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生物学标记来鉴定干细胞的早期分化。
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　　人间充质干细胞（ｈｕｍａｎｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ

ｃｅｌｌｓ，ｈＭＳＣｓ）具有分化为脂肪细胞、成骨细胞和神

经细胞等细胞谱系的能力，被认为是理想的工程细

胞［１２］。然而，由于缺乏对干细胞早期分化状态进行

有效且可靠鉴别的生物学标志物，极大阻碍了干细

胞的分化机制研究和临床应用［３］。近年来，人们开

始关注干细胞分化过程中的力学性质变化，并认为

力学性质可作为鉴定干细胞分化潜能的物理生物学

标记［４］。例如，Ｃｈｅｎ等
［５］发现羊水来源的干细胞在

成骨方向分化诱导培养液中培养４周后硬度下降；

Ｈａｍｍｅｒｉｃｋ等
［６］比较了人成纤维细胞和脂肪来源

的诱导多能干细胞的硬度，认为分化潜能越大，细胞

越硬；ＧｏｎｚáｌｅｚＣｒｕｚ等
［７］进一步确定了在分化过程

中干细胞的弹性和黏弹性会发生变化。虽然以上结

果表明干细胞力学性质可能与其分化状态相关，但

由于细胞具有很大的异质性，即使一个细胞的不同

位置，其力学性质也可能不同，这对准确测量干细胞

的力学性质提出了挑战［８］。

原子 力 显 微 镜 （ａｔｏｍｉｃｆｏｒｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，

ＡＦＭ）作为一种可以测量材料力学性质的工具被越

来越多地应用于研究干细胞的力学性质与分化状态

的关系［４］。然而，目前的细胞力学性质测量多是基

于平均杨氏模量或局部细胞弹性模量，难以精确描

述单细胞或细胞群体内的力学异质性。因此，需要

一种更加灵敏的检测方法以定量测量单细胞的力学

性质。峰值力定量纳米力学作图 （ｐｅａｋｆｏｒｃｅ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｎａｎｏｍｅｃｈａｎｉｃａｌｍａｐｐｉｎｇ，ＰＦＱＮＭ）

技术是一种能够同时进行高分辨率成像和定量力学

性能测量的新型ＡＦＭ成像模式
［９］，本研究利用该

技术定量测量了氯化锂诱导成骨细胞分化过程中

ｈＭＳＣｓ的力学性质，探讨其作为物理生物学标记来

鉴定干细胞早期分化的可行性。

１　材料和方法

１．１　ｈＭＳＣｓ的培养与诱导　初代脐带来源的

ｈＭＳＣｓ从山东大学医学院获得，用完全培养液（含

１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００μｇ／ｍＬ链

霉素的低糖ＤＭＥＭ，均购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司）在

３７℃、５％ＣＯ２环境中培养。培养的细胞２～３ｄ更

换１次培养液，当细胞生长至８５％汇合度时１∶３传

代，所有实验用细胞均传到第８代。传至第８代的

ｈＭＳＣｓ以５×１０３／ｃｍ２密度铺于６０ｍｍ培养皿中，

使用完全培养液培养３～５ｄ，直到细胞生长至８０％

汇合，然后分别加入含氯化锂的诱导培养液分别诱

导４８ｈ或７２ｈ。由于氯化锂诱导干细胞具有剂量

效应［２］，本研究采用含３０ｍｍｏｌ／Ｌ或４ｍｍｏｌ／Ｌ氯化

锂的完全培养液作为诱导培养液。

１．２　免疫荧光成像　经过处理的ｈＭＳＣｓ用ＰＢＳ

洗３次，４％多聚甲醛溶液固定１０ｍｉｎ后，用透化液

（含０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００的ＰＢＳ）处理３～５ｍｉｎ；然

后用封闭液（含１％ＢＳＡ的ＰＢＳ）封闭１０ｍｉｎ；封闭

后的细胞与ＯｒｅｇｏｎＧｒｅｅｎ○
Ｒ

４８８鬼笔环肽（１∶３０溶

于封闭液中）共同孵育２０ｍｉｎ标记干细胞骨架，用

ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ。用ＤＡＰＩ（１∶３００溶于封

闭液中）复染５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ。用激

光共聚焦显微镜成像，并利用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０

软件（美国ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ公司）进行分析。

１．３　ＡＦＭ成像　细胞经４％多聚甲醛溶液室温固

定３０ｍｉｎ，用ＰＢＳ洗３次后在ＰＢＳ液相环境下成像。

成像所选用的探针为ＳＮＬＡ（０．３５Ｎ／ｍ，美国Ｂｒｕｋｅｒ

公司）。ＳＮＬＡ针尖材料为硅，悬臂梁为氮化硅，针尖

半径２ｎｍ。成像前通过Ｒａｍｐ功能在云母表面做力

曲线对针尖探针的弹性常数 （犽）进行校正并记录各种

参数。我们利用ＡＦＭ的ＰＦＱＮＭ模式在液相中成

像，扫描速度为０．５Ｈｚ，样品泊松常数设为０．５。所

得结果使用ＡＦＭ离线处理软件ＮａｎｏＳｃｏｐｅＡｎａｌｙｓｉｓ

（美国Ｂｒｕｋｅｒ公司）进行分析处理。数据拟合使用

Ｏｒｉｇｉｎ８（美国ＯｒｉｇｉｎＬａｂ公司）处理。

１．４　ｑＰＣＲ检测　为考察氯化锂对干细胞命运的影

响，用激活转录因子４（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ

４，ＡＴＦ４）表征干细胞成骨分化状态
［１０］。使用总

ＲＮＡ提取试剂盒（美国ＺＹＭＯ公司）提取细胞总

ＲＮＡ，并用ＮａｎｏＤｒｏｐ超微量紫外分光光度计对其定

量。利用反转录试剂盒（美国ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司）

将干细胞总ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ。ｑＰＣＲ实验采用

２５μＬ反应体系，按照ｑＰＣＲ试剂盒（美国 Ｌｉｆｅ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司）操作说明书进行ｑＰＣＲ。在反应体

系中加入１μＬ反转录模板ｃＤＮＡ和犃犜犉４引物

（ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＩＤ：ＮＭ＿００１６７５；Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＡＡＧＧＣＧ

ＧＧＣＴＣＣＴＣＣＧＡＡＴＧ３′，Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＣＣＣＡＡＣ

ＡＧＧＧＣＡＴＣＣＡＡＧＴＣＧＡ３′）。反应程序设置为

９５℃１０ｍｉｎ，然后４０个循环（９５℃１５ｓ，６０℃３０ｓ，

７２℃３０ｓ）。犌犃犘犇犎（ｐｒｉｍｅｒＡｃｃｅｓｓｉｏｎＩＤ：ＮＭ＿

００１２５６７９９；Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣ

ＣＡＡ ＡＡＴ３′，Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＧＧＣＴＧＴ ＴＧＴＣＡＴ

ＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧ３′）作为内参。数据用２－ΔΔＣｔ法处

理。所有实验重复３次。将得到的数据进行归一化

处理，将０ｈ对照组的相关基因表达量设为０，以归一

化后基因表达量为纵坐标作图。

１．５　统计学处理　利用ＢｉｏＳｃｏｐｅＴＭＣａｔａｌｙｓｔＴＭＡＦＭ
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软件（美国Ｂｒｕｋｅｒ公司）收集处理ＡＦＭ成像图片及

数据，共聚焦数据利用ＬｅｉｃａＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎＳｕｉｔｅＡＦ软

件（德国Ｌｅｉｃａ公司）进行分析，ｑＰＣＲ 结果使用

ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓＳｔｅｐＯｎｅ
ＴＭＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲＳｙｓｔｅｍ

软件（美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）进行处理及分

析。使用Ｏｒｉｇｉｎ８软件（美国ＯｒｉｇｉｎＬａｂ公司）进行作

图及统计学分析，数据以珔狓±狊表示，组间差异比较采

用狋检验，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　基于ＰＦＱＮＭ纳米级力学谱线（纳米力谱）的

干细胞成像　图１是一个典型的ＰＦＱＮＭ模式下

干细胞力学成像图，左侧图为干细胞杨氏模量对数

成像结果。将成像中每一点的力学性质进行输出，

并进行高斯拟合，得到干细胞单细胞的纳米力谱。

图１右侧的直方图显示图像中各数值的相对频率。

有趣的是，从直方图我们可以清楚地发现不同区域

之间的力学性质是不同的。在区域Ⅰ中仅存在１个

峰，弹性模量（Ｐａ）的对数值为０．５～０．９；然而，在区

域Ⅱ中２个峰值分别对应于０．４６和０．６３。这些结

果表明，可以通过分析纳米力谱来区分细胞力学性

质的异质性。

图１　犺犕犛犆单细胞的纳米力谱

犉犻犵１　犖犪狀狅犿犲犮犺犪狀犻犮犪犾狊狆犲犮狋狉狅狊犮狅狆狔狅犳犮狌犾狋狌狉犲犱犺狌犿犪狀犿犲狊犲狀犮犺狔犿犪犾狊狋犲犿犮犲犾犾（犺犕犛犆）

Ａｔｏｍｉｃｆｏｒｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｉｍａｇｅｓａｎｄｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅｖａｌｕｅｓｉｎｔｈｅａｒｅａｓ（ⅠａｎｄⅡ）ｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｄａｓｈｅｄｒｅｃｔａｎｇｌｅｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＤＭＴ：

ＤｅｒｊａｇｕｉｎＭｕｌｌｅｒＴｏｒｏｐｏｖ

２．２　干细胞分化过程中的力学表型　用不同浓度

氯化锂处理ｈＭＳＣｓ，用鬼笔环肽标记干细胞骨架，

通过对免疫荧光染色进行观察，结果显示３０ｍｍｏｌ／Ｌ

氯化锂可以显著改变干细胞形态，表现在干细胞宽

度减小（犘＜０．０５）但长度没有显著变化；而

４ｍｍｏｌ／Ｌ氯化锂对干细胞形态影响不大（图２）。用

ＡＴＦ４表征干细胞成骨分化状态，ｑＰＣＲ结果显示

３０ｍｍｏｌ／Ｌ氯化锂促进犃犜犉４表达，而４ｍｍｏｌ／Ｌ

氯化锂抑制犃犜犉４表达；经过较长时间（７２ｈ）的诱

导后，３０ｍｍｏｌ／Ｌ氯化锂的促进作用变得更为显著

（犘＜０．０１），而４ｍｍｏｌ／Ｌ的抑制作用下降（图３）。

表明高浓度氯化锂可促进干细胞的成骨分化潜力，

低浓度氯化锂则抑制成骨分化，特别是在诱导早期，

抑制作用更明显。

为了通过ＰＦＱＮＭ纳米力学测绘法评估氯化

锂对细胞分化的影响，对从不同处理收集的单细胞

进行成像。每个处理测量３０个细胞，并对得到的结

果进行统计分析，获得平均杨氏模量和平均纳米力

谱（图４Ａ、４Ｂ）。平均杨氏模量结果表明，高浓度和

低浓度的氯化锂都会增加干细胞硬度，并且氯化锂

对干细胞力学性质调控具有时间效应，随着处理时

间增加干细胞变得更硬（犘＜０．０５，犘＜０．０１）。氯

化锂对干细胞硬度调控还具有浓度效应，低浓度（图

４Ａ、４Ｂ）和高浓度（图４Ｃ、４Ｄ）氯化锂都能增加干细

胞硬度，但经长时间高浓度氯化锂处理后细胞变得

更硬。纳米力谱结果与杨氏平均模型相似。这表

明，在不同浓度氯化锂诱导下具有不同分化潜力的

干细胞的力学性质会发生变化，平均杨氏模量和平

均纳米力谱均可反映氯化锂对干细胞诱导的剂量效

应与时间效应。
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图２　氯化锂诱导犺犕犛犆狊形态变化

犉犻犵２　犔犻狋犺犻狌犿犮犺犾狅狉犻犱犲犻狀犱狌犮犲犱犿狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮犪犾犮犺犪狀犵犲狊狅犳犺狌犿犪狀犿犲狊犲狀犮犺狔犿犪犾狊狋犲犿犮犲犾犾狊（犺犕犛犆狊）

Ａ：ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＦａｃｔｉｎ（ｇｒｅｅｎ）；Ｂ，Ｃ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｉｍａｇｅｓｓｈｏｗｅｄｃｈａｎｇｅｓｉｎｈＭＳＣｓ

ｌｅｎｇｔｈａｎｄｗｉｄｔｈ．犘＜０．０５．狀＝３，珔狓±狊

图３　氯化锂诱导犺犕犛犆狊成骨分化

犉犻犵３　犔犻狋犺犻狌犿犮犺犾狅狉犻犱犲犻狀犱狌犮犲犱狅狊狋犲狅犵犲狀犻犮犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犻狅狀狅犳犺狌犿犪狀犿犲狊犲狀犮犺狔犿犪犾狊狋犲犿犮犲犾犾狊（犺犕犛犆狊）

Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ｑＰＣＲ）ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅ犃犜犉４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ４ｍｍｏｌ／Ｌ（Ａ）ａｎｄ３０ｍｍｏｌ／Ｌ

（Ｂ）ｌｉｔｈｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅｆｏｒ４８ｏｒ７２ｈ．犘＜０．０１．狀＝３，珔狓±狊

图４　氯化锂引起犺犕犛犆狊力学性质变化

犉犻犵４　犆犺犪狀犵犲狊狅犳犿犲犮犺犪狀犻犮犪犾狆狉狅狆犲狉狋犻犲狊狅犳犺狌犿犪狀犿犲狊犲狀犮犺狔犿犪犾狊狋犲犿犮犲犾犾狊（犺犕犛犆狊）犪犳狋犲狉狋狉犲犪狋犿犲狀狋狑犻狋犺犾犻狋犺犻狌犿犮犺犾狅狉犻犱犲

ＡｖｅｒａｇｅＹｏｕｎｇ’ｓｍｏｄｕｌｕｓ（Ａ，Ｃ）ａｎｄｎａｎｏｍｅｃｈａｎｉｃａｌｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ（Ｂ，Ｄ）ｏｆｈＭＳＣｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ４ｍｍｏｌ／Ｌ（Ａ，Ｂ）ａｎｄ３０ｍｍｏｌ／Ｌ（Ｃ，Ｄ）

ｌｉｔｈｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ．犘＜０．０５，犘＜０．０１．狀＝３，珔狓±狊
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２．３　纳米力谱表征干细胞分化早期力学变化　为

了进一步探索力学表型用于鉴别分化早期的可能

性，对不同浓度氯化锂诱导干细胞４８ｈ的力学性质

进行了分析。在高浓度和低浓度处理的情况下，干

细胞的平均杨氏模量（图５Ａ）几乎相同，难以用于区

分干细胞的分化状态变化。然而，纳米力谱（图５Ｂ、

５Ｃ）则清楚地显示在低浓度处理的情况下有２个峰

值，意味着存在２种不同力学性质细胞群体；在高浓

度处理的条件下只有１个峰值，说明只存在１种力

学性质的单细胞群体。结果表明，与平均杨氏模量

相比，纳米力谱可以更敏感地反映分化早期的力学

性质变化。

图５　犺犕犛犆狊分化早期力学表型

犉犻犵５　犕犲犮犺犪狀犻犮犪犾狆犺犲狀狅狋狔狆犲狅犳犺狌犿犪狀犿犲狊犲狀犮犺狔犿犪犾狊狋犲犿犮犲犾犾狊（犺犕犛犆狊）犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犻狅狀犪狋狋犺犲犲犪狉犾狔狊狋犪犵犲

ＭｅａｎＹｏｕｎｇ’ｓｍｏｄｕｌｕｓ（Ａ）ａｎｄｎａｎｏｍｅｃｈａｎｉｃａｌｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙｏｆｈＭＳＣｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ４ｍｍｏｌ／Ｌ（Ｂ）ａｎｄ３０ｍｍｏｌ／Ｌ（Ｃ）ｌｉｔｈｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ．

狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

干细胞的力学性质与其细胞组成、细胞骨架结

构以及外部微环境直接相关［１１１２］。越来越多的证据

表明力学性质的改变密切反映了生理状态下的细胞

功能变化［７，１１１３］。为了准确鉴定干细胞分化阶段，除

了细胞表面标志物和转基因报告标志物之外，其力

学性质可以作为可行的替代标记手段，并已被应用

于表征细胞分化、重编程，诊断分化过程的发展，以

及监测细胞对环境刺激的反应等重要生理过程。我

们的结果显示，ｈＭＳＣｓ在受氯化锂调控后，力学性

质随着分化状态的变化也发生了改变，杨氏模量升

高。此外，杨氏模量的变化反映出干细胞不同的分

化趋势。其中经过７２ｈ不同浓度氯化锂诱导后，向

成骨方向分化的ｈＭＳＣｓ的平均杨氏模量高于成骨

分化受抑制的细胞；但在４８ｈ时平均杨氏模量不能

将处于不同分化状态的ｈＭＳＣｓ加以区分。

ＰＦＱＮＭ成像模式因其高分辨率和实时测量

力学性质的特性而被广泛应用于研究细胞等生物样

品的力学性质［７，１２２２］。为了进一步分析分化早期

（４８ｈ）干细胞力学性质，我们将诱导４８ｈ后ｈＭＳＣｓ

的ＰＦＱＮＭ力学成像图中数据进行纳米力谱分析。

结果显示在诱导４８ｈ后，处于不同分化状态的

ｈＭＳＣｓ纳米力谱具有显著差异。在低浓度氯化锂

处理的情况下，ｈＭＳＣｓ表现为具有２种不同力学性

质的细胞群体；而在高浓度处理的条件下细胞群体

的力学性质变得一致，暗示着异质性降低。

虽然越来越多的证据表明细胞力学性质可以反

映干细胞的分化状态［４］，但细胞的力学性质与细胞

功能以及与其他表型之间的关系和潜在机制仍不清

楚。本研究结果表明，在氯化锂诱导后，向成骨方向

分化的ｈＭＳＣｓ具有更高的硬度。进一步的深入研

究将有助于理解氯化锂对干细胞诱导分化的分子机

制。ＡＦＭ已成为表征干细胞等生物样品力学表型

的有力工具。通常，人们选择使用平均杨氏模量作

为“标记”对分化期间的细胞力学性质进行评估。然

而，由于固有的细胞异质性和异步分化，平均杨氏模

量识别早期分化中力学性质变化十分困难。本研究

中所提出的基于ＰＦＱＮＭ的纳米力谱为描述干细

胞分化过程中的力学性质变化提供了更灵敏的方

法，有望成为潜在的物理生物学标记用于研究干细

胞早期分化事件。
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