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朝藿定
&

诱导
&%I

小鼠胚胎间充质干细胞

向内皮样细胞分化的研究

赵$岩#

$高建莉#

$陈素红!

$吕圭源#

摘要$目的$研究朝藿定
&

!

;J=<8K=? &

"诱导
&%I

小鼠胚胎间充质干细胞!

<B-=?8 8<L-M1?=.

<8N8?./M<,2 NO8< .822N

#

&%IH#")#H!

"内皮样分化作用$ 方法$体外培养
&%IH#")#H!

细胞#

+))

法和

结晶紫法检测不同浓度下朝藿定
&

对细胞的毒性作用%显微镜下观察朝藿定
&

诱导后的细胞形态变化%采

用流式细胞仪检测朝藿定
&

对细胞周期分布的影响%采用半定量
P&Q

检测血管内皮细胞标志物
&F%#

&

&F%6

&血管内皮细胞锌指
#

!

R,N.B2,- 8?K1O/82=,2 A=?. D=?@8- #

#

08AD#

"&血管生成素
#

!

,?@=1J1=8O=? #

#

S?@#

"&血管生成素
!

!

,?@=1J1=8O=? !

#

S?@!

"

<Q4S

的表达%采用免疫细胞化学染色法检测血小板内皮黏

附分子"

#

!

J2,O828O

#

8?K1O/82=,2 .822 ,K/8N=1? <128.B28

#

#

#

&F%#

"&细胞外"

$

%"核苷酸酶!

8.O1

#

$

%#

?B

#

.281O=K,N8

#

&F9%

"&内皮细胞特异性分子 "

#

!

8?K1O/82=,2 .822 NJ8.=D=. <128.B28

#

#

#

;T+

"

#

"&整合素

!$

!

=?O8@-=? !$

"的表达$ 结果$朝藿定
&

在浓度
# U%" "<12HV

时#不影响
&%IH#")#H!

细胞的存活率$

%" "<12HV

处理
!6 /

后#对细胞周期无明显影响$ 朝藿定
&

能诱导
&%IH#")#H!

细胞向血管内皮细胞分

化#使细胞呈明显漩涡状排列$

P&Q

检测结果显示#与干预前比较#经诱导
$

天后的
&%IH#")#H!

细胞血管

内皮细胞标志因子&

&F%6

&

08AD#

&

S?@#

&

S?@! <Q4S

水平明显增加!

P W"

!

"$

#

P W"

!

"#

"%细胞免疫化学

染色结果显示诱导
$

天后的
&%IH#")#H!

细胞血管内皮细胞标志性蛋白
&F%#

&

&F9%

&

;T+

#

#

均呈阳性表

达#与对照组比较差异有统计学意义!

P W"

!

"#

#

P W"

!

"$

"$ 结论$朝藿定
&

能诱导
&%IH#")#H!

细胞向

血管内皮样细胞分化$

关键词$朝藿定
&

%胚胎间充质干细胞%诱导分化%内皮样细胞

;J=<8K=? & (?KB.8K +8N8?./M<,2 TO8< &822N &%IH#")#H! O1 F=DD8-8?O=,O8 =?O1 ;?K1O/82=1=K &822N =?

0=O-1

#

,? ;EJ8-=<8?O,2 TOBKM

$

XISG Y,?

#

!

ZSG '=,?

#

2=

#

!

&I;4 TB

#

/1?@

!

!

,?K V[ ZB=

#

MB,?

#

# (?NO=OBO8 1D +,O8-=, +8K=.,

!

X/8>=,?@ &/=?8N8 +8K=.,2 [?=R8-N=OM

!

I,?@A/1B

$

%#""$%

%!

&/=?,

&

! (?NO=OB

#

O8 1D &/=?8N8 P/,-<,.M

!

*8?A/1B +8K=.,2 [?=R8-N=OM

!

X/8>=,?@

$

%!$"%$

%!

&/=?,

S\T)QS&)

#

GL>8.O=R8

#

)1 NOBKM O/8 8?K1O/82=1=K K=DD8-8?O=,O=1? 8DD8.O 1D ;J=<8K=? & 1? <B-=?8

8<L-M1?=. <8N8?./M<,2 NO8< .822N

$

&%IH#")#H!

%

3 +8O/1KN

#

&%IH#")#H! .822N ]8-8 .B2O=R,O8K =? R=O-1 3

)/8 .MO1O1E=.=OM 1D ;J=<8K=? & ,O K=DD8-8?O .1?.8?O-,O=1?N ],N K8O8-<=?8K LM +)) ,NN,M ,?K .-MNO,2 R=1

#

28O ,NN,M3 +1-J/121@=.,2 ./,?@8N ]8-8 1LN8-R8K B?K8- <=.-1N.1J8 ,DO8- O-8,O8K ]=O/ ;J=<8?K=? &3 )/8

8DD8.O 1D ;J=<8?K=? & 1? O/8 .822 .M.28 K=NO-=LBO=1? ],N K8O8-<=?8K LM D21] .MO1<8O-M 3 <Q4S 8EJ-8NN=1?

28R82N 1D 8?K1O/82=,2 <,-^8-N

!

NB./ ,N &F%#

!

&F%6

!

R,N.B2,- 8?K1O/82=,2 A=?. D=?@8- #

$

08AD#

%!

,?@=1J1=

#

8O=? #

$

S?@#

%!

,?K ,?@=1J1=8O=? !

$

S?@!

%

]8-8 K8O8.O8K LM N8<=

#

_B,?O=O,O=R8 P&Q3 P-1O8=? 8EJ-8NN=1?

28R82N 1D J2,O828O 8?K1O/82=,2 ,K/8N=R8 <128.B28 #

$

&F%#

%!

8.O1

#

$

%#

?B.281O=K,N8

$

&F9%

%!

8?K1O/82=,2 .822

NJ8.=D=. <128.B28

#

#

$

;T+

#

#

%!

,?K =?O8@-=? !$ ]8-8 K8O8-<=?8K LM =<<B?1.MO1./8<=.,2

$

(I&

%

NO,=?=?@3

Q8NB2ON

#

;J=<8K=? & .1B2K ?1O ,DD8.O O/8 NB-R=R,2 -,O8 1D &%IH#")#H! .822N ,O #

$

%" "<12HV3 (ON .822 .M.28

K=NO-=LBO=1? ],N ?1O N=@?=D=.,?O2M ./,?@8K ,DO8- O-8,O8K LM %" "<12HV ;J=<8K=? & D1- !6 /3 &%IH#")#H! .822N

]8-8 K=DD8-8?O=,O8K O1 R,N.B2,- 8?K1O/82=,2 .822N LM ;J=<8K=? & O-8,O<8?O

!

]=O/ N=@?=D=.,?O <1-J/121@=.,2
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%

./,?@8N

$

]/=-2J112

#

2=^8 NO-B.OB-8

%

3 P&Q -8NB2ON =?K=.,O8K O/,O <Q4S 28R82N 1D .2,NN=. 8?K1O/82=,2 <,-^

#

8-N

!

?,<82M &F%6

!

08AD#

!

S?@#

!

,?K S?@! ]8-8 N=@?=D=.,?O2M =?.-8,N8K =? &%IH#")#H! .822N ,DO8- O-8,O8K

]=O/ ;J=<8K=? & D1- $ K,MN

$

P W"

%

"$

!

P W"

%

"#

%

3 P-1O8=? 8EJ-8NN=1? 28R82N 1D &F%#

!

&F9%

!

,?K ;T+

#

#

]8-8 ,2N1 J1N=O=R82M 8EJ-8NN8K ,DO8- O-8,O8K ]=O/ ;J=<8K=? & D1- $ K,MN

!

N/1]=?@ NO,O=NO=.,2 K=DD8-8?.8

]/8? .1<J,-8K ]=O/ O/1N8 1D O/8 .1?O-12 @-1BJ

$

P W"

%

"#

!

P W"

%

"$

%

3 &1?.2BN=1?

#

;J=<8?K=? & .1B2K =?

#

KB.8 &%IH#")#H! .822N O1 K=DD8-8?O=,O8 =?O1 8?K1O/82=1=K .822N 3

`;Y*GQFT

#

;J=<8K=? &

&

8<L-M1?=. <8N8?./M<,2 NO8< .822

&

=?KB.8K K=DD8-8?O=,O=1?

&

8?K1O/82=1=K .822

$$间充质干细胞 $

<8N8?./M<,2 NO8< .822N

!

+T&N

%是多能干细胞!来源于发育早期的中胚层和外

胚层' 在特定的诱导条件下!

+T&N

在体内或体外可

分化为多种组织细胞!如脂肪(

#

)

*骨(

!

)

*软骨(

%

)

*神

经(

6

)

*上皮(

$

)

*心肌*内皮(

:

)等!其多向分化潜能在连

续传代培养和冷冻保存后仍被保留!被视为理想的种

子细胞!在临床研究与治疗中用于衰老和病变引起的

组织器官损伤修复' 有研究表明!

+T&N

在血管内皮

生长因子 $

R,N.B2,- 8?K1O/82=,2 @-1]O/ D,.O1-

!

0;Za

%* 碱性成纤维细胞生长因子 $

D=L-1L2,NO

@-1]O/ D,.O1-

!

LaZa

%

(

9

)

*细胞外基质蛋白与整合素

作用(

5

)

*低氧培养环境(

7

)等因素的诱导下可向内皮细

胞分化' 朝藿定
&

为黄酮类化合物!提取分离于小檗

科植物箭叶淫羊藿' 朝藿定
&

具有雌激素样作

用(

#"

)

!同时!是淫羊藿内总黄酮抗老年痴呆的主要有

效成分之一(

##

)

!而其对干细胞内皮样分化的影响则鲜

有报道' 本实验通过研究朝藿定
&

对内皮细胞标志

性因子的作用!探讨朝藿定
&

体外定向诱导小鼠胚胎

干细胞向血管内皮样细胞分化的作用!为朝藿定
&

在

血管损伤修复*血管组织工程研究等方面的应用提供

初步的实验基础'

材料与方法

#

$细胞株$

&%I

小鼠
+T&N

$

&%IH#")#H!

%购

于上海生命科学研究院细胞资源中心'

!

$主要药物*试剂及仪器$朝藿定
&

单体化合

物$纯度#

75b

&上海同田生物技术股份有限公司!批

号#

#!#!!"!%

%&

F+;+

高糖培养基$上海立菲生物技

术有限公司!批号#

5##6#$9

%*胰蛋白酶$杭州吉诺生

物医药技术有限公司!批号#

#%"$#$"#

%&胎牛血清

$

a\T

!

(?R=O-1@8?

!美国!批号#

#":775!

%&

"

!

6b

台盼

蓝溶液$

T12,-/=1

!上海索莱宝科技有限公司!批号#

!"#!"7":

%&二甲基亚砜$

F+TG

!

T(Z+S

!批号#

TI

#

\&!$9!0

!美国%&结晶紫$中国上海标本模型厂!批

号#

!""7"##9

%&乙酸$批号#

!"#!"7!"

!杭州化学试

剂有限公司%&

P(HQ4,N8 NO,=?=?@ \BDD8-

$

\F \=1

#

N.=8?.8N

!美国!批号#

$$"5!$

%&血小板内皮黏附分

子 "

#

$

J2,O828O

#

8?K1O/82=,2 .822 ,K/8N=1? <128

#

.B28

#

#

!

&F%#

!

QcF

公司!美国%&*细胞外"

$

%"核苷

酸酶$

8.O1

#

$

%#

?B.281O=K,N8

!

&F9%

%*内皮细胞特异

性分子 "

#

$

8?K1O/82=,2 .822 NJ8.=D=. <128.B28

#

#

!

;T+

"

#

%*整合素
!$

$

=?O8@-=? !$

%*猴抗山羊
(@Z

#

\

*山羊抗小鼠*小鼠抗兔
(@Z

#

\

均购于美国
T,?O,

&-BA \=1O8./?121@M

公司&

IQP

#

&1?>B@,O8K TO-8J

#

O,R=K=?

$

)/8-<1 T.=8?O=D=.

!美国%&

+

#

+BV0

第一链

.F4S

合成试剂盒$

PQG+;ZS

!批号#

"""""7%%##

!

美国%*

P&Q

引物 $上海生工合成%&牛血清白蛋白

$

\TS

! 碧云天生物技术研究所 %*

)Q(A12

$

V(a;

);&I4GVGZ(;T

!批号#

69#"6

!美国%*

P&Q `=O

$上

海生工%*琼脂糖$

Z;4; &G+PS4Y

!批号#

###5:"

!

香港%&培养板*培养皿$

\F a,2.1?

!美国%&超净工作

台$

\'

#

!&F

!上海博迅实业有限公司!中国%&荧光倒

置显微镜$

(d9#

型!

G2M<JBN

!日本%&二氧化碳培养

箱$

)/8-<1 T.=8?O=D=. T8-=8N 5"""

!美国%&冷冻离

心机$

I8-,8BN \=1DB@8 TO-,O1N

!

I8-,8BN

!德国%&

流式细胞仪 $

ZB,R, 8,NM&MO8%

!

+=22=J1-8

!美国%&

P&Q

仪$

\=1

#

Q8K +M&M.28-

!美国%'

%

$细胞培养与朝藿定
&

储备液制备$细胞培养

基为
F+;+

完全培养基 $含
#"b a\T

*青霉素
#

&

#"

$

[HV

*链霉素
#"" <@HV

*

#b

非必需氨基酸%!在

%9

'*饱和湿度及
$b &G

!

的细胞培养箱内培养!每

! U%

天传代
#

次' 整个实验过程中用台盼蓝染色实

验检测细胞活性' 用
F+TG

将朝藿定
&

溶解至

%" <<12HV

!根据朝藿定
&

不同浓度设
$

个剂量组#

"

*

#

*

%

*

#"

*

%" "<12HV

组!以及
0;Za

组#

#" ?@HV

!给

药时将其加入至细胞生长培养液中'

6

$

+))

法检测朝藿定
&

对
&%IH#")#H!

细胞的

细胞毒作用$取对数期
&%IH#")#H!

细胞!按细胞数

#

&

#"

6

H#"" "V

接种于
7:

孔板内!培养
!6 /

后!加入

不同浓度朝藿定
&

处理!终体积为
!"" "VH

孔!同时设
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%

"!"&##"

置对照组和空白组!每组
5

个复孔' 培养
65 /

后!每

孔加入
+))

工作液$

$ @HV

%

!" "V

!继续培养
6 /

!弃

去孔内培养液!加入
F+TG #$" "V

!微量振荡器震荡

#" <=?

!待沉淀物完全溶解后!用酶联免疫检测仪在

波长
$9" ?<

处读取吸光度值!按公式计算抑制率'

细胞增殖抑制率$

b

%

e

$给药组
GF

值 "空白组
GF

值%

H

$对照组
GF

值"空白组
GF

值% &

#""b

'

$

$结晶紫法检测朝藿定
&

对
&%IH#")#H!

细胞

增殖的影响$取对数期
&%IH#")#H!

细胞!按细胞数

!

&

#"

6

H$"" "V

接种于
!6

孔板!培养
!6 /

后分别给

予不同浓度的朝藿定
&

!每孔终体积
# """ "V

!继续

培养
65 /

后!弃去培养液!每孔加入
!$" "V

结晶紫

染色液!室温静置
%" <=?

!弃去染色液!蒸馏水洗

!

次!自然干燥后!每孔加入
$"" "V !"b

醋酸溶液!

微量振荡器震荡
#" <=?

溶解结晶!酶联免疫检测仪

$6" ?<

波长下测各孔吸光度值!按公式计算抑制率'

细胞增殖抑制率$

b

%

e

$给药组
GF

值 "空白组
GF

值%

H

$对照组
GF

值"空白组
GF

值% &

#""b

'

:

$细胞形态学观察$取对数期
&%IH#")#H!

细

胞!按细胞数
!

&

#"

6

H$"" "V

接种于
!6

孔板!

!6 /

后

分别给予不同浓度朝藿定
& #""" "VH

孔!每隔
!

天更

换
#

次含药
F+;+

完全培养液!培养
7

天!在倒置显

微镜下观察细胞形态!拍照'

9

$流式细胞仪检测细胞周期$取对数生长期细

胞
#

&

#"

$ 个!分别接种于直径
: .<

培养皿内!置

%9

'*

$b &G

!

以及饱和湿度细胞培养箱培养
!6 /

后!弃掉培养液!分别加入不同浓度的朝藿定
&

和

0;Za

!每组
6

个复孔!继续培养
!6 /

后!

"

!

!$b

胰蛋

白酶消化!收集细胞!

# $"" - H<=?

离心
$ <=?

!弃上清

液!冷
P\T

洗
#

次!

9"b

冰乙醇固定! "

!"

'过夜!冷

P\T

清洗后!用
P(HQ4,N8

染色!

%9

'孵育
%" <=?

!

避光!

!""

目筛网过滤!流式细胞仪检测'

5

$半定量
P&Q

鉴定目标基因表达$采用
Q)

#

P&Q

检测血管内皮细胞标志物
&F%#

*

&F%6

*血管内

皮细胞锌指
#

$

R,N.B2,- 8?K1O/82=,2 A=?. D=?@8- #

!

08AD#

%*血管生成素
#

$

,?@=1J1=8O=? #

!

S?@#

%*血管

生成素
!

$

,?@=1J1=8O=? !

!

S?@!

%

<Q4S

的表达' 收

集
%" "<12HV

朝藿定
&

培养
"

*

#

*

%

*

$

*

9

*

7

天的细胞!

按
)Q(A12

试剂说明分别提取细胞总
Q4S

!根据
+

#

+BV0

第一链
.F4S

合成试剂盒说明合成
.F4S

!通过

P&Q

扩增目标基因' 引物采用
P-=<8-

#

\VST)

设计!

序列见表
#

'

P&Q

条件如下#

7$

'

$ <=?

!

76

'

# <=?

!

$$

'

%" N

!

9!

'

%" N

$

%5

个循环%!

9!

'

$ <=?

!

6

' 无限循环' 反应结束后!取
#$ "V

产物进行

!b

琼脂糖凝胶电泳检测!在紫外凝胶成像系统内拍照!

鉴定
P&Q

产物片段大小' 采用天能
Z(T #F

分析软件

$

6

!

#

!

$

版!上海天能%检测条带的光密度!以下公式计

算目标基因的相对表达量#相对表达量
e

$目标基因条

带的光密度
HZSPFI

条带的光密度% &

#""b

'

表
#

#目标基因引物序列

相关基因 引物序列 扩增长度$

LJ

%

ZSPFI $

%#

ZZ&)Z&&&SZSS&S)&S)

#

%

%

#!!

$

%#

&ZZS&S&S))ZZZZZ)SZ

#

%

%

&F%# $

%#

Z&SSSZ)ZZSS)&SSS&&Z)S

#

%

%

659

$

%#

S)&)Z)ZSS)Z))Z&)ZZZ)&

#

%

%

&F%6 $

%#

SZZSZSZ&&SS)S)&&&&&S

#

%

%

#:9

$

%#

S)&SZZ&SZSZSZ&)S&&&S

#

%

%

08AD# $

%#

Z&&&)))ZSZ)Z)&&)S)))Z

#

%

%

6#!

$

%#

&)Z&))&)ZS))Z&)ZZ)&)

#

%

%

S?@# $

%#

SSZZZSZZSSSSSZSZSSZSSZSZ

#

%

%

$#6

$

%#

Z))SZ&S)ZSZSZ&Z&S)))Z

#

%

%

S?@! $

%#

)Z)Z&ZZSSS)&))&SSZ)&

#

%

%

#6:

$

%#

&)Z&&S)&))&)&ZZ)Z))

#

%

%

7

$免疫组织化学染色$采用免疫细胞化学染色

法检测
&F%#

*

&F9%

*

;T+

"

#

*

(?O8@-=? !$

蛋白表

达' 处于对数期的
&%IH#")#H!

细胞!按
!

&

#"

6

.822N H

孔接种于
!6

孔板!

!6 /

后!给予
%" "<12HV

朝

藿定
&

完全培养液$每
%

天更换
#

次%!培养
7

天后!

6b

多聚甲醛
6

'固定细胞过夜!

"

!

$b )-=O1?

#

d#""

处理细胞后!加入
$b\TS

!室温孵育
%" <=?

后!加入

一抗
&F%#

$

#

(

$""

%*

&F9%

$

#

(

!""

%*

;T+

"

#

$

#

(

!""

%*

(?O8@-=?!$

$

#

(

!""

%!

6

'过夜&

P\T

洗
!

次!加

入相应二抗!室温孵育
:" <=?

后!

P\T

洗
#

次!加入

IQP

#

&1?>B@,O8K TO-8JO,R=K=?

室温孵育
#$ <=?

'

以新鲜配制的
FS\

染色液显色
9 <=?

!滴加苏木精!

复染
# <=?

!

P\T

清洗!倒置显微镜下观察!拍照' 采

用
(<,@8

#

P-1 P2BN $

!

#

软件检测图片中棕色表达区

的光密度$

=?O8@-,O8K 1JO=1? K8?N=OM

!

(GF

%!以每组

图片$

? e%

%光密度的平均值表示靶蛋白表达强度'

#"

$统计学方法$采用
TPTT #%3 "

统计软件进

行分析' 连续型变量用
E

)

N

表示!分别采用单因素

方差分析*两两比较的
TOBK8?O

%

N O

#

O8NO

分析实验结

果!

P W"

!

"$

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$各浓度朝藿定
&

干预
&%IH#")#H!

细胞周期

分布比较$表
!

%$朝藿定
&

给药浓度为
#"" "<12HV

时!对
&%IH#")#H!

细胞增殖抑制率为$

:$

)

#"

%

b

!

而
"

!

# U%" "<12HV

给药浓度下细胞增殖抑制率范围

在$

#"$

)

#7

%

b U

$

##!

)

:

%

b

' 结晶紫检测结果显
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!

%

示!朝藿定
&

给药浓度为
# U%" "<12HV

时!细胞增殖

抑制率范围在$

7%

)

!

%

b U

$

9:

)

%

%

b

!即朝藿定
&

#"" "<12HV

对细胞具有明显的抑制增殖作用!存在细

胞毒性!而
%" "<12HV

或更低浓度对细胞增殖无明显

影响' 此外!流式细胞仪检测结果发现!朝藿定
&

对

&%IH#")#H!

细胞的周期分布未发生明显的影响!

%" "<12HV

诱导
!6 /

后!

Z#

期*

T

期*

Z!

期细胞比例

与对照组比较未出现显著变化'

!

$两组
&%IH#")#H!

细胞形态学结果比较$图

#

%$

&%IH#")#H!

细胞经不同浓度朝藿定
&

诱导后!

光镜下形态发生明显的变化!诱导
!

天后细胞回缩!由

长梭形变为多角形!并聚集成漩涡状排列生长!对照组

细胞光镜下观察形态无变化' 诱导
$

天后多数细胞呈

现管状分化!漩涡状排列生长现象更明显'

%

$干预前后
08AD#

*

&F%#

*

&F%6

*

S?@#

*

S?@!

<Q4S

表达水平比较$表
%

!图
!

%$经
%" "<12HV

朝

藿定
&

诱导后的
&%IH#")#H!

细胞其内皮细胞标志

物
08AD#

*

&F%#

*

&F%6

*

S?@#

*

S?@! <Q4S

表达均

增加' 其中!

08AD#

*

&F%#

*

S?@# <Q4S

表达在给药

后
# U%

天达到最高$

P W"

!

"#

%' 而
&F%6 <Q4S

表

达在给药后
$ U9

天达到最高$

P W"

!

"#

%'

6

$两组
&F%#

*

&F9%

*

;T+

"

#

*

(?O8@-=? !$

表

达比较$图
%

!表
6

%$与对照组比较!朝藿定
&

组诱导

$

天
&F%#

*

&F9%

*

;T+

"

#

呈阳性表达!蛋白的表达

量显著增加$

P W "

!

"$

!

P W "

!

"#

%' 而朝藿定
&

组

(?O8@-=? !$

表达变化幅度不大'

讨$$论

血管内皮细胞覆盖于血管内侧表面!在炎症*组织

稳态*纤维蛋白溶解*血液组织交换*肿瘤血管生成*炎

表
!

#各浓度朝藿定
&

干预
&%IH#")#H!

细胞周期分布比较$$

b

!

E

)

&0

%

周期
" # "<12HV % "<12HV #" "<12HV %" "<12HV 0;Za

Z# 96

*

%

)

7

*

$ 9"

*

$

)

7

*

5 :5

*

"

)

7

*

5 :9

*

9

)

#"

*

% 96

*

#

)

#"

*

6 :7

*

5

)

7

*

%

T 7

*

:

)

"

*

$ #!

*

:

)

"

*

: ##

*

7

)

"

*

: #:

*

"

)

"

*

5 5

*

9

)

"

*

6 ##

*

5

)

"

*

:

Z! #$

*

#

)

#!

*

6 #6

*

:

)

#"

*

5 #5

*

%

)

#6

*

! #%

*

%

)

##

*

# #$

*

%

)

#"

*

$ #:

*

!

)

##

*

:

$$注#

S

为对照组细胞的形态&

\

为朝藿定
&

诱导
!

天后细胞的形态&

&

为朝藿定
&

诱导
$

天后

细胞的形态&箭头表示经诱导后管状分化明显的
&%IH#")#H!

细胞群

图
#

#两组
&%IH#")#H!

细胞形态学结果$$ &

6"

%

表
%

#干预前后
08AD#

*

&F%#

*

&F%6

*

S?@#

*

S?@! <Q4S

表达水平比较$$

b

!

E

)

N

!

? e%

%

检测指标 干预前
干预后

#

天$$$

%

天$$$

$

天$$$

9

天$$$

7

天$$$

08AD# %$

)

"

95

)

"

!!

$:

)

"

!!

%5

)

"

!!

%9

)

"

!!

%%

)

"

!!

&F%# %$

)

#

$5

)

#

!!

:!

)

"

!!

%%

)

"

!

%5

)

! %:

)

"

&F%6 %$

)

!

6$

)

%

!

6#

)

%

9"

)

%

!!

5"

)

!

!!

65

)

"

!!

S?@# #9

)

"

:#

)

"

!!

5#

)

"

!!

6!

)

"

!!

6%

)

"

!!

%#

)

"

!!

S?@! %$

)

"

6#

)

"

!!

6%

)

!

!!

6"

)

!

!

$#

)

#

!!

6:

)

"

$$注#与干预前比较!

!

P W"

*

"$

!

!!

P W"

*

"#

表
6

#两组细胞诱导
$

天
&F%#

*

&F9%

*

;T+

"

#

和
=?O8@-=? !$

蛋白表达比较$$

(GF

!

E

)

N

%

组别
? &F%# &F9% ;T+

#

# (?O8@-=? !$

对照
% %% %77

)

$ 6!6 :% #"%

)

6 !77 6# 6!7

)

% $%6 #"" 7"9

)

#% 9$#

朝藿定
& %

96 7:!

)

% "#$

!!

57 "5"

)

#! "57

!

95 $77

)

#: 99$

!

76 7"7

)

: 99$

$$注#与对照组比较!

!

P W"

*

"$

!

!!

P W"

*

"#
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%

"!"(##"

图
!

#朝藿定
&

诱导后
&%IH#")#H!08AD#

*

&F%#

*

&F%6

*

S?@#

*

S?@! <Q4S

表达

$$注#

S

为对照组细胞
&F%#

蛋白表达&

\

为对照组细胞

&F9%

蛋白表达&

&

为对照组细胞
;T+

"

#

蛋白表达&

F

为对照

组细胞
(?O8@-=?!$

蛋白表达&

;

为朝藿定
&

诱导
$

天后
&F%#

蛋白表达&

a

为朝藿定
&

诱导
$

天后
&F9%

蛋白表达&

Z

为朝藿

定
&

诱导
$

天后
;T+

"

#

蛋白表达&

I

为朝藿定
&

诱导
$

天后

(?O8@-=?!$

蛋白表达&箭头表示经诱导后蛋白表达明显增加的

&%IH#")#H!

细胞

图
%

#两组
&F%#

*

&F9%

*

;T+

#

#

*

(?O8@-=? !$

蛋白表达

症细胞激活和迁移等多个生理和病理过程中发挥重要

作用!血管内皮细胞的损伤或功能失调将导致多种病

变的形成'

+T&N

是临床细胞疗法的理想干细胞来

源!研究表明
+T&N

具有多向分化潜能 (

#!

"

#5

)

'

+T&N

在体外经诱导分化为不同阶段的血管内皮样细

胞的研究对临床细胞疗法和组织工程意义重大'

本研究结果表明!在形态学上!经朝藿定
&

诱导

第
!

天开始!干细胞呈现明显的漩涡状结构生长!在诱

导第
$

天该现象最显著'

P&Q

结果显示!朝藿定
&

诱导后的
&%IH#")#H !

细胞!经典的内皮标志物

08AD#

*

&F%#

*

&F%6

*

S?@#

*

S?@!

呈阳性表达!并且

较对照组表达增加' 朝藿定
&

处理
&%IH#")#H!

细

胞
$

天后!免疫细胞组织化学染色显示
&F%#

*

&F9%

和
;T+

"

#

的蛋白表达较对照组显著增加'

&F%#

*

&F%6

和
;T+

"

#

为血管内皮细胞的特

异性表面标志物!

&F%#

主要在较成熟的内皮细胞中

表达(

#5

)

!

&F%6

基因具有使血管前内皮细胞黏附*加

速聚集形成血管的作用!能够调控造血细胞的增生和

分化!以及新生微血管形成的检测早期(

#7

)

!实验结果

中两者表达量均增加!提示朝藿定
&

诱导产生的内皮

样细胞多处于较成熟阶段!证明间充质细胞经朝藿定

&

诱导后已向血管内皮细胞分化'

&F9%

广泛存在于

内皮细胞表面!它的损耗会引起内皮细胞形态改变等!

同时!经
&F9%

的胞外核苷酸酶活性水解
S+P

所产

生的腺苷能够与受体结合!促进新生血管形成(

!"

)

' 整

合素家族在调节血管通透性!血管生成以及肿瘤扩散

等方面起到重要作用'

08AD#

是特异性转录因子!在

血管内皮及其前体细胞中均有
08AD#

特异性表达!有

研究显示
08AD#

可能控制着某些对血管内皮细胞分化

起决定性作用的基因表达(

!#

)

'

S?@#

抑制内皮细胞

凋亡*促进内皮细胞增殖!减少血管的萎缩和退化'

S?@!

由血管内皮细胞合成!竞争性抑制
S?@#

!避免

不稳定血管的形成' 以上结果提示朝藿定
&

通过诱

导多个与血管生成相关的因子的表达增加!促进小鼠

间充质干细胞向血管内皮细胞分化'

目前研究者们在诱导血管生成时主要应用生长因

子如
0;Za

*

LaZa

等!但是过量的外源性
0;Za

会造

成血管瘤等不良反应' 研究表明!某些中药单体*中药

或中成药也能有效诱导
+T&N

多向分化(

!!

)

' 朝藿定

&

提取于箭叶淫羊藿!本研究报道了朝藿定
&

在诱导

间充质干细胞向血管内皮样细胞分化方面的潜能' 提

示传统中药有望成为
+T&N

安全有效的诱导分化剂!

但
+T&N

多向分化的阳性转化率如何提高!以及诱导

转化的具体机制尚未明确' 相信随着研究的深入!中
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%

药在诱导间充质干细胞多向分化的研究中将发挥越来

越重要的作用'
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