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低氧对大鼠骨髓间充质干细胞粘附能力的影响

文　飞１，王立维２，黄　文２　　（４０１３２０重庆，重庆市巴南区人民医院血管外科１；４０００１５重庆，重庆医科大学附属第一医院血
管外科２）

　　［摘要］　目的　探讨低氧对大鼠骨髓间充质干细胞粘附能力的影响。方法　 采用 ＳＤ大鼠２０只，年龄６～８周、雌
雄不限、体质量１００～１２０ｇ，获取骨髓间充质干细胞。流式细胞鉴定实验细胞 ＣＤ５４、ＣＤ２９、ＣＤ９０、ＣＤ４５表达。根据细胞
培养及冲涮实验时的细胞氧环境，实验分组为４组：Ａ组（２０％Ｏ２培养２０％Ｏ２冲涮组）；Ｂ组（１％Ｏ２培养１％ Ｏ２冲涮组）；
Ｃ组（２０％Ｏ２培养１％Ｏ２冲涮组）和Ｄ组（１％Ｏ２培养２０％Ｏ２粘附冲涮组），比较不同组下剪切力冲涮细胞的残留率。研究
不同氧浓度变化对骨髓间充质干细胞表达缺氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ，ＨＩＦ１α）和血管细胞粘附分子（ｖａｓｃｕｌａｒ
ｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ，ＶＣＡＭ１）的影响。结果　 骨髓间充质干细胞在１％Ｏ２环境下（Ｂ、Ｃ组）粘附能力增强，在２０％Ｏ２环
境下（Ａ、Ｄ组）粘附能力减弱（Ｐ＜０．０５）；ＨＩＦ１α表达水平在１％Ｏ２环境下（Ｂ、Ｃ组）增强（Ｐ＜０．０５）。结论 　骨髓间充质
干细胞随着粘附时间越长，细胞粘附能力也逐渐增强，经过低氧处理细胞的粘附力提高时间快于常氧环境。
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　　动脉硬化性闭塞、Ｂｕｅｒｇｅｒｓ病和糖尿病足等缺血
性疾病为血管外科常见病，其主要治疗方式之一是血

管搭桥手术，自体静脉来源有限，合成材料血管远期通

畅率不高［１］。临床需要一种新的血管替代物，组织工

程血管采用天然材料如胶原蛋白和弹性蛋白，以及异

体血管脱细胞基质材料和表面修饰后的合成材料作为

支架，种子细胞种植于支架材料上，组成有生物活性的

血管。骨髓间充质干细胞因其可分化为内皮细胞而成

为常用的种子细胞［２－３］。其中种子细胞之间、种子细

胞与支架的细胞外基质之间的粘附强度是保持在血流

剪切力作用下种子细胞层完整的关键，但是目前研究

发现种子细胞的粘附能力很差［４］。而氧浓度可以改

变其他类型细胞的粘附能力，本实验拟研究骨髓间充

质干细胞在低氧下的粘附能力。

１　材料与方法

１．１　实验动物及主要试剂、仪器
　　健康成年ＳＤ大鼠２０只，年龄６～８周，体质量１００～１２０ｇ。
ＤＭＥＭ细胞培养液（ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司）；小鼠抗大鼠ＣＤ４５、ＣＤ５４
抗体（ＢＤ公司）；小鼠抗大鼠ＣＤ２９、ＣＤ１００抗体（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公
司）；高级旋转流变仪 ＧｅｍｉｎｉＨＲＮａｎｏ（Ｍａｌｖｅｒｎ公司）；超敏
ＥＣＬ化学发光试剂盒（碧云天公司）。
１．２　实验分组及方法
１．２．１　原代细胞提取及培养　　用颈脱臼断颈法处死 ＳＤ大

鼠。收获骨髓细胞悬液，离心（１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），用 ＤＭＥＭ／
Ｆ１２培养液（含１０％胎牛血清）重悬沉淀细胞。
　　将骨髓有核细胞（６×１０７个）接种于 Ｔ２５塑料培养瓶中分
别放入３７℃，５％ＣＯ２，２０％Ｏ２浓度饱和湿度培养箱和３７℃，
５％ＣＯ２，１％Ｏ２浓度饱和湿度三七培养箱中培养。原代接种后
２４ｈ，除去未贴壁的造血细胞，半量换液。以后每隔３～４ｄ换
液１次，细胞传达３～６代用于实验。
１．２．２　流式细胞术鉴定细胞　　收集消化待检骨髓间充质干
细胞，上流式细胞仪检测ＣＤ５４、ＣＤ２９、ＣＤ９０、ＣＤ４５的表达。此
次检测由重庆医科大学儿童医院基础研究实验室完成。

１．２．３　低氧下细胞倍增时间检测　　于培养板种入细胞数
５×１０５个，加入４ｍＬ培养液在２０％Ｏ２和１％Ｏ２下培养７ｄ后消
化并计数。计算公式：倍增时间＝７ｄ×ｌｇ２／（ｌｇ７ｄｌｇ０ｄ）×２４ｈ。
１．２．４　氧浓度变化下高级旋转流变仪测细胞粘附能力实验　
　根据细胞培养时的氧浓度和粘附实验时的氧浓度，实验分
４组：Ａ组，２０％Ｏ２培养 ２０％Ｏ２粘附冲涮组；Ｂ组，１％Ｏ２培养
１％ Ｏ２粘附冲涮组；Ｃ组，２０％ Ｏ２培养１％Ｏ２粘附冲涮组；Ｄ组，
１％ Ｏ２培养２０％ Ｏ２粘附冲涮组。将各组细胞在高级旋转流变
仪模拟血流对血管壁的冲涮作用，冲涮５ｍｉｎ，冲涮前后将同一
视野在ＬｅｉｃａＡＦ６０００活细胞工作站进行图像采集。计数比较
不同氧浓度变化条件下细胞残留率。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同氧浓度变化对间充质干细胞表达
缺氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ，ＨＩＦ１α）和血管细胞
粘附分子（ｖａｓｃｕｌａｒｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ，ＶＣＡＭ１）的影响　　
实验分为４组：Ａ组，恒定２０％Ｏ２培养；Ｂ组，恒定１％Ｏ２培养；
Ｃ组，２０％Ｏ２培养后放入１％Ｏ２继续培养２ｈ；Ｄ组，１％Ｏ２培养
后放入２０％Ｏ２继续培养２ｈ。细胞处理后进行电泳，转膜、复
温，洗膜后，用 ＨＲＰ羊抗鼠 ＩｇＧ二抗（１∶５０００）３７℃孵育
１．５ｈ，洗膜后，加入 ＥＣＬ试剂显色，Ｘ胶片曝光。胶片扫描后
用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件对各目的蛋白条带进行光密度分析。
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Ａ、Ｂ：２０％Ｏ２培养２０％Ｏ２冲涮组；Ｃ、Ｄ：１％Ｏ２培养１％Ｏ２冲涮组；Ｅ、Ｆ：２０％Ｏ２培养１％Ｏ２冲涮组；Ｇ、Ｈ：１％Ｏ２培养２０％Ｏ２冲涮组；
Ａ、Ｃ、Ｅ、Ｇ：冲涮前；Ｂ、Ｄ、Ｆ、Ｈ：冲涮后

图１　在不同培养氧浓度和粘附冲涮氧浓度条件下骨髓间充质干细胞残留情况　（ＬＭ ×４００）

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较行ｔ
检验，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　流式细胞仪检测ＣＤ５４、ＣＤ２９、ＣＤ９０、ＣＤ４５的表达
　　结果显示实验细胞为骨髓间充质干细胞［５］。

２．２　骨髓间充质干细胞粘附实验
　　２０％Ｏ２培养条件下，当粘附时间大于３ｈ，细胞已基本变为

梭形，残留率＞９５％，仅有＜５％细胞脱落。
　　将粘附２ｈ的骨髓间充质干细胞实验细胞分为４组，结果
显示：骨髓间充质干细胞１％Ｏ２氧浓度粘附冲涮条件下细胞残
留率大于在２０％Ｏ２氧浓度粘附冲涮条件下的细胞残留率（Ｐ＜
０．０５），骨髓间充质干细胞培养时的氧浓度和细胞粘附能力没
有明显关系（图１、２）。

! " # $

!$%

!"%

!%%

&%

'%

$%

"%

%

!

"

#

$

(

%

)

)

&'

１：２０％Ｏ２培养２０％Ｏ２冲涮组；２：１％Ｏ２培养１％Ｏ２冲涮组；３：２０％

Ｏ２培养１％Ｏ２冲涮组；４：１％Ｏ２培养２０％Ｏ２冲涮组　ａ：Ｐ＜０．０５，

与２０％Ｏ２培养２０％Ｏ２冲涮组、１％Ｏ２培养２０％Ｏ２冲涮组比较

图２　不同氧浓度培养下冲涮骨髓间充质干细胞的残留率比较

２．３　不同氧浓度变化对骨髓间充质干细胞表达ＨＩＦ１α、
ＶＣＡＭ１的影响

　　采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测骨髓间充质干细胞在不同氧浓度变
化影响下 ＨＩＦ１α、ＶＣＡＭ１的表达。结果表明 ＨＩＦ１α表达水
平在１％ Ｏ２环境下增强（Ｐ＜０．０５），ＶＣＡＭ１表达水平仅常氧
变为低氧时增强。见图３、４。
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１：恒定２０％Ｏ２培养组；２：恒定１％Ｏ２培养组；３：２０％Ｏ２培养后放入
１％Ｏ２继续培养２ｈ组；４：１％Ｏ２培养后放入２０％Ｏ２继续培养２ｈ组
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测骨髓间充质干细胞在不同氧浓度变化下

ＨＩＦ１α（Ａ）、ＶＣＡＭ１（Ｂ）蛋白的表达
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１：恒定２０％Ｏ２培养组；２：恒定１％Ｏ２培养组；３：２０％Ｏ２培养后放入
１％Ｏ２继续培养２ｈ组；４：１％Ｏ２培养后放入２０％Ｏ２继续培养２ｈ组
ａ：Ｐ＜０．０５，与恒定１％Ｏ２培养组；ｂ：Ｐ＜０．０５，与２０％Ｏ２培养后放
入１％Ｏ２继续培养２ｈ组比较
图４　骨髓间充质干细胞在不同氧浓度变化下ＨＩＦ１α、ＶＣＡＭ１

表达的灰度值分析
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３　讨论

　　种子细胞粘附分子表达水平的高低直接影响细胞
粘附力［６］，目前很多研究用流体对组织工程血管进行剪

切力预处理以提高种子细胞粘附力［７］，但矛盾在于多数

细胞在细胞粘附蛋白表达增强以前已经从支架脱落。

　　Ｔｕｒｎｅｒ等［８］报道，内皮细胞在胶原蛋白基质上粘

附２４ｈ，剪切力作用于内皮细胞，残留率仅为 ５３％。
Ｆｅｕｇｉｅｒ等［９］比较人脐静脉内皮细胞在各种材料上粘

附３ｈ后，冲涮的残留率基本为３０％ ～４０％。本实验
发现在骨髓间充质干细胞在１％氧下细胞生长旺盛，
常氧和１％氧培养７ｄ后其倍增时间有显著差别，常氧
和１％氧培养下骨髓间充质干细胞生长曲线亦有显著
差异。骨髓是一典型的生理性低氧环境，但过度低氧

则抑制了细胞生物学活性，Ｙｕｎ等［１０］研究了生理性低

氧（２％Ｏ２）、病理性低氧（０．５％Ｏ２）以及极端病理性低
氧（０．０１％Ｏ２）等缺氧梯度对小鼠肌母细胞系的
Ｃ２Ｃ１２细胞分化替代缺血受损的肌细胞的影响。结果
表明，２％Ｏ２不抑制成肌分化，０．０１％Ｏ２强烈抑制了
成肌分化。本研究选择１％氧浓度处理骨髓间充质干
细胞，为其提供合适的生理性低氧环境，故细胞处于增

生旺盛状态。本实验结果显示常氧、恒定剪切力作用

下，前２ｈ内，骨髓间充质干细胞的粘附力随着时间延
长，也逐渐增强，２ｈ后，低氧环境和常氧条件下细胞
粘附能力无明显差别，因为此时贴壁细胞已基本变为

梭形，残留率大于９５％，仅有小于５％细胞脱落。骨髓
间充质干细胞细胞形态决定了其粘附性、伸展等行

为［１１］。细胞越扁平，细胞周边许多平行排列纤细的肌

丝和大量的丝状伪足出现，粘附性越大［１２］。故２ｈ后的
粘附力可能主要是细胞变形后贴壁作用所致。如何提

高前２ｈ骨髓间充质干细胞的粘附力显得尤其重要。
　　氧浓度是影响细胞粘附能力的因素之一。Ｃｓｅｔｅ
等［１３］报道干细胞培养氧浓度改变可以调控干细胞的生

物学行为，决定干细胞增生、分化、迁移。本实验比较常

氧、低氧、常氧到低氧以及低氧到常氧４种不同氧浓度
变化状态下骨髓间充质干细胞的粘附能力 ，将干细胞

细胞置于模拟血流冲击力的流体剪切力作用下，发现骨

髓间充质干细胞在持续低氧状态下，以及常氧到低氧的

变化过程中，细胞粘附力增加，抗冲涮能力明显增强；而

处于常氧下和低氧到常氧后，细胞抗冲涮能力下降，提

示骨髓间充质干细胞在低氧下粘附能力增强，且骨髓间

充质干细胞对氧浓度的变化非常敏感，经过１％低氧培
养后，如果回到常氧环境，其粘附能力很快降低。

　　细胞粘附力与细胞粘附分子表达有密切关系。骨
髓间充质干细胞表达多种粘附分子，其中 ＨＩＦ１α、
ＶＣＡＭ１与细胞的紧密粘附有关［１４］。本研究及前期

研究［５］结果表明，ＨＩＦ１α、ｉｎｔｅｇｒｉｎβ１表达水平在１％
Ｏ２环境下增强，与细胞粘附现象一致。低氧状态可以
维持ＨＩＦ１α蛋白表达的稳定性而发挥作用。干细胞

如果处于常氧条件下，ＨＩＦ１α很快被降解，因此经过
低氧预处理的细胞回到常氧条件下，细胞粘附能力仍

然降低。ＶＣＡＭ１表达水平仅常氧变为低氧时增强，
其可能主要增强骨髓间充质干细胞粘附到缺氧组织，

进一步发挥作用。本课题组前期研究表明，ＩＣＡＭ１表
达水平仅低氧变为常氧时增强，其余组无明显改变，考

虑原因为ＩＣＡＭ１由 ＮＦκＢ信号通路产生［５］，与细胞

粘附能力无关，可能与组织缺血再灌注现象有关，主要

参与低氧环境变化为常氧环境的过程。
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