
 伍志伟 等/黄芪多糖对低氧环境中 BMSCs 成脂分化的影响 

Chinese Journal of Biotechnology    
http://journals.im.ac.cn/cjbcn November 25, 2017, 33(11): 1850−1858 

DOI: 10.13345/j.cjb.170025 ©2017 Chin J Biotech, All rights reserved 

 

                           

Received: January 21, 2017; Accepted: February 16, 2017 
Supported by: Natural Science Foundation of Gansu Province (No. 1212RJ2A081), Gansu Provincial General Undergraduate Colleges 
and Universities Fundamental Research Funds (No. 2305136301). 

Corresponding author: Zhiwei Wu. Tel: +86-931-8721601; Fax: +86-931-8765344; E-mail: wzhiwei@aliyun.com 

甘肃省自然科学基金 (No. 1212RJ2A081)，甘肃省省属普通本科高校基本科研业务费专项 (No. 2305136301) 资助。 

网络出版时间：2017-03-31        网络出版地址：http://kns.cnki.net/kcms/detail/11.1998.Q.20170331.1003.002.html 

1850 生 物 工 程 学 报  

                                                               

黄芪多糖对低氧环境中 BMSCs成脂分化的影响 

伍志伟 1,2，刘丹 1，刘永琦 1,2，薛娜 1，颜春鲁 1，苏韫 1 

1 甘肃中医药大学 基础医学院，甘肃 兰州  730000 

2 甘肃省高校重大疾病分子医学与中医药防治重点实验室，甘肃 兰州  730000 

伍志伟, 刘丹, 刘永琦, 等. 黄芪多糖对低氧环境中 BMSCs 成脂分化的影响. 生物工程学报, 2017, 33(11): 1850–1858. 

Wu ZW, Liu D, Liu YQ, et al. Effects of Astragalus polysaccharides on adipogenic differentiation of bone marrow 
mesenchymal stem cells in low oxygen environment. Chin J Biotech, 2017, 33(11): 1850–1858. 

摘  要 : 探讨黄芪多糖 (APS) 对低氧环境中骨髓间充质干细胞 (BMSCs) 成脂诱导分化的影响。采用四甲基

偶氮唑盐 (Methyl thiazolyl tetrazolium，MTT) 法筛选促进 BMSCs 增殖的最佳 APS 浓度，干预不同氧浓度下 

(3%、6%、10%和 20%) 成脂诱导培养的 BMSCs，通过油红 O 染色观察细胞内脂滴形成，Real-time PCR 和

Western blotting 检测成脂相关基因过氧化物酶体增殖物激活受体 γ2 (PPAR-γ2) 和脂蛋白脂肪酶  (LPL) 的

mRNA 和蛋白水平。结果表明，与对照组相比，40 µg/mL APS 能显著促进不同氧浓度下 BMSCs 的增殖 

(P<0.05)；含有 40 µg/mL APS 的成脂诱导剂能提升低氧环境中 BMSCs 内脂滴含量及 PPAR-γ2 和 LPL 的蛋白和

mRNA 水平，在氧浓度为 10%时其促进作用较显著 (P<0.05)，差异有统计学意义。40 µg/mL APS 具有促进低

氧环境中 BMSCs 增殖和成脂诱导分化的作用，其促分化作用与细胞培养的氧环境相关。 

关键词 : 骨髓间充质干细胞，低氧环境，黄芪多糖，成脂分化  
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Abstract:  To study the effect of Astragalus polysaccharide (APS) on adipogenic differentiation of bone marrow 

mesenchymal stem cells (BMSCs) cultured in hypoxic environment. The optimal APS concentration, which could promote 

the proliferation of BMSCs, was screened by methyl thiazolyl tetrazolium method. The concentration was used to 

intervene in BMSCs-induced by adipogenic differentiation fluid growing in different oxygen concentrations (3%, 6%, 

10% and 20%). The formation of lipid droplets in the BMSCs-intervened was observed by oil red O staining under the 

optical microscope. The mRNA and protein levels of the lipid relating genes peroxisome proliferator activated receptor 

gamma 2 (PPAR-γ2) and lipoprotein lipase (LPL) were detected by Real-time PCR and Western blotting, respectively. The 

results showed that, comparing with the control group, 40 µg/mL APS could significantly promote the proliferation of 

BMSCs under low oxygen concentration. A large amount of lipid droplets existed in BMSCs growing in the adipogenic 

inducing fluid containing 40 µg/mL APS and the hypoxic environment, and the protein and mRNA levels of PPAR-γ2 and 

LPL also raised. It was worth noting that the phenomenon was more significant in 10% oxygen concentration, and the 

difference was statistically significant (P<0.05). 40 µg/mL APS had effect on promoting the proliferation and adipogenic 

differentiation of BMSCs cultured in hypoxic environment, and the effect was related to the concentration of oxygen of 

BMSCs-cultured. 

Keywords:  bone mesenchymal stem cells, low oxygen environment, Astragalus polysaccharides, adipogenic differentiation 

来源于中胚层的骨髓间充质干细胞 (Bone 

mesenchymal stem cells，BMSCs) 因其具有自我

更新和多向分化的潜能，而被作为理想的生物

工程种子细胞，广泛应用于组织修复、基因工

程和细胞治疗等临床领域[1-3]。然而，大量研究

表明，包括 BMSCs 在内的多能干细胞，极易受

到炎性介质[4]、X 射线[5]、低氧环境[6-7]等因素

的影响，引起细胞内基因转录、翻译及修饰过

程的改变，从而导致细胞形态、结构和分化异

常，甚至造成 BMSCs 恶性转变，极大地限制了

BMSCs 的临床应用和开发前景。 

氧作为生物机体新陈代谢的重要营养组

分，在促进和维持生物体生长发育以及细胞增

殖和分化过程中发挥着重要作用。机体不同组

织或体液中氧浓度分布客观地反映了生物体新

陈代谢的特殊性，这也为解析组织器官功能和

细胞分化与更新提供了理论依据。同时，黄芪

多糖  (Astragalus polysaccharides) 作为黄芪主

要有效活性成分之一，具有抗炎、抗肿瘤、免

疫调节和促进细胞增殖的功效[8-10]。低氧环境与

APS 结合起来是否具有促进 BMSCs 分化的作

用？本研究以此为出发点，模拟体内低氧环境，
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应用 APS 干预成脂诱导的 BMSCs，探析 APS

对低氧环境中 BMSCs 成脂分化的作用，这将为

解析黄芪多糖的临床疗效和开发应用提供理论

依据。 

1  材料 

1.1  BMSCs 细胞株 

Wistar 大鼠 BMSCs 细胞株由本实验室分离

鉴定获得。 

1.2  主要试剂与仪器 

DMEM/F12 培养基、胎牛血清、0.25%胰蛋

白酶和青链霉素 (Gibco)；成脂诱导培养基 (赛

业生物科技有限公司 )；油红Ｏ染色试剂盒   

(杰美基因 )；RNA 提取试剂盒  (TaKaRa)；

PrimeScript RT reagent Kit 和 SYBR Premix EX 

Taq (Roche)；大鼠 PPAR-γ2、LPL 单克隆抗体和

羊抗鼠 IgG-HRP (Abcam)；PPARγ2 和 LPL 引物 

(生工生物工程 (上海) 股份有限公司)；倒置显微

镜 (OLMYPUS)；Real-Time PCR 仪 (Bio-Rad)；

CO2 细胞培养箱 (SANYO)。 

2  方法 

2.1 APS 对低氧环境中 BMSCs 增殖的影响 

2.1.1  实验分组 

依据氧浓度及 APS 浓度，实验共分为 24 组，

其中氧浓度分为 3%、6%、10%和 20%四个梯度，

黄芪多糖浓度分为 0、10、20、40、80 和 100 μg/mL 

6 个梯度，共计 4×6 组。 

2.1.2  细胞培养 

常规培养第 3 代 (G3) BMSCs 至融合达到

80%−90%时，将其消化制成单细胞悬液，用完

全培养基 (10% FBS 的高糖 DMEM/F12) 调整

细胞浓度至 1×104 cells/cm2，接种于 96 孔板 

(200 μL/well)，细胞终浓度为 2×103 cells/well；

置于常氧环境、37 ℃、5% CO2、相对湿度 100%

的培养箱中培养 24 h (即细胞贴壁) 后，弃上  

清，依次加入含有不同浓度 APS 的完全培养基       

(200 μL/well)，每浓度 3 个重复；置于不同氧浓

度、37 ℃、5% CO2、相对湿度 100%的培养箱

中培养。 

2.1.3  MTT 检测 

分别取培养 1 d、2 d、3 d、4 d、5 d、6 d

和 7 d 的上述 BMSCs，弃培养液，用 PBS 洗涤

2 遍后，依次加入含 0.5%的 MTT 完全培养基 

(200 μL/well)，于对应氧浓度下继续培养 4 h；

弃培养液，加入二甲基亚砜 (150 μL/well)，置

摇床低速振荡 10 min，应用酶标仪 OD490 滤光

片检测各孔吸光值。 

2.2  APS 对低氧环境中 BMSCs 成脂诱导分

化的影响 

2.2.1  实验分组   

实验共分为空白组、黄芪多糖组、诱导组

和诱导剂+黄芪多糖组，同时设立 3%、6%、12%

和 20%四个氧浓度梯度，共计 4×4 组。 

2.2.2  细胞培养   

常 规 培 养 G3 代 BMSCs 至 融 合 达 到

80%−90%时，用含 0.25%胰蛋白酶的 D-Hanks

液消化，按 2×104 cells/cm2 细胞密度接种于 6 孔

板，每孔加入 2 mL 完全培养基，置于常氧环境、

37 ℃、5% CO2、相对湿度 100%的培养箱中培

养，至细胞融合达到 100%，弃完全培养基。

空白对照组加完全培养基、黄芪多糖组加含有

40 μg/mL 黄芪多糖的完全培养基、诱导组加入诱

导培养液 A 和 B (具体操作见 Cyagen Biosciences 
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lnc RAWMX 90031 说明书)、诱导剂+黄芪多糖

组加入含有 40 μg/mL 黄芪多糖成脂诱导培养液

A 和 B (具体操作同诱导剂组)，2 mL/well；置

于 3%、6%、10%和 20%四个氧浓度环境，每隔

3 d 换液 1 次，持续培养 22 d。 

2.2.3  油红 O 染色分析   

成脂诱导分化结束后，弃培养液，用 PBS

洗涤 2 次，每孔加入 2 mL 4%中性甲醛于 4 ℃

固定 30 min；弃甲醛，PBS 洗涤 2 次，每孔加

入 1 mL 油红 O 染液染色 30 min；弃染液，PBS

洗涤 2 次，于相差显微镜下观察脂滴形成。 

2.2.4  Real-time PCR 分析   

提取 2.2.2 培养细胞的总 RNA，以表 1 序列

为引物，采用 Real-time PCR 检测成脂相关基因

PPAR-γ2 和 LPL 的 mRNA 水平，具体操作见

RNA 提取试剂盒  (TaKaRa)、PrimeScript RT 

reagent kit 和 SYBR premix EX Taq (Roche) 说

明书。 

2.2.5  Western blotting 分析   

提取 2.2.2 培养细胞的总蛋白，经 SDS-PAGE

分离后，转印至 PVDF 膜；将膜置于 3%脱脂奶

粉中 4 ℃过液封闭，弃封闭液；分别加入 1∶500

大鼠 PPAR-γ2 和 LPL 单克隆抗体 (Abcam)，室

温孵育 4 h，弃一抗，用 PBST 洗涤 3 次；加入 
 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 
Gene 
name 

 Primer sequence (5–3) 

β-actin Forward AGGGAAATCGTGCGTGACAT 

β-actin Reverse GGAAAAGAGCCTCAGGGCAT 

PPAR-γ2 Forward ATAAGGGACGCGAGGAGGTCA 

PPAR-γ2 Reverse AGGGGTGTGGATTTGGTTGTG 

LPL  Forward TCAGAAGACATCAGGCAGGAGA

LPL  Reverse AAAGGCCAGGTGTTTCAACCG 

1∶600 二抗，室温孵育 2 h，弃二抗，应用 Western 

blotting ECL 化学发光试剂盒 (Bio-Rad) 进行染

色，具体操作见说明书；将膜置于凝胶成像系

统进行分析。 

2.3  数据分析 

应用 SPSS 16.0 对获得数据进行统计分析，

结果用 x ±s 表示，采用多因素方差分析进行各

组 间 及 组 内 均 数 比 较 。 *P<0.05 为 显 著，

**P<0.01 为极显著。 

3  结果与分析 

3.1  APS 对低氧环境中 BMSCs 增殖的分析  

由 MTT 分析显示，在不同氧浓度下，不同

黄芪多糖浓度对 BMSCs 增殖有不同程度的影

响。与对照组相比，当氧浓度在 3%、6%、10%

和 20%时，10 μg/mL 和 20 μg/mL 黄芪多糖对

BMSCs 增殖作用不显著，40 μg/mL 黄芪多糖

对 BMSCs 有明显的促增殖作用；当黄芪多糖

浓度在 80 μg/mL 和 100 μg/mL 时，对 BMSCs

增殖有一定的抑制作用；当氧浓度在 6%、10%

和 20%时，40 μg/mL 黄芪多糖对 BMSCs 促增

殖作用显著 (P<0.05)，差异具有统计学意义，

见图 1。 

3.2  油红 O 染色分析   

由图可知，在 3%、6%、10%和 20%四个氧

浓度下，空白组和黄芪多糖组细胞内均不存在

或有极少量的棕红色脂滴，两组间差异不显著 

(P>0.05)，无统计学意义；而在诱导组和诱导

剂+黄芪多糖组中，细胞内出现了大量的棕红色

脂 滴 ， 诱 导 剂 + 黄 芪 多 糖 组 高 于 诱 导 组 

(P<0.05)，与空白组和黄芪多糖组相比差异极显

著 (P<0.01)，具有统计学意义；且在 10%氧浓 
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图 1  黄芪多糖干预的不同氧环境中 BMSCs 增殖曲线 (A−D：3%、6%、10%和 20%的氧浓度)   

Fig. 1  Proliferation curve of BMSCs-intervened by Astragalus polysaccharide under hypoxic environment. A–D 
represent 3%, 6%, 10% and 20% oxygen concentration, respectively. 

 
 

度下，诱导组和诱导剂+黄芪多糖组细胞内脂滴

含量最高，见图 2。 

3.3  Real-time PCR 分析   

在 3%、6%、10%和 20%四个氧浓度下，空

白 组 和 黄 芪 多 糖 组 细 胞 中 成 脂 相 关 基 因

PPAR-γ2 (图 3A) 和 LPL (图 3B) 的 mRNA 水平

显著低于诱导剂组和诱导剂 + 黄芪多糖组 

(P<0.01)，诱导剂+黄芪多糖组高于诱导剂组 

(P<0.05)，差异具有统计学意义；空白组和黄芪

多糖组间差异不显著 (P>0.05)；同时，在诱导

剂组和诱导剂+黄芪多糖组中，10%氧浓度下的

PPAR-γ2 和 LPL mRNA 水平显著高于其他氧浓

度 (P<0.05)，见图 3。 

3.4  Western blotting 分析   

在 3%、6%、10%和 20%四个氧浓度下，空

白 组 和 黄 芪 多 糖 组 细 胞 中 成 脂 相 关 基 因

PPAR-γ2 (图 4A) 和 LPL (图 4B) 的蛋白水平显

著 低 于 诱 导 剂 组 和 诱 导 剂 + 黄 芪 多 糖 组 

(P<0.01)，诱导剂+黄芪多糖组高于诱导剂组 

(P<0.05)，差异具有统计学意义；空白组和黄芪

多糖组间差异不显著 (P>0.05)；同时，在诱导

剂组和诱导剂+黄芪多糖组中，10%氧浓度下的

PPAR-γ2 和 LPL 蛋白水平显著高于其他氧浓度 

(P<0.05)，见图 4。 
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图 2  成脂诱导 BMSCs 油红 O 染色分析 (A–D：分别代表空白组、黄芪多糖组、诱导组和诱导剂+黄芪多糖

组，1–4 分别代表 3%、6%、10%和 20%的氧浓度) 

Fig. 2  Analysis of formation of lipid droplets in the BMSCs by oil red O staining. (A) Control group. (B) 
Astragalus polysaccharide group. (C) Induced group. (D) Inducing agent+Astragalus polysaccharide group. 1–4 
represent 3%, 6%, 10% and 20% oxygen concentration, respectively. 
 

 
图 3  PPAR-γ2 和 LPL mRNA 水平的 qPCR 分析  

Fig. 3 Analysis of the levels of PPAR-γ2 (A) and LPL (B) mRNA by qPCR. 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  November 25, 2017  Vol.33  No.11 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1856 

 
 

图 4  成脂相关蛋白 PPAR-γ2 (A) 和 LPL (B) 的 Western blotting 分析 

Fig. 4  Analysis of the levels of PPAR-γ2 (A) and LPL (B) adipogenic protein by Western blotting. 
 

4  讨论 

BMSCs 是一类具有自我复制和多向分化潜

能的多能干细胞，在不同的诱导和培养条件下，

可分化为脂肪、骨、软骨、肌肉、肌腱、神经、

肝、心肌、内皮等多种组织细胞[11-13]，已被用

于心脑血管疾病、肝硬化、骨质疏松症、脊髓

神经损伤、老年痴呆及红斑狼疮和硬皮病等自

身免疫性疾病的治疗，取得了令人鼓舞的临床

试验结果[14-16]。目前，部分学者应用脂肪细胞

共培养技术、MicroRNA 调控、激素干预等方式

研究 BMSCs 成脂分化的机制，证实这些因素在

抑制或促进BMSCs成脂诱导分化中具有重要的

作用[17-19]。因此，依据 BMSCs 生物学特性，通

过药物调节BMSCs多向分化进行临床疾病治疗

具有广阔的应用前景。 

黄芪多糖  (APS) 作为黄芪的主要组分在

抗氧化、清除自由基、调节细胞基因表达、抗

炎、抗肿瘤等方面具有重要的作用。近年来，

有大量研究证实黄芪多糖在促进或抑制细胞增

殖与分化、调节细胞凋亡、降低细胞毒性等方

面具有一定的功效 [20]。同时，体内微环境是

BMSCs 增殖与分化的温床，不同组织或器官中

氧浓度分布存在一定的差别，如动脉血氧浓度

约为 12%，骨髓组织中的氧浓度约为 1%−7%，

成熟肌肉组织中的氧浓度约为 l%−10% 21]。氧元

素作为体内环境的重要组分之一，通过调节体内

基因表达、信号通路等方式在细胞的增殖与分化

程中发挥着重要的作用。目前，对于 BMSCs 增殖
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与分化的相关研究大多基于常氧环境的细胞培

养，并不能真实地反映其在体内的生物学特性。 

本研究模拟体内低氧环境，以 3%、6%、10%

和 20%为细胞培养的微环境氧浓度，经 MTT 法

筛选出有效促进 BMSCs 增殖的最佳 APS 浓度

为 40 μg/mL，浓度过高 (80−100 μg/mL) 抑制

BMSCs 增殖，浓度过低 (40 μg/mL 以下) 促增

殖效果不明显，这一结果与前人研究一致[22]。

同时，以 40 μg/mL APS 干预低氧环境中成脂诱

导的 BMSCs，通过脂滴形成检测表明，黄芪多

糖干预诱导组 BMSCs细胞内形成了大量棕红色

脂滴，显著高于单独应用诱导剂诱导的 BMSCs 

(P<0.05)，差异具有统计学意义；并且在氧浓度

为 10%时，其干预诱导作用较为显著。这一结

果证实 APS 不仅具有促进低氧环境中 BMSCs

成脂诱导分化的功效，而且其促诱导分化作用

与 BMSCs 所处微环境的氧浓度有一定关系。 

PPAR-γ 是脂肪细胞形成的关键调控因子，

该因子具有激活控制 BMSCs进入最终分化和获

得成熟脂肪细胞功能基因的作用。PPAR-γ 的持

续表达是维持细胞成脂分化状态的必要条件，

具有诱导 BMSCs 向脂肪细胞分化、促进甘油三

酯 (TG) 合成的作用，一般在成脂向分化中后

期高表达[23]。LPL 是 TG 降解的限速酶，对清

除体内过多的 TG 至关重要，在脂代谢、胰岛素

抵抗、脂肪细胞分化中有重要作用，成为当今

研究肥胖症和相关疾病的热点。PPAR-γ 作为

LPL 表达的影响因素之一，共同调控着 BMSCs

成脂分化的过程[24]。本研究通过 Real-time PCR

和 Western blotting 对低氧环境中 APS 干预的成

脂诱导 BMSCs 内 PPAR-γ和 LPL mRNA 和蛋白

水平分析表明，其表达水平均上调；而且在 10%

的氧浓度时，APS 促 PPAR-γ 和 LPL 的 mRNA

和蛋白水平效果越显著。这一结果提示 APS 可

能通过调控 PPAR-γ 和 LPL 的 mRNA 和蛋白水

平来促进低氧环境中 BMSCs成脂诱导分化的过

程，而且其促诱导分化作用与 BMSCs 所处微

环境的氧浓度有一定关系，其具体机制有待进

一步研究。 
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