
the value of behavior evaluation of the HPCT group and the appearance of GADD34 was significantly increased，and
the rate of nerve cells apoptosis decreased dramatically(P ＜ 0. 05) ． Conclusion Hypoxic preconditioning can de-
crease behavioral injury in rats hippocampus after traumatic brain injury，which might by up-regulate the appear-
ance of the hippocampus GADD34 to down-regulate hippocampus neuronalcells apoptosis to protect brain．
Key words traumatic brain injury;hypoxic preconditioning;GADD34;EＲ stress;cells apoptosis
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CSE过表达保护低氧 /无血清诱导
骨髓间充质干细胞凋亡的机制
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摘要 目的 探讨胱硫醚-γ-裂解酶(CSE)过表达保护低
氧 /无血清(H/SD)诱导骨髓间充质干细胞(MSCs)凋亡的机
制。方法 体外分离培养大鼠 MSCs，利用 H/SD 诱导 MSCs
凋亡，构建 CSE 基因的慢病毒表达载体 pLV-ZsGreen-CSE
lentivirus及空载体 pLV-ZsGreen lentivus 并感染 MCSs(分别
记为

CSE MSCs、GFPMSCs)。设立正常培养的 MSCs ( Norm MSCs
组)、CSEMSCs组、GFPMSCs组，PI染色流式细胞术检测细胞凋
亡率，Western blot法检测 CSE、Bcl-2、Bax 及细胞色素 c(Cyt
c)蛋白的表达。结果 与NormMSCs 组及GFPMSCs 组相比，CSE

MSCs组 CSE蛋白表达显著增高(P ＜ 0. 01)，在 H/SD 12 h
状态下，

CSEMSCs组凋亡率显著降低(P ＜ 0. 01)，CSEMSCs 组
Bcl-2 蛋白表达水平显著高于GFPMSCs 组及NormMSCs 组(P ＜
0. 01)，CSEMSCs 组 Bax 蛋白表达水平显著低于GFP MSCs 组
及

NormMSCs组(P ＜ 0. 01);CSEMSCs组线粒体 Cyt c 蛋白表达
水平显著高于

GFPMSCs 组及NormMSCs 组(P ＜ 0. 01)，CSEMSCs
组胞质 Cyt c蛋白表达水平显著低于GFP MSCs 组及Norm MSCs
组(P ＜ 0. 01)。NormMSCs与GFPMSCs 组上述指标比较，差异均
无统计学意义。结论 CSE过表达保护 H/SD诱导 MSCs凋
亡，其机制与抑制线粒体凋亡途径有关。
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急性心肌梗死 ( acute myocardial infarction，
AMI)及其引起的心力衰竭是严重危害人类健康的
心血管疾病

［1］。骨髓间充质干细胞(mesenchymal
stem cells，MSCs)移植已成为治疗 AMI 最有潜力的
方法之一

［2 － 3］。然而，MSCs移植早期大量死亡问题
严重制约了细胞移植的疗效

［4］。已有研究［5］表明，
心肌缺血微环境诱导的 MSCs凋亡是导致这一现象
的主要原因。
硫化氢(hydrogen sulfide，H2S)是新发现的一

种气体信号分子，在哺乳动物中，内源性 H2S 主要
由酶促反应、非酶促反应及细胞内储存硫释放 3 种
途径生成，在大多数细胞中胱硫醚-β-合酶(cystathi-
onine-β-synthase，CBS) 和胱硫醚-γ-裂解酶( cysta-
thionine-γ-lyase，CSE) 是内源性 H2S 生成的关键
酶，其以 L-半胱氨酸为底物生成 H2S

［6］。近年来，越
来越多的研究

［7 － 8］
表明，H2S 在体内发挥着调节细

胞凋亡的重要生物学功能。课题组前期研究［9］证
实，大鼠 MSCs 中存在内源性 H2S 及其合成酶 CSE
蛋白表达，CSE 过表达显著抑制低氧 /无血清(H/
SD)诱导的 MSCs 凋亡。但是其具体机制目前尚不
清楚。基于以上原因，该研究以 H/SD 模拟心肌缺
血微环境诱导 MSCs 凋亡，采用慢病毒介导的 CSE
转染 MSCs，探讨 CSE 过表达保护 H/SD 诱导 MSCs
凋亡的机制，为体内实验提供依据。

1 材料与方法

1． 1 主要试剂 低糖-DMEM 培养基(L-DMEM)、
胎牛血清(FBS)购自美国 Hyclone 公司;碘化丙叮
(PI)、0. 25%胰酶购自美国 Sigma公司;缺氧试剂购
自法国 BioMérieux sa公司;β-actin、CSE 及 Cyt C 抗
体购自美国 Santa Cruz 公司;Bcl-2、Bax 抗体购自美
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国 Bioworld公司;BCA蛋白定量试剂盒及线粒体提
取试剂盒购自江苏海门碧云天试剂公司; Lipo-
fectamine 2000 购自英国 Invitrogen 公司;Polybrene
购自美国 Chemcon公司。
1． 2 MSCs分离、培养、传代及鉴定 取成年清洁型
SD大鼠(安徽医科大学实验动物中心)，约 80 g。
断颈处死，无菌条件下取股骨及胫骨，显露骨髓腔，

用不含 FBS的 L-DMEM培养液反复冲洗骨髓腔，获
取冲洗液，以1 200 r /min 离心 5 min，弃上清液，用
15% FBS 的 L-DMEM 培养液重悬细胞，接种于 25
cm2
培养瓶中，镜下观察细胞情况，置 37 ℃、5%的

CO2 孵箱内，72 h后弃去未贴壁细胞，细胞长至培养
瓶底部约 80%时用 0． 25%的胰蛋白酶消化，1 ∶ 2
传代。取第 3 代细胞采用流式细胞仪检测细胞表达
CD44、CD90，不表达 CD34、CD45［10］，证实培养的细
胞为 MSCs，选取生长良好的第 3 代细胞进行实验。
1． 3 CSE慢病毒载体的构建、包装及感染 以 SD
大鼠 MSCs细胞基因组为模板，采用特异性 PCＲ 引
物扩增 CSE基因(NCBI Genbank号:AY_032875)的
CDS 区域序列 (上游引物: 5'-GTATGGAGGCAC-
CAACAGGT-3'，下游引物:5'-GTTGGGTTTGTGGGT-
GTTTC-3')，通过限制性酶切、连接、转化等基因克
隆技术，构建携带 CSE基因的慢病毒表达载体 pLV-
ZsGreen-CSE lentivirus 及空载体 pLV-ZsGreen lenti-
vus，将慢病毒载体和辅助包装质粒转染 293T 包装
细胞系，转染 48 h后在荧光显微镜下观察绿色荧光
蛋白表达情况以判断病毒包装的效率，收获病毒上

清液并用 0. 45 μm 低蛋白结合的滤头过滤获得病
毒悬液。2 × 106 /ml MSCs 细胞接种于 10 cm 细胞
培养皿中，培养 24 h待细胞融合度达到约 30%更换
含 polybrene的培养基，计入病毒悬液感染靶细胞
(分别记为

CSEMSCs、GFPMSCs)，病毒感染 48 h 后在
荧光显微镜下观察细胞内绿色荧光蛋白的表达情况

以判断病毒的感染效率，收取蛋白用于检测 CSE 过
表达情况。
1． 4 实验分组及处理 实验分为 3 组:正常培养的
MSCs ( Norm MSCs 组)、转 染 CSE 基 因 的 MSCs
( CSEMSCs组)、转染空载体的 MSCs( GFP MSCs 组)。
以 H/SD诱导 MSCs凋亡，具体如下:弃除原细胞培
养液，用 PBS 轻洗后加入不含 FBS 的 L-DMEM，置
于 37 ℃、5% CO2 培养箱中 30 min，随后将细胞放
入缺氧盒中，加入缺氧催化剂和缺氧指示条(BioMe'

rieux，Marcyl'Etoile，France)，密封好缺氧盒，再将缺
氧盒置于 37 ℃、5% CO2 培养箱培养 12 h。
1． 5 流式细胞仪检测 MSCs 凋亡 缺氧时间完成
后，0. 25%胰蛋白酶消化 MSCs，1 000 r /min 离心 10
min，弃上清液，PBS 清洗 2 次，70% 冰乙醇固定，
1 000 r /min离心 10 min，弃上清液，PBS 清洗 2 次，
调整细胞浓度至 1 × 106 /ml。加 50 μl ＲNase A至终
浓度为 1 g /L，37 ℃水浴 30 min，加 PI 至终浓度 5
μg /ml，过滤细胞后 4 ℃避光染色 30 min，流式细胞
仪检测各期细胞 DNA 的含量，以 DNA 直方图出现
低于 G1 期 DNA含量的亚 G1 峰的大小代表凋亡细

胞的多少。
1． 6 Western blot 法检测 MSCs 蛋白的表达 缺
氧时间完成后，裂解细胞提取总蛋白(CSE、Bcl-2 及
Bax蛋白测定)或用线粒体试剂盒分离线粒体和胞
浆蛋白(Cyt c蛋白测定)，测定蛋白含量，用 10%分
离胶、5%浓缩胶进行 SDS-PAGE 电泳，100 V 恒压
电泳 30 min，再 150 V恒压电泳 50 min。随后用 220
mA恒流转膜 2 h，将凝胶中的蛋白转移至醋酸纤维
素膜上(NC 膜)。5%脱脂奶粉室温封闭 2 h，分别
加入一抗(兔抗鼠 CSE，1 ∶ 500 稀释，兔抗鼠 Bcl-2 1
∶ 800，兔抗鼠 Bax 1 ∶ 1 000，单抗鼠 Cyt c 1 ∶ 500)，
4 ℃孵育过夜，TBST 洗膜 3 次，每次 8 min，加入二
抗(辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG，1 ∶ 2 000 稀
释)，摇床上室温孵育 2 h，TBST 洗膜 3 次，每次 8
min。以 β-actin作为内参照标化，Quantity One 软件
进行灰度测量。
1． 7 统计学处理 采用 SPSS 13. 0 进行统计学分
析，计量资料采用 珋x ± s 表示，多组间比较采用方差
分析(ANOVA)，进一步比较采用 SNK-q 法，以 P ＜
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 大鼠MSCs的生长 倒置显微镜下，从骨髓分
离的原代 MSCs 接种后贴壁生长，细胞为圆形或类
圆形，1 周后细胞大部分为椭圆形、多角形，传代后，
细胞形态显示为均匀的长梭型。见图 1。
2． 2 CSE过表达MSCs系的建立 Western blot结
果显示，与

Norm MSCs 组及GFP MSCs 组相比，CSE MSCs
组 CSE 蛋白表达明显增加 ( F = 334. 233，P ＜
0. 01)，GFPMSCs组与NormMSCs 组比较差异无统计学
意义。见图 2。
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图 1 大鼠MSCs的形态 × 10

A:原代 MSCs(P0);B:第 3 代 MSCs(P3)

2． 3 CSE过表达对 H/SD 诱导 MSCs 凋亡的影响
流式细胞仪检测结果显示: 与

GFP MSCs 组及
NormMSCs组相比，在 H/SD 12 h 状态下，CSE MSCs 组
凋亡率显著降低(F = 159. 964，P ＜ 0. 01)，GFPMSCs
组与

NormMSCs组比较差异无统计学意义。见图 3。
2． 4 CSE 过表达对 H/SD 作用下 MSCs Bcl-2、
Bax及 Cyt c蛋白表达的影响 在 H/SD 12 h 状态
下，

CSEMSCs组 Bcl-2 蛋白表达水平显著高于GFPMSCs
组及

NormMSCs组(F = 11. 309，P ＜ 0. 01)，CSEMSCs 组
Bax蛋白表达水平显著低于GFPMSCs组及NormMSCs组
(F = 79. 420，P ＜ 0. 01);CSE MSCs 组线粒体 Cyt c
［Cyt c(mito)］蛋白表达水平显著高于GFP MSCs 组
及

NormMSCs组(F = 40. 550，P ＜ 0. 01)，CSEMSCs 组胞
质 Cyt c［Cyt c ( cyto)］蛋白表达水平显著低于
GFPMSCs组及Norm MSCs 组(F = 14. 954，P ＜ 0. 01)。
NormMSCs与GFPMSCs 组上述指标比较，差异均无统计

学意义。见图 4。

图 2 CSE转染MSCs后各组 CSE蛋白表达水平
A:Western blot检测过表达 CSE 后 MSCs 中 CSE 蛋白表达;B:

Quantity One软件对 A 图条带进行灰度值分析;与Norm MSCs 组及
GFPMSCs比较:＊＊P ＜ 0. 01

3 讨论

细胞凋亡是一种特殊形式的程序性细胞死亡。
已有研究

［5］
表明，体外模拟心肌缺血微环境即 H/

SD可通过线粒体凋亡途径而非死亡受体途径诱导

图 3 CSE过表达对 H/SD诱导MSCs凋亡的影响
A:流式细胞仪 PI染色法检测 MSCs凋亡;B:对 A图条带进行量

化分析;与NormMSCs及GFPMSCs比较:＊＊P ＜ 0. 01
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图 4 CSE过表达对 H/SD作用下MSCs Cyt c、

Bcl-2、Bax蛋白表达的影响
A:Western blot 检测过表达 CSE 后 MSCs 中 Bcl-2、Bax 及 Cyt c

蛋白表达;B:Quantity One 软件对 A 图条带进行灰度值分析;与
NormMSCs及GFPMSCs比较:＊＊P ＜ 0. 01

MSCs凋亡。本研究首先建立 H/SD 诱导 MSCs 凋
亡模型，结果显示，与对照组相比，MSCs凋亡率显著
增高，表明 H/SD能够诱导 MSCs 凋亡，这与既往研
究
［11］
结果相一致。而CSEMSCs组细胞凋亡率显著低

于
GFPMSCs组及Norm MSCs 组，提示 CSE 过表达保护

H/SD诱导 MSCs凋亡。Cyt c从线粒体向细胞质中
释放被推测是细胞凋亡过程中线粒体主要事件之

一，正常情况下，Cyt c位于线粒体膜间隙，呈电稳定
性地结合于线粒体内膜，当细胞收到凋亡刺激时，线

粒体膜通透性发生改变，Cyt c 从细胞间隙进入胞
质，释放入胞质的 Cyt c 最终引起凋亡蛋白酶
caspase的级联反应，导致细胞凋亡［12］。本研究结
果显示，在 H/SD 12 h状态下，CSEMSCs组 Cyt c(mi-

to)蛋白表达水平显著高于GFPMSCs组及NormMSCs组，
而

CSEMSCs组 Cyt c(cyto)蛋白表达水平显著低于GFP

MSCs组及Norm MSCs 组，GFP MSCs 组与Norm MSCs 组比
较差异无统计学意义，表明 CSE 过表达能明显抑制
H/SD诱导 MSCs Cyt c从线粒体向细胞质中释放。
在细胞凋亡分子生物学的研究

［13］
中显示，Bc1-

2 基因家族蛋白是线粒体凋亡途径主要调节因子之
一，其中促凋亡蛋白包括 Bax、Bak 和 Bid 等(Bax 组
蛋白)，抑凋亡蛋白包括 Bcl-2、Bc1-x 等(Bc1-2 组蛋
白)，两者的平衡在决定细胞的生存中起着重要作

用。Bcl-2 能和 Bax 形成二聚体阻止 Bax 插入线粒
体外膜，保护线粒体电位，调节细胞内 Ca2 +

的自稳

状态和氧化还原状态来抑制凋亡
［14］。Bax 在线粒

体及胞质之间来回穿梭，一旦到达线粒体外膜将被

Bc1-x拖回至胞质中，具体机制尚不清楚，但被 Bcl-x
或其它的抗凋亡 Bcl-2 蛋白送至胞质这种方式能确
保 Bax不能在线粒体外膜大量积累至一定量后而触
发凋亡

［15］。本研究结果显示，CSE MSCs 组 Bcl-2 蛋
白表达水平显著高于

GFP MSCs 组及Norm MSCs 组，
而

CSEMSCs 组 Bax 蛋白表达水平显著低于GFP MSCs
组及

NormMSCs组，GFPMSCs组与NormMSCs 组比较差异
无统计学意义。以上结果表明，CSE 过表达可通过
抑制线粒体凋亡途径保护 H/SD诱导 MSCs凋亡。
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Abstract Objective To explore the mechanisms of cystathionine-γ-lyase(CSE) overexpression protecting mesen-
chymal stem cells(MSCs) from hypoxia and serum deprivation(H/SD)-induced apoptosis． Methods Ｒat bone
marrow MSCs were isolated and cultured in vitro． MSCs were treated with H /SD as an apoptosis model． Plv-Zs-
Green-CSE lentivirus and Plv-ZsGreen lentivus vector were constructed and transfected to MSCs( CSEMSCs and GFPM-
SCs) ． The cells were divided into NormMSCs group(normal cultured MSCs)，CSEMSCs group，GFPMSCs group． Apop-
tosis of cells was detected by using flow cytometry analysis，Western blot were utilized to determine the protein lev-
els of Cyt c，Bcl-2，Bax after H /SD treatment in MSCs． Ｒesults CSE overexpression was mediated by lentiviral
transduction in MSCs． Compared with GFPMSCs or NormMSCs group，CSE protein expression in CSEMSCs group was
higher markedly(P ＜ 0. 01) ． Afterward，the modified MSCs were treated under H /SD for 12 h． Compared with GF-

PMSCs or NormMSCs group． CSEMSCs group had a significant lower proportion of apoptosis(P ＜ 0. 01) ． Bcl-2 protein
expressionin CSEMSCs group was markedly upregulated compared with GFPMSCs or NormMSCs group(P ＜ 0. 01) ． Bax
protein expression in CSEMSCs group was significantly downregulated compared with GFPMSCs or NormMSCs group(P
＜ 0. 01) ． Furthermore，we found that CSEMSCs group decreased significantly cytochrome c accumulation in the cy-
tosol compared with NormMSCs group or GFPMSCs group(P ＜ 0. 01) ． Above parameters were similar between GFPMSCs
and NormMSCs group． Conclusion CSE overexpression protects mesenchymal stem cells from hypoxia and serum
deprivation-induced apoptosis via attenuaion of the mitochondrial apoptpsis pathway．
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