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不同生物活性材料对间充质干细胞功能影响的比较
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6-,7 是一组多能异质性群体，在体外具有多向

分化潜能，可分化为脂肪、骨、软骨等组织e0$&f。而且，

间充质干细胞的来源十分广泛，主要来源于骨髓、脂

肪、脐带以及胎盘等组织e*$"f。近几年，人胎盘来源的

间充质干细胞由于其提取方便、成本小、易于培养、

效果显著等诸多优点逐渐成为众多干细胞研究者的

研究热点e'$0Ff。间充质干细胞的多能性除了多向分化

潜能外还主要体现在免疫调节及抗炎作用。然而，免

疫抑制及抗炎作用的发挥依赖于 6-,7 所分泌的细

胞因子，其中主要为肿瘤坏死因子诱导蛋白$(

（?9AY< V=:<Y7@7 \>:?Y< $! $@V^9:=^ Z=V=M[<Y?=@V ( ，

;-2$(）及前列腺素 G+（[<Y7?>Z8>V^@V G+，52G+）e0*$0Hf。

近年来，为了提高 6-,7 的生物学效应，人们研

制出多种生物活性材料以提高 6-,7 的活性及利用

率。本课题组将壳聚糖（:4@?Y7>V，,-）连接到人胰岛

素样生长因子$0（@V798@V$8@a= Z<Yb?4 \>:?Y<$0）的 ,

结构域或者连接到一氧化氮（V@?<@: Y`@^=，./）合成

,-$123$0, 或者 ,-$./ 水凝胶，其在体外与体内

都具有促进 6-,7 生物学效应的功能e0"$0'f。然而，本

实验重在进一步研究 ,-、,-$123$0, 以及 ,-$./

水凝胶三者对于 6-,7 的不同影响，以利于日后研

究有目的地选择与利用。
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!"!"! 实验材料 人胎盘来源的间充质干细胞

（#$%&'()）由北京干细胞库提供；('、壳聚糖%胰岛

素样生长因子%!(、壳聚糖%一氧化氮（('%*+）水凝

胶由南开大学分子生物研究所合成。

!"!", 主要试剂 ,，-，.%三硝基苯磺酸（/*0'，

)1234）购买自上海易佰聚经贸有限公司；&// 试剂

盒购买自上海翊圣生物科技有限公司；萤火虫荧光

素酶的底物（5%67819:;1<）购买自美国 (461=:;6) 公司；

引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

!", *+,-

!","! 质粒提取及慢病毒包装感染 >? !@ 感受态

细胞冰浴融化后加入目的 5*A，混匀后冰浴 B? 31<，

-, !水浴热激 -> )，快速冰浴 , 31<，加入 -?? !@

@0 液体培养基，BC !，,?? ;D31< 摇床培养 ! # 使菌

体复苏，B ??? ;D31< 离心 ! 31<，弃部分上清，重悬菌

液，转移至含抗生素的 @0 固体培养基，BC !培养

! # 至液体被吸收，将平板倒置培养 !,E!. #。挑取

平板上的单克隆加入 !> 3@ 含抗生素的 @0 液体培

养基，BC !，,?? ;D31< 摇床内过夜培养。提取质粒，

检测质粒溶液浓度，%,?!冻存。@1=F9:8G431<: ,???

试剂盒进行慢病毒包装，于%H?!冻存待用。预先将

!"!?

>

#$%&'() 铺于六孔板一孔，待贴壁后，吸出原

有的培养基，更换为含有病毒液的培养基（, 3@ 不

含抗生素的培养液IB !@ =F6JK;:<: 溶液（H !2D3@）I

! 3@ 病毒液）。将六孔板于 BC !，! .?? ;D31< 离心

! #，孵箱培养 B # 后，用新鲜培养液更换含有病毒

的培养液，BC !细胞培养箱中培养 -H # 后，于倒置

荧光显微镜下观察 LM$ 阳性细胞的表达情况，用生

物发光成像仪检测萤火虫荧光蛋白的表达情况。

!",", 流式细胞分析 将转染的细胞传代扩增后

进行消化计数，取 !"!?

> 个细胞以 ! ,?? ;=3D31<，

- !离心 B 31<，弃上清，用 $0' 缓冲液洗脱离心

B 次，最后一次弃上清后，用 >?? !@ $0' 重悬，移入

流式管中，用 ,?? 目的筛网过滤成单个细胞到新的

流式管中，插入冰上，上机，按照 M@%N! 通道检测

LM$ 阳性细胞的百分比。

!","B &// 实验检测 B 种水凝胶对细胞的增殖效

果 &// 实验可很好的反应细胞的增殖效果，因

此，我们将 B 种水凝胶按照已报道的最适浓度

,?? !3F6D@ 涂布于 O. 孔板（B !@D孔）并将孔板置

于 BC !温箱中孵育 B? 31<

P!H，,?Q。而后细胞均按照

,"!?

B 的细胞浓度铺盘（>孔D组）。分别于 ,-、-H、C, #

后进行 &// 实验并用酶标仪检测 +5-O? 值。

!","- 生物发光成像仪检测 B 种水凝胶对 #$%

&'() 的促增殖作用 由于 #$%&'()

LM$%M678 可稳定表

达 LM$DM678，因此可根据这个特性，利用生物发光

成像仪检测 #$%&'()

LM$%M678 的增殖效果。将不同水凝

胶分别涂布于 ,- 孔板（!? !@D孔），将孔板置于

BC !温箱中孵育 B? 31< 后培养 #$%&'()，每孔细

胞数为 >"!?

-（B 孔D组）。于 ,-、-H、C, # 分别进行生

物发光成像仪检测，5%67819:;1< 每孔加 !? !@。

!","> N

,

+

,

诱导 #$%&'()

LM$%M678 的抗凋亡 再次利

用 #$%&'() 稳定表达 LM$DM678 的特性，预先将 B种

水凝胶涂布于 ,-孔板，再将 >"!?

> 个 #$%&'() D孔铺

于孔板中，然后将 N

,

+

,

按照 >? !3F6D@、!?? !3F6D@、

,?? !3F6D@、-?? !3F6D@ 的浓度梯度加入孔板，于

BC !细胞培养箱中培养 ,- #，按照上述方法，利用

生物发光成像检测细胞的存活。

!",". R/%$(R 检测不同培养条件下 #$%&'() 的

表达情况 利用 R:46 G13: $(R 检测三种不同水凝

胶处理的 #$%&'() 的增殖、凋亡、炎症、血管新生等

相关因子的表达。/;1SF6 法提取结肠组织中总 R*A，

需要测定的基因的引物序列，TLM%!，上游：>#%

L(/(//(AL//(L/L/L/LLA%B$，下游：>$%L((/((

//ALA/(A(AL(/((%B$（扩增片段长度：!?O K=）；

NLM，上游：>$%L(/A/(LLLL/AAALA((/A(A%

B$，下游：>$%(L/AL(L/A((/(/LLA//L(%B$（扩

增片段长度：!!. K=）；ULM，上游：>$%/L/((A(L(AA

/L/L/(/LAA%B$，下游：>$%(A//A/(LLL/LALLA

A(AA(( %B$（扩增片段长度：!B! K=）；0AV，上游：

>$ %(((LALALL/(/////((LAL %B$，下游：>$ %

((AL(((A/LA/LL//(/LA/%B$（扩增片段长度：

!>> K=）；0A5，上游：>$%(((ALAL///LAL((LAL

/L%B$，下游：>$%(((A/(((//(L/(L/((/%B$（扩

增片段长度：,-O K=）；MA'，上游：>$%/(/LL//(//A

(L/(/L//L(%B$，下游：>$%(/L/L(AL/(((/AL(

///((%B$（扩增片段长度：!OC K=）。MA'L，上游：>$

%(/((LALAL/(/A((AL((A%B$，下游：>$%/LLA

(//L((/L//AAA/LLL%B$（扩增片段长度：!,! K=）；

/'L%.，上游：>$%///(/(/

/L(/A/LLLAALA(A(%B$，下游：>$%LAL(//L/A/

//L((ALA((L%B $（扩增片段长度：!,. K=）；$LU,，

上游：>$%(LA/L(/(A/L(/(//(L(%B$，下游：>$%

LLLALA(/L(A/ALA/LA(ALL%B$（扩增片段长

度：!,. K=）；WULMX上游：>$%ALLL(ALAA/(A/(A(

LAAL/%B$，下游：>$%ALLL/(/(LA//LLA/LL(

A%B$（扩增片段长度：!B. K=）；$5LM，上游：> $%LA(/

(ALL(LLAA/((AA((%B$，下游：>$%(//LLL(/L/
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!""#"$##$$%## &'!（扩增片段长度：()) *+）；

!%,-./ 上游：0!1!!%!$!%!%#$$$#$$%%%%#&

2!，下游：0!3!!4#!##!#$%#%$##$#$%#!!&2!

（扩增片段长度：()) *+）

(52 !"#$% 本实验数据统计资料均以 !"!

表示。两组计量资料之间的比较采用独立样本 " 检

验，各组均数运用单因素方差分析 （678 379:

%;<=%）进行统计处理。统计学处理采用 >?9+@+9A

统计学分析软件。#BCDC0 为差异具有统计学意义。

! !"

)D( &'( @,3EF$G )*+ 在显微镜下观察

到，转染后的 @,3EF$G 细胞呈现成纤维细胞样梭形

形态，在倒置荧光显微镜下观察到 HCI的 @,1EF4G

细胞呈 !J, 阳性。流式细胞分析结果也验证了这一

结果。生物发光成像仪检测的结果表明，细胞的荧

光强度与细胞数量呈较好的线性关系（$

)

KLDHHM (）

（图 (），因此，在后续实验中可用荧光强度直接反映

细胞数量。

)D) ,-./01 @,1EF$G )23456 为了

研究三者对细胞增殖的影响，首先我们进行了 E##

细胞增殖实验，结果表明，$F1N!J3(4 水凝胶与

4F3;< 水凝胶均可显著促进细胞增殖。而 4F 对细

胞的增殖并没有明显效果。生物发光成像技术也说

明，随着时间的延长，4F3N!J3(4 水凝胶组细胞信

号最强，细胞增殖最快。与此同时，OP9Q 6RSP ,4O 结

果显示，4F3N!J3(4 水凝胶可显著促进增殖相关基

因 N!J3(，.!J 及 T!J 的表达。$F3;< 水凝胶对细

胞的增殖也具有一定的促进作用，由此，进一步验

证了 $F3N!J3($ 与 $F 及 $F3;< 相比能更好地促

进细胞的增殖（图 )）

)D2 7-./089:;<)56 实验结果显

示，$F、$F3;<、$F3N!J3N$ 水凝胶都具有抗细胞凋

亡的能力，但是 $F3N!J3($ 水凝胶抗细胞凋亡的能

力更加显著，$F3;< 水凝胶抗细胞凋亡的能力与

$F 组相比并无显著差别。而对三种水凝胶处理后的

@,3EF$G 表达的凋亡相关基因进行检测，结果表

明，$F3N!J3($ 与 $F3;< 水凝胶能够显著降低

U%VWU%-、J%FWJ%FX! 等凋亡相关基因的表达，4F

水凝胶可下调 J%FWJ%FX! 的表达，其结果与生物发

光成像具有相似性（图 2）。

%D @,3EF4G

!J,3JQYZ 的正常形态及自发荧光；UD 流式细胞分析；$D 生物发光成像结果（放大倍数为 (CC 倍，标尺K(CC !S）
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!"# !"#$%&'()*+,-./01 结果

表明，$%&'()&*$ 水凝胶组 +%(&, 与 -(.! 的表达

量较高，但 $%&/0在一定程度上也能促进 1-&2%$3

对抗炎因子表达（图 #）。因此 $%&/0与 $%&'()&*$水

凝胶均可与 1-&2%$3共移植用于炎性疾病的治疗。

!"4 '(2345678+,/-. 结果表明，

$%&/0 可显著促进 5.() 及 -6() 的表达，同时，

$%&'()&*$ 水凝胶对 1-&2%$3 也有较明显的促进

血管新生相关因子表达的作用，而 $% 在一定程度

上也能促进 5.() 的表达（图 4）。
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间充质干细胞最早被认为是来源于中胚层和

外胚层的一组多能干细胞群体而被人们所熟知，但

是随着再生医学的进步，以及对间充质干细胞研究

的不断深入，人们发现间充质干细胞可以跨胚层分

化，甚至可以分化为脂肪细胞、骨细胞、软骨细胞、

心肌细胞及神经细胞等，因此其具有多向分化潜

能，在组织修复与再生的医学领域具有广阔的发展

前景!"#$% &"#&'(。此外，间充质干细胞最早是从小鼠骨髓

中提取而来，但是由于其数量与分化潜能受年龄的

影响，再加上其提取程序复杂，在应用中受到极大

限制!&$#&)(。随后在脂肪组织、脐带、羊水及胎盘中也

提取出了间充质干细胞，但是脂肪及羊水中的间充

质干细胞的提取受多种条件的限制!&*(，而且获取羊

水对胎儿及母体有一定的风险；脐带间充质干细胞

虽然提取便利，但是其免疫原性比其他间充质干细

胞要高。所以胎盘间充质干细胞的优势显而易见：

低免疫原性，获取方便，对人体无害，易于培养，多

向分化、免疫调节及抗炎能力强，不涉及伦理问题

等!&+#&,(。因此，胎盘间充质干细胞成为众多研究领域

的一大热点。

生物发光成像是基于分子影像学的一门技术，

早在 "--- 年美国哈佛大学维斯里德教授提出这一

概念，并用以检测活体状态下动物体内的细胞及分

子水平!&-(。而近年来小动物活体成像技术大多被应

用于对肿瘤细胞的检测，应用生物发光成像的原理

将肿瘤细胞进行荧光素酶的标记，在体外加入荧光

素时，荧光素酶与荧光素发生反应释放光子，这种光

子在一定的波长内可被小动物活体成像系统捕捉

到，从而监测瘤性细胞在体内的转移以及肿瘤的大

小!'.#'&(。与此同时，将小动物体内转入荧光素酶的报

告基因，在体外给予荧光素后仍然能够检测目的基

因的表达水平!",#"-(。而将细胞标记荧光素酶再置于外

源的生物凝胶中仍然不影响发光强度!"-% ''(。在本研究

中，我们应用同样的原理，将绿色荧光素酶与萤火虫

荧光素酶的报告基因转入 /0#1234 内，使其在正常

情况下自发绿色荧光，并且在与萤火虫荧光素结合

时发生反应释放光子，再利用小动物活体成像系统

便可以监测到细胞移植后的分布及活细胞的数量。

据研究表明，传统的基质胶 56789:;<'= 培养条

件下的 1234 具有较明显的促进细胞存活与促血管

新生的作用，成功应用在心肌缺血的动物模型中!'$(。

另外，人血小板裂解液合成的水凝胶在一定条件下

也具有促进 1234 增殖与促血管新生的作用，其表

征结果也证明了这种水凝胶的安全性!')(。但是，在以

往的研究中得知，32#>?@#"3 水凝胶与小鼠脂肪来

源的间充质干细胞（6A9BC4; 5;4;DE/F56< 47;5 E;<<4，

G=234）共培养可促进 G=234 的增殖，拮抗 H

&

I

&

诱

导的细胞凋亡，同时具有促进血管新生的作用!"-% '*(。

而 32#JI 水凝胶可促进 /0#1234 来源的外泌体对

促血管新生的作用，上调 KL?@ 及 0=?@ 的表达!",(。

而在本研究中 32#>?@#"3 除了具有促进 1234 增

殖及抑制凋亡的作用外，还具有促进 1234 的促进

血管新生相关因子表达及抗炎相关因子表达的作

用。而 32#JI 水凝胶促进 1234 的血管新生相关因

子表达的作用依然很稳定。因此，本课题组所研制

的 32 负载的生物活性材料与其他各类已报道的生

物材料相比其生物效应可能更加广泛。

综上所述，在以后的研究中可将 32#>?@#"3 水

凝胶与 32#JI 水凝胶应用于 1234 对缺血性疾病

的移植治疗，而 32#>?@#"3 水凝胶还可应用于炎症

性疾病的治疗，这两种水凝胶具有较广的临床应用

前景。
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