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模型[11]，考察 PSORI-CM01 方对全血黏度、血浆

黏度和红细胞压积的影响。结果显示，该方具有

良好的活血作用。综合其抗银屑病效果，提示该

方可用于血瘀型银屑病的治疗。 
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摘要：目的  探讨低氧对人间充质干细胞(human mesenchymal stem cells，hMSCs)成骨分化的效应及分子机制。方法  在

正常氧压(20% O2)和低氧(5% O2)条件下培养 hMSCs；采用成骨分化诱导液(BDM)诱导 hMSCs 成骨分化；利用茜素红染

色法考察细胞钙沉积情况；通过 Western blotting 检测细胞自噬相关蛋白的表达水平以及 MAPK、PI3K-AKT-mTOR 信号

通路的激活情况。结果  低氧条件下，hMSCs 钙沉积较常氧条件增强；BDM 诱导 hMSCs 成骨分化过程伴随着 LC3 表达

增 加 ， 抑 制 细 胞 自 噬 可 以 明 显 减 弱 低 氧 促 进 的 细 胞 钙 沉 积 ； 低 氧 促 进 的 细 胞 发 生 钙 沉 积 伴 随 着 MAPK 以 及

PI3K-AKT-mTOR 信号通路的失活；抑制 MAPK 以及 PI3K-AKT-mTOR 信号通路有利于细胞自噬发生，进而促进 hMSCs

钙沉积。结论  低氧下可以通过激活细胞自噬来促进 hMSCs 成骨分化，抑制 MAPK 以及 PI3K-AKT-mTOR 信号通路可

以进一步促进细胞自噬的发生，从而协同促进 hMSCs 成骨分化。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the effects and molecular mechanisms of hypoxia on hMSCs differentiation. 
METHODS  hMSCs were cultured under normoxic or hypoxic conditions; hMSCs differentiation were obtained by treated 
with BDM(bone differentiation medium); Calcium deposit was assessed by Alizard Red S dye; The protein levels were analyzed 
by western blotting. RESULTS  Hypoxia can significantly promoted calcium deposit in hMSCs; The expression of LC3 was 
increased in hMSCs, hypoxia induced calcium deposit was inhibited by autophagy inhibitor 3MA; Hypoxia induced hMSCs 
calcium deposit was accompanied by inactivation of MAPK and PI3K-AKT-mTOR pathway, inhibition of these pathway could 
mediate hMSCs calcium deposit by promoted autophagy. CONCLUSION  Hypoxia can significantly triger hMSCs 
differentiation by induced autophagy, inhibition of MAPK and PI3K-AKT-mTOR pathway could contribute to autophagy which 
could mediate hMSCs differentiation. 
KEY WORDS: human mesenchymal stem cells; hypoxia; autophagy; calcium deposit; osteoblastic differentiation 

 

人间充质干细胞 (human mesenchymal stem 

cells，hMSCs)是一类具有自我更新能力和多向分

化潜能的细胞[1]，在体内外经特定的条件诱导，可

以分化成脂肪、骨、肌肉等多种组织细胞，对于

正常的骨发育以及维持骨代谢平衡都具有十分重

要的作用[2]。在体外培养条件下，须经过特定诱导

条件才可以使 hMSCs 分化发育为成骨细胞[3]。通

常将 hMSCs 分化过程划分为细胞增殖期、分化早

期、分化中晚期 3 个阶段。hMSCs 在贴壁后即开

始进入细胞增殖阶段，以 DNA 复制和组蛋白合成

为特征；分化早期则以碱性磷酸酶活性升高、І型

胶原分泌为特征，同时还伴随着细胞增殖抑制；

分化中晚期主要以钙离子的沉积为特征。hMSCs

在分化为成骨细胞的过程中伴随着多条信号通路

的激活，其协同作用保证了骨组织的正常发育。 

氧是细胞生理功能的重要调节因子，参与包

括细胞黏附、增殖、凋亡和分化等重要的生命过

程[4-5]。研究认为，低氧参与许多疾病的发生、发

展[6]。在骨发育过程中，组织和细胞缺氧是经常存

在的。在骨髓内氧分压为 2%~7%，在骨折处、伤

口等组织里，氧分压更低，甚至<l%。研究表明，

hMSCs 特征会受到氧分压的影响[7]。 

自噬是一种广泛存在于真核生物中的生命过

程，大量研究认为，自噬在细胞和生物体的发育和

分化过程中均起到非常重要的作用[8]。有文献报道，

自噬参与血细胞、肝细胞、胰岛 β细胞等多种终末

分化细胞的发育和分化[9]。本研究中笔者考察了

hMSCs 的自噬活性，同时检测了当细胞自噬活性发

生变化时，其对于 hMSCs 成骨分化潜能的影响。 

本试验就骨的正常发育机制开展研究，考察

hMSCs 成骨分化的控制条件及其分子机制，希望

从分子水平了解骨发育的变化规律。从而为进一

步认识骨分化的分子机理提供实验基础和理论数

据。实现 hMSCs 高效定向分化，为揭示骨肉瘤的

发生机制及其治疗策略提供全新的思路，从而达

到预防和治疗骨相关疾病的目的。 

1  材料与方法 

1.1  药物与试剂 

PD98059(Calbiochem 公司，#513000)；Bez235 

(Selleck 公司， #S1009)；细胞培养基 αMEM 

(Invitrogen 公司，#12561-056)；进口胎牛血清

(Atlanta Biologicals 公司，#S11550)；3MA、地塞

米松、β-甘油磷酸钠、抗坏血酸磷酸盐和茜素红购

于 Sigma 公司(#m9281，#D2915，#G9891，#A8960，

#A5533)；LC3、p-JNK、Atg12、Atg7、p-mTOR、

p-mTOR 抗体为 Cell Signaling Technology 公司产

品(#5，#2，#2，#2，#17，#9)；p-ERK、p-AKT

和 GAPDH 抗体为 Santa Cruz Biotechnology 公司

产品(#G2009，#F2009，#C2415)。 

PD98059 和 3MA 用 DMSO 配置成 10 nmol·L1

的贮备液，于20 ℃避光保存。所有实验中，DMSO

的浓度均≤0.1%。 

1.2  细胞株及培养条件 

第 1 代 hMSCs 购自杜兰大学基因治疗中心

(TUCGT，编号：7032R)，捐赠者为男性高加索人

(编号：220R)。 

hMSCs 常规培养采用 CCM 培养基 (16.5% 

FBS、2 mmol·L1 L-谷氨酰胺、100 U·mL1 链霉素、

100 U·mL1 青霉素的 αMEM 培养基)于 37 ℃、5% 

CO2 的细胞培养箱中培养。低氧条件培养则置于

37 ℃、5% O2 的缺氧细胞培养箱中培养。 

1.3  hMSCs 定向诱导成骨分化 

将 hMSCs以 10万·mL1密度接种于 6孔板中，

待细胞密度达到 70%~80%，换用含成骨诱导体系

的 BDM 培养基(CCM 培养基中加入 10 nmol·L1

地塞米松、20 mmol·L1 β-甘油磷酸钠、50 µmol·L1

抗坏血酸磷酸盐)继续培养 7~21 d，每 2~3 d 换液

1 次。 
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1.4  茜素红染色 

茜素红染液的配制：将 1 g 茜素红溶于 100 mL

双蒸水中，调节 pH 为 4.1~4.3，用 0.45 μmol·L1

滤膜过滤后于室温保存。 

吸去 hMSCs 的培养液，用 PBS 缓冲液冲洗 1

遍，然后加入 10%的福尔马林固定 1 h。吸去固定

液并用双蒸水冲洗 1 遍，加入茜素红染液染色

20 min，再用双蒸水冲洗 3~5 遍直到去除残留的染

色液，加入双蒸水润湿，镜检并采集图片。 

1.5  Western Blotting 检测相关蛋白 

收集 hMSCs，提取蛋白并定量。取 20 µg 总

蛋白与上样缓冲液混合，于 100 ℃加热 5 min 使蛋

白变性，通过 10% SDS-PAGE 胶分离，使蛋白条

带转到 PVDF 膜，用 5%脱脂牛奶封闭，一抗 4 ℃

孵育过夜，辣根过氧化物酶标记的相应二抗孵育，

ECL 显影，感光胶片冲印成像。 

2  结果 

2.1  低氧条件对 hMSCs 成骨分化能力的影响 

在正常氧压(20% O2)和低氧(5% O2)条件下分

别采用正常培养液 (CMM)和成骨分化诱导液

(BDM)培养 hMSCs 11 d。采用茜素红染色观察细

胞钙沉积，采用 Leica 显微镜进行图片采集，结果

显示，在常氧和低氧条件下，运用 BDM 培养的

hMSCs 均会出现明显的钙化沉积，而采用 CMM

培养的 hMSCs 均未出现明显的染色。进一步比较

常氧与低氧条件下的茜素红染色结果，可以看出

在低氧条件下，对于 BDM 引起的 hMSCs 发生钙

沉积有明显的促进作用。以上数据提示，低氧可

以促进 hMSCs 发生钙沉积。结果见图 1。 

   
CMM 和 BDM 培养                 BDM 培养 

图 1  低氧条件对 hMSCs 成骨分化能力的影响 

Fig. 1  Effect of hypoxia on hMSCs differentiation  

2.2  自噬对于 hMSCs 成骨分化能力的影响 

在正常氧压(20% O2)和低氧(5% O2)条件下分

别采用 CMM 和 BDM 培养 hMSCs。在第 1，2，3，

5，7 天通过 Western blotting 检测了细胞自噬标记

蛋白 LC3 的变化，结果显示，在常氧、BDM 培养

条件下，hMSCs 中 LC3Ⅱ蛋白表达随时间有一定

程度的增加，LC3Ⅱ/Ⅰ比值也有一定比例的升高。

而在低氧条件下，细胞 LC3Ⅱ蛋白水平以及 LC3

Ⅱ/Ⅰ比值均有明显的增高现象。上述结果提示，

低氧促进成骨分化可能与细胞自噬的发生密切相

关。结果见图 2A。 

在体系中引入了细胞自噬抑制剂 3-甲基腺嘌

呤(3MA)，进一步考察自噬在 hMSCs 成骨分化过

程中的作用。在低氧条件下，分别采用 CMM 和

BDM 培养 hMSCs。经 2 mmol·L1的细胞自噬抑制

剂 3MA 处理 hMSCs 后，通过茜素红染色考察自 

 
图 2  自噬对于 hMSCs 成骨分化能力的影响 
A在正常氧压(20% O2)和低氧(5% O2)条件下分别采用 CMM 和 BDM 培养 hMSCs，第 1，2，3，5，7 天通过 Western blotting 检测 LC3 蛋白表达；

B采用 CMM 和 BDM 培养 11 d；CBDM 培养 11 d。低氧条件下，3MA 作用于 hMSCs，采用茜素红染色观察细胞钙沉积。采用 Leica 显微镜

进行图片采集。 

Fig. 2  Effect of autophagy on hMSCs differentiation 
AhMSCs was cultured in CMM or treated with BDM for 1, 2, 3, 5, 7 d under normoxic or hypoxic conditions, the protein level of LC3 was detected by 

Western-blot; BhMSCs was cultured in CMM or treated with BDM for 11 d; ChMSCs was treated with BDM for 11 d. hMSCs was treated with 3MA, 
then stained with Alizard Red S dye. Images were acquired with Leica microscope. 



 

中国现代应用药学 2016 年 3 月第 33 卷第 3 期                         Chin J Mod Appl Pharm, 2016 March, Vol.33 No.3       ·287· 

噬对于细胞钙沉积的影响。结果见图 2B~C，经

3MA 处理后，BDM 诱导组的茜素红染色明显被抑

制，几乎与 CMM 对照组染色一致，这提示 3MA

可以明显抑制 hMSCs 的钙沉积。上述结果说明，

低氧条件下，细胞自噬的发生可明显促进 hMSCs

的成骨分化。 

2.3  MAPK 以及 PI3K-AKT-mTOR 信号通路对

hMSCs 成骨分化能力的影响 

据文献报道，MAPK 以及 PI3K-AKT-mTOR

信号通路广泛参与细胞生长发育、凋亡、分化等

生命进程。在正常氧压(20% O2)和低氧(5% O2)条

件下，采用 BDM 培养 hMSCs，通过 Western botting

检测 MAPK 以及 PI3K-AKT-mTOR 信号通路的蛋

白表达。结果见图 3A。与常氧条件相比，hMSCs

经低氧下 BDM 培养液处理后，ERK、JNK、AKT

蛋白的磷酸化水平均有明显下调。以上数据提示，

MAPK 以及 PI3K-AKT-mTOR 信号通路对于 hMSCs

的成骨分化进程可能起到负性调控的作用。 

采 用 MEK/ERK 抑 制 剂 PD98059 以 及

PI3K/m-TOR 抑制剂 Bez235 作用于 hMSCs，通

过茜素红染色观察细胞钙沉积情况。结果见图

3B~C，在常氧条件下，hMSCs 经 BDM 处理后，

随时间延长钙沉积水平逐渐增加。而经 PD98059

和 Bez235 处理 11 d 后，与未给药的对照组相比，

MEK/ERK 抑制剂 PD98059 以及 PI3K/m-TOR 抑

制剂 Bez235 可以明显促进 hMSCs 的钙沉积，使

常氧下 hMSCs 钙沉积水平达到与低氧条件下类

似的程度。低氧下，MAPK 和 PI3K-AKT-mTOR

信号通路对成骨分化的调控作用不明显 (图

3D~E)。综上所述，抑制 MAPK 以及 PI3K-AKT- 

mTOR 信号通路可明显促进 hMSCs 的正常成骨

分化进程。 

 
图 3  MAPK 以及 PI3K-AKT-mTOR 信号通路对于 hMSCs 成骨分化能力的影响 
A在正常氧压(20% O2)和低氧(5% O2)条件下通过 Western blotting 检测 p-ERK、p-JNK、p-AKT 蛋白表达；B, D采用 CMM 和 BDM 培养 7，11，

14 d; C, EBDM 培养 7，11，14 d。常氧和低氧条件下，3MA、PD98059 和 Bez235 作用于 hMSCs，采用茜素红染色观察细胞钙沉积。采用 Leica

显微镜进行图片采集。 

Fig. 3  Effect of MAPK and PI3K-AKT-mTOR pathway on hMSCs differentiation 
AhMSCs was treated with BDM for 1, 2, 3, 5, 7 d under normoxic or hypoxic conditions, the protein levels of p-ERK, p-JNK, p-AKT were detected by 

Western-blot; B, D-hMSCs was cultured in CMM or treated with BDM for 7, 11, 14 d; C, EhMSCs was treated with BDM for 7, 11, 14 d. hMSCs was 
treated with 3MA, PD98059 and Bez235, then stained with Alizard Red S dye. Images were acquired with Leica microscope. 

2.4  MAPK 以及 PI3K-AKT-mTOR 信号通路对细

胞自噬的调控作用 

通过 Western blotting 考察了加入细胞自噬抑

制剂 3MA、MEK/ERK 抑制剂 PD98059 以及

PI3K/m-TOR 抑制剂 Bez235 第 7，11，14 天以后，

细胞自噬相关蛋白表达情况以及对于 MAPK 以及
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PI3K-AKT-mTOR 信号通路蛋白的激活情况。在加

入细胞自噬抑制剂 3MA 后，自噬相关蛋白 LC3

表达明显下调，LC3Ⅱ /Ⅰ比值也明显下降，

Atg5-Atg12 和 Atg7 蛋白表达水平几乎不变。而加

入 MAPK 以及 PI3K-AKT-mTOR 信号通路抑制剂

PD98059 和 Bez235 后，不仅抑制了信号通路相关

蛋白的磷酸化水平，同时还明显上调了 LC3Ⅱ/Ⅰ蛋

白比例。上述结果显示，抑制 MAPK 以及 PI3K- 

AKT-mTOR 信号通路可能有利于细胞自噬发生，进

而可以调控 hMSCs 成骨分化进程。结果见图 4。 

 
图 4  自噬与 MAPK 以及 PI3K-AKT-mTOR 信号通路在 hMSCs 成骨分化过程中的相互影响 
在正常氧压(20% O2) 条件下，经 3MA、PD98059 和 Bez235 处理，采用 BDM 培养 hMSCs7，11，14 d，通过 Western blotting 检测 LC3、Atg5-Atg12、

Atg7、p-ERK、p-JNK、p-mTOR(2448)以及 p-mTOR(2481)的蛋白表达。 

Fig. 4  Interaction of autophagy with MAPK and PI3K-AKT-mTOR pathway on hMSCs differentiation 
hMSCs was treated with 3MA, PD98059 and Bez235 for 7, 11, 14 days under normoxic conditions, the protein levels of LC3, Atg5-Atg12, Atg7, p-ERK, 
p-JNK, p-mTOR(2448) and p-mTOR(2481) were detected by Western-bloting. 

3  讨论 

hMSCs 对于机体正常的骨发育以及维持骨代

谢平衡都起到关键的作用[2]。hMSCs 在体内经过

多种调控因素的调节，发育为成骨细胞，因此，

hMSCs 的成骨分化过程是一个机体精密调控的程

序化进程[10]。本研究中通过考察 hMSCs 成骨分化

进程的影响因素和调控机制，认为低氧可以通过

激活自噬效应，调控 hMSCs 的成骨分化进程。这

对于实现 hMSCs 高效定向分化，预防和治疗骨相

关的疾病具有十分重要的意义。 

氧在细胞生命活动中扮演着重要角色，其作

为线粒体氧化磷酸化级联反应中的电子受体，参

与生产细胞活动所需能量[11]。因此氧分压可以作

为刺激信号，调控多种类型细胞的增殖、分化、

生长过程[12]。有研究认为，低氧可以影响干细胞

的分化进程。hMSCs 也是一种干细胞，低氧同样

是 hMSCs 微生态环境的重要组成部分。本研究通

过控制氧分压，比较正常氧压(20% O2)与低氧(5% 

O2)条件下 hMSCs 的钙沉积情况发现，低氧可以明

显促进 hMSCs 骨分化。 

近些年来，自噬作为生物体内一种保守的生

命现象，其在细胞和组织的发育、分化过程中起

到的作用引起广泛关注。有研究发现，通过抑制

细胞自噬的发生，可阻断胶质瘤干细胞的分化进

程[13]。此外也有文献报道，脂肪细胞分化和发育

也与自噬有十分密切的关系[14]。在本研究中笔者

发现，在低氧促进 hMSCs 发生钙沉积的过程中，

细胞自噬相关蛋白 LC3 也有明显的表达上调现

象，而通过向体系引入细胞自噬抑制剂 3MA，则

可以明显抑制 hMSCs 的成骨分化进程。因此可以

推测，低氧条件下，可能通过激活自噬来促进

hMSCs 成骨分化。 

MAPK 与 PI3K-AKT-mTOR 信号通路对于细

胞的生长、发育、增殖、分化等过程均有十分广

泛的调控作用[15-16]。目前关于 MAPK 信号通路在

间充质细胞成骨细胞分化的过程中起的调控作用

有着不同的研究报道。其中一些研究认为，抑制

Erk 信号通路可以促进间充质干细胞成骨分化进

程[17]，而另外一些研究则发现，Erk 信号通路的激

活会诱导间充质干细胞发生成骨分化[18-19]。造成
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研究结果存在争议性的原因可能是在细胞生长不

同阶段中，信号通路相关基因表达存在差异。笔

者研究中发现，低氧在促进 hMSCs 成骨分化的同

时，会抑制 ERK、JNK 以及 PI3K-AKT-mTOR 信

号通路的激活，而通过抑制 MAPK 和 PI3K-AKT- 

mTOR 信号通路反过来可以明显促进 hMSCs 发生

成骨分化。 

PI3K/mTOR 信号通路是目前研究比较清楚的

调控自噬的信号通路。PI3K 对于自噬早期吞噬泡

的形成至关重要[20]，而 mTOR 则可以抑制吞噬泡

的形成和成熟[21]。文献报道[22]，MAPK 信号通路

同样在调控细胞自噬的过程中发挥了调控作用。

进一步考察 MAPK 信号通路与细胞自噬之间的关

系发现，MAPK 信号通路的失活可能促进了细胞

自噬的发生，进而调控了 hMSCs 成骨分化。 

综上所述，本研究通过比较常氧与低氧条件

下，hMSCs 钙沉积情况，发现低氧可以促进 hMSCs

成骨分化。进一步考察其作用机制发现，低氧可

能是通过激活细胞自噬进而促进 hMSCs 分化进

程。MAPK 和 PI3K-AKT-mTOR 信号通路在这一

过程中去磷酸化失活，抑制 MAPK 和 PI3K-AKT- 

mTOR 信号通路有利于细胞自噬的发生，因此可

以促进 hMSCs 发生细胞成骨分化。以上研究结果

不仅从分子水平上丰富了对 hMSCs 的正常成骨分

化分子机制的认识，也为 hMSCs 的临床应用提供

了前期实验基础。 
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