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Ghrelin 预处理骨髓间充质干细胞来源上清液对
内皮细胞增殖、迁移及凋亡的影响
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摘 要：【目的】研究生长激素释放肽（ghrelin）预处理骨髓间充质干细胞（BMSCs）来源上清液对内皮细胞增

殖、迁移及凋亡的影响，并初步探索其作用机制。【方法】全骨髓贴壁分离法提取大鼠BMSCs，利用流式细胞术鉴

定 BMSCs表面分子标记。收集 BMSCs上清液及高、中、低浓度（100 nmol/L、10 nmol/L、1 nmol/L）ghrelin预处理

BMSCs 24 h后上清液，以无血清培养基为对照，将上清液分别加入人脐静脉细胞融合细胞（EA.hy926）作用 24 h，
利用CCK8法检测各组细胞活力，划痕实验评估各组细胞迁移能力。上述各组细胞加入脂多糖处理 24 h后，用

Annexin V法检测各组细胞凋亡率，Western blot法检测各组细胞凋亡蛋白 bax、caspase3 及β⁃catenin表达情况。

【结果】与未处理BMSCs相比，高浓度 ghrelin预处理BMSCs来源上清液能增强内皮细胞活力及迁移能力，差异有

统计学意义（P<0.05），流式细胞结果显示，100 nmol/L ghrelin预处理BMSCs组内皮细胞凋亡率（34.51±3.51）%较

未处理BMSCs组（41.11±1.83）%显著降低，差异有统计学意义（P<0.05）。Western blot结果显示，100 nmol/L ghrelin
预处理 BMSCs 组较未处理 BMSCs 组凋亡蛋白 bax 及 caspase 3 与β⁃catenin 表达下降。【结论】Ghrelin 预处理

BMSCs可以改善内皮细胞功能，其中抗内皮细胞凋亡作用可能与其抑制Wnt/β⁃catenin通路激活有关。
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Effect of Conditioned Medium of Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells Pretreated by
Ghrelin on Proliferation，Migration and Apoptosis of Endothelial Cells
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（1. Medical Intensive Care Unit，First Affiliated Hospital；2. Institute of Respiratory Diseases，Sun Yat⁃sen University，

Guangzhou 510080，China）
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Abstract：【Objective】To investigate the impact of conditioned medium derived from bone marrow mesenchymal
stem cells（BMSCs）pretreated by ghrelin on proliferation，migration and apoptosis of endothelial cells（EA.hy926）and
its underlying mechanism.【Methods】Rat BMSCs were isolated and cultured in vitro by the whole bone marrow adherence
method，and surface markers of BMSCs were identified with flow cytometry. The conditioned medium of BMSCs and
BMSCs pretreated by high，moderate and low concentration（100 nmol/L，10 nmol/L and 1 nmol/L）of ghrelin for 24 hours
was collected and co ⁃cultured with EA.hy926 for 24 hours，and the serum⁃ free medium was considered as the control
group. Cell viability was detected by cell counting kit⁃8 while migration ability was analyzed by scratch assays. The cell
apoptosis rates were measured by Annexin V method after treatment of lipopolysaccharide for 24 hours，and the protein
expression of bax，caspase3，and β⁃catenin were detected by western blot.【Results】Compared with untreated BMSCs
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急性呼吸窘迫综合征（acute respiratory distress
syndrome，ARDS）是临床上常见的一种高死亡率

疾病，其临床特点为短期进展的呼吸困难、低氧血

症（PaO2/FIO2 ≤ 300 mmHg）及渗透性肺水肿［1-2］，

其发病机制复杂，而肺毛细血管内皮细胞受损是

ARDS发生的重要事件［3］。间充质干细胞（mesen⁃
chymal stem cells，MSCs）是一种具有多向分化潜

能及自我更新能力的成体干细胞，是组织工程及

再生医学的种子细胞。研究发现，骨髓间充质干细

胞（bone marrow mesenchymal stem cells，BMSCs）可

通过其旁分泌途径减轻脂多糖（LPS）诱导的急性

肺损伤［4-5］。生长激素释放肽（ghrelin）是生长激

素释放激素受体的内源性配体，研究显示其参与

调节食物摄入、能量代谢、肌肉萎缩、骨代谢以及

细胞增殖与凋亡等病理生理过程［6-7］，近年来研究

指出，ghrelin对MSCs存在某些调控作用，如Abda⁃
nipour等［8］发现 ghrelin可显著促进MSCs的增殖活

力，Han等［9］指出ghrelin可通过激活PI3K/AKT通路

减轻MSCs的凋亡，增强其在缺氧状态下的存活能

力，提高其对缺血性心脏病的治疗效果。这种

ghrelin对MSCs调控作用是否同样也能够增强其对

急性肺损伤（acutelunginjury，ALI）的治疗效果，具

体的作用机制是什么？这些问题目前尚未清楚，因

此，本研究通过观察在 ghrelin预处理BMSCs 来源

的上清液中培养的内皮细胞的增殖、迁移及凋亡情

况探讨 ghrelin 预处理后 BMSCs 对内皮细胞的作

用，为治疗ALI/ARDS提供一种新的思路。

1 材料与方法

1.1 材 料

1.1.1 实 验 动 物 3 周龄，SPF 级雄性 Sprague
Dawley大鼠（平均体质量50 g），由中山大学实验动

物中心提供，实验动物生产许可证号：SCXK（粤）

2016-0029，本实验经中山大学附属第一医院实验

动物伦理委员会批准，实验过程对动物处理符合

动物伦理学要求。

1.1.2 实验试剂 低糖DMEM培养基（c11885500bt）、

高糖DMEM培养基（c11995500bt）、胎牛血清（Gibco
公司，美国）、青霉素⁃链霉素双抗（Thermo Fisher）、

2.5 g/L EDTA 胰酶（Thermo Fisher）、CCK8 细胞增

殖毒性检测试剂盒（东仁（DOJINDO），CK04）、

Ghrelin⁃human（Tocris）、脂多糖（来源于大肠杆菌

0127：B8，货号L3129，Sigma⁃Aldrich公司）、流式表

面分子抗体：Anti⁃Mouse/Rat CD29（eBioscience）、

Anti ⁃Mouse/Rat CD90.1（eBioscience）、FITC Mouse
Anti⁃Rat CD45（BD Pharmingen）；Annexin V⁃FITC/
PI双染细胞凋亡试剂盒（BD Pharmingen）、Anti⁃甘
油醛 ⁃3⁃磷酸脱氢酶（glyceraldehyde⁃3⁃phosphate
dehydrogenase，GAPDH）抗体（cell Signaling Tech⁃
nology）、Anti⁃Bax抗体（cell Signaling Technology）、

Anti ⁃caspase3（cell Signaling Technology）、Anti ⁃ β ⁃
catenin抗体（cell Signaling Technology）、SDS⁃PAGE
凝胶配制试剂盒（Beyotime）、RIPA 裂解液（强）、

PMSF试剂（Beyotime）、NuPAGE LDS Sample Buffer
（4×）上样缓冲液（Thermo Fisher）、电泳液（自配）、

转膜液（自配）、磷酸盐缓冲液（Phosphate Buffered
Saline（PBS），自配）、TBST缓冲液（自配）、含 2%
牛血清白蛋白 PBS 溶液（PBA，自配）、PVDF 膜

（0.45 μm，Merck millipore公司）、特超敏ECL化学

发光试剂盒（Beyotime）。

1.1.3 实验仪器 超净工作台，CO2培养箱（Ther⁃
mo Fisher）、低温高速离心机（Eppendorf公司）、化

学发光成像分析系统（ImageQuant Las4000mini）、

流式细胞仪（CytoFLEX，BECHMAN COULTER）、

全自动倒置荧光显微镜（Leica DMi8）、酶标仪

group，high concentration of ghrelin pretreated BMSCs group indicated higher cell viability and migration ability（P<
0.05）. In light of the result of flow cytometry，endothelial cells apoptosis rate of 100 nmol/L ghrelin pretreated BMSCs
group（34.51±3.51%）were remarkably lower than that of untreated BMSCsgroup（P<0.05）. As revealed by western blot，
expression level of bax，caspase3，and β⁃catenin were reduced in 100 nmol/L ghrelin pretreated BMSCs group compared
with untreated BMSCs group（P<0.05）.【Conclusion】Endothelial cell function was improved when co⁃cultured in condi⁃
tioned medium of BMSCs pretreated by ghrelin，and the attenuation of LPS⁃induced apoptosis was related with inhibition
of Wnt/β⁃catenin signal path in endothelial cells.

Key words：acute respiratory distress syndrome；ghrelin；bone marrow mesenchymal stem cells；endothelial cell
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2020，41（5）：681-689］
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（Sunrise）、电泳仪（Bio⁃Rad）、转膜装置。

1.2 间充质干细胞提取、培养与鉴定

1.2.1 大鼠BMSCs的提取与培养 本实验沿用之

前课题组采用的全骨髓贴壁分离法［10］提取大鼠

BMSCs。取 3周龄 SD大鼠，腹腔注射戊巴比妥钠

处死后将大鼠放进 75%乙醇浸泡 5 min，在超净工

作台内用高压灭菌过的手术器械分离胫骨、股骨，

用无菌 PBS冲洗骨髓至发白，将骨髓悬液收集至

15 mL离心管，300 ×g离心5 min，弃去上清，用含10%
胎牛血清低糖DMEM完全培养基重悬细胞沉淀，

吹打混匀后转移至 25 cm2 细胞培养瓶中，置于

37℃，5%体积分数CO2饱和湿度培养箱中，24 h后

显微镜下观察可见大量漂浮圆形细胞，为大鼠骨

髓中的血红细胞，换液，去除漂浮的血细胞，此后

2~3 d 换 1次液，直至细胞融合 80%~90%，可进行

传代。

1.2.2 大鼠BMSCs的流式鉴定 胰酶消化BMSCs
（P3），300 ×g离心 5 min，弃上清液，预冷PBA 1 mL
洗涤细胞一次，加入100 μL PBA重悬细胞，用枪头

轻轻吹打混匀，4℃避光孵育 30 min，然后用预冷

PBA离心洗涤两次，以除去未结合的多余抗体成

分，最后用 100 μL PBA重悬细胞，吹打混匀，置于

流式管中，上机检测（测量终浓度 1×106/100 μL）。

1.3 内皮细胞培养

本实验采用人 EA.hy926细胞（人脐静脉内皮

细胞与人肺腺癌细胞A549融合细胞）作为替代模

拟肺泡内皮细胞，EA.hy926细胞从American Type
Culture Collection获取，具有内皮细胞的生物学特

性，用含 100 mL/L胎牛血清高糖DMEM完全培养

基培养，置于 37 ℃，5%体积分数 CO2饱和湿度培

养箱中培养。

1.4 BMSCs上清液的提取

取处于对数生长期的第3代BMSCs，待细胞贴

壁后分别加入高、中、低浓度 ghrelin（100、10、1、
0 nmol/L），24 h后换为无血清低糖DMEM培养基，

培养 24 h后取上清液，离心后取上清备用。

1.5 CCK8测定BMSCs上清对内皮细胞增殖能

力的影响

内皮细胞（EA.hy926）以 2 000/孔接种于 96孔

板中，待细胞贴壁后弃去原培养基，加入各组

BMSCs上清液 100 μL培养 24 h，每孔加入 10 μL
CCK8溶液，37 ℃孵育 2 h后于酶标仪 450 nm处测

量吸光度（OD值）。

1.6 划痕试验评估BMSCs上清对内皮细胞迁移

能力的影响

在六孔板背面用marker笔每隔 0.5~1 cm画一

横线，取各组对数生长期EA.hy926 细胞接种于六

孔板，待六孔板细胞长至约 90%融合后，用 200 μL
无菌枪头，垂直于横线画线，每孔至少穿过 5条

线，划痕完成后，用无菌 PBS洗细胞 3次，洗去不

贴壁细胞，使划线后留下的痕迹清晰可见，最后加

入 1 mL各组BMSCs上清液，细胞放入 37 ℃，体积

分数 5%CO2培养箱培养，然后在 0 h，24 h显微镜

下观察并测量划痕之间的面积，并拍照，结果使用

Image J软件分析。

1.7 BMSCs上清对脂多糖诱导EA.hy926 凋亡

的影响

EA.hy926 接种于六孔板，待细胞长至 70~80%
融合后，加入 1 mL各组 BMSCs上清液，同时加入

脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）诱导凋亡，培养

24 h后进行后续处理分析。

1.7.1 流式细胞计数分析凋亡细胞数量 上述

各组细胞加不含 EDTA胰酶消化后，300 ×g离心

5 min，用预冷PBS缓冲液洗涤细胞一次，然后加入

300 μL的 1X binding buffer 悬浮细胞，再加入 5 μL
的 Annexin V⁃FITC 避光，室温孵育 15 min，上机

前 5 min再加入 5 μL的 PI（碘化丙啶，Propidium
Iodide）染色，然后用CytoFLEX流式细胞仪分析早

期及晚期凋亡情况。

1.7.2 western blot分析各组蛋白的表达情况 上述

各组细胞用强RIPA裂解液裂解后，4 ℃ 14 000 ×g
离心 10 min，取上清，用 BCA法测定各组蛋白浓

度，加入上样缓冲液后于95 ℃变性15 min；每孔蛋

白上样量取 30 μg，10%SDS⁃PAGE凝胶电泳后进

行转膜，转膜完成后用 2%牛血清白蛋白（bovine
serum albumin，BSA）溶液封闭 PVDF 膜 1 h，TBST
缓冲液洗涤 3次，每次 5 min，分别加 GAPDH（1∶
1 000）、Bax（1∶1 000）、caspase3（1∶1 000）、β⁃catenin
（1∶1 000）一抗 4度孵育过夜，TBST 缓冲液洗涤

3次，每次 10 min，加二抗（1∶5 000）室温孵育 1 h，
TBST缓冲液洗涤 3次，加 ECL发光液显影，蛋白

条带结果使用 image J软件分析。

1.8 统计学分析

实验数据采用 SPSS 25.0作统计学分析，呈正

态分布的数据以均数±标准差（x ± s）表示，非正态

分布的数据以四分位数M（P25~P75）表示。多组比

葛珊慧，等. Ghrelin 预处理骨髓间充质干细胞来源上清液对内皮细胞增殖、迁移及凋亡的影响 683
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较，当数据呈正态分布且方差齐时，采用单因素方

差分析（One⁃way ANOVA），方差分析有统计学意

义时，两两比较采用LSD⁃t检验。当数据呈非正态

分布或方差不齐时，则采用Kruskal Wallis H检验

进行统计分析，两两比较采用 Bonferroni 法。以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 BMSCs形态及鉴定

利用全骨髓贴壁法提取 BMSCs，多次传代提

纯以后悬浮细胞大大减少，镜下可见P3 BMSCs贴
壁生长，形态均匀一致，呈纺锤形（图 1），流式抗

体鉴定 BMSCs 表面分子可见，细胞高表达 CD29

（99.78%±0.19%）、CD90（98.92%±0.94%）表面抗

原，而低表达造血干细胞相关的表面抗原 CD45
（4.92%±0.20%），符合间充质干细胞的生物学特

性，可用于后续实验（图 2）。

图 1 光镜下大鼠BMSCs（P3）形态（40×）
Fig.1 The third generation of rat BMSCs in vitro（40×）

Surface antigens of the third generation BMSCs were detected by flow cytometry. Representative histograms are shown. Figures from the left to
right revealed the expression of surface antigens CD29, CD90, and CD45, respectively.

图 2 BMSCs表面标志物表达情况

Fig.2 Expression of Surface markers in BMSCs
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2.2 梯度浓度ghrelin预处理BMSCs上清液对内

皮细胞增殖能力影响

本实验采用 CCK8法检测内皮细胞的活力，

如图 3所示，与无血清处理组相比，BMSCs上清可

以增强内皮细胞活力，而相较于未给予 ghrelin
预处理的BMSCs，100 nmol/L ghrelin预处理BMSCs
能促进内皮细胞的增殖，差异有统计学意义

（P<0.05）。

2.3 梯度浓度ghrelin预处理BMSCs上清液对内

皮细胞迁移能力的影响

划痕实验结果（图 4）显示，对照组及各实验

组之间差异有统计学意义（P<0.05）。具体而言，与

无血清处理组（33.87±1.94）%相比，BMSCs（54.37±
3.52）%、1 nmol/L ghrelin+ BMSCs（60.37±5.95）%、

10 nmol/L ghrelin+ BMSCs（69.83±3.67）%、100 nmol/L
ghrelin+BMSCs（73.70±2.10）%组24 h面积修复率明

显升高，差异有统计学意义（P<0.05）。而与BMSCs
处理组相比，10、100 nmol/L ghrelin预处理 BMSCs
组内皮细胞迁移能力增强，差异有统计学意义

（P<0.05），10 nmol/L ghrelin预处理BMSCs组与100
nmol/L ghrelin预处理BMSCs组 24 h面积修复率未

见统计学差异（P>0.05）。
2.4 梯度浓度 ghrelin 预处理 BMSCs 上清液对

LPS诱导内皮细胞凋亡的影响

流式细胞术是一种常见的检测细胞凋亡情况

的手段，利用 AnnexinV 及 PI 双染法标记凋亡细

胞，可以直观地了解细胞凋亡比例。结果如图 5
所示，空白对照组总凋亡率为（6.60±1.07）%，加入

684



第5期

1）2）1）2）
1）

1）

Control ghrelin
0 nmol/L

ghrelin
1 nmol/L

ghrelin
10 nmol/L

ghrelin
100 nmol/L

80

60

40

20

0Wo
und

hea
ling

per
cen

tag
e2

4h
/%

0 h

24 h

Control 0 nmol/L ghrelin+BMSCs 1 nmol/L ghrelin+BMSCs 10 nmol/L ghrelin+BMSCs 100 nmol/L ghrelin+BMSCs
AA11 BB11 CC11 DD11 EE11

AA22 BB22 CC22 DD22 EE22

Migration ability of endothelial cells cultured in serum⁃free medium and the condi⁃
tioned media of BMSCs which were pretreated by ghrelin for 24 hours using scratch
wound assays. A1~E1 were photographed on 0h while A2~E2 were photographed on 24 h
after treatment. One⁃way ANOVA was conducted for differences of wound healing rates
among five groups（F=53.213，P<0.001）and LSD⁃t tests were performed for multiple
comparison. 1）P<0.05 compared with control group. 2）P<0.05 compared with BMSCs
group. Data were expressed as mean ± SD，n=3. Scale bar：100 μm.

图 4 内皮细胞迁移能力

Fig.4 Migration ability of endothelial cells

脂多糖诱导损伤后总凋亡率为（49.91±1.66）%，

两组之间差异有统计学意义（P<0.05），提示脂多

糖（LPS）可以诱导内皮细胞凋亡。与损伤组相比，

BMSCs+LPS 组（41.11±1.83）%、1 nmol/L ghrelin+
BMSCs+LPS组（40.64±1.52）%、10 nmol/L ghrelin+
BMSCs+LPS 组（38.92±2.26）%及 100 nmol/L ghre⁃
lin+BMSCs+LPS 组（34.51±3.51）%总凋亡率均降

低，差异有统计学意义（P<0.05），说明BMSCs可以

减轻 LPS 诱导的内皮细胞凋亡程度。而与 BM⁃
SCs+LPS 组相比，只有 100 nmol/L ghrelin+ BM⁃
SCs+ LPS组细胞凋亡率明显降低（P<0.05），提示

高浓度 ghrelin预处理后的BMSCs能更明显地降低

LPS诱导的内皮细胞凋亡水平。

2.5 梯度浓度ghrelin预处理BMSCs上清液对内

皮细胞相关蛋白表达的影响

Western blot实验结果（图 6）表明，LPS处理后

内皮细胞凋亡蛋白Bax及 caspase 3和β⁃catenin的

表达水平明显升高（P<0.05），而 100 nmol/L ghrelin
预处理 BMSCs能够显著降低上述蛋白的表达水

平（P<0.05）。

Cell viability of endothelial cells cultured in serum⁃free medium
and the conditioned media of BMSCs which were pretreated by ghrelin
for 24 hours. One⁃way ANOVA was conducted for differences of cell
viability among five groups（F=13.522，P<0.001）and LSD ⁃ t tests
were performed for multiple comparison. 1）P<0.05 compared with
control group. 2）P<0.05 compared between BMSCs group and 100
nmol/L ghrelin pretreated BMSCs group. Data wereexpressed as mean

± SD，n=3.
图 3 CCK8检测内皮细胞活力

Fig.3 Analysis of cell viability of endothelial cells by cell
counting kit⁃8
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Apoptosis of endothelial cells cultured in serum⁃free medium and the condi⁃
tioned media of BMSCs which were pretreated by ghrelin for 24 hours weredetect⁃
ed by staining of annexinV⁃FITC/PI with flow⁃cytometry.All groups were treated
with LPS except the control group. One⁃way ANOVA was conducted for differences
of apoptosis rates among six groups（F=148.576，P<0.001）and LSD⁃t tests were
performed formultiple comparison. 1）P<0.05 comparedwith control group. 2）P<0.05
compared with LPS group. 3）P<0.05 compared between BMSCs+LPS group and 100
nmol/L ghrelin+ BMSCs+LPS group. Data was expressed as mean ± SD，n=3.

图 5 流式细胞术分析内皮细胞凋亡率

Fig.5 Analysis of endothelial cells′ apoptosis rates with flow⁃
cytometry
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3 讨 论

目前ARDS病死率仍居高不下，大约为 35%~
46%，而其治疗手段主要依靠抗感染及对症治疗，

缺少针对发病机制的治疗方法［11］。各种致病因子

对肺泡上皮细胞及肺泡微血管内皮细胞的损伤导

致的“血⁃气屏障”被破坏是ARDS发生的关键，由

LPS或TNF⁃α、IL⁃1等促炎因子介导的免疫细胞应

答紊乱，进而促炎/抗炎反应失衡、瀑布式炎症反

应发生，炎症反应过程所产生的活性氧、蛋白酶及

细胞因子等可以破坏肺微血管内皮细胞的完整性

与通透性，导致凝血状态异常及微血栓形成［12-13］，

因此抑制肺泡内皮细胞凋亡及炎症反应是治疗

ARDS的一个研究方向。BMSCs作为一种来源广

泛、易于获得的多能干细胞，其分泌的一些细胞因

子、生长因子及生物活性因子能够起到减轻炎症

反应、修复损伤组织及免疫调节作用［14-15］，目前已

经有许多研究报道了间充质干细胞来源的外泌体

或者细胞培养上清对ARDS肺泡血管内皮细胞的

治疗价值［16-18］，我们的实验结果也证实了这一点，

将来源于 BMSCs的上清液与内皮细胞共培养可

以增强内皮细胞活力及迁移能力，并减轻脂多糖

诱导的细胞凋亡。

ghrelin—生长激素释放激素受体的内源性配

体，与肺损伤修复及炎症反应密切相关。我们课

题组前期研究中发现 ghrelin通过降低肺泡巨噬细

胞［19］及肺泡上皮细胞［20］凋亡减轻脓毒症肺损伤。
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Ye等［21-22］发现，生长激素释放激素受体（GHSR）在

BMSCs 上高表达，ghrelin 通过与 GHSR 结合激活

ERK1/2通路促进BMSCs增殖、成骨分化及成软骨

分化，也有研究指出，ghrelin预处理MSCs能够增

强其对缺血性心脏病的治疗效果［9］，因此，ghrelin
可能通过结合BMSCs上的GSHR改变了BMSCs的
某些生物特性，从而影响了 BMSCs的治疗效果。

本实验利用梯度浓度 ghrelin预处理BMSCs来源上

清液与内皮细胞共培养，探索其对内皮细胞增殖、

迁移及凋亡的影响，结果提示高浓度（100 nmol/L）
ghrelin 预处理能够增强 BMSCs 促进内皮细胞增

殖、迁移以及抗脂多糖诱导细胞凋亡的能力。由

此我们猜测，ghrelin预处理 BMSCs可能促进其分

泌某些生物因子，从而改善内皮细胞的功能，但具

体是什么成分起到了作用，需要进一步的研究。

Wnt/β⁃catenin通路调控细胞增殖与凋亡、炎

症及免疫反应［23-24］，是机体生长发育的重要信号

通路之一。β⁃连环蛋白（β⁃catenin）是Wnt/β⁃catenin
途径的关键转录共激活因子，研究发现其参与

胚胎肺发育［25］，肺组织损伤修复［26］，肺纤维化［27］

等肺部病理生理过程。为了进一步探索 ghrelin
预处理 BMSCs 减轻 LPS 诱导内皮细胞凋亡的具

体机制，我们对内皮细胞β⁃catenin蛋白水平进行

了检测。本实验结果显示，LPS处理后内皮细胞

β⁃catenin 蛋白表达上调，而 100 nmol/L ghrelin 预

处理BMSCs能够下调内皮细胞中β⁃catenin蛋白的

表达水平，同时细胞凋亡蛋白 Bax、caspase 3表达

降低，流式细胞术结果也证实 ghrelin预处理 BM⁃
SCs可使内皮细胞凋亡率下降。Villar等［28］研究指

出Wnt/β⁃catenin通路在脓毒症诱导肺损伤早期即

激活，参与肺损伤后的异常修复及肺纤维化过程。

实际上，Wnt/β⁃catenin通路在调控细胞凋亡及炎

症反应方面起到了重要作用，研究发现，β⁃catenin
蛋白在细胞凋亡时表达上调，下调β⁃catenin蛋白

Expression of bax，caspase 3，and β⁃catenin proteinof endothelial cells cultured in serum⁃free medium and the conditioned media of BMSCs
which were pretreated by ghrelin for 24 hours were detected by western blot. All groups were treated with LPS except the control group. Kruskal
Wallis H test（for Bax，H=19.730，P=0.001；for caspsae3，H=13.289，P=0.021）or One⁃way ANOVA（for β ⁃catenin，F=4.698，P=0.013）was
conducted for differences of protein expression level among six groups and multiple comparison was performed. 1）P<0.05 compared with control
group. 2）P<0.05 compared with LPS group. 3）P<0.05 compared between BMSCs+LPS group and 100 nmol/L ghrelin+ BMSCs+ LPS group. Data
was expressed as mean ± SD，n=3.

图 6 免疫印迹法检测内皮细胞蛋白表达情况

Fig.6 Analysis of protein expression of endothelial cells with western blot
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