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[摘　 要] 　 目的　 探讨高迁移率族蛋白 １(ＨＭＧＢ１)及其受体对大鼠骨髓间充质干细胞(ＭＳＣ)增殖及细胞因子水

平的影响ꎮ 方法　 体外传代培养大鼠 ＭＳＣꎬ以 ２５.０、５０.０ 及 １００.０ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 分别作用细胞 ２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ 后ꎬ
ＭＴＴ 检测 ＭＳＣ 的增殖情况ꎮ ２５.０、５０.０ 及 １００.０ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 作用 ＭＳＣ ４８ ｈ 后ꎬＥＬＩＳＡ 测定细胞培养液中血管内

皮生长因子(ＶＥＧＦ)和碱性成纤维细胞生长因子(ｂＦＧＦ)水平ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＭＳＣ 中 ＨＭＧＢ１ 的晚期糖基化终产

物受体(ＲＡＧＥ)和 Ｔｏｌｌ 样受体 ４(ＴＬＲ４)的表达情况ꎮ 确定 ＨＭＧＢ１ 对 ＭＳＣ 作用的最佳药物浓度后ꎬｓｉＲＮＡ 分别抑

制 ＲＡＧＥ 受体和 ＴＬＲ４ 受体ꎬ观察 ＨＭＧＢ１ 对 ＭＳＣ 增殖及分泌细胞因子水平的影响ꎮ 结果　 ２５.０ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 作

用 ＭＳＣ ２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ 后均能有效促细胞增殖(Ｐ<０.０５)ꎻ２５.０、５０.０ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 作用细胞 ４８ ｈ 后ꎬ细胞释放

ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ 明显增多ꎬＲＡＧＥ 及 ＴＬＲ４ 表达也增高(Ｐ<０.０５)ꎮ 特异 ｓｉＲＮＡ 转染靶向干扰 ＭＳＣ 中 ＴＬＲ４ 的表达后ꎬ
促细胞增殖及分泌 ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ 作用受到抑制(Ｐ<０.０５)ꎬ而 ｓｉＲＮＡ 干扰 ＲＡＧＥ 表达对 ＨＭＧＢ１ 的细胞效应无明显

影响ꎮ 结论　 ＨＭＧＢ１ 可通过结合其受体 ＴＬＲ４ 促进 ＭＳＣ 增殖以及 ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ 分泌ꎮ
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[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ ｂｏｘ １ (ＨＭＧＢ１) ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｏｎ ｓｕｒｖｉｖａｌ
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Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ＲＡＧＥ ａｎｄ ＴＬＲ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｔｏ ｖｅｒｉｆｙ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｓｉＲ￣
ＮＡ ｉｎ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ.　 ＭＴＴ ａｓｓａｙ ａｎｄ ＥＬＩＳＡ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓ ｏｆ ＶＥＧＦ
ａｎｄ ｂＦＧＦ ｉｎ ｓｉ￣ＲＡＧＥ ｏｒ ｓｉ￣ＴＬＲ４ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ.　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ２５.０ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ ｃｏｕｌｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｍａｒ￣
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　 　 骨髓间充质干细胞(ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓꎬＭＳＣ)具有多向分化潜能ꎬＭＳＣ 移植治疗心肌

梗死的有效性目前已得到基础和临床研究的证

实[１]ꎬ但分子机制尚不清楚ꎮ 研究发现 ＭＳＣ 的旁分

泌效应在梗死心肌的修复中发挥了重要作用ꎮ 高

迁移 率 族 蛋 白 Ｂ１ ( ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ ｂｏｘ １ꎬ
ＨＭＧＢ１)是真核细胞的一种染色体结合蛋白[２]ꎬ通
过与晚期糖基化终产物受体( ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｏｆ ａｄｖａｎｃｅｄ
ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓꎬＲＡＧＥ)、Ｔｏｌｌ 样受体 ４( Ｔｏｌｌ￣
ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＴＬＲ４)等结合激活下游信号分子ꎬ在促

进血管生成因子表达、损伤组织修复、心肌细胞分

化中起着关键作用[３]ꎮ 本研究旨在探讨 ＨＭＧＢ１ 作

用 ＭＳＣ 后能否提高细胞的增殖能力并促进 ＭＳＣ 分

泌血管内皮生长因子 ( ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ)和碱性成纤维细胞生长因子(ｂａｓｉｃ ｆｉ￣
ｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬｂＦＧＦ)以及 ＨＭＧＢ１ 发挥此效

应的结合受体类型ꎬ从而给心肌梗死后的细胞治疗

提供更多的实验支持及新的治疗靶点ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 动物及试剂

ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠ꎬ体重 １００±１０ ｇꎬ从第三军

医大学实验动物中心购买[ＳＣＸＫ(渝)２０１２￣０００６]ꎮ
动物饲养、处死均遵守“实验动物管理条例”执行ꎮ
ＨＭＧＢ１(美国 Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司)ꎻＬ￣ＤＭＥＭ 培养基

和胎牛血清(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻ胰蛋白酶、二甲基亚

砜(北京拜尔迪生物公司)ꎻＰｅｒｃｏｌｌ 分离液 (美国

Ｐｈａｒｍａｃｉａ 公司)ꎻＭＴＴ 试剂盒(武汉博士德公司)ꎻ
Ｔｒｉｚｏｌ(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎻＲＴ￣ＰＣＲ 试剂盒、ＳＹＢＲ
荧光探针(大连宝生物工程有限公司)ꎻ实验中所有

一抗、二抗(美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司)ꎻＥＬＩＳＡ 检测试剂

盒(上海西塘科技有限公司)ꎻｓｉＲＮＡ ＳＭＡＲＴ ｐｏｏｌｓ、
Ｎｏｎ￣ｔａｒｇｅｔ ｃｏｎｔｒｏｌ、ＤｈａｒｍａＦＥＣＴ ２ 转染试剂 (美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司)ꎮ
１.２　 ＭＳＣ 的分离、培养及传代

将 ＳＤ 大鼠颈椎脱臼处死后ꎬ无菌条件下取出

双侧股骨ꎬ暴露髓腔ꎮ 用 ＰＢＳ 冲洗骨髓腔ꎬ收集冲

洗液于离心管ꎬ１０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ用低

糖 ＤＭＥＭ(１０％胎牛血清、１００ Ｕ 青霉素、１００ Ｕ 链霉

素)培养液重悬接种于 ２５ ｃｍ２培养瓶ꎮ 置于 ３７℃、
５％ＣＯ２恒温培养箱中培养ꎮ 每 ２~３ 天换液 １ 次ꎬ去
除未贴壁细胞ꎮ 待贴壁细胞融合至培养瓶 ８０％ ~
９０％时ꎬ用 ０.２５％胰蛋白酶消化后按 １ ∶ ２ 传代ꎮ 倒

置相差显微镜下观察细胞生长情况及形态特征ꎮ

１.３　 ＭＴＴ 检测细胞增殖情况

体外传代培养 ＭＳＣꎬ以 ２５.０、５０.０ 及 １００.０ μｇ / Ｌ
ＨＭＧＢ１ 分别作用细胞 ２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈꎮ 将细胞沉

淀加入到 ９６ 孔板ꎬ每孔 ３ ｍＬ 细胞沉淀(１×１０３ 细

胞)ꎬ重悬细胞于 ２００ ｍＬ 无血清 ＤＭＥＭ 培养基中ꎬ
每组 ８ 孔ꎻ培养 ３０ ｍｉｎ 后每孔加入 ＭＴＴ(５ ｇ / Ｌ)
２０ ｍＬꎬ培养 ４ ｈꎻ６０ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ加入

ＤＭＳＯ 振荡 ２０ ｍｉｎ 使蓝色结晶充分溶解ꎻ酶联检测

仪上检测其 ＯＤ４９０值ꎮ
１.４　 ＥＬＩＳＡ 检测 ＶＥＧＦ 和 ｂＦＧＦ 水平

体外传代培养 ＭＳＣꎬ将细胞按 １×１０５ / 孔密度接

种于 ６ 孔板内ꎬ每孔接种 １ ｍＬꎮ 将培养板放入 ＣＯ２

培养箱(３７℃、５％ＣＯ２)内培养 ２４ ｈ 后ꎬ弃培养液ꎮ
以 ２５.０、５０.０ 及 １００.０ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 分别作用细胞

４８ ｈꎮ 取出培养板ꎬ将培养上清分别吸至不同的 ＥＰ
管内ꎬ１ ５００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 后收集上清ꎬ－８０℃冻

存以备检测ꎮ 每孔样品设 ２ 个复孔ꎬ共进行 ３ 次检

测ꎮ 操作按照试剂盒说明书进行ꎮ 全自动酶标仪

检测板上测定各孔光吸收值ꎬ扫描波长 ４５０ ｎｍꎬ参
考波长 ６３０ ｎｍꎮ
１.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＲＡＧＥ 和 ＴＬＲ４ 蛋白表达

细胞按 １×１０５ / 孔密度接种于 ６ 孔板ꎬ以 ２５.０、
５０.０ 及 １００.０ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 分别作用细胞 ４８ ｈ 后收

获细胞ꎬＲＩＰＡ 裂解液(含蛋白酶和磷酸酶抑制剂)
裂解ꎬ提取细胞总蛋白ꎮ ＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎮ 蛋

白上样量为 ４０ μｇꎮ ９５℃煮沸 １０ ｍｉｎꎬ经 ５％浓缩胶

和 １２％分离胶电泳后ꎬ０.２ ｍＡ １ ｈ 转印至 ＰＶＤＦ 膜

上ꎬ５％脱脂奶粉室温封闭 ２ ｈꎬ分别加入 ＲＡＧＥ
(１ ∶ １ ０００)、ＧＡＤＰＨ(１ ∶ １ ０００)、ＴＬＲ４(１ ∶ １ ０００)
一抗于 ４℃孵育过夜ꎮ ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ将 ＰＶＤＦ 膜

浸入含有辣根过氧化酶酶标的二级抗体(１ ∶ ４０００)
在室温下摇晃孵育 ２ ｈꎬＴＢＳＴ 洗膜ꎮ ＥＣＬ 化学发光

法显色ꎬ经凝胶成像系统采集图像ꎬ用软件 Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ ２.０ 进行灰度分析处理ꎬ以 ＧＡＤＰＨ 为内参进行

蛋白半定量分析ꎮ
１.６　 ｓｉＲＮＡ 转染 ＭＳＣ 及分泌因子检测

ＭＳＣ 以 １×１０５ / 孔细胞密度接种于 ６ 孔板ꎬ当细

胞密度达 ６０％~７０％进行转染ꎮ 缓冲液溶解 ｓｉＲＮＡꎬ
使其浓度为 ５ μｍｏｌ / Ｌꎮ ｓｉＲＮＡ 与 ＤＭＥＭ(不含血清)
混合ꎬ阴性对照操作相同ꎬ室温放置 ５ ｍｉｎꎻ取等量转

染试剂与 ｓｉＲＮＡ 混合于不加 ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 形成转染

混合物ꎬｓｉＲＮＡ 终浓度为２５ ｎｍｏｌ / Ｌꎮ 室温放置２０ ｍｉｎ
将转染混合物加入相应培养孔ꎬ培养箱继续培养 ６ ｈ
后换液ꎮ 提取 ＲＮＡ 进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测、提取蛋白进

８３３ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ４ꎬ２０１７



行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测及 ２５.０ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 刺激细胞

４８ ｈ 后进行分泌因子检测ꎮ
１.７　 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＲＡＧＥ 和 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达

Ｔｒｉｚｏｌ 法提取 ｓｉＲＮＡ 干扰各组细胞 ＲＮＡꎬ检测

其浓度并反转录成 ｃＤＮＡꎬ以此为模板行扩增反应ꎮ
ＲＡＧＥ 正义链为 ５′￣ＧＣＴ ＧＧＴ ＴＣＴ ＴＧＣ ＴＣＴ ＡＴＧ
ＧＧ￣３′ꎬ反义链为 ５′￣ＧＧＡ ＣＴＣ ＧＧＴ ＡＧＴ ＴＧＧ ＡＣＴ
ＴＧＡ Ｃ￣３′ꎻＴＬＲ￣４ 正义链为 ５′￣ＴＧＣ ＴＧＣ ＣＡＡ ＣＡＴ
ＣＡＴ ＣＣＡ￣３′ꎬ反义链为 ５′￣ＧＧＴ ＣＣＡ ＡＧＴ ＴＧＣ ＣＧＴ
ＴＴＣ￣３′ꎮ ＧＡＰＤＨ 正义链为 ５′￣ＡＡＣ ＧＡＣ ＣＣＣ ＴＴＣ
ＡＴＴ ＧＡＣ￣３′ꎬ反义链为 ５′￣ＴＣＣ ＡＣＧ ＡＣＡ ＴＡＣ ＴＣＡ
ＧＣＡ Ｃ￣３ꎮ 反应条件:９５℃ ３０ ｓꎬ９５℃ ５ ｓ、５８℃ ３０ ｓ、
５５℃ １０ ｓꎬ共 ４０ 循环ꎮ 设两个复孔ꎬ实验重复 ３ 次ꎮ
ｍＲＮＡ 的表达量经过 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪器检测ꎬＰＣＲ
产物作熔解曲线分析ꎮ 根据 ２－△△Ｃｔ进行相对定量分

析ꎬ可得目的基因相对表达量ꎮ
１.８　 统计学分析

ＳＰＳＳ １８.０ 软件包进行分析ꎬ结果以 ｘ±ｓ 表示ꎮ
主要统计指标均行正态性分布、方差齐性检验ꎬ多
组间比较采用单因素方差分析ꎬＰ<０.０５ 为差异有统

计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＭＳＣ 的培养及传代

倒置显微镜下ꎬ培养的大鼠原代 ＭＳＣ 最初为圆

形或椭圆形贴壁生长(图 １Ａ)ꎬ贴壁细胞展开生长

约 ７ 天ꎬ单层铺满培养瓶底部进行传代培养ꎮ 传代

后培养的细胞呈长梭型ꎬ并呈现漩涡状、平行排列

生长(图 １Ｂ 和 １Ｃ)ꎮ
２.２　 ＨＭＧＢ１ 对 ＭＳＣ 增殖的影响

２５.０ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 作用 ＭＳＣ ２４ ｈ、４８ ｈ 及 ７２ ｈ
后均可促进细胞增殖(Ｐ<０.０５)ꎻ５０.０、１００.０ μｇ / Ｌ
ＨＭＧＢ１ 也可轻度促进 ＭＳＣ 增殖ꎬ但差异并没有统

计学意义(表 １)ꎮ ＨＭＧＢ１ 作用 ＭＳＣ 的增殖曲线见

图 １. ＭＳＣ 的培养及传代 (×１００)
Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ ｐａｓｓａｇｅ ｏｆ ＭＳＣ(×１００)

图 ２ꎮ

２.３　 ＨＭＧＢ１ 对 ＭＳＣ 分泌 ＶＥＧＦ 和 ｂＦＧＦ 的影响

２５.０、５０.０ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 作用 ＭＳＣ ４８ ｈ 均可促

进细胞分泌 ＶＥＧＦ 和 ｂＦＧＦ(Ｐ<０.０５)ꎬ以 ２５.０ μｇ / Ｌ
作用最为明显ꎬ而 １００.０ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 无此作用(图
３)ꎮ
２.４　 ＨＭＧＢ１ 对 ＭＳＣ 中 ＲＡＧＥ、ＴＬＲ４ 表达的影响

２５、５０. ０ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 可明显促进 ＭＳＣ 中

ＲＡＧＥ、 ＴＬＲ４ 蛋 白 表 达 水 平 ( Ｐ < ０. ０５ )ꎬ 而

１００.０ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 则 无 此 作 用 ( 图 ４ )ꎮ 鉴 于

２５.０ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 作用 ４８ ｈ 最能有效促进 ＭＳＣ 增

殖、分泌细胞因子以及表达受体蛋白最为明显ꎬ后
续实验 ＨＭＧＢ１ 浓度均选择 ２５.０ μｇ / Ｌꎮ

表 １. ＨＭＧＢ１ 对 ＭＳＣ 增殖的影响(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＭＧＢ１ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＳＣ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)

ＨＭＧＢ１ 浓度 ０ ｈ ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ

０ μｇ / Ｌ ０.２３７±０.０２１ ０.２６５±０.０１０ ０.４２４±０.０３９ ０.８８０±０.０５１
２５.０ μｇ / Ｌ ０.２１８±０.０１１ ０.３１６±０.０２ａ ０.５０６±０.０２６ｂ １.０３８±０.０５３ｃ

５０.０ μｇ / Ｌ ０.２３１±０.０２２ ０.２７９±０.０２７ ０.４６４±０.０５１ ０.９４３±０.０４０
１００.０ μｇ / Ｌ ０.２１９±０.０３０ ０.２６４±０.０１５ ０.４３８±０.０５５ ０.９０８±０.０３９

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ０ μｇ / Ｌ、２４ ｈ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ０ μｇ / Ｌ、４８ ｈ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ０ μｇ / Ｌ、７２ ｈ 组比较ꎮ
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图 ２. ＨＭＧＢ１ 作用 ＭＳＣ 的增殖曲线图 　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与
０ μｇ / Ｌ、２４ ｈ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ０ μｇ / Ｌ、４８ ｈ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<
０􀆰 ０５ꎬ与 ０ μｇ / Ｌ、７２ ｈ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. ＭＳＣ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｗｉｔｈ ＨＭＧＢ１ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

图 ３. ＨＭＧＢ１ 对 ＭＳＣ 分泌 ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ 的影响 　 　 ａ 为

Ｐ<０.０５ꎬ与相应 ０ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＨＭＧＢ１ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦ ａｎｄ
ｂＦＧＦ ｉｎ ＭＳＣ

图 ４. ＨＭＧＢ１ 对 ＭＳＣ 中 ＲＡＧＥ、ＴＬＲ４ 蛋白表达的影响

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与相应 ０ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＨＭＧＢ１ ｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＡＧＥ
ａｎｄ ＴＬＲ４ ｉｎ ＭＳＣ

２.５　 ＭＳＣ 中 ｓｉＲＮＡ 干扰 ＲＡＧＥ、ＴＬＲ４ 表达效率

与正常对照组及阴性对照组相比ꎬ转染 ｓｉＲＮＡ
组细胞靶基因 ｍＲＮＡ 水平明显下降ꎬＲＡＧＥ ｍＲＮＡ
水平沉默效率约为 ６４％ꎬＴＬＲ ｍＲＮＡ 水平沉默效率

约为 ６１％(Ｐ<０.０５ꎻ图 ５Ａ)ꎮ 转染 ｓｉＲＮＡ ４８ ｈ 后ꎬ细
胞中 ＲＡＧＥ 蛋白沉默效率约为 ５９％ꎬＴＬＲ 蛋白沉默

效率约为 ５３％(Ｐ<０.０５ꎻ图 ５Ｂ)ꎮ 而正常对照组与

各自阴性对照组的靶基因及蛋白表达均无差异ꎬ说
明转染特异 ｓｉＲＮＡ 的沉默有效可用ꎮ

图 ５. ＭＳＣ 中 ｓｉ￣ＲＡＧＥ、ｓｉ￣ＴＬＲ４ 沉默效率的检测 　 　 ａ 为

Ｐ<０.０５ꎬ与相应正常对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲＡＧＥ ａｎｄ ＴＬＲ４ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ
ｂｙ ｓｉＲＮＡ ｉｎ ＭＳＣ

２.６ 　 ＨＭＧＢ１ 对 ｓｉ￣ＲＡＧＥ 或 ｓｉ￣ＴＬＲ４ ＭＳＣ 增殖的

影响

２５.０ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 作用 ＭＳＣ ４８ ｈ 后可促进细

胞增殖ꎬ本结果在此基础上发现ꎬｓｉ￣ＲＡＧＥ 组细胞增

殖无明显改变ꎬ而 ｓｉ￣ＴＬＲ４ 组细胞增殖有所降低

(Ｐ< ０􀆰 ０５ꎻ 表 ２)ꎮ 表明沉默 ＴＬＲ４ 受体可抑制

ＨＭＧＢ１ 的促细胞增殖作用ꎬ而沉默 ＲＡＧＥ 受体无

此作用ꎮ
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表 ２. ＨＭＧＢ１ 对 ｓｉ￣ＲＡＧＥ 及 ｓｉ￣ＴＬＲ４ ＭＳＣ 增殖的影响(ｘ±
ｓꎬｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉ￣ＲＡＧＥ ｏｒ ｓｉ￣ＴＬＲ４ ＭＳＣ ｉｎ￣
ｄｕｃｅｄ ｂｙ ＨＭＧＢ１(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)

分组 ＯＤ 值

２５.０ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 组 ０.５０８±０.０１１
ＨＭＧＢ１＋ｓｉ￣ＲＡＧＥ 组 ０.４８５±０.０１５
ＨＭＧＢ１＋ＮＣ ＲＡＧＥ 组 ０.４９８±０.０１６
ＨＭＧＢ１＋ｓｉ￣ＴＬＲ４ 组 ０.４２８±０.０１４ａ

ＨＭＧＢ１＋ＮＣ ＴＬＲ４ 组 ０.５０１±０.０１２

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＨＭＧＢ＋ＮＣ ＴＬＲ４ 组比较ꎮ

２.７　 ＨＭＧＢ１ 对 ｓｉ￣ＲＡＧＥ 或 ｓｉ￣ＴＬＲ４ ＭＳＣ 中 ＶＥＧＦ
和 ｂＦＧＦ 分泌的影响

２５.０ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 作用后ꎬｓｉ￣ＲＡＧＥ 组 ＶＥＧＦ
和 ｂＦＧＦ 的分泌无明显改变(图 ６)ꎬ而 ｓｉ￣ＴＬＲ４ 组

ＶＥＧＦ 和 ｂＦＧＦ 的分泌均有所降低(Ｐ<０.０５ꎻ图 ７)ꎮ
表明沉默 ＴＬＲ４ 受体可抑制 ＨＭＧＢ１ 的促细胞因子

分泌作用ꎬ而沉默 ＲＡＧＥ 受体无此作用ꎮ

图 ６. ｓｉ￣ＲＡＧＥ 对 ＭＳＣ 中 ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ 分泌的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉ￣ＲＡＧＥ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦ ａｎｄ
ｂＦＧＦ ｉｎ ＭＳＣ

３　 讨　 论

干细胞移植治疗冠心病心肌梗死是近年来基

础和临床研究的热点ꎬＭＳＣ 拥有比其它干细胞更适

用于心肌、血管生成治疗[４] 的特性ꎬ是临床上细胞

移植改善心肌梗死后心功能最常用的种子细胞之

一ꎮ ＭＳＣ 移植治疗心肌梗死的机制目前还不清楚ꎬ
已有报道证实了移植干细胞旁分泌功能是改善梗

死心肌功能的主要机制之一ꎬ但移植的 ＭＳＣ 在梗死

心肌存活率低ꎬ以及分泌细胞因子的能力影响了

图 ７. ｓｉ￣ＴＬＲ４ 对 ＭＳＣ 中 ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ 分泌的影响　 　 ａ 为

Ｐ<０.０５ꎬ与相应 ＨＭＧＢ１ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ７. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉ￣ＴＬＲ４ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦ ａｎｄ
ｂＦＧＦ ｉｎ ＭＳＣ

ＭＳＣ 旁分泌效应的发挥[５]ꎮ 因此ꎬ进一步研究 ＭＳＣ
发挥促相关细胞因子分泌的具体机制ꎬ对促进移植

细胞更有效地发挥修复损伤组织的作用具有重要

意义ꎮ
ＨＭＧＢ１ 是维持染色质结构所必需的非组织核

蛋白ꎬＨＭＧＢ１ 可通过受体在促进细胞分泌促血管生

长因子和炎症因子中发挥重要作用[６￣７]ꎮ 已有报道

ＭＳＣ 内具有 ＨＭＧＢ１ 的受体[８]ꎬ本研究主要观察

ＨＭＧＢ１ 对 ＭＳＣ 增殖及细胞因子分泌的影响及

ＨＭＧＢ１ 作用的受体类型ꎬ以此探索 ＭＳＣ 发挥该效

应的分子机制ꎮ 结果表明ꎬ２５.０ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 作用

ＭＳＣ ２４ ｈ、４８ ｈ 及 ７２ ｈ 均可促进细胞增殖ꎬ而 ５０.０、
１００.０ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 与对照组相比差异并没有统计

学意义ꎮ 说明中浓度的 ＨＭＧＢ１ 对 ＭＳＣ 具有促增

殖效应ꎬ而高浓度也无此作用ꎮ 这也与不同浓度

ＨＭＧＢ１ 作用不同的研究报道结果一致[９￣１０]ꎮ
ＶＥＧＦ 和 ｂＦＧＦ 是促血管形成的关键的旁分泌

介质ꎬ 并 且 在 干 细 胞 治 疗 过 程 中 扮 演 重 要 角

色[１１￣１２]ꎮ ＭＳＣ 移植后在梗死组织能通过旁分泌大

量分泌这两种细胞因子ꎬ增加局部血管密度ꎬ促进

内皮修复ꎬ改善心脏功能[１３]ꎮ 因此ꎬＭＳＣ 分泌这两

种细胞因子的水平高低也决定了其移植后的效应ꎮ
本研究结果发现ꎬ２５.０、５０.０ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 作用 ＭＳＣ
４８ ｈ 后均能有效提高细胞分泌 ＶＥＧＦ 和 ｂＦＧＦ 水

平ꎮ 这对于后期 ＭＳＣ 移植到梗死心肌中发挥效应

具有积极的作用ꎮ 研究进一步检测了 ＨＭＧＢ１ 作用

ＭＳＣ 后细胞相关受体蛋白表达水平ꎬ发现 ＲＡＧＥ 及

ＴＬＲ４ 受体蛋白表达水平均增高ꎮ
为进一步探讨 ＨＭＧＢ１ 是通过何种类型受体发
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挥作用ꎬ本研究对 ＭＳＣ 中的 ＲＡＧＥ 及 ＴＬＲ４ 受体分

别进行沉默ꎬ再用 ＨＭＧＢ１ 刺激观察细胞效应ꎮ 结

果发现ꎬＴＬＲ４ 受体沉默后ꎬＨＭＧＢ１ 的促 ＭＳＣ 增殖

及分泌 ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ 效应被降低ꎬ而 ＲＡＧＥ 受体沉

默后ꎬＨＭＧＢ１ 仍可发挥以上刺激细胞效应ꎮ 结果提

示ꎬＨＭＧＢ１ 对 ＭＳＣ 的促增殖及促细胞因子分泌效

应可能是通过与 ＴＬＲ４ 受体结合后激活下游信号通

路来实现的ꎬ而与 ＲＡＧＥ 受体关系则不大ꎮ 已有研

究报道激活 ＴＬＲ４ 受体可增强 ＭＳＣ 在大鼠急性心

肌梗死模型中的移植效率并促进 ＶＥＧＦ 等促血管生

成因子的分泌[１４]ꎮ 小鼠角膜损伤修复动物实验发

现ꎬＨＭＧＢ１ 作用于 ＴＬＲ４ 基因敲除的小鼠后ꎬ促血

管生成因子减少ꎬ角膜新生血管形成也减少[１５]ꎮ 这

些报道与本研究结果一致ꎬ说明 ＨＭＧＢ１ 与其 ＴＬＲ４
受体在促进细胞分泌细胞因子中发挥重要作用ꎬ但
具体机制有待进一步研究ꎮ

综上所述ꎬＨＭＧＢ１ 能促进 ＭＳＣ 的增殖及分泌

细胞因子效应ꎬ并且这种作用可能是与 ＴＬＲ４ 受体

结合来实现的ꎮ 研究结果为进一步将 ＨＭＧＢ１ 预处

理的 ＭＳＣ 移植到梗死心肌发挥作用提供了有效的

实验基础ꎮ
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