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黄芪甲苷激活 TGF-茁1/Smad2信号通路诱导骨髓间充质干细胞
向周细胞分化的作用研究 *
王家伟 孙廉旭 张 莎 王 文△

(第四军医大学西京医院中医科 陕西西安 710032)

摘要目的：观察黄芪甲苷促进大鼠骨髓间充质干细胞(Mesenchymal stem cell,MSCs)向周细胞分化的作用，揭示中药黄芪治疗缺

血性心脏病的意义。方法：本研究以大鼠骨髓间充质干细胞为研究对象，采用全骨髓培养法，从 SD大鼠乳鼠（5d-7d）股骨提取原

代细胞，体外传代纯化，P4-P5代用于实验。实验分阴性对照组，大鼠 BMSCs 15%胎牛血清(Fetal Bovine Serum, FBS)向周细胞分化

的作用，揭示中药黄芪治疗缺血性心脏病的意义。方法：本研究以大鼠骨髓间培养基培养，不给予药物干预；阳性对照组，给予转

化生长因子 茁1(TGF-茁1) 5 ng/mL干预 3天；黄芪甲苷(Astragaloside,Ast)组，给予黄芪甲苷 4 滋g/mL分别干预 1 d、2 d、3 d、5 d、7

d；阻断剂组，TGF-茁1受体阻断剂 sb431542预处理后，再加入黄芪甲苷 4 滋g/mL分别诱导 1 d、2 d、3 d。实时定量 PCR( RT-PCR)

检测神经元 -胶质细胞抗原 2(Neuron-glial antigen 2,NG2)、琢-平滑肌肌动蛋白( alpha smooth muscle actin,琢-SMA )信使核糖核酸

(mRNA)表达；印迹法(Western blot)检测 NG2、琢-SMA、Smad2/3、p-Smad2蛋白表达。结果：经黄芪甲苷诱导刺激后，大鼠骨髓间充

质干细胞在 mRNA和蛋白水平上，NG2、琢-SMA的表达量均升高；Ast 3d组，与阴性对照组和阳性对照组相比，NG2、琢-SMA蛋白

和 mRNA的表达量均显著升高(p<0.05)。黄芪甲苷刺激细胞后，TGF-茁1/Smad2信号传导通路被激活，从第一天开始，p-Smad2蛋
白表达量升高，第 3天到达顶峰，随后降低；其中第三天，p-Smad2蛋白表达量显著高于 Ast 0d组(p<0.01)。加入阻断剂后，黄芪甲

苷受到 sb431542影响，对细胞的作用减弱，NG2、琢-SMA蛋白和 mRNA表达量均下调；sb431542+Ast 3d组，与 Ast 3d组相比，

NG2、琢-SMA蛋白和 mRNA的表达量显著降低(p<0.001)。受阻断剂的影响，黄芪甲苷对 TGF-茁1/Smad2信号传导通路的作用减
弱，前三天 p-Smad2蛋白的表达量均降低，sb431542+Ast 3d组，与 Ast 3d组相比，p-Smad2蛋白的表达量显著降低(p<0.001)。结

论：黄芪甲苷具有促进大鼠 BMSCs向周细胞分化的作用，其机制与激活 TGF-茁1/Smad2信号传导通路相关。
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Astragaloside induces Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells Differentiating
into Pericytes through TGF-茁1/Smad2 Signaling Pathway*

To investigate the effect of astragaloside on the differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells into

pericytes. The MSCs were isolated from SD rats (5d-7d) bone marrow by whole bone marrow primary culture method, purified

by amplification in vitro, and the fourth and fifth generation were used in this study. The purified cells were divided into three groups:

negative control group, incubated in L-DMEM with 15% FBS without drug intervention; positive control group,cultured with TGF-茁1 5

ng/mL for 72 hour; Ast group, cultured with 4 滋g/mL Ast for 1 day, 2 day, 3 day, 5 day and 7 day; blocker group,inhibitor of the TGF-茁1
typeⅠreceptor sb431542 being administered prior to Ast exposure,of which samples were collected at 1 day, 2 day, 3 day. Expression

levels of NG2, 琢-SMA were examined by RT-PCR and Western blot. The expression levels of p-Smad2 and Smad2/3 were examined by

Western blot. The mRNA and protein expression level of NG2, 琢-SMA was higher in all Ast group. The mRNA and protein

expression level of NG2, 琢-SMA was higher in Ast 3d group, compared with the negative control group and the positive control group

(p<0.05). The TGF-茁1/Smad signaling was activated after Ast intervention. The p-Smad2 protein level increased by day 1, reached a

maximum at day 3, and then decreased. The protein expression level of p-Smad2 was higher in Ast 3d group,compared with the Ast 0d

group (p<0.01). The effect of the astragaloside is blocked by the inhibitor of the TGF-茁1 typeⅠ sb431542 exposure, leading to the

down-regulation of the mRNA and protein level of NG2, 琢-SMA. Compared with the Ast group at the same time point, the mRNA and

protein expression level of NG2, 琢-SMA reduced significantly in the blocker group at day3 (p<0.001). The signaling pathway was

inhibited, as the p-Smad2 protein level decreased. Compared with the Ast 3d group, the protein expression level of p-Smad2 reduced

significantly in the sb431542+Ast 3d group (p<0.001). Astragaloside can induce bone marrow mesenchymal stem cells
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前言

间充质干细胞参与组织损伤后血管的修复、肿瘤的发育以

及瘢痕形成等病理性血管新生[1-3]。心肌梗死后，间充质干细胞

通过向心肌细胞分化、分泌细胞因子以及参与血管形成等途

径，参与缺血组织的修复[4,5]。干细胞分化为周细胞，是间充质干

细胞促进血管形成的机制之一[6-8]。周细胞与内皮细胞组成微血

管的血管壁。周细胞对微血管结构的稳定、血流动力的条件和

内皮细胞的增殖和分化，具有重要的调节作用[9,10]。

中药黄芪及其复方，具有促血管新生的作用[11-14]。既往研究

表明，黄芪可通过提高 VEGF表达，促进间充质干细胞向内皮

细胞分化，增加梗死区微血管密度[13]。周细胞做为微血管重要

组成部分，与微血管新生息息相关。本课题运用黄芪的有效成

分黄芪甲苷，探讨黄芪在体外是否具有诱导 MSCs向周细胞

分化的能力，为黄芪在治疗缺血性心脏病的应用提供新的理

论依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物

SD大鼠乳鼠（5-7天）由空军军医大学（第四军医大学）动

物实验中心提供。

1.2 试剂

低糖培养基购自美国 Gibco公司，胎牛血清购自美国 Hy-

Clone公司。PBS、胰酶、RIPA裂解液和蛋白酶抑制剂购自中国

康为世纪公司，磷酸酶抑制剂购自美国 Abcam公司。兔抗大鼠

琢-SMA抗体、兔抗大鼠 NG2抗体购自美国 Cell Signaling公

司，兔抗大鼠 Smad2/3抗体、兔抗大鼠 Phospho-Smad2抗体购

自美国 Abcam公司，大鼠 茁-actin抗体和辣根过氧化物酶偶联
羊抗大鼠 IgG二抗购自康为世纪。ECL发光液购自美国Milli-

pore公司，硝酸纤维素膜购自美国 Sigma公司。总 RNA提取试

剂、反转录试剂盒购自 TakaRa公司。

1.3 药物和仪器

TGF-茁1受体阻断剂 ( SB431542)、TGF-茁1购自美国 Ab-

cam公司。黄芪甲苷（质量分数≥ 98%），购自成都锦泰和医药

化学技术有限公司。二甲基亚砜（DMSO）购自美国 Sigma公

司。主要仪器有超净工作台、CO2细胞培养箱、荧光定量 PCR

仪 (美国 Bio-Rad公司)、台式高速离心机购自美国 Thermo公

司、Backman721型紫外分光光度购自美国 Backman公司。

1.4 实验方法

1.4.1 大鼠 BMSCs的分离及培养 脱颈处死 SD大鼠乳鼠，

75%酒精浸泡 10 min。超净工作台中分离大鼠股骨，在盛有

PBS的培养皿中剔除肌肉和脂肪组织，用眼科剪剪去干垢端。

将股骨放置在含 15%胎牛血清的低糖培养基中，用 1 mL针管

吸取培养基，反复冲洗骨髓，直到骨髓腔变白，待骨髓收集完毕

后，将培养皿放入 37℃、5%CO2细胞培养箱中培养。72 h后首

次换液，待细胞长到培养皿 80%时，使用 0.25%胰酶消化细胞，

按 1:3传代培养。

1.4.2 实验分组及给药方法 取第 3-5代细胞，以 1× 105个

/mL接种于培养瓶，待细胞铺满瓶底时，给予药物干预。实验分

组情况：阴性对照组，大鼠 BMSCs 15%FBS 的培养基直接培

养，不给予药物刺激，待细胞铺满后直接收集样品；阳性对照

组，给予 TGF-茁1 5 ng/mL，加药刺激 3 天，收集样品；黄芪甲

苷组，给予黄芪甲苷 4 滋g/mL，在加药干预 1 天、2 天、3 天、5

天、7天后收集样品；阻断剂组，先加入 sb431542 10 滋mol/L预
处理 1h，再加入黄芪甲苷 4 滋g/mL干预，第 1天，2天，3天后

收集样品。

1.4.3 免疫印迹（Western blot）实验 Western blot 法检测

琢-SMA、NG2、Smad2/3和 p-Smad2等相关蛋白表达。加入 150

滋L蛋白裂解液，冰上静置 5 min，刮下细胞。用 4℃离心机，

12000 r/min离心 10 min，BCA试剂盒测定总蛋白含量。加入

37.5 滋L 5× Loading buffer，100℃水浴锅变性 5 min。取样品 5 g

等量上样，120V恒压电泳 90 min，100V恒压转膜 60 min，5%

脱脂牛奶封闭 1 h。给予兔抗大鼠琢-SMA一抗（1:1000）、兔抗大

鼠 NG2一抗（1:500）、兔抗大鼠一抗 Smad2/3（1:1000）和兔抗

大鼠一抗 p-Smad2/3（1:1000），4℃孵育过夜。TBST洗 3次，每

次 10 min。室温孵育羊抗大鼠 2抗（1:1000）2 h，TBST洗 3次，

每次 10 min。暗室中加 ECL化学发光剂显影成像。

1.4.4 引物的设计和合成 由 NCBI提供的基因序列，通过

Primer Premier软件设计引物序列，上海生工生物技术公司合

成。琢-SMA：上游引物：5'-TGTGCTATGTCGCTCTGGAC-3'，下

游引物：5'-CTTCTGCATCCTGTCAGCAA-3；NG2 上游引物：

5'-CCGGCTGGAAATCTCTGTAG-3'， 下 游 引物：5'-GGGC-

CATAGACCTCTTCCTC-3'；茁-actin 上游引物：5'-CCTTCCGT-
GATGGAAGGCT-3'，下游引物：5'-GCAGCAGATCATCGT-

GATCT-3'。

1.4.5 RT-PCR 实验 RT-PCR 检测样品琢-SMA，NG2 mRNA

表达。采用 Trizol法提取样品的总 RNA，核酸测定仪检测样品

A260 /A280，测定值在 1.8~2.0之间，符合实验要求。逆转录合

成 cDNA，采用 TWO-step RT-PCR 法( TaKaRa)，扩增目的基

因，以 茁-actin为内参。扩展条件为：第一步 95℃，30 s预变性，

第二步 95℃，5 s变性，第三步，60℃，30 s退火，延伸，第二步到

第三步循环 39次。

1.5 统计学处理

对实验室结果采用 t 检验分析，p<0.05 认为存在显著性

差异。

2 结果

2.1 黄芪甲苷促进间充质干细胞向周细胞分化

Western blot（图 1）结果显示，大鼠 BMSCs经黄芪甲苷诱

导刺激后，NG2、琢-SMA 表达量，随时间的增加而增高；

differentiating into pericytes through the TGF-茁1/Smad2 signaling pathway.
Astragaloside; MSCs; Pericytes; TGF-茁1/Smad2 signaling pathway
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图 3 RT-PCR检测各组大鼠 BMSCs NG2的表达

Fig.3 Detection of the NG2 mRNA expression in rat bone marrow

mesenchymal stem cells by RT-PCR

注：NG2 mRNA表达量，Ast 3d组与对照组相比，***p<0.001;与阳性对

照组相比，***p<0.001。

Note: The NG2 mRNA expression of Ast 3d group, compared to the

control group, ***p<0.001; compared to the positive group, ***p<0.001.

RT-PCR（图 2、图 3）结果与 Western blot 一致，其中第三天，

NG2、琢-SMA表达量均显著高于空白对照组和 TGF-茁1组（阳
性对照组）（p<0.05），提示黄芪甲苷具有促进大鼠 BMSCs向周

细胞分化的作用。

图 1免疫印迹法检测各组大鼠 BMSCs NG2、琢-SMA的表达

Fig.1 Detection of the NG2, 琢-SMA expression in rat bone marrow mesenchymal stem cells byWestern blot

注：琢-SMA蛋白表达量，Ast 3d组与对照组相比，***p<0.001；与阳性对照组相比，*p<0.05。NG2蛋白表达量，

Ast 3d组与对照组相比，***p<0.001;与阳性对照组相比，**p<0.01。

Note: The 琢-SMA protein expression of Ast 3d group, compared to the control group, ***p<0.001; compared to the positive group, *p<0.05.

The NG2 protein expression of Ast 3d group, compared to the control group, ***p<0.001; compared to the positive group, **p<0.01.

图 2 RT-PCR检测各组大鼠 BMSCs 琢-SMA的表达

Fig.2 Detection of the 琢-SMA mRNA expression in rat bone marrow

mesenchymal stem cells by RT-PCR

注：琢-SMA mRNA表达量，Ast 3d组与对照组相比，***p<0.001;与阳性

对照组相比，***p<0.001。

Note: The 琢-SMAmRNA expression of Ast 3d group, compared to the

control group, ***p<0.001; compared to the positive group, ***p<0.001.
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图 4免疫印迹法检测黄芪甲苷对大鼠 BMSCs TGF-茁1/ Smad2信号通
路的影响

Fig.4 Detection of the influence of astragaloside on TGF-茁1/Smad2
signaling pathway of rat bone marrow mesenchymal stem cells

注：p-Smad2蛋白表达量，Ast 3d组与 0d组相比，**p<0.01。

Note: The p-Smad2 protein expression of Ast 3d group , compared to the

0d group, **p<0.01.

2.2黄芪甲苷对 TGF-茁1/Smad2信号通路的影响
Western blot结果显示(图 4)，p-Smad2蛋白表达量增加。第

一天，p-Smad2蛋白表达量开始增加，第 3天达到高峰，随后逐

渐下降。其中第三天，p-Smad2蛋白表达量显著高于空白对照

组（p<0.01），该结果表明黄芪甲苷可激活 TGF-茁1/Smad2信号
通路，但与其促进大鼠 BMSCs向周细胞分化的作用是否相关，

还有待进一步研究。

2.3 黄芪甲苷通过 TGF-茁1/Smad2信号通路促进间充质干细胞
向周细胞分化

Western blot结果显示(图 5，图 6)，sb431542预处理后，黄

芪甲苷对 TGF-茁1/Smad2信号通路的作用受到抑制，前 3天内

p-Smad2蛋白的表达量均下调，其中第三天蛋白的表达量显著

低于未经 sb431542 预处理的(p<0.001)；同时，黄芪甲苷促进

BMSCs向周细胞分化的作用也受到抑制，NG2、琢-SMA蛋白表

达量明显下调，其中第三天两种蛋白的表达量均显著低于未经

sb431542预处理的（p<0.001）。RT-PCR结果显示（图 7、图 8），

sb431542 干预后，黄芪甲苷对 BMSCs的刺激作用减弱，第三

天 NG2、琢-SMA mRNA表达量明显下调（p<0.001）。以上结果

表明，黄芪甲苷可能通过 TGF-茁1/Smad2信号通路促进间充质

干细胞向周细胞分化。

3 讨论

心梗发生后，血管的形成和重塑对于重建缺血区域血流灌

注和减少细胞死亡十分重要[3]。中药黄芪，在缺血性心脏病的治

疗中应用广泛，对其机制的研究也多围绕内皮细胞和心肌细胞

展开。既往研究表明，黄芪的有效提取物黄芪甲苷可以促进脐

静脉细胞的增殖、迁移以及成管能力；刺激鸡胚尿囊膜上血管

的生长，提高血管密度[15,16]；协同丹参酮Ⅱa促进间充质干细胞

向心肌样细胞分化[17,18]。周细胞是血管壁的支持细胞，血管新生

的过程中，周细胞除了包绕内皮细胞形成完整的血管外，还可

通过细胞间接触和分泌细胞因子抑制内皮细胞的增殖和迁徙，

周细胞的缺失会导致微血管的崩解和内皮细胞的凋亡[1，3，10]。周细

胞对维持缺血部位血管的重塑和稳定具有重要作用，但中药黄

芪在周细胞相关领域的研究较少，因此，本实验旨在研究黄芪对

周细胞的影响，探索其在促进血管新生方面更全面的作用。

血管新生的过程中，干细胞常被作为周细胞的前体细胞招

募。干细胞的来源十分丰富，骨髓、局部脂肪组织以及大动脉的

图 5免疫印迹法检测 sb431542预处理后，黄芪甲苷对大鼠 BMSCs

TGF-茁1/Smad2信号通路的影响
Fig.5 Detection of the influence of astragaloside on TGF-茁1/Smad2

signaling pathway of rat bone marrow mesenchymal stem cells after the

administration of sb431542

注：p-Smad2蛋白表达量，Ast 3d组与 sb431542+Ast 3d组相比，**p<0.

001。

Note: The p-Smad2 protein expression of Ast 3d group , compared to

the sb431542+Ast 3d group, ***p<0.001.
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图 8 RT-PCR检测 sb431542预处理后，黄芪甲苷对大鼠 BMSCs NG2

表达的影响

Fig.8 Detection of the influence of astragaloside on the NG2 expression in

rat bone marrow mesenchymal stem cells after the administration of

sb431542（***p<0.001）

注：NG2 mRNA表达量，Ast 3d组与 sb431542+Ast 3d组相比，

***p<0.001。

Note: The NG2 mRNA expression of Ast 3d group, compared to the

sb431542+Ast 3d group, ***p<0.001.

图 7 RT-PCR检测 sb431542预处理后，黄芪甲苷对大鼠 BMSCs

琢-SMA表达的影响

Fig.7 Detection of the influence of astragaloside on the 琢-SMA expression

in rat bone marrow mesenchymal stem cells after the administration of

sb431542

注：琢-SMA mRNA表达量，Ast 3d组与 sb431542+Ast 3d组相比，

***p<0.001。

Note: The 琢-SMAmRNA expression of Ast 3d group, compared to the

sb431542+Ast 3d group, ***p<0.001.

图 6免疫印迹法检测 sb431542预处理后，黄芪甲苷对大鼠 BMSCs NG2、琢-SMA表达的影响

Fig.6 Detection of the influence of astragaloside on the NG2,琢-SMA expression in rat bone marrow mesenchymal stem cells

after the administration of sb431542

注：琢-SMA蛋白表达量，Ast 3d组与 sb431542+Ast 3d组相比，***p<0.001; NG2蛋白表达量，Ast 3d组与 sb431542+Ast 3d组相比，***p<0.001。

Note: The 琢-SMA protein expression of Ast 3d group, compared to the sb431542+Ast 3d group, ***p<0.001; the NG2 protein expression of Ast 3d group,

compared to the sb431542+Ast 3d group, ***p<0.001.
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动脉壁中都有干细胞[8，25]。多种细胞因子参与血管的形成与重

塑。内皮细胞分泌 PDGF-茁，募集周细胞前体细胞[9,19]。TGF-茁1、
activin A等可促进干细胞向周细胞分化[9,20-24,28]。本课题主要探

索黄芪对干细胞向周细胞分化的影响，并选择大鼠 BMSCs作

为周细胞前体细胞的替代物。由于 TGF-茁1促进干细胞向周细
胞分化的作用比较明确，因此将 TGF-茁1干预大鼠 BMSCs作

为实验的阳性对照组。用于周细胞鉴定的细胞表面标记物很

多，如 NG2、琢-SMA、CD13、desmin、CD14等，但特异性不高，既

往研究多采用两个或者三个以上联合标记 [9，26，27]，本实验选择

NG2、琢-SMA作为确定干细胞向周细胞分化的判断标准。研究

发现，体外培养的大鼠 BMSCs加入黄芪甲苷刺激后，与阴性对

照组和阳性对照组相比，NG2、琢-SMA的蛋白以及 mRNA均显

著升高，提示黄芪具有促进干细胞向周细胞分化的作用。

TGF-茁1对于细胞生长，分化，迁移具有重要的作用。内皮
细胞与干细胞共培养，细胞间的相互接触，可诱导干细胞向壁

细胞分化，运用 TGF-茁1中和抗体和受体阻断剂 sb431542，可

阻止这一现象[20，23]。类风湿关节炎病人的关节液，机械牵张力等

因素都可通过 TGF-茁1/Smad2信号通路，诱导干细胞向壁细胞
分化[29-31]。血管平滑肌细胞和周细胞统称为壁细胞[10]，因此黄芪

甲苷是否通过 TGF-茁1/Smad2信号通路促进干细胞向周细胞
分化，是本研究另一个探索方向。Smad2是信号通路的下游分

子，该通路激活时，Smad2蛋白被磷酸化，活化的 smad蛋白，与

细胞核内的 DNA结合，发挥转录因子功能，调节细胞的生命活

动。检测 Smad2磷酸化，是判断 TGF-茁1 /Smad2信号通路是否
激活的重要指标[29-32]。实验研究表明，加入黄芪甲苷刺激后，大

鼠 BMSCs除了周细胞表面标记物 NG2、琢-SMA 蛋白及 mR-

NA表达量升高外，Smad2蛋白也发生磷酸化；加入 TGF-茁1受
体阻断剂 sb431542，不仅 Smad2磷酸化受到抑制，大鼠 BM-

SCs向周细胞分化的过程也受阻，NG2、琢-SMA蛋白及 mRNA

表达量均降低，证明黄芪甲苷可以通过 TGF-茁1 /Smad2信号通
路，促进间充质干细胞向周细胞分化。
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