
中国细胞生物学学报  Chinese Journal of Cell Biology 2018, 40(9): 1456–1465 DOI: 10.11844/cjcb.2018.09.0071

收稿日期: 2018-03-14              接受日期: 2018-06-05
国家自然科学基金(批准号: 81670270)和重庆市科委基金(批准号: cstc2016jcyjA0420、cstc2017shmsA130091)资助的课题

*通讯作者。Tel: 023-63633340, E-mail: jingzhu@cqmu.edu.cn
Received: March 14, 2018              Accepted: June 5, 2018
This work was supported by the National Natural Science Foundation of China (Grant No.81670270) and Chongqing Science and Technology Commission (Grant 
No.cstc2016jcyjA0420, cstc2017shmsA130091)
*Corresponding author. Tel: +86-23-63633340, E-mail: jingzhu@cqmu.edu.cn
网络出版时间: 2018-08-24 10:52:01              URL: http://kns.cnki.net/kcms/detail/31.2035.Q.20180824.1051.010.html

胰岛素生长因子-1(IGF-1)通过PI3K/Akt通路

抑制骨髓间充质干细胞(BMSCs)凋亡
黎鑫  朱静*  田杰  谭彬  崔向荣  向中平

(重庆医科大学附属儿童医院, 儿童发育与疾病研究教育部重点实验室, 
儿童泌尿生殖发育与组织工程重点实验室, 重庆 400014)

摘要      该研究通过构建高表达胰岛素生长因子-1(insulin-like growth factor-1, IGF-1)的异常

微环境模型探讨IGF-1对骨髓间充质干细胞(bone mesenchymal stem cells, BMSCs)凋亡的影响及

可能的作用机制, 为BMSCs作为载体在靶向治疗肿瘤过程中的安全应用提供前期实验基础。取分

离纯化的大鼠BMSCs, 用流式细胞术鉴定BMSCs表面标志, 将实验分为4组: BMSCs空白对照组、

IGF-1刺激组、IGF-1+LY294002阻断剂组和IGF-1+MK2206阻断剂组。加药处理2周后, CCK-8法
检测细胞增殖能力; Hoechst 33342染色观察细胞核形态及凋亡比例; 流式细胞术检测细胞凋亡和细

胞线粒体膜电位变化; RT-qPCR检测细胞Akt、Bad、Bcl-xl、c-Myc、STAT3的mRNA水平; Western 
blot检测细胞Akt、p-Akt、Bad、p-Bad、Bcl-xl、c-Myc、STAT3、p-STAT3的蛋白水平。结果显示: 
IGF-1刺激组细胞与BMSCs空白对照组比较增殖率升高, 凋亡率减低; IGF-1刺激组Bad、Bcl-xl、c-
Myc、STAT3的mRNA的表达均显著高于BMSCs空白对照组(P<0.05); IGF-1刺激组p-Akt、Bad、p-Bad、
Bcl-xl、c-Myc、STAT3、p-STAT3的蛋白表达水平显著高于BMSCs空白对照组(P<0.05)。而阻断

剂组细胞(IGF-1+LY294002阻断剂组、IGF-1+MK2206阻断剂组)与IGF-1刺激组比较增殖率均降低, 
凋亡率增高, 相关分子mRNA和蛋白表达水平均明显降低。以上结果表明, IGF-1能通过活化PI3K/
Akt通路, 激活下游增殖和凋亡相关分子, 从而促进BMSCs增殖, 抑制BMSCs凋亡。
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Insulin Growth Factor-1 (IGF-1) Inhibits Apoptosis of Bone Marrow 
Mesenchymal Stem Cells (BMSCs) through PI3K/Akt Pathway

Li Xin, Zhu Jing*, Tian Jie, Tan Bin, Cui Xiangrong, Xiang Zhongping 
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Abstract       This study investigated the effect of insulin-like growth factor-1 (IGF-1) on apoptosis of bone 
marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) by constructing an abnormal microenvironment model with high expression 
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of IGF-1 and the possible mechanism, which provided a preliminary experimental basis for the safe application of 
BMSCs as a carrier for the targeted treatment of tumors. BMSCs were isolated and purified. The surface markers of 
BMSCs were identified by flow cytometry. The cells were divided into four groups: BMSCs blank control group, 
IGF-1 stimulation group, IGF-1+LY294002 blocker group and IGF-1+MK2206 blocker group. The morphological 
changes of the cells were observed under an inverted phase contrast microscope after 2 weeks of drug treatment. 
The cell proliferation was detected by CCK-8 assay. The morphology and apoptotic ratio of nuclei were observed by 
Hoechst 33342 staining. The apoptosis and the mitochondria were detected by flow cytometry. The levels of Akt, Bad, 
Bcl-xl, c-Myc and STAT3 were detected by RT-qPCR. The expressions of Akt, p-Akt, Bad, p-Bad, Bcl-xl, p-STAT3 
protein levels were investigated by Western blot. The results showed that compared with blank control group, the 
proliferation rate of IGF-1 stimulated cells increased and the apoptosis rate decreased; the mRNA levels of Bad, 
Bcl-xl, c-Myc, STAT3 and the protein expressions of p-Akt, Bad, p-Bad, Bcl-xl, c-Myc, STAT3 and p-STAT3 in 
BMSCs were significantly higher than that in BMSCs (P<0.05) control group (P<0.05). Compared with IGF-1 
stimulated group, the proliferation rate and the apoptosis rate of the cells in the blocking group (IGF-1+LY294002 
blocker group and IGF-1+MK2206 blocker group) were lower than those in the IGF-1 stimulated group, and the 
mRNA and protein expression levels of related molecules were significantly decreased. The results showed that 
IGF-1 can activate the PI3K/Akt pathway and activate the downstream proliferation and apoptosis-related molecules, 
thereby promoting the proliferation of BMSCs and inhibiting the apoptosis of BMSCs.

Keywords       BMSCs; IGF-1; p-Akt; apoptosis

间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)
因具有来源广泛、低免疫原性、肿瘤趋向性、易体

外扩增等优点而被作为靶向治疗肿瘤的重要细胞工

具, 目前利用MSCs进行细胞治疗已经成为基础研究

和临床试验的热点[1-3]。但关于MSCs临床应用的安

全性还有待评估, 多项独立研究发现, 在将干细胞作

为载体靶向治疗肿瘤的过程中, 复杂的肿瘤微环境

可能会使MSCs发生恶性转化[4-6]。本课题组前期实

验证实, 将大鼠骨髓间充质干细胞(bone marrow mes-
enchymal stem cells, BMSCs)置于C6脑胶质瘤细胞

微环境中共培养后, 肿瘤细胞旁分泌的IL-6和S100B
等细胞因子可以引发其发生恶性转化[7-8]。胶质瘤微

环境中存在高丰度的IGF-1, IGF-1是胰岛素样生长因

子家族中的一员, 通过与IGF-1R结合, 激活下游相关

信号通路, 对细胞的分化、增殖、凋亡及肿瘤的发

生发展起重要的调节作用。研究证实, 血清IGF-1水
平升高可增加乳腺癌、结直肠癌、肺癌、前列腺癌

的风险, 且大量的流行病学研究发现, 血清中高浓度

的IGF-1不仅与众多肿瘤的发生率呈正相关, 还与肿

瘤的转移、治疗、预后等密切相关[9-10]。PI3K/Akt信
号通路是细胞内重要的信号传导途径, 该通路过度

激活后可调控细胞的增殖、凋亡、分化及自我更新

等生理过程, 促使肿瘤形成和转移[11]。有研究指出, 

IGF-1能够通过PI3K/Akt信号通路促进肿瘤基质中

细胞的增殖并且抑制凋亡的发生[11]。鉴于此, 本实

验将探究BMSCs在IGF-1作用下凋亡相关生物学特

性变化及其可能的分子机制, 为干细胞的安全应用

提供实验基础及理论依据。

1   材料与方法
1.1   材料 
1.1.1   动物      大鼠骨髓间充质干细胞(BMSCs)用
SPF级SD大鼠进行原代分离培养, SD大鼠购自重庆

医科大学动物实验中心。本研究已通过重庆医科大

学医学研究伦理委员会批准。 
1.1.2   主要仪器      二氧化碳孵育箱、生物安全

柜、低温高速离心机、–80 °C冰箱购自Thermo公司; 
PCR仪、蛋白电泳仪、蛋白电转仪、凝胶图像分析

仪均购自Bio-Rad公司; 倒置相差显微镜购自Nikon 
Ti-S公司; 酶标仪购自BioTek公司; 全自动细胞计

数仪购自Count-Star公司; 流式细胞仪购自Becton 
Dickinson公司; 移液枪购自Eppdorf公司; 超纯水制

备仪购自Millipore公司; 电子分析天平购自Sartotius
公司; 4 °C/8 °C冰箱购自海尔公司。

1.1.3   主要试剂      IGF-1购自ProSpec公司; LY294002
和MK2206购自Selleck公司; DMEM/F12培养基、胎
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牛血清、胰蛋白酶购自Gibco公司; RNA快速提取试

剂盒购自北京百泰克生物技术公司; 逆转录试剂盒

购自TaKaRa公司; 全蛋白提取试剂盒、细胞凋亡线

粒体膜电位检测试剂盒(JC-1)、Annexin V-FITC/PI
双染细胞凋亡检测试剂盒购自南京凯基生物科技发

展有限公司; ECL化学发光试剂盒购自Millipore公
司; SDS-PAGE凝胶配制试剂盒、Hoechst 33342活
细胞染液购自碧云天生物技术公司; CCK-8液购自

ATGene公司; 引物购自生工生物工程(上海)股份有

限公司; 抗体Akt1、p-Akt、p-STAT3、STAT3、c-Myc、
Bcl-xl、Bad、p-Bad购自Abcam公司。

1.2   实验方法

1.2.1   分离培养原代BMSCs      取健康雄性SD大鼠

(55~65 g), 10%水合氯醛4 mL/kg腹腔注射麻醉, 用
酒精浸泡SD大鼠15 min, 去皮、去毛, 完整取下大鼠

双下肢。在生物安全柜中钝性分离肌肉组织, 从膝

关节断离股骨和胫腓骨。用无菌注射器吸取含10%
胎牛血清的完全培养基反复冲洗骨髓腔, 将冲洗液

以1 000 r/min离心重悬5 min, 接种于T25培养瓶中, 
5% CO2、37 °C培养48 h后首次换液, 之后则每天换

液, 待细胞贴壁生长至融合度为80%~90%时以12׃传
代培养。

1.2.2   BMSCs鉴定      将第三代BMSCs(P3)培养至

融合度60%~70%时消化重悬, 然后分别加入CD29、
CD73、CD90、CD34、CD45抗体, 4 °C孵育30 min, 
流式细胞术上机检测并分析细胞阳性率。

1.2.3   药物毒性实验      将对数生长期的BMSCs消化

重悬, 向96孔板中加入100 μL细胞悬液(3×104/mL), 5% 
CO2、37 °C培养12 h后加入不同浓度的抑制剂(PI3K
抑制剂LY294002: 0、1、5、10、20、40、60 μmol/L; 
Akt磷酸化抑制剂MK2206: 0、0.1、0.5、1、2、5、
10 μmol/L)。每个浓度设5个复孔, 继续培养24 h后吸

弃培养基并加入10% CCK-8工作液100 μL, 培养箱中

孵育2 h后用酶标仪读取波长450 nm下的D值并计算

细胞相对存活率, 取细胞相对存活率大于85%的药物

浓度用于后续实验。细胞相对存活率%=(实验组D值–
空白孔D值)/(对照组D值–空白孔D值)×100%。

1.2.4   细胞培养与分组      前期实验检测出C6脑胶

质瘤细胞培养基中IGF-1浓度约为300 ng/mL, 故本

实验用300 ng/mL的IGF-1来刺激BMSCs。细胞分成

4组: 未加IGF-1的BMSCs空白对照组、加IGF-1刺激

组、加IGF-1和阻断剂LY294002组、加IGF-1和阻断

剂MK2206组。2~3天换一次液, 换液时加药, 均置于

相同条件下培养2周。

1.2.5   CCK-8法检测细胞增殖能力      取培养2周后

的各组细胞3×104/mL, 接种于96孔板, 每孔100 μL, 每
组5个复孔, 各组细胞每天均继续换液加药, 连续监

测5天。每24 h吸弃培养基并加入10% CCK-8工作液

100 μL, 培养箱中孵育2 h后用酶标仪读取各组细胞

波长450 nm下的D值。将各测试孔D值减去空白孔D
值, 绘制出各组细胞连续5天的细胞活力曲线。

1.2.6   Hoechst 33342染色观察细胞核形态及凋亡比

例      将培养13天后的各组细胞以1×105/mL接种于

12孔板, 每孔1 mL, 每组3个复孔, 继续加药培养, 待
细胞融合度70%~80%时(约1天), 加入10 μL Hoechst 
33342活细胞染色液(100×), 37 °C孵育15 min, PBS洗
涤2~3次, 用荧光显微镜观察各组细胞核的形态并统

计凋亡比例。每组细胞随机选取9个视野(3×3个副孔)
计数, 凋亡百分率=凋亡细胞数/细胞总数×100%。 
1.2.7   细胞线粒体膜电位检测      将培养2周后的各

组细胞(细胞融合度为80%~90%)用胰酶消化下来, 
PBS漂洗2次, 加入0.2% JC-1工作液500 μL, 5% CO2、 
37 °C孵育20 min, 离心重悬后用流式细胞仪检测细

胞线粒体膜电位变化, 分析细胞凋亡率。

1.2.8   Annexin V-FITC/PI双染法检测细胞凋亡      将
培养2周后的各组细胞用不含EDTA的胰酶消化下

来, PBS漂洗2次, 500 μL buffer重悬, 加入5 μL FITC标
记的Annexin V混匀, 加5 μL PI, 室温避光反应15 min, 
流式细胞仪检测各组细胞凋亡情况(具体步骤参照

试剂盒说明书)。
1.2.9   RT-qPCR检测各组细胞Akt、Bad、Bcl-xl、
c-Myc、STAT3的mRNA水平      按照RNA提取试

剂盒说明书上的步骤提取各组细胞RNA, 反转录

成cDNA(42 °C 15 min, 85 °C 5 s), 以其为模板进行

PCR扩增(预变性95 °C 30 s; 95 °C 5 s, 60 °C 30 s, 共
40个循环)。目的基因的引物由生工生物工程(上海)
股份有限公司合成, 序列见表1[6,8]。以β-actin为内参, 
空白对照组的mRNA表达量设为1, 计算各组mRNA
的相对表达量, 实验重复3次。

1.2.10   Western blot检测各组细胞Akt、p-Akt、Bad、
p-Bad、Bcl-xl、c-Myc、STAT3、p-STAT3的蛋白水

平      按照蛋白提取试剂盒说明书提取各组细胞总

蛋白, BCA法蛋白定量后加入SDS上样缓冲液, 煮
沸3~5 min使其充分变性。采用不连续凝胶电泳后湿
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转法转膜10 h, 电压为14 V, 5%脱脂牛奶封闭2 h, 加一

抗4 °C摇床孵育过夜(一抗稀释倍数: Akt为1000 5׃; p-
Akt、Bad、p-Bad为1000 1׃; c-Myc、p-STAT3为1000 6׃; 
STAT3为1000 2׃; Bcl-xl为1500׃; β-actin为1000 8׃), 
TBST洗膜后加入相应二抗(HRP标记山羊抗小鼠IgG 
室温孵育 ,(000 4׃HRP标记山羊抗兔IgG 1、000 6׃1

1 h, TBST清洗后ECL暗室显影, 在凝胶成像系统上拍

照并分析。以β-actin为内参, 将空白对照组蛋白表达

量设为1, 计算各组蛋白相对表达量, 实验重复3次。

1.3   统计学分析

采用SPSS 17.0进行统计学分析, 计量资料用

“均数±标准差(x
_
±s)”表示, 各组之间比较采用单因素

方差分析, 组间两样本均数之间的比较采用LSD-t检
验。两独立样本均数之间的比较采用t检验, P<0.05
为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   流式细胞术鉴定BMSCs表面标志物  

BMSCs经多次传代培养后, 逐渐纯化, 细胞呈

扁平长梭形, 分布均匀, 排列有序, 呈成纤维样细胞

生长。经流式细胞术检测发现, 第三代BMSCs CD29
的表达率为99.8%, CD73的表达率为98.3%, CD90的表

达率为97.6%, CD34和CD45以及空白对照均不表达

(图1)。以上结果表明, 经SD大鼠提取的原代BMSCs

表1   RT-qPCR引物序列

Table 1   RT-qPCR primer sequence

靶基因 上游引物 下游引物

Target gene Forward primer Reverse primer

 Akt1 5′-TTT ATT GGC TAC AAG GAA CG-3′ 5′-CAG CGG ATG ATG AAG GTC-3′

 Bad 5′-CCT GGG GAG CAT CGT TCA G-3′ 5′-GGT ACG AAC TGT GGC GAC TC-3′

 Bcl-xl 5′-TGA CCA CCT AGA GCC TTG GA-3′ 5′-TGC CAG GAG ACC AAA  AAG GG-3′

STAT3 5′-GTG TTT CAT AAC CTC TTG GGC G-3′ 5′-GCA GGA ACT GCT TGA TTC TTC G-3′

c-Myc 5′-TGG AAC GTC AGA GGA GAA ACG A-3′ 5′-CTT GAA CGG ACA GGA TGT AGG C-3′

β-actin 5′-GGA GAT TAC TGC CCT GGC TCC TA-3′ 5′-GAC TCA TCG TAC TCC TGC TTG CTG-3′

图1   流式细胞术鉴定BMSCs表面标志物

Fig.1   Identification of surface markers of BMSCs by flow cytometry
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纯度较高, 满足后续实验基本要求。

2.2   抑制剂LY94002、MK2206最佳工作浓度

为验证IGF-1是通过激活PI3K/Akt信号通路影

响BMSCs的增殖和凋亡, 分别选择特异性PI3K抑制

剂LY294002和Akt磷酸化抑制剂MK2206来处理细

胞。通过CCK-8法检测各浓度抑制剂作用24 h后的

细胞活力的变化。结果显示, 当LY294002工作浓度

为5 μmol/L时, 细胞相对存活率大于85%, 该浓度能

够同时保证细胞活力和抑制作用, 故后续实验使用

的LY294002浓度为5 μmol/L; 用相同方法处理细胞, 
MK2206的最佳工作浓度为5 μmol/L(图2)。
2.3   CCK-8法检测IGF-1对BMSCs增殖能力的影响 

通过增殖实验发现, 从加药第3天开始, IGF-1刺
激组细胞与空白对照组细胞相比, 细胞的增殖能力

明显增强, 差异有统计学意义(P<0.05)(图3); 加阻断

剂组的两组细胞与IGF-1刺激组相比, 增殖能力均降

低, 差异有统计学意义(P<0.05)(图3)。
2.4   Hoechst 33342活细胞染色液检测细胞凋亡

荧光显微镜下观察发现, 正常细胞核均匀淡

染, 边缘光滑, 呈蓝色; 凋亡细胞核致密浓染, 核
固缩, 荧光较强, 呈亮蓝色, 可见凋亡小体(如图4
箭头所示)。各组细胞凋亡率分别为空白对照组

(5.36±0.71)%、IGF-1刺激组 (0.97±0.06)%、IGF-1+ 
LY294002阻断剂组(9.80±0.75)%、IGF-1+MK2206阻
断剂组(8.50 ±0.63)%, IGF-1刺激组较空白对照组凋

亡率明显减低, 差异有统计学意义(P<0.01); 加抑制

剂组较IGF-1刺激组明显升高, 差异有统计学意义

(P<0.05)。
2.5   JC-1检测细胞线粒体膜电位变化 

JC-1是一种广泛用于检测线粒体膜电位变化

的理想荧光探针。在线粒体膜电位较高时, 产生红

色荧光; 在线粒体膜电位较低时, 产生绿色荧光。线

粒体膜电位的下降是细胞凋亡早期的一个标志性事

件。因此, 可以用JC-1从红色荧光到绿色荧光的转

变作为细胞凋亡早期的检测指标。结果显示, IGF-1
刺激组同空白对照组相比, 细胞内线粒体膜电位增

高, 细胞凋亡率明显减低(P<0.01); 而加阻断剂组同

IGF-1刺激组相比, 细胞内线粒体膜电位降低, 细胞

凋亡率明显增加(P<0.01)(表2)。
2.6   Annexin VFITC/PI双染法检测各组细胞凋

亡能力 
用流式细胞术测定各组细胞凋亡情况。结果

显示, 空白对照组的细胞的凋亡率为(10.87±1.30)%, 
IGF-1刺激组细胞的凋亡率为(5.63±0.83)%, IGF-
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图2   CCK-8法检测各浓度抑制剂作用的细胞活力变化

Fig.2   Cell viability rate of different inhibitor treatment detected by CCK-8 assay
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stimulated group.

图3   各组细胞的增殖能力变化

Fig.3   Cell proliferation rates of different groups
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1+LY294002组细胞的凋亡率为(11.08±1.58)%, IGF-
1+MK2206组细胞凋亡率为(11.53±1.53)%。IGF-1刺
激组与空白对照组相比, 细胞凋亡率降低(P<0.05)
(图5)。阻断剂组(LY294002、MK2206)与IGF-1刺激

组相比, 细胞凋亡率增高(P<0.01)(图5)。
2.7   RT-qPCR检测各组细胞Akt、Bad、Bcl-xl、
c-Myc、STAT3的mRNA水平

IGF-1刺激组细胞Bad、Bcl-xl、c-Myc、STAT3
的mRNA的相对表达量与空白对照组相比明显增高, 
差异有统计学意义(P<0.05); IGF-1+LY294002组和

IGF-1+MK2206组细胞Bad、Bcl-xl、c-Myc、STAT3
的mRNA的相对表达量与IGF-1刺激组相比显著降

低, 差异有统计学意义(P<0.05)(图6)。各组细胞Akt
表达无明显差异。

2.8   Western blot检测各组细胞Akt、p-Akt、p-Bad、
Bad、Bcl-xl、c-Myc、p-STAT3、STAT3的蛋白水平

IGF-1刺激组细胞 p-Akt、p-Bad、Bad、Bcl-
xl、c-Myc、p-STAT3、STAT3等蛋白相对表达量均

明显高于空白对照组, 差异有统计学意义(P<0.05, 
P<0.01)。PI3K抑制剂LY294002和Akt抑制剂MK2206
均能阻断因IGF-1刺激引发的Akt和下游凋亡相关蛋

白的上调, 差异有统计学意义(P<0.05, P<0.01)(图7和
图8)。

3   讨论
间充质干细胞(MSCs)是一类具有高度自我更

新能力和多向分化潜能的种子细胞[12], 具有来源广

泛、易于体外扩增培养、低免疫原性和损伤组织趋
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A: 空白对照组(BMSCs单独培养组), 白色箭头表示凋亡细胞; B: IGF-1刺激组; C: IGF-1+LY294002阻断剂组; D: IGF-1+MK2206阻断剂组; E: 各
组细胞凋亡率量化图, **P<0.01, 与空白对照组比较; &P<0.05, &&P<0.01, 与IGF-1刺激组比较。

A: blank control group (BMSCs group), white arrows indicated apoptotic cells; B: IGF-1 stimulated group; C: IGF-1+LY294002 block group; D: IGF-
1+MK2206 block group; E: quantification of apoptosis rate in each group. **P<0.01 vs BMSCs group; &P<0.05, &&P<0.01 vs IGF-1 stimulated group.

图4   各组细胞的凋亡情况

Fig.4   Cell apoptosis rates of different groups

表2   流式细胞术检测各组细胞线粒体膜电位变化

Table 2   Change of mitochondrial membrane potential in BMSCs detected by FCM
组别

Groups
凋亡率(%)
Apoptosis rate (%) 

   P值
   P value

Blank control group (25.97%±3.75)%

IGF-1 stimulate group
IGF-1+LY294002 block group
IGF-1+MK2206 block group

(10.47%±3.15)%**
(49.77%±5.61)%&&

(43.13%±2.60)%&&

0.005
0.004
0.003

**P<0.01, 与空白对照组比较; &&P<0.01, 与IGF-1刺激组比较。

**P<0.01 vs blank control group; &&P<0.01 vs IGF-1 stimulated group.
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A: 空白对照组(BMSCs单独培养组); B: IGF-1刺激组; C: IGF-1+LY294002阻断剂组; D: IGF-1+MK2206阻断剂组。

A: blank control group (BMSCs group); B: IGF-1 stimulated group; C: IGF-1+LY294002 block group; D: IGF-1+MK2206 block group.
图5   流式细胞术检测IGF-1对骨髓间充质干细胞凋亡的影响

Fig.5   Effect of IGF-1 on apoptosis in BMSCs detected by FCM
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1: BMSCs空白对照组; 2: IGF-1刺激组; 3: IGF-1+LY294002阻断剂组; 4: IGF-1+MK2206阻断剂组: *P<0.05, **P<0.01, 与1组相比较; &P<0.05, 
&&P<0.01, 与2组相比较。

1: blank control group (BMSCs group); 2: IGF-1 stimulated group; 3: IGF-1+LY294002 block group; 4: IGF-1+MK2206 block group. *P<0.05, 
**P<0.01 vs group 1; &P<0.05, &&P<0.01 vs group 2.
                                       图6   RT-qPCR检测各组细胞Akt、Bad、Bcl-xl、c-Myc、STAT3的mRNA水平 

Fig.6   The mRNA levels of Akt, Bad, Bcl-xl, c-Myc and STAT3 in each group tested by RT-qPCR
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A: Western blot检测各组细胞蛋白表达; B: A图蛋白表达水平量化图。1: BMSCs空白对照组; 2: IGF-1刺激组; 3: IGF-1+LY294002阻断剂组; 4: 
IGF-1+MK2206阻断剂组; *P<0.05, **P<0.01, 与1组相比较; &P<0.05, &&P<0.01, 与2组相比较。

A: protein expression in each group tested by Western blot; B: quantification of protein expression for figure A; 1: blank control group (BMSCs group); 
2: IGF-1 stimulated group; 3: IGF-1+LY294002 block group; 4: IGF-1+MK2206 block group. *P<0.05, **P<0.01 vs group 1; &P<0.05, &&P<0.01 vs 
group 2.

图8   Western blot检测各组细胞p-Bad、Bad、Bcl-xl和c-Myc蛋白质水平

Fig.8   The protein expression of p-Bad, Bad, Bcl-xl and c-Myc tested by Western blot
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A: Western blot检测各组细胞蛋白表达; B: A图蛋白表达水平量化图。1: BMSCs空白对照组; 2: IGF1刺激组; 3: IGF1+LY294002阻断剂组; 4: 
IGF1+MK2206阻断剂组; *P<0.05, **P<0.01, 与1组相比较; &P<0.05, &&P<0.01, 与2组相比较。

A: protein expression in each group tested by Western blot; B: quantification of protein expression for figure A; 1: blank control group (BMSCs group); 
2: IGF-1 stimulated group; 3: IGF-1+LY294002 block group; 4: IGF-1+MK2206 block group. *P<0.05, **P<0.01 vs group 1; &P<0.05, &&P<0.01 vs 
group 2.

图7   Western blot检测各组细胞p-Akt、Akt、p-STAT3和STAT3蛋白质水平

Fig.7   The protein expression of p-Akt, Akt, p-STAT3 and STAT3 tested by Western blot
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向性等优点, 因此在组织工程和临床治疗上有重大

的研究与应用价值。近年来, 在利用MSCs作为载

体靶向治疗脑胶质瘤的研究中开展了大量实验并取

得了较大的进展[13-14], 但BMSCs临床应用的安全性

还有待评估。肿瘤微环境主要包括肿瘤细胞和基质

细胞, 其可分泌大量生长因子如胰岛素样生长因子、

血管内皮生长因子、血小板源性生长因子等, 这些

生长因子发挥着及其复杂的作用[15]。将干细胞作为

载体靶向治疗肿瘤的过程中, 复杂的肿瘤微环境可

能会导致BMSCs的恶性转变, 为干细胞的安全应用

带来潜在风险[4-5]。

IGF-1是胰岛素样生长因子家族中的一员, 通
过与IGF-1R结合, 对组织细胞的分化、增殖、凋亡

及肿瘤的发生发展起重要的调节作用。目前, 大量

流行病学研究发现, 血液循环中高水平的IGF-1与肺

癌、乳腺癌、结肠癌及前列腺癌等众多恶性肿瘤

发生率呈明显的正相关[9-10]。前期实验检测到C6脑
胶质瘤细胞培养基中IGF-1呈高表达, 但关于IGF-1
是否具有促进BMSCs恶性转化作用, 目前尚未见报

道。本实验通过在BMSCs培养液中加入适宜浓度

的IGF-1, 探讨处于该异常微环境中的BMSCs是否

存在增殖和凋亡等肿瘤相关生物学特性的变化, 而
PI3K/Akt信号通路是IGF-1调控细胞增殖、凋亡等

生理过程的经典途径, 所以为了验证PI3K/Akt信号

通路是IGF-1影响BMSCs的主要途径, 本实验通过加

入PI3K特异性抑制剂LY294002和Akt磷酸化抑制剂

MK2206, 检测细胞凋亡相关生物学特性变化, 进一

步验证IGF-1影响BMSCs的具体机制, 为BMSCs的
安全应用提供实验基础。

本实验结果发现, 经IGF-1作用2周后的BMSCs
细胞Hoechst 33342染色和流式检测凋亡细胞比例均

明显降低, 表明经IGF-1作用后的BMSCs凋亡受到了

抑制。细胞凋亡是机体清除多余、变异或恶化细胞

的一种主动、程序化死亡的过程, 是机体维持内环

境稳定的重要生理机制。任何调控因子异常引起的

细胞凋亡减少, 都可引发机体疾病, 甚至诱发肿瘤。

哺乳动物细胞内细胞凋亡主要有外源性死亡受体途

径和内源性线粒体凋亡途径, 线粒体通过释放大量

的促凋亡蛋白在调节凋亡通路中起中枢作用[16]。线

粒体膜电位下降主要是由线粒体内膜通透性增加

和质子泵障碍导致的, 是细胞凋亡的早期表现。本

实验中经IGF-1作用后的BMSCs线粒体膜电位下

降的细胞比例明显下降, 表明细胞早期凋亡受到抑

制。而经PI3K特异性抑制剂LY294002和Akt磷酸化

抑制剂MK2206作用的BMSCs细胞同IGF-1刺激组

细胞相比, 凋亡细胞比例均明显升高, 线粒体膜电位

下降的细胞比例均明显升高, 提示IGF-1可能是通过

PI3K/Akt信号通路抑制BMSCs细胞凋亡。

基因表达及蛋白水平检测提示, 经IGF-1刺激

后的BMSCs细胞中的Akt磷酸化表达增高, 其所调

控的下游抗凋亡基因Bcl-xl表达水平明显增高, 促
凋亡基因Bad磷酸化表达增加, 表明经IGF-1作用后

的BMSCs存在Akt、Bcl-xl和Bad的异常激活和高表

达。PI3K/Akt信号通路是细胞内重要的信号传导途

径, 该通路过度激活后可调控细胞的增殖、凋亡、分

化、自我更新等生理过程, 促使肿瘤形成和转移[17]。

PI3K能够通活化Akt, 提高Akt磷酸化表达水平, 进而

调控相关靶蛋白发挥生物学效应[18-19]。Bcl-xl和Bad
是Bcl-2家族的重要成员, 在调节细胞凋亡和延长细

胞寿命方面起着至关重要的作用。而Akt能磷酸化

Bad, 一方面有利于解离的Bcl-2和Bcl-xl发挥抗凋亡

作用, 另一方面抑制Bad的促凋亡作用[20]。而经PI3K
特异性抑制剂LY294002和Akt磷酸化抑制剂MK2206
作用的BMSCs细胞同IGF-1刺激组细胞相比, 凋亡相

关基因表达和蛋白水平均明显升高, 提示IGF-1可能

是通过PI3K/Akt信号通路抑制BMSCs凋亡。

本研究发现, 经IGF-1刺激后的BMSCs细胞中c-
Myc、STAT3和p-STAT3表达均明显升高。STAT3处于多

条致癌信号通路的交汇点, 被认为是一种原癌基因, 
多种肿瘤形成过程中广泛存在STAT3的异常激活[21]。

c-Myc是参与调控细胞增殖、分化及凋亡的原癌基

因。研究表明, c-Myc是人脑胶质瘤中最常发生改变

且对其发生、发展起重要作用的癌基因之一[22]。细

胞恶性增殖是肿瘤的生物学特征之一, 其主要机制

为生物周期紊乱引发癌细胞过度增殖和凋亡受阻, 
使癌细胞处于增殖期而不能进入静止期。细胞增殖

实验发现, 经IGF-1刺激后的BMSCs细胞D值明显升

高, 表明经IGF-1作用后的BMSCs增殖能力明显升

高。而经PI3K特异性抑制剂LY294002和Akt磷酸化

抑制剂MK2206作用的BMSCs细胞同IGF-1刺激组

细胞相比, 细胞增殖能力明显降低, c-Myc、STAT3和
p-STAT3的表达均明显降低, 提示IGF-1可能是通过

PI3K/Akt信号通路促进BMSCs增殖和原癌基因(c-
Myc和STAT3)的高表达。
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综上所述, BMSCs在高表达IGF-1的异常微环

境中培养后细胞凋亡能力降低, 增殖能力升高, 原癌

基因表达升高, 而Akt磷酸化抑制剂和PI3K抑制剂

均能逆转BMSCs因IGF-1刺激引发的增殖和凋亡相

关生物学特性变化, 提示PI3K/Akt信号通路是IGF-1
引发BMSCs转化过程中的关键信号转导通路之一。

IGF-1在人类多种恶性肿瘤中存在异常表达, 且与疾

病的发生发展密切相关。因此, 我们推测, 异常肿瘤

微环境中高表达的IGF-1可能会引发BMSCs生物学

特性的改变, 给BMSCs的安全应用带来潜在的风险, 
且PI3K/Akt信号通路的异常激活是促使其变化的重

要原因, 这为BMSCs的安全应用提供了前期实验评

估的证据。
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