistry of Health, Cardiovascular Institute and Fuwai Hospital, 

Peking Union Medicine College & Chinese A cademy of Medical Sciences, Beijing 100037, China) 

Abstract The aim of this study is to investigate the effects of lysophosphatidic acid (LPA) on the apoptosis 

of bone marrow-derived mesenchymal stem cells (BMMSCs). The apoptosis was detected by Hoechst33342 stain­

ing and annexin VIPI dual-color flow cytomet可， and the expression of signaling proteins was evaluated by Westem 

blot analysis. In the condition of hypoxia and serum deprivation (hypoxia/SD), a significant apoptosis occurred in 

BM岛1SCs. The groups of LPA 6 h or LPA 1 +6 h, but not LPA 1 h, significantly decreased the apoptosis induced by 

hypoxia/SD (P<0.05). The effect of LPA on the intracellular signal pathways was also exarnined. Akt was activated, 

while ERK1I2 was depressed by LPA under hypoxia/SD conditions. These results suggest LPA could decrease the 

apoptosis of BMMSCs induced by hypoxia/SD, and increase the survival of BMMSCs. 

Keywords lysophosphatidic acid; bone mesenchymal stem cells; apoptosis; ERK1 /2; Akt 
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