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五羟色胺促进骨髓基质细胞生长初探 

易岂建 ，杨 默 ，庞雅轩 ，李桂霞 ，夏文杰 ，霍泰辉 ，宋~~．--7- 

(1．重庆医科大学儿科学院心内科，重庆 400014；2．香港中文大学儿科系) 

【摘 要】目的：探讨五羟色胺(serotonin，5一HT)对骨髓基质细胞(bone marrow stromal cell，BMsc)体外生长的影响。方法：采 

用骨髓基质细胞集落培养技术(CFU F)检测不同浓度5一HT以及 5 HT分别与碱性成纤维细胞生长因子(basic—fibroblast 

growth factor，bFGF)，血小板源性生长因子(platelet—derived growth factor，PDGF)，血管内皮细胞生长因子(vascular endothelial 

growth factor，VEGF)对小鼠及人BMSC体外培养的生长促进作用，反转录多聚酶链反应(RT—PCR)检测人 BMSC表面5一 

HT2型受体mRNA表达。结果：5 HT不同浓度(50，100，200，500nM)对小鼠及人 BMSC体外培养均有生长促进作用(P< 

0．05)，显示最大作用浓度为200nM。5一卜rr可增强 bFGF，PEGF和VEGF对 BMSC生长促进作用。人 BMSC表面有 5一 

HT2A，2B，2C受体mRNA表达。结论：5一卜rr具有BMSC生长促进作用，并可增强bFGF，PEGF，VEGF促进 BMSC的生长， 

其作用途径可能通过BMSC表面5 HT2型受体，从而促进细胞生长。 
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Serotonin stimulates the growth of bone marrOw stromal cells 

Y／QOian，et al 

(Department of Cardiovascular Diseases，College ofPediatrics，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：T0 explore the effect of 5 hydroxytryptamine(5一卜rr)on proliferation of bone marrow stromal cells(BMSCs) 

in vitro、Methods：Murine BMSCs colony—forming unit assay and human bone marrow mononuclear cells count aasay were used re— 

spective1v to determ ine the effect on proliferation of BMSCs with different dose 5 HT(0，50，100，200，500nM)and 5 HT com— 

bined with basic fibroblast growth factor(bFGF)，platelet derived growth factor(PDGF)，and ventricular endothelial growth factor 

(VEGF)．Reversal transcript polyrnerase chain reaction(RT—PCR)was used to detect expression of mRNA of 5一HT2 receptor sub— 

tytx~．Results：The results showed that 5一卜rr significantly stimulated murine colony—form ing unit formation(CFU—F)prolifera— 

tion in a dose—dependent manner(50 to 500nM)using murine bone marrow cells( 二3)．Maxmum stimulation was obtained with 

200nM of 5 Hr(P=0．03)．The effect of 5 Hr on murine CFU—F proliferation wss compared with that of bFGF，PCGF and 

VEGF at their oDtimal dose．The stimulating activity of 5一HT was the sa／ne as that of PDGF and VEGF，but lower than that of 

bFGF．A significantly enhancing effect was observed in 5一HT plus bFGF，PDGF，and VEGF，respectively．We also found that 5一 

HT．or 5一HT plus bFGF，PDGF，and VEGF had similar effect on hum an bone marrow stromal cells proliferation．There were expres— 

sion of mRNA of 5一HT 2A．2B and 2C receptor subtypes on hum an  bone marrow stromal cells．Conclusion：These data indicate tha t 

5 HT has a sign ificant mitogenic effect on BMSCs in vitro an d enhance proliferating effect of bFGF，PDGF，and VEGF on BM ℃s． 

This effect of 5 HT on BMSCs appears to be mediated via 5 HT2 receptor subtypes． 

【Key words】5一卜rr；Bone marrow stromal cell；Receptor 

五羟色胺(serotonin，5一HT)是分子量为 176．2 

道尔顿的单胺。已报道 5一HT对平滑肌细胞和成 

纤维细胞有生长促进作用[ 。近来，5一HT被认为 

不仅是神经递质和血管活性因子，而且还可作为生长 
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主要研究方向：小儿心血管疾病诊断治疗新进展。 

因子，它代表了一类通过 G蛋白结合受体相互作 

用，而促进细胞分裂的分子[ 。我们以前的工作已 

在国际上首次证明 5一HT是一个巨核细胞生长因 

子，可能通过其细胞膜上的5一HT受体，促进巨核 

细胞的生长[引。然而，5一HT在造血细胞生长调控 

的细胞与分子机制尚有待进一步明确。5一HT对 

骨髓基质细胞 (bone marrow stromal cell，BMSC)的 
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作用还未见报道。近年研究显示 BMSC在一定条 

件下可诱导分化为多种组织细胞，为临床许多退行 

性疾 病 (如心肌梗死 ，脑梗 死等 )的治疗 带来希 

望 。本研究拟观察 5一HT对 BMSC体外培养生 

长的影响，以及BMSC表面5一HT受体的表达。为 

今后使用 5一HT诱导 BMSC的定向分化建立初步 

基础 。 

l 材料与方法 

1．1 主要材料 

5一卜rr，胎牛血浆(bovine plasm)购 自 Sigma，FGF、 

PDGF、VEGF购自Depro Tech(USA)公司，5一HT2A、2B、2C 

受体引物由Life Technologies(Pacific)Ltd合成。 

1．2 小鼠CFU—F集落培养 

BALB／c小鼠，雌性，6～l0周龄，由香港中文大学动物 

中心提供。取出小鼠股骨两端剪开，用 IMDM 培养液将骨 

髓冲到离心管。骨髓细胞经移液管打匀后，在22℃，180g离 

心 10min。用 IMDM洗涤2次，做细胞计数。 

取2×10 ／mL细胞，加入直径35mm的培养皿。共设 6 

组，1组为空 白对照，其余分别加入 0，50，100，200和 

500nmol／L浓度 5一HT，以及 50ng／ml的 bFGF，PDGF和 

VEGF，10％胎牛血清(FCS)，适量青霉素和链霉素，加 

IMDM，使总体积达 lml。培养皿置于37'U，100％湿度，5％ 

toe培养箱中培养9天，粘附细胞用吉姆萨染色，在光镜下 

计数贴壁生长的细胞集落(colony—forming unit—fibroblasti— 

cal，CFU—F)。10个细胞以上的细胞簇为一个集落 一。 

1．3 人 BMS~J细胞培养 

抽取健康自愿者骨髓(骨髓移植时的供体)，加入 15U／ 

ml的肝素管中，加 IMDM 等倍稀释，采用 Ficoll—Hypaque 

(1．077 Sweden)分离单个核细胞，用 IMDM洗涤 2次，做细 

胞计数。2×10 ／ml单个核加入同样六组培养系统培养 12 

天。在倒置显微镜下计数细胞集落(CFU—F)，比较不同组 

别的细胞生长情况。 

1．4 人 BMSC表面5一HT受体 mRNA表达 

采用RT—PCR方法 ，检测人 BMSC表面 5一HT2A、 

2B和2C受体 mRNA表达，其受体的引物序列分别为： 

5一|_rr2AF 5’一ACTCCAGAA( rAA( ：ArI1vI、一3’ 

5一H r2AR 5’一A( rAArI1]l、( )(：(：( rI'( ( C一 

3’ 

5一H_rT BF 5’ 

5 H BR 5’ 

5一帆 CF 5’ 

5 HT2CR 5’ 

ACG ( 一j 

C( TGA(X；AGCAAC~ T( TT一3’ 

COCTGTCTCTCCTGGCAATC一3’ 

TT( ，I ℃A(X AA( A(：( v】 TT(： 3’ 

1．5 统计学处理 

数据以均数±标准差(32±S)表示，采用配用 t检验进 

行分析。 

2 结 果 

2．1 五羟 色胺促进 小鼠 BMSC生长 

为了解5一HT对体外BMSC生长的影响，使用 

小鼠骨髓成纤维细胞集落(CFU F)培养技术检测 

五羟色胺(0，50，100，200，500nM)的剂量反应曲线 

结果显示 4个浓度的 5一HT均有显著促进 CFU— 

F生长(P<0．05， =5)，其中5一HT最大的作用 

剂量为 200nmol／L(P=0．03)(图 1)。 

f ．囱． ． ．豳． 
图 1 不同浓度5一HT对小鼠(、FU—F的作用 

f ．痢．图．翩．廊． ．圈．扇． 
图2 5一卜rr与 FGF，P1XSF，VEGF对小鼠CFU—F的作用 

注：5一HT(0)：5一HT浓度为 0nmol／I ；5一卜rr(200)；5 

一 卜rr浓度为200nmol／L F：FGF，50ng／ml；P：PDGF，50ng／ 

ml：V：VEGF，50ng／ml 
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图 3 5一HT对人骨髓 CFU—F的作用 

研究进一步 比较 5一HT 与 bFGF，PDGF和 

VEGF对小 鼠骨髓 CFU—F生长的影响。结果提 

示 5一HT对小鼠骨髓 CFU—F的作用与 PIX~F和 

VEGF相似，但较 bFGF弱。并且 5一HT有增强 
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bFGF，PDGF和 VEGF对小鼠BMSC体外生长的作 

用(图2)。 

2．2 5一HT促进人 BMSC生长 

五羟色胺(0，10，50，100，200，500nmol／L)对人 

BMSC体外培养的剂量反应曲线显示几个浓度的 5 
～

HT均有显著促进 CFU—F生长(P<0．05， = 

3)，其中最大的作用剂量为 200nmol／L(P=0．006) 

(图 3)。 

进一步比较 5一HT与 bfGF，PEGF和 VEGF 

对人骨髓单个核细胞生长的影响。提示 5 HT对 

人骨髓单个核细胞的作用与 bFGF，PDGF和 VEGF 

相似。并且 5 HT可显著增强 bFGF，PI33F和 

VEGF对人 BMSC中单个核细胞体外生长的作用 

(图4)。 

门
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图 4 5一FIT与 FGF，PDGF，VEGF对人骨髓 CFU—F的作用 

注：5一HT(0)：5一HT浓度为0nM；5一Hr(200)：5一Hr浓度 

为 200nM F：FGF。50ng／nfl；P：PDGF，50ng／ml；V：VEGF， 

50ng／nfl 

-l { 2 l 

图 5 人 BMSC的 5一HT受体表达 

注 ：M：marker(1kb plus DNA ladder)；1：5一HT2AR；2：5 

一 HT2BR；3：5一HT2CR；4：PDH 

2．3 人 BMSC表达 5HT2型受体 

采用 RT PCR方法，检测到人 BMSC表面有 

5一HT 2A、2B和2C受体 mRNA表达，(图 5)。提 

示5一HT可能通过BMSC表面5一HT2型受体途 

径，促进 BMSC的生长。 

3 讨 论 

研究发现骨髓间充质于细胞不仪可转化为造血 

干细胞，而且还可诱导分化为肌肉细胞、脑细胞 、肝 

脏细胞、心肌细胞和血管内皮细胞等；BMSC与造血 

干细胞不同，前者在组织受损伤时可分化为多种细 

胞类型_4 J。Fucuda等首次报道 BMSC经五氮杂胞 

苷诱导可转化为心肌细胞_6 J。证 明 BMSC在一定 

条件下具有转化为心肌细胞的潜能。 

5一HT是一分子量为 176．2道尔顿的单胺。 

人们早已知道作为一种血管活性物质和神经递质的 

5 HT在体内起着重要的作用。Nemecek等 一于 

1986年首次证明5一HT对血管平滑肌细胞增殖有 

促进作用。5一HT的丝裂原作用以后相继在成纤 

维细胞，神经细胞、系膜细胞和巨核细胞得到进一步 

证实【 ， 。5一HT在胚胎神经和心血管系统的发育 

过程起着重要的作用。研究提示 5～HT通过 5一 

HT2B受体介导，调节神经脊细胞和心肌前体细胞 

的分化，从而调控脑和心脏的发育 一。 

研究表明 5 HT至少存在 l4种受体亚型，其 

中5一HT1A、2A、lB、2B和 2C亚型的促进细胞生 

长发育作用研究较多。与心、脑发育关系密切的是 

5一HT2B受体。该受体亚型属于 G蛋白偶联受体 

家族，当 5一HT与该受体结合后，将激活 G蛋白， 

活化磷脂酶 C，引起三磷酸甘油的快速释放 ，从而导 

致细胞内钙离子水平升高，信号传导引起5一HT2B 

受体下游的 Ras和丝裂原活化蛋白酶激酶(MAPK) 

活化，最终诱导细胞进入增殖循环，促进细胞生长发 

育 J。那么，5一HT对BMSC是否亦具有生长促进 

作用呢? 

本研究证明5一HT有促进体外培养 BMSC生 

长的作用。该作用可能与BMSC表面 5一HT2型受 

体有关。提示 5一HT通过细胞表面 5一HT受体， 

参与调控机体细胞的生长发育。 

最近，Jacks和 Weinberg报道 5一HT与 TPo 

和 IL一11一样，除促进骨髓巨核细胞的生长和成熟 

外，还可抑制 NO诱导的细胞凋亡l10。 

心肌梗死等终末期心力衰竭导致心肌细胞坏死 

和功能丧失，而心脏非梗死区的心肌细胞不能再生 

重建坏死组织，陈旧梗死区心功能随时间进行性恶 

化。将胚胎心肌细胞移植人梗死区域重建心肌，是 

目前提出的一种新的治疗方案。然而由于伦理学等 

原因对胎儿组织的捐献和移植受到阻碍，而且胎儿 

心肌组织也不易获得。因此利用 5一HT促进 BM— 

SC的生长分化作用，移植 自身 BMSC至心肌坏死 
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区，并诱导其生长分化为心肌细胞替代死亡细胞 ，可 

恢复心脏功能，为根治心血管疾病的组织工程学发 

展奠定坚实的理论基础，具有重大的前期临床意义。 

(致谢：本文得到香港中文大学科学基金资助。 

感谢郑秀云女士在统计学方面给予的帮助。) 
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