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　　摘　要：目的　以大鼠骨髓间充质干细胞（ＭＳＣｓ）为研究对象，在体外培养过程中观察氧化低密度脂蛋白（ｏｘＬＤＬ）对 ＭＳＣｓ

增殖、干细胞表面标志Ｏｃｔ４表达的影响。方法　将体外培养的 ＭＳＣｓ分为４组：对照组，不加任何干预因素；ＯｘＬＤＬ组，在培养

基中分别加入不同浓度（１、５、１０、２０μｇ／ｍＬ）的ｏｘＬＤＬ；ＯｘＬＤＬ＋ＮＡＣ组，采用抗氧化剂乙酰半胱氨酸（ＮＡＣ）预处理后再加入

ｏｘＬＤＬ；阴性对照组，在培养基中加入对应浓度的天然低密度脂蛋白（ｎＬＤＬ）。在不同培养时间点收集细胞计数并绘制生长曲

线；蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测干细胞特异表面标记Ｏｃｔ４表达水平；电子顺磁共振技术检测氧化活性产物（ＲＯＳ）产量。

结果　ｏｘＬＤＬ抑制 ＭＳＣｓ的增殖，浓度越大细胞增殖抑制越明显，当浓度大于５μｇ／ｍＬ时细胞出现凋亡，抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２表达

水平减弱；ｏｘＬＤＬ干预后Ｏｃｔ４的表达水平显著减弱，且与干预浓度呈正相关；ｏｘＬＤＬ干预后ＲＯＳ的产量明显升高，而ｎＬＤＬ

对ＲＯＳ生成没有影响。结论　ｏｘＬＤＬ抑制 ＭＳＣｓ的体外增殖和Ｏｃｔ４表达，可能与ＲＯＳ增加有关。
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　　大鼠骨髓间充质干细胞（ｒａｔｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ

ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）是经过实验室纯化的单一干细胞株，已经被

证明能够诱导转化为具有内皮功能的成熟内皮细胞［１］，其可以

作为以内皮受损或功能失调为基础病理改变的动脉粥样硬化

和冠心病等心血管疾病的根治种子细胞。而氧化低密度脂蛋

白（ｏｘｉｄｉｚｅｄｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ｏｘＬＤＬ）是导致动脉粥样

硬化和冠心病等心血管疾病发生发展的重要因素，Ｏｃｔ４（ｏｃ

ｔａｍｅｒｂｉｎｄｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４）是高表达于干细胞的八聚

体转录因子，能够维持干细胞自我更新的能力，而在干细胞定

向分化的过程中表达逐渐减弱甚至消失，是当前公认的干细胞

表面标记之一。本文以 ＭＳＣｓ为研究对象，拟在 ＭＳＣｓ体外培

养过程中加入ｏｘＬＤＬ进行干预，明确其对 ＭＳＣｓ增殖能力和

Ｏｃｔ４表达情况的影响及可能机制。

１　材料与方法

１．１　材料　ＭＳＣｓ为俄亥俄州立大学医学中心刘振国实验室

分离和提纯的细胞株，细胞培养体系包括低糖ＤＭＥＭ 培养液

（Ｇｉｂｃｏ）、ＭＣＤＢ、ＩＴＳ、ＬＡＢＳＡ、Ｌａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄ、ＥＧＦ（均购自

Ｓｉｇｍａ）、ＰＤＧＦ（Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ）、βＭｅｒｃａｐｔｏｅｔｈａｎｏｌ（Ｆｉｓｈｅｒ公

司）、ＬＩＦ（Ｅｓｇｒｏ公司）和青／链霉素（Ｃｅｌｌｇｒｏ公司），ｏｘＬＤＬ及

天然低密度脂蛋白（ｎａｔｉｖｅｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ｎＬＤＬ）为俄

亥俄州立大学医学中心Ｓａｍ′ｓ实验惠赠，蛋白免疫印迹法

（Ｗｅｓｔｂｌｏｔ）检测Ｏｃｔ４、Ｂｃｌ２相关试剂及抗氧化剂乙酰半胱氨

酸（Ｎａｃｅｔｙｌｃｙｃｔｅｉｎｅ，ＮＡＣ）购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。

１．２　方法

１．２．１　ＭＳＣｓ培养传代　本研究将 ＭＳＣｓ以１００～２００／ｃｍ２

的密度接种于玻璃培养皿中，置入３７℃、５％ ＣＯ２ 和５％ Ｏ２

的孵箱中培养，一般２～３ｈ细胞即贴壁生长，细胞培养２４～

４８ｈ后在细胞相互接触之前，采用胰酶消化传代细胞，每个培

养皿中加入胰酶１ｍＬ消化细胞，收集细胞于１０ｍＬ试管中，

４℃１５００ｒ／ｍｉｎ离心，培养基混悬细胞，计数，以低密度（１００
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～２００／ｃｍ２）接种于新的培养皿放入孵箱继续培养备用。

１．２．２　ｏｘＬＤＬ影响细胞增殖能力的检测　ＭＳＣｓ被分为４

组：ｏｘＬＤＬ组，在培养基中加入不同浓度（１、５、１０、２０μｇ／ｍＬ）

的ｏｘＬＤＬ；ｏｘＬＤＬ＋ＮＡＣ组，采用抗氧化剂 ＮＡＣ预处理后

再在培养基中加入ｏｘＬＤＬ；阴性对照组，在培养基中加入相对

应浓度的ｎＬＤＬ；对照组，ＭＳＣｓ放在正常培养不加其他任何干

预因素；ｏｘＬＤＬ组分别在培养基加入终浓度分别为１、５、１０、

２０μｇ／ｍＬ的ｏｘＬＤＬ；ｎＬＤＬ组则加入与ｏｘＬＤＬ相对应浓度

的ｎＬＤＬ；在细胞培养的第１２、２４和４８小时收集３组细胞，计

数并绘制生长曲线，每实验组要求的样本量分别为３个。

１．２．３　检测细胞凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２及Ｏｃｔ４的表达　采用

蛋白提取试剂盒提取不同时间点细胞总蛋白，分光光度计测定

蛋白浓度，按照蛋白印迹技术检测Ｂｃｌ２和Ｏｃｔ４的表达，首先

进行变性十二烷基 硫 酸 钠聚 丙 稀 酰 胺 凝 胶 电 泳 （ＳＤＳ

ＰＡＧＥ），放入电转系统恒流转膜２ｈ后，５％脱脂奶粉室温封闭

１ｈ，封闭结束后加入相对应的一抗于４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗

膜后加二抗（辣根过氧化物酶标记的与一抗相对应的种属特异

性二抗）室温震荡孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜后加入化学发光剂室温

孵育３ｍｉｎ，暗室中进行定影显影，采用凝胶图形分析软件对

特异性条带进行灰度扫描和定量分析，蛋白的灰度值用内参

ＧＡＰＤＨ进行校正。

１．２．４　氧化活性产物（ＲＯＳ）检测　采用电子顺磁震荡（ＥＰＲ）

技术检测各组培养基中ＲＯＳ的含量。首先收集细胞计数，使

细胞浓度达到１０７／ｍＬ，每个样本中抽取１００μＬ细胞悬液加入

ＥＰＲ微小玻璃吸管中，再置于ＥＰＲ仪器进行检测，每个样本

重复进行３次测定，描绘各组的ＥＰＲ信号，统计ＥＰＲ信号强

度并进行对比。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０软件进行数据处理，曲线

及直方图采用Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ软件绘制，计量资料以狓±狊表示，组

间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　细胞培养阶段的形态　将 ＭＳＣｓ以低密度（１００～

２００／ｃｍ２）接种培养在氧含量为５％的ＣＯ２ 孵箱中，大约２～３ｈ

后细胞全部贴壁，贴壁细胞在倒置显微镜下呈梭形、圆形或不

规则形状，细胞体积大，细胞核明显，细胞间互不接触，培养

４８ｈ后细胞增殖明显增加，几乎铺满培养皿底部，细胞间形成

接触。

２．２　ｏｘＬＤＬ影响 ＭＳＣｓ增殖能力的检测结果　细胞培养皿

底部面积约为５３ｃｍ２，每个培养皿总接种细胞数约为（１～２）

×１０４，加６ｍＬ基础培养基进行培养，培养４８ｈ后细胞数量约

扩增为４×１０５ 个，大约扩增２０倍，传代后细胞仍保持同样的

扩增能力。细胞生长曲线结果显示ｏｘＬＤＬ对 ＭＳＣｓ增殖的

抑制作用与培养时间和干预浓度呈正相关：与正常培养细胞相

比，浓度为１μｇ／ｍＬ的ｏｘＬＤＬ使 ＭＳＣｓ增殖速度稍有降低，

但差异无统计学意义（犘＜０．０５），而浓度为５μｇ／ｍＬ 和

１０μｇ／ｍＬ时则导致 ＭＳＣｓ的增殖速度明显减弱（５μｇ／ｍＬ时

犘＜０．０５，１０μｇ／ｍＬ 时 犘 ＜０．０１），其 中，１０ μｇ／ｍＬ 及

２０μｇ／ｍＬ在培养的不同时间点细胞数量增加极少，到４８ｈ细

胞增加的量不到初始接种浓度的１倍，见图１，而ｎＬＤＬ组细

胞增殖未受影响（结果未显示），ＮＡＣ预处理后提高了 ＭＳＣｓ

的数量，但在ｏｘＬＤＬ浓度为１０、２０μｇ／ｍＬ时提升效率不明

显，差异无统计学意义（犘＞０．０５），而在５μｇ／ｍＬ时，ＮＡＣ预

处理后大大增加了 ＭＳＣｓ的数量（犘＜０．０５），见图２。

２．３　不同浓度ｏｘＬＤＬ引起细胞凋亡及对Ｂｃｌ２表达水平的

影响　在 ＭＳＣｓ体外培养过程中，与原代培养的细胞相比，高

浓度的ｏｘＬＤＬ明显抑制 ＭＳＣｓ的增殖，显微镜下观察细胞数

量明显减少，大部分细胞已破碎且失去了细胞完整的结构，见

图３；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ观察ｏｘＬＤＬ干预后不同实验组Ｂｃｌ２

表达情况发现，与对照组比较，用１０μｇ／ｍＬ及以上浓度的ｏｘ

ＬＤＬ进行干预后的细胞抗细胞凋亡蛋白Ｂｃｌ２几乎没有出现

表达，ＮＡＣ预处理后则出现Ｂｃｌ２的表达，但表达量与对照组

比，差异有统计学意义（犘＜０．０５，具体数据未显示），见图４。

　　ａ：犘＜０．０５；ｂ：犘＜０．０１，与同时间点对照组比较。

图１　　各浓度ｏｘＬＤＬ对 ＭＳＣｓ增殖的影响

　　ａ：犘＜０．０１，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０１，与 ＮＡＣ＋ｏｘＬＤＬ组

比较。

图２　　抗氧化剂ＮＡＣ对ｏｘＬＤＬ处理后 ＭＳＣｓ

增殖的逆转作用

图３　　原代培养传代前（左）和ｏｘＬＤＬ干预后（右）

细胞形态的改变（×１００）

２．４　ｏｘＬＤＬ对干细胞表面标记Ｏｃｔ４表达水平的影响　本

实验采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ观察ｏｘＬＤＬ对 Ｏｃｔ４表达水平的影

响，在细胞体外培养２４ｈ，分别提取浓度为５μｇ／ｍＬ 的ｏｘ

ＬＤＬ组和对照组细胞蛋白进行检测，结果发现５μｇ／ｍＬｏｘ

ＬＤＬ组 Ｏｃｔ４的表达明显减弱，表达相对量仅为对照组的

１４％左右，差异有统计学意义（犘＜０．０１，具体数据未显示），见

图５，１０μｇ／ｍＬ及以上浓度的ｏｘＬＤＬ干预后Ｏｃｔ４的表达更

减弱，仅有极微量的表达（结果没有显示），而 ＮＡＣ预处理后

Ｏｃｔ４的表达量恢复接近正常，约为７９％。而ｎＬＤＬ组 Ｏｃｔ４

的表达却没有受到明显影响。
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　　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析图；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图；１：ｏｘＬＤＬ组（ｏｘＬＤＬ

浓度为１０μｇ／ｍＬ）；２：ＮＡＣ＋ｏｘＬＤＬ组；３：对照组。

图４　　不同实验组Ｂｃｌ２的表达

２．５　ＮＡＣ阻止ｏｘＬＤＬ来源的ＲＯＳ的产生　ＥＰＲ技术检测

不同实验组培养体系中ＲＯＳ的形成情况，结果显示对照组没

有出现ＥＰＲ信号，５μｇ／ｍＬｏｘＬＤＬ组则出现典型的ＥＰＲ信

号，而ｏｘＬＤＬ＋ＮＡＣ组中则没有检测到 ＥＰＲ信号（图６）；

ＲＯＳ的产生具有时间依赖性，当ｏｘＬＤＬ干预 ＭＳＣｓ时培养体

系中即刻就出现ＥＰＲ信号，信号表达的强度在ｏｘＬＤＬ干预

后６０ｓ达到最高峰，以后稳定在高水平状态（图６Ｂ）；同样

ＲＯＳ的产生是剂量依赖型的，正常培养的细胞体系几乎检测

不到ＥＰＲ信号，而加入ｏｘＬＤＬ干预后的细胞体系ＥＰＲ信号

强度明显增加，且随着ｏｘＬＤＬ干预浓度的增加，ＥＰＲ信号强

度相应增加，但是培养体系经抗氧化剂ＮＡＣ预处理５ｍｉｎ后，

即便再加入ｏｘＬＤＬ干预，细胞培养体系中ＥＰＲ信号强度则

明显减弱接近正常细胞水平（图６Ｃ），而ｎＬＤＬ组则没有类似

现象，说明培养体系中ＲＯＳ的产生来源于ｏｘＬＤＬ，且ＲＯＳ产

生量与ｏｘＬＤＬ的浓度和作用时间呈正相关，但抗氧化剂

ＮＡＣ预处理后可以完全阻止ｏｘＬＤＬ来源的ＲＯＳ的产生。

　　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析图；ａ：犘＜０．０１，分别与对照组、ＮＡＣ＋ｏｘ

ＬＤＬ组比较；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图；１：对照组；２：ＮＡＣ＋ｏｘＬＤＬ组；３：ｏｘ

ＬＤＬ组。

图５　　不同组别Ｏｃｔ４的表达情况

　　１：对照组；２：５μｇ／ｍＬｏｘＬＤＬ组；３：１０μｇ／ｍＬｏｘＬＤＬ组；４：ｏｘＬＤＬ＋ＮＡＧ组；
ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０１与１０μｇ／ｍＬｏｘＬＤＬ

组比较。

图６　　不同组别活性氧产物 ＲＯＳ形成的检测结果

３　讨　　论

大鼠骨髓间充质干细胞作为成体干细胞的一种，具有自我

更新和多向分化的特点，其存在于骨髓基质中，含量极低

（０．１‰），但在体外扩增容易，适宜条件下自身数量能够迅速增

加，另外骨髓基质是低氧环境（小于７％），该环境能够维持细

胞的无限增殖和自我更新的能力，体外低氧条件下培养能最大

限度发挥细胞的生物学特性［２３］。而体外培养的骨髓间充质干

细胞混杂有少量如成纤维细胞等其他细胞群体，这种混杂细胞

群体会影响研究的准确性和单一性，因此，本实验所采用的

ＭＳＣｓ为俄亥俄州立大学医学中心实验室分离和提纯的细胞

株，被认为是单一的干细胞株，经研究发现该细胞群阳性表达

Ｏｃｔ４，Ｒｅｘ１，ｃＫｉｔ和Ｐｄｇｆｒα，而细胞表面标记Ｓｃａ１，ＣＤ３４，

ＣＤ４５，Ｓｏｘ２和 Ｎａｎｏｇ的表达却为阴性
［３］；Ｏｃｔ４属ＰＯＵ家族

蛋白，是一类在动物早期胚胎发育过程中起重要作用的转录因

子，能够维持干细胞的全能性及未分化状态［４］。Ｏｃｔ４蛋白的

主要结构特征为具有ＰＯＵ家族特有的保守结构域（ＰＯＵｓ）和

ＰＯＵ同源异型结构域（ＰＯＵＨＤ），这两个结构域可与ＤＮＡ上

特定区域形成双向结合，进而对基因转录进行调控［５］。本实验

显示 ＭＳＣｓ高表达Ｏｃｔ４，当 ＭＳＣｓ受到ｏｘＬＤＬ干预时Ｏｃｔ４

的表达明显降低，细胞的增殖能力显著下降，进一步证实Ｏｃｔ４

是维持干细胞的全能性及未分化状态的关键因素之一。

内皮遍及整个心血管系统，主管血液运输、物质交换和血

管活性物质的分泌等功能，内皮的受损或功能失调导致动脉粥

样硬化和冠心病等心血管事件的发生和发展［６］，故内皮正常功

能的重建或内皮再生是严重心血管事件未来治疗的主攻方向。

内皮再生来源于循环内皮祖细胞（ＥＰＣｓ），内皮细胞受损或者

破坏导致细胞数量减少，可触发循环ＥＰＣｓ的成熟过程，最后

ＥＰＣｓ分化为内皮细胞来弥补其数量的不足从而维持心血管

内皮系统的正常功能，而ＥＰＣｓ来源于骨髓，其数量和功能与

骨髓间充质干细胞状态密切相关；临床上内皮受损或功能失调
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导致动脉粥样硬化和冠心病等心血管疾病的发生，研究证实这

些心血管疾病个体体内ＥＰＣｓ的数量明显减少
［６８］，因此，推测

可能是某些因素导致骨髓间充质干细胞分化受到抑制，继而内

皮细胞的生成数量降低，从而促进严重心血管事件的发生，因

此，该过程中相关机制的阐明具有重大的临床和社会意义，也

是本研究实施的原始推动力。

多种因素可以引起内皮受损或功能失调，脂代谢紊乱是一

大诱因，高脂血症导致内膜受损，脂点脂纹形成，继而出现纤维

斑块和粥样斑块。最后导致动脉粥样硬化和冠心病的形成，而

ｏｘＬＤＬ和氧化应激是这一过程的物质和病理生理基础，但其

作用机制尚不清楚。ｏｘＬＤＬ对靶细胞的作用因细胞类型不同

而不同，并且这种作用机制复杂而多变，ｏｘＬＤＬ能够促进巨噬

细胞和血管平滑肌细胞的增殖，抑制巨噬细胞及单核细胞的凋

亡，但另一方面ｏｘＬＤＬ在抑制内皮细胞和循环ＥＰＣｓ的增殖

进而促进巨噬细胞和单核细胞的凋亡 ［９１０］，最近文献又证明

ｏｘＬＤＬ同样可以引起内皮的受损
［１１］，但受损的机制尚未阐

明；ｏｘＬＤＬ另外一个重要的机制则是 ＲＯＳ的形成和氧化应

激。ＯｘＬＤＬ能够提供ＲＯＳ的丰富来源，而ＲＯＳ与组织氧化

应激和高血压、动脉粥样硬化等心血管疾病的发生及进展密切

相关，ＲＯＳ和氧化应激在对包括骨髓干细胞在内的干细胞调

控发挥重要作用 ［１２１４］。

本研究结果是通过细胞的体外实验获得的，但仍具有紧密

的临床相关性，最近的临床研究显示一个健康个体血清中ｏｘ

ＬＤＬ的浓度为７μｇ／ｍＬ，而稳定型冠心病患者血清ｏｘＬＤＬ水

平则为１７．２μｇ／ｍＬ，急性冠脉综合征患者血清ｏｘＬＤＬ水平

更是高达２３．６μｇ／ｍＬ，本实验选取的 ｏｘＬＤＬ 浓度（１～

２０μｇ／ｍＬ）在健康和患病个体的平均范围之内进行研究发现，

当ｏｘＬＤＬ浓度是１μｇ／ｍＬ时对细胞形态和增殖没有影响，但

当其浓度增加，出现了抑制作用，并且这种作用与浓度成剂量

依赖性，这就提示ｏｘＬＤＬ在这些心血管事件的发生发展中起

促进作用，本实验中采用抗氧化剂 ＮＡＣ预处理来对抗ｏｘ

ＬＤＬ对细胞的抑制作用，根据相关文献
［１３］选取浓度为１ｍＭ

的ＮＡＣ进行实验，结果显示 ＮＡＣ能够逆转但不能够完全恢

复ｏｘＬＤＬ对 ＭＳＣｓ的抑制作用，提示在该过程中还有其它因

素参与其中，下一步作者拟通过体内实验研究ｏｘＬＤＬ对

ＭＳＣｓ特性和内皮分化的影响及其机制。

本研究明确ｏｘＬＤＬ能够抑制 ＭＳＣｓ增殖和 ＭＳＣｓ细胞

表面标记Ｏｃｔ４的表达，而抗氧化剂ＮＡＣ却能够逆转ｏｘＬＤＬ

对 ＭＳＣｓ的抑制作用，进一步证实了ｏｘＬＤＬ可能通过氧化应

激方式抑制 ＭＳＣｓ的增殖和细胞表面标志的表达，而抗氧化剂

使氧化应激水平降低甚至消退时，ｏｘＬＤＬ对 ＭＳＣｓ的抑制作

用也随之降低甚至消退。而研究显示心血管疾病个体体内

ＥＰＣｓ的数量明显减少
［６８］，是否与其骨髓间充质干细胞分化受

到抑制导致内皮细胞的生成减少相关？而ＯｘＬＤＬ是动脉粥

样硬化和冠心病等心血管事件发生发展的关键环节之一，在本

研究明确ｏｘＬＤＬ抑制 ＭＳＣｓ生物学特性基础上，拟通过进一

步实验验证其是否抑制 ＭＳＣｓ的内皮分化及其可能机制。
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ｉｏｕｒｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｅｍｃｅｌｌｓａｎｄｉｍｐａｉｒｓｔｈｅｉｒｅｎｄｏｔｈｅ
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