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  摘 要:目的 研究不同氧浓度下人造血干细胞(HSCs)生长及凋亡状况的差异,探究不同氧浓度对 HSCs
生长的抑制作用。方法 将 HSCs分别在不同氧浓度下培养,3%、5%、15%氧浓度作为实验组,20%氧浓度作

为对照组。分别培养4、7、10
 

d,研究红系集落形成单位(CFU-E)集落数;分别培养6、12、24
 

h,观察 HSCs细胞

凋亡情况。结果 培养4、7、10
 

d,5%氧浓度组CFU-E集落数最高,3%和5%氧浓度组与对照组CFU-E集落

数比较,差异均有统计学意义(P<0.05)。培养6
 

h,5%氧浓度组 HSCs凋亡率最低,3%和5%氧浓度组与对

照组HSCs凋亡率比较,差异均有统计学意义(P<0.05);培养12
 

h,5%氧浓度组 HSCs凋亡率最低,5%和

15%氧浓度组与对照组HSCs凋亡率比较,差异均有统计学意义(P<0.05);培养24
 

h,5%氧浓度组 HSCs凋

亡率最低,3%和5%氧浓度组与对照组HSCs凋亡率比较,差异均有统计学意义(P<0.05)。培养4、7、10
 

d,
氧浓度变动与CFU-E集落数均呈正相关(P<0.05)。培养6、12、24

 

h,氧浓度变动与HSCs凋亡率均呈正相关

(P<0.01)。结论 不同氧浓度对HSCs的生长和凋亡有直接影响。5%的氧浓度能促进 HSCs生长,同时又

能抑制HSCs凋亡。
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Abstract:Objective To

 

study
 

the
 

differences
 

in
 

the
 

growth
 

and
 

apoptosis
 

of
 

hematopoietic
 

stem
 

cells
 

(HSCs)
 

under
 

different
 

oxygen
 

concentrations,and
 

to
 

explore
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

various
 

oxygen
 

concen-
trations

 

on
 

the
 

growth
 

of
 

HSCs.Methods HSCs
 

were
 

cultured
 

at
 

a
 

variety
 

of
 

different
 

oxygen
 

concentra-
tions,3%,5%

 

and
 

15%
 

oxygen
 

concentration
 

were
 

taken
 

as
 

the
 

experimental
 

group,and
 

20%
 

oxygen
 

concen-
tration

 

was
 

taken
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

number
 

of
 

erythroid
 

colony
 

forming
 

unit
 

(CFU-E)
 

clusters
 

was
 

studied
 

after
 

4,7
 

and
 

10
 

days.HSCs
 

were
 

cultured
 

for
 

6,12
 

and
 

24
 

hours
 

respectively
 

for
 

observing
 

the
 

apop-
tosis

 

of
 

HSCs
 

cells.Results After
 

4,7,10
 

days
 

of
 

cultivation,5%
 

oxygen
 

concentration
 

group
 

had
 

the
 

highest
 

number
 

of
 

CFU-E
 

colonies,and
 

the
 

differences
 

between
 

3%
 

and
 

5%
 

oxygen
 

concentration
 

group
 

and
 

control
 

group
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).After
 

cultivation
 

for
 

6
 

hours,the
 

HSCs
 

apoptosis
 

rate
 

in
 

5%
 

oxygen
 

concentration
 

group
 

was
 

the
 

lowest,and
 

the
 

differences
 

between
 

3%
 

and
 

5%
 

oxygen
 

concentration
 

group
 

and
 

control
 

group
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).5%
 

oxygen
 

concentration
 

group
 

had
 

the
 

highest
 

number
 

of
 

cfu-e
 

colonies,and
 

the
 

difference
 

between
 

3%
 

group
 

and
 

control
 

group
 

was
 

statistically
 

sig-
nificant

 

(P<0.05).After
 

cultivation
 

for
 

12
 

hours,the
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

HSCs
 

in
 

5%
 

oxygen
 

concentration
 

group
 

was
 

the
 

lowest,and
 

the
 

differences
 

between
 

5%
 

and
 

15%
 

oxygen
 

concentration
 

group
 

and
 

control
 

group
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).After
 

cultivation
 

for
 

24
 

hours,the
 

HSCs
 

apoptosis
 

rate
 

in
 

5%
 

oxygen
 

concentration
 

group
 

was
 

the
 

lowest,and
 

the
 

differences
 

between
 

3%
 

and
 

5%
 

oxygen
 

concentration
 

group
 

and
 

control
 

group
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).4,7
 

and
 

10
 

days
 

after
 

cultivation,the
 

changes
 

of
 

oxygen
 

concentration
 

were
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

results
 

of
 

CFU-E
 

colony
 

number
 

(P<0.05).After
 

6,12
 

and
 

24
 

hours
 

of
 

cultivation,the
 

changes
 

of
 

oxygen
 

concentration
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

apoptosis
 

rate
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of
 

HSCs
 

(P<0.01).Conclusion The
 

growth
 

and
 

the
 

apoptosis
 

of
 

HSCs
 

are
 

directly
 

influenced
 

by
 

different
 

oxygen
 

concentrations.The
 

oxygen
 

concentration
 

of
 

5%
 

can
 

promote
 

the
 

growth
 

of
 

HSCs
 

and
 

inhibit
 

the
 

ap-
optosis

 

of
 

HSCs.
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  人造血干细胞(HSCs)在不同因素直接影响下增

殖、分化成各种细胞,如骨髓组织细胞、淋巴组织细

胞、白细胞、红细胞、上皮组织细胞等。HSCs具备不

停自 我 更 新 和 变 异 的 潜 力。1988年 THOMSON
等[1]在实验室成功建立了胚胎干细胞系。从此以后,
HSCs在实验室被进一步培养为多种细胞,包括骨细

胞、软骨细胞[2]、血细胞、神经细胞、肌肉细胞、胰岛细

胞等[3-4]。基于HSCs优良的不断增殖和多向分化能

力,在组织损伤重建的研究中 HSCs表现出突出的作

用[5]。与此同时,在临床修复治疗中 HSCs的多向分

化性也获得了广泛应用。在干细胞的培养条件中环

境因素至关重要,不同的环境因素包括氧浓度、pH
值、温度、渗透压等,均能影响干细胞的增殖与分化。
氧浓度对干细胞的生长和凋亡有至关重要的影响,
JOBIN等[6]的研究发现,在体外培养的低氧环境下,
干细胞的生长受到明显干预。本研究主要观察 HSCs
在人体外培养的状况下,在不同氧浓度中的生长和凋

亡情况,为将来的基础性试验与临床应用提供一定

依据。
1 材料与方法

1.1 材料 HSCs由上海拜沃生物科技有限公司

提供。RPMI1640培养液(上海钰森生物技术有限公

司)、Metho
 

CultTMHCC4230培养基(加拿大Stem
 

cell
 

Technologies
 

Inc公司)、IMDM 培养基(上海北

诺生物科技有限公司)、二氧化碳培养箱(长沙长锦科

技有限公司)、Annextin
 

V(美国 Becton,Dickinson
 

and
 

Company)、微氧手套箱(COY
 

Laboratory
 

Prod-
ucts公司)、6孔培养板(广州洁特生物过滤股份有限

公司)、Annexin
 

V-FITC细胞凋亡检验试剂盒(杭州

昊鑫生物科技股份有限公司)、CKC-TR-2W 型倒置

显微镜(Olympus,Japan)、YJ-875型超净化工作台

(苏州安泰净化设备厂)、BD-CAN7型流式细胞仪(美
国Becton,Dickinson

 

and
 

Company)。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养 HSCs用10%胎牛血清的 RP-
MI1640培养液培养。
1.2.2 不同氧浓度的细胞培养处置方式 将 HSCs
分为实验组和对照组。实验组细胞在微氧手套箱中

培养的氧浓度分别设定为:3%、5%、15%;对照组细

胞在微氧手套箱中培养的氧浓度设定为20%。
1.2.3 红系集落形成单位(CFU-E)集落培养 采用

Metho
 

CultTMHCC4230培养基,0.9
 

mL培养基加

入0.1
 

mL的细胞悬液(细胞密度2×109 个/升),用

IMDM培 养 基 补 足 为 1
 

mL,充 分 混 匀 后 转 移 至

35
 

mm的6孔培养板,每份标本重复5孔,置不同氧

浓度,37
 

℃饱和湿度的培养箱内,培养4、7、10
 

d时分

别计数CFU-E集落数。
1.2.4 流式细胞仪检测HSCs凋亡率 采用10%胎

牛血清的 RPMI1640培养基,0.9
 

mL培养基加入

0.1
 

mL的细胞悬液(细胞密度2×109 个/升),用IM-
DM培养基补足为1

 

mL,将HSCs在不同氧浓度下分

别培养6、12、24
 

h,使用Annexin
 

V-FITC细胞凋亡检

验试剂盒,通过BD-CAN7型流式细胞仪检测 HSCs
凋亡率。
1.2.5 相关性分析 氧浓度为3%、5%、15%、20%
分别记作3%氧浓度组、5%氧浓度组、15%氧浓度组、
对照组。培养4、7、10

 

d时研究不同氧浓度和CFU-E
集落数的相关性;培养6、12、24

 

h时研究不同氧浓度

和HSCs凋亡率的相关性。
1.3 统计学处理 采用SPSS19.0统计软件对数据进

行分析处理。符合正态分布的计量资料以x±s表示,
不同时间、不同氧浓度下统计数据比较采用LSD-t检

验;相关性采用Pearson相关分析。以P<0.05为差

异有统计学意义。
2 结  果

2.1 人造血干细胞 倒置显微镜下观察分离培养的

人血干细胞,见图1。

图1  人造血干细胞(HE×400)

2.2 CFU-E集落数结果 培养4、7、10
 

d,5%氧浓度

组CFU-E集落数最高,3%和5%氧浓度组与对照组

CFU-E集 落 数 比 较,差 异 均 有 统 计 学 意 义(P <
0.05)。见表1。
2.3 不同氧浓度组 HSCs凋亡率比较 培养6

 

h,
5%氧浓度组HSCs凋亡率最低,3%和5%氧浓度组

与对照组 HSCs凋亡率比较,差异均有统计学意义

(P<0.05);培养12
 

h,5%氧浓度组 HSCs凋亡率最

低,5%和15%氧浓度组与对照组HSCs凋亡率比较,
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差异均有统计学意义(P<0.05);培养24
 

h,5%氧浓

度组HSCs凋亡率最低,3%和5%氧浓度组与对照组

HSCs凋亡率比较,差异均有统计学意义(P<0.05)。
见图2。

表1  各组CFU-E集落数比较(x±s)

组别 4
 

d 7
 

d 10
 

d

3%氧浓度组 3.400±1.817* 15.200±4.438* 20.200±3.768*

5%氧浓度组 4.200±2.168* 17.400±3.647* 23.600±6.189*

15%氧浓度组 2.600±1.140 8.600±2.302 12.600±2.302

对照组 1.800±0.837 4.200±1.140 8.800±2.589

  注:与对照组比较,*P<0.05。

图2  流式细胞仪测定 HSCs凋亡率

2.4 不同氧浓度和CFU-E集落数、HSCs凋亡率相

关性分析

2.4.1 分别培养4、7、10
 

d,不同氧浓度和CFU-E集

落数相关性分析 培养4、7、10
 

d氧浓度变化与

CFU-E集落数均呈正相关(r=0.486、0.848、0.813,
P<0.05)。
2.4.2 分别培养6、12、24

 

h,不同氧浓度和 HSCs凋

亡率相关性分析 培养6、12、24
 

h后氧浓度变动与

HSCs凋亡率均呈正相关(r=0.743、0.785、0.773,
P<0.01)。
3 讨  论

  HSCs在增殖、分化、凋亡过程中受不同环境因素

的影响,包括温度、氧浓度、渗透压、pH值等,其中至

关重要的一项因素就是氧浓度,而最容易忽视的一项

因素也是氧浓度。在不同氧浓度下,HSCs的生物学

行为显现出多种多样。有科学研究推测出 HSCs在

人体内最适宜生存的微环境不是常氧状态,而是低氧

状态[7-8]。低氧状态是人体内普遍存在的一种生理环

境,因此,也促进了人体内细胞的发育及多种病变的

转变[9]。目前,国际和国内对于 HSCs的体外培养,
普遍采用常氧状态,而体内低氧状态与实验室中的常

氧状态有巨大差异,却较少有研究关注低氧状态下

HSCs的增殖、分化、凋亡情况。因此,本研究选用不

同氧浓度培养 HSCs,可更为真实地模拟人体内不同

的真实生存环境状态。
HSCs在自我修复、更新及分化方面有明显优势。

同时,HSCs的增殖、复制、归巢后重建造血、多向分

化、凋亡等生物学方面的功能也受周围各种环境因素

的广泛制约[10-11]。在人体内骨髓环境中为低氧状态,
而这正是 HSCs主要的生存区域[12-13]。人体内的这

种低氧状态,对于HSCs生物学方面的基本功能的持

续保持起关键作用[14-16]。有研究发现,低氧状态会促

进神经干细胞的增殖,与此同时神经干细胞的凋亡却

出现明显抑制效果[17]。人体内部的低氧诱导因子

(HIF)-1是细胞在低氧状态下适应与应答调节中的

主要转录因子,HIF-1在细胞的生长、增殖、分化、凋
亡等生物学活动中起举足轻重的作用。HIF-1有α
和β

 

2个亚基,常氧状态下,因为被蛋白酶系统降解的

原因,HIF-1α在细胞质内处于失活状态。而在低氧

状态下,HIF-1α大量聚集活化,同时转移到细胞核

内,与细胞核内的HIF-1β相结合构成HIF-1分子,进
而辨识、结合其中包含有低氧化学反应元件的DNA
序列,从而介导、调节和管控与低氧反应所涉及基因

的表达[18]。在人体内骨髓中平均氧浓度为5%,静脉

血平均氧浓度为12%~15%,动脉血平均氧浓度为

20%。本研究将体外培养环境中各组氧浓度分别设

定为3%、5%、15%、20%,正是要模拟 HSCs在人体

内不同氧浓度下的生长、凋亡状况。而这方面的研究

工作国际和国内的报道相对较少。
4 结  论

  本研究发现,HSCs分别培养4、7、10
 

d,其中5%
氧浓度组CFU-E集落数最高;分别培养6、12、24

 

h,
其中5%氧浓度组 HSCs凋亡率最低。由此推测,不
同氧浓度对HSCs的生长和凋亡有直接影响,而其中

5%氧浓度能促进HSCs的生长,同时也能抑制 HSCs
的凋亡,可为今后的临床应用和实验室研究提供一定

理论依据。
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