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缩略语表 
 

 

缩略词 英文全称 中文全称 

ALP Alkaline phosphatase 碱性磷酸酶 

BFR/BS Bone formation rate/bone surface 骨形成率/骨表面积 

BMD Bone mineral density 骨矿物质密度 

BMMSCs Bone marrow mesenchymal stem cells 骨髓间充质干细胞 

BV/TV Bone volume/total volume 骨体积/总体积 

DAPT 

 

N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl)-L-alanyl]- 

S-phenylglycine t-butyl ester 

 

(2S)-N-[N-(3,5-二氟苯

乙酰基)-L-丙氨酰]-2-

苯基甘氨酸叔丁酯 

Dnmt1 DNA methyltransferase 1 DNA 甲基化转移酶 1 

EGFP Enhanced green fluorescent protein 增强型绿色荧光蛋白 

GvHD Graft versus host disease 移植物抗宿主病 

HA-TCP Hydroxyapatite/tricalcium phosphate 羟基磷灰石/磷酸三钙 

IL-10 Interleukin-10 白细胞介素-10 

MAR Mineral apposition rate 矿物质沉积率 

MCP-1 Monocyte chemotactic protein 1  单核细胞趋化蛋白 1 

miRNA microRNA 微小 RNA 

MSCs Mesenchymal stem cells 间充质干细胞 

MSCT Mesenchymal stem cell therapy 间充质干细胞治疗 

OPG Osteoprotegerin 骨保护素 
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缩略词 英文全称 中文全称 

PGE-2 Prostaglandin E2 前列腺素 E2 

RANKL 

 

Receptor activator for nuclear factor-κB ligand 

 

核因子 κB 受体活化 

因子配体 

Runx2 Runt-related transcription factor 2 Runt 相关转录因子 2 

siRNA Small interfering RNA 小干扰 RNA 

TGF-β Transforming growth factor-β 转化生长因子 β 

TSG-6 

 

TNF-stimulated gene/protein-6 

 

肿瘤坏死因子诱导 

蛋白 6 

VEGF Vascular endothelial growth factor 血管内皮生长因子 
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中文摘要 
 

 

【研究背景】 

近年来，MSCs 治疗已被广泛应用到多种人类疾病的治疗中。研究表明，在动物

模型以及临床应用中，MSCs 治疗可以有效缓解移植物抗宿主病（GvHD）、风湿性

关节炎、炎性肠道疾病、心肌梗死、肝纤维化和多发性硬化症等疾病的症状。我们

的前期研究结果也表明 MSCs 治疗可以有效缓解系统性红斑狼疮（SLE）症状、促进

皮肤创伤愈合过程中的血管化、杀伤多发性骨髓瘤、抑制皮肤增生性瘢痕和声带瘢

痕。 

在尝试利用 MSCs 治疗多种疾病的同时，研究者也在不断地探索 MSCs 产生疗

效的机制。早期研究表明移植的供体 MSCs 可以在宿主体内存活，并且可以分化为

多种成体细胞促进组织再生。随后，越来越多的实验证据表明，在大多数情况下，

供体 MSCs 并不会在宿主体内存在足够长的时间并通过分化过程产生疗效。相反，

越来越多的证据表明，MSCs 可以通过分泌包括 PGE2、TSG-6、VEGF 和 IL-10 等多

种可溶性细胞因子调节免疫细胞功能、促进血管化或促进组织再生。同时，也有研

究证明供体 MSCs 可以直接与宿主免疫细胞相互作用并诱导免疫耐受。尽管目前
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MSCs 治疗的一些机制得以阐明，但是很多在 MSCs 治疗应用过程中观察到的现象尚

未得到解释，MSCs 产生疗效的机制也尚未得到全面的阐明。其中，非常令人关注的

是，在对绝大多数动物疾病模型和病人实施 MSCs 治疗过程中，MSCs 移植通常只进

行一次，但是 MSCs 治疗所产生的疗效却可以持续较长的时间，这些证据表明 MSCs

治疗可能通过稳定调节宿主细胞的功能产生持久的疗效，也就是产生了疗效的“记

忆”。目前，这种 MSCs 治疗所产生的稳定疗效的机制尚待阐明。 

表观遗传调控是指在不改变 DNA 序列的情况下进行的稳定的基因表达调控，主

要包括 DNA 甲基化、组蛋白修饰以及 miRNA 等方式。大量的研究表明，表观遗传

调控在疾病的发生发展以及维持疾病性状中起到了重要的作用。同时，利用多种治

疗手段通过干预疾病状态下异常的表观遗传状态可以产生持久的疗效。 

综上所述，我们提出假设：在 MSCs 治疗过程中，供体 MSCs 可以通过调节宿

主细胞的表观遗传状态产生稳定的治疗效果。在前期研究中我们发现，与系统性红

斑狼疮病人相似，系统性红斑狼疮小鼠（MRL/lpr 小鼠，含 Fas 基因突变）具有受损

的 BMMSCs 成骨分化潜能和显著的骨质疏松症状。同时我们发现，单次 MSCs 治疗

可以持久和有效地恢复MRL/lpr小鼠BMMSCs的成骨分化潜能并缓解MRL/lpr小鼠

的骨质疏松症状。在本研究中，我们利用 MRL/lpr 小鼠模型探索 MSCs 治疗产生持

久疗效的分子调控机制。 

【研究目的】 

在 MRL/lpr 小鼠模型中，明确系统注射 MSCs 所产生的逆转骨质疏松症状并恢

复宿主 BMMSCs 成骨分化功能的持久性疗效，探索表观遗传调控尤其是 DNA 甲基

化修饰在 MSCs 治疗所产生的持久性疗效中的作用，阐明供体 MSCs 如何调节宿主

BMMSCs 的表观遗传学特性。本研究为逆转异常的表观遗传状态提供新的干预手段，

并为 MSCs 治疗的临床应用提供进一步的理论支持。 

【研究方法】 

1. MSCs 治疗产生的短期和持久疗效。在 MRL/lpr 小鼠模型中，以系统注射的方式

进行 MSCs 治疗，通过 μCT 和钙黄绿素双标实验观察 MSCs 治疗对骨质疏松症状的

短期及长期疗效，并通过茜素红染色、Western blot 以及裸鼠皮下埋植成骨观察 MSCs

治疗对 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 成骨分化功能恢复的短期及长期疗效。 

2. MSCs治疗对宿主BMMSCs甲基化状态的调节。通过DNA甲基化芯片分析MSCs



第四军医大学博士学位论文 

-5- 

治疗前后 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 全基因组 DNA 甲基化模式的变化，观察 DNA 甲

基化抑制剂 5-Azacytidine 对 MSCs 治疗效果的抑制作用。 

3. 宿主 BMMSCs 的 Notch 信号通路相关基因的甲基化水平及其功能。利用 DNA

甲基化芯片分析与 BMMSCs 成骨分化功能相关的 Notch 信号通路基因的 DNA 甲基

化水平的变化，利用亚硫酸盐测序法对其进行验证，利用 Western Blot 明确 MSCs

治疗前后 Notch 信号通路相关基因的表达，在体外实验和体内实验中观察 Notch 信

号通路的抑制剂 DAPT 对恢复 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 功能的和缓解 MRL/lpr 小鼠

骨质疏松症状的作用。 

4. Dnmt1 对 Notch 信号通路相关基因甲基化水平的调控。利用 Western Blot 检测

MSCs 治疗前后 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中 Dnmt1 的表达，利用 siRNA 和茜素红染

色观察 Dnmt1 在小鼠 BMMSCs 成骨分化中的作用，通过 siRNA 和过表达质粒分别

抑制和过表达 Dnmt1，结合 DAPT 的使用进一步检测 Dnmt1 通过 Notch 信号通路调

控 BMMSCs 成骨分化功能。 

5. miR-29b 对 Dnmt1 表达水平的调控。利用 microRNA 芯片分析筛选 MSCs 治疗前

后恢复表达的 microRNA 并利用 real-time PCR 明确 miR-29b 的表达水平，在体内实

验中使用 inhibitor 抑制 miR-29b 的表达，并观察其对 Dnmt1 的表达、对 Notch 信号

通路的调节以及对MRL/lpr小鼠BMMSCs成骨分化功能的恢复和骨质疏松症状的缓

解作用，利用 mimics 过表达 miR-29b，并观察其对 Dnmt1 的表达、对 Notch 信号通

路的调节以及对 BMMSCs 成骨分化功能的抑制作用。 

6. 供体 MSCs 来源的 exosome 对宿主 BMMSCs 的 miR-29b 水平的调控。利用

transwell 建立正常小鼠 BMMSCs 和 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 共培养体系，观察共培

养对 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 功能的恢复作用。通过使用 siRNA 抑制 Rab27a 的表达

从而抑制 exosome 的分泌，明确 exosome 分泌在共培养体系及在 MSCs 治疗中的作

用。系统注射 exosome，观察 exosome 治疗对 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的 Dnmt1 和

Notch 信号通路的调节、对其 BMMSCs 功能的恢复以及对骨质疏松症状的缓解。 

7. 宿主 BMMSCs 利用供体来源的 Fas 蛋白控制 miR-29b 的分泌。利用 siRNA 和过

表达质粒分别抑制和过表达 Fas，观察 Fas 对 miR-29b 分泌的调控作用，分别使用正

常小鼠和 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 来源 exosome 和 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 共培养，

观察不同来源 exosome 对 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 分泌 miR-29b 功能的调控，构建
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Fas-EGFP 融合蛋白用以对 Fas 蛋白示踪，将表达 Fas-EGFP 融合蛋白的 exosome 与

MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 共培养并系统注射，观察免疫荧光染色观察 MRL/lpr 小鼠

BMMSCs 中 Fas-EGFP 融合蛋白的表达。 

【研究结果】 

1. MSCs 治疗产生了持久的疗效。与正常对照小鼠（C3H/HeJ 小鼠）来源的 BMMSCs

相比较，MRL/lpr 小鼠来源的 BMMSCs 具有较低的体内和内外成骨分化潜能。同时，

与正常对照小鼠相比较，MRL/lpr 小鼠具有显著的骨质疏松症状。实施 MSCs 治疗 4

星期之后，MSCs 治疗显著的恢复了 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 受损的成骨分化潜能，

并且显著的缓解了 MRL/lpr 小鼠的骨质疏松症状。更为重要的是，实施 MSCs 治疗

12 星期后，MSCs 治疗依然保持了对 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 成骨分化功能的恢复和

骨质疏松的缓解作用。 

2. MSCs 治疗恢复了 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的 DNA 甲基化状态。MRL/lpr 小鼠的

BMMSCs 具有异常的全基因组 DNA 甲基化模式和较低的甲基化水平，MSCs 治疗以

后，这种异常的模式和水平得到了恢复。DNA 甲基化抑制剂 5-Azacytidine 显著抑制

了 MSCs 治疗对 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 成骨分化功能的恢复和对骨质疏松症状的缓

解。 

3. MSCs 治疗恢复了宿主 BMMSCs 的 Notch 通路相关基因的 DNA 甲基化水平。

MRL/lpr 小鼠的 BMMSCs 的 Notch 通路相关基因具有较低的 DNA 甲基化水平和较

高的表达水平，MSCs 治疗恢复了 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的 Notch 通路相关基因甲

基化水平并恢复了 Notch 信号通路的激活水平。在体内和体外实验中，DAPT 显著的

恢复了MRL/lpr小鼠的成骨分化能力并显著的缓解了MRL/lpr小鼠的骨质疏松症状。 

4. Dnmt1 调控 Notch 通路相关基因的 DNA 甲基化水平。MRL/lpr 小鼠的 BMMSCs

的 Dnmt1 表达水平较低。在 C3H/HeJ 小鼠的 BMMSCs 中，降低 Dnmt1 的表达可以

降低 Notch1 甲基化水平，激活 Notch 通路并抑制 BMMSCs 的成骨分化。在 MRL/lpr

小鼠的 BMMSCs 中，过表达 Dnmt1 可以恢复 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的 Notch1 的

DNA 甲基化水平和 Notch 通路表达水平，并恢复其成骨分化能力。 

5. miR-29b 负调控 Dnmt1 的表达。MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 具有高表达的 miR-29b

水平，MSCs 治疗恢复了 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的 miR-29b 水平。在体内实验中，

抑制 miR-29b 的表达可以显著恢复 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的 Notch1 和 Dnmt1 表达，
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恢复其 BMMSCs 成骨分化能力并缓解其骨质疏松症状。在正常对照小鼠的 BMMSCs

中，过表达 miR-29b 可以抑制 Dnmt1 表达、降低 Notch1 基因 DNA 甲基化水平、激

活 Notch 通路并抑制 BMMSCs 的成骨分化能力。 

6. 供体 MSCs 分泌 exosome 下调宿主 BMMSCs 的 miR-29b 表达。与正常对照小鼠

BMMSCs 共培养可以恢复 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的 miR-29b、Dnmt1 和 Notch1 的

表达水平并恢复其成骨分化能力，抑制正常小鼠 BMMSCs 的 exosome 分泌可以削弱

这种恢复作用。同时，抑制供体 MSCs 的 exosome 分泌显著削弱了 MSCs 治疗对

MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的 miR-29b、Dnmt1 和 Notch1 表达水平的恢复和对其成骨分

化能力的恢复。直接注射 exosome 显著恢复了 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的 miR-29b、

Dnmt1 和 Notch1 表达水平、恢复了其成骨分化能力并缓解了 MRL/lpr 小鼠骨质疏松

症状。 

7. 宿主 BMMSCs 利用供体 exosome 来源的 Fas 蛋白释放胞内的 miR-29b。在正常

小鼠的 BMMSCs 中，抑制 Fas 的表达可以提高胞内 miR-29b 的量并抑制 miR-29b 的

释放；同时，在 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中，过表达 Fas 可以降低胞内 miR-29b 的量

并促进 miR-29b 的释放。Fas 的抑制和过表达不影响 miR-29b 的原始转录水平。正

常小鼠BMMSCs来源的 exosome可恢复MRL/lpr小鼠BMMSCs胞内和分泌miR-29b

的水平，而 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 来源的 exosome 没有此功能。将含有 Fas-EGFP

融合蛋白的 exosome 与 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 共培养或给予 MRL/lpr 小鼠系统注射

后，均可在 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中观察到融合蛋白的表达。 

【研究结论】 

本研究证实，在 MRL/lpr 小鼠模型中，Fas 蛋白功能的缺失导致 miR-29b 分泌受

阻进而导致 miR-29b 胞内水平升高，而高水平的 miR-29b 通过抑制 Dnmt1 的表达降

低了 Notch 通路相关基因的 DNA 甲基化水平从而激活 Notch 通路。最终，Notch 通

路的激活抑制了 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的成骨分化能力并导致了其骨质疏松症状。

实施 MSCs 治疗后，供体 MSCs 分泌了含有正常功能 Fas 蛋白的 exosome，MRL/lpr

小鼠 BMMSCs 通过 exosome 利用了供体来源的 Fas 蛋白促进胞内 miR-29b 的释放，

进而恢复了 Dnmt1 和 Notch 通路相关基因的 DNA 甲基化水平和表达水平，最终持

久性的恢复了 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的成骨分化能力并缓解了其骨质疏松症状。 

在本研究中，我们通过阐明 Fas/miR-29b/Dnmt1/Notch 所组成的表观遗传调控通路，
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首次揭示了 MSCs 治疗产生持久疗效的机制，证明了干细胞治疗可以通过表观遗传

调控稳定的调节宿主细胞的功能，为逆转疾病发生过程中异常的表观遗传调控提供

了新的治疗手段。同时，我们还首次发现，供体细胞来源的细胞成分可以被宿主细

胞再次利用，以恢复其自身的功能，提示供体细胞和宿主细胞之间的相互交流在干

细胞治疗过程中发挥重要作用。本研究为干细胞治疗的临床应用提供了进一步的理

论依据。 

 

关键词：MSCs 治疗；表观遗传；骨质疏松；miRNA；Notch 
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Abstract 
 

Background 

    Recently, MSCs have been widely applied to therapy of multiple human diseases. 

Previous studies indicated that, in animal disease models and clinical trials, MSCT 

efficiently relieve the disease phenotype of GvHD, rheumatoid arthritis, inflammatory 

bowel disease, myocardial infarction, liver fibrosis, and multiple sclerosis. Our previous 

studies also found that, MSCT efficiently rescues SLE, promotes angiogenesis during 

wound healing, induces multiple myeloma cell apoptosis and prevents cutaneous 

hypertrophic scar and vocal fold scar formation.  

Given the efficient therapeutic effects generated by MSCT, the researchers are 

continuously exploring the mechanisms underlying the therapeutic effects. Earlier studies 
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indicated that the transplanted cells could survive in recipient, and differentiate into 

multiple adult cells for tissue regeneration. Later, more and more experimental evidences 

indicate that in most cases, donor MSCs would not survive in the recipient in long enough 

time for differentiation. Conversely, more and more experimental evidences show that, 

MSCs could regulate immune cell functions, promote angiogenesis and facilitate tissue 

regeneration through secretion of soluble cytokines including PGE2, TSG-6, VEGF and  

IL-10. Meanwhile, it is demonstrated that MSCs can interact with immune cells and 

induce immune tolerance. Although some of the mechanisms underlying MSCT have been 

explored, many phenomena observed during MSCT application have not been explained. 

Especially, it is very interesting that in most cases of MSCT, MSC infusion is just 

performed once. However, the therapeutic effects generated by the one-time MSCT could 

last for a long term. These evidences indicate that MSCT generate durable therapeutic 

effects through regulation of the recipient cell functions, and MSCT generate a 

“therapeutic memory”. The mechanisms underlying these phenomena have not been 

explored yet.  

Epigenetic modification is relatively stable regulation of gene expression without 

changes of DNA sequences, mainly including DNA methylation, histone modification and 

microRNA. Numerous studies demonstrate that epigenetic modification has important 

roles in disease development and in maintenance of pathological status of some diseases. 

Meanwhile, multiple therapeutic approaches aimed at reversing epigenetic aberrations in 

disease conditions cansustain therapeutic effects. 

In summery, we hypothesize that, during MSCT, donor MSCs generate durable 

therapeutic effects through regulating the epigenetic status of the recipient cells. In our 

previous study, we found that, similar to SLE patient, SLE mice (MRL/lpr mice with Fas 

gene mutation) have impaired osteogenic differentiation potential of BMMSCs and 

significant osteoporotic disease phenotype. Meanwhile, we found, a single MSCT durably 

and efficiently rescues the differentiation potential of BMMSCs derived from MRL/lp 

rmice and rescues their osteoporotic disease phenotype. In this study, we use the MRL/lpr 

mice model to further explore the molecular regulation mechanisms underlying the 
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durable therapeutic effects generated by MSCT. 

Aim 

In MRL/lpr mice model, we will determine the MSCT-generated durable therapeutic 

effects on osteoporotic disease phenotype and osteogenic differentiation capacities of the 

recipient BMMSCs. Then, we will explore the role of epigenetic modifications, especially 

DNA methylation, in the durable therapeutic effects. Finally, we will dissect the 

mechanisms underlying donor MSCs regulate the epigenetic status of the recipient 

BMMSCs. This study provides new intervention strategy for rescuing abnormal epigenetic 

status, and further provide theory basis.  

Methods 

1. The short-term and long-term of MSCT-generated therapeutic effects. Donor MSCs 

were systemically infused into MRL/lpr mice model. The short-term and long-term 

therapeutic effects on osteoporotic disease phenotype were determined by micro-CT and 

calcein green labeling experiments. The osteogenic differentiation capacities of MRL/lpr 

BMMSCs were evaluated by Alizarin red staining, Western blot and subcutaneousbone 

formation in nude mice.   

2. The regulation of recipient BMMSC epigenetic status by MSCT. DNA methylation 

array was used to analyze global methylation pattern changes of MRL/lpr BMMSCs 

before and after MSCT. Then, the inhibiting effects of 5-Azacytidine on MSCT were 

evaluated. 

3. The regulation of DNA methylation levels of Notch signaling genes by Dnmt1. Western 

blot was used to detect Dnmt1 expression in MRL/lprBMMSCs before and after MSCT. 

Then, siRNA knockdown approach and Alizarin red staining were used to determine the 

role of Dnmt1 in osteogenic differentiation of BMMSCs. The siRNA knockdown and 

overexpression of Dnmt1 and DAPT were further used to evaluate whether Dnmt1 

regulated osteogenic differentiation through Notch signaling. 

4. The regulation of Dnmt1 by miR-29b. The miRNA array was performed for detection of 

the miRNA levels, which were recovered after MSCT. Real-time PCR was performed to 

confirm the level of miR-29b. After treatment of miR-29b inhibitor in vivo, the effects of 
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miR-29b inhibitor on Dnmt1 expression, Notch signaling activation, recipient BMMSC 

differentiation capacities and osteoporotic disease phenotype were evaluated. Then, after 

treatment of miR-29b mimics in vitro, the effects of miR-29b mimics on Dnmt1 

expression, Notch signaling activation and BMMSC differentiation capacities were 

evaluated. 

5. The regulation of miR-29b level in the recipient BMMSCs by donor MSC-derived 

exosomes. Transwell was used to establish a co-culture system for co-culture of normal 

BMMSCs and MRL/lpr BMMSCs. After co-culture, MRL/lpr BMMSC functions were 

detected. Rab27a siRNA was used to inhibit exosome secretion and evaluate the role of 

exosome secretion in MSCT. After systemic infusion of exosomes, the levels of Dnmt1 

and Notch genes, and BMMSC functions and osteoporotic disease phenotype of MRL/lpr 

mice were determined.   

6. The recipient BMMSC secretion of miR-29b regulated by reused donor-derived Fas. 

The siRNA knockdown and overexpression of Fas were performed to investigate the role 

of Fas in miR-29b secretion. After co-cultured with exosomes derived from normal 

BMMSCs and MRL/lpr BMMSCs respectively, the functions of MRL/lpr BMMSCs were 

determined. The Fas-EGFP fusion protein was constructed for Fas protein tracing. 

Exosomes containing Fas-EGFP fusion protein were co-cultured with MRL/lpr BMMSCs 

and infused into MRL/lp rmice respectively. Then the Fas-EGFP was detected by 

immunofluorescent staining in BMMSCs in vitro and in vivo. 

Results 

1. MSCT generates durable therapeutic effects. Compared with BMMSCs derived form 

normal control mice (C3H/HeJ mice), BMMSCs derived from MRL/lpr mice had lower 

osteogenic differentiation capacities in vitro and in vivo. Meanwhile, compared with 

normal control mice, MRL/lpr mice had significant osteoporotic disease phenotype. Four 

weeks after MSCT, the impaired BMMSCs functions and osteoporotic disease phenotype 

of MRL/lpr mice were rescued. More importantly, twelve weeks after MSCT, the 

therapeutic effects on BMMSC functions and the osteoporotic disease phenotype were 

maintained.  
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2.  MSCT recovered the DNA methylation status of MRL/lpr BMMSCs. BMMSCs 

derived from MRL/lpr mice had abnormal global DNA methylation pattern and lower 

DNA methylation level, which were rescued after MSCT. The demethylating agent 

5-Azacytidine treatment blocked MSCT-mediated therapeutic effects on osteogenic 

differentiation capacities of MRL/lpr BMMSCs and the osteoporotic disease phenotype of 

MRL/lprmice.  

3. MSCT recovers the DNA methylation levels of Notch signaling genes of the recipient 

BMMSCs. The MRL/lpr BMMSCs had lower DNA methylation levels and higher 

expression levels of Notch signaling genes, which were rescued after MSCT. In in vitro 

and in vivo studies, DAPT treatments significantly rescued the osteogenic differentiation 

capacities of MRL/lpr BMMSCs and rescued the osteoporotic disease phenotype of 

MRL/lpr mice.  

4. Dnmt1 regulates DNA methylation levels of Notch signaling genes. MRL/lpr BMMSCs 

had lower Dnmt1 expression. In C3H/HeJ BMMSCs, knockdown of Dnmt1 decreased the 

DNA methylation level of Notch1, active Notch signaling and inhibit osteogenic 

differentiation of BMMSCs. In MRL/lpr BMMSCs, Dnmt1 overexpression rescued the 

DNA methylation level of Notch1, Notch signaling activation level and osteogenic 

differentiation capacities. 

5. MiR-29b downregulates Dnmt1 expression. MRL/lpr BMMSCs had higher expression 

of miR-29b, which was recovered by MSCT. In in vivo study, inhibition of miR-29b 

significantly rescued Notch, Dnmt1 expression level and osteogenic differentiation of 

MRL/lpr BMMSCs, and rescued the osteoporotic disease phenotype of MRL/lpr mice. In 

C3H/HeJ BMMSCs, overexpression of miR-29b decreased Dnmt1 expression and DNA 

methylation level of Notch1, activated Notch signaling and inhibited osteogenic 

differentiation capacities of BMMSCs. 

6. Exosomes secreted by donor MSCs downregulate miR-29b level in the recipient 

BMMSCs. Co-culture with C3H/HeJ BMMSCs rescued miR-29b, Dnmt1 and Notch1 

levels and osteogenic differentiation capacities of MRL/lpr BMMSCs, which could be 

partially blocked through inhibition of exosome secretion by MRL/lpr BMMSCs. 
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Meanwhile, inhibition of exosome secretion by donor MSCs significantly blocked 

MSCT-generated rescuing effects on miR-29b, Dnmt1 and Notch1 levels and osteogenic 

differentiation capacities of MRL/lpr BMMSCs. Direct infusion of exosomes significantly 

rescued miR-29b, Dnmt1 and Notch1 levels and osteogenic differentiation capacities of 

MRL/lpr BMMSCs, and osteoporotic disease phenotype of MRL/lpr mice.  

7. The recipient BMMSCs reuse donor exosome-derived Fas for miR-29b secretion. In 

C3H/HeJ BMMSCs, knockdown of Fas increased intracellular miR-29b level and 

decrease miR-29b secretion. Meanwhile, in MRL/lpr BMMSCs, Fas overexpression 

decreased intracellular miR-29b and promoted miR-29b secretion. However, neither Fas 

knockdown nor Fas overexpression affected original transcription level of miR-29b. 

Exosomes derived from C3H/HeJ BMMSCs could rescue the intracellular and secreted 

miR-29b levels, whereas exosomes derived from MRL/lpr BMMSCs did not have such 

functions. Exosomes containing Fas-EGFP fusion protein were co-cultured with MRL/lpr 

BMMSCs and infused into MRL/lpr mice respectively. Then, Fas-EGFP fusion protein 

could be detected in MRL/lpr BMMSCs in in vitro and in vivo studies. 

Conclusion 

   This study demonstrates that, in MRL/lpr mice model,elevated intracellular levels of 

miR-29b, caused by Fas-deficient-mediated failure of releasing, downregulate expression 

of Dnmt1 in MRL/lpr BMMSCs.This results in hypomethylation of Notch signaling gene 

promoters and activation of Notch signaling, in turn leading toreduced osteogenic 

differentiation of MRL/lpr BMMSCs and osteoporotic disease phenotype of MRL/lpr 

mice. During MSCT, exosomes secreted due to MSCT reduce intracellular levels of 

miR-29b in recipient MRL/lpr BMMSCs, and that exosome-derived Fas is reused by these 

BMMSCs. Finally, the reduced intercellular miR-29b levels result in recovery of 

Dnmt1-mediated hypomethylation of Notch signaling gene promotersand thereby improve 

MRL/lpr BMMSC function, and significantly rescued the osteoporotic disease phenotype 

of MRL/lpr mice. 

In this study, by demonstrating the Fas/miR-29b/Dnmt1/Notch epigenetic cascade, 

we are the first to reveal the mechanisms underlying the durable therapeutic effects 
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generated by MSCT, indicating that stem cell therapy can durably regulate the functions of 

the recipient cells through epigenetic modifications. Thus, this study provides new 

therapeutic method for reversing the abnormal epigenetic status during disease 

development. Meanwhile, we are also the first to find that, the components of donor cells 

can be reused by recipient cells for rescuing their own functions, indicating that the 

interactions between donor cells and recipient cells play an important role in MSCT. 

Therefore, this study provides further theory basis for clinical applications of stem cell 

therapy. 

 

Key words：MSCT；epigenetics；osteoporosis；miRNA；Notch 
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前    言 
 

干细胞治疗，是指利用干细胞移植的方式对疾病进行治疗或预防。干细胞治疗

的历史可以追溯到 1968 年，人类首次成功实施了造血干细胞（Hematopoietic stem 

cells，HSCs）移植（骨髓移植）。从此，造血干细胞移植逐渐被应用到血液恶性肿瘤

及自身免疫疾病的治疗。随后，神经干细胞（Neural stem cells，NSCs）和 MSCs 等

成体干细胞也陆续被应用到疾病的治疗。上世纪 90 年代，MSCs 治疗首次被应用到

临床治疗。由于 MSCs 来源广泛、易于扩增并且具有较低的免疫源性，MSCs 治疗已

经广泛应用到组织再生、移植物抗宿主反应、风湿性关节炎、炎性肠道疾病、心肌

梗死、肝纤维化和多发性硬化症等多种疾病的治疗并取得了显著的疗效。 

尽管 MSCs 治疗已经得到广泛应用，但是其产生疗效的机制尚未得到充分阐明，

供体 MSCs 在宿主体内的生物学行为也尚未得到有效的研究，这在一定程度上限制

了 MSCs 治疗的进一步临床应用，也影响了其安全性的评估。现有研究证明，供体

MSCs 可以通过直接分化和分泌多种细胞因子的方式产生疗效，但这些已经得到阐明

的机制并不能解释研究者在 MSCs 治疗应用过程中观察到的所有现象。其中非常有

趣的现象是，与常规药物治疗不同，MSCs 治疗往往不需要多次实施，而单次的移植

就可以保持较为持久的疗效，这种现象已经在动物模型及临床应用中被观察到。这

些证据表明，MSCs 治疗不仅可以在宿主体内直接分化为其他类型的细胞、通过细胞

因子的分泌调节宿主细胞功能和机体稳态，还可以稳定的调控宿主细胞的功能并产

生持久的疗效。这种稳定的功能调控很有可能和表观遗传相关联。 

表观遗传调控是指在不改变 DNA 序列的情况下进行的稳定的基因表达调控。表

观遗传学的发展让人们更深刻的认识了某些疾病发展的持久性和难于逆转性。如果

能够阐明干细胞治疗在表观遗传调控的层次上稳定的调控宿主细胞的功能，将会为

细胞治疗的临床应用提供进一步的理论依据，并为逆转疾病条件下异常的表观遗传

状态提供新的干预手段。 
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文献回顾 
 

 

一、MSCs 治疗的研究现状 

MSCs 来源于中胚层，存在于几乎所有机体组织中。1974 年，Friedenstein 等首

次建立了从全骨髓中分离培养 MSCs 的方法，并发现 MSCs 具有类似成纤维细胞样

的形态并具有克隆形成能力（Colony-forming unit fibroblasts，CFU-Fs）[1]。随后，

1988 年 Owen 和 Friedenstein 发现了 MSCs 的异质性[2]。进一步的研究显示，单克隆

来源的 MSCs 具有一定的增殖和自我更新能力并具有向成骨细胞、脂肪细胞和软骨

细胞分化的潜能[3]。因此，MSCs 符合干细胞所具有的自我更新和多向分化潜能的

特性[4,5]。MSCs 被发现和鉴定不久以后，就被尝试应用于疾病的治疗[6]（图 1）。

尽管 MSCs 不具有类似于胚胎干细胞（Embryonic stem cells，ES）和诱导多能干细胞

（Induced pluripotent stem cells，iPS）的强大的全能性，但是由于其不受伦理限制，

也不存在出现畸胎瘤的风险[7]，因此迅速的被广泛应用到多种疾病的治疗。 

 

图 1. MSCs治疗由动物实验到临床应用的过程。 

首先，在动物模型中验证MSCs治疗的效果；然后分离培养供体来源MSCs，经过体

外扩增培养和相关功能鉴定之后，最终应用于临床治疗。 

（www.irsn.fr/EN/Pages/home.aspx） 
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从 2004 年开始，全世界范围内 MSCs 的临床试验数量出现明显增加（图 2），这

些临床试验在多种疾病的治疗中开展（图 3）。2012 年 5 月，Osiris’ Prochymal 作为

全世界首个被 FDA 批准的干细胞治疗产品，成功将 MSCs 治疗应用于 GvHD 的治疗

[8]，表明了 MSCs 治疗在未来的巨大应用潜力。 

 

图 2. 2004年以来全世界MSCs临床试验数量的增长趋势 

（ClinicalTrials.gov） 

 

图：3 MSCs治疗在多种疾病中应用的比例 

（ClinicalTrials.gov） 

 

1. MSCs 的表面分子鉴定和多向分化潜能 
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1.1 MSCs 的表面分子鉴定及体内定位 

尽管目前尚未找到一种特异性表达的分子标志物能够鉴定 MSCs，但是，仍然可

以依赖多种分子标志物的共表达情况在一定程度上鉴定 MSCs。以人类来源的 MSCs

为例，主要表达CD105, CD44, CD73, CD29和CD90；一般情况下不表达CD34，CD31，

CD45 和 CD14 等标志物[9]。进一步的研究证明，细胞表面抗原 1（Surface cell antigen 

1，SCA1）、CD146 和血小板衍生生长因子受体 α（Platelet-derived growth factor 

receptor-α，PDGFRα）以及巢蛋白（Nestin）在一定程度上也能够定位骨髓中具有自

我更新和分化能力的特殊 MSCs 群体[10-12]。同时，不同组织来源的 MSCs 还具有

一定的组织特异性表面分子标志物的表达。例如，脂肪组织来源的 MSCs 表达高水

平的 CD34[13]；而骨髓来源的 MSCs 表达 CD271[14]。MSCs 的表面分子标志物的表

达具有一定的不稳定性，一定程度上是由于 MSCs 所具有的异质性、不同的培养方

法、培养时间和细胞的代数决定的。因此，更多的研究尚需探索准确鉴定和定位 MSCs

的方式。 

尽管 MSCs 的发现和相关研究应用的开展已经进行了很多年，但是，大多数的

研究都是建立在分离培养的离体 MSCs 的基础上，MSCs 在体内的干细胞特性和功能

目前尚未得到详尽的阐明[15]。目前，与 HSCs 在体内重建造血系统的功能不同，尚

未建立鉴定 MSCs 在体内功能的“金标准”。鉴于体外细胞培养环境并不能保持干细

胞在体内环境下的特性和功能，因此，仍需要实施更多针对 MSCs 在体内功能和特

性的研究。然而，MSCs 在体内的数量较少、标志物不明确，给体内定位和研究造成

了极大的困难[16]。目前，已发现 MSCs 在体内组织中存在于血管周围[17]，为未来

MSCs 在体内特性和功能的研究提供了重要依据。 

1.2 MSCs 的多向分化潜能 

与干细胞表面分子标志物表达的不确定性所不同，MSCs的多向分化潜能是其作

为间充质干细胞的必要条件，并且受多种基因表达的调控。由于MSCs来源于中胚层，

因此MSCs具有较强的向中胚层来源的成体细胞分化的能力，即较强的成骨、成脂和

成软骨分化的能力。与此同时，不同组织来源的MSCs的分化能力还具有一定程度的

组织特异性。例如，尽管不同组织来源的MSCs均具有多向分化潜能，但是骨髓组织

来源的MSCs具有更强的成骨分化能力，而脂肪组织来源的MSCs具有较强的成脂分

化能力。外源性诱导因素如地塞米松，β-甘油磷酸和维生素C被广泛应用到诱导MSCs



第四军医大学博士学位论文 

-20- 

向成骨方向的分化[18]，通过激活成骨分化相关的关键性转录因子Runx2和诸多其他

相关基因的激活和抑制进而实现成骨分化[19,20]。除了外源性因子的使用，支架材

料和基质同样可以为MSCs提供足够的促进成骨分化的微环境。人工合成材料支架材

料已被证明能够促进MSCs的增殖、黏附和成骨分化[21]。同时，有研究证明，基质

的硬度会影响间充质干细胞的分化方向，高硬度的基质同样可以促进干细胞向成骨

方向分化[22]。成脂分化方面，地塞米松和吲哚美辛等共同作用可以诱导MSCs向成

脂方向分化[23]。而TGF-β1和TGF-β2可以诱导MSCs向成软骨方向分化[24]。 

 

图 4. 骨髓来源的MSCs分别向外胚层、中胚层和内胚层细胞分化的多向分化潜

能[25] 

 

有研究表明，MSCs除了具有向成骨细胞、脂肪细胞和软骨细胞的分化的能力，

还能够向中胚层来源的其他细胞类型甚至非中胚层来源的细胞分化，如肝细胞、心

肌细胞、内皮细胞和神经细胞等[26-30]（图4）。然而，这些多项分化能力并没有得

到研究者的广泛认可。这是由于尚未建立统一的MSCs分离、培养和鉴定的标准方法，

也缺乏对终末细胞分化的鉴定。同时，不同的培养方法会导致MSCs具有一定的异质



第四军医大学博士学位论文 

-21- 

性，不同的克隆之间具有不同的形态[31-33]、增殖能力[34]和多项分化潜能[35,36]。

因此，培养的MSCs所具有的异质性可能是其产生跨胚层分化能力的原因。 

2 MSCs 治疗的应用 

2.1 MSCs 治疗在组织再生领域中的应用 

MSCs 几乎可以在所有类型组织中获取并具有多向分化潜能。同时，MSCs 被认

为能够在组织生长、创伤愈合以及病理条件下替换和更新机体内的细胞。因此，MSCs

被认为具有较强的促进再生的能力并被广泛应用于动物模型和病人，用于修复组织

缺损和促进组织再生[37]。 

在骨组织再生领域，大块骨组织缺损一直是临床治疗中的难题。由于缺乏足够的

自体骨移植物[38,39]，以及涉及异体骨移植所引发的疾病传播和免疫排斥等潜在问

题[40]，MSCs 治疗被认为能够作为新的治疗策略实现骨组织的再生[41]。首先，多

种组织来源的 MSCs 所具有的明确的成骨分化能力是 MSCs 实现骨再生的基础。将

MSCs 与支架材料复合可以有效促进骨再生和大块骨组织缺损的修复[42,43]，并能够

应用于脊柱融合术[43,44]。研究者还发现，在骨折修复过程中，多种趋化因子是趋

化 MSCs 进入骨折位点的关键因素[45]。在 MSCs 应用于骨组织再生过程中，研究者

不断探索和优化能够充分发挥和提高 MSCs 促进再生潜能的条件。例如，移植 MSCs

的总数量和局部浓度是 MSCs 促进骨组织愈合的重要因素[46]。而 MSCs、富含血小

板的血浆以及合成的骨组织替代物的联合使用效果要优于单一因素的使用，提示多

种因素的协同作用能够显著提升 MSCs 促进骨再生的潜力[45]。我们的前期研究发

现，在小鼠颅骨缺损模型中，通过转染 miR-26a 和在缺损局部释放 miR-26a 可以同

时促进 MSCs 与支架材料复合体的成骨和成血管作用，并最终促进颅骨缺损的再生

[47]。我们还发现，通过调节颅骨缺损小鼠的免疫条件，能够显著提高 MSCs 与支架

材料复合物促进再生的能力，并能够实现大尺寸颅骨缺损的完整修复[48]。这些研究

结果显示，通过优化 MSCs 的成骨分化能力以及 MSCs 所处的再生微环境能够显著

提高 MSCs 介导的骨组织再生。 

在肝组织再生领域，MSCs 可以通过作为新的肝细胞来源应对肝移植供体短缺的

情况。研究表明，在特定的培养条件下，MSCs 能够被诱导成为具有肝细胞功能和特

性的细胞，移植后能够在裸鼠肝组织中存活[49]。在大鼠模型中，MSCs 治疗能够缓
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解化学试剂诱导的肝组织损伤并能够抑制肝纤维化的发生[50]。多项研究表明移植的

MSCs 通过在体内分化为功能性的肝细胞促进肝损伤再生[51]。与之相反，有研究表

明系统注射的 MSCs 并不通过分化作用产生疗效[52]。为了进一步提高的治疗效果，

研究者尝试利用体外预处理和遗传修饰的方法提高 MSCs 的功能[53,54]。临床应用

研究表明，自体移植骨髓来源的 MSCs 能够缓解由乙型肝炎病毒和肝硬化导致的肝

功能衰竭[55,56]。在促进皮肤创伤愈合及再生的研究方面，研究证明移植的 MSCs

能够在创面局部分化为表皮细胞、平滑肌细胞和成纤维细胞并促进创面愈合[57]。我

们的前期研究结果证明，将 MSCs 与支架材料复合应用于小鼠创面模型，可以促进

创面愈合过程中的血管化并促进创面愈合[58]。同时我们还发现，在兔耳瘢痕模型中，

局部注射 MSCs 能够抑制皮肤增生性瘢痕的形成[59]；而在兔声带瘢痕模型中，局部

注射 MSCs 与微粒化材料复合物能够抑制声带瘢痕的形成[60]。这些研究结果表明，

MSCs 不仅能够促进创伤愈合的速度，还能够通过抑制过度愈合和增生进而提高创伤

愈合的质量。在临床应用中，MSCs 移植能够促进深度烧伤病人的皮肤愈合[61]。MSCs

还被尝试应用于糖尿病及其并发症的治疗。通过优化体外诱导环境和调控相关基因

的表达可以将 MSCs 诱导成为胰岛素分泌细胞（Insulin-producing cells，IPCs）[62-65]。

同时，研究者在动物实验及临床应用研究中发现，MSCs 治疗可以显著促进糖尿病条

件下是慢性不愈合创面及足溃疡的愈合[66,67]。除此之外，MSCs 治疗还被应用到角

膜组织损伤再生[68]、牙周组织再生[69]、脊髓损伤再生[70]和恢复心肌梗死情况下

心脏功能[71]。综上所述，MSCs 具有直接分化成特定细胞类型的能力，并具有通过

不依赖分化作用促进组织再生的能力。因此，MSCs 被广泛应用到组织再生的研究领

域中。 

2.2 MSCs 治疗在免疫相关疾病中的应用 

除了能够促进组织愈合和再生，MSCs 的另外一个重要特性就是具有显著的免疫

调节能力，并且这种免疫调节能力能够被炎症因子所激活，在不同炎症微环境下的

MSCs 所具有的免疫调节能力不同，因而 MSCs 的免疫调节能力具有一定的可塑性

[7]。MSCs 治疗在免疫相关疾病的治疗效果首先在 GvHD 中得到了验证。GvHD 是

指经过骨髓移植后，移植物中的淋巴细胞识别宿主抗原并攻击宿主细胞的现象，这

种现象可导致宿主的多器官功能衰竭并导致移植失败。以往的研究表明，MSCs 治疗



第四军医大学博士学位论文 

-23- 

能够显著缓解抑 GvHD 的发生，尤其是发生在重度激素耐药的情况下[72-75]。然而，

基于大样本的临床三期实验研究报道称，MSCs 治疗对 GvHD 所产生的有效缓解作

用依赖于发生 GvHD 的组织类型[76]，这提示 MSCs 对 GvHD 的治疗机制仍需要进

行进一步的探索。同时，MSCs 治疗能够有效缓解 SLE 和克罗恩病的疾病症状，在

此过程中，自体和异体来源的 MSCs 均能够通过激活调节性 T 细胞的活性抑制炎症

并缓解肾和肠道组织的损伤[77-81]。MSCs 治疗还能够有效缓解多系统萎缩症

（Multiple system atrophy，MSA）、多发性硬化症（Multiple sclerosis，MS）和及萎

缩侧索硬化症（Amyotrophic lateral sclerosis，ALS）的疾病症状[82]。我们前期研究

也发现，MSCs 能够通过诱导 T 细胞凋亡并激活调节性 T 细胞的活性产生免疫耐受，

进而有效地缓解小鼠急性肠炎的症状。在临床试验中，我们发现 MSCs 治疗能够显

著缓解系统性硬化症（System sclerosis，SS）病人的疾病症状[83]。除此之外，MSCs

治 疗 还 被 应 用 于 实 验 性 自 身 免 疫 性 脑 脊 髓 炎 （ Experimental autoimmune 

encephalomyelitis，EAE）的治疗。这是一种通过诱导敏感动物引发的累及中枢神经

系统的自身免疫性疾病模型，因其与多发性硬化症在疾病表现上非常相似，因而主

要被用于模拟多发性硬化症。研究表明，MSCs 治疗能够通过诱导组织修复再生、减

少脱髓鞘的发生并缓解 T 细胞和巨噬细胞在中枢神经系统的浸润[84-87]。尽管现有

证据不足以证明 MSCs 能够在中枢神经系统存在足够长的时间，但 MSCs 在边缘组

织存在就能够促进组织再生并缓解自身免疫症状所导致的组织损伤[88]。 

3 MSCs 治疗机制的研究现状 

如上所述，MSCs 治疗已经被证明在多种疾病的治疗中产生显著的治疗效果，然

而，为了使 MSCs 治疗效果能够充分发挥，如何控制最适合的细胞量、选择合适的

治疗时机和移植方式仍然需要进一步的探索[89]。同时，对 MSCs 治疗机制的探索也

有利于控制干细胞治疗所面临的潜在的风险[90]。因此，研究者对 MSCs 的治疗机制

进行了多方面探索，而且部分机制已经得到阐明。尽管到目前为止仍然没有发现能

够解释 MSCs 治疗多种疾病的统一的机制，但是在某些疾病模型中，关键的机制已

经得到了阐明。同时，当应用 MSCs 治疗某一种疾病的过程中，多种治疗机制很有

可能同时发挥作用[37]。 

3.1 归巢作用 
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大量的研究表明，MSCs 具有向损伤组织归巢的特性。当 MSCs 被系统植入人或

动物时，尽管很多 MSCs 分布在肺组织中[71]，但是 MSCs 总是保持着向损伤并伴有

炎症发生的组织中归巢[91,92]。研究发现，与正常对照老鼠相比，具有血管损伤的

老鼠的外周血中存在更多数量的 MSCs，其中，损伤诱发的高水平的粒细胞集落刺激

因子（Granulocyte colony-stimulating factor，G-CSF）起到了关键作用[93,94]。与自

身 MSCs 的动员相比，越来越多的研究集中在探索外源植入的 MSCs 在多种疾病治

疗条件下的归巢作用，例如实验性自身免疫性脑脊髓炎、关节炎和二型糖尿病

[87,95,96]。肿瘤被认为是永远不会愈合的创伤并伴有持续是炎症反应[97]。自身动员

的 MSCs 和系统注射的 MSCs 均能够向肿瘤及其邻近组织中归巢[98]。我们的前期研

究结果也发现，在小鼠多发性骨髓瘤模型中，系统注射的 MSCs 能够向肿瘤组织中

归巢并杀伤骨髓瘤细胞[99]。利用 MSC 的这种肿瘤靶向性特点，在肿瘤动物模型中，

通过在 MSCs 中表达 IFNα、IL-12 和 IFNβ 可以应用于肿瘤的治疗[100-102]。炎症微

环境介导的 MSCs 的归巢作用被证明与多种趋化因子、黏附因子和基质金属蛋白酶

相关，其中 CXCR2 和 CXCR4 被研究的最为广泛[103,104]。通过在 MSCs 中表达

CXCR4 可以提高 MSCs 在体内的归巢能力并提高其对大鼠心肌梗死的治疗效果

[105]。MSCs 在应用于治疗前必须经过扩增培养，而 MSCs 在培养传代过程中其归

巢能力会减弱[106]，而使用多种细胞因子的处理可以提高 MSCs 的 CXCR4 表达并

提高 MSCs 的归巢能力和治疗效果[107]。由于 MSCs 的归巢特性会影响 MSCs 的治

疗效果，因此，经过扩增培养后的 MSCs 的质量控制极其重要。 

3.2 直接分化及分泌细胞因子促进组织再生 

由前述部分指出，MSCs 具有明确的向成骨、成脂和成软骨方向分化的能力，因

此，MSCs 所具有的多向分化能力被广泛应用于组织修复与再生。与治疗其他疾病的

情况不同，当利用 MSCs 的直接分化作用实现再生时，外源 MSCs 作为组织再生和

修复的主要细胞来源。为了能够有效地控制和调节 MSCs 的定向分化，并准确地将

MSCs 定位于组织损伤的部位，MSCs 通常会与多种生物支架材料及合成材料复合后

应用[37]。目前，这种方式已经成功应用于长骨和软骨组织的修复，并能再生出具有

一定结构和功能的硬组织[108,109]。我们在前期研究中利用 MSCs 与多种支架材料

复合应用于组织再生和修复中。我们发现，脂肪组织来源的 MSCs 与天然支架材料
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复合会协同促进创面愈合过程中的血管化过程，并显著提高创面愈合速度和质量

[58]。而牙源性 MSCs 与天然矿化材料复合能够通过激活 MAPK 通过促进牙本质再

生。我们还发现，微粒化的材料可有效的作为 MSCs 扩增和局部注射的载体，应用

于声带瘢痕的治疗和软组织再生[60,110]。而将 MSCs 与 HA-TCP 复合能够修复颅骨

的大面积缺损[47,48]。未来，相关研究主要将集中在如何控制和提高支架材料的性

能，并关注支架材料对 MSCs 功能的影响以及移植后对宿主周围组织的影响。 

越来越多的证据显示，当外源性 MSCs 和内源性被动员的 MSCs 进入受损组织

后，在局部多种炎症因子和缺氧环境等因素的诱导下，会分泌多种生长因子促进组

织修复和再生[7,111]。因此，MSCs 被认为是作为生长因子分泌源通过分泌多种生长

因子产生治疗效果。这些生长因子包括 EGF、PDGF、FGF、VEGF、HGF、IGF-1、

TGF-β、KGF、Ang-1 和 SDF-1[112-115]。这些生长因子会活化创伤周围的血管内皮

细胞、成纤维细胞以及组织内前体细胞和干细胞的功能，进而实现组织修复和再生

（图 5）。其中，VEGF、PDGF、Ang-1 和 TGF-β 等因子会直接作用于血管内皮细胞，

通过调控血管内皮细胞的增殖和细胞外基质的分泌促进血管的形成[116]。因此，

MSCs 具有显著的促进血管形成的能力。其中，脂肪组织来源的 MSCs 被证明能够分

泌多种促进血管发生的因子[117]并有效促进下肢缺血模型老鼠新血管的发生[118]。

我们的研究也证明了脂肪组织来源的 MSCs 能够促进创面愈合过程中的血管化并促

进创面愈合的速度和质量[58]。尽管已经有足够多的证据表明 MSCs 能够促进组织的

再生和修复，但是组织长期的功能修复仍然要依赖于内源性的干细胞的激活和分化

[7]。研究表明，MSCs 能够分泌肝细胞生长因子（Hepatocyte growth factor，HGF）

通过调节内源性神经细胞的功能恢复实验性自身免疫性脑脊髓炎的疾病症状[119]。

因此，正是由于 MSCs 能够通过分泌生长因子激活损伤组织周围的内源性干细胞，

所以即使在 MSCs 不在创伤周围长期存在的情况下，依然可以产生显著的治疗效果。

综上所述，在 MSCs 治疗过程中，MSCs 与宿主局部微环境发生复杂的相互作用，而

在此过程中，多种治疗机制可能同时发挥作用。不同于 MSCs 直接分化为成体细胞

促进再生的机制，MSCs 治疗通过触发和启动宿主自身的再生过程可能发挥了更为广

泛的作用。 
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图 5. MSCs 分泌多种细胞因子，通过激活血管内皮细胞、成纤维细胞和组织内固有

的祖/干细胞促进组织再生和修复[7] 

 

3.3 MSCs 的免疫调节功能 

近年来，MSCs 治疗被广泛应用与多种免疫相关疾病的治疗。在体内和体外实验

中，MSCs 均能够有效的抑制 T 细胞、树突细胞、B 细胞、巨噬细胞和自然杀伤细胞

的过度的免疫反应[25,120]。针对 MSCs 所具有的显著的免疫调节功能，大量的实验

研究探索了其中的机制，其中最为广泛认可的机制就是 MSCs 通过分泌多种免疫调

节因子调节免疫反应。这些免疫调节因子包括 TSG6、PGE2 和 IL-10 等，这些免疫

调节因子通过诱导调节性 T 细胞并抑制免疫细胞的活性发挥了显著的免疫调节作用

（图 6）。 
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图 6. MSCs 的免疫调节功能[7] 

 

其中，TSG-6 是一种具有抑制炎症功能的蛋白，TNF-α 能够诱导 MSCs 分泌

TSG-6。研究表明，TSG-6 在人来源 MSCs 治疗心肌梗死和角膜损伤中发挥着重要作

用[68,71]。同时，人来源 MSCs 分泌的 TSG-6 能够显著缓解酵母聚糖诱导的小鼠腹

膜炎的疾病症状[121]。我们的前期研究结果显示，人来源 MSCs 在凋亡过程中能够

通过激活 Caspase-3 促进自身 TSG6 的表达和分泌，进而抑制兔耳创面愈合过程中的

炎症反应和瘢痕的形成，Caspase-3 抑制剂的 Z-DEVD-FMK 可以显著降低 MSCs 的

治疗效果[59]。以往的实验证据表明，移植的外源性 MSCs 往往不会在宿主体内存活

较长时间而会在移植后短时间内凋亡并被宿主清除[59]。因此，我们的研究揭示了

MSCs 在凋亡过程中通过分泌 TSG-6 抑制炎症的新机制，证明了 MSCs 的凋亡是其

启动炎症调节能力的关键因素。IL-10 是最早被证明和 MSCs 的免疫抑制作用有明确
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关系的因子。人和鼠来源的 MSCs 能够通过分泌 IL-10 抑制 T 细胞活性和 Th17 的分

化[122,123]。炎症微环境还会促进 MSCs 分泌另一种免疫调节因子 PGE-2。MSCs 能

够通过分泌 PGE-2 促进巨噬细胞分泌 IL-10 缓解小鼠脓毒血症的症状[124]。MSCs

还能够通过 PGE-2 抑制单核细胞来源的树突状细胞的成熟[125]。除此之外，MSCs

还能够通过一氧化氮合成酶（Inducible nitric oxide synthasei，iNOS）分泌一氧化氮抑

制 T 细胞增殖并调节免疫反应[126]。MSCs 不仅能够通过分泌作用调节免疫，还可

以和免疫细胞直接相互作用。我们在研究中发现，系统注射的 MSCs 能够通过分泌

MCP-1 募集 T 细胞并利用 FasL/Fas 通路诱导 T 细胞凋亡诱导免疫耐受[83]。 

    MSCs 的免疫抑制功能的发挥需要通过多种炎症因子的激活，这些炎症因子包括

IFN-γ、TNF-α 和 IL-1[37]。因此，当局部微环境的炎症反应较低时，MSCs 反而会促

进免疫反应[127]。因此，MSCs 在免疫调节过程中是一柄“双刃剑”，如何在临床应

用中控制其免疫调节功能是极其重要的。在 MSCs 治疗以前，使用炎症因子的预处

理可以提高 MSCs 的免疫调节能力。例如，IFN-γ 预处理的 MSCs 能够完全有效地控

制 GvHD 的致死性[37]。同时，MSCs 会在不同疾病微环境中发挥不同的治疗效果，

在同种疾病的不同组织中也可能具有不同的功能。因此，MSCs 的免疫调节能力的可

塑性为免疫相关疾病提供了“智能化”的治疗，同时也增加了疾病治疗的复杂化和

不确定性，因此需要进一步的研究明确其中的机制。 

3.4 MSCs 治疗的持久治疗效果 

在 MSCs 治疗研究和应用过程中，研究者发现，单次 MSCs 治疗往往可以产生

较为持久的疗效（表 1）。在治疗临床应用中，单次 MSCs 治疗可以在 GvHD、心肌

梗死和肝功能衰竭疾病中产生较为持久的疗效[55,73,75,128]；我们的研究也证实，

单次 MSCs 治疗还能够持久性缓解 SLE 和系统性硬化症病人的疾病症状[78,83,129]。

这些证据提示，与常规药物治疗不同，MSCs 治疗可以产生治疗的“记忆”，而目前

关于这种现象仍需要进一步的机制探索。 
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Diseases Administration Therapeutic effects 
Duration after One 

Infusion 

 

References 

GvHD      Systemic Infusion                                 5 Months           [75] 

GvHD      Systemic Infusion                                 1 Year              [73] 

Myocardial  
Infarction 

 
Liver Failure   Local Infusion       Improved Disease Index        6-9 Months          [55] 

 
SLE       Systemic Infusion   Recuing of Organ Dysfunction      1 Years             [78] 

 
SLE       Systemic Infusion   Recuing of Organ Dysfunction      4 Years             [129] 

 
System sclerosis Systemic Infusion      Improved Disease Index        1 Years            [83] 

 

Reduced response; 
decreased GvHD stages 

Reduced response; 
decreased GvHD stages 

Reduced ventricular 
tachycardia episodes 

 

Systemic Infusion                                 6 Months 

 

 

 

 

       

 

 

 

 

表 1. MSCs 治疗在多种疾病的临床治疗中产生持久的疗效。 

 

3.5 治疗方式对 MSCs 治疗效果的影响 

与常规药物治疗方式相比，以移植细胞为治疗手段的治疗方式有其自身的特殊

性，根据这些特殊性能够优化 MSCs 治疗的疗效。在早期关于 MSCs 的研究中，研

究者往往关注 MSCs 在体内的长期存活和分化功能。在一项研究中，研究者将人来

源 MSCs 移植入处于胚胎发育期早期的羊体内，13 个月后，植入的 MSCs 能够在多

种组织内存活并分化为脂肪细胞、骨髓基质细胞、软骨细胞、心肌细胞和胸腺基质

[130]。然而，更多的研究发现系统注射的 MSCs 大量分布于肺组织中并在短时间内

被清除[59,71]。这些现象的内在机制仍需要进一步探明。MSCs 的注射方式和位置也

会影响 MSCs 治疗的疗效。通过静脉系统注射（如小鼠尾静脉注射）能够使移植的

MSCs 迁移至特定的炎症组织区域，如肝、软骨和肺组织中[131,132]。而通过局部动

脉注射能够集中 MSCs 在损伤组织中的数量，如通过肝动脉注射 MSCs 治疗人肝硬

化[133]。为了提高 MSCs 在局部组织的治疗功能，MSCs 治疗还可以通过局部注射

实施，如局部注射 MSCs 治疗皮肤创伤[59,61]。由于 MSCs 治疗功能的发挥受宿主

局部微环境的影响，因此，MSCs 治疗的实施时机尤为重要。例如，在 GvHD 诱导

前实施 MSCs 治疗不会产生治疗效果[134]；而在 GvHD 诱导后 3 天和 7 天实施 MSCs

治疗可以产生显著的治疗效果[126]。上述证据表明，阐明 MSCs 的功能特性和治疗

机制有利于优化治疗条件和提高治疗效果。 

 

[128] 
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二、表观遗传调控在疾病中的作用及干预手段 

1. 表观遗传学概念及内容 

表观遗传学的起源和发展由来已久，甚至在明确 DNA 分子作为遗传物质之前，

科学家就发现不是每一个基因都会在生物体内的每一个细胞中一直持续地表达

[135]。同时，尽管多细胞生物体内的所有细胞都具有相同的遗传物质，然而可遗传

的基因表达调控使得细胞能够在不同组织中保持特异性的生物学性状和功能[136]。

因此，表观遗传的概念就是指不依赖于 DNA 序列改变的可遗传的基因表达的调控。

不同于基于 DNA 序列的遗传调控，表观遗传范畴内对基因表达的调控具有相对的可

塑性。这种可塑性在生物个体发育、细胞分化以及生物进化中发挥了重要作用

[135,136]。不仅如此，在多细胞生物中，表观遗传调控在维持子代生物的多样性方面

可能发挥了重要作用。例如，来源于供体遗传物质的克隆动物并不会与供体表型和

发生疾病的情况完全相同[135,137]。同时，人类双胞胎虽然具有相同的 DNA 序列，

但是却具有不同的表观遗传修饰模式，以及不同的疾病表现[138,139]。环境因素对生

物体中细胞水平的影响也会一定程度上在表观遗传调控中得到体现，因此，表观遗

传在环境因素如生活习惯、饮食、早期生活经历和对毒性物质的接触所致的疾病中

起到了重要作用[140]。正因如此，表观遗传可以作为治疗靶点应用于肿瘤、代谢性

疾病以及神经系统疾病的治疗靶点[135,141]。这些证据表明，在基于 DNA 序列的遗

传调控的基础上，表观遗传赋予生物体更高的可塑性和适应性，而表观遗传调控的

异常也会导致疾病的发生。 

表观遗传调控主要包括 DNA 甲基化、组蛋白修饰和 RNA 相关机制（如

miRNAs），这些方式在不同层次上调控基因的表达（图 7）。DNA 甲基化是被研究最

为广泛的表观遗传调控方式。1925 年，Johnson 和 Coghill 首次描述了这种现象，此

发现甚至早于 DNA 双螺旋结构的发现[142]。DNA 甲基化是指 DNA 胞嘧啶上的氢

原子被甲级取代的过程。在哺乳动物中，DNA 甲基化通常发生在 CpG 双核苷酸，而

CpG 双核苷酸富集区域被称为 CpG 岛，CpG 岛通常被定义为 200 个碱基以上，含有

鸟嘌呤和胞嘧啶的含量在 50%以上，并且出现 CpG 位点几率在 0.6 以上的区域。研

究发现，有 60%以上的人类基因的启动子区域存在 CpG 岛，而这些区域通常是处于

非甲基化状态的[143]。DNA 甲基化的发生主要依赖三种 DNA 甲基化转移酶（Dnmts）
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介导，包括 Dnmt1、Dnmt3a 和 Dnmt3b[144]。相对于 DNA 甲基化的稳定修饰，组蛋

白修饰的稳定性相对较弱，组蛋白修饰水平主要依赖于组蛋白修饰酶控制增加和减

少修饰水平的平衡[141]。 

 

 

图 7. 表观遗传调控机制[142] 

 

miRNA 是一种长度为 19 至 24 个核苷酸的非编码小 RNA，于 1993 年首次在秀

丽隐杆线虫中被发现[145,146]。miRNA 首先在细胞核转录形成 pri-miRNA，随后被

Drosha 剪切成 pre-miRNA 转运出细胞核，最后被剪切形成 miRNA 成熟体，发挥抑

制基因表达的作用。miRNAs 通过在转录后调控水平上负调节基因的表达，在生长、

发育和疾病发生等方面发挥重要的作用[147]。miRNAs 可以在不改变 DNA 序列的前

提下产生可遗传的基因表达调控，同时，miRNAs 与其他表观遗传调控方式有着密切

的联系，能够通过调节 Dnmts 和组蛋白乙酰转移酶的表达调节表观遗传修饰水平；

同时，microRNA 的表达也受其他表观遗传调控方式的调节[148-150]。 

2. 表观遗传调控在疾病发生中的作用 
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越来越多的证据显示，表观遗传调控与疾病的发生存在密切的联系，这种联系

在慢性疾病的发生中尤为突出。而疾病发生的状态和环境因素的影响会在细胞水平

上产生“记忆”的效应，例如如炎症对纤维化和肿瘤发生所产生的表观遗传调控效

应[151,152]，这使病变组织内的细胞在脱离疾病微环境后，仍然能够持久保持疾病

的性状。表观遗传调控的异常与肿瘤的发病过程密切关联[153]。大量的实验研究表

明，肿瘤细胞具有显著的低水平 DNA 甲基化水平[154]，这种异常的 DNA 甲基化水

平在多种肿瘤的发生中发挥重要作用[155]。因此，启动子区域 DNA 甲基化的分析将

有助于鉴定肿瘤类型[156]、预测肿瘤的发展[157]并能够作为潜在的治疗靶点[158]。

组蛋白修饰的异常也与肿瘤的发生相关。同时，表观遗传调控异常能够导致自身免

疫疾病的发生，例如 DNA 甲基化异常在 SLE 中的作用[138]。 

3. 表观遗传干预手段 

鉴于表观遗传调控在疾病发生中的重要作用，多种调控表观遗传的药物得以应

用于相关疾病的治疗。其中，Dnmts 和组蛋白去乙酰化酶的抑制剂广泛应用于肿瘤

的治疗[159,160]，多种药物正处于临床试验阶段（表 2）。由于多种表观遗传调控方

式会在同一种疾病中同时起作用，因此，同时针对不同表观遗传调控的联合治疗方

式也得到了尝试[161]。目前，表观遗传调控治疗虽然发展迅速，但是仍然面临诸多

挑战。首先，目前的药物治疗均只能调节全基因组的表观遗传修饰水平，缺乏足够

的特异性，这样会产生潜在的副作用和毒性[141]。再者，目前的治疗手段无法区分

哪些基因在疾病的发生中起到决定性的激发作用，不能针对这些基因进行特异性的

调节。而随着高通量分析技术的运用，通过分析大量的数据将有助于分析和定位关

键的致病基因[162,163]。同时，目前的表观遗传治疗手段尚不能有效治疗实体肿瘤，

这主要是由于肿瘤细胞的异质性导致的[141]，因此，明确肿瘤细胞不同亚群的细胞

状态和特性将是未来实施治疗的关键。 
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表 2. MSCs 治疗在多种疾病的临床治疗中产生持久的疗效[141] 
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正    文 

 

第一部分 MSCs 治疗持久恢复宿主 BMMSCs 的 

成骨分化功能 

 

SLE 是一种自身免疫疾病，可以对体内多脏器和系统包括骨骼、肾脏、心血管

系统、皮肤和神经系统造成损伤，目前尚无十分有效的治疗方法[164]。我们的前期

临床研究结果证明，MSCs治疗可以显著缓解SLE病人自身免疫疾病的相关症状[78]。

骨质疏松是 SLE 病人较为常见的症状之一[165]，与之相一致的是，我们发现 SLE 病

人的 BMMSCs 具有较低的成骨分化能力。MRL/lpr 小鼠是一种 Fas 基因突变的小鼠，

具有自发的自身免疫疾病症状，能够充分模拟 SLE 病人的自身免疫疾病的相关症状

并具有显著的骨质疏松症状。利用 MRL/lpr 小鼠模型，我们前期的研究结果证明，

MSCs 治疗可以显著缓解 MRL/lpr 小鼠自身免疫疾病的相关症状，并且能够有效缓解

MRL/lpr 小鼠骨质疏松的症状[78]。我们还发现，单次的 MSCs 治疗能够产生较为持

久的疗效[78]。本实验利用 MRL/lpr 小鼠模型，将具有相同遗传背景的野生型小鼠作

为对照，观察 MRL/lpr 小鼠骨质疏松症状及其 BMMSCs 的功能；系统注射 MSCs 后，

分别在短期和长期观察 MRL/lpr 小鼠骨质疏松症状的缓解及其 BMMSCs 功能的恢

复。 

1 材料 

1.1 实验动物 

雌性 C3MRL-Fas
lpr

/J (MRL/lpr) （后简称 MRL/lpr）小鼠和正常对照 C3H/HeJ

小鼠购于 Jackson Laboratory（美国）。雌性裸鼠购于 Harlan（美国）。所有动物实验

程序符合第四军医大学动物使用与管理委员会规定，并符合美国南加州大学相关动

物实验方法和规定（实验方法编号：USC #11953 和 USC #11327）。 
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1.2 试剂和抗体 

alpha minimum essential medium（α-MEM）培养基           Invitrogen，美国 

胎牛血清                                             Equitech-Bio，美国 

左旋谷氨酰胺                                           Invitrogen，美国 

2-巯基乙醇                                             Invitrogen，美国 

青霉素                                                 Invitrogen，美国 

链霉素                                                 Invitrogen，美国 

HA/TCP                                                  Zimmer，美国 

茜素红                                                    Sigma，美国 

β-甘油磷酸                                                Sigma，美国 

维生素 C                                                  Sigma，美国 

地塞米松                                                  Sigma，美国 

M-PER 蛋白提取试剂                                      Thermo，美国 

Pierce BCA 蛋白定量试剂盒                                 Thermo，美国 

4–12% NuPAGE 蛋白电泳胶                               Invitrogen，美国 

蛋白电泳缓冲液                                         Invitrogen，美国 

转膜缓冲液                                             Invitrogen，美国 

PVDF 膜                                                Millipore，美国 

SuperSignal West Pico 发光液                                Thermo，美国 

胶片（用于 Western blot 曝光显影）                          Bioland，美国 

钙黄绿素                                                  Sigma，美国 

ELISA 试剂盒                                         R&D system，美国 

Anti-mouse Runx2(货号 8486)                 Cell Signaling Technology，美国 

Anti-mouse ALP (货号 sc-28904)               Santa Cruz Biotechnology，美国 

Anti-β-Actin antibody (货号 A1978)                            Sigma，美国 

1.3 主要溶液配方 

小鼠 BMMSCs 培养液：含有 20%胎牛血清、2mM 左旋谷氨酰胺、55 μM 2-巯基

乙醇、100U/ml 青霉素、100μg/ml 链霉素的 α-MEM 培养基。 
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    PBS 缓冲液：称取 KH2PO40.24g，KCl 0.2g，Na2HPO4 1.44g，NaCl 8.0g，加蒸

馏水定容至 1L，调 pH 值至 7.4。 

固定液：将多聚甲醛溶于 PBS 缓冲液，终浓度为 4%。 

脱钙液：将 EDTA 溶于 PBS 缓冲液，终浓度为 5%。 

成骨诱导液：含 2mMβ-甘油磷酸, 100μM 维生素 C 和 10nM 地塞米松的小鼠

BMMSCs 培养液。 

茜素红染色液：将茜素红溶于蒸馏水，终浓度为 1%。 

抗体稀释液：取 1M 的 Tris-HCl5ml、5M 的 NaCl 15.4 ml、牛血清蛋白 2.5g、吐

温-20 250μl，加蒸馏水定容于 500ml。 

洗膜液：取 1M 的 Tris-HCl 200ml、NaCl 180g、吐温-20 12.5ml，加蒸馏水定容

于 2000ml 保存，稀释 10 倍作为工作液使用。 

封闭液：取 1M 的 Tris-HCl 5ml、5M 的 NaCl 15.4 ml、牛血清蛋白 20g、吐温-20 

250μl、10%的 NaN350μl，脱脂奶粉 5g，加蒸馏水定容于 500ml。 

1.4 主要仪器和软件 

ScancoμCT                                      Scanco Medical AG，瑞士 

Scanco 软件                                     Scanco Medical AG，瑞士 

Leica SM2500 切片机                                        Leica，德国 

IX71 荧光显微镜                                         Olympus, 日本 

倒置显微镜                                             Olympus, 日本

离心机                                                  Beckman，美国 

Amira软件                                         Visage Imaging，德国 

Image J 软件                                                 NIH，美国 

2 方法 

2.1 小鼠 BMMSCs 的分离培养 

取 8 周龄雌性 C3H/HeJ 小鼠股骨和胫骨，利用 PBS 冲出全骨髓细胞，将单细胞

悬液接种于含 BMMSCs 培养液的 10cm 直径培养皿中，置于 37
 o
C 和含 5% CO2 环境

的细胞培养箱中。48 小时后，通过换液将未贴壁细胞弃去，贴壁细胞继续培养 16 天。
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将贴壁克隆样生长的 BMMSCs 传代，第一代 BMMSCs 将用于本研究所有的实验。 

2.2 MSCs 治疗 

将培养的 BMMSCs 消化并重悬于 200μl PBS 中，对 10 周龄的 MRL/lpr 小鼠实

施尾静脉注射，剂量为 0.1×10
6 细胞/10g 体重。对 MRL/lpr 小鼠注射不含有细胞的等

量 PBS 作为细胞治疗的阴性对照；对 C3H/HeJ 小鼠注射不含有细胞的等量 PBS 作

为阳性对照。 

2.3 μCT 扫描及分析 

    MSCs 治疗 4 周和 12 周后，取 C3H/HeJ 小鼠，MRL/lpr 小鼠和接受 MSCs 治疗

后的 MRL/lpr 小鼠的股骨，置于固定液中充分固定，使用 Scanco μCT 扫描股骨标本。

Scanco μCT 的参数设定像素大小 20μm、千伏峰值 70kVp、电流 200 μA，利用 Scanco

软件将扫描得到的数据重建，导入 Amira 软件进行图像采集和骨密度（BMD）、骨体

积分数（BV/TV）分析。 

2.4 成骨诱导分化及茜素红染色 

    MSCs 治疗 4 周和 12 周后，取 C3H/HeJ 小鼠，MRL/lpr 小鼠和接受 MSCs 治疗

后的MRL/lpr小鼠的股骨和胫骨分离培养BMMSCs，用于茜素红染色和Western blot。

将 BMMSCs 在成骨诱导液中培养。成骨诱导 10 天后，使用 M-PER 蛋白提取试剂提

取细胞总蛋白用于 Western blot 检测 Runx2 和 ALP 的表达。成骨诱导 4 周后，使用

60%异丙醇固定细胞并使用茜素红染色液染色。利用 Image J 软件软件分析茜素红染

色阳性面积，并分析计算染色阳性面积占总面积的百分比值。 

2.5 Western blot 

2.5.1 细胞总蛋白提取 

将培养的细胞用预冷的 PBS 洗 3 次。弃去 PBS，加入适量含蛋白酶抑制剂 PMSF

（1mM）的细胞裂解液 RIPA 中吹打混匀，冰上放置 30 分钟后移入 1.5ml Ep 管中在

4
 o
C 环境中 12000rpm 离心 15 分钟；吸取上清至干净 Ep 管中，储存于-80

 o
C 冰箱中

备用。 

2.5.2 蛋白定量 

使用 Pierce BCA 蛋白定量试剂盒制作标准曲线进行蛋白定量，将 50 倍体积溶液
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A 和 1 倍体积溶液 B 混匀制作 BCA 工作液，将标准品（2000μg/ml）倍比稀释为 8

个梯度浓度，取 5μl 蛋白样品与 95μl 蒸馏水混合移入 96 孔板中，每孔加入 50μl BCA

工作液，将 96 孔板置于 37
 o
C 环境中孵育 30 分钟，使用酶标仪测定吸光度制作标准

曲线并计算蛋白浓度。 

2.5.3 蛋白电泳及抗体孵育 

将蛋白样本与 loading buffer 混合置于 100
o
C 水中 5 分钟，然后在 NuPAGE 蛋白

电泳胶中上样，每孔 20μg 蛋白。在浓缩胶中 80V 恒压进行 15 分钟，在分离胶中 200V

恒压进行 45 分钟。电泳完毕后，在 30V 恒压条件下转膜 2 小时，将蛋白样本转至

PVDF 膜上。取出 PVDF 膜加入封闭液常温环境下封闭 1 小时，加入一抗置于 4
 o

C

过夜。回收一抗，使用洗膜液洗膜后加入辣根过氧化物酶 HRP 标记的二抗，常温孵

育 1 小时后回收二抗，使用洗膜液洗膜。 

2.5.4 目的条带曝光 

将 SuperSignal West Pico 发光液 A 液和 B 液等量混合，滴加在 PVDF 膜上的目

的条带处，3 分钟后，将透明塑料膜覆盖在 PVDF 膜上，暗室中将胶片置于透明塑料

膜上曝光适当时间，扫描胶片。 

2.6 裸鼠皮下埋植成骨实验 

MSCs 治疗 4 周和 12 周后，取 C3H/HeJ 小鼠，MRL/lpr 小鼠和接受 MSCs 治疗

后的 MRL/lpr 小鼠的股骨和胫骨分离培养 BMMSCs。将 4.0×10
6
 BMMSCs 与 40 mg 

HA/TCP 混合后植入 8-10 周龄雌性裸鼠背部皮下。8 周后取材，将埋植物置于固定

液中充分固定，然后置于脱钙液中充分脱钙。将埋植物脱水、石蜡包埋并进行切片

和 H&E 染色。每个样本随机选取 5 个视野，利用 Image J 软件分析骨形成面积占组

织总面积的百分比值。 

2.7 钙黄绿素双标实验 

    MSCs 治疗后 4 周和 12 周后将小鼠处死取材，在处死小鼠前 7 天和 2 天分别通

过腹腔注射钙黄绿素（10 mg/kg 体重）。取材时，取小鼠第四腰椎，脱水后在甲基丙

烯酸甲酯中包埋进行硬组织切片。荧光显微镜观察钙黄绿素在骨组织双标情况，利

用 Image J 软件分析矿化沉积率（MAR）和骨形成率（BFR/BS）。 
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2.8 统计 

使用 SPSS 13.0 软件进行统计分析。为检测数据是否符合参数检验的条件，所有

数据在分析前进行正态分布和方差齐性检验。分别利用 t 检验（t–tests）和方差分析

（ANOVA）检验两组或多组之间差异的显著性，在多组之间两两比较时，使用

Bonferroni 方法进行 p 值的矫正，P< 0.05 时差异被认为具有显著性。 

3 结果 

3.1 MSCs 治疗显著缓解了 MRL/lpr 小鼠的骨质疏松症状 

为观察 MRL/lpr 小鼠的骨质疏松症状，我们利用 μCT 分析其骨量。结果显示，

与正常野生型对照 C3H/HeJ 小鼠比较，MRL/lpr 小鼠具有较低的松质骨骨量（图 1-1. 

A），并具有较低的 BMD（图 1-1. B）和 BV/TV（图 1-1. C）水平。通过尾静脉注

射 MSCs 进行 MSCs 治疗（MSCT）4 周后，MRL/lpr 小鼠骨量（图 1-1. A）、BMD

（图 1-1. B）和 BV/TV（图 1-1. C）水平均得到显著恢复。上述研究结果表明，MRL/lpr

小鼠具有显著的骨质疏松症状，而 MSCs 治疗有效地缓解了这种骨质疏松症状。 

 

图 1-1. μCT 分析小鼠股骨骨量 

A：μCT 分析结果显示 C3H/HeJ 小鼠、MRL/lpr 小鼠和接受 MSCs 治疗 4 周后的

MRL/lpr 小鼠（MSCT）股骨松质骨的骨量；B: BMD 分析；C: BV/TV 分析。**P< 0.01，

标尺=1mm。 

3.2 MSCs 治疗显著恢复了 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的成骨分化功能 

在观察到 MRL/lpr 小鼠的骨质疏松症状及 MSCs 治疗前后 MRL/lpr 小鼠骨量的

变化之后，我们进一步验证这种变化是否和 BMMSCs 的成骨分化功能相关。为检测

MSCs 治疗前后 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的成骨分化能力，分离培养 C3H/HeJ 小鼠、

MRL/lpr 小鼠和接受 MSCs 治疗 4 周后的 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs。将 BMMSCs 成骨
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诱导 4 周后进行茜素红染色。结果显示，与 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 比较，MRL/lpr

小鼠 BMMSCs 具有较低的钙化结节形成能力（图 1-2. A），表明其具有较低的成骨

分化能力。与之相一致的是，Western blot 结果显示，与 C3H/HeJ 小鼠比较，成骨诱

导后的 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 成骨相关基因 Runx2 和 ALP 的表达水平较低（图 1-2. 

B）。接受 MSCs 治疗 4 周后，MRL/lpr 小鼠（宿主）BMMSCs 的钙化结节形成能力

得到恢复（图 1-2. A），并且成骨相关基因Runx2和ALP的表达水平得到恢复（图 1-2. 

B）。为进一步检测 MSCs 治疗前后 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 在体内的成骨能力，分离

培养C3H/HeJ 小鼠、MRL/lpr 小鼠和接受MSCs治疗 4 周后的MRL/lpr 小鼠BMMSCs

并分别与 HA/TCP 材料复合移植于裸鼠皮下，8 周后取组织脱钙进行 H&E 染色。结

果显示，与 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 相比较，MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 具有较低的体

内成骨能力，接受 MSCs 治疗 4 周后，MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的体内成骨能力得到

恢复（图 1-2. C，D）。以上结果显示，与 MSCs 治疗前后 MRL/lpr 小鼠骨量相一致，

MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 具有较低的成骨分化功能，而 MSCs 治疗能够恢复其成骨分

化功能。 

 

 

图 1-2. 体外和体内实验对 BMMSCs 成骨分化能力的分析 

A：茜素红染色及染色阳性面积分析；B：Western blot 检测成骨分化相关基因 Runx2

和 ALP 的表达；C：BMMSCs 与 HA/TCP 复合埋植物的 H&E 染色，B（Bone），HA

（HA/TCP），BM（Bone marrow）；D：基于 HE 染色的体内成骨形成面积分析。**P< 
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0.01，标尺=200μm。 

3.3 MSCs 治疗显著恢复了 MRL/lpr 小鼠的新骨形成能力。 

在观察到 MSCs 治疗前后 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 成骨分化功能的变化后，为进

一步明确 MSCs 治疗对 MRL/lpr 小鼠的新骨形成能力的影响，我们利用钙黄绿素双

标实验检测其新骨形成能力。结果显示，与 C3H/HeJ 小鼠比较，MRL/lpr 小鼠骨内

钙黄绿素标记间距较小（图 1-3. A），并且 MAR 和 BFR/BS 水平较低（图 1-3. B，C），

提示 MRL/lpr 小鼠具有较低的新骨形成能力。接受 MSCs 治疗 4 周后，MRL/lpr 小

鼠新骨形成能力得到显著恢复（图 1-3. A，B，C）。 

 

 

图 1-3. 钙黄绿素双标实验及分析 

A: 钙黄绿素双标实验；B：MAR 分析；C：BFR/BS 分析。**P< 0.01，标尺=20μm。 

 

3.4 MSCs 治疗显著恢复了 MRL/lpr 小鼠体内 RANKL 和 OPG 的表达 

由于骨稳态的维持建立于成骨和破骨之间的平衡[166]，我们通过 ELISA 检测

RANKL 和 OPG 的水平进一步观察成骨和破骨之间的平衡。ELISA 结果显示，与

C3H/HeJ 小鼠比较，MRL/lpr 小鼠具有较高的 RANKL 表达水平（图 1-4. A）和较低

的 OPG 表达水平（图 1-4. B），提示其破骨活性增强，此现象与其骨量相一致。MSCs

治疗 4 周后，MRL/lpr 小鼠 RANKL 和 OPG 表达得到恢复（图 1-4. A，B）。这些结

果证明，MSCs 治疗恢复了 MRL/lpr 小鼠成骨和破骨之间的平衡。 
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图 1-4. ELISA 检测血清中 RANKL 和 OPG 的表达 

A：ELASA 检测血清中 RANKL 的表达；B：ELASA 检测血清中 OPG 的表达。**P< 

0.01 

 

3.5 MSCs 治疗产生了持久的疗效 

上述研究结果显示，在实施 MSCs 治疗 4 周后，MRL/lpr 小鼠骨质疏松症状得到

有效缓解，并且其 BMMSCs 的成骨分化功能得到显著恢复。为了进一步观察 MSCs

治疗的长期疗效，在实施 MSCs 治疗 12 周后，我们同样检测了相关指标。μCT 结果

显示，MSCs 治疗 12 周后，仍然能够维持对 MRL/lpr 小鼠骨量的恢复和对其骨质疏

松症状的缓解作用（图 1-5. A，B，C）。茜素红染色（图 1-5. D）、Western blot（图 

1-5. E）以及皮下埋植成骨实验（图 1-5. F，G）结果显示，MSCs 治疗 12 周后，仍

然能够维持对 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 体外和体内成骨能力的恢复。同时，钙黄绿素

双标实验结果显示 MSCs 治疗对 MRL/lpr 小鼠新骨形成能力的恢复（图 1-5. H，I，

J）维持了 12 周。最后，ELISA 结果显示，MSCs 治疗对 MRL/lpr 小鼠成骨和破骨平

衡的恢复作用（图 1-5. K，L）同样维持了 12 周。这些研究结果显示，MSCs 治疗

不仅可以产生短期疗效，还能够通过持久性的缓解 MRL/lpr 小鼠骨质疏松症状并持

久性的恢复其 BMMSCs 成骨分化功能，从而产生长期疗效。 
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图 1-5. MSCs 治疗产生持久的疗效 

A：μCT 分析结果显示 C3H/HeJ 小鼠、MRL/lpr 小鼠和接受 MSCs 治疗 12 周后的

MRL/lpr 小鼠（MSCT）股骨松质骨的骨量；B: BMD 分析；C: BV/TV 分析，标尺=1mm；

D：茜素红染色及染色阳性面积分析；E：Western blot 检测成骨分化相关基因 Runx2

和 ALP 的表达；F：BMMSCs 与 HA/TCP 复合埋植物的 H&E 染色，B（Bone），HA
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（HA/TCP），BM（Bone marrow），标尺=200μm；G：基于 HE 染色的体内成骨形成

面积分析；H: 钙黄绿素双标实验；I：MAR 分析；J：BFR/BS 分析，标尺=20μm；

K：ELASA 检测血清中 RANKL 的表达；L：ELASA 检测血清中 OPG 的表达。**P< 

0.01。 

4 讨论 

目前，针对 SLE 导致的骨质疏松症状尚无十分有效的治疗手段[165]。我们的前

期研究发现，SLE 病人来源的 BMMSCs 具有较低的成骨分化功能[78]，提示 BMMSCs

成骨分化功能的障碍可能是导致 SLE 病人出现骨质疏松症状的原因之一。与 SLE 临

床研究结果相一致的是，在本实验中，我们发现 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 也具有较低

的成骨分化功能，而通过实施 MSCs 治疗能够有效逆转 MRL/lpr 小鼠骨质疏松症状

并显著恢复其 BMMSCs 的成骨分化功能，提示 MSCs 治疗可能通过恢复宿主

BMMSCs 的功能缓解其骨质疏松症状。这些发现与我们前期的研究结果一致[78]，

提示 MSCs 治疗能够为 SLE 条件下骨质疏松的治疗提供新的治疗手段。我们前期还

发现系统注射牙髓组织来源 MSCs 能够有效逆转雌激素缺乏导致的骨质疏松[167]。

提示 MSCs 治疗可能在不同疾病模型中通过不同的机制产生缓解骨质疏松的疗效。

因此，细胞治疗的一个显著优势就是供体细胞能够对不同的宿主微环境作出不同的

生物学反应进[127,168]，进而在不同的疾病条件下产生治疗作用。例如，MSCs 在缺

氧缺血的微环境中能够分泌促血管化因子促进血管发生[58]，在炎症微环境中能够分

泌抗炎因子调节炎症[59]，而在创伤愈合的微环境中能够分化为多种细胞促进愈合

[57]。这些证据也提示体内的各类型组织中存在的 MSCs 也具有在不同生理和病理条

件下发挥不同功能的特性。由于成骨和破骨的平衡是维持骨稳态的基础[166]，在本

实验中我们发现 MRL/lpr 小鼠骨稳态失衡，而 MSCs 治疗能够重建其骨稳态。大量

的实验研究证明 MSCs 具有免疫调节功能[25,120]，而 MSCs 治疗能够有效缓解自身

免疫疾病的症状[78,83]。因此，MSCs 对系统免疫状态的调节可能促进其重建宿主的

骨稳态。研究表明成骨细胞及 BMMSCs 通过表达 FasL 并通过 FasL/Fas 信号诱导破

骨细胞凋亡从而维持骨稳态[166]。在前期研究中我们发现，MRL/lpr 小鼠具有更多

数量的破骨细胞[78]，这可能与 Fas 基因突变所导致的破骨细胞凋亡障碍相关，而
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MSCs 治疗可能通过其他机制降低其破骨细胞的数量，这些现象背后的机制还需要进

一步的实验来阐明。 

更为重要的是，在本实验中我们发现 MSCs 治疗能够持久逆转 MRL/lpr 小鼠骨

质疏松症状并持久恢复其 BMMSCs 的成骨分化功能，证明 MSCs 治疗能够产生持久

的疗效。以往的研究发现，在实施 MSCs 治疗过程中，供体 MSCs 在通常会在短时

间内凋亡并被宿主清除[59,71]，而其疗效往往能够持续较长时间[73,75,78,129]。这些

现象提示 MSCs 治疗会通过短时间作用产生长久的疗效。在本实验中，我们发现单

次系统注射 0.2×10
6 个细胞就足以产生持久的疗效，比通常使用的细胞数量更少

[169]。我们在探索注射的细胞数量时发现，更多的注射细胞并不能提高 MSCs 治疗

的疗效，反而会增加潜在的治疗风险[90]。这些实验证据提示，MSCs 治疗的疗效在

一定范围内并不依赖于移植细胞的数量。同时，少量细胞产生显著疗效的现象也提

示供体 MSCs 在宿主体内很可能并不直接参与组织重建过程而是启动和诱导宿主自

身的修复和恢复机制，这些实验证据为 MSCs 治疗的临床应用提供了更多实验依据。

因此，与常规药物治疗不同，MSCs 治疗的疗效具有持久性，这也使其在临床治疗应

用中显现突出的优势。 

 

 

 



第四军医大学博士学位论文 

-46- 

 

 

第二部分  MSCs 治疗恢复宿主 BMMSCs Notch 通路 

相关基因的 DNA 甲基化水平 

 

在上一部分实验中，我们发现单次MSCs治疗持久恢复了MRL/lpr小鼠BMMSCs

的成骨分化功能。这个发现使我们猜想，供体 MSCs 能否通过调节宿主 BMMSCs 的

表观遗传状态持久恢复其功能。表观遗传调控是指不依赖 DNA 序列的改变所产生的

稳定的基因表达的调控，主要包括 DNA 甲基化、组蛋白修饰和 miRNA 等方式。在

本实验中，我们将检测 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中是否存在 DNA 甲基化的异常模式，

然后检测 MSCs 治疗能否通过恢复这种异常的甲基化模式持久恢复宿主 BMMSCs 的

功能。在此基础上，我们将进一步分析调控 BMMSCs 成骨分化功能的信号通路，探

索 MSCs 治疗调控宿主相关信号通路基因的表观遗传状态的机制。以往研究表明

Notch 信号通路在维持 BMMSCs 自我更新和分化的平衡中起到重要作用，并能够通

过调节 BMMSCs 的功能调节小鼠的骨量[170,171]。因此，我们将检测 Notch 信号通

路在 MSCs 治疗前后调控 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 功能中的作用。 

1 材料 

1.1 实验动物 

同第一部分 1.1。 

1.2 试剂和抗体 

DNeasy DNA 提取试剂盒                                    Qiagen，美国 

5-Azacytidine                                               Sigma，美国 

EZ DNA 甲基化试剂盒                               Zymo Research，美国 

Platinum 高保真 PCR 试剂盒                               Invitrogen，美国 

QIAquick 胶回收试剂盒                                     Qiagen，美国 

TOPO 载体试剂盒                                       Invitrogen，美国 

感受态大肠杆菌                                         Invitrogen，美国 
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DAPT                                                     Sigma，美国 

Invivofectamine 2.0                                       Invitrogen，美国 

Ambion In Vivo Notch1siRNA                Ambion，Life Technologies，美国 

Float-A-Lyzer 透析柱                    Spectrum Medical Laboratories，美国 

Anti-mouse Notch1 (货号 4380)                Cell Signaling Technology，美国 

Anti-mouse Notch2 (货号 5732)                Cell Signaling Technology，美国 

Anti-mouse Jag1 (货号 2620)                  Cell Signaling Technology，美国 

Anti-mouse NICD (货号 2421)                 Cell Signaling Technology，美国 

其他试剂和抗体同第一部分（1.2）相关描述相同。 

1.3 主要溶液配方 

同第一部分 1.3。 

1.4 主要仪器和软件 

同第一部分 1.4。 

2 方法 

2.1 DNA 甲基化芯片分析 

MSCs 治疗 7 天后使用，分离培养 C3H/HeJ 小鼠，MRL/lpr 小鼠和接受 MSCs

治疗后的 MRL/lpr 小鼠的 BMMSCs，使用 DNeasy DNA 提取试剂盒按照提示步骤提

取 BMMSCs 中的全基因组 DNA。将 DNA 样本送至 Arraystar 公司（美国），使用

DNA 甲基化芯片（MeDIP-chip）检测并完成相关分析。 

2.2 5-Azacytidine 在体内实验中的使用 

将 5-Azacytidine 在 PBS 中溶解。MSCs 治疗 7 天后，给小鼠皮下注射 100μl 含

5-Azacytidine 的 PBS（0.5 mg/kg 体重）7 天，单纯注射 100μl PBS 作为阴性对照。注

射完成 2 周后，将小鼠处死取材分析。 

2.3 亚硫酸盐测序分析 

使用 DNeasy DNA 提取试剂盒提取 BMMSCs 中的全基因组 DNA。使用 EZ DNA

甲基化试剂盒利用亚硫酸盐转化法将 DNA 样本中未甲基化的胞嘧啶转化成尿嘧啶。
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使用 Platinum 高保真 PCR 试剂盒扩增转化后的 DNA。在甲基化分析引物设计专业

网站 MethPrimer（http://www.urogene.org/methprimer/）设计引物。利用引物扩增启动

子区域（转录起始点-1053 至-834），引物序列为：上游引物 5’-TTAGGGATTAGTG 

AGAAGGGTGAT-3’ 和下游引物 5’- CATCAAAAAAATTAAAACCAAACACT-3’。

PCR 反应条件为：94
o
C 预变性（2 分钟）、94

o
C 变性（15 秒）、50

o
C 退火（30 秒）、

68
o
C 延伸（30 秒），反应循环 35 次，反应终止于 4

o
C。将 PCR 产物在含溴化乙锭的

1.5%琼脂糖凝胶电泳中分离，紫外灯下切取目的条带，利用 QIAquick 胶回收试剂盒

回收纯化目的条带。使用 TOPO 载体试剂盒将含有目的 DNA 片段的质粒转化至感受

态大肠杆菌中，接种于在含卡那霉素的琼脂培养基，次日挑取单克隆菌落，送至

Genewiz 公司（美国）测序。利用测序结果与原序列分析甲基化位点。 

2.4 DAPT 的在体外实验和体内实验中的使用 

将 DAPT 溶于 DMSO。在体外实验中，在细胞培养液中加入 DAPT（1 μ M），

将用于体外成骨诱导和皮下埋植成骨实验的 BMMSCs 预处理 7 天，加入等量 DMSO

作为阴性对照。在体内实验中，将 DAPT 溶于含 10%酒精和 90%矿物油的溶解液中。

通过皮下注射的方式给小鼠注射 100μl 含 DAPT 的溶解液（10 mg/kg 体重），单纯注

射溶解液作为阴性对照。每周连续注射 3 天而后 4 天不注射，4 周后将小鼠处死取材。 

2.5 Notch1 siRNA 在体内实验中的使用 

将用于体内实验的 Notch1 siRNA 溶于 DEPC 处理水中，配置成 3mg/ml 的储存

液储存于-20
o
C 环境中。在系统注射前，将 Notch1 siRNA 以 0.7mg/ml 的浓度溶于 PBS

中，配制 1ml 工作液，具体方法如下：将 250μl 储存液与 250μl 络合缓冲液混合配制

500μl 含 Notch1 siRNA 浓度为 1.5mg/ml 的稀释液，取 500μl Invivofectamine 2.0 试剂

置于 2ml EP 管中恢复至室温，将 Notch1 siRNA 稀释液直接加入含 500μl 

Invivofectamine 2.0 的 EP 管中，迅速震荡 2 至 3 秒然后置于 50
o
C 环境中 30 分钟。

将 Float-A-Lyzer 透析柱置于蒸馏水中 10 分钟预处理，将含有 Notch1 siRNA 的混合

液 1ml 加入透析柱，置于含 1L PBS 缓冲液的烧杯中，慢速搅拌 2 小时，收集样本用

于系统注射。通过尾静脉对10周龄小鼠注射200μl含Notch1 siRNA的工作液（7 mg/kg

体重），对照组注射 200μl 含阴性对照 siRNA 的工作液。每周注射 1 次，4 周后将小

鼠处死取材分析。 

http://www.urogene.org/methprimer/
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2.6 其他实验方法 

以下实验方法描述详见第一部分：小鼠 BMMSCs 分离培养（第一部分 2.1）、

MSCs 治疗（第一部分 2.2）、μCT 扫描及分析（第一部分 2.3）、成骨诱导分化及茜素

红染色（第一部分 2.4）、Western blot（第一部分 2.5）、裸鼠皮下埋植成骨实验（第

一部分 2.6）、钙黄绿素双标实验（第一部分 2.7）和统计（第一部分 2.8）。 

3 结果 

3.1 MSCs 治疗恢复了 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中异常的 DNA 甲基化模式 

为观察 MSCs 治疗是否通过调控宿主 BMMSCs 的 DNA 甲基化修饰水平产生持

久疗效，我们利用 DNA 甲基化芯片分析 BMMSCs 全基因组 DNA 甲基化水平并进

一步分析其甲基化模式。MA-plot 结果显示，与 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 比较，MRL/lpr

小鼠 BMMSCs 具有异常的 MA-plot 分布形式（图 2-1. A），提示 MRL/lpr 小鼠

BMMSCs 具有异常的全基因组 DNA 甲基化模式。MSCs 治疗 7 天后，MSCs 治疗组

（MSCT）BMMSCs 具有和 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 更为相近的 MA-plot 分布形式（图 

2-1. A）。该结果证明 MSCs 治疗可以恢复 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 异常的全基因组甲

基化模式。进一步利用 Unsupervised clustering 分析结果显示，与 MRL/lpr 小鼠

BMMSCs 相比较，MSCs 治疗组 BMMSCs 全基因组甲基化模式与 C3H/HeJ 小鼠

BMMSCs 具有更高的相关性（图 2-1. B），进一步明确了 MSCs 治疗对宿主异常 DNA

甲基化模式的恢复作用。利用 DNA 甲基化芯片分析结果，我们同时检测了 DNA 甲

基化峰总数量（图 2-1. C）及DNA甲基化峰总长度（图 2-1. D），结果显示，与C3H/HeJ

小鼠 BMMSCs 比较，MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 具有较低的 DNA 甲基化峰总数量和

DNA 甲基化峰总长度，而 MSCs 治疗提高了其 DNA 甲基化峰总数量（图 2-1. C）

和 DNA 甲基化峰总长度（图 2-1. D）。这些结果表明，MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 具有

异常的全基因组 DNA 甲基化模式和较低的 DNA 甲基化水平，而 MSCs 治疗恢复了

MRL/lpr小鼠BMMSCs这种异常的DNA甲基化模式并提高了的其DNA甲基化水平。 
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图 2-1. 全基因组 DNA 甲基化芯片检测和相关分析 

A：基于 DNA 甲基化芯片检测的 MA-plot 分析； B：基于 DNA 甲基化芯片检测的

Unsupervised clustering 分析；C：DNA 甲基化峰总数量；D：DNA 甲基化峰总长度。 

 

3.2 DNA 甲基化抑制剂 5-Azacytidine 抑制了 MSCs 治疗的疗效 

    5-Azacytidine 是一种甲基化抑制剂，能够诱导细胞的全基因组低甲基化状态。

为了进一步证明宿主 BMMSCs 的 DNA 甲基化水平恢复在 MSCs 治疗疗效中的作用，

在 MSCs 治疗 7 天后，我们给接受 MSCs 治疗 7 天后的 MRL/lpr 小鼠注射

5-Azacytidine，观察 5-Azacytidine 能否抑制 MSCs 治疗的疗效。茜素红染色和 Western 

blot 结果显示，5-Azacytidine 显著抑制了 MSCs 治疗对 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 钙化

结节形成能力的恢复作用（图 2-2. A）和对成骨分化相关基因 Runx2 和 ALP 表达的

恢复作用（图 2-2. B）。皮下埋植成骨实验显示，5-Azacytidine 显著抑制了 MSCs 治

疗对 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 体内成骨能力的恢复作用。这些结果证明 5-Azacytidine

显著抑制了 MSCs 治疗对 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 成骨分化功能的恢复作用。 



第四军医大学博士学位论文 

-51- 

 

 

 

图 2-2. 5-Azacytidine 抑制 MSCs 治疗对宿主 BMMSCs 功能的恢复作用 

A：茜素红染色及染色阳性面积分析；B：Western blot 检测成骨分化相关基因 Runx2

和 ALP 的表达；C：BMMSCs 与 HA/TCP 复合埋植物的 H&E 染色，B（Bone），HA

（HA/TCP），BM（Bone marrow）；D：基于 HE 染色的体内成骨形成面积分析。**P< 

0.01，标尺=200μm。 

 

为进一步观察 5-Azacytidine 对 MSCs 治疗疗效的抑制作用，我们检测了其对

MSCs 治疗缓解骨质疏松症状的抑制作用。μCT 结果显示，5-Azacytidine 显著抑制了

MSCs 治疗对 MRL/lpr 小鼠骨量的恢复作用（图 2-3. A），以及对 BMD（图 2-3. B）

和 BV/TV（图 2-3. C）水平的恢复作用。钙黄绿素双标实验结果显示，5-Azacytidine

显著抑制了 MSCs 治疗对 MRL/lpr 小鼠新骨形成能力的恢复作用（图 2-3. D）以及

对 MAR（图 2-3. E）、BFR/BS（图 2-3. F）水平的恢复作用。以上结果显示，

5-Azacytidine 显著抑制了 MSCs 治疗对 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 成骨分化功能的恢复

和对其骨质疏松的缓解作用。证明了 MSCs 治疗通过恢复 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的

DNA 甲基化水平产生疗效，即 DNA 甲基化的发生是疗效产生的必要条件。 
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图 2-3. 5-Azacytidine 抑制 MSCs 治疗对宿主骨质疏松症状的缓解作用 

A：μCT 分析骨量；B: BMD 分析；C: BV/TV 分析，标尺=1mm；D: 钙黄绿素双标

实验；E：MAR 分析；F：BFR/BS 分析，标尺=20μm。*P< 0.05，**P< 0.01。 

 

3.3 MSCs 治疗恢复了 Notch 信号通路相关基因 DNA 甲基化水平 

在发现 MSCs 治疗通过恢复 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的 DNA 甲基化水平产生疗

效后，我们进一步探索哪些基因的甲基化修饰水平变化导致了 MSCs 治疗前后宿主

BMMSCs 功能的变化。利用 DNA 甲基化芯片检测结果分析，我们发现，与 C3H/HeJ

小鼠 BMMSCs 相比较，Notch 信号通路相关基因 Notch1、Notch2、Jag1、Jag2、DLL4

和Hes5的启动子区域在MRL/lpr 小鼠BMMSCs中呈低 DNA甲基化水平（图 2-4. A，

B，C，D，E，F）。而在 MSCs 治疗 7 天后，这种低甲基化水平均得到了恢复（图 2-4. 

A，B，C，D，E，F）。这些结果表明 MSCs 治疗恢复了 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中

Notch 信号通路相关基因的 DNA 甲基化水平。 



第四军医大学博士学位论文 

-53- 

 

 

图 2-4. MSCs 治疗恢复了 Notch 信号通路相关基因的 DNA 甲基化修饰水平 

（A，B，C，D，E，F）：基于 DNA 甲基化芯片检测结果，利用设计区域平均甲基

化计算方法（Designed Region Average Method）分析基因启动子区域 DNA 甲基化水

平。 

 

利用亚硫酸盐测序分析，我们进一步分析了 Notch1 启动子区域 DNA 甲基化水

平，检测结果与 DNA 甲基化芯片结果相一致。与 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 相比较，

MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的 Notch1 启动子区域（-1053/-834）呈低甲基化水平（图 2-5. 

A）。MSCs 治疗后，这种低甲基化水平得到恢复（图 2-5. A）。通过 Western blot 实

验我们发现，与 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 相比较，MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的 Notch1、

Notch2、Jag1 和 NICD 均有较高的表达（图 2-5. B）。MSCs 治疗后，其表达水平均

得到了恢复（图 2-5. B）。因此，Notch 信号通路相关基因的表达水平与其启动子区

域DNA甲基化修饰程度相一致。这些研究结果表明，MRL/lpr 小鼠BMMSCs在Notch

通路基因启动子区域的低甲基化水平激活了 Notch 信号通路，而 MSCs 治疗通过恢

复 DNA 甲基化水平恢复了 Notch 信号通路的激活程度。 
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图 2-5. MSCs 治疗产生持久的疗效 

A：亚硫酸盐测序分析 Notch1 启动子区域（-1053/-834）甲基化水平，其中每一横排

代表一个样本，每个点代表一个 CpG 位点，空心点代表非甲基化位点，实心点代表

甲基化位点；B：Western blot 分析 BMMSCs 中 Notch1、Notch2、Jag1 和 NICD 的表

达水平。 

 

3.4 Notch 信号通路抑制剂 DAPT 恢复了 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的功能并缓解了其

骨质疏松症状 

在证明 MSCs 治疗通过调节 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的 DNA 甲基化水平调节

Notch 信号通路的表达后，我们进一步研究 Notch 信号通路的调节是否与 BMMSCs

成骨分化功能相关。由于 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中 Notch 信号通路被激活，我们利

用 Notch 信号通路抑制剂 DAPT 在体外处理 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs，观察此处理能

否恢复其成骨分化功能。结果显示，DAPT 体外处理显著降低了 MRL/lpr 小鼠

BMMSCs 中 NICD 的表达（图 2-6. A），提示 DAPT 有效的抑制了 Notch 信号通路的

活性。在此基础上，通过茜素红染色和 Western blot 实验我们发现，DAPT 体外处理

显著的恢复了 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 在成骨诱导环境下钙化结节形成能力（图 2-6. 

B）和成骨分化相关基因 Runx2、ALP 的表达（图 2-6. C）。同时，裸鼠皮下埋植成

骨实验结果显示，DAPT 体外处理显著的恢复了 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 与 HA/TCP

复合后在体内的成骨能力（图 2-6. D，E）。因此，这些实验结果表明，DAPT 体外

处理显著的恢复了 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的成骨分化功能。 
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图 2-6. MSCs 治疗产生持久的疗效 

A：Western blot 检测 NICD 在 BMMSCs 中的表达；B：茜素红染色及染色阳性面积

分析；C：Western blot 检测成骨分化相关基因 Runx2 和 ALP 在 BMMSCs 中的表达；

D：BMMSCs 与 HA/TCP 复合埋植物的 H&E 染色，B（Bone），HA（HA/TCP），BM

（Bone marrow）；E：基于 HE 染色的体内成骨形成面积分析。**P< 0.01，标尺

=200m。 

 

为明确 Notch 信号通路对 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 成骨分化功能的调节，在体内

实验中，我们给 MRL/lpr 小鼠腹腔注射 DAPT，观察 DAPT 能否恢复 MRL/lpr 小鼠

BMMSCs 的成骨分化功能并缓解 MRL/lpr 小鼠的骨质疏松症状。我们的研究结果显

示，DAPT 注射显著的降低了 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中 NICD 的表达（图 2-7. A），

提示体内实验中 DAPT 有效的抑制了 Notch 信号通路的活性。在此基础上，茜素红

染色和 Western blot 结果显示，对 MRL/lpr 小鼠注射 DAPT 显著的恢复了其 BMMSCs

在成骨诱导条件下的钙化结节形成能力（图 2-7. B）和成骨分化相关基因 Runx2、

ALP 的表达（图 2-7. C）。同时，DAPT 注射还能够恢复 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 在

体内的成骨能力（图 2-7. D，E）。因此，在体内实验中，DAPT 注射显著恢复了 MRL/lpr

小鼠 BMMSCs 的成骨分化功能。 
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图 2-7. DAPT 注射对 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 成骨分化功能的恢复 

A：Western blot 检测 NICD 在 BMMSCs 中的表达；B：茜素红染色及染色阳性面积

分析；C：Western blot 检测成骨分化相关基因 Runx2 和 ALP 在 BMMSCs 中的表达；

D：BMMSCs 与 HA/TCP 复合埋植物的 H&E 染色，B（Bone），HA（HA/TCP），BM

（Bone marrow）；E：基于 HE 染色的体内成骨形成面积分析。**P< 0.01，标尺

=200μm。 

 

我们同时观察了 DAPT 注射对 MRL/lpr 小鼠骨质疏松症状的缓解作用。μCT 分

析结果显示，DAPT 注射显著恢复了 MRL/lpr 小鼠骨量（图 2-8. A）并显著升高了

BMD 和 BV/TV 的水平（图 2-8. B，C）。钙黄绿素双标实验结果显示，DAPT 注射

显著恢复了 MRL/lpr 小鼠的新骨形成能力（图 2-8. D）和 MAR、BFR/BS 的水平（图 

2-8. E，F）。上述研究结果显示，在 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中，Notch 通路相关基因

的低甲基化激活了 Notch 通路，抑制 BMMSCs 成骨分化功能进而导致骨质疏松；而

MSCs 治疗通过恢复 Notch 通路相关基因的甲基化水平抑制 Notch 通路的过度激活，

进而恢复 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的成骨分化功能并缓解其骨质疏松症状。 
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图 2-8. DAPT 注射对 MRL/lpr 小鼠骨质疏松症状的缓解 

A：μCT 分析骨量；B: BMD 分析；C: BV/TV 分析，标尺=1mm；D: 钙黄绿素双标

实验；E：MAR 分析；F：BFR/BS 分析，标尺=20μm。*P< 0.05，**P< 0.01。 

 

3.5 Notch1 siRNA 恢复了 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的功能并缓解其骨质疏松症状 

在体内和体外实验中，我们观察到 DAPT 能够恢复 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的功

能并缓解其骨质疏松症状。由于 DAPT 抑制了整条 Notch 信号通路的激活。为了进

一步明确 Notch1 在其中发挥的作用，我们通过系统注射 Notch1 siRNA，观察其对

MRL/lpr小鼠BMMSCs成骨分化功能和骨质疏松症状的影响。Western blot结果显示，

系统注射Notch1 siRNA能够显著降低Notch1在MRL/lpr小鼠BMMSCs中的表达（图 

2-9. A）。在此基础上，我们发现 Notch1 siRNA 能够恢复 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 在

成骨诱导环境下的钙化结节形成能力（图 2-9. B）和成骨分化相关基因 Runx2、ALP

的表达（图 2-9. C）。这些结果显示系统注射 Notch1 siRNA 能够恢复 MRL/lpr 小鼠

BMMSCs 的成骨分化功能。同时，μCT 分析结果显示，系统注射 Notch1 siRNA 显

著提高了 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的骨量和 BMD、BV/TV 的水平，即显著缓解了

MRL/lpr 小鼠的骨质疏松症状。因此，上述实验结果显示，Notch1 siRNA 显著恢复

了 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的功能并缓解其骨质疏松症状，证明在 MSCs 治疗前后，

Notch1 在调控 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的成骨分化功能中发挥了重要作用。 
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图 2-9. 系统注射 Notch1 siRNA 对 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的功能及其骨质疏松症

状的影响 

A：Western blot 检测 Notch1 在 BMMSCs 中的表达；B：茜素红染色及染色阳性面积

分析；C：Western blot 检测成骨分化相关基因 Runx2 和 ALP 在 BMMSCs 中的表达；

D: μCT 分析骨量；E: BMD 分析；F: BV/TV 分析，标尺=1mm，**P< 0.01。 

 

这一部分实验结果证明，MRL/lpr 小鼠 BMMSCs Notch 信号通路相关基因的低

DNA 甲基化状态激活了 Notch 信号通路，抑制 BMMSCs 的成骨分化功能，导致骨

质疏松症状。MSCs 治疗恢复了这种低甲基化状态和 Notch 信号通路的活性，继而有

效的缓解了骨质疏松症状（图 2-10.）。 

 

图 2-10. MSCs 治疗通过调节 DNA 甲基化水平持久恢复宿主 BMMSCs 的 

成骨分化功能 
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4 讨论 

在本实验中，我们首次发现 MSCs 治疗能够调节宿主细胞的表观遗传状态进而

持久恢复其功能。以往关于干细胞治疗的机制研究主要着眼于供体细胞直接参与组

织再生或调节宿主细胞功能以及系统和局部微环境，而我们的研究首次揭示了 MSCs

治疗能够通过表观遗传调控在更深层次持久地调节宿主细胞的功能，产生治疗的“记

忆”，为干细胞治疗的应用提供了新的理论基础。我们发现，与 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs

相比较，MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 出现全基因组低水平 DNA 甲基化的现象。全基因

组 DNA 甲基化异常的情况常出现于肿瘤细胞[154,155]，而一些能够调控 DNA 甲基

化修饰的药物如 5-Azacytidine 等被用来调节 DNA 甲基化修饰进而抑制肿瘤的生长，

有些药物已经被成功应用于临床[159,160]。而在生理条件下，全基因组 DNA 甲基化

水平也会发生变化。例如，在胚胎干细胞向成体细胞逐渐分化过程中，全基因组的

甲基化水平也会发生变化[172]。因此，我们的研究结果提示，细胞治疗能够作为一

种新的表观遗传调控手段，用于恢复宿主异常的表观遗传状态。我们还发现，MSCs

治疗显著恢复了 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 异常的 DNA 甲基化模式，使其与正常对照

C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 的 DNA 甲基化模式更为相似，也具有更高的相关性。这些

实验结果提示，与药物或抑制剂的单向性作用不同[141]，MSCs 治疗对宿主 DNA 甲

基化的调控是一种“智能”恢复性作用。由于供体细胞能够针对不同的宿主微环境

作出不同的生物学反应[127,168]，因此 MSCs 治疗可能会对宿主不同的 DNA 甲基化

修饰水平产生不同的调节作用。同时，体内 BMMSCs 也可能会通过调节 DNA 甲基

化水平调节骨稳态进而维持骨量。我们的实验结果还显示，单次 MSCs 治疗就能够

逆转宿主 BMMSCs 异常的全基因组 DNA 甲基化模式，提示供体 MSCs 可能调节了

全基因组 DNA 甲基化模式的关键控制点，也可能是通过调节系统免疫进而调节宿主

BMMSCs 的 DNA 甲基化修饰水平。 

研究证明，MSCs的成骨分化功能受多种信号通路的调控，其中包括Notch、BMP、

Wnt 和 TGF-β 等信号通路[173]。在 MSCs 中条件性敲除 Notch1 和 Notch2 可以显著

提高 MSCs 的成骨分化功能并提高骨量[171]，而在 MSCs 中条件性激活 Notch 信号

通路可以抑制 MSCs 的分化功能[170]。与上述研究结果相一致的是，我们在实验中

发现，MSCs 治疗前后 Notch 信号通路是调控宿主 BMMSCs 功能变化的重要因素。
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在本实验的前期探索阶段，为了比较全面的分析多种信号通路对 BMMSCs 功能的调

节，我们还利用 DNA 甲基化芯片分析了 BMP、Wnt 和 TGF-β 信号通路相关基因的

DNA 甲基化水平和通路的活性。我们发现，在 MSCs 治疗前后，BMP 和 Wnt 信号

通路相关基因的 DNA 甲基化修饰和基因表达的趋势与 Notch 信号通路一致。然而由

于 BMP 和 Wnt 信号通路的激活能够促进 BMMSCs 的成骨分化功能[174]，这与我们

观察到的 BMMSCs 实际的成骨分化功能相反。因此，在本实验条件下，BMP 和 Wnt

信号通路并没有直接参与调控 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的成骨分化功能。同时我们发

现，在 MSCs 治疗前后，MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中 TGF-β 信号通路相关基因并没有

发生显著变化。因此，这些前期探索实验表明在 MRL/lpr 小鼠模型和 MSCs 治疗的

条件下，BMP、Wnt 和 TGF-β 信号通路并不是调控 BMMSCs 的关键因素。在此基础

上，我们利用 DAPT 和 Notch1 siRNA，最终明确了 Notch 信号通路在调控 BMMSCs

成骨分化功能中的关键作用。 
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第三部分  miR-29b 通过抑制 Dnmt1 调节 Notch 通路相

关基因的 DNA 甲基化水平 

 

在上一部分研究中，我们发现 MSCs 治疗能够通过调节宿主 BMMSCs 的 DNA

甲基化水平持久恢复其成骨分化功能，因此能够产生持久的疗效。在此基础上，本

实验进一步探索 MSCs 治疗前后 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs Notch 信号通路相关基因的

DNA 甲基化水平是如何被调节的。目前发现主要有三种 DNA 甲基化转移酶（Dnmts）

介导 DNA 甲基化的发生，其中 Dnmt1 能够维持已存在的甲基化位点，而 Dnmt3a 和

Dnmt3b 会介导形成新的甲基化位点[175]。Dnmts 在调控干细胞 DNA 甲基化修饰、

调节干细胞自我更新和分化功能中发挥重要的作用[176-178]。本实验首先检测调节

BMMSCs Notch信号通路相关基因的DNA甲基化水平的Dnmts，继而探讨相关Dnmts

对 BMMSCs 成骨分化功能的调节。我们还将进一步探讨 miRNA 通过 DNA 甲基化

转移酶调控 BMMSCs 的 DNA 甲基化水平进而调节 BMMSCs 成骨分化功能。 

1 材料 

1.1 实验动物 

同第一部分 1.1。 

1.2 试剂和抗体 

Dnmt1 siRNA                                Santa Cruz Biotechnology，美国 

Dnmt3a siRNA                               Santa Cruz Biotechnology，美国 

Dnmt3b siRNA                               Santa Cruz Biotechnology，美国 

Lipofectamine 3000                                  Life Technologies，美国 

Lipofectamine LTX                                  Life Technologies，美国 

Opti-MEM 低血清培养液                            Life Technologies，美国 

Dnmt1 过表达质粒                                        InvivoGen，美国 

miRNeasy RNA 提取试剂盒                                   Qiagen，美国 

SuperScript III 反转录试剂盒                         Life Technologies，美国 
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SYBR green supermix 实时定量 PCR 试剂盒                    Bio-Rad，美国 

miScript II 反转录试剂盒                                     Qiagen，美国 

miScript SYBR Green 实时定量 PCR 试剂盒                     Qiagen，美国 

miR-29b 引物                                               Qiagen，美国 

RUN6 引物                                                 Qiagen，美国 

miR-29b mimics                                             Qiagen，美国 

miR-29b inhibitors                                           Qiagen，美国 

mirVana™miR-29b inhibitors                          Life Technologies，美国 

Anti-mouse Dnmt1 (货号 5032)                 Cell Signaling Technology，美国 

Anti-mouse Dnmt3a (货号 2160)                Cell Signaling Technology，美国 

Anti-mouse Dnmt3b (货号 sc-10236)             Santa Cruz Biotechnology，美国 

其他试剂和抗体同第一部分（1.2）和第二部分（1.2）相关描述相同。 

1.3 主要溶液和配方 

同第一部分 1.3。 

1.4 主要仪器和软件 

CFX96™ 实时定量PCR仪                                      Bio-Rad，美国 

其他仪器和软件同第一部分（1.4）。 

2. 方法 

2.1 siRNA、miRNA inhibitors 和 mimics 转染 

使用 siRNA 转染降低 BMMSCs 中 Dnmt1、Dnmt3a 和 Dnmt3b 的表达水平，无

效 siRNA 作为阴性对照。使用 miR-29b inhibitors 和 mimics 转染抑制或过表达

miR-29b，无效 inhibitor和mimics作为阴性对照。具体方法如下：取 6μl siRNA（0.5μg）、

miR-29b inhibitors 或 mimics（50pmols）溶于 100μl Opti-MEM 培养液中制成 A 液，

取 6μl Lipofectamine 3000 溶于 100μl Opti-MEM 培养液中制成 B 液，将 A 液直接与

B 液混合后用移液器混匀，置于室温 30 分钟。吸去细胞培养液并使用 2ml Opti-MEM

培养液洗一次细胞，将 800μl Opti-MEM 培养液加入 A 液和 B 液的混合液中混匀后

加入细胞培养板，转染过夜后进行下一步分析。 
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2.2 5-Azacytidine 在体外实验中的使用 

将 5-Azacytidine 于 PBS 中溶解，在 BMMSCs 培养液中加入含 5-Azacytidine 的

PBS，5-Azacytidine 的终浓度为 500nM，加入等量的 PBS 作为阴性对照。处理三天

后收集细胞样本做进一步分析。 

2.3 在 BMMSCs 中的过表达 Dnmt1 

利用 Dnmt1 过表达质粒和 Lipofectamine LTX 转染试剂盒在 BMMSCs 中过表达

Dnmt1，同类型的空表达质粒作为阴性对照，具体方法如下，取 9μl Lipofectamine LTX

溶于 150μl Opti-MEM 培养液中制成 A 液，取 4μl 质粒（1μg/μl）和 4μl Lipofectamine 

PLUS 溶于 150μl Opti-MEM 培养液中制成 B 液，将 B 液直接加入到 A 液中混匀，常

温放置 5 分钟后加入到细胞培养液中。 

2.4 miRNA 芯片分析 

MSCs 治疗 7 天后，分离培养 C3H/HeJ 小鼠，MRL/lpr 小鼠和接受 MSCs 治疗后

的 MRL/lpr 小鼠的 BMMSCs，使用 miRNeasy RNA 提取试剂盒提取细胞总 RNA，送

至 LC Sciences 公司（美国）进行 miRNA 芯片检测和相关分析。 

2.5 实时定量 PCR 分析 miRNA 的表达 

使用 miRNeasy RNA 提取试剂盒提取细胞总 RNA，然后使用 miScript II 反转录

试剂盒完成反转录，最后使用 Qiagen 公司的 miR-29b 引物、RUN6 引物（内参）和

miScript SYBR Green 实时定量 PCR 试剂盒按照说明步骤在 CFX96™ 实时定量 PCR

仪中完成扩增和检测。 

2.6 实时定量 PCR 分析 Dnmt1 的表达 

使用 miRNeasy RNA 提取试剂盒提取细胞总 RNA，使用 SuperScript III 反转录

试剂盒完成反转录，最后使用 Dnmt1 引物、GAPDH 引物（内参）和 SYBR green 

supermix 实时定量 PCR 试剂盒按照说明步骤在 CFX96™ 实时定量 PCR 仪中完成扩

增和检测。其中引物序列如下：Dnmt1 的上游引物为 5′-TGGTGAAGTTTGGTGGCA 

CT-3′，下游引物为 5′-TCACCGCCAAGTTAGGACAC-3′；GAPDH 的上游引物为

5′-CACCATGGAGAAGGCCGGGG-3′，下游引物为 5′-GACGGACACATTGGGGG 

TAG-3′. 
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2.7 miR-29b inhibitor 在体内实验中的使用 

将用于体内实验的 mirVana™ miR-29b inhibitor 溶于 DEPT 处理水中配置成

3mg/ml 的储存液。在系统注射前，使用 Invivofectamine 2.0 和 Float-A-Lyzer 透析柱

将 miR-29b inhibitor 以 0.7mg/ml 的浓度溶于 PBS 中，配置 2ml 工作液，具体方法与

第二部分 2.5 相同。通过尾静脉对 10 周龄小鼠注射 200μl 含 miR-29b inhibitor 的工作

液（7 mg/kg 体重），对照组注射 200μl 含阴性对照 miRNA inhibitor 的工作液。每周

注射 1 次，4 周后将小鼠处死取材分析。 

2.8 其他实验方法 

以下实验方法描述详见第一部分：小鼠 BMMSCs 分离培养（第一部分 2.1）、

MSCs 治疗（第一部分 2.2）、μCT 扫描及分析（第一部分 2.3）、成骨诱导分化及茜素

红染色（第一部分 2.4）、Western blot（第一部分 2.5）、裸鼠皮下埋植成骨实验（第

一部分 2.6）、钙黄绿素双标实验（第一部分 2.7）和统计（第一部分 2.8）。 

以下实验方法描述详见第二部分：亚硫酸盐测序分析（第二部分 2.3）和 DAPT

在体外实验中的使用（第二部分 2.4）。 

3 结果 

3.1 Dnmt1 通过调控 Notch1 的 DNA 甲基化水平调节 BMMSCs 的成骨分化功能 

为明确在调节 BMMSCs 功能中发挥重要作用的 Dnmts 的类型，我们首先检测了

MSCs 治疗前后 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中 Dnmt1、Dnmt3a 和 Dnmt3b 的表达。Western 

blot 结果显示，与 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 相比较，MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中 Dnmt1、

Dnmt3a 和 Dnmt3b 的表达水平均较低（图 3-1. A）。而在接受 MSCs 治疗以后，Dnmt1、

Dnmt3a 和 Dnmt3b 的表达水平均得到了明显升高（图 3-1. B）。因此，甲基化转移酶

Dnmt1、Dnmt3a 和 Dnmt3b 在不同组别中的表达趋势与其相应的全基因组及 Notch

信号通路相关基因的 DNA 甲基化水平相一致，即 Dnmts 的低表达导致了 MRL/lpr

小鼠 BMMSCs 全基因组及 Notch 信号通路相关基因较低的 DNA 甲基化水平，而

MSCs 治疗恢复了这一趋势。为了进一步明确哪一种 Dnmts 在调节 BMMSCs 成骨分

化功能中发挥了重要作用，我们利用 siRNA 抑制 BMMSCs 中 Dnmt1、Dnmt3a 和

Dnmt3b 的表达，同时观察 BMMSCs 的成骨分化功能的变化。实验结果显示，siRNA
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有效的抑制了 BMMSCs 中 Dnmt1、Dnmt3a 和 Dnmt3b 的表达（图 3-1. B，C，D）。

在此基础上，利用茜素红染色我们发现，Dnmt1 siRNA 显著抑制了 BMMSCs 在成骨

诱导条件下钙化结节的形成能力（图 3-1. E）和成骨分化相关基因 Runx2、ALP 的

表达（图 3-1. F）。而 Dnmt3a siRNA 和 Dnmt3b siRNA 并没有对 BMMSCs 钙化结节

的形成能力（图 3-1. E）和 Runx2、ALP 的表达产生明显的影响（图 3-1. F）。因此，

这些实验结果显示，Dnmt1 在调控 BMMSCs 成骨分化功能中发挥了重要作用。 

 

 

图 3-1. Dnmt1 调控 BMMSCs 的成骨分化功能 

A：Western blot 检测 BMMSCs 中 Dnmt1、Dnmt3a 和 Dnmt3b 的表达；（B，C，D）：

Western blot 检测 siRNA 对 Dnmt1、Dnmt3a 和 Dnmt3b 的表达；E：茜素红染色及染

色阳性面积分析；F：Western blot 检测成骨分化相关基因 Runx2 和 ALP 在 BMMSCs

中的表达。**P< 0.01。 

 

在观察到 Dnmt1 对 BMMSCs 成骨分化功能的调控作用后，我们进一步探讨

Dnmt1 是否通过调控 DNA 甲基化水平调节 Notch 信号通路的活性，进而调节

BMMSCs 的成骨分化功能。利用亚硫酸盐测序分析，我们发现，Dnmt1 siRNA 能够

诱导 Notch1 启动子区域（图 3-2. A）低 DNA 甲基化的状态，并且能够激活 Notch1、

Notch2 和 NICD 的表达（图 3-2. B），表明 Dnmt1 在维持 Notch 信号通路相关基因
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DNA 甲基化修饰和表达中起到重要作用。为观察 Dnmt1 是否通过 Notch 信号通路调

节 BMMSCs 的成骨分化功能，在成骨诱导条件下，我们在 Dnmt1 siRNA 处理后，加

入 Notch 信号通路抑制剂 DAPT。茜素红染色结果显示，DAPT 显著恢复了 Dnmt1 

siRNA 对 BMMSCs 钙化结节形成能力的抑制（图 3-2. C），并显著恢复了 Dnmt1 

siRNA 对 BMMSCs 成骨分化相关基因 Runx2 和 ALP 表达的抑制（图 3-2. D）。同时，

Western blot 结果显示，与 Dnmt1 siRNA 的作用相一致的是，甲基化抑制剂

5-Azacytidine 能够抑制 Dnmt1 的表达并激活 Notch1 和 NICD 的表达（图 3-2. E）。

因此，这些结果显示 Dnmt1 通过调控 DNA 甲基化调节 Notch 信号通路的活性，进

而调节 BMMSCs 的成骨分化功能。 

 

图 3-2. Dnmt1 siRNA 对 BMMSCs Notch 信号通路及成骨分化功能的调控 

A：亚硫酸盐测序分析 BMMSCs 中 Notch1 启动子区域（-1053/-834）的 DNA 甲基化

水平；B：Western blot 检测 Notch1、Notch2 和 NICD 在 BMMSCs 中的表达；C：茜

素红染色及染色阳性面积分析；D：Western blot 检测成骨分化相关基因 Runx2 和 ALP

在 BMMSCs 中的表达；E：Western blot 检测 Notch1、NICD 和 Dnmt1 在 BMMSCs

中的表达。**P< 0.01。 

我们已经发现 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 具有低水平的 Dnmt1 表达，为进一步明确

MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中 Dnmt1 调控 Notch1 DNA 甲基化水平和 BMMSCs 成骨分
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化功能的作用，我们利用 Dnmt1 过表达质粒在 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中过表达

Dnmt1，观察过表达 Dnmt1 对 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs Notch 信号通路和成骨分化功

能的调节。Western blot 结果显示，Dnmt1 过表达显著提高了 Dnmt1 在 MRL/lpr 小鼠

BMMSCs 中的表达（图 3-3. A）。在此基础上，利用亚硫酸盐测序分析结果发现，

Dnmt1 过表达升高了 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs Notch1 启动子区域的 DNA 甲基化水平

（图 3-3. B）。与之相一致的是，Western blot 结果显示，Dnmt1 过表达抑制了 MRL/lpr

小鼠 BMMSCs 中 Notch1、Notch2 和 NICD 的表达（图 3-3. C）。因此，恢复 Dnmt1

的表达可以恢复 Notch1 DNA 甲基化水平并恢复其表达水平。同时，茜素红染色结果

显示，Dnmt1过表达显著提升了MRL/lpr小鼠BMMSCs的钙化结节形成能力（图 3-3. 

D）和成骨分化相关基因 Runx2、ALP 的表达（图 3-3. E）。因此，在 MRL/lpr 小鼠

BMMSCs 中过表达 Dnmt1 显著恢复了其成骨分化能力。这些实验结果进一步明确了

在正常小鼠和 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中 Dnmt1 通过调控 Notch1 DNA 甲基化水平和

Notch 信号通路的活性调节 BMMSCs 的成骨分化功能。 

 

 

图 3-3. 过表达 Dnmt1 对 BMMSCs Notch 信号通路及成骨分化功能的调控 

A：Western blot 检测 Dnmt1 过表达前后 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中 Dnmt1 的表达；

B：亚硫酸盐测序分析 Dnmt1 过表达前后 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中 Notch1 启动子

区域（-1053/-834）的 DNA 甲基化水平；C：Western blot 检测 Dnmt1 过表达前后
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MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中 Notch1、Notch2 和 NICD 的表达；D：茜素红染色及染色

阳性面积分析；E：Western blot 检测成骨分化相关基因 Runx2 和 ALP 在 BMMSCs

中的表达。**P< 0.01。 

3.2 MSCs 治疗恢复了 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中 miR-29b 的表达 

在明确 Dnmt1 通过调控 Notch 信号通路相关基因 DNA 甲基化水平和表达水平，

继而调节 BMMSCs 成骨分化功能后，我们进一步探讨在 MSCs 治疗前后，MRL/lpr

小鼠 BMMSCs 中 Dnmt1 的表达是如何被调控的。为观察 miRNA 是否调节了 Dnmt1

的表达，我们分离培养 C3H/HeJ 小鼠、MRL/lpr 小鼠和接受 MSCs 治疗 7 天后的

MRL/lpr 小鼠BMMSCs，用于miRNA芯片分析。结果显示，与 C3H/HeJ小鼠BMMSCs

相比较，多种 miRNA 在 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中高表达。而在 MSCs 治疗后，这

些 miRNA 的表达水平得到了恢复（图 3-4. A）。以往研究证明，miR-29b 能够通过

抑制 Dnmts 的表达引起全基因组的低甲基化水平[179,180]。因此，我们猜想，miR-29b

可能通过抑制 Dnmt1 调控 Notch 信号通路相关基因的 DNA 甲基化水平，进而调节

BMMSCs 的成骨分化功能。利用实时定量 PCR，我们验证了 miR-29b 不同组别中的

表达趋势与 microRNA 芯片结果一致（图 3-4. B）。 

 

图 3-4. microRNA 芯片分析和实时定量 PCR 检测 miR-29b 的表达 

A：microRNA 芯片分析；B：实时定量 PCR 检测 miR-29b 在 BMMSCs 中的表达。

**P< 0.01。 

3.3 miR-29b inhibitor 通过恢复 Dnmt1 和 Notch 信号通路恢复 MRL/lpr 小鼠

BMMSCs 的成骨分化功能 

为了验证 miR-29b 对 Dnmt1 和 BMMSCs 成骨分化功能的调节作用，在体外实

验中我们利用 miR-29b inhibitor 抑制 miR-29b 的水平。实时定量 PCR 结果显示
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miR-29b inhibitor 有效的降低了 miR-29b 的表达水平（图 3-5. A）。在此基础上，利

用实时定量 PCR（图 3-5. B）和 Wstern blot（图 3-5. C）我们发现，miR-29b inhibitor

提高了 Dnmt1 的表达水平。同时，茜素红染色结果显示，miR-29b inhibitor 提高了

BMMSCs 在成骨诱导条件下的钙化结节形成能力（图 3-5. D）。这些实验表明，

miR-29b 通过抑制 Dnmt1 的表达抑制 BMMSCs 的成骨分化能力。 

 

图 3-5. miR-29b inhibitor 体外处理对 BMMSCs 的 Dnmt1 表达和成骨分化功能的 

影响 

A：实时定量 PCR 检测 miR-29b inhibitor 处理前后 miR-29b 在 BMMSCs 中的表达；

（B，C）：实时定量 PCR（B）和 Western blot（C）检测 miR-29b inhibitor 处理前后

Dnmt1 在 BMMSCs 中的表达；D：茜素红染色及染色阳性面积分析。**P< 0.01。 

为明确 miR-29b 对 MRL/lpr 小鼠中 Dnmt1、Notch 信号通路和 BMMSCs 成骨分

化功能的调节，我们对 MRL/lpr 小鼠实施系统注射 miR-29b inhibitor，检测其对

Dnmt1、Notch 信号通路和 BMMSCs 成骨分化功能的影响。实时定量 PCR 结果显示，

注射 miR-29b inhibitor 可以显著降低 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中 miR-29b 的表达（图 

3-6. A）。在此基础上，我们利用 Western blot 发现，注射 miR-29b inhibitor 可以恢复

MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中 Notch1 和 Dnmt1 的表达（图 3-6. B）。 

 

图 3-6. 系统注射 miR-29b inhibitor 对 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中 Notch1 和 Dnmt1

表达的影响 
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A: 实时定量 PCR 检测系统注射 miR-29b inhibitor 对 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中

miR-29b 表达的抑制作用；B：Western blot 分析 Notch1 和 Dnmt1 在 BMMSCs 中的

表达。**P< 0.01。 

在观察到系统注射 miR-29b inhibitor 可以恢复 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中 Notch1

和 Dnmt1 的表达后，我们进一步检测 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的成骨分化功能是否

得到恢复。茜素红染色和 Western blot 结果显示，系统注射 miR-29b inhibitor 显著恢

复了 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 在成骨诱导条件下的钙化结节形成能力（图 3-7. A）和

成骨分化相关基因 Runx2、ALP 的表达（图 3-8. B）。同时，系统注射 miR-29b inhibitor

显著恢复了MRL/lpr小鼠BMMSCs与HA/TCP复合后在裸鼠皮下的成骨能力（图 3-7. 

C，D）。这些结果显示 miR-29b inhibitor 的体内应用可以显著恢复 MRL/lpr 小鼠

BMMSCs 的成骨分化功能。 

 

 

图 3-7. 系统注射 miR-29b inhibitor 对 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的成骨分化功能的

影响 

A：茜素红染色及染色阳性面积分析；B：Western blot 检测成骨分化相关基因 Runx2

和 ALP 在 BMMSCs 中的表达；C：BMMSCs 与 HA/TCP 复合埋植物的 H&E 染色，

B（Bone），HA（HA/TCP），BM（Bone marrow）；D：基于 HE 染色的体内成骨形成

面积分析。**P< 0.01，标尺=200μm。 
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在观察到系统注射 miR-29b inhibitor 对 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 成骨分化功能的

恢复以后，我们继续观察其对 MRL/lpr 小鼠骨质疏松症状的缓解作用。μCT 分析结

果显示，系统注射 miR-29b inhibitor 显著恢复了 MRL/lpr 小鼠骨量（图 3-8. A）并显

著升高了 BMD 和 BV/TV 的水平（图 3-8. B，C）。钙黄绿素双标实验结果显示，系

统注射 miR-29b inhibitor 显著恢复了 MRL/lpr 小鼠的新骨形成能力（图 3-8. D）和

MAR、BFR/BS 的水平（图 2-8. E，F）。这些结果显示体内应用 miR-29b inhibitor 显

著缓解了 MRL/lpr 小鼠的骨质疏松症状。 

 

图 3-8. 系统注射 miR-29b inhibitor 对 MRL/lpr 小鼠骨质疏松症状的缓解 

A：μCT 检测 C3H/HeJ 小鼠、MRL/lpr 小鼠和接受 miR-29b inhibitor 系统注射的

MRL/lpr 小鼠的骨量；B: BMD 分析；C: BV/TV 分析，标尺=1mm；D: 钙黄绿素双

标实验分析 C3H/HeJ、MRL/lpr 和接受 miR-29b inhibitor 系统注射的 MRL/lpr 小鼠的

新骨形成能力；E：MAR 分析；F：BFR/BS 分析，标尺=20μm。**P< 0.01。 

 

3.4 miR-29b mimics 通过抑制 Dnmt1 诱导 Notch1 低甲基化并抑制 BMMSCs 的成骨

分化功能 

为进一步明确 miR-29 调节 BMMSCs 成骨分化功能的机制，我们在体外实验中

使用 miR-29b mimics 过表达 miR-29b 的水平，观察其对 Dnmt1、Notch1 DNA 甲基

化水平和 Notch 信号通路的调节和对 BMMSCs 成骨分化功能的调节。实时定量 PCR
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结果显示 miR-29b mimics 显著升高了 BMMSCs 中 miR-29b 的水平（图 3-9. A）。在

此基础上，利用实时定量 PCR（图 3-9. B）和 Western blot（图 3-9. C）我们发现，

miR-29b mimics 显著抑制了 Dnmt1 的表达。茜素红染色结果显示，miR-29b mimics

抑制了 BMMSCs 在成骨诱导条件下钙化结节的形成能力（图 3-9. D）。这些实验进

一步结果表明，miR-29b 通过抑制 Dnmt1 的表达抑制 BMMSCs 的成骨分化功能。 

 

图 3-9. miR-29b mimics 体外处理对 BMMSCs 的 Dnmt1 表达和成骨分化功能的 

影响 

A：实时定量 PCR 检测 miR-29b mimics 处理前后 miR-29b 在 BMMSCs 中的表达；（B，

C）：实时定量 PCR（B）和 Western blot（C）检测 miR-29b mimics 处理前后 Dnmt1

在 BMMSCs 中的表达；D：茜素红染色及染色阳性面积分析。**P< 0.01。 

 

为明确 miR-29b 通过调控 Dnmt1 介导的 Notch1 DNA 甲基化调节 BMMSCs 的成

骨分化功能，我们利用亚硫酸盐测序分析发现，miR-29b mimics 能够诱导 Notch1 启

动子区域的低甲基化状态（图 3-10. A）。与之相一致的是，miR-29b mimics 能够激

活 Notch1、Notch2、Jag1 和 NICD 的表达（图 3-10. B）。这些实验结果表明，miR-29b

能够通过抑制 Dnmt1 降低 Notch1 启动子区域 DNA 甲基化水平，进而激活 Notch 信

号通路。我们进一步观察 miR-29b mimics 是否通过 Notch 信号通路调节 BMMSCs

的成骨分化功能。茜素红染色结果显示，miR-29b mimics 抑制了 BMMSCs 在成骨条

件下钙化结节的形成能力（图 3-10. C）和成骨分化相关基因 Runx2、ALP 的表达（图 

3-10. D）。当 miR-29b mimics 处理 BMMSCs 之后加入 Notch 信号通路抑制剂 DAPT

时，DAPT 能够显著逆转 miR-29b mimics 对 BMMSCs 钙化结节形成能力（图 3-10. C）

和成骨分化相关基因 Runx2、ALP 的表达（图 3-10. D），表明 miR-29b mimics 通过

抑制 Dnmt1 和诱导 Notch1 启动子区域低甲基化进而激活 Notch 信号通路。 
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图 3-10. miR-29b mimics 通过抑制 Notch1 DNA 甲基化调节 BMMSCs 成骨分化 

功能 

A：亚硫酸盐测序分析 Dnmt1 mimics 处理前后 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中 Notch1 启

动子区域（-1053/-834）的 DNA 甲基化水平；B：Western blot 检测 Dnmt1 mimics 处

理前后 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中 Notch1、Notch2、Jag1 和 NICD 的表达；C：茜素

红染色及染色阳性面积分析；D：Western blot 检测成骨分化相关基因 Runx2 和 ALP

在 BMMSCs 中的表达。**P< 0.01。 

 

这一部分实验结果证明，在 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中，高表达的 miR-29b 抑制

了 Dnmt1 的表达导致 Notch 信号通路相关基因启动子区域出现低甲基化状态进而激

活 Notch 信号通路。而激活的 Notch 信号通路抑制了 BMMSCs 的成骨分化功能，导

致骨质疏松症状的出现。MSCs 治疗能够恢复 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中 miR-29b 的

表达，进而恢复 Dnmt1 的表达和 Notch 信号通路的活性，最终有效缓解骨质疏松症

状（图 3-11）。 
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图 3-11. MSCs 治疗通过 miR-29b/Dnmt1/Notch 通路持久恢复 BMMSCs 的成骨 

分化功能 

4 讨论 

在本实验中，我们发现 MSCs 治疗能够通过 miR-29b/Dnmt1/Notch1 持久恢复宿

主 BMMSCs 的成骨分化功能。因此，在上一部分实验基础上，我们更深入的探讨了

MSCs 治疗产生持久疗效的机制。尽管在实验中，我们重点关注了 MSCs 治疗前后

MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的 DNA 甲基化修饰变化，但是我们不能排除 MSCs 治疗调

节宿主的其他类型细胞 DNA 甲基化修饰的可能。以往的研究证明，在 SLE 病人和

小鼠模型中，能够观察到T细胞中Dnmts的低表达和低DNA甲基化的状态[180-182]，

同时能够检测到 Notch 信号通路的激活[183]。因此，在本实验的研究条件下，MSCs

治疗可能也会调节包括 T 细胞在内的其他类型细胞的 DNA 甲基化水平。这些实验证

据表明，MSCs 治疗不仅通过表观遗传调控恢复宿主 MSCs 的功能，还可能参与调节

其他类型细胞的功能，为 MSCs 治疗应用于表观遗传异常的相关疾病提供了理论依

据。与此同时我们的研究结果也提示，利用其它类型细胞实施治疗的情况下，供体

细胞也可能调节宿主细胞的表观遗传状态，为细胞治疗的机制研究提供了新的线索。 

在研究中我们发现，与 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的全基因组低 DNA 甲基化水平

相一致，其 Dnmt1、Dnmt3a 和 Dnmt3b 均有较低的表达。与以往研究相一致的是[178]，

我们通过进一步的实验验证 Dnmt1 与 BMMSCs 的成骨分化功能相关，而通过抑制

Dnmt3a 和 Dnmt3b 并不会对 BMMSCs 的成骨分化功能产生影响。因此，Dnmt1 可能

在维持 MSCs 分化功能方面发挥重要作用。而在其他类型干细胞如 HSCs 中，Dnmt1
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和 Dnmt3a 均被发现与 HSCs 的分化功能相关[176,177]。这些证据表明 Dnmts 在不同

种类干细胞中可能具有不同的作用靶点并产生不同的调控作用。组蛋白修饰也被证

明能够调节 BMMSCs 的分化功能[184]，因此，多种表观遗传调控方式能够调节

BMMSCs 的功能，而这些调控机制的细节仍需要进一步的实验研究。由于 miRNAs

在疾病的发生发展中发挥重要作用，研究者尝试通过干预 miRNAs 的水平进行疾病

的治疗[185,186]。我们发现系统注射 miR-29b inhibitor 能够通过调节 Dnmt1、Notch

通路相关基因的表达恢复 MRL/lpr 小鼠 BMMSC 成骨分化功能和骨质疏松症状。提

示 miR-29b inhibitor 能够作为一种治疗手段应用于骨质疏松的治疗。 
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第四部分  宿主 BMMSCs 再利用供体 MSCs 来源的

exosomes 中的 Fas 蛋白调控 miR-29b/Dnmt1/Notch1 

级联通路 

 

在上一部分实验中，我们发现，MSCs 治疗通过调节宿主 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs

中 miR-29b/Dnmt1/Notch1 级联通路持久恢复其成骨分化功能。在这一部分实验中，

我们将继续探讨 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中为什么具有高水平的 miR-29b 水平以及供

体 MSCs 如何调节宿主 BMMSCs 中 miR-29b 的水平。由于我们发现供体细胞恢复了

宿主细胞的功能，因此，我们猜想供体细胞和宿主细胞之间的相互交流可能在其中

起到了关键的作用。细胞可以通过多种分泌小体实现相互交流[187]，其中，exosomes

是一种直径介于 30 至 100 纳米，具有膜结构的外分泌小体，其分泌依赖于与细胞膜

的融合[188]。Exosomes 中含有蛋白质, mRNAs 和 miRNAs，可以通过在细胞之间传

递这些物质实现临近细胞甚至全身细胞之间的相互交流[187]。在本实验中，我们将

检测供体 MSCs 能否通过分泌 exosomes 调控宿主 BMMSCs 的功能，并进一步探索

exosomes 中的发挥治疗作用的成分和作用机制。 

1 材料 

1.1 实验动物 

同第一部分 1.1。 

1.2 试剂和抗体 

transwell 共培养系统                                       Corning，美国 

Rab27-siRNA                               Santa Cruz Biotechnology，美国 

PKH-26                                                   Sigma，美国 

4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)                Vector Laboratories，美国 

ActinGreen 488 ReadyProbes                         Life Technologies，美国 



第四军医大学博士学位论文 

-77- 

miRNeasy Serum/Plasma 试剂盒                              Qiagen，美国 

miR-39（加入性内参）                                     Qiagen，美国 

High Capacity 反转录试剂盒                        Life Technologies，美国 

TaqMan 实时定量 PCR 试剂盒                       Life Technologies，美国 

pri-miR-29b PCR 引物                              Life Technologies，美国 

GAPDH PCR 引物                                 Life Technologies，美国 

Fas-siRNA                                 Santa Cruz Biotechnology，美国 

Fas-EGFP 融合蛋白表达质粒                      System Biosciences，美国 

Chamber slides                                              Nunc，美国 

DMEM 培养基                                             Lonza，瑞士 

HEPES                                                   Sigma，美国 

丙酮酸钠                                                  Sigma，美国 

非必需氨基酸                                           Cambrex，美国 

TUNEL 染色试剂盒                                         Roche，德国 

冰冻切片包埋剂                                     Sakura Finetek，美国 

Anti-GFP（货号 A-11122）                               Invitrogen，美国 

Anti-rabbit IgG-Alexa Fluor 488（货号 A-11034）             Invitrogen，美国 

Anti-mouse Fas（货号 sc-1023）               Santa Cruz Biotechnology，美国 

Anti-CD63（货号 sc-15363）                 Santa Cruz Biotechnology，美国 

Anti-CD81（货号 sc-9158）                  Santa Cruz Biotechnology，美国 

Anti-Rab27a（货号 sc-22756）                Santa Cruz Biotechnology，美国 

Anti-mouse CD73-PE（货号 550741）                  BD Biosciences，美国 

Anti-rat IgG-PE（货号 3030-09）                     Southern Biotech，美国 

Anti-FasL antibody（货号16-5911）                       eBioscience，美国 

其他试剂和抗体与第一部分（1.2）、第二部分（1.2）和第三部分（1.2）中相关

描述相同。 

1.3 主要溶液和配方 

T 细胞和 BMMSCs 混合培养时使用的培养液：含 10%热灭活胎牛血清、50 μM2-
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巯基乙醇、10nM HEPES、1mM 丙酮酸钠、1%非必需氨基酸、2mM 左旋谷氨酰胺、

100U/ml 青霉素和 100μg/ml 链霉素的 DMEM 培养基。 

甲苯胺蓝染色液：将多聚甲醛和甲苯胺蓝溶解于 PBS 缓冲液中，终浓度均为 2%。 

其他溶液配方与第一部分（1.3）相同。 

1.4 主要仪器和软件 

冰冻切片机                                                 Leica，德国 

激光共聚焦显微镜                                        Olympus，日本 

    Cell sorting（FACS）流式细胞仪                       BD Bioscience，美国 

BD FACS Aria II 流式细胞仪                           BD Bioscience，美国 

其他仪器和软件同第一部分（1.4）和第三部分（1.4）相同 

2 方法 

2.1 共培养体系的建立 

使用 transwell 建立 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 和 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的共培养

体系。将 0.3×10
6 个 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 接种于 transwell 下层培养室，将 0.3×10

6

个 Rab27a siRNA 及无效对照 siRNA 转染后的 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 接种于

transwell 上层培养室。共培养 3 天后，MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 将被用于总 RNA 和

蛋白的提取以及成骨分化功能的检测。 

2.2 Exosomes 的提取、鉴定和标记 

使用梯度离心法提取 exosomes，具体方法如下：将用于 BMMSCs 培养的胎牛血

清在 10
5
g 条件下离心过夜，配制不含 exosomes 的 BMMSCs 培养液；将 BMMSCs

培养 48 小时后，分别离心 10 分钟（300g）、10 分钟（2000g）、30 分钟（10
4
g）和

70 分钟（10
5
g），经 PBS 洗一次后，再 70 分钟（10

5
g）离心一次。提取 exosomes 总

蛋白并使用Pierce BCA做蛋白定量，通过Western blot鉴定 exosomes中CD63和CD81

的表达。使用 PKH-26 按照说明步骤进行 exosomes 的标记。 

2.3 Exosomes 体外实验和体内实验中的使用 

在体外实验中，将 exosomes 重悬于 PBS 加入到 BMMSCs 培养液中，终浓度为

20μg/ml，加入等体积的 PBS 作为阴性对照。共培养三天后，BMMSCs 用于成骨诱
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导实验和体内埋植成骨实验。在体内实验中，通过尾静脉给小鼠注射 200 μl 含有

100μg exosomes 的 PBS，注射等量 PBS 作为阴性对照。4 周后，将小鼠处死并取材。

为了示踪 exosomes 在骨髓中的定位，通过尾静脉给小鼠注射 100μg PKH26 标记的

exosomes，24 小时后，取小鼠股骨并置于固定液中充分固定，使用冰冻切片包埋剂

包埋进行冰冻切片，使用 DAPI 衬染细胞核后在荧光显微镜下观察。 

2.4 含有 Fas-EGFP 融合蛋白的 exosomes 的提取 

将 Fas-EGFP 融合蛋白表达质粒转染 BMMSCs，收集细胞培养上清液提取含有

Fas-EGFP 融合蛋白的 exosomes，空表达质粒转染的 BMMSCs 分泌的 exosomes 作为

阴性对照。 

2.5 免疫荧光染色 

将 BMMSCs 接种于 4 孔的 chamber slides 上（2×10
3
/孔）或 6 孔板中（2×10

5
/孔），

加入含有 Fas-EGFP 融合蛋白的 exosomes 和对照 exosomes（20 μg/ml）分别与

BMMSCs 共培养 3 天，使用固定液充分固定细胞后。加入 anti-GFP 抗体（1:400 稀

释）和 anti-CD73 抗体（1:200 稀释）置于 4
o
C 过夜，PBS 洗过后，加入 Anti-rabbit 

AlexaFluoro 488 二抗（1:400 稀释）和 anti-rat IgG-PE 二抗（1:400 稀释）置于室温 1

小时后使用 DAPI 衬染细胞核，在激光共聚焦显微镜下观察。使用 ActinGreen 488 

ReadyProbes 为细胞骨架染色。通过尾静脉给小鼠注射将含有 Fas-EGFP 融合蛋白的

exosomes 和对照 exosomes（100μg），24 小时后分离培养小鼠 BMMSCs，培养 5 天

后使用固定液充分固定，按照上述方法使用 anti-GFP 和 anti-CD73 抗体进行免疫荧

光染色。 

2.6 流式细胞术分析 

分别收集上述（2.5）与 exosomes 共培养后的 BMMSCs，以及系统注射 exosomes

后的小鼠中分离培养的 BMMSCs，与 1 μg 的 CD73-PE 抗体在冰上孵育 30 分钟，使

用 Cell sorting（FACS）流式细胞仪分析 CD73 和 GFP 阳性的细胞比率。分离小鼠骨

髓细胞，使用 CD73-PE 抗体和 BD FACS Aria II 流式细胞仪分选骨髓细胞中 CD73 阳

性细胞。 
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2.7 实时定量 PCR 检测分泌型 miR-29b 和 pri-miR-29b 的表达 

在检测分泌型 miR-29b 的表达水平时，使用 miRNeasy Serum/Plasma 试剂盒提取

细胞培养液、血清和骨髓离心后得到的上清液中的总 RNA，在样本中加入 miR-39

作为加入性内参，使用 miScript II 反转录试剂盒完成反转录，使用 miR-29b 引物和

miScript SYBR Green 试剂盒在 CFX96™ 实时定量 PCR 仪中完成检测。在检测

pri-miR-29b的水平时，使用High Capacity反转录试剂盒完成反转录，使用pri-miR-29b

引物、GAPDH（内参）引物和 TaqMan 实时定量 PCR 试剂盒在 CFX96™ 实时定量

PCR 仪中完成检测。 

2.8 T 细胞诱导 BMMSCs 凋亡的分析 

按照第三部分（2.2）描述的方法，利用 Fas 过表达质粒（前期研究构建）转染

MRL/lpr 小鼠 BMMSCs，按照本部分上述（2.2）描述的方法提取培养液上清中的

exosomes，同时提取 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 和 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 培养液上清

中的 exosomes。将上述 3 种 exosomes 分别预处理 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 24 个小时

（20μg/ml），将预处理后的 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs、未处理的 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs

和 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 接种于接种于 24 孔板（0.2×10
6细胞/孔）。取小鼠脾脏，

研磨组织分离单细胞，将脾细胞接种于 CD3（3 μg/ml）和 CD28 抗体（2 μg/ml）预

包埋的培养板中培养两天，用于激活其中的 T 细胞。将含有激活的 T 细胞的脾细胞

直接加入 BMMSCs 的培养板中（1×10
6 细胞/孔），使用本部分（1.3）中描述的培养

液混合培养两天。在培养液中加入 FasL 抗体（1μg/ml）以检测 T 细胞和 BMMSCs

的相互作用是否是 FasL/Fas 通路依赖的。混合培养 12 小时后，使用 TUNEL 染色试

剂盒检测凋亡细胞；混合培养 48 小时后，使用甲苯胺蓝染色液染色。 

2.9 其他实验方法 

以下实验方法描述详见第一部分：小鼠 BMMSCs 分离培养（第一部分 2.1）、

MSCs 治疗（第一部分 2.2）、μCT 扫描及分析（第一部分 2.3）、成骨诱导分化及茜素

红染色（第一部分 2.4）、Western blot（第一部分 2.5）、裸鼠皮下埋植成骨实验（第

一部分 2.6）、钙黄绿素双标实验（第一部分 2.7）和统计（第一部分 2.8）。 

以下实验方法描述详见第三部分：siRNA 转染（第三部分 2.1）、通过质粒转染
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实现基因过表达（第三部分 2.3）和实时定量 PCR 分析 miRNA 的表达（第三部分 2.5）。 

3 结果 

3.1 供体 MSCs 通过分泌 exosomes 恢复宿主 BMMSCs 分化功能 

为检测供体 MSCs 能否通过细胞之间的相互交流恢复宿主 BMMSCs 的功能，我

们在体外利用 transwell 建立共培养模型（图 4-1. A）。实时定量 PCR 和 Western blot

结果显示，与正常对照 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 共培养能够恢复 MRL/lpr 小鼠

BMMSCs 中 miR-29b、Dnmt1、Notch1 和 NICD 的表达水平（图 4-1. B，C）。茜素

红染色结果显示与正常对照 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 共培养能够恢复 MRL/lpr 小鼠

BMMSCs 在成骨条件下钙化结节的形成能力（图 4-1. D）。这些实验结果提示，与正

常对照 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 建立相互交流能够恢复 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 功能

的恢复。在此基础上，我们进一步探讨C3H/HeJ小鼠BMMSCs是否通过分泌exosomes

恢复 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的功能。以往的研究表明，rab27a 在 exosomes 分泌过

程中发挥关键作用，rab27a 功能的缺失会导致 exosomes 分泌受阻[189]。因此，我们

利用 rab27a-siRNA 抑制 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs exosomes 的分泌并观察其对共培养

环境中MRL/lpr小鼠BMMSCs功能恢复的影响。Western blot结果显示，rab27a-siRNA

显著降低了 rab27a 的表达（图 4-1. E）。同时，exosomes 蛋白定量结果显示，

rab27a-siRNA 抑制了 exosomes 的分泌（图 4-1. F）。在此基础上，我们发现，在共

培养体系下，抑制 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs exosomes 的分泌显著抑制了 MRL/lpr 小

鼠 BMMSCs miR-29b（图 4-1. B）、Dnmt1、Notch1 和 NICD（图 4-1. C）表达水平

的恢复，并抑制了 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 在成骨条件下钙化结节的形成能力的恢复

（图 4-1. D）。因此，细胞间相互交流过程中，C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs exosomes 的

分泌在恢复 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 功能中发挥重要作用。 
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图 4-1. 共培养条件下 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 对 MRL/lpr小鼠 BMMSCs 功能的影

响 

A：利用 transwell 建立 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 和 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 共培养模

型；B：实时定量 PCR检测BMMSCs中miR-29b的表达；C：Western blot检测BMMSCs

中 Dnmt1、Notch1 和 NICD 的表达；D：茜素红染色及染色阳性面积分析；E：Western 

blot 检测 rab27a siRNA 处理前后 BMMSCs 中 rab27a 蛋白的表达；F：Exosomes 蛋白

定量分析 rab27a siRNA 处理前后 BMMSCs 分泌 exosomes 总量的变化。**P< 0.01。 

 

在发现共培养条件下 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 通过分泌 exosomes 恢复 MRL/lpr

小鼠 BMMSCs 功能之后，我们进一步明确供体 MSCs 分泌的 exosomes 在 MSCs 治

疗疗效中发挥的作用。在系统注射之前，我们使用 rab27a-siRNA 预处理抑制供体

MSCs 中 exosomes 的分泌，然后将其系统注射于 MRL/lpr 小鼠体内，比较其与正常

供体 MSCs 疗效的差异。实时定量 PCR 和 Western blot 结果显示，rab27a-siRNA 预

处理显著抑制了供体 MSCs 对 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中 miR-29b、Dnmt1、Notch1

和 NICD 的恢复作用（图 4-2. A，B）。同时，茜素红染色和 Western blot 结果显示

rab27a-siRNA 预处理显著抑制了供体 MSCs 对 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 钙化结节形成
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能力和成骨分化相关基因表达水平的恢复（图 4-2. C，D）。这些实验结果表明，抑

制供体 MSCs 分泌 exosomes 显著抑制了 MSCs 治疗对宿主 BMMSCs 功能的恢复。

因此，供体 MSCs 分泌的 exosomes 对 MSCs 疗效的产生发挥着关键作用。 

 

 

 

 

图 4-2.抑制供体 MSCs exosomes 的分泌对 MSCs 治疗疗效的影响 

A：实时定量 PCR 检测 miR-29b 在 BMMSCs 中的表达；B：Western blot 检测 Dnmt1、

Notch1 和 NICD 在 BMMSCs 中的表达；C：茜素红染色及染色阳性面积分析；D：

Western blot 检测成骨分化相关基因 Runx2 和 ALP 在 BMMSCs 中的表达。**P< 0.01。 

 

3.2 系统注射 exosomes通过miR-29b/Dnmt1/Notch1通路恢复宿主BMMSCs分化功

能 

在明确供体 MSCs 分泌的 exosomes 在 MSCs 治疗疗效中的关键作用后，我们继

续研究 exosomes 能否直接恢复 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的功能。我们在 C3H/HeJ 小

鼠 BMMSCs 培养液中分离提取 exosomes 后，通过 Western blot 实验验证了 exosomes

特异性标志物 CD63 和 CD81 的表达，以鉴定我们提取的 exosomes（图 4-3. A）。为

检测注射后 exosomes 在体内的定位，我们将 PKH26 标记过的 exosomes 对 MRL/lpr

小鼠实施系统注射。利用荧光显微镜我们发现，MRL/lpr 小鼠股骨骨髓中出现 PKH26
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标记的 exosome（图 4-3. B），证明宿主 BMMSCs 有机会摄入外源性的 exosomes。

为明确 BMMSCs 对 exosomes 的摄入作用，我们利用 PKH26 标记过的 exosomes 在

体外与 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 共培养。结果显示，BMMSCs 可以将 exosomes 摄入

至胞内（图 4-3. C）。实时定量 PCR 和 Western blot 结果显示，与 C3H/HeJ 小鼠

BMMSCs 来源的 exosomes 共培养能够降低 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中 miR-29b 的表

达并提高 Dnmt1 的表达（图 4-3. D，E）。茜素红染色结果显示，与 C3H/HeJ 小鼠

BMMSCs 来源的 exosomes 共培养能够恢复 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 在成骨诱导条件

下钙化结节的形成能力（图 4-3. F）。这些实验结果表明，供体 MSCs 分泌的 exosomes

能够被宿主 BMMSCs 摄入并调节其 miR-29b 和 Dnmt1 的表达水平，恢复其成骨分

化功能。 

 

 

 

图 4-3. MRL/lpr BMMSCs 通过摄入 exosomes 调节自身功能 

A：Western blot 检测 exosomes 中 CD63 和 CD81 的表达，以 BMMSCs 作为对照；B：

MRL/lpr 小鼠系统注射 PKH26 标记的 exosomes 后，荧光显微镜观察骨髓中的

exosomes，标尺=50μm；C：MRL/lpr 小鼠与 PKH26 标记的 exosomes 共培养后，荧

光显微镜观察 BMMSCs 摄入 exosomes，标尺=50μm；D：实时定量 PCR 检测 miR-29b

在 BMMSCs 中的表达；E：Western blot 检测 Dnmt1 在 BMMSCs 中的表达；F：茜素

红染色及染色阳性面积分析。**P< 0.01。 
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为进一步明确供体 MSCs 分泌的 exosomes 在 MSCs 治疗中的作用和机制，我们

从 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 培养液中分离提取 exosomes，通过对 MRL/lpr 小鼠系统

注射 exosomes 和利用 exosomes 在体外与 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 共培养，探讨其对

MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 功能的影响和调控机制。实时定量 PCR 和 Western blot 结果

显示，与 MSCs 治疗相似，系统注射 exosomes 能够显著降低 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs

中 miR-29b、Dnmt1、Notch1 和 NICD 的表达（图 4-4. A，B）。 

 

 

图 4-4. 系统注射 exosomes 对 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs miR-29b/Dnmt1/Notch1 通路

的影响 

A：Western blot 检测 exosomes 中 CD63 和 CD81 的表达；B：实时定量 PCR 检测

BMMSCs中miR-29b的表达；C：Western blot检测Dnmt1、Notch1和NICD在BMMSCs

中的表达。**P< 0.01。 

 

我们同时观察系统注射 exosomes 对 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 成骨分化功能的影

响。茜素红染色和 Western blot 结果显示，与 MSCs 治疗相似，系统注射 exosomes

恢复了 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 在成骨条件下钙化结节的形成能力（图 4-5. A）和成

骨分化相关基因 Runx2、ALP 的表达（图 4-5. B）。同时，系统注射 exosomes 恢复

了 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 与 HA/TCP 复合后在裸鼠皮下的体内成骨能力（图 4-5. 

C）。这些实验结果显示系统注射 exosomes 恢复了 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 的成骨分

化功能。 
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图 4-5.系统注射 exosomes 对 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 成骨分化功能的影响 

A：茜素红染色及染色阳性面积分析；B：Western blot 检测成骨分化相关基因 Runx2

和 ALP 在 BMMSCs 中的表达。C：BMMSCs 与 HA/TCP 复合埋植物的 H&E 染色，

B（Bone），HA（HA/TCP），BM（Bone marrow）；D：基于 HE 染色的体内成骨形成

面积分析。**P< 0.01，标尺=200μm。 

 

我们继续检测 exosomes 对 MRL/lpr 小鼠骨质疏松症状的缓解作用。μCT 分析结

果显示，与 MSCs 治疗相似，exosomes 系统注射显著缓解了 MRL/lpr 小鼠骨质疏松

症状（图 4-6. A），并显著提高了 BMD 和 BV/TV 水平（图 4-6. B，C）。 

 

 

图 4-6.系统注射 exosomes 对 MRL/lpr 小鼠骨质疏松症状的缓解 
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A：μCT 检测 C3H/HeJ 小鼠、MRL/lpr 小鼠、接受 MSCs 治疗的 MRL/lpr 小鼠和接

受 exosomes 系统注射的 MRL/lpr 小鼠的骨量；B: BMD 分析；C: BV/TV 分析，标尺

=1mm；**P< 0.01。 

 

钙黄绿素双标实验结果显示，与 MSCs 治疗相似，exosomes 系统注射显著恢复

了 MRL/lpr 小鼠的新骨形成能力（图 4-7. A），并提高了 MAR 和 BFR/BS 的水平（图 

4-7. B，C）。这些实验结果表明，exosomes 能够通过恢复 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中

miR-29b/Dnmt1/Notch1 通路的活性恢复其成骨分化功能，并且显著缓解 MRL/lpr 小

鼠的骨质疏松症状。因此，这些实验结果证实了供体 MSCs exosomes 的分泌在 MSCs

治疗疗效中的关键作用。 

 

 

图 4-7. 系统注射 exosomes 对 MRL/lpr 小鼠新骨形成能力的恢复 

A: 钙黄绿素双标实验分析 C3H/HeJ 小鼠、MRL/lpr 小鼠、接受 MSCs 治疗的 MRL/lpr

小鼠和接受 exosomes 系统注射的 MRL/lpr 小鼠的新骨形成能力；E：MAR 分析；F：

BFR/BS 分析，标尺=20μm。**P< 0.01。 

3.3 Fas 蛋白控制 miR-29b 由 BMMSCs 胞内向胞外释放 

在明确了供体 MSCs 通过分泌 exosomes 调节宿主 BMMSCs 中 miR-29b/Dnmt1/ 

Notch1 通路进而恢复其成骨分化功能后，我们继续探讨供体 MSCs 来源的 exosomes

调节宿主 BMMSCs 中 miR-29b 表达的机制。尽管我们观察到 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs

中具有高表达的 miR-29b，但是，与 C3H/HeJ 小鼠相比较，MRL/lpr 小鼠 BMMSCs

培养液（图 4-8. A）、血清（图 4-7. B）和骨髓组织离心后得到的上清液中（图 4-7. 

C），miR-29b 的水平均较低，在 MSCs 治疗后这些表达水平得到了一定程度的恢复
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（图 4-8. A，B，C），提示 miR-29b 在胞外和循环中的表达趋势与细胞内相反。我

们同时发现，MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 具有较低的 miR-29b 转录最原始产物

pri-miR-29b 的水平，并在 MSCs 治疗后得到了提升（图 4-7. D），提示尽管 MRL/lpr

小鼠 BMMSCs 中具有高表达的 miR-29b 水平，但其 miR-29b 并没有较高的转录水平。 

 

 

图 4-8. BMMSCs 胞外和循环 miR-29b 的表达及胞内 pri-miR-29b 的表达 

（A，B，C）：实时定量 PCR 检测 miR-29b 在 BMMSCs 培养液（A）、血清（B）和

骨髓组织离心后得到的上清液中的表达；D：实时定量 PCR 检测 miR-29b 最初始转

录产物 pri-miR-29b 的水平。**P< 0.01。 

 

因此，根据以上实验结果我们提出猜想，MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 分泌 miR-29b

的功能出现障碍，导致 miR-29b 在胞内大量积聚，而胞外和循环 miR-29b 的表达相

对较低。我们在之前的研究中发现，Fas 蛋白可以控制 BMMSCs MCP-1 的分泌，Fas

功能缺陷会导致大量 MCP-1 聚集在胞内[83]。而 MRL/lpr 小鼠具有 Fas 基因突变导

致的蛋白功能缺陷，因此我们猜想 Fas 蛋白同样在控制 miR-29b 分泌发挥了重要作

用，而 Fas 功能缺陷会导致 miR-29b 在胞内积聚。为了验证这个假设，我们利用 Fas

的 siRNA 和过表达质粒在正常 BMMSCs 和 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中分别抑制和过

表达 Fas 的表达，观察其对 miR-29b 分泌的影响。Western blot 结果显示 Fas-siRNA

有效地抑制了 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 中 Fas 的表达（图 4-9. A），而 Fas 过表达有
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效地升高了 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中 Fas 的表达（图 4-9. B）。实时定量 PCR 结果

显示，Fas-siRNA 和 Fas 过表达并没有对 pri-miR-29b 的水平即 miR-29 的初始转录水

平产生显著影响（图 4-9. C，D）。在此基础上，我们利用实时定量 PCR 发现，在

C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 中，Fas-siRNA 显著升高了胞内 miR-29b 的水平（图 4-9. E），

而抑制了培养液中胞外分泌的miR-29b的水平（图 4-9. F）；在MRL/lpr小鼠BMMSCs

中，Fas 过表达显著降低了胞内 miR-29b 的水平，而升高了培养液中胞外分泌的

miR-29b 的水平。这些实验结果表明，Fas 蛋白在控制 BMMSCs miR-29b 的释放中发

挥重要作用，Fas 功能的缺陷会导致 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 胞内 miR-29b 大量积聚，

而恢复具有正常功能 Fas 的表达能够促进 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 胞内 miR-29b 向外

释放，从而减少胞内 miR-29b 的水平。 

 

 

图 4-9.抑制和过表达 Fas 对 BMMSCs miR-29b 分泌的影响 

（A，B）：Western blot 检测 Fas-siRNA（A）和 Fas 过表达载体（B）的有效性；（C，

D）：实时定量 PCR 检测 Fas-siRNA（C）和 Fas 过表达载体（D）对 pri-miR-29b 转

录水平的影响；（E，F）：实时定量 PCR 检测 Fas-siRNA 对 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs

胞内（E）和胞外细胞培养液中分泌（F）的 miR-29b 水平的影响；（G，H）：实时定

量 PCR 检测 Fas 过表达载体对 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 胞内（G）和胞外细胞培养液

中分泌（H）的 miR-29b 水平的影响。**P< 0.01。 

3.4 宿主 BMMSCs 通过再利用供体来源的 Fas 释放胞内 miR-29b 
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我们已经明确 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中 Fas 功能的缺陷导致了其胞内积聚高水

平的 miR-29b。根据我们在本实验中的发现，即供体 exosomes 下调宿主 BMMSCs

中 miR-29b 水平进而恢复 miR-29b/Dnmt1/ Notch1 通路，我们猜想，在 MSCs 治疗过

程中，MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 能够再利用供体 MSCs 分泌的 exosomes 中具有正常功

能的 Fas 蛋白，促进其自身 miR-29b 的分泌，进而恢复 miR-29b/Dnmt1/Notch1 通路

和细胞功能。为了验证这个猜想，我们首先利用 Western blot 确认了 exosomes 中含

有 Fas 蛋白（图 4-10. A）。然后，为明确 Fas 蛋白在 exosomes 调节 miR-29b 水平中

的作用，我们建立体外实验，分别使用 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 和 MRL/lpr 小鼠

BMMSCs 来源的 exosomes 与 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 共培养，观察胞内和胞外分泌

的miR-29b的水平变化。实时定量结果显示，C3H/HeJ小鼠BMMSCs来源的 exosomes

能够降低 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 胞内 miR-29b 的水平（图 4-10. B）并升高胞外培

养液中分泌的 miR-29b 的水平（图 4-10. C）。相反，MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 来源的

exosomes 不具有这样的调节功能（图 4-10. B，C）。这些实验结果表明，含有正常功

能的 Fas 蛋白是 exosomes 调节 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中 miR-29b 水平的必要因素。 

 

图 4-11. Fas 在 exosomes 中的表达和在 exosomes 调节 miR-29b 分泌中的作用 

A：Western blot 检测 Fas 蛋白在 exosomes 中的表达，阳性对照为 BMMSCs。（B，C）：

实时定量 PCR 检测 BMMSCs 胞内 miR-29b（B）和胞外培养液中分泌的 miR-29b（C）

的水平。**P< 0.01。 

 

在此基础上，为进一步验证 Fas 蛋白在 exosomes 产生疗效中的作用，我们分别

将 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 和 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 来源的 exosomes 系统注射于

MRL/lpr 小鼠，观察对 BMMSCs 成骨分化功能和骨质疏松症状的影响。茜素红染色

和 Western blot 结果显示，与 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 来源的 exosomes 产生的显著疗

效相比较，MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 来源的 exosomes 并不能显著恢复 MRL/lpr 小鼠

BMMSCs 在成骨诱导条件下钙化结节的形成能力和成骨分化相关基因 Runx2、ALP
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的表达（图 4-11. A，B）。同时，MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 来源的 exosomes 并不能显

著缓解 MRL/lpr 小鼠的骨质疏松症状（图 4-11. C）和提高 BMD（图 4-11. D）、BV/TV

（图 4-11. E）的水平。这些实验结果表明，含有正常功能的 Fas 蛋白是 exosomes

能够恢复 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 功能和缓解其骨质疏松症状的必要条件。 

 

 

图 4-11. 不同来源的 exosomes 对 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 功能和骨质疏松症状的 

影响 

A：茜素红染色和染色阳性面积分析 BMMSCs 钙化结节形成能力，BMMSCs 分别来

源于 MRL/lpr 小鼠和系统注射了 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs、MRL/lpr 小鼠 BMMSCs

来源 exosomes 的 MRL/lpr 小鼠：B：Western blot 检测 BMMSCs 中成骨分化相关基

因 Runx2 和 ALP 的表达；C：μCT 检测 MRL/lpr 小鼠的骨量和系统注射了 C3H/HeJ

小鼠 BMMSCs、MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 来源 exosomes 的 MRL/lpr 小鼠的骨量；D: 

BMD 分析；E: BV/TV 分析，标尺=1mm；**P< 0.01。 

 

在明确了含有正常功能的 Fas 蛋白是 exosomes 产生疗效的必要条件后，我们继

续验证 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 能否再利用 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 分泌的 exosomes

中的 Fas 蛋白。我们已经证明 exosomes 中含有 Fas 蛋白，为了示踪 exosomes 中的

Fas蛋白，我们构建了Fas-EGFP融合蛋白表达载体并成功地在CD73阳性的BMMSCs

中表达 Fas-EGFP 融合蛋白（图 4-12. A）。在此基础上，使用 Fas-EGFP 融合蛋白表

达载体转染 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 并提取培养液中分泌的 exosomes（Fas-EGFP），
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空载体转染的 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 分泌的 exosomes（Control）作为阴性对照。

在体外实验中，我们将 exosomes（Fas-EGFP）与 exosomes（Control）分别与 MRL/lpr

小鼠 BMMSCs 共培养。免疫荧光染色结果显示，在 exosomes（Fas-EGFP）共培养

组的MRL/lpr小鼠BMMSCs中能够检测到Fas-EGFP与CD73共表达的细胞（图 4-12. 

B）。同时，流式细胞术结果显示，在 CD73 阳性的 BMMSCs 中 Fas-EGFP 阳性细胞

比率为 60.41%（图 4-12. C）。在体内实验中，我们将 exosomes（Fas-EGFP）与 exosomes

（Control）分别系统注射于 MRL/lpr 小鼠，24 小时后分离培养 BMMSCs。免疫荧光

染色结果显示，在 exosomes（Fas-EGFP）注射组的 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中能够

检测到 Fas-EGFP 与 CD73 共表达的细胞（图 4-12. D）。同时，流式细胞术结果显示，

在 CD73 阳性的 BMMSCs 中 Fas-EGFP 阳性细胞比率为 2.09%（图 4-12. E）。这些

实验结果表明，MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 能够再利用供体 MSCs 分泌的 exosomes 中具

有正常功能的 Fas 蛋白。 

 

 

 

图 4-12. MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 再利用 exosomes 中的 Fas 蛋白 
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A：免疫荧光染色检测 Fas-EGFP 融合蛋白表达载体和空载体转染后 BMMSCs 中

Fas-EGFP 和 MSCs 表面标记分子 CD73 的表达，标尺=25μm；（B，C）：将 MRL/lpr

小鼠 BMMSCs 分别与含有 Fas-EGFP 融合蛋白的 exosomes（Fas-EGFP）和不含有

Fas-EGFP 融合蛋白的 exosomes（Control）共培养后，利用免疫荧光染色检测 MRL/lpr

小鼠 BMMSCs 中 Fas-EGFP 和 CD73 的表达（B），并利用流式细胞术检测 CD73 阳

性的 BMMSCs 中 Fas-EGFP 阳性的细胞比率（C），标尺=25μm；（D，E）：将 exosomes

（Fas-EGFP）与 exosomes（Control）分别系统注射于 MRL/lpr 小鼠并分离培养

BMMSCs 后，利用免疫荧光染色检测 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中 Fas-EGFP 和 CD73

的表达（D），并利用流式细胞术检测 CD73 阳性的 BMMSCs 中 Fas-EGFP 阳性的细

胞比率（E），标尺=25μm。 

 

Fas 和 FasL 相结合所启动的细胞凋亡信号在机体生理和病理条件下发挥着重要

的作用[190-192]。为明确通过 exosomes 再利用的 Fas 蛋白同时具有启动凋亡信号的

功能，我们将激活的 T 细胞与 BMMSCs 共培养，观察 T 细胞诱导 BMMSCs 凋亡的

情况。TUNEL 染色结果显示，激活的 T 细胞能够诱导 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 凋亡

（图 4-13. A）。甲苯胺蓝染色结果，与未凋亡 BMMSCs 相比，凋亡的 BMMSCs 无

法贴附于培养板表面，因此呈甲苯胺蓝染色阴性（图 4-13. B）。由于 MRL/lpr 小鼠

BMMSCs 具有 Fas 蛋白的功能缺陷，因此，T 细胞无法通过 FasL/Fas 通路诱导其凋

亡（图 4-13. C）。而当使用 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 来源的 exosomes 或过表达正常

Fas 的 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 来源的 exosome 预处理后，MRL/lpr 小鼠 BMMSCs

能够被 T 细胞诱导凋亡，而使用 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 来源的 exosomes 没有此功

能（图 4-13. C）。在培养液中使用 FasL 的中和抗体能够抑制 T 细胞诱导 BMMSCs

凋亡（图 4-13. C），提示 T 细胞依赖 FasL/Fas 信号通路诱导 BMMSCs 凋亡。因此，

这些实验结果表明 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 通过 exosomes 再利用的 Fas 蛋白不仅具

有控制 miR-29b 释放的功能，同时具有启动 FasL/Fas 信号诱导细胞凋亡的功能。 
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图 4-13. T 细胞诱导 BMMSCs 凋亡 

A：TUNEL 染色检测激活的 T 细胞诱导 C3H/HeJ 小鼠 BMMSCs 凋亡，标尺=50μm；

B：甲苯胺蓝染色检测 BMMSCs 凋亡，未凋亡的在培养板上贴附的细胞染色为阳性，

凋亡的细胞无贴附染色为阴性；C：甲苯胺蓝染色检测 BMMSCs 凋亡。 

 

在这一部分实验中，我们发现宿主 BMMSCs 能够再利用供体 MSCs 分泌的

exosomes 中的 Fas 蛋白调控 miR-29b 的分泌。综合以上四部分实验所得到的结论，

我们发现 MSCs 治疗能够通过调节宿主细胞的表观遗传修饰恢复其功能，继而产生

持久的疗效。具体而言，Fas 蛋白功能的缺陷导致 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 中 miR-29b

的分泌受阻而大量在胞内积聚。高水平的 miR-29b 抑制了 Dnmt1 的表达，导致 Notch

信号通路相关基因的低甲基化进而激活 Notch 信号通路，抑制 BMMSCs 成骨分化导

致骨质疏松症状的出现。MSCs 治疗过程中，MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 再利用了供体

MSCs 分泌的 exosomes 中具有正常功能的 Fas 蛋白，促进了胞内 miR-29b 的释放，

恢复了 miR-29b/Dnmt1/Notch1 级联通路的活性，继而持久恢复了 MRL/lpr 小鼠

BMMSCs 的成骨分化功能并持久缓解了骨质疏松症状（图 4-14.）。 
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图 4-14. MSCs 治疗通过表观遗传调控持久恢复宿主 BMMSCs 功能 

 

4 讨论 

Exosomes 是细胞之间交流的重要媒介，不仅在生理条件下介导细胞之间信息的

传递，还在疾病的发生和发展中发挥重要的作用[193,194]。在这一部分实验中，我

们发现供体 MSCs 分泌的 exosomes 在 MSCs 治疗产生疗效的过程中发挥重要作用，

表明供体 MSCs 可能为宿主细胞提供了正常的细胞之间交流的媒介，提示细胞之间

的交流在维持干细胞正常的功能方面发挥重要作用，而通过恢复正常的细胞间交流

可以恢复干细胞的正常功能。以往的研究证明 exosomes 能够传递遗传物质[187]，而

我们在实验中首次发现了 exosomes 能够调节细胞的表观遗传状态并持久调控细胞的

功能，拓展了细胞间相互交流对细胞功能影响的范畴。 

遗传学中心法则认为，DNA 通过转录翻译合成的蛋白质行使了生命活动所必须

的全部功能[195]。而 DNA 序列突变会导致人类和动物模型中遗传疾病的发生

[196-198]。针对这种情况，目前的主要治疗策略是基因治疗，即依赖病毒载体在体

内恢复正常基因表达或移植基因修饰的干细胞[199,200]。在自然条件下，细胞也能

够通过病毒感染获取新的基因功能，这种现象在生物进化过程中发挥重要作用

[201,202]。但是病毒载体的使用不可避免的会带来一定的安全性问题和担忧[203]。

目前，针对非基因层面的治疗策略仍然没有建立。我们在研究中使用了 Fas 基因突变

的 MRL/lpr 小鼠，发现 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 能够再利用供体来源的 Fas 蛋白恢复
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自身的功能。因此，我们的研究提示蛋白质的再利用也可以恢复基因突变导致的功

能缺陷，为遗传疾病的治疗提供了新的思路。研究表明，在 MSCs 治疗过程中，宿

主细胞还能够再利用供体 MSCs 的线粒体恢复自身的功能[204]，提示细胞器和细胞

成分的再利用在 MSCs 治疗以及其他类型的细胞治疗方式中可能较为普遍的存在。

以往研究表明，遗传缺陷会导致表观遗传修饰的紊乱继而导致细胞功能的缺陷[205]。

我们的研究发现 Fas 基因突变的 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 具有全基因组的低甲基化水

平，表明在此模型中，遗传缺陷导致了表观遗传修饰的紊乱。而我们利用 MSCs 治

疗恢复异常的甲基化修饰继而恢复了细胞功能，提示可以通过调控表观遗传恢复遗

传缺陷所导致的细胞功能紊乱，为遗传缺陷的修复提供了新的治疗策略。 

我们在研究中发现 BMMSCs 能够通过摄入 exosomes 的方式再利用 Fas 蛋白。膜

融合方式是膜蛋白转移的重要方式[206]，但是在我们的进一步探索实验中我们发现，

Fas 蛋白的再利用并不依赖于膜蛋白的直接融合，携带 Fas-EGFP 的 exosomes 被

BMMSCs 摄入一段时间后，Fas-EGFP 才会在 BMMSCs 的细胞膜上定位和表达。而

我们发现抑制 BMMSCs 溶酶体的活性会抑制 Fas-EGFP 的再利用，根据这些现象我

们推测，溶酶体参与了 Fas 蛋白的再利用。因此，与直接使用蛋白质治疗遗传病相比

较[207]，基于 exosomes 的蛋白质再利用方式可能涉及细胞的主动筛选并能补充细胞

所需的成分，相关机制仍需要进一步探索。 
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小    结 
 

近年来，利用干细胞实施的干细胞治疗已被广泛应用到多种疾病的治疗中。尽

管干细胞治疗已被证明能够在多种疾病条件下产生显著的疗效，然而，其中的机制

仍未得到全面的阐明，尤其是干细胞治疗能够产生持久疗效的机制。本研究使用系

统性红斑狼疮小鼠模型（MRL/lpr 小鼠），通过系统注射骨髓来源 MSCs 的方式对其

进行治疗，观察 MSCs 治疗对宿主 BMMSCs 功能的持久恢复和对宿主骨质疏松症状

的持久缓解作用，并阐明 MSCs 治疗产生持久疗效的机制，本研究的主要发现和结

论如下： 

1. 首次发现 MSCs 治疗能够通过调控宿主细胞的表观遗传修饰产生持久的疗效。我

们发现 MRL/lpr 小鼠具有显著的骨质疏松症状，并且其 BMMSCs 具有较低的成骨分

化功能。进一步的分析显示，MRL/lpr 小鼠的 BMMSCs 具有异常的全基因组 DNA

甲基化模式和较低的 DNA 甲基化水平，而 MSCs 治疗可以通过恢复这种异常的 DNA

甲基化模式和水平持久恢复宿主 BMMSCs 的成骨分化功能。因此，我们的研究首次

发现干细胞治疗能够通过表观遗传调控稳定的调节宿主细胞的功能，提示干细胞治

疗可以应用于表观遗传异常相关疾病的治疗，为干细胞治疗的临床应用提供新的理

论依据。 

2. 首次发现 MSCs 治疗能够调控 miR-29b/Dnmt1/Notch1 表观遗传调控级联通路。

在进一步探索 MSCs 治疗的机制过程中，我们发现了 MSCs 治疗可以通过调控

miR-29b/Dnmt1/Notch 表观遗传调控级联通路持久恢复宿主细胞的功能。我们在实验

中通过调控 miR-29b、Dnmt1 和 Notch1 的表达，能够诱导或缓解 MRL/lpr 小鼠的疾

病症状，表明这些级联通路的关键控制点可以作为治疗靶点应用于恢复 BMMSCs 功

能的缺陷和缓解骨质疏松症状。 

3. 首次发现宿主细胞能够再利用供体来源的 Fas 蛋白。我们发现 Fas 可以控制

miR-29b 的分泌，而 Fas 功能的障碍导致 MRL/lpr 小鼠 BMMSCs 胞内大量 miR-29

积聚。在 MSCs 治疗过程中，宿主细胞通过摄入供体细胞分泌的 exosomes 再利用供

体来源的 Fas 蛋白，进而促进其自身的 miR-29b 分泌。因此，我们首次发现，在干
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细胞治疗过程中供体细胞的成分可以被宿主细胞利用并用于其自身功能的恢复，揭

示了干细胞治疗的新机制并提示干细胞治疗可以应用于遗传缺陷相关疾病的治疗。 
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