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文题释义： 

小檗碱：属于异喹啉类生物碱，是中药黄连中的主要生物碱。近年来研究发现，小檗碱及其衍生物在治疗炎

症、肿瘤、糖尿病、高血脂、心血管疾病、细菌和病毒感染、阿尔茨海默病等方面具有药理作用。研究表明

小檗碱能够促进骨髓间充质干细胞的成骨分化，然而其对骨髓间充质干细胞的迁移作用还不明确。 

细胞迁移：也称为细胞爬行、细胞移动或细胞运动，是指细胞在接收到迁移信号或感受到某些物质梯度后而

产生的移动。细胞迁移为细胞头部伪足的延伸、新的黏附建立、细胞体尾部收缩在时空上的交替过程。细胞

迁移是正常细胞的基本功能之一，是机体正常生长发育的生理过程，也是活细胞普遍存在的一种运动形式。

胚胎发育、血管生成、伤口愈合、免疫反应、炎症反应、动脉粥样硬化、癌症转移等过程中都涉及细胞迁移。 

 

摘要 

背景：小檗碱是中药黄连的主要生物碱，对骨髓间充质干细胞有多种活性作用。 

目的：观察小檗碱对大鼠骨髓间充质干细胞体外迁移的影响以及其作用机制。 

方法：采用全骨髓法分离培养 SD大鼠骨髓间充质干细胞，调整细胞浓度至 1.5×109 L-1备用。小檗碱用二甲

基亚砜溶解，并用含体积分数为 1%胎牛血清的 α-MEM培养基稀释，分别将浓度调整为 1，3，10 μmol/L。

MTT 法检测小檗碱对骨髓间充质干细胞活性的影响，Transwell 小室和划痕实验检测小檗碱对大鼠骨髓间充

质干细胞迁移的影响，Western blot 检测小檗碱对 p-AKT通路调控作用。 

结果与结论：①小檗碱对骨髓间充质干细胞的活力无影响；②小檗碱在 10 μmol/L 浓度下能够显著促进骨髓

间充质干细胞的迁移，划痕实验结果与 Transwell 实验相一致；③加入小檗碱可以促进骨髓间充质干细胞中

p-AKT表达，加入 p-AKT抑制剂 LY294002能够逆转小檗碱的促迁移作用；④结果表明，小檗碱能够通过激

活 PI3K/AKT通路促进大鼠骨髓间充质干细胞的迁移。 

关键词： 

骨髓间充质干细胞；小檗碱；细胞迁移；p-AKT；干细胞 

主题词： 

小檗碱；骨髓；间质干细胞；细胞迁移分析；组织工程 
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Abstract 

BACKGROUND: Berberine as the main alkaloid of herbal Coptis chinensis has many pharmacological effects on 

bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs). 

OBJECTIVE: To explore the effects and mechanism of berberine on the in vitro migration of BMSCs. 

METHODS: Rat BMSCs were isolated and cultured by a whole bone marrow assay, and prepared into 1.5×10
9
/L. 

Berberine was dissolved by dimethyl sulfoxide, and diluted by α-MEM containing 1 % fetal bovine serum into the 

concentrations of 1, 3, 10 μmol/L. Cell migration was assessed using a Transwell chamber and cell scratch assay. 

Western blot assay was used to test the regulatory effect of berberine on p-AKT pathway. 

RESULTS AND CONCLUSION: Berberine had no effect on the cell viability of BMSCs. Berberine at 10 μmol/L 

小檗碱对大鼠骨髓间充质干细胞体外迁移的影响 

结论： 
小檗碱能够通过

激活 PI3K/AKT

通路促进大鼠骨
髓间充质干细胞

的迁移。 

小檗碱处理 检测： 
(1)MTT 法检测小檗碱对骨髓间
充质干细胞活性的影响； 

(2) Transwell 小室和划痕实验检
测小檗碱对骨髓间充质干细胞迁
移的影响； 

(3) Western blot 检测小檗碱对
p-AKT通路调控作用。 

大鼠骨髓间充质
干细胞分离培养 
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significantly promoted the migration of BMSCs. The cell scratch assay shared consistent findings with the Transwell assay. Addition of 

berberine up-regulated the p-AKT expression in BMSCs, while LY294002, the inhibition of p-AKT, could effectively reverse the pro-migration 

effects of berberine. Overall, berberine can promote the migration of BMSCs via the activation of PI3K/AKT pathway. 

Subject headings: Berberine; Bone Marrow; Mesenchymal Stem Cells; Cell Migration Assays; Tissue Engineering 

 

0  引言  Introduction 

骨髓间充质干细胞是一类来源于骨髓的非造血干细 

胞[1]，与其他干细胞相比，其具有来源广泛、低免疫原性、

多向分化能力等特点，被广泛用于移植治疗多种疾病，包

括心血管疾病、神经系统疾病及骨科疾病[2-7]。归巢是指骨

髓间充质干细胞穿过内皮细胞并迁移到靶细胞或者靶器官

的过程，是骨髓间充质干细胞移植成功的关键[8-9]。但是移

植后只有小部分骨髓间充质干细胞可以迁移到靶器官，进

而影响到移植成功率[10-11]。因此，具有促迁移作用的药物

可能对提高干细胞移植成功率起到重要的意义。 

小檗碱属于异喹啉类生物碱，是中药黄连中的主要生

物碱[12]。近年来研究发现，小檗碱在治疗炎症、肿瘤、糖

尿病、高血脂、心血管疾病、细菌和病毒感染、阿尔茨海

默病等多方面具有药理作用[13-19]。研究表明小檗碱能够促

进骨髓间充质干细胞的成骨分化[20-21]，然而其对骨髓间充

质干细胞的迁移作用还不明确。研究表明，骨髓间充质干

细胞的迁移与PI3K/AKT通路激活有关，且小檗碱能上调

AKT的表达[22-24]。实验采用Transwell系统观察小檗碱对骨

髓间充质干细胞迁移的影响以及作用机制。 

 

1  材料和方法  Materials and methods 

1.1  设计  细胞学体外观察实验。 

1.2  时间及地点  实验于2016年6至12月在广州中医药

大学重点学科楼实验室完成。 

1.3  材料   

1.3.1  实验动物  健康SPF级雌性SD大鼠12只，4-6周

龄，体质量80-100 g，由广州中医药大学实验动物中心提

供，动物质量合格号00100561。实验过程中对动物的处置

符合动物伦理学规定。 

1.3.2  实验试剂   胎牛血清、α-MEM、Typsin、PBS 

(GIBCO公司)；MTT检测试剂盒(Sigma公司)；小檗碱(上

海阿拉丁生化科技股份有限公司)；Transwell系统(Milipore

公司)；蛋白抽提试剂盒、蛋白定量试剂盒(凯基生物技术

有限公司)。AKT通路抑制剂LY-294002(Selleck Chemicals

公司)。 

1.4  实验方法   

1.4.1  骨髓间充质干细胞的分离与培养  取4-6周龄SD

大鼠，颈椎脱臼处死，体积分数为75%乙醇浸泡10 min，

取出置于培养皿中，用灭菌器械剪开皮肤，分离肌肉组织，

取出股骨和胫骨，置于无菌PBS中，剪去骨骺端，暴露骨

髓腔。用无菌10 mL注射器冲出骨髓至高压灭菌过的离心

管内，1 000 r/min离心8 min，加入含体积分数为10%胎牛

血清的α-MEM培养基制备单细胞悬液，接种至塑料培养皿

中，置于37 ℃、体积分数为5%CO2恒温培养箱中培养，

标记为原代骨髓间充质干细胞，当细胞达80%-90%融合

时，用胰酶消化并以1∶2的比例传代。 

将第3代骨髓间充质干细胞接种于12孔板，细胞浓度

为5×10
7
 L

-1，待细胞达70%-80%融合时加入成骨分化诱导

液(10
-8

 mol/L 地塞米松+10
-2

 mol/L β-磷酸甘油+50 mg/L 

维生素C)进行成骨诱导分化，每隔2 d换液1 次。成骨诱导

7 d时行碱性磷酸酶染色，实验步骤按照试剂盒说明书进

行；成骨诱导14 d时行茜素红染色：用0.01 mol/L PBS冲

洗2次，每次2 min，40 g/L多聚甲醛固定15 min；PBS冲

洗2次，每次2 min，加入1 g/L茜素红Tris-HCl(pH=8.3) 

37 ℃染色30 min，蒸馏水洗涤，晾干，镜下观察、拍照。 

1.4.2  细胞活性检测  取第3代骨髓间充质干细胞消化接

种于96孔板中，每孔接种细胞量为1×10
4个。当细胞生长

至80%融合时，加入不同浓度小檗碱(0，1，3，10 μmol/L)

干预24 h，每孔加入10 μL MTT(5 g/L)，于37 ℃恒温培养

箱中培养3 h，弃去上清液，加入100 μL 二甲基亚砜溶解，

摇床振荡15 min，用酶标仪检测570 nm处吸光度值。 

1.4.3  骨髓间充质干细胞迁移能力检测  取第3代骨髓间

充质干细胞无血清饥饿12 h，然后用150 μL含体积分数为

1%胎牛血清的α-MEM培养基调整细胞密度，按3×10
4
/孔加

入到Transwell小室上室。将700 μL含不同浓度小檗碱(0，

1，3，10 μmol/L)的无血清α-MEM培养基加入到下室。将

Transwell小室放入37 ℃恒温培养箱中培养24 h后取出，

用棉球擦去上层的细胞，迁移的细胞用结晶紫染色40 min。

在显微镜下，每组随机选取染色的6个区域进行计数。 

另外，为了证实小檗碱是通过调控AKT通路促进骨髓

间充质干细胞的迁移，加入AKT通路抑制剂LY-294002进

行干预，实验设置对照组，10 μmol/L小檗碱组，10 μmol/L

小檗碱+AKT抑制剂组，进行Transwell小室实验，在显微

镜下，每组随机选取染色的6个区域进行计数。 

1.4.4  划痕实验  取第3代骨髓间充质干细胞接种于6孔

板中，待细胞贴壁并长满后，用枪头在每孔中央划出一条

线，吸出完全培养基，加入含10 μmol/L小檗碱的无血清培

养基，分别在0，24 h用倒置显微镜拍照，将两组照片进行

对比，并用Image J软件计算迁移百分比。 

1.4.5  Western blot观察小檗碱对p-AKT通路调控作用  

第3代骨髓间充质干细胞加入10 μmol/L小檗碱处理30，

60，120 min后，采用Western blot法检测p-AKT的表达水

平。用RIPA裂解液在冰上裂解细胞，15 000 r/min 4 ℃离

心1 min，再加入PMSF，提取细胞总蛋白并采用BCA法进

行蛋白定量，然后进行电泳、转膜、5%脱脂奶粉封闭1 h

后，加入p-AKT一抗4 ℃孵育过夜，加入二抗室温孵育1 h， 
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ECL显影，用Image J计算灰度值。 

1.5  主要观察指标  ①MTT 法检测小檗碱对骨髓间充质

干细胞活性的影响；②Transwell 系统检测小檗碱对骨髓

间充质干细胞迁移的影响；③划痕实验检测小檗碱对骨髓

间充质干细胞迁移的影响；④Western blot观察小檗碱对

p-AKT通路的调控作用。 

1.6  统计学分析  由第一作者采用SPSS 13.0软件进行

单因素方差分析，P < 0.05为差异有显著性意义。 

图 1  大鼠骨髓间充质干细胞的形态(×20) 

Figure 1  Morphology of rat bone marrow mesenchymal stem cells 

(×20) 

 

图 4  Transwell 迁移系统检测小檗碱对骨髓间充质干细胞迁移能力的影响 

Figure 4  Effect of berberine on the migration of bone marrow mesenchymal stem cells detected by Transwell assay 

图注：图中 A-D分别为 0，1，3，10 μmol/L小檗碱组迁移细胞结晶紫染色(×20)；E 为各组迁移细胞数据分析。与对照组比较，a
P < 0.05，         

b
P < 0.01。 
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图 5  小檗碱对骨髓间充质干细胞划痕修复的影响 

Figure 5  Effect of berberine on cell scratch of bone marrow mesenchymal stem cells 

图注：图中 A 为 10 μmol/L小檗碱促进骨髓间充质干细胞迁移；B 为定量分析细胞迁移百分比。与对照组比较，a
P < 0.05。 
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Figure 6  Effects of berberine on 

AKT phosphorylation detected by 

western blot 

图注：图中 A 为 p-AKT的蛋白条

带；B 为条带的灰度值分析。与对

照组比较，a
P < 0.01，b

P < 0.001。 

 

图注：原代培养第 4天(A)，

观察到有梭形细胞贴壁生

长；原代培养第 7天(B)，观

察到细胞呈梭形、漩涡状生

长，但仍有些杂细胞；第 3

代细胞培养第 2天(C)，观察

到细胞形态均一，呈梭形；

第 3代细胞培养第 4天(D)，

观察到细胞形态均一、生长

旺盛、呈漩涡状生长。 
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图 2  骨髓间充质干细胞的成骨分化能力(×20) 

Figure 2  Osteogenic ability of bone marrow mesenchymal 

stem cells (×20) 

图注：图中 A 为经成骨诱导分化 7 d，成骨早期标志物碱性磷酸酶

染色呈现蓝紫色；B 为成骨诱导分化 14 d，有大量钙化结节产生，

茜素红染色呈鲜红色。 
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2  结果  Results  

2.1  骨髓间充质干细胞的形态  在培养初期，显微镜下可

见呈纺锤形的贴壁细胞、克隆球以及悬浮细胞，培养第7

天时长满培养皿。传到第3代时，悬浮细胞被完全去除，细

胞呈长梭形(图1)。经成骨诱导分化7 d，成骨早期标志物碱

性磷酸酶染色呈现蓝紫色；成骨诱导分化14 d，有大量钙

化结节产生，茜素红染色呈鲜红色，证明骨髓间充质干细

胞具有良好的成骨分化能力(图2)。 

2.2  小檗碱对骨髓间充质干细胞活力的影响  与对照组

相比，小檗碱在1，3，10 μmol/L浓度时对骨髓间充质干细

胞的活力均没有显著影响(P > 0.05)，见图3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  小檗碱对骨髓间充质干细胞迁移能力的影响  采用

Transwell迁移系统检测小檗碱对骨髓间充质干细胞迁移

的影响。由图4可见小檗碱组迁移到下室的细胞数明显高于

对照组，说明小檗碱能够显著促进细胞的迁移，其中以   

10 μmol/L时效果最佳。另外，划痕实验结果证实，小檗碱

在干预24 h时能够促进骨髓间充质干细胞的迁移，结果与

Transwell实验相一致，见图5。 

2.4  小檗碱可增加AKT的磷酸化水平  加入10 μmol/L小

檗碱处理30，60，120 min后，采用Western blot法检测

p-AKT的表达水平。由图6可见，加入小檗碱30 min后，

p-AKT的水平出现了明显的上调，而60 min和120 min后

AKT的磷酸化水平逐渐降低，但是仍高于对照组。 

2.5  小檗碱通过AKT通路促进骨髓间充质干细胞的迁移  

为了证实小檗碱是通过调控AKT通路促进骨髓间充质干细

胞的迁移，加入AKT通路抑制剂LY-294002进行干预。由

图7可见，LY-294002能够显著抑制小檗碱诱导的骨髓间充

质干细胞迁移，说明小檗碱可能通过AKT通路发挥促进骨

髓间充质干细胞迁移的作用。 

 

3  讨论  Discussion 

实验结果显示，小檗碱能够明显促进骨髓间充质干细

胞的迁移，并且对其活力无显著影响。因此作者认为小檗

碱除了具有促进骨髓间充质干细胞成骨以及提高抗氧化作

用之外，还具有促进迁移的作用。 

骨髓间充质干细胞在多种疾病，如心血管疾病、中枢

系统疾病等治疗中展现出了巨大的潜力[1，25-26]，但是其临

床应用还存在很大争议。骨髓间充质干细胞能够迁移到靶

器官以修复受损组织是移植成功的关键[4-5，27]。但是，只有

小部分骨髓间充质干细胞能够迁移到受损的靶器官，这严

重影响到骨髓间充质干细胞移植的成功率。因此，促进骨

髓间充质干细胞的迁移具有重要的临床意义。 

小檗碱属于异喹啉类生物碱，是中药黄连中的主要生

物碱[28-29]。研究表明，小檗碱具有多种生物活性，包括抗

炎、抗肿瘤、抗氧化、抗凋亡以及抗自噬等。近期的研究

表明小檗碱能够通过调控Wnt通路以及Runx2促进骨髓间

充质干细胞向成骨分化[11-12]，而其对骨髓间充质干细胞的

迁移作用尚不明确。实验采用Transwell小室验证了小檗碱

在10 μmol/L浓度下能促进骨髓间充质干细胞向下室移动。

采用划痕实验验证了小檗碱促进骨髓间充质干细胞向划痕

处迁移。而小檗碱在该浓度下对细胞的增殖无影响，这些

结果共同说明了小檗碱能促进骨髓间充质干细胞的迁移。 

PI3K/AKT通路对细胞的一系列生物活性具有重要的

调节作用。AKT的核转移影响细胞周期、生存、增殖以及

细胞的干性。此外，研究指出AKT的激活对干细胞的归巢

有促进作用。前期的实验证明小檗碱能够上调磷酸化AKT

的水平[30-31]。在该实验中，小檗碱处理30 min后，AKT的

磷酸化水平明显提高，而60 min和120 min后AKT的磷酸化

水平逐渐降低，但是仍高于对照组。加入AKT抑制剂

LY-294002之后，Transwell检测到骨髓间充质干细胞向下

图 7  小檗碱通过激活 AKT 促进骨髓间充质干细胞的迁移 

Figure 7  Berberine promotes the migration of bone marrow mesenchymal stem cells by activation of AKT 

图注：图中 A-C 分别为对照组，     

10 μmol/L 小檗碱组、10 μmol/L小檗

碱+AKT 抑制剂组迁移细胞结晶紫染

色(×20)；D为各组迁移细胞数据分析。

与对照组比较，a
P < 0.05。 

 

图 3  小檗碱对骨髓间充质干细胞活性的影响 

Figure 3  Effect of berberine on the viability of bone marrow 

mesenchymal stem cells 

图注：MTT法检测结果显示，与对照组相比，小檗碱在 1，3，10 μmol/L

浓度时对骨髓间充质干细胞的活力均没有显著影响(P > 0.05)。 
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室移动的细胞减少，说明小檗碱促进骨髓间充质干细胞的

迁移与AKT通路相关。 

实验初步观察到小檗碱能够通过激活PI3K/AKT通路

促进大鼠骨髓间充质干细胞的迁移，在今后的实验中还有

必要进一步验证小檗碱在体内的促迁移作用及其机制。 
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