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摘要 目的 探究低分子肝素联合半乳糖凝集素-3 ( Galec-
tin-3) 对骨髓间充质干细胞( MSCs) 来源的血管内皮细胞迁
移和增殖的影响。方法 密度梯度离心法分离纯化 SD 大
鼠骨髓 MSCs，取第 3 代，加入血管内皮生长因子( VEGF) 和
碱性成纤维细胞生长因子( bFGF) ，体外诱导 14 d，进行免疫
组织荧光染色和电镜鉴定，用 4 组不同组合的药物进行干
预: 低分子肝素组: 在细胞中加入 20 mg /L 的低分子肝素;
Galectin-3 组: 在细胞中加入 5 mg /L的 Galectin-3; 联合组: 在
细胞中加入 20 mg /L的低分子肝素和 5 mg /L 的 Galectin-3;
对照组: 在细胞中加入等量 PBS 缓冲液。使用 EdU 掺入法
检测血管内皮细胞增殖，流式细胞仪检测血管内皮细胞周

期，使用划痕实验检测血管内皮细胞迁移，探究在不同条件

下对血管内皮细胞迁移和增殖的影响。结果 低分子肝素
组、Galectin-3 组、联合组、对照组的吸光度( OD490 ) 值分别为

( 0. 285 ± 0. 018) 、( 0. 297 ± 0. 041) 、( 0. 351 ± 0. 016) 、( 0. 233
± 0. 005) ，这表明联合组的血管内皮细胞增殖情况最为显著
( P ＜ 0. 05) ; 培养 24 h的血管内皮细胞迁移率分别为( 42. 02
± 7. 62 ) 、( 45. 82 ± 3. 96 ) 、( 68. 53 ± 11. 22 ) 、( 34. 21 ±
3. 99) ，这表明联合组的血管内皮细胞迁移率最大( P ＜
0. 05) 。结论 低分子肝素联合 Galectin-3 可以显著提升骨
髓间充质干细胞来源的血管内皮细胞的迁移和增殖。
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近年来，下肢动脉硬化闭塞症发病例逐年增高，

导致肢体坏死、截肢，甚至死亡［1］。研究［2］表明干
细胞可以有效治疗周围血管疾病( peripheral vascu-
lar disease，PAD ) 疾病，其中骨髓间充质干细胞
( bone marrow mesenchymal stem cells，MSCs) 可以分
化为血管内皮细胞进行修复和促进血管生成［3］。
因此，血管内皮细胞是干细胞移植的关键因素，也成

为了研究重点。研究［4］显示如何提高移植细胞迁
移和增殖的效率，现有手段价格较为昂贵，不易广泛

开展。因此，如何提高血管内皮细胞迁移和增殖，是
研究中的重点。
低分子肝素和半乳糖凝集素-3 ( Galectin-3 ) 参

与细胞生长和凋亡、细胞黏附及新生血管形成和肿
瘤浸润与转移等［5 － 6］。该研究［7 － 8］前期表明，低分

子肝素和 Galectin-3 均可以参与血管内皮细胞迁
移、趋化以及内皮细胞血管新生和肿瘤血管新生。
因此该研究通过研究低分子肝素联合 Galectin-3 对
骨髓间充质干细胞来源的血管内皮细胞迁移和增殖

情况的影响。

1 材料与方法

1． 1 实验材料 实验动物为 20 只 SD 大鼠，雄性，
130 ～ 160 g，SPF 级。MTT、ＲNA 酶、Galectin-3 均购
自美国 Sigma公司。
1． 2 细胞培养
1． 2． 1 MSCs 分离培养 在无菌条件下，处死 SD
大鼠后，收集骨髓细胞，接种于 100 mm 培养皿中进
行培养，使用 L-DMEM培养液。培养 2 d后换液，去
除死细胞以及贴壁不牢的细胞继续在原条件下培

养，之后每 3 d换 1 次液。当细胞汇合达到 80%时，
弃去上层培养液，用 PBS 反复洗涤细胞后加入胰蛋
白酶，2 ～ 3 min后加入培养液终止反应。反复吹打
细胞后，在1 000 r /min条件下离心 5 min弃上清液，
细胞接种于 L-DMEM培养液。
1． 2． 2 传代培养 待 12 ～ 14 d 细胞汇合达 80%
时，弃培养液，PBS清洗 3 次，加入 0. 125%胰蛋白酶
消化 2 ～ 3 min，光镜下观察细胞形态变化，待细胞间
隙扩大，细胞呈不规则时，用含 10% FBS的 L-DMEM
培养液终止消化。按 1 ∶ 2 接种传代。
1． 2． 3 MSCs定向诱导 分化取细胞性状较稳定的
第 4 代细胞，加入 10 ng /ml 内皮生长因子( vascular
endothelial growth factor，VEGF) 和 2 ng /ml 碱性成
纤维细胞生长因子( basic fibroblast growth facotr，bF-
GF) 共同培养，连续光镜下观察细胞形态的变化。
1． 2． 4 诱导细胞的鉴定 免疫荧光染色观察血管
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性血友病因子( von Willebrand factor，vWF) 的表达，
取传代后第二代实验组和对照组的两组细胞接种在

内置玻片的 6 孔板中，加入兔抗鼠 vWF 抗体( 1 ∶
40) ，湿盒过夜，PBS 冲洗; 加入羊抗兔 FITC-IgG 二
抗( 1 ∶ 10 ) ，PBS 冲洗，丙三醇封片，立即在荧光显
微镜下观察，摄片。
1． 2． 5 诱导细胞的透射电镜观察 取培养第 14 天
诱导分化的细胞，用 PBS漂洗细胞表面，转入 15Ⅱll
塑料离心管中，常温离心。用 4%多聚甲醛-2． 5%戊
二醛将细胞沉淀 4 ℃固定 2 h; 梯度乙醇脱水，半薄
切片，天青 －美蓝染色，光镜下定位; 超薄切片，醋酸
双氧铀、枸橼酸铅染色，电镜观察。
1． 3 血管内皮细胞的增殖和迁移
1． 3． 1 使用 MTT比色法检测血管内皮细胞增殖
实验选取对数生长期细胞，接种于 96 孔板中，每孔
细胞数为 1 × 105 个 /L。培养 24 h 后，细胞完全贴
壁，更换不含血清的 DMEM 培养基继续培养 12 h。
实验分为 4 组进行，分别为: 低分子肝素组加入终浓
度为 20 mg /L的低分子肝素; Galectin-3 组加入终浓
度为 5 mg /L的 Galectin-3; 联合组加入终浓度为 20
mg /L的低分子肝素和 5 mg /L的 Galectin-3; 对照组
加入等量的 PBS缓冲液。继续培养 24 h后，每孔加
入 150 μl 二甲基亚砜，置摇床上低速振荡 10 min，
使结晶物充分溶解。在酶联免疫检测仪 490 nm 处
测量各孔的吸光度( optical delnsity，OD) 值。在一定
细胞数范围内，MTT 结晶形成的量与细胞数成正
比。根据测得的 OD 值，来判断活细胞相对数量和
活力，OD值越大，细胞活性越强，细胞相对数量越
大。实验重复 3 次。
1． 3． 2 流式细胞仪检测 血管内皮细胞周期细胞
培养和分组方法如上文所示，继续培养细胞 24 h，消
化收集后，使用 PBS 反复洗涤细胞，调整细胞总数
为 2 × 106 个 /L。在1 000 r /min 条件下离心 5 min，
再次用 PBS洗涤。在避光条件下，向细胞中加入 1
ml DNA染液，反复吹打混匀，15 min 后使用流式细
胞仪对血管内皮细胞周期情况进行检测，计算细胞

周期。
1． 3． 3 血管内皮细胞迁移分析 细胞划痕实验: 细
胞培养和分组情况如上文所示，采用 Marker 笔在培
养皿中均匀划线，次日细胞生长铺满培养皿底部。
使用白色小枪头垂直于底部进行划痕，PBS 冲洗 3
次，去除脱落细胞，对血管内皮细胞迁移情况进行实

时动态拍摄，时间持续 24 h。不断拍摄伤口位置，分
析其愈合情况。

1． 4 统计学处理 采用 SPSS 20. 0 软件进行分析，
数据以 珋x ± s 表示。计数资料采用 χ2 检验，计量资
料采用方差分析。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 MSCs 传代培养结果 传代细胞生长快，24 h
内可完全贴壁，4 ～ 5 d 达完全融合，呈较均一的长
梭形，成群生长时排列整齐如刷状，生长旺盛时呈漩

涡状排列，见图 1。

图 1 MSCs传代培养第 3 代 × 40

2． 2 MSCs诱导分化培养结果 诱导后 1 d，细胞
变宽，变短，成多角形; 诱导后 3 d，细胞伸出伪足，相
互连接; 诱导后 7 d，细胞呈条索状排列; 诱导后 20
d，条索状结构长度增加，类似血管腔样变化，局部有
呈铺路石样排列的内皮样细胞，见图 2。

图 2 MSCs诱导培养第 2 代 × 100

2． 3 诱导后细胞免疫荧光染色及电镜观察结果
① 免疫荧光染色结果: 诱导后细胞 vWF 免疫荧光
染色呈阳性，胞质呈黄绿色，细胞轮廓清晰，见图 3，
对照组细胞 vWF 免疫荧光染色呈阴性; ② 电镜观
察结果: 诱导后细胞胞质丰富，内有较多的线粒体和

高尔基复合体及吞饮小泡，可见粗面内质网及多聚

核糖体散在分布，部分细胞内可见典型的 Weibel-
Palade( W-P) 小体，见图 4。
2． 4 各组样品对于血管内皮细胞 OD490的影响
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在一定细胞数范围内，MTT 结晶形成的量与细胞数
成正比。根据测得的 OD 值，来判断活细胞相对数
量和活力，OD 值越大，细胞活性越强，细胞相对数
量越大。首先本研究对于在不同样品作用下，血管
内皮细胞数目的变化情况，每组实验重复 3 次，记录
OD490数据。如表 1 所示，联合组的 OD值最大，表明
在低分子肝素联合 Galectin-3 的作用下，血管内皮
细胞数目增殖最为明显( P ＜ 0. 05 ) 。此外，低分子
肝素和Galectin-3单独作用下也可提升内皮细胞数

图 3 vWF荧光染色 × 200

图 4 电镜观察细胞胞浆内W-P小体 × 16 000

表 1 不同作用样品对于血管内皮细胞数目的影响( 珋x ± s，n = 3)

组别 OD490值

低分子肝素 0． 285 ± 0． 018*

Galectin-3 0． 297 ± 0． 041*

联合 0． 351 ± 0． 016* #△

对照 0． 233 ± 0． 005

与对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与低分子肝素组比较: #P ＜ 0. 05; 与
Galectin-3 组比较: △P ＜ 0. 05

量( P ＜ 0. 05) 。
2． 5 各组样品对于内皮细胞细胞周期变化的影响
本研究使用流式细胞仪对于血管内皮细胞周期变

化情况进行分析，每组实验重复 3 次，记录不同周期
比例。联合组在 G0 /G1 期的细胞比例最低，低分子
肝素组和 Galectin-3 组的 G0 /G1 期的细胞比例也低
于对照组( P ＜ 0. 05 ) 。此外，联合组在 S 期的细胞
比例最高，低分子肝素组和 Galectin-3 组的 G0 /G1
期的细胞比例高于对照组( P ＜ 0. 05 ) 。联合组在
G2 /M期的细胞比例最高，低分子肝素组和 Galec-
tin-3 组的 G2 /M 期的细胞比例也高于对照组( P ＜
0. 05) 。联合组的增殖指数显著高于其他几组，低
分子肝素组和 Galectin-3 组的增殖指数也高于对照
组( P ＜ 0. 05) 。见图 5、表 2。

图 5 不同组别作用 24 h内皮细胞细胞周期的变化
A: 对照组; B: 低分子肝素组; C: Galectin-3 组; D: 联合组

2． 6 各组样品对于内皮细胞迁移距离的影响 随
后本研究对于在不同样品作用下，血管内皮细胞数

目和细胞迁移距离的情况，每组实验重复3次。联

表 2 不同作用样品对于血管内皮细胞周期变化情况的影响( %，珋x ± s，n = 3)

组别 G0 /G1 S G2 /M PI
低分子肝素 65． 58 ± 1． 65* 35． 12 ± 0． 97* 4． 04 ± 0． 83* 36． 81 ± 1． 45*

Galectin-3 67． 32 ± 1． 22* 33． 76 ± 1． 76* 3． 92 ± 0． 66* 34． 66 ± 1． 08*

联合 43． 15 ± 2． 65* #△ 54． 27 ± 1． 43* #△ 5． 97 ± 0． 38* #△ 56． 01 ± 0． 78* #△

对照 76． 79 ± 2． 77 29． 53 ± 2． 97 1． 72 ± 0． 46 22． 85 ± 1． 98

与对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与低分子肝素组比较: #P ＜ 0. 05; 与 Galectin-3 组比较: △P ＜ 0. 05
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合组的细胞数目最大，且最大距离最大，表明在低分

子肝素联合 Galectin-3 的作用下，血管内皮细胞数
目增殖和细胞迁移距离增加最为明显( P ＜ 0. 05 ) 。
此外，低分子肝素和 Galectin-3 单独作用下也可提
升内皮细胞数量和细胞迁移距离( P ＜ 0. 05) 。见表
3、图 6。

表 3 各组样品对于血管内皮细胞迁移距离的影响( 珋x ± s，n = 3)

组别 细胞数 最大距离( μm)
低分子肝素 28． 83 ± 2． 25* 402． 04 ± 62． 52*

Galectin-3 32． 98 ± 3． 29* 399． 18 ± 63． 39*

联合 44． 27 ± 5． 29* #△ 585． 65 ± 44． 52* #△

对照 12． 32 ± 1． 21 241． 10 ± 53． 26

与对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与低分子肝素组比较: #P ＜ 0. 05; 与
Galectin-3 组比较: △P ＜ 0. 05

图 6 联合组在不同时间点对细胞伤口愈合实验的影响 × 40

A: 0 h; B: 6 h; C: 12 h; D: 24 h

3 讨论

随着社会老龄化的不断加剧，下肢动脉硬化闭

塞症和糖尿病足的发病率正在逐年上升，且上升趋

势不断加重，可能导致肢体坏死、截肢，甚至死亡，严
重影响了患者的身体健康和生活质量［9 － 10］。因此，
这类疾病引起了医学院和研究领域的广泛重视。最
新研究［2，11］表明干细胞移植可以有效治疗以上疾

病，其中 MSCs可以分化为血管内皮细胞进行修复
和促进血管生成。然而，临床研究［4］显示干细胞移
植同样存在一些弊端，其中最为严重的是如何提高

血管内皮细胞迁移和增殖。现有手段价格较为昂
贵，临床效果也有待提高。因此，如何提高骨髓间充
质干细胞来源的血管内皮细胞迁移和增殖，是临床

以及研究中的重点和难点。
本研究选取低分子肝素和 Galectin-3 作为研究

对象。其中肝素是临床中常用的抗凝药物，广泛用
于术后预防血栓等方面。低分子肝素主要通过肝素
酶解或者解聚得到的一类相对分子量较小的成分，

平均分子量约为5 000。低分子肝素的生物利用率
较高，不易吸附血小板，药效更加稳定持久，已于临

床广泛开展应用。Galectin-3 是一种糖结合蛋白，其
借助糖的识别区域，从而发挥其特异性结合功能，最

终参与到多种生理功能［12 － 14］。
首先本研究对于血管内皮细胞增殖情况进行了

分析，通过对于内皮细胞数目的检测，结果表明低分

子肝素联合 Galectin-3 可以显著提升血管内皮细胞
的增殖，相比于单独的低分子肝素和 Galectin-3 来
说，增殖效果显著。这也说明了低分子肝素和 Ga-
lectin-3 对于提升血管内皮细胞的增殖机制是不同
的，两者是一种协同关系。Galectin-3 作为 IgE 的结
合蛋白，可以显著刺激 MSCs 来源的血管内皮细胞
的管腔样结构，因而生成更多的内皮细胞，从而到达

增殖的临床效果。低分子肝素可以借助提升内皮细
胞的黏附率，从而提升内皮细胞的增殖。通过两种
不同的作用机制，低分子肝素联合 Galectin-3 通过
协同作用，有效提升了血管内皮细胞的增殖率。
此外，本研究对于血管内皮细胞的细胞迁移情

况进行了分析，结果表明低分子肝素联合 Galectin-3
可以显著提升血管内皮细胞的迁移率。这一方面由
于两者通过不同机制，协同提升了血管内皮细胞的

增殖，从而提升了内皮细胞的细胞迁移。此外，之前
的研究［7 － 8］结果表明，低分子肝素和 Galectin-3 均可
以提升血管内皮细胞活性，生成更多的细胞管腔，这

也有助于提升血管内皮细胞的迁移率。
综上所述，低分子肝素与 Galectin-3 通过协同

作用，显著提升了 MSCs 来源的血管内皮细胞的迁
移和增殖，效果显著，值得临床推广应用。
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The effect of low molecular heparin and Galectin-3
on the cell migration and proliferation of vascular endothelial cells

Ding Yang，Wan Shengyun，Ye Kun
( Dept of Vascular Surgery，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To explore the effect of the association of low molecular heparin and Galectin-3 on the cell
migration and cell proliferation of vascular endothelial cell from mesenchymal stem cells． Methods Depending on
the administration，this study was divided into four groups: low molecular weight heparin group，adding 20 mg /L
low molecular weight heparin into the cells; Galectin-3 group，adding 5 mg /L Galectin-3 into the cells; combina-
tion group，adding 20 mg /L low molecular weight heparin and 5 μg /ml of Galectin-3 into the cells; control group，
equal volume of PBS buffer into the cells． The proliferation of vascular endothelial cell was to be detected by EdU
incorporation，the cell growth cycle of vascular endothelial cell was to be detected by flow cytometry，and the cell
migration of vascular endothelial cell was to be detected by scrath test． Then to investigate the effect of different
conditions on the migration and proliferation of vascular endothelial cell． Ｒesults The OD490 of MWH group，Ga-
lectin-3 group，combined group and control group were ( 0. 285 ± 0. 018) ，( 0. 297 ± 0. 041) ，( 0. 351 ± 0. 016) ，
and ( 0. 233 ± 0. 005 ) respectively，which indicates that the combined group could increase the cell proliferation
significantly( P ＜ 0. 05 ) ． Cultured for 24 hours，the cell migration rate was( 42. 02 ± 7. 62 ) ，( 45. 82 ± 3. 96 ) ，
( 68. 53 ± 11. 22 ) ，and ( 34. 21 ± 3. 99 ) ，suggesting that combined group have the largest cell migration ( P ＜
0. 05) ． Conclusion The association of low molecular heparin and Galectin-3 could improve the cell migration and
cell proliferation of vascular endothelial cell from esenchymal stemcells significantly．
Key words low molecular heparin; Galectin-3; vascular endothelial cell; cell migration; cell proliferation
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