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剪切力对间充质干细胞的细胞休眠状态的诱导作用
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　　［摘　要］　目的　探讨层流剪切力（ＬＳＳ）对间充质干细胞（ＭＳＣｓ）增殖和凋亡的影响。方法　选择间充质干细胞（ＭＳＣｓ），并
对其进行体外流体剪切力力学加载（生理范围内）；通过 ＤＮＡ合成了解增殖情况，采用流式细胞仪及 ＰＣＲ技术检测其凋亡情况。
结果　在生理范围内的流体力学加载，细胞增殖与其加载力相关；该范围内的力学刺激对ＭＳＣｓ的凋亡起抑制作用。结论　生理范
围内的流体剪切力诱导ＭＳＣｓ进入休眠状态。
　　［关键词］间充质干细胞；剪切力；细胞周期抑制；凋亡
　　［中图分类号］Ｒ３２９．２５　［文献标识码］Ａ　［文章编号］１６７２５０４２（２０１５）０２０１２３０４

　ｄｏｉ：１０．１１６５９／ｊｊｓｓｘ．０１Ｅ０１５００５
　［基金项目］国家自然基金面上项目（３０７７２２０６）
　［通讯作者］高仕长，电话：（０２３）８９０１２５６６
　［收稿日期］２０１４１２１６　　［修回日期］２０１５０１２０

ＬａｍｉｎａｒｓｈｅａｒｓｔｒｅｓｓｒｅｓｕｌｔｉｎｍａｉｎｔａｉｎｉｎｇｔｈｅｑｕｉｅｓｃｅｎｃｅｏｆＭＳＣｓ
ＬＵＯＷｅｉ１，２，ＬＩＦｅｎｇ２，ＸＩＯＮＧＷｅｉ２，ＧＡＯＳｈｉｃｈａｎｇ１　（１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｒｔｈｏｐｅｄｉｃｓ，ＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉ
ｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ４０００１６；２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｒｔｈｏｐｅｄｉｃｓ，ＴｏｎｇｊｉＨｏｓｐｉｔａｌ，ＴｏｎｇｊｉＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，ＨｕａｚｈｏｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＷｕｈａｎＨｕｂｅｉ４３００００，Ｃｈｉｎａ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｌａｍｉｎａｒｓｈｅａｒｓｔｒｅｓｓ（ＬＳＳ）ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ（ＭＳＣｓ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓｏｆｌａｍｉｎａｒｓｈｅａｒｓｔｒｅｓｓ（ｔｈｅｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｅｖｅｌｓ）ｏｎＭＳＣｓｗｅｒｅｓｔｕｄｉｅｄ．ＤＮＡｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄｃｅｌｌ
ｃｙｃｌｅｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄ，ｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ．Ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｂｃｌ２／Ｂａｘ）ｗａｓｅｘａｍｉｎｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔｏｆＬＳＳ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＭＳＣｓ’ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｗａｓｒｅｄｕｃｅｄｂｙｔｈｅｆｌｕｉｄｓｈｅａｒｓｔｒｅｓｓ．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ｉｔｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｔｈａｔ
ＬＳＳｅｘｅｒｔｅｄａｐｏｔｅｎｔｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｎＭＳＣａｐｏｐｔｏｓｉｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｓｅｄａｔａｒｅｖｅａｌｅｄａｃｒｉｔｉｃａｌｒｏｌｅｏｆＬＳＳｉｎｍａｉｎｔａｉｎｉｎｇｔｈｅｑｕｉｅｓ
ｃｅｎｃｅｏｆＭＳＣｓ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ｓｈｅａｒｓｔｒｅｓｓ；ｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｒｒｅｓｔ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　人体内环境的稳态很大程度上受到外部力学的调
控［１］。血管系统在力的刺激下发生形变，进而引起血

管内的血液发生流变［２］。该流变的产生是在应力下

骨骼变形，导致骨小梁发生结构改变，进而导致流体力

的产生，其流变包括层流剪切力（ｆｌｕｉｄｓｈｅａｒｓｔｒｅｓｓ，
ＬＳＳ）。该流变刺激血窦成骨细胞和破骨细胞。现阶
段对成骨细胞和破骨细胞的力学影响已有详尽的研

究，然而对其来源细胞 －间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）还没有充分的研究［３４］。人体内的

ＭＳＣｓ有分化为骨细胞、脂肪细胞及软骨细胞的潜
能［５］。处于血窦旁的 ＭＳＣｓ能感应到流变力学的刺
激［６］。流变力学在人体内的加载范围为 ８～
３０ｄｙｎｅｓ／ｃｍ２［７８］。
　　间充质干细胞多向分化能力为组织工程的种子细
胞奠定基础，在修复梗死的心肌及机体免疫调节方面

发挥重要作用。目前的研究多集中在分化能力本身，

在力学影响方面的关注较少。我们假设ＭＳＣｓ可以感

受生理范围内的 ＬＳＳ的刺激，探讨生理范围内的 ＬＳＳ
对细胞周期和细胞凋亡的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，美国）；胎牛血清（Ｇｉｂ
ｃｏ公司，美国）；胰蛋白酶、Ⅱ型胶原酶（Ａｍｅｒｓｃｏ公司，美国）；
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ免疫荧光凋亡检测试剂盒（北京中山公司）；实
验动物为４～５周龄 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠，体质量１００～
１５０ｇ，由北京大学医学院实验动物中心提供。

１．２　方法
　　遵从北京大学医学部动物实验中心的伦理学法规。ＳＤ大
鼠引颈处死后分离股骨，在股骨骨髓腔中取细胞进行培养。直

到细胞达到融合状态（２周左右）。利用平行板流动腔装置进
行 ＬＳＳ加载。平行板流动腔由 Ｆｒａｎｇｏｓ首先采用，其原理由
Ｄａｃｕｌｉｓ论证，在我们实验室中经过ＫｅＢａｉ使用［９１１］。该力学加

载为生理范围内，即１～１５ｄｙｎｅ／ｃｍ２。待细胞融合后立即进行
层流剪切力加载（１，５，１５ｄｙｎｅ／ｃｍ２）。在不同的时间点进行检
测，用Ｌｏｗｒｙ方法进行验算。收集到（４～５）×１０５／Ｌ数量的间
充质干细胞，用７０％乙醇（冰）固定。经过 ＲＮａｓｅ消化后，再由
ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ（ＰＩ）染色，最后进行检测。经过 ＬＳＳ力学加载
后使用ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ免疫荧光凋亡检测试剂盒（步骤见试剂
盒指南）。接受检测的细胞数量每次不低于（４～５）×１０５／Ｌ。
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用Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的 Ｔｒｉｚｏｌ提取 ＲＮＡ，来检测凋亡相关基因
（Ｂｃｌ２和Ｂａｘ）。采用ＰＢＧ，来标准化ｍＲＮＡ的表达。

１．３　统计学分析
　　各组数据用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用 ＳＰＳＳ１１．０进
行统计学分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＬＳＳ对ＭＳＣｓＤＮＡ合成的影响
　　力学加载强度为１、５、１５ｄｙｎｅ／ｃｍ２层流剪切力；时间检测

点为０、４、１２、２４ｈ；加载１５ｄｙｎｅ／ｃｍ２ＬＳＳ后ＭＳＣｓ的ＤＮＡ合成
明显抑制。加载４ｈ后 ＤＮＡ的合成明显减少（６４．３％），随后
２４ｈ继续减少（４４．５％）。５ｄｙｎｅ／ｃｍ２ＬＳＳ力学加载时细胞
ＤＮＡ合成受抑制。减低力学加载（１ｄｙｎｅ／ｃｍ２）未见明显的细
胞增殖抑制。上述提示１ｄｙｎｅ／ｃｍ２和５ｄｙｎｅ／ｃｍ２之间的某个
力学加载点，ＭＳＣｓ增殖抑制现象开始出现（图１）。

２．２　ＬＳＳ对细胞周期的影响
　　对细胞加载生理范围内的 ＬＳＳ，我们可以发现处于增殖期
的细胞比率（ＳＧ２／Ｍ）随时间增加而下降。力学加载强度分别
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ａ：１５ｄｙｎｅ／ｃｍ２力学加载；ｂ：５ｄｙｎｅ／ｃｍ２力学加载；ｃ：１ｄｙｎｅ／ｃｍ２力学加载；：与对照组比较，Ｐ＜０．０５
图１　时间相关的ＭＳＣｓ增殖抑制作用

为：１、５、１５ｄｙｎｅ／ｃｍ２层流剪切力；不同时间检测点为：０、４、１２、
２４ｈ。在不同时间点数据如下：４ｈ为２２．３１％；１２ｈ为１３．６４％；
２４ｈ为１１．５０％（图２）。

２．３　ＬＳＳ介导的细胞周期
　　细胞凋亡的验证是通过凋亡相关蛋白在细胞膜的表达进
行检测。结构显示生理范围内的力学加载（ＬＳＳ１５ｄｙｎｅ／ｃｍ２）
对细胞凋亡起到抑制作用。不同的时间检测点为：０、４、１２、
２４ｈ；在不同的时间点数据如下：４ｈ活细胞比率８２．３７％（对照
组５９．３９％）；这一数据在２４ｈ得到进一步维持（图３）。

２．４　ＭＳＣｓ凋亡相关基因（Ｂｃｌ２／Ｂａｘ）表达
　　力学加载强度为１、５、１５ｄｙｎｅ／ｃｍ２层流剪切力；检测点为
１２ｈ检测凋亡相关基因（Ｂｃｌ２／Ｂａｘ）表达。结果显示生理范围
内的层流剪切力对ＭＳＣｓ有抗凋亡作用。抗凋亡基因的表达增
加，与促凋亡基因的比值（Ｂｃｌ２／Ｂａｘ）随时间增加而增加
（图４）。

３　讨论

　　本研究结果显示细胞体外培养中，ＬＳＳ使ＭＳＣｓ增
殖被抑制，同时抑制细胞凋亡。ＬＳＳ通过影响ＭＳＣｓ进
入Ｓ期来抑制其增殖，因为将 Ｇ０／Ｇ１期的 ＭＳＣｓ暴露
在ＬＳＳ之后，Ｓ期的细胞跟 Ｇ２／Ｍ期的细胞数量都减
少，提示层流剪切力是通过影响细胞进入 Ｓ期来达到
抑制细胞增殖。我们进一步的观察发现生理范围内的

力学加载，细胞的线粒体代谢水平受到影响。通过检

测细胞凋亡，发现表达在细胞外膜上的磷脂酰丝减

少［１２］（加载１ｈ减少３０％，加载２４ｈ减少４０％）。我
们再进一步检测凋亡调节基因（Ｂｃｌ２／Ｂａｘ）的 ｍＲＮＡ
表达，ＬＳＳ的处理使凋亡调节基因转向ＭＳＣｓ的存活率
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图２　层流剪切力对细胞周期影响
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图３　ＬＳＳ（１５ｄｙｎｅ／ｃｍ２）对细胞凋亡的影响
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ａ：Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的表达；ｂ：Ｂｃｌ２／Ｂａｘ定量比较；：与对照组比较，

Ｐ＜０．０５；＃：与对照组比较，Ｐ＜０．０１

图４　ＬＳＳ对细胞凋亡（Ｂｃｌ２／Ｂａｘ）的影响

升高的一边，同时检测到 Ｂｃｌ２的表达以及 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ
的比率增高。在ＬＳＳ处理ＭＳＣｓ开始１ｈ后，上述作用
开始出现，且呈时间依赖性。层流剪切力的加载导致

细胞抗凋亡能力增加。基础研究证实细胞抗凋亡是通

过调节 ｐ２７来实现的，反映了其抗凋亡作用［１３］。因

此，我们认为 ＬＳＳ是 ＭＳＣｓ在体外培养中的一个重要
存活因素。

　　这些调节反应在过表达 ＢＣＬ２或者 ＢＣＬｘ（Ｌ）的
细胞中更加突出［１４］。在流体力学的作用下，细胞的物

质交换相对于静止细胞明显增加，这可能是该实验细

胞低凋亡率的一个重要原因。Ｆｒｉｓｃｈ教授团队发现整
合素信号通路在细胞的生长和分化中起到重要作

用［１５］。也与ＶＥＧＦ及其受体表达相关［１６］。我们的研

究发现层流剪切力可能通过 ＥＲＫ信号旁路导致细胞
骨架结构的改变，进而引起细胞周期的停滞。我们的

研究和其他研究［１７］都证实了生理范围内的层流剪切

力对 ＭＳＣｓ维持静息期以及保持干细胞池的作用，这
为ＭＳＣｓ移植作为潜在方法治疗心肌坏死或者免疫抑
制提供了重要的信息，因为血流将可能改变移植细胞

的功能。
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经皮肾镜钬激光碎石术大出血临床分析及对策研究

郝子朋１，李　新２，张步振２，刘奇贵２，王跃力２　（１．桂林医学院研究生学院，广西 桂林 ５４１００４；２．成都军区昆明总医院泌尿
外科，云南 昆明 ６５００３２）

　　［摘　要］　目的　分析经皮肾镜钬激光碎石术（ＰＣＮＬ）大出血的原因，为临床防治出血提供对策。方法　我科２００９年７月至
２０１４年７月行经皮肾镜钬激光碎石取石术１０１２例，其中发生大出血３６例，发生率为３．５６％；本文收集这１０１２例经皮肾镜钬激光
碎石取石术患者的临床资料，对其结石情况、合并糖尿病、检查项目、技术操作等情况分析比较。结果　复杂性结石手术大出血发
生率较高（５．５２％）；合并糖尿病患者术后迟发性大出血发生率增加；术前检查较为完善的患者大出血发生率相对较低（１．８１％）；随
着此技术开展时间的延长，相关出血发生率逐年下降。结论　正确处理复杂性结石、完善术前检查、维持血糖稳定、提高术者技术
操作水平可有效减少ＰＣＮＬ大出血的发生。
　　［关键词］经皮肾镜碎石术；大出血；糖尿病；对策
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