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切应力诱导间充质干细胞分化成内皮细胞的研究 

李 立，朱楚洪，糜建红，宋 林，应大君 (第三军医大学基础医学部人体解剖学教研室，重庆生物力学实验室，重庆 

400038) 

[摘 要] 目的 研究绿色荧光蛋白(GFP)小鼠骨髓间充质干细胞(MSCs)体外分离培养及扩增及其在流体剪切力条件下向 

内皮细胞(Ec)定向分化能力。方法 选用GFP小鼠作为研究对象，分离培养骨髓间充质干细胞，并在体外进行细胞的扩增和传 

代。应用流体剪切力刺激方法对骨髓间充质干细胞进行诱导，并观测其对 GFP小 鼠骨髓间充质干细胞分化为内皮细胞的积极作 

用，对其结果进行免疫荧光检测，计算阳性细胞比例，统计分析。结果 GFP小鼠骨髓间充质干细胞每扩增一代，细胞数量增加5— 

8倍。检测诱导后 MSCs，结果显示在诱导3 d时出现 vWF表达阳性细胞。结论 GFP小鼠 MSCs在体外的培养扩增能力强，MSCs 

在流体剪切应力的作用下可以转化成内皮细胞。 
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Differentiation into endothelial cells of mesenchymal stem cells induced by shear stress in vitro 

LI Li，ZHU Chu—hong，MI Jian—hong，SONG Lin，YING Da-jun(Department of Anatomy，Third Military Medical University， 

Chongqing 400038，China) 

Abstract：Objective To explore the isolation，multiplication and differentiation into endothelial cells induced by shear stress of green 

fluorescent protein(GFP)一expressing mouse bone ma~ow mesenchymal stem cells(MSCs)in vitro．Methods GFP mouse bone ma~ow 

was aspirate from thighbone by aseptic technique．MSCs were obtained and cultured in DMEM．Then，cells were induced by shear stress to 

differentiate into endothelial cells，and were detected by immumofluorescence method．Results The numbers of MSCs increased five to 

eight—fold with each multiplication passage．The multiplied cells exhibited typical vWF staining．Conclusion MSCs of the GFP mouse bone 

malTow can multiply vigorously and be induced by shear stress to differentiate into endothelial cells in vitro． 
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内皮细胞(endothelial cell，EC)作为种子细胞在血 

管组织工程研究中具有重要作用，如何获取足量的内 

皮细胞是目前有待解决的问题。已有研究表明高表达 

的内皮细胞生长因子和血流剪切力在骨髓间充质干细 

胞(mesenchymal stem cells，MSCs)向内皮细胞的定向 

分化中均有明显作用 4̈。，这些诱导发挥作用的机制、 

诱导剂间的相互作用、最佳效量比和序贯应用的方法 

等问题目前尚无明确答案。为此，本实验以绿色荧光 

蛋白(green fluorescent protein，GFP)转基 因小 鼠的 

MSCs为研究对象，探讨 MSCs在流体剪切力刺激条件 

下的转化效率，寻找较为优化的诱导方案。旨在为 

MSCs将来的应用做基础性的研究。 
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1 材料与方法 

1．1 实验动物与材料 

绿色荧光蛋白转基因小鼠(C57系，新加坡馈赠，本教研室 

饲养)，DMEM／F12培养基(Hyelone公司)，胎牛血清 (Hyclone 

公司)，SABC—Cy3免疫组化试剂盒及Ⅷ因子(武汉博士德生物 

工程公司)。 

1．2 方 法 

选用 GFP小鼠作为研究对象 ，分离培养 GFP小鼠的骨髓 

间充质干细胞，并在体外进行细胞的扩增和传代 j。诱导方法 

是将 MSCs置于平行板流动腔内，在切应力条件下(8 dyn／cm ) 

诱导 24 h。之后将各组细胞分别置于培养板培养，免疫荧光检 

测vWF表达情况，计算表达阳性细胞比例，检测其分化效果。 

1．3 统计学处理 

实验数据用均数 4-标准差( ±s)表示，应用 1210统计软 

件进行处理，采用 自身配对 t检验。 

2 结果 

2．1 细胞生长及形态观察 

GFP小鼠原代 MSCs接种 6～12 h后，部分细胞开始贴壁 ， 
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化水平和能力，增加内皮细胞移植活性，有利于进一步 

的在体研究。 

流体剪切力对 EC的分化具有重要影响。正常 

EC在体内能抵抗高剪切力作用，与其在体内的高度分 

化分不开。近年研究发现，EC的多种功能是依赖剪切 

力。剪切力作为一种复杂的调节因子，调节 EC的基 

因表达。自建立体外培养以来，EC的培养均置于静态 

培养液中培养，除各种细胞因子的不同外，于体内环境 

最大的区别在于体外静态培养的EC没有承受脉动血 

流的剪切力作用，培养 EC的分化发生较大改变，离体 

培养时间越长分化能力越差。因此，去分化表型的 EC 

可能因为多种粘附相关结构未成熟或丧失，使其难以 

耐受体内复杂的血流动力学环境而发生脱落。流体剪 

切力能否影响 MSCs向 EC分化，其对 MSCs作用的机 

制又是如何，至今未见有明确报道。2003年Yamamoto 

K等 研究发现，血管内皮祖细胞在流体剪切力的作 

用下，可以增加两种血管内皮生长因子受体和血管内 

皮钙粘蛋白在蛋白和转录水平上的表达，进而促进其 

向EC的分化。本实验使用 8 dny／cm 大小的切应力 

作为诱导条件，对 MSCs诱导24 h，之后再将细胞继续 

静置培养，并检测其分化效果。结果显示在免疫荧光 

染色下部分细胞出现 vwF阳性表达，说明切应力可有 

效促进 MSCs向EC分化 。 

通过对绿色荧光蛋白转基因小鼠骨髓细胞在体外 

环境中的扩增及其向内皮细胞分化能力的研究表明， 

GFP小鼠MSCs在体外的培养扩增能力强，在流体剪 

切力作用下可以向EC转化。本实验为在体研究提供 

了实验基础。 
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