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SDF-lα 通过 PI3K1Akt 和 ERKl/2 信号通路抑制

缺氧和无血清诱导的骨髓基质干细胞凋亡
尹琪# 金培峰 # 李玲玲 l 林晓铭池闯刘瑜 孙成超*

(温州医学院第一附属医院心胸外科， 温州市1 325000; 1 温州|医学院微生物与免疫教研室，温州1325000)

摘要 骨髓基质千细胞(bone marrow stromal cells, BMSCs)被认为是能够使梗死心肌再生

并恢复受损心功能的有前途的细胞源之一。 但是其在梗死部位的低存活率极大地限制了它的临床

应用前景。 有报道显示基质细胞源性因子 -1α(stromal cell derived factor-lα， SDF-lα)能够抑制女口

内皮前体细胞、胚胎千细胞等的凋亡。 但是目前对于 SDF-lα 能否抑制缺氧和无血清诱导的骨髓

基质千细胞的凋亡及其具体机制尚不清楚。 本研究中，我们证实， SDF-lα 在 0.5-2.0μg/rnl 的浓度

时能够通过线粒体通路有效地抑制缺氧和无血清诱导的干细胞的凋亡。 SDF-lα抑制线粒体膜电位

的升高、抑制细胞色素 c从线粒体释放到胞浆，以及降低 caspase 3 的活性。 我们进一步的研究发

现 PI3K抑制剂 Wortmannin和 ERK1/2抑制剂 U0126 能抵消 SDF-la对于线粒体通路的作用 。 结果显

示 SDF-la抑制缺氧和无血清诱导的干细胞凋亡是通过PI3K1Akt和 ERK1/2信号通路实现的 。 同

时也提示 SDF-lα 所介导的这种抗凋亡作用对于细胞移植也将是有益的 。

关键词 基质细胞源性因子 -1α; 凋亡;骨髓基质干细胞; 信号通路

心力衰竭在许多国家已经成为致死的首要原因

之一，其中心肌梗死占了关键比重。常规治疗手段

比如药物治疗(包括 。 阻滞剂、血管紧张素转换酶抑

制剂等等)和有创疗法(包括 PTCA 、 CABG 等等)都

不能够使得梗死的心肌再生。 近年来，骨髓基质干

细胞(bone marrow stromal cells, BMSCs)移植被认为

是改善心功能的有前途的手段[IJ。但同时干细胞移

植也面临着诸如移植细胞低存活率的问题，而导致干

细胞发生调亡的梗死区缺血微环境是发生该问题的

关键因素[ 2 J 。

基质细胞源性因子 -1α(stromal cell derived fac

tor-恼， SDF-lα)是一种结合于 G 蛋白偶连的 CXCR4

的细胞因子，它在心梗后立即升高且一直持续 1-2 周

才下降 。 进一步的研究显示它能趋化来自骨髓和外

周血的干细胞到心梗区、促进外周血 CD34+ 细胞增

殖、提高缺血诱导的血管新生、保护 CD34+ 细胞、

内皮前体细胞以及小鼠胚胎干细胞免于凋亡等[3-7J 。

然而其对 BMSC s 的抗凋亡作用的报道却非常少 。

Kortesidis等[8J发现高表达SDF-la的干细胞能在体外

抑制由 IL-4 诱导的调亡 。 Zhang 等[9J证实转染了

SDF-lα 基因的干细胞也抑制了缺氧所诱导的凋亡。

但是用 SDF-lα 蛋白能否在体外抑制缺氧和无血清

诱导的干细胞的凋亡尚不清楚，同时其抗凋亡的具

体机制尚待明了 。

在本研究中，我们证实 SDF-lα 能剂量依赖性地

抑制干细胞的凋亡，同时进一步地证实这个过程是通

过 PI3K1Akt 和 ERKl/2 信号通路实现的 。

1 材料与方法

1.1 动物

Spraque Dawley (SD)大鼠由北京大学医学部实

验动物中心提供，体重 60 g，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 自法国 BioM6rie u x 公司;

Annexin V-FITC 细胞凋亡检测试剂盒(Annexin V

FITC Apoptosis Detection Kit)购 自北京宝赛生物公

司 ; SDF-lα 购自 R&D 公司 。

1.3 大鼠 BMSCs 的分离培养和凋亡模型的建立

1.3.1 BMSCs 的分离 无菌条件下剥离大鼠股骨
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216 ·研究论文·

和腔骨，以全骨髓法分离井培养 BMSCs [10 ] 。待第 在 37 .C 中反应 30 min ， 然后利用流式细胞仪检测线

一代细胞生长达到 70%-80% 汇合时可用于实验。 . 粒体膜电位水平 。

1.3.2 细胞凋亡模型的建立和SDF-lα预处理 将 1.6 Western 印迹检测蛋自的表达

正常培养的细胞去掉培养基， 经PBS冲洗后加无血清 各组细胞经处理后， 收集细胞，提取蛋白质， 线

IMDM及缺氧处理(置于密闭缺氧罐中， 内置耗氧剂)， 粒体中的蛋白则采用线粒体分离试剂盒分离后再提

37 .C 、 5% CO2 温育 6 h [1 1]。正常对照组为完全培 取 。 以考马斯亮蓝法测定蛋白质浓度， SDS- 聚丙烯

养基(IMDM+15% FBS)正常培养，在 SDF-lα 预处理 酌肢凝胶电泳分离蛋白(每孔上样品量为 50μg)，然

中，分别将不同浓度 SDF-lα(0 . 5 、1.0 、 2.0μg/ml) 后电转移蛋白至硝酸纤维素膜。 经脱脂奶粉封闭后

预处理 1 h 后再进行缺氧无血清处理 6 h。在信号 与相应的一抗(caspase-3、细胞色素 c、 Akt和 EKR1/2)

通路研究中，分别在 SDF-lα 预处理前 0 . 5 h 各组分 4 .C温育过夜。完成后漂洗并与辣根过氧化物酶标

别添加 PI3K1AKT 阻断剂 Wortmannin (200 nmol/L)、 记的二抗在室温下温育 90 min 。 充分漂洗膜后以化

SDF-l 受体CXCR4阻滞剂AMD3100或ERK1/2 阻断 学发光液显像，暗室中进行 X 光片压片， 经过显影、

剂 U0126 (10μmol/L) 。 定影得到目的条带 。
1.4 形态学检测(相差和荧光显微镜) 1. 7 Caspase-3 活性检测

将进行缺氧和无血清处理后的细胞用 PBS 洗 1 将凋亡预处理的细胞收集，提取蛋白质， 以考马

次， 然后加入含 Hoechst 33342 的无血清 DMEM培养

基， Hoechst 33342 终浓度为 0. 1 g/L ， 室温避光反应

10 min 。 用荧光显微镜观察， 紫外光激发，观察凋亡

细胞并拍片。

1.5 细胞凋亡和膜电位检测

取经缺氧无血清处理的7xl05个细胞，用 0.125%

膜蛋白酶 /0.04% EDTA 消化胞后， 800 r/min, 4 .C离

心 4 min 后 ， 弃掉上清液;细胞用 PBS 冲洗 1 次后悬

浮于 200 μl 结合缓冲液。 然后加入 10μl 浓度为 20

μg/rnl 的异硫氨酸荧光素标记的膜联蛋白 V (annexin

V-FITC)，轻轻混匀后， 4 .C避光反应 15 min 。 加入

5 μl 浓度为 50μg/ml 的 PI 、 300μl 结合缓冲液，轻

轻混匀， 用流式细胞仪检测活细胞、 早期和中晚期

凋亡细胞及坏死细胞所占的比例 。 而在细胞线粒体

跨膜电位(ß'Pm)的检测中，用 10 nrnol/L的罗丹明 123

Control HypoxiaJSD 

斯亮蓝法测定蛋白质浓度。 根据 caspase-3 酶活性检

测试剂盒操作，使用酶标仪 405 nm 波长测 caspase-3

活力 。

1.8 统计学处理

结果中的数据以 mean::l::SEM 表示。组间的差异

采用 one-way ANOV A 检验。数据经 SPSS 11.0 统

计分析， P<0.05 为有统计学意义。

2 结果

2.1 SDF-lα 抑制了缺氧无血清诱导的 BMSCs 凋

亡

缺氧无血清诱导 6h 后干细胞发生凋亡，表现为

核固缩、染色质浓集、细胞变小 。 如相差和荧光

图象所示(图 1)， SDF-lα(2.0μg/rnl) 显著地减少了凋

亡细胞的数量。 为了进一步对凋亡进行量化，我们

HypoxiaJSD+2μglml SDF.lα 

Phase 
contrast 

Hoechst 33342 

Fig.l SDF-lapro阳ts bone marrow stromalωlls (B岛1SCs) against hypoxia and serum deprivation (hypoxia/SD)-induced apoptosis 
A-C: anti-apoptotic effect is presented at the concentration of 2μg/ml SDF-lαby morphological changes using phase-contrast microscope; 
D-F: apoptotic cell death was detected by Hoechst 33342 for staining chromosomal condensation (40x) 
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进行了流式细胞记数。 早期凋亡为 Annexin V -FITC 

阳性， 而中晚期凋亡则是 PI 阳性 。 图 2 显示 SDF-la

抗干细胞凋亡作用具有浓度依赖性， SDF-la 明显地

降低早期凋亡， 但是对于中晚期凋亡以及坏死则影响

不大。 0.5μg/ml 以下则未见凋亡保护作用。与此同

时 ， 高度特异性的 SDF-lα 受体 CXCR4 阻滞剂

琪等: SDF-lα 通过 PI3K地kt 和 ERK1/2 信号通路抑制缺氧和无血清诱导的骨髓基质细胞凋亡尹
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Fig.2 Apoptosis is quantified by FACS analysis after staining with annexin V and propidine iodine (PI) 

A: FACS analys is after staining with annexin V and PI; B: statistical analysis of cell apoptosis in A. Annexin Y+/PI-: cells in the early apoptotic 

process; Annexin YγPI- : cells in the late apoptosis process; Annexin Y-/PI+: the necrotic cells. sp<O.Ol vs control; *P<0.05 vs hypoxia/SD 

group; 忡P<O.Ol vs hypoxia/SD group; &p<0.05 vs hYPoxia/SD plus 2μg/ml SDF- lα group ; "'P<O.Ol vs hYPoxia/SD plus 2 μg/ml SDF- lαgroup . 
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特异性阻断剂 U0126 预处理后早期凋亡细胞数量增

加但未到凋亡组的数量，与Wortrnannin组一致。 West

em 印迹(图 4A)显示 U0126 阻断了 ERKl/2 的表达。图

4B显示无血清处理后磷酸化ERK1I2的水平不变或者

降低了一些，而缺氧无血清处理后表达却大大升高。而

在无血清的情况下 SDF-la能增加磷酸化ERK1I2 的水

平，但是增加的程度却没有单纯缺氧无血清组明显 。

Phospho-ERK 

Total ERK 

+ HypoxialSD 
+ SDF-I α(2μg/ml) 

- Wortmannin (2∞ nmollL) 
U0 1 26( 10μmo l/L) 

+ ADM3 100(1μg/ml) 

Phospho-ERK 

Total ERK 

Hypoxia 
SD 
SDF- I α(2μg/ml) 

-孟Z7Z 二孟二_-'1
+ 
+ 

+ 

+++ 

+ 
+ 

+ 
+ 

$ 

+ 

+ 

+ 
+ 

(A) 

(8) 

AMD3100 几乎完全阻断了 SDF-la 介导的抗调亡作

用。阻断 PI3K1Akt 和 ERK1I2 通路则部分抑制 SDF

lα 介导的抗凋亡作用，提示两条通路在该过程中的

作用。而同时阻断两条通路则完全抑制了这种作

用 。

2.2 SDF-lα 激活了 PI3K1Akt 通路

为了研究 PI3 K/Akt 通路是否参与了 SDF-lα

介导的抗凋亡作用，我们用 PI3K 的特异性抑制剂

Wortmannin 在缺氧无血清诱导前预处理干细胞。图

2 结果显示，相较于 SDF-lα 组， W ortmannin 预处理

后早期凋亡增加但并没有达到凋亡组的水平，提示该

通路参与了凋亡机制 。 接下来我们用 Westem 印迹来

验证 Akt 是否被 SDF-lα 所激活。如图 3 所示，缺氧

无血清抑制了磷酸化 Akt 的表达， 而 SDF-lα 却增加

了磷酸化 Akt 的表达。 Wortmannin 几乎完全阻断了

Akt 的磷酸化而 ERKl/2 阻滞剂 U0126 对Akt 的磷酸

化没有影响 。 Western 印迹的变化与流式结果相一

致，表明 SDF-lα 激活了 PI3K/Akt 通路 。

2.3 SDF-lα 促进 ERK1/2 的磷酸化

接下来我们进一步验证ERKl尼通路是否与SDF

lα介导的抗凋亡作用相关。 图 2 结果显示 ERK1I2 的
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Fig.4 SDF-lαprevents BMSCs from hypoxia/SD-induced 

apoptosis by the activation of ERK1/2 

A, C: Western blot result of SDF-lu's influence on ERK 1I2 pathway 

and statistical result of Western blot. sp<O.OI vs contro l ; 叩=0.02 vs 

hypoxialSD plus 2 μg/ml SDF-1αgroup; 8 , D: hypoxia andlor SD's 

influence on the expression of ERKI/2 . Ip<O.OI vs control; &P<O.Ol 

vs SD plus 2μg/ml SDF-lαgroup. 

Fig.3 SDF-lαprevents B岛'1SCs from hypoxia/SD-induced 

apoptosis by the activation of Akt 

A: western blot result of SDF-1α's influence on PI3K1Akt pathway; 

8 : statistical result of Western blo t. sp<0.05 vs control; *叩<0.01 vs 

hypox ia/SD group; &P<O.Ol vs hypoxia/SD plus 2μg/ml SDF- lα 

group . 
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2.4 SDF-lα 通过 PI3K1Akt 和 ERK1I2 通路保护

线粒体功能

线粒体膜电位的下降发生在细胞凋亡的早期。

我们对罗丹明 1 23 标记的细胞进行流式记数发现

SDF-1α(2 问Iml) 有效地阻止了线粒体膜电位的下

降 。 此外，用 Wortmannin 和 U01 26 则分别抵消了

SDF- 1α 的这种作用(图 5 ) 。 细胞色素 c 从线粒体释

放到胞浆是线粒体通路介导凋亡和触发 caspase-3 活

性的重要机制 。 我们从细胞中分离出上述的两种组

份(细胞浆和线粒体中的细胞色素 。进行 Western 印

迹分析(图 引发现， SDF-1a (2 问Irnl)抑制了细胞色素

C从线粒体释放到胞浆而Wortmannin 和 U0126则抵

消了这种作用 。 这些数据显示，线粒体通路作为凋

亡通路的下游参与了 SDF-1a介导的抗凋亡作用，同

时受到上游的 PI3K1Akt 和 ERK1/2 通路的调节 。

2.5 SDF-lα 通过 PI3K1Akt 和 ERK1I2 通路抑制

caspase-3 活性

Caspase- 3 是凋亡的执行者，部分或者全部地调

节着许多重要蛋白 比如 PARP 的蛋白水解 。 我们用

caspas e- 3 比色试剂盒来检测 caspase- 3 的活性 。 图

6 显示 SDF-1α (2μg/ml)明显地减少了其活性，而分

别阻断 PI3K1Akt 和 ERK1/2 两条通路后又导致其活

性的升高，提示 SDF-1α 是通过这两条通路来抑制

casp as e-3 活性的 。

Membrane cytochrome c 
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Fig.5 SDF-lαinhibits hypoxia/SD-induced loss of 

mitochondrial membrane potential (å 'l'm) and cytochrome c 

release 

A, B: SDF-lαinh ibits 10ss of il'f'm detected by flow cytometry of 

Rhodanmine 123 -stained cell s; C, D: Western b10t of cytoso1ic and 

mitochondria1 frac tions of BMSCs shows a clear reduction of cyto

chrome c re1ease with SDF- lαtreatment before hypoxialSD. sP<O.Ol 

vs contro1 (group 1); ** P<O.Ol vs hypoxialSD group (group 2); &P< 

0.05 vs hypoxia/SD p1us 2 μg/m1 SDF- 1 αgroup (group 3) . 

讨论

骨髓基质干细胞是，心梗后再生J L，\肌和恢复心功

能的有前景的细胞源 。 但移植后细胞的低生存率影

响了治疗效果 。 Toma 等[川和 Gojo 等[ 1 3J报道在移植

后 4 天或者 1 周后，仅仅有 0.25%-0.44% 的存活细胞

被发现。 对于这种大量细胞死亡现象的解释有很多

种如机械张力、炎症反应、基质与细胞之间的存活

信号的缺失、 氧供不足、 缺血心肌产生的促凋亡或

者细胞毒因子 、 缺血再灌注等，这其中缺血微环境

尤为重要[2，叫5J o Zhu 等川己经研究证实无血清和缺

氧是缺血环境(比如心肌缺血时)的主要构成，即缺氧

和无血清能够模拟恶劣的缺血微环境并成功地诱导

干细胞的凋亡。并且缺氧和无血清能在 6 h 内诱导

出明显的早期凋亡， 而无血清或者缺氧单独作用在某

些文献里往往需要24-48 h才能诱导出期望的凋亡效

果 。 这是缺氧和无血清的优势所在，所以在本文中

使用该模型来进行实验。

我们的研究首次证实了 SDF-1a在体外能保护缺

氧和无血清诱导的干细胞凋亡。 这与 Kortesidis 等[8J

3 
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Fig.6 SDF-lαprotects BMSCs against hypoxia/SD-induced 
apoptosis by inhibiting caspase-3 activation 
SP<O. Ol vs control; *，位 P<O. O l vs hypoxia/SD group; &P<O.O l vs 
hypoxia/SD plus 2 μg/ml SDF- l αgroup . 

和 Zhang 等[9J报道的高表达 SDF- la 的干细胞凋亡减

少相一致。 但是我们使用的是一个相对而言比较高

的浓度(0 . 5 -2.0μg/ml) ， Zhang 等报道的文章中高表

达 SDF-la 的干细胞分泌的 SDF-la 浓度最高才 500

pg/ml 左右。 我们推断这可能主要是因为高表达

SDF-lα 的干细胞自我分泌的 SDF-lα 以一种旁分泌

的形式起作用，这种情况下的细胞因子相比于外源性

给予的蛋白更能被细胞所吸收利用 。 其次使用的不

同的诱导凋亡的模型也是产生浓度上差别的因素 。

有研究显示 SDF- la 介导的趋化、细胞增殖等

需要 PI3K/Akt 信号通路的活化[16- 1 8J 。 我们的研究发

现， PI3K/Akt 信号通路在 SDF-lα 介导的抗凋亡作用

中受到激活。这个结果也与 Lataill ade 等[19J报道的

SDF-lα 通过 PI3K 通路保护了外周血 CD34+ 细胞的

凋亡的结果相一致 。

ERK 1I2 也是一条促存活通路[20J 。 有些报道显

示 SDF- lα 能通过 ERK1I2 的激活增加人肺癌细胞的

移动、提高内皮黠附和迁移[2 1 J 。 我们发现， ERK 抑

制剂 U0126 能特异地阻断 ERKl/2 的磷酸化，进一步

通过流式实验发现U0126能抑制SDF-lα介导的对干

细胞的保护作用，这提示 ERK1/2 在这个过程中起抗

凋亡作用 。 而 Westem 印迹结果显示 BMSCs 受到缺

氧和无血清的联合剌激后， ERK1I2 的磷酸化水平显

著上升，提示 ERK1/2 信号通路参与了细胞对外界剌

激的应答调节。我们推断有两种可能的机制: ①

ERKl/2 参与了缺氧无血清诱导的促 BMSCs 凋亡通

路; ② ERK1/2 参与了促凋亡之外的其它应激性的病

理生理反应[川 。 如果 ERK 1/ 2 的磷酸化参与了促

BMSCs 凋亡通路，那么，加入 ERK抑制剂 U0126 后，

此促凋亡通路被阻断，贝UBMSCs凋亡率应该降低;但

我们的流式实验却发现同时加入 U0126 和 SDF-lα

后， SDF- lα 的抗缺氧无血清诱导的 MSCs 凋亡作用

却被阻断了，从这一结果我们可以推断在本实验中

ERK1I2 没有参与促BMSCs 凋亡作用，从而推翻可能

性①。 所以，在本实验中， BMSCs 受到缺氧和无血

清的联合剌激后， ERK 1/2 的磷酸化水平升高很可能

是因为其参与了细胞对外界剌激的应答;而 SDF-la

又能激活 ERK1I2 通路，使其参与抗凋亡作用中，因

此对于 ERK1/2 的磷酸化而言，缺氧和 SDF-lα 可能

是存在协同作用的 。

另外， 有文献报道NF-KB和 PKC通路在 SDF-lα

介导的细胞生长、 迁移和转录激活中起作用，这提

示这些通路在某种条件下也能调节细胞凋亡 [16 ， 1 7J 。 4 

Fig.7 SDF-lαinhibits hypoxia and serum deprivation-induced apoptosis in BMSCs through PI3K1Akt and ERKl/2 signaling 
pathways 
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未来的研究可能会集中于这些通路来进一步研究

SDF- lα 介导的干细胞抗凋亡的机制 。

总之，我们的实验阐明了 SDF-lα 能有效地保护

缺氧和无血清诱导的干细胞的凋亡。 同时也证实 ，

这种抗凋亡作用是 PI3K/Akt 和 ERK1I2 通路介导的

通过线粒体通路下行最后减少 caspase-3 酶活性来实

现的(如图 7 所示) 。 本研究阐明的机制对于干细胞

结合基因(如 SDF-lα)治疗缺血性心脏病将起到很好

的帮助作用 。
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Hypoxia and Serum Deprivation-induced Apoptosis in Bone Marrow 

Stromal Cells is Inhibited by SDF-lαthrough PI3K/ Akt and 

ERK1/2 Signaling Pathways 

QiYin气 Pei-Feng Jin#, Ling-Ling Li 1, Xiao-岛1ing Lin, Chuang Chi, Yu Liu, Cheng-Chao Sun* 

(Department ofThoracic and Cardioνascular Surgery, the First Affiliated Hospital of"'乍nzhou Mendical College, Wenzhou 325000, 

China; 'Department of Microbiology & lmmunology， 陆nzhou Medical College， 陆nzhou 325000, China) 

Abstract Bone maηow stromal cells (BMSCs) have been demonstrated to be one of the most prornising 

cell sources to regenerate infarcted myocardium and restore impaired cardiac function. However, poor viability of 

BMSCs in infarcted myocardium apparently attenuated its clinical application potential. It has been reported that 

stromal cell derived factor-lα(SDF-lα) protected several cell types such as endothelial progenitor cells and embry

onic stem cells from apoptosis . But whether SDF-lαprotein has the same protective effects on BMSCs under 

conditions of hypoxia and serum deprivation (hypoxia/SD) in vitro and its mechanism is still unknown. In our study, 

we verified that SDF-lα(0.50-2.0μglml) conspicuously inhibited the apoptosis of BMSCs, which was induced by 

hypoxia/SD , through mitochondrial pathway. The loss of rnitochondrial membrane potential and cytochrome c 

release from rnitochondria to cytosol were significantly inhibited, and caspase-3 activity also detected to be declined 

by SDF- l α. Furthermore, we found that the effect of SDF-lαon rnitochondrial pathway was evidently neutralized 

by using PI3K inhibitor Wortmannin and ERK1I2 inhibitor U0126. Our observations suggest that SDF-lαinhibits 

apoptosis induced with hypoxia/SD in BMSCs through PI3K/Akt and ERK1I2 signaling pathways. And these data 

also imply that the anti-apoptotic effect mediated by SDF-lαmay enhance cell survival in cell transplantation. 
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