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低氧促进尿源性干细胞迁移与融合能力的作用研究
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　　［摘要］　目的　体外实验中探讨低氧对尿源性干细胞（Ｕｒｉｎｅｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＵＳＣｓ）迁移及融合
能力的影响及该过程中细胞骨架结构和极性的改变。方法　常氧（２０％）或低氧（３％）条件下培养ＵＳＣｓ
４８ｈ，应用划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测 ＵＳＣｓ迁移能力；共聚焦显微镜及流式细胞术观察并测定 ＵＳＣｓ
与肝细胞（ＨＰ１４１９和ＨｅｐＧ２）的融合能力；透射电子显微镜及鬼笔环肽荧光探针观察细胞骨架结构；
免疫荧光、流式细胞术及 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ实验检测细胞极性相关蛋白 ＲｈｏＡ、Ｃｄｃ４２及 Ｒａｃ１的表达。
结果　与常氧组ＵＳＣｓ相比，低氧组ＵＳＣｓ的迁移能力及与 ＨＰ１４１９和 ＨｅｐＧ２的细胞融合能力明显提
升。透射电镜及鬼笔环肽荧光染色可见低氧处理后 ＵＳＣｓ细胞骨架重塑，微丝微管排列更加有序且规
律。免疫荧光、流式细胞术及ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果提示，低氧组ＵＳＣｓ极性相关蛋白ＲｈｏＡ、Ｃｄｃ４２及Ｒａｃ１
的表达量较常氧组明显增加。结论　低氧处理 ＵＳＣｓ可促进细胞的迁移及融合能力，其机制可能与细
胞骨架的重塑和细胞极性上调有关。
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　　自体干细胞移植是将患者自身干细胞作为移植细
胞来源，通过各种不同的途径移植入体内，恢复或重建

损伤组织器官的结构和功能的一种组织细胞工程技

术，具有安全有效，创伤小，无免疫排斥反应，移植并发

症少的优势。然而，目前的自体骨髓间充质干细胞，脂

肪干细胞均是采用侵入性的有创方法获取，需要患者

保持整体良好状态，并提前进行细胞动员，随后采集、

净化、保存，过程繁琐且细胞来源有限［１－２］。尿源性干

细胞（ｕｒｉｎｅｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＵＳＣｓ）是从尿液中提取
出来的一种干细胞，来源方便，取材无创，易于分离培

养，具有很强增殖功能以及某些间充质干细胞特征，课

题组前期也经多次实验证明 ＵＳＣｓ表达间充质干细胞
表面标志物 ＣＤ２４，ＣＤ２９，ＣＤ７３，ＣＤ９０及 ＣＤ１０５，同
时表达周细胞标志物 ＣＤ１４６，而不表达造血干细胞表
面标志物 ＣＤ３１，ＣＤ３４，ＣＤ４５［３－４］。多次传代扩增后仍
具有自我更新及多向分化潜能，前期结果也提示其具

有成脂肪、成骨、成软骨分化能力［５］。目前 ＵＳＣｓ已被
认作种子细胞，应用于膀胱和尿道重建、神经再生和伤

口愈合等再生医学的各个方面［６－８］。

　　本课题组前期研究发现：ＵＳＣｓ经外周静脉移植入
四氯化碳诱导的急性或慢性肝损伤小鼠模型，可在一

定程度上修复损伤的肝脏组织结构及功能［９］。外周

静脉移植损伤小，但仅有少量的细胞进入肝组织，

ＵＳＣｓ移植前经低氧预处理４８小时，可显著提高 ＵＳＣｓ
在损伤部位的定植［１０］，但具体的机制尚不明确。

　　细胞骨架由微丝、微管及中间丝构成，除维持细胞
的大小和形状外，在细胞增殖、迁移、融合，甚至转录调

控等过程中也发挥着重要作用［１１－１３］。细胞极性由细

胞骨架体系介导，参与多种生物学过程并且对于细胞

正常功能的维持也有重要意义。因此，本研究将进一

步探讨低氧对体外ＵＳＣｓ细胞迁移及细胞融合的影响
及该过程中细胞骨架结构和极性的改变，为低氧预处

理改善ＵＳＣｓ体内移植的肝损伤修复作用提供重要的
理论和实验依据。

１　材料及方法

１．１　材料
　　人尿源性干细胞培养基：由角质形成细胞无血清

培养基、ＤＭＥＭ培养基、Ｈａｍｍ’ｓＦ１２培养基及胎牛血
清按体积比 ５００：３３７：１１３：５０组成，含牛垂体提取物
２０μｇ／ｍＬ、２．５μｇ／ｍＬ胰岛素、２．５μｇ／ｍＬ转铁蛋白、
０．２４μｇ／ｍＬ氢化可的松、１３６ｎｇ／ｍＬ３，３′，５三碘Ｌ
甲状腺原氨酸、５ｎｇ／ｍＬ表皮生长因子、１μｍｏｌ／ｍＬ谷
氨酰胺、９０ｎｍｏｌ／ｍＬ腺嘌呤、１００Ｕ／ｍＬ氨苄青霉素及
１ｍｇ／ｍＬ链霉素［１４］，均购自 Ｇｉｂｃｏ公司。小鼠胚胎肝
祖细胞［１５］由本实验室保存（ｈｅｐａｔｉｃｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，
ＨＰ１４１９），人肝肿瘤细胞 ＨｅｐＧ２购自 ＡＴＣＣ，ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室购自Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，ＰＫＨ６７及ＰＫＨ２６荧光细胞标
记试剂盒购自 Ｓｉｇｍａ公司，鬼笔环肽ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８
购自上海碧云天公司，细胞极性蛋白引物由华大基因

公司合成，ＳｉｍｐｌｙＰ总ＲＮＡ提取试剂盒购自北京博迈
斯科技发展有限公司，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ试
剂盒购自日本 Ｔａｋａｒａ公司，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ购自 ＭＣＥ公司，抗体 ＲｈｏＡ购自杭州华安生物技
术有限公司，Ｃｄｃ４２及Ｒａｃ１购自成都正能生物技术有
限责任公司，山羊抗鼠／兔二抗购自北京中杉金桥生物
技术有限公司。

１．２　尿源性干细胞的分离培养
　　分别收集３个正常健康男性的２００ｍＬ无菌清洁
中段尿液，加入 ４０ｍＬ尿源性干细胞培养基，分装至
５０ｍＬ离心管，１５００ｒｐｍ，离心５ｍｉｎ；弃上清，保留细
胞沉淀，每个离心管加入２～４ｍＬ尿源性干细胞培养
基，吹打成细胞悬液，补充尿源性干细胞培养基至

２４ｍＬ，轻轻吹匀后种入 ２４孔细胞培养板，１ｍＬ／孔，
置于５％ＣＯ２的细胞培养箱，３７℃培养；约１０～１４ｄ，
出现细胞克隆，将２４孔板中所有细胞传代至６０ｍｍ培
养板，此后每３～５ｄ，待细胞生长至９０％以上，按１∶３～
１∶４比例传代。选取Ｐ３Ｐ５代ＵＳＣｓ用于后续实验。
１．３　细胞迁移实验
　　划痕实验：ＵＳＣｓ细胞接种于 ６孔板中，接种密度
约为 ３０％，细胞融合率达 １００％时，用枪头进行划痕，
ＰＢＳ洗３次去除漂浮细胞，加入新鲜培养基，放置于常
氧（２０％）和低氧（３％）的 ３７℃培养箱，于 ０、２４、３６、
４８ｈ在同一部位镜下观察划痕愈合情况并拍照。测
量划痕宽度，计算划痕愈合率（％）＝（０ｈ划痕宽度－

８６４２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



实验时间划痕宽度）／０ｈ划痕宽度×１００％。
　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验：ＵＳＣｓ胰酶消化后重悬于无血
清培养基，将含约５×１０４个细胞的１００μＬ细胞悬液加
入ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室，下室加入５００μＬ含５％ＦＢＳ的培养
基，每组 ３个复孔，分别放置于常氧（２０％）和低氧
（３％）的３７℃培养箱中培养 ４８ｈ，吸弃孔内培养基，
ＰＢＳ洗３次，每孔加 ４％多聚甲醛 ５００μＬ，室温固定
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次后每孔加 ５００μＬ结晶紫染液，室
温孵育３０ｍｉｎ，取出小室，用湿棉签轻拭去上室细胞，
ＰＢＳ洗３次后镜下拍照。
１．４　细胞融合实验
　　ＰＫＨ６７染料孵育小鼠肝祖细胞 ＨＰ１４１９、人肝癌
细胞 ＨｅｐＧ２，ＰＫＨ２６染料孵育 ＵＳＣｓ２４ｈ进行细胞膜
荧光标记。将ＨＰ１４１９或ＨｅｐＧ２细胞与等量的 ＵＳＣｓ
（约２×１０５）混合接种于共聚焦培养皿，分别放置于常
氧（２０％）和低氧（３％）的３７℃培养箱中培养４８ｈ，激
光共聚焦显微镜观察并拍照。

　　将ＨＰ１４１９或ＨｅｐＧ２细胞与等量的 ＵＳＣｓ（约１×
１０６）混合接种于 １００ｍｍ培养皿，分别放置于常氧
（２０％）和低氧（３％）的３７℃培养箱中培养４８ｈ，胰酶
消化细胞，流式细胞术上机检测细胞膜荧光表达情况。

１．５　免疫荧光实验
　　将细胞以适宜密度接种于２４孔爬片中，分别置于
常氧（２０％）及低氧（３％）的培养箱中（３７℃，５％ＣＯ２）
培养４８ｈ后取出，４％多聚甲醛溶液固定３０ｍｉｎ，０．３％
Ｔｒｉｔｏｎ１００对细胞膜通透打孔１０ｍｉｎ，５％ＢＳＡ室温封
闭１ｈ，一抗（ＲｈｏＡ、Ｃｄｃ４２、Ｒａｃ１，１∶２００）４℃孵育过
夜，二抗ＦＩＴＣ标记山羊抗兔 ＩｇＧ（１∶２００）室温避光孵
育１ｈ，ＤＡＰＩ避光染色５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤后加抗荧光淬
灭剂封片保存，激光共聚焦显微镜下拍照观察。

１．６　实时荧光定量 ＰＣＲ实验（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲ，ｑＲＴＰＣＲ）

　　将适量ＵＳＣｓ（约１×１０６）接种于１００ｍｍ培养皿，
分别放置于常氧（２０％）和低氧（３％）的 ３７℃培养箱
中培养４８ｈ，使用ＳｉｍｐｌｙＰ总ＲＮＡ提取试剂盒提取细
胞总 ＲＮＡ，测定浓度，随后按照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ
ｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ使用说明将 ＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡ。使用
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂及相关引物进行实时荧光定量
ＰＣＲ实验扩增基因片段。反应条件：９５℃预变性
（３０ｓ）→９５℃（５ｓ）→６０℃（３１ｓ），共循环 ４０次；
９５℃（１５ｓ）→６０℃（１ｍｉｎ）→９５℃（１５ｓ）退火延伸
一步完成。以ＧＡＰＤＨ为内参，结果采用 ２－ΔΔＣｔ表示，
引物序列见表１。

表１　ｑＰＣＲ引物序列

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’３’）

ＲｈｏＡ
Ｆ：ＣＡＡＧＧＡＣＣＡＧＴＴＣＣＣＡＧＡＧＧ

Ｒ：ＣＧＣＡＧＧＣＧＧＴＣＡＴＡＡＴＣＴＴＣ

Ｃｄｃ４２
Ｆ：ＴＡＣＧＡＣＣＧＣＴＧＡＧＴＴＡＴＣＣＡＣＡ

Ｒ：ＧＴＣＣＣＡＡＣＡＡＧＣＡＡＧＡＡＡＧＧ

Ｒａｃ１
Ｆ：ＣＴＴＡＧＧＧＡＴＧＡＴＡＡＡＧＡＣＡＣＧＡ

Ｒ：ＧＣＣＧＡＧＣＡＣＴＣＣＡＧＧＴＡＴ

ＧＡＰＤＨ
Ｆ：ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ

Ｒ：ＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＧＧＡ

１．７　流式细胞分析技术
　　ＵＳＣｓ细胞接种于１００ｍｍ培养皿中，接种密度约
为３０％，将细胞分别放置于常氧（２０％）和低氧（３％）
的３７℃培养箱培养４８ｈ。胰酶消化，离心，收集细胞
沉淀于流式管内，４％多聚甲醛溶液固定２０ｍｉｎ，离心
收集细胞沉淀，０．３％Ｔｒｉｔｏｎ１００通透细胞膜 ５ｍｉｎ，５％
ＢＳＡ封闭３０ｍｉｎ，室温孵育一抗（ＲｈｏＡ、Ｃｄｃ４２、Ｒａｃ１，
１∶２００）４５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤后加入二抗ＦＩＴＣ标记山羊抗
兔／鼠ＩｇＧ（１∶２００），室温避光孵育３０ｍｉｎ，加入２００μＬ
ＰＢＳ上机检测。
１．８　透射电子显微镜（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，

ＴＥＭ）观察ＵＳＣｓ超微结构
　　按上述步骤对细胞进行常氧及低氧培养，将不少
于５×１０６细胞量的 ＵＳＣｓ胰酶消化，收集细胞悬液于
１．５ｍＬＥＰ管中，１０００ｒｐｍ离心１０ｍｉｎ，弃上清，向ＥＰ
管中加入１ｍＬ戊二醛溶液固定２４ｈ，４℃储存，送往
重庆医科大学电镜室进行后续操作及检测。

１．９　ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８鬼笔环肽标记丝状肌动蛋白
　　细胞以适宜密度接种于２４孔爬片中，分别置于常
氧（２０％）及低氧（３％）的培养箱中（３７℃，５％ＣＯ２）培
养４８ｈ后取出，４％多聚醛溶液固定 １５ｍｉｎ，０．３％
Ｔｒｉｔｏｎ１００对细胞膜室温通透打孔 １０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗
３次，每次５ｍｉｎ，ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８标记的鬼笔环肽工
作液（１∶１００）滴加于片子上，室温避光孵育 ４０ｍｉｎ后
ＰＢＳ洗３次，共聚焦激光扫描显微观察结果。
　　ＰＫＨ２６染料孵育 ＨＰ１４１９细胞２４ｈ进行细胞膜
荧光标记。将 ＨＰ１４１９细胞与等量的 ＵＳＣｓ（约 ２×
１０５）混合接种于共聚焦培养皿，分别放置于常氧
（２０％）和低氧（３％）的３７℃培养箱中培养４８ｈ，Ａｌｅｘａ
Ｆｌｕｏｒ４８８鬼笔环肽染色步骤同上所述。
１．１０　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ统计软件进行数据分析，结果用 珋ｘ±ｓ表
示，两组间差异的分析采用ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有
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统计学意义。

２　结果

２．１　低氧促进ＵＳＣｓ体外迁移
　　ＵＳＣｓ具有较强的体外迁移能力。低氧处理４８ｈ
后，细胞伤痕愈合率显著提高，２４ｈ愈合率达（４２．４０％±
３．６５％），４８ｈ基本愈合（８８．３３％±４．９６％），显著高于
常氧组（６５．９３±９．４８％），差异具有统计学意义（图
１Ａ，Ｐ＜０．０５）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ显示相似结果，４８ｈ的细胞
迁移数量在低氧组显著多于常氧组（图１Ｂ，Ｐ＜０．０５），提
示低氧处理能促进ＵＳＣｓ的体外平行及垂直迁移能力。
２．２　低氧处理促进ＵＳＣｓ与肝细胞的体外融合
　　ＰＫＨ６７标记的小鼠肝祖细胞１４１９或人肝肿瘤细
胞ＨｅｐＧ２和ＰＫＨ２６标记的ＵＳＣｓ共培养４８ｈ后，部分
细胞的胞膜上同时呈现绿色及红色荧光，提示 ＵＳＣｓ
与肝细胞之间发生了细胞融合，且低氧组中双荧光的

细胞数量高于常氧组（图２Ａ）。流式细胞术结果显示
低氧组中双荧光的细胞比例显著高于常氧组，差异具

有统计学意义（图２Ｂ，Ｐ＜０．０５）。低氧处理可促进细
胞的体外融合。

２．３　低氧处理诱导ＵＳＣｓ骨架结构改变
　　微丝又称肌动蛋白丝，由肌动蛋白（Ｆａｃｔｉｎ）分子
螺旋状聚合而成，微管是微管蛋白的管状聚合物，微丝

微管与中间丝共同构成真核细胞的细胞骨架。透射电

镜扫描可见，常氧组 ＵＳＣｓ微丝微管排列紊乱且松散，
而低氧处理后，微丝微管排列有序且规则。

　　ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８鬼笔环肽对Ｆａｃｔｉｎ进行荧光标记
后发现，大量绿色荧光标记的微丝结构，常氧组微丝排

列呈细丝拉网状，较紊乱且松散，而低氧处理后可见大

量平行排列的微丝结构，层次清晰。ＨＰ１４１９细胞与
ＵＳＣｓ融合实验显示类似结果，ＰＫＨ２６标记的ＨＰ１４１９
呈红色，低氧组 ＵＳＣｓ微丝结构较常氧组更加整齐
有序。

２．４　低氧处理上调 ＵＳＣｓ极性蛋白及 ｍＲＮＡ表达水平
　　常氧及低氧组 ＵＳＣｓ均可表达 ＲｈｏＡ、Ｃｄｃ４２及
Ｒａｃ１三种极性相关蛋白分子，平均荧光强分析可见
ＵＳＣｓ低氧组较常氧组蛋白表达量增加，差异具有统计
学意义（图４Ａ～Ｃ，Ｐ＜０．００１）。
　　流式细胞术结果显示低氧组中 ＲｈｏＡ、Ｃｄｃ４２及
Ｒａｃ１表达比例显著高于常氧组，差异具有统计学意义
（图５Ａ、Ｂ，Ｐ＜０．０００１）。提示低氧处理可上调极性蛋
白的表达。

　　实时荧光定量 ＰＣＲ结果显示，低氧组 ＲｈｏＡ、
Ｃｄｃ４２及Ｒａｃ１的ｍＲＮＡ表达水平较常氧组明显升高
（图５Ｃ，Ｐ＜０．０００１）。提示低氧处理可上调细胞极性
相关ｍＲＮＡ表达水平。
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图１　低氧处理促进ＵＳＣｓ体外迁移
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图２　低氧处理促进ＵＳＣｓ与肝细胞的体外融合
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图４　免疫荧光检测ＲｈｏＡ、Ｃｄｃ４２及Ｒａｃ１蛋白表达水平
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３　讨论

　　目前关于间充质干细胞归巢定义最为全面的一种
为非机制性的，即在目标组织的脉管系统里停滞，随后

跨越血管内皮进行迁移的过程［１６］。研究证明机体内

或者外源性 ＭＳＣｓ具有向损伤部位优势分布的特质，
故ＵＳＣｓ的迁移归巢能力对体内发挥治疗作用具有重
要意义［１７］。此外，研究发现细胞融合常发生于损伤、

炎症及感染组织内，可促进组织修复及免疫防

御［１８－１９］。课题组前期研究发现，低氧处理可促进

ＵＳＣｓ在损伤部位的定植，提高肝脏损伤的修复效率。
因此，本研究在体外实验中进一步探讨了低氧处理

ＵＳＣｓ对细胞迁移及融合能力的影响。结果表明，低氧
处理可提高 ＵＳＣｓ的迁移能力且促进 ＵＳＣｓ与肝细胞
的融合。细胞融合与迁移能力的增强可能是低氧促进

ＵＳＣｓ在体内发挥治疗作用的重要原因。
　　各种细胞移植前预处理，包括基因改造，药物治
疗，细胞共培养等方法［２０－２２］，用于提高移植细胞在体

内的迁移能力和存活能力。此外，低氧培养也被认为

是改善体内外ＭＳＣ功能的关键策略。研究表明，低氧
处理可增强ＭＳＣ的增殖能力，促进细胞归巢和血管生
成从而提高了ＭＳＣ的移植效率［２３－２５］。这可能是由于

生理状态下，生物体组织的氧含量为１％－７％，而在体
外培养过程中，细胞暴露于正常氧含量（２０％Ｏ２）培养
箱中，其移植后在体内的适应性可能会受到影响。据

报道，在２０％氧含量环境中培养骨髓间充质干细胞可
能会引起细胞应激并损害遗传稳定性［２６］。我们先前

研究表明，低氧可明显增强 ＵＳＣｓ的增殖、迁移和集落
形成能力但不影响其分化能力，低氧处理还可有效增

强ＵＳＣｓ对肝损伤的恢复作用［１０］。

　　前期研究中，我们将 Ｈｏｅｃｈｓｔ及 ＰＫＨ２６标记 的
ＵＳＣｓ移植入小鼠体内后进行示踪，发现ＵＳＣｓ定植于受
损肝组织，并表达成熟肝细胞标志物 ＡＬＢ，体外实验进
一步证实ＵＳＣｓ能与肝祖细胞和肝癌细胞发生融合，提
示ＵＳＣｓ可能通过与肝细胞融合发挥修复损伤肝细胞的
作用。本部分中，我们也证实了低氧预处理后，ＵＳＣｓ的
迁移能力增高，与肝细胞的融合率也显著增加。

　　细胞迁移的关键在于肌动蛋白骨架的重塑。迁移
过程中，改变细胞骨架，建立细胞前后极性。微管及分

子马达向细胞前部传递信号分子及 ｍＲＮＡ，同时肌动
蛋白细胞骨架的动态重构产生前向推力，微管在迁移

细胞后部调控肌动球蛋白的收缩也促使细胞发生移

位［２７］。本研究中，低氧处理 ＵＳＣｓ后细胞骨架发生改

变，电镜观察微丝微管排列更加规则致密。低氧可能

通过ＵＳＣｓ细胞骨架结构的重塑促进细胞迁移归巢至
损伤部位，从而提高其修复能力。

　　细胞极性是不同种类细胞发挥特异性功能的基
础，其特征在于细胞器、黏附分子及细胞骨架等在胞内

的不对称分布［２８］。研究证明，低氧可以通过上皮间质

转化促进肿瘤细胞的融合与迁移［２９］，ＥＭＴ过程中上皮
细胞失去顶底极性，获得间质表型相关的前后极性
从而促进肿瘤细胞的增殖与侵袭，细胞极性状态的改

变是ＥＭＴ的关键特征。本研究中，低氧处理 ＵＳＣｓ后
极性相关蛋白 ＲｈｏＡ、ＣＤＣ４２及 Ｒａｃ１的蛋白及 ｍＲＮＡ
表达水平均明显提高。ＲｈｏＧＴＰａｓｅｓ是一个信号蛋白
家族，其家族核心成员为 Ｒｈｏ、Ｃｄｃ４２及 Ｒａｃ［３０］，Ｒｈｏ
ＧＴＰａｓｅｓ可通过细胞骨架蛋白的调节和粘着斑的重
排，在细胞的极化和迁移过程中发挥中心枢纽的作

用［３１］。低氧通过 ＥＭＴ增强肿瘤细胞的侵袭迁移能
力，而在 ＵＳＣｓ中低氧上调细胞极性，重塑细胞骨架，
促进ＵＳＣｓ的体外迁移及融合。
　　细胞骨架及极性受到多种信号通路的调控，如
Ｒｈｏ、ＰＣＰ、ＰＫＡ通路等［３２－３４］，其中 Ｒｈｏ／ＲＯＣＫ参与肿
瘤、高血压、糖尿病肾病、白血病等多种疾病的发生，因

而受到广泛关注。Ｒｈｏ存在与 ＧＤＰ结合失活而与
ＧＴＰ结合激活两种生物学状态。ＲＯＣＫ又称 Ｒｈｏ激
酶，具有调节细胞收缩、迁移、黏附和增殖等多种功

能［３５］。在 Ｒｈｏ／ＲＯＣＫ信号通路中，Ｒｈｏ与 ＧＴＰ结合
会激活下游ＲＯＣＫ，进而磷酸化下游底物，从而调节微
管动力，诱导肌动蛋白肌球蛋白收缩，重塑细胞骨
架［３６］。本研究中发现 ＲｈｏＡ、Ｃｄｃ４２及 Ｒａｃ１蛋白及转
录水平在ＵＳＣｓ低氧处理后可明显上调，３种分子作为
ＲｈｏＧＴＰ酶的主要成员，其可能受到 Ｒｈｏ／ＲＯＣＫ信号
通路的调控，在接下来的研究中我们将重点关注低氧

对于Ｒｈｏ／ＲＯＣＫ信号通路的调节，明确低氧处理对细
胞迁移及融合作用的机制，为低氧处理改善 ＵＳＣｓ移
植修复肝损伤作用提供重要的理论和实验依据。

　　综上所述，在体外实验中低氧培养可促进 ＵＳＣｓ
的迁移能力及与肝细胞融合能力，细胞骨架结构在此

过程中发生重塑，微丝重新分布成应力纤维并平行排

列，微管呈条索状排列其中，同时低氧组极性相关

ＲｈｏＡ、Ｃｄｃ４２及 Ｒａｃ１分子在基因及蛋白水平表达量
较常氧组均有所增加。因此，细胞骨架结构及极性的

改变可能是低氧促进 ＵＳＣｓ迁移与融合能力的原因之
一，为低氧处理改善 ＵＳＣｓ体内移植的肝损伤修复作
用提供重要的基本理论基础。

３７４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２３）
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ｃｅｌｌｓｒｅｐａｉｒｌｉｖｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅｗｉｔｈｃｈｒｏｎｉｃｌｉｖｅｒ
ｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＣｅｌｌＢｉｏｌ，２０１９，４１（５）：８５１－８５８．ＤＯＩ：

１０．１１８４４／ｃｊｃｂ．２０１９．０５．０００７．
［１０］ＨＵＣＱ，ＨＥＹ，ＬＩＵＤＪ，ｅｔａｌ．Ｈｙｐｏｘｉａｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ

ｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｕｒｉｎｅ
ｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓｉｎｃｈｒｏｎｉｃａｌｌｙｉｎｊｕｒｅｄｌｉｖｅｒｏｆｍｉｃｅｂｙ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＣＸＣＲ４［Ｊ］．ＳｔｅｍＣｅｌｌｓＤｅｖ，２０２１，３０（１０）：
５２６－５３６．ＤＯＩ：１０．１０８９／ｓｃｄ．２０２１．０００８．

［１１］ＮＥＴＷＯＲＫＴＣ．Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｇｅｎｏｍｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ
ｄｅｆｉｎｅｓｈｕｍａｎｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａｇｅｎｅｓａｎｄｃｏｒｅｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］．
Ｎａｔｕｒｅ，２００８，４５５（７２１６）：１０６１－１０６８．ＤＯＩ：１０．１０３８／
ｎａｔｕｒｅ０７３８５．

［１２］ＬＵＣＡＳＬ， ＣＯＯＰＥＲ Ｔ Ａ． Ｉｎｓｉｇｈｔｓｉｎｔｏ ｃｅｌｌｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｓｏｆｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｓｉｎｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄ
ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０２３，２４（３）：２９０３．ＤＯＩ：
１０．３３９０／ｉｊｍｓ２４０３２９０３．

［１３］ＹＡＮＧＹＨ，ＺＨＡＮＧＹ，ＬＩＷ Ｊ，ｅｔａｌ．Ｓｐｅｃｔｒａｐｌａｋｉｎ
ｉｎｄｕｃｅｓｐｏｓｉｔｉｖｅｆｅｅｄｂａｃｋｂｅｔｗｅｅｎｆｕｓｏｇｅｎｓａｎｄｔｈｅａｃｔｉｎ
ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎｔｏｐｒｏｍｏｔｅｃｅｌｌｃｅｌｌｆｕｓｉｏｎ［Ｊ］．ＤｅｖＣｅｌｌ，
２０１７，４１（１）：１０７－１２０．ｅ４．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｄｅｖｃｅｌ．
２０１７．０３．００６．

［１４］ＢＩＹ，ＨＥＹ，ＨＵＡＮＧＪＹ，ｅｔａｌ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ
ｏｆｒｅｖｅｒｓｉｂｌｙｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄｈｅｐａｔｉｃｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓｄｅｒｉｖｅｄ
ｆｒｏｍｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｌｉｖｅｒ［Ｊ］．ＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌＢｉｏｃｈｅｍ，
２０１４，３４（４）：１３１８－１３３８．ＤＯＩ：１０．１１５９／０００３６６３４０．

［１５］毕杨，张楠楠，何昀，等．一种用于肝细胞移植的自体
干细胞制剂及其制备方法［Ｐ］．中国发明专利：
ＺＬ２０２０１１５３７９７０．７．
ＢｉＹ，ＺｈａｎｇＮ，ｅｔａｌＡｎａｕｔｏｌｏｇｏｕｓｓｔｅｍｃｅｌｌｆｏｒｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｓｔｒａｔｅｇｙａｎｄｉｔｓｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ［Ｐ］．
ＣｈｉｎｅｓｅＩｎｖｅｎｔｉｏｎＰａｔｅｎｔ：ＺＬ２０２０１１５３７９７０．７．

［１６］ＳＺＹＤＬＡＫＲ．Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ’ｈｏｍｉｎｇａｎｄｃａｒｄｉａｃ
ｔｉｓｓｕｅｒｅｐａｉｒ［Ｊ］．ＡｃｔａＢｉｏｃｈｉｍＰｏｌ，２０１９，６６（４）：４８３－

４８９．ＤＯＩ：１０．１８３８８／ａｂｐ．２０１９＿２８９０．
［１７］ＳＡＥＥＤＩＭ，ＮＥＺＨＡＤ Ｍ Ｓ，ＭＥＨＲＡＮＦＡＲ Ｆ，ｅｔａｌ．

Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌａｓｐｅｃｔｓａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｏｆｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ：ｋｅｙｆｅａｔｕｒｅｓＹｏｕｎｅｅｄｔｏｂｅａｗａｒｅｏｆ［Ｊ］．Ｃｕｒｒ
ＰｈａｒｍＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０２１，２２（２）：２００－２１５．ＤＯＩ：１０．
２１７４／１３８９２０１０２１６６６２００９０７１２１５３０．

［１８］ＢＥＲＮＤＴＢ，Ｚ?ＡＮＫＥＲＫＳ，ＤＩＴＴＭＡＲＴ．Ｃｅｌｌｆｕｓｉｏｎｉｓａ
ｐｏｔｅｎｔｉｎｄｕｃｅｒｏｆａｎｅｕｐｌｏｉｄｙａｎｄｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｔｕｍｏｒ
ｃｅｌｌ／ｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｈｙｂｒｉｄｓ［Ｊ］．ＣｒｉｔＲｅｖＯｎｃｏｇ，２０１３，１８（１－

２）：９７－１１３．ＤＯＩ：１０．１６１５／ｃｒｉｔｒｅｖｏｎｃｏｇ．ｖ１８．ｉ１２．６０．
［１９］ ＤＩＴＴＭＡＲＴ，ＨＡＳＳＲ．Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅｖｅｎｔｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎ

ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｃｅｌｌｆｕｓｉｏｎ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０２２，２３（２４）：
１６０７１．ＤＯＩ：１０．３３９０／ｉｊｍｓ２３２４１６０７１．

［２０］ＭＯＹＡＡ， ＬＡＲＯＣＨＥＴＴＥ Ｎ， ＰＡＱＵＥＴ Ｊ， ｅｔ ａｌ．
Ｑｕｉｅｓｃｅｎｃｅｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｈｕｍａｎｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎｔｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ
ａｄｏｐｔａｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｆｉｌｅｆａｖｏｒａｂｌｅｆｏｒｅｎｈａｎｃｅｄｓｕｒｖｉｖａｌ
ｕｎｄｅｒｉｓｃｈｅｍｉａ［Ｊ］．ＳｔｅｍＣｅｌｌｓ，２０１７，３５（１）：１８１－１９６．

４７４２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ＤＯＩ：１０．１００２／ｓｔｅｍ．２４９３．
［２１］ＳＡＰＡＲＯＶＡ， ＯＧＡＹ Ｖ， ＮＵＲＧＯＺＨＩＮ Ｔ， ｅｔ ａｌ．

Ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｏｆｈｕｍａｎｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｔｏｅｎｈａｎｃｅ
ｔｈｅｉｒｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅ［Ｊ］．ＳｔｅｍＣｅｌｌｓＩｎｔ，
２０１６，２０１６：３９２４８５８．ＤＯＩ：１０．１１５５／２０１６／３９２４８５８．

［２２］ＨＯＣＨＡＩ，ＬＥＡＣＨ ＪＫ．Ｃｏｎｃｉｓｅｒｅｖｉｅｗ：ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇ
ｅｘｐａｎｓｉｏｎｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ／ｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ
ｆｏｒｃｌｉｎｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＳｔｅｍＣｅｌｌｓＴｒａｎｓｌＭｅｄ，２０１４，
３（５）：６４３－６５２．ＤＯＩ：１０．５９６６／ｓｃｔｍ．２０１３０１９６．

［２３］ＬＥＥＪ，ＹＯＯＮＹ，ＬＥＥＳ．Ｈｙｐｏｘｉｃｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｔｈｅｂｉｏａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｖｉａｔｈｅＨＩＦ１α
ＧＲＰ７８Ａｋｔａｘｉｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０１７，１８（６）：１３２０．
ＤＯＩ：１０．３３９０／ｉｊｍｓ１８０６１３２０．

［２４］ＤＯＳＳＡＮＴＯＳＦ，ＡＮＤＲＡＤＥＰＺ，ＢＯＵＲＡＪＳ，ｅｔａｌ．Ｅｘ
ｖｉｖｏｅｘｐａｎｓｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ：ａｍｏｒｅ
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｋｉｎｅｔｉｃｓａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｕｎｄｅｒ
ｈｙｐｏｘｉａ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌ，２０１０，２２３（１）：２７－３５．ＤＯＩ：
１０．１００２／ｊｃｐ．２１９８７．

［２５］ＳＡＮＴＯＳＮＡＳＣＩＭＥＮＴＯＤ，ＭＯＳＱＵＥＩＲＡＤ，ＳＯＵＳＡＬＭ，
ｅｔａｌ．Ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｔｉｓｓｕｅｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓａｔｔｅｎｕａｔｅｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇａｆｔｅｒｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ
ｂｙｐｒｏａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ， ａｎｔｉａｐｏｐｔｏｔｉｃ， ａｎｄ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｃｅｌｌ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ［Ｊ］．ＳｔｅｍＣｅｌｌＲｅｓＴｈｅｒ，２０１４，５
（１）：５．ＤＯＩ：１０．１１８６／ｓｃｒｔ３９４．

［２６］ＦＵＪＩＳＡＷＡＫ，ＨＡＲＡＫ，ＴＡＫＡＭＩＴ，ｅｔａｌ．Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆ
ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄ ｏｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆｈｕｍａｎ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＳｔｅｍＣｅｌｌＲｅｓＴｈｅｒ，２０１８，９
（１）：９３．ＤＯＩ：１０．１１８６／ｓ１３２８７０１８０８２５１．

［２７］ＭＡＳＮＥＲＭ，ＬＵＪＥＡＮ，ＢＩＳＢＡＬＭ，ｅｔａｌ．Ｌｉｎｏｌｅｉｃａｎｄ
ｏｌｅｉｃａｃｉｄｓｅｎｈａｎｃｅｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｂｙａｌｔｅｒｉｎｇｔｈｅｄｙｎａｍｉｃｓｏｆ
ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｓａｎｄｔｈｅｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｏｆｔｈｅａｃｔｉｎｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎａｔ
ｔｈｅｌｅａｄｉｎｇｅｄｇｅ［Ｊ］．ＳｃｉＲｅｐ，２０２１，１１（１）：１－１７．ＤＯＩ：
１０．１０３８／ｓ４１５９８０２１９４３９９８．

［２８］ＨＩＫＩＴＡＴ，ＭＩＲＺＡＰＯＵＲＳＨＡＦＩＹＩＦ，ＢＡＲＢＡＣＥＮＡ Ｐ，
ｅｔａｌ．ＰＡＲ３ ｃｏｎｔｒｏｌｓｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｌａｎａｒｐｏｌａｒｉｔｙ ａｎｄ

ｖａｓｃｕｌａｒｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｕｎｄｅｒｌａｍｉｎａｒｆｌｏｗ［Ｊ］．ＥＭＢＯＲｅｐ，
２０１８，１９（９）：ｅ４５２５３．ＤＯＩ：１０．１５２５２／ｅｍｂｒ．２０１７４５２５３．

［２９］ＨＵＡＮＧＣＭ，ＹＡＮＴＬ，ＸＵＺ，ｅｔａｌ．Ｈｙｐｏｘｉａｅｎｈａｎｃｅｓ
ｆｕｓｉｏｎｏｆｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓａｎｄｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ
ｐａｒｔｌｙｖｉａｔｈｅｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＢｉｏｍｅｄＲｅｓＩｎｔ，２０１８，２０１８：５０１５２０３．ＤＯＩ：
１０．１１５５／２０１８／５０１５２０３．

［３０］ＡＬＫＯＵＳＳＡＨ，ＡＴＡＴＯＥ，ＪＡＡＦＡＲＬ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆ
ｒｈｏＧＴＰａｓｅｓｉｎｍｏｔｉｌｉｔｙａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａｃｅｌｌｓ
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