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摘要 体外组织工程模型中，生物化学和机械信号对心肌再生起着很重要的促进作用，对人胰岛素样生长因子(IGF-1)和三维
动态微环境对脂肪干细胞向心肌细胞分化过程中的促进作用进行了研究．带有 IGF-1基因的质粒整合到胶原 -壳聚糖支架
中，脂肪干细胞接种到整合质粒的支架内，未整合质粒的支架作为对照组，心肌细胞培养基作为分化培养基，转瓶生物反应

器提供动态微环境．经 2周分化培养后，检测质粒在支架内释放及表达情况、细胞在支架内的活性以及心肌功能性蛋白和基
因的表达．结果表明：动态微环境能促进质粒 DNA的释放和转染；IGF-1可促进脂肪干细胞在胶原 -壳聚糖支架内增殖以及
向心肌细胞分化；动态微环境可加强 IGF-1的促增殖分化作用．因此，IGF-1和动态微环境能独立或相互促进脂肪干细胞在
胶原 -壳聚糖支架内活性，动态微环境还可强化 IGF-1对脂肪干细胞的促分化作用．对体外构建工程化心肌组织进行心肌再
生研究有着重要的指导意义．
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心脏病是发病率和死亡率最高的疾病之一，基

于细胞的心脏修复给心肌再生提供了一个较好的途

径．而运用组织工程的方法在体外构建三维心肌组

织移植物将是治疗缺血性心脏病较好的方法[1～4]．

组织工程三大要素包括细胞、支架材料和生物活性

分子．干细胞由于具有自我更新和多向分化潜能而

成为组织工程重要的细胞来源，而脂肪干细胞来源

于脂肪组织，无伦理道德和细胞来源的问题，近年

来越来越多地受到临床医学家的重视．很多学者应

用脂肪干细胞进行心脏病治疗和其他组织再生的研

究[5, 6]．将干细胞与基因治疗相结合是未来研究及

临床应用的一个方向，此时细胞不仅仅作为载体将

目的基因运输到特定的部位，还参与组织修复的

过程．

组织工程另一大要素就是支架材料．我们先前

的研究中，结合胶原和壳聚糖的优缺点制备的胶

原 -壳聚糖多孔支架具有较好的生物相容性，适于
脂肪干细胞增殖[7]．有研究表明胶原还可作为基因

载体促进骨组织形成[8]．壳聚糖作为一个天然阳离

子多聚物，在基因治疗、药物释放及组织再生等领

域有着广泛的应用[9, 10]．近年来，越来越多的研究

者运用生物材料(壳聚糖、明胶等)作为基因转染的
载体 [11, 12]．Hosseinkhani 等 [13]将阳离子明胶 - 质粒
DNA阳离子多聚物整合到支架内来提高组织工程
骨的形成，并表明此方法优于传统二维基因转染．

通过基因转染可在体内外引入外源基因进行实验或

疾病的治疗，将是未来研究中比较有前景的一种方

法．而我们构建的胶原 -壳聚糖多孔支架表面有大
量带正电荷的氨基，其可与带负电荷的质粒进行离

子键合，保护质粒不受核酸酶的降解．

生物活性分子在组织工程构建中起着重要的作

用．微环境中的生物活性分子对干细胞向特定组织

细胞的分化起着重要的导向作用．先前的共培养研

究已表明心肌细胞培养基可促进脂肪干细胞向心肌
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细胞分化[14]．胰岛素样生长因子(IGF-1)在心脏发生
的早期阶段可促进细胞有丝分裂和增殖[15]，是心脏

发生中的一个重要的生长因子． IGF-1还可促进胚
胎干细胞向心肌细胞分化以及心脏功能的改善[16]，

IGF-1基因转染三维支架内心肌细胞后可促进心肌
移植物的形成[17]．所有这些研究都表明 IGF-1在心
肌细胞分化及促进心肌修复过程中起着重要的作

用．组织工程构建中，传统的静态培养方法并不能

给支架内的细胞供应充足的氧和营养物质，生物反

应器提供的动态环境很好地解决了这一问题．之前

的研究已表明，转瓶生物反应器可促进脂肪干细胞

在胶原 -壳聚糖支架内的扩增[18]，还可促进干细胞

在胶原支架内的活性，并促进软骨基质的形成[19]．

所以有理由相信动态微环境对促进细胞在多聚支架

上的黏附、增殖和分化是一个有效的方法．

本实验研究是对不同微环境因子对脂肪干细胞

在胶原 -壳聚糖支架上向心肌细胞分化的影响．结
合组织工程和基因工程的方法，将胶原 -壳聚糖支
架作为脂肪干细胞生长的支架和 IGF-1质粒 DNA
的基因载体，心肌细胞培养基作为分化培养基，转

瓶生物反应器提供动态微环境，研究 IGF-1和动态
微环境对脂肪干细胞向心肌细胞分化的影响．

1 材料与方法

1援1 胶原鄄壳聚糖多孔支架的制备
将 2%壳聚糖(海得贝海洋生物技术有限公司)

和 5 g/L 玉型胶原(生友生物技术有限公司)溶液均
匀混合，冻干法制备胶原 /壳聚糖多孔支架[7]．胶

原与壳聚糖按体积比 7∶3混合，-80℃预冻 2 h后
冻干机(LABCONCO Co., Kansas, MO, USA)内冻干
24 h．冻干后的支架经碳化二亚胺 /羟基琥珀酰胺
(EDC/NHS，上海延长生化公司)交联后再次冻干，
环氧乙烷灭菌后备用．

1援2 质粒 DNA的制备及整合到胶原鄄壳聚糖支架
目的基因人胰岛素样生长因子(IGF-1，392 bp)

从逆转录病毒载体 pBabe-puro/hIGF-1(武汉大学万
瑜教授馈赠)酶切获得． IGF-1基因片段插入到真核
表达载体 pIRES2-AcGFP1(5.3 kbp)多克隆位点的
EcoR玉和 Sal玉处．重组后的 pIRES2-AcGFP1- IGF-1
质粒在 DH5琢大肠杆菌中扩增，质粒小量提取试剂
盒(QIAGEN公司)纯化质粒．纯化后的质粒溶液滴
加到干的无菌胶原 -壳聚糖支架内，每毫克支架整
合 2微克质粒，4℃过夜．支架中自由氨基与质粒
中磷酸根的摩尔比即 N∶P比依据文献[20]选择为

5．支架 - 质粒复合物置于液氮中预冻 60 s，然后
冻干 12 h．冻干的支架 -质粒复合物 4℃保存．
1援3 脂肪干细胞和心肌细胞的分离培养

用改进的方法[21]自外科手术患者 (年龄 16～60
岁)的皮下正常脂肪组织中分离脂肪干细胞．0.25%
胰蛋白酶(Sigma 公司)和 0.1%胶原酶(Sigma 公司)
联合消化，吸出下层含单个核细胞的液体，加入含

胎牛血清(Gibco公司)的高糖 DMEM终止消化，剩
余脂肪组织重复消化 2～3次，在收集的细胞沉淀
中加入含 10%胎牛血清 DMEM重悬细胞，移入培
养瓶中，37℃、5% CO2培养箱孵育，每 2～3天换
液．第 4代纯化以后的细胞用于实验．
按照先前的方法[14]无菌分离 1～2天龄 SD大

鼠心室肌细胞(大连医科大学动物实验中心提供)．
分离的心室组织剪碎后用 0.25%胰蛋白酶和 0.1%
胶原酶联合消化，在收集的细胞沉淀中加入含

20%新生小牛血清 DMEM重悬细胞，移入培养瓶
中，37℃、5% CO2培养箱孵育．经 50 min差速贴
壁分离心肌细胞与成纤维细胞，丝裂霉素 C作用
24 h抑制非心肌细胞的生长．
1援4 脂肪干细胞接种到支架复合物上

支架 -质粒复合物(直径 5 mm，厚度为 2 mm)
经无菌 PBS冲洗 3次，每次 20 min，再用含 10%
FBS的 DMEM浸泡过夜．未整合质粒的支架作为
对照组．将第 4代脂肪干细胞制成 1伊107/ml悬液,
用 10 滋l微量进样器由支架的中心部位将细胞悬液
注入，37℃静置 3 h．心肌细胞培养基作为分化培
养基．支架 -质粒 -细胞复合物分为两组，静态培
养组支架置于 100 mm培养皿中；生物反应器组,装
置同前[18]，先将支架插入玻璃架上的钢丝上，然后

置入转瓶(1965-10100, BELLCO GLASS, INC, USA)
中，20 r/min间歇搅拌 3 h，补加培养基至 75 ml，
再 40 r/min间歇搅拌 3 h，最后补加培养基至 100 ml,
40 r/min间歇搅拌，置入 37℃、5% CO2培养箱孵

育 2周．
1援5 扫描电镜观察支架鄄质粒复合物
通过扫描电镜观察质粒在支架上整合情况．冻

干后的支架 - 质粒复合物直接喷金，然后置于
JEM-1200EX型(日本)扫描电镜下观察．
1援6 质粒 DNA释放分析
为研究质粒从支架中释放情况，支架 -质粒复

合物置于钢丝上，分别浸入两个装有 PBS(pH 7.4)
的转瓶内，一个静置，一个以 40 r/min 的速度搅
拌．分别在第 1、2、4、7、15天收集 500 滋l PBS
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Fig. 1 Surface structure of collagen/chitosan鄄plasmid
DNA complex was observed by SEM

(a) Collagen/chitosan scaffold without plasmid DNA as control, the

surface was smooth. (b) Some bead-like complexes were shown on the

surface of scaffold, some even in the scaffold (white arrow).

进行检测，同时加入等体积的 PBS．752型紫外光
栅分光光度计(上海申化仪表自控公司)测定样本的
吸光度．

1援7 IGF鄄1基因的表达
转染 2 天后在多光子显微扫描系统 MPM

(MicroRadiance 2100 Multi-Photon Microscope scanning
system，BioRad/Zeiss, UK)下观察 IGF-1表达情况，
Lasersharp2000分析软件进行分析．从培养的第一
天开始每天收集各组支架，连续 7天，收集的支架
用 PBS 洗 3 次，剪碎后在裂解液 (0.1 mol/L
Tris-HCl, 2 mmol/L EDTA, 0.1% Triton X-100)中匀
浆．裂解物在 4℃以 12 000 r/min离心 5 min，收集
上清于冰上保存．应用人 IGF-1 ELISA检测试剂盒
(QIANGEN)检测 IGF-1蛋白的表达情况．
1援8 支架内细胞活性的检测

经 2周培养后收集各组支架，加入 10 mg/L PI
和 1 滋mol/L calcein-AM 孵育 30 min，PBS 冲洗 3
次，每次 10 min．在多光子显微扫描系统 MPM下
进行观察，Lasersharp2000分析软件进行分析．
1援9 细胞总蛋白含量的检测

经 2周培养后收集各组支架，PBS洗 3次，剪
碎后在裂解液(0.1 mol/L Tris-HCl, 2 mmol/L EDTA,
0.1% Triton X-100)中匀浆． 裂解物在 4℃ 、
12 000 r/min离心 5 min，收集上清．BCA 蛋白分
析试剂盒(碧云天公司)测定各组细胞总蛋白含量．
1援10 免疫细胞化学分析

收集各组支架，PBS 冲洗后用含 0.1%Triton
X-100 的 4%多聚甲醛固定，羊血清封闭，PBS
漂洗，一抗为 1∶100 稀释的兔抗大鼠肌动蛋白
(TnI)和连接蛋白(Connexin43)抗体，4℃孵育过夜，
二抗为 1∶100稀释的 PE标记的羊抗兔 IgG 抗体
(所有抗体都从 Santa Cruze, USA 购买)，37℃作
用 1 h，多光子显微扫描系统 MPM下进行观察，
Lasersharp2000分析软件进行分析．
1援11 Western blot分析
经 2周分化后收集各组支架，经细胞裂解液裂

解后，4℃，12 000 r/min离心 5 min，收集上清进
行 SDS-PAGE．蛋白质样品电转入硝酸纤维素膜后
用脱脂奶粉封闭．一抗为 1∶200稀释的兔抗大鼠
TnI和 Connexin43抗体，4℃孵育过夜，辣根过氧
化物酶连接的二抗室温作用 1 h．ECL化学发光试
剂盒检测免疫活性蛋白，Kodak 医用胶片进行曝
光，Scion image软件进行光密度分析．

1援12 逆转录聚合酶链式反应(RT鄄PCR)
收集各组支架，提取支架内细胞的总 RNA，

用合成第一链 cDNA 试剂盒(TakaRa 公司，日本)
逆转录合成 cDNA，并用 琢-skA、茁-myosin heavy
chain、troponin I、connexin-43、ANP、GATA-4和
Nkx2.5 的引物分别进行扩增，GAPDH 作为内参
照．PCR 产物进行 1.5%琼脂糖凝胶电泳，Scion
Image图像分析软件对电泳条带进行分析．引物序
列同前[14]．

1援13 统计学分析

采用 SPSS 12.0软件进行统计学处理,所有数
据以 x 依 s 表示,组间比较采用 t 检验．P < 0.05为
有显著性差异．

2 结 果

2援1 支架鄄质粒复合物的结构和质粒从支架中的
释放

扫描电镜下可见胶原 -壳聚糖多孔支架孔径大
小基本一致，未整合质粒的支架表面光滑(图 1a)，
而一些豆样的支架 - 质粒复合物出现在支架表面
(图 1b)，一些甚至整合到支架内部(箭头所示)．支
架 -质粒复合物的直径大约 5 滋m．

质粒释放测试的最初 3天，质粒迅速从支架释
放，静态条件下大约有 50%质粒释放，而动态环
境中约有 65%的质粒被释放出来．第 4 天以后，
静态环境中质粒从支架中释放非常缓慢，有释放终

止的迹象，2周后仅有约 60%的质粒释放，而动态
环境中质粒持续缓慢释放，2周后 90%以上的质粒
都得到释放，如图 2释放曲线图所示．

(a) (b)

10 滋m1
778001 40 kV 伊1000 10 滋m2

777983 40 kV 伊1000
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2援2 支架中细胞的活性及总蛋白含量

运用 PI和 Calcein-AM来检测转染后细胞在支
架内的活性，MPM扫描结果如图 5所示，细胞能
在支架内较好地黏附增殖，未转染质粒支架内细

胞增殖能力没有转染组强，而且死亡细胞较多

(图 5a)．同时也可以观察到，在质粒转染组，动态
环境中细胞增殖能力更强，而且仅有很少量的死细

胞(图 5c)．

Fig. 4 Observation of IGF鄄1 protein expression in ADSCs under multi鄄photon microscope
After two days transfection, majority of ADSCs expressed IGF-1 protein (b, c, green), stirring culture significantly increased the expression of IGF-1

protein (c). Scaffold without plasmid DNA used as control (a). Collagen showed blue under MPM.

支架内脂肪干细胞中 IGF-1蛋白在培养的最初
阶段表达逐渐增加，静、动态条件下 IGF-1蛋白表
达的峰值分别出现在第 2天和第 3天(图 3)．峰值
过后，IGF-1蛋白表达水平随培养时间的延长而逐
渐降低，但动态环境中 IGF-1蛋白的表达水平明显
高于静态环境，此结果与质粒释放结果一致．

转染 2天后，多光子显微扫描系统MPM观察
质粒，在支架内脂肪干细胞中表达的结果如图 4所
示，动态环境下 IGF-1蛋白的表达明显高于静态环
境，进一步证实了图 3中 IGF-1蛋白表达的分析
图．1周后甚至可以观察到一些稳定转染的脂肪干
细胞(图中未显示)．

Fig. 2 In vitro release profiles of plasmid DNA
IGF鄄1 from collagen/chitosan scaffold

In the first three days, plasmid DNA were released from scaffold

quickly, after the fourth day, plasmid in static environment were released

slowly, while under dynamic environment, plasmid were released

continuously, over 90% plasmid were released by the end of two weeks.

: Dynamic; : Static.■ ■● ●
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Fig. 3 In vitro IGF鄄1 expression in ADSCs cultured
by static and stirring methods

After plasmid DNA IGF-1 impregnated into collagen/chitosan scaffold

and transfected ADSCs, there is a highest expression of IGF-1 protein in

ADSCs under static environment, while under dynamic environment,

higer expression of IGF-1 protein was continued several days. *P < 0.05,
#P < 0.01: Significant relative to the expression level of static group. :

Dynamic; : Static.

(a) (b) (c)

30 滋m30 滋m30 滋m
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Fig. 7 The expressions of cardiac specific proteins Tn玉and Cx43 were observed by multi鄄photon microscope
Some cells expressed cardiac specific proteins Tn玉 (7a, 7b and 7c, red) and Cx43 (7d, 7e and 7f, red) in collagen/chitosan scaffold (Collagen showed
blue under MPM). Cardiomyocyte-like cells appeared elongated morphology, gap junction protein Cx43 between cells were also shown, although the
cross-striations could not be seen clearly. (a), (d) ADSC cultured in naked collagen/chitosan scaffold. (b), (e) ADSC cultured in scaffold with plasmid
DNA IGF-1. (c), (f) ADSC cultured in scaffold with plasmid DNA IGF-1 under dynamic environment.

Fig援 5 The viability of ADSCs in collagen / chitosan scaffold with or without plasmid DNA IGF鄄1
After two weeks culture, ADSCs in scaffold were dyed with Calcein-AM and propidium iodide, live cells (green) and dead cells (red) were shown in the

scaffold (Collagen showed blue under MPM). (a) ADSC cultured in naked collagen/chitosan scaffold. (b) ADSC cultured in scaffold with plasmid DNA

IGF-1. (c) ADSC cultured in scaffold with plasmid DNA IGF-1 under dynamic environment.

经 2周培养后，支架内细胞总蛋白含量如图 6
所示，与细胞活性检测结果一致，转染的 IGF-1基
因可提高细胞活性和细胞内总蛋白的表达，而动态

微环境进一步加强了 IGF-1的促增殖作用．
2援3 心肌特异性蛋白和转录因子的表达

如图 7所示，经 2周诱导分化后，支架内出现
一些表达心肌特异性蛋白 Tn玉和 Cx43的心肌样细
胞．转染 IGF-1后可促进 Tn玉和 Cx43蛋白的表达
(图 7b，7e)，而在动态环境下，细胞变长，有的还
显示出双核(图 7c)，这些都是早期分化的表现，虽
然我们并没有看到清楚的心肌横纹．

动态环境进一步促进 Tn玉和 Cx43 蛋白的表
达．通过 Western blot对 Tn玉和 Cx43 蛋白表达进
行定量分析，如图 8所示，IGF-1在 Tn玉和 Cx43

(a) (b) (c)

30 滋m30 滋m30 滋m

Fig. 6 Total protein contents of cells
after two weeks culture

Total protein contents of cells were measured with BCA kit. S: ADSC+
scaffold group; S+P: ADSC+scaffold-plasmid group; S+P +S: ADSC+
scaffold-plasmid +spinner group. *P < 0.05: significant relative to the
other group.
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Fig. 8 Western blot analysis of cardiac proteins Tn玉
and Cx43 in the differentiated ADSCs

After two weeks differentiation with the impregnation of plasmid DNA
IGF-1, some cariomyocytes-like cells expression cardiac specific proteins
Tn玉and Cx43, dynamic environment promoted the effect of IGF-1
significantly. 茁-Actin was as an internal control. S: ADSC + scaffold
group; S +P: ADSC+scaffold-plasmid group; S+ P + S: ADSC + scaffold-
plasmid +spinner group. *P < 0.05: Significant relative to the other
group. : Tn玉; : Cx43.

Fig. 9 RT鄄PCR analysis of cardiac specific genes
in the differentiated ADSCs

Cardiac specific genes 琢-skA, 茁-MHC, Tn玉, Cx43, ANP, GATA-4 and
Nkx2.5 were expressed with the effect of IGF-1, the expressions were
promoted significantly by the effect of dynamic environment．GAPDH
was used as internal control. S: ADSC + scaffold group; S + P: ADSC +
scaffold-plasmid group; S + P + S: ADSC + scaffold-plasmid + spinner
group. *P < 0.05: Significant relative to the other group. : 琢-skA; :
茁-MHC; : Tn玉; : Cx43; : ANP; : GATA-4; : Nkx2.5.

蛋白的表达和心肌细胞分化中确实起到一定作用，

而动态培养环境更能促进 IGF-1的分化作用，此结
果与MPM结果一致．我们也用 RT-PCR对支架内
脂肪干细胞心肌特异性转录因子 琢-skA, 茁-MHC,
Tn玉, Cx43, ANP, GATA-4和 Nkx2.5 mRNA的表达
进行检测，如图 9所示，IGF-1也可促进脂肪干细
胞表达心肌特异性转录因子从而促进心肌分化，动

态微环境可加强 IGF-1的这一促分化作用．

3 讨 论

本研究结合组织工程和基因工程的方法，将胶

原 -壳聚糖多聚支架既作为细胞生长的组织工程支
架又将其作为基因转染的载体．据我们所知，此方

法尚未见文献报道．值得一提的是，在三维组织构

建中应用基因转染是一个较新的领域，目前的方法

主要是先在 2D中将外源基因整合到细胞内，筛选
稳定表达的细胞，然后将重组的细胞接种到支架

上[20]，这将是一个复杂而长期的过程．而 Xie等[22]

和 Hosseinkhani等[20]分别指出直接整合 cDNA到细
胞 -支架构建物上或先将质粒 -阳离子化明胶多聚
物整合到支架，然后接种细胞到支架上，这两种转

染方法的效率都比在 2D中转染高．基因转染的方
法很多．虽然病毒载体转染效率高，但越来越多的

研究者认为，利用非病毒载体进行基因转染将是一

个更好的方法，因为其毒性低，无免疫反应，特别

是阳离子多聚物，其结构灵活，易调整其分子质量

及聚合物合成，而且多聚物形状可变．壳聚糖和明

胶是两个常用作基因转染的生物材料，而本研究所

制备的胶原 -壳聚糖支架表面有大量的带正电荷的
氨基，易于与质粒表面带负电的磷酸基团结合，把

质粒包裹在内部，使其不受核酸酶的降解．带有

IGF-1基因的质粒整合到胶原 -壳聚糖支架后，电
镜观察到支架表面可见大量珠样多聚物，甚至有些

质粒整合到支架内部，所以质粒释放动力学表现为

在最初二三天质粒释放是逐渐增加，此时支架表面

的质粒逐渐释放，而释放峰值过后，在静态环境

中，质粒释放近乎停止．因为质粒不仅仅是从支架

表面进行简单的扩散释放，带正电的胶原 -壳聚糖
与带正电的质粒结合后使多聚物紧紧地固定在支架

上，有些甚至结合到支架内部，此时要释放质粒只

有通过降解支架才能实现．静态条件下支架的降解

是很缓慢的，而动态环境可能会促进支架的降解，

从而促进质粒的释放，所以峰值过后动态环境中质

粒持续缓慢释放，而静态环境中质粒的释放近乎停

Tn玉
Cx43

茁-Actin

S S+P S+P+S

10
0

20
30
40
50
60
70
80
90

100

S S+P S+P+S

*

*

**

S S+P S+P+S

琢-skA

Nkx2.5

GATA-4

ANP

Cx43

Tn玉
茁-MHC

GAPDH

10
0

20
30
40
50
60
70
80
90

100

S S+P S+P+S

*

*
*

**

*

*

*
*

*

*
*

**

1558· ·



朱艳霞等：IGF鄄1和动态微环境对脂肪干细胞向心肌细胞分化作用的研究2009; 36 (12)

止．质粒与支架形成的阳离子多聚物(带正电荷)与
细胞膜表面(带负电荷)的静电作用是胶原 -壳聚糖
-质粒多聚物黏附并进入细胞内的一个决定因素，
也是基因转染很重要的第一步． IGF-1表达检测结
果表明，整合有质粒的阳离子多聚物能较好地转染

支架内的干细胞，动态环境可促进质粒从支架内持

续缓慢释放，转染效率比静态环境更高．一周后支

架内仍可见一些稳定转染的脂肪干细胞．因此此方

法比传统的直接对细胞进行质粒转染或直接加质粒

到细胞 -支架内效率更高，更方便．
本研究是利用 IGF-1基因、心肌细胞培养基及

动态微环境多个因素刺激来增加脂肪干细胞在 3D
构建物内的活性及向心肌细胞分化的能力．为使

IGF-1基因在心肌组织构建中长期发挥作用，我们
将 IGF-1基因转染脂肪干细胞． IGF-1的表达可促
进心脏干细胞和早期心肌细胞存活和增殖[23]，在心

肌损伤运用未分化的胚胎干细胞进行治疗时，

IGF-1的表达可提高心肌分化和心脏功能[16, 24, 25]．目

前，IGF-1是唯一一个已知的对肌细胞同时有促增
殖和促分化作用的生长因子 [26]．因此本研究将

IGF-1作为目的基因转染脂肪干细胞，结果显示，
IGF-1 可抑制细胞凋亡和死亡，促进细胞增殖．
IGF-1可能通过增加 PI3激酶的水平来抑制细胞凋
亡和死亡，PI3K依赖的通路导致转录因子 cAMP
反应元件结合蛋白(CREB)的激活，转而诱导抗凋
亡因子 bcl-2的表达[26]．除了抗凋亡和促增殖作用，

IGF-1也可诱导干细胞分化为心肌细胞[16]．心脏发

育早期阶段，Troponin玉 (Tn玉)是心肌系表型出现
的一个明显的标志，而 Connexin43(Cx43)是心肌细
胞进行电偶联的标志性蛋白． IGF-1可促进支架内
脂肪干细胞表达心肌特异性蛋白 Tn玉和 Cx43．
IGF-1 可通过激活 Akt 增加细胞内 Ca2+ 水平 [26]，

Ca2+在心肌细胞电偶联过程中起着重要作用，Ca2+

水平增加可能促进连接蛋白 Cx43的表达．心脏转
录因子在心脏发育过程中也起着很重要的作用．

GATA-4转录因子家族在细胞存活、增殖和分化中
起着重要的作用[25]．正如本研究和其他研究[25]结果

显示，IGF-1可促进 GATA-4的表达，而 GATA-4
与 Nkx2.5共同作用可诱导胚胎干细胞大量心脏转
录因子的表达[27]．因此在整合有质粒 IGF-1的支架
内，脂肪干细胞也表达大量的心脏转录因子．Akt
被 IGF-1激活后也可通过 PI3激酶信号通路增加心
肌的收缩性，Akt也是蛋白激酶 C上游序列的启动
子，而蛋白激酶 C在心脏功能，Ca2+代谢和心肌收

缩性中起着重要的作用[26]．因此 IGF-1可通过不同
或相同的信号通路抑制细胞凋亡、促进细胞增殖和

心肌细胞分化．

良好的组织工程种子细胞、合适的支架材料、

有效的生长因子和有利的微环境对构建工程化心肌

组织是很重要的，因此培养环境对工程组织的构建

是非常重要的．体外构建的三维组织缺少体内正常

组织拥有的血管网络，因此组织构建物内氧和营养

物质的供应是一个关键问题．搅动培养可提供一个

动态微环境，持续交换细胞构建物周围的培养基，

因此构建物中细胞可得到充足的氧和营养物质供

应．前面已提到，动态培养可通过促进支架的降解

而促进质粒的释放，提高细胞内质粒的转染量及

IGF-1的表达量．动态环境促进 IGF-1蛋白表达也
可从细胞黏附和支架的机械强度来解释．细胞黏附

伸展，细胞骨架的重组启动一些信号通路来控制基

因的表达[28]．我们先前的研究表明，搅动培养可促

进三维支架内脂肪干细胞的增殖[18]，细胞增殖能力

越强，细胞内基因转染效率越高[29]，因此动态环境

中支架内质粒的释放和表达也可能与脂肪干细胞增

殖的数量有关．细胞在支架内的活性在三维组织构

建中是很重要的，而 IGF-1和动态环境分别或相互
作用都可促进细胞的存活和增殖．一方面动态环境

可促进支架内脂肪干细胞增殖；另一方面，细胞数

量的增加可提高 IGF-1基因的转染率和表达量，动
态环境可促进质粒释放，提高 IGF-1质粒转染量和
表达量，而 IGF-1的表达可抑制细胞凋亡和死亡，
促进细胞增殖．有研究表明动态环境不仅可促进细

胞增殖还可促进细胞分化[30, 31]．虽然在本研究中并

未涉及动态环境对支架中脂肪干细胞分化的影响，

但结果显示应用多因素刺激(IGF-1基因、心肌细胞
培养基和动态环境)后细胞的分化率要高于仅单因
素或双因素作用后心肌细胞的分化率[14, 30, 32]．

本研究建立了一套新的在三维支架内转染质粒

并构建工程化心肌移植物的方法，但还有很多方面

需要改进：可以加入转铁蛋白和氯喹来改进利用阳

离子多聚物进行基因转染的效率；根据心肌电生理

特性，电刺激可能有利于干细胞的分化和心肌移植

物的形成；还应该对构建的心肌移植物进行功能性

检测；如有可能，我们希望能进行后期临床试验．

总之，本研究用脂肪干细胞作为组织工程种子

细胞，胶原 -壳聚糖多孔支架既作为脂肪干细胞生
长的三维支架又作为基因转染的载体，心肌细胞培

养基作为分化培养基，IGF-1作为目的基因，搅动
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培养提供一个动态微环境，从而构建三维心肌移植

物．结果表明，IGF-1质粒与胶原 -壳聚糖支架形
成阳离子多聚物进行基因转染比传统的方法更简单

有效，生长因子 IGF-1可有效地促进支架内脂肪干
细胞的增殖和向心肌细胞的分化，而动态微环境可

进一步加强 IGF-1的促增殖和分化作用．因此多因
素刺激对工程化心肌组织工程的设计和构建有很重

要的意义．
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Differentiation Enhancement of ADSC in Scaffolds With IGF鄄1 Gene
Impregnation Under Dynamic Microenvironment*
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Abstract Biochemical and mechanical signals enabling cardiac regeneration can be elucidated by using in vitro
tissue engineering models. It was hypothesized that human insulin-like growth factor-1 (IGF-1) and three
dimensional dynamic microenvironment could act independently and interactively to enhance the survival and
differentiation of adipose tissue-derived stem cells (ADSCs) and hence the construction of engineered cardiac
grafts. IGF-1 can be expressed by the ADSCs through genetic modification, which can be conveniently realized by
incorporating the relevant genes into the three dimensional scaffold. ADSCs were cultured on three dimensional
porous scaffolds with or without plasmid DNA PIRES2-IGF-1 in cardiac media, in dishes and in a spinning flask
bioreactor respectively. Cell viability, formation of cardiac like structure, expression of functional proteins, and
gene expressions were testified to the cultured constructs on day 14. The results showed that dynamic
microenvironment enhanced the release of plasmid DNA; the ADSCs can be transfected by the released plasmid
DNA PIRES2-IGF-1 in scaffold; IGF-1 had beneficial effects on the cellular viability and the increase of total
protein; and it also increased the expressions of cardiac specific proteins and genes in the grafts. It was also
demonstrated that dynamic stirring environment could promote the proliferation of ADSCs. Therefore, IGF-1,
expressed by ADSCs transfected by DNA PIRES2-IGF-1 incorporated into scaffold, and hydrodynamic
microenvironment can independently and interactively increase cellular viability, and interactively increased the
expressions of cardiac specific proteins and genes in the grafts. The results would be useful for developing tissue
engineered grafts for myocardial repair.
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