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骨髓问充质干细胞对肥大心肌细胞脂肪酸代谢 

影响的体外研究 
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【摘 要】目的：探讨骨髓间充质干细胞对肥大心肌细胞脂肪酸代谢的影响及其机制。方法：体外培养的Wistar新生大鼠心肌细 

胞随机分为 3组：正常对照组、血管紧张素 II(Ang II)作用组、骨髓间充质干细胞干预组，采用免疫荧光显微镜测定心肌细胞核 

因子 NF_K B和过氧化物酶体增殖物激活受体(PPARs)PPAR 、PPAR 0【的活性，紫外分光光度法检测心肌细胞内游离脂肪酸 

(FFA)含量。结果：AngII刺激乳鼠心肌细胞 NF—K B活性增强，抑制 PPAR 0【和 PPAR-y活性减弱，增加心肌细胞内FFA蓄积 

(P<0．01)；MSCs干预组心肌细胞 NF—K B活性及心肌细胞内FFA含量较 Ang II作用组显著降低(P<0．01和P<0．01)而 PPAR 0【 

和 PPAR-y活性增强( ，<0．05和P<0．01)。结论：骨髓间充质干细胞可改善肥大心肌细胞的脂肪酸代谢 ，这可能是骨髓间充质干 

细胞移植改善心功能作用机制之一，NF—K B及 PPARs可能是其作用的信号通路之一。 
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l n vitro study On the e仟ect of bone marrOw mesenchymal stem cells On 

the fatty acid metabolism of hypertrophic cardiomyocytes 

ZHUO Wen-yu，et al 

(Department of Cardiology，f Children’s Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objectives：To inverstigate the effect of bone malTow mesenchymal stem cells(MSCs)on the fatty acid metabolism of 

hypertrophic cardiomyocytes and disclosure its mechanisms．M ethods：Wistar neonate rat cardiomyocytes cultured in vitro were 

randomized into an angiotensin(Ang)一II stimulating group(n=5)，a MSCs treated Ang—II stimulating group(Intervention group， 

n=5)and a normal control group(n=5)．The activity of nuclear factor(NF)-K B and pemxisome pmliferators-activated receptor 

(PPAR)0【and -y were detected by immunofluorescence microscope，and intracellular free fatty acids(FFA)content by ultraviolet 

spectrophotometry．Resu／ts：Ang-II stimulated the NF—K B activation of neonate rat cardiomyocytes to strengthen．inhibited the 

activation of PPAR 0【 and PPAR-y to weaken and increased the accumulation of FFA(P<0．01)．For MSCs intervention group， 

the activation of NF—K B and the accumulation of FFA decreased significantly(P<0．01 and P<0．01) while the activation of 

PPAR 0【and PPAR-y were up—regulated compared with the Ang—II stimulating group(P<0．05 and P<O．01)．Conclusion： 

MSCs could improve the fatty acid metabolism of hypertrophic cardiomyocytes，which is probably one of the mechanisms of the 

malToW mesenchymal stem cell tran splantation improving the heart functions．and NF-K B and PPARs may be the signal 

passage of function． 
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心肌细胞的能量代谢障碍是导致心肌细胞坏 

死 、纤维化的重要原因，与心力衰竭的发生发展有 
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着密切的关系。近年来 ，干细胞在心脏疾病治疗中 

的运用已进行大量动物实验 ，并进入临床研究 ，显 

示了良好的应用前景。目前研究认为，骨髓间充质 

干细胞(Mesenehymal stem cell，MSCs)移植能改善 

心肌功能，其可能机制为 MSCs分化为心肌(样 )细 

胞修复受损心肌组织【lJ，减少心肌组织纤维化，促进 

血管再生，改善心肌灌注口】，通过旁分泌[3】及信号转 
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导途径 改善心肌组织重塑。在前期研究中也发现 

了MSCs移植可改善心功能阎，并利用抑制性消减杂 

交技术筛选了 MSCs移植后的差异基因，其中一类 

与线粒体的合成有关161。线粒体是心肌细胞的能量 

工厂，因此，我们设想 MSCs移植改善心功能可能与 

其改善心肌细胞的能量代谢有关，但目前国内外对 

有关 MSCs对心肌细胞能量代谢的研究鲜有报道， 

为此 ，本实验利用非直接接触共培养方法探讨肥大 

心肌细胞在 MSCs作用下的脂肪酸代谢情况，并分 

析 MSCs对心肌能量代谢影响与改善心功能的关 

系。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物 

5周龄 Wistar大鼠，体重(70±10)g；0～3d新生 Wistar 

大鼠，由第三军医大学野战研究所实验动物中心提供。 

1．2 药物和试剂 

Dulbeeeo’S Modified Eagle medium／F12(1：1)培养基 

[DMEM／FI2(1：1)，Hyclone]；胎牛血清(FBS，Hyclone)；胰蛋 

白酶(Promega)；II型胶原酶(Sigma)；5一溴脱氧核苷尿嘧啶 

(5-Bromodeoxyuridine，5-BrdU，Sigma)；血管紧张素 Ⅱ(Sig— 

ma)；联咪二 苯 吲哚(4—6一Dia⋯idino 2 henylindole，DAPI， 

Roche)；小 鼠抗大 鼠核因子 一KB(nuclear factor—KB。NF— 

K B)亚基 P65，过氧化物酶增殖物激活受体(peroxisome pro— 

liferators—activated receptor，PPARs)PPAR (Santa Cruz)；，J、 

鼠抗大鼠PPAR Ot(武汉博士德 )；生物素 一山羊抗小鼠 

IgC、Cy3抗生物素(北京中杉)；游离脂肪酸测试盒(NEFA，南 

京建成)。 

1．3 仪 器 

倒 置相差显微镜 (OlympusIX70，日本 )：荧光 显微 镜 

(Olym．pusBX51，日本)；激光共聚焦显微镜(Leica TCS—NT， 

德国)；紫外分光光度计(722型，上海第三分析仪器厂 )； 

TransweU插入式培养皿(Coming Costar，美国)。 

1．4 方法 

1．4．1 MSCs的分离与纯化 分离成年大鼠股骨与胫骨 ， 

DMEM／F一12(1：1)冲出骨髓 ，离心 ，DMEM／F一12(1：1)完全培 

养液 (含 10％FBS及 100IU／ml青霉素、100g／ml链霉素)重 

悬，置于37oC，5％CO 饱和湿度培养箱培养。24h后换液，以 

后每3d换液，至80％～90％融合时传代。 

1．4．2 新生大鼠心肌细胞分离、培养和心肌细胞肥大模型的 

建立 取出新生 Wistar大鼠心脏，剪碎心肌组织以 0．1％ II 

型胶原酶 37℃分次水浴消化 ，收集消化液经钢网过滤后离 

心 ，重悬 ，差速贴壁后转细胞悬液人培养板 。培养体系中含 

12％FBS，100U／ml青霉素、100U／ml链霉素及 0．1mmol／L5一B卜 

du，置在 37℃、5％ CO 孵箱中培养，48h后换成正常培养基 

培养，每隔 48h换液 1次。 

乳鼠心肌细胞成功培养 48h后 ，换用无血清的培养基 ， 

同时，向培养基中加入 0．1 mol／L血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)继 

续培养 12h。 

1．4．3 MSCs与肥大心肌细胞共培养体系的建立 MSCs传 

至第 3代时传代，以 2 X I(Y个 ，孑L的细胞数加入 transwell共 

培养插件中，再将培养基沿侧壁缓慢注入下室小室 ，预培养 

24h。向预先用 Ang II作用 12h心肌细胞的孔中加入培养基 ， 

将插件中原有的培养液吸去，再插入到预培养心肌细胞的孔 

．中，再向插件中加入完全培养基 ，完成非接触式共培养体系 

的装配，置入 5％CO 、37℃恒温培养箱中。 

1．4．4 免疫荧光检测 采用间接荧光法 ，PBS代替一抗设为 

阴性对照。对照组、Ang—II作用组和 MSCs干预组 ：100％丙 

酮固定、0．1％ Triton—X100处理后，正常山羊血清或兔血清封 

闭 10min；分别加入 p65、PPAR-y及 PPAR Ot抗体，稀释度均 

为 1：100，4℃过夜；按生物素化二抗及 Cy3一抗生物素试剂盒 

说明书进行 ，最后用 1 g／ml DAPI复染 ，室温 5min，充分清 

洗后 50％甘油封片。 

荧光显微镜随机选取 10个非重复视野(200倍)作细胞 

分类计数。以红色荧光在细胞核内及核周边集为阳性细胞 ， 

细胞总数以 DAPI为标志计数 ，计算阳性细胞与细胞总数的 

比值，及其平均值和标准差。 

1．4．5 心肌细胞内游离脂肪酸(Free fatty acid，FFA)含量的 

检测 严格按试剂盒说明书进行操作 ，进行比色，按公式计 

算每 106个细胞中的游离脂肪酸含量(单位 nmol／106cells o 

1．5 统计学分析 

数据采取均数 ±标准差(互±s)表示，两组间均数比较用 

t检验 ，SPSS1 1．0统计分析软件进行处理，P<0．05为具有统 

计学意义。 

2 结 果 

2．1 MSCs干预 组 心 肌 细 胞 p65、PPAR~／及 PPARct 

的表达 

NF—K B未激活时，亚基 p65位于胞浆，阳性表 

达呈红色均一的荧光；激活后定位于细胞核，有时 

也可见其在胞浆向核内转移途中即在核膜边集。本 

实验观察到，AngII作用组 p65核移位现象明显，而 

加 MSCs干预后则可抑制其激活，核移位细胞数较 

模型组减少(P<0．O1)(见图 1、表 1)。 

PPARs生理状态时处于激活状态，阳性表达位 

于胞核核周围区，呈红色均一的荧光；被抑制后，阳 

性表达减弱，在胞浆中均匀分布。本实验观察到， 

Ang II作用组阳性表达明显减弱，而加 MSCs干预后 

则可减轻对 PPARs抑制 ，即表现为 PPAROt及 

PPAR 阳性细胞率明显增加 (P<0．01和P<0．01) 
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模 型 组 与 正 常组 比较 ， t 为 ：
．

M S C s 十 预 组 与模 型 组 比较 ，

9 ． 4 8 9 ， P < 0 ． 0 1 ， 有 渺 著忡 差 异 ；

t 为 ：
一 7 ． 9 8 0 ， P < 0 ． 0 1 ， 有 显 等性 筹 蚌

A ．
再J 照 2H ； B ． A n g

一 11 竹；J{J} ；̈ ( ：． M S C s 1
：
颅 纠1

图 l 3 组 心 肌 细 胞 I、6 5 的 表 达 ( 免 疫 荧 光 x 4 0 0 )

A ． ×寸照 组 ； B ． A n g
一 11 作 J }J2【【； (：． M S C s 十 预 纠l

图 2 3 组 心 肌 细 胞 P P A I／cx 的 表 达 ( 免疫 荧 光 x 4 0 0 )

A ． 对 照 组 ； B ． A n g
一 Ⅱf1：J 1J组 ； ( ：． M S C s r 侦 绀

图 3 3 组 心 肌 细 胞 P P A R '

y 的表 达 ( 免 疫 荧 光 x 4 0 0 )
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(见图 2、3及表 1)。 

2．2 MSCs干预组心肌细胞 内 FFA的观察 

对 照组心 肌细胞 内 FFA含 量平 均 为 l5．8 

nmol／lO6cell，Ang一Ⅱ作用组细胞内 FFA蓄积增加 

(P<O．O1)，MSCs干预抑制细胞内FFA蓄积(P<0．O1 o 

3 讨 论 

AngⅡ引起心肌细胞蛋白合成增加，体积增大， 

诱导心肌细胞肥大。有研究发现 PPAR ot表达下调 

是心脏能量底物转换的一个基本组成部分l 7l，在实 

验中发现 AngⅡ作用的心肌细胞内游离脂肪酸蓄积 

增加，伴随PPAR ot活性减弱，提示肥大心肌细胞脂 

肪酸代谢障碍，与既往研究结果一致l 7l，因此可用 

AngⅡ诱导的肥大心肌细胞作为模型研究 MSCs对 

肥大心肌细胞脂肪酸代谢的影响。 

MSCs的移植改善宿主心功能已经取得共识， 

对其改善心功能的机制也有了一定 的研究 ，但 

MSCs移植对心力衰竭发生发展重要原因的能量利 

用是否有影响尚未见报道。本实验首次利用 MSCs 

与心肌细胞非直接接触共培养，探讨 MSCs对心肌 

细胞脂肪酸代谢的影响及其机制。本实验发现， 

MSCs作用能使 Ang一Ⅱ诱导的肥大心肌细胞内游离 

脂肪酸含量减少 ，可以推测 MSCs可能通过增加线 

粒体对脂肪酸的摄取和氧化，促进肥大心肌对脂肪 

酸的利用。 

本实验还发现 MSCs能够抑制 NF—K B的活 

性 ，而 MSCs的移 植 可 抑 制 心 衰 时 心 肌细 胞 

TNF—ot，IL一1 B的表达嘲，由于 TNF—ot，IL_l p是 

NF—K B的重要激活物，推测 MSCs可能通过减少了 

NF—K B的激活物来抑制其活性。NF—K B作为一种 

重要的核转录因子，在心衰的发病机制中发挥重要 

作用，有研究发现心肌肥厚时 NF—K B激活，通过 

p65与 PPARB／8作用下调其活性 ，而导致脂肪酸 

氧化降低f9]，因此我们推测 ，MSCs可能通过抑制 

NF—K B的活性，改善心肌的脂肪酸利用。 

实验中发现在 MSCs干预下，肥大心肌细胞中 

PPAR ot和 PPAR 活性增加。PPAR ot是心肌线粒 

体脂肪酸氧化的一个重要调控子 ，MSCs可能激活 

PPAR ot上游信号 ，或通过促进一些天然配基的合 

成来增加 PPAR ot的活性，从而上调肥厚心肌脂肪 

酸氧化关键酶的基因表达 ，以此改善肥大心肌的 

能量代谢，但其机制目前尚不清楚。尽管目前对 

PPAR 激活能否直接调节心肌的脂肪酸代谢仍存 

在较大的争议，但其激活对调节心肌重塑是有益的 

却得到肯定，NF—K B调节被认为是其信号通路之 
一  

。 

研究表明 ，线粒体不仅是心肌细胞的能量工 

厂，而且参与了启动心肌细胞凋亡的发生过程。在 

课题前期研究中发现 MSCs移植能促进线粒体合成 

有关基因的表达，推测 MSCs能促进线粒体的合成， 

使能量合成增加，改善心脏功能同。本实验发现 MSCs 

可以改善心肌细胞线粒体对脂肪酸的摄取和氧化 

利用 ，因此，我们可以推测：MSCs可能通过改善线 

粒体的代谢、减少线粒体的损伤 ，减少心肌细胞凋 

亡，进而改善心功能。这与 MSCs的移植可抑制病变 

心肌重建 21和心肌细胞的凋亡【 31从而改善心肌功能 

等研究结果是一致的。 

由此可以推测，MSCs可以改善心肌细胞的能 

量代谢从而改善心肌细胞功能，但还需要更深入的 

研究去阐明它的机制 ，以便我们可以对干细胞移植 

对宿主的作用进行调控，使其临床应用更为安全和 

有效。 
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探索影响膜内吸收的调节因素，可为临床治疗羊水 

量异常提供有效可行的方法。 

本研究中，应用免疫组化技术检测到 AQP1在 

人羊膜立方上皮细胞浆中可见棕黄色粗大颗粒，而 

成纤维细胞中仅有微弱表达。与 Mamn等[81的研究 

结果一致。AQP1在人羊膜立方上皮细胞内的表达， 

说明羊膜上皮细胞能够快速易化羊膜腔和胎儿循 

环间的水转运，可能正是由于 AQP1的存在，大量的 

水分才能通过 AQP1的水孔快速进入羊膜腔。本实 

验证实：羊水过少患者的羊膜 AQP1表达 AIOD值 

低于正常产妇羊膜 AQP1表达 AIOD值；而羊水过 

多患者羊膜 AQP1表达 AIOD值明显高于正常产妇 

羊膜 AQP1表达 AIOD值。进一步提示：AQP1在羊 

水膜内吸收以及维持羊水量平衡方面中可能起重 

要作用，其表达调控或功能一旦异常可能促进或者 

导致羊水量的改变。以上研究均为羊水的产生、吸 

收以及羊水量异常的治疗提供了分子生物学基础。 

人羊膜组织中水通道蛋 白的出现是一个新的 

发现。尽管 AQP1在羊水转运中的功能重要性 目前 

尚无结论。但它的出现表明对于羊水量异常的治疗 

渴望有新的治疗举措。如 AQP1抑制剂可用于治疗 

羊水过多。AQP1激动剂可用于治疗羊水过少。有关 

AQP1在羊水转运中确切作用有待进一步的研究证 

实。为羊水异常的治疗提供一种新的思路，从而有 

望减少羊水异常的发生，降低围生儿病率及围生儿 
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死亡率，有利于优生优育。 
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