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● 基础研究·

洛伐他汀抑制大鼠骨髓间充质干细胞凋亡的实验研究

徐瑞霞 陈曦 陈静海 朱伟铨韩瑜邓琳子 丛祥凤

【摘要】 目的体外以缺氧无血清条件模拟心肌梗死后的心脏缺血微环境，研究洛伐他汀是否能够抑制缺氧

无血清引起的骨髓问充质干细胞(MSCs)凋亡。方法 以Hoeehst33342染色法及Annexin V／PI流式细胞术检测洛

伐他汀的抗凋亡作用，检测线粒体膜电位变化，进一步采用Western blot方法检测洛伐他汀对细胞色素C释放及

caspase-3活化的影响。结果 洛伐他汀0．01～1i-mol／L能够有效地抑制缺氧无血清引起的MSCs凋亡。洛伐他汀

抑制线粒体凋亡途径，增强线粒体膜电位水平、抑制细胞色素C释放，降低caspase-3活化水平。结论洛伐他汀能

够抑制线粒体途径介导的凋亡，阻止caspase-3的活化，发挥抗缺氧无血清引起的MSCs凋亡，为提高移植干细胞的

存活率提供了一种可能有效的干预措施。

【关键词】洛伐他汀；间充质干细胞；细胞凋亡，存活率

Lovastatin inhibits apoptosis of mesenchymal stem

cells isolated from rat bone marrow
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[Abstract]Objective To investigate the effect of lovastatin on rat bone rflarfow mesenchymal stem cells(MSCs)

apoptosis induced by hypoxia and serum deprivation(Hypoxia／SD)in瓿打o。focusing in particular on regulation of

mitochondrial apoptotic pathway，and to find the useful therapeutic methods to increase transplanted MSCs survival．

Methods MSCs were isolated from bone marrow of Sprague-Dawley rats．The anti-apoptotie effects of lovastatin

were detected using Hoechst33342 and Annexin V—FITC／PI binding assay by flow cytometric analysis．The cyto—

chrome C and the activation of caspase-3 were detected by Western blot．Results Lovastatin(0．01—1／xmol／L)re-

markably prevented MSCs from hypoxia／SD-induced apoptosis through inhibition of the mitochondriai apoptotic path—

way，leading tO attenuation of caspase-3 activation．The lOSS of mitochondrial membrane potential and cytochrome C

release from mitochondria to cytosol were significantly inhibited by lovastatin．Conclusion Lovastatin protects

MSCs from hypoxia／SD-induced apoptosis via inhibiting mitochondrial pathway，suggesting that it may provide a use—

ful therapeutic adjunct for transplanting MSCs into damaged heart after myocardial infarction．

[Key words]lovastatint stem cells mesenchymal；apoptosis；survival rate

随着冠心病发病率的逐年增高，缺血性心脏病

已成为危害人类健康的重大疾病之一。缺血引起的

心肌细胞死亡导致斑痕组织形成及心室壁顺应性降

低，最终降低心功能引发心力衰竭。近年来，随着干

细胞研究的兴起，骨髓间充质干细胞(mesenchymal

stem cells，MSCs)以其具有多向分化潜能、来源充

足、体外易扩增、无免疫排异等优点，已经成为细胞

移植治疗心肌梗死的首选‘1~3。。然而，移植细胞在

缺血心肌组织中较低的存活率限制了此方法的临床

治疗效果h副。如何提高移植细胞的存活率，实现
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细胞再生、最终改善心功能，是目前细胞移植治疗缺

血性心脏病亟待解决的问题。

他汀类药物系HMG-CoA还原酶抑制剂，能降

低血清中总胆固醇和低密度脂蛋白的水平，目前在

脂质代谢异常和动脉粥样硬化的治疗中被广泛运

用[6]。近年研究表明，他汀类药物的“多效性”在心

血管病的预防和治疗中发挥着关键性作用，包括改

善内皮功能、抑制炎症反应、抗氧化应激反应、减轻

心肌梗死后的心脏重塑、增强移植后免疫耐受、抑制

人主动脉平滑肌细胞凋亡等作用[7~9]。那么，他汀

类药物是否能促进MSCs存活呢?本研究旨在以缺

氧无血清条件模拟缺血心肌微环境诱导MSCs凋

亡[103，深入探讨洛伐他汀(10vastatin)是否能够抑制

MSCs凋亡，从而为提高移植细胞的存活率、改善临

床治疗效果提供实验依据和理论基础。

1材料与方法

1．1试剂与仪器 洛伐他汀、罗丹明123(Sigma

公司)，IMDM培养基、特优级胎牛血清(FBS)、胰蛋

白酶(Gibco，美国)，缺氧培养盒(BioM6rieuxRsa公

司，法国)，Annexin V—FITC细胞凋亡检测试剂盒

(北京宝赛生物公司)。Caspase-3酶活性检测试剂

盒(Bivision公司)。Caspase-3抗体、Cleaved

caspase-3抗体、细胞色素C(cytochrome C，Cyto

C)抗体(Cell Signal公司)，Aetin抗体(Santa Cruz

公司)，辣根过氧化物酶标记的二抗(北京中山生物

有限公司)。CO。恒温细胞培养箱(JOUAN公司，

法国)，荧光／倒置相差显微镜(Olympus公司，日

本)，全自动酶标分析仪(Bio-Rad公司)，流式细胞

仪(BD公司，美国)。

1．2 大鼠MSCs的分离与培养(全骨髓法) Spra-

gue-Dawley大鼠(二级动物)，体重约809，雌雄不

拘，由北京大学医学部实验动物中心提供。参照文

献方法[111，颈椎脱臼法处死大鼠，严格无菌条件下

取双侧股骨及胫骨，用不含血清的IMDM培养基反

复冲洗骨髓腔，将冲洗获得的细胞悬液转入离心管，

1000r／min离心5 min，弃上清，细胞沉淀中加入适

量含15％FBS的IMDM培养基，小心吹打制成细

胞悬液，进行细胞计数，将细胞加入到含15％FBS

的IMDM培养基中，接种于培养瓶。37℃，5％CQ

培养箱中培养。

1．3 MSCs的纯化和扩增采用贴壁筛选法，每3d

更换新鲜的培养液，4～5 d后细胞可达到80％～

90％融合，以l：3进行传代。换液及传代后可去除

非贴壁的骨髓造血千细胞，使MSCs得以纯化，传至

2---5代的MSCs用于实验。

1．4 实验分组及处理 正常对照组：以完全培养基

(IMDM+15％FBS)正常培养。凋亡模型组：以无

血清IMDM及缺氧处理(置于密闭缺氧罐中，内置

耗氧剂)，37℃，5％CO：孵育6 hEl0]。洛伐他汀处理

组：以不同浓度的洛伐他汀(0．001，0．01，0．1，

1／，mol／L)预处理MSCs lh，然后在缺氧无血清条件

下继续孵育6 h。

1．5 流式细胞仪分析 洛伐他汀处理细胞后，取

6×105细胞，胰酶消化。1000r／min，4℃，离心5min，

弃上清。细胞用PBS洗2次后悬浮于200p1结合

缓冲液。加入10“l异硫氰酸荧光素(FITC)标记的

Annexin—V(Annexin-V—FITC)，轻轻混匀，4℃避

光反应15---20 min。加入5“l碘化丙啶(PI)，300p1

结合缓冲液，混匀，流式细胞仪检测凋亡细胞。

1．6 Hoechst33342荧光染色 收集洛伐他汀处理

后的细胞，PBS漂洗2次。以完全培养基稀释Ho—

eehst33342储存液至终浓度为0．19／L，室温避光反

应10 min后，以紫外光激发，荧光显微镜下观察凋

亡细胞形态。

1．7 线粒体膜电位(△霉m)的检测 收集洛伐他汀

处理后的细胞，PBS漂洗2次，加入罗丹明123

(10mg／L)，37℃水浴30 min，流式细胞仪检测线粒

体膜电位水平。

1．8 Caspase-3活性的检测 细胞经洛伐他汀处理

完毕后，收集细胞，提取蛋白，以考马斯亮蓝法测定

蛋白浓度。根据Caspase-3酶活性检测试剂盒操

作，使用酶标仪405nm波长测定Caspase-3活力。

1．9 Western blot检测蛋白表达水平 收集洛伐

他汀处理后的细胞，提取蛋白。以考马斯亮蓝法测

定蛋白浓度，SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白

(每孔上样品量为50 g)，然后电转移蛋白至硝酸纤

维素膜。Western blot检测caspase-3活化片段和

Cyto C的表达水平。硝酸纤维素膜置含5％脱脂奶

粉的TBST中，4℃过夜，TBST漂洗。与相应的一

抗室温下温育2 h。室温下以TBST液在平缓摇动

条件下漂洗3次，每次10 min。与辣根过氧化物酶

标记的二抗在室温下温育90 min。充分漂洗膜后

以化学发光液显像，暗室中进行X光片压片，经过

显、定影得到目的条带。

1．10统计学处理所有结果均以z士s表示，采用

非配对t检验，以P<O．05为差异有统计学意义。
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2结 果

2．1 MSCs的形态 图1所示，细胞接种后24 h

可见少数细胞开始贴壁生长，细胞形态呈梭形，而大

部分悬浮在溶液中的细胞呈圆形，主要是造血干细

胞，换液去除非增殖细胞。培养至第3天，细胞增殖

加快，呈集落样、漩涡状迅速生长。至第5天细胞

80％铺满瓶底，达到次融合状态，此时按1：3传代，

造血干细胞随着换液和传代次数的增加连渐减少，

达到纯化MSCs的目的。

2．2倒置相差显微镜下观察洛伐他汀抑制MSCs

凋亡的现象倒置相差显微镜下观察细胞形态(图

2)：正常对照组细胞生长旺盛，长梭形，形态规则，呈

漩涡状生长；凋亡模型组及洛伐他汀0．001pmol／L

组细胞形状不规则，皱缩，呈树枝状分布，且有大

量漂浮死细胞；洛伐他汀(O．01，0．1，1“mol／L)处

理组细胞形态规则，长梭形，典型的漩涡状生长，

未见有漂浮死细胞。研究结果显示，与凋亡模型

组相比较，洛伐他汀(O．01，0．1，1弘mol／L)具有显

著的抗缺氧无血清诱导的骨髓间充质干细胞凋亡

的作用。

2．3免疫荧光检测洛伐他汀抑制缺氧无血清诱导

的MSCs凋亡 本实验选用Hochest33342作为荧

光探针，在荧光显微镜下观察洛伐他汀对缺氧无血

清诱导的MSCs凋亡细胞核形态的影响。如图3所

示，正常对照组细胞核大而均质，淡蓝染色；凋亡模

型组及洛伐他汀0．001／生mol／L组细胞核固缩、碎

裂，形态不规则，染色深；洛伐他汀(0．01，0。1，

1“tool／L)处理组细胞核似正常对照组，核大而均

质，淡蓝染色。

2．4 流式细胞术检测洛伐他汀抑制缺氧／无血清诱

导的MSCs凋亡如图4A、4B所示，与凋亡模型组

相比较，洛伐他汀(0．01，0．1，1／zmol／1。)处理组细

胞早期凋亡率明显降低，但对细胞中晚期凋亡率及

坏死细胞没有显著影响(P>0．05)；洛伐他汀0．001

肚mol／I，处理组未见明显的抗凋亡作用。因此在后

续实验中选择洛伐他汀(0．01，0．1，1／xmol／L)继续

进行抗凋亡检测。

2．5洛伐他汀抑制缺氧无血清导致的easpase-3的

活化酶标仪测定Caspase-3活力(A缁。)，结果表

明洛伐他汀(o．01，0．1，lpmol／L)降低缺氧无血清

诱导的Caspase-3活性增高(图5A)。Western blot

检测Caspase一3活化片段，结果显示，洛伐他汀

(O．01，0．1，1Ⅱtool／L)能明显减少活化片段的产

生，与酶活力检测一致(图5B)。

圈l相差显微镜下观察分离培养的大鼠MgEs(×40)
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Control：正常对照组；Hypoxia／SD：缺氧无血清处理；Lova+Hypoxia／SD：洛伐他汀各浓度处理组

图2相差显微镜下观察洛伐他汀抑制MSCs的凋亡(x 40)

Control：正常对照组；Hypoxia／SD：缺氧无血清处理组；Lova+Hypoxia／SD：洛伐他汀各浓度处理组

图3 Hochest33342染色后荧光显微镜下观察洛伐他汀抑制MSCs的凋亡(×40)
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Control：正常对照组；Hypoxia／SD：缺氧无血清处理组，Lova+Hypoxia／SD：洛伐他汀各浓度处理组。与正常对照组

比较，。P<0．05，8P<0．01f与缺氧无血清组比较，△P<O．01

图4 Annexin V／PI流式细胞术检测洛伐他汀抑制MSCs凋亡的作用

A

Hypoxia／SD ． + + + +

Lev岫trL) · · 仰I O．1 1

与正常对照组比较，。P<O．01，与缺氧无血清组比较，8P<O．01

图5洛伐他汀降低缺氯无血清所致Caspase-3酶活性增高(A)，

Western blot方法检测洛伐他汀减少缺氧无血清所致的Caspase-3活化片段的生成(B)

2．6洛伐他汀对凋亡细胞线粒体膜电位的影响

罗丹明123可结合到线粒体基质，其荧光的增强或

减弱说明线粒体内膜电负性的增高或降低。图6A、

6B显示，与凋亡模型组比较，洛伐他汀(0．01，0．1，

lvmol／L)处理组细胞的线粒体膜电位明显升高，表

明洛伐他汀抑制缺氧无血清诱导的凋亡作用通过线

粒体途径介导。

2．7洛伐他汀抑制缺氧无血清引起的Cyto C的释

放分离细胞的线粒体蛋白组分和胞浆蛋白组分，

分别检测两种组分中Cyto C含量的变化。如图7

所示，正常培养的MSCs中，Cyto C存在于线粒体

组分中；在凋亡模型组，胞浆中Cyto C含量明显增

加，提示细胞Cyto C由线粒体释放到了胞浆中；与

凋亡模型组相比较，洛伐他汀(O．01，0．1，lpmol／L)

处理组细胞的胞浆中Cyto C明显减少，而线粒体组

分中Cyto C含量显著增加，说明洛伐他汀能够抑制

缺氧无血清引起的Cyto C的释放，从而发挥抗凋亡

作用。

3讨论

心肌梗死后心脏缺血微环境对移植入的MSCs

生长及存活的影响至关重要。笔者先前的研究报

道，体外缺氧无血清联合处理MSCs可以诱导其产

生caspase依赖的凋亡，并且早期凋亡率在缺氧无

血清处理6h达到最高峰[1 0。。本研究首次观察到心

血管病常用的他汀类药物——洛伐他汀具有抗缺氧

(pIoJ矗巍目莒v扫}^翟鼍ca蛊eI。
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B

△xItm：线粒体膜电位。与正常对照组比较，。P<o．01}与缺氧无血清处理组比较，8 P<0．05

图6流式细胞术检测洛伐他汀对凋亡细胞线粒体膜电位的影响

图7洛伐他汀抑制缺氧无血清引起的细胞色素C的释放

无血清诱导的MSCs凋亡的作用。

细胞凋亡的共同特征是细胞皱缩变小，细胞核

染色质凝集成斑块状及聚集在核膜周边，呈现核碎

裂现象。光镜及Hochest33342荧光染色所得的形

态学结果均显示，洛伐他汀(0．01，0．1，ltumol／L)

能够明显减少MSCs凋亡数量，抑制细胞核固缩及

碎裂的发生。

磷脂酰丝氨酸(phosphatidylserine，PS)正常位

于细胞膜的内侧，在细胞凋亡早期，PS可从细胞膜

的内侧翻转到细胞膜表面，表现为Annexin—V阳

性。PI是一种核酸染料，它不能透过完整的细胞

膜，但在凋亡中晚期的细胞和坏死细胞，Pl能够透

过细胞膜而使细胞核红染。将Annexin-V进行荧

光素FITC标记，作为荧光探针，与PI匹配使用，利

用流式细胞仪，就可以将凋亡早期(Annexin V+／

PI)、中晚期(Annexin V+／PI+)以及坏死细胞(An—

nexin V一／PI+)区分开来。本实验中流式细胞检测

结果表明，洛伐他汀(O．01，0．1，1“mol／L)能够显

著降低缺氧无血清引起的MSCs早期凋亡，但低浓

度洛伐他汀(0．001vmol／L)对MSCs的凋亡无影

响，进一步验证了前述的形态学检测结果，明确了洛

伐他汀抗MSCs凋亡作用的浓度范围。

Caspase信号级联通路是许多细胞凋亡主要的

介导途径，Caspase-3在凋亡执行过程中起着关键的

作用。多种凋亡刺激因子均可诱导线粒体跨膜电位

下降，使Cyto C从线粒体释放至细胞浆中，从而启

动Caspase介导的凋亡级联反应[1 2。，导致凋亡迅速

完成。本实验结果显示，洛伐他汀能够有效地抑制

缺氧无血清联合处理引起的MSCs凋亡，降低

Caspase-3活性并减少Caspase-3活化片段的表达，

进一步确认了洛伐他汀的抗凋亡作用是通过线粒体

途径，抑制Cyto C的释放，最终降低Caspase-3的

活性实现的。

本研究已有的结论证明，在细胞移植治疗心肌

梗死及其他缺血性疾病时，以他汀类药物进行干预，

可望有效地抑制缺血引起的MSCs凋亡，提高其存

活率，进而增强干细胞移植的临床治疗效果。本研

究结果开辟了他汀类药物在干细胞移植治疗方面的

新用途，进一步完善了他汀类药物在心血管系统疾

病的应用价值。然而，本实验尚未在整体动物中验

证洛伐他汀的抗凋亡作用，接下来的实验需要进一

步验证，具体考虑方法如下：(1)MSCs移植前先以

洛伐他汀预处理，然后移植人心肌梗死区，观察心脏

中存活的细胞数量是否增加；(2)在细胞移植以前口

服或注射洛伐他汀，以达到有效的血药浓度，从而提

高心肌梗死区微环境的药物浓度，观察移植入的

MSCs是否能够更好地存活。

此外，考虑到心肌梗死患者多伴有高血脂症及

不同程度的动脉粥样硬化，因此对干细胞移植患者

给予他汀类药物治疗既有可能提高移植细胞的存活

率，同时又能够降低血脂水平、延缓动脉粥样硬化进

程、减轻氧化应激损伤及心脏重塑[7J]，进而从多方

面有效地防治心血管疾病的发生发展。

总之，本研究对于洛伐他汀抗MSCs凋亡作用

及其作用途径的报道在国内外尚属首次，为提高移

植干细胞的存活率、改善临床细胞移植治疗缺血性

心脏病的疗效提供了新的思路，具有潜在的临床应

用价值。 (下转第268页)

●

¨

¨

¨

眈

。

雪瘟眉＆墨
甚襄

 万方数据



·268· 中华老年多器官疾病杂志2009年6月第8卷第3期Chin J Muh Organ Dis Elderly Jun 2009 Vol 8 No 3

血管的形成，促进缺血区形成侧支循环。近来研究

发现，VEGF可动员骨髓源性EPCs进入到外周血

中，并显著改善EPCs功能，修复损伤的血管内皮，

从而抑制血管内膜的过度增生。Zentilin等口3研究

发现，腺病毒介导的VEGF基因转染可动员EPCs

至VEGF诱导的血管新生部位，明显增加缺血下肢

新生毛细血管密度，改善缺血下肢的血流供应。

Chen等口1也得出相同的研究结果。Li等[53发现

VEGF和胎盘生长因子可促使EPCs募集至血管新

生部位促进成体血管发生。

本实验通过给予体外培养的EPCs不同浓度

VEGF，发现VEGF能够增加EPCs数量，促进

EPCs的增殖、黏附及迁移能力，其作用效果呈剂量

依赖性。进一步研究发现，VEGF可上调EPCs的

eNOS ITIRNA表达，促进EPCs分泌NO。eNOS是

左旋精氨酸一NO途径的关键酶，不仅诱导血管内皮

细胞产生N0，调节血管张力，而且还参与EPCs的

动员、分化及归巢[6’7]。因此，笔者推测VEGF促进

EPCs生物学功能可能是通过上调eNOS活性这一

途径完成的，其确切机制尚需进一步研究。
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