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要"目的
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探讨使用血管内皮细胞生长因子"

()*+

%诱导骨髓间充质干细胞"

,-./0

%在海藻酸钠凝胶上向血管内皮细

胞"

()/

%分化的可行性&方法
!

从
120345

大鼠骨髓中分离'提纯和扩增
,-./0

后!加入
!&6

7

#

89()*+

诱导培养!

!":

后采用

细胞免疫组化和免疫荧光化学染色检测第
!

因子相关抗原"

;1+

%的表达$

<=>?/<

检测内皮素
>!

"

)=>!

%的表达&结果
!

诱导后

细胞免疫组化染色可见胞浆染为棕黄色!免疫荧光化学染色呈红色!

;1+

表达为阳性$

<=>?/<

检测显示!诱导后细胞
)=>!

表达

为阳性!提示
,-./0

向
()/

分化&结论
!

以
()*+

为诱导剂!可以在海藻酸钠凝胶上将
,-./0

成功地诱导为
()/

!海藻酸钠

凝胶作为良好的载体!可能为人造立体血管网的形成开辟一条新的路径&

关键词"骨髓间充质干细胞$血管内皮细胞$海藻酸钠凝胶$分化
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种子细胞的来源及如何为组织工程化器官提供血供是目

前血管组织工程面临的两大关键问题'

!

(

)血管内皮细胞$

;40>

HGN45I6:@3LIN24NHINN0

#

()/

&作为血管组织的种子细胞是组织

工程化血管的核心#是血管外科和心脏外科血管移植物的主要

材料#但其来源较困难#自体细胞不易获取#体外扩增能力有

限#异体细胞存在免疫原性而较难应用)骨髓间充质干细胞

$

J@6I8I0I6HL

M

84N03I8HINN0

#

,-./0

&获取容易#来源广泛#

且具有多向分化潜能#是目前组织工程种子细胞的研究热点)

而如何采用干细胞体外诱导分化#产生大量血管内皮细胞一直

是该研究领域的焦点和难点'

"

(

)目前国内外均能在体外诱导

,-./0

分化为
()/

#但其在培养瓶中培养#细胞只能在平面

生长#不利于立体组织的形成%且在诱导后移植过程中又有诸

多不便)因此寻找一种既能使细胞在其上生长形成立体血管

组织*又便于后续组织工程化血管移植的载体就非常重要)海

藻酸钠凝胶具有无毒性*生物相容性良好和凝胶过程温和等特

点#而且在本课题组的前期研究中证实了海藻酸钠凝胶对

,-./0

生长及向成骨细胞分化均有促进作用'

#>%

(

#由此作者首

先进行在平面海藻酸钠凝胶上诱导
,-./0

分化为
()/

的初

步研究#以探讨诱导
,-./0

在海藻酸钠凝胶上向
()/

分化的

可行性#并为之后
,-./0

在三维立体海藻酸钠凝胶上分化为

()/

#并进一步形成血管组织打下良好的实验基础)
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材料与方法

=$=

!

实验材料
!

清洁级
120345

大鼠购于重庆医科大学动物

中心#雄性#

!

个月龄#体质量
D&

7

左右)海藻酸钠购于挪威

R@;484352S

公司#

"

>-)-

培养基和胎牛血清购于美国
T

M

>

HN@6I

公司#

<RF

试剂盒*随机引物 $

UN2

7

:=

&及逆转录酶

$

->-9(

&购于鼎国生物技术责任有限公司#重组大鼠血管

内皮细胞生长因子 $

()*+

&购于美国
<VW

公司#抗第
!

因

AD&"

重庆医学
"&!&

年
D

月第
#A

卷第
!'

期

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

#&%C&DDE

&%重庆市自然科学基金计划资助项目$
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#
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#

!

通讯作者#
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7M

46H
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子相关抗原 $

;1+

&抗体购于英国
FJH48

公司#罗丹明标记

山羊抗兔二抗购于北京中杉金桥生物技术有限公司#

/4/N

"

*

甲苯胺蓝为重庆无机化学试剂厂产品#内皮素
>!

$

)=>!

&引

物由上海生物工程技术服务有限公司合成)原代细胞提取冲

洗液为
"

>-)-

*

!&X

胎牛血清*

!&X

青霉素"链霉素等#完全培

养液为
"

>-)-

*

!&X

胎牛血清*

!X

青霉素"链霉素等)内皮细

胞诱导培养液为
"

>-)-

*

!&X

胎牛血清*

!X

青霉素"链霉素*

!&6

7

"

89()*+

等)

=$>

!

方法

=$>$=

!

,-./0

分离*纯化和扩增'

#

(

!

将
!

个月龄
120345

大鼠

断颈处死#浸泡于
CEX

乙醇中
E826

#无菌取出大鼠四肢骨#尽

量除去四肢骨上附着的肌肉和筋膜等杂质#用含普通培养液中

所含抗菌药
!&

倍量的原代细胞提取冲洗液将骨髓冲入离心

管#

!&&&5

"

826

离心
E826

#用完全培养液重悬后#以
EY!&

'

个的细胞数接种入
"E&89

塑料培养瓶中#在
#CZ

*

EX/U

"

*

饱和湿度条件下培养)

"%L

后首次更换培养液#以后每
"

$

#

天换液
!

次)

'

$

C:

细胞长满瓶底
A&X

#用含
!&88@N

"

9

)W=F

的
&$!X

胰蛋白酶消化#重悬浮细胞#并以
EY!&

E 个的

细胞数接种于培养瓶中传代#

"

$

#:

更换培养液)传至第
"

代

备用)

=$>$>

!

平面海藻酸钠凝胶的制备'

#

(

!

用
&$!X?,.

配制
'X

海藻酸钠水溶液#搅拌均匀#高温*高压$

!"&Z

*

&$!E-[

P

&灭

菌#

%Z

备用%种入细胞前用
"

>-)-

稀释#终浓度为
#X

)吸

取
#X

海藻酸钠水溶液
C&&

%

9

滴入
!"

孔塑料培养板孔内#在

孔内形成约
!88

厚度的圆盘#再滴入
&$!X /4/N

"

"89

于圆

盘上#静置
%&826

)待凝胶形成后弃去
/4/N

"

#改用
"89

"

>

-)-

浸泡#放入
%Z

冰箱#每
"%

小时换液
!

次#

C"L

后用于

细胞培养)

=$>$?

!

诱导分化
!

将
"

或
#

代
,-./0

以
!Y!&

E 个"孔接种

于已制备的平面海藻酸钠凝胶上#采用内皮细胞诱导培养液

培养)

=$>$@

!

免疫荧光化学染色
!

细胞爬片
;1+

免疫荧光化学染

色#未诱导
,-./0

作为阴性对照)细胞在诱导到第
!"

天后做

细胞爬片#用
%X

多聚甲醛固定%

#XT

"

U

"

去离子水孵育
E

$

!&826

以清除内源性过氧化物酶活性%用蒸馏水冲洗#

&$!-

?,.

浸泡
E826

%滴加
!&

%

9

正常山羊血清封闭液#室温下孵育

!E826

倾去%滴加
!&

%

9

适当稀释的一抗$抗
;1+

抗体&#

#CZ

孵育
"

$

#L

#

?,.

冲洗
#

次#每次
#826

%加入罗丹明标记

山羊抗兔二抗#

#CZ

避光孵育
"

$

#L

#

?,.

冲洗同前%用甘油

封片%荧光显微镜下观察并摄像)

=$>$A

!

免疫组化染色
!

以
120345

大鼠舌组织石蜡包埋切片

的血管
;1+

免疫组化染色为阳性对照#未诱导
,-./0

作为阴

性对照)细胞在诱导到第
!"

天做细胞爬片后#用
%X

多聚甲

醛固定)标本与
120345

大鼠舌组织石蜡包埋血管切片及未诱

导的
,-./0

细胞爬片同时进行免疫组化染色!用
#XT

"

U

"

去

离子水孵育
E

$

!&826

以清除内源性过氧化物酶活性%蒸馏水

冲洗#

&$!-?,.

浸泡
E826

%滴加
!&

%

9

正常山羊血清封闭

液#室温下孵育
!E826

倾去%滴加
!&

%

9

适当稀释的一抗$抗

;1+

抗体&#

#CZ

孵育
"

$

#L

#

?,.

冲洗
#

次#每次
#826

%滴加

生物素化二抗工作液#室温下孵育
!E826

%

?,.

冲洗同前%滴加

辣根酶标记链霉卵白素工作液#室温下孵育
!E826

%

?,.

冲洗

后
WF,

显色剂显色%用自来水充分冲洗后脱水#透明#封片)

=$>$B

!

<=>?/<

检测
)=>!

表达
!

提取培养
!":

细胞的总

<RF

进行
<=>?/<

检测#

)=>!

基因引物序列为!

E\>F**

F*=*=*=/= F/=/=*//F//>#\

#

E\>/*F FF* *F*

*=/==*F=*/=*==*/>#\

#扩增产物为
#D#J

P

)

>

!

结
!!

果

>$=

!

免疫荧光化学染色和免疫组化染色检测结果
!

;1+

在

荧光显微镜观察下#细胞胞浆发出红色荧光$插页
&

图
!

&#且

为强阳性)用鼠舌组织作为
;1+

免疫组化染色的阳性对照#

其血管内皮胞浆染为棕黄色%爬片上诱导后的细胞可见部分细

胞胞浆染色阳性$插页
&

图
"

&)未诱导的
,-./0

两种检测结

果均为阴性)

>$>

!

)=>!

的表达
!

,-./0

被诱导培养
!":

后
)=>!

表达阳

性$图
#

&)

!!

!

!

-45]I5

%

"

!

)=>!

的表达%

#

!

*F?WT

的表达

图
#

!!

,-./0

分化为
()/

的相关基因表达结果

?

!

讨
!!

论

到目前为止#能够用于临床的组织工程产品数量非常有

限#仅局限于几种皮肤和软骨的组织工程产品)其中主要原因

之一就是组织工程的血管化问题难以解决)一般认为细胞在

血管周围
!E&

$

"&&

%

8

内才能通过弥散来维持存活'

E

(

)如果

不能建立内在的血液循环#组织工程化组织细胞将在短期内大

量死亡#进而导致构建组织工程化组织失败'

'

(

)要构建有一定

体积的三维组织工程化组织#就必须考虑早期血管化这一关键

问题)

目前构建组织工程化血管的途径有'

'

(

!$

!

&构建毛细血管

网)应用单层
()/

植入合成材料内壁#构建出明显的毛细血

管网)但这种
()/

属于已成熟细胞#其分裂增殖能力低下且

还存在去分化的倾向#致使管壁中段内皮细胞有时不完全#平

滑肌生长也不完整)$

"

&体内埋植构建轴向血管)将组织工程

化组织植入机体的皮下*肌内或骨膜下等区域#该区域必须包

含有一定管径的血管#达到可以用显微外科方法吻合)但此法

容易损伤预构区组织#带来各种并发症#此外二次转瓣和吻合

时对组织工程化组织新生血管是有创伤的#不利于组织再生)

以上途径均面临技术上急需解决的关键问题#血管化成功率较

低#因此找寻更为优良的种子细胞并于体外构建完善的血供体

系是当前研究的热点)

,-./0

作为种子细胞的作用备受重视#其具有其他细胞

所不可比拟的优越性!$

!

&从自身骨髓培养扩增的
,-./0

诱

导为
()/

不存在组织相容性问题%即使是同种异体#

,-./0

&A&"

重庆医学
"&!&

年
D

月第
#A

卷第
!'

期



也属于未分化的前体干细胞#具有免疫独特性#其细胞表型的

分化尚不成熟#移植的排斥反应较弱)$

"

&

,-./0

具有旺盛的

增殖分化潜能#多次传代后仍然保持相同形态和无接触抑制的

特点'

C

(

#并且在无诱导剂情况下#可保持
"E

代内无分化趋势)

郭新和李玉林'

D

(认为利用
,-./0

进行血管内皮构建#可促进

工程化器官的血管再生*机体缺血性疾病的治疗#同时也解决

了再生小口径血管$

$

E88

&易发生血栓的问题#具有广阔的

应用前景)加之骨髓作为
,-./0

的来源具有易获取*

,-./0

易分离*体外培养条件要求不高等特点#因此被认为是血管组

织工程种子细胞的理想来源'

A

(

)有学者提取
,-./0

经

()*+

*表皮生长因子和皮质醇激素诱导
#

周#同样诱导出具

有内皮特性的细胞#并发现有一些细胞因子分泌'
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(应用
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和碱性成纤维生长因子诱导
,-./0

后发

现#细胞形成血管腔样结构#周围有成铺路石样排列的内皮样

细胞)以上研究结果均提示
,-./0

可向
()/

分化)

但是在之前的研究中采用的平面培养系统#不利于立体血

管组织的形成%且在诱导后移植过程中又有诸多的不便)因此

需要寻找一种既能使细胞在其上生长形成立体组织#且便于后

续组织工程化血管移植的载体)海藻酸钠凝胶具有良好的生

物相容性#即无毒性*不致敏*不致癌和不致畸#植入后也无免

疫原性#同时具有良好的可塑性#能被方便加工成所需的形状#

以形成符合设计外形的新组织#因此得到了越来越多专家和学

者的重视和应用'
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(采用海藻酸钠凝胶作为微球

载体#在其上对人
,-./0

培养及定向分化进一步证实了海藻

酸钠凝胶载体对
,-./0

生长*增殖及诱导分化为成骨细胞和

脂肪细胞过程中的促进作用)本课题组前期研究表明#

,->

./0

在海藻酸钠凝胶上能很快适应微环境改变#迅速黏附*贴

壁进入增殖期#并且能促进
,-./0

诱导分化为成骨细胞'
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因此作者进一步尝试在海藻酸钠凝胶上诱导
,-./0

分化为

()/

#初步探讨在海藻酸钠凝胶上形成立体血管网的可行性)

目前鉴定
()/

的特征性标志#包括
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称
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和
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钙黏素*
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等#早期

还表达
/W#%

抗原'
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)本研究选择了
"

种因子$
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和
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&分别进行检测#对
;1+

的表达进行免疫组化染色和免疫荧

光化学染色#发现在海藻酸钠凝胶上诱导
!":

的细胞经免疫

组化染色为棕黄色#免疫荧光化学染色呈红色#证明诱导的细

胞中分泌
;1+

)

)=>!

属于内皮素家族#是由
"!

个氨基酸组

成的多肽#是已知的最有力的内源性血管收缩因子#它主要由

血管内皮产生并介导包括血管收缩*白细胞激活和细胞增生

$血管重构&等一系列反应#血管
()/

通过释放
)=

收缩血管

和促进
()/

增殖'

!E

(

)本研究结果显示#

)=>!

表达为阳性#也

进一步提示
,-./0

已经分化为
()/

)这一结果也显示了海

藻酸钠凝胶不影响
,-./0

向
()/

分化)

本研究结果初步证实了在平面海藻酸钠凝胶上
,-./0

能够定向诱导分化为
()/

#为进一步研究
,-./0

在三维立体

海藻酸钠凝胶上向
()/

分化进而形成便于移植的血管组织打

下坚实的实验基础)

综上所述#以
()*+

为诱导剂可以将
,-./0

在海藻酸钠

凝胶上成功地诱导为
()/

#为组织工程血管化提供获取方便*

可以大量扩增种子细胞#同时也为海藻酸钠凝胶成为组织工程

化血管形成过程中可选择的*较好的支架提供了实验依据)
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