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·生物磁学·
恒磁场抑制缺血缺氧条件下大鼠骨髓间充质干细胞凋亡 *
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摘要 目的：研究恒磁场对体外缺血缺氧培养条件下大鼠骨髓间充质干细胞（Bone marrow-derived mesenchymal stem cells, BMSCs）
凋亡的影响并探讨其作用机制。方法：采取大鼠骨髓，以密度梯度离心分离出单个核细胞（MNCs），于体外培养并由牛垂体提取物

（PEX）诱导扩增传代培养出骨髓间充质干细胞（MSCs）。经形态学和流式细胞仪检测 MSCs 表面标志物鉴定后，将骨髓间充质干

细胞（BMSCs）在缺血缺氧条件下培养，通过 TUNEL 检测比较不同组别细胞的凋亡率和蛋白印迹法（western blot）来观察细胞中

特定蛋白质的变化。结果：①经形态学观察和流式细胞仪检测 MSCs 表面标志物鉴定，提示骨髓间充质干细胞培养成功。②缺血

/ 缺氧组与缺血 / 缺氧 + 磁场组比较，缺血缺氧组的凋亡率显著性增加，Akt 磷酸化水平显著上升 (P<0.05)。提示恒磁场可以使

PI3K(Phosphoinositide-3kinase)/Akt(ProteinkinaseB,PKB)信号通路被激活而抑制凋亡的发生。结论：恒磁场通过激活 PI3K/Akt 信号

通路抑制体外缺血缺氧条件下培养的骨髓间充质干细胞的凋亡。
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ABSTRACT Objective: To investigate the influence of constant magnetic fields on the apoptosis of marrow-derived mesenchymal
stem cells under hypoxia and serum deprivation condition and further to explore its mechanism. Methods:Mononuclear cells were
isolated from rat bone marrow by density-gradient centrifugation and then they were cultured on fibronectin-coated plates supplied with
bovine pituitary extract to get MSCs. BMSCs were identified by Morphology and Surface molecule marker analyzed by FCM. Then the
marrow-derived mesenchymal stem cells were cultured under hypoxia and serum deprivation condition (hypoxia and SD), the proportion
of apoptosis and the level of p-Akt in different groups were detected by tunnel analysis and Western bolt respectively. Results: ① The
marrow-derived mesenchymal stem cells were successfully obtained by identification of morphology and the MSCs specific surface
marker. ② The proportion of apoptosis is significantly higher in the group under hypoxia and SD than that of group under constant
magnetic fields plus hypoxia and SD. The level of p-Akt upgraded significantly, therefore indicated the activation of PI3K/Akt pathway
(P<0.05). Conclusion:Constant magnetic field inhibited the apoptosis of marrow-derived mesenchymal stem cells under hypoxia and SD
by activating PI3K/Akt.
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前言

心肌梗死目前已经严重危及人类的生命健康。许多治疗方

法提供了解决心肌梗死后的心力衰竭、死亡等问题的有效手段，

而现代骨髓间充质干细胞（marrow-derived mesenchymal stem c-
ells, BMSCs）移植技术更是由于其具有易提取、扩增力强、无伦

理和排斥反应等诸多优点受到广泛关注而迅速发展[1-2]。大量研

究表明，移植后 BMSCs 的存活数量是宿主心功能及预后改善

的决定因素。自体 BMSCs 由于其取材容易、移植排斥反应微

弱、无伦理学制约等优点成为目前临床最具有应用前景的移植

细胞[3-4]。BMSCs 移植可以安全有效地改善心肌梗死后的心功

能，提高左室射血分数，抑制心脏重塑[5]。因此，如何有效地对抗

移植 BMSCs 的凋亡，使其充分发挥功能，从而降低心肌梗死病

死率、逆转心力衰竭的结局，是心血管学界面临的巨大挑战[6]。
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既往有研究表明恒磁场可以促进 BMSCs 的增殖[7]，但恒磁场

对 BMSCs 病理情况下凋亡的研究较少[8]。本实验用原代培养

的大鼠 BMSCs 为标本，在体外实验中模拟缺血心肌区域的环

境，观察恒磁场作用下 BMSCs 的凋亡率并探讨其作用机制，为

将来的临床应用提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物和试剂

雄性 SD 大鼠 9 只，单只体重约 180 g，第四军医大学动物

中心提供。DMEM 培养基由美国 GIBCO 公司提供；胎牛血清

由美国 GIBCO 公司提供；胰蛋白酶由 Sigma 公司提供；抗

CD90 和 CD34 抗体、抗 P-Akt 和抗 Akt 抗体、cleaved capase-3
抗体及 capase-3 抗体由美国 R&D 公司提供、抗 β-actin 抗体由

晶美生物工程有限公司提供；TUNEL 凋亡试剂盒由罗氏公司

提供。
1.2 实验方法和步骤

1.2.1 大鼠 BMSCs 的分离 取体重约 180 g 成年雄性 SD 大鼠，

过量戊巴比妥钠注射处死，75 %酒精浸泡 10 min。超净台中，解

剖分离出后肢长骨，75 %酒精浸泡 5 min，生理盐水冲洗 3 遍。
去除长骨表面纤维组织及肌肉，剪除两端关节面，以 PBS 清洗

骨干。从中间剪断长骨，暴露骨髓腔，以 DMEM 10 mL 完全冲

洗骨髓腔及干骺端。冲洗液以 TB 针头抽吸过滤以初步剔除骨

渣，然后收集至 15 mL 离心管内，1000 r/min 离心 5 min，弃去

上清，在试管内加入 DMEM 5mL，充分吹打混匀细胞。另取

15mL 离心管，加入 Ficoll 分离液 5mL，将细胞悬液沿管壁小心

加至 Ficoll 液面上层，使两层间形成明显界面，1800 r/min 离心

30 min。吸取中间界面软层细胞 （MNCs），以 DMEM 洗涤，

1000 r/min 离心 5 min，重复 3 次。
1.2.2 BMSCs 的培养 培养皿预先用 FN 包被：取一次性塑料培

养皿，加入浓度为 0.1 mg/mL 的 FN，使之完全覆盖皿底，室温

下静置 40 min，吸净皿中 FN（可回收重复使用），室温下晾干，

备用。将新鲜分离的 MNCs 以 2×106/mL的密度接种于 FN 包被

的培养皿中，培养液采用 DMEM，含 10 %FBS，牛垂体提取物

（PEX）20 μg/mL，肝素钠 10 U/mL，于 5 % CO2 饱和湿度，37℃
条件下培养。第 4 天半量换液，以后每 3 天换液 1 次，至贴壁细

胞铺满皿底 80 %~90 %时消化传代。鉴于 MNCs 对胰酶耐受性

较差，通常采用含 1 mmol/L EDTA 的 PBS，37℃孵育 20 min
消化传代。
1.2.3 BMSCs 的鉴定 流式细胞仪检测 BMSCs 表面抗体标志

CD90 和 CD34，具体步骤参考文献[9]。
1.2.4 实验分组 ①对照组(无缺血缺氧)：即在含 10 %胎牛血

清的 DMEM 培养液中培养的细胞组；②缺血缺氧组：即缺氧条

件下无血清的 DMEM 培养液中培养的细胞组；③缺血缺氧 +
磁场组：即细胞在缺氧条件下无血清的 DMEM 培养液中培养，

同时用 0.4 T 恒磁场刺激，每天 8 h，连续 5 天。以上 3 组均取原

代培养 10 天的细胞。对不同条件处理 12 h 后的细胞进行细胞凋

亡检测，不同条件处理 30 min 后的细胞进行 western blot 检测。
1.2.5 TUNEL 细胞凋亡检测 在载玻片上铺一层薄薄的多聚

赖氨酸，干燥后在去离子水中漂洗，干燥后 4℃保存；各组离心

收集约 1×106 个细胞，PBS 洗一次，重悬，加到铺好的多聚赖

氨酸载玻片上，自然干燥，使细胞很好的吸附到载玻片上；将吸

附细胞的载玻片在 4 %多聚甲醛中固定 25 min；PBS 浸洗二

次，每次 5 min；然后将吸附细胞的载玻片在 0.2 %的 Triton
X-100 中处理 5 min；PBS 浸洗二次，每次 5 min。制备 TUNEL
反应混合液，实验组加 50 μLTdT 与 450 μL 荧光素标记的

dUTP 液；而阴性对照组仅加 50 μL 荧光素标记的 dUTP 液，阳

性对照组先加入 100 μL DNase 1，15~25℃反应 10 min，后面步

骤同处理组。玻片干后，加 50 μL TUNEL 反应混合液（阴性对

照组仅加 50 μL 荧光素标记的 dUTP 液）于标本上，加盖玻片

或封口膜在暗湿盒中 37℃反应 1 h，PBS 漂洗 3 次，在荧光显

微镜下计数凋亡细胞（激发光波长为 450~500 nm，检测波长为

515~565 nm）。
1.2.6 蛋白印迹分析 （Western blot） 采用 BCA 试剂盒测定裂

解液中蛋白质的浓度，取 30 μg 总蛋白裂解液加入 4×Loading
buffer，95℃煮沸 5 min 后，10 %胶 SDS-PAGE 电泳分离，并以

预染蛋白 marker 为标志，判定电泳终止时间。在 4℃的循环水

浴内以 350 mA 电流将样品转至硝酸纤维素膜上，时间为 80
min；于含 5 %脱脂奶粉的 TBS-T 缓冲液室温封闭 1 h，按 1:
3500 比例加入相应一抗，4℃孵育过夜；TBS-T 洗膜 3 次，每次

10 min；加入 HRP 标记的二抗抗体(1:2000 稀释)，室温孵育 2
h；TBS-T 洗膜 3 次，每次 10 min；ECL 化学发光显影。
1.3 统计学分析

各分组所得计量数据采用均数±标准误(X±SE)表示，用

SPSS17.0 软件处理数据，两组间均数比较用 t 检验。检验水准

α=0.05，P<0.05 有统计学意义。

2 结果

2.1 原代 MSCs 培养生长观察

收集骨髓 MNCs 后接种于 FN 包被的培养皿中，细胞大多

呈悬浮生长。第 2 天可见少数细胞贴壁，呈梭形，形态较为均

一，细胞体饱满，胞质清澈、透明，细胞核位于细胞中央。培养第

1~3 天贴壁细胞分裂、增殖缓慢，主要表现为细胞伸展趋于完

全，体积有所增大。至第 4 天起，细胞有丝分裂速度呈几何基数

增长，培养皿中贴壁细胞数量增多，悬浮细胞明显减少。经换液

后，可见小圆形高折光度的 BMSCs 粘附在贴壁细胞上。培养至

第 7 天后，细胞分裂、增殖速明显变慢，大部分贴壁细胞保持梭

形或多角形态。培养至 2~3 周后，有少数细胞折光度降低，呈融

合片状生长（图 1）。

图 1 相差显微镜观察培养 15 d 生长良好的骨髓间充质干细胞 (200×)

Fig.1 Bone marrow-derived mesenchymal stem cells cultured for fifteen

days (200×)
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2.2 BMSCs 的鉴定

流式细胞仪对标本细胞表面分子标记物进行 2 期和 3 期

检测，结果表明分离培养出的细胞表面阳性标记物 CD90 比例

为 96.2 %；阴性标记物 CD45 比例为 1.95 %。证明分离培养出

的细胞为 BMSCs。

图 2 骨髓间充质干细胞表面抗体流式细胞仪分析图

Fig.2 Analysis of surface molecule markers in BMSCs by flow cytometry

图 3 骨髓间充质干细胞凋亡率比较

Fig.3 Bone marrow-derived mesenchymal stem cells apoptosis

图 4 骨髓间充质干细胞细胞蛋白印迹分析图

Fig.4 WB of the P-Akt , T-Akt, cleaved caspase-3 and total caspase-3

注：A: 3 组细胞磷酸化 Akt, total Akt, 剪切后的 caspase-3, total caspase-3 western blot 图，β-actin 作为内参；B、C 为统计分析图。数据采用均数±

标准误( X±SE)表示。* P<0.05

Note: A: WB analysis of P-Akt , T-Akt, Cleaved capase-3, total capase-3. B the analysis result of spss17.0. Results are means±SE. The group of

hypoxia/SD compared with the group of hypoxia/SD + constant magnetic fields. P<0.05
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2.3 正常组、缺血缺氧组、缺血缺氧 + 磁场组 12h 后的骨髓间充

质干细胞凋亡率检测和 30min 后的细胞蛋白检测

缺血 / 缺氧 + 磁场组与缺血缺氧组比较，细胞凋亡率明显

低于后者 （图 3）。蛋白印迹分析表明，缺血 / 缺氧组 cleaved
capase-3 表达增高，在磁场作用后 cleaved capase-3 表达降低，

表明磁场可以抑制缺血 / 缺氧诱导的凋亡。并且通过蛋白印迹

分析发现，缺血缺氧组 + 磁场组发 Akt 的磷酸化上调，说明在

缺氧条件下恒磁场可能通过激活 PI3K/Akt 信号通路抑制

BMSCs 的凋亡。

3 讨论

心肌梗死发生后 BMSCs 移植能够有效提高左室射血分

数，抑制心脏重塑，改善心肌梗死后的心功能。虽然在缺血心肌

区域移植后的 BMSCs 能否分化为心肌细胞尚不清楚，但是

BMSCs 保护心肌功能的作用是可以肯定的。移植后 BMSCs 的

存活数量是决定宿主心功能及预后改善的重要因素[10]。而多项

研究发现超过 70 %-80 %的 BMSCs 在移植后 3 天内死亡[11]；甚

至有研究发现，移植 4 天后，只有 0.44 %的 BMSCs 可以在小

鼠心脏中存活[12]，而人体也仅有不到 1 %的移植细胞可以存活，

因此移植后 BMSCs 大量的快速凋亡是影响移植获益的最大障

碍。目前认为心肌梗死后局部组织缺血缺氧、局部免疫和炎症

反应及缺乏营养因子等因素是造成 BMSCs 大量凋亡的主要原

因[10]，但是具体的作用机制尚不清楚，进一步研究相关凋亡诱

导因素及其作用机制具有重要意义。
恒定均匀磁场是由优化磁路设计的超导磁体或恒磁体所

产生的磁场，主要应用于医学成像及波谱学的研究[13]。研究发

现，磁场在心肌梗死时可清除体内的自由基，提高 SOD 等抗自

由基酶的活性，具有抗炎、抗氧化、改善梗死心肌的血流动力学

和微循环等作用[14]，可以保护急性心肌缺血及梗死大鼠的心肌[8]。
本研究在模拟梗死心肌区域缺血缺氧的条件下，BMSCs

发生大量凋亡。I3K/Akt 是一个重要的影响细胞存活的信号通

路，在许多类型的细胞中 Akt 的磷酸化抑制细胞的凋亡发生。
已经有研究证明，Akt 转录入 BMSCs 后移植到缺血心肌区域

的存活率显著提高[15]。本研究证实恒磁场可以使 Akt 磷酸化，

从而抑制 BMSCs 凋亡的发生。
引起凋亡主要有两条途径：即死亡受体途径及线粒体凋亡

途径 [16]。前者主要是刺激因素激活细胞内相关基因，由肿瘤坏

死因子家族介导，激活 Caspase-8[17]，而后者则是相关刺激因素

改变细胞内线粒体的膜电位，引起线粒体细胞色素 C 的释放，

Ca2+ 浓度升高，激活 Caspase-9。两个途径最终都导致效应性

Caspase-3 活化，进一步激活内切核酸酶，使 DNA 链断裂，最终

细胞结构的全面解体[18-19]。所以，尽管本实验证实了缺血缺氧条

件下 BMSCs 的凋亡发生是通过 caspase-3 介导，但具体是哪一

条通路尚不清楚，这些都有待于进一步的研究。
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