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脐带华通胶间充质干细胞向 Flk1 阳性细胞分化的研究 *
陈海英 1,2 高连如 1△ 张宁坤 1 杨 明 3 王志国 1
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摘要 目的：诱导脐带华通胶间充质干细胞向 Flk1 阳性细胞分化。方法：胶原酶法分离培养脐带华通胶间充质干细胞，第 3 代细胞

以含 2- 巯基乙醇的分化培养基培养，应用 RT-PCR 和流式细胞仪从 mRNA 和蛋白水平检测 Flk1 阳性细胞分化水平。结果：脐带

华通胶间充质干细胞 Flk1mRNA 及蛋白表达极低，分化培养基培养后表达上调，48h 达高峰(P<0.05)，之后表达降低。结论：2- 巯

基乙醇可诱导脐带华通胶间充质干细胞向 Flk1 阳性细胞分化，为从中分选 Flk1 阳性细胞进行进一步研究提供了依据。
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ABSTRACT Objective: Induce mesenchymal stem cells from human umbilical cord Wharton's jelly differentiate into Flk1-positive
cells. Methods: Mesenchymal stem cells from human umbilical cord Wharton's jelly (WJ-MSCs) were isolated by collagenase digestion
and passage 3 cells were cultured by differentiation medium contained 2-mercaptoethanol, Flk1 mRNA were examined by RT-PCR, Flk1
protein were analyzed by flow cytometry. Results: Low expression of Flk1 mRNA and Flk1 protein were detected in WJ-MSCs. Flk1
expression increased after cultured by differentiation medium, and reached maximum after 48h culture, then declined. Conclusions:
Mesenchymal stem cells from human umbilical cord Wharton's jelly could be induced and differentiated into Flk1-positive cells by
2-mercaptoethanol, which can be used to select Flk1-positive cells in WJ-MSCs.
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前言

心血管前体细胞是心脏再生治疗的理想细胞。Flk1(KDR)
即血管内皮生长因子受体 -2(VEGF-2),是内皮细胞和侧板中胚

层的早期标志，Flk1 阳性胚胎干细胞在体外可分化为血管内皮

细胞、壁细胞和心肌细胞，为心血管前体细胞[1,2]，但胚胎干细胞

来源的心血管前体细胞由于具有免疫原性、致畸胎瘤危险以及

存在伦理争议而限制了其临床应用。成体间充质干细胞亦具有

心肌、血管分化潜能[3-6]，但取材不便，并且受患者年龄和疾病的

影响，其质量和数量均有下降[7-8]。因此，选择合适来源的心血管

前体细胞是其临床应用的关键。来源于脐带的华通胶间充质干

细胞（WJ-MSCs）无免疫原性及致肿瘤性，且为原始的干细胞，

在体内外具有较强的心肌、血管分化潜能[9-12]，可以弥补上述细

胞的缺陷，是细胞治疗的理想选择。因此，本研究观察化学诱导

剂 2- 巯基乙醇诱导 WJ-MSCs 向 Flk1 阳性细胞分化的能力，

为筛选及进一步应用 WJ-MSCs 来源的心血管前体细胞进行实

验研究和临床治疗提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 材料

细胞培养瓶、离心管、移液管（美国 Corning），倒置显微镜

（日本 Olympus），二氧化碳培养箱（美国 Thermo 公司），流式细

胞仪（美国 BECKMAN），5804R 型低温超速离心机（德国 Ep-
pendorf 公司），RS232C 型核酸测定仪 （德国 Eppendorf 公司），

DY-300 型低压电泳仪 （中国汕头广播仪器厂），GDS-800 型凝

胶扫描成像系统 （美国 UVP 公司）；DMEM 培养基、α-MEM
培养基、青霉素、链霉素（Hyclone 公司）；胰蛋白酶、Ⅱ型胶原

酶、Ⅳ型胶原、胎牛血清（Gibco 公司），2- 巯基乙醇（Sigma 公

司）；FITC-Flk1 抗体（美国 BD 公司）；Trizol（Invitrogen 公司），

RT-PCR 试剂盒、DL2000DNAmarker（宝生物工程大连有限公

司）。
1.2 方法

1.2.1 WJ-MSCs 的分离与培养 无菌取足月剖宫产健康新生儿

脐带。用平衡盐洗去脐带残留血液，剪成 3-4 cm 小段，取每一
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图 1 原代培养 3-4 天（×40）
Fig. 1 Primary cell culture, day 3-4 (×40)

图 2 P2 代 3-4 天细胞融合（×40）
Fig.2 Passage 2 cell fusion, day 3-4 (×40)

图 3 Flk1 与 β-actin RT-PCR 扩增产物琼脂糖凝胶电泳图；从左至右依

次为 DNA marker，0h，24h，48h，72h，96h

Fig. 3 Electrophoresis of PCR amplified products of Flk1 and β-actin；

From left to right: DNA marker，0h，24h，48h，72h，96h

段沿静脉腔剪开，剔除 2 根动脉，取动脉之间，血管与外膜之间

的胶状物即华通胶，并剪成 1mm3 及以下的小块，以平衡盐溶

液冲洗后，浸于 0.2%Ⅱ型胶原酶溶液中，37℃水浴 17h，组织块

消化成粘稠状，加入相当于原液 4 倍量的含胎牛血清的

DMEM 培养基终止消化，并使血清浓度达到 20%，分装于

75cm2 培养瓶，置 5%CO2，37℃培养箱，待细胞贴壁后，更换为

完全 DMEM 培养基，以后每隔 3-4 天换液 1 次，细胞贴壁融合

后传代培养。
1.2.2 WJ-MSCs 的诱导培养 第 3 代 WJ-MSCs 以 1×106/ 瓶接

种于Ⅳ型胶原包被的 75cm2 培养瓶中，以分化培养基（含 10%
胎牛血清和 50 M 2- 巯基乙醇的 α-MEM 培养基）培养细胞。检

测分化培养基培养前、培养 24h、48h、72h 及 96h 细胞 Flk1 mR-
NA 及蛋白表达。实验重复 3 次。
1.2.3 提取细胞总 RNA PBS 漂洗细胞后，加入 1ml Trizol，用

毛滴管反复吹打多次，室温孵育 5 分钟，转入 1.5ml 离心管，加

入 0.2ml 氯仿，震荡 15s，4℃、12000G 离心 15 分钟，吸上清置

新 1.5ml 管，加入 0.5ml 异丙醇，混匀，4℃、12000G 离心 10 分

钟，弃上清，加入 75%乙醇 1ml，震荡混匀，4℃、7500G 离心 5
分钟，尽弃液体，沉淀溶于 DEPC 水中，应用核酸测定仪检测

RNA 浓度及纯度。
1.2.4 逆转录聚合酶链反应（RT-PCR） 取 1 g RNA 逆转录合成

cDNA，PCR 反应 Flk1 上游引物：5'- ACG CTG ACA TGT ACG
GTC TAT-3'， 下 游 引 物 5'- GCC AAG CTT GTA CCA TGT
GAG-3'，扩增片段 438bp；内参 β-actin 上游引物：5'-CTT GCC
ATC CTA AAA GCC ACC-3'，下 游 引 物 5'-GAC CAA AAG
CCT TCA TAC ATC TC-3'，扩增片段 231bp，反应条件：94℃
5min, 94℃ 30s,56℃ 30s,72℃ 60s,共进行 30 个循环，最后，72℃
10min。反应产物经 2%琼脂糖凝胶电泳后，采用凝胶成像系统

采集电泳结果，并应用附带软件分析目标条带与内参条带吸光

度之比，进行半定量 PCR 分析。
1.2.5 流式细胞仪检测细胞 Flk1 蛋白 消化细胞，PBS 洗 2 遍

后，以 200 l PBS 重悬细胞，取 100 l 加入 20 l FITC-Flk1 抗体

（阴性对照加 20 l PBS），混匀，室温暗室孵育 20min，1500r 离

心 5min，弃上清，沉淀 PBS 洗 2 遍（1500r，5min），弃上清，加

PBS 调整细胞浓度上机检测。以标记抗体呈阳性的细胞百分率

作为表达 Flk1 蛋白的计量标准。
1.2.6 统计学处理 采用 SPSS15.0 软件统计,结果以均值±标准

差表示，组间比较采用单因素方差分析，多个样本均数的两两

比较采用 LSD 法检验。P＜0.05 为在统计学上有显著差异。

2 结果

2.1 WJ-MSCs 分离及培养

细胞培养 2、3d 后，显微镜下可见粘附培养瓶生长，呈长梭

形的成纤维样细胞，有伪足伸出，细胞具有折光性，3、4d 呈集

落生长（图 1），5-7d 左右细胞融合，传代 1×106 个 /75cm2 培养

瓶培养，此为 p1 代，以后以此类推，传代后的细胞生长较原代

加快，形态无变化，3-4 天即融合传代（图 2）。
2.2 WJ-MSCs 诱导培养前后 Flk1 mRNA 的表达变化

Flk1 mRNA 表 达 以 Flk1OD 值 / β-actinOD 值 分 析。
WJ-MSCs Flk1mRNA 表达极低，以分化培养基培养后，Flk1

mRNA 表达逐渐增高，至培养后第 48h 达高峰，之后表达量突

然下降（表 1，图 3）。

2.3 流式细胞仪检测诱导培养前后 Flk1 蛋白表达变化

Flk1 蛋白表达变化与其 mRNA 表达变化一致，分化培养

基培养前表达很低，培养 48h 表达最高，之后表达下降。（表 1，

图 4）。

3 讨论

本研究发现 Flk1 在 WJ-MSCs 中表达极低，2- 巯基乙醇可

诱导 WJ-MSCs 向 Flk1 阳性细胞分化。在低浓度 2- 巯基乙醇

作用下，WJ-MSCs Flk1 mRNA 和蛋白表达于培养后第 1 天即

增加，第 2 天达高峰，流式分析 Flk1 蛋白表达可达 20%，表明

WJ-MSCs 在分化培养基作用下表达 Flk1 的细胞数目增加，为

从 WJ-MSCs 中分选 Flk1 阳性细胞提供了依据。
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图 4 流式检测 Flk1 蛋白表达

Fig. 4 Flow cytometric analysis of Flk1 expression

注：* 与 0h 比较 P<0.05；与 24h 比较 P<0.05；# 与 48h 比较 P<0.05

Note: * P<0.05 vs 0h; P<0.05 vs 24h; # P<0.05 vs 48h

0h 24h 48h 72h 96h

Flk1 mRNA 0.49±0.04 0.62±0.05* 1.13±0.12* 0.57±0.06# 0.51±0.03#

Flk1protein(%) 6.2±0.7 9.7±0.9* 20.8±2.9* 7.8±1.8# 6.3±1.2 #

表 1 WJ-MSCs Flk1 mRNA 及蛋白表达变化

Tab.1 Expression of Flk1 mRNA and protein in WJ-MSCs

Flk1 阳性细胞出现在胚胎早期中胚层，Flk1 是内皮细胞和

侧板中胚层的早期标志。对小鼠的世系追踪研究表明，心肌发

生起源于表达 Flk1 的细胞[13,14]。Flk1 阳性胚胎干细胞可分化为

心肌细胞、内皮细胞和壁细胞，三维培养可形成血管[1,15-16]，Flk1
阳性诱导多能干细胞具有与 Flk1 阳性胚胎干细胞相同的心

肌、血管分化潜能[1,17]。由此可见，Flk1 阳性干细胞为心血管前

体细胞，Flk1 为干细胞中心血管前体细胞的标志。
心血管前体细胞可分化为心肌和血管，形成有功能的心肌

组织，是心脏再生医学的理想选择。然而，胚胎干细胞来源的细

胞由于具有免疫原性、致畸胎瘤危险以及存在伦理争议而限制

了其应用。成体间充质干细胞亦具有心肌、血管分化潜能[3-6]，由

于取材有创，而且受患者年龄和疾病的影响，其质量和数量均

有下降[7-8]，需体外扩增培养，错过了心肌梗死的最佳治疗窗，也

难以广泛应用。因此寻找合适来源的心血管前体细胞用于心脏

再生研究和治疗极其必要。
近年，脐带华通胶间充质干细胞引起了各国科学家的广泛

关注。脐带为剖腹产的废弃物，取材方便，应用无伦理争议。华

通胶来源于胚胎发育 13 周左右的胚外中胚层，是脐带中 2 条

动脉和 1 条静脉之间的胶状物质，其内含有大量的原始间充质

干细胞。WJ-MSCs 具有稳定的端粒酶活性，其胚胎干细胞标志

基因表达明显高于骨髓间充质干细胞，但低于胚胎干细胞[18]，

因此具有较强的增殖、分化潜能而无致肿瘤性。本课题组既往

研究及国内外的其他研究证实 WJ-MSCs 表达 HLA-ABC，不

表达 HLA-DR[19-22]，表明其具有较低的免疫原性。在未使用免疫

抑制剂的情况下，同种异体或异种移植 WJ-MSCs 均未发现免

疫排斥反应。可见，WJ-MSCs 是细胞治疗修复组织损伤的理想

选择。WJ-MSCs 在体内外均具有较强的心肌、血管分化潜能。
体外在 5- 氮杂胞苷和二甲基亚砜诱导下可分化为表达心肌特

异性标志物的心肌样细胞[9-10]，人 WJ-MSCs 移植给急性心肌梗

死大鼠心肌能够存活并分化为心肌样细胞，同时可改善心功能
[10-11]。WJ-MSCs 体外的内皮分化潜能及形成毛细血管网的能力

明显强于骨髓间充质干细胞[23]，WJ-MSCs 移植给后肢缺血的小

鼠后可分化为内皮细胞[12]。因此，WJ-MSCs 中存在心血管前体

细胞，从 WJ-MSCs 中分选心血管前体细胞具有可行性，分选

WJ-MSCs 中心血管前体细胞对其进行实验研究及临床应用具

有重要意义。
本研究发现心血管前体细胞标志 Flk1 在 WJ-MSCs 中表

达极低，给其分离、纯化及进一步应用带来困难。既往研究表

明，2- 巯基乙醇可诱导细胞分化。Narazaki G 等[1]应用含低浓度

2- 巯基乙醇的分化培养基诱导培养于Ⅳ型胶原上的胚胎干细

胞和诱导多能干细胞分化为 Flk1 阳性心血管前体细胞。孙伟

等[24]应用(3-5)mM 的 2- 巯基乙醇诱导小鼠骨髓间充质干细胞

分化为神经样细胞。因此，本实验采用与 Narazaki G 等类似的

方法培养 WJ-MSCs[1]，结果发现，2- 巯基乙醇可诱导 WJ-MSCs
向 Flk1 阳性细胞分化，为从 WJ-MSCs 中分选 Flk1 阳性细胞

提供了依据。2 巯基乙醇在微浓度时其抗氧化作用对细胞有保

护效力，因此采用本实验方法对细胞无毒性，为筛选的 Flk1 阳

性细胞进行进一步的研究和应用提供了保证。在今后的研究

中，我们还需进一步证实来源于 WJ-MSCs 的 Flk1 阳性细胞体

内、体外的心肌、血管分化潜能。
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