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不同分化状态下间充质干细胞向血管内皮生长因子的迁移 *
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摘要 目的：探讨间充质干细胞(MSCs)对趋化因子 VEGF的定向迁移能力与其分化状态之间的关系。方法：本实验运用采用 Percoll

分离法在体外培养并扩增大鼠骨髓来源MSCs，应用抗氧化剂诱导方案诱导MSCs向神经样细胞分化，运用 Boyden chamber及
Dunn chamber趋化性迁移装置研究了在趋化因子 VEGF诱导下不同分化状态的间充质干细胞定向迁移，比较了各分化状态下细

胞的迁移速度和迁移效率。结果：Boyden chamber实验结果显示下室加入不同浓度 VEGF后，不同状态细胞向同一浓度 VEGF迁

移的数量不同，不同浓度 VEGF诱导同一状态细胞的迁移数量也不同；Dunn chamber的实验结果显示在某一分化阶段（预诱导 24

小时）的MSCs具有更高的迁移效率。结论：MSCs的分化影响了其向 VEGF的定向迁移，也就是说，不同分化状态的 MSCs显示

出不同的迁移行为。
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The Migration of Differenting MSCs towards VEGF*

To investigate the relationship between VEGF-induced chemotactic migration of MSCs and their differenti-

ation states. MSCs were isolated by Percoll gradient centrifugation from rat and induced to neuron-like cells. Then, Boyden

chamber and Dunn chamber were used to study the behavior of direct migration from the population level and single cell level respectively.

Data from Boyden chamber experiment revealed that the migration number of cells differed among the differentiation states and
the concentration of VEGF also affected the number of migrating cells. Meanwhile, time-lapse video analysis revealed MSCs at certain

stage (24 h pre-induction) possess higher FMI (forward migration index). Differentiation of MSCs influences their chemotac-

tic responses to VEGF.
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前言

由于具有获取容易和体外扩增快的特点，MSCs已经成为

应用于修复受损组织的组织工程种子细胞。已经有若干报道证

实在特殊的实验条件下 MSCs分化为神经元 [1,2]。这种现象在

MSCs移植到大脑和脊髓后依然能够被观察到[3,4]。在大鼠脑缺

血区域或脊髓损伤区域移植 MSCs能够促进相关功能的改善

并且具有分化为神经细胞的能力[3]。最近的研究还显示 MSCs

能给中风病人带来治疗效果[5]。但是，迄今 MSCs的趋化性机制

仍没有弄清。

VEGF在血管发生过程中起到关键作用[6,7]。另外，大量研

究显示，VEGF具有诱导干细胞定向迁移的能力[8]，VEGF又是
胶质瘤分泌的众多生长因子的一员[9,10]，MSCs依靠向胶质瘤分

泌的细胞因子（诸如 SDF-1alpha，PDGF，HGF，VEGF 等）来追

踪胶质瘤 [11-13]。MSCs还表达趋化因子受体来应答不同的配

体[11,14,15]。然而，MSCs应答这些因子的机制尚不清楚。本实验主

要利用 Boyden chamber 和 Dunn chamber 来研究 MSCs 向
VEGF的定向迁移。

1 材料与方法

1.1 实验材料
Sprague Dawley（SD）大鼠（清洁级），体重 150 g左右，由苏

州大学实验动物中心提供。胎牛血清（fetal bovine serum, FBS，
Gibco）、高糖 DMEM （High glucose-DMEM，Gibco）、低糖
DMEM（Low glucose-DMEM，Gibco）、N2（Gibco）、二甲基亚砜

（dimethyl sulfoxide, DMSO，sigma）、Hoechest 33258（Sigma）；
EDTA（ethylene diamine tetraacetic acid，Bio Basic Inc.）；bFGF

（Chemicon）。
1.2 实验方法
1.2.1 MSCs 的分离培养扩增和成神经分化及免疫荧光鉴定
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依照文献[16]介绍的方法进行 MSCs的分离。得到能够稳定传代

的 MSCs后，同样按照该文章介绍的方法[16]对第五代的 MSCs

的进行成神经分化。在诱导分化过程中，规定了五个时间点

（A、B、C、D、E）进行检测分析鉴定，这个五个时间点的选取见

图 1所示。

1.2.2 Boyden chamber研究分化细胞的趋化性迁移 分别用

Boyden chamber（图 2）检测不同浓度（0、5、25、50、100 ng/mL）
的 VEGF对 A、B、C、D、E五个点细胞的趋向性诱导。待细胞融

合度达到 60%时，对细胞进行诱导，0.05%胰酶消化各个时间点

的细胞，细胞计数调整细胞浓度为 8× 105/mL。在 Boyden

chamber上室每孔加入 50 滋L的 BMSCs悬液（密度为 4× 104

个 /孔），下室预先被填充不同浓度的 VEGF，安装好 Boyden

chamber 后并将其置于细胞培养箱孵育 4 小时。然后取出
Boyden chamber，用刀片刮去滤膜上面的细胞。将迁移到膜下

面的细胞置于 4%多聚甲醛中固定 10分钟，置 5%结晶紫中染

色 20分钟，清水漂洗，倒置相差显微镜拍照。统计迁移至膜下

方的细胞数。将未分化细胞在 0 ng/mL VEGF中的迁移数定义
为 1。

随机抽取对照组和实验组各 10个视野，统计迁移细胞数。

实验中所有的实验数据和统计量化图由 SYSTAT. SigmaPlot

和 SYSTAT. SigmaStat计算并绘制。数据分析 P<0.05即认为有

显著差异性。

1.2.3 Dunn chamber研究分化细胞的趋化性迁移 通过 Dunn

chamber来检测细胞迁移中的具体行为，如迁移轨迹、迁移速率

和迁移效率[16]。简单的说，将所拍摄的照片导入 imageJ软件中，

随机选择在观察时段内未与其他细胞接触的细胞，为了标准化

细胞运动的轨迹，将每个细胞的运动起始点定义为原点 (0, 0)，

原点与外槽的垂线定义为 Y轴，用 NIH Image J软件计算分析

得出细胞迁移的轨迹，计算每个细胞的实际迁移距离并测量细

胞迁移过程中的迁移速率和迁移效率（forward migration index,

FMI）。FMI为细胞向外槽迁移的最短距离与细胞迁移总距离

的比值，即细胞向 Y轴迁移的直线距离比上细胞迁移的总距
离。它反映了细胞迁移的持续性，FMI值越大表明细胞迁移的

持续性越高，当细胞向内槽方向运动时，FMI即为负值。

实验中所有的数据和统计量化图由 Microsoft Office Excel

和 Adobe Illustrator计算并绘制。数据分析 P<0.05即认为有显

著差异性。

2 结果

2.1 MSCs的原代、传代培养、表面抗原检测

将分离的原代细胞培养 48 h后置于倒置相差显微镜下观

察，可见大部分细胞贴壁(图 4A)。72 h后，多角形细胞增多，出

现克隆，克隆体积较小。8 d左右，克隆明显增多变大，大量细胞

向外放射状生长。培养 7-10 d的原代细胞会达到 90%以上的汇

合度，这时需要按 1：2的比例进行传代培养，传代培养的细胞

接种 2-4 h即可贴壁。细胞形态为长梭型，呈螺旋状生长。长满

后细胞出现接触抑制不再增殖。细胞形态特征符合实验室前期

所得到的结果[16]。对第 5代MSCs进行常见表面抗原的表达的

检测，所得结果表明细胞表达MSCs特异表面标记物[16]。

2.2 MSCs的成神经分化

接种 24 h，细胞成多角型、扁平星形(图 3A)。预诱导 24 h，
MSCs由其典型形态变成长梭形，胞体出现收缩，细胞边缘变

得不规整(图 3D)。诱导 5 h时，胞体均呈圆形或椭圆形，折光性

增强，出现细长的突起，并且多为两极突起(图 3G)，一小部分细

胞出现死亡并脱落。更换为维持培养基至 48 h时，形态学改变

的细胞数目增加，细胞出现 3个或更多分叉，并出现次级分叉，

呈现出典型的神经元样(图 3J和 K)。对分化的细胞进行 Nestin

和 茁-III-Tubulin的免疫荧光染色。如图 6所示，整个诱导分化

过程中，Nestin的表达呈现出先增高后降低的趋势，茁-III-Tubu-
lin的表达在诱导初期显著升高，晚期有所降低，这个变化过程

和神经元发育初期的变化一致。

2.3 不同分化状态的 MSCs向不同浓度的 VEGF的群体迁移
在 Boyden chamber 下 室 加 入 不 同 浓 度 的 VEGF

（0，5，25，50，100 ng/mL），上室以 4× 104个细胞每孔的密度加

入不同分化状态的 MSCs，经过 4 h后，发现对于未分化的细胞
25 ng/mL、50 ng/mL和 100 ng/mL的 VEGF均能使 MSCs产生

显著的趋化效应，然而 5 ng/mL VEGF却不能显著诱导未分化
的 MSCs迁移；预诱导 24 h的细胞对于各种浓度的 VEGF都

图 1 MSCs成神经诱导分化模式图

Fig.1 Model of MSCs Neuronal differentiation

图 2 Boyden chamber示意图

Fig.2 Schematic diagram of Boyden chamber

图 3 Dunn chamber示意图，右图白色箭头显示外槽位置

Fig. 3 Schematic representation of Dunn chamber, white arrow indicates

the direction of the outer well of the Dunn chamber
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图 4 大鼠骨髓来源MSCs的形态观察

Fig. 4 Morphological phenotypes of MSCs

注：（A）原代培养 2天；（B）原代培养 11天；（C）P5代；（D）P10代。Scale bar=100 滋m。

Note：(A) Primary culture (2 d) (B) Primary culture (11 d) (C) The fifth generation of MSCs (D) The tenth generation of MSCs. Scale bar=100 滋m.

图 5 P5 MSCs表面特异性抗原的检测

Fig.5 Immunocytochemical characterization of the fifth generation MSCs

注：荧光显微镜下观察，表面抗原 CD29、CD90阳性，呈现绿色荧光，

CD106阳性，呈现红色荧光。

Note: CD29 and CD90 expression are detected by FITC-conjugated Ab,

and CD106 expression is detected by PE-conjugated Ab. scale bar=50 滋m.

不产生显著的趋化性迁移效果，但是可以看出当 VEGF浓度从
25 ng/mL升高到 100 ng/mL时，细胞的迁移数逐渐降低；诱导
5 h的MSCs对于不同浓度的 VEGF的趋化性迁移也没有显著

差异，只是观察到从 5 ng/mL到 100 ng/mL的 VEGF浓度梯度
范围内迁移细胞数有一个先升高后降低的趋势，并且当 VEGF

浓度达到 25 ng/mL时细胞迁移数达到最大；和未分化细胞相

对比，维持 18 h的 MSCs的趋化性迁移能力显著降低，在无因

子存在情况下，细胞迁移数为对照组的 0.20倍，当 VEGF浓度

从 5 ng/mL升高到 100 ng/mL过程中，我们发现 25 ng/mL和
50 ng/mL VEGF能够显著诱导 MSCs的趋化性迁移，并且在
VEGF达到 25 ng/mL时 MSCs迁移数达到最大值；维持 48 h

的细胞的迁移能力和维持 18 h的细胞相比有较小的提高，但

是仍然低于未分化细胞的迁移水平，其中细胞对 5 ng/mL和 25

ng/mL VEGF的产生显著的趋化性迁移（图 7）。

2.4 预诱导 24 h的细胞较其他的状态的细胞具有更高的迁移

速度和 FMI
Boyden chamber的实验结果表明 MSCs对 VEGF的趋化

性迁移能力与 MSCs的分化状态之间有着密切关联。但是，利

用 Boyden chamber我们只能观察到不同分化状态下 MSCs的
群体迁移能力的变化，无法直接观察不同分化状态下的细胞在

VEGF浓度梯度存在的情况下细胞迁移行为发生了怎样的具

体变化。为了直接利用延时动态视频来观察细胞迁移行为的变

化，我们采用 Dunn chamber来研究细胞在 VEGF浓度梯度存

在情况下的细胞迁移的速度和迁移效率的变化。将软件 ImageJ

所得到的数据（表 1）中细胞轨迹各个点的坐标值经过 "平移旋

转 " 公式 "x1=cos (仔/2-兹)* (xn-x1)+sin (仔/2-兹)* (yn-y1)；y1=sin

(仔/2-兹)*(xn-x1)- cos(仔/2-兹)*(yn-y1)" 标准化后得到新坐标值，

由此可以描绘出细胞迁移轨迹并计算出迁移 FMI（图 8）。实验

结果显示，预诱导 24 h的 MSCs的较其他四个状态的细胞相
比，不但具有较高的迁移速度（约 0.74 滋m/min），而且迁移的
FMI也显著高于其他四个状态的细胞（约 0.25），这说明处于这

一阶段的细胞具有较强的向 VEGF的定向迁移能力。

3 讨论

作为在血管发生过程中起关键作用的分子，VEGF能否募

集成神经分化的 MSCs是一个悬而未决的问题。本课题正是致

力于探索成神经分化的MSCs向 VEGF迁移。研究发现不同分

化阶段的 MSCs展现出不同的向 VEGF迁移的能力。Boyden

chamber检测细胞越滤膜迁移结果显示不同状态的 MSCs的趋

化行为不同，与此同时，Dunn chamber延时动态视频分析显示

处于分化的特定阶段的MSCs具有更高的趋化 VEGF的效率。

本研究为了能够获取不同分化状态的 MSCs，采用了一种
Woodbury发明的分化方案体外诱导MSCs分化为神经样细胞[17]。

据初步观测，80%的 MSCs在分化中展现出神经样细胞形态，

并表达神经类标记物（图 3）。分化的细胞展现出圆形且具有折
光性强的细胞胞体，较长的突起以及末端膨大的典型神经元生

长锥和丝状伪足（图 3）。同时，未分化 MSCs表达神经祖细胞

标记物 nestin，而且在分化过程中不断下降，TUJ作为未成熟神

经元标记物在维持 18小时表达最高（图 3）。通过建立体外诱

导 MSCs成神经分化模型，得到了神经样细胞，从而为后续的

细胞迁移实验提供了不同分化状态的细胞。
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图 6成神经分化的MSCs的形态学变化和神经类标记物的免疫荧光染色

Fig. 6 Morphological and immunocytochemical characterization of differentiating MSCs

注：（A）未分化的MSCs呈现纤维样形态，(B) and (C)分别是 nestin和 TUJ免疫染色图片；(D)预诱导 24小时MSCs呈长梭形态；(E) and (F)分别是

nestin和 180 TUJ免疫染色图片；(G)诱导 5小时MSCs，胞体明显变圆变小，(H) and (I)分别是 nestin和 TUJ免疫染色图片；(J)含 N2的 H-DMEM

维持MSCs 18小时，(K) and (L)分别是 nestin和 TUJ免疫染色图片；(M)含 N2的 H-DMEM维持 MSCs 48小时，(N) and (O)分别是 nestin和 TUJ

免疫染色图片；Scale bar=50 滋m。

Note: (A) Undifferent MSCs show fibro-like morphology, (B) and (C) is the immunocytochemical photogragh of cells; (D) Pre-induction for 24 h MSCs

show spindle-like morphology, (E) and (F) is the immunocytochemical photogragh of cells; (G) MSCs were induced for 5 h, cell body became round, (H)

and (I) is the immunocytochemical photogragh of cells; (J) MSCs were maintained in N2+H-DMEM for 18 h, the cell protrusion is continue to elongate,

(K) and (L) is the immunocytochemical photogragh of cells; (M) MSCs were maintained in N2+H-DMEM for 48 h, (N) and (O) is the

immunocytochemical photogragh of cells. Bar=50 滋m.

在利用 Boyden chamber来检测 MSCs向不同浓度 VEGF

的越滤膜迁移的实验中，我们检测到 25 -100 ng/mL的浓度范
围的 VEGF均可以诱导未分化 MSCs发生化学趋化性迁移，这

种现象和之前文献报道的大于等于 20 ng/mL的 VEGF能够诱

导间充质干细胞的趋化迁移的现象基本一致[18]。与此对比，本

研究发现只有 25-50 ng/mL VEGF 能够刺激维持 18 小时

MSCs的趋化性迁移，同时，5-25 ng/mL VEGF能够促进 MSCs

向 VEGF的迁移。这种偏差或许源于 VEGF受体表达的变化[19]

或者是MSCs在分化中对化学趋化物的敏感性的改变。所有的

这些发现能够引起一个猜测，就是 MSCs在分化的不同阶段对

生长因子的敏感度不同，并且向化学趋化因子迁移的行为不

同。
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图 7不同分化状态的MSCs向 VEGF的趋向性迁移行为不同

Fig.7 Transfilter chemotaxis of undifferentiated and differentiating MSCs in response to VEGF

注：A.未分化细胞向 VEGF的趋化性迁移；B.预诱导 24 h细胞向 VEGF的趋化性迁移；C.诱导 5 h细胞向 VEGF的趋化性迁移；D.维持 18 h细

胞向 VEGF的趋化性迁移；E.维持 48 h细胞向 VEGF的趋化性迁移。将对照组（未分化的细胞在无 VEGF条件下的迁移）中的迁移细胞数定义

为 1。* P<0.05，和 0 ng/ml VEGF组相比；# P<0.05，和未分化对照相比。

Note：(A-E) Transfilter migration of cells under the same differentiated states toward VEGF of 5, 25, 50 and 100 ng/ml. Data represents the mean± SEM

from at least three independent experiments. #P<0.05 compared with undifferentiated MSCs. *P<0.05 compared with differentiated MSCs.

图 8不同分化状态下的MSCs在 VEGF浓度梯度下细胞迁移速度和 FMI的变化

Fig. 8 The migration speed (滋m/min) and FMI values of cells under different differentiation states in response to 50 ng/mL VEGF

注：A，不同分化状态下的MSCs在 VEGF浓度梯度下迁移速度的变化；B，不同分化状态下的 MSCs在 VEGF245浓度梯度下迁移 FMI的变化。

*, P<0.05; **, P<0.01

Note: A: FMI, as described in Materials and Methods, can be either positive or negative, depending on the direction in which the cells migrate. B:

Migration speed of MSCs under different differentiation states was calculated for each time-lapse interval (5 min) and the mean speed was derived for a

period of 4 h. * P<0.05 compared with control, i.e. the migration of undifferentiated 250 cells without VEGF. # P<0.05 compared with group of

"undifferentiated cells", "cells of 24-h pre-induction", "cells of 5-h induction", "cells of 18-h maintenance" and "cells of 48-h maintenance".
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此外，本研究利用 Dunn chamber来检测不同状态的 MSCs

的迁移速度和迁移效率（FMI）。实验结果显示，未分化的 MSCs

具备了一定的迁移能力（图 8）。和未分化的 MSCs相比，预诱

导 24 h的细胞在速度和 FMI中有显著的提高。之前的研究显

示，bFGF能够重排细胞骨架使微丝更加有序[20]，这个观点恰恰

可以解释为何细胞可以更加高效的迁移。在另一方面，有报道

称，bFGF能够使细胞转化到一种类似神经前体细胞的状态，具

有较小胞体和双极或三极的细胞形态，接近神经干细胞的特

性[21]。经过 BHA和 DMSO诱导 5小时后，细胞的速度下降并

且形成一些分叉，FMI也降低。我们认为处于该阶段的细胞偏

向于形态上的改变，而非向 VEGF的趋化。进一步比较三种状

态的 MSCs，预诱导 24小时的细胞响应 VEGF的能力最强，但

是在形态上除了便于迁移所产生的丝足和板状伪足外没有更

大的改变。未分化的 MSCs的迁移能力介于预诱导 24小时和

诱导 5小时的细胞之间。诱导 5小时的细胞迁移能力最差，但

是在形态上最接近 NPCs。至于维持的细胞，我们发现其迁移速

度变慢，但是细胞的迁移效率有所增加。

本研究通过体外诱导 MSCs成神经分化，得到了不同分化

状态的神经样细胞，并且初步鉴定了其神经类标记物 nestin和
TUJ的表达。利用 Boyden chamber和 Dunn chamber分别检测

到，细胞分化状态不同对 VEGF的定向迁移能力不同。其中，分

化前期的细胞（A和 B）的的群体迁移能力强与分化后期的细

胞（C，D和 E），并且 25 ng/ml VEGF能够显著诱导各个状态的

细胞迁移（图 7）。对每个细胞个体迁移行为的研究显示，预诱

导 24 小时的细胞表现出更快的迁移速度和更高效的迁移效

率。这些结论显示 MSCs在成神经分化过程中的迁移能力是不
同的，但是还没有证据揭示这种现象是由哪种细胞机制所调

控，仍需要进一步实验来探索。
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