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对现有成体间充质干细胞"
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$内皮分化诱导方法进行改进!以期找到更方便&更价廉并具有优良诱导效果

的诱导方法%方法
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培养基进行内皮诱导
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'对照组*以含
-#5b̀ R

低糖
!]U]

培养基培养
-":

!均于倒置相

差显微镜下观察细胞形态及排列方式变化!免疫组化检测
*

因子相关抗原表达!免疫荧光检测
!̀$-

表达!透射电子显微镜观察

细胞内超微结构%结果
!

培养
-":

后!诱导
-

&

.

组细胞均变为扁平状!呈+铺路石,样排列!

*

因子相关抗原及
!̀$-

均高度表达!

阳性率均大于
<#5

!透射电镜发现细胞内有
d?J

小体形成%而对照组细胞未发现此类改变%结论
!

联合使用低浓度
*Û b

及

Db̂ b

可使成体
]R̀>

获得内皮系细胞的特征!是一种方便&价廉&有效的诱导方法%

关键词"间质干细胞'内皮细胞'诱导分化'方法
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由干细胞介导的治疗性血管新生$
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%已经成为临床上治疗缺血性心脏疾病新的方法#很多种类

的胚胎干细胞及成体干细胞得到了广泛应用'其中成体间充

质干细胞$
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%引起众多学者的关

注#自
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年
]R̀>

被发现以来(

-

)

#多年研究表明其具有自我

复制#多系分化#高度增殖潜力#可分化为骨*软骨*脂肪*韧带

等多种间叶组织#进行相应组织修复(

.

)

'近来的研究进一步表

明在血管内皮生长因子$
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%等诱导因子存在的条件下#体外培养的
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也能被诱

导成为内皮谱系细胞(

$

)

'因此#

]R̀>

势必在治疗性血管新生

中扮演重要的角色'同时又因为
]R̀>

具有便于获得*易于体

外大量扩增*生物学性质保持稳定等特点#必将成为未来缺血

性心脏病细胞治疗和心血管组织工程的重要种子细胞之一'

将
]R̀>

成功诱导成为内皮细胞#是临床医学*细胞生物

学*组织工程学等相关领域研究的前提#而已有的诱导方法存

在费用高昂*实验条件要求高*诱导效果不尽如人意等问题#难

以满足科研及临床需要'所以#找到一种更低廉*更方便*更有

效的内皮诱导方法#是科研人员迫切需要解决的问题'
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骨髓
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的培养及其表面抗原检测
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本研究采用梯度

离心法加贴壁筛选法获取
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'取
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大鼠#用颈椎脱臼法
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用无血清低糖
!]U]

培养液冲出骨髓#离心后弃上清液#以

无菌
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液稀释'取离心管#分别加入等量
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培养瓶#放入
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*
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饱和湿度孵箱静置培养'
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后全量换液#以后
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换液
-

次'

至
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时#将融合生长约
%#5

的细胞以
#0.15

胰酶

,#0#.5U!@'

消化#按
-k$

比例传代'定期取生长状态细

胞进行倒置相差显微镜观察'待生长约
%#5

融合时可继续传

代'并按照文献(

"

)的方法#进行
]R̀>

的表面抗原检测'
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的内皮诱导分化
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将生长状态良好的
J$

代大鼠
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以
#0.15

胰酶
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消化后#按
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密度接种于
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培养瓶中#并分为诱导
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组*诱导
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组及对
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组换入含
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含
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的低糖
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培

养基进行内皮诱导分化&对照组换入含
-#5b̀ R

低糖
!]U]

培养基'

$

组均放入
$3T

*

15 Z̀

.

*饱和湿度孵箱静置培养#

.
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换液
-

次#并定期于倒置相差显微镜下观察细胞生长状况及

形态变化'
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诱导后细胞的内皮特性鉴定
!

$

组细胞培养
-":

后#均

于倒置相差显微镜下观察细胞形态及排列方式变化&免疫组化

检测
*

因子相关抗原表达情况&免疫荧光检测
!̀$-

表达情

况#并计算各自表达阳性率&采用透射电镜观察细胞内超微

结构'

?

!

结
!!

果
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大鼠
]R̀>

形态学变化
!

原代培养
]R̀>$:

后可见细

胞贴壁#

1:

后出现细胞集落#细胞大小均一#呈长梭形或多角

型&

-#:

后细胞基本达到
<#5

以上融合#紧密排列成栅栏状#

栅栏中心呈多层分布#细胞界限欠清'传代后细胞生长速度明

显加快#多于接种后
"

"

/:

即长满瓶底'同时细胞体积增大#

形态多表现为长梭形或多角形'细胞不再以集落方式生长#而

是均匀分布'
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!

各组细胞形态变化
!

诱导
-

*

.

组细胞于接种后
"E

均开

始贴壁生长#

."E

后大部分细胞贴壁*分散生长#呈现为类三

角形或不规则长梭形#此后胞体逐渐开始扩展并伸出伪足'诱

导
$

"

1:

后#贴壁细胞形成细胞团#梭形细胞从细胞团的边缘

出芽长出#细胞团中央为圆形细胞#形成+血岛,样结构$封
.

图

-

%'诱导
-":

后#两组细胞个体逐渐变大#细胞形态由长梭形

变为扁平多角形#并呈+铺路石,样排列$封
.

图
.

%#具有典型

内皮细胞形态'而对照组细胞一直为长梭形或多角形#并呈旋

涡状排列'
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各组细胞的内皮特性检测
!

诱导
-

*

.

组
*

因子相关抗原

免疫组化检测为阳性#其表达阳性率大于
<.5

$封
.

图
$

%&

!̀$-

免疫荧光检测为阳性#表达阳性率大于
<15

$封
.

图
"

%&

透射电镜发现细胞内有
dA;DA9?JC9C:A

小体$

d?J

小体%$封
.

图
1

%'提示诱导组细胞获得了内皮系细胞特性'而对照组细

胞形态仍以长棱形为主#

*

因子相关抗原及
!̀$-

检测为阴

性&透射电镜未发现
d?J

小体$结果未显示%'

@

!

讨
!!

论

本研究结果表明#联合使用不同浓度的
*Û b

及
Db̂ b

均能够在体外将来源于成年大鼠骨髓
]R̀>

诱导为内皮谱系

细胞'诱导后细胞大小均一#外型为扁平状#并呈+铺路石,样

排列&表达
!̀$-

*

*

因子相关抗原等内皮细胞特异抗原&透射

电子显微镜发现
d?J

小体'且低浓度
*Û b

及
Db̂ b

的诱导

效果与高浓度
*Û b

及
Db̂ b

相比#并未显示出明显差异'

近年来采用连续基因表达分析$

>AK;C9C6C9

I

>;>8H

4

A6AAP?

L

KA>>;86

#

R'̂ U

%及
O@?J̀ O

技术已经证明单细胞克隆来源的

]R̀>

能表达多种细胞系基因#其中包括内皮及表皮特异性分

子(

1?/

)

'这些结果强烈提示中胚层来源的
]R̀>

在体内外的分

化潜能不仅仅局限于中胚层细胞系#还能跨胚层分化为其他细

胞系'

R;9FC

等(

3

)将带有标记物的*体外分离培养的
]R̀>

注

射到慢性缺血动物模型体内#观察
$#:

后发现#缺血区域中毛

细血管密度增加#且在增加的血管管壁中发现带标记物细胞#

故认为植入的
]R̀>

分化为内皮细胞$

Ù >

%#介导了缺血区域

的血管新生'但这样的体内研究存在着植入细胞被血管壁局

部炎细胞吞噬的可能#并不能很好地证明
]R̀>

确实分化为

Ù >

'所以#越来越多的研究采用体外诱导方式'

]R̀>

内皮分化的机制和诱导条件目前尚未得到彻底阐

明'但大多数观点认为#其与
]R̀>

所处微环境密切相关'所

以在干细胞内皮分化的众多体外研究中#多种细胞因子被用来

刺激细胞的增殖与分化#其中常用的有
*Û b

*

Db̂ b

*

Ŝ b?-

等(

%?--

)

'

*Û b

具有强烈的内皮诱导分化作用#单用高浓度

$

1#6

4

"
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%

*Û b

诱导成人
]R̀>3:

后#即发现细胞表达

FMb

*

e!O

及
b(@?-

等内皮特异性抗原#但并不表达
!̀$-

&同

时细胞形态无明显变化#仍多为长梭形或多角形#但诱导后细

胞具有能在培养基中形成网状微血管结构的能力(

-.

)

'作者在

前期试验中采用
.16

4

"

7(*Û b

诱导
]R̀>

#约
-#:

后#发现

诱导后细胞能表达
FMb

#而细胞形态及排列方式未见明显改

变#与文献报道一致'但该研究过程中
*Û b

消耗量巨大#实

验花费高'这些缺点限制了单用
*Û b

诱导方法的广泛应

用'为节约实验成本#作者继续在前期实验中逐步减少
*Û b

浓度#发现在较低
*Û b

浓度条件下#只需适当延长诱导时

间#同样能够使诱导后细胞获得部分内皮特性#表达部分内皮

特异性标志物'

而
Db̂ b

对血管内皮细胞*成纤维细胞*骨细胞*软骨细

胞*肾上腺皮质和髓质细胞*神经元和神经胶质细胞等均具有

很强的促细胞分裂增殖活性#并具有明显的促有丝分裂作用#

也是形态发生和分化的诱导因子之一(

-$

)

'故本研究在诱导方

法上进行了改进并获得良好效果#尝试不同浓度
*Û b

$

-#

*

.#

&

4

"

(

%与
"

&

4

"

(Db̂ b

联合使用的诱导效果#结果发现经
-":

诱导后#两种浓度
*Û b

均成功将
]R̀>

诱导为内皮谱系#所

得细胞具有典型
Ù >

形态*排列方式及超微结构#并表达

!̀$-

及
*

因子相关抗原'经过具体实践#总结如下经验!$

-

%

诱导因子的选择#将
*Û b

及
Db̂ b

联合使用#

*Û b

及
Db?

b̂

均对内皮系具有强大的促增殖功能#且二者联合使用具有

协同效应(

-"

)

#其增殖效果大大加强'另外#分离纯化的骨髓

]R̀>

不可避免地受到淋巴细胞*巨噬细胞等污染#联合使用

*Û b

及
Db̂ b

能促进内皮系细胞的生长和优化#使内皮系相

#1#-
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对于其他细胞具有生长优势#从而进一步得到富集(

-1

)

'$

.

%诱

导因子浓度的选取#根据作者前期研究结果及相关文献报道#

将
*Û b

浓度调整到
-#

*

.#

&

4

"

(

#将
Db̂ b

浓度调整到

"

&

4

"

(

$均较文献报道低%#两种浓度均能获得满意的实验结

果'较低的
*Û b

浓度可以大量减少贵重诱导因子的用量#

从而节约研究成本'$

$

%诱导时间的确定#

-":

左右'一般来

说#在诱导的第
-#

天开始#个别细胞形态即开始改变#细胞数

量不断增加#彼此接触形成小片细胞集落'到
-":

时#诱导细

胞获得很好的形态均一性'此后细胞形态变化不再明显'同

时内皮特异性标志物检测也说明
-":

时#诱导细胞已经获得

内皮特性#继续诱导已无意义'本研究发现两种浓度诱导所得

细胞形态均一#

*

因子相关抗原及
!̀$-

阳性#其表达阳性率

均大于
<#5

#说明通过联合使用较低浓度的
*Û b

及
Db̂ b

进行诱导#能获得纯度较高的内皮样细胞#具有较高的诱导

效率'

在
]R̀>

定向内皮分化过程的
$

"

1:

中#诱导组细胞形

成细胞团#梭形细胞从细胞团的边缘出芽长出#而细胞团中央

为圆形细胞#构成了类似胚胎血管生成过程中+血岛样,结

构(

-/

)

#而在对照组培养体系中未观察到该结构'这一发现提

示在
*Û b

及
Db̂ b

存在的环境中#

]R̀>

启动了向
Ù >

分化

的过程#获得了内皮系细胞的某些生物学特性'另外#为最大

限度避免培养体系中杂细胞所造成的检测误差#本研究在诱导

-":

后同时检测两种内皮特异性标志物...

*

因子相关抗原

及
!̀$-

#发现诱导组细胞均高度表达上述两种特异性标志物'

而多个标记物的同时出现也是干细胞内皮分化中一个必然过

程(

-3

)

#这也从另一角度证实了
]R̀>

的内皮分化过程'本研

究通过形态学*细胞免疫荧光*细胞免疫组化及透射电子显微

镜等方法#证实经过诱导的细胞具有明显
Ù >

特征'
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