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　　［摘要］　目的　建立分离大鼠骨髓间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）及将其定向诱导分化为血管内皮细胞

（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＥＤＣｓ）的方法，并通过观察ｍｉｃｒｏＲＮＡ１２６的表达规律初步探索其在定向分化中的调控作用。方法　通过
反复贴壁及人工分选方法进行大鼠骨髓 ＭＳＣｓ的体外分离纯化及扩增，运用免疫荧光法检测 ＭＳＣｓ中ＣＤ３４、ＣＤ１０５和ＣＤ７３
的表达。应用 ＭＥＦ诱导分化培养液将 ＭＳＣｓ定向诱导分化为ＥＤＣｓ，采用ｑＲＴＰＣＲ法检测细胞诱导分化过程不同时间点

ＥＤＣｓ特征基因ＣＤ３４、血管内皮钙黏蛋白（ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ）及调控小ＲＮＡ分子ｍｉｃｒｏＲＮＡ１２６的表达。结果　经分离纯化的骨
髓 ＭＳＣｓＣＤ３４呈阴性表达，ＣＤ１０５呈强阳性表达，ＣＤ７３呈阳性表达，证实骨髓 ＭＳＣｓ分离成功，且细胞均一性较好，占细胞总

数的９０％以上。ＭＳＣｓ定向诱导为ＥＤＣｓ早期分化过程中，在诱导前期第１～４天，ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ和ＣＤ３４基因呈阴性表达；第

５～６天ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ和ＣＤ３４表达显著；第７～９天，ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ呈持续阳性表达，而ＣＤ３４于第７天下降，第８～９天又呈阳

性表达。ｍｉｃｒｏＲＮＡ１２６在分化过程中的表达趋势与ＣＤ３４一致。结论　成功建立了骨髓 ＭＳＣｓ的分离方法及定向诱导分化
为ＥＤＣｓ的方法；ｍｉｃｒｏＲＮＡ１２６在 ＭＳＣｓ向ＥＤＣｓ的定向分化过程中可能起一定的调控作用。
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　　间充质干细胞是来源于早期中胚层的一类多能

干细胞，理论上可分化为所有中胚层来源的细胞。

骨髓间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）

不仅可分泌多种促进血管生长因子，且由于内皮细

胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＥＤＣｓ）属于中胚层，是胚胎发育

过程中第１个分化的组织，因此具有分化为ＥＤＣｓ
的可能性。利用干细胞具有自我更新和多向分化潜

能的特性，在体外定向诱导分化成血管内皮（前体）

细胞、心肌细胞，是临床细胞移植治疗和修复损伤血

管内膜、促使缺血损伤器官血管再生或构建组织工

程血管及复杂脏器组织工程血管化的关键环节［１］。

在 ＭＳＣｓ诱导分化过程中，涉及多种因子协调有序、

相互作用的复杂过程，其中 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１２６为血管内

皮细胞特异性表达的调控型小ＲＮＡ分子，研究显示

ｍｉｃｒｏＲＮＡ１２６在 ＭＳＣｓ诱导分化过程中可能具有

重要的调控作用［２４］。本研究采用梯度密度离心和

反复贴壁筛选相结合的方法，获得细胞形态均一、增

殖速度快、生长性状稳定的骨髓 ＭＳＣｓ，将其定向诱

导分化为ＥＤＣｓ，并观察 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１２６在分化过程

中的表达变化，对ｍｉｃｒｏＲＮＡ１２６在定向诱导分化过

程中的调控作用进行初步探讨。

１　材料和方法

１．１　动物、试剂及仪器　ＳＤ大鼠，５～６周龄，体质

量８０～１００ｇ，雌雄不限，由上海斯莱克实验动物有

限公司提供［许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１２０００２］。牛

胰蛋 白 酶、ＤＭＥＭＬＧ 培 养 基、１０％ 胎 牛 血 清

（ＦＢＳ）、上皮生长因子（ＥＧＦ）、血管内皮生长因子

（ＶＥＧＦ）、碱性成纤维生长因子（ｂＦＧＦ）、胰岛素样生

长因子（ＬｏｎｇＲ３ＩＧＦ）、氢化可的松、抗坏血酸、２％

ＦＢＳ、Ｌ谷氨酸（２ｍｍｏｌ／Ｌ）均购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；

兔抗大鼠ＣＤ３４、ＣＤ１０５、ＣＤ７３多克隆抗体，荧光二

抗、ＤＡＰＩ购自Ｓｉｇｍａ公司；反转录酶及ＳＹＢＧｒｅｅｎ
荧光定量试剂盒购自Ｑｉａｇｅｎ公司。ＣＯ２恒温培养箱

购自ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，倒置相差显微

镜购自Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。

１．２　骨髓 ＭＳＣｓ的分离及纯化培养　将ＳＤ大鼠脱

颈椎处死后于７５％乙醇中浸泡５ｍｉｎ。无菌条件下

分离四肢股骨和胫骨，用ＰＢＳ清洗干净。打开骨髓

腔，用ＤＭＥＭＬＧ培养液将骨髓冲出，反复抽吸吹

成细胞悬液。３００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清，用适量

ＤＭＥＭＬＧ培养液重悬后，３００×ｇ离心３０ｍｉｎ，收

集中间层细胞，ＰＢＳ洗涤２次，加 ＤＭＥＭＬＧ完全

培养液培养。待原代培养细胞增殖近满培养皿，非

酶细胞裂解液共孵育５ｍｉｎ。当细胞开始从皿壁游

离时，选取较纯的 ＭＳＣｓ细胞簇，用微量吸管轻轻吸

取，转移至３５ｍｍ培养皿中，培养７～１０ｄ，一旦细

胞呈克隆性生长（可见５０～１００个 ＭＳＣｓ呈漩涡状

聚集），即可再吸取并传代，按１３进行传代培养，

以后每天观察细胞的生长情况，直至贴壁细胞彼此

融合铺满瓶底时，重复上述操作。

１．３　骨髓 ＭＳＣｓ的鉴定　将细胞以３×１０４个／ｍＬ
的密度接种于２４孔板（内置经多聚赖氨酸包被的盖

玻片），培养至细胞接近融合时，取出爬片。用多聚

甲醛固定，ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理３～５ｍｉｎ，ＢＳＡ封闭

３０ｍｉｎ。加入一抗（抗 ＣＤ３４、ＣＤ１０５、ＣＤ７３的抗

体），４℃放置过夜后，加入荧光二抗，室温避光放置２

ｈ。加入 ＤＡＰＩ染核，封片后荧光显微镜下观察拍

照。每孔随机选４个视野，统计细胞核数目及表面

抗原阳性细胞数，以表面抗原与细胞核两种荧光染

色数目的比值计算 ＭＳＣｓ的纯度。

１．４　骨髓 ＭＳＣｓ定向诱导生成ＥＤＣｓ　ＭＳＣｓ复苏

后，在 ＭＥＦ培养液（ＤＭＥＭＬＧ培养液，１０％ ＦＢＳ）

中正常培养１周左右，胰酶消化收集细胞。取１只

１５ｍＬ离心管，向 ＭＥＦ培养液中加入 ＭＳＣｓ分化培

养成分至终浓度分别为：ＥＧＦ５ｎｇ／ｍＬ、ＶＥＧＦ０．５

ｎｇ／ｍＬ、ｂＦＧＦ１０ｎｇ／ｍＬ、ＬｏｎｇＲ３ＩＧＦ２０ｎｇ／ｍＬ、

氢化可的松０．２μｇ／ｍＬ、抗坏血酸１μｇ／ｍＬ、２％

ＦＢＳ，制成定向诱导分化培养液。加入３ｍＬ分化培

养液和细胞悬液，培养９ｄ。继续在铺有纤连蛋白的

培养皿上传代，每隔３～４ｄ换培养液。

１．５　ｑＲＴＰＣＲ检测定向分化的细胞标记基因　分

别收集未诱导细胞（对照）及诱导分化过程中不同时

间点（第１、２、３、４、５、６、７、８、９天）的细胞，离心沉淀

细胞后，弃上清，以４℃ＰＢＳ漂洗２次。用移液管加

ＴＲＩｚｏｌ试剂（每５×１０６个细胞加入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ）反

复吹打破碎细胞，至细胞裂解液均一透亮后，室温静

置５ｍｉｎ，使核蛋白体完全分解，提取细胞总ＲＮＡ。
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在０．５ｍＬ微量离心管中加入总ＲＮＡ１～５μｇ，补充

适量的 ＤＥＰＣ 水使总体积达 １１μＬ，然后加入

１０μｍｏｌ／ＬＯｌｉｇｏ（ｄＴ）１２～１８μＬ，轻轻混匀、离心。

然后加入反转录试剂混合物进行反转录。ＣＤ３４引

物序列：Ｆｗ５′ＴＣＣＣＧＡ ＡＡＧ ＡＣＴＣＴＧ ＡＴＴ

ＧＣ３′，Ｒｅｖ５′ＣＣＣＴＧＧＣＣＴＣＣＡＣＣＡＴＴ３′；血

管内皮钙黏蛋白（ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ）引物序列：Ｆｗ５′

ＴＣＣＡＧＣ ＧＡＣ ＧＣＴ ＴＣＴ ＡＣＣ３′，Ｒｅｖ５′ＣＣＡ

ＣＣＡＣＡＧＴＧＣＣＡＡＴＣＡＧＴ３′。按照试剂说明

书配制反应体系，上机进行ｑＲＴＰＣＲ扩增和检测，

采用ＧＡＰＤＨ 基因作为内参照。反应条件：９５℃预

变性２ｍｉｎ；扩增反应９５℃变性３０ｓ、６０℃退火３５

ｓ，循环４０次，收集荧光信号；扩增反应结束后，按

９５℃１５ｓ、６０℃３０ｓ、９５℃１５ｓ反应１次，６０℃至

９５℃升温，全程收集荧光信号。结果以各基因对内

参基因ＧＡＰＤＨ 循环数差值的ΔＣｔ值表示。

１．６　ｑＲＴＰＣＲ 检 测 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１２６ 表 达 　 在

ＭＳＣｓ定向诱导分化为 ＥＤＣｓ过程中对 ｍｉｃｒｏＲ

ＮＡ１２６表达进行 ｑＲＴＰＣＲ 检测。设计 ｍｉｃｒｏＲ

ＮＡ１２６引物：５′ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＧＴＧＴ

ＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣＡＡＴＴＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣ

ＧＡＣＣＧＣＧＴＡ３′。采用Ｕ６ｓｎＲＮＡ 作为内参照，

通过ＡＢＩ７９００型高通量实时定量ＰＣＲ系统（ＡＢＩ
公司）进行反应，反应体系２５μＬ，扩增反应条件为

９５℃１０ｍｉｎ、９５℃１０ｓ、６０℃６０ｓ，循环４０次，收集

荧光；扩增反应结束后，按９５℃预变性１０ｍｉｎ，９５℃

１０ｓ、６０℃６０ｓ、９５℃１５ｓ反应１次；从６０℃缓慢加

热至 ９９℃，全程收集荧光信号。结果采用 ΔＣｔ
（ＣｔｍｉｃｒｏＲＮＡ１２６－ＣｔＵ６ｓｎＲＮＡ）表示。

２　结　果

２．１　骨髓 ＭＳＣｓ分离鉴定结果　应用免疫荧光方

法检测 ＭＳＣｓ细胞表面抗原ＣＤ３４、ＣＤ１０５和ＣＤ７３
的表达，结果（图１）显示：ＣＤ３４在 ＭＳＣｓ中表达为

阴性，ＣＤ１０５表达为强阳性，ＣＤ７３表达为阳性；说明

骨 髓 ＭＳＣｓ 分 离 成 功。ＣＤ３４ 阳 性 表 达 率 为

（８．００±７．５０）％，ＣＤ１０５阳性表达率为（９２．００±

６．１０）％，ＣＤ７３阳性表达率为（９０．００±９．３０）％，说

明经反复贴壁分离纯化的 ＭＳＣｓ细胞均一性较好，

约占总细胞数的９０％以上。

图１　ＣＤ３４、ＣＤ１０５和ＣＤ７３免疫荧光检测

Ｆｉｇ１　ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＣＤ３４，ＣＤ１０５ａｎｄＣＤ７３

Ａ１，Ａ２：ＣＤ３４；Ｂ１，Ｂ２：ＣＤ１０５；Ｃ１，Ｃ２：ＣＤ７３；Ｄ１，Ｄ２：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．２　骨髓 ＭＳＣｓ诱导分化为ＥＤＣｓ　ＭＳＣｓ细胞原

代分离后，经过５～６代人工分选的纯化培养，ＭＳＣｓ
形态逐渐单一，呈鹅卵石样，ＭＳＣｓ原代培养２４ｈ后

大部分 ＭＳＣｓ均已贴壁，培养７２ｈ可见细胞体积较

原代细胞增大，大部分呈纺锤状或纤维状等多种形

态，胞质透明，胞核明显。ＭＳＣｓ用 ＭＥＦ诱导分化

培养液培养９ｄ后，可发现成熟的短梭形ＥＤＣｓ样细

胞呈铺路石状聚集。见图２。

２．３　 骨髓 ＭＳＣｓ向 ＥＤＣｓ分化过程中 ＣＤ３４、

ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ基因的表达　收集定向诱导分化不同

时间点的细胞，用ｑＲＴＰＣＲ检测ＥＤＣｓ特异性基因

ＣＤ３４及ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ 的动态变化，以鉴定分化程
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度。结果发现 ＭＳＣｓ定向诱导ＥＤＣｓ过程中，ＶＥ

ｃａｄｈｅｒｉｎ基因表达水平在诱导前期（第１～４天）呈

阴性表达，第５～６天表达强度显著升高，呈阳性表

达，第７～９天仍持续呈阳性表达（图３Ａ）。ＣＤ３４在

诱导前期（第１～４天）也基本呈阴性表达，第５～６
天表达强度显著升高，呈阳性表达，第７天有所下

降，第８～９天又呈阳性表达（图３Ｂ）。

图２　骨髓 ＭＳＣｓ诱导分化为ＥＤＣｓ

Ｆｉｇ２　ＥＤＣｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｆｒｏｍｂｏｎｅｍａｒｒｏｗＭＳＣｓ

ＭＳＣｓ：Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ＥＤＣｓ：Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．Ａ：１ｄａｙａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；Ｂ：２ｄａｙｓａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；Ｃ：５ｄａｙｓａｆｔｅｒ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；Ｄ：８ｄａｙｓａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图３　骨髓 ＭＳＣｓ定向诱导分化为ＥＤＣｓ过程中ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ（Ａ）、ＣＤ３４（Ｂ）和ｍｉｃｒｏＲＮＡ１２６的表达变化

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ （Ａ），ＣＤ３４（Ｂ）ａｎｄｍｉｃｒｏＲＮＡ１２６（Ｃ）ｄｕｒｉｎｇｂｏｎｅｍａｒｒｏｗＭＳＣｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｔｏＥＤＣｓ

Ｃｏｎ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；ＭＳＣｓ：Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ＥＤＣｓ：Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ

２．４　骨髓 ＭＳＣｓ向 ＥＤＣｓ定向诱导分化过程中

ｍｉｃｒｏＲＮＡ１２６的表达 　ｑＲＴＰＣＲ 检测发现，在

ＭＳＣｓ诱导培养的第１～４天，ｍｉｃｒｏＲＮＡ１２６基本呈

阴性表达，第５～６天呈强阳性表达，表达量升高

２～２．５倍，第７～８天表达量下降，第９天又呈阳性

表达 （图 ３Ｃ）。其在第 ５～６ 天的表达规律与

ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ及ＣＤ３４ 一致，后期的表达变化与

ＣＤ３４更相似。

３　讨　论

　　骨髓 ＭＳＣｓ起源于胚胎发育中胚层，存在骨髓

基质中，形态呈纤维状，可聚集成均匀集落，体外培

养呈漩涡状排列。ＭＳＣｓ具有自我复制、多系分化

的干细胞生物学特性，有高度增殖潜力，可分化为多

种间叶组织细胞，是理想的组织工程的种子细胞。

本研究成功建立了大鼠骨髓 ＭＳＣｓ分离纯化的方

法，并对 ＭＳＣｓ特征表达的蛋白抗原进行鉴定。一

般认为 ＣＤ３４ 表达于骨髓造血干细胞，不表达于

ＭＳＣｓ，而ＣＤ１０５和ＣＤ７３则是 ＭＳＣｓ独特的标记蛋

白［１，５］，我们分离的 ＭＳＣｓ经免疫荧光检测显示

ＣＤ３４表达阴性，ＣＤ１０５和ＣＤ７３表达阳性，并且纯

度大于９０％，表明用该法得到的细胞为均一的细

胞群。

　　已有研究表明，骨髓 ＭＳＣｓ具有多种分化潜能，

而且在 ＶＥＧＦ、内皮细胞生长添加剂 （ＥＣＧＳ）、

ｂＦＧＦ、胰岛素样生长因子２１（ＩＧＦ２１）等的诱导下可

以向血管内皮祖细胞、血管ＥＤＣｓ表型分化［６７］。这

有望解决血管内皮来源上的不足。本研究通过在

ＭＥＦ培养液中添加诱导因子的方法，对 ＭＳＣｓ进行

了ＥＤＣｓ的定向诱导分化培养。对 ＥＤＣｓ特有的

ＣＤ３４和ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ［８１０］进行ｑＲＴＰＣＲ检测后发

现，ＭＳＣｓ经定向分化培养液诱导后表达ＣＤ３４及

ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ，而未诱导的 ＭＳＣｓ则不表达。

　　在以往的胚胎干细胞研究中，成熟内皮标记
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ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ在胚胎干细胞分化体系中呈现一定的
转录时序性，在分化的第５天开始出现，并可以作为

血管ＥＤＣｓ的终末端分化标记基因［８］。本研究的

ｑＲＴＰＣＲ结果显示，在骨髓 ＭＳＣｓ向ＥＤＣｓ分化过

程中，ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ显示出和胚胎干细胞分化时同样
的趋势，在诱导前期表达阴性，第５～６天表达量明

显升高，且后期一直保持阳性表达，提示不同来源干

细胞向 ＥＤＣｓ 分化过程中 呈 现 出 相 似 的 表 达

规律。　

　　ＣＤ３４糖蛋白是ＥＤＣｓ抗原，在毛细血管和小血

管内皮中呈强表达，作为ＥＤＣｓ分化的一种标记已

经得到公认。ＣＤ３４在未诱导的 ＭＳＣｓ中呈阴性表
达，在 ＭＳＣｓ定向诱导为ＥＤＣｓ的过程中，在诱导前

期ＣＤ３４表达阴性，第５～６天明显升高，呈阳性表
达，第７天有所下降，第８～９天又呈阳性表达。

　　ｍｉｃｒｏＲＮＡ１２６为血管ＥＤＣｓ特异性表达的调控

型小ＲＮＡ分子［２，１１］，在干细胞水平应呈阴性表达。

本研究发现，ｍｉｃｒｏＲＮＡ１２６在 ＭＳＣｓ向ＥＤＣｓ诱导

分化过程中，也存在第５～６天高表达的趋势，在第７
天有所下降，第８～９天又呈阳性表达，这与ＣＤ３４
的表达变化相似。上述结果提示 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１２６在

干细胞向内皮细胞分化过程中可能起到重要的调控

作用，具体机制需要进一步深入研究。

　　本研究证实通过外加因子的方法可将骨髓来源

的 ＭＳＣｓ向ＥＤＣｓ方向诱导分化，但分化后的细胞

仍需从超微结构、细胞的生物学功能、体内实验等方

面进一步证实，并检测分化后的ＥＤＣｓ是否具有生

理功能。因此，骨髓 ＭＳＣｓ定向分化为ＥＤＣｓ的内

在分子调控机制研究显得尤为重要。本研究发现，

ｍｉｃｒｏＲＮＡ１２６的表达在细胞分化过程中有明显变

化，且与分化标记因子的变化趋势一致，提示将来可

以加强ｍｉｃｒｏＲＮＡ１２６调控机制的研究，并进一步观

察其调控因子在蛋白水平的变化，以期运用分子生

物学方法通过干预 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１２６的表达来调控

ＭＳＣｓ向ＥＤＣｓ的定向分化过程。
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