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间充质干细胞与血管内皮细胞间经隧道纳米管线粒体交流对成血管的影响

何云影１，张　华２，季　平１　　４０００１６重庆，重庆医科大学：口腔医学院，口腔疾病与生物医学重庆市重点实验室，
重庆市高校市级口腔生物医学工程重点实验室１，附属第一医院妇产科２

　　［摘要］　目的　探讨间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣ）／脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎ
ｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣ）共培养细胞球内的隧道纳米管（ｔｕｎｎｅｌｉｎｇｎａｎｏｔｕｂｅｓ，ＴＮＴｓ）对内
皮细胞成血管的影响。方法　采用小管形成实验比较 ＭＳＣ／ＨＵＶＥＣ成球共培养组、贴壁共培养组、
ＨＵＶＥＣ三维培养组和ＭＳＣ三维培养组的血管生成能力，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫荧光染色检测βｃａｔｅｎｉｎ蛋
白表达量。以微丝解聚试剂（ＣｙｔｏＤ）处理 ＭＳＣ／ＨＵＶＥＣ共培养细胞球，再次检测 ＣｙｔｏＤ处理组和未处
理组的上述指标，并采用荧光标记和场发射扫描电镜验证ＴＮＴｓ结构，采用腺病毒感染的方法观察线粒
体交流，采用线粒体膜电位检测评估线粒体状态。结果　与 ＭＳＣ／ＨＵＶＥＣ成球共培养组比较，贴壁共
培养组、ＨＵＶＥＣ三维培养组和ＭＳＣ三维培养组的管腔连接交叉点数和小孔数均显著下降（Ｐ＜０．０５）。
βｃａｔｅｎｉｎ蛋白免疫荧光染色提示，ＭＳＣ／ＨＵＶＥＣ成球共培养组荧光强度强于贴壁共培养组；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测结果显示ＭＳＣ／ＨＵＶＥＣ成球共培养组细胞内βｃａｔｅｎｉｎ表达显著高于贴壁共培养组（Ｐ＜０．０５）。鬼
笔环肽染色结果显示，共培养球内ＭＳＣ和ＨＵＶＥＣ间存在ＴＮＴｓ（Ｆａｃｔｉｎ）。当成球共培养时，ＭＳＣ胞内
观察到来源于ＨＵＶＥＣ的线粒体；ＨＵＶＥＣ胞内也观察到来源于 ＭＳＣ的线粒体；而上述线粒体交流在
ＣｙｔｏＤ处理组中均减弱；与未处理组比较，ＣｙｔｏＤ处理组细胞球的线粒体膜电位显著降低（Ｐ＜０．０５），
ＨＵＶＥＣ的增殖速度减慢、迁移范围缩小，细胞球的管腔连接交叉点数和小孔数显著下降（Ｐ＜０．０５）。
ＣｙｔｏＤ处理组细胞βｃａｔｅｎｉｎ蛋白免疫荧光强度弱于未处理组，βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达显著低于未处理组
（Ｐ＜０．０５）。结论　共培养细胞球内，ＭＳＣ和ＨＵＶＥＣ间存在ＴＮＴｓ及其介导的双向线粒体交流，并可能
通过βｃａｔｅｎｉｎ相关通路影响细胞球成血管能力。
　　［关键词］　细胞球；隧道纳米管；线粒体；血管形成；βｃａｔｅｎｉｎ
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ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８２０７１１１５）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＪＩＰｉｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｊｉｐｉｎｇ＠ｈｏｓｐｉｔａｌ．

ｃｑｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣ）位
于骨髓腔内血管周围，通过与局部血管内皮细胞相互

作用从而促进血管化发生［１］。而在组织修复研究中，

新生组织的成功血管化尤为重要，可保证局部氧气和

营养物质的充足供应，提高修复效果［２］。同时，这种

组织修复过程中 ＭＳＣ与内皮细胞间的合作与交互作
用在更大程度上反映了细胞在生物体内的原生情况。

ＭＳＣ和内皮细胞之间的交互作用可通过多种途径实
现，大致分为两类：①间接的细胞间交流方式，即通过
分泌可扩散的细胞因子、趋化因子、外泌体等实现细胞

间交流［３］，研究者们已关注此类交流方式多年；②细
胞间通过直接接触的方式交换彼此信息，对于细胞功

能也至关重要［４］。

　　研究显示，细胞间直接交流可通过间隙连接（ｇａｐ
ｊｕｎｃｔｉｏｎ）［５］ 和 隧 道 纳 米 管 （ｔｕｎｎｅｌｉｎｇｎａｎｏｔｕｂｅｓ，
ＴＮＴｓ）［６］等多种途径实现，其中探索基于ＴＮＴｓ的细胞

间直接交流是一个相对新兴的研究领域。研究证实，

多种哺乳动物细胞具备形成 ＴＮＴｓ的能力［７］，其中包

括ＭＳＣ和内皮细胞。ＴＮＴｓ主要由肌动蛋白（Ｆａｃｔｉｎ）
和脂质膜组成，在不同细胞之间构建起一座由细胞膜

和细胞质延续而来的沟通“桥梁”［８］。然而，以往

ＴＮＴｓ多在二维贴壁培养中被验证，但是该模型并不能
良好还原细胞在生物体内的生理状态，因此会出现体

内实验难以还原体外实验结果的现象。与之相比，细

胞球三维培养模型能提供更具生理代表性的细胞微环

境［９］，但ＴＮＴｓ在细胞球三维培养模型中的存在需要
进一步的验证，尤其是在三维环境下的不同细胞间。

　　线粒体是细胞的动力工厂，同时在细胞间对话中
也起着重要作用。在组织再生理论中，线粒体正在成

为研究焦点。线粒体并不是作为孤立和静止的细胞器

发挥其作用，它可以沿着细胞骨架运动，与其他细胞器

互动从而调节细胞功能［１０］。除此之外，线粒体可以通

１１３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（４）



过ＴＮＴｓ在细胞之间进行转移，从而增强细胞的生物
功能［１１－１３］。同时，βｃａｔｅｎｉｎ相关通路的激活也可改善
内皮细胞的活性和增殖效率［１４］。众所周知，内皮细胞

的活性和增殖效率在血管生成中起至关重要的作

用［１５－１６］。因此，线粒体可能作为“通讯员”经 ＴＮＴｓ介
导细胞间交流从而调控ＭＳＣ和内皮细胞功能。
　　本研究首先证明三维共培养细胞球模型中 ＭＳＣ
和脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣ）间存在ＴＮＴｓ；再验证 ＴＮＴｓ介导的细胞
间线粒体交流的发生；从而评价该过程对细胞球血管

形成功能的影响，并初步探索潜在的作用机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物与试剂
　　４周龄雌性ＳＤ大鼠５只。ＲＰＭＩ１６４０完全培养基
和胰蛋白酶购自 Ｓｉｇｍａ公司，胎牛血清（ＦＢＳ）购自
ＡｕｓＧｅｎｅＸ公司，琼脂糖购自索莱宝公司，微丝解聚试
剂ＣｙｔｏＤ购自 ＭＣＥ公司，鬼笔环肽染色液、ＴｒｉｔｏｎＸ
１００、线粒体膜电位检测试剂盒、细胞膜绿色荧光染色
试剂盒（ＤｉＯ）、细胞膜红色荧光染色试剂盒（Ｄｉｌ）购自
碧云天公司，小鼠抗ＣＤ３１一抗购自美国ＳａｎｔａＣｌｕｚ公
司，驴抗兔荧光二抗、驴抗小鼠荧光二抗购自中杉金桥

公司，细胞膜染色试剂盒（ＰＫＨ２６）购自赛默飞公司，
ｍＧＦＰ重组腺病毒、ｍＲＦＰ重组腺病毒、ｐＨＢｍＴｕｒＭｉｔｏ
重组腺病毒购自汉恒公司，兔抗βｃａｔｅｎｉｎ一抗购自美
国 ＣＳＴ公司，鼠抗 ＧＡＰＤＨ一抗购自义翘神州，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ抗小鼠二抗和抗兔二抗购自中杉金桥公
司，Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶购自ＢＤ公司。本研究经重庆医科
大学附属口腔医院伦理委员会批准［２０２０年伦审
（０６３）号］。
１．２　细胞
　　使用含有 １０％ ＦＢＳ的 ＲＰＭＩ１６４０完全培养基分
离、纯化、培养和传代大鼠骨髓间充质干细胞（ＭＳＣ）。
脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）购自中国科学院细胞库（中
国上海）。

１．３　分组情况
　　ＭＳＣ三维培养组和 ＨＵＶＥＣ三维培养组：９６孔细
胞培养板中每孔加入１００μＬ１．５％（质量体积分数）的
琼脂糖溶液，待其凝固。分别将ＭＳＣ和ＨＵＶＥＣ消化、
重悬、计数，制备为０．７５×１０４／ｍＬ的 ＭＳＣ细胞悬液和
０．２５×１０４／ｍＬ的ＨＵＶＥＣ细胞悬液，然后分别将１００μＬ
细胞悬液接种到琼脂糖细胞培养板中，培养４８ｈ。
　　ＭＳＣ／ＨＵＶＥＣ成球共培养组（未处理组）：制备１×

１０４／ｍＬ的混合细胞悬液（ＭＳＣ和ＨＵＶＥＣ的细胞数量
比为３∶１）。将１００μＬ混合细胞悬液接种到琼脂糖细
胞培养板中，相同条件下培养４８ｈ。
　　ＣｙｔｏＤ处理组：ＭＳＣ／ＨＵＶＥＣ混合细胞悬液中加入
微丝解聚试剂 ＣｙｔｏＤ（工作浓度为 ５００ｎｍｏｌ／Ｌ），然后
接种到琼脂糖细胞培养板中培养４８ｈ。
１．４　共培养细胞球三维重建
　　使用４％多聚甲醛溶液固定细胞球样品１ｈ后，浸
润在ＰＩ染色工作液中，避光染色３０ｍｉｎ，使用 ＰＢＳ溶
液清洗３次，再使用 ＤＡＰＩ溶液（以１∶１０００体积比稀
释）避光染色细胞核 １５ｍｉｎ。使用 ＰＢＳ清洗 ３次后，
使用激光共聚焦显微镜（ＬＳＣＭ，Ｌｅｉｃａ，美国）对共培养
细胞球进行三维重建。

１．５　细胞膜染色后共培养
　　共培养前，使用细胞膜绿色荧光染色试剂盒
（ＤｉＯ）对ＭＳＣ进行染色，使用细胞膜红色荧光染色试
剂盒（ＤｉＩ）对ＨＵＶＥＣ进行染色，多次清洗去掉多余染
料。按前述方法将染色后的细胞制备成 ＭＳＣ／ＨＵＶＥＣ
共培养细胞球，于ＬＳＣＭ下进行观察。同时，将１００μＬ
相同混合细胞悬液接种到普通９６孔细胞培养板中培
养４８ｈ，使用倒置荧光显微镜进行荧光观察。
１．６　ＴＮＴｓ的直接观察
　　固定后的共培养细胞球使用鬼笔环肽染色试剂盒
进行Ｆａｃｔｉｎ染色。只有满足以下条件的细胞间连接
结构才能判定为 ＴＮＴｓ：①主要组成成分为 Ｆａｃｔｉｎ；
②延长轴直径变化较小；③可允许细胞质成分（如线
粒体、钙离子、蛋白质等）在细胞间转移［１７］。

　　将共培养细胞球收集于１．５ｍＬＥＰ管中，离心后将
细胞球样品送至电镜室进行后续处理。使用场发射扫

描电镜（ＳＵ８０１０ＦＥＳＥＭ，Ｈｉｔａｃｈｉ，日本）进行图像采集。
１．７　ＴＮＴｓ的定位
　　固定后的共培养细胞球样品在０．２％ＴｒｉｔｏｎＸ１００
中过夜处理。清洗后室温下封闭细胞２ｈ。样品用抗
ＣＤ３１一抗（以１∶３００体积比用 ０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００溶
液稀释）在 ４℃下孵育过夜；随后用相应二抗（以
１∶３００体积比稀释在ＰＢＳ溶液中）孵育样品２ｈ。最后
进行鬼笔环肽染色，再使用 ＤＡＰＩ溶液（以１∶１０００体
积比稀释）染色１５ｍｉｎ。
　　此外，在进行细胞球制备前，使用 ＰＫＨ２６细胞膜
染色试剂盒对ＭＳＣ进行标记。同时，使用ｍＧＦＰ腺病
毒感染ＨＵＶＥＣ。随后按前述方法制备共培养细胞球
进行鬼笔环肽染色，最后使用ＬＳＣＭ进行观察。
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１．８　线粒体的双向转移
　　共培养前，使用 ｐＨＢｍＴｕｒＭｉｔｏ腺病毒感染 ＭＳＣ，
标记其胞内的线粒体；使用 ｍＧＦＰ腺病毒感染标记
ＨＵＶＥＣ。随后制备成共培养细胞球，观察线粒体的移
动轨迹。

　　接着观察线粒体在细胞间能否反向运动。分别使
用ｐＨＢｍＴｕｒＭｉｔｏ腺病毒感染 ＨＵＶＥＣ标记其胞内的
线粒体，使用ｍＧＦＰ腺病毒感染标记 ＭＳＣ。共培养细
胞球制备方法同前，于ＬＳＣＭ下观察。
１．９　线粒体膜电位的检测
　　根据说明书，使用线粒体膜电位检测试剂盒对未
处理细胞球组和ＣｙｔｏＤ处理细胞球组进行 ＪＣ１染色，
然后使用分光光度计进行光密度值（ＯＤ）检测。线粒
体膜电位（相对ＯＤ值）＝ＪＣ１单体光密度值（激发波
长４８８ｎｍ）／ＪＣ１聚合物光密度值（激发波长５６１ｎｍ），当
线粒体膜电位降低时，该比值增加。

１．１０　小管形成实验
　　收集三维培养的细胞，加入适量胰蛋白酶消化，随
后接种到 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶涂层细胞培养板中（ＭＳＣ／
ＨＵＶＥＣ成球共培养组和 ＣｙｔｏＤ处理组每孔 ２×１０４个
细胞，ＭＳＣ三维培养组每孔１．５×１０４个细胞，ＨＵＶＥＣ
三维培养组每孔 ０．５×１０４个细胞），在 ３７℃、５％ＣＯ２
条件下继续培养。

　　制备密度和细胞比例同前的混合细胞悬液，将
１００μＬ混合细胞悬液接种到普通９６孔细胞培养板中
培养４８ｈ，随后消化、重悬、计数，接种到 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质
胶涂层细胞培养板中（每孔２×１０４个细胞），相同条件
下培养。

　　同时，将未经胰蛋白酶处理的共培养细胞球（未
处理组、ＣｙｔｏＤ处理组）直接转移到 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶涂
层细胞培养板中（每孔２个细胞球状体），在相同条件
下继续培养。倒置显微镜下对小管形成进行观察，使

用ＩｍａｇｅＪ软件对图片结果进行分析。
１．１１　βｃａｔｅｎｉｎ蛋白免疫荧光染色
　　将各组细胞样品进行固定，如前所述使用 ０．２％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００溶液处理后进行血清封闭。然后将各组
样品与一抗（抗体稀释体积比为１∶２００）在４℃下孵育
过夜。清洗后将细胞球样品与对应二抗（抗体稀释体

积比为１∶３００）在室温下孵育２ｈ，然后用ＤＡＰＩ溶液染
色１５ｍｉｎ进行观察。
１．１２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　制备同前的混合细胞悬液，将２ｍＬ混合细胞悬液

接种到普通６孔细胞培养板中贴壁培养４８ｈ。各组细
胞球样品和贴壁培养细胞样品清洗后加入适量 ＲＩＰＡ
裂解液，随后转移至１．５ｍＬＥＰ管中，以４００×ｇ，离心
１５ｍｉｎ，收集上清液。加入适量上样缓冲液，金属浴
１００℃，加热１０ｍｉｎ。使用试剂盒配胶完成后按各组
上样量２０μＬ上样，进行 ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电泳，使用
５％脱脂奶粉封闭２ｈ。然后敷一抗（抗体稀释体积比
为１∶１０００）４℃过夜，第２天使用ＴＢＳＴ洗膜３次，每次
１０ｍｉｎ，敷二抗（抗体稀释体积比为１∶６０００）室温２ｈ，
再使用ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，最后采集图像。
１．１３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１９．０统计学软件进行分析。计量资料
以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用ｔ检验。Ｐ＜０．０５表示差异
有统计学意义。使用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５软件绘制统计
图表。

２　结果

２．１　细胞球共培养体系的建立
　　与共培养组比较，单独使用 ＭＳＣ或 ＨＵＶＥＣ成球
培养，细胞无法聚集成球（图 １Ａ）。三维重建结果显
示ＭＳＣ／ＨＵＶＥＣ共培养细胞球的立体结构（图 １Ｂ）。
细胞膜染色共培养结果显示，二维贴壁培养时，细胞各

自增殖成团；在成球共培养组中可以观察到不同细胞

间的膜性连接，彼此交流（图１Ｃ）。
２．２　细胞球共培养体系细胞功能验证
　　图 ２Ａ所示，贴壁共培养组、成球共培养组、
ＨＵＶＥＣ三维培养组和ＭＳＣ三维培养组在成管效果上
有差异。对４８ｈ小管成形实验数据分析显示，与成球
共培养组比较，贴壁共培养组、ＨＵＶＥＣ三维培养组和
ＭＳＣ三维培养组在管腔连接交叉点数（成球共培养
组：８３．００±４．１６，贴壁共培养组：３０．３３±４．７０，ＨＵＶＥＣ
三维培养组：４２．６７±８．４１，ＭＳＣ三维培养组：１５．００±
３．２２；ｎ＝３）和小孔数（成球共培养组：１９．６７±１．２０，贴
壁共培养组：５．００±１．５３，ＨＵＶＥＣ三维培养组：６．６７±
１．３３，ＭＳＣ三维培养组：１．３３±０．８８；ｎ＝３）上均显著减
少（Ｐ＜０．０５）。
　　免疫荧光结果显示，与贴壁共培养组比较，成球共
培养组的荧光强度增强（图２Ｂ）。考虑到三维条件下
细胞重叠对荧光强度的影响，使用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细
胞内βｃａｔｅｎｉｎ的蛋白表达量（图２Ｃ），结果显示，成球
共培养组的蛋白表达量（１．４３２±０．０８８，ｎ＝３）较贴壁
共培养组（１．１４３±０．０６４，ｎ＝３）显著增加（Ｐ＜０．０５）。
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Ａ：小管形成实验；Ｂ：βｃａｔｅｎｉｎ免疫荧光染色；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达

图２　细胞球共培养体系功能验证
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２．３　细胞球内ＴＮＴｓ的验证
　　由于ＴＮＴｓ的主要成分为Ｆａｃｔｉｎ，因此采用鬼笔环
肽染色的方法来确认细胞球内ＴＮＴｓ的存在。如图３Ａ
所示，在ＬＳＣＭ下观察到共培养细胞球内存在鬼笔环
肽染色呈阳性的结构，直接将两端细胞物理连接，这些

细胞间突起的直径沿长轴变化较小，符合过往研究中总

结的ＴＮＴｓ的特征。因此，可以推断ＭＳＣ／ＨＵＶＥＣ共培
养细胞球中观察到的这些含有Ｆａｃｔｉｎ的细胞间突起结
构为ＴＮＴｓ。扫描电镜的结果也显示球内细胞间存在不
间断的连接结构，向两端延伸至细胞膜（图３Ｂ）。
２．４　ＭＳＣ和ＨＵＶＥＣ之间由ＴＮＴｓ物理连接
　　使用 ＣＤ３１免疫荧光染色对细胞球中 ＨＵＶＥＣ进
行特异性标记，结果显示 ＭＳＣ（ＣＤ３１－）和 ＨＵＶＥＣ
（ＣＤ３１＋）间存在ＴＮＴｓ结构（图３Ｃ）。此外，共培养前
将这两种细胞分别标记上不同荧光，球形共培养完成

后结果显示 ＭＳＣ（红色）和 ＨＵＶＥＣ（绿色）之间有
ＴＮＴｓ（紫色）存在（图３Ｄ）。
２．５　ＭＳＣ和ＨＵＶＥＣ能通过ＴＮＴｓ进行线粒体交流
　　光镜下观察显示，与共培养细胞球组相比，ＣｙｔｏＤ
处理组细胞球半径增加（图 ４Ａ）。通过腺病毒感染，

在绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）标记的 ＭＳＣ胞内观察到来源
于ＨＵＶＥＣ呈红色荧光的线粒体；ＣｙｔｏＤ处理组细胞球
中ＭＳＣ胞内的红色荧光减少（图４Ｂ）。同时检测线粒
体能否反向从ＭＳＣ转移至 ＨＵＶＥＣ胞内。如图４Ｃ所
示，ＭＳＣ胞内的线粒体标记为红色，共培养后在绿色
荧光蛋白标记的 ＨＵＶＥＣ胞内观察到红色荧光，而
ＣｙｔｏＤ处理组荧光共定位现象减弱。线粒体膜电位检
测结果显示，与未处理组（０．６３２±０．０４８，ｎ＝５）比较，
ＣｙｔｏＤ处理组细胞的线粒体膜电位（１．１２４±０．１３２，ｎ＝
５）显著下降（Ｐ＜０．０５）。
２．６　细胞间线粒体交流对小管形成的影响
　　如图５Ａ所示，未经胰酶消化时，与 ＣｙｔｏＤ处理组
相比，未处理组细胞球内 ＨＵＶＥＣ向外迁移和增殖的
速度更快、范围更广；而经胰酶消化后继续培养，与未

处理组相比，ＣｙｔｏＤ处理组形成的小管密度较低。对
４８ｈ的小管成形实验数据分析显示，与未处理组比
较，ＣｙｔｏＤ处理组在管腔连接交叉点数（未处理组：
７６．３３±１７．３０，ＣｙｔｏＤ处理组：２０．６７±４．８４，ｎ＝３）和小
孔数（未处理组：１９．６７±６．２３，ＣｙｔｏＤ处理组：１．００±
１６．１７，ｎ＝３）均显著减少（Ｐ＜０．０５）。
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图３　共培养细胞球中ＭＳＣ和ＨＵＶＥＣ间ＴＮＴｓ的观察
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图４　共培养细胞球中ＴＮＴｓ介导线粒体双向交流

２．７　细胞间线粒体交流影响βｃａｔｅｎｉｎ的蛋白表达和
ＨＵＶＥＣ功能

　　如图５Ｂ所示，与 ＣｙｔｏＤ处理组相比，未处理组细
胞球的 βｃａｔｅｎｉｎ蛋白荧光强度增强。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结
果（图５Ｃ）表明，ＣｙｔｏＤ处理组βｃａｔｅｎｉｎ蛋白的表达水
平（０．２１１±０．００２，ｎ＝３）较未处理组（１．１９８±０．０２８，
ｎ＝３）显著下降（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

　　血管化是组织再生过程中一个极重要的环节［１８］，

缺乏有效血管再生将导致新生组织无法获得足够营养

物质，进而组织缺损修复失败［１９］。因此，目前组织修

复和再生研究领域多将血管内皮细胞和 ＭＳＣ联合应

用，减少细胞因营养缺乏所致的凋亡［２０－２２］。

　　以往研究多采用传统二维贴壁共培养模型，不过
该模型并不能良好还原细胞在生物体内的生理状态；

与之相比，细胞球三维培养模型能提供更符合生物体

内原生的微环境［９］。本实验结果表明单独对 ＭＳＣ或
ＨＵＶＥＣ进行三维培养的效果并不理想；而进行共培养
后一种细胞以另一种细胞为刺激中心，发生了更为紧

密的细胞间交流，最终团结成细胞球，说明不同细胞间

的接触交流影响了细胞行为，这一过程也与胚胎发育

过程中的细胞行为相似；在形态发生过程中，复杂的组

织结构来源于细胞群，而这些细胞群的生物学行为主

要受细胞交流的支配，从而决定细胞的生存、增殖和分

化等命运［２３］。
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图５　ＴＮＴｓ介导的细胞间线粒体交流对ＨＵＶＥＣ功能及βｃａｔｅｎｉｎ的影响

　　本实验结果也表明，相较于贴壁共培养状态，
ＨＵＶＥＣ在经过与 ＭＳＣ的球形共培养后，其细胞功能
得到改善。βｃａｔｅｎｉｎ在 ＨＵＶＥＣ的黏附、增殖和迁移
中发挥着重要作用，与血管形成密切相关［２４］。降低

ＨＵＶＥＣ胞内的 βｃａｔｅｎｉｎ蛋白活性，可使细胞数量减
少、增殖速度减慢，血管形成受阻［２５］。抑制ＨＵＶＥＣ内
Ｓｒｃ／Ａｋｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路将导致血管生成减少［１５］，而

增强βｃａｔｅｎｉｎ信号通路转导则可促进ＨＵＶＥＣ增殖和
血管生成活跃［２６］。而在本实验中，与传统二维贴壁培

养模型相比，细胞球三维培养模型显著增加了共培养

体系中的βｃａｔｅｎｉｎ蛋白总量。因此，在立体三维空间
中ＨＵＶＥＣ和ＭＳＣ间存在密切的功能交互作用，影响

βｃａｔｅｎｉｎ蛋白的表达从而影响ＨＵＶＥＣ功能。
　　目前，学者们多关注 ＭＳＣ通过旁分泌［２７］和外泌

体［２８］等间接机制对血管再生的影响，除此之外还存在

以ＴＮＴｓ为代表的直接交流通道［１７，２９］。ＴＮＴｓ连接仅
在二维贴壁培养中得到验证，而对于在细胞球三维条

件下不同细胞间的交流通道是否为 ＴＮＴｓ这个问题分
析有限，限制了细胞球模型在组织再生和修复中的应

用。本研究通过鬼笔环肽染色验证了 ＭＳＣ和 ＨＵＶＥＣ
间以Ｆａｃｔｉｎ为骨架的 ＴＮＴｓ连接的存在，在三维环境
下形成立体交流网络，为细胞提供了更多的交流通道，

更好地还原了细胞在生物体内的空间位置关系和共生

关系，使两种不同的细胞通过这一桥梁紧密联系为一
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个整体发挥功能，而不仅仅只是简单的单分散细胞聚

集成团块。

　　ＴＮＴｓ作为细胞间的互动交流通道可进行线粒体
的转运［８］，而线粒体作为细胞能量来源，影响多种细

胞活动［３０－３２］。ＨＵＶＥＣ能经 ＴＮＴｓ接收来自于 ＭＳＣ的
线粒体，从而缓解细胞凋亡，恢复其增殖、迁移和血管

形成能力［２９］。本研究也观察到线粒体在 ＭＳＣ和
ＨＵＶＥＣ间的双向交流互动，线粒体膜电位检测结果也
表明 ＴＮＴｓ能起到维持共培养细胞球线粒体膜电位的
作用，而线粒体膜电位改变与细胞程序性死亡密切相

关。因此，虽然细胞球内部由于空间致密形成相对低

氧环境，但 ＴＮＴｓ介导的双向线粒体交流良好维持了
细胞的活力，能够防止球体内部的细胞凋亡，从而保护

细胞功能。本研究亦证实，当二维贴壁培养时 ＴＮＴｓ
形成数量减少，此外在 ＣｙｔｏＤ处理的 ＣｙｔｏＤ处理组中
也抑制了部分 ＴＮＴｓ的形成，而在这两种情况下均存
在βｃａｔｅｎｉｎ蛋白总量的下降和 ＨＵＶＥＣ功能的改变。
因此，共培养细胞球中 ＴＮＴｓ系统的存在可能通过线
粒体的双向交流影响βｃａｔｅｎｉｎ的蛋白表达，从而影响
ＨＵＶＥＣ的小管形成功能。
　　本研究旨在构建一个更接近体内生理状态的
ＭＳＣ／ＨＵＶＥＣ共培养细胞球研究模型，在体外实验中
尽量还原细胞的原生微环境和立体交流网络，更有利

于深入研究细胞间对话机制。同时，血管化是利用干

细胞进行组织修复与再生的重要环节之一，本研究证

实了 ＴＮＴｓ介导的线粒体交流具有促进 ＨＵＶＥＣ成管
功能的潜在能力，为更好地利用共培养细胞球及ＴＮＴｓ
交流通道改善细胞功能提供了新的思路，为进一步制

定相关治疗策略以实现更有效的血管化组织再生提供

了初步理论证据。

　　本研究也存在一定局限性，尽管体外实验证明
ＴＮＴｓ能通过影响细胞间交流调控球内细胞活性和功
能，但能否应用于体内实验还有待深究。由于 ＴＮＴｓ
缺乏特异性的组成成分，因此当使用 ＣｙｔｏＤ作为抑制
剂时，在抑制了ＴＮＴｓ的同时也可能会抑制细胞骨架；
同时，由于干细胞具有多向分化潜能，共培养细胞球中

的ＭＳＣ是否发生了内皮细胞向分化进而影响成血管
效果尚需深入研究。
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