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·基础研究·

高压氧对缺氧/复氧模型下大鼠骨髓间充质干细胞的
影响及其相关机制*

张 慧1 陈银海2,3 李 萌2 黄玉琴1

摘要

目的：探讨高压氧对缺氧/复氧模型下大鼠骨髓间充质干细胞的影响及其相关机制。

方法：选取 3—4周龄SD雄性大鼠，采用全骨髓贴壁法培养至P3代，随机分为正常组A（细胞置于常规培养箱内培

养）、缺氧/复氧组B（置于 95%N2、5%CO2密闭培养箱中培养 9h，复氧 6h）、缺氧/复氧+高压氧组C（90%O2，2.5ATA、

90min）、缺氧/复氧+高压氧+YC-1组D，实验组其余时间处理和正常组相同。A、B、C、D组均于处理结束 12h后行

CCK-8比色法、流式细胞仪检测细胞存活率及凋亡率。Western blot检测HIF-1α、β-catenin、LEF-1蛋白表达水平。

结果：①与A组相比，缺氧/复氧后B、C、D组细胞存活率明显降低，差异具有显著性意义（P＜0.05），给予高压氧后C

组存活率比B组升高，D组存活率较C组降低（P＜0.05）。②实验组B、C相比，C组中HIF-1α、β-catenin、LEF-1蛋白

表达水平升高（P＜0.05）。③实验组C、D组相比，给予YC-1阻断剂后HIF-1α、β-catenin、LEF-1蛋白表达减少（P＜

0.05）。

结论：高压氧能够提高缺氧环境下骨髓间充质干细胞存活率，其机制可能与调控HIF-1α介导的Wnt通路有关。
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Abstract
Objective: To investigate whether hyperbaric oxygen could protect the bone marrow mesenchymal stem cells

against apoptosis. after hypoxia/reoxygenation induced injury.

Method: MSCs were generated from the bone marrow of adult male SD rats aged 3—4 weeks, they were ran-

domly divided into control group A (cells were cultured in a normoxia), hypoxia/reoxygenation group B (cells

were treated with 95% N2, 5% CO2 for 9h, followed by 12h of reoxygenation), hypoxia/reoxygenation + hyper-

baric oxygen group C (90% O2, 2.5ATA, 90min), hypoxia/reoxygenation + hyperbaric oxygen + YC-1 group D.

Besides, the experimental group were treated the same as the normal group. 12 hours after treatment，the rate

of cell survival and apoptosis in different groups was estimated by CCK-8 and flow cytometry analysis. HIF-

1α, β-catenin, LEF-1 were detected by Western blotting.

Result: ① Compared with group A, the rate of cell survival in group B, C, D were significantly decreased

(P＜0.05), while administration of hyperbaric oxygen, the survival in group C was higher than group B and

this could be reversed by YC-1 in group D (P＜0.05). ② As compared to group B, the expression of HIF-1α,

β-catenin, LEF-1 were increased in group C (P＜0.05). ③ Compared to group C, YC-1 in group D could re-
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脊髓损伤（spinal cord injury, SCI）是中枢神经

系统严重创伤性疾病，其致残率及病死率均较高[1]。

导致部分或完全运动神经、感觉神经缺失，给患者的

生活造成巨大的影响 [2]。骨髓间充质干细胞（bone

mesenchymal stem cells, BMSCs）具有高度的自我

复制能力和多向分化潜能，在一定的诱导条件下可

跨胚层分化为神经细胞 [3]，从而替代受损的神经功

能，能促进髓鞘再生、分泌神经营养因子，调控炎症

反应，减轻继发性损伤对原位神经元的毒害性[4]。然

而，大量研究表明，骨髓间充质干细胞移植到缺血灶

后，存活率仅有2%[5]，这不仅仅与干细胞移植方式相

关[6]，还与脊髓损伤后微环境的改变有关，包括炎症

反应，谷氨酸盐毒性作用、钙超载、氧自由基等[7—8]，阻

碍了干细胞在脊髓损伤中的神经修复能力。研究发

现，高压氧能够改善脊髓损伤患者的预后[9]，联合高

压氧治疗的干细胞移植可改善神经缺损症状[10]，本

实验通过模拟体内缺血再灌注损伤环境，探讨高压

氧对骨髓间充质干细胞的保护机制，为细胞治疗学

的发展提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料

实验在南方医科大学珠江医院检验科实验中心

完成。选取 3—4 周龄 SD 雄性大鼠 5 只，由广东省

动物中心提供，所有动物处理均符合实验动物伦理

学。

实验试剂：PBS（Hyclone）、DMEM低糖培养基

（Gibco）、胎牛血清（Hyclone）、胰酶（Gibco）、青链霉

素（Gibco）、CCK-8（日本同仁）、蛋白提取试剂盒（凯

基）、核蛋白提取试剂盒（康为）、BCA蛋白浓度测定

试剂盒（凯基）、兔抗HIF-1α抗体（Millipore）、小鼠抗

β- catenin 抗体（Thermo fisher）、兔抗 LEF- 1 抗体

（Thermo fisher）、ECL显影试剂盒（Millipore）、YC-1

（Sigma）、Annexin- V- FITC/PIz 凋亡检测试剂盒

（Bender Medsystems公司）。

实验仪器：生物安全柜（Thermo）、流式细胞仪

（HV- 85）、酶标仪（ELX808）、化学发光仪（BIO-

RAD）、细胞培养箱（Thermo）、成人高压氧舱（宁波

高压氧舱总厂）、自制密闭缺氧盒。

1.2 实验方法

1.2.1 大鼠骨髓间充质干细胞培养及鉴定：参考相

关文献[11]，选取3—4周龄SD雄性大鼠，腹腔注射含

10%水合氯醛麻醉后，置于 75%乙醇中浸泡 10min，

无菌条件下取双侧股骨、胫骨，仔细剔除肌肉组织，

放置在含 10%完全培养基（含 10%胎牛血清、1%青

链霉素）的离心管中，转移至超净台。PBS反复冲洗

3遍后，剪去干骺端，用 7号针头注射器吸取完全培

养基从一侧干骺端冲洗骨髓至15ml离心管中，直至

骨髓腔发白。1000rpm，5min离心，弃上清，完全培

养基重悬细胞。种瓶，置于 37℃、含 5%CO2绝对湿

度培养箱中培养，48h后换液清除未贴壁细胞，以后

3天换液。待贴壁细胞密度达到 80%融合度时，用

含EDTA的0.25%胰酶消化，以1∶2传代培养。选取

P3—P5代BMSCs，加入抗大鼠CD29、CD90、CD45抗

体，使用FASCCulibur流式细胞仪鉴定细胞表型[12]。

1.2.2 分组：将P3—P5细胞随机分成四组：正常对照

组、缺氧/复氧组、缺氧/复氧+高压氧组、缺氧/复氧+

高压氧+YC-1组。高压氧处理同时将非高压氧组置

于同温度、湿度的高压氧舱中保持组间平衡。缺氧/

复氧+高压氧+YC-1 组的 YC-1 调整浓度至 100μM

并于高压氧处理前1h给予。

1.2.3 缺氧/复氧模型的制备：综合相关文献 [13—14]，

拟定以下造模方案：收集细胞，制成5×104/ml细胞悬

液，种植在 96孔板中，设置 4个复孔，每孔 100μl培

养基，随机分成以上 4组。正常培养 24h后缺氧/复

氧组、缺氧/复氧+高压氧组、缺氧/复氧+高压氧+YC-

1组倒去完全培养基，无菌PBS冲洗 1遍，更换为不

含血清的L-DMEM培养，置于 95%N2、5%CO2、37℃
培养箱中，培养9h后取出细胞，更换为完全培养基，

复氧 6h。正常对照组同时更换为完全培养基并置

duce HIF-1α, β-catenin, LEF-1 (P＜0.05).

Conclusion: Hyperbaric oxygen produces protective effects on survival of BMSCs against hypoxia/reoxygen-

ation injury and possibly mediated by HIF-1α in Wnt pathway.

Author's address Zhujiang Hospital of Southern Medical University，510282
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于37℃、含5%CO2绝对湿度培养箱中培养。

1.2.4 高压氧参数设置：缺氧/复氧+高压氧组、缺

氧/复氧+高压氧+YC-1 组均于复氧 6h 结束后给予

高压氧处理，具体方案如下：将 96孔板置于氧气加

压舱中，以纯氧洗舱10min，关闭舱门，然后在25min

内升压至0.25MPa，维持50min。稳压期间舱内平均

氧浓度不得低于90%。随之在25min之内将舱内压

力恢复至正常气压，总共 100min。1次/12h，连续治

疗2天。高压氧处理同时将非高压氧处理的实验组

置于相同氧舱中100min，以保持组间平衡。

1.2.5 CCK-8比色法检测细胞存活率：给予高压氧

或非高压氧处理后 12h，向复孔中加入 10μl CCK-8

溶液，充分混匀后放入 37℃培养箱中孵育 1h，用酶

标仪450nm波长测定各组吸光度，同时设置空白对

照组，按公式计算各组存活率，实验重复3次。

1.2.6 流式细胞仪检测凋亡：以 1×105/ml将细胞种

植于 60mm培养皿中，给予不同处理后吸取上清液

至离心管，贴壁细胞用 PBS 洗涤，胰酶消化后将细

胞转入相应离心管，1000rpm/min离心5min，收集细

胞。PBS洗涤 2次后加入 400μl Annexin V结合液

悬浮细胞，再加入 5μl Annexin V-FITC染色液，4℃
避光孵育 15min，再加入 10μl PI 染色液 4℃孵育

5min，上流式细胞仪检测，采用Cell Quest软件进行

结果分析。

1.2.7 Western blot：参考说明书，各组给予不同处

理结束后12h，向60mm培养皿中加入预冷裂解缓冲

液 200μl，冰上摇床 30min。收集细胞，离心（4℃，

12000rpm，10min）后取上清，BCA试剂盒测量总蛋

白浓度并调整至同一水平。行聚丙烯酞胺凝胶电泳

（每孔加样20μl）、转膜、5%脱脂奶粉封闭2h，分别加

入兔抗HIF-1α抗体（1∶2000）、小鼠抗β-catenin抗体

（1∶1000）、兔抗 LEF-1 抗体（1∶1000），4℃孵育过

夜。TBST脱色摇床上清洗3遍，分别加入相应标记

辣根过氧化物酶二抗孵育 1h，TBST清洗 2遍，加入

ECL 显影液，上机检测。扫描图像后用 Quantity

Qne软件分析各条带灰度值。以β-actin作为内参，

以Histone H3作为核蛋白内参进行标准对照。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 19.0 软件进行统计学处理，所有数

据均以均数±标准差表示，多组均数的比较采用单

因素方差分析，进一步两两比较采用LSD检验。

2 结果

2.1 大鼠骨髓间充质干细胞培养及鉴定

2.1.1 培养：骨髓间充质细胞种植在 25cm2培养瓶

48h后，弃上清，去除混杂及未贴壁细胞后，加入等

量培养液，倒置显微镜下观察细胞形态，可见呈圆形

的折光性强的胞体，伸出 2—3个不等的突起，部分

形成细胞集落，待7天贴壁细胞克隆增殖后，镜下可

见细胞多趋向于成纤维样细胞形态，胞质丰富，细胞

呈平行排列生长或旋涡状生长，约 7—10d 可达到

80%融合度，此时以1∶2消化传代。

2.1.2 鉴定：流式细胞仪检测结果显示P3骨髓间充

质干细胞CD29、CD90阳性率分别为（99.37±0.67）%

和（99.61±1.21）%，不表达造血干细胞特异性标记

CD45，其阳性率为（0.93±1.08）%。

2.2 各组吸光值的比较

2.2.1 不同缺氧/复氧时间后骨髓间充质干细胞存

活率比较：与正常组相比，缺氧/复氧3h后骨髓间充

质干细胞存活率89.33%±1.97%下降，差异具有显著

性意义（P＜0.05）；6h 细胞存活率 85.20%±1.80%较

3h时下降，但无显著性差异（P＞0.05）；随着缺氧时

间的延长，细胞发生凋亡明显，存活率逐渐下降，至

缺氧9h时，细胞存活率为65.13%±2.74%，所有缺氧

组与正常组相比，差异均具有显著性意义（P＜0.05）

（图 1A）。选取缺氧 9h，复氧 6h作为后续实验的缺

氧/复氧条件。

2.2.2 CCK-8 检测各组存活率比较：与正常组相

比，缺氧/复氧处理后骨髓间充质干细胞存活率明显

下 降（P＜0.05）。 高 压 氧 处 理 组 细 胞 存 活 率

80.13%±0.99%较缺氧/复氧组 68.61%±1.10%增高

（P＜0.05）；为进一步探讨高压氧对缺氧/复氧环境

下骨髓间充质干细胞的保护机制，高压氧处理前1h

给予 YC- 1（100μM），可见细胞存活率 70.04% ±

1.88%较高压氧组下降（P＜0.05）（图1B）。

2.2.3 流式细胞仪检测各组凋亡率比较：与正常组

相比，缺氧/复氧处理后各组骨髓间充质干细胞凋亡

率明显增加 10.04%±1.35% Vs 24.55%±2.10%，差

异具有显著性意义（见图2）；给予高压氧处理后，凋

亡率较缺氧/复氧组有所下降 14.33%±0.74%，（P＜
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0.05）；给予阻断剂组凋亡率再次升高 21.72% ±

1.78%，差异具有显著性意义，这说明高压氧能够对

缺氧/复氧模型中大鼠骨髓间充质干细胞发挥抗凋

亡作用，该作用可能与HIF-1α有关。

2.3 Western blot结果

为进一步证明 HIF-1α是否参与高压氧抗凋亡

作用中的机制，采用蛋白免疫印迹方法发现，与正常

组相比，缺氧/复氧后HIF-1α升高，但差异无显著性

意义（P＞0.05）（图 3）；与缺氧/复氧组相比，高压氧

处理后 HIF-1α增加（P＜0.05），给予 HIF-1α阻断剂

YC-1，HIF-1α表达量较高压氧组有所下降；缺氧/复

氧后给予高压氧处理可增加β-catenin、LEF-1蛋白表

达（P＜0.05），给予阻断剂YC-1后上述蛋白表达明

显下降（P＜0.05）（图 4），这说明高压氧可通过诱导

HIF-1α增加β-catenin、LEF-1蛋白表达，且能够促进

β-catenin进入胞核中，从而诱导靶基因的表达。

3 讨论

骨髓间充质干细胞移植能够明显改善脊髓损伤

患者的预后[10]。它通过识别炎症区域的趋化因子到

达损伤部位，调控炎症反应、分泌营养因子、修复濒

死细胞等，具有强大的修复作用。然而，由于炎症区

域的缺血缺氧环境，使得骨髓间充质干细胞的存活

率明显减少，大量学者针对提高骨髓间充质干细胞

存活率做了一系列的研究报道，其中包括缺氧预适

应[15]、七氟烷预处理[16]、高压氧预处理等[17]。高压氧

治疗是国内外较为推崇的一种方法，对脊髓损伤的

神经功能恢复有明显的促进作用[18—21]。本课题通过

模拟脊髓内缺血再灌注损伤微环境，制备缺氧/复氧

模型诱导骨髓间充质干细胞凋亡，追溯凋亡发生后

高压氧对骨髓间充质干细胞的保护机制，更具有长

远的临床意义。

本研究发现，缺氧/复氧环境中骨髓间充质干细

胞发生明显凋亡，且随着缺氧时间的延长而加重；给

图1 CCK-8检测各组骨髓间充质干细胞存活率比较

①与正常组相比（0h）P＜0.05；②与缺氧组相比（P＜0.05）；③与缺
氧+高压氧组相比（P＜0.05）

图2 流式细胞仪检测各组骨髓间充质干细胞凋亡率比较

①与正常组相比（P＜0.05）；②与缺氧组相比（P＜0.05）；③与缺氧+
高压氧组相比（P＜0.05）
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予高压氧处理后存活率明显升高，这说明高压氧能

够对缺氧/复氧环境中骨髓间充质干细胞发挥抗凋

亡能力。为进一步研究其机制，我们给予阻断剂

YC-1（3-(5’-hydroxymethyl-2’-furyl)-1-benzylinda-

zole）后发现细胞凋亡率增加，表明高压氧可能通过

缺氧诱导因子（hypoxia-inducible factor, HIF）-1α发

挥其保护作用。HIF-1α普遍存在于人和哺乳动物细

胞内，常氧下（21%O2）也有表达，但合成的HIF-1α蛋

白半衰期不到5min，很快被细胞内氧依赖性泛素蛋

白酶降解途径所降解，只有在低氧情况下才能稳定

存在。在该研究中，我们发现缺氧/复氧组HIF-1α蛋

白表达水平和正常对照组并无显著性差异，这可能

是复氧后HIF-1α的不稳定性造成的。而给予高压

氧处理后，HIF-1α表达明显增高，推测与高压氧能够

激活活性氧（reactive oxygen species, ROS）[22]，诱

导HIF-1α的表达。高压氧调控HIF-1α表达已有文

献报道[23]。高压氧预处理后HIF-1α表达增高，神经

元对缺氧环境的耐受力明显增强[24]。吴婉芳等[25]也

发现，高表达HIF-1α的神经干细胞在缺血灶中的存

活数明显比对照组高。HIF-1α可启动下游靶基因促

红细胞生成素（erythropoietin）、血管内皮生长因子

（vascular endothelial growth factor）的表达[26]，增加

局部红细胞携氧量，促进毛细血管再生，从而发挥其

保护作用。

曾有文献指出短暂缺氧后的HIF-1α mRNA比

正常组明显升高，可引起β-连环蛋白（β-catenin）向细

胞核转录活性的升高，调控干细胞的增殖与分化[27]。

当 HIF-1α表达无明显差异时 Wnt 通路成员蛋白表

达量无显著性差异[27]，这进一步说明HIF-1α的稳定

表达能够激活Wnt通路开放。β-catenin作为Wnt通

路中的核心成员，其主要存在于细胞膜中。当信号

通路被激活时，它可在胞质中稳定存在并进入细胞

核内，诱导与淋巴增强因子-1（lymphoid enhancer

factor-1）之间相互作用，启动特定基因，如细胞周期

蛋白 D1（cyclin D1）等下游靶基因转录和翻译，参

与细胞的增殖、分化、凋亡等方面的调控[28]。在该实

验中我们发现，虽然HIF-1α在正常对照组、缺氧/复

氧组中无显著性差异，但与正常组相比，缺氧/复氧

后β-catenin有所增加，这可能与PI3K/Akt通路影响

GSK-3β活性有关 [29]。高压氧处理组β-catenin 明显

图4 各组β-catenin、LEF-1蛋白表达量

①与正常组相比（P＜0.05）；②与缺氧组相比（P＜0.05）；③与缺氧+
高压氧组相比（P＜0.05）

图3 各组HIF-1α蛋白表达量的比较

①与正常组相比（P＜0.05）；②与缺氧组相比（P＜0.05）；③与缺氧+
高压氧组相比（P＜0.05）
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增加，而给予阻断剂干扰HIF-1α生成后，β-catenin明

显降低，且细胞核中表达量也降低，淋巴增强结合因

子（lymphoid enhancer-binding factor-1, LEF-1）表

达下降，细胞凋亡率增高，这说明HIF-1α可能介导

Wnt 通路成员的表达。但 HIF-1α究竟如何调控β-

catenin，不同的研究给出不同的结论，有研究认为

HIF- 1α增强β- catenin、LEF- 1 和 T 细胞因子 - 1（T

cell factor-1, TCF-1）的表达，促进β-catenin-LEF/

TCF相互结合作用[30]。然而，也有研究认为HIF-1α

通过与TCF-4竞争性结合β-catenin，可促进β-catenin

在细胞核的转录活动[31—32]。高压氧诱导HIF-1α高表

达是如何影响β-catenin转录活动仍需要进一步的研

究。

高压氧作为临床上一种非侵入式物理治疗手段，

在神经系统中的应用已得到广泛认可。大量文献表

明高压氧能够减轻炎症反应，抑制凋亡家族中Cas-

pase-3，减轻组织水肿，增加局部氧浓度，促进神经组

织及血管再生，从而改善脊髓损伤患者预后[9,18,33—34]。

但由于疾病的复杂性及治疗方案的多样性，高压氧

在临床上的应用矛盾未得到解决[35]。有文献报道早

期高压氧介入后神经缺损症状的改善伴随着 HIF-

1α表达降低，从而阻断HIF-1α对组织的损伤[36—37]；而

晚期高压氧介入通过增加HIF-1α发挥神经修复作

用[38]，这可能与HIF-1α激活不同的通路有关[39]；除此

之外，不同压力治疗方案对疾病的预后也不相同[40]，

这说明高压氧的介入时间、介入次数、治疗时程等都

会影响其作用。综合上述治疗方案，考虑缺氧/复氧

对骨髓间充质干细胞造成的损伤，且细胞失去体内

环境中其他因素的支持，我们拟定在复氧6h后给予

高压氧介入，且每 12h给予 1次共 2天高压氧处理，

结果发现相比无高压氧介入组，骨髓间充质干细胞

的存活率增高，但该实验仅仅建立在体外模型中，仍

需进一步的体内实验研究以验证。

综上所述，高压氧治疗对缺氧/复氧模型中的骨

髓间充质干细胞有保护作用，其机制可能与调控

HIF-1α介导的Wnt通路有关。
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