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文章亮点： 

1 已有的研究表明基质细胞衍生因子 1不仅可以通过促进干细胞迁移到心肌梗死部位再生心肌和血管而

修复心脏，也有大量实验报道基质细胞衍生因子 1的动员迁移的 CXCR4阳性细胞参与了心肌和血管的

再生。实验初步验证了间充质干细胞表达基质细胞衍生因子 1并重点观察了其对心肌细胞的幸存能力的

影响，体外实验发现基质细胞衍生因子 1明显减少了心肌细胞的凋亡。 

2 实验结果发现间充质干细胞表达的基质细胞衍生因子 1激活了心肌细胞 pAkt，心肌细胞凋亡数目明显

减少，体外实验进一步发现 CXCR4阻断剂 AMD3100阻断了间充质干细胞条件培养基的抗心肌细胞凋

亡作用；同时 PI3-K特异性阻断剂 LY294002也阻断了间充质干细胞条件培养基所介导的抗心肌细胞凋

亡作用。因此，间充质干细胞条件培养基通过分泌的基质细胞衍生因子 1作用于 CXCR4激活 PI3-K/Akt

信号途径发挥对心肌细胞的保护作用。 

关键词： 

干细胞；骨髓干细胞；间充质干细胞；H9C2细胞；心肌细胞；心肌梗死；基质细胞源衍生因子 1；凋

亡；PI3-K/Akt；国家自然科学基金；干细胞图片文章 

 

摘要 

背景：有研究显示表达 CXCR4 的干细胞能够沿着基质细胞衍生因子 1的浓度梯度迁移到心肌梗死部位

再生心肌和血管而改善心脏的功能。 

目的：探索间充质干细胞通过其分泌的基质细胞衍生因子 1对心肌细胞的保护作用。 

方法：收集培养 2 d 的间充质干细胞条件培养基。在缺氧条件，利用基质细胞衍生因子 1 受体 CXCR4

阻断剂 AMD3100 或 PI3-K/Akt 途径阻断剂 LY294002 预处理 H9C2 细胞后，利用 AnnexinV/PI 双标法

流式细胞术分析间充质干细胞条件培养基作用下 H9C2 细胞凋亡的变化；Western blotting 分析 H9C2

细胞磷酸化 Akt 蛋白的表达；RT-PCR分析间充质干细胞基质细胞衍生因子 1的表达。 

结果与结论：RT-PCR结果显示间充质干细胞表达基质细胞衍生因子 1，Western blotting结果显示间充

质干细胞条件培养基增加了 H9C2 细胞磷酸化 Akt 蛋白的水平。AnnexinV/PI 分析发现间充质干细胞条

件培养基明显降低了 H9C2 细胞缺氧复氧后的凋亡，且这种抗凋亡作用能被 CXCR4 阻断剂 AMD3100

或 PI3-K/Akt 途径阻断剂 LY294002 所阻断。说明间充质干细胞通过其分泌的基质细胞衍生因子 1 通过

激活 PI3-K/Akt 途径保护 H9C2细胞，增加 H9C2细胞的幸存能力。 
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Abstract 

BACKGROUND: Several studies have demonstrated that stem cells expressing CXCR4 can migrate into 

myocardial infarction region to improve the heart function by regenerating myocardial tissue and vessels under 

the gradient concentrations of stromal cell-derived factor-1. 

OBJECTIVE: To investigate the protective effect of stromal cell-derived factor-1 from bone marrow mesenchymal 

stem cells on myocardial cells. 

METHODS: Conditioned medium of bone marrow mesenchymal stem cells cultured for 2 days was collected. 

Under hypoxic condition, H9C2 cells were pretreated with CXCR4 inhibitor AMD3100 (5 mg/mL) or PI3-K/Akt 

inhibitor LY294002 (10 μM) for 1 hour. After treated with bone marrow mesenchymal stem cell conditioned 

medium, H9C2 cell apoptosis was analyzed by Annexin V/PI double staining methods. Expression of Akt and pAkt 

in H9C2 cells was analyzed by Western blotting. Expression of stromal cell-derived factor-1 was analyzed by 

RT-PCR.  

RESULTS AND CONCLUSION: RT-PCR results showed that bone marrow mesenchymal stem cells expressed 

stromal cell-derived factor-1. Western blotting results showed that bone marrow mesenchymal stem cell 

conditioned medium increased pAkt protein level in H9C2 cells. Annexin V/PI analysis showed that bone marrow 

mesenchymal stem cell conditioned medium significantly decreased apoptosis of H9C2 cells induced by 

hypoxia/reoxygenation and this anti-apoptotic effect could be blocked by CXCR4 inhibitor AMD3100 or PI3-K/Akt 

inhibitor LY294002. Stromal cell-derived factor-1 from mesenchymal stem cells plays an important role in the 

protection of cardiomyocytes through PI3-K/Akt signal pathway. 

Key Words: stem cells; bone marrow-derived stem cells; bone marrow mesenchymal stem cells; H9C2; 

myocardial cells; myocardial infarction; stromal cell-derived factor-1; apoptosis; PI3-K/Akt; National Natural 

Science Foundation of China; stem cell photographs-containing paper 
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0  引言 

 

心肌梗死是严重威胁人类健康的主要疾病之一。近年来，干细胞作为一种具有多向分化

潜能和高增殖的细胞而被广泛应用于移植治疗心肌梗死，从中发现移植的干细胞可以在心肌

梗死部位驻留、存活、增殖、分化为心肌细胞和血管细胞等改善修复受损的心脏
[1-2]
。已有研

究发现，表达CXCR4的干细胞能够沿着基质细胞衍生因子1的浓度梯度迁移到心肌梗死部位

再生心肌和血管而改善心脏的功能
[3]
。而最近研究报道骨髓间充质干细胞表达基质细胞衍生

因子1。而有研究提示基质细胞衍生因子1对内皮细胞、间充质干细胞等通过基质细胞衍生因

子1/CXCR4轴可通过上调Akt而发挥对干细胞的保护作用
[4]
。因此作者推测间充质干细胞除了

分化为心肌细胞和血管细胞而修复心肌梗死外
[5]
，可能通过分泌的基质细胞衍生因子1而发挥

出明显的保护心肌细胞的效应。实验利用间充质干细胞条件培养基，观察其对心肌细胞的保

护作用是否与基质细胞衍生因子1/CXCR4轴有关及其可能的信号机制。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞水平实验。 

时间及地点：于2009年1月至2011年12月在湖北医药学院附属人民医院临床医学研究所

完成。 

材料： 

实验动物：健康SD大鼠3只，雄性，体质量(40±5) g，SPF级，由湖北医药学院验动物中

心提供，动物合格证号为SCXK(鄂)-2010-0008；实验动物使用许可证号为SYXK(鄂)-2009- 

0021。动物在屏障系统环境下，用专用的饲料(购自湖北省实验动物中心)和灭菌水分笼饲养。 
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实验过程中对动物的处置符合医学伦理学标准。 

骨髓间充质干细胞通过其分泌的基质细胞衍生因子1保

护心肌细胞实验的主要试剂、仪器： 

Main experimental reagents and equipment: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

骨髓间充质干细胞的培养：采用全骨髓法分离培养大鼠

骨髓间充质干细胞
[6]
，给予大鼠腹腔注射肝素5 000 U，

15 min后断颈处死，收集双侧胫股骨中全骨髓。按1×  

10
9
 L

-1
细胞浓度接种于75 cm

2
培养瓶，24 h后换液，去

除未贴壁的细胞。以后三四天完全换液1次，12-14 d后

细胞密度达80%-90%，用2.5 g/L 的胰酶消化后1∶3传

代，记为P1代细胞(P1MSC)。随后按上述方法传代培养。 

骨髓间充质干细胞的鉴定： 

成骨诱导：取第3代细胞培养至90%融合后6孔板加

入成骨诱导液(体积分数15% FBS-DMEM，含地塞米松

4×10
-6

 g/L、β-磷酸甘油1 g/L、维生素C 0.5 g/L)，每   

72 h换液，诱导2周。Von Kossa’s染色鉴定矿化结节。 

成脂肪诱导：取第3代细胞培养至90%融合后6孔加

入成脂肪诱导液(10 mg/L胰岛素)，每72 h换液。诱导2

周，苏丹Ⅲ染色鉴定脂肪细胞。 

流式细胞术鉴定骨髓间充质干细胞表面标记特征：用1 mL

注射器将10
7
 L

-1
骨髓间充质干细胞吹打混匀后，取  

600 μL，至少含有2×10
6
细胞等分为4份，分别加入4个

Eppendorf管中，a管为标准对照，加入8 μL山羊

IgG1-FITC；b管加入4 μL CD34 mAB(一抗)；c管加入

4 μL CD45 mAB(一抗)；d管加入4 μL CD90 mAB(一

抗)；e管加入4 μL CD29 mAB(一抗)，4 ℃下避光孵育

60 min，洗涤液离心1 000 r/min，5 min，离心半径 

12.5 cm，用PBS洗一两次。在b、c、d、e管中加入8 μL

山羊IgG1-FITC(荧光二抗)，4 ℃下避光孵育30 min。洗

涤液洗2次。加入固定液1 mL，细胞仪(Beckman Coulter)

检测表面标志，应用Cotfit软件分析结果
[7]
。 

骨髓间充质干细胞条件培养基的收集：取第3代骨髓间充

质干细胞培养，待其融合生长达到80%时，更换新的含

体积分数2%胎牛血清的DMEM培养基，培养48 h后，

收集细胞培养基，离心，祛除细胞碎片，即为间充质干

细胞条件培养基。收集后以备后续试验用。 

建立缺氧复氧损伤模型：将H9c2细胞以1×10
8
 L

-1
的细

胞浓度接种于75 cm
2
培养瓶中，待细胞融合生长达到

70%时，更换培养基，PBS洗3遍，加入含体积分数2%

胎牛血清的低糖DMEM培养基，随后将其放置于缺氧复

氧的培养箱中，缺氧21 h后，将其取出，分别再将培养

基更换为含体积分数15%胎牛血清的DMEM液。然后再

将各组细胞置于37 ℃、体积分数5% CO2培养箱中复氧

6 h
[3]
。在建立上述细胞缺氧复氧损伤模型的基础上，再

将按上述方法培养的H9c2细胞，更换加入含体积分数

2%胎牛血清的低糖DMEM培养基10 µmol/L为对照组；

加入10 µmol/L骨髓间充质干细胞条件培养基，即为间

充质干细胞组；为观察间充质干细胞条件培养基是否通

过经基质细胞衍生因子1/CXCR4轴发挥作用，先行

CXCR4阻断剂AMD3100(5 g/L)处理1 h，后再加骨髓间

充质干细胞条件培养基，即为AMD3100处理组；为观

察间充质干细胞条件培养基保护心肌细胞与PI3-K/Akt途

径的关系，先行PI3-K/Akt阻断剂LY294002(10 µmol/L)  

处理1 h，后再加入骨髓间充质干细胞条件培养基，即为

PI3-K/Akt阻断组。后续实验的处理与上述类似。 

Annexin V/PI双染法流式细胞术分析细胞凋亡：缺氧复

氧处理后，收集细胞，各组用4 ℃预冷的PBS洗2次，

每组取细胞总数约为1×10
9
 L

-1
上机检测，按Annexin 

V/PI双染法说明书进行流式细胞术分析细胞凋亡。 

Western blot检测凋亡蛋白磷酸化Akt蛋白的表达：H9C2

细胞缺氧复氧处理后，收集各组细胞，分别加入400 μL 

RIPA，用枪头反复吹打均匀，室温放置10 min，离心半

径12.5 cm，15 000 r/min离心5 min，收集上清，采用

BCA法测定蛋白浓度。制作蛋白浓度曲线，调整各组蛋

白浓度为同一水平行SDS-PAGE电泳，经SDS-PAGE分

离后把凝胶电转印至硝酸纤维素膜(NC膜)，5%脱脂牛

奶封闭2 h，1∶1 000稀释的一抗，4 ℃孵育过夜。TBS-T

洗3次，每次8 min，按1∶5 000稀释的二抗，室温振摇

2 h。TBS-T漂洗3次后加1 mL ECL化学发光剂，使用

BIO-RAD-ChemiDOC显影。用ImageJ软件进行灰度分

析。抗小鼠α-tubulin(sigma，1∶10 000)作为内参
[8]
。 

RT-PCR分析基质细胞衍生因子1的表达：按试剂盒说明

试剂及仪器 来源 

H9c2细胞 

DMEM培养基 

胎牛血清(fetal bovine serum，FBS) 

胰酶 

CO2细胞培养箱 

倒置荧光显微镜 

图像分析系统 

CD29 

CD90、CD45 

CD34 

地塞米松、β-磷酸甘油、维生素 C、 

胰岛素、CXCR4阻断剂 AMD3100 

磷酰肌醇 3激酶(PI3K) 

阻断剂 LY294002  

中国科学院上海细胞库 

美国 Gibcol公司 

杭州四季清 

美国 Sangon公司 

美国科学仪器公司 

日本 Nikon公司 

美国 Media Cybernetics公司 

美国 BioLegend公司 

美国 eBioscience公司 

美国 Santan Cruz公司 

美国 Sigma公司 

 

Alexis biochemicals，USA 
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书方法抽提RNA，反转录制备cDNA，随后按RT-PCR

试剂盒方法扩增检测基质细胞衍生因子1。引物如下：

基质细胞衍生因子1(225 bp)正义链：5’TTG CCA GCA 

CAA AGA CAC TCC 3’；反义链：5’-GAC ATA AGC 

CAA ACG AAA CCT C-3’；GAPDH (623 bp)正义链：

5’CCA AAA GGG TCA TCA TCT CC’3，反义链：5’GTA 

GGC CAT GAG GTC CAC CAC’3。扩增体系为20 µL，

参数为：95 ℃，4 min，30循环，变性温度：94 ℃，45 s，

退火温度：58 ℃，40 s，延长温度：72 ℃，40 s
[9-10]

。 

主 要 观 察 指 标 ： 主 要 通 过检 测 调 亡指 标

(AnnexinV/PI)观察间充质干细胞条件培养基对心肌细

胞的保护作用及可能分子机制。 

统计学分析：所有指标以x
_

±s表示，组间计量资料

采用方差分析，P < 0.05为差异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  骨髓间充质干细胞的培养结果  由于造血干细胞

不贴壁生长, 经过数次换液, 悬浮的造血干细胞逐渐被

清除。贴壁细胞经3次传代后，第3代细胞形态均一、成

纤维细胞样生长。 

 

2.2  骨髓间充质干细胞的鉴定  第3代细胞成脂、成骨

诱导2周后，油红O染色、Von Kossa’s染色均呈阳性反

应，具有成骨成脂肪等多向分化潜能(成骨分化、成脂肪

分化)，见图1。流式细胞术分析培养的细胞免疫表型，

结果表明细胞骨髓间充质干细胞低表达CD34、CD45；

高表达CD90、CD29，符合公认的骨髓间充质干细胞免

疫表型，见图2；RT-PCR显示骨髓间充质干细胞表达基

质细胞衍生因子1，见图3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  骨髓间充质干细胞Western blotting结果  骨髓间

充质干细胞条件培养基增加了H9C2细胞缺氧复氧时磷

酸化Akt蛋白的水平，见图4。   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1        2        3       4 

图 4  H9C2细胞表达磷酸化 Akt蛋白的Western blotting 

Figure 4  Detection of pAkt protein expression in H9C2 cells 

by Western blotting 

 

图 3  骨髓间充质干细胞表达基质细胞衍生因子 1的

RT-PCR分析 

Figure 3  RT-PCR analysis on stromal cell-derived factor-1 

expression in bone marrow mesenchymal stem cells 

Marker    1       2      3 

基质细胞衍生因子 1  

(225 bp) 

A：成骨分化，Von Kossa’s 染色 

图 1  第 3代骨髓间充质干细胞的成骨成脂分化(×400) 

Figure 1  Osteogenic and adipogenic differentiation of 

passage 3 bone marrow mesenchymal stem cells 

(×400) 

 

B：成脂分化，油红 O染色 

注：细胞成脂、成骨诱导 2周后，均呈阳性反应，证明其具有成

骨成脂肪等多向分化(成骨分化、成脂肪分化)潜能。 

图 2  骨髓间充质干细胞的流式细胞术分析鉴定 

Figure 2  Flow cytometric analysis of bone marrow 

mesenchymal stem cell surface marker 

 

注：A 为对照组；B 为同型对照；C为 CD90阳性表达率 96.7%；

D为 CD29阳性表达率 94.6%；E为 CD34阳性表达率 0.79%；F

为 CD45阳性表达率 0.84%。符合骨髓间充质干细胞的表面标记。 

SDF-1α

(225bp)

GAPDH 

(623bp)

Marker MSC MSC MSC

GAPDH (623 bp) 

注：1，2，3均示骨髓间充质干细胞 RT-PCR显示骨髓间充质干

细胞表达基质细胞衍生因子 1。 

pAkt

α tubulin

ctrl CM AMD LY

pAkt  

α tubulin 内参 

1: 对照组；2：骨髓间充质干细胞组；3：AMD3100 处理组；      

4：PI3-K/Akt 阻断组 

注：说明骨髓间充质干细胞条件培养基增加了 H9C2 细胞缺氧复

氧时磷酸化 Akt 蛋白的表达水平。 

 

A B C 

D E F 
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2.4  H9C2细胞凋亡结果  AnnexinV/PI双标法流式细

胞术分析结果显示：间充质干细胞条件培养基降低了

H9C2细胞缺氧复氧时的细胞凋亡，CXCR4阻断剂

AMD3100能够有效地阻断间充质干细胞条件培养基所

介导的 H9C2细胞抗凋亡效应， PI3K/Akt阻断剂

LY294002能够有效地阻断间充质干细胞条件培养基对

H9C2细胞的保护效应，见图5。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

已知基质细胞衍生因子1及其受体CXCR4是骨髓源

干细胞迁移归巢到骨髓所必须的信号分子
[11-13]

。近来有学

者研究发现基质细胞衍生因子1参与诱导骨髓造血干/祖

细胞动员并迁移到心脏、肝脏、脑等组织损伤部位
[14-15]

。

并通过组织再生而实现受损组织的修复。而近来发现基质

细胞衍生因子1提高了干细胞的幸存能力
[16-17]

。而以前的

研究提示：间充质干细胞除了分化为心肌细胞和血管细

胞而修复心肌梗死外
[5]
，可能通过分泌的基质细胞衍生

因子1而发挥出明显的保护心肌细胞的效应
[18-19]

。本实

验利用间充质干细胞条件培养基，观察其对心肌细胞的

保护作用是否与基质细胞衍生因子1/CXCR4轴有关及

其可能的信号机制。 

 

已有的研究表明基质细胞衍生因子1不仅可以通

过促进干细胞迁移到心肌梗死部位再生心肌和血管而

修复心脏
[3]
。在作者的实验中发现间充质干细胞表达基

质细胞衍生因子1，而有研究报道基质细胞衍生因子1

的动员迁移的CXCR4阳性细胞参与了心肌和血管的再

生
[9,13-14]

。而且有研究表明间充质干细胞通过其分泌的

基质细胞衍生因子1动员干细胞迁移至心梗部位再生修

复受损的心脏
[19-21]

。 

 

实验重点观察了间充质干细胞表达的基质细胞衍

生因子1对心肌细胞的幸存能力的影响。体外实验发现

基质细胞衍生因子1明显减少了心肌细胞的凋亡。已知

Akt是一种重要的细胞保护分子，并且Akt的表达与激活

受PI3-K的调节
[17-20]

。实验结果发现间充质干细胞表达

的基质细胞衍生因子1激活了心肌细胞磷酸化Akt蛋白，

心肌细胞凋亡数目明显减少，体外实验进一步发现

CXCR4阻断剂AMD3100阻断了间充质干细胞条件培养

基的抗心肌细胞凋亡作用；同时PI3-K特异性阻断剂

LY294002也阻断了间充质干细胞条件培养基所介导的

抗心肌细胞凋亡作用。因此，间充质干细胞条件培养基

通过分泌的基质细胞衍生因子1作用于CXCR4激活

PI3-K/Akt信号途径发挥对心肌细胞的保护作用。 

 

可见，在间充质干细胞移植修复心肌梗死的过程中

能够通过基质细胞衍生因子1/CXCR4轴激活PI3-K/Akt

信号途径发挥对心肌细胞的保护作用，从而促进缺血的

心肌和冬眠心肌获得恢复以补充坏死的心肌，从而缩小

梗死区域面积，加强心室壁的厚度和弹性。总之，间充

质干细胞移植对于治疗缺血性心脏疾病是一很好的潜

在的治疗策略。 
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图 5  AnnexinV/PI双标法流式细胞分析 H9C2细胞凋亡结

果 

Figure 5  Flow cytometric analysis on H9C2 cell apoptosis by 

AnnexinV/PI double staining method 
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与对照组比较，a
P < 0.05；与骨髓间充质干细胞组比较，b

P < 0.05；
c
P < 0.05。 

注：间充质干细胞条件培养基降低了 H9C2细胞缺氧复氧时的细

胞凋亡，CXCR4阻断剂 AMD3100能够有效地阻断间充质干细胞

条件培养基所介导的 H9C2细胞抗凋亡效应，PI3K/Akt 阻断剂

LY294002能够有效地阻断间充质干细胞条件培养基对 H9C2细

胞的保护效应。 
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