
  
《中国组织工程研究》 Chinese Journal of Tissue Engineering Research  
 

文章编号:2095-4344(2020)19-03004-06                                                                         3004 

www.CRTER.org 

·研究原著· 

殷令妮，女，1987 年生，

山东省济宁市人，硕士，

医师，主要从事干细胞和

老年代谢方面的应用研

究。 

 

通讯作者：陈德宣，硕士，

主任医师，上海健康医学

院附属嘉定区中心医院老

年病科，上海市  201800 

 

文献标识码:A 

投稿日期：2019-07-04 

送审日期：2019-07-09 

采用日期：2019-08-09 

在线日期：2019-11-18 
 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Yin Lingni, Master, Physician, 

Department of Geriatrics, 

Jiading Central Hospital, 

Shanghai University of 

Medicine & Health Sciences, 

Shanghai 201800, China 

 

Corresponding author:  

Chen Dexuan, Master, Chief 

physician, Department of 

Geriatrics, Jiading Central 

Hospital, Shanghai University 

of Medicine & Health 

Sciences, Shanghai 201800, 

China 

 

 

 

 

 

 

 

PI3K/Akt通路在低氧诱导脂肪干细胞增殖和向内皮细胞分化中的作用 
 
殷令妮，陈德宣(上海健康医学院附属嘉定区中心医院老年病科，上海市  201800) 

DOI:10.3969/j.issn.2095-4344.2038      ORCID: 0000-0001-8454-263X(殷令妮) 

 

文章快速阅读： 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

文题释义： 

PI3K/Akt 信号通路：Akt 是 PI3K/Akt 信号转导通路的核心，其分子质量约为 60 kD，是原癌基因 c-akt 表达编

码的一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶。外源性抑制剂 LY294002 或 wortmannin 均可负向调节 PI3K/Akt 信号通路，

导致第二信使 PIP3 逆行转化为 PIP2，阻断其调节作用。 

低氧：氧体积分数是机体微环境的重要组成部分，直接影响着细胞的成活和生物学行为。在体外培养过程中

氧体积分数为 1%-5%时即可为脂肪干细胞的增殖和功能提供足够的刺激，同时维持细胞形态和多向分化能力

不变，因此可以认为低氧环境可以更好地为干细胞特性的维持提供信号传导。 

 

摘要 

背景：大量研究证明低氧可以促进干细胞的增殖和分化，但目前尚不清楚其通过何种途径发挥作用。 

目的：观察低氧对脂肪干细胞增殖和向内皮细胞分化的影响，并探讨 PI3K/Akt 通路在此过程中的作用。 

方法：取培养至第 3 代的 Wistar 大鼠脂肪干细胞，分为常氧组、低氧组、低氧+LY294002 组，3 组均在体积分

数为 20%O2培养箱中培养 24 h，然后低氧组转移至体积分数为 2%O2培养箱中进行培养，常氧组继续在体积分

数为 20%O2培养箱中培养，低氧+LY294002 组在低氧培养环境下的细胞培养基中加入终浓度为 25 mmol/L 的

PI3K/Akt 通路抑制剂 LY294002。培养 24 h 后，Western blot 检测 p-Akt 的表达明确 PI3K/Akt 通路的激活情况；

CCK-8 法检测各组脂肪干细胞的增殖情况；各组脂肪干细胞加入血管内皮细胞诱导培养基进行诱导分化 10 d，

分别通过 qRT-PCR 及抗 CD31 免疫荧光染色检测各组脂肪干细胞分化为内皮细胞的情况。 

结果与结论：①第 3 代脂肪干细胞呈现出典型的梭形结构，流式细胞仪检测结果显示 CD34 和 CD45 表达阴性，

CD105 表达阳性，并可向成骨及成脂细胞方向分化；②低氧培养条件下 p-Akt 的表达明显升高，加入 LY294002

后 p-Akt 的表达受到明显抑制；③低氧组细胞增殖率明显高于常氧组和低氧+LY294002 组(P < 0.05)，低氧+ 

LY294002 组脂肪干细胞的增殖率低于低氧组(P < 0.05)；④低氧组内皮细胞基因及特异性蛋白 CD31 的表达

明显高于常氧组和低氧+LY294002 组(P < 0.05)，低氧+LY294002 组内皮细胞基因及特异性蛋白 CD31 的表

达低于低氧组(P < 0.05)，但仍高于常氧组(P < 0.05)；⑤结果证实 PI3K/Akt 通路在低氧诱导的脂肪干细胞增

殖及向内皮细胞分化过程中发挥重要作用。 

关键词： 

脂肪干细胞；低氧；细胞增殖；细胞分化；PI3K/Akt 通路 
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The role of PI3K/Akt pathway in hypoxia-induced cell proliferation and endothelial 

cell differentiation of adipose-derived stem cells   

 
Yin Lingni, Chen Dexuan (Department of Geriatrics, Jiading Central Hospital, Shanghai University of Medicine & 

Health Sciences, Shanghai 201800, China) 

文章特点— 

(1)脂肪干细胞已被证明植入体内后可以促进缺血组织的血管化，但缺血组织中的低氧环境如何影响
脂肪干细胞的生物学功能，相关报道较少； 

(2)在低氧培养条件下 PI3K/Akt 通路可被激活，而 PI3K/Akt 信号通路抑制剂 LY294002 可以有效抑
制 PI3K/Akt 通路的激活； 

(3)加入 LY294002 后抑制了低氧条件下脂肪干细胞的增殖和向内皮细胞分化，说明 PI3K/Akt 通路在
此过程中发挥了重要的作用。 

细胞： 

(1)大鼠脂肪干细胞； 

(2)培养至 3 代并进行
细胞鉴定。 

干预： 

(1)常氧培养； 

(2)低氧培养； 

(3) 低 氧 培 养 +PI3K/Akt  

通路抑制剂 LY294002。 

 

观察指标： 

(1)p-Akt 的活化； 

(2)细胞增殖活性变化； 

(3)内皮细胞相关基因的表达； 

(4)CD31 的表达。 

结论： 

(1)低氧可以激活 PI3K/Akt 信号通路，LY294002 可以有效抑制 PI3K/Akt 信号通路的活化； 

(2)低氧促进脂肪干细胞的增殖和向内皮细胞分化，LY294002 可以抑制低氧条件下脂肪干细胞
的增殖和向内皮细胞分化。 
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Abstract 

BACKGROUND: A large number of studies have confirmed that hypoxia can promote the proliferation and differentiation of stem cells, but the 

pathway by which it plays its role remains unclear.  

OBJECTIVE: To investigate the effects of hypoxia on the proliferation of adipose-derived stem cells and their differentiation into endothelial 

cells and investigate the role of PI3K/Akt pathway in this process.  

METHODS: Passage 3 adipose-derived stem cells of Wistar rats were divided into three groups according to the different culture conditions: 

normoxia group, hypoxia group, and hypoxia+LY294002 group. Three groups of cells were cultured for 24 hours in an incubator containing 

20% O2. Cells in the hypoxia group were cultured in an incubator containing 2% O2, and those in the normoxia group were still cultured in an 

incubator containing 2% O2. Cells in the hypoxia+LY294002 group were cultured in medium supplemented with 25 mmol/L PI3K/Akt pathway 

inhibitor LY294002 under the hypoxic culture conduction. After 24 hours of culture, p-Akt expression was detected by Western blot assay to 

indicate the activation of PI3K/Akt pathway. The proliferation of adipose-derived stem cells was measured by CCK-8 method. Three groups of 

adipose-derived stem cells were induced to differentiate into vascular endothelial cells for 10 days. The differentiation of adipose-derived stem 

cells into endothelial cells was detected by qRT-PCR and anti-CD31 immunofluorescence staining. 

RESULTS AND CONCLUSION: Adipose-derived stem cells at passage 3 exhibited elongated fibroblast-like morphology. Cytometry analysis 

showed most of adipose-derived stem cells at passage 3 were negative for CD 34 and CD45 and positive for CD105 and could be induced 

towards osteogenic and adipogenic differentiation. The expression of p-Akt was significantly increased after hypoxic culture, which was 

inhibited obviously after adding LY294002. CCK-8 showed that the proliferation of adipose-derived stem cells in the hypoxia group was 

significantly higher than that in the normoxia group and hypoxia+LY294002 group (P < 0.05). The proliferation of adipose-derived stem cells in 

the hypoxia+LY294002 group was significantly lower than that in the hypoxia group (P < 0.05). The results of qRT-PCR and anti-CD31 

immunofluorescence staining showed that the expression of endothelial cell gene and specific protein CD31 in the hypoxia group was 

significantly higher than that in the normoxia and hypoxia+LY294002 groups (P < 0.05). The expression of CD31 in the hypoxia+LY294002 

group was significantly lower than that in the hypoxia group (P < 0.05), but it was significantly higher than that in the normoxia group (P < 0.05). 

These results suggest that the PI3K/Akt pathway plays an important role in hypoxia-induced cell proliferation and vascular endothelial cell 

differentiation of adipose-derived stem cells. 

Key words: adipose tissue derived stem cells; hypoxia; cell proliferation; cell differentiation; PI3K/Akt pathway 

 

0  引言  Introduction 

脂肪干细胞是从脂肪组织中分离提取得到的一种具有

多向分化潜能的干细胞，已被证明移植后可以通过分化为

内皮细胞及分泌多种细胞因子促进缺血组织的血管新生，

从而达到治疗疾病的目的，如心肌缺血、脑卒中、糖尿病

引起的慢性创面等[1-3]。由此可见，植入体内的脂肪干细胞

活性及功能直接决定了其治疗效果。缺血组织中氧体积分

数明显低于正常组织，必然会直接影响植入体内的脂肪干

细胞的生物学行为。大量研究证明体外低氧培养可以促进

脂肪干细胞增殖及向内皮细胞分化[4-5]，且在相同低氧培养

条件下，脂肪干细胞呈现出比骨髓间充质干细胞更强的增

殖能力，相同诱导条件下更多更快地分化为内皮细胞，说

明脂肪干细胞具有应用于血管化治疗的巨大优势[6]。但是，

目前尚不明确低氧通过何种作用机制调节移植后的脂肪干

细胞生物学行为。PI3K/Akt是一个保守的信号转导酶家族，

广泛参与细胞增殖、分化、旁分泌功能和血管生成等多种

过程[7-9]。该研究拟观察低氧培养环境对脂肪干细胞增殖及

向内皮细胞分化的影响，并探讨PI3K/Akt通路在此过程中

的作用。 

 

1  材料和方法  Materials and methods 

1.1  设计  细胞学观察实验。 

1.2  时间及地点  实验于2018年7月至2019年2月在上海

健康医学院中心实验室完成。 

1.3  材料  

1.3.1  实验动物  3周龄雄性Wistar大鼠6只，SPF级，体

质量45-55 g，由上海实验动物研究中心提供，动物使用许

可证号：沪ICP备09084966号。实验过程中对动物处置符

合动物学伦理学标准。 

1.3.2  实验试剂和仪器  胎牛血清(Gibco公司)；DMEM

及0.25%胰酶(美国Invitrogen公司)；EDTA、青霉素、链霉

素、成骨及成脂诱导试剂盒(上海代轩生物公司)；TRIZOL、

反转录试剂盒(美国Invitrogen公司)；抗CD34、抗CD45及

抗CD105流式抗体(美国BD公司)；抗CD31及抗p-Akt抗体

(美国Abcam公司)；CCK-8试剂、PI3K/Akt通路抑制剂

LY294002(美国Sigma-Aldrich公司)；光学显微镜、流式细

胞仪、全自动酶标仪(BIO-RAD550)及Real-time PCR仪(美

国Bio-Rad公司)。 

1.4  实验方法 

1.4.1  脂肪干细胞的培养  无菌条件下取3周龄雄性Wistar

大鼠腹股沟脂肪组织，PBS洗涤3遍，剪成颗粒状，加入2%

Ⅳ型胶原酶于摇床上消化30 min，离心(1 500 r/min，3 min)

后弃去上层油脂及上清液，加入适量低糖DMEM培养基(含

体积分数为10%胎牛血清、100 U/mL青霉素及100 mg/L

链霉素)重悬细胞后接种于培养皿中，于37 ℃、体积分数

为5%CO2、体积分数为20%O2培养箱中培养，48 h后首次

换液，以后每3 d换液1次并在倒置显微镜下观察细胞生长

状态。待细胞融合至90%时，使用2%胰酶消化细胞行传代

培养，实验中使用第3代脂肪干细胞进行下一步实验。 

1.4.2  脂肪干细胞的表面标志物鉴定  第3代脂肪干细胞

长满至90%时，吸去培养基，清洗、消化后收集细胞，转

入15 mL离心管中，1 500 r/min离心5 min，弃上清，加入

PBS重悬细胞沉淀，计数后分装入1.5 mL EP管中，分别使

用抗CD34、CD45及CD105的流式抗体孵育细胞，未加入

抗体的细胞作为空白对照，避光冰浴孵育30 min；加入 

500 μL PBS洗掉未结合抗体，1 500 r/min离心5 min，弃
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上清，加入1 mL PBS充分重悬细胞，制备成单细胞悬液上

机行流式检测。 

1.4.3  脂肪干细胞的成骨、成脂诱导分化  根据成骨、成

脂分化诱导试剂盒说明书介绍的方法，消化收集第3代脂肪

干细胞接种于6孔板中，置于37 ℃、体积分数为5%CO2、

体积分数为20%O2培养箱中培养，24 h后换液，分别加入

成骨诱导液和成脂诱导液进行诱导分化培养，每3 d换液1

次，2周后去除培养基，PBS漂洗后分别进行茜素红染色和

油红O染色，在倒置相差显微镜下观察染色结果并拍照。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.4  实验细胞分组  将第3代脂肪干细胞分为常氧组、

低氧组、低氧+LY294002组。收集第3代脂肪干细胞，计数

接种后放于37 ℃、体积分数为5%CO2、体积分数为20%O2

培养箱中培养24 h，然后低氧组转移至37 ℃、体积分数为

5%CO2、体积分数为2%O2培养箱中进行培养；常氧组继

续在体积分数为20%O2培养箱中培养；低氧+LY294002组

在低氧培养环境下的细胞培养基中加入终浓度为       

25 mmol/L的LY294002，以观察抑制PI3K/Akt通路后脂肪

干细胞的增殖及向内皮细胞分化情况。 

1.4.5  Western blot检测低氧培养条件下PI3K/Akt通路的

激活  低氧培养24 h后收集细胞，采用Western blot法检测

各组细胞的磷酸化Akt(p-Akt)表达，以GAPDH作为参照物。

p-Akt的表达即表示PI3K/Akt通路得到激活[10]。 

1.4.6  CCK-8检测脂肪干细胞增殖情况  将第3代脂肪干

细胞以2 000个/孔的密度接种于96孔板，按实验分组分别

进行常氧和低氧培养，于第1-3天每天同一时间点行CCK-8

法检测细胞增殖情况，每次取3个复孔，以加入单纯完全培

养基的3个复孔为空白对照，每孔加入CCK-8 10 μL，培养

箱孵育3 h，酶标仪在450 nm波长处检测各孔的吸光度值。

以时间为横轴，吸光值为纵轴绘制生长曲线。  

1.4.7  脂肪干细胞向内皮细胞分化  第3代脂肪干细胞制

备成单细胞悬液后，分别以每孔2×10
5的数量接种于6孔板

中，按实验分组分别进行常氧和低氧培养24 h，每孔加入  

1 mL血管内皮细胞诱导培养基(90%低糖DMEM+体积分

数为10%胎牛血清+50 μg/L血管内皮生长因子165+10 μg/L

碱性成纤维细胞生长因子)，隔天换液1次，诱导培养10 d。 

1.4.8  qRT-PCR检测内皮细胞相关基因的表达  收集上

述各组细胞，提取RNA，反转录为cDNA并扩增，运用

qRT-PCR技术检测内皮细胞相关基因vWF、flt-1、flk-1的

表达。在GeneBank中查找出大鼠基因序列，使用Primer 5

进行目标基因的引物设计，见表1，由上海生工生物科技有

限公司合成。以GAPDH作为内参基因，采用2
-ΔΔCt法，以

常氧组的基因表达作为标准，计算其余两组各基因的相对

表达量。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.9  抗CD31免疫荧光染色  收集上述各组细胞，去除

培养液，PBS漂洗2次，40 g/L多聚甲醛固定15 min，PBS

清洗3次，加入500 μL 3% BSA封闭非特异性抗原，30 min

后去掉封闭液，加入1∶50的CD31抗大鼠抗体，4 ℃孵育

过夜，吸弃一抗，PBS清洗3次，加入1∶50的二抗，避光

孵育1 h，吸弃二抗，PBS清洗3次，加入500 μL DAPI工作

液染色细胞核15 min，弃去染色液，PBS清洗后于倒置相

差显微镜下观察、拍照。 

1.5  主要观察指标  ①第3代脂肪干细胞的形态及表面标

志物CD34、CD45及CD105的表达；②第3代脂肪干细胞

的成骨及成脂分化能力；③低氧培养条件下PI3K/Akt通路

的激活情况；④低氧培养条件下脂肪干细胞的增殖和向内

皮细胞分化情况。 

1.6  统计学分析  采用SPSS 18.0统计软件分析，数据以 

x
_

±s表示，进行正态性、方差齐性检验，两样本均数比较采

用独立样本t 检验，P < 0.05为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  脂肪干细胞的形态及鉴定结果  体外培养至第 

3 代的脂肪干细胞呈现出典型的梭形结构。经流式细胞分析

鉴定后发现间充质细胞表面标志物 CD105 表达阳性，而造

血细胞表面标志物 CD34 和 CD45 表达阴性，说明培养至

第 3 代的脂肪干细胞具有干细胞特性，是一群均一的未分

化干细胞，见图 1。加入成骨诱导液培养 2 周后，显微镜下

可见细胞表面有小片状钙结节形成，茜素红染色阳性，说

明脂肪干细胞有向骨细胞分化的能力。加入成脂诱导液培

脂肪干细胞的培养及鉴定 

细胞来源： Wistar 大鼠腹股沟脂肪 

原代培养方法： 胶原酶消化法 

基础培养基： L-DMEM 培养基 

添加材料： 体积分数为 10%无菌胎牛血清、100 U/mL 青霉素及    

100 mg/L 链霉素 

原代培养时间： 原代细胞培养 3 d 时行首次换液，之后每 2 d 换液 1 次，培

养六七天后开始传代  

细胞传代： 细胞融合至 90%用 2.5%胰蛋白酶消化传至下 1 代，传代比

例为 1∶3，五六天传代 1 次，传代第 3 代 

细胞鉴定： 流式鉴定及成骨、成脂诱导分化 

伦理学批准： 经上海健康医学院附属嘉定区中心医院动物实验伦理委员

会批准 

 

表 1  内皮细胞相关基因引物序列 

Table 1  Primer sequences of endothelial cells-related genes     

基因 引物序列(5'-3') 

vWF Sense: 5'-GAT GAC CCT GAT GCT GTC T-3'  

Anti-sense: 5'-GTC TCC CTT GTT GCC ATT GT-3' 

flt-1 Sense: 5'-ATC CCT CAG CCT ACC ATC AA-3' 

Anti-sense: 5'-AAA GCC GTT TGG CAC ATC T-3' 

flk-1 Sense: 5'-CCC GCA CGA ATG ATA TCC CA-3' 

Anti-sense: 5'-TCC TGC AGT GCA TAA CCT GG-3' 

GAPDH Sense: 5'-CTC ATG GCC TAC ATG GCC TC-3' 

Anti-sense: 5'-CTC ATG GCC TAC ATG GCC TC-3' 

 



YIN LN, CHEN DX. The role of PI3K/Akt pathway in hypoxia-induced cell proliferation and endothelial cell differentiation of adipose-derived stem cells.  
Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2020;24(19):3004-3009. DOI:10.3969/j.issn.2095-4344.2038 

P.O. Box 10002, Shenyang   110180   www.CRTER.org 3007 

养 2 周后，细胞间质中出现折光性好的脂滴，油红 O 染色

显示脂质变红，表明脂肪干细胞有向脂肪细胞分化的能力，

见图 2。 

2.2  Western blot检测低氧培养条件下PI3K/Akt通路的激

活  低氧培养24 h时，Western blot检测发现p-Akt的表达

明显高于常氧组，加入LY294002后，p-Akt的表达受到明

显抑制，说明LY294002可以有效抑制PI3K/Akt通路的激

活，见图3。 

2.3  CCK-8检测细胞增殖  在培养第1天时3组之间差异

无显著性意义，第2天时低氧组的细胞增殖率明显高于常氧

组、低氧+LY294002组(P < 0.05)，常氧组、低氧+LY294002

组之间差异无显著性意义(P > 0.05)，而培养第3天时，3

组之间两两比较差异均有显著性意义(P < 0.05)，说明加入

LY294002后抑制了低氧诱导的脂肪干细胞增殖，见图4。 

2.4  qRT-PCR 检测内皮细胞特异性标志物的表达  经过

低氧培养后细胞 vWF、flt-1 及 flk-1 的表达明显高于常氧组

(P < 0.05)，低氧+LY294002 组 vWF、flt-1 及 flk-1 的表达

则明显低于低氧组(P < 0.05)，且与常氧组比较差异均有显

著性意义(P < 0.05)，见图 5。 

2.5  抗CD31免疫荧光染色结果  免疫荧光染色CD31抗

原，显微镜下观察可见CD31抗原表达于细胞膜表面，低氧

组CD31阳性细胞表达率远远高于常氧组(P < 0.05)，低氧+ 

LY294002组CD31阳性细胞表达率低于低氧组(P < 0.05)，

但仍高于常氧组(P < 0.05)，见图6。 

 

3  讨论  Discussion 

脂肪干细胞是目前研究最广泛的成体干细胞，其来源

广泛，分离容易，人体每克脂肪组织可以得到10
5-10

6个脂

肪干细胞[11]。脂肪干细胞不仅可以进行自我更新，还具有

多向分化潜能，可以分化为脂肪细胞、成骨细胞、软骨细

胞、神经细胞、内皮细胞等多种细胞[12-15]。因此，从临床

应用方面来说，脂肪组织来源的干细胞更加具有应用前景。

脂肪中的氧体积分数一般低于3%，因此脂肪中的干细胞在

生理条件下就处于一个相对缺氧环境[16]。在体外培养过程

中氧体积分数为1%-5%时即可为脂肪干细胞的增殖和功

能提供足够的刺激，同时维持细胞形态和多向分化能力不

变，因此可以认为低氧环境可以更好地为干细胞特性的维

持提供信号传导[16]。缺血组织中的低氧环境如何影响移植

的脂肪干细胞的功能，目前仍不清楚。为了充分利用干细

胞的功能，有必要深入认识低氧对干细胞的影响及其作用

机制。 

低氧已被证明是一种强大的细胞信号分子，直接影响

着细胞的增殖、分化及基因表达 [17-20]。该实验中，通过

CCK-8法绘制脂肪干细胞的生长曲线，结果发现低氧环境

可以明显促进脂肪干细胞的增殖，研究使用最经典的血管

内皮生长因子和碱性成纤维细胞生长因子作为内皮细胞诱

导液[21-22]，经过低氧培养的脂肪干细胞更多地分化为内皮

细胞，表达内皮细胞特异性基因vWF、flt-1、flk-1，并表达

特异性表面抗原CD31，这些结果与已发表的研究结果是一

致的，说明低氧环境是一种有效的细胞增殖和向内皮细胞

分化的刺激因子[4-5，23]。 

低氧环境可以激活低氧诱导因子1α，进一步刺激血管

内皮细胞因子和成纤维细胞因子的表达，形成一个正反馈

调节，从而促进脂肪干细胞的增殖及向内皮细胞分化，加

入LY294002后，此促进作用受到抑制，说明PI3K/Akt通路

参与了这些细胞因子引起的细胞生物学活动[5，24]。此外，

SHENG等[8]的研究结果表明加入LY294002抑制PI3K/Akt

通路激活后，使得低氧诱导的骨髓间充质干细胞增殖及旁

分泌能力受到抑制。此外，PI3K/Akt通路已被证明参与多

种细胞的分化，例如胰腺导管细胞分化为胰岛素生成细  

胞[25]、骨髓间充质干细胞分化为成骨细胞[26]、心肌干细胞

分化为内皮细胞等[27]，阻断此通路后细胞的分化过程也受

到抑制。过表达Akt基因的骨髓间充质干细胞移植入大鼠缺

血心肌后，可以通过减少心肌内炎症、胶原沉积和心肌细

胞肥大，抑制心肌重塑，使心肌收缩和舒张功能完全恢复

正常，相比较于过表达lacZ的骨髓间充质干细胞，相同数

量的过表达Akt基因的骨髓间充质干细胞可以恢复4倍大的

心肌容积[28]。另外，有研究表明miR-181b-5p也可以通过

上调PI3K/Akt的表达保护缺血再灌注引起的心肌损伤[29]。以

上这些研究结果均说明PI3K/Akt通路在细胞增殖、细胞分

化及稳定干细胞作用中发挥重要作用。在该研究中，细胞

经过低氧培养后p-Akt呈现高表达，说明低氧激活了

PI3K/Akt通路，加入LY294002后p-Akt的表达受到抑制，

表明LY294002可以有效抑制PI3K/Akt通路的传导，低氧诱

导的脂肪干细胞增殖和内皮细胞分化能力急剧下降。

PI3K/Akt信号通路促进细胞增殖可能与其下游细胞因子磷

酸化Bcl-2家族成员BAD或caspase-9前体，使这些蛋白失

活，从而抑制细胞凋亡，促进细胞存活[30-31]。 

综上所述，低氧培养不仅可以刺激脂肪干细胞增殖，

还可以促进脂肪干细胞向内皮细胞分化，PI3K/Akt通路在

此过程中发挥重要调节作用。这些研究结果有助于加深对

干细胞移植治疗作用机制的认识，从而更好地发挥干细胞

在再生医学中的应用潜力。 
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图注：图中 A 为培养至第 3 代的脂肪干细胞，呈现出典型的梭形结构(×100)；B-D 为流式细胞分析第 3 代脂肪干细胞的 CD34、CD45、CD105

表达率分别为 1.4%，2.0%，94.5% 

图 1  第 3 代 Wistar 大鼠脂肪干细胞的形态及流式鉴定结果 

Figure 1  Morphology and flow cytometry of passage 3 adipose-derived stem cells of Wistar rats 

图注：图中 A 为脂肪干细胞成骨诱导后茜素红染色，可见细胞表面有小片状钙

结节形成；B 为脂肪干细胞成脂诱导后油红 O 染色，细胞间质中出现折光性好

的脂滴 

图 2  脂肪干细胞的成骨、成脂诱导分化能力(倒置相差显微镜，×40) 

Figure 2  The osteogenic and adipogenic differentiation of adipose-derived 

stem cells (inverted phase microscope, ×40) 

图注：低氧培养条件下 p-Akt 的表达高

于常氧，而加入 LY294002 后 p-Akt 的

表达则受到明显抑制 

图 3  Western blot 检测各组脂肪干细

胞中 p-Akt 的表达 

Figure 3  Detection of p-Akt in 

adipose-derived stem cells in each 

group by Western blot assay 
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图 4  CCK-8 法检测各组脂肪干细胞的相对增殖率  

Figure 4  Detection of cell proliferation of adipose-derived stem 

cells by CCK-8 

图5  qRT-PCR检测诱导培养10 d后各组内皮细胞特异性基因的表达 

Figure 5  Detection of the expression of endothelial cell-specific 

genes in each group by qRT-PCR after 10 days of induced culture 
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图注：图中 A 为抗 CD31 免疫荧光染色的代表性图片(×100)，DAPI 阳性为细胞核，CD31 表达于细胞膜表面，为内皮细胞特异性抗原，DAPI

和 CD31 融合后即表示内皮细胞；B 为各组 CD31 阳性细胞表达率 

图 6  各组脂肪干细胞诱导培养 10 d 后抗 CD31 免疫荧光染色 

Figure 6  Immunofluorescence staining of adipose-derived stem cells for detection of CD31 expression after 10 days of induced culture 
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