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【摘要】 目的 探讨低物质的量浓度过氧化氢预处理对小鼠骨髓间充质干细胞（BMSC）氧化应

激性凋亡的作用及其机制。 方法 采用实验研究方法。通过全骨髓培养法从 2只 2周龄雄性

BALB/c小鼠中分离培养 BMSC，鉴定后取第 3~7代对数生长期细胞进行实验。将细胞按随机数字表

法（分组方法下同）分为用相应终物质的量浓度过氧化氢处理的 0 μmol/L过氧化氢组（即不加入过氧

化氢，下同）、25 μmol/L过氧化氢组、50 μmol/L过氧化氢组、100 μmol/L过氧化氢组、150 μmol/L过氧

化氢组、200 μmol/L过氧化氢组、250 μmol/L过氧化氢组、300 μmol/L过氧化氢组，培养 24 h后，用流式

细胞术检测细胞凋亡率（样本数为 4）。将细胞分为用相应终物质的量浓度过氧化氢处理的 0 μmol/L
过氧化氢组、25 μmol/L过氧化氢组、50 μmol/L过氧化氢组、100 μmol/L过氧化氢组，培养 24 h后，用蛋

白质印迹法检测 B淋巴细胞瘤-2（Bcl-2）、Bcl-2相关 X蛋白（Bax）的蛋白表达，计算 Bcl-2/Bax比值（样

本数为 3）。将细胞分为用相应终物质的量浓度过氧化氢处理的 0 μmol/L过氧化氢组、25 μmol/L过氧

化氢组、50 μmol/L过氧化氢组、100 μmol/L过氧化氢组、200 μmol/L过氧化氢组、300 μmol/L过氧化氢

组，培养 24 h后，用蛋白质印迹法检测糖原合成酶激酶-3β（GSK-3β）及磷酸化 GSK-3β（p-GSK-3β）的

蛋白表达（样本数为 3）。将细胞分为用相应终物质的量浓度过氧化氢处理的 0 μmol/L过氧化氢组、

50 μmol/L过氧化氢组、300 μmol/L过氧化氢组，以及预先加入 50 μmol/L过氧化氢刺激 12 h再加入

300 μmol/L过氧化氢的过氧化氢预处理组，培养 24 h后，用倒置荧光显微镜（非荧光条件）和免疫荧光

法观察细胞形态和生长情况，用流式细胞术检测细胞凋亡率，用蛋白质印迹法检测 Bcl-2、Bax、胱天蛋

白酶 3（caspase-3）、caspase-9、剪切型 caspase-3、剪切型 caspase-9、GSK-3β及 p-GSK-3β蛋白表达，计

算 Bcl-2/Bax比值，样本数均为 3。对数据进行单因素方差分析、Bonferroni检验。 结果 培养 24 h
后，与 0 μmol/L过氧化氢组比较，25 μmol/L过氧化氢组、50 μmol/L过氧化氢组、100 μmol/L过氧化氢

组细胞的凋亡率均无明显变化（P>0.05），150 μmol/L过氧化氢组、200 μmol/L过氧化氢组、250 μmol/L
过氧化氢组、300 μmol/L过氧化氢组细胞凋亡率均明显上升（P<0.01）。培养 24 h后，与 0 μmol/L过氧

化氢组比较，25 μmol/L过氧化氢组、50 μmol/L过氧化氢组细胞 Bcl-2/Bax比值均明显增加（P<0.05或
P<0.01），100 μmol/L过氧化氢组细胞 Bcl-2/Bax比值显著减少（P<0.05）。培养 24 h后，与 0 μmol/L过

氧化氢组比较，25 μmol/L过氧化氢组、50 μmol/L过氧化氢组细胞 GSK-3β蛋白表达均无明显变化（P>
0.05），p-GSK-3β蛋白表达均显著增加（P<0.01）；100 μmol/L过氧化氢组细胞 GSK-3β、p-GSK-3β蛋白
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表达均无明显变化（P>0.05）；200 μmol/L过氧化氢组、300 μmol/L过氧化氢组细胞 GSK-3β蛋白表达

均明显增加（P<0.05），p-GSK-3β蛋白表达均显著减少（P<0.05）。培养 24 h后，0 μmol/L过氧化氢组

与 50 μmol/L过氧化氢组细胞形态及生长情况相近，均正常，与之相比，300 μmol/L过氧化氢组细胞变

小、变圆，细胞突起变短或消失，细胞核出现空化，细胞脱落明显增多；过氧化氢预处理组大部分细胞

形态正常，细胞脱落少于 300 μmol/L 过氧化氢组，细胞核形态正常。培养 24 h后，4组间细胞

caspase-9蛋白表达相近（P>0.05）。与 0 μmol/L过氧化氢组比较，50 μmol/L过氧化氢组细胞凋亡率以

及剪切型 caspase-9、caspase-3、剪切型 caspase-3的蛋白表达均无明显变化（P>0.05），Bcl-2/Bax比值明

显增加（P<0.05）；300 μmol/L过氧化氢组细胞凋亡率显著升高（P<0.01），剪切型 caspase-9、caspase-3、
剪切型 caspase-3蛋白表达均明显增加（P<0.01），Bcl-2/Bax比值明显减少（P<0.05）。与 300 μmol/L过

氧化氢组比较，过氧化氢预处理组细胞凋亡率显著下降（P<0.01），剪切型 caspase-9、caspase-3、剪切型

caspase-3的蛋白表达均明显减少（P<0.05或 P<0.01），Bcl-2/Bax比值显著增加（P<0.01）。培养 24 h
后，0 μmol/L过氧化氢组、50 μmol/L过氧化氢组、300 μmol/L 过氧化氢组、过氧化氢预处理组细胞

GSK-3β、p-GSK-3β蛋白表达分别为 1.09±0.14、0.62±0.17、1.35±0.21、0.74±0.34，0.68±0.03、0.85±0.08、
0.38±0.10、0.54±0.09。与 0 μmol/L过氧化氢组比较，50 μmol/L过氧化氢组细胞 p-GSK-3β蛋白表达明

显增加（P<0.05）；300 μmol/L过氧化氢组细胞 GSK-3β蛋白表达明显增加（P<0.05），p-GSK-3β蛋白表

达明显减少（P<0.01）。与 300 μmol/L过氧化氢组比较，过氧化氢预处理组细胞 GSK-3β蛋白表达明显

减少（P<0.01），p-GSK-3β蛋白表达明显增加（P<0.01）。 结论 50 μmol/L可能是过氧化氢预处理

小鼠 BMSC的最佳物质的量浓度，50 μmol/L过氧化氢预处理通过抑制 GSK-3β活性对抗线粒体途经

的氧化应激性凋亡。
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质干细胞
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【Abstract】 Objective To investigate the effects and mechanism of hydrogen peroxide (HP)
pretreatment with low molarity on oxidative stress induced apoptosis of mouse bone marrow mesenchymal
stem cells (BMSCs). Methods The experimental research methods were used. BMSCs were isolated and
cultured from two 2-week-old male BALB/c mice by the whole bone marrow culture method. The 3rd − 7th
passages of cells in logarithmic growth phase were used for the experiments after identification. According to
the random number table (the same grouping method below), the cells were divided into 0 μmol/L HP group
(without HP, the same below), 25 μmol/L HP group, 50 μmol/L HP group, 100 μmol/L HP group, 150 μmol/L
HP group, 200 μmol/L HP group, 250 μmol/L HP group, and 300 μmol/L HP group in which cells were
treated by the corresponding final molarity of HP, respectively. The apoptosis rate was detected by flow
cytometry (n=4) after 24 hours of culture. The cells were divided into 0 μmol/L HP group, 25 μmol/L HP
group, 50 μmol/L HP group, and 100 μmol/L HP group in which cells were treated by the corresponding
final molarity of HP, respeclively. After 24 hours of culture, the protein expressions of B-lymphoma-2
(Bcl-2) and Bcl-2-related X protein (Bax) were detected by Western blotting, and the Bcl-2/Bax ratio was
calculated (n=3). The cells were divided into 0 μmol/L HP group, 25 μmol/L HP group, 50 μmol/L HP
group, 100 μmol/L HP group, 200 μmol/L HP group, and 300 μmol/L HP group in which cells were treated
by the corresponding final molarity of HP, respectively. After 24 hours of culture, the protein expressions of
glycogen synthase kinase-3β (GSK-3β) and phosphorylated GSK-3β (p-GSK-3β) were detected by Western
blotting (n=3). The cells were divided into 0 μmol/L HP group, 50 μmol/L HP group, and 300 μmol/L HP
group in which cells were treated by the corresponding final molarity of HP, respeclively, and HP
pretreatment group with 50 μmol/L HP being added in advance for 12 h and then 300 μmol/L HP being
added. After 24 hours of culture, the morphology and growth of cells were observed by inverted fluorescence
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microscopy (non-fluorescent condition) and immunofluorescence method, the apoptosis rate was detected by
flow cytometry, the protein expressions of Bcl-2, Bax, cysteine aspartic acid specific protease-3 (caspase-3),
caspase-9, cleavage caspase-3, cleavage caspase-9, GSK-3β, and p-GSK-3β were detected by Western
blotting, and the Bcl-2/Bax ratio was calculated, with all the number of samples being 3. Data were
statistically analyzed with one-way analysis of variance and Bonferroni test. Results After 24 hours of
culture, compared with that in 0 μmol/L HP group, the apoptosis rate of cells did not change significantly in
25 μmol/L HP group, 50 μmol/L HP group, or 100 μmol/L HP group (P>0.05) but increased significantly in
150 μmol/L HP group, 200 μmol/L HP group, 250 μmol/L HP group, and 300 μmol/L HP group (P<0.01).
After 24 hours of culture, compared with that in 0 μmol/L HP group, the Bcl-2/Bax ratio of cells increased
significantly in 25 μmol/L HP group and 50 μmol/L HP group (P<0.05 or P<0.01) but decreased
significantly in 100 μmol/L HP group (P<0.05). After 24 hours of culture, compared with those in 0 μmol/L
HP group, the protein expression of GSK-3β in cells showed no significant change in 25 μmol/L HP group
and 50 μmol/L HP group (P>0.05), the protein expressions of p-GSK-3β in cells significantly increased in
25 μmol/L HP group and 50 μmol/L HP group (P<0.01), the protein expressions of GSK-3β and p-GSK-3β
in cells in 100 μmol/L HP group showed no significant change (P>0.05), the protein expressions of GSK-3β
in cells in 200 μmol/L HP group and 300 μmol/L HP group were significantly increased (P<0.05). but the
protein expression of p-GSK-3β in cells in 200 μmol/L HP group and 300 μmol/L HP group was
significantly decreased (P<0.05). After 24 hours of culture, the morphology and growth of cells in 0 μmol/L
HP group and 50 μmol/L HP group were similar and normal; in contrast, the cells in 300 μmol/L HP group
became smaller and round, with the cell protrusions being shorter or disappeared, the nucleus being
cavitated, and the cell abscission being increased significantly; the morphology of most cells in HP
pretreatment group was normal, with the shedding of cells being less than that in 300 μmol/L HP group, and
the morphology of nucleus being normal. After 24 hours of culture, the protein expression of caspase-9 was
similar among the four groups (P>0.05). Compared with that in 0 μmol/L HP group, the apoptosis rate and
the protein expressions of cleavage caspase-9, caspase-3, and cleavage caspase-3 of cells in 50 μmol/L HP
group showed no significant changes (P>0.05), the Bcl-2/Bax ratio of cells in 50 μmol/L HP group increased
significantly (P<0.05), the apoptosis rate and the protein expressions of cleavage caspase-9, caspase-3, and
cleavage caspase-3 of cells in 300 μmol/L HP group were significantly increased (P<0.01), while the Bcl-2/Bax
ratio of cells in 300 μmol/L HP group was significantly decreased (P<0.05). Compared with those in 300 μmol/L
HP group, the apoptosis rate and the protein expressions of cleavage caspase-9, caspase-3, and cleavage
caspase-3 of cells were significantly decreased in HP pretreatment group (P<0.05 or P<0.01), while the
Bcl-2/Bax ratio of cells was significantly increased in HP pretreatment group (P<0.01). After 24 hours of
culture, the protein expressions of GSK-3β and p-GSK-3β of cells in 0 μmol/L HP group, 50 μmol/L HP
group, 300 μmol/L HP group, and HP pretreatment group were 1.09±0.14, 0.62±0.17, 1.35±0.21, 0.74±
0.34, 0.68±0.03, 0.85±0.08, 0.38±0.10, and 0.54±0.09, respectively. Compared with those in 0 μmol/L HP
group, the protein expression of p-GSK-3β of cells was significantly increased in 50 μmol/L HP group (P<
0.05) but significantly decreased in 300 μmol/L HP group (P<0.01), while the protein expression of GSK-3β
of cells was significantly increased in 300 μmol/L HP group (P<0.05). Compared with those in 300 μmol/L
HP group, the protein expression of GSK-3β of cells was significantly decreased in HP pretreatment group
(P<0.01), while the protein expression of p-GSK-3β of cells was significantly increased in HP pretreatment
group (P<0.01). Conclusions The molarity of 50 μmol/L may be the optimal molarity of HP to pretreat
mouse BMSCs, and 50 μmol/L HP pretreatment can antagonize mitochondrial pathway of oxidative stress
induced apoptosis by inhibiting the activity of GSK-3β.

【Key words】 Stem cells; Hydrogen peroxide; Oxidative stress; Apoptosis; Glycogen
synthase kinases; Bone marrow mesenchymal stem cells
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到目前为止，干细胞的应用已经几乎涉及人体

所有的重要组织器官，由此成为继临床药物治疗、

手术治疗后的第 3种疾病治疗途径［1⁃3］。大量研究证

实，间充质干细胞（MSC）可用于老化相关性疾病、免

疫相关性疾病以及创伤组织的再生修复等疾病的

治疗，成为这些难治性疾病治疗的希望［4⁃7］。然而，

临床实践和动物实验显示，移植的干细胞在靶器官/
组织中大量凋亡［4⁃8］，并由此降低了干细胞治疗效

率。研究证实活性氧诱导的氧化应激损伤是引起

干细胞老化和移植后凋亡的主要原因［9⁃11］，而对干细

胞进行预处理是提高干细胞在氧化应激微环境中

存活的重要策略［12］。既往研究报道应用低物质的

··258



中华烧伤与创面修复杂志 2022 年 3 月第 38 卷第 3 期 Chin J Burns Wounds, March 2022, Vol. 38, No. 3

量浓度过氧化氢预处理干细胞能显著降低移植干

细胞在损伤组织/器官中的凋亡率［12⁃15］，但其相关分

子机制并不清楚。

预处理干细胞主要是通过上调与细胞存活、迁

移、抗氧化相关的蛋白、转录因子、酶类的表达，或

活化相关的信号通路，从而激发细胞内源性保护机

制以增强细胞抵抗凋亡的能力［15⁃16］。糖原合成酶激

酶-3β（GSK-3β）是一种在所有细胞内普遍表达的丝

氨酸/苏氨酸激酶，在氧化应激诱导的线粒体凋亡途

经启动中发挥着“开关”样作用，抑制 GSK-3β活性

可以阻止或减轻氧化应激诱导的细胞凋亡，对细胞

产生保护作用［17⁃19］。因此，本课题组推测低物质的

量浓度过氧化氢可能通过调控 GSK-3β活性对干细

胞发挥抗氧化应激保护作用。本研究拟观察不同

物质的量浓度的过氧化氢对小鼠骨髓 MSC（BMSC）
凋亡及凋亡相关蛋白表达的影响，并探讨低物质的

量浓度过氧化氢预处理对 BMSC抗氧化应激的作用

及其分子机制。

1 材料与方法

本研究经过陆军军医大学动物伦理委员会批

准，批号：AMUWEC2020807。
1. 1 动物及主要试剂与仪器来源

2只 2周龄雄性健康清洁级 BALB/c小鼠，体重

10~12 g，由陆军特色医学中心实验动物中心提供，

许可证号：SYXK（渝）2017-0002。
DMEM/F12培养基购自美国 HyClone公司，胎

牛血清、D-Hanks缓冲液、TrypLETM胰蛋白酶替代物

购 自 美 国 Gibco 公 司 ，兔 抗 小 鼠 B 淋 巴 细 胞

瘤 -2（Bcl-2）多克隆抗体、兔抗小鼠 Bcl-2相关 X蛋

白（Bax）多克隆抗体、兔抗小鼠 GSK-3β多克隆抗

体、兔抗小鼠磷酸化 GSK-3β（p-GSK-3β）多克隆抗

体、兔抗小鼠胱天蛋白酶 9（caspase-9）多克隆抗体、

兔抗小鼠剪切型 caspase-9多克隆抗体、兔抗小鼠

caspase-3多克隆抗体、兔抗小鼠剪切型 caspase-3多
克隆抗体和兔抗小鼠 β肌动蛋白单克隆抗体均购自

美国 Cell Signaling Technology公司，辣根过氧化物

酶（HRP）标记的山羊抗兔 IgG抗体购自杭州联科生

物技术股份有限公司，二辛丁酸蛋白测定试剂盒购

自上海碧云天生物技术有限公司，膜联蛋白Ⅴ-异硫

氰酸荧光素（FITC）/碘化丙啶细胞凋亡检测试剂盒

购自江苏凯基生物技术股份有限公司，增强化学发

光（ECL）试剂购自美国Millipore公司。

3111 型 二 氧 化 碳 培 养 箱 购 自 美 国 Thermo
Forma公司，Axiorert 200型倒置荧光显微镜购自德

国 Zeiss公司，1240型 UVmini紫外分光光度计购自

日本岛津公司，Geldoc 2000TM型凝胶成像仪购自美

国 Bio-Rad公司，NovoCyteTM型流式细胞仪购自艾森

生物（杭州）有限公司。

1. 2 小鼠 BMSC的分离与培养

采用全骨髓培养法分离培养 BMSC。将 2只

BALB/c小鼠颈椎脱臼处死后，用体积分数 75%乙醇

浸泡 5~10 min。取出双侧股骨、胫骨，放入盛有 PBS
的培养皿中。用眼科镊子和眼科剪将骨头上的肌

肉组织清除干净，并剪除股骨、胫骨骨骺两端少量

骨组织。无菌注射器吸入 2 mL DMEM/F12培养基，

针尖插入骨骺端剪开的小口，将骨髓冲到无菌培养

皿中，制成细胞悬液。将细胞悬液转入无菌培养

瓶，轻轻摇晃使细胞均匀分布在瓶底，置于 37 ℃、含

体积分数 5%二氧化碳培养箱中培养。24 h后首次

全量换液，去掉悬浮细胞及组织碎片，以后隔天换

液 1 次 。 待 细 胞 生 长 至 近 80% 融 合 时 ，应 用

TrypLETM胰蛋白酶替代物消化，按每皿 1×106个的密

度接种于直径为 6 cm的培养皿中，置于细胞培养箱

中传代培养，经鉴定［20］后，选择第 3～7代对数生长

期 BMSC进行后续实验。

1. 3 不同浓度过氧化氢对 BMSC凋亡、凋亡相关蛋

白表达及信号通路靶蛋白的影响

1. 3. 1 流式细胞术检测细胞凋亡率 将细胞以

每孔 4×104个的密度接种于 12孔板（细胞凋亡率检

测的细胞接种器皿与密度下同）中，用 DMEM/F12培
养基（培养基下同）培养。按随机数字表法（分组方

法下同）将细胞分为 0 μmol/L过氧化氢组、25 μmol/L
过氧化氢组、50 μmol/L过氧化氢组、100 μmol/L过

氧化氢组、150 μmol/L过氧化氢组、200 μmol/L过氧

化氢组、250 μmol/L过氧化氢组、300 μmol/L过氧化

氢组（每组 4孔），分别于培养基中加入终物质的量

浓度为 0（即不加入过氧化氢）、25、50、100、150、
200、250、300 μmol/L过氧化氢。培养 24 h后，收集

各孔中悬浮的和贴壁的细胞，用 PBS洗涤 2次，弃去

上清液，加入 200 μL结合缓冲液重新悬浮细胞，然

后依次加入 2 μL膜联蛋白Ⅴ -FITC和 2 μL碘化丙

啶混匀。室温避光反应 15 min，1 h内采用流式细胞

仪检测细胞凋亡率。本实验重复 3次，取最具代表

性 的 1 次 结 果 进 行 展 示（重 复 次 数 及 展 示 方 式

下同）。
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1. 3. 2 蛋白质印迹法检测细胞凋亡相关蛋白及信

号通路靶蛋白表达

1. 3. 2. 1 Bcl-2/Bax比值 将细胞以每皿 5×105个
的密度接种于直径 6 cm培养皿（蛋白质检测的细胞

接种器皿与密度下同）中培养。将细胞分为 0 μmol/L
过氧化氢组、25 μmol/L过氧化氢组、50 μmol/L过氧

化氢组、100 μmol/L过氧化氢组（每组 3皿），分别于

培 养 基 中 加 入 终 物 质 的 量 浓 度 为 0、25、50、
100 μmol/L过氧化氢。培养 24 h后，提取各皿细胞

总蛋白，用二辛丁酸蛋白测定试剂盒检测蛋白质浓

度。各皿取 50 μg总蛋白上样，行十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，半干法转膜，50 g/L脱脂

牛 奶 封 闭 2 h。 分 别 加 入 以 下 一 抗 ：兔 抗 小 鼠

Bcl-2多克隆抗体、兔抗小鼠 Bax多克隆抗体（稀释

比均为 1∶1 000）和兔抗小鼠 β肌动蛋白单克隆抗体

（稀释比为 1∶10 000），4 ℃摇床上孵育过夜。次日

洗膜，加入 HRP标记的山羊抗兔 IgG二抗（稀释比为

1∶10 000），室温孵育 2~3 h。采用 ECL法显色，用凝

胶成像仪采集图像。采用 Image J 1. 8. 0图像分析

软件（美国国立卫生研究院）对目的蛋白（Bcl-2与
Bax）和 β肌动蛋白（内参照）条带行灰度值分析，以

两者比值代表目的蛋白表达的相对量，同时计算

Bcl-2/Bax比值。

1. 3. 2. 2 GSK-3β与 p-GSK-3β蛋白 将细胞分

为 0 μmol/L过氧化氢组、25 μmol/L过氧化氢组、

50 μmol/L 过氧化氢组、100 μmol/L 过氧化氢组、

200 μmol/L过氧化氢组、300 μmol/L过氧化氢组（每

组 3皿），分别于培养基中加入终物质的量浓度为 0、
25、50、100、200、300 μmol/L过氧化氢。培养 24 h
后，同 1. 3. 2. 1 采用蛋白质印迹法检测 GSK-3β、
p-GSK-3β蛋白表达。一抗为兔抗小鼠 GSK-3β多

克隆抗体、兔抗小鼠 p-GSK-3β多克隆抗体（稀释比

均为 1∶1 000），内参照与二抗及稀释比同前。

1. 4 低物质的量浓度过氧化氢预处理对 BMSC氧

化应激的作用

1. 4. 1 细胞形态和生长观察 将 BMSC以每孔

4×104 个的密度接种于 12孔板中，分为 0 μmol/L过

氧化氢组、50 μmol/L过氧化氢组、300 μmol/L过氧

化氢组和过氧化氢预处理组（每组 1孔），前 3组细

胞分别于培养基中加入终物质的量浓度为 0、50、
300 μmol/L过氧化氢培养 24 h；过氧化氢预处理组

细胞先加入终物质的量浓度 50 μmol/L过氧化氢培

养 12 h预处理细胞后，弃去上清液，再加入终物质

的量浓度为 300 μmol/L的过氧化氢培养 24 h。在

400倍倒置荧光显微镜（非荧光条件）下对每组细胞

形态进行观察并拍照后，将各组细胞用 40 g/L多聚

甲醛室温固定 15 min，用 3 g/L聚乙二醇辛基苯基醚

作用 5 min，用体积分数 10%山羊血清在 37 ℃下作

用 30 min，甩 干 多 余 血 清 ，10 μg/mL 4'，6-二 脒

基-2-苯基吲哚（DAPI）染核，甘油封片，在 400倍倒

置荧光显微镜下观察细胞核形态情况。

1. 4. 2 细胞凋亡率检测 同 1. 4. 1进行细胞分

组与处理，同 1. 3. 1采用流式细胞术细胞凋亡率。

1. 4. 3 细胞凋亡相关蛋白与信号通路靶蛋白表

达 同 1. 4. 1 进行细胞分组与处理，同 1. 3. 2 采

用蛋白质印迹法检测 Bcl-2、Bax、caspase-3、剪切型

caspase-3、caspase-9、剪 切 型 caspase-9、GSK-3β、
p-GSK-3β 蛋 白 表 达 ，计 算 Bcl-2/Bax 比 值 。 除

1. 3. 2 中 一 抗 外 ，另 加 入 以 下 一 抗 ：兔 抗 小 鼠

caspase-9多克隆抗体、兔抗小鼠剪切型 caspase-9多
克隆抗体、兔抗鼠 caspase-3多克隆抗体、兔抗鼠剪

切型 caspase-3多克隆抗体（稀释比均为 1∶1 000），

内参照与二抗及稀释比同前。

1. 5 统计学处理

采用 SPSS 24. 0统计软件进行数据分析，计量

资料数据均符合正态分布，用 x̄ ± s表示，组间总体

比较采用单因素方差分析 ，组间两两比较采用

Bonferroni检验（软件自动略去该统计量值），P<
0. 05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 不同物质的量浓度过氧化氢对 BMSC凋亡的

影响

培养 24 h后，8组间细胞凋亡率总体比较，差异

有统计学意义（F=84. 27，P<0. 001）。与 0 μmol/L过

氧化氢组比较，25 μmol/L过氧化氢组、50 μmol/L过

氧化氢组、100 μmol/L过氧化氢组细胞凋亡率均无

明显变化（P=0. 747、0. 361、0. 638），150 μmol/L过

氧化氢组、200 μmol/L过氧化氢组、250 μmol/L过氧

化氢组、300 μmol/L过氧化氢组细胞凋亡率均显著

升高（P<0. 001）。见图 1。
2. 2 不同物质的量浓度过氧化氢对 Bcl-2/Bax比值

的影响

培养 24 h后，4组间细胞 Bcl-2/Bax比值总体比

较，差异有统计学意义（F=11. 65，P=0. 003）。与

0 μmol/L过氧化氢组比较，25 μmol/L过氧化氢组、
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50 μmol/L过氧化氢组细胞 Bcl-2/Bax比值明显增加

（P=0. 030、0. 002），100 μmol/L 过 氧 化 氢 组 细 胞

Bcl-2/Bax比值显著减少（P=0. 046）。见图 2。

2. 3 不 同 物 质 的 量 浓 度 过 氧 化 氢 对 BMSC 的

GSK-3β活性的影响

培养 24 h后，6组间细胞 GSK-3β、p-GSK-3β蛋

白表达总体比较，差异均有统计学意义（F=5. 18、
15. 38，P=0. 038、<0. 001）。与 0 μmol/L过氧化氢组

比较，25 μmol/L过氧化氢组、50 μmol/L过氧化氢

组、100 μmol/L过氧化氢组细胞 GSK-3β蛋白表达均

无明显变化（P=0. 581、0. 372、0. 091），200 μmol/L
过氧化氢组、300 μmol/L过氧化氢组细胞 GSK-3β蛋

白表达均明显增加（P=0. 044、0. 037）。与 0 μmol/L
过氧化氢组比较，25 μmol/L过氧化氢组、50 μmol/L
过氧化氢组细胞 p-GSK-3β蛋白表达均明显增加

（P<0. 001、P=0. 005），100 μmol/L过氧化氢组细胞

p-GSK-3β 蛋 白 表 达 无 明 显 变 化（P=0. 094），

200 μmol/L过氧化氢组、300 μmol/L过氧化氢组细

胞 p-GSK-3β 蛋 白 表 达 均 明 显 减 少（P=0. 049、
0. 049）。见图 3。

2. 4 低物质的量浓度过氧化氢预处理对 BMSC氧

化应激的作用

2. 4. 1 细胞形态和生长 培养 24 h后，0 μmol/L
过氧化氢组细胞贴壁生长，呈短梭形或圆形，细胞

核呈圆形且大小均匀。与 0 μmol/L过氧化氢组比

较，50 μmol/L过氧化氢组细胞和细胞核形态没有明

显变化；300 μmol/L过氧化氢组细胞细胞质收缩，细

胞体积变小，细胞突起变短或消失，细胞变圆，DAPI

注：Bcl-2为 B淋巴细胞瘤-2，Bax为 Bcl-2相关 X蛋白，条带图

上方和条图横坐标下 1、2、3、4均分别指 0 μmol/L过氧化氢组、

25 μmol/L过氧化氢组、50 μmol/L过氧化氢组、100 μmol/L过氧

化氢组；与 0 μmol/L过氧化氢组比较，aP<0.05，bP<0.01
图 2 蛋白质印迹法检测 4个物质的量浓度过氧化氢组小鼠骨

髓间充质干细胞培养 24 h后 Bcl-2与 Bax蛋白表达。2A.条带

图；2B.Bcl-2/Bax比值条图（样本数为 3，x̄ ± s）

注：p-GSK-3β为磷酸化糖原合成酶激酶-3β，GSK-3β为糖原合

成酶激酶-3β，条带图上方和条图横坐标下 1、2、3、4、5、6均分

别指 0 μmol/L过氧化氢组、25 μmol/L过氧化氢组、50 μmol/L过
氧化氢组、100 μmol/L过氧化氢组、200 μmol/L过氧化氢组、

300 μmol/L过氧化氢组；与 0 μmol/L过氧化氢组比较，aP<0.01，
bP<0.05
图 3 蛋白质印迹法检测 6个物质的量浓度过氧化氢组小鼠骨

髓间充质干细胞培养 24 h后 GSK-3β与 p-GSK-3β蛋白表达。

3A.条带图；3B.条图（样本数为 3，x̄ ± s）

注：横坐标下 1、2、3、4、5、6、7、8分别指 0 μmol/L过氧化氢

组、25 μmol/L过氧化氢组、50 μmol/L过氧化氢组、100 μmol/L
过氧化氢组、150 μmol/L过氧化氢组、200 μmol/L 过氧化氢

组、250 μmol/L过氧化氢组、300 μmol/L过氧化氢组；与

0 μmol/L过氧化氢组比较，aP<0.01
图 1 8个物质的量浓度过氧化氢组小鼠骨髓间充质干细

胞培养 24 h后细胞凋亡率比较（样本数为 4，x̄ ± s）
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染色显示细胞核出现空化，染色质流入细胞质内使

得细胞质蓝染（形成类似印戒细胞样形态），细胞脱

落明显增多；过氧化氢预处理组大部分细胞形态正

常，细胞脱落少于 300 μmol/L过氧化氢组，细胞核形

态正常，未见细胞质蓝染。见图 4。
2. 4. 2 细胞凋亡率 培养 24 h后，0 μmol/L过氧

化氢组、50 μmol/L 过氧化氢组、300 μmol/L过氧化

氢组、过氧化氢预处理组细胞凋亡率分别为（1. 01±
0. 08）%、（1. 50±1. 14）%、（30. 33±1. 83）%、（7. 94±
1. 14）%，组间总体比较，差异有统计学意义（F=
510. 35，P<0. 001）。与 0 μmol/L过氧化氢组比较，

50 μmol/L过氧化氢组细胞凋亡率无明显变化（P=
0. 580），300 μmol/L过氧化氢组细胞凋亡率显著升

高（P<0. 001）；与 300 μmol/L过氧化氢组比较，过氧

化氢预处理组细胞凋亡率显著下降（P<0. 001）。

2. 4. 3 Bcl-2/Bax比值和 caspase蛋白活性 培

养 24 h后，4组间细胞 Bcl-2/Bax比值总体比较，差异

有统计学意义（F=11. 50，P=0. 003）。与 0 μmol/L过

氧 化 氢 组 比 较 ，50 μmol/L 过 氧 化 氢 组 细 胞 的

Bcl-2/Bax比值明显增加（P=0. 029），300 μmol/L过

氧化氢组细胞 Bcl-2/Bax比值明显减少（P=0. 014）；

与 300 μmol/L过氧化氢组比较，过氧化氢预处理组

细胞 Bcl-2/Bax比值显著增加（P=0. 007）。4组间细

胞 caspase-9蛋白表达总体比较，差异无统计学意义

（F=2. 30，P=0. 154）；4组间细胞剪切型 caspase-9、

caspase-3、剪切型 caspase-3蛋白表达总体比较，差

异均有统计学意义（F=14. 24、9. 36、5. 40，P=0. 001、
0. 005、0. 025）。与0 μmol/L过氧化氢组比较，50 μmol/L
过氧化氢组细胞剪切型 caspase-9、caspase-3、剪切

型 caspase-3蛋白表达无明显变化（P=0. 764、0. 950、
0. 538），300 μmol/L 过 氧 化 氢 组 细 胞 剪 切 型

caspase-9、caspase-3、剪切型 caspase-3蛋白表达均

明显增加（P<0. 001、P=0. 002、P=0. 007）；与300 μmol/L
过氧化氢组比较，过氧化氢预处理组细胞剪切型

caspase-9、caspase-3、剪切型 caspase-3蛋白表达均

明显减少（P=0. 009、0. 020、0. 020）。见图 5。
2. 4. 4 GSK-3β活性 培养 24 h后，4组间细胞

p-GSK-3β、GSK-3β蛋白表达总体比较，差异均有统

计 学 意 义（F=18. 19、6. 39，P=0. 001、0. 016）。 与

0 μmol/L过氧化氢组比较，50 μmol/L过氧化氢组细

胞p-GSK-3β蛋白表达明显增加（P=0. 043），300 μmol/L
过氧化氢组细胞 p-GSK-3β蛋白表达明显减少（P<

0. 001）；与 300 μmol/L过氧化氢组比较，过氧化氢预

处 理 组 细 胞 p-GSK-3β 蛋 白 表 达 明 显 增 加（P<

0. 001）。与 0 μmol/L过氧化氢组比较，50 μmol/L过

氧化氢组细胞 GSK-3β蛋白表达无明显变化（P=

0. 052），300 μmol/L过氧化氢组细胞 GSK-3β蛋白表

达明显增加（P=0. 037）；与 300 μmol/L过氧化氢组

比较，过氧化氢预处理组细胞 GSK-3β蛋白表达明

显减少（P<0. 001）。见图 6。

注：过氧化氢预处理组细胞先加入终物质的量浓度 50 μmol/L过氧化氢培养 12 h后，再加入终物质的量浓度为 300 μmol/L过氧化氢培养；

图 4A~4D为非荧光条件下观察；图 4E~4H为荧光染色后观察，细胞核染色剂为 4',6-二脒基-2-苯基吲哚

图 4 3个物质的量浓度过氧化氢组与过氧化氢预处理组小鼠骨髓间充质干细胞培养 24 h后形态和生长 倒置荧光显微镜×400，图中标

尺为 20 μm。4A.0 μmol/L过氧化氢组，细胞呈短梭形或圆形；4B.50 μmol/L 过氧化氢组，细胞形态与图 4A相近；4C.300 μmol/L过氧化氢

组，细胞脱落明显，与图 4A比较，细胞数量减少，细胞体积变小，细胞突起变短或消失；4D.过氧化氢预处理组，细胞脱落较图 4C减少，大部

分细胞形态正常；4E.0 μmol/L过氧化氢组，细胞核形态正常，大小均匀；4F.50 μmol/L过氧化氢组，细胞核形态与图 4E相似；4G.300 μmol/L
过氧化氢组，染色质从细胞核流入细胞质内使得细胞质蓝染，细胞核出现空化 ;4H.过氧化氢预处理组，细胞核与图 4E相似，未见细胞质蓝染
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3 讨论

干细胞预处理作为一种提升干细胞治疗潜能

的重要策略，因安全性良好已经被广泛应用于临床

的干细胞移植治疗［17，21⁃23］。已有研究报道过氧化氢

通过增强 MSC的迁移能力和在损伤心肌组织内的

存活，促进其对心肌梗死组织的再生修复［17，21］。目

前据文献报道，20、25、50、100 μmol/L都可以作为过

氧化氢预处理干细胞的物质的量浓度［12⁃15］，但对于

这些物质的量浓度的选择却没有任何实验依据。

不同物质的量浓度的过氧化氢，其生物学功能完全

不同［24］，低物质的量浓度过氧化氢具有生长因子样

作用，较高物质的量浓度过氧化氢会促进细胞、组

织的老化而导致慢性氧化应激性损伤，而高物质的

量 浓 度 过 氧 化 氢 则 导 致 急 性 细 胞 氧 化 应 激 损

伤［21，25⁃26］。因此，选择一个最适的过氧化氢预处理物

质的量浓度是实际应用的前提。本研究首先通过

流式细胞术分析证明 25、50、100 μmol/L的过氧化氢

对 BMSC凋亡率没有影响，均可以作为干细胞预处

理浓度；但 150~300 μmol/L的过氧化氢则导致 BMSC
凋亡率显著上升，提示氧化应激发生。线粒体外膜

上的抗凋亡蛋白 Bcl-2和促凋亡蛋白 Bax的比值

（Bcl-2/Bax比值），对于维持线粒体膜通透性以及凋

亡是否发生而言至关重要［16，22］。为此，本课题组进

一步观察了低物质的量浓度过氧化氢对 BMSC这

注：过氧化氢预处理组细胞先加入终物质的量浓度 50 μmol/L
过氧化氢培养 12 h后，再加入终物质的量浓度为 300 μmol/L过

氧化氢培养；Bcl-2为 B淋巴细胞瘤 -2，Bax为 Bcl-2相关 X蛋

白，caspase为胱天蛋白酶，条带图的上方和条图横坐标下 1、2、
3、4均分别指 0 μmol/L过氧化氢组、50 μmol/L 过氧化氢组、

300 μmol/L 过 氧 化 氢 组 、过 氧 化 氢 预 处 理 组 ；图 5B 中 ，与

0 μmol/L过氧化氢组比较，aP<0.05；与 300 μmol/L 过氧化氢组

比较，bP<0.01；图 5D中，与 0 μmol/L过氧化氢组比较，aP<0.01；
与 300 μmol/L 过氧化氢组比较，bP<0.01,cP<0.05
图 5 蛋白质印迹法检测 3个物质的量浓度过氧化氢组与过氧

化氢预处理组小鼠骨髓间充质干细胞培养 24 h后凋亡相关蛋

白的表达。5A.Bcl-2与 Bax条带图；5B.Bcl-2/Bax比值条图（样

本数为 3，x̄ ± s）；5C.caspase-9、剪切型 caspase-9、caspase-3、剪
切 型 caspase-3 条 带 图 ；5D. caspase-9、caspase-3、剪 切 型

caspase-9、剪切型 caspase-3条图（样本数为 3，x̄ ± s）

注：过氧化氢预处理组细胞先加入终物质的量浓度 50 μmol/L
过氧化氢培养 12 h后，再加入终物质的量浓度为 300 μmol/L过

氧化氢培养；p-GSK-3β为磷酸化糖原合成酶激酶-3β，GSK-3β
为糖原合成酶激酶 -3β，条带图上方和条图横坐标下 1、2、3、
4 均 分 别 指 0 μmol/L 过 氧 化 氢 组、50 μmol/L 过 氧 化 氢 组、

300 μmol/L过氧化氢组、过氧化氢预处理组；与 0 μmol/L过氧

化氢组比较，aP<0.05，bP<0.01；与 300 μmol/L过氧化氢组比较，
cP<0.01
图 6 蛋白质印迹法检测 3个物质的量浓度过氧化氢组与过氧

化氢预处理组小鼠骨髓间充质干细胞培养 24 h后 p-GSK-3β与

GSK-3β蛋白表达。6A.条带图；6B.条图（样本数为 3，x̄ ± s）
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2个蛋白表达量比值的影响，结果显示 25、50 μmol/L
的过氧化氢均能上调 Bcl-2/Bax比值，以 50 μmol/L
过氧化氢的作用更为显著，这一比值的升高提示细

胞抗凋亡能力增强，因此，50 μmol/L可能是过氧化

氢预处理干细胞的最佳物质的量浓度。

进一步研究显示，50 μmol/L过氧化氢预处理

BMSC能增强干细胞在氧化应激微环境中的存活。

经 50 μmol/L过氧化氢预处理后的 BMSC，在氧化应

激（300 μmol/L 过氧化氢作用）环境中的凋亡率显著

下降。相应地，倒置荧光显微镜下观察也见经预处

理的大部分细胞包括其细胞核形态正常。这些结

果提示 50 μmol/L过氧化氢预处理能增强 BMSC抗

氧化应激能力，发挥良好的细胞保护作用。

细胞内大约 90% 的活性氧是由线粒体产生

的［21⁃27］。氧化应激的实质是线粒体产生的活性氧超

出了线粒体清除活性氧的能力，由此引发细胞氧化

损伤［22］；其中，线粒体是最早受累的靶细胞器，由此

引 发 线 粒 体 途 经 的 细 胞 凋 亡［28⁃32］。 抗 凋 亡 蛋 白

Bcl-2、促 凋 亡 蛋 白 Bax 以 及 凋 亡 执 行 蛋 白

caspase-3和 caspase-9都是线粒体途经细胞凋亡的

关键靶蛋白。Bcl-2/Bax比值下降提示线粒体膜通

透性增加，线粒体膜电位下降，凋亡发生［27］。在本

实验中，300 μmol/L过氧化氢能诱导细胞发生氧化

应激，表现为抗凋亡蛋白 Bcl-2下调，促凋亡蛋白

Bax 上 调 ，Bcl-2/Bax 比 值 下 降 ，同 时 伴 随

caspase-3 和 caspase-9 蛋白和其活性形式剪切型

caspase-3和剪切型 caspase-9表达增加，提示细胞凋

亡发生。而 50 μmol/L的过氧化氢预处理的 BMSC
能够显著对抗氧化应激诱导的这些变化 ，显示

Bcl-2/Bax比值上调，抑制凋亡执行蛋白 caspase-3和
caspase-9和其活性形式的表达。这些结果均提示

50 μmol/L的过氧化氢预处理能增强干细胞在氧化

应激微环境中的生存能力，抵抗线粒体途径的细胞

凋亡发生，但是对于低物质的量浓度过氧化氢是通

过怎样的机制来影响线粒体途经的细胞凋亡的并

不十分清楚。

研究证实低物质的量浓度过氧化氢通过激活

磷脂酰肌醇 3激酶/蛋白激酶 B通路促进 BMSC在氧

化应激环境下的存活［27］，而该通路的下游关键靶蛋

白 GSK-3β对线粒体生物发生、线粒体通透性、线粒

体动力学和线粒体凋亡具有极其重要的调节作

用［16，26-28］。上调 GSK-3β磷酸化水平则抑制该酶活

性，能有效抑制线粒体途径的细胞凋亡。相反，氧

化应激会导致 GSK-3β蛋白表达增加，增强其酶活

性［10，16，22⁃29］。本研究显示，25~50 μmol/L过氧化氢对

GSK-3β蛋白表达没有影响，相反，显著提升其磷酸

化水平，且以 50 μmol/L过氧化氢的作用最强；当过

氧 化 氢 物 质 的 量 浓 度 ≥200 μmol/L 时 ，不 仅 造 成

BMSC显著凋亡，且 GSK-3β蛋白表达也显著增加，

且伴随其磷酸化水平的显著下降。此结果表明，氧

化应激促进了 GSK-3β的活性升高，低物质的量浓

度过氧化氢（25~50 μmol/L）可能是 GSK-3β活性的

有效抑制剂，有助于细胞维持线粒体膜的稳定性而

增强抗凋亡能力。应用 50 μmol/L过氧化氢预处理

BMSC，不仅能显著降低细胞在氧化应激情况下的

凋亡率，同时还能对抗氧化应激诱导的 GSK-3β表

达增加和 GSK-3β磷酸化水平的下降，与此同时也

显著降低剪切型 caspase蛋白水平。因此，本研究结

果表明低物质的量浓度过氧化氢可能主要通过抑

制 GSK-3β 活 性（通 过 增 加 其 磷 酸 化 水 平）增 强

BMSC抵抗氧化应激诱导的线粒体途径的细胞凋亡

发生。

综上所述，本研究结果证实 50 μmol/L的过氧化

氢能够最大限度促进 Bcl-2 表达、上调 Bcl-2/Bax比
值和 GSK-3β磷酸化水平，因此，该物质的量浓度可

能是过氧化氢预处理干细胞发挥保护作用的最佳

工作浓度；应用 50 μmol/L过氧化氢预处理干细胞能

显著抑制氧化应激诱导的线粒体途径细胞凋亡，其

机制可能是通过抑制 GSK-3β活性、上调 Bcl-2/Bax
比值以维持线粒体膜的稳定性，从而增强细胞在氧

化应激微环境中的活力，抵抗凋亡。因此，应用低

物质的量浓度过氧化氢预处理干细胞，最终能显著

提升移植干细胞的治疗潜能［8，32］，提高干细胞的移

植治疗效率。
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