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44$摘要%4目的4探讨流体切应力对人脐带血间充质干细胞',kMDYUMB(形态*黏附及增生能力的影响&4

方法4将体外培养的 ,kMDYUMB置于流动小室系统中#分别施加不同强度'"*!*<*. GOE@2&!(的流体切应力作

用 ! ,*0 ,#以未施加切应力的 ,kMDYUMB为静态对照组#倒置相差显微镜下比较各组细胞的形态改变)免疫荧

光染色观察各组细胞骨架变化)IE')DF(&E6M5法检测细胞间黏附因子D"'?M:YD"(*W(07 &5V:表达水平的差

异&4结果4与静态杂乱无章的细胞相比#流体切应力作用后 ,kMDYUMB顺着流体方向排列& 免疫荧光结果

显示#流体作用后细胞骨架蛋白 9D'2F(C 肌丝延长#与 ! GOE@2&!
切应力作用 ! , 组相比#! GOE@2&!

切应力作用

0 , 组细胞骨架被进一步拉长#部分细胞骨架呈松散状态& 5E')DF(&E6M5结果显示#静态对照组与不同梯度

流体切应力作用组 ?M:YD"*W(07 &5V:相对表达量比较#差异均有统计学意义 '5q"7e"."#Nq#e###)5q

""e<<0#Nq#e##"(#其中 "*!*<*. GOE@2&!
切应力流体作用后细胞表面 ?M:YD" &5V:的相对表达量分别为

!e7.l#e<!*$e77l"e"$*0e7#l#e$! 和 -e0$l#e7!#较静态对照组的 "e##l#e!; 明显上调#差异均有统计学意义
'均 Nm#e#-()< GOE@2&!*. GOE@2&!

切应力组 W(07 &5V:的相对表达量分别为 #e<$l#e#$ 和 #e#.l#e#!#较静

态对照组的 "e##l#e!. 明显减低#差异均有统计学意义'均 Nm#e#-(&4结论4流体切应力作用后#,kMDYUMB

顺流体方向排列#流体切应力作用 ! , 可促进 ,kMDYUMB黏附#随着流体切应力作用强度的增加#细胞增生受

到抑制&4
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44根据全国抽样调查统计显示#中国角膜盲占致盲
眼病的第二位

+ ", #角膜内皮移植是治疗角膜盲患者唯
一有效的途径#但目前捐献的角膜数量远远无法满足
社会的需求& 众所周知#自体人角膜内皮细胞阻滞在
细胞周期的 "̂ 期

+ !a., #几乎无再生能力#在体外培养
扩增有限#因此寻求角膜内皮细胞以外的其他细胞来
代替内皮细胞是目前组织工程研究的方向之一& 组织
工程角膜是目前研究的热点#其体外构建成功的关键
在于使用理想的载体支架承载种子细胞的正常生长和

增生
+ -a0, & 近年来#美国*日本等国家开展了角膜组织

工程及移植技术
+ 7a;, #并获得了一定的成功#但是组织

工程角膜和生物角膜同质性差距甚远#产品化还需要
大量的科研投入和不断的探索& 通过微环境诱导使各
种干细胞向特定细胞定向分化是目前组织工程研究的

常用方法& 人脐带血间充质干细胞 ' ,*&'C *&L()(2')
23IG L)33G &EBEC2,O&')BFE&2E))B#,kMDYUMB(因其易
获取*无创*较强的增生分化能力*低免疫原性和无致
瘤等特点#在再生医学领域受到广泛的关注 + ;a$, &
,kMDYUMB可以从人脐带血*血管内膜和血管周围组
织中获取& 动物实验证实其对脑卒中*! 型糖尿病*年
龄相关性黄斑变性*视网膜色素变性均有潜在的治疗
作用

+ "#a"!, & 平行板流动小室产生的流体切应力属于
机械刺激#这种力学信号可对离体细胞生物学行为进
行调控& 流体切应力对血管内皮细胞的影响研究在心
血管领域已有较大的进展

+ "<a"-, & 已有文献证实各类
干细胞在流体切应力作用下可向血管内皮细胞分

化
+ "0a!!, #人角膜内皮细胞与血管内皮细胞在结构和功

能上具有很多相似性& 目前的研究认为#间充质干细
胞在体内的分化主要取决于所处的环境#角膜内皮细
胞处于与血管内皮类似的流体环境#受房水剪切应力
作用#但切应力对 ,kMDYUMB作用如何尚鲜有文献报
道& 因此#本研究中应用平板流动腔产生的机械刺激
力作用于 ,kMDYUMB#旨在了解流体切应力梯度对

,kMDYUMB形态及功能的影响#为将来流体诱导 ,kMD
YUMB向角膜内皮细胞定向分化提供实验基础&

;8材料与方法

;1;4材料
,kMDYUMB'广州赛莱拉干细胞有限公司()=Y%Y

'""$0-D#$!(*澳洲胎牛血清'KEF')L3J(CEBEI*&#9ZU(
'"##$$"."('美国 (̂L23公司()二甲基亚砜' G(&EF,O)
B*)K3\(GE#=YU>( '美国 U(H&'公司()细胞计数试剂盒
;'2E))23*CF(CHP(FD;#MMW;(检测试剂盒 'MW#.#日本
同仁化学研究所 () U8Z5' 6IE&(\%\S'+SY

试剂盒

'55.!#:#大连 S'P'I'公司 ()兔抗人 9D'2F(C 抗体
'.$7#S#美国 MUS公司 () 2O< 标记的羊抗兔二抗
'%#<"0!##美国 %'IF,3\公司(& 圆形平板流动腔'M'Fx"
<"D#"##美国 )̂O23FE2, 公司()ZS"##D"T型蠕动泵'保
定恒流泵有限公司() =̂ <#!!:型酶联免疫检测仪*
M9̀ $0 型 6M5实时反应仪'美国 Z?>D5'G 公司(&
;1?4方法
;1?1;4,kMDYUMB培养4选用 - b; 代 ,kMDYUMB#以
-p"#- @2&!

接种于 0 孔板#每孔加 ! &)=Y%Yd"#f
9ZU#置 <7 o*体积分数 -f M>! 培养箱中进行培养#
待细胞生长至 7#fb;#f融合时#用质量分数 #e!-f
胰蛋白酶消化传代#重悬后均匀接种在质量分数
#e-f明胶包被的直径 <- &&的培养皿中#待细胞融合
后进行后续流体实验&
;1?1?4流体切应力的实施4使用的流体加载装置包
括圆形平板流动小室系统*蠕动泵'可调节流量(*真
空泵*温度控制系统和稳定 NR值的液体灌流系统'含
R'CPB完全培养基(#平板流动小室包括进液口*出液
口和真空连接口'图 "(& 采用下式计算通过流动腔的
切应力大小#即 Sq0 %i@Q,!#公式中 S代表流体切应
力#i为流量#%为液体黏度#Q和 , 分别代表流动腔
的宽和高&
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蠕动泵

圆形平板
流动小室

进液管口 出液管口
真空泵

水浴锅

Hanks液

图 ;8流体切应力装置实施过程简图

4
;1?1@4实验分组4采用圆形平板流动小室进行流体
实验液由 ZS"##D"T型蠕动泵提供稳定层流流体切应
力液将长满细胞的培养皿置于上述流体装置液设置不同
梯度流体切应力'"*!*<*. GOE@2&!(液按切应力强度及
加载时间分为静态对照组*" GOE@2&!

切应力作用 ! ,
组*! GOE@2&!

切应力作用 ! , 组*< GOE@2&!
切应力作

用 ! , 组*. GOE@2&!
切应力作用 ! , 组*" GOE@2&!

切

应力作用 0 , 组和 ! GOE@2&!
切应力作用 0 , 组&

;1?1A4YSS法检测细胞生长活力4选用对数期生长
细胞液胰蛋白酶消化后以 <p"#< @孔的密度接种至 $0
孔板液总体积为 <## %)液培养时间分别为 #e-*"e#*"e-*
!e#*!e-*<e#*<e- 和 .e# G液每孔加 - &H@TYSS溶液
"# %)液继续在培养箱中孵育 . ,液终止培养液离心吸弃
孔内上清液每孔加 =YU>"## %)液振荡 "# &(C 使结晶充
分溶解液酶联免疫检测仪上测定波长 .$# C&处各孔吸
光度'7(值液以时间为横坐标*7值为纵坐标绘制细胞
生长曲线&
;1?1G4免疫荧光染色检测 9D'2F(C 的表达4将流体处
理后的不同组细胞同时进行免疫荧光染色液具体步骤
如下"6ZU 洗 - &(C液共 < 次液质量分数 .f多聚甲醛固
定 !# &(C液继而体积分数 #e<f SI(F3C D̀"## 透膜
"- &(C液质量分数 <f牛血清白蛋白室温封闭 " ,液加兔
抗人 9D'2F(C 一抗'" h"##(液湿盒内 . o孵育过夜液6ZU
洗后孵育二抗'" h!##(! ,液=:6?染核 - &(C液荧光显微
镜下观察并拍照&
;1?1H45E')DF(&E6M5检测 ?M:YD" &5V:和 W(07
&5V:的相对表达量4收集各组流体切应力处理 ! ,
后的细胞液SI(_3)法提取细胞总 5V:液用逆转录试剂盒
逆转录成 2=V:液?M:YD"*W(07 及管家基因 :̂6=R的
引物设计见表 "液将 2=V:产物进行 IE')DF(&E6M5反
应"$- o反应 - &(C)然后 $- o反应 - B液 0# o反应
<# B液.# 个循环)最后 7! o延伸 - &(C& 待反应结束后

确认 IE')DF(&E6M5的扩增曲线和融解曲线液以 :̂6=R

为内参液采用 !a&&MS
法对各组样品目的基因的表达水平

进行相对定量分析& 实验重复 < 次液取平均值&

表 ;8=F<引物序列

基因 引物序列'-1D<1 ( 扩增片段长度' LN(

OD7<]A 正向":M:̂ :M:MS:̂ :̂ :̂̂ Ŝ :̂ M: !.7

反向" Ŝ̂ :̂ M̂ SMM:S:SSS:̂ M̂:Ŝ ^

U"J\ 正向":MSŜ MMSMMS::S:M̂ MM "<<

反向"SS:MS:M:SMŜ MMM:Ŝ :

M7N)9 正向"MM:Ŝ :̂̂ ::̂ M̂Ŝ ^̂ ^ "0#

反向"M:::̂ SŜ SM:Ŝ :̂Ŝ :MM

4注"6M5"聚合酶链式反应)?M:Y"细胞间黏附分子) :̂6=R"甘油醛D

<D磷酸脱氢酶

;1@4统计学方法
采 用 U6UU "01# 统 计 学 软 件 ' 序 列 号"

."#0-<!;<.液美国 ?ZY公司(进行统计分析& 定量资
料的数据经 W3)&3H3I3JDU&(IC3J检验证实呈正态分
布液以 &E'ClU=表示& 接种后不同时间点 ,kMDYUMB
增生活力'7值(比较及各组间 ?M:YD" &5V:和 P(07
&5V:相对表达量的总体比较采用单因素方差分析液

两两比较采用 TU=D-检验& Nm#e#- 为差异有统计学
意义&

?8结果

?1;4,kMDYUMB细胞培养及生长曲线
倒置相差显微镜下观察液细胞呈梭形*成纤维样生

长'图 !:(液YSS结果显示以 -p"#- @2&!
接种后细胞

呈对数生长液约 . G 时达到平台期'图 !Z(& 随着培养
时间延长液不同时间点细胞生长活力'7值(总体比较液

差异有统计学意义'5q.<e$#液Nq#e##(液与初始生长
状态'#e- G(比较液培养后 "e#*"e-*!e#*!e-*<e#*<e-*
.e# G 细胞 7值明显升高液差异均有统计学意义'均Nm
#e#-('表 !(&

A B100μm

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0 1 2 3 4 5
t/d

细
胞

增
生

活
力

值（
A 4

90
）

图 ?8/mF+EMF%的培养4:",kMDYUMB呈纺锤样贴壁生长 'p.#液
标尺q"## %&(4Z"RkMDYUMB生长曲线' %q<(
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表 ?8接种后不同时间点 /mF+EMF%增生活力比较
')(-&OMP#!值(

时间' G( 样本量 ,kMDYUMB7值
#e- < "e#<l#e<;
"e# < "e."l#e""'

"e- < "e0<l#e#-'

!e# < "e7.l#e#!'

!e- < "e7;l#e#<'

<e# < "e;"l#e#!'

<e- < !e#"l#e#0'

.e# < !e#!l#e#<'

5值 .<e$#

N值 #e##

4注"与 #e- G 值比较# 'Nm#e#- '单因素方差分析#TU=D-检验 ( 4

,kMDYUMB"人脐带血间充质干细胞

?1?4流体切应力作用对 ,kMDYUMB细胞骨架的影响
免疫荧光结果显示#静态对照组细胞为短梭形#呈

不规则排列)流体切应力作用后细胞骨架蛋白 9D'2F(C
肌丝延长#与 ! GOE@2&!

切应力作用 ! , 组相比#
! GOE@2&!

切应力作用 0 , 组细胞骨架被进一步拉长
'图 <()但当作用时间延长至 0 , 时#不同流体切应力
干预下的细胞骨架均会出现松散#部分细胞的骨架稀
疏拉长'图 .(&
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图 @8? .2(m#)?
流体切应力作用后不同时间 /mF+EMF%改变

'MO<#=:6?p.##标尺q"## %&(4静态对照组细胞为短梭形#呈不
规则排列#! GOE@2&!

切应力作用 ! , 细胞呈长梭形#骨架蛋白顺应
流体方向被拉伸#作用时间延长至 0 ,#细胞骨架进一步拉长#并出
现不同程度细胞脱落4注"9D'2F(C"9D肌动蛋白

200μm BA C200μm 200μm

图 A8不同流体切应力作用后 H //mF+EMF%改变'MO<#=:6?p"###
标尺q!## %&(4静态对照组细胞为短梭形#不同流体切应力作用
后 0 , 细胞均呈现不同程度脱落4:"静态对照组4Z"" GOE@2&!

切

应力作用 0 , 组4M"! GOE@2&!
切应力作用 0 , 组

?1@ 4 不同梯度流体切应力作用后 ?M:YD"m W(07
&5V:相对表达量的变化

5E')DF(&E6M5结果显示#静态对照组与不同梯度
流体切应力组 ?M:YD"mW(07 &5V:相对表达量总体
比较#差异均有统计学意义'5q"7e"."#Nq#e###)5q

""e<<0#Nq#e##"(#其中 "m!m<m. GOE@2&!
切应力组

细胞表面 ?M:YD" &5V:的相对表达量较静态对照组
明显上调#! GOE@2&!

切应力组上调最显著#差异均有
统计学意义'均 Nm#e#-()" GOE@2&!m! GOE@2&!

切应

力组 W(07 &5V:的相对表达量与静态对照组比较#差
异均无统计学意义'均 Nr#e#-(#< GOE@2&!m. GOE@2&!

切应力组 W(07 &5V:相对表达量较静态对照组明显
降低#差异均有统计学意义'均 Nm#e#-('表 <(&

表 @8静态对照组与不同梯度流体切应力作用组 mF7E+;m
94HI )<N7相对表达量比较')(-&OMP(

组别 样本量
?M:YD" &5V:
相对表达量

W(07 &5V:
相对表达量

静态对照组 < "e##l#e!; "e##l#e!.

" GOE@2&!
切应力组 < !e7.l#e<!' #e;;l#e"$

! GOE@2&!
切应力组 < $e77l"e"$' #e7!l#e!7

< GOE@2&!
切应力组 < 0e7#l#e$!' #e<$l#e#$'

. GOE@2&!
切应力组 < -e0$l#e7!' #e#.l#e#!'

5值 "7e"." ""e<<0

N值 #e### #e##"

4注"与静态对照组比较#'Nm#e#- '单因素方差分析#TU=D-检验(4

?M:Y"细胞间黏附分子

@8讨论

越来越多的证据表明微环境中的细胞暴露于多种

力#包括剪切应力m静水压力m张力m机械压缩#以及细
胞外基质等的作用中#从而对细胞的生物学功能进行
调控& 机械力信号作用于不同种类的细胞会激活不同
的信号通路m基因表达及细胞生理变化 + !<, & 脐带可以
提供取之不尽的低成本 ,kMDYUMB来源#,kMDYUMB免
疫排斥反应低m不具有致瘤性及具有多向分化潜能等
特点使其成为角膜组织工程可靠的种子细胞来源& 已
有文献报道#,kMDYUMB能促进角膜内皮损伤修复 + !., #

也有报道提出间充质干细胞能够通过微环境诱导分化

为内皮样细胞
+ !-a!7, & 但关于机械刺激对角膜组织工

程种子细胞 ,kMDYUMB的影响尚不清楚#因此#本研究
提出将流体切应力作用于角膜组织工程种子细胞

,kMDYUMB#研究 ,kMDYUMB在切应力作用下黏附m增
生的变化&

!<7;!中华实验眼科杂志 !#"$ 年 "" 月第 <7 卷第 "" 期4M,(C [%\N >N,F,')&3)#V3JE&LEI!#"$#]3)1<7#V31""

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



本研究结果表明#,kMDYUMB对流体切应力敏感#
,kMDYUMB在形态和功能上能随着流体切应力的变化
而发生变化& 本研究结果发现#正常体外培养的 ,kMD
YUMB呈短梭形*纺锤样生长#流体作用后 ,kMDYUMB
变细长且顺着流体方向排列)细胞骨架蛋白 9D'2F(C 肌
丝延长#与 ! GOE@2&!

切应力作用 ! , 组相比#! GOE@2&!

切应力作用后 0 , 细胞骨架被进一步拉长)不同流体
切应力干预后 0 , 细胞骨架均会出现松散#且部分细
胞的骨架被拉长& 说明随着作用时间延长#细胞骨架
会有一定损伤#从而出现不同程度细胞脱落#这与流体
切应力大小及作用时间均相关& 细胞骨架是细胞与外
环境相接触的重要结构#细胞骨架的成分之一 9D'2F(C
肌丝参与细胞间的信号传导#已有文献报道流体作用
于血管内皮细胞后细胞骨架蛋白 9D'2F(C 发生重
塑

+ !;a<#, #与本研究结果类似& 但不同细胞对流体的耐
受性不同#导致同一流体切应力作用下细胞骨架蛋白
呈现不完全一致的改变#本研究中结果显示 " GOE@2&!

切应力组和 ! GOE@2&!
切应力组细胞骨架均出现不同

程度脱离#分析可能与细胞密度*体外培养细胞自身活
力以及人为操作等因素有关&

有研究显示切应力能明显提高内皮细胞的增生能

力
+ <"a<<, & ]'I'等 + <.,

研究表明#用低流体切应力预处
理内皮细胞可以增强细胞黏附性#改进细胞生物学功
能#但仍无法达到理想效果& 种子细胞移植至载体后
容易出现细胞凋亡*脱落*黏附不良及功能不理想一直
是角膜内皮组织工程研究的瓶颈#使移植成功率大大
降低& 本研究结果表明#与静态对照组相比#"*!*<*
. GOE@2&!

切应力均能促进 ,kMDYUMB中 ?M:YD" 的表
达上调#且 ! GOE@2&!

切应力作用后上调最显著#表明
适宜流体刺激能促进种子细胞的黏附能力& 目前关于
剪切应力是否有助于种子细胞的体外增生尚存在争

议& 有研究表明#切应力可促进内皮细胞增生 + <-, #也
有研究表明高强度流体切应力可抑制内皮细胞增生#
低强度流体切应力对内皮细胞增生无影响

+ <0, & 本研
究结果显示#低强度'" GOE@2&!*! GOE@2&! (流体切应
力作用后细胞增生标志物 W(07 &5V:相对表达量与
静态对照组相比无明显变化#但随着切应力强度的增
大'< GOE@2&!*. GOE@2&!(#W(07 &5V:的表达受到明
显抑制#这可能与较大切应力下细胞启动分化会关闭
某些与增生相关的基因或信号通路有关

+ <7a.#, &
总之#本研究发现 ,kMDYUMB经流体切应力刺激

后细胞骨架发生重塑#?M:YD" 表达上调#为今后流体
切应力诱导 ,kMDYUMB成为理想的角膜内皮种子细胞
提供了实验基础#但细胞是如何感知流体信号*接受流

体刺激后的细胞发生怎样的信号通路改变等尚需进一

步研究&
利益冲突4所有作者均声明不存在利益冲突
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金项目"国家自然科学基金项目' Ẑ:"0#..#"()江苏省自然科学基金项目'6:9"0#!!(.#应改为-基金项目"国家自然科学基金项

目'0"0#<";!()江苏省自然科学基金项目'ZW!#"0#;#<(.#特此更正&
'本刊编辑部(

!-7;!中华实验眼科杂志 !#"$ 年 "" 月第 <7 卷第 "" 期4M,(C [%\N >N,F,')&3)#V3JE&LEI!#"$#]3)1<7#V31""

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?




