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脂肪干细胞诱导分化为淋巴管内皮细胞信号通路的探究 

豆倩影，薛 斌 

(重庆医科大学附属第一医院烧伤整形外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨血管内皮细胞生长因子 C(vascular endothelial growth factor C，VEGF—C156s)诱导脂肪间充质干细胞(adi— 

pose—derived stem cells，ADSCs)向淋巴管内皮细胞(1ymphatic endothelial cells，LECs)早期分化的调控通路。方法：取人脂肪间充 

质干细胞(human adipose—derived stem cells，HADSCs)随机分为 5组：空白对照组(常规 DMEMfF12)、VEGF—C诱导组(含 100 

ng／mL VEGF—C)、VEGF—C联合抑制剂 a组(含 100 ng／mL VEGF—c+5 Ixmol／L的 VEGFR3磷酸化酶抑制剂 MAZ51)、VEGF—C联 

合抑制剂 b组(含 100 ng／mL VEGF—C+10~g／mL的Anti—Integrinct9功能封闭性抗体 Y9A2)、VEGF—C联合抑制剂 a+b组，连续 

培养 10 d后 ，Western blot和细胞免疫荧光(IF)检测 LECs标志性分子 VEGFR3、Integrinc~9、LYVE一1的相对表达量；VEGF—C诱 

导分化后的细胞用Anti—Integrinct9封闭性抗体和MAZ51作用后，Transwell小室检测各组细胞迁移数量的变化。结果：与诱导组 

相比，分别阻断 VEGFR3和 Integrin 9通路都会相应减弱 LYVE一1的表达( =0．000，Pn~=O．000)，且在上述溶度下两抑制剂对 

LYVE一1的减弱作用无统计学差异( =0．164， =0．927)；而分别阻断任一通路对另一通路的表达量都没有影响(Pw 

(BVSD)=0．804， (BVsD)=0．528， (BVSC)=0．914， _岫9(BVsc)=0．593)。与抑制剂作用之前相 比，分别阻断 

IntegrincO和VEGFR3会使迁移细胞数量相应减少(P=0．000)，而同时阻断Integrinot9和VEGFR3会使迁移细胞数量进一步减 

少(m--0．000)。结论：VEGF—C诱导HADSCs向LECs分化过程中有VEGF—C／VEGFR3和VEGF—C／Integrinct9两条独立信号通路． 

且 Integrinct9和 VEGFR3在诱导后的细胞的迁移中均发挥重要作用。 
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Signaling pathway in the differentiation process frOm HADSCs into LECs 

Dou Qianying，Xue Bin 

(Department ofBurning and Plastic Surgery，The First Affiliated Hospital ofChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To explore the regu]atory pathways from human adipose—derived stem cells(HADSCs)differentiate into lymphatic 

endothelial cells(LECs)by vascular endothelial growth factor C(VEGF—C156s)in the early ly phangiogenesis．Methods：HADSCs 

were randomly divided into 5 groups：blank control group，VEGF-C inducing group(containing 100 ng／mL VEGF—C)，VEGF—C unite 

inhibitor⋯a’group(containing 100 ng／mL VEGF-C+5 tLmol／L VEGFR3 phosphorylase inhibitor MAZ51)，VEGF—C unite inhibitor⋯b’ 

group(containing 100 ng／mL VEGF—C+10 p．g／mL Anti-Integrinot9 function blocking antibody Y9A2)，VEGF—C unite inhibitor⋯a’ 

and⋯b’group．After 10 d culturing，the relative expression level of LECs markers VEGFR3
，IntegrinoO，LYVE一1 were detected bv 

Western blot and immunonuorescence．The induced cells with VEGF—C were incubated by anti—Integrin 9 function blocking anti— 

b0dy and MAZ5 1；quantity of cell migration in all groups were calculated using Transwel1
． Results：Compared with that in induction 

group，the expression level of LYVE一1 was modestly weakened with blocking VEGFR3 and IntegrincO pathways( =0．000，尸lF= 

0-000)，and there was no statistical difference in LYVE一1 level between the two inhibitors at the concentration ab0ve( 呵n=0．164， 

P~-=O．927)．Blocking one of the two pathways，the expression of another had no change( (BVsD)=0．804，PIF vEGFR3(BVsD)= 

0．528，P Western~ (BVSC)=O．914， ~ (BVSC)=O．593)．Compared with that of no inhibitors．the quantity of cell migration suf- 

fered a modest decrease with blocking VEGFR3 and Integrinc~9(P=0．000)，while the numbers of cell migration was further reduced 

when blocking VEGFR3 and Integrinc~9 at the same time(P=O．ooo)．Conclusion：There are two independent pathways：VEGF—C／VEG— 

FR3 and VEGF—C／IntegrinoO in the differentiation process from stem cells into LECs．VEGFR3 and Integrinot9 play major role in 

the migration of induced cells． ． 

【Key words]human adipose—derived stem cells；lymphatic endothelial cells；vascular endotheliM growth factor C；IntegrincO：vascular 

endothelial growth factor receptor 3 

淋巴系统的先天缺陷或后天损伤都会造成淋 

巴管功能缺陷而产生淋巴水肿，作为种子细胞的多 

能干细胞(胚胎干细胞、外周血干细胞、骨髓间充质 

干细胞【卜。 )都证明可以被内皮细胞生长因子C(vas— 

cular endothelial growth factor C，VEGF—C)诱导为淋 

巴管内皮细胞(1ymphatic endothelial cells。LECs)。脂 

肪间充质干细胞(adipose—derived stem cells．HAD— 

SCs)由于其取材方面、来源丰富等优点近几年更是 

成为研究的热点，以往实验证明 HADSCs在 VEGF— 

C联合 bFGF、VEGF—A、PDGF等细胞因子下 ．在体 

外被诱导分化为 LECs 。以往研究发现 VEGF—C是 

通过与其受体 VEGFR3和 Integrina9结合促进淋巴 

管的生成 ，敲除 VEGFR3和 Integrina9基因的小鼠 

都会死于淋巴管功能缺陷[8-9]。所以在淋巴管生成过 

程 中可能存在两条通路 ：VEGF—C／VEGFR3和 

VEGF—C／Integrinc~9。 

VEGF—C通过与其受体 VEGFR2、VEGFR3的 

结合，分别促进干细胞向血管内皮细胞、LECs分化 。 

有实验表明在VEGF—C诱导胚胎干细胞向内皮细 

胞分化过程中，VEGFR2和 VEGFR3可以形成二聚 

体而存在交叉激活作用【圳。由此猜想在VEGF—C诱 

导 LECs分化过程中，VEGFR3和 Integrinot9之间是 

否存在交叉激活作用?本实验在 VEGF—C 1 56s(作为 

VEGF—C的一种突变体可以选择性的与VEGFR3 

结合而不能与VEGFR2结合，从而特异性的诱导干 

细胞向 LECs分化问)诱导 HADSCs向LECs分化过 

程中，应用分别阻断 VEGFR3和 Integrincx9的抑制 

剂，从而探索两条通路之间的关系和对LECs生成 

的影响 

1 材料与方法 

1．1 主要实验试剂和仪器 

HADSCs(广州赛业 )，DMEM／F12培养基 (Gibco)，人重 

组 VEGF—C156s(R&D)，磷酸化酶抑制剂 MAZ51和 Anti—In— 

tegrinct9封闭性抗体 Y9A2(merck—milli pore)，p-VEGFR3单 

克隆抗体(pharmingen)，兔源 VEGFR3、LYVE一1多克隆抗体 

和鼠源 Integrinet9多克隆抗体(Santa Cruz)，羊抗兔／鼠荧光 

二抗 (Abbkine)，Transwell小 室 (Coming)，HEPA Class 100 

型 CO：孵箱(Thermo)，倒置相差显微镜和荧光共聚焦显微镜 

(Olympus)。 
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1．2 实验 方法 

1．2．1 实验分组 取 P3一P6代细胞分为空白对照(A组 )、 

VEGF-C诱导组(B组，含 100 n咖 L VEGF—C)、VEGF—C联合 

抑制剂 a组(c组 ，含 100 n咖 L VEGF-C+5 txmol／L MAZ51)、 

VEGF—C联合抑制剂 b组(D组，含 100 ng／mL VEGF～C+10 

Ixg／mL的Anti—IntegrincO封闭性抗体)、VEGF—C联合抑制剂 

a+b组 (E组 。含 100 ng／mL VEGF—C+同前浓度的 2种抑制 

剂 )．连续培养 10 d后对各组利用 Wsetern blot、细胞免疫荧 

光检测加入 2种抑制剂前后 VEGFR3、Integrinct9和 LYVE一1 

的表达变化。另取 100 ng／mL VEGF—C诱导 10 d后的细胞 ， 

B组细胞不加任何处理，C、D组细胞分别用 5~mol／L VEG— 

FR3磷酸化酶抑制剂 MAZ5 1和 30 Ixg／mL的 Anti—IntegrincO 

封闭性抗体 Y9A2，E组同时用上述 2种抑制剂，冰上孵育 

30 min，未诱导的 HADSCs为 A组(空白对照组)，各组细胞 

通过 Transwell小室检测 VEGFR3和 IntegrinoO在细胞迁移 

中的作用。 

1．2．2 Wsetern blot 各组细胞连续培养 10 d，按照蛋白提取 

试剂盒提取蛋白，BCA法测定蛋白溶度 ，依次配制分离胶和 

浓缩胶 ，按照 40 g蛋白l-fL上样 ，然后电转至 PVDF膜上， 

用 5％脱脂奶粉封闭 1 h，分别加入兔抗人VEGFR3、LYVE一1 

抗体(1：500)，鼠抗人 Integrinc~9抗体(1：500)，PBST漂洗后加 

入相应二抗(1：2 000)，37 cc孵育 2 h，增强化学发光试剂显 

影，获取图像。Fusion FX7凝胶成像分析系统进行灰度分析。 

1．2．3 细胞免疫荧光 各组细胞接种于 24孔板中细胞爬片 

上，每组 4个复孔，连续培养 10 d。取出细胞爬片，4％多聚甲 

醛固定 15 min。5％BSA／PBS封闭，其中 2个复孔加入鼠源 

Anti—IntegrinoO抗体(1：50)和兔源 Anti—VEGFR3抗体(1：50) 

的混合液(免疫荧光双标记)，另外 2个复孔加入兔源Anti— 

LYVE一1抗体(1：50)，4℃ 孵育过夜。再分别用荧光标记的二 

抗 37 cC孵育 1．5 h，DAPI核染色，在荧光共聚焦显微镜各条 

件设定不变的情况下对各组细胞观察 、照相 ，采集图片 ，用 

NIH Image J软件进行荧光强度定量分析。各组高倍镜视野 

下随机选取 3个视野 ．每个视野再随机选取 5个相同的视野 

面积进行荧光强度定量灰度分析，经软件所读取的荧光强度 

值进行统计学分析。 

1．2．4 Transwell 利用膜孔径为 8 Ixm的 Transwell小室放 

入 24孔板来构建细胞体外迁移模型。上述 5组细胞分别以 

5×10 个细胞接种于 Transwell小室的上室，下室中加入 600 

含 50 ng／mL VEGFC的培养基 ，放入孵箱继续培养 4 h。 

各组小室用 4％多聚甲醛固定 30 min，PBS漂洗风干后 ，用 

0．2％结晶紫染色 20 min，然后用棉签拭去上室未迁移细胞。 

显微镜观察 、计数迁移到小室膜下表面的细胞，每组按上下 

左右中随机选取 5个视野，用 5个视野细胞总数的均数进行 

统计分析，每组 3个复孔。 

1．3 统计学分析 

使用SPSS 19．0统计软件，结果以均数 ±标准差(x-I-s) 

进行统计描述，多组均数间比较采用单因素方差分析，两两 

比较采用 LSD—t法。检验水准 a=0．05。 

2 结 果 

2．1 Wsetern blot检 测结果 

本课题组前期试验证实，5 I~mol／L的 VEGFR3磷酸化酶 

抑制剂 MAZ51可明显减弱磷酸化 VEGFR3(p-VEGFR3)的 

表达水平。VEGF—C诱导组(B组)同时表达 LECs标志性分 

子 LYvE一1、lntegrinot9和 VEGFR3，提示成功分化为具有淋 

巴管表型的细胞．而 3种蛋白在 A组中不表达。VEGFR3在 

B、C、D、E、各组中阳性表达且表达量无差异(P=O．990)；Inte— 

grina9在 A、B、C、D、E各组中的表达量具有统计学差异(F= 

1 787．863，／9=_0．000)，两两比较，B、C 2组问无统计学差异(P_ 

0．914)，D、E 2组间无统计学差异(P=0．612)，且 D、E组表达 

量明显低于 B、C组(P=0．000)；LYVE一1在 A、B、C、D、E各组 

中的表达量具有统计学差异(F=644．322，P=0．000)，两两比较 

LYvE一1在 B、C／D、E组中的表达依次降低(P=0．000)，而 C、 

D 2组间不具有统计学差异(P=0．164)。IntegrincO、VEGFR3 

和 LYVE一1的具体表达量见图 1，表 1。 

VEGFR3 

Integrina9 

IJYVE—l 

13-actin 

0舟 

O．6 

0．2 

0．0 

A组 B组 C组 D组 E组 

A．Western blot检测后果 

150 kD 

115 kD 

40 kD 

47 kD 

固 VEGFR3 

翻 Integrinct9 

目 LYVE-1 

A组 B组 C组 D组 E组 

B．柱状图 

A．空白对照组；B．VEGF—C诱导组；C．VEGF—c+MAZ51组；D．VEGF— 

c+Anti—Integrin0【9封闭性抗体 Y9A2组 ；E．VEGF_c+同前浓度的两 

种抑制剂组 

图 1 各组中 Integrin a 9、VEGFR3和 LYVE一1的表达量 

( ± 。n=3) 

Fig．1 Expression of Integrin a 9．VEGFR3 and LYVE-1 detected 

by Western blot and the bar chart of Integrin oc 9。VEGFR3 and 

LYVE一1(x±S，n=3) 

_軎 僻捉 
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2．2 细胞免疫 荧光检测结 果 

VEGF—C诱导组(B组)的细胞形态南长梭彤变为为短 

梭形．可伸ffj伪足，呈集柬辐射状排列且 LYVE—I(膜蛋白)、 

Integrinc~9(跨膜蛋白)和 VEGFR3(跨膜蛋白)阳性表达 ，进一 

步提示成功分化为具有淋巴管表型的细胞。VEGFR3往 B、 

C、D、E各组中阳性表达且表达量无统计学差异(P=0．931) 

[ntegr．110【9在 A、B、C、D、E各组中表达量有统计学差异( 

188．304，P=0．000)．两两比较 ，B、C 2组 无统计学差异( ，= 

0．593)，D、E 2组无统汁学差异(P=-0．736)，且 D、E 2组表达量 

明显低于 B、C 2组(P=-0．000)。LYVE一1在 A、B、C、D、E各组 

中表达量有统 汁学差异 (F=938．549，P=0．000)，两两 比较 

LYVE—l在 B、C／D、E组 中的表达依 次降低(P=O．000)，而 

C、D 2组问无统计学差肄(P=O．301) 免疫荧光结果 i前 

Western blot结果相符，Integrinc~9、VEGFR3和 I,YVE—l的具 

体表达量见 2，表 1。 

tegrina9(红色 ) 

VEGFR3(绿色) 

Merge(Integrinag+ 

VEGFR3) 

表 1 Western blot和细胞免疫荧光检测各组 LYVE一1 

的相对表达量( ±s。n=3) 

Tab．1 Relative expression of LYVE一1 detected by IF and 

Western blot( ±s，n=3) 

注：a．卜了VE(；F—C诱导组比较 P=O．000；h： j VE(；F一(：+VEGFII3磷酸 

化酶抑制 l组比较 只F0．301、 ，1=() 164；(·： j VE(；F—C+VEGFR3磷 

酸化酶抑制刺组及 VEGF—C+lntegr·in d 9封 }剖亢休组比较 P=-0．000 

A组 B组 C组 D组 E组 

远 

黑 

5 

() 

A．免疫荧光照片 

E盈l、EGFI／3 

囡 hm-g zj 9 

目 I．Y、E—I 

A组 B纰 (：组 D组 E组 

B．朴状l冬l 

滓-{1．与VE(；F—C诱导组比较．P=O．593； 0 VE( 一(：诱导纠【比较．，L0．528 

图2 各组细胞 Integrina9、VEGFR3和 LYVE一1表达的免疫荧光图片(400×)( ±s。n=3) 

Fig．2 Immunofluorescen images of Integrin。c 9．VEGFR3 and LYVE-1 and the bar chart of Integrin a 9 

VEGFR3 and LYVE一1 detected by iF( ±s，n=3) 
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2．3 rranswell小室检测结 果 

A、B、C、D、E各组细胞继续培养 4 h后 ，每 200倍视野 

下细胞的迁移数量分别为(7．600±1．140)、(76．400±12．361)、 

(43．800±5．167)、(41．000±2．121)、(26．400±2．074)，方差分 

析各组迁移细胞数垃具有统计学差异( 84．735。P=0．000) 、 

两两比较显示，分别 两种抑制剂作用后细胞迁移数量较诱 

导组明显减少(P=O．ooo)， 『 2种抑制剂组之间不具有统计 

学差异(P=O．480)，同neon入 2种抑制剂后迁移细胞数量进 
一

步减少(P=O．000)．．见图3．． 

． ：组 

图 3 VEGFR3磷酸化酶抑制剂和 Anti—Integrincc9封闭性抗体对 

诱导后的细胞迁移的影响(结晶紫染色，200 x) 

Fig．3 Effect of VEGFR3 phosphorylase inhibitor and 

anti—Integrin a 9 function—blocking antibody on migration of 

induced cells(crystal violet staining．200 x) 

3 讨 论 

淋巴管在维持组织液平衡和免疫监督中发挥重 

要作用．同时也是肿瘤细胞转移的一条重要途径I“I。 

由于创伤 、烧伤 、感染、恶性肿瘤 、全身性疾病等引 

起的淋巴系统的损伤或缺陷会导致淋巴水肿。问充 

质干细胞的局部应用可以促进淋巴管再生和淋巴 

循环的重建，缓解淋巴水肿f2I。在众多的多能干细胞 

中，HADSCs F}1于来源充足 、取材方便，有更广阔的 

应用前景。已有 VEGF—C联合其他生长因子诱导 

HADSCs向 LECs分化的报道 ，本实验应用溶解于 

10％FBS的 DMEM／F12，浓度为 100 ng／mL I~jVEGF— 

C156s诱导 HADSCs 10 d后 ，细胞由长梭形变为 

短梭形 ，并伸m伪足，IF、Western[)lot检测到 LECs 

标志性分子 VEGFR3、integrinoL9和 LYVE一1的表 

达，提示向LECs分化成功。目前对淋巴水肿的治疗 

仅限于缓解症状的加压包扎和局部按摩．以往动物 

实验研究发现局部应用 VEGFCI ～31、干细胞12· 一 、 

干绌胞联合 VEGF—CI 嘟可以促进淋巴管的再生 ， 

重建淋巴循环：最近有实验在创伤处局部应用十细 

胞体外分化而来的 LECs．结果引起了淋巴管的再生． 

促进了创伤愈合『̈I，提示体外诱导分化的LECs具 

有正常的生理作用。由于过量 VEGF—C的应用会使 

局部淋巴管畸形生长而变为无功能淋巴管使水肿 

加重I I和局部注射干细胞的定向分化能力还有待考 

证1 】．干细胞体外分化而来的 LECs的局部应川 【1f 

为治疗淋巴水肿和淋巴管相关疾病提供新的绌胞 

疗法。以后的试验中有必要继续探索诱导 HAI)SCs 

向 LECs的最佳方案。 

淋巴管起源于前主静脉内皮细胞．在胚胎 9．5 d 

时，不表达 Prox1的原始静脉向血管方向分化而表 

达 Prox1的原始静脉内皮细胞通过上渊 VEGFR3 

和 Integrincx9的表达，实现增殖 、迁移 、管腔形成而 

向淋巴管方向分化I7I，VEGF—C作为配体与 VEGFR3 

和 Integrinet9结合从而促进 LECs的生成。目前比较 

公认的淋巴管特异性标志物有 ：透明质酸受体 1 

(LYVE—1)、同源转录因子(Prox—1)、podoplanin，和 

VEGFR一3．2004年有学者发现 integrina9是 VEGF— 

C／D的一个受体后1 I，越来越多实验证明 integrine~9 

在淋巴管形成中有重要作用I l。IntegrincO封闭型抗 

体与 VEGF—C竞争性的结合 IntegrincO的某一位 

点 ．阻碍 VEGF—C与 Integrill仅9的结合，从而阻断 

Integrinot9信号通路 ；VEGF—C通过与VEGFR3(一 

种酪氨酸激酶受体)结合，使其羧基末端酪氨酸残 

基磷酸化来传导下游信号，VEGFR3磷酸化酶抑制 

剂 MAZ5 1通过抑制此磷酸化过程来阻断 VEGFR3 

信号通路。本实验用 VEGF—C156s诱导 HADSCs向 



重庆医科大学学报 2017年第 42卷第 1期 (Journal of Chongqing Medical University 2017．Vo1．42 No．1】 一 113 一  

LECs分化过程中，5 Ixmol／L的 MAZ51、10 bug／mL的 

Integrinot9封闭性抗体分别使 p-VEGFR3和Integ— 

rincO的表达量明显降低 ，表明此浓度下药效显著。 

结果显示 Integrinc~9和 VEGFR3中任一通路的阻断 

都会造成淋巴管生成受到阻碍(LYVE一1的表达降 

低)，同时阻断两条通路则阻滞作用更加明显 ，提 

示 VEGF—C／Integrin~O和 VEGF—C／VEGFR3是干 

细胞向 LECs分化过程中的两条重要通路；当两条 

通路中的其中一条受到阻断时，另一通路的表达量 

都没有受到影响．说明在 VEGF—C诱导的LECs分化 

过程 中。Integrina9和 VEGFR3之间不像 VEGFR3 

和VEGFR2那样存在交叉激活作用，两条通路都是 

直接、独立控制 LEGs的生成。淋巴管的形成需要具 

有 LECs表型的细胞转移至特定部位，进而形成淋巴 

管腔，所以细胞的迁移是淋巴管形成的关键步骤， 

本实验对诱导分化的 LECs分别阻滞 Integrin 9和 

VEGFR3的功能，细胞迁移能力都会减弱，当同时阻 

滞两条通路时．细胞的迁移能力将进一步减弱，提示 

IntegrinoO和 VEGFR3在 LECs的迁移过程中共同 

发挥重要作用 

综上所述，干细胞分化而来的 LECs有望成为 

治疗淋巴水肿的新方法，有必要探索更高效率的诱 

导方法。VEGFR3和 IntegrinoL9是 VEGF—C诱导干 

细胞向 LECs分化过程中的重要通路 ，并在此过程 

中直接独立控制 LECs的生成 ，且 VEGFR3和 Inte— 

grinot9在细胞的迁移中均发挥重要作用。对淋巴管 

生成过程分子机制的探索。进而通过操纵这些分子 

来促进或抑制淋巴管的生成，从而对治疗淋巴水肿 

和抑制淋巴管畸形增长、肿瘤转移提供新的思路和 

理论依据。 
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