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文章亮点： 
1 骨髓间充质干细胞是近年治疗肝纤维化的热点方法，但其治疗机制尚未明了。课题组前期工作表明，骨髓

间充质干细胞可以在体外调控肝星状细胞凋亡，抑制其增殖，这是骨髓间充质干细胞抗肝纤维化的一个重要

方面，但其中骨髓间充质干细胞如何调控肝星状细胞尚未完全明确。 
2 实验创新性地使用基因芯片技术，对凋亡相关基因进行筛选，发现了与肝星状细胞凋亡相关基因，有助于

进一步探明骨髓间充质干细胞抗肝纤维化的机制。 
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摘要 
背景：前期研究证实骨髓间充质干细胞可在体外促进肝星状细胞凋亡、抑制其活性，但其作用机制尚未明确。 
目的：通过基因芯片技术，筛选出骨髓间充质干细胞调控肝星状细胞凋亡过程中可能参与的凋亡相关基因。 
方法：将分离提纯的人骨髓间质干细胞与肝星状细胞在 6 孔 Transwell 板上建立上下共培养体系，单独培养

人骨髓间质干细胞作为对照组，培养 72 h。基因芯片分析单独培养组与共培养组骨髓间充质干细胞凋亡相关

基因的改变情况，找出与调控肝星状细胞密切相关的凋亡基因。 
结果与结论：采用 SABiosciences 第 2 代功能分类基因芯片产品进行凋亡基因筛查发现，共培养后骨髓间质

干细胞中显著上调的凋亡基因有：AKT1，PIK3R2，DAPK1，DHCR24，NOTCH2，BDNF 等。结合前期研

究结果，推测 NOTCH 有可能在骨髓间充质干细胞调控肝星状细胞过程中起关键作用。 
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Changes in apoptosis-related genes in bone marrow mesenchymal stem cells after 
cocultured with hepatic stellate cells   
 
Hu Kun-peng1, Liu Bo1, Yao Zhi-cheng1, Lin Ji-zong2, Deng Mei-hai2, Pan Wei-dong2, Lin Nan2,  
Chen Cheng2, Xu Rui-yun2 (1Department of General Surgery, Lingnan Hospital, Third Affiliated Hospital, 
Sun Yat-Sen University, Guangzhou 510530, Guangdong Province, China; 2Department of Hepatobiliary 
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Abstract 
BACKGROUND: Previous studies have confirmed that bone marrow mesenchymal stem cells in vitro can 
promote hepatic stellate cell apoptosis and inhibit its activity, in which the mechanism of action remains unknown. 
OBJECTIVE: To screen out apoptosis-related genes during hepatic stellate cell apoptosis regulated by bone 
marrow mesenchymal stem cells using gene chip technology.  
METHODS: Purified human bone marrow mesenchymal stem cells were seeded in 6-well Transwell plate and 
cocultured with hepatic stellate cells. Cultured human bone marrow mesenchymal stem cells alone served as 
control group, and cultured for 72 hours. The alterations in apoptosis-related genes were analyzed between 
culture alone group and coculture group using gene chip technology. The genes strongly associated with 
regulation of hepatic stellate cells were selected.  
RESULTS AND CONCLUSION: By the functional classification of second-generation SABiosciences Gene chips, 
apoptotic gene screening found that after coculture, significantly upregulated genes in bone marrow 
mesenchymal stem cells contained: AKT1, PIK3R2, DAPK1, DHCR24, NOTCH2 and BDNF. Combined with 
previous findings, we hypothesized that NOTCH may play a key role in the regulation of hepatic stellate cells by 
bone marrow mesenchymal stem cells. 
 
Subject headings: bone marrow; mesenchymal stem cells; hepatic stellate cells; apoptosis; microchip analytical 
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0  引言  Introduction 
肝纤维化是各种慢性肝病的共同病理过程，是一种严

重危害人类身心健康的世界性疾病，至今没有公认有效的

药物治疗方法[1]。因此，探索切实可行的治疗方法，其意

义非常重大。既往的治疗多集中在抑制肝脏炎症反应和免

疫反应上，现今已逐渐转向采取以肝星状细胞为靶标的治

疗策略。肝星状细胞的异常激活并最终导致细胞外基质在

肝内过量积聚，是肝纤维化发生的中心环节。抑制肝星状

细胞增殖或促进其凋亡、抑制其分泌细胞外基质或促进细

胞外基质降解，是治愈肝纤维化的关键。肝星状细胞凋亡

的发生与一系列复杂而又相互关联的生物信号传导和调控

有关，主要凋亡信号来自于细胞膜受体，如死亡受体、神

经生长因子受体和外周型苯甲二氮卓受体，以及胞浆蛋白，

如Bcl-2家族蛋白和细胞周期蛋白等。近几年来，国内外学

者进行了许多尝试，诱导肝星状细胞凋亡和抑制其活化，

但都没有取得确切的疗效。 
骨髓间质干细胞是近几年用于治疗肝纤维化的热点。目

前国内外有不少研究都表明骨髓间质干细胞移植后均能不

同程度减轻实验动物的肝纤维化，改善肝功能，提高存活率，

或者改善肝硬化患者的肝功能。课题组同期进行的类似研究

(包括实验研究和临床试验)也证实了上述结论[2-5]。但问题

是，骨髓间质干细胞是如何发挥抗肝纤维化作用的呢？早期

的研究曾认为骨髓间质干细胞治疗肝纤维化的机制主要是

通过分化为肝细胞修复肝损伤，但更多的研究结果并不支持

这一观点，多数实验并未能找到骨髓间质干细胞分化为肝细

胞的证据。而前期实验中发现，植入的骨髓间质干细胞最初

是非选择性地分布在机体各组织中，随后选择性地在肝组织

中聚集并长期存活。而且，骨髓间质干细胞的分布部位多集

中在纤维组织附近，而并非肝实质细胞位置。由于肝星状细

胞主要聚集于肝纤维组织中，那么定居下来的骨髓间质干细

胞是否通过旁分泌作用来调控肝星状细胞(如抑制肝星状细

胞的增殖，促进肝星状细胞凋亡，或调节肝星状细胞从激活

态转变为静止态等)，从而发挥抗肝纤维化作用？ 
为了回答这个问题，课题组建立“骨髓间质干细胞与

肝星状细胞体外共培养体系”，体外模拟骨髓间质干细胞治

疗肝纤维化的状态，前期实验已经通过流式细胞术、免疫

印迹等证实，骨髓间质干细胞可以促进肝星状细胞凋亡，

抑制肝星状细胞活化态标志α-肌动蛋白的表达，表明骨髓

间质干细胞可以通过非直接接触来抑制肝星状细胞活化，

促进肝星状细胞凋亡[2]。但具体何种细胞因子参与作用，

目前尚不清楚。因此，找出明显改变的凋亡相关基因及其

产物，是研究的关键所在。本实验拟通过基因芯片技术，

筛选出骨髓间质干细胞调控肝星状细胞凋亡过程中可能参

与其中的凋亡相关基因。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  

  设计：细胞学体外观察。 
时间及地点：于2010年9月至2011年12月在中山大学

附属第三医院中心实验室完成。 
材料： 
骨髓：青年健康志愿者的髂骨骨髓，参与者均已签署

临床试验知情同意书。 
细胞系：人肝星状细胞及人正常肝细胞系L-02均购自中

山大学实验动物中心，取处于对数生长期的细胞用于实验。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

实验方法： 

人骨髓间质干细胞的分离培养：抽取健康志愿者髂

骨骨髓，按实验室前期建立的方法及相关文献进行分离

培养[3-5]。选取第3-6代人骨髓间质干细胞，培养液为含体

积分数为10%胎牛血清的L-DMEM，每两三天换液1次。 
人肝星状细胞的培养：人肝星状细胞复苏后接种于塑

料培养瓶中，37 ℃、体积分数为5%的CO2饱和湿度培养

箱中常规培养，培养液为含体积分数为10%胎牛血清的

L-DMEM，每3 d换液1次。 
细胞共培养体系的建立：以Transwell insert作为培养

体系上层，按2×104/孔接种人骨髓间质干细胞；培养板为

培养体系下层，按2×104/孔接种第7代肝星状细胞。另设人

骨髓间质干细胞单纯培养组。各组均于37 ℃、体积分数为

5%的CO2饱和湿度培养箱中常规培养，培养液为含体积分

数为10%胎牛血清的L-DMEM，相同条件下重复培养1次。

培养72 h后，倒置相差显微镜下观察活体细胞形态学改变。 
样品的RNA提取：共培养3 d后，取单独培养组和共培

养组骨髓间质干细胞。分别进行贴壁细胞匀浆、悬浮细胞

匀浆，两相分离，RNA沉淀，RNA清洗，重新溶解RNA沉
淀，提取RNA。再用DNase I消化RNA样品，去除其中可

骨髓间充质干细胞与肝星状细胞共培养后凋亡相关基因检测主要实验试剂： 

试剂 来源 

RNA保存液RNAlater  Amibion 

TRIzol® Reagent、焦碳酸二乙酯

(DEPC)、SYBR Green Mix  
Invitrogen 

RNase-free DNase I、NA纯化试剂

盒、AMV Reverse Trandcriptase Kit
Promega 

Bulge-Loop™ miRNA qRT-PCR kits Ribobio 

细胞凋亡PCR芯片384HT  上海康成生物 
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能含有的基因组DNA。 
RNA纯化：用无RNA酶的水将经过DNase I消化的

RNA样品(RNA≤45 μg)的体积调整为200 μL。随后加

700 μL Buffer RLT，充分混匀。如果是RNA沉淀，则先加

试剂盒提供的无RNA酶水溶解RNA后，再加Buffer RLT。
加500 μL无水乙醇，用移液器轻轻吸打数次混匀后，取 
700 μL得到的溶液过柱(RNeasy MinElute Spin Column)，
轻轻盖上管盖，室温10 000 r/min离心15 s，去除收集管中

的液体。将柱子转移到新的2 mL收集管后，加500 μL Buffer 
RPE洗柱子，轻轻盖上管盖，室温10 000 r/min离心15 s，
去除收集管中的液体，将柱子放回收集管中。加500 μL体积

分数为80%乙醇到柱子中，轻轻盖上管盖，室温10 000 r/min
离心2 min，将收集管及液体丢弃。将柱子转移到一新的   
2 mL收集管，打开柱子的盖子，最大转速离心5 min，将

收集管及液体丢弃。将柱子转移到一新的1.5 mL收集管，

取14 μL无RNA酶的水悬空加到柱子的膜中央，轻轻盖上盖

子，最大转速离心1 min洗脱RNA。 
RNA质量检测：使用NanoDrop® ND-1000测定RNA

浓度和纯度。纯度检测：RNA溶液的A260/A280的比值是一

种RNA纯度检测方法，比值范围1.8-2.1。即使比值超出这

个范围，RNA样品也一样可以用于一些普通实验中如

Northern杂交，RT-PCR和RNA酶保护实验。 
合成cDNA：配制混合物：GE(5倍gDNA Elimination 

Buffer)2 μL，总RNA1.0 μg灭菌水配制成总液量10 μL；  
42 ℃水浴5 min后，冰上放置至少1 min。短暂离心后，在

离心管中依次加入：BC3(5倍RT Buffer)4 μL，P2(Primer & 
External Control Mix) 1 μL，RE3(RT Enzyme Mix 3)2 μL，
H2O和RNase free各3 μL，移液枪轻轻吸打几次混合均匀，

42 ℃温育15 min，95 ℃温育5 min使酶失活，每20 μL 
cDNA加91 μL灭菌水混匀，置冰浴待用或-20 ℃保存。 

实时定量PCR：①样品准备：在5 mL管或多通道槽配

制混合液，2X SuperArray PCR master mix 2 000 μL，已

稀释的cDNA102 μL，ddH2O 1 898 μL，总体积4 000 μL。
②加样：小心打开PCR Array上的膜，加25 μL混合液到

PCR Array对应的每个孔中，小心盖上盖子密封PCR 
Array，在设置PCR程序前将准备好的PCR Array放在冰

上，实时定量PCR程序设置完后，将PCR Array置于实时

定量PCR仪进行PCR反应。 
主要观察指标：比较单独培养组与共培养组骨髓间充

质干细胞中370个凋亡相关基因的表达情况。数据分析采用

ΔΔCt 方法。①计算每个处理组中的每个通路相关基因的

ΔCt。ΔCt (group 1) = average Ct - average of HK genes’ 
Ct for group 1 array。ΔCt (group 2)= average Ct - average 
of HK genes’ Ct for group 2 array。②计算2个PCR Array(或
两组)中每个基因的ΔΔCt。ΔΔCt =ΔCt (组2)-ΔCt (组1)。
组1是单独培养组，组2是共培养组。③通过2-ΔΔCt计算共培

养组与单独培养组对应基因的表达差异。 

2  结果  Results  
2.1  单独培养组及共培养组骨髓间质干细胞的扩增曲线  
单独培养骨髓间质干细胞及共培养骨髓间质干细胞行

Apoptosis PCR Array384HT检测扩增曲线图，见图1，2。 
2.2  共培养后骨髓间质干细胞中表达量上调的凋亡基因

列表  分别对两次共培养及单独培养的骨髓间质干细胞行

4张基因芯片检测，分别对比培养前后Ct值并进行比较，见

表1，2，图3，4。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.3  共培养后骨髓间质干细胞中表达量显著上调的凋亡

基因列表  综合分析两次基因芯片结果，找出两次均表达

上调的基因，得出共培养的骨髓间质干细胞与单独培养的

骨髓间质干细胞相比，有以下凋亡相关基因显著上调，见

表 3。 

表 1  第 1 次共培养骨髓间质干细胞对比单独培养上调基因及上调倍

数列表 
Table 1  Up-regulated genes and up-regulated multiple of 
co-cultured bone marrow mesenchymal stem cells for the first time 
versus alone culture     

位点 基因 上调倍数 产品目录 

A03 ACVR1B 4.119 5 PPH01955A 
A04 ADORA1 4.765 1 PPH00062E 
A08 AKT1 4.772 7 PPH00088A 
A09 ALOX12 15.605 8 PPH05791B 
A14 API5 5.589 4 PPH01050A 
B14 BDNF 6.182 1 PPH00569E 
C06 BOK 4.457 7 PPH00903A 
D16 CEBPB 11.052 6 PPH00991A 
D17 CEBPG 4.102 6 PPH02012A 
E04 CRYAB 10.342 3 PPH00123A 
E14 DAPK1 14.172 2 PPH00273E 
E21 DDIT3 6.963 PPH00310A 
F01 DHCR24 7.076 2 PPH02278E 
F13 ERN1 9.528 7 PPH12383B 
G02 FOXO3 4.293 8 PPH00807A 
G13 HIP1 4.932 4 PPH21229A 
G19 HSPA1B 5.228 1 PPH01216A 
H23 LRDD 5.407 2 PPH02157A 
I13 MKL1 8.169 7 PPH01263A 
J05 NLRC4 9.830 4 PPH06124A 
J06 NLRP1 4.314  PPH06155E 
J13 NOD2 4.715 2  PPH06126E 
J15 NOTCH2 4.555 2 PPH06330B 
J21 NUPR1 5.709 6 PPH19840E 
K04 PEA15 4.574 1 PPH02372B 
K06 PIK3R2 7.006 4 PPH00709A 
K10 PLEKHF1 5.260 1 PPH09596A 
L04 PRODH 8.542  PPH00877A 
L07 PRUNE2 6.802 2 PPH17589A 
M05 SERPINB9 5.027 1 PPH10965A 
M07 SFRP1 4.627 5 PPH00344A 
M09 SIPA1 5.279 8 PPH07466A 
M23 STAT5A 5.131 4 PPH00759A 
M24 STAT5B 9.063  PPH01972E 
N01 STK17A 4.132 3 PPH07669E 
N10 TIAF1 5.782 7 PPH17687A 
N22 TNFRSF1A 13.079 1 PPH00346B 
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3  讨论  Discussion 

肝纤维化发生发展的过程中，肝星状细胞起到至关

重要的作用[1]，因此，通过诱导活化态肝星状细胞凋亡，

进而减少细胞外基质分泌，是治愈肝纤维化的重要途  
径 [6-10]。肝星状细胞是近年来抗肝纤维化治疗的重要靶

点，而前期研究发现骨髓间充质干细胞具有促进肝星状

细胞凋亡抑制其活化的作用[2]，并且论证神经生长因子在

其中发挥作用[11]。但两个细胞相互作用机制复杂，不可

能只有单一1个因子起作用。 
国内其他学者发现，骨髓间充质干细胞可能通过分泌

肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体上调死亡受体5 和
Caspase-3蛋白的表达，诱导肝星状细胞凋亡[12]。除此之

外，骨髓间质干细胞很可能还通过分泌其他细胞因子、激

活相关通路促使肝星状细胞发生细胞凋亡，并抑制肝星状

细胞活化，从而发挥抗肝纤维化的作用。但具体何种细胞

因子参与作用呢？作者在本实验中采用了基因芯片技术对

此进行分析。 

基因芯片是近年发展起来的一种新型实用的高新生物

技术，已成为目前国际上生命科学研究的热点之一。其突

出特点是具有高度的并行性、多样性、微型性和自动化，

已成为高效、快速、大规模获取相关生物信息的重要手段。

利用该技术可在数分钟至几小时内完成传统分子生物学方

法要数月甚至数年才能完成的几万次至几十万次的基因

分析实验。在这一部分中，采用SABiosciences第2代功

能分类基因芯片产品——Apoptosis PCR Array384HT 
(它可以同时测定370个与细胞凋亡、程序性死亡相关的

关键基因的表达谱)进行凋亡基因筛查发现，两次共培养

后，在370个基因中，骨髓间充质干细胞中有多个凋亡相

关基因上调，对比分析两次上调基因，去除单次培养的

上调结果，得出骨髓间质干细胞中两次均显著上调的凋

亡基因有：AKT1，PIK3R2，DAPK1，DHCR24，NOTCH2，
BDNF等。 

磷脂酰肌醇-3激酶-蛋白激酶(PI3K-Akt)信号途径是

一种细胞内蛋白激酶途径，它是人类肿瘤中最为活跃的细

胞途径之一，对调控细胞周期进程、细胞分化、细胞存活、

细胞浸润和转移等具有重要作用，能够促进细胞增殖和避

免凋亡[13-16]。死亡相关蛋白激酶(DAPK1)是凋亡的正性调

节因子之一，在肿瘤的发生发展中具有重要抑制作用[17-20]。

24-脱氢胆固醇还原酶(DHCR24)是定位于内质网的多功

能酶，具有催化胆固醇合成和抗细胞凋亡的作用[21-24]。脑

源性神经营养因子(brain derived neurotrophic factor，
BDNF)是属为神经生长因子家族成员，由神经元的靶细胞

分泌，逆向营养神经元，脑源性神经营养因子对神经细胞

的生长发育及保护修复有重要作用。目前脑源性神经营养

因子被认为是抗凋亡剂、抗氧化剂和钙通道阻滞剂[25-28]。

因脑源性神经营养因子与神经生长因子高度同源，且均归

属神经生长因子家族。而神经生长因子与其低亲和力受体

P75结合是调控肝星状细胞凋亡的众多通路中非常重要的

一条。P75受体激活后，再通过其下游的应激激酶(JNK)
和核因子κB(NF-κB)，来实现对肝星状细胞凋亡的调控。

这一点课题组前期文章已经报道，骨髓间充质干细胞在体

外状态下，可以分泌神经生长因子，作用于肝星状细胞表

面的P75受体，从而实现促凋亡作用[11]。Notch信号通路是

一条影响细胞命运的、保守而重要的信号转导通路，几乎

涉及所有细胞的增殖和分化活动，在调节细胞分化，增殖

和凋亡，及一系列生理、病理过程中都起重要作用[29-32]。

Notch信号由两个细胞的Notch受体与配体相互作用而激

活。受体与配体的结合导致受体构象发生改变，从而暴露

受体胞外域的TACE金属蛋白酶切割位点，随后在γ分泌酶

的介导下发生蛋白水解作用，释放出Notch的胞内段(Notch 
intracellular domain, NICD)，NICD转移至细胞核内，与转

录抑制因子RBP2Jκ(也称为CSL/CBF1)结合；RBP2Jκ与
NICD结合并招募共活化物如MAML和组蛋白乙酰基转移

酶P300/CBP等后，即成为转录活化因子，活化hes等分化 

表 2  第 2 次共培养骨髓间质干细胞与单独培养对比上调基因及上调

倍数列表 
Table 2  Up-regulated genes and up-regulated multiple of 
co-cultured bone marrow mesenchymal stem cells for the second 
time versus alone culture     

位点 基因 上调倍数 产品目录 

B14 BDNF 5.204 1 PPH00569E 
E14 DAPK1 32.232 8 PPH00273E 
F01 DHCR24 5.194 5 PPH02278E 
F11 ERCC2 4.462 6 PPH01550B 
H08 IKBKG 97.108 6 PPH00660A 
I13 MKL1 4.261 4 PPH01263A 
J02 NFKB1 7.916 2 PPH00204E 
K17 PPP1R13B 7.827 2 PPH00638E 
K24 PRKCE 10.730 5 PPH01467E 
L04 PRODH 6.924 5 PPH00877A 
L07 PRUNE2 4.536 6 PPH17589A 
M04 SERPINB2 7.529 8 PPH00793B 
M15 SON 5.448 2 PPH20053A 
O01 TNFRSF25 7.482 4 PPH00349A 
O11 TP53BP2 4.960 6 PPH00394E 
O12 TP53I3 6.916 8 PPH00383A 
O15 TPD52L1 21.996 3 PPH08107A 

表 3  共培养后骨髓间质干细胞显著上调基因列表 
Table 3  Significantly up-regulated genes of co-cultured bone 
marrow mesenchymal stem cells    

位点 上调基因 上调倍数 

A08 AKT1 4.772 7 
B14 BDNF 5.204 1 
E14 DAPK1 32.232 8 
F01 DHCR24 5.194 5 
K06 PIK3R2 7.006 4 
J15 NOTCH2 4.555 2 
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拮抗基因的转录，表达产物与相应的分化效应基因的启动

子特异性结合，并募集Groucho/TLE等转录共抑制因子，

阻碍细胞特异性分化效应基因的表达，最终影响细胞的分

化、增殖和凋亡。 
AKT1，PIK3R2，DAPK1，DHCR24等的基因表达产

物均为细胞内蛋白，不能通过旁分泌影响到肝星状细胞的

状态。NOTCH配体为膜蛋白，需要通过配体和受体直接接

触才能发挥作用，在非接触共培养中可能没起关键作用。

结合前期研究结果，作者推测，除了神经生长因子在骨髓

间质干细胞旁分泌调控肝星状细胞过程中起作用，NOTCH
通路也有可能在骨髓间充质干细胞直接调控肝星状细胞过

程中起关键作用。 
本文通过对比共培养的骨髓间质干细胞与单独培养的

骨髓间质干细胞凋亡基因表达的变化情况，分析筛选出在

骨髓间质干细胞促肝星状细胞凋亡过程中可能起关键作用

的若干基因，为进一步阐明骨髓间质干细胞促肝星状细胞

凋亡的分子机制，为骨髓间质干细胞治疗肝纤维化建立理

论基础。 

图 1  单独培养骨髓间质干细胞行 Apoptosis PCR Array384HT 检测

扩增曲线图 
Figure 1  Amplification curves of bone marrow mesenchymal stem 
cells cultured alone as detected by Apoptosis PCR Array384HT  

 

图 2  共培养骨髓间质干细胞行 Apoptosis PCR Array384HT 检测扩

增曲线图 
Figure 2  Amplification curves of cocultured bone marrow 
mesenchymal stem cells as detected by Apoptosis PCR Array384HT

 

图 3  第 1 次共培养骨髓间质干细胞对比单独培养上调基因及上调倍

数热点图 
Figure 3  Hot figure of up-regulated genes and up-regulated 
multiple of co-cultured bone marrow mesenchymal stem cells for 
the first time versus alone culture 

图 4  第 2 次共培养骨髓间质干细胞对比单独培养上调基因及上调倍

数热点图 
Figure 4  Hot figure of up-regulated genes and up-regulated 
multiple of co-cultured bone marrow mesenchymal stem cells for 
the second time versus alone culture 
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