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5-氟尿嘧啶通过下调Wnt/β-catenin信号通路

抑制骨髓基质细胞增殖
肖含先之  齐嵘嘉  汪子铃  肖名贺  程霄  王亚平  王璐*

(重庆医科大学干细胞与组织工程实验室, 组织学与胚胎学教研室, 重庆 400016)

摘要      该研究探讨了5-氟尿嘧啶(5-fluorouracil, 5-FU)抑制人骨髓基质细胞HS-5增殖的可能

机制, 寻找改善化疗药物对骨髓基质细胞损伤的治疗靶点。实验分3组, 对照组: 常规培养; 5-FU组: 
常规培养基础上加入25 μg/mL 5-FU; 氯化锂(LiCl)+5-FU组: 10 mmol/L LiCl预处理细胞, 6 h后加

入25 μg/mL 5-FU, 各组培养48 h。EdU检测HS-5细胞增殖, 流式细胞术检测细胞周期, Western blot
检测β-catenin、Cyclin D1、C-myc蛋白表达, DCFH-DA荧光法检测细胞内活性氧(reactive oxygen 
species, ROS)水平, Western blot检测缝隙连接蛋白Cx43表达。与对照组相比, 5-FU组HS-5细胞增殖

能力下降, 细胞阻滞在G0/G1期, 胞内ROS水平显著升高, β-catenin、 Cyclin D1、C-myc、Cx43蛋白表

达下调。与5-FU组相比, LiCl+5-FU组HS-5细胞增殖能力回升, 细胞G1期阻滞减轻, 胞内ROS水平

降低, β-catenin、Cyclin D1、C-myc、Cx43蛋白表达上调。5-FU可通过下调Wnt/β-catenin信号通路

抑制HS-5细胞增殖, 其作用机制可能与5-FU诱导细胞发生氧化应激, 下调细胞间隙连接蛋白Cx43
表达有关。
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5-Fluorouracil Inhibits Proliferation of Bone Marrow Stromal Cells via 
Down-Regulating Wnt/β-catenin Signaling Pathway

Xiao Hanxianzhi, Qi Rongjia, Wang Ziling, Xiao Minghe, Cheng Xiao,WangYaping, Wang Lu*
(Laboratory of Stem Cell and Tissue Engineering, Department of Histology and Embryology, 

Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract       This article was to explore the possible mechanism of 5-fluorouracil (5-FU) inhibiting the 
proliferation of human bone marrow stromal cells (HS-5), and to find a therapeutic target for improving the 
hematopoietic damage of chemotherapy drugs. HS-5 cells were divided into three groups. The control group was 
routinely cultured; the 5-FU group was treated by 5-FU on the concentration of 25 μg/mL; the LiCl+5-FU group 
was pretreated with LiCl on the concentration of 10 mmol/L, and 25 μg/mL 5-FU was added after 6 h, each group 
was cultured for 48 h. The proliferation of HS-5 cells was detected by EdU. The cell cycle was analyzed by flow 
cytometry. The expressions of β-catenin, CyclinD1, and C-myc proteins were measured by Western blot. The 
levels of reactive oxygen species (ROS) in cells were detected by DCFH-DA fluorescence. The expression of Cx43 
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protein was measured by Western blot. Compared with the control group, the proliferative capacity of HS-5 cells 
decreased, the cell cycle was blocked, intracellular ROS level was significantly increased, and the expressions of 
β-catenin, CyclinD1, C-myc, and Cx43 proteins were down-regulated in the 5-FU group. Compared with the 5-FU 
group, the proliferation of HS-5 cells in the LiCl+5-FU group was increased, the cell cycle arrest was attenuated, 
intracellular ROS level was decreased, and the expressions of β-catenin, CyclinD1, C-myc and Cx43 proteins were 
up-regulated. 5-FU can inhibit the proliferation of HS-5 cells by the mechanism of down-regulating Wnt/β-catenin 
signaling pathway, which may lead to 5-FU-induced oxidative stress and down-regulation of Cx43 expression.

Keywords       5-FU; Wnt/β-catenin signaling pathway; LiCl; HS-5

化疗作为治疗恶性肿瘤最主要的措施之一, 可
导致骨髓细胞群稳态失衡, 构成骨髓基本组分的造

血细胞和骨髓基质细胞均会受到不同程度的影响[1]。

通常短暂急性骨髓抑制与造血祖细胞损伤有关, 而
长期骨髓抑制的潜在危害则与骨髓基质细胞损伤、

造血干细胞应激性损伤有关[2-3]。Wnt/β-catenin信号

通路参与骨髓基质细胞增殖、间充质干细胞成骨成

脂分化、氧化应激调控[4-5]。研究发现, Wnt/β-catenin
信号通路广泛影响骨髓基质细胞功能, 并通过基质

依赖的方式调控造血干细胞自我更新[6]。LiCl作为

Wnt/β-catenin信号通路的激活剂可激发通路关键效

应蛋白β-catenin核转位, 与淋巴细胞增强因子/T细胞

因子(LEF/TCF)结合形成转录复合物, 激活下游靶基

因, 从而调控细胞一系列生理活动[7]。我们课题组[8]

前期实验表明, 化疗药物5-氟尿嘧啶(5-FU)可导致骨

髓基质细胞氧化损伤、分泌生物活性物质改变, 诱
发造血细胞氧化应激性早衰, 而5-FU损伤骨髓基质

细胞的分子机制目前尚不清楚。本实验建立5-FU作

用人骨髓基质细胞HS-5的体外模型, 探讨化疗药物

5-FU是否通过Wnt通路影响骨髓基质细胞增殖, 以
及该过程中可能存在的协同机制, 旨在为缓解骨髓

基质细胞的化疗损伤提供新的治疗靶点。

1   材料与方法 
1.1   材料

人骨髓基质细胞株HS-5由本实验室冻存。

1.2   试剂及仪器

5-FU购自Sigma公司; LiCl(纯度>95%)购自天

津市大茂化学试剂厂; DMEM-高糖购自Gibco公司; 
0.25%胰蛋白酶购自Hyclone公司; 胎牛血清购自

MRC公司; CCK-8试剂盒购自日本同仁化学研究所; 
EdU试剂盒购自锐博生物科技有限公司; ROS试剂

盒购自碧云天生物技术有限公司; β-catenin、Cyclin 
D1、C-myc、Cx43、β-actin、Lamin B单克隆抗体

购自Cell Signaling Technology公司。

CO2细胞培养箱购自美国Sanyo公司; 酶标仪购

自瑞士TECAN公司; 倒置显微镜购自日本NIKON公

司; 荧光显微镜购自日本NIKON公司。

1.3   细胞培养及分组

调整HS-5细胞密度为2.5×106细胞/mL种植于直

径100 mm的细胞培养皿中, 以内含10%胎牛血清、

100 U/mL青霉素和100 μg/mL链霉素的DMEM高糖

培养基, 于37 °C、5% CO2饱和湿度培养箱内培养。

当细胞生长融合率达到80%~90%, 使用0.25%胰蛋

白酶消化贴壁细胞按13׃传代培养。

实验分3组: 对照组(常规培养); 5-FU组(常规培

养基础上加入25 μg/mL 5-FU); LiCl+5-FU组(常规培

养基础上加入浓度为10 mmol/L的LiCl预处理细胞, 
6 h后加入25 μg/mL 5-FU)。
1.4   CCK-8检测5-FU对HS-5细胞的抑制作用

取对数生长期的HS-5细胞以5×103细胞/孔种植

于96孔板中, 每组设3个复孔, 置于37 °C、5% CO2饱

和湿度培养箱中培养。待细胞贴壁之后, 分别加入

12.5、25、50、100 μg/mL 5-FU培养24、48、72 h, 加
入20 μL CCK-8工作液, 37 °C孵育3 h后, 酶标仪450 nm
波长下检测每孔吸光度。抑制率=[(对照组D值–实验

组D值)/(对照组D值–空白组D值)]×100%。

1.5   Western blot检测β-catenin、Cyclin D1、C-myc、
Cx43蛋白表达

收集HS-5细胞于1.5 mL EP管中, 每管加入200 μL
蛋白裂解液, 12 000 r/min、4 °C离心10 min, 收集上清

液。BCA法测蛋白浓度, 分装后备用。SDS-PAGE电
泳, PVDF膜转膜, 5%脱脂奶粉室温封闭2 h, β-catenin、
Cyclin D1、Cx43、C-myc抗体(均为1000 1׃), 4 °C孵育

过夜。次日TBST洗膜3次, 每次10 min。羊抗兔或兔

抗小鼠HRP标记二抗(1000 10׃)室温孵育2 h, TBST洗
膜3次, 每次10 min。ECL化学发光凝胶成像, Image 
Lab 5.2.1软件进行半定量分析。目的蛋白相对表达
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量以目的蛋白灰度值/内参蛋白灰度值比值表示。

1.6   CCK-8检测LiCl对HS-5细胞增殖能力的影响

取对数生长期的HS-5细胞以5×103细胞/孔种植

于96孔板中, 每组设3个复孔, 置于37 °C、5% CO2饱

和湿度培养箱中培养。待细胞贴壁后, 分别加入0、
5、10、20、40 mmol/L LiCl培养24、48、72 h后, 加
入20 μL CCK-8工作液, 37 °C继续孵育3 h后, 酶标仪

于450 nm波长下测量每孔吸光度。存活率=[(实验组

D值–空白组D值)/(对照组D值–空白组D值)]×100%。

1.7   EdU检测HS-5细胞增殖能力

调整HS-5细胞密度为5×103细胞/孔种植于96
孔板, 待细胞贴壁后按1.3所示方法加药处理, 48 h
后每孔加入200 μL EdU溶液孵育24 h, PBS洗3次, 
每次5 min。4%多聚甲醛室温固定30 min后, PBS洗
3次, 每次5 min。加入渗透剂0.5% Triton X-100脱
色摇床通透20 min, 于Apollo染色反应液中避光孵

育30 min, PBS洗1次, 5 min, Hoechst33342避光染色

30 min, 荧光显微镜下观察细胞增殖能力。随机计

数200个细胞, 计算阳性细胞百分比。

1.8   流式细胞术检测HS-5细胞周期

细胞分组培养48 h, PBS清洗后分别收集于1.5 mL 
EP管中, 每管不少于1×106个细胞, 2 000 r/min离心5 min
后弃上清。每管逐滴加入500 μL 75%冰乙醇, 4 °C固
定至少5 h后送流式细胞术检测。

1.9   DCFH-DA荧光检测HS-5细胞活性氧含量

调整细胞密度为2×105细胞/孔种植于6孔板中, 
分组培养48 h, 无血清培养基清洗3次, 加入2′7′-二
氯荧光黄双乙酸盐 (2′7′-dichlorofluorescin diacetate, 
DCFH-DA)探针, 37 °C孵育20~30 min后, 无血清培

养基清洗3次, 置于荧光显微镜下观察并拍照。使用

ImageJ软件分析单位面积下平均光密度值。

1.10   统计学分析

本实验结果采用SPSS 20.0统计学软件进行

One-Way ANOVA方差分析。P<0.05时具有统计学

意义, 所有数据采用均值±标准差(x
_
±s)表示。

2   结果
2.1   5-FU抑制HS-5细胞生长

CCK-8检测结果表明 , 分别使用0、12.5、25、
50、100 μg/mL不同浓度的5-FU作用HS-5细胞, 随着

5-FU浓度升高和处理时间的延长, 细胞抑制率明显

增加。25 μg/mL的5-FU作用HS-5细胞48~72 h, 可抑

制半数左右HS-5细胞增殖, 提示化疗药物5-FU对人

骨髓基质细胞有损伤作用(图1)。
2.2   5-FU下调HS-5细胞Wnt通路相关蛋白表达

文献证实, 骨髓基质细胞内Wnt/β-catenin信号

通路的激活对维持造血干细胞自我更新和重建造血

有重要作用, 本实验探讨化疗药物5-FU对骨髓基质

细胞的生长抑制作用是否与Wnt/β-catenin通路改变

有关。β-catenin是Wnt通路的关键信号蛋白, Western 
blot结果显示, 与对照组相比, 5-FU作用后骨髓基

质细胞β-catenin下调 , 同时β-catenin的下游靶蛋白

Cyclin D1、C-myc表达也降低(图2), 提示5-FU抑制

HS-5细胞生长可能与下调Wnt/β-catenin信号通路有

关。

2.3   Wnt通路激动剂拮抗5-FU对HS-5细胞的增

殖抑制作用

为了进一步证实5-FU通过Wnt/β-catenin信号通

路发挥作用, 实验观察通路激动剂LiCl对5-FU作用

后HS-5细胞损伤的逆转作用。不同浓度LiCl单独作

用HS-5细胞, 5、10和20 mmol/L LiCl均有明显促进

增殖作用(图3和图4), 后续实验选用10 mmol/L LiCl

图1   5-FU抑制HS-5细胞生长

Fig.1   Inhibitory effects of 5-FU on HS-5 cell growth
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预处理观察通路激活对5-FU损伤HS-5细胞的保护

作用。细胞增殖EdU检测结果显示, 5-FU组荧光细

胞阳性率明显低于对照组; 而LiCl预处理后, 与5-FU
组相比, LiCl+5-FU组EdU荧光细胞阳性率显著上升

(图5)。细胞周期流式细胞术检测结果显示与对照

组相比, 5-FU作用后G0/G1期的细胞比例显著性增

高、S期细胞比例降低, 细胞发生G1期周期阻滞。而

与5-FU组相比较, LiCl+5-FU组G0/G1期细胞比例显

著降低、S期细胞比例增高(图6)。Western blot结果

显示, LiCl可显著减轻5-FU对Wnt通路的下调作用, 
使β-catenin、Cyclin D1、C-myc蛋白表达回升(图2)。
以上结果表明, 一定剂量的Wnt通路激动剂LiCl可部

分缓解5-FU所致HS-5细胞周期阻滞, 促进细胞增殖, 
进一步反向证实5-FU抑制HS-5细胞生长与Wnt通路

下调有关。

2.4   LiCl延缓5-FU诱导HS-5细胞氧化应激

与对照组相比, 5-FU组HS-5细胞内ROS含量显

著上升。LiCl预处理可减少5-FU造成的HS-5细胞胞

内ROS蓄积(图7)。结果提示, 5-FU损伤HS-5细胞导

致氧化应激; 而Wnt通路激活可增强HS-5细胞抵抗

氧化应激能力。

2.5   5-FU下调HS-5细胞Cx43蛋白表达

Western blot结果表示, 与对照组相比, 5-FU组

Cx43蛋白表达降低。与5-FU组相比, LiCl+5-FU组
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A: Wnt通路相关蛋白表达的Western blot; B、C: 蛋白半定量分析。*P<0.05, 与对照组组比较; #P<0.05, 与5-FU组比较。

A: Western blot of the related proteins expression of Wnt signaling pathway; B,C: semi-quantitative analysis. *P<0.05 compared with the control 
group; #P<0.05 compared with the 5-FU group.

图2   5-FU下调HS-5细胞Wnt通路相关蛋白表达

Fig.2   5-FU down-regulates the related proteins expression of Wnt signaling pathway

A~E: 0、5、10、20、40 mmol/L LiCl作用HS-5细胞48 h, 倒置显微镜下观察。

A-E: HS-5 cells were treated by 0, 5, 10, 20, 40 mmol/L LiCl for 48 h, observed under inverted microscope.
图3   倒置显微镜观察LiCl对HS-5细胞数量的影响

Fig.3   Effects of LiCl on the number of HS-5 cells observed under inverted microscope
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*P<0.05, 与对照组比较。

*P<0.05 compared with the control group.
图4   LiCl对HS-5细胞生长的影响

Fig.4   Effects of LiCl on the proliferation of HS-5 cell growth

A: EdU标记增殖细胞; B:EdU阳性细胞比率。*P<0.05, 与对照组组比较; #P<0.05, 与5-FU组比较。

A: the EdU labeled proliferative cells; B: the percentage of EdU positive cells. *P<0.05 compared with the control group; #P<0.05 compared with the 
5-FU group.

图5   EdU检测HS-5细胞增殖 
Fig.5   The proliferation of HS-5 cells were detected by EdU assay 

A: HS-5细胞流式细胞周期; B: 细胞周期比例分布。*P<0.05, 与对照组组比较; #P<0.05, 与5-FU组比较。

A: flow cytometry graphs of cell cycle analysis of HS-5 cells; B: the ratio of cell cycle distribution of HS-5 cells. *P<0.05 compared with the control 
group; #P<0.05 compared with the 5-FU group.

图6   HS-5细胞细胞周期 
Fig.6   The cell cycle of HS-5 cells
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Cx43蛋白表达上升(图8)。该结果提示, 5-FU影响

HS-5细胞功能, 而Wnt通路激活可保护损伤细胞的

细胞间连接。

 

3   讨论
骨髓是造血干/祖细胞定居、增殖、分化的“龛”, 

基质细胞通过产生各种细胞因子、细胞外基质和黏

附分子调控邻近的造血干/祖细胞。实验证实在损伤

因素作用下, 造血干细胞和骨髓基质细胞群体均有

内源性活性氧蓄积, 而基质细胞更甚, 因为基质细胞

氧代谢更活跃, 且造血干细胞胞内活性氧会通过缝

隙连接细胞间通讯Cx43转移至基质[9-10]。大量蓄积

的内源性活性氧可引起骨髓基质细胞产生DNA损伤

反应, 激活P53-P21和P38-P16信号通路, 诱发细胞凋

亡或衰老[11-12]。基质损伤可严重影响血发生: 年轻的

造血干细胞移植到衰老骨髓龛出现归巢能力削弱, 

分化潜能下降。致死剂量辐射的衰老骨髓基质上造

血干/祖细胞数量减少, 淋巴细胞发生受阻[13-14]。文

献报道, 5-FU、阿霉素、依托泊苷、甲氨蝶呤等化

疗药物可引起骨髓骨小梁减少、髓内脂肪化和造血

抑制[15-16]。本课题组[8]既往实验证明, 化疗药物5-FU
可导致骨髓基质细胞氧化损伤、细胞衰老或凋亡, 
最终引起造血细胞应激性衰老, 但5-FU损伤骨髓基

质细胞的分子机制目前尚不甚清楚。

Wnt/β-catenin信号通路是一条进化上高度保守

的信号通路, 该通路在发育过程中起关键作用, 参
与细胞增殖、分化、凋亡和定位控制等过程[4]。利

用基因过表达/敲除技术发现, Wnt信号通路不仅直

接参与造血干细胞的调控, 还广泛影响骨髓基质细

胞功能。加入Wnt3a条件培养液的骨髓基质细胞与

正常造血细胞共培养或转染β-catenin的骨髓基质细

胞与5-FU标记骨髓细胞共培养, 均发现Lin– Sca-1+ 

A: 荧光显微镜观察内源性ROS, 标尺=40 μm; B: ROS平均荧光强度分析。*P<0.05, 与对照组组比较; #P<0.05, 与5-FU组比较。

A: intercellular ROS detected by fluorescence microscopy, scalebars=40 μm; B: the mean fluorescence intensity of ROS. *P<0.05 compared with the 
control group; #P<0.05 compared with the 5-FU group.

图7   5-Fu对HS-5细胞内ROS的影响

Fig.7   Effect of 5-FU on the intercellular level of ROS in HS-5 cells  

A: Cx43蛋白的Western blot; B: Cx43蛋白半定量分析。*P<0.05, 与对照组组比较; #P<0.05, 与5-FU组比较。

A: Western blot of Cx43 protein; B: semi-quantitative analysis of Cx43 protein. *P<0.05 compared with the control group, #P<0.05 compared with the 
5-FU group.

图8   HS-5细胞Cx43蛋白表达

Fig.8   The protein expression of Cx43 in HS-5 cells
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c-kit+造血干细胞数量增多, 移植重建能力增强; 而
直接调控造血细胞内β-catenin表达缺失却并不影响

造血重建[6,17]。以上实验结果提示, Wnt/β-catenin信
号通过基质依赖的方式调控造血干细胞的自我更新

与重建。有文献报道, 该通路可通过抑制间充质干

细胞衰老的方式调控细胞增殖[18]。稳态和应激状态

下信号通路发挥的作用可能是不同的, 本文着重探

讨化疗药物5-FU是否会通过Wnt/β-catenin通路影响

骨髓基质细胞功能。

Wnt通路激活后, β-catenin核转位与TCF/LEF结
合, 可通过下游靶基因C-myc等调控细胞增殖。LiCl
作为Wnt/β-catenin信号通路的激动剂通过抑制GSK-
3β使得β-catenin在胞质中积累, 继而进入细胞核与

转录因子结合, 激活下游靶基因的转录[19]。既往研

究表明, LiCl通过适度激活Wnt通路可影响神经细

胞和成肌细胞的增殖[20-21]。与之相似, 本研究发现, 
5-FU作用后HS-5增殖受抑制, 细胞周期发生G1期阻

滞, 其机理与通路关键蛋白β-catenin下调, 继而细胞

周期蛋白Cyclin D1、增殖调控蛋白C-myc下调相关。

而LiCl激活Wnt/β-catenin通路后, 细胞增殖相关蛋白

Cyclin D1、C-myc表达增强, 拮抗了5-FU对HS-5细
胞增殖抑制的作用。

ROS是含有未配对电子的氧的自由基和活性

代谢物, 在细胞信号转导和活性调控中起重要作

用。细胞内源性氧代谢的失调和外源性的刺激会

引起ROS水平上升, 激发的氧化应激对脂质、蛋白

质和DNA有潜在的损伤作用[22]。研究证实, 电离辐

射和化疗会导致小鼠体内ROS蓄积, 引起骨髓损伤, 
从而诱导造血干细胞衰老[23]。Lento等[24]研究证实, 
Wnt/β-catenin信号缺失显著影响了放射性损伤后造

血干/祖细胞再生、骨髓恢复和造血重建, 其机制与

β-catenin缺失小鼠抗氧化应激能力减弱, 造血干细

胞抗辐射能力降低、胞内ROS蓄积、DNA双链断裂

有关, 该实验表明Wnt通路拮抗氧化应激。本研究

发现, 5-FU处理HS-5细胞后, Wnt信号通路相关蛋白

表达下调的同时胞内ROS升高, 而LiCl预处理激活

通路后, HS-5细胞Wnt信号通路相关蛋白表达上调

的同时胞内ROS含量明显下降, 同样印证了在化疗

损伤情况下HS-5细胞内Wnt通路调控与氧化应激有

关联作用。有趣的是, 有研究表明, 氧化应激本身会

影响Wnt通路: 氧化应激DNA损伤过程中产生的效

应分子会通过抑制转录活性或参与翻译后修饰增强

泛素化降解等多种方式下调Wnt通路[25]。氧化应激

可以促进β-catenin与转录因子FoxO结合, 激活FoxO
核转位, 调控与细胞凋亡、DNA损伤修复和抗氧化

酶有关的靶基因转录, 从而构建以FoxO为中心的氧

化应激防线[26-28]。关于5-FU下调Wnt通路与氧化应

激的关系我们将在后续工作中进一步研究。

Cx43作为间隙连接的一种连接蛋白, 可通过运

输小分子物质在细胞生理活动中起着至关重要的作

用。造血微环境中的骨髓基质细胞、成骨细胞、内

皮细胞均表达Cx43, Cx43可将造血干/祖细胞内的

活性氧转移到微环境从而起到保护作用, 其对造血

干细胞的功能维持、化疗后造血功能恢复起到重要

作用[29-30]。值得一提的是, Cx43本身会受到造血微

环境氧化负荷的影响, 氧化应激时Cx43表达下调[9]。

本研究结果表明, 5-FU作用后, 伴随氧化应激HS-5
细胞的Cx43蛋白表达明显下降, 而LiCl预处理后细

胞氧化负荷减低的同时, HS-5细胞的Cx43蛋白表达

增强, 提示5-FU引起的细胞氧化应激可影响细胞间

通讯, 而激活Wnt通路可以减轻化疗药物引起的氧

化应激, 从而减轻药物对细胞间通讯的损伤。本实

验研究结果与DU等[21]证实LiCl增强骨骼肌成肌细

胞Cx43表达的实验结果相吻合, 该实验指出, LiCl增
强Cx43蛋白表达机制还可能与Cx43蛋白磷酸化修

饰有关。我们课题组[8]既往研究结果表明, 5-FU作

用后骨髓基质细胞分泌正向造血调控因子减少, 与
造血细胞共培养可导致造血细胞发生应激性早衰, 
该结果可能是由于, 5-FU下调Wnt通路诱导氧化应

激、细胞间通讯功能减弱, 最终导致骨髓基质细胞

的功能异常。

综上所述 , 5-FU可通过下调Wnt/β-catenin信
号通路抑制HS-5细胞的增殖, 该实验为干预Wnt/
β-catenin信号通路从而减轻骨髓基质细胞的化疗损

伤提供了新的思路。
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