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骨髓间充质干细胞对制动大鼠骨骼肌细胞
Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ 蛋白表达的影响
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【摘要】 　 目的　 观察早期注射骨髓间充质干细胞(ＢＭＳＣｓ)对制动大鼠骨骼肌细胞 Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ 蛋白表达

的影响ꎮ 方法　 取幼龄大鼠(８０~１００ ｇ)胫骨和股骨ꎬ分离培养大鼠 ＢＭＳＣｓꎮ 用可塑性石膏制备右下肢管型固

定肌萎缩模型ꎬ根据随机数字表法将 ２４ 只大鼠分成假手术组、干细胞组、磷酸缓冲液(ＰＢＳ)组ꎬ干细胞组大鼠

下肢制动 ４８ ｈ 后于比目鱼肌局部多点注射 １×１０６ 个 ＢＭＳＣｓꎻＰＢＳ 组大鼠下肢制动 ４８ ｈ 后注射等量 ＰＢＳꎻ假手

术组大鼠下肢包裹相同重量石膏且不限制关节活动ꎬ４８ ｈ 后注射等量 ＰＢＳꎬ１４ ｄ 后各组大鼠拆除石膏取标本

分析ꎮ 结果　 培养中的大鼠 ＢＭＳＣｓ 以梭形细胞为主ꎬ呈放射状排列的细胞集落ꎬ细胞生长旺盛ꎬ可连续稳定

传代 １０ 代以上ꎮ 实验中第 ４ 代 ＢＭＳＣｓ 表面标志 ＣＤ４４、ＣＤ９０ 均呈阳性表达ꎬ阳性率分别为 ９５.８４％、９６.００％ꎬ
而 ＣＤ３４、ＣＤ４５ 阳性率极低ꎮ 与假手术组大鼠比目鱼肌中 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达量[(０.１４±０.１１)、(０.８１±
０.０６)]比较ꎬ干细胞组和 ＰＢＳ 组 Ｂａｘ 蛋白表达量[(０.４１±０.０８)、(０.６３±０.１０)]明显升高ꎬ两组 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达

量[(０.４７±０.１４)、(０.２２±０.１３)]明显降低ꎻ干细胞组中 Ｂａｘ 蛋白的表达水平较 ＰＢＳ 组低ꎬＢｃｌ￣２ 蛋白的表达水

平显著增高ꎬ差异有明显统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 制动大鼠骨骼肌早期注射 ＢＭＳＣｓꎬ可引起抗凋亡蛋白

Ｂｃｌ￣２ 表达水平上调、促凋亡蛋白 Ｂａｘ 表达水平下调ꎮ
【关键词】 　 间充质干细胞ꎻ　 固定ꎻ　 骨骼肌ꎻ　 Ｂａｘꎻ　 Ｂｃｌ￣２
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ (ＢＭＳＣｓ) ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ￣
２ ａｎｄ Ｂａｘ ｉｎ ａｔｒｏｐｈｉｅｄ ｍｕｓｃｌｅｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｉｍｍａｔｕｒｅ ｒａｔｓ (８０ ~ １００ ｇ) ｗｅｒｅ ａｎｅｓｔｈｅｔｉｚｅｄ ｔｏ ｃｏｌｌｅｃｔ ｍａｒｒｏｗ ｆｒｏｍ
ｔｈｅｉｒ ｆｅｍｕｒｓ ａｎｄ ｔｉｂｉａｓ. ＢＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｍａｒｒｏｗꎬ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ａｄ￣
ｈｅｒｅｎｃｅ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅｉｒ ｒｉｇｈｔ ｈｉｎｄｌｉｍｂｓ ｗｅｒｅ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｔｈｉｇｈ ｔｏ ｔｈｅ ｐａｗ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｋｎｅｅ ｉｎ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ
ａｎｋｌｅ ｉｎ ｐｌａｎｔａｒ ｆｌｅｘｉｏｎ. Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇꎬ ２４ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｌｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｓｈａｍ￣ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ａ ＢＭＳＣ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ａ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎ (ＰＢＳ) ｇｒｏｕｐꎬ ｅａｃｈ ｏｆ ８. Ｔｈｅ ＢＭＳＣ ａｎｄ ＰＢＳ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｅｉｔｈｅｒ
ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ １０６ ＢＭＳＣｓ ｏｒ ａｎ ｅｑｕａｌ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ＰＢＳ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｂｅｌｌｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｌｅｕｓ ｍｕｓｃｌｅ ａｆｔｅｒ ｔｈｅｙ ｈａｄ ｂｅｅｎ ｉｍｍｏｂｉ￣
ｌｉｚｅｄ ｆｏｒ ４８ ｈｏｕｒｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｄｉｄ ｎｏｔ ｕｎｄｅｒｇｏ ａｎｙ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｅｘｃｅｐｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＢＳ. Ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅ
ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓａｃｒｉｆｉｃｅｄ ｆｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｆｔｅｒ １４ ｄａｙｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ＢＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｓｐｉｎｄｌｅ ｃｅｌｌｓꎬ ｓｈｏｗｉｎｇ ｒａｄｉａｌ ｃｏｌｏｎｙ
ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ. Ｔｈｅｙ ｇｒｅｗ ｖｉｇｏｒｏｕｓｌｙ ａｎｄ ｃｏｕｌｄ ｐａｓｓａｇｅ ｉｎ ａ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ａｎｄ ｓｔａｂｌｅ ｍａｎｎｅｒ ｏｖｅｒ １０ ｐａｓｓａｇｅｓ. Ａｔ ｔｈｅ ４ｔｈ
ｐａｓｓａｇｅ ｔｈｅ ＢＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｆｏｒ ＣＤ４４ (９５. ８４％) ａｎｄ ＣＤ９０ (９６. ００％)ꎬ ｂｕｔ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｆｏｒ ＣＤ３４ ａｎｄ ＣＤ４５.
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｓｓａｙ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｉｎ ｇｒｅｙ￣ｓｃａｌｅ ｖａｌｕｅ (０.４１±０.０８)
ｉｎ ｔｈｅ ＢＭＳＣ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ＰＢＳ ｇｒｏｕｐ (０.６３±０.１０)ꎬ ｂｕｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (０.１４±０.１１) ｏｎ ａｖｅｒａｇｅ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ￣２ (０.４７±０.１４) ｗａｓ ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ
ＢＭＳＣ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ＰＢＳ ｇｒｏｕｐ (０.２２±０.１３)ꎬ ｂｕｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (０.８１±０.０６).
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｃａｎ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉ￣ａｐｏｐｔｏｔｉｃ Ｂｃｌ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｈｅｎ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｅａｒｌｙ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｂｅｌｌｙ ｏｆ ａ ｍｕｓｃｌｅ ｉｎ ａｎ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｌｉｍｂ.
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　 　 肢体固定是临床上一种常用的治疗手段ꎬ由此带 来的骨骼肌废用性萎缩严重影响着疾病的治疗和运动
功能康复ꎮ 研究表明ꎬ制动会引起肌肉生理、生化及生
物力学等方面发生改变ꎬ从而导致功能下降[１]ꎮ 同时
还会伴随肌细胞大量凋亡、肌重量降低、肌纤维缩短
等[２]ꎮ 而抑制肌细胞凋亡能有效减缓制动所引起的
肌萎缩及纤维化过程[３]ꎮ 抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ￣２ 和促凋亡

􀅰１０４􀅰中华物理医学与康复杂志 ２０１７ 年 ６ 月第 ３９ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｊｕｎｅ ２０１７ꎬ Ｖｏｌ. ３９ꎬ Ｎｏ.６



蛋白 Ｂａｘ 是 Ｂ 淋巴细胞瘤￣２ 家族的重要成员ꎬ作用分
别为抑制细胞凋亡和促进细胞凋亡ꎬ被认为是细胞凋
亡的核心调控因子[４]ꎮ 研究发现ꎬ骨骼肌萎缩后ꎬ会
出现大量肌细胞凋亡并伴随有凋亡易感基因 Ｂｃｌ￣２ 和
Ｂａｘ 表达的变化ꎬ提示 Ｂｃｌ￣２ 和 Ｂａｘ 蛋白参与了肌萎缩
的全过程[５]ꎮ

骨髓间充质干细胞(ｂｏｎｅ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ
ＢＭＳＣｓ)具有多向分化潜能ꎬ能促进骨、软骨、肌肉、韧
带、肌腱、脂肪等间充质组织再生[６￣８]ꎮ 有研究报道ꎬ在
大鼠骨骼肌缺血性损伤模型中ꎬＢＭＳＣｓ 能有效减少受
损肌细胞的进一步凋亡[９]ꎮ 但有关 ＢＭＳＣｓ 对制动大
鼠骨骼肌中抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ￣２ 和促凋亡蛋白 Ｂａｘ 表达
影响的研究尚鲜见报道ꎬ仍需要深入研究ꎮ 本研究利
用可塑性石膏管型制作大鼠比目鱼肌萎缩模型ꎬ模拟
骨骼肌废用性萎缩ꎬ在大鼠制动早期注射 ＢＭＳＣｓꎬ观
察其对 Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ 蛋白表达的影响ꎮ

材料与方法

一、实验动物
选取清洁级健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ２４ 只ꎬ体重

２８０~３００ ｇꎻ６~８ 周幼龄大鼠 ５ 只ꎬ体重 ８０ ~ １００ ｇꎮ 所
有动物均购自青岛市药检所ꎬ采取自然光照ꎬ自由进食
喂养ꎬ适应 １ 周后制作模型ꎮ

二、实验试剂与仪器
α￣ＤＭＥＭ 培养基ꎬｈｙｃｌｏｎｅ 胎牛血清ꎬ胰蛋白酶、青

霉素、链霉素购于 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ ＣＤ３４、 ＣＤ４４、 ＣＤ４５、
ＣＤ９０ 抗体(美国产)ꎬＢｃｌ￣２ 抗体、Ｂａｘ 抗体、ＨＲＰ 标记
羊抗兔 ＩｇＧ 二抗(美国产)ꎬ倒置显微镜(日本产)ꎬ
ＵＶＰ 凝胶成像系统、流式细胞仪(美国产)ꎮ

三、ＢＭＳＣｓ 的原代分离培养及纯化
选取 ５ 只 ６~８ 周幼龄大鼠(８０~１００ ｇ)行 ８％水合

氯醛腹腔内注射麻醉后ꎬ无菌条件下取出股骨和胫骨ꎬ
剪掉股骨和胫骨的骨骺端ꎬ 露出骨髓腔ꎬ 用添加
１００ Ｕ / ｍＬ青霉素、链霉素的 α￣ＤＭＥＭ 培养基冲出骨
髓ꎬ 反 复 吹 打 将 冲 出 的 骨 髓 制 成 单 细 胞 悬 液ꎬ
１０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ接种于 ２５ ｃｍ２ 培养瓶
中ꎬ置３７ ℃、ＣＯ２ 饱和湿度培养箱中培养ꎮ ２ ｄ 后进行
首次换液ꎬ清除非贴壁细胞ꎬ以后每 ３ ｄ 全量更换新鲜
培养基ꎮ 待细胞铺满培养瓶底至细胞融合成单层、密
度至 ８０％~９０％时ꎬ用 ０.２５％胰酶消化ꎬ１ ∶ ３ 的比例进
行传代培养ꎮ

四、ＢＭＳＣｓ 鉴定
通过流式细胞仪检测细胞表面标记ꎬ鉴定所取细

胞ꎮ 具体过程如下:细胞传至 ４ 代时ꎬ选取生长状态良
好细胞ꎬ０.２５％胰酶消化ꎬ４ ℃离心ꎬ１２００ ｒ / ｍｉｎꎬ５ ｍｉｎꎬ
用磷酸盐缓冲液( ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬＰＢＳ)清

洗细胞 ３ 次ꎬ各管依次加入单克隆抗体 ＣＤ３４、ＣＤ４４、
ＣＤ４５、ＣＤ９０ꎮ 同时每管样品设立未加抗体的阴性对
照ꎮ 避光冰上孵 ３０ ｍｉｎꎬ用 ＰＢＳ 洗涤细胞 ３ 次ꎬ用
５００ μＬ ＰＢＳ 重悬细胞ꎬ通过流式细胞仪进行检测分
析ꎮ

五、动物实验分组及模型制备
根据随机数字表法将 ２４ 只大鼠分成假手术组、干

细胞组、ＰＢＳ 组ꎮ 干细胞组和 ＰＢＳ 组大鼠右下肢采用
石膏固定法制动 １４ ｄꎬ假手术组不制动ꎬ下肢捆绑同重
量石膏、但不限制关节活动ꎬ１４ ｄ 后各组大鼠解除右后
肢石膏固定ꎬ取标本分析ꎮ 模型制备过程如下:大鼠行
８％水合氯醛腹腔内注射麻醉后ꎬ在其右侧后肢踝关节
及腹股沟等血管容易受压处ꎬ衬 １ 层薄厚适宜的棉垫ꎬ
通过可塑性石膏绷带将大鼠右下肢固定ꎬ足趾屈
１２０°ꎬ膝关节伸直ꎬ使比目鱼肌处于缩短位[１０]ꎮ 最后
在最外层的石膏上面涂抹苦味酸ꎬ防止动物对石膏的
撕咬ꎮ 在制动期间ꎬ密切注意观察动物肢体的末梢血
液循环及石膏固定情况ꎬ发现有水肿、溃疡或石膏松脱
者立即中止该动物的实验ꎮ 大鼠单笼饲养ꎬ饲养室室
温保持在 ２０ ~ ２５ ℃ꎬ人工控制室内照明ꎬ每昼夜均保
持 １２ ｈ 光照与黑暗循环交替ꎮ

六、间充质干细胞移植
造模成功后 ４８ ｈꎬ干细胞组及 ＰＢＳ 组所有大鼠麻醉

后ꎬ除去可塑性石膏ꎮ 干细胞组大鼠比目鱼肌局部多点
注射 ＢＭＳＣｓꎻ假手术组和 ＰＢＳ 组大鼠比目鱼肌注射等
量磷酸缓冲液 ＰＢＳꎮ 具体操作过程如下:消化已经准备
好的 ４ 代 ＢＭＳＣｓꎬ并计数ꎬ将每 １×１０６ 个 ＢＭＳＣｓ 重悬于
５０ μｌ 无菌生理盐水中ꎬ于干细胞组大鼠右侧比目鱼肌
肌腹多点注射 ５０ μｌ 间充质干细胞悬液ꎬ假手术组和
ＰＢＳ 组大鼠于相同位置注入等体积的 ＰＢＳ 缓冲液ꎮ

七、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测
取所需肌肉组织剪碎后移入含有蛋白酶抑制剂的

裂解液中ꎬ用匀浆机打匀ꎬ离心后取上清ꎮ 加 Ｌｏａｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ 缓冲液配制样品ꎬ沸水浴 ９５ ℃、５ ｍｉｎꎬ使蛋白变
性得蛋白样品ꎮ 经 ７.５％的聚丙烯酰胺凝胶(ｐｏｌｙａｃｒｙｌ￣
ａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬＰＡＧＥ)行电泳 １.５ ~ ２ ｈꎬ电压
１１０ Ｖꎮ 用湿转法将蛋白从十二烷基磺酸钠( ｓｏｄｉｕｍ
ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅꎬＳＤＳ)—ＰＡＧＥ 胶上转移到聚偏二氟乙
烯膜(ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬＰＶＤＦ)上ꎬ转膜 ２ ｈꎮ 转移
后的 ＰＶＤＦ 膜浸入 ５％脱脂奶粉封闭液中ꎬ室温摇床
４５ ｍｉｎꎮ 兔抗鼠 Ｂｃｌ￣２ 抗体 ( １ ∶ １０００)、 Ｂａｘ 抗体
(１ ∶ １０００)４ ℃轻微振摇过夜ꎮ 用含 ５％脱脂奶粉的洗
涤液洗膜 ３ 遍ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ加入辣根过氧化物酶标记
的羊抗兔 ＩｇＧ 抗体(１ ∶ １００００)ꎬ室温振荡 ２ ｈꎬ洗膜ꎮ
经凝胶成像系统显影ꎬ通过 ＩｍａｇｅＪ Ｖ１.３６ 软件分析条
带灰度测得实验结果ꎮ
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注:ａ、ｂ、ｃ 分别为 ＢＭＳＣｓ 在原代培养 ２４ ｈ 后、首次换液后、传至第三代后图像

图 １　 ＢＭＳＣｓ 培养纯化的形态学图像

　 　 八、统计学方法
数据采用 ＳＰＳＳ １７.０ 版软件分析处理ꎬ结果采用

(ｘ－±ｓ)形式表示ꎮ 组间比较采用单因素方差分析ꎬ组
间两 两 比 较 用 最 小 显 著 差 异 法 ( ｌｅａｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅꎬＬＳＤ)检验ꎬＰ<０.０５表示差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、ＢＭＳＣｓ 培养、扩增和鉴定
原代培养 ２４ ｈ 后有少量细胞贴壁ꎬ漂浮细胞较

多ꎬ大多为血细胞ꎮ ２ ｄ 后首次换液ꎬ可见散在的贴
壁细胞ꎬ呈短梭形、椭圆形、三角形等ꎮ 以后每隔 ３ ｄ
换液ꎮ ３ ~ ７ ｄ 后贴壁细胞增多ꎬ逐渐伸展呈多角形、
长梭形ꎬ详见图 １ꎮ 随着培养、换液的进行ꎬ血细胞等
非贴壁细胞基本去除ꎬ细胞形成集落单位ꎮ ７ ~ １２ ｄ
细胞铺满瓶底 ８０％ ~ ９０％ꎮ 以 １ ∶ ３ 传代ꎬ以后 ５ ~
６ ｄ传代 １ 次ꎮ 流式细胞仪检测第 ４ 代 ＢＭＳＣｓ 表面
标记ꎬＣＤ４４、ＣＤ９０ 表达阳性ꎬＣＤ３４、ＣＤ４５ 表达近乎
阴性ꎬ详见图 ２ꎮ ＣＤ４４ 和 ＣＤ９０ 的阳性率分别为
９５.８４％、９６.００％ꎮ

二、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测凋亡蛋白 Ｂａｘ、抗凋亡蛋白
Ｂｃｌ￣２ 的表达

各组大鼠比目鱼肌 Ｂａｘ、Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达量详见表
１、图 ３ꎮ 与假手术组比较ꎬ干细胞组和 ＰＢＳ 组比目鱼
肌中 Ｂａｘ 蛋白表达量明显升高ꎬ差异有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎮ 与 ＰＢＳ 组比较ꎬ干细胞组中 Ｂａｘ 蛋白的表
达明显降低ꎬ差异有明显统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ

表 １　 各组大鼠比目鱼肌 Ｂａｘ、Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达量与内参相对值

比较(ｘ－±ｓ)

组别　 只数 Ｂａｘ / ＧＡＰＤＨ Ｂｃｌ￣２ / ＧＡＰＤＨ

假手术组 ８ ０.１４±０.１１ ０.８１±０.０６
干细胞组 ８ ０.４１±０.０８ａ ０.４７±０.１４ａ

ＰＢＳ 组 ８ ０.６３±０.１０ｂ ０.２２±０.１３ｂ

　 　 注:与假手术组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与干细胞组比较ꎬｂＰ<０.０５

　 　 注:ａ、ｂ、ｃ 和 ｄ 分别为流式细胞仪检测 ＢＭＳＣｓ 表面标记物

ＣＤ４４ＰＥ、ＣＤ９０ＦＩＴＣ、ＣＤ３４ＰＥ 和 ＣＤ４５ＦＩＴＣ 的图像ꎻｅ 为 ＣＤ９０ＦＩＴＣ 标

记 ＢＭＳＣｓ 的免疫荧光图ꎻｆ 为 ＣＤ４４ＰＥ 标记 ＢＭＳＣｓ 的免疫荧光图

图 ２　 大鼠 ＢＭＳＣｓ 表面标志物的表达情况

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组凋亡蛋白 Ｂａｘ 及抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ￣２ 的表达

与假手术组比较ꎬ干细胞组和 ＰＢＳ 组比目鱼肌中
Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达量明显降低ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<
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０.０５)ꎮ 与 ＰＢＳ 组比较ꎬ干细胞组比目鱼肌中 Ｂｃｌ￣２ 蛋
白表达量显著增高ꎬ差异有明显统计学意义 ( Ｐ<
０.０５)ꎮ

讨　 　 论

骨骼肌具有很强的适应能力ꎬ在负重和废用的条
件下ꎬ会发生肥大和萎缩等适应性改变[１１]ꎮ 废用性肌
萎缩常伴大量肌细胞的凋亡ꎬ这可能是导致肌肉重量
和肌横截面积减小的主要因素[１２]ꎮ 肌肉修复的过程
实际上是肌细胞凋亡与再生之间的竞争过程ꎮ 骨骼肌
损伤后强调早期修复ꎬ纤维化时间越长ꎬ完全康复的可
能性越小[１３]ꎮ 动物实验报道ꎬ悬吊大鼠后肢 １４ ｄ 后ꎬ
肌细胞核发生明显固缩及碎裂ꎬ显示肌细胞大量凋亡
的发生[１４]ꎮ 细胞凋亡等因素共同作用引起骨骼肌结
构和功能异常ꎬ导致肌束的短缩或重量减少ꎬ是导致骨
骼肌萎缩甚至纤维化的重要原因ꎮ 本实验对制动大鼠
早期注射 ＢＭＳＣｓꎬ观察其对骨骼肌中抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ￣２
和促凋亡蛋白 Ｂａｘ 表达的影响ꎮ

骨髓中除含有能分化成各种血细胞的造血干细胞
外ꎬ还存在产生非造血组织的间充质干细胞ꎬ因其比较
容易贴壁和形成成纤维样的细胞集落ꎬ故又称为贴壁
细胞ꎮ 实验中我们采用间充质干细胞贴壁法ꎬ取大鼠
股骨和胫骨中骨髓分离培养ꎬ培养皿中多为贴壁细胞
与非贴壁杂质细胞的混合物ꎬ还含有较多血细胞ꎮ ２ ｄ
后首次换液ꎬ镜下可见较多短梭形、三角形细胞贴壁生
长等ꎮ 随着培养、换液的进行ꎬ多角形ꎬ长梭形贴壁细
胞逐渐增多ꎮ 在此过程中非贴壁的杂细胞基本被除
去ꎮ 我们采用流式细胞仪对大鼠 ＢＭＳＣｓ 第 ４ 代的
ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ４４ 和 ＣＤ９０ 等 ４ 个表面抗原标志进行
了鉴定ꎬ结果显示培养的细胞均显示出间充质干细胞
的特性ꎬＣＤ３４ 和 ＣＤ４５ 等造血干细胞表面标志抗原表
达阴性ꎬ而 ＣＤ４４ 和 ＣＤ９０ 等间充质干细胞表面标志抗
原表达阳性ꎮ 而大鼠 ＢＭＳＣｓ 已被证实 ＣＤ４４、ＣＤ９０ 等
表面标志抗原表达较多ꎬＣＤ４５、ＣＤ３４ 等表面标志抗原
表达较少[１５]ꎮ 国内外文献已有大量报道ꎬ在一定的诱
导条件下ꎬＢＭＳＣｓ 具有向成骨细胞、脂肪细胞、骨骼
肌、软骨细胞平滑肌、肌腱细胞、心肌细胞等中胚层细
胞分化的能力[１６￣１７]ꎮ 同时可以向外胚层的星形胶质
细胞、神经元、血管内皮细胞等分化[１８]ꎮ ＢＭＳＣｓ 跨系、
甚至跨胚层横向分化的可塑性及其强大的分化潜能ꎬ
使其为组织修复提供了可能性ꎮ ＢＭＳＣｓ 还可调控某
些蛋白的表达ꎬ抑制骨骼肌细胞凋亡的发生与发展ꎬ其
机制可能是损伤的肌细胞通过刺激 ＢＭＳＣｓ 分泌某些
细胞活性因子ꎬ作用于肌细胞ꎬ进而调节细胞内凋亡信
号通路蛋白的含量[１９]ꎬ但具体机制仍待探讨ꎮ

骨骼肌细胞的凋亡主要通过以下两种途径激活:

一是死亡受体途径ꎬ已知的死亡受体 ＴＮＦＲ￣１、Ｆａｓ、
ＤＲ３、ＤＲ４ 和 ＤＲ５ 属于肿瘤坏死因子受体超家族ꎬ胞
外有一个富含半胱氨酸的结构域ꎬ胞浆区有一由同源
氨基酸残基构成的结构ꎬ有蛋白水解功能ꎬ称“死亡区
域”(ｄｅａｔｈ ｄｏｍａｉｎꎬＤＤ)ꎻ二是线粒体途径ꎬＢｃｌ￣２ 家族
控制着线粒体外膜和内膜的通透性ꎬ其中 Ｂｃｌ￣２ 和 Ｂａｘ
蛋白是此通路的中心环节[２０]ꎮ 而线粒体途径在骨骼
肌细胞凋亡中发挥着更为重要的作用ꎬ一直是研究的
重点领域之一ꎮ 实验中ꎬ我们也发现 ＰＢＳ 组大鼠比目
鱼肌中 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达水平较假手术组和干细胞组明
显降低ꎬ而 Ｂａｘ 蛋白的表达水平明显增加ꎮ Ｂａｘ 作为
凋亡上调基因促进凋亡发生ꎬＢｃｌ￣２ 作为下调基因抑制
凋亡发生ꎮ 腾金龙等[２１] 发现间充质干细胞可有效减
少脓毒症大鼠心肌细胞的凋亡、挽救濒死的心肌细胞ꎬ
其机制可能是通过上调抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ￣２ 表达水平ꎬ
下调凋亡蛋白 Ｂａｘ、含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解
酶的表达水平ꎬ进而抑制心肌细胞凋亡ꎮ 张哲等[２２] 在
心肌梗死犬心肌内进行 ＢＭＳＣｓ 移植ꎬ其结果显示
ＢＭＳＣｓ可通过 Ｆａｓ、ＦａｓＬ 蛋白的减少ꎬＢｃｌ￣２ 蛋白的增多
来调节梗死区及周围心肌细胞凋亡的数量ꎮ 国内外学
者对间充质干细胞防止心肌细胞凋亡方面的研究较
多ꎬ但对其防止四肢骨骼肌细胞凋亡方面的研究甚
少[２３￣２４]ꎮ

综上所述ꎬＢＭＳＣｓ 可调控制动大鼠骨骼肌中 Ｂｃｌ￣
２、Ｂａｘ 蛋白的表达水平ꎬ这可能与抑制骨骼肌细胞凋
亡密切相关ꎮ ＢＭＳＣｓ 技术作为一种新兴的治疗手段ꎬ
已得到国内外专家的广泛关注ꎮ 从最初细胞的分离诱
导培养ꎬ到如今众多的动物体内实验ꎬＢＭＳＣｓ 应用于
骨骼肌细胞凋亡的研究已得到了广泛重视ꎮ
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ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｕｎｌｏａｄｉｎｇ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｕｓｃｌｅ
ａｔｒｏｐｈｙ ｉｎ ｍｉｃｅ[Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１２ꎬ７(１):ｅ３０３４８.ＤＯＩ: １０.１３７１ /
ｊｏｕｒｎａｌ.ｐｏｎｅ.００３０３４８.

[２４] Ａｌｗａｙ ＳＥꎬ Ｂｅｎｎｅｔｔ ＢＴꎬ Ｗｉｌｓｏｎ ＪＣꎬｅｔ ａｌ. Ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ￣３￣ｇａｌｌａｔｅ
ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｐｌａｎｔａｒｉｓ ｍｕｓｃｌｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｆｔｅｒ ｄｉｓｕｓｅ ｉｎ ａｇｅｄ ｒａｔｓ[ Ｊ] . Ｅｘｐ
Ｇｅｒｏｎｔｏｌꎬ２０１４ꎬ５０(２): ８２￣９４.ＤＯＩ: １０.１０１６ / ｊ.ｅｘｇｅｒ.２０１３.１１.０１１.

(修回日期:２０１７￣０４￣０３)
(本文编辑:凌　 琛)

􀅰外刊撷英􀅰
Ｂａｒｉｃｉｔｉｎｉｂ ｖｅｒｓｕｓ ａｄａｌｉｍｕｍａｂ ｆｏｒ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ

ＢＡＣＫＧＲＯＵＮＤ ＡＮＤ ＯＢＪＥＣＴＩＶＥ Ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ (ＲＡ) ｉｓ ａ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｄｉｓｅａｓｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｅｖｅｒｅ ｄｉｓａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｉｎ￣
ｃｒｅａｓｅｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ. Ａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｊａｎｕｓ Ｋｉｎａｓｅｓ (ＪＡＫ) ａｒｅ ｋｎｏｗｎ ｔｏ ｐｌａｙ ａ ｐｉｖｏｔａｌ ｒｏｌｅ ｉｎ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｆｏｒ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｔｈａｔ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ
ｉｍｐｌｉｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｏｆ ＲＡ. Ｂａｒｉｃｉｔｉｎｉｂ ｉｓ ａｎ ｏｒａｌｌｙ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｔｈａｔ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＪＡＫ１ ａｎｄ
ＪＡＫ２. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂａｒｉｃｉｔｉｎｉｂ ｗｉｔｈ ａ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ａｌｐｈａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒꎬ ａｄａｌｉｍｕｍａｂꎬ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＲＡ.

ＭＥＴＨＯＤＳ Ａｄｕｌｔ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ａｃｔｉｖｅ ＲＡꎬ ｗｉｔｈ ｉｎａｄｅｑｕａｔｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ ｔｏ ｒｅｃｅｉｖｅ ｂａｒｉｃｉｔｉｎｉｂꎬ ４ ｍｇ ｏｎｃｅ
ｄａｉｌｙꎬ ａｄａｌｉｍｕｍａｂꎬ ４０ ｍｇ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｅｖｅｒｙ ｏｔｈｅｒ ｗｅｅｋ ｏｒ ｏｒａｌ ｐｌａｃｅｂｏ. Ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｅｎｄｐｏｉｎｔꎬ ｂａｒｉｃｉｔｉｎｉｂ ｗａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐｌａｃｅｂｏ
ａｎｄ ａｄａｌｉｍｕｍａｂ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｔ ｗｅｅｋ １２ ｗｉｔｈ ａ ２０％ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｃｒｉｔｅｒｉａ ｏｆ ｔｈｅ Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｒｈｅｕｍａｔｏ￣
ｌｏｇｙ (ＡＣＲ２０ ｒｅｓｐｏｎｓｅ).

ＲＥＳＵＬＴＳ Ｓｕｂｊｅｃｔｓ ｗｅｒｅ １ꎬ３０５ ｐａｔｉｅｎｔｓꎬ ｗｉｔｈ ４８８ ｉｎ ｔｈｅ ｐｌａｃｅｂｏ ｇｒｏｕｐꎬ ４８７ ｉｎ ｔｈｅ ｂａｒｉｃｉｔｉｎｉｂ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ３３０ ｉｎ ｔｈｅ ａｄａｌｉｍｕｍａｂ
ｇｒｏｕｐ. Ａｔ ｗｅｅｋ １２ꎬ ｔｈｅ ＡＣＲ２０ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｗｅｒｅ ７０％ ｆｏｒ ｂａｒｉｃｉｔｉｎｉｂ ａｎｄ ６１％ ｆｏｒ ａｄａｌｉｍｕｍａｂ (Ｐ＝ ０.０１). Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｂａｒｉｃｉｔｉｎｉｂ ｗａｓ ｓｕｐｅｒｉｏｒ
ｔｏ ａｄａｌｉｍｕｍａｂ ｉｎ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｄｉｓｅａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｔ ｗｅｅｋ １２ꎬ ａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｄｉｓｅａｓｅ Ａｃｔｉｖｉｔｙ Ｓｃｏｒｅ ｆｏｒ ２８ Ｊｏｉｎｔｓ (ＤＡＳ２８) ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ
ｈｉｇｈ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｃ￣ｒｅａｃｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ (ｐ<０.００１). Ａ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｄｉｏｇｒａｐｈｉｃ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｆｏｒ ｂｏｔｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ
ｐｌａｃｅｂｏ ａｔ ｗｅｅｋｓ ２４ ａｎｄ ５２.

ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ａｎｄ ｉｎａｄｅｑｕａｔｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ａｎ ｏｒａｌ ｄｏｓｅ ｏｆ
ｂａｒｉｃｉｔｉｎｉｂ ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｉｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｇｒｅａｔｅｒ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｔｈａｎ ｐｌａｃｅｂｏ ｏｒ ａｄａｌｉｍｕｍａｂ.

【摘自:Ｔａｙｌｏｒ ＰＣꎬ Ｋｅｙｓｔｏｎｅ ＥＣꎬ ｖａｎ ｄｅｒ Ｈｅｉｊｄｅ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂａｒｉｃｉｔｉｎｉｂ ｖｅｒｓｕｓ ｐｌａｃｅｂｏ ｏｒ ａｄａｌｉｍｕｍａｂ ｉｎ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ. Ｎ Ｅｎｇｌ Ｊ
Ｍｅｄꎬ ２０１７ꎬ ３７６(７): ６５２￣６６２.】
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