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全反式维甲酸联合郁型胶原促进胚胎干细胞向平滑肌细胞分化
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨全反式维甲酸(atRA)联合郁型胶原(collagen 郁)能否更好的促进小鼠胚胎干细胞(mESC)
向平滑肌细胞分化。 方法摇 体外培养 mESC,通过碱性磷酸酶染色、SSEA1 染色和在体成瘤实验检测 mESC 全能

性。 制作胚胎小体(EB)并悬浮 3 天后分别分为:无诱导(对照组)、atRA 诱导组、郁型胶原诱导组、atRA 联合郁型

胶原诱导组,使其贴壁分化。 通过平滑肌细胞抗体(SM鄄琢 actin)的 Western blot 检测及 SM鄄琢 actin 与平滑肌肌球蛋

白重链(SM鄄MHC)免疫荧光双染结果观察比较不同组别的细胞分化为平滑肌细胞的情况并进行比较。 结果摇 经

mESC 全能性鉴定,提示小鼠胚胎干细胞的培养成功。 发现在第 7 天及第 14 天 atRA 联合郁型胶原诱导组细胞 SM鄄
琢 actin 蛋白表达量均明显高于其他 3 组,同时观察第 14 天的 SM鄄琢 actin 与 SM鄄MHC 双荧光染色,发现 atRA 联合

郁型胶原诱导组的 SM鄄琢 actin 与 SM鄄MHC 表达量也是最高,表明细胞的分化成熟度是最好的,atRA 诱导组和郁型

胶原诱导组次之,对照组最差。 结论 摇 全反式维甲酸联合郁型胶原能够更好的促进胚胎干细胞向平滑肌细胞

分化。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate whether all鄄trans retinoic acid (atRA) combined with collagen 郁 can promote
mouse embryonic stem cells(mESC)to differentiate into smooth muscle cell. 摇 摇 Methods摇 The totipotency and chromo鄄
some of ES cells were examined by ALP staining, SSEA鄄1 staining, and in鄄vivo teratoma formation test. 摇 After forming
EBs by suspending in EB media for 3 days, EBs were divided into four inducted groups:none induction(Control group);
atRA group; collagen 郁 group; atRA + collagen郁group. 摇 They were differentiated for 7 d and 14 d. 摇 Then, they were
harvested at 7 d and 14 d to analysie by Western blot and immunostaining. 摇 摇 Results摇 淤The successful culture of the
ESCs was identified by the totipotent function. 摇 于Compared with the other three groups, the expression of SM鄄琢 actin in
group atRA + collagen郁 significantly increased (P < 0郾 05). 摇 Meanwhile, the proportion of SM鄄琢 actin + / SM鄄MHC + cells
in group atRA + collagen 郁 was higher than the other three groups. 摇 摇 Conclusion摇 atRA combined with collagen 郁
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could do better in inducing the differentiation of mouse embryonic stem cells to smooth muscle cell than both alone.

摇 摇 动脉粥样硬化、高血压等疾病的发生发展过程

中伴随着血管发生的病理生理过程[1]。 而平滑肌

细胞作为血管的重要组成部分尤其是具有分化成

熟表型的平滑肌细胞,在这一病理生理过程更是扮

演着重要的角色[2]。 而鉴于平滑肌细胞培养很难

维持其稳定性[3],因此寻找一个新的路径来提供大

量的平滑肌细胞构建组织工程血管是目前心血管

界研究的热点。 近十年来,胚胎干细胞由于其无限

的自我更新和分化能力,被认为是用于工程血管重

构的理想细胞来源。 本研究选择小鼠胚胎干细胞,
联合应用全反式维甲酸和郁型胶原诱导其分化为

平滑肌细胞,拟探究其联合诱导效率以期为将来组

织工程血管构建提供依据。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 实验材料

摇 摇 胎牛血清及初生牛血清由美国 GIBCOBRL 公

司提供;MEM 培养基由 Hyclone 公司提供;胰蛋白

酶、抗 SM鄄琢 actin、SM鄄MHC 抗体、非必需氨基酸、茁
巯基乙醇、丙酮酸钠、郁型胶原、多聚甲醛由 Sigma
公司提供,青霉素、链霉素、白血病抑制因子 LIF 由

Chemicon 公司提供。
1郾 2摇 小鼠胚胎干细胞的培养

滋养层细胞 STO(小鼠成纤维细胞株,ATCC,
CRL. 15031M)培养液成分包括:MEM、10% 新生牛

血清、100 mg / L 青霉素、100 mg / L 链霉素。 置于

5% CO2、37益培养箱中进行培养。 待细胞生长至培

养皿底约 95% ~ 100% 时,用 10 mg / L 丝裂霉素 C
处理 2 h 后,将处理过的 STO(MSTO)按 1颐 4 冻存备

用。 小鼠胚胎干细胞(mouse embryonic stem cell ,
mESC)细胞株 R1 (ATCC,SCRC鄄1011TM)培养于处

理过的 STO(MSTO)上。 干细胞培养基成分包括:
15%胎牛血清、1% 非必须氨基酸、0郾 01% 茁鄄巯基乙

醇、100 mg / L 青霉素、100 mg / L 链霉素、0郾 1% 白血

病抑制因子。 5% CO2、37益培养。 每天换液,以维

持其未分化状态,至干细胞生长至亚融合状态时进

行传代。
1郾 3摇 胚胎干细胞的鉴定碱性磷酸酶染色

将 ESC 培养于六孔板上至 70% 融合,4% 多聚

甲醛(PFA,Sigma鄄Aldrich)室温固定 1 min。 吸弃多

聚甲醛,并用含 0郾 05% Tween鄄20 的 PBS 洗 3 遍。 根

据 ALP 试剂盒 ( Sidansai Biotechnology, Shanghai,
China)配置 2 mL 染剂,室温避光孵育 15 min。 阳性

染色为蓝色。 阶段特异性胚胎抗原 1 ( stage鄄specific
embryonic antigen鄄1,SSEA鄄1)免疫荧光染色 4%多聚

甲醛固定 ESC 爬片 5 min,0郾 2% Triton X鄄100 通透

10 min,5%山羊血清封闭 1 h。 按 1 颐 100 加入小鼠

来源单克隆 SSEA鄄1 抗体 (Cell Signaling,Danvers,
MA, USA),4益孵育过夜。 次日加入抗小鼠 IgM 抗

体(1颐 100,Cell signaling),室温孵育 1 h。 上述步骤

之间,均用 PBS 洗涤 3 次,每次 5 min。 封片后,使用

Olympus I 伊 70 倒置荧光显微镜(Olympus, Tokyo,
Japan)观察。 在体成瘤实验 将 1 伊 106 ESC 悬浮于

0郾 1 mL 50%matrigel 中,皮下注射于同源小鼠后肢

Sv / 129 hosts(n = 6)。 注射 4 周后,小鼠安乐死处理

后,将畸胎瘤手术取出。 畸胎瘤固定后,石蜡包埋

切片,按照 HE 染色步骤进行免疫组织化学染色。
显微镜下识别各胚层来源的结构。
1郾 4摇 小鼠胚胎小体的培养

胚胎小体(embryonic bodies,EB)的制法参考文

献[4鄄5],接种于培养皿中,培养液除无白血病抑制

因子(Leukaemia Inhibitor Factor,LIF)外与 ESC 培养

液相同. 悬浮培养后 3 天,分为 4 组:无诱导组(对照

组)将 EB 接种于铺有盖玻片的六孔板及 90 mm 培

养皿内,使用普通 EB 培养基培养;全反式维甲酸

(all鄄trans retinoic acid,atRA)诱导组将 EB 接种于铺

有盖玻片的六孔板内及 90 mm 培养皿,使用加有

10鄄8 全反式维甲酸的 EB 培养基培养;郁型胶原诱

导组将 EB 接种于 5 mg / L 郁型胶原包被的铺有盖

玻片的六孔板及 90 mm 培养皿内,使用普通 EB 培

养基培养;atRA 联合郁型胶原诱导组将 EB 接种于

5 mg / L 郁型胶原包被的铺有盖玻片的六孔板及 90
mm 培养皿内,使用加有 10鄄8 atRA 的 EB 培养基培

养,于第 7 天、14 天收集 4 组蛋白、RNA 及玻片。
1郾 5摇 Western blot 技术检测 SM鄄琢 actin 的表达

采用 BCA 比色法试剂盒测定裂解液中蛋白质

的浓度,将 30 滋g 总蛋白加入 4 伊 Loading buffer,
95益煮沸 5 min 后,经 12% 分离胶行 SDS鄄PAGE 电

泳,并以预染蛋白 maker 为标志,判定电泳终止时

间。 在 4益的循环水浴内以 350 mA 电流将样品转

至硝酸纤维素滤膜上,时间为 80 min;于 5%的脱脂

奶粉 TBS鄄T 缓冲液室温封闭 1 h;加入 1颐 3 500 Anti鄄
SM鄄琢 actin 4益孵育过夜;TBS鄄T 洗膜 3 次,每次 15
min;加入辣根标记的羊抗小鼠抗体 (1 颐 2 000 稀

释),室温孵育 2 h;TBS鄄T 洗膜 3 次,每次 15 min;EC
L 化学发光显影。
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1郾 6摇 实时荧光定量 PCR 技术检测 SM鄄琢 actin、SM鄄
MHC mRNA 水平

TRIzol 襅提取胚胎小体中的总 RNA。 使用 Pri鄄
meScript RT Reagent kit (Takara Bio Inc郾 , Otsu, Ja鄄
pan)试剂盒将每组 1 g 总 RNA 逆转录为 cDNA,并
通过 biosystems 7300 进行 Real鄄Time PCR 检测。 基

因表达水平的差异通过公式 2 - 驻驻Ct计算。
1郾 7摇 免疫荧光法检测 SM鄄琢 actin 与 SM鄄MHC 的

表达

各组细胞爬片用 4% PFA 固定 10 min,0郾 2%
Triton X鄄100(Sigma鄄Aldrich)通透 15 min,5%山羊血

清室温封闭 1 h。 按 1颐 100 加入小鼠来源 SM鄄琢actin
抗体(Sigma鄄Aldrich)、兔来源 SM鄄MHC 抗体(Sigma鄄
Aldrich),4益孵育过夜。 次日,加入抗小鼠(1颐 100,
Cell signaling,Green)和抗兔 IgM 抗体(1 颐 100,Cell
signaling,Red),室温避光孵育 1 h。 上述步骤之间,
均用 PBS 洗涤 3 次,每次 5 min。 封片后,使用 O鄄
lympus I 伊 70 倒置荧光显微镜(Olympus, Tokyo, Ja鄄

pan)观察。
1郾 8摇 统计学分析

各分组所得计量数据采用x 依 s 表示,用 SPSS
17郾 0 软件处理数据,各组间比较用方差分析。 检验

水准 琢 =0郾 05,P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 ESC 全能性检测

摇 摇 EGFP鄄R1 团状生长于滋养层细胞上,生长致

密,边界不清。 ALP 染色和 SSEA鄄1 染色均为阳性,
周围的滋养层细胞未着色(图 1A)。 镜下观察畸胎

瘤切片,可发现存在外胚层( ectoderm)来源的上皮

组织(epidemis)、中胚层(Mescderm)来源的软骨和

肌肉组织 ( cartilage, muscle) 以及内胚层 ( Endo鄄
derm)来源的肠上皮组织(intestinal epithelium)三个

胚层的结构(图 1B)。 这表明本实验中培养所得的

干细胞具有全能性,可分化为各个胚层来源细胞。

图 1. ALP 及 SSEA鄄1 染色观察胚胎干细胞(50 滋m),HE 染色观察胚胎干细胞在体成瘤情况(100 滋m)
Figure 1. ES cells were examined by ALP and SSEA鄄1 staining (50 滋m); The totipotency of ESC in鄄vivo teratoma formation
were tested by HE staining (100 滋m)

2郾 2摇 全反式维甲酸联合郁型胶原促进胚胎干细胞

向平滑肌细胞分化的效率高于二者的单独作用效果

分别提取对照组、atRA 诱导组、郁型胶原诱导

组、atRA + 郁型胶原诱导组贴壁分化 7 天、14 天的

mRNA,通过实时荧光定量 PCR 技术检测 4 组贴壁

分化 EB 7 天、14 天在 SM鄄琢 actin 及 SM鄄MHC 的表

达情况,无论 7 天还是 14 天,atRA + 郁型胶原诱导

组 SM鄄琢 actin 及 SM鄄MHC 的表达量均明显的高于

其他 3 组并具有统计学意义(P < 0郾 05),而 atRA 诱

导组、郁型胶原组两组之间则没有差异但是也均高

于对照组并具有统计学意义(P < 0郾 05;图 2)。
进一步提取贴壁分化 7 天、14 天的蛋白,经

Western blot 技术检测 SM鄄琢 actin 的表达情况,可以

发现,无论 7 天还是 14 天,atRA + 郁型胶原诱导组

SM鄄琢 actin 的表达量均明显的高于其他 3 组并具有

统计学意义(P < 0郾 05),而 atRA 诱导组、郁型胶原
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诱导组之间则没有差别但是也均高于对照组并具

有统计学意义(P < 0郾 05;图 3)。

图 2. 实时荧光定量 PCR 检测胚胎干细胞中 SM鄄琢 actin 以

及 SM鄄MHC 在不同组别中的表达摇 摇 1 为对照组,2 为 atRA
诱导组,3 为 collagen 郁诱导组,4 为 atRA + collagen 郁诱导组。 a 为

P < 0郾 05,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05 与 atRA 诱导组和 atRA + col鄄
lagenn 郁诱导组比较。

Figure 2. The mRNA levels of SM鄄琢 actin and SM鄄MHC
in ESC of different groups are investigate by real鄄
time PCR

摇 摇 同时免疫荧光染色发现,7 天和 14 天两个时间点,
atRA +郁型胶原诱导组细胞 SM鄄琢 actin 与 SM鄄MHC 双

染阳性最为明显,说明细胞分化成熟度最好。 atRA 诱

导组、郁型胶原诱导组次之,对照组最差(图 4)。

图 3郾 Western blot 检测胚胎干细胞中 SM鄄琢 actin 在不

同组别中的表达摇 摇 1 为对照组,2 为 atRA 诱导组,3 为 col鄄
lagen 郁诱导组,4 为 atRA + collagen 郁诱导组。

Figure 3. The protein levels of SM鄄琢 actin in ESC of
different groups are detected by Western blot

图 4. 免疫荧光技术检测胚胎干细胞中 SM鄄琢 actin 以及 SM鄄MHC 在不同组别中的表达

Figure 4. Immunofluorescent staining with SM鄄琢 actin(green)and SM鄄MHC(red)are detected in different groups

3摇 讨摇 论

SM鄄琢 actin 是平滑肌细胞发育最早期的标志

物[6],并随着胚胎晚期血管系统的发生发展表达更

是日益增多[7]。 在 SM鄄琢 actin 基因敲除小鼠的研究

中发现[8],基因敲除小鼠会出现低血压、血流量下

降等病理生理改变,而这些改变与血管重要组成部

分平滑肌细胞的作用息息相关,因此通过 SM鄄琢 ac鄄

tin 来研究血管平滑肌的发生发展具有重要意义。
SM鄄MHC 作为平滑肌细胞的晚期功能性标志物[7],
其阳性染色表明分化所得平滑肌细胞是具有收缩

功能的成熟细胞。 因此,本研究选择 SM鄄琢 actin 和

SM鄄MHC 来共同鉴定胚胎干细胞分化来的平滑肌

细胞。
胚胎干细胞具有多向分化潜能,能够在体外无

限繁殖。 近年来,胚胎干细胞已经成为国内外研究
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的一个热点问题。 定向诱导胚胎干细胞分化为血

管平滑肌细胞可用于工程血管重建和高血压、动脉

粥样硬化等疾病血管损伤的修复。 目前常用的诱

导方案有全反式维甲酸诱导和郁型胶原诱导两种。
Blank 等[7]第一次提出全反式维甲酸体外诱导干细

胞向平滑肌分化这一模型。 研究发现,全反式维甲

酸对小鼠胚胎干细胞分化的影响表现为剂量依赖

性。 高浓度(10 - 6 ~ 10 - 5 mol / L)刺激胚胎干细胞可

促进向神经细胞的分化,而较低浓度(10 - 8 ~ 10 - 9

mol / L)则促进向平滑肌细胞的分化[9]。 依据文献

报道,本研究将全反式维甲酸的浓度设置为 10 - 8

mol / L。 细胞外基质对于细胞的粘附、生长、迁移、
凋亡和分化都有影响。 细胞外基质含有丰富胶原,
其中玉、域、芋型胶原可形成结构类似的纤维组织,
郁型胶原则形成一种二维网状纤维,是基底膜的主

要组成成分。 有研究表明[10],郁型胶原在 F9 干细

胞的分化中具有重要作用。 研究[11鄄12] 中发现,郁型

胶原能够成功的将 VEGFR2 + 原始细胞诱导为平滑

肌细胞。 而本研究是首次将两种诱导方案联合应

用,从实验结果看是大大提高了胚胎干细胞向平滑

肌细胞的分化效率,对于进一步高效率构建组织工

程学血管奠定了基础。
全反式维甲酸进入细胞后可以与胞内受体

CRABP 形成复合物,该复合物可入核与染色体上的

受体结合,进而调控相关基因的表达,这可能与其

诱导胚胎干细胞向平滑肌细胞分化的功能有关。
另一方面,干细胞分化早期可分泌郁型胶原,其诱

导血管平滑肌细胞分化的机制可能与郁型胶原鄄整
合素和 PDGFR茁 介导的信号通路有关。 但是,全反

式维甲酸与郁型胶原联合诱导更好的促进胚胎干

细胞向平滑肌细胞分化的机制尚不清晰,有待我们

在下一步的实验研究中继续深入探讨。
综上所述,我们的研究是联合应用全反式维甲

酸与郁型胶原诱导胚胎干细胞向平滑肌细胞分化,
发现其诱导分化效率明显高于二者的单独诱导效

果,为进一步提高构建组织工程血管效率提供了研

究依据。
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