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缺氧条件下大鼠脑微血管内皮细胞对共培养的人间充质干细胞分化的影响

刘恺鸣，迟路湘，鲁向辉* * （第三军医大学西南医院心血管内科，重庆市介入心脏病学研究所，重庆 %"""+’）

* * 摘* 要：目的* 探讨缺氧条件下大鼠脑微血管内皮细胞（,-./0 1/2-34.5267.- 8093:;87/.7 28775，<=>?5）对人间充质干
细胞（185802;@1.7 5:81 28775，=A?5）分化的影响。方法* 分离、培养并鉴定人骨髓 =A?5和大鼠 <=>?5，在正常和缺氧两
种条件下，分别以间接和直接共培养两种方式对 =A?5进行诱导分化，用流式细胞术和免疫荧光细胞化学法观察和分析诱
导后 =A?5的胎肝激酶#!（ B8:.7 7/48- C/0.58#!，D7C#!）和血管性血友病因子（430 E/778,-.09 B.2:3-，4ED）的表达。结果* 正
常间接共培养未能诱导=A?5表达 4ED和 D7C#! 蛋白，缺氧间接共培养和正常条件下的直接共培养均能诱导=A?5开始表
达 D7C#! 蛋白，而 4ED染色仍为阴性，缺氧条件下直接共培养表达 D7C#! 蛋白的 =A?5比正常条件增多，而且部分 D7C#! 阳
性细胞开始同时表达 4ED蛋白。结论* <=>?5能够通过细胞直接接触诱导共培养的 =A?5开始向内皮分化，缺氧条件下
的直接共培养 <=>?5能诱导更多的 =A?5更彻底地向内皮分化。
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* * 间充质干细胞（185802;@1.7 5:81 28775，=A?5）以
其强大的自我更新能力和分化潜能成为神经系统疾病
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细胞替代治疗研究的热点。缺血性脑血管疾病中，脑

微血管内皮细胞（,-./0 1/2-34.5267.- 8093:;87/.7 28775，
<=>?5）的损伤是导致血脑屏障开放、脑水肿发生，从
而加重神经元细胞损伤的重要因素。同时缺血半暗区

血管的修复与新生也是挽救缺血受损神经元的关键。

目前在干细胞治疗缺血性脑血管病的研究方面，多数

研究聚焦于干细胞修复受损的神经组织，然而利用干
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细胞向内皮细胞分化的特性［$］，以修复脑缺血部位受

损的血脑屏障和血管内皮细胞，在治疗缺血性脑血管

疾病中同样具有十分重要的意义。本实验以缺氧条件

下培养 %&’()模拟缺血性脑血管疾病中 %&’()所处
的病理生理环境，观察 %&’() 对共培养的 &*() 分化
的影响，为 &*() 应用于缺血性脑血管疾病的血脑屏
障和血管内皮修复治疗提供基础实验依据。

!" 材料与方法

$# $" 主要材料和试剂
" " 碱性成纤维细胞生长因子（+,)-. /-+01+2,)3 401536 /,.310，
+787）、胶原酶 9分散酶、纤连蛋白（:1.6;，德国），<=>=?二乙酰
基?@?苯基吲哚（<=>=?A-,B-C-D1?@?E6;DF2-DC12;，AGHI）、!型胶
原（*-4B,，美国），7IJ(标记的小鼠抗人 (AK< 多克隆抗体、H’
标记的小鼠抗人 (A$LM 多克隆抗体、H’ 9 (FM 标记的小鼠抗人
(A<< 多克隆抗体、同型对照（晶美），兔抗人 9大鼠血管性血友
病因子（N1D O-22;+0,DC /,.310，NO7）多克隆抗体、小鼠抗人胎
肝激酶?$（ /;3,2 2-N;0 P-D,);?$，72P?$）单克隆抗体（(6;B-.1D，美
国），H’标记驴抗小鼠 I48，7IJ(标记驴抗兔 I48（三鹰生物），
&-22-.;22 (Q23Q0; H2,3; ID);03)（&-22-E10;，美国），7G(*G0-,流式细
胞仪（%;.31D A-.P-D)1D，美国），A&I >LLL 激光共聚焦显微镜
（R;-.,，德国）。

$# @" 方法
$# @# $" 人 &*()的分离纯化及培养［$］" " 无菌条件下采集排
除重大疾病的 <L 岁以下成人志愿者骨髓，用密度梯度离心法
（$# L!K 4 9 B2）分离 &*()，然后用含 $LS胎牛血清的 A&’&
（A&’&?$L）培养基接种于塑料培养瓶，置 K!T、MS (U@、VMS
空气培养箱内培养。以 K W M 代细胞用于实验。缺氧实验在
K!T、VKSX@、MS(U@、@SU@的缺氧培养箱内进行。

$# @# @" 大鼠脑微血管段的分离与 %&’() 原代培养 " " 大鼠
脑微血管段的分离与 %&’()原代培养方法见文献［@］，使用 K
W M 代 %&’()用于实验。细胞缺氧实验在 K! T、VKS X@、MS
(U@、@SU@的缺氧培养箱内进行。

$# @# K" 共培养诱导 &*() 分化 " " 间接共培养使用 &-22-.;22
(Q23Q0; H2,3; ID);03)（孔径 L# < "B）：%&’()以 M Y $LK 9孔接种
于上层的孔径 L# < "B 的 &-22-.;22 (Q23Q0; H2,3; ID);03) 内，将
&*()以 M Y $LK 9孔接种于下层的 @< 孔板内。直接共培养［K］：
将两种细胞以 M LLLZ M LLL 密度混合后以 A&’&?$L 接种于培
养瓶或盖玻片上。

" " 样本分别在正常和缺氧条件下培养 M C时用于流式细胞仪
和激光共聚焦显微镜检测。

$# @# < " 流式细胞术 " " 鉴定 &*() 的 (AK<、72P?$、(A$LM 和
(A<< 蛋白表达率。分析间接和直接共培养组&*()的 72P?$ 蛋
白表达率。为确定小鼠抗人 72P?$ 单克隆抗体是否与共培养细
胞中的大鼠 %&’()交叉，用小鼠抗人 72P?$ 单克隆抗体对大鼠
%&’()上的 72P?$ 抗原进行单独对照检测。
$# @# M" 免疫荧光细胞化学法" " 鉴定 %&’() 的 NO7 蛋白表

达。鉴定分析间接和直接共培养组中 &*()的 72P?$ 和 NO7蛋
白表达：滴加一抗（兔抗人 9大鼠 NO7 多克隆抗体 $Z $LL，小鼠
抗人 72P?$ 单克隆抗体 $Z ML）< T孵育过夜，滴加荧光标记二
抗（H’标记驴抗小鼠 I48 ，7IJ( 标记驴抗兔 I48）K! T孵育
KL B-D，然后以 AGHI（M B4 9 R）衬染细胞核，清洗后在激光共聚
焦显微镜下观察 72P?$ 和 NO7 蛋白表达。为确定小鼠抗人
72P?$单克隆抗体的是否与直接共培养的大鼠 %&’()有无交叉
反应，用小鼠抗人 72P?$ 单克隆抗体对大鼠 %&’()进行单独对
照检测。

$# K" 统计学分析
" " 结果以 !! [ "表示，以 *H** $@# L 软件行统计学处理，对各
组数据进行方差齐性检验，两组间比较采用独立样本 #检验。

#" 结果

@# $" &*()的形态和分子表型特征
" " &*()呈较均一的长梭形生长（图 $）。流式细胞仪检测结
果表明 (AK<、72P?$ 表达率分别为（$# M$ [ L# $>）S、（@# $L [
L\ $@）S，与阴性对照无显著差异（$ ] K，% ^ L\ LM）；(A$LM 表达
率为（_V# @$ [ @# V!）S，(A<< 表达率为与阴性对照有显著差异
（$ ] K，% ‘ L# L$），故可确定培养的细胞为骨髓骨髓间充质细
胞。经免疫荧光细胞化学法鉴定，&*() 的 72P?$ 和 NO7 蛋白
均为阴性表达。

图 !" $%&’的形态观察"（R& Y@LL）

@# @" 共培养对 &*()分化的影响
" " 结果显示，新分离的 &*() 不表达 72P?$ 和 NO7。常氧条
件下间接共培养 &*()的 72P?$ 和 NO7蛋白均为阴性表达。缺
氧条件下间接共培养的（!# M_ [ L# M_）S（ $ ] >，% ] L# LK<）
&*()开始表达 72P?$ 蛋白（图 @G），激光共聚焦显微镜也显示
少量细胞开始出现红色荧光，但未见绿色荧光的 NO7 蛋白表
达。正常和缺氧条件下直接共培养 M C 时，开始表达 72P?$ 蛋
白的 &*()分别占共培养混合细胞数的（$K# !> [ $# >!）S（$ ]
>，% ‘ L# L$）（图 @%）和（@K# >< [ @# ML）S（ $ ] >，% ‘ L# L$）
（图 @(），二者相比有显著性差异（$ ] >，% ‘ L# L$）；激光共聚焦
也显示部分&*()开始表达 72P?$（图 K），而在常氧共培养细胞
中未发现 72P?$ 阳性的细胞同时表达 NO7，值得关注的是，缺氧
直接共培养的混合细胞中，部分 72P?$ 阳性细胞开始同时表达
NO7的绿色荧光（图 <）。
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!：缺氧间接共培养，"：常氧直接共培养，#：缺氧直接共培养
图 !" #$%&的 ’()*+ 表达

!! !" !#
$%& !’ $%& !’ $%& !’

!：$%&阳性的 "’(#)（&*+#标记）；"：部分 ’,#)开始表达 &-./0（1(标记）；#：!和 "的叠加图
图 ," 同一视野常氧下 -#.%&与#$%&直接共培养的免疫荧光细胞化学染色

!! !" !#
$%& !’ $%& !’ $%& !’

!：$%&阳性的细胞（&*+#标记）；"：部分 ’,#)开始表达 &-./0（1(标记）；#：!和 "的叠加图；"：’,#)来源的、仅表达 &-./0
不表达 $%&的细胞；#：’,#)来源的、同时表达 &-./0 和 $%&的细胞

图 /" 同一视野缺氧下 -#.%&与#$%&直接共培养的免疫荧光细胞化学染色

," 讨论

2 2 "’(#)不仅在基因和蛋白质组水平上与其他内
皮细胞有显著差异［3］，而且具有其独有的生理特点。

目前，在干细胞与脑缺血部位受损的血脑屏障和微血

管内皮细胞相互影响的研究尚未深入，为此我们在缺

氧条件下将 ’,#) 与 "’(#) 共培养，观察 "’(#) 对
干细胞分化的影响。

2 2 为将分化的 ’,#) 与直接共培养的 "’(#) 区分
开，我们选择将大鼠 "’(#) 与人 ’,#) 两种不同种属

的细胞实施共培养，一方面是由于 ’,#) 缺乏组织相
容性复合物!类抗原，免疫原性弱［4］；另一方面，经对
照实验证实，小鼠抗人 &-./0 单克隆抗体仅能与人种
属的 &-./0 抗原结合，而不能与大鼠来源的 &-./0 蛋白
结合，因此共培养组中的 1( 荧光阳性细胞均来自分
化了的 ’,#)，兔抗人 5大鼠 $%&多克隆抗体却同时可
与共培养细胞中的人和大鼠种属的 $%&蛋白结合，故
&*+#荧光不仅显示了大鼠 "’(#)，也同时显示出分化
更彻底的、开始表达 $%&蛋白的人骨髓细胞。
2 2 干细胞向内皮分化过程中，按时间顺序其分化标

607 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 第 2 三 2 军 2 医 2 大 2 学 2 学 2 报 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 第 89卷



第 ! 期" 刘恺鸣，等#缺氧条件下大鼠脑微血管内皮细胞对共培养的人间充质干细胞分化的影响"

志依次是 $%&’(，)*+’,，-.’/012+3*4，)*+’(，5678 和
9:$［;］，表达 $%&’( 蛋白说明 <=5> 已开始向内皮分
化，而 $%&’( 阳性细胞同时开始表达 9:$ 说明这些细
胞的分化更为成熟和彻底。<=5> 能在局部微环境中
重新编程，分化成与其周围细胞生物学特性相似的细

胞［!］。干细胞的分化包括失稳态以及定向分化两个

过程，但具体机制推测与细胞直接接触［7］、细胞因子

调控［(］、细胞融合［!］等因素有关。正常条件下的间接

共培养仅通过旁分泌细胞因子影响 <=5> 的分化，本
实验结果表明单纯通过 ?<.5> 旁分泌细胞因子未能
诱导 <=5>向内皮分化；但是缺氧等应激条件下细胞
能分泌更多的促血管生成作用细胞因子例如 -.@$、
A$@$等［B，C］，而它们正是诱导干细胞向内皮分化过程
中起关键作用的细胞因子，这极有可能是本实验中缺

氧条件下的间接共培养 ?<.5> 诱导少量 <=5> 表达
$%&’( 的原因，这一结果也与其他学者的缺氧条件
<=5>发生迁移分化并形成毛细血管管腔样结构的结
论一致［(D］。在直接共培养组中，?<.5> 通过细胞直
接接触能诱导部分 <=5>表达 $%&’(；而缺氧损伤条件
下，细胞直接接触和缺氧诱导的细胞因子两种因素共

同作用，促使了更多共培养的 <=5> 表达 $%&’(，而且
更彻底地分化表达出较为成熟的内皮细胞标志 9:$。
另外，实验中并未发现呈融合状态的多核细胞，同时鉴

于本实验所用两种细胞来源于不同种属，故由于细胞

融合所致的干细胞向内皮分化可能性很小［((］。

" " 总之，?<.5>仅通过旁分泌细胞因子不足以诱导
<=5>分化，?<.5> 能够通过细胞直接接触诱导共培
养的 <=5>向内皮分化，缺氧在诱导 <=5>向内皮分化
的过程中起重要作用，缺氧条件下，直接共培养

?<.5>能诱导更多的 <=5>更彻底地向内皮分化。本
研究为 <=5>应用于修复缺血性脑血管病中受损的血
脑屏障和血管内皮提供了基础实验依据，但仍有待于

动物实验和临床研究的进一步深入。
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