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!基础研究!

低氧环境下黄芪甲苷促进人骨髓间充质干细胞

分泌血管内皮细胞相关因子的实验研究

胡继宏#

$贾$佳#

"

!

$路$娟#

$王秋萍#

$赵静苗#

金$华#

$靳利梅#

$赵$翊#

$李金娟#

摘要$目的$观察在低氧环境下"黄芪甲苷能否诱导人骨髓间充质干细胞#

G,H'I

$向血管内皮样细

胞分化"提高
G,H'I

经血管内皮生长因子#

09JK

$诱导分化后的血管内皮样细胞的功能% 方法$将人

G,H'I

分为
8

组&对照组#单纯人
G,H'I

培养$'

09JK

组#含
09JK

载体的腺病毒的完全培养基加入人

G,H'I

$'黄芪甲苷组#含黄芪甲苷粉剂加入人
G,H'I

$和联合诱导组#含黄芪甲苷粉剂和
09JK

载体的

腺病毒的完全培养基加入人
G,H'I

$"

5L E

!

干预
!

周"对分化的细胞进行形态学观察"流式细胞仪检测细

胞表型
'D&#

和
'D#"5

的表达"

9M)HN

检测细胞培养上清液中
09JK

及内皮型一氧化氮合酶#

/4EH

$因

子的含量"

O/;2

#

P<:/ Q'O

和
+/IP/R. S21P

检测内皮素#

9*

$和前列环素#

QJ)

$的表达% 结果$#

#

$

!

周

后"镜下观察对照组与黄芪甲苷组细胞形态无明显变化"

09JK

组和联合诱导组细胞似铺路石子样生长%

#

!

$流式结果显示"对照组与黄芪甲苷组细胞不表达
'D&#

"高表达
'D#"5

(

09JK

组和联合诱导组细胞高

表达
'D&#

"低表达
'D#"5

"且
09JK

组
'D&#

表达高于联合诱导组#

Q T"

!

"5

$"而
'D#"5

低于联合诱导

组 #

Q T"

!

"5

$%#

&

$

9M)HN

检测发现"与对照组比较"各干预组的
09JK

及
/4EH

因子表达均增高#均
Q T

"

!

"5

$"且大小顺序为
09JK

组
U

联合诱导组
U

黄芪甲苷组% #

8

$

O*

#

Q'O

及
+/IP/R. S21P

检测发现"与对

照组比较"各干预组
9*

水平均升高#

Q T"

!

"5

$"

QJ)

表达量均降低#

Q T"

!

"5

$(且联合诱导组
9*

蛋白表达

水平最高"

09JK

组
QJ)

表达量最低% 结论$在低氧环境下"黄芪甲苷促进人
G,H'I

分泌
09JK

相关因

子(黄芪甲苷联合
09JK

可以促进
09JK

诱导分化后的血管内皮样细胞分泌
9*

%

关键词$血管内皮生长因子( 黄芪甲苷( 低氧( 骨髓间充质干细胞( 内皮素( 前列环素( 内皮型一氧化

氮合酶

NIPR;?;21I<V/ QR1:1P/V W-:;. G1./ ,;RR1X ,/I/.C=A:;2 HP/: '/22I P1 H/CR/P/ 'AP1Y<./ O/

#

2;P/V 0;IC-2;R 9.V1P=/2<;2 '/22I -.V/R WA@1Z<; '1.V<P<1.

$

W[ (<

#

=1.?

#

!

()N (<;

#

!

!

!

M[ (-;.

#

!

+N4J \<-

#

@<.?

#

!

]WNE (<.?

#

:<;1

#

!

()4 W-;

#

!

()4 M<

#

:/<

#

!

]WNE ^<

#

!

;.V M) (<.

#

>-;.

#

$

# 9Z@/R<

#

:/.P '/.P/R

!

J;.I- [.<_/RI<PA 1` '=<./I/ ,/V<C<./

!

M;.a=1-

$

7&""""

%&

! K;C-2PA 1` *',

!

b<

%

;. W;<P;.?

01C;P<1.;2 '122/?/

!

b<

%

;.

$

7#&"""

%

NGH*ON'*

$

ES>/CP<_/

$

*1 1SI/R_/ X=/P=/R ;IPR;?;21I<V/ C1-2V <.V-C/ =-:;. S1./ :;RR1X :/I

#

/.C=A:;2 IP/: C/22I

$

G,H'I

%

P1 V<``/R/.P<;P/ <.P1 _;IC-2;R /.V1P=/2<;2 C/22I

$

09'I

%!

1R <:@R1_/ P=/

`-.CP<1. 1` 09'I -.V/R =A@1Z<; C1.V<P<1.3 ,/P=1VI

$

*=/ P=<RV @;II;?/ G,H'I X/R/ V<_<V/V <.P1 `1-R

?R1-@I

!

<3/3

!

P=/ S2;.Y C1.PR12 ?R1-@

$

C-2P-R/V X<P= C1._/.P<1.;2 C-2P-R/ :/V<-:

%!

P=/ 09JK <.V-CP<1.

?R1-@

'

C-2P-R/V X<P= ;V/.1_<R-I _/CP1R C1.P;<.<.? _;IC-2;R /.V1P=/2<;2 ?R1XP= `;CP1R

$

09JK

%(!

P=/ NI

#

PR;?;21I<V/ ?R1-@

$

C-2P-R/V X<P= ;IPR;?;21I<V/

%!

;.V P=/ C1:S<./V ?R1-@

$

C-2P-R/V X<P= ;V/.1_<R-I _/C

#

P1R C1.P;<.<.? 09JK ;.V ;IPR;?;21I<V/

%

3 N`P/R <.P/R_/./V SA 5L E

!

`1R ! X//YI

!

:1R@=121?</I 1` V<``/R/.

#

P<;P/V C/22I X/R/ 1SI/R_/V3 *=/ /Z@R/II<1.I 1` C/22 @=/.1PA@/ 'D&# ;.V 'D#"5 X/R/ V/P/CP/V SA `21X CA

#
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P1:/PRA 3 *=/ 2/_/2I 1` 09JK ;.V /.V1P=/2<;2 .<PR<C 1Z<V/ IA.P=;I/

$

/4EH

%

<. I-@/R.;P/ X/R/ V/P/CP/V SA

9M)HN3 *=/ /Z@R/II<1.I 1` /.V1P=/2<.

$

9*

%

;.V @R1IP;CAC2<.

$

QJ)

%

X/R/ V/P/CP/V SA O/;2

#

P<:/ Q'O

$

O*

#

Q'O

%

;.V +/IP/R. S21P3 O/I-2PI

$$

#

%

41 1S_<1-I C=;.?/I 1CC-RR/V <. P=/ C/22 :1R@=121?A <. P=/ S2;.Y

C1.PR12 ?R1-@ ;.V P=/ NIPR;?;21I<V/ ?R1-@ ;`P/R PX1 X//YI3 '/22I <. P=/ 09JK ?R1-@ ;.V P=/ C1:S<./V

?R1-@ /Z=<S<P/V ; C121.A

#

2<Y/ ?R1XP=3

$

!

%

O/I-2PI 1` `21X CAP1:/PRA I=1X/V P=;P 'D&# X;I ./?;P<_/2A /Z

#

@R/II/V <. P=/ S2;.Y C1.PR12 ?R1-@ ;.V P=/ NIPR;?;21I<V/ ?R1-@

!

S-P P=/ /Z@R/II<1. 1` 'D#"5 X;I =<?=3

W1X/_/R

!

P=/ /Z@R/II<1. 1` 'D&# <.CR/;I/V

!

;.V P=/ /Z@R/II<1. 1` 'D#"5 V/CR/;I/V <. P=/ 09JK ?R1-@

;.V P=/ C1:S<./V ?R1-@3 *=/ @1I<P<_/ R;P/ 1` 'D&# X;I I<?.<`<C;.P2A =<?=/R <. P=/ 09JK ?R1-@ P=;. <. P=/

C1:S<./V ?R1-@

$

Q T"

&

"5

%!

;.V P=/ @1I<P<_/ R;P/ 1` 'D#"5 /Z@R/II<1. X;I 21X/R <. P=/ 09JK ?R1-@ P=;.

<. P=/ C1:S<./V ?R1-@

$

Q T"

&

"5

%

3

$

&

%

9M)HN I=1X/V

!

;I C1:@;R/V X<P= P=/ S2;.Y C1.PR12 ?R1-@

!

P=/ /Z

#

@R/II<1.I 1` 09JK ;.V /4EH <.CR/;I/V I<?.<`<C;.P2A <. ;22 P=/ <.P/R_/.P<1. ?R1-@I

$

Q T"

&

"5

%!

R;.Y/V ;I

P=/ 09JK ?R1-@ U P=/ C1:S<./V ?R1-@ U P=/ NIPR;?;21I<V/ ?R1-@3

$

8

%

O*

#

Q'O ;.V +/IP/R. S21P I=1X/V

!

;I C1:@;R/V X<P= P=/ S2;.Y C1.PR12 ?R1-@

!

9* 2/_/2 <.CR/;I/V

$

Q T"

&

"5

%

;.V QJ) V/CR/;I/V

$

Q T"

&

"5

%

<.

;22 P=/ <.P/R_/.P<1. ?R1-@I3 K-RP=/R :1R/

!

P=/ /Z@R/II<1. 1` 9* X;I P=/ =<?=/IP <. P=/ C1:S<./V ?R1-@

!

;.V P=/ /Z@R/II<1. 1` QJ) X;I P=/ 21X/IP <. P=/ 09JK ?R1-@3 '1.C2-I<1.I

$

NIPR;?;21I<V/ @R1:1P/V G,

#

H'I P1 I/CR/P/ 09JK R/2;P/V `;CP1RI -.V/R =A@1Z<; C1.V<P<1.3 NIPR;?;21I<V/ C1:S<./V 09JK C1-2V @R1

#

:1P/ P=/ I/CR/P<1. 1` 9* SA 09'I ;`P/R 09JK <.V-C/V V<``/R/.P<;P<1.3

c9^+EODH

$

_;IC-2;R /.V1P=/2<;2 ?R1XP= `;CP1R

&

;IPR;?;21I<V/

&

=A@1Z<;

&

S1./ :/I/.C=A:;2 IP/:

C/22

&

/.V1P=/2<.

&

@R1IP;CAC2<.

&

/.V1P=/2<;2 .<PR<C 1Z<V/ IA.P=;I/

$$正常的机体功能维持需要适宜的氧气供给!当微

环境出现缺血)缺氧会引起组织损伤!因此新生血管生

成对组织损伤修复具有重要作用* 血管内皮生长因子

$

_;IC-2;R /.V1P=/2<;2 ?R1XP= `;CP1R

!

09JK

%是目

前最强的促血管生长因子!可以诱导骨髓间充质干细

胞 $

S1./ :;RR1X V/R<_/V :/I/.C=A:;2 IP/:

C/22I

!

G,H'I

%分化为内皮细胞'

#

!

!

(

!本课题组前期

的研究发现低氧环境下
09JK

转染可以诱导
G,H'I

分化为血管内皮细胞'

&

(

* 黄芪甲苷作为黄芪的主要

活性成分!临床及基础研究显示黄芪甲苷治疗缺血性

心脏病疗效显著!已被国内外学者用于
G,H'I

相关研

究'

8

"

%

(

!但有关低氧环境下黄芪甲苷是否可以诱导
G,

#

H'I

向血管内皮细胞$

_;IC-2;R /.V1P=/2<;2 C/22I

!

09'I

%分化或者提高
G,H'I

经
09JK

诱导分化后的

血管内样细胞功能的相关研究尚未见报道* 故本实验

通过形态学观察)细胞免疫表型及内皮细胞特异性分子

进行综合鉴定!以
09JK

转染和单纯细胞培养为对照!

观察低氧环境中黄芪甲苷及黄芪甲苷联合
09JK

干预

后是否诱导人
G,H'I

向血管内皮样细胞分化*

材料与方法

#

$细胞$

#

代人
G,H'I

$货号#

75""

%及其培养

基$批号#

75"#

%和胎牛血清$

5"" :M

!批号#

""!5

%均

购于
HC</.'/22

公司*

!

$药物$黄芪甲苷!每瓶
!" :?

!购自于中国食

品药品检定研究院!纯度
!6$L

!批号#

#""7$#

"

!""%#&

* 将
!" :?

黄芪甲苷中加入
!"" !M

二甲基亚

砜$

D,HE

%!轻轻吹匀!再加入完整培养基至
5" :M

!

充分溶解!

"

!

!! !:

孔径滤膜过滤!配成
"

!

8 :?F :M

的母液!"

!"

&保存备用!用时等比列稀释*

&

$试剂及仪器$腺病毒载体
@NV

#

09JK

#

)O9H!

#

9JKQ

$

!6&N

细胞%!病毒效价为
!

'

#"

#"

)K[F:M

$美

国!

)._<PR1?/.

!

M<`/ */C=.121?</I '1R@1R;P<1.

%!

*;c;O; QR<:/ HCR<@P R/;?/.P c<P

试剂盒$

*;c;O;

'1V/

#

DOO"&7N

! 美国
*;c;O;

公司%!引物由
).

#

_<PR1?/.

公司合成*

HDH

#

QNJ9

凝胶制备试剂盒$批

号#

Q""#5

%和
G'N

蛋白测定试剂盒$批号#

Q'""!"

%

均购自北京索莱宝$

H12;RS<1

%公司*

'D&# K)*'

$批

号#

5"6"$&7

%和
'D#"5NQ'

$批号#

5!587!!

%均购自

美国
GD

公 司* 人
09JK 9M)HN

试剂盒 $批号#

!#$&%"&8&

%购自联科生物有限公司!内皮型一氧化氮合

酶$

/4EH

%

9M)HN

试剂盒$批号#

!"#%"8

%购自上海酶联

生物有限公司* 兔抗人内皮素$

9*

%单克隆抗体购自于

NSC;:

公司!批号#

JO!#56&8

"

8

&兔抗人前列环素

$

QJ)

%单克隆抗体购自于
)::-.1X;A

公司!批号#

G6""#

* 甘油三磷酸脱氢酶$

JNDQW

%购自于美国
J/

#

./'1@1/<;

公司!货号#

W\Q""%68"

*

实验中使用的倒置荧光显微镜!型号#

"$#

!日本

E2A:@-I

公司&流式细胞仪!型号#

KN'HC;.

!美国

GD

公司*
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8

$方法

8

!

#

$

G,H'I

体外培养$将冻存的人
G,H'I

置于
&7

&水浴锅中溶化!

$"" R F:<.

!离心
& :<.

!将

上清倒掉!加入含
#"L

胎牛血清的完全培养基
# :M

!

轻轻吹打混匀细胞!移至新培养瓶中!总液体量为
5

:M

!放置于
&7

&!

5L'E

!

培养箱培养!每天观察细

胞生长状态!

!

(

&

天换液
#

次* 待细胞生长融合达

$"L

(

6"L

时!用
QGH

冲洗
!

遍!加入
"

!

!5L

胰蛋

白酶
5"" !M

!并拍打培养瓶一侧!倒置相差显微镜下

观察细胞脱落情况!若细胞间隙增大!胞质回缩!速加

入等量完整培养基!以
$"" R F:<.

离心
& :<.

!去上

清!加入适量完整培养基吹打混匀细胞!按照
#

)

&

比

例进行传代*

8

!

!

$人
G,H'I

的体外干预诱导$将第
&

代人

G,H'I

利用
HQHH

软件随机分为
8

组#对照组)

09JK

组)黄芪甲苷组和
09JK

联合黄芪甲苷组$简称

联合诱导组%* 培养环境为
5LE

!

的三气培养箱中*

对照组为单纯
G,H'I

!进行
!

周常规培养!期间不传

代&

09JK

组加入含
09JK

因子的病毒载体诱导液进

行诱导分化'

&

(

&黄芪甲苷组加入含黄芪甲苷粉剂的完

全培养基'

7

(

&联合诱导组为
09JK

诱导和黄芪甲苷干

预的结合&以上
&

个干预组均
7! =

后换为普通培养液

继续培养!每隔
&

天换液!并将换下的上清培养液保存

"

!"

&冰箱!培养
!

周后对分化的细胞进行鉴定*

8

!

&

$观察指标及检测方法

8

!

&

!

#

$细胞上清培养液中
09JK

及
/4EH

的含

量检测$采用
9M)HN

法* 诱导
!

周后!根据说明书步

骤!先将细胞培养上清液离心去除沉淀!再行标准品与

样品的稀释!分别加样于酶标板孔底部!温育后加入洗

液进行多次冲洗!后加入酶标试剂)显色液)终止液!最

后置于酶标仪下进行检测*

8

!

&

!

!

$

9*

和
QJ) :O4N

的表达$采用
O/;2

#

P<:/ Q'O

检测* 诱导
!

周后!利用总
O4N

提取法收集

细胞!弃去培养基!用
QGH

冲洗细胞
!

遍后加入
# :M

*R<a12

!使其覆盖细胞面!置于冰上裂解
5 :<.

后!加入相

应试剂!最后将提取的
O4N

根据
*;Y;O; QR<:/

HCR<@P*, R/;?/.P c<P

试剂盒进行反转录* 引物序列见

表
#

* 反 转 录# 将
# !?

样 品
O4N

加 入
8 !M

5

'

QR<:/HCR<@P G-``/R

)

# !M QR<:/HCR<@P O* 9.

#

aA:/ ,<Z #

)

# !M E2<?1 V* QR<:/R

)

# !M O;.V1:

% :/RI

!补
O4;I/ KR// VW

!

E

至
!" !M

!以
&7

&

#5 :<.

!

$5

&

5 I

!

8

&保存
#" :<.

进行扩增* 将反转

录得到的
CD4N

进行
O/;2

#

P<:/ Q'O

!并制作熔解

曲线*

表
#

$引物序列表

引物

名称
引物

引物

长度$

S@

%

9*

上游#

5

%#

*J'*''*J'*'J*'''*JN*JJN*NNNJNJ

#

&

%

下游#

5

%#

JJ*'N'N*NN'J'*'*'*JJNJJJ'**

#

&

%

8%"

QJ)

上游#

5

%#

N''''''N'*JNNNNNJN*JN

#

&

%

下游#

5

%#

''**'*NNJ*JJ**JJNN'N

#

&

%

#%!

JNDQW

上游#

5

%#

*JNNJJ*'J'*J*'NN'JJN

#

&

%

下游#

5

%#

JN*JJ'N*JJN'*J*JJ*'N*

#

&

%

85#

采用比较
'P

$

$$'P

%法计算
:O4N

的相对表达

量!计算公式如下#

$'P d 'P

目的基因 "

'P

内参基

因!

$$'P d$'P

处理样本 "

$'P

对照样本&

!

"

$$'P表

示实验组目的基因表达量相对于对照组表达量的倍数

关系*

8

!

&

!

&

$诱导细胞中
9*

及
QJ)

蛋白的表达$采

用
+/IP/R. S21P

检测* 诱导
!

周后!收集细胞!加入

裂解液冰上静置
#" :<.

!

8

&

#! """ R F:<.

离心

&" :<.

后!提取上清液!用
G'N

试剂盒测定蛋白浓

度!进行
HDH

#

QNJ9

电泳!将蛋白转移至
Q0DK

膜

上!再分别将
%

#

;CP<.

)

QJ)

)

9*

一抗兔用
*GH*

稀释

$

#

)

# """

%后加入
Q0DK

膜!

8

&过夜孵育!次日加入

相应的二抗人!室温孵育后加入发光液!放入凝胶图像

分析仪进行曝光* 用目的条带的灰度值比内参
%

#

;C

#

P<.

灰度值代表蛋白相对表达量*

8

!

8

$统计学方法$应用
HQHH #&

!

"

统计软件

进行分析!计量资料服从正态分布用
Z

*

I

表示!多组

间比较采用方差分析!并进一步用
MHD

做两两比较&

不服从正态分布采用中位数和四分位间距表示!组间

比较采用秩和检验* 计数资料用率表示!组间比较采

用
&

! 检验*

Q T"

!

"5

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$各组诱导前)后
G,H'I

的形态结果比较$图

#

%$正常第
&

代人
G,H'I

形态呈纺锤状!核呈椭圆

形!呈成纤维样生长!且生长旺盛$图
#N

%&经
!

周诱

导后!黄芪甲苷组细胞数量较多!呈梭形!网状交织!无

明显形态改变$图
#G

%&

09JK

组和联合诱导组细胞多

呈三角形或多边形!集落状生长!呈铺路石子样$图

#'

!

D

%*

!

$各组诱导后
G,H'I

表达
'D&#

及
'D#"5

比较$图
!

% $诱导
!

周后!对照组及黄芪甲苷组

'D&#

均为阴性表达&而
'D#"5

为阳性表达!阳性率

分别为
66

!

7"L

和
66

!

%"L

!表明细胞仍呈现
G,H'I

的表型$图
!N

)

G

%*

09JK

组和联合诱导组
'D&#

表
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%

$$注#

N

为对照组&

G

为黄芪甲苷组&

'

为
09JK

组&

D

为联合诱导组&下图同&箭头所指为阳性结果

图
#

$诱导
!

周各组人
G,H'I

形态学观察$$

W9

! '

8

%

图
!

$诱导后各组人
G,H'I

表达
'D&#

和
'D#"5

比较

表
!

$各组诱导后人
G,H'I

的
9*

)

QJ) :O4N

表达水平比较$$

Z

*

I

%

组别
. JNQDW 9* QJ)

!

"

""

'P

9* QJ)

对照
& #%

+

#!

*

"

+

"! !$

+

"5

*

"

+

!$ !%

+

$8

*

"

+

!# #

+

""

*

"

+

!% #

+

""

*

"

+

!"

黄芪甲苷
& #5

+

%%

*

"

+

"! !%

+

85

*

"

+

"& !7

+

&$

*

"

+

"#

!

+

!#

*

"

+

"%

#

"

+

&6

*

"

+

""

#

09JK & #5

+

8&

*

"

+

"& !5

+

#!

*

"

+

"7 !7

+

6&

*

"

+

"#

8

+

7#

*

"

+

!8

#"

"

+

!6

*

"

+

""

#"

联合诱导
& #%

+

#&

*

"

+

"& !%

+

56

*

"

+

"& !7

+

!&

*

"

+

"#

&

+

&6

*

"

+

"!

#"$

"

+

&&

*

"

+

""

#"$

$$注#与对照组比较!

#

Q T"

!

"5

&与黄芪甲苷组比较!

"

Q T"

!

"5

&与
09JK

组比较!

$

Q T"

!

"5

达均明显上升!且
09JK

组阳性率高于联合诱导组

$分别为
&"

!

&&L

)

#"

!

!!L

!

Q T"

!

"5

%&

'D#"5

表达

下降!且
09JK

诱导组阳性率低于联合诱导组$分别

为
5$

!

##L

)

%&

!

87L

!

Q T"

!

"5

%!呈现典型的内皮细

胞的表型$图
!'

)

D

%*

&

$各组诱导后人
G,H'I

的
9*

)

QJ) :O4N

表

达水平比较$表
!

%$与对照组比较!

09JK

组)黄芪甲

苷组和联合诱导组
9* :O4N

明显上调 $

Q T"

!

"5

%!

而
QJ) :O4N

表达均降低$

Q T"

!

"5

%* 与黄芪甲苷

组比较!

09JK

组和联合诱导组
9* :O4N

均明显上

调$

Q T"

!

"5

%!

QJ) :O4N

表达均下降$

Q T "

!

"5

%*

与
09JK

组比较!联合诱导组
9* :O4N

表达下调$

Q

T"

!

"5

%!而
QJ) :O4N

表达提高$

Q T"

!

"5

%*

8

$各组诱导后人
G,H'I

的
9*

)

QJ)

蛋白表达

比较$图
&

%$与对照组比较!

09JK

组)黄芪甲苷组和

联合诱导组的
9*

蛋白含量均增多$

Q T"

!

"5

%!而
QJ)

蛋白含量均减少$

Q T "

!

"5

%* 与黄芪甲苷组比较!

09JK

组和联合诱导组
9*

含量均增加$

Q T"

!

"5

%!而

QJ)

含量均降低$

Q T"

!

"5

%* 与
09JK

组比较!联合

诱导组
9*

和
QJ)

含量均增加$

Q T"

!

"5

%*

$$注#与对照组比较!

#

Q T"

!

"5

&与黄芪甲苷组比较!

"

Q T"

!

"5

&

与
09JK

组比较!

$

Q T"

!

"5

图
&

$各组诱导后人
G,H'I 9*

)

QJ)

蛋白表达比较

5

$各组诱导后细胞培养上清液中
09JK

及

/4EH

含量比较$表
&

%$与对照组比较!

09JK

组)黄

芪甲苷组和联合诱导组
09JK

及
/4EH

的含量均升
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%

"!"($$"

高$

Q T"

!

"5

%* 与黄芪甲苷组比较!

09JK

组和联合

诱导组
09JK

及
/4EH

表达含量均升高$

Q T"

!

"5

%*

与
09JK

组比较!联合诱导组
09JK

及
/4EH

表达含

量均降低 $

Q T"

!

"5

%*

表
&

$各组诱导后细胞培养上清液中
09JK

及

/4EH

含量比较$$

Z

*

I

%

组别
. 09JK

$

@?F:M

%

/4EH

$

[F:M

%

对照
8 85"

+

66

*

#$

+

"7 !#

+

#&

*

"

+

68

黄芪甲苷
8

7""

+

#"

*

&6

+

85

#

!8

+

"#

*

"

+

78

#

09JK 8

# ""$

+

&5

*

#8%

+

&8

#"

&"

+

8%

*

!

+

!&

#"

联合诱导
8

67%

+

5"

*

#7#

+

65

#"$

!7

+

8"

*

#

+

#8

#"$

$$注#与对照组比较!

#

Q T "

!

"5

&与黄芪甲苷组比较!

"

Q T "

!

"5

&与

09JK

组比较!

$

Q T"

!

"5

讨$$论

干细胞移植后多数处于组织缺氧的微环境中!采

用有效手段促进人
G,H'I

的定向分化是研究者关注

的重点*

09JK

被认为是最有效的一种促血管生长因

子!

09JK

基因转染人
G,H'I

可以向血管内皮样细

胞诱导分化'

&

(

* 黄芪甲苷作为黄芪的主要有效成分!

有研究发现黄芪甲苷不仅促进人
G,H'I

体外增殖!

还促进
09JK :O4N

的表达'

$

(

* 黄芪甲苷是否可以

在低氧下诱导人
G,H'I

向
09'I

分化!是否可以提

高
WGH'I

经
09JK

诱导分化后的血管内样细胞功能

是本次实验的目的*

本实验细胞形态和流式细胞结果显示!对照组和

黄芪甲苷组呈现
G,H'I

细胞形态和细胞表型

$

'D#"5

高表达!

'D&#

阴性%特点!

09JK

组和黄芪

甲苷联合
09JK

组呈现血管内皮细胞形态和内皮细胞

表型$

'D#"5

低表达!

'D&#

阳性%特点!提示
09JK

转染人
G,H'I

具有向血管内皮细胞分化的倾向* 这

与常氧下
09JK

转染诱导人
G,H'I

向内皮细胞分化

的结果一致'

6

(

*

'D&#

是内皮细胞的特异性表面标

志'

#"

(

* 也有研究发现常氧下!将人
G,H'I

'

##

!

#!

(

)鼠

G,H'I

'

#&

(或羊
G,H'I

'

#8

(与
09JK

共培养同样可

促进
G,H'I

向内皮细胞分化*

本研究还发现黄芪甲苷组并无促进人
G,H'I

向

血管内皮样细胞分化!这与另一项黄芪注射液诱导人

G,H'I

后
'D&#

阳性表达的研究结果不同'

#5

(

!可能

由于黄芪中其他有效成分促进了
G,H'I

向
09'I

分

化* 另外!本研究中黄芪甲苷联合
09JK

组血管内皮

细胞特异性表型标记物
'D&#

阳性率低于
09JK

组!

其原因有待进一步探讨*

分化后的细胞是否具有血管内皮细胞功能!还需要

相应的功能学指标进行验证!但相关的研究极少* 目前

仅有我们前期的实验对
G,H'I

分泌
9*

和
QJ)

的情

况进行研究'

&

(

* 本次实验发现相较于对照组!黄芪甲苷

组)

09JK

组和联合诱导组的
09JK

及
/4EH

表达均明

显上调!说明黄芪甲苷与
09JK

均可促进人
G,H'I

血

管内皮细胞因子的表达!只是强度不同*

/4EH

于血管

内产生一氧化氮$

4E

%!并协助调节血管功能* 有研究

发现内皮型
/4EH

表达载体转染
G,H'I

后!

G,H'I

能够表达
'D&#

及
09JK

等血管内皮细胞相关分

子'

#%

(

* 本实验还发现!相对于对照组!各干预组
9*

升

高与
QJ)

降低!与前期实验结果类似'

&

(

* 正常的血管内

皮细胞只有
9*

分泌增多和
QJ)

分泌减少!才能维持内

环境稳态而发挥功能'

#7

(

!共同促进内皮细胞的正常生

长'

#$

(

* 目前尚未明确
G,H'I

向血管内皮细胞定向分

化的诱导剂'

#6

(

!本实验中!黄芪甲苷组虽无促进人
G,

#

H'I

向血管内皮样细胞分化的潜能!但其可促进细胞因

子
09JK

的表达!这与彭小娟等'

$

(和沈凌'

#5

(的研究结

果一致!其具体机制有待进一步探讨*

利益冲突# 无*
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