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缺氧对于间充质干细胞分化的影响

摘 要: 间充质干细胞 (mesenchymal stem cell, MSC), 是来源于中胚层的具有自我更新能力和多向分化潜能干
细胞, 在体内外可以分化成骨尧软骨尧脂肪尧肌腱和肌细胞等. 由于其强大的分化潜能, MSC在组织工程与再生
医学方面具有广泛的应用前景. MSC存在于高度受调控的被称为野壁龛冶的微环境中. 干细胞壁龛处于一个缺
氧的环境中, 氧分压可以低至 7.2 mmHg. 同时 MSC是肿瘤微环境的重要的细胞组成成分, 肿瘤微环境也是存
在于一个缺氧的环境中. 了解 MSC在缺氧状态下的分化能力, 对于组织工程尧 再生医学和肿瘤的发生发展研
究具有重要的意义. 缺氧相关的信号转导参与 MSC定向分化能力的过程. 目前 MSC在缺氧状态下的成脂和成
骨分化的研究存在着差异, 这些研究结果的差异可能是由于 MSC的异质性以及实验操作不同所引起.
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Effects of Hypoxia on the Differentiation
of Mesenchymal Stem Cells
JIANG Chen, XIANG Juan鄄juan*
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Abstract：Mesenchymal stem cells (MSCs) are multipotent stem cells derived from mesoderm, which are able
to self鄄renew and differentiate into osteocyte, chondrocyte, adipocyte, myocyte and tendon in vitro and in vivo.
Because of their potential to differentiate into other types of cells, MSCs are expected to be widely applied in
tissue engineering and regenerative medicine. MSCs reside in specialized regulatory microenvironment
named “niche”. MSC niche is in hypoxic condition where the oxygen pressure is as low as 7.2 mmHg.
Meanwhile, MSCs are the major cellular component of tumor microenvironment. Hypoxia within the tumor
microenvironment is now widely recognized as a major factor that influences the progression of cancer. Un鄄
derstanding the behavior of MSCs under hypoxic conditions will not only help elucidate the molecular mech鄄
anisms of cancer progression, but also advance MSCs toward tissue engineering, regenerative medicine. Hy鄄
poxia associated signaling pathways are involved in the process of the oriented differentiation of MSCs. It is
surprising to find the conflicting literatures on roles of hypoxia on the osteogenic and adipogenic differentia鄄
tion of MSCs, these conflicting results may be attributable to the heterogeneity of MSCs and different experi鄄
mental procedures between labs.
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缺氧是指身体或者身体的一部分(组织)缺乏
足够氧供给的一种病理状态. 血液循环携带氧气
到身体的各组织, 通过各组织屏障, 氧气逐级消
耗, 达到各组织的生理状态下的氧气浓度分布[1].
吸入的氧气大约为 160 mmHg, 通过肺泡进入肺
动脉后, 动脉血氧分压降至 104 mmHg. 在各组织
的生理性的氧分压各有不同 (14.4耀64.8 mmHg)[1],
因此有学者认为这个氧气浓度区间应该被称为

“生理性常氧”. 在某些组织, 比如甲状腺、肾髓
质、骨髓壁龛的氧分压可降至 7.2 mmHg (1%), 甚
至更低[2]. 储存和传递化学能的三磷酸腺苷在线粒
体中的产生过程需要氧气的参与[3]. 当细胞遭遇缺
氧条件时, 细胞激活一系列缺氧相关通路, 进入
“缺氧模式”, 在代谢上体现为从三羧酸循环和氧
化磷酸化中获取能量转为通过糖酵解获取 ATP.
缺氧与组织缺血、炎症和肿瘤的病理过程密切相

关[2, 4]. 缺氧环境对实体瘤的发生发展以及肿瘤细
胞对放疗、化疗的耐受有着重要的意义. 缺氧与
肿瘤发生发展的关系已有广泛的报道. 然而, 作
为肿瘤微环境的重要细胞成分 MSC与缺氧的关
系还知之甚少. 造血干细胞和 MSC壁龛所处的骨
髓腔和脂肪组织, 以及神经干细胞壁龛所处的室
管膜下腔, 在正常生理条件下都属于缺氧环境[5].
干细胞具备自我更新和多向分化潜能. 缺氧状态
对整个干细胞壁龛的平衡以及干细胞干性和分化

能力的维持起着至关重要的作用. 缺氧状态下的
干细胞激活不同的分子机制以适应壁龛的缺氧

环境 [2, 3]. 在本文中, 我们将综述缺氧相关的信号
转导通路以及缺氧对于 MSC定向分化能力的影
响.
1 缺氧涉及的通路

1.1 HIF dependent 通路
真核细胞应对缺氧牵涉到多条信号转导通

路 , 其中缺氧诱导因子 (hypoxia鄄inducible factor,
HIF) 介导的通路是影响面最广, 也是研究最深入
的分子通路. HIF是一个由 琢和 茁亚单位组成的
二聚体复合物, 是一个活性核转录因子, 能转录
激活许多靶基因 . 其中 琢 亚单位包括 HIF鄄1琢、
HIF鄄2琢和 HIF鄄3琢; 茁 亚单位包括 HIF鄄1茁 和 HIF鄄
2茁. 琢亚单位的表达受氧调控, 而 茁亚单位不受氧
浓度影响而持续表达. 对 HIF鄄1琢和 HIF鄄2琢的研
究又更为深刻. HIF鄄1琢在各种组织中都有表达,
而 HIF鄄2琢仅在肾小球血管内皮细胞、肝细胞以及

海马区内皮细胞等少数种类的细胞中表达[6]. HIF琢
的调控由氧依赖型降解域 (oxygen鄄dependent
degradation domain, ODDD)的脯氨酰羟化来介导;
当氧浓度足够高时, 脯氨酰羟化酶 (prolyl hydrox鄄
ylase domain proteins, PHDs) 对 HIF琢进行脯氨酰
羟化, 羟化后的 HIF琢被泛素连接酶 VHL(von hip鄄
pel鄄lindau) 复合体捕获, 将其泛素化, 并进入蛋白
酶体中降解. 缺氧下 PHDs失活, HIF琢的泛素化
和降解被终止, 因此 HIF琢得以累积并进入细胞
核中, 与 HIF茁 形成二聚体, 结合在 DNA的缺氧
反应元件 (hypoxia responsive element, HRE, 经典
序列 ACGTG)上[7], 启动下游基因的转录. 受 HIF
调节的基因包括 VEGF、EPO、OCT4、MMPs、NOS、
糖酵解相关基因等. 此外在神经干细胞和鼠胚胎
干细胞中, HIF鄄1琢 能与 茁鄄catenin 作用并下调 茁鄄
catenin的表达, 从而抑制 wnt信号通路[2].
1.2 HIF independent通路

除了HIF通路之外, 缺氧状态下还有其他的
信号通路被激活, 比如内质网应激、氧敏感离子通
道、NF鄄资B通路、mTOR通路和 ROS相关通路等.
1.2.1 内质网应激

内质网是分泌性和膜结合蛋白合成和蛋白折

叠的场所. 当不能正确折叠的突变蛋白质表达,
或细胞暴露在缺氧、缺乏能量供应、钙离子减少、

病毒感染等内质网压力下时, 未折叠蛋白和错误
折叠蛋白积累增加 , 未折叠蛋白反应 (unfolded
protein response, UPR)被激活, 引发一系列下游反
应以保证蛋白质质量或导致细胞死亡. UPR介导
的下级反应分别由 3个内质网跨膜压力感受器介
导, IRE1、ATF6和 PERK支配. 通常情况下GRP78
结合在 IRE1、ATF6和 PERK上以防止其激活; 然
而在缺氧等情况下导致的内质网压力下, 未折叠
蛋白积累 , 导致 GRP78 释放出 IRE1、ATF6 和
PERK, 使其被激活. 释放后的 IRE1 发生寡聚化
和自身磷酸化, 使 XBP1活化, 激活压力诱导基因
的表达. 这些基因主要在蛋白质折叠和蛋白质降
解过程中发挥作用. ATF6从与 GRP78结合状态
下释放出来之后, 在高尔基体中转变成活化模式
并进入细胞核中, 诱导启动子中含有内质网应激
元件的基因表达 . 受调控的基因包括 CHOP、
XBP1等. PERK被 GRP78释放后, PERK二聚化
并自身磷酸化以得到激活 . 激活的 PERK 将
elF2琢磷酸化使其灭活, 导致帽依赖性翻译被抑
制, 但允许含内部核糖体进入位点(internal riboso鄄
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mal entry sites, IRES) 的 mRNA如 CHOP的翻译[8].
在结肠癌细胞中, 缺氧通过内质网应激(endoplas鄄
mic reticulum stress, ER stress)使 茁鄄catenin变得不
稳定, 并抑制 Wnt的表达和分泌, 从而抑制 Wnt
通路[9].
1.2.2 氧敏感离子通道

离子通道在许多生命进程的调节过程中扮演

着关键角色, 包括神经冲动的传递, 心肌、骨骼
肌、平滑肌的收缩, 营养成分和离子的跨内皮细
胞的运输, 以及糖代谢等等. 到目前为止 , 已有
300多种离子通道被发现, 它们在激活模式、允许
通过的离子等方面各不相同. 自从 1988 年第一
个对氧敏感的钾离子通道被发现之后[10], 大量的研
究表明不同的离子通道中, 分布着各种各样的对
氧敏感的离子通道. 这些氧敏感离子通道(oxygen
sensitive ion channels) 在短期的急性缺氧环境下
其通道活性发生变化, 持续缺氧挑战下其数量也
将发生变化. 一些生理或病理条件下, 组织可能
暴露在缺氧环境中, 缺氧持续的时间可能很短,
比如局部缺血; 也可能很长, 比如慢性疾病和居
住在高纬度. 两种情况下细胞都迅速调整自身以
适应缺氧环境并保证关键器官如大脑和心脏的供

氧. 这些过程大部分的依赖于离子通道活性的调
整, 当缺氧刺激时间足够长的情况下, 氧敏感离
子通道的表达量发生变化, 以调节各种细胞功能,
包括细胞分泌、收缩、兴奋, 甚至于细胞生存[11].
1.2.3 NF鄄资B信号通路

核因子 资B (nuclear factor鄄kappa B pathway,
NF鄄资B)信号通路在免疫、炎症、凋亡相关基因的表
达过程中起着重要的调控作用. 通常情况下 I资B
与胞浆内游离的 NF鄄资B二聚体结合以抑制其活
性, 缺氧或其他配体鄄受体反应激活 IKK 复合物
(包括 IKK1琢、IKK茁和 NEMO), IKK复合物是 I资B
的激酶, 将 I资B磷酸化后, I资B被降解, NF鄄资B进
入核中, 调节相关基因的表达. NF鄄资B 在体内和
体外均能被缺氧激活, 通路中被缺氧所调控的成
分是 IKK复合物. 有数据支持, 暴露在缺氧中会
导致 IKK茁激活[12]. IKK琢和 IKK茁都含有与 HIF一
致的能被 PHD羟化的结构域[13],缺氧下 PHD失活,
IKK茁的抑制作用被去除. 与能被缺氧强烈活化的
HIF通路不同, 缺氧对 NF鄄资B通路的激活作用较
为温和, 主要是起到了放大的作用. 此外, NF鄄资B
和 HIF通路有着一定的交集和相互影响. NF鄄资B
不但能通过提高转录来上调 HIF鄄1琢,而且是 HIF鄄1琢

基本表达的先决条件[12]. HIF鄄1琢的启动子的转录
起始位点包含着 NF鄄资B的经典结合位点, 缺失这
段序列将使缺氧条件下 HIF鄄1琢的表达增高现象
消失[14]. 新的证据表明, HIF在嗜中性粒细胞中能
通过上调 p65和 IKK琢来影响 NF鄄资B通路[15].
1.2.4 mTOR通路

细胞的生长与细胞的营养获取、生长因子和

能量状态紧密相关, 而哺乳动物雷帕霉素靶蛋白
(mammalian target of rapamycin, mTOR) 信号通路
通过调节细胞营养水平调节细胞生长, 该通路整
合了多条生长信号以控制细胞生长, 是发育、衰
老, 以及应对缺氧等生长相关过程的调控因素[16].
mTOR活性受到胞内氨基酸水平的调节. AMPK、
PI3K 信号通路通过 TSC1/TSC2 复合物对 mTOR
加以调控. 当蛋白合成减少时, TSC1/TSC2复合物
对于 Rheb的抑制解除, 从而激活 mTOR; 生长因
子信号通过胰岛素信号通路传递至 TSC2; 能量供
应不足的状态通过 AMPK传递至 TSC2. 以 mTOR
为中心能构成两种功能不同的复合体, mTORC1
和 mTORC2. mTORC1磷酸化 S60激酶和 4E鄄BP,
他们在缺氧时通过抑制核糖体生成和帽依赖翻译

来抑制蛋白质翻译. 缺氧对 mTOR活性有抑制作
用, 缺氧快速而可逆性地促使 mTOR和下游效应
分子 4E鄄BP1、p70S6K、rpS6, 真核启动因子 4G的去
磷酸化.该抑制作用是通过缺氧诱导基因 REDD1来
调节 mTOR抑制物 TSC1鄄TSC2的活性而达到的[17],
而且不依赖于 Akt/PKB、AMP活化的蛋白激酶磷
酸化, ATP水平以及 HIF鄄1的影响[18]. 此外, mTOR
抑制剂雷帕霉素能抑制缺氧下 HIF的积累及其下
游基因的转录[19], 提示 mTOR在缺氧条件下是 HIF
的上游激活因子.
1.2.5 ROS

活性氧类(reactive oxygen species, ROS)是包
含氧的活性氧分子, 包括氧离子、过氧化物和自
由基等, 它们含有未配对的自由电子, 因而具有
很强的化学活性. ROS作为正常氧代谢的副产物,
在细胞信号传导中起着很大作用. 在一些外部压
力如加热和紫外线下, ROS会急剧增加, 造成细
胞损伤. ROS主要在线粒体膜上的电子传递复合
物玉和芋上产生[20]. 缺氧能降低线粒体内膜跨膜
电位, 从而增加 ROS的生成[21]. ROS能诱导细胞
凋亡, 招募血小板和白细胞增强宿主防御反应和
动员离子转运系统[22, 23]. 同时有文献报道过量的
ROS损伤 DNA, 氧化不饱和脂肪酸和氨基酸, 使
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某些酶失活[24, 25]. ROS水平的增加能维持 HIF鄄1琢
的稳定 [26, 27]. 与 mTOR类似, HIF和 ROS同样是
相互促进的关系.
2 缺氧对于MSC分化的影响

干细胞是一群具有自我更新和多向分化潜

能的细胞 , 在机体的各组织中维持组织稳态 .
MSC是来源于中胚层的具有多向分化潜能的干
细胞, 最早在 1966年被 Friedenstein等发现并描
述 [28], 可从骨髓、脂肪组织、胎盘、脐带等组织器
官中分离而来, 具有分化成骨、软骨、脂肪、肌腱、
肌细胞的能力[29], 由于其强大的分化潜能, MSC在
组织工程与再生医学方面具有广泛的应用前景.

多项研究表明, MSC在缺氧的骨髓壁龛中保
持多向分化潜能, MSC 的干性分子 Oct4、Nanog、
ZFP42等在缺氧环境下表达升高[30耀32], 且端粒酶逆
转录酶的活性也增强[32]. 综述目前的文献结果, 我
们发现缺氧对于 MSC多向分化能力的研究结果
各不相同. 缺氧处理或缺氧状态下的 MSC向各个
方向的分化能力相比常氧状态下亦有差别.
2.1 缺氧与MSC的成脂分化

脂肪组织不仅是能量贮存器官, 而且在调节
机体胰岛素敏感性和维持能量代谢平衡中发挥重

要的作用[33]. 目前, 研究已证实白色脂肪组织的过
度沉积与肥胖症、域型糖尿病、高血脂、脂肪肝、心
血管疾病以及乳腺癌等疾病的发生密切相关 [33].
脂肪细胞的起源目前还不明确. MSC分化成前体
脂肪细胞, 并进一步分化成为成熟脂肪细胞可能
是脂肪细胞的来源之一. 激活 MSC成脂分化通路
的关键因子有 3个, 分别是过氧化物酶体增殖物
激活受体 酌 (peroxisome proliferation鄄activated re鄄
ceptor 酌, PPAR鄄酌), CCAAT鄄增强子结合蛋白
(CCAAT鄄enhancer鄄binding protein, C/EBP), 固醇调
节元件结合蛋白 (sterol regulatory鄄element binding
protein, SREBP) [34]; 早期标志分子包括 LPL、
a2Col6, 晚期标志分子包括 aP2、脂联素等; 体外
诱导 MSC成脂分化主要通过在培养基中添加地
塞米松、胰岛素、3鄄异丁基鄄1鄄甲基鄄黄嘌呤 (3鄄
isobutyl鄄1鄄methyl鄄xanthine, IBMX)、吲哚美辛等因
子实现[35].

Zhou等发现缺氧能抑制人和小鼠骨髓 MSC
的成脂分化 , 而这种抑制作用是通过 TGF鄄茁/
Smad3信号通路实现[36]. Fehrer和 Holzwarth都发
现缺氧抑制人 MSC成脂和成骨, 但是实验结果有

波动, 可能与细胞供体的年龄、性别有关[31, 37]. 而
Grayson 与 Mylotte 的文章 [30, 38]却表明 , 缺氧对大
鼠和人类的骨髓 MSC 的成脂能力并无影响 ,
Grayson 同时发现缺氧下 Oct4 和 Hif鄄2琢 表达升
高. Valorani在 2010 年和 2012 年的研究文章中
分别指出, 小鼠 [39]和人类 [40]的脂肪来源 MSC 2%
O2浓度处理分别为 10和 7 d之后再转入常氧使
用成脂培基诱导, 成脂分化比一直在常氧中培养
的细胞大幅度增强. 缺氧处理后的小鼠脂肪来源
MSC、Sca鄄1 阳性和 Sca鄄1/CD44 双阳性细胞的数
目增加. Ren[41]等注意到, 8% O2和成脂诱导培基
作用下, 小鼠骨髓来源 MSC中形成的脂滴数目是
常氧对照的 5耀6 倍之多. 在成脂诱导剂存在下,
随氧气浓度降低, PPAR鄄酌2表达升高. Grayson将
人骨髓来源 MSC 在 2% O2环境下接种至 3D 骨
架上 30 d后, 细胞成脂标记分子 LPL表达升高[42].
2004年, Fink在试验中就发现 1% O2处理永生化
的人骨髓 MSC (hMSC鄄TERT) 24 h之后, 油红染
色就发现有脂滴出现, 一直到处理 72 h, 脂滴的
数目仍在增长[43], 而 2% O2的状态下 MSC没有脂
滴出现. 进一步应用 RT鄄PCR手段检测了很多脂
肪细胞特异分子 , 发现 PPAR鄄酌2 和 ADD1/
SREBP1c这两个成脂关键调控分子都没有表达;
缺氧对成脂早期标志分子 LPL和晚期标志分子
aP2也没有任何影响; 成熟脂肪细胞特异基因瘦
素和 Adipophilin的表达也对缺氧处理毫无反应,
只有 PPAR鄄酌诱导成血管相关基因(PGAR)在缺氧
下得到高表达. Fink推测, 尽管缺氧下出现了脂
滴的积累, 但是 MSC 并没有发生真正的脂肪分
化, 缺氧下 MSC中脂滴的积累是通过 PPAR鄄酌非
依赖途径生成的. 作者还指出, 细胞周围氧气浓
度往往比培养环境氧气浓度还要低, 直接影响细
胞的细胞周围氧气浓度这一指标比环境氧气浓度

更能直观反映细胞的缺氧状态.
鉴于目前缺氧对于 MSC成脂分化的研究结

果的差异, 我们认为, 在缺氧条件下的 MSC的成
脂分化受到多条信号通路的复杂调控. 其中至少
有一条为 HIF鄄1琢所控制, 缺氧下 HIF鄄1琢在细胞
中积累; HIF鄄1琢通过抑制 PPAR鄄酌2和 C/EBP琢来
抑制成脂[44, 45]; 其次, 缺氧还能通过增加磷酸化
Smad2/3 来激活 TGF鄄茁/Smad3 信号通路 , 从而抑
制成脂. 此外, 诱导 MSC成脂分化过程中所用到
的胰岛素 , 是通过 Akt鄄TSC2鄄mTORC1 通路激活
成脂分化的[46], 提示缺氧对 mTOR的抑制也可能
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影响 MSC的成脂分化. 此外, 鉴于 Wnt通路抑制
MSC成脂分化, 促进 MSC成骨分化[47], 而缺氧又
能分别通过 Hif和 ER stress抑制 Wnt通路, 提示
缺氧能解除 wnt通路对 MSC成脂分化的抑制. 而
另有结果表明, 在缺氧条件下 HIF鄄1与 HIG2 (缺
氧诱导蛋白 2)的启动子结合, 上调 HIG2的表达,
而 HIG2本身就是一个可以激活Wnt通路的脂蛋
白[48]. 实验结果的不一致可能归因于细胞来源、实
验环境、处理方式的差异导致的信号通路的不平

衡. 寻找使 MSC在缺氧中稳定走向成脂分化的平
衡点, 还需要更多的研究和探索.
2.2 缺氧与MSC的成骨分化

MSC的成骨向分化能力对于使用 MSC进行
骨组织修复的临床应用有着重要意义. 氧气浓度
这个重要的生理因子对 MSC的成骨分化起着重
要影响作用. 氧气浓度的控制与缺氧因素的合理
利用, 在利用 MSC修复骨组织这一方向蕴藏着巨
大的潜力. 成骨分化的关键转录因子是 Runt鄄相
关转录因子 2 (Runt鄄related transcription factor鄄2,
Runx2), 早期标志有 Runx2、碱性磷酸酶、胶原蛋
白 1鄄琢1、TGF鄄茁1、骨粘连蛋白、BMP鄄2; 晚期标志分
子有骨钙蛋白、骨桥蛋白等 [34]; 诱导 MSC向成骨
分化的主要手段是在培基中添加适量浓度的地塞

米松、茁鄄甘油磷酸钠、抗坏血酸[49]. Potier在 48 h的
缺氧处理之后发现 3D 骨架上的人骨髓 MSC 的
成骨标记分子 cbfa鄄1/Runx2、骨钙蛋白和玉型胶
原在此后的两周内都持续下调[50], D’Ippolito使用
3% O2持续处理人骨髓 MSC, 发现缺氧下骨钙蛋
白、骨唾液酸糖蛋白、Runx2、Osterix和碱性磷酸
酶活性都下调[32]. Chung在犬科的脂肪组织来源和
骨髓来源的MSC [51], Meceron在人脂肪来源MSC[52]

中都得到了类似结果. Yang的研究表明, HIF鄄1琢
诱导 TWIST 的表达 , TWIST 通过结合到玉型
Runx2启动子的 E鄄box上从而抑制玉型 Runx2的
表达, BMP2、域型 Runx2也被更一步抑制[53]. 然而
Huang却证明了兔骨髓 MSC缺氧 12 h后碱性磷
酸酶活性、玉/芋型胶原和 cbfa鄄1/Runx2的表达都
增强, 但是敲除 HIF鄄1琢后, Runx2也得到显著增
强[54], 提示还有其他缺氧相关通路的作用. Hung、
Baciano分别使用 1%和 5% O2处理人骨髓 MSC3
4周之后, 尽管在缺氧促进还是抑制 MSC成脂方
向出现了分歧, 但是在成骨方向的实验结果上,
无论是成骨标志分子还是其他形态学指标如碱性

磷酸酶活性和钙结节染色等, 两人的结果都支持

缺氧对 MSC成骨分化有促进作用[55, 56]. Lennon曾
对大鼠骨髓 MSC进行缺氧/常氧、常氧/缺氧、常
氧/常氧、缺氧/缺氧两阶段处理, 发现只要后期为
缺氧处理的情况下, MSC的成骨活动都得到了增
强[57]. 同一篇文章中, Lennon还使用多孔陶瓷作为
载体, 将 MSC移植到实验动物体内, 发现缺氧处
理组的 MSC比常氧对照组 MSC在体内成骨量更
大. 这项体内实验对于将来缺氧处理的 MSC在临
床上用于骨修复有重要的指导意义.

由此推测, 缺氧下 HIF鄄1琢对 MSC成骨关键
因子 Runx2的表达没有直接促进作用, 反而能通
过 TWIST 抑制 Runx2 和 BMP2; 此外缺氧下的
ER stress 和 HIF鄄1琢 对 Wnt 的抑制间接抑制了
MSC的成骨分化. 然而大量的缺氧促进 MSC 成
骨分化的实验结论提示 , 除了 HIF鄄1琢 和 ER
stress之外还有其他缺氧相关通路在对立的方向
上促进 MSC 的成骨作用. 为了寻找参与缺氧对
MSC的成骨分化调节作用的其他细胞信号传导
通路, 还需要更加深入的研究.
2.3 缺氧与MSC的成软骨分化

软骨在生理状况下没有血管生成, 软骨细胞
生存于高度缺氧环境, 只能通过关节滑液获得养
分和氧气. MSCs向软骨方向分化潜能对于软骨
损伤等疾病具有重要的意义. 成软骨化的关键转
录因子是 Sox9 (SRY鄄related high鄄mobility group
box 9), 相关分子标志有 2、9、10、11 型胶原蛋白,
聚蛋白聚糖等[34]. 诱导 MSC向成软骨方向分化的
方法是在培基中添加适量浓度的地塞米松、抗坏

血酸、TGF鄄茁等因子, 并必须使细胞聚集成团块生
长[58].

Hung和 Malladi[55, 59]分别在人骨髓 MSC和小
鼠脂肪 MSC中得到了缺氧抑制成软骨分化的结
果. 然而更多的学者报道了缺氧对 MSC 成软骨
分化的促进作用[40, 52, 60耀62]. 其中, Markway使用 MSC
微团块沉积法, M俟ller同时利用沉积和水凝胶支
架的方式, 都证明了缺氧下 MSC的成软骨指标包
括硫酸粘多糖(sGAG)、域型胶原、蛋白聚糖、Sox9
等的表达大幅提高. M俟ller将 MSC分增殖和分化
两阶段用 4%缺氧/21%常氧先后处理, 发现 MSC
无论是在沉积团块中和还是水凝胶支架中分化

时, 两阶段全部为缺氧处理时, 分化效果最佳 [61].
Kanichai 对缺氧促进成脂分化的通路进行了研
究, 发现 Akt和 p38的抑制剂能阻断缺氧下 HIF鄄
1琢的稳定性, 而使用 siRNA手段敲除 HIF鄄1琢之
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后, 成软骨指标域型胶原、蛋白聚糖和 Sox9在缺
氧下高表达的现象消失了[62]. 这项实验结果提示,
缺氧下, Akt和 p38的磷酸化致使 HIF鄄1琢的总量
上调, 从而入核启动 Sox9等一系列成软骨关键基
因的表达.
3 MSC的异质性

由于 MSC具有低免疫原性、对损伤部位聚集
的趋向性、多向分化潜能、易于提取、可以进行体

外扩增等巨大的优势, 将来有望广泛 用于骨/软
骨组织修复、整形手术中的组织填充、缺血性脑损

伤和急性心肌梗死等的临床治疗. 这些应用对用
于移植的 MSC的数量和分化能力有着很高的要
求. 由于体内生理环境较接近缺氧, 研究者们使
用缺氧环境预处理或全程处理 MSC, 发现缺氧对
MSC的增殖和分化意义重大. 本文分类汇总了近
年来的研究中缺氧对 MSC成脂/骨/软骨分化的影
响 , 并讨论了其分子机理 , 得出了 HIF鄄1琢、Akt、
Wnt等通路在这些过程中起着不可或缺的作用的
结论. 缺氧与 MSC分化研究文章的总结整理见表
1, 缺氧对 MSC作用涉及的通路关系见图 1.

表 1 缺氧对MSC成脂尧成骨尧成软骨以及干性分子表达的影响汇总表
Table 1 Summary sheet of the effects of hypoxia on MSC爷s adipogenic, osteogenic and chondrogenic differentiation

and the expression of stemness markers
Substrate

3D constructs

Porous ceramic vehicles
Scaffold substrate

Solidifying gelatin hydrogels

Author
VALORANI M G
VALORANI M G
GRAYSON W L
REN H
FINK T
MYLOTTE L A
GRAYSON W L
HOLZWARTH C
FEHRER C
ZHOU S
HUANG J
HUNG S P
BASCIANO L
LENNON D P
POTIER E
D'IPPOLITO G
CHUNG D J
YANG D C
MERCERON C
MARKWAY B D
M譈LLER J
KANICHAI M
MALLADI P

Year
2010
2012
2006
2006
2004
2008
2007
2010
2007
2005
2011
2012
2011
2001
2007
2006
2010
2011
2010
2010
2011
2008
2006

Refer鄄
ence
[39]
[40]
[42]
[41]
[43]
[38]
[30]
[37]
[31]
[36]
[54]
[55]
[56]
[57]
[50]
[32]
[51]
[53]
[52]
[60]
[61]
[62]
[59]

Cell
type
Mice
Human
Human
Mice
Human
Rat
Human
Human
Human
Mice
Rabbit
Human
Human
Rabbit
Human
Human
Canine
Human
Human
Human
Human
Rat
Mice

Cell
source
AT
AT
BM
BM
BM
BM
BM
BM
BM
BM
BM
BM
BM
BM
BM
BM
BM&AT
BM
AT
BM
BM
BM
AT

O2 tension
/(%)
2
2
2
8
1
0.5
2
1
3
2
0
1
5
5
臆1
3
5, 1
1
5
2
4
2
2

Duration
10 d (H)/21 d (N)
7 d (H)/Variety days (N)
30 d (H)
9 d (H)
3 d (H)
48 h (H)
7 d (H)
14 d (H)
21 d (H)
7 d (H)
12 h (H)
28 d (H)
21 d (H)
21 d, H and N interchange
2 d (H)
3-28 d (H)
1耀14 d (H)
1耀21 d (H)
28 d (H)
14 d (H)
14 d H and N interchange
7 d (H)/14 d (N)
12 d (H)

Adipo鄄
genesis
尹
尹
尹
尹
尹
寅
寅
引
引
引
引
尹

Osteo鄄
genesis
引
尹
尹
尹
寅
尹
引
引
尹
尹
尹
尹
引
引
引
引
引

引

Chondro鄄
genesis
尹

寅

引

尹
尹
尹
尹
引

Stem cell
markers

尹

尹

尹

尹

注: BM: 骨髓来源; AT: 脂肪组织来源; 尹: 促进; 引: 抑制; 寅: 维持稳定; H: 缺氧; N: 常氧; d: 天; h: 小时.
Notes: BM: Bone marrow derived; AT: Adipose tissue derived; 尹 : Means up鄄regulated; 引 : Means down鄄regulated; 寅 : Means
maintain stable; H: Hypoxia; N: Normoxia; d: Days; h: Hours.

目前采用贴壁法或者流式细胞分选法来分离

MSC. 用这些方法得到的 MSC是一群在形态、表
面分子以及功能上具有高度异质性的细胞群. 目
前在 MSC的特性上, 包括分化潜能、自我更新能
力以及与肿瘤细胞的相互关系等研究方面存在着

诸多差异. 有研究表明 MSC中的不同亚群其功能
是有差异的. 在异质性的 MSC细胞群中只有小部
分具有多向分化潜能. 流式细胞分选技术的发展
使得分选 MSC亚群更为方便. 有研究表明脂肪组

织来源的 CD71、CD73和 CD105阳性的细胞亚群
成软骨分化能力较弱[63], 而滑膜来源的 CD105阳
性的细胞亚群成软骨分化能力很强 [64].小鼠 CD73
阳性的 MSC的成骨分化的能力强于成脂分化能
力[65]. 而 CD133阳性的 MSC亚群具有广泛的分化
潜能, 包括分化成外胚层的神经细胞[66].

除了上述 MSC固有的异质性, 实验者、实验
室、实验对象的不一致, 原代 MSC的取材位置、种
属、年龄、性别, 实验培养条件包括氧气浓度、缺
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图 1 缺氧对于MSC分化影响的示意图
Fig.1 Schematic figure of roles of hypoxia in MSC dif鄄
ferentiation

氧预处理或全程缺氧处理、细胞生长方式(平铺或
在 3D支架上生长)、细胞周围氧浓度等因素都会
对实验结果造成程度不一的影响. 还有指标检测
方法的不一致也可能导致实验结果的不一致. 举
例说明, RT鄄PCR检测的是指标分子的 mRNA的
转录水平, 而免疫印迹检测的是分子的蛋白质水
平, 绝大多数研究者只是随意选择了一种来评估
指标, 可信度显然不够. 考虑到 HIF鄄1琢是在蛋白
水平调控的, 检测该指标必然是免疫印迹法更为
可靠. 另外进行缺氧下的分化实验对实验者的操
作要求也非常高, 比如缺氧鄄常氧的切换会对细胞
产生缺氧再灌注损伤, 对实验结果可能造成未知
的影响, 这就要求在缺氧环境中持续处理的细胞
一直处于缺氧状态, 常规处理包括细胞换液、传
代都在缺氧中进行, 然而大多数实验室的缺氧设
备无法满足无菌操作环境, 这就对长时间的缺氧
处理提出了挑战.

缺氧与 MSC行为的研究, 因为其广泛的临床
应用前景而成为 MSC相关研究中的热点, 在今后
很长时间内仍将进行下去. 实验条件的统一成为
其必然的趋势. 我们期待在不久的将来, 更高效
率的、结果稳定性更强的配套研究方案将得到普

遍应用, 而这研究方案仍需要研究者们付出大量
的工作来确定.
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