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摘要      该文旨在观察黄芪多糖(astragalus polysaccharide, APS)对IL-6和TNF-α所致炎性微环境

中骨髓间充质干细胞(bone mesenchymal stem cells, BMSCs)白介素-6受体(IL-6 receptor, IL-6R)、肿瘤坏

死因子受体(tumor necrosis factor receptor, TNFR)表达的影响, 探讨IL-6和TNF-α导致BMSCs炎性损伤的

可能物质基础。 首先运用100 ng/mL IL-6和50 ng/mL TNF-α建立炎性微环境。设立对照组(control组)、
模型组(D组)和50 μg/mL黄芪多糖干预组(H组)。之后, 应用ELISA法检测sIL-6R的表达水平。免疫荧

光法检测IL-6R、gp130、TNFR I、TNFR II的表达水平。Western blot技术检测抑癌基因P53、PTEN和
原癌基因Ras、C-myc的蛋白表达水平。检测结果显示, 与对照组比较, 模型组细胞上清液中的sIL-6R
含量降低, 模型组细胞IL-6R、gp130、TNFR I、TNFR II、Ras、C-myc表达均升高, P53、PTEN表

达均降低。与模型组比较, 黄芪多糖组细胞上清液sIL-6R含量升高, 细胞IL-6R、gp130、TNFR I、
TNFR II、Ras、C-myc表达均下降, 而P53、PTEN表达均升高。结果提示, 黄芪多糖能够减弱炎性

微环境对刺激BMSCs表达IL-6R、TNFR的影响作用, 并且维护肿瘤相关基因表达的相对稳定性。
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Abstract       The purpose of this study is to observe the expression of IL-6R and TNFR of bone marrow 
mesenchymal stem cells in inflammatory microenvironment induced by IL-6 and TNF-α, and to investigate the 
effect of astragalus polysaccharide on IL-6R and TNFR expression in order to explore the possible mechanism 
of IL-6 and TNF-α on inflammatory injury of BMSCs. The inflammatory microenvironment was established by 
using 100 ng/mL IL-6 and 50 ng/mL TNF-α. BMSCs were divided into control group, model group (D group) and 
50 μg/mL APS intervention group (H group). The expression level of sIL-6R in the supernatant was determined 
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by ELISA. The levels of IL-6R, GP-130, TNFR I and TNFR II were detected by immunofluorescence methods. 
Western blot was used to detect the expression level of P53, PTEN and Ras and C-myc. Results showed that 
compared with the control group, the content of sIL-6R in the supernatant decreased, and the levels of IL-6R, GP 
130, TNFR I and TNFR II increased in model group. Compared with the model group, the interposition of APS 
increased the content of sIL-6R and decreased the expression of IL-6R, GP 130, TNFR I and TNFR II. Compared 
with the control group, the expression of Ras, C-myc protein increased and that of P53 and PTEN decreased in 
model group. After the intervention of APS, the expression of Ras, C-myc protein decreased, while P53 and PTEN 
protein increased. Collectively, the present study demonstrates that APS could not only decrease the influence of 
BMSCs on IL-6R and TNFR in inflammatory microenvironment, but also maintain the expression level of tumor 
related genes stability.

Keywords       astragalus polysaccharide; IL-6; TNF-alpha; inflammatory microenvironment; BMSCs; IL-6R; TNFR

研究认为, 慢性炎症促使细胞的恶性转化甚

至肿瘤发生[1]。目前有越来越多的学者注意到, 炎
性因子作为炎性微环境的重要组分, 与干细胞发

生恶性转化关联密切。本课题组前期研究观察显

示, 肿瘤炎性微环境可诱导骨髓间充质干细胞(bone 
mesenchymal stem cells, BMSCs)增殖速度加快, 细
胞周期发生改变, 遗传稳定性下降。部分BMSCs向
肿瘤相关成纤维细胞(tumor associated fibroblasts, 
TAFs)方向分化, 发生恶性转化的趋向明显。虽然致

炎因子IL-10、TGF-β、IL4、IFN-γ和TNF-α等能够

增强间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)
对于退行性疾病、炎症及自身免疫性疾病的疗效[2], 
但是关于IL-6等在干细胞的恶性转化和肿瘤演进

方面发挥的重要作用日益被重视[3]。本课题组前期

研究显示, IL-6和TNF-α模拟建立的炎性微环境导

致MSCs生物学稳定性下降。基于中医“精气互化”
理论, 运用黄芪多糖进行干预肿瘤炎性微环境中的

BMSCs, 发现黄芪多糖可发挥维护BMSCs遗传稳定

性的作用[4]。目前, 关于BMSCs上是否存在炎性因

子IL-6以及TNF-α发挥作用的物质基础—IL-6R和
TNFR报道较少, 关于受体的表达水平是否变化的研

究也鲜见。本实验通过观察IL-6R及TNFR的表达水

平, 希望能进一步探索IL-6以及TNF-α模拟的炎性微

环境导致BMSCs遗传稳定性下降的可能作用靶点

或途径。

1   材料与方法
1.1   实验材料 
1.1.1   细胞株      BMSCs细胞株购自美国ScienCell
公司。

1.1.2   药品与试剂      间充质干细胞基础培养基

(MSCM)购自美国ScienCell公司。人IL-6、人TNF-α均
购自Peprotech公司。兔抗人PTEN多克隆抗体、兔抗

人P53多克隆抗体、兔抗人Ras多克隆抗体、兔抗人

C-myc多克隆抗体均购自Immuno Way公司。山羊抗

兔二抗多克隆抗体、山羊抗鼠二抗多克隆抗体、兔

抗人TNFR I多克隆抗体、小鼠抗人TNFR II多克隆抗

体、小鼠抗人IL-6R多克隆抗体均购自美国Abcam公

司。兔抗人GP130多克隆抗体购自美国GeneTex公司。

兔抗人GAPDH多克隆抗体购自杭州贤至生物科技有

限公司。SuperBlock® Blocking Buffer(SB245271)购自

美国Thermo公司。黄芪多糖(astragalus polysaccharides, 
APS)购自上海源叶生物科技有限公司。

1.1.3   主要仪器和设备      IMARK酶标仪购自美

国Bio-Rad公司。Mini Protean Tetra Cell Mini Trans 
blot Cell蛋白核酸凝胶电泳转印系统购自美国Bio-
Rad公司。PowerPac电泳仪购自德国Eppendorf公
司。ChemiDoc-610凝胶成像分析系统购自美国UVP
公司。超净工作台购自上海苏坤实业有限公司。

SKYJH-1112二氧化碳培养箱购自美国Thermo公司。

1.2   实验方法 
依据文献研究及本课题组前期研究成果, 本

实验筛选黄芪多糖作用于BMSCs的最佳浓度为

50 μg/mL, 建立炎性微环境的IL-6和TNF-α最佳浓度

分别为100 ng/mL和50 ng/mL[5-7]。取第3代状态良好

的BMSCs细胞, 使用MSCM培养基调整成细胞浓度

为1×104个/mL的单细胞悬液, 每孔2 mL接种于6孔板

内。

1.2.1   分组      对照组(control组): 正常BMSCs细胞。

模型组(D组): 以100 ng/mL IL-6和50 ng/mL TNF-α
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联合干预BMSCs细胞。黄芪多糖干预组(H组): 以
50 μg/mL APS干预 IL-6 100 ng/mL+TNF-α 50 ng/mL
组。各组分别连续诱导7天, 每72 h换液1次, 同时添

加IL-6、TNF-α和APS以维持其最佳浓度。7天之后, 
细胞融合达80%~90%时将细胞进行传代培养。如此

连续传6代细胞(约42天)。收集细胞, 进行后续的检测。

1.2.2   ELISA法检测      sIL-6R的表达水平按照说

明书操作方法, 稀释标准品。在酶标包被板上待测

样品孔中先加样品稀释液40 μL, 然后再加待测样

品10 μL, 同时设空白孔。用封板膜封板后置37 °C
温育30 min。稀释洗涤液备用。小心揭掉封板膜, 
弃去液体, 甩干, 每孔加满洗涤液, 静置30 s后弃去, 
如此重复5次, 拍干。每孔加入酶标试剂50 μL, 空白

孔除外。37 °C温育30 min。按前述方法洗涤。37 °C
避光显色15 min后每孔加终止液50 μL, 终止反应。

以空白孔调零, 450 nm波长依序测量各孔的吸光度

(D)值(在加终止液后15 min以内进行), 通过标准曲

线计算样品中sIL-6R含量。

1.2.3   免疫荧光法检测IL-6R、gp130、TNFR I、
TNFR II的表达水平      在超净台中取出12孔细胞培

养板, 将提前用氢氧化钠和75%酒精处理过的盖玻

片放在火上烘烤至干燥, 然后放入12孔板中。在每

孔中加入1 mL含10%胎牛血清的干细胞培养液。将

细胞消化、吹散并接种于12孔板中, 汇合度控制在

20%左右, 进行培养。待细胞汇合度达到40%~50%
时, 进行固定细胞操作。弃培养液, 用PBS缓冲液润

洗细胞1次, 弃PBS液, 在每个孔中加入1 mL 4%多聚

甲醛, 室温固定20 min。弃多聚甲醛, 再加入1 mL甲
醇继续固定5 min。弃甲醇, 加入1 mL免疫荧光用

blocking buffer, 室温封闭10 min。弃封闭液, 加入

1 mL一抗(1000 1׃)的blocking buffer, 于4 °C脱色摇

床慢摇过夜。弃抗体缓冲液, 加入1 mL PBS缓冲液, 
于脱色摇床慢摇5 min, 弃PBS液, 洗3遍。弃PBS液, 
加入1 mL含荧光二抗(1500׃)的blocking buffer, 于室

温在脱色摇床慢摇1 h, 避光。弃抗体缓冲液, 用PBS
液润洗细胞5遍, 每遍5 min, 于室温在脱色摇床上进

行, 避光。取出载玻片, 滴加含DAPI染料的封片液

VECTASHIELD, 将12孔板中的盖玻片取出, 倒扣于

封片液上, 直接观察。

1.2.4   Western blot技术检测抑癌基因P53、PTEN和
原癌基因Ras、C-myc的蛋白表达水平[8]      准备玻

璃板,  配置12%分离胶。加入TEMED后, 立即摇晃

均匀进行灌胶。配置5%浓缩胶。加入TEMED后, 
立即轻轻摇匀, 并迅速将其灌入分离胶上方, 避免产

生气泡。立即将梳子垂直插入浓缩胶。待胶凝固, 
加入电泳液。按照测定出的各组蛋白浓度, 分别计

算每孔30 μg蛋白量的上样体积。用微量进样器垂直

向梳孔内加入各组蛋白样品, 并将Marker加入到两

侧的孔内。设置电泳模式P1: 电压为恒压80 V, 电泳

0.5 h。待溴酚兰跑至浓缩胶与分离胶分界部位时切

换P2模式: 恒压100 V, 继续电泳1 h左右直至溴酚蓝

大约跑至玻璃板下沿即可终止。采用90 V的恒压进

行转膜, 转膜2 h。将转好蛋白的PVDF膜标记好, 置
于5%的牛奶封闭液中, 摇床上封闭2 h。之后, 用新

鲜配制的TBST稀释不同的一抗抗体, 将膜各自放入

相应的抗体孵育槽内。水平摇床上孵育, 4 °C过夜。

第2天, TBST洗膜3次, 每次5 min。用封闭液按抗体

稀释比例将对应种属的二抗进行稀释。水平摇床室

温孵育2 h。显色, 采用凝胶成像仪(Bio-Rad)采集信

号并摄取凝胶图像。用Image J软件计算各条带的

光密度值, 以GAPDH作为内参, 结果以蛋白条带与

GAPDH条带灰度值的比值表示。

1.2.5   统计方法      数据分析均采用SPSS 19.0软件

进行统计分析。计量资料均表示为均数±标准差, 
采用单因素方差分析组间显著性差异, 用LSD分析

组间两两比较, 若方差不齐时用Dunnett̕s法分析。

P<0.05表示差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   细胞上清液中sIL-6R的含量

与对照组比较, D组细胞上清液中的sIL-6R含
量明显降低(P<0.01)。黄芪多糖干预之后, sIL-6R含
量升高(P<0.05)(表1和图1)。
2.2   IL-6R、gp130的表达水平

免疫荧光观察检测结果显示, 对照组细胞IL-6R
有少量表达。与对照组比较, 模型组(P<0.01)、黄芪

多糖干预组(P<0.05)IL-6R表达不同程度增强。与模

型组比较, 黄芪多糖干预组IL-6R表达减弱(P<0.05)
(图2、表2和图3) 。

免疫荧光观察检测结果显示, 对照组细胞

gp130有少量表达。与对照组比较, 模型组(P<0.01)、
黄芪多糖干预组(P<0.05)gp130表达不同程度增强。

与模型组比较, 黄芪多糖干预组gp130表达明显减弱

(P<0.01)(图4、表3和图5)。
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**P<0.01, 与对照组比较; #P<0.05, 与模型组比较.
**P<0.01 compared with control group; #P<0.05 compared with D group.

图1   细胞上清液中sIL-6R的含量比较

Fig.1   Comparison of the contents of sIL-6R in supernatant

IL-6R
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H group
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250 μm 250 μm 250 μm

250 μm 250 μm 250 μm

250 μm 250 μm 250 μm

图2   黄芪多糖对BMSCs的IL-6R表达的影响

Fig.2   Effects of APS on expression level of IL-6R of BMSCs

表1   细胞上清液中sIL-6R的含量

Table 1    The contents of sIL-6R in supernatant 

组别

Group
sIL-6R含量(ng/L)
Contents of sIL-6R (ng/L)

Control 630.94±41.80

D 394.37±62.58**

H 498.13±75.22**#

**P<0.01, 与control组比较; #P<0.05, 与D组比较。

**P<0.01 compared with control group; #P<0.05 compared with D group.
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表2   IL-6R相对表达水平的比较

Table 2   Comparison of relative expression level of IL-6R
组别

Group
IL-6R相对表达水平

Relative expression level of IL-6R

Control 183.68±28.68

D 649.40±139.74**

H 392.61±86.442*#

*P<0.05, **P<0.01, 与control组比较; #P<0.05, 与D组比较。

*P<0.05, **P<0.01 compared with control group; #P<0.05 compared with D group.

*

Control

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

 le
ve

l o
f I

L-
6R

900

800

700

600

500

400

300

200

100

0
D H

**

#

*P<0.05, **P<0.01, 与control组比较; #P<0.05, 与D组比较。

*P<0.05, **P<0.01 compared with control group; #P<0.05 compared with D group.
图3   IL-6R相对表达水平的比较

Fig.3   Comparison of relative expression level of IL-6R

图4   黄芪多糖对BMSCs的gp130表达的影响

Fig.4   Effects of APS on expression level of gp130 of BMSCs
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表3   gp130相对表达水平的比较

Table 3   Comparison of relative expression level of gp130
组别

Group
gp130相对表达水平

Relative expression level of gp130

Control 274.84±64.82

D 777.24±150.49**

H 402.61±96.54*##

*P<0.05, **P<0.01, 与control组比较; ##P<0.01, 与D组比较。

*P<0.05, **P<0.01 compared with control group; ##P<0.01 compared with D group.

*P<0.05, **P<0.01, 与control组比较; ##P<0.01, 与D组比较。

*P<0.05, **P<0.01 compared with control group; ##P<0.01 compared with D group.
图5   gp130表达水平的比较

Fig.5   Comparison of relative expression level of gp130
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2.3   TNFR I、TNFR II的表达水平

免疫荧光观察检测结果显示, 对照组细胞有

TNFR I表达。与对照组比较, 模型组(P<0.01)、黄

芪多糖组(P<0.05) TNFR I表达不同程度增强。与模

型组比较, 黄芪多糖组TNFR I表达减弱(P<0.05)(图
6、表4和图7) 。

免疫荧光观察检测结果显示, 对照组细胞

TNFR II有少量表达。与对照组比较, 模型组

(P<0.01)、黄芪多糖干预组(P<0.05) TNFR II表达不

同程度增强。与模型组比较, 黄芪多糖干预组TNFR 
II表达明显减弱(P<0.01)(图8、表5和图9)。
2.4   肿瘤相关基因P53、PTEN、C-myc、Ras的
蛋白表达水平

Western blot结果显示, 与对照组比较, 模型组

(P<0.01)、黄芪多糖干预组(P<0.05) P53表达不同

程度降低。与模型组比较, 黄芪多糖干预组P53表达

水平明显升高(P<0.01)(图10和图11)。与对照组比

较, 模型组、黄芪多糖干预组PTEN表达均明显降低

(P<0.01)。与模型组比较, 黄芪多糖干预组PTEN表

达升高(P<0.05)(图10和图11) 。
Western blot结果显示, 与对照组比较, 模型组

(P<0.01)、黄芪多糖干预组(P<0.05) C-myc表达不

同程度升高。与模型组比较, 黄芪多糖干预组C-myc
表达降低(P<0.05)(图10和图12)。与对照组比较, 模
型组(P<0.01)、黄芪多糖干预组(P<0.05) Ras表达不

同程度升高。与模型组比较, 黄芪多糖干预组Ras表
达明显降低(P<0.01)(图10和图12)。

3   讨论
IL-6作为多效性前炎症细胞因子, 在多种炎性

疾病中高表达。目前研究认为, 肿瘤微环境可激活

IL-6/JAK/STAT3信号通路导致BMSCs发生恶变[9], 
该信号通路可能在MSCs的恶性转化及永生化过程

中发挥关键作用, 其机制与IL-6R/gp130的过表达及

激活有关[7,10]。TNF-α是由单核细胞、巨噬细胞或淋

巴细胞等分泌的多功能细胞因子, 在细胞生长、细

胞分化、炎症反应、免疫调节等方面起重要作用。

TNF/NF-κB所引起的炎症对于正常细胞的恶性转化
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图6    黄芪多糖对BMSCs的TNFR I表达的影响

Fig.6   Effects of APS on expression level of TNFR I of BMSCs

表4   TNFR I相对表达水平的比较

Table 4   Comparison of relative expression level of TNFR I
组别

Group
TNFR I相对表达水平

Relative expression level of TNFR I

Control 476.30±72.29

D 813.98±126.11**

H 612.61±98.76*#

*P<0.05, **P<0.01, 与control组比较; #P<0.05, 与D组比较。

*P<0.05, **P<0.01 compared with control group; #P<0.05 compared with D group.
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*P<0.05, **P<0.01, 与control组比较; #P<0.05, 与D组比较。

*P<0.05, **P<0.01 compared with control group; #P<0.05 compared with D group.
图7   TNFR I表达水平的比较

Fig.7   Comparison of relative expression level of TNFR I
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表5   TNFR II相对表达水平的比较

Table 5   Comparison of relative expression level of TNFR II
组别

Group
TNFR II相对表达水平

Relative expression level of TNFR II

Control 314.01±93.82

D 823.75±130.02**

H 435.27±115.38*##

*P<0.05, **P<0.01, 与control组比较; ##P<0.01, 与D组比较。

*P<0.05, **P<0.01 compared with control group; ##P<0.01 compared with D group.

*P<0.05, **P<0.01, 与control组比较; ##P<0.01, 与D组比较。

*P<0.05, **P<0.01 compared with control group; ##P<0.01 compared with D group.
图9   TNFR II表达水平的比较

Fig.9   Comparison of relative expression level of TNFR II
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图8   黄芪多糖对BMSCs的TNFR II表达的影响

Fig.8   Effects of APS on expression level of TNFR II of BMSCs
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图10   黄芪多糖对BMSCs的P53、PTEN、C-myc、Ras表达的影响

Fig.10   Effects of APS on expression levels of P53, PTEN, C-myc and Ras 

P53
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Ras
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Control D H

*P<0.05, **P<0.01, 与control组比较; #P<0.05, ##P<0.01, 与D组比较。

*P<0.05, **P<0.01 compared with control group; #P<0.05, ##P<0.01 compared with D group.
图11   抑癌基因P53、PTEN的蛋白表达水平表达

Fig.11   Comparison of relative protein expression levels of P53 and PTEN genes

*P<0.05, **P<0.01, 与control组比较; #P<0.05, ##P<0.01, 与D组比较。

*P<0.05, **P<0.01 compared with control group; #P<0.05, ##P<0.01 compared with D group.
图12   原癌基因C-myc、Ras的蛋白表达水平比较

Fig.12   Comparison of relative protein expression levels of C-myc and Ras genes
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以及维持肿瘤干细胞的表型至关重要[11-12], TNF-α
和IFN-γ可通过NF-κB/SMAD7信号通路协同诱导

MSCs发生缺陷, 促进肿瘤发生[11]。炎性因子IL-6和
TNF-α能够通过与其相应受体的结合, 进而活化下

游的信号转导通路, 影响MSCs的生物学稳定性。

IL-6受体由特异性受体结构链即IL-6R和信号

传导链即gp130组成。IL-6的信号转导途径包括经

典的信号转导途径和跨信号转导途径。在前者中, 
IL-6与细胞膜上的特异性结合受体IL-6R结合形成

复合物。膜IL-6R主要表达在肝细胞、中性粒细胞、

巨噬细胞及某些淋巴细胞表面。而后者因缺乏膜

上的IL-6R, 所以通过可溶性IL-6受体(soluble IL-6R, 
sIL-6R)与IL-6进行结合形成复合物。不论是何种信

号转导途径, 只有IL-6与IL-6R结合形成IL-6/IL-6R
复合物后才能与gp130结合形成高亲和力复合物。

gp130表达于所有细胞表面。结合之后, gp130同源

二聚化[13]。有文献报道显示, MSCs上存在IL-6受体[14], 
但相关的研究不多。本实验结果显示, 与对照组比较, 
模型组细胞上清液中的可溶性受体sIL-6R含量降低, 
这可能与模型组细胞上清液中含量较高的炎性因子

与sIL-6R处于结合状态有关。而对照组无炎性因子

干预, sIL-6R处于未结合状态因而含量较高。炎性

因子干预后, IL-6R、gp130的表达水平均增强, 提示

在IL-6炎性微环境中MSCs的IL-6R、gp130发生过

表达及激活, 与研究报道一致。因此, 在炎性微环境

诱导MSCs发生生物学稳定性下降甚至恶性损伤的

过程中, IL-6的干预效应可能是通过IL-6与IL-6R结
合的模式, 进而与gp130结合启动下游的信号转导途

径, 发挥调控的作用。在此过程中, 细胞上清液中的

sIL-6R与细胞膜的IL-6R可能都发挥作用, 究竟是何

种受体起主要作用或者是两者同时起作用, 暂未见

相关报道, 这也是本课题组进一步的研究方向。

肿瘤坏死因子受体包括TNFR I和TNFR II。
TNFR I在人体所有组织中表达, 是介导TNF信号转

导的主要受体; TNFR II主要是存在于免疫细胞, 参
与免疫细胞的免疫调节和炎症过程[15]。两种受体

可能介导不同的信号传导途经, 从而发挥不同的

作用。张蓉蓉等[9]发现, MSCs上同时存在TNFR I和
TNFR II两种受体。TNF-α可以促进MSCs增殖, 并刺

激MSCs释放细胞因子[16]。Teo等[17]的研究报道显示, 
在TNF-α的刺激下, 人BMSCs黏附到内皮细胞, 进而

促进MSCs的归巢作用, 参与治疗相应的组织损伤。

本实验结果显示, MSCs上同时存在TNFR I和 TNFR 
II两种受体, 这与报道结果一致。与对照组比较, 模
型组细胞TNFR I和 TNFR II的表达水平均升高, 提
示在炎性微环境诱导MSCs发生生物学稳定性下降

甚至恶性损伤的过程中, TNFR I和 TNFR II都参与其

中。TNF-α的干预效应可能是通过分别与TNFR I和 
TNFR II结合的模式, 进而启动下游不同的信号转导

途径, 发挥不同的调控作用。在此过程中, 二者可能

都发挥作用, 究竟是何种受体起主要作用或者是两

者同时起作用, 还有待进一步探索。作为炎性因子, 
IL-6和TNF-α炎性信号通路在肿瘤的发生发展过程

中发挥着重要的作用。结合文献及本课题组前期的

研究结果发现, IL-6和TNF-α模拟炎性微环境易于导

致MSCs发生生物学稳定性下降甚至恶性转化[7,11]。

本实验对肿瘤相关的几种癌基因、抑癌基因的表达

水平进行检测, 试图分析IL-6和TNF-α与肿瘤相关基

因表达变化的关联对于此过程的意义。

P53基因是人类癌症中最容易发生突变的基因, 
其突变可促进细胞生长。P53对MSCs的增殖、定

型、分化等发挥决定性的作用[18]。通过激活P53蛋
白, 能抑制胚胎干细胞关键转录因子, 调控干细胞分

化, 从而维持干细胞生物学稳定性[19]。缺失P53功能

的MSCs, 干细胞正常调控功能将不复存在, 细胞不

仅发生生长、增殖等生物学特性的明显改变, 且失

去正常的分化能力, 细胞可能逆转分化方向, 促进其

恶性转化, 这可能是促进恶性肿瘤发生发展的重要机

制之一。近来研究表明, PTEN和P53之间存在密切联

系, P53是PTEN转录的激活子, P53可直接结合在PTEN
上游序列, 诱导PTEN表达水平升高[20]。PTEN参与许

多与肿瘤生成有关的细胞过程, 包括细胞增殖和存活

的调节、细胞迁移和入侵、基因组稳定性、DNA损伤

时细胞周期关卡诱导、干细胞自我更新等[21]。研究发

现, PTEN缺失会导致神经干细胞大量增殖[22]。PTEN
对PI3K/Akt的抑制作用可能与其阻碍干细胞增殖有

关[23]。PTEN基因的缺失和变异可导致其抑癌功能

丧失。有研究报道显示, 在前列腺癌的发生发展中, 
IL-6可阻断P53介导的凋亡通路[24]。TNF-α通路中

的关键基因NF-κB可通过P65抑制共转录激活因子

CBP/P300来下调PTEN的表达[25]。本实验结果显示, 
模型组P53、PTEN蛋白表达均降低, 提示炎性微环

境中MSCs生物学稳定性的下降与抑癌基因的表达

下调有关, 这一结果与文献报道一致[26]。
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原癌基因作为细胞基因组的正常组成部分, 其
数量、质量发生变化或功能异常均会导致细胞的增

殖、分化失衡, 促进肿瘤发生。C-myc是原癌基因

myc编码的一种转录调节因子, 在大多数的恶性肿

瘤中都发现C-myc的异常表达[27]。研究发现, C-myc
能干扰干细胞分化, 维持全能型造血干细胞[28]和胚

胎干细胞[29]特性。在分化瞬间, C-myc的表达常常

下降[29], 其下调表达也诱导细胞凋亡, 该机制可能与

抑癌基因P53相关[30]。Ras基因是人类癌症中确定

的第一个突变基因。当Ras基因发生突变时, 会导致

其下游的信号转导紊乱, 持续刺激细胞增殖, 凋亡减

少, 细胞间接触抑制减弱, 细胞发生不可控制的增殖

恶变[31]。转染K-Ras基因的BMSCs在与肝细胞共同

培养的条件下向肝癌细胞分化进而导致肿瘤的发

生[32]。研究报道显示, IL-6经过Ras/MEK/ERK通路

能促进卵巢癌细胞的黏附和侵袭功能[33]。IL-6能促

进慢性粒细胞白血病CGL患者C-myc基因的表达[34]。

本实验结果显示, 模型组细胞RAS、C-myc蛋白表达

均升高, 提示炎性微环境中MSCs生物学稳定性的下

降与原癌基因的表达上调有关。

本实验肿瘤相关基因表达水平的检测结果提

示, 在炎性微环境中, BMSCs的原癌基因、抑癌基

因的表达水平均发生改变, 打破二者之间形成的增

殖、分化、凋亡相对平衡的状态, 可能导致BMSCs
出现异常增殖、分化以及凋亡能力的下降, BMSCs
生物学稳定性难以维持甚至发生恶性损伤, 促进了

肿瘤的发生发展。因此, 炎性因子IL-6和TNF-α诱导

BMSCs生物学稳定性下降的机制可能与炎性信号

通路调控原癌基因、抑癌基因的表达水平失衡相关。

现代中医学者认为, MSCs是先天之精在细胞层

次的存在形式[35]。微环境是MSCs赖以生存的空间

位置和相互关系, 不仅为其提供赖以生存的物质基

础, 并与其增殖、迁移、归巢和分化等生命活动密

切相关[36]。长期存在的炎性微环境逐渐加重, 破坏

MSCs生物学稳定性, 甚至导致其发生恶性转化。中

医认为“精气互化”, “气”的运行不息是化生“精”的动

力。补气促使BMSCs(先天之精)转化为五脏(心肌样

细胞、神经元样细胞、内皮细胞等)之精气[37]。黄芪

具有补气升阳、扶正祛邪的功效, 黄芪及其提取物具

有抗肿瘤、抗突变、调节免疫等作用[38], 可通过调控

TLR4/NF-κB信号通路对抗TNF-α等诱发的细胞损伤。

目前已有较多研究发现, 黄芪及其有效成分可诱导

BMSCs定向分化, 保护细胞的遗传稳定性[39]。在低氧、

肿瘤等异常的干细胞微环境中, 黄芪显示出维护干

细胞生物学特性稳定的作用[40]。本研究结果显示, 与
模型组比较, 黄芪多糖干预之后BMSCs上清液中sIL-
6R含量升高, 而IL-6R、TNFR表达水平有所回降。

这提示, 黄芪多糖在炎性微环境中发挥维护BMSCs
生物学稳定性的作用途径可能与调控BMSCs的IL-
6R、TNFR表达水平有关。而且, 黄芪多糖干预之后, 
Ras、C-myc蛋白表达均下降, 而P53、PTEN蛋白表

达均升高。这提示, 黄芪多糖在炎性微环境中发挥

维护BMSCs生物学稳定性的作用机制可能与其调控

BMSCs的原癌基因、抑癌基因的表达水平有关。目

前, 关于中药及其有效成分对BMSCs的原癌基因、

抑癌基因表达的相关研究还不多。

本课题组前期研究结果显示, 黄芪多糖具有维

护炎性微环境中BMSCs生物学稳定性的作用, 但对

其具体机制的研究不够深入。近年来, 分子对接技

术作为研究中药有效成分及其功能的重要手段, 已
展示出对于药效集团的作用靶点相关研究的显著优

势。下一步本课题组拟应用分子对接、药物虚拟筛

选等研究方法, 对黄芪的有效成分进行筛选研究, 以
便于明确其发挥保护机制的靶点, 深入探讨其作用

机制。
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