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心肌样软基质与玻璃硬基质对 CD34+ 细胞
向内皮系细胞分化的影响
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[摘　 要] 　 目的　 比较心肌组织样软基质与玻璃硬基质对小鼠骨髓 CD34+ 及 CD34- 细胞亚群向内皮系细胞分化

的差异。 方法　 利用原子力显微镜检测正常 Balb / c 小鼠心肌组织硬度(弹性模量≈15 kPa),采用聚丙烯酰胺凝胶

制备心肌样软培养基底铺于玻璃培养皿中,利用密度梯度离心法及免疫磁珠分选法收集小鼠骨髓 CD34+ 及 CD34-

细胞,分别于心肌样软基底及玻璃硬基底培养皿(弹性模量>1 GPa)中进行细胞培养,培养 7 天后,利用激光共聚焦

显微镜观测内皮细胞系表面标志物、细胞形态及细胞骨架。 结果　 在两个硬度培养体系中,CD34+细胞均表现出较

CD34-细胞更高的乙酰化低密度脂蛋白(ac-LDL) / 荆豆凝集素 I(UEA-1)双阳性比例(P<0. 01),以及更高的 CD31、
vWF、Flk-1 和 VE-cadherin 等内皮细胞系标记物表达(P<0. 05)。 就两种细胞亚型的分化差异而言,心肌样软基质

较玻璃硬基质表现出更高的细胞分化诱导效率,这可能与软基质上 CD34+细胞表现出更为浓集的黏着斑和 F-actin
有关。 结论　 与玻璃硬基质相比,心肌样软基质能更为有效的诱导 CD34+ 细胞亚群向内皮系分化;软基底培养体

系是一种更佳的探讨细胞生物行为的培养体系。
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Impacts of myocardium-like matrix soft gel versus glass rigid substrate on the specifi-
cation of bone marrow CD34+ cell subsets along endothelial lineage
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 Cell culture system with glass-like rigid substrates is currently used to detect cell biological be-
haviors. 　 However, the impact of the stiffness of tissue-like soft substrates on stem cell morphology and differentiation is
rarely considered in cell-based cardiac repair. 　 This work aimed to access the effects of myocardium-like soft culture sub-
strates on the specification of CD34+ as well as CD34- subsets along endothelial lineage in comparison with conventional
glass-like rigid substrates. 　 　 Methods　 Elastic modulus (E, a material property that describes the stiffness or elasticity)
of normal myocardium was measured using atomic force microscopy (elastic modulus≈15 kPa). 　 Myocardium-like soft cul-
ture substrates were prepared using polyacrylamide gel with a similar stiffness to normal myocardium. 　 Meanwhile, cell cul-
ture system with glass-like rigid substrates (elastic modulus >1 GPa) was used as the control. 　 Mouse bone marrow-derived
CD34+ and CD34- cells were collected by density gradient centrifugation and magnetic activated cell sorting (MACS). 　 The
isolated cells were cultured both on myocardium-like soft matrix and glass rigid substrate (E>1 GPa). 　 At day 7 of culture,
the surface markers of endothelial lineage, cell morphology, and cytoskeleton were observed by laser scanning confocal mi-
croscopy. 　 　 Results　 Regardless of the substrate stiffness, mouse bone marrow-derived CD34+ cell subsets exhibited higher
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percentage of double-positive cells for dil-labelled acetylated-low density lipoprotein (Dil-ac-LDL) uptake and FITC-labelled
ulex europaeus agglutinin I lectin (FITC-UEA-1) binding, and higher expression of endothelial lineage markers, CD31,
vWF, Flk-1, and VE-cadherin than CD34- subsets. 　 Moreover, in terms of the difference in cell specification efficacy be-
tween CD34+ subsets and CD34- subsets, myocardium-like soft substrate showed a more potent induction capacity than con-
ventional glass-like rigid substrate. 　 It might partially result from more stressful F-actin fibers and more abundant focal adhe-
sions of CD34+ cell subsets on myocardium-like soft substrates. 　 　 Conclusions 　 Myocardium-like soft substrate was
capable of inducing potently cell specification of CD34+ subsets compared with glass-like rigid substrate. 　 It speculated that
tissue-like soft substrate might be a more optimal culture system for detecting the specification of stem cells in vitro.

　 　 移植细胞类型和组织微环境是决定细胞修复

效率的两个关键因素[1-2]。 细胞研究显示,来源于

骨髓、脐带血或外周血的 CD34+单核细胞,能够分化

为有利于病损心肌修复的内皮祖细胞[1],动物实验

和基础研究表明,CD34+ 细胞具有减轻缺血诱导的

心肌损伤和保护心脏功能的潜在作用,这种有利效

应与血管新生或细胞融合有关[3-4]。 另一方面,心
肌组织的生物化学或物理微环境亦影响着心肌梗

死后细胞治疗效率[5-6]。 近年来,心肌组织的物理

微环 境, 主 要 指 心 肌 细 胞 外 基 质 ( extracellular
matrix,ECM)的硬度,对移植细胞生物学行为的影

响,在病损心肌的细胞治疗领域受到广泛关注。 移

植细胞通过感知组织硬度,转化为生物信号,从而

调节细胞的形态、增殖、迁移和分化等细胞生物学

行为[7-8],因此,适宜的物理微环境对于移植细胞

(如 CD34+细胞)的存活和分化至关重要。 值得注

意的是,在传统的细胞研究中,很少考虑细胞培养

体系的培养基底的硬度对细胞生物学行为的影响,
并且,以玻璃或聚乙烯等硬材料为基底的培养系统

来模拟软组织的 ECM 亦缺乏合理性。 我们的前期

研究中,已应用不同浓度的丙烯酰胺 /双丙烯酰胺

的聚丙烯酰胺凝胶模拟并明确了梗死心肌组织

ECM 硬度的时间变化规律[9],在传统的玻璃硬基底

细胞培养体系中,CD34+ 细胞亚群已显示了良好的

促血管生成作用,而其在模拟正常心肌组织硬度的

水凝胶软基底培养体系中的作用,以及与 CD34-细

胞亚群的差异,尚不明确。 本研究旨在明确正常心

肌组织样软基质与玻璃硬基质对小鼠骨髓 CD34+或

CD34-细胞亚群的分化、细胞形态及细胞骨架的影响。

1　 材料和方法

1. 1　 正常心肌组织硬度的体外模拟及软基底细胞

培养体系的制备

使用原子力显微镜(Nanoscope ⅢA;Digital In-
struments 公司,美国)测量正常心肌组织的弹性模

量(elastic modulus,E) [9]。 正常心肌组织的 E 值约

为 15 kPa。 2% 丙烯酰胺和 40% 丙烯酰胺以 2 ∶ 5
的容积配比,制备聚丙烯酰胺凝胶,体外模拟正常

心肌组织的 ECM 硬度。 根据 Pelham 等[10] 的研究

方法制备具有心肌组织样硬度的聚丙烯酰胺凝胶

作为基底的细胞培养系统。 简言之,厚度约 0. 3 mm
的凝胶凝固在 20 mm 圆形玻璃培养皿的底部,随后

利用双异质交联剂 Sulfo-SANPAH(Thermo Fisher 公
司,美国)激活凝胶表面,并与纤维连接蛋白(20 g /
L,Biosource 公司,美国)化学交联。 细胞培养前,用
波长 275 nm 的紫外线照射 15 min,利用 M199 细胞

培养基平衡培养体系 2 h,用于细胞培养。 以玻璃硬

基底培养皿(E>1 GPa)作为对照,玻璃基质表面直

接包被相同浓度的纤维连接蛋白,用于细胞培养。
1. 2　 小鼠骨髓源性 CD34+ / CD34-单核细胞的分离

及细胞培养

8 周龄雄性 Balb / c 小鼠的股骨在 PBS 中冲洗 3
次,收集骨髓细胞。 利用 Ficoll 液(Sigma Aldrich 公

司,美国)通过密度梯度离心分离小鼠骨髓源单核细

胞(bone marrow-derived mononuclear cells,BMMNC)。
利用免疫磁珠细胞分选(magnetic activated cell sor-
ting,MACS) 系统,通过 FITC 标记的大鼠抗小鼠

CD34 单克隆抗体(BD 公司,美国)和抗 FITC 抗体

磁珠 (Miltenyi 公司,德国),从 BMMNC 中分离出

CD34+ / CD34-细胞亚群。 用流式细胞仪检测细胞纯

度。 将骨髓 CD34+和 CD34-细胞亚群分别悬浮于含

有 20%胎牛血清和 2. 5 mg / L VEGF(PETEPRCH 公

司,美国)的 M199 培养基(Sigma 公司,美国)中,以
每个培养皿 5 ×105 的细胞浓度开展细胞培养。 每

48 h 换液一次。 所有动物实验均经复旦大学中山

医院动物伦理委员会批准,并遵守 NIH 实验室动物

管理和使用指南要求。
1. 3　 乙酰化低密度脂蛋白摄取与荆豆凝集素 I 结
合实验

细胞培养第 7 天,将贴壁细胞与含 10 g / L Dil
标记的乙酰化低密度脂蛋白( acetylated-low density
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lipoprotein, ac-LDL) (Dil-ac-LDL,Biomedical 公司,
美国)的 M199 培养基,在 37 ℃细胞培养箱中共孵

育 12 h。 PBS 洗涤后用 4% 多聚甲醛固定( Sigma-
Aldrich 公司,美国)后,在室温下用 10 g / L 标记的

荆豆凝集素 I ( ulex europaeus agglutinin I lectin,
UEA-1)(FITC-UEA-1,Sigma-Aldrich 公司,美国)染

色 2 h,用 1 g / L DAPI (罗氏公司,美国) 染核 15
min。 然后用激光扫描共聚焦显微镜(LSM710;Carl
Zeiss 公司,德国)观察细胞。 每个样本随机抽取放

大 200 倍的 5 个视野,根据图像计算出 DiL-ac-LDL /
FITC-UEA-1 双阳性细胞的数目和比例。
1. 4　 内皮系表面抗原的表达

贴壁细胞用 PBS 冲洗 3 次,室温下用 4% 多聚

甲醛固定 15 min。 在 3 g / L 山羊血清中孵育 20
min,然后一抗 4 ℃孵育过夜,二抗孵育 1. 5 h。 一抗

包括纯化的大鼠抗小鼠 CD31(1 ∶ 10,BD Biosciences
公司,美国)及 vWF(1 ∶ 100)、Flk-1(1 ∶ 100)和 VE-
cadherin(1 ∶ 100)(Santa Cruz Biotechnology 公司,美
国)。 二抗包括 Alexa Fluor 594 羊抗大鼠 IgG(H+L)
和 Alexa Fluor 488 羊抗兔 IgG(H+L)(1 ∶ 200,Invitro-
gen 公司,美国)。 在室温下用 1 g / L DAPI 复染细胞

核 15 min,收集并分析荧光图像。
1. 5　 细胞骨架染色

利用 4%多聚甲醛溶液固定贴壁细胞 15 min。
1 ∶ 100 抗 Paxillin 抗体(Abcam 公司,美国)在 4 ℃

下共孵育过夜,用 1 ∶ 200 羊抗兔 IgG H&L 抗体(Ab-
cam 公司,美国)在室温下共孵育 1. 5 h,随后用 1 ∶
1 000(0. 1% Triton X-100) Phalloidin-TRITC ( Sigma
Aldrich 公司,美国)染色,检测胞质 F-actin 分布。
在室温下用 1 mg / L DAPI 复染细胞核。 收集并分析

荧光图像。
1. 6　 统计学分析

每组实验重复 3 次,每次选择 5 个视野进行分

析,即每组共观察细胞视野共 15 次(n = 15)。 每组

细胞计数用 x±s 表示,心肌样软基质或玻璃硬基质

培养下的两个细胞亚型的比较,及软硬基质诱导细

胞分化效率的比较,均采用独立样本 t 检验。 数据

分析通过 SPSS 18. 0 软件(SPSS 公司,美国)完成。

2　 结　 果

2. 1　 细胞亚群的分离效率

　 　 流式细胞分析显示,利用密度梯度离心法分离

获得的小鼠 BMMNC,CD34 抗原表达率为 12. 8%
(图 1A 左)。 使用 MACS 分选后获得的 CD34+细胞

纯度超过 95% (图 1A 右)。 细胞培养 48 h,从细胞

形态上,玻璃硬基质培养体系(扁平状,图 1B 上)表
现出比心肌样软基质(球状,图 1B 下)更佳的细胞

黏附,从细胞数量上,CD34+细胞亚群的贴壁率明显

高于 CD34-细胞(图 1C)。

图 1. 小鼠骨髓 CD34+细胞的分离与鉴定　 　 A 为流式细胞技术检测 BMMNC 中 CD34+细胞的百分比(左图)和免疫磁珠分选后 CD34+

细胞的纯度(右图);B 为观察贴壁后 CD34+ / CD34-细胞亚群的形态及数量;C 为贴壁细胞数量统计分析。

Figure 1. Isolation and identification of CD34 cells
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2. 2　 CD34+细胞在软基底培养体系中表现出更高

FITC-UEA-1 / Dil-ac-LDL 双阳性表达

在软硬两种培养基底上,CD34+ 细胞亚群均表

现出较 CD34- 细胞更高的 FITC-UEA-1 / Dil-ac-LDL

双阳性表达数量(图 2A),两种细胞亚群的双阳性

表达率亦存在统计学差异(P<0. 01,图 2B),而且,
两种细胞亚型在软基底上的分化差异较硬基底更

为显著(图 2B 和 2C)。

图 2. Dil-ac-LDL / FITC-UEA-1双阳性表达　 　 A 为免疫荧光染色;B 为双阳性细胞数量的统计分析;C 为两种硬度基质细胞双阳性表

达差异率比较。

Figure 2. Double-positive cells for Dil-ac-LDL uptake and FITC-UEA-1 binding on myocardium-like soft substrates and glass
rigid substrates
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2. 3 　 CD34+ 细胞在软基质中表现出更高 CD31、
vWF、Flk-1 和 VE- Cadherin 阳性表达

无论基质硬度如何,CD34+ 细胞的内皮标记物

CD31、vWF、Flk-1 和 VE-cadherin 的表达显著高于

CD34-细胞(P<0. 05)。 并且,这种优势在软基质培

养体系中比硬基质培养体系表现的更为明显(P<
0. 01,图 3)。

图 3. 内皮系标记物 CD31(A、B)、Flk-1(C、D)、vWF(E、F)、VE-cadherin(G、H)阳性表达　 　 A、C、E、G 为双阳性细胞的数量统

计分析;B、D、F、H 为两种硬度基质细胞双阳性表达差异率比较。

Figure 3. CD31(A,B),Flk-1(C,D),vWF(E,F) and VE-cadherin (G,H) expression of CD34+ / CD34- cell subsets on myo-
cardium-like soft substrates and glass rigid substrates

2. 4　 细胞黏附和形态与基质硬度密切相关

在硬基质上细胞形态表现为细长或纺锤形,细
胞周围分布着更为丰富的应力纤维 F-actin 及更为

密集的黏附相关蛋白 Paxillin(图 4A);心肌组织样

软基质上的细胞呈类圆形,细胞周围的应力纤维较

少,表明细胞与 ECM 的相互作用较弱。 此外,无论

基质硬度如何,CD34+ 细胞亚群与 CD34- 亚群均表

现出相似的延伸能力和黏附相关蛋白分布 (图

4B)。

3　 讨　 论

本研究发现,在两种细胞培养体系下(心肌组

织样软基质和玻璃硬基质),小鼠骨髓 CD34+细胞亚

群均表现出比 CD34-细胞更为有利的向内皮系细胞

分化的潜能;同时,两种细胞亚型的分化差异在软

基底培养条件下更为显著。 此外,无论基质硬度如

何,CD34+细胞周围分布着更为密集的 F-actin 及黏

附相关蛋白。
在“适宜”的心肌微环境中移植“适当”的干 /祖

细胞,从而实现有效的血管新生,是心肌缺血损伤

后细胞治疗的主要理论依据[11-12]。 干 /祖细胞能够

感知周围组织的物理微环境(主要指组织 ECM 的

硬度),并对其作出反应,细胞-ECM 交互作用会使

细胞生物学行为更接近于正常宿主组织细胞[13-15]。
Bhana 等[16]发现大鼠心肌细胞黏附在模拟心肌样

硬度的凝胶上表现出最佳的心肌功能。 此外,之前

的几项研究表明,基质硬度亦可通过改变细胞基因

表达从而改变细胞转归[17-18]。 在我们之前的研究

中,心肌梗死后在最佳时间窗内的“适宜”硬度更有

利于 BMMNC 向内皮系细胞分化及病损心肌的细胞

修复[9]。 在本研究中,就 CD34+ / CD34-两种细胞分

化效率的差异而言,心肌组织样软基质较玻璃硬基

质表现出更为明显的差异。 结果表明,与传统的硬

基质相比,软基质可能更为理想的呈现干 /祖细胞

的细胞生物学特征。 因此,在细胞研究中,ECM 硬

度这一物理参数应该作为一个重要考量因素。
此外,细胞与 ECM 相互作用也直接影响细胞形

态和黏附状态[13, 19]。 一项小鼠气道平滑肌细胞的

研究发现,细胞的黏附面积与培养皿的基底硬度成
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图 4. 细胞骨架染色　 　 A 为免疫荧光染色;B 为贴壁细胞平均伸展面积的比较。

Figure 4. Cytoskeleton staining of CD34+ / CD34- cell subsets on myocardium-like soft substrates and glass rigid substrates

正比,细胞在弹性模量 93 kPa 凝胶上的黏附面积比

在 15 kPa 上大 3. 4 倍[16],也就是说,培养细胞的基

质越硬,对培养基底的黏附力越强。 本研究表明,
在传统的玻璃硬基质(E>1 GPa)上培养的小鼠骨髓

CD34+ / CD34-细胞亚群,表现为细长或纺锤形的形

态和较大的伸展面积,而在心肌样软基质(E≈15
kPa)上的细胞则表现为类球形状及较小的伸展面

积。 从力学角度讲,细胞形态主要取决于细胞-ECM
黏附力和细胞骨架结构。 玻璃硬基质上的细胞表

现出细胞周围丰富的应力纤维,而在心肌组织样软

基质上则表现出较弱的 F-actin 表达,一个可能的解

释是,较硬的基质会增加酪氨酸磷酸化,导致更稳

定的细胞黏附[10]。 细胞黏附和分化由粘着 /整合素

系统和活化的 FAK / MAP 激酶通路介导的[20]。 本

研究结果进一步证实基质硬度显著影响了细胞迁

移能力和细胞张力[21- 22]。
综上所述,与 CD34-亚群相比,心肌样软基质和

玻璃硬基质均更利于 CD34+细胞亚群向内皮系细胞

分化,同时,在软基质的诱导下细胞分化差异更大;
此外,无论基质的硬度如何,CD34+细胞均比 CD34-

细胞具有更强的细胞黏附和生存能力。 本研究对

于理解物理微环境对细胞黏附、分化等生物学行为
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的影响具有积极意义,并为病损心脏的细胞治疗研

究提供了一个合适的体外模型。
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