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摘要 目的：探究 N钙黏蛋白融合蛋白改性表面培养人脐带间充质干细胞（HUCMSCs）对细胞活性与细胞募集能力的影响。方
法：对聚苯乙烯（TCP）培养皿表面分别行磷酸缓冲盐溶液（PBS）浸润、N钙黏蛋白融合蛋白改性处理，通过水接触角实验检测表
面亲水性，将 HUCMSCs分别接种于 PBS浸润（对照组）和 N钙黏蛋白融合蛋白改性（改性组）的培养皿，利用 CCK-8评估细胞
活性，通过划痕实验、迁移实验评估 N钙黏蛋白融合蛋白改性表面培养 HUCMSCs对细胞募集能力的影响，通过 RT-qPCR和
ELISA评估基质细胞衍生因子-1（SDF-1）的基因表达和旁分泌变化。结果：水接触角检测显示对照组培养皿表面水接触角高于
改性组培养皿表面水接触角（t=41.99，P约0.01）；CCK-8实验结果显示，培养 1 d改性组细胞活性明显高于对照组（t=2.907，P约
0.05）；划痕实验结果显示体外培养 12、24 h后，改性组划痕愈合面积均高于对照组（t=4.144、17.75，均 P约0.05）；迁移实验结果
显示改性组募集到上室下层的细胞数量高于对照组（t=23.14，P约0.01）；RT-qPCR结果显示，改性组 SDF-1基因表达上调（t=
29.01，P约0.01）；ELISA结果显示，改性组 SDF-1因子旁分泌高于对照组（t=4.681，P约0.01）。结论：利用 N钙黏蛋白融合蛋白改性
表面培养 HUCMSCs，可增强细胞活性及细胞募集能力。
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Abstract Objective：To investigate the effect of surface-modified culture of human umbilical cord mesenchymal stem cells（HUCM原
SCs）using N-calmodulin fusion proteins on cell activity and cell recruitment capacity. Methods：Polystyrene（TCP）culture dishes
were treated with phosphate-buffered saline（PBS）infiltration and N-cadherin fusion protein modification，respectively. Surface hy原
drophilicity was detected by water contact angle test. HUCMSCs were inoculated onto PBS-infiltrated（control group）and N-cadherin
fusion protein-modified（modified group）culture dishes. The CCK-8 assay was used to evaluate cell viability，while wound healing
assay and migration assay were used to evaluate the effect of N-cadherin fusion protein modified surfaces on the cell recruitment capa原
bility of HUCMSCs. RT-qPCR and ELISA were used to assess the gene expression and paracrine changes of the stromal cell-derived
factor-1（SDF-1）. Results：Water contact angle measurements showed that the water contact angle of the control tissue culture dish
was higher than that of the modified group （t=41.99，P<0.01）. The CCK-8 assay results showed that the cell viability of the aggre原
gates in the modified group was significantly higher than that in the control group on day 1（t=2.907，P约0.05）. Scratch assay results
demonstrated that after 12 hours and 24 hours of in vitro culturing，the modified group showed larger scratch healing areas compared
with the control group（t=4.144，17.75，both P<0.05）. The results of the migration assay showed that the number of cells recruited to
the lower layer of the upper chamber was higher in the modified group than in the control group（t=23.14，P<0.01）. RT-qPCR re原
sults showed SDF-1 gene expression was up-regulated in the modified group（t=29.01，P<0.01），while ELISA results showed that the
paracrine secretion of SDF-1 factor in the modified group was higher than that in the control group（t=4.681，P<0.01）. Conclusion：
Modifying the surface of HUCMSCs with N-cadherin fusion protein can enhance cell viability and cell recruitment capability.
Key words cadherin；surface modification；mesenchymal stem cells；stromal cell-derived factor-1
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间充质干细胞具有自我更新能力和多向分化

潜能[1]，是组织工程中理想的种子细胞[2]。长期以来

在再生医学领域，间充质干细胞的体外扩增被视为

一项核心技术。然而，值得注意的是，这种体外扩增

过程可能会导致干细胞信号转导的减弱[3]，并可能

进一步改变其免疫原性[4-5]，这对于干细胞疗法的安

全性和有效性构成了潜在挑战。内源性干细胞的募

集避免了这些缺点。研究表明干细胞旁分泌因子中

包含基质细胞衍生因子-1（SDF-1）[6]，通过增强

SDF-1 的旁分泌以增强内源性干细胞募集是主要
的研究方向。钙黏蛋白是一种同型结合、Ca2+依赖的

细胞黏着糖蛋白，介导组织内的细胞间黏连[7-9]。钙

黏蛋白以拉链状方式与相邻细胞建立同型相互作

用，能够感知力学刺激并激活机械转导信号级联，

控制细胞骨架的组织、信号转导和转录事件的激

活，最终驱动细胞的增殖、分化和迁移等过程。N钙
黏蛋白是钙黏蛋白家族的重要成员，在神经系统、

大脑、心脏、骨骼肌、血管和造血微环境的发育和功

能调节中发挥重要作用[10]。N钙黏蛋白融合蛋白是
一种由人 N-钙黏蛋白胞外结构域和免疫球蛋白 G
Fc区组成的融合蛋白。本研究旨在利用 N钙黏蛋白
融合蛋白改性表面培养人脐带间充质干细胞

（HUCMSCs），评估细胞活性及细胞募集能力的变
化，为组织工程再生疗法提供新的方法。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器 N钙黏蛋白融合蛋白（天津睿创
生物科技有限公司）；HUCMSCs（北京贝来生物科技
有限公司）；TCP培养板（无锡耐思生物科技股份有
限公司）；DMEM/F-12培养基、青霉素/链霉素双抗、
胰蛋白酶 EDTA消化液、DMSO（赛默飞世尔科技公
司，中国）；胎牛血清（广东环凯微生物科技）；磷酸

缓冲盐溶液（PBS，格来赛生命科技，中国）；CCK-8
细胞增殖毒性检测试剂盒（成都赛乐思生物科技有

限公司）；Transwell培养板（武汉伯远生物科技有限
公司）；ELISA试剂盒（北京索莱宝生物）；RT-qPCR
试剂盒（南京诺为赞生物）；倒置荧光显微镜（Leica
公司，德国）；接触角测定仪（厦门崇达智能科技有

限公司）；激光共聚焦显微镜（蔡司 LSM900，德国）。
1.2 实验分组 以未处理的培养皿表面培养的

HUCMSCs作为对照组，N钙黏蛋白融合蛋白改性的
培养皿表面培养的 HUCMSCs作为改性组。
1.3 培养板表面改性 将 N钙黏蛋白融合蛋白的
PBS溶液加入 6孔板中吹打均匀，终浓度为 5 滋g/mL
置于 37益、5%CO2细胞培养箱中静置孵育 2 h。使用
前将培养皿中液体轻轻吸弃。

1.4 水接触角测量 使用仪器为光学水接触角测

量仪，调整工作台水平，放好样片；调整微量注射

器，使针头处形成一个微液滴；上移工作台，当材料

表面接触水滴后，立即下移工作台，材料上留下水

滴；使用高分辨相机拍摄图像，使用 Image J软件测
量静态接触角。

1.5 HUCMSCs的培养 使用细胞前利用流式细胞

术鉴定确认 CD90、CD105 和 CD73阳性（逸95%），
CD11b、CD19、CD34、CD45和HLA-DR阴性（臆2%）。
使用 DMEM/F12培养基（10%胎牛血清、1%双抗）培
养，置于 37益、5%CO2饱和湿度的 CO2培养箱中扩

增，待细胞生长至铺满培养板底部 80%耀90%时传
代，取第 4代细胞接种于改性组和对照组培养板。
1.6 CCK-8试验 在 6 孔板中每孔接种 50 万细
胞，培养 24 h后，按照 1 颐 9的比例配制混合 CCK-8
溶液和完全培养基，配制过程避光操作；向每孔中

加入 2 mL CCK-8溶液，置于 37益、5% CO2细胞培

养箱内孵育 2 h；孵育 2 h后，每孔取 100 滋L培养
基，转移至 96孔板，用酶标仪测 450 nm处各组培
养基的吸光度并记录。

1.7 划痕实验 先用 marker 笔在 6 孔板背后，用
直尺每隔 0.5~1 cm均匀的划横线，横穿过孔，每孔
至少穿过 5条线；处于对数生长期的细胞，胰蛋白
酶消化成单细胞悬液，接种于 Transwell培养板上
室和下室，上室预先根据是否进行 N钙黏蛋白融
合蛋白改性处理分为改性组和对照组；细胞铺板

100 000个/孔，每孔最终的培养基总量 2 mL；培养
箱中培养 24 h；用 200 滋L枪头紧贴直尺，垂直于背
后的横线划痕；PBS冲洗细胞 3次，去除划下的细
胞，加入无血清培养基培养 1 d；擦去 6孔板背后的
marker横线划痕。4倍镜下进行拍照，保证划痕居中
且垂直，按 0、12、24 h时间点拍照。使用 Image J软
件随机选取 5个位置，计算划痕面积愈合率。
1.8 迁移试验 在 Transwell板下室改性后培养细
胞，上室直接培养细胞，添加低血清培养基（5%
FBS）置于 37益、5% CO2饱和湿度的 CO2培养箱中

培养 48 h。用棉签擦去上层小室内的细胞，4%多聚
甲醛室温固定 20 min；结晶紫染色液染细胞，去离
子水适度漂洗，去除浮色；把染色漂洗后的上室放

在一片干净的载玻片上，带膜的底面贴着载玻片，

拍照时保持膜湿润；应用 Image J进行 Transwell迁
移细胞计数。

1.9 RT-qPCR 向培养皿加入 TRIzol试剂，使用
细胞刮刀进行研磨，室温孵育 15 min，使其充分裂
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解；向管中加入氯仿，混匀后静置 3 min，分层后离
心，12 000 r/min，15 min，4益，将上清转移至 EP管
中，加入异丙醇，混匀，静置 10 min后，12 000 r/min，
4益，10min离心，吸弃上清，加入 75%乙醇，7500 r/min，
4益，5 min离心；倒掉上清，倒置晾干；用 RNase-free
水溶解 RNA，55耀60益金属浴 10耀15 min，使用 Biodrop
仪器测定 RNA含量。去除基因组 DNA：配制混合体
系：4 滋L RNase-free 水，4 滋L 4伊gDNA wipermix，
8 滋L模板 RNA，42益，2 min，在上管中加入 4 滋L
qRT-superMix域，配成 20 滋L体系；进行逆转录：
50益，15 min，85益，5 s；测量 cDNA浓度并稀释，浓
度为 600耀1 000 滋g/mL。设计引物：根据基因信息设
计引物，引物序列：ACTB，上游：5忆-CCTGGACTTCG-
AGCAAGAGATGG-3忆，下游：5忆-CAGGAAGGAAGG-
CTGGAAGAGTG-3忆（扩增片段长度：142 bp）；SDF-1，
上游：5忆-GTGCTGGTCCTCGTGCTGAC-3忆，下游：
5忆 -AGAATCGGCATGGGCATCTGTAG-3忆（扩增片
段长度：82 bp），根据说明书配制反应体系，循环
参数：94益预变性 30 s；94益 5 s、60益 10 s，40 个
循环。以 ACTB为内参指标，按照 2-驻驻Ct法进行定量

分析。

1.10 ELISA 取各组收集的上清液，运用 ELISA
试剂盒，并按照说明步骤对 SDF-1含量进行检测，
大致步骤如下：取检测板并设标准样品孔及待测样

本孔，对应分别加入标准品及待测上清液各 50 滋L后，
于 37益孵育 30 min；用洗涤液重复洗涤 5次并拍干
后，加入酶标试剂 50 滋L，并于 37益孵育 30 min；重复
洗涤后加入显色剂震荡混匀，避光显色 10 min；每孔
加入 50 滋L终止液终止反应后，于酶标仪 450 nm
波长测量 OD值，绘制标准曲线后计算浓度。
1.11 统计学处理 采用 Prism 9.0统计分析软件
对所得数据进行统计学分析并制作统计图表，对数

据进行正态性检验及方差齐性检验，符合正态分布

的计量资料用 x依s的形式表示，组间比较采用独立
样本 t检验，P<0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 对照组和改性组培养皿的水接触角 实验结

果如图 1 所示，对照组培养皿表面水接触角为
（106.30依2.51）毅，改性组培养皿表面水接触角为
（54.51依1.68）毅，对照组比改性组培养皿表面水接触
角更大，存在差异具有统计学意义（t=41.99，P约0.01）。
2.2 CCK-8实验结果 培养 1 d时，与对照组相比，
改性组在 450 nm处吸光度明显更高，差异具有统
计学意义（t=2.907，P约0.05），见图 2。

2.3 划痕实验结果 实验结果显示，经过 12 h、24 h
的迁移，与对照组相比，改性组划痕的愈合更多（t=
4.144、17.75，均 P约0.05）。见图 3。

2.4 迁移实验结果 改性组募集到下层的细胞数
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图 1 两组水接触角比较

Fig.1 Comparison of water contact angles in two groups

注：A：两组水接触角测量图像；B：两组水接触角测量结果比较
（****P约0.000 1）
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图 2 两组培养 1 d的 CCK-8结果
Fig.2 CCK-8 results of two groups cultured for 1 d

注：*P约0.05
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图 3 两组划痕随时间变化及愈合面积比较（40伊）
Fig.3 Comparison of scratches over time and healing area in two

groups（40伊）

注：A：划痕随时间变化图；B：愈合面积比较；**P约0.01，****P约
0.000 1；标尺为 50 滋m

**
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量高于对照组，差异具有统计学意义（t=23.14，P约
0.01），见图 4。

2.5 RT-qPCR结果 RT-qPCR结果显示，改性组
SDF-1基因表达高于对照组，差异具有统计学意义
（t=29.01，P约0.01），见图 5。

2.6 ELISA结果 ELISA结果显示，改性组 SDF-1分
泌高于对照组，差异具有统计学意义（t=4.681，P约
0.01），见图 6。

3 讨论

本研究针对培养表面改性以提高干细胞细胞

活性和细胞募集能力的研究，结果说明 N钙黏蛋白
融合蛋白改性表面可增强细胞活性与细胞募集能

力，增强 SDF-1的基因表达和旁分泌。
钙黏蛋白在发育、伤口愈合和组织稳态中起着

至关重要的作用[11]。钙黏蛋白相互结合作用于细胞

骨架力网络[12]，影响细胞力学微环境。Zhang等[13]研

究发现，细胞-细胞相互作用中的 N钙黏蛋白能够
影响 YAP的细胞质-核定位，从而进一步调节基因
表达。在肿瘤相关研究中，或许是由于细胞种系及

培养条件的不同，YAP及其下游信号通路对促增殖
和促凋亡表现出双重影响[14]。Yue等[15]发现，N钙黏
蛋白融合蛋白表面包被可促进小鼠畸胎瘤细胞增

殖。本研究发现 N钙黏蛋白融合蛋白改性表面可增
强 HUCMSCs细胞活性，与 Yue等[15]的研究结果具

有相似性。据报道，Notch/Delta或 Eph/Ephrin等细
胞接触相关信号通路与细胞增殖密切相关[16]。因此，

可以认为 N钙黏蛋白融合蛋白改性表面促进细胞
增殖的作用源自其模拟的细胞-细胞间接触，这种
接触改变了 YAP的细胞质-核定位，并通过 Notch/
Delta或 Eph/Ephrin等信号通路影响细胞增殖。
组织损伤再生的一个关键点是有足够数量的

细胞被募集到损伤部位[17]。研究发现干细胞旁分泌

SDF-1，干细胞本身具备细胞募集的能力，但这种募
集能力比较有限[18]。为了增强内源性细胞募集，研究

方向转向直接利用化学引诱剂，如生长因子、血小

板衍生生长因子、胰岛素样生长因子以及趋化因子
[19]等；另一方面，研究者关注于如何增强干细胞旁分

泌能力[20]。

N钙黏蛋白在旁分泌功能中的重要性已经得到
证实[21]，研究发现，通过促进细胞-细胞相互作用的
生物材料可以增强间充质干细胞的治疗效力，功

能性阻断 N 钙黏蛋白对成肌细胞的分泌特性和
旁分泌作用产生负面影响[22]。因此，本研究中 N钙
黏蛋白融合蛋白改性表面增强 SDF-1的旁分泌，可
能是由于 N钙黏蛋白融合蛋白模拟了细胞-细胞相
互作用，使细胞感知到类似于生理环境下的细胞间

接触。

尽管本研究说明 N钙黏蛋白融合蛋白改性表
面增强 HUCMSCs的细胞活性和细胞募集能力，但
仍存在局限性：未对 N钙黏蛋白融合蛋白的浓度设
置梯度，在后续研究中，需要进一步细化；研究深度

不足，后续需要增加机制研究以解释 N钙黏蛋白融
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图 4 两组迁移细胞结晶紫染色及细胞数量统计分析（100伊）
Fig.4 Statistical analysis of crystal violet staining and cell number

of migrated cells in two groups（100伊）

注：A：迁移细胞结晶紫染色；B：细胞数量统计分析；****P约
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图 5 两组 SDF-1基因表达的比较
Fig.5 Comparison of SDF-1 gene expression in two groups
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图 6 两组培养基中 SDF-1浓度比较
Fig.6 Comparison of SDF-1 concentration in the culture medium

of the two groups factor

注：**P约0.01
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合蛋白对相关信号的影响；体内外环境差异巨大，

体外的细胞募集能力并不能说明其体内的募集能

力，这部分需动物实验的结果支持。

综上所述，N钙黏蛋白融合蛋白改性表面可增
强 HUCMSCs的细胞活性和细胞募集能力，具有促
进内源性细胞修复的潜力，有望以此实现组织工程

原位修复。
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