
[文章编号] 摇 1007鄄3949(2013)21鄄02鄄0105鄄04 ·实验研究·

骨髓间充质干细胞拮抗氧化型低密度脂蛋白
致人脐静脉内皮细胞凋亡
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨骨髓间充质干细胞(MSC)对氧化型低密度脂蛋白(ox鄄LDL)诱导的人脐静脉内皮细胞(HU鄄
VEC)凋亡的影响及有关机制。 方法摇 将对数生长期的 HUVEC 分成三组:对照组单纯培养 HUVEC;ox鄄LDL 组的

HUVEC 给予 100 mg / L ox鄄LDL 培养 24 h;ox鄄LDL + MSC 组使用细胞培养池共同培养 HUVEC 和 MSC,并加入 100
mg / L ox鄄LDL 培养 24 h。 采用流式细胞术检测 HUVEC 的凋亡情况,采用 ELISA 检测细胞培养上清液中肿瘤坏死

因子 琢(TNF鄄琢)和血管内皮生长因子(VEGF)的含量,并通过 Real鄄time PCR 检测 HUVEC 中凋亡相关基因 Bcl鄄2 与

Bax mRNA 的表达情况。 结果摇 在 100 mg / L ox鄄LDL 作用 24 h 后,细胞凋亡率明显上升,细胞培养上清液中 TNF鄄
琢、VEGF 含量明显上升,Bcl鄄2 mRNA 表达下调,而 Bax mRNA 表达上调。 MSC 与 HUVEC 共培养可增加上清液中

VEGF 含量,减少 TNF鄄琢 含量,上调 Bcl鄄2 mRNA 表达,下调 Bax mRNA 表达,使内皮细胞凋亡率明显下降。 结论摇
MSC 可以拮抗 ox鄄LDL 诱导的血管内皮细胞凋亡,可能与其分泌 VEGF、抑制炎性反应并上调 Bcl鄄2 mRNA 表达及下

调 Bax mRNA 表达有关,为 MSC 治疗动脉粥样硬化等内皮损伤性疾病进一步提供了理论基础。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate whether bone marrow mesenchymal stem cells (MSC) reduce the apoptosis of
human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) induced by oxidized low density lipoprotein ( ox鄄LDL), and related
mechanisms. 摇 摇 Methods摇 The HUVEC were divided into three groups: HUVEC were cultured in normol medium; HU鄄
VEC were cultured with 100 mg / L ox鄄LDL for 24 h; and HUVEC were cocultured with MSC with 100 mg / L ox鄄LDL for 24
h. 摇 Then cell apoptosis of different groups were mesured by flow cytometry. 摇 The content of VEGF, as well as TNF鄄琢, in
supernatant medium were determined by ELISA, and Real鄄time PCR was used to detect Bcl鄄2 and Bax mRNA expression.
Results摇 After 24 h stimulated by ox鄄LDL, the HUVEC apoptosis rate was increased, and the content of VEGF, TNF鄄琢
were significantly increased, while Bcl鄄2 mRNA expression was downregulated and Bax mRNA upregulated. 摇 The MSC
cocultured with HUVEC could increase the VEGF levels, reduce TNF鄄琢 levels, as well as increase Bcl鄄2 mRNA expression
but reduce the expression of Bax mRNA, HUVEC apoptosis was significantly decreased. 摇 摇 Conclusions摇 MSC can at鄄
tenuate HUVEC apoptosis induced by ox鄄LDL, possibly through the increase of VEGF, reduction of TNF鄄琢, and upregula鄄
tion of Bcl鄄2 mRNA and downregulation of Bax mRNA, which provides a theoretical basis for MSC as a treatment for endo鄄
thelial injury disease such as atherosclerosis.
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摇 摇 内皮细胞功能紊乱在许多心血管疾病中都扮

演着重要角色,对内皮细胞功能紊乱进行干预治

疗,已成为心血管疾病领域研究的一个新的发展趋

势。 氧化型低密度脂蛋白(oxidized low density lipo鄄
protein,ox鄄LDL)在体内可以通过损伤血管内皮细

胞、诱导脂质沉积促进动脉粥样硬化( atherosclero鄄
sis,As)的发生发展。 骨髓间充质干细胞(mesenchy鄄
mal stem cell,MSC)作为近年来研究的热点,对心肌

梗死、动脉粥样硬化、肺损伤、脊髓损伤等疾病的治

疗具有非常大的吸引力和应用前景[1]。 但是 MSC
应用于 As 疾病的治疗出现了两种截然不同的结果,
部分研究认为 MSC 可抑制 As 的发生发展[2],而部

分认为 MSC 可促进 As 的发生发展[3]。 本研究以人

脐静脉内皮细胞 ( human umbilical vein endothelial
cell,HUVEC)为研究对象,以 ox鄄LDL 体外诱导方式

建立 HUVEC 损伤模型,观察 MSC 对 ox鄄LDL 所诱导

的内皮细胞损伤以及细胞凋亡的影响,希望从机制

上揭示 MSC 在 As 疾病中发挥的效果。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 材料

摇 摇 DMEM 培养基、胎牛血清购自 Gibco 公司;ox鄄
LDL 购自北京协生生物科技有限责任公司;Annexin
V / PI 双染试剂盒购自 Beckman 公司;VEGF、TNF鄄琢
ELISA 试剂盒购自上海蓝基;RealqPCR Master Mix、
TREzol Reagent 购自 Exprogen 公司;M鄄MLV、dNTP
Mix、Oligo ( dT15) 购自 Promega 公司; Tag 酶购自

TIANGEN 公司;Exprogen 引物由艾普进生物技术有

限公司合成。
1郾 2摇 细胞复苏、培养及分组

HUVEC 和 MSC 分别 37益复温,用含 10%胎牛

血清的 DMEM 培养基,37益、5% CO2 培养箱中培

养。 取对数生长期细胞进行实验,每 1 伊 106 个细胞

加入 1郾 5 mL 培养基。 实验分为三组:对照组(n =
6)单纯培养 HUVEC;ox鄄LDL 组(n = 6) HUVEC 贴

壁后给予 100 mg / L ox鄄LDL 培养 24 h; ox鄄LDL +
MSC 组( n = 6)使用细胞培养池共同培养 HUVEC
和 MSC,上层培养 MSC,下层培养 HUVEC,贴壁后

加入 100 mg / L ox鄄LDL 培养 24 h。 分别在 24 h 后收

集 HUVEC 及上清液。
1郾 3摇 流式细胞术检测细胞凋亡率

收集处理细胞,以 Annexin V / PI 双染试剂盒说明

书进行细胞染色,随即进行流式细胞仪检测。 计数

10000 个细胞,测定凋亡的细胞数。 Annexin V鄄FITC /
PI 可将实验样本中正常、坏死、凋亡细胞区分开。 正常

活细胞不被 AnnexinV鄄FITC 和 PI 染色;凋亡早期细胞

仅被Annexin V鄄FITC 染色,PI 染色呈阴性;坏死细胞和

晚期凋亡细胞同时被 Annexin V鄄FITC 和 PI 染色。
1郾 4摇 细胞上清液中 VEGF 和 TNF鄄琢 含量测定

采用 ELISA,酶标板内依次加入标准品及三组

细胞的上清液(各 100 滋L),空白对照加入蒸馏水。
然后依次加入 50 滋L 酶标记溶液,密封后 37益孵育

1 h。 充分清洗酶标板并拍干后依次加入显色剂 A
和 B,室温避光反应 20 min 后加入 50 滋L 终止液,30
min 内在波长 450 nm 的酶标仪上读取 OD 值。
1郾 5摇 Real鄄time PCR检测细胞Bcl鄄2 与Bax mRNA水平

Trizol 提取细胞总 RNA,逆转录合成 cDNA。
PCR 实验:96 孔板每孔加入 cDNA 1 滋L,RealqPCR
Master Mix 12 滋L,引物 F / R (15 nmol / L) 0郾 5 滋L /
0郾 5 滋L,H2O 11 滋L,反应条件:50益 2 min寅95益 10
min寅(95益 15 s寅60益 1 min) 伊 40 个循环寅95益
15 s寅60益 15 s寅 95益 15 s。 GAPDH 转录数量作

为内参照。 Bcl鄄2 上游 5忆鄄GGA TTG TGG CCT TCT
TTG AGT TC鄄3忆,下游 5忆鄄CGG TTC AGG TAC TCA
GTC ATC CA鄄3忆,扩增长度为 100 bp。 Bax 上游 5忆鄄
TGG AGC TGC AGA GGA TGA TTG鄄3忆,下游 5忆鄄CCA
GTT GAA GTT GCC GTC AGA鄄3忆,扩增长度为 100
bp。 内参照 茁鄄actin 上游 5忆鄄TCC TCC TGA GCG
CAA GTA CTC鄄3忆,下游 5忆鄄 GAC TCG TCA TAC TCC
TGC TTG CT鄄3忆,扩增长度为 102 bp。
1郾 6摇 统计学方法

采用 SPSS13郾 0 进行统计学分析,结果以x 依 s
表示。 对实验数据进行 one鄄way ANOVA 分析及

LSD 两两比较,P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 HUVEC 形态学观察

摇 摇 正常 HUVEC 形态为薄椭圆形、多角形或短梭

形,形态不一,胞核较圆,细胞质丰富且清亮,细胞

周围近胞核处可见明显光晕,可见少量空泡颗粒,
轮廓清晰,细胞融合成单层,贴壁生长,形成典型的

“铺路石样冶结构。 100 mg / L ox鄄LDL 作用 24 h 后细

胞开始出现明显的形态学变化,细胞明显皱缩,细
胞间隙增大,胞浆内见较多颗粒、空泡。
2郾 2摇 MSC 对 ox鄄LDL 所致细胞凋亡率的影响

与对照组比较,ox鄄LDL 组细胞凋亡率明显增

高,凋亡率由 1郾 69% 依 0郾 41% 升高为 28郾 20% 依

601 ISSN 1007鄄3949 Chin J Arterioscler,Vol 21,No 2,2013



5郾 26% (P < 0郾 01);而 MSC 和 HUVEC 共培养能显

著抑制 ox鄄LDL 对 HUVEC 的损伤,细胞凋亡率降低

为 14郾 74% 依2郾 64% (P < 0郾 01;图 1)。

图 1. 各组 HUVEC 凋亡检测流式图摇 摇 A 为对照组,B 为 ox鄄LDL 组,C 为 ox鄄LDL + MSC 组。

Figure 1. Flow cytometry charts of HUVEC apoptosis in different groups

2郾 3摇 ox鄄LDL对细胞因子 VEGF和 TNF鄄琢分泌的影响

HUVEC 本身能分泌少量的 VEGF 和 TNF鄄琢。
100 mg / L ox鄄LDL 刺激 HUVEC 24 h 后 VEGF 的分

泌量明显增加,TNF鄄琢 的分泌量增加,与对照组比较

有显著性差异(P < 0郾 01)。 ox鄄LDL + MSC 组上清液

中 VEGF 组显著高于对照组和 ox鄄LDL 组,而 TNF鄄琢
分泌量较 ox鄄LDL 组显著下降(P < 0郾 01) , 但仍高

于对照组(P < 0郾 05;表 1)。

表 1. MSC 对细胞因子 VEGF 和 TNF鄄琢 分泌的影响

Table 1. VEGF and TNF鄄琢 levels in supernatant medium of
each group

分摇 组 VEGF(滋g / L) TNF鄄琢(ng / L)
对照组 3郾 55 依 1郾 49 19郾 57 依 2郾 86
ox鄄LDL 组 13郾 25 依 3郾 57a 67郾 43 依 12郾 13a

ox鄄LDL + MSC 组 26郾 47 依 6郾 23b 39郾 62 依 9郾 17b

a 为 P < 0郾 01,与对照组比较; b 为 P < 0郾 01,与 ox鄄LDL 组比较。

2郾 4摇 Bcl鄄2 和 Bax mRNA 的表达变化

与对照组比较,ox鄄LDL 组 Bcl鄄2 mRNA 表达显

著降低,Bax mRNA 表达明显上调(P < 0郾 05 或 P <
0郾 01)。 与 ox鄄LDL 组比较,ox鄄LDL + MSC 组 Bcl鄄 2
mRNA 表达显著上调,Bax mRNA 表达亦明显降低

(P < 0郾 01,表 2)。

表 2. 各组 HUVEC Bcl鄄 2 和 Bax mRNA 的表达

Table 2. Expression of Bcl鄄 2 and Bax mRNA in HUVEC of
each group

分摇 组 Bcl鄄2 mRNA Bax mRNA
对照组 1郾 013 依 0郾 142 1郾 026 依 0郾 135
ox鄄LDL 组 0郾 829 依 0郾 104a 1郾 348 依 0郾 154b

ox鄄LDL + MSC 组 1郾 324 依 0郾 207c 0郾 936 依 0郾 178c

a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与对照组比较;c 为 P < 0郾 01,与 ox鄄LDL
组比较。

3摇 讨摇 论

内皮细胞功能紊乱在 As 的发生和发展中都扮

演着重要角色,而 ox鄄LDL 是动脉粥样硬化发生发展

中的独立危险因素[4]。 对内皮细胞功能紊乱进行

干预治疗,已成为心血管疾病领域研究的一个新的

发展趋势。 近年来,骨髓间充质干细胞(MSC)由于

其多分化性、低免疫原性、易于体外分离培养而成

为新的研究热点。 新近研究表明 MSC 在体内的作

用更重要,表现为通过分泌多种细胞因子(包括各

种生长因子、炎性调节蛋白等)、抑制炎性反应来改

善机体微环境,进而发挥疾病的治疗作用[5,6]。 但

是 MSC 对 As 的作用存在两种截然不同的观点,一
种认为 MSC 可以加速 As 形成,一种认为 MSC 可抑

制 As 形成。 本研究从内皮细胞角度探讨 MSC 在

As 形成中可能发挥的作用。
TNF鄄琢 在 As 过程中扮演着重要作用[7,8]。 已

有研究表明 ox鄄LDL 刺激 HUVEC 可致其过量分泌

TNF鄄琢、IL鄄6 等炎性因子[9]。 TNF鄄琢 可对血管内皮

细胞产生直接的毒性作用,使内皮细胞结构和功能

受损,导致凋亡形成[10,11]。 在实验中我们也观察到

了这一现象。 而 HUVEC 与 MSC 共培养经 ox鄄LDL
刺激 24 h 后,上清液 TNF鄄琢 含量较 ox鄄LDL 组明显

减少,同时细胞凋亡率明显下降。 提示 MSC 可以通

过减少 TNF鄄琢 的表达降低炎性因子对细胞的损伤,
从而降低细胞凋亡率。 已有研究表明,心肌梗死部

位局部注射 MSC 可以通过降低缺血坏死部位 TNF鄄
琢 等炎性因子的表达水平改善心肌细胞的损伤[12]。
MSC 通过减少 TNF鄄琢 等炎性因子而产生的炎性抑

制作用有望应用于 As 的控制或治疗。
VEGF 是迄今为止发现的唯一特异性促进血管
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内皮细胞有丝分裂的生长因子,它还能促进血管内皮

细胞合成和释放一氧化氮,增进内皮细胞功能和存

活。 ox鄄LDL 刺激 HUVEC 24 h 后,细胞凋亡率明显增

加的同时可见 VEGF 明显增多,我们猜测这是由于内

皮细胞损伤所致反馈性表现。 受损内皮细胞通过自

我修复机制提高 VEGF 表达,增进内皮细胞的功能和

存活。 但是其增加的含量还不足以抑制 ox鄄LDL 所导

致的细胞凋亡。 而 HUVEC 与 MSC 共培养经 ox鄄LDL
刺激 24 h 后,上清液 VEGF 含量较 ox鄄LDL 组进一步

增高,而细胞凋亡率明显下降。 已有研究表明,VEGF
是 MSC 分泌的细胞因子之一,在多种刺激下 MSC 可

分泌大量 VEGF[13]。 提示 MSC 在 ox鄄LDL 刺激下可

能通过分泌 VEGF 促进内皮细胞的修复和增殖进而

降低其凋亡率。 但是 VEGF 在 As 中扮演着双重作

用。 一方面可修复内皮细胞损伤,促进其迁移和修

复,进而抑制 As 的形成;还可促进内膜内皮化,间接

抗血栓形成。 另一方面,过多的 VEGF 可加速平滑肌

细胞增殖,促进 As 形成;也可增加斑块内新生血管的

形成,增加斑块的不稳定性。 这也是 MSC 治疗 As 疾

病出现截然相反结果的原因之一。 本研究发现针对

内皮细胞,VEGF 的含量增高有利于细胞抵抗不良刺

激所致凋亡,修复细胞损伤,恢复细胞功能,但是怎样

调控 As 斑块内 VEGF 的表达量使其发挥最大有益作

用还需要深入研究。
本研究还通过 Real鄄time PCR 观察了 MSC 作用

后凋亡相关基因的改变情况,以期进一步从分子水

平探索 MSC 对内皮细胞损伤的作用。 结果显示,
ox鄄LDL 刺激可致内皮细胞促凋亡基因 Bax 表达增

高,而抗凋亡基因 Bcl鄄2 的表达明显降低,这与国内

多个研究结果相一致。 而 MSC 与 HUVEC 共培养

后,Bax mRNA 表达下降的同时 Bcl鄄2 mRNA 的表达

明显增高。 说明 MSC 通过一定的机制在抑制促凋

亡基因表达的同时增加了抗凋亡基因的表达,但是

其具体机制还需要进一步的研究。
综上所述,MSC 减少 ox鄄LDL 所致 HUVEC 凋亡

的机制可能包括:降低 TNF鄄琢 等炎性因子的含量减

少内皮细胞的炎性损伤;通过分泌 VEGF 改善内皮

细胞增殖修复;并通过一系列机制调节凋亡相关基

因的表达。 在研究中我们发现,经 ox鄄LDL 刺激 24 h
后 MSC 也存在着明显的凋亡作用,说明 MSC 移植

后本身也面临着微环境对其损伤的重大考验,如何

减少 MSC 的损伤也是我们需要深入研究的问题。
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