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整合素 integrin β4 调控 VEGF 诱导的骨髓间充质 

干细胞向内皮细胞分化 
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摘  要：血管内皮生长因子(vascular endothelial growth factor，VEGF)可以诱导间充质干细胞(mesenchymal stem 

cells，MSCs)向内皮细胞(endothelial cells，ECs)分化，但分化机制尚不清楚．本研究鉴定了整合素 integrin β4 在 VEGF

诱导的 MSCs 向 ECs 分化过程中表达明显上调，同时利用亚硫酸氢盐测序法(EZ DNA Methylation)分析了 5-aza-dc 和

VEGF 处理 MSCs 后的 integrin β4 启动子 CpG 岛发生部分的去甲基化．在分化过程中持续加入 integrin β4 的功能阻

断性抗体，可显著降低内皮分化标志基因 KDR(endothelial gene kinase insert domain containing receptor，KDR)、Flt-1

的表达．以上结果表明，integrin β4 可调控 VEGF 诱导的 MSCs 向 ECs 分化． 
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Integrin β4 Regulating Endothelial Differentiation from Mesenchymal Stem

Cells Induced by Vascular Endothelial Growth Factor 

ZHANG Rui，ZHANG Tongcun 

(Key Laboratory of Industrial Fermentation Microbiology，Ministry of Education，Tianjin Key Laboratory of Industrial 

Microbiology，College of Biotechnology，Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：Vascular endothelial growth factor(VEGF)can induce mesenchymal stem cells(MSCs)to undergo endothelial 

cells(ECs)differentiation，but the mechanism of differentiation remains unclear．This study identified that the expression of 

integrin β4 was upregulated in endothelial differentiation from MSCs to ECs induced by VEGF．At the same time，The CpG-

rich promoter regions of integrin β4 were all demethylated by EZ DNA Methylation in MSCs treated with 5-aza-dc and 

VEGF．When the function-blocking antibodies of integrin β4 were added in the differentiation continuously，the expression 

of endothelial differentiation marker genes，the endothelial gene kinase insert domain containing receptor(KDR)and Flt-1 

were induced．These results suggest that integrin β4 can regulate ECs from MSCs induced by VEGF. 
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间充质干细胞(mesenchymal stem cells，MSCs)

可通过多种机制调节血管生成，包括间接分泌血管相

关因子[1–2]以及原位定向分化成内皮细胞(endothelial 

cells，ECs)
[3]．多种生长因子可以促进间充质干细胞

向内皮细胞分化，包括血管内皮生长因子(vascular 

endothelial growth factor，VEGF)、成纤维细胞生长因

子(FGF)、血小板源性生长因子(PDGF)、表皮生长因

子(EGF)、转化生长因子(TGF)、肝细胞生长因子

(HGF)等，其中 VEGF 诱导间充质干细胞分化的研

究较为广泛．Oswald 等[4]利用 VEGF 和 2%,胎牛血清

(FBS)诱导人 MSCs 发现其高表达内皮特异性基因

KDR 和 Flt-1．利用 VEGF、EGF 和氢化可的松可诱
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导脐血来源的 MSCs 分化为 ECs
[5]．虽然目前已经证

实间充质干细胞可以向内皮细胞分化，但对其分化机

制研究甚少． 

整合素(integrins)又称整联蛋白，在多种肿瘤表

面和新生血管内皮细胞中有高表达[6]．integrin β1 是

未分化人骨髓间充质干细胞的表面标志物，当表达降

低时细胞则发生分化[7]．VEGF 作用于内皮细胞能激

活 Integrin α,5 而 促 进 内 皮 细 胞 迁 移 ，通 过 上 调

Integrin α,5 的表达而向迁移后的内皮细胞传递生存

信号，促进内皮细胞增殖、分化[8]． 

研究[7]发现，integrin β4 参与了 VEGF 诱导的

MSCs 向 ECs 分化，但 integrin β4 的调控机制目前仍

不清楚．因此，在本研究中首先确定 VEGF 诱导

MSCs 向 ECs 分化过程中 integrin β4 的表达情况；再

采用亚硫酸氢盐测序分析该过程 integrin β4 DNA 甲

基化情况，进一步研究 integrin β4 在 MSCs 向 ECs 分

化过程中受 DNA 去甲基化的调控机制；最后加入

integrin β4 功能阻断型抗体，鉴定 integrin β4 对内皮

分化标志基因的作用． 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 实验动物 

SD(sprague dawley，SD)大鼠，80～90,g，雄性，

购自中国人民解放军军事医学科学院实验动物中

心．实验动物许可证号为 SCXK–(军)2012–0004，实

验过程中对动物的处置符合动物伦理学标准． 

1.1.2 主要试剂与仪器 

DMEM/LG 培养基，Gibco 公司；胎牛血清，浙江

天杭生物科技有限公司；VEGF，Peprotech 公司；

KDR 抗体、Flt-1 抗体、integrin β4 抗体、integrin β4 功

能阻断抗体，Abcam 公司；GAPDH，Santa cruz 公司；

DAPI、dNTP，北京索莱宝科技有限公司；IRDye
®

 

800CW 山羊抗鼠抗体、IRDye
®

 680 山羊抗兔抗体，

LI-COR 公司；M-MLV 逆转录酶、Trizol 裂解液，上

海英俊生物技术有限公司；随机引物 B0043，上海生

工生物工程有限公司；Bestar
® 

SybGreen qPCR Mas-

termix，DBI
®

 Bioscience 公司；EZ DNA methylation-

Gold 试剂盒，Zymo Research 公司． 

生物安全柜，力康生物医疗科技控股有限公司；

CO2 培养箱，美国 Thermo Forma 公司；DYY–6,型电

泳仪和 DYCP–31DN 型电泳槽，北京市六一仪器厂；

CR21G 型高速冷冻离心机，日本 HITACHI 公司；

Odyssey 型红外激光成像系统，LI-COR 公司；Step 

one 型实时荧光定量 PCR 系统，Applied Biosystems

公司；ECLIPSE TE2000 型倒置显微镜，Nikon 公司． 

1.2 实验方法 

1.2.1 骨髓间充质干细胞的提取及体外扩增培养 

选健康的 80～90,g SD 大鼠，雄性，颈椎脱臼法

处死后用 75%,乙醇浸泡杀菌．无菌条件下取股骨和

胫骨(必须把肉剔除干净)，用骨剪剪断关节处．用一

次性5 号注射器吸取含 10%,胎牛血清的 DMEM冲洗

出股骨骨髓腔中细胞，放入 4 个 10,mL 离心管中，每

管 4,mL，吹打成细胞悬液．将离心管中带有细胞的

培养液吸入 4 个小的塑料培养皿中，置于 CO2 培养

箱中进行原代细胞培养并每天观察其生长情况．本

研究所用的是第 3～7代的骨髓间充质干细胞． 

1.2.2 细胞分化模型 

将 MSCs 以 1×10
5,
mL

-1 的密度接种 6 孔板，对

照组用 2%,血清 DMEM/LG 处理细胞；VEGF 诱导组

添加 VEGF(终质量浓度 50,ng/mL)于 2%,血清的

DMEM/LG 中，分别处理细胞 2、4、7,d．培养基每隔

2,d 更换 1 次，利用倒置相差显微镜观察 MSCs 的形

态变化． 

1.2.3 免疫荧光 

  细胞经处理后至所需时间，倒掉培养基，PBS 冲

洗细胞 2～3 次，向培养皿中加入多聚甲醛固定细胞

10,min；PBS 冲洗细胞 3 次，每次 5,min，加入透膜剂

室温孵育 15,min；PBS 冲洗细胞 3 次，每次 5,min；

5%,正常山 羊 血 清 (PBS 稀释 )封闭，室温孵育

30,min．倒去血清，勿洗，滴加 1﹕200～500 稀释的

一抗(Flt-1 和 KDR)，4,℃过夜；PBS 冲洗 3 次，每次

10,min；加适当比例稀释的 FITC 标记的二抗(1﹕

5,000 稀释)，并加入染细胞核的染料 DAPI(1﹕

200,000 稀释)，37,℃孵育 50,min；PBS 冲洗 3 次，每

次 10,min；共聚焦显微镜下观察拍照． 

1.2.4 ,RNA 的提取 

参考王楠等[9]的方法略作修改．用 0.5,mL Trizol

裂解液在冰上裂解细胞 15,min，重复吹悬使细胞充

分裂解，加入 0.1,mL 的氯仿，剧烈振荡 15,s，静置

5,min，4,℃、12,000,r/min 离心 10,min．取上层水相到

另一 EP 管中，加入等体积的异丙醇，混匀，–20,℃放

置 30,min．12,000,r/min 离心 10,min，弃掉上清液，加

入体积分数 75%,乙醇 1,mL，洗涤 RNA，离心弃上清

液，室温晾干 RNA．加入 20,μL DEPC水溶解 RNA，

放于–80,℃保存． 
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1.2.5 ,RNA 逆转录及实时荧光定量 PCR(Real-time 

PCR) 

将提取的 RNA 用 M-MLV 逆转录方法进行逆转

录．RNA 2,μg 和随机引物(B0043)5,μL 于 70,℃水浴

5,min，迅速冰浴；加入 10,mol/L dNTPs 5,μL、5×

buffer 5,μL、RNAse inhibitor 0.62,μL、M-MLVRT 1,μL

混匀，37,℃反应 1,h；70,℃保持 10,min 终止反应．用

Bestar
® 

SybGreen qPCR Mastermix 进行 Real-time 

PCR．扩增程序：95,℃ 2,min；95,℃ 10,s，60,℃ 30,s，

72,℃ 30,s，40 个循环．融解曲线：95,℃ 1,min，55,℃ 

1,min，95,℃ 10,s．目的基因引物：GAPDH 上游 5′-

ATTCACGGCACAGTCAAGG-3′，GAPDH 下游 5′-

GCAGAAGGGGCGGAGATGA-3′ ；KDR 上游 5′-

TCACGGTTGGGCTACTGC-3′ ， KDR 下 游 5′-

CTGCGTCATTTCCTTCCTG-3′ ； Flt-1 上 游 5′-

CGGAGAAATCTGCTCGCTAT-3′ ，Flt-1 下 游 5′-

CTTGGAAGGGACGACACG-3′；integrin β4 上游 5′-

ATCCTGGGCAGTGGGCAA-3′；integrin β4 下游 5′-

TGGAAGGCGAGTTACCGA-3′． 

1.2.6 免疫印迹实验(Western blot) 

收集各组细胞，PBS洗 1次，加入 SDS 细胞裂解

液 500,μL 冰上裂解细胞，100,℃变性 10,min，12%, 

SDS-PAGE 电泳，电转法将蛋白转至 NC膜．5%,的脱

脂奶粉室温封闭 1,h 后，分别用 β-actin 抗体(1﹕500

稀释)、KDR 抗体(1﹕1,000 稀释)、Flt-1 抗体(1﹕

1,000稀释)、integrin β4 抗体(1﹕1,000稀释)，4,℃孵

育过夜，PBS 洗 3 次，每次 10,min，IRDye
®

800CW 

山羊抗鼠抗体(1﹕5,000 稀释)、IRDye
®

680 山羊抗

兔抗体(1﹕5,000 稀释)、integrin β4 功能性阻断抗体

(1﹕1,000稀释)，室温孵育 2,h 后，PBS洗 3次，每次

10,min，Odyssey 成像系统进行扫膜成像． 

1.2.7 亚硫酸氢盐修饰 

添加 130,μL CT Conversion Reagent 到 20,μL 

DNA样品中，98,℃ 10,min，64,℃ 2.5,h；添加 600,μL 

M-Binding Buffer 到样品柱中颠倒混匀，12,000,r/min

离心 30,s，弃废液；添加 200,μL M-Desulphonation 

Buffer 到分离柱中 ，室温放 置 15 ～ 20,min ，

12,000,r/min离心 30,s；将柱放入 1.5,mL EP 管，添加

10,μL M-Elution Buffer 全速离心洗脱；PCR 扩增片

段，切胶回收，连到 T载体测序． 

1.3 数据统计学分析 

实验数据均用 SPSS 13.0统计软件分析，以“平

均值±标准差”表示．*表示有显著性差异(P＜

0.05)，**表示有极显著性差异(P＜0.01)． 

2 结果与分析 

2.1 integrin β4在 VEGF诱导的 MSCs向 ECs分化

过程中的表达 

利用倒置相差显微镜观察 MSCs 向 ECs 分化过

程的形态变化，随诱导时间的增加，细胞逐渐形成

“鹅卵石”样排列，可见椭圆形或圆形细胞核等内皮

细胞的表型．同时利用 Real-time PCR 和 Western blot 

的方法检测了 integrin β4 的 mRNA 和蛋白表达水平

的变化，结果如图 1 所示，integrin β4 在 MSCs 向

ECs 分化过程表达被明显上调． 

 

(a),实时荧光定量 PCR 

 

(b),免疫印迹实验 

图 1 integrin β4 在 VEGF 诱导的 MSCs 向内皮细胞分

化过程中的表达 

Fig. 1 Expression of integrin β4,in MSCs to undergo ECs 

differentiation treated with VEGF 

2.2 integrin β4基因启动子区的甲基化 

首先通过生物信息学分析在 integrin β4 启动子

区–5,000～＋1,000 区域寻找 CpG 岛的位置，并在 

–739～–465 的位置确定了含 12 个 CpG 位点的区

域．采用亚硫酸氢盐修饰后测序法对这 12个 CpG 位

点的甲基化水平进行了检测，结果如图 2 所示．图 2

中实心圆点表示该位点被甲基化，空心圆点表示该位

点未被甲基化．5-aza-dc 和 VEGF 处理 MSCs 可引起

integrin β4启动子 CpG岛发生部分去甲基化． 

2.3 5-aza-dc 和 VEGF处理 MSCs后 integrin β4 的

表达 

利用 Real-time PCR 和 Western blot 的方法在

VEGF、5-aza-dc 或 VEGF 联合 5-aza-dc 共同处理

MSCs 后检测了 integrin β4 的 mRNA 和蛋白水平表
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达，结果如图 3 所示．用 5-aza-dc 单独处理 3,d，

integrin β4 表达量比对照组增加 5.2 倍；利用 VEGF

诱导分化 7,d 和 VEGF 诱导联合 5-aza-dc 共同处理 

使得 integrin β4 的表达相比对照组增加 8～9 倍．实

验结果证实了 5-aza-dc 在 VEGF 诱导 MSCs 向 ECs

分化过程中具有重要作用． 

 

 

图 2 5-aza-dc 和 VEGF处理 MSCs后 integrin β4启动子的甲基化水平 

Fig. 2 The methylation level of integrin β4 spromoter detected in MSCs treated with 5-aza-dc and VEGF 

 

(a) 实时荧光定量 PCR 

 

(b) 免疫印迹实验 

图 3  MSCs 经过 5-aza-dc 和 VEGF 处理后 integrin β4

的表达情况 

Fig. 3  Expression of integrin β4 examined after MSCs 

were treated with 5-aza-dc or/and VEGF 

2.4 加入 integrin β4 功能阻断性抗体对内皮分化标

志基因 KDR、Flt-1表达的影响 

在 VEGF 诱导 MSCs 向 ECs 分化的过程中持续

加入 integrin β4 功能阻断性抗体，进一步利用免疫荧

光和 Real-time PCR 的方法检测内皮分化标志基因

KDR、Flt-1 的表达，结果如图 4 所示．加入 integrin 

β4 功能阻断性抗体可显著抑制内皮分化标志基因

KDR、Flt-1 在细胞水平、分子水平的表达，上述结果

说明 integrin β4 在 VEGF 诱导 MSCs 向 ECs 分化过

程中具有重要的调节功能． 

 

 

 

        对照组         处理组 
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        对照组         处理组 

(a) 免疫荧光 

 

(b) 实时荧光定量 PCR 

图 4  integrin β4 功能阻断性抗体对内皮分化标志基因

KDR和 Flt-1 的表达影响 

Fig. 4  Expression effect of ECs differentiation markers

KDR and Flt-1 induced by anti-integrin β4 

antibody 

3 讨 论 

VEGF 是血管新生过程中最有效也是最重要的 1

种血管生成因子[10]．VEGF/Flt-1 和 VEGF/KDR 系统

在内皮细胞增殖分化、内皮细胞游走及管腔形成过程

中起重要作用，在间充质干细胞向内皮细胞分化过程

中，二者表达量明显升高，并且大量实验表明 VEGF

在内皮细胞诱导分化过程中起着关键的作用．在哺

乳动物乳腺上皮细胞中，integrin β4 的表达受到表观

遗传调控，进而影响 EMT 转换[11]．与此同时，也有文

献[12]报道 integrin β4 可参与内皮细胞的增殖与损伤

修复．本文发现 integrin β4 在 VEGF 诱导的 MSCs

向 ECs 分化过程中具有重要的调控作用，integrin β4

可调控内皮分化标志基因 KDR 和 Flt-1 的表达，主

要是通过发生 DNA 去甲基化机制从而引起自身表

达的上调来发挥作用的．integrin β4 组蛋白的甲基化

是否也影响其功能，这些问题还有待于进一步研究． 
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