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VEGF通过调节黏着斑促进间充质干细胞的

黏附及铺展
王惠荟　吕静雅　胡雅楠　徐晓静　张焕相*

(苏州大学医学部细胞生物学系, 江苏省干细胞研究重点实验室, 苏州 215123)

摘要      间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)具有多向分化潜能并能在体外趋化剂或

细胞因子的作用下进行定向迁移, 体内移植后可趋向迁移至脑瘤病灶区。细胞黏附是细胞迁移的

首要条件, 了解细胞黏附及其调控有助于细胞迁移机制的研究。细胞黏附及铺展涉及到黏着斑(fo-
cal adhesions, FAs)的动态变化以及细胞骨架的重排。细胞铺展面积在黏附过程中逐渐增大, 黏附

初期形成的小的黏着复合物逐渐成熟, 聚集在一起形成较大的FAs。肌动蛋白(F-actin)聚集形成的

螺线圈样微丝结构逐渐被应力纤维代替, 细胞也由圆形变为具有极性的梭形或多角形。黏着斑激

酶(focal adhesion kinase, FAK)和桩蛋白(paxillin)具有调节FAs聚合及骨架重排的作用, 其中, Y397-
FAK和Y31/Y118-paxillin的磷酸化活性在细胞铺展过程中不断变化。FAs组装时, Y397-FAK的磷酸

化活性升高; FAs成熟后, Y397-FAK的磷酸化活性下降。活化的FAK能够磷酸化Y31/Y118-paxillin, 
激活的paxillin参与调节细胞骨架的形成和排列。血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
factor, VEGF)诱导的MSCs黏附过程中, 细胞面积变大, 完全铺展的时间缩短, 黏着斑及细胞骨架

的形成均提前。另外, VEGF诱导的细胞铺展过程中形成的FAs形态细长, 数量较多。该研究表明, 
VEGF通过调节黏着斑和细胞骨架促进MSCs的黏附与铺展, 提示VEGF可以通过调节黏着斑进而

调控MSCs的定向迁移, 为细胞迁移行为的研究提供理论基础。
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神经系统疾病包括脊髓损伤、帕金森病、恶性

神经胶质瘤及中枢和外周神经损伤等, 目前缺乏有

效的治疗方法, 严重影响着人类的生命健康和生活质

量。干细胞移植为治疗这些疾病带来了希望。间充

质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)具有获取

容易和体外扩增快的特点, 对供体伤害小、免疫原

性弱、便于移植, 无伦理问题的困扰, 且能够在脑内

扩增及迁移[1], 这些特征使得MSCs具有相当大的潜

力成为应用于组织工程修复受损组织的种子细胞。

MSCs成功移植的关键在于其能定向迁移。它

能够向胶质瘤进行趋化性迁移已在很多实验中得以

证明[2-4], 胶质瘤分泌的血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)促进了MSCs的趋化

性迁移[5]。系统地了解MSCs定向迁移的机制, 通过

调控相关的信号通路提高MSCs趋向病灶区迁移的

能力, 才能更好地在临床上应用MSCs治疗胶质瘤及

神经系统疾病。

细胞的迁移首先需要细胞黏附于细胞外基质, 
而黏着斑(focal adhesions, FAs)是细胞与周围环境的

接触点, 其组装和解聚影响着细胞的形状、伪足形

成的部位和方向, 最终通过细胞外和细胞内的信号

协同调节黏着斑的形成、分布等从而影响细胞的迁

移。细胞的黏附铺展主要包括细胞突起向细胞的前

方伸展、与细胞外基质之间形成黏着连接等。在这

个过程中, 相关的细胞骨架蛋白有序表达, 其过程

包括: 肌动蛋白及辅肌动蛋白在板状伪足内即将形

成黏着连接的部位集聚[6]; 新的黏着斑复合物(focal 
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complexes, FXs)和FAs的形成, 其中有整联蛋白、黏

着斑激酶(focal adhesion kinase, FAK)、桩蛋白(pax-
illin)、纽蛋白、踝蛋白等的参与。

FAK作为FAs的主要构成蛋白, 是一类胞质非

受体蛋白酪氨酸激酶, 它既可以传递整联蛋白激活

的信号, 也可以介导生长因子与其受体结合传递的

信号, 从而激活胞内的MAPK、PI3K、JNK等信号

通路, 调节细胞生长、细胞周期、细胞黏附和迁移

等[7]。Paxillin不仅参与了整联蛋白介导的信号转导

和FAs的组装, 在细胞黏附和迁移过程中也发挥了重

要作用。当细胞与细胞外基质蛋白结合时, 整联蛋

白聚集导致其胞质区构象发生改变, 进而促进FAK
的N末端与整联蛋白的尾部结合, 暴露FAK的Y397
位点, 直接激活FAK[8]。活化的FAK促使与其相结合

的paxillin也发生酪氨酸磷酸化[9]。Paxillin的酪氨酸

磷酸化产生了SH2结合结构域, 调节蛋白质的相互

作用, 其中Y31和Y118是最主要的磷酸化位点, 其磷

酸化作用与细胞黏附及细胞迁移相关[10]。

本实验采用Percoll分离法成功地在体外培养并

扩增了大鼠源的MSCs; 利用免疫荧光染色检测了

MSCs黏附过程中FAs和细胞骨架的形成特点、FAs
的大小及数量变化; 应用蛋白印迹技术检测了MSCs
黏附过程中黏着斑蛋白FAK和paxillin的磷酸化形式

及总蛋白的表达变化; 观察了VEGF诱导下FAs及骨

架的形成及稳定, 探讨了VEGF对MSCs的黏附及铺

展的影响。

1   材料与方法
1.1  材料

低糖DMEM(L-DMEM)、胎牛血清(fetal bovine  
serum, FBS)购自Gibco公司; 胰酶(Trypsin)、L-谷氨 
酰胺、L-型多聚赖氨酸(poly-L-lysine, PLL)购自Sigma公
司; VEGF购自Pepro Tech Inc.公司。Rabbit mAb anti- 
phospho-FAK(Y397)、rabbit mAb anti-FAK、rabbit 
Ab anti-phospho-paxillin(Y31/Y118)、rabbit Ab anti-
paxillin、mouse mAb anti-vinculin购自Santa Cruz公司; 
Fluorescent phalloidin conjugate solution(Phalloidin-
TRITC)购自Sigma公司; HRP-山羊抗鼠二抗、HRP-
山羊抗兔二抗、FITC-山羊抗鼠二抗、FITC-山羊抗

兔二抗购自PTGLAB公司。

1.2  方法

1.2.1    细胞培养        Sprague Dawley(SD)清洁级

大鼠购自苏州大学实验动物中心, 大鼠体重控制在

100~150 g。本研究动物实验依照《中华人民共和

国实验动物管理条例》和《苏州大学实验动物管理

办法》实施执行。SD大鼠用颈椎脱臼法处死。75%
的酒精浸泡消毒5 min, 分离后肢皮下组织, 眼科剪

剥离股骨、胫骨周围肌肉和韧带, 取出股骨、胫骨, 
75%酒精消毒后, 移入超净台。剪断股骨、胫骨骨

干两端, 注射器吸取L-DMEM反复冲洗骨髓腔, 缓慢

吹打制成均匀的细胞悬液。将细胞悬液加于PercollTM

分离液液面上, 20 ºC、3 000 r/min离心30 min。去

上清, 吸取白膜层, PBS洗2遍, 20 ºC、1 800 r/min离
心10 min。用含10% FBS的L-DMEM培养基悬浮细

胞, 计数, 将细胞密度调至2×106/mL, 接种于25 cm2

培养瓶中。置于细胞培养箱中, 37 ºC、5% CO2条

件下培养, 每隔3 d换液一次。两周左右, 原代细胞

长至80%~90%汇合时, 将培养瓶中的原培养基吸出, 
加入少量PBS以清洗掉死细胞和残留的培养基。加

入2 mL 0.25%的胰酶, 37 ºC消化, 显微镜下观察到

80%~90%的细胞回缩成圆形、少量细胞脱离瓶底

时, 加入2 mL含10% FBS的L-DMEM培养基终止消

化。用吸管反复吹打瓶底, 使所有细胞完全脱离瓶

底, 1 000 r/min离心10 min, 弃上清, 加入含10% FBS
的L-DMEM培养基重新悬浮, 按1:2比例传代接种培

养。

1.2.2    免疫荧光检测        将MSCs以1×105/mL的密

度接种到PLL包被的盖玻片上, 37 ºC、5% CO2条件

下在35 mm培养皿中培养。分别在5, 15, 30, 60 min
和2, 5, 7 h的时间点加入4%的多聚甲醛, 4 ºC固定细

胞过夜。然后吸出固定液, PBS洗3次, 每次5 min。
滴 加 用PBS、0.02% NaN3、3% BSA、0.2% Triton 
X-100稀释的rabbit anti-paxillin IgG(1:50), 室温下孵

育1.5 h后PBS洗3次, 每次5 min; 加入用PBS、0.02% 
NaN3、3% BSA稀释的FITC标志物山羊抗兔二抗, 
室温孵育1 h后PBS洗三次, 每次5 min; 然后进行细

胞骨架F-actin染色, 加入用含0.1% Triton X-100 的
PBS稀释的Phalloidin-TRITC(1:2 000), 室温孵育

30 min; PBS洗3次, 每次5 min, 最后用80%缓冲甘油

(PBS配制)封片, 进行荧光显微镜观察拍照, 分析黏

附过程中黏着斑形成的部位、数量、大小变化以及

F-actin聚集成细胞骨架的变化。VEGF刺激下MSCs
黏附形成的黏着斑及骨架的染色与细胞正常黏附操

作类似, 低糖培养基中添加5 ng/mL VEGF, 接种时间
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设为5, 15, 30, 60 min和2, 5, 7 h。
1.2.3    免疫印迹Western blot检测        细胞接种不

同时间后, 用液氮迅速处理细胞, 随后加入含有磷

酸酶和蛋白酶抑制剂的细胞裂解液(25 mmol/L Tris-
HCl(pH7.2)、150 mmol/L NaCl、1% Triton X-100、1% 
sodium deoxycholate、1 mmol/L EDTA、0.1% SDS、
1% PMSF和1 mmol/L NaVO3)将处理的细胞进行裂

解。收集细胞裂解液, 4 ºC条件下12 000 r/min离心 
5 min收集上清, 利用BCA试剂盒测量蛋白的浓度。

将含蛋白的上清液与4×上样缓冲液混合, 100 ºC加
热5 min, 置于冰上冷却, –80 ºC保存。分别配置10%
的分离胶和4%的浓缩胶, 每孔上样20~30 μg的总蛋

白, 待电泳完成后, 用刀片切下带有目的蛋白的分离

胶, 将滤纸和硝酸纤维素膜剪成与胶同样大小, 一起

放入转移缓冲液中平衡约15 min, 然后在2.5 mA/cm2

的条件下进行半干印记转移约30 min。5%脱脂奶粉

中封闭过夜, TBST洗3次, 每次10 min, 然后一抗[rab-
bit mAb anti-phospho-FAK(pY397)、rabbit mAb anti-
FAK、rabbit Ab anti-phospho-paxillin(pY31/118)、
rabbit Ab anti-paxillin、mouse mAb anti-vinculin]孵

育过夜(用TBST 1:1 000稀释抗体)。TBST洗3次, 每
次10 min。室温孵育HRP标记山羊抗兔或抗鼠二抗

1 h, TBST洗3次, 每次10 min, 然后在含有转移蛋白

的硝酸纤维素膜上滴加ECL, 利用与一抗发生特异

性结合的二抗标记物HRP与ECL中的化学物质发生

反应产生的荧光, 应用化学发光凝聚成像系统曝光

得到条带, 检测蛋白的表达情况。

1.2.4    统计分析        应用Image J软件对导入的免

疫图片进行数据统计, 采用SPSS 11.0统计软件对

实验数据进行统计处理, 计量资料以均数±标准误

(mean±S.E.)表示。

2   结果
2.1  MSCs黏附过程中FAs和细胞骨架的形成

细胞接种到PLL包被的盖玻片上5 min后, 胞体

底部贴壁, 局部伸出丝状的伪足, 没有明显的黏着斑

点形成, 说明相应的黏着斑蛋白还散布在胞体内, 还
未募集到细胞黏着处(图1A-图1A’)。贴壁15 min后, 
细胞胞体开始向外放射性铺展, 伸出小的片状伪足, 
胞体面积变大, 小的FXs定位于片状伪足处(图1B-图

将MSCs接种至PLL包被的盖玻片上, 正常培养基培养, 分别在黏附5, 15, 30, 60 min和2, 5, 7 h时进行Paxillin和TRITC-phalloidin的免疫荧光染色。

在细胞黏附5 min和15 min时, 还未出现明显的FAs和细胞骨架结构; 铺展30 min后, 细胞周边形成小的FXs和F-actin的聚集; 细胞铺展60 min后形

成较多稳定的FAs; 在铺展2 h至7 h内, F-actin骨架蛋白由原来的螺线圈样转变为纤维样, 细胞也由圆形变为有极性的多角形或梭形。A’-G’是A-G
白框部分的放大图; A-G2: 标尺=25 μm; A’-G’: 标尺=5 μm。

Immunocytochemical characterization of MSCs plated on PLL coated coverslips for 5, 15, 30, 60 min and 2, 5, 7 h, respectively. Cells were detected by 
staining of Paxillin and TRITC-phalloidin. There was no significant FAs formation and cytoskeletal organization at 5 min and 15 min. Small transient 
focal complexes and F-actin scaffolds were formed at the cell’s periphery after 30 min of spreading. More stabe FAs were formed after plated exceeding 
60 min. Adhering from 2 h to 7 h, F-actins were first accumulated to form circular bundles that made the cell round shape, then stress fibers formed and 
spaned across the central region of the cell that made the cell polygonal and polar. A’-G’ were the mignify images of the boxes corresponding in A-G. 
A-G2: bar=25 μm; A’-G’: bar=5 μm.

图1　MSCs黏附过程中FAs和细胞骨架的形成及变化

Fig.1　The formation of FAs and F-actin cytoskeletons remodeling of MSCs during the early adherence stage
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1B’); 贴壁30 min后, 细胞铺展呈圆形, 边缘有稍微大

点的FAs形成, 片状伪足边缘有F-actin聚集并形成波

纹型的骨架结构(图1C-图1C’); 60 min后, 片状伪足

处的FAs呈细长形, 斑点清晰, 紧密排布在细胞边缘

一周, 胞体中央还分布有细丝样的FAs, 细胞周边的

F-actin聚集形成线圈样的骨架结构, 而胞体内还未

出现排列明显的骨架(图1D-图1D’); 2 h后, 细胞开始

具有极性, 呈多边形或梭形, FAs斑点变大、清晰, 并
分布在细胞边缘, 胞体内有排布杂乱的纤维样微丝

骨架(图1E-图1E’); 5 h后, 细胞边缘的FAs呈片状, 胞
体内也形成明显的微丝骨架, 并且部分细胞骨架排

列整齐(图1F-图1F’); 7 h后, 细胞形态呈梭形, 边缘

的FAs更为清晰, FAs和细胞骨架随着细胞贴壁时间

的延长, 逐渐形成并稳定, 而且微丝的末端与FAs相
连(图1G-图1G’)。
2.2  MSCs黏附过程中黏着斑蛋白的活性变化

通过免疫荧光结果, 我们观察到MSCs黏附

过程中FAs及细胞骨架的形成和成熟, 随后我们利

用Western blot检测MSCs黏附过程中黏着斑蛋白

(FAK、paxillin)的酪氨酸磷酸化活性变化情况, 分析

黏着斑蛋白的活性与FAs形成的关系。

贴壁不同时间的黏着斑蛋白检测结果显示(图
2), FAK的Y397位点(Y397-FAK)的磷酸化水平随着

贴壁时间的延长逐渐升高, 在贴壁2 h时磷酸化水平

达到最高峰。对应的免疫染色结果显示, 贴壁2 h
时很多小的黏着复合物聚集形成大的清晰的FAs。
Y397-FAK磷酸化之后, FAK的其他酪氨酸位点陆续

发生磷酸化, FAK被激活, 并募集其他黏着斑相关的

蛋白, 进行FAs的组装工作。Y31-paxillin的磷酸化

水平从无到有, 在15 min和2 h时磷酸化水平较高, 2 h
达到最高峰, 而Y118-paxillin在贴壁60 min和5 h的磷

酸化水平明显高于其他时间点。在细胞黏附过程中, 
我们还检测了另一种黏着斑蛋白——vinculin, 它是

一种高度保守的细胞骨架蛋白, 在FAs形成的过程中

没有显著变化。

细胞在铺展过程中, Y397-FAK首先发生磷酸

化, 随后Y31-paxillin和Y118-paxillin在不同阶段发

生不同程度的磷酸化, 黏着斑蛋白募集到细胞膜下并

组装形成FAs。在细胞不断铺展时, 已经合成的FAs
解聚, 外周新的FAs继续合成, 这个过程中paxillin的
酪氨酸位点的磷酸化与去磷酸化交替进行, 因此, 蛋
白检测结果显示Y31/118-paxillin的磷酸化水平相应

地呈现出升高、降低、升高的波浪式变化趋势。

2.3  MSCs黏附过程中黏着斑的数量及大小

在细胞铺展早期, 随着胞体向外扩展FAs的数

目相应增多, 此时细胞内新生FAs的特点是单个斑

点面积小、总数量多。在铺展60 min时, FAs数量最

多。随着细胞的进一步铺展, 多个小的FXs聚集成较

细胞黏附不同时间后将其裂解并进行免疫沉淀检测, 观察FAK、paxillin和viculin的磷酸化形式和总蛋白的变化。FAK的磷酸化活性随着铺展

时间的延长而升高, 在2 h时达到最高峰。Y31/Y118-paxillin的磷酸化在不同的时间点具有不同程度的变化。

Cells were lysed and immunoprecipitated with primary antibodies for phospho- or nonphospho-protein kinases(FAK, paxillin, viculin). The phosphory-
lation of FAK was increased with the spreading time elongated and received a peak at 2 h. The phosphorylation of paxillin on Y31 and Y118 increased 
at different time points and in different degrees.

图2　Western blot检测FAK和paxillin的酪氨酸磷酸化变化

Fig.2　Western blot showed the tyrosine phosphorylation changes of FAK and paxillin
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大的、成熟的FAs[11], 因此, 直至贴壁5 h时FAs的数

量都是相应地变少的。随后在铺展7 h时, 因为细胞

总面积有所扩大, FAs数目又相应有所升高(图3A)。
FAs的大小在细胞铺展过程中直线上升, 由小的新生

FXs(30 min)聚集形成大的成熟FAs(7 h), 其大小约

3~10 µm(图3B)。
2.4  VEGF促进MSCs的铺展和FAs、细胞骨架的

形成

有研究证实, 生长因子能促进细胞的生长和铺

展[12-13]、促进细胞膜褶皱的形成和应力纤维的组

装[14]。因此, 本实验进一步检测MSCs早期黏附过程

中, VEGF对细胞铺展和FAs、骨架形成的影响。预

实验发现, VEGF刺激下的细胞铺展变快, 与细胞正

常黏附组相比, 细胞完全铺展的时间变短, 所以细胞

接种时间设为5, 15, 30, 60 min和2, 4, 6 h。通过免疫

荧光染色分析了黏附过程中FAs形成的部位、数量、

大小变化及F-actin聚集成细胞骨架的变化与FAs形
成的关系。

如图4所示, 5 ng/mL VEGF刺激下, 细胞的铺展

变快, 在接种起始的5 min内就显示出与基质之间很

好的黏着, 细胞胞体局部伸出小的片状伪足, 伪足

的周边有小的FXs形成(图4A-图4A’); 贴壁15 min后, 
细胞胞体向四周铺展, 伪足边缘呈波浪形(图4B-图
4B’); 贴壁30 min后, 细胞铺展呈圆形, FAs长度增加, 
绕细胞边缘紧密排列, F-actin在细胞周边聚集成细

密的线圈样的骨架结构(图4C-图4C’); 60 min后, 形
成的FAs没有明显变化, 横穿胞体的纤维样的微丝骨

架两端分别连接附近的FAs(图4D-图4D’); 铺展2 h
时, FAs斑点变大、清晰, 整齐地排列在细胞边缘, 胞
体中央也有零散的FAs, 纤维样的细胞骨架清晰明

显, 交叉排布在胞体内(图4E-图4E’); 铺展4 h后, 细
胞边缘形成较粗较长的FAs, 胞体内的微丝骨架也变

得粗壮(图4F-图4F’); 6 h后, 细胞内的FAs聚集成大

斑点, 不仅分布在周边, 在胞体中央同样形成了大的

成熟的FAs, 微丝整齐排列成束, 从胞体伸向片状伪

足, 且微丝末端与周边的FAs相连(图4G-图4G’)。
2.5  VEGF诱导的MSCs中黏着斑的数量及大小

5 ng/mL VEGF刺激条件下, 细胞在接种5 min
后即有FAs的形成, 其数量随贴壁时间的延长不断增

多, 在贴壁2 h时黏着斑数量达到最大值, 随后FAs聚
集变大, 数量变少; 随着细胞的完全铺展, FAs的数量

又稍有增多(图5)。VEGF处理组每一时间点黏着斑

的数量与对照组(正常细胞铺展)相比, 均有显著差

异。黏着斑的大小在VEGF刺激铺展1 h后有显著的

差异。VEGF刺激细胞黏附的过程中, FAs的数量变

化趋势与未用VEGF刺激的正常细胞黏附过程中的

变化相似; 不同的是, VEGF刺激下细胞形成的FAs
形态细长、数量多。

VEGF刺激细胞黏附的整个过程中, 细胞的铺

展面积随贴壁时间的延长而不断扩大, 而且比细胞

A: MSCs黏附过程中形成的黏着斑的数量。随着贴壁时间的延长, FAs的数量不断增多, 在贴壁60 min时最多, 随后开始下降, 在铺展7 h时又有

所上升; B: MSCs黏附过程中形成的黏着斑的大小。细胞铺展早期形成的FXs逐渐汇合形成大的稳定的FAs, 所以FAs的长度随细胞铺展持续增

长, 在细胞完全铺展时(7 h)达到最大值, 约10 μm。

A: along with the plated time, the numbers of the FAs increased and had a peak at 60 min, then decreased from 2 h until 5 h. The numbers increased 
again after plated for 7 h; B: the sizes of the FAs increased constantly with the plated time elongation. The small transient FXs, which were the initial 
sites of cell adhesion, converged to form larger stable FAs. The size of FAs was about 10 μm after 7 h plating.

图3　MSCs黏附过程中形成的黏着斑数量及大小

Fig.3　The number and size of FAs in MSCs during the early adherence stage
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将MSCs接种至PLL包被的盖玻片上, 使用正常培养基或含5 ng/mL VEGF的培养基培养, 分别在黏附5, 15, 30, 60 min和2, 4, 6 h时进行paxillin和
TRITC-phalloidin的免疫荧光染色。VEGF诱导的细胞5 min时就出现小的细胞黏附; 15 min时, 胞体铺展形成明显的片状伪足, 小的FXs分布在

细胞周边; 铺展30 min后, 细胞周边形成的FAs变大, F-actin聚集形成螺线圈样; 细胞铺展60 min后 FAs变多变大, 有纤维样的F-actin骨架蛋白横

穿胞体; 铺展2 h以上的细胞内的FAs变清晰, 长度增加, 细胞由圆形变为有极性的多角形或梭形。a’-g’是a-g白框部分的放大图, a-g2: 标尺=25 μm, 
a’-g’: 标尺=5 μm。A’-G’是A-G白框部分的放大图, A-G2: 标尺=25 μm, A’-G’: 标尺=5 μm。

Immunocytochemical characterization of VEGF induced MSCs plated on PLL coated coverslips for 5, 15, 30, 60 min and 2, 4, 6 h, respectively. Cells 
were detected by staining of paxillin and TRITC-phalloidin. There were a few FAs forming in VEGF induced cells at 5 min. Cells stretched out lamel-
lipodia at 15 min and the cell bodys became larger. Small transient FXs were formed at the cell’s periphery. After 30 min of spreading, more FAs and 
circular bundles of F-actin were formed. When the cells were plated for 60 min, more and larger FAs arrived at the periphery of the cell. After the cells 
were spreading above 2 h, clear FAs were formed and stress fibers spaned across the central region of cells that made the cells polygonal and polar. a’-g’ 
were the mignify images of the boxes corresponding in a-g. a-g2: bar=25 μm, a’-g’: bar=5 μm. A’-G’ were the mignify images of the boxes correspond-
ing in A-G. A-G2: bar=25 μm, A’-G’: bar=5 μm.

图4　VEGF促进MSCs的铺展及黏着斑、细胞骨架的形成

Fig.4　VEGF promotes the MSCs spreading and the formation of FAs, F-actin cytoskeleton remodeling
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正常黏附时更为铺展。随着细胞的黏附和铺展, FAs
和细胞骨架组装形成并逐渐稳定, 两者的起始形成

与成熟的时间都要比正常贴壁时提前。贴壁过程中

FAs的数量也是经历了先升高后下降再升高的趋势, 
不同的是, VEGF刺激的细胞中形成的FAs数量多, 
FAs形态呈细长样而不是片状的斑点。

3   讨论
本实验首先研究了MSCs黏附铺展过程中FAs

和细胞骨架的形成及黏着斑蛋白FAK和paxillin的磷

酸化活性。FAK广泛表达于很多不同类型的细胞中, 
其酪氨酸位点的磷酸化伴随着FAs的形成。Paxillin
具有四个酪氨酸磷酸化位点, 其中Y31和Y118位点

与细胞黏附和细胞迁移密切相关[10]。由于paxillin
较早地出现在黏着位点, 所以我们选用paxillin指示

FXs和FAs[15]。细胞接种在纤连蛋白、胶原蛋白IV
或者层黏连蛋白包被的基质上都会诱导FAK的酪氨

酸磷酸化, 而PLL未发现有该作用[16]。所以, 在本研

究中, 消化的细胞接种在PLL包被的盖玻片上, 排除

了细胞外基质引起的黏着斑蛋白活化的干扰。

细胞铺展过程中, 活化的Y397-FAK和Y31/Y118-
paxillin促进细胞周边小的FXs的形成和微丝骨架的

排列。铺展起始没有出现应力纤维, 在铺展1 h的细

胞中形成的是螺线圈样的微丝结构(图1D2)。Y397-

FAK的磷酸化活性在接种后2 h达到最高峰, 这时小

的圆点样的黏着复合物开始汇聚成大的成熟的FAs, 
以致FAs的数量降低(图1E和图3A)。随着铺展时间

的延长, FAK和paxillin的磷酸化活性逐渐降低(图2)。
细胞黏附后期因有少量新生FAs的形成促使细胞完

全铺展, 所以FAs的数量又有所增加。此时, 胞体内

出现长的纤维样的微丝, 从细胞前端至尾端贯穿胞

体排列, 使得细胞形成具有极性的多边形(图1E1)[17]。

另外, 我们检测到paxillin的总蛋白有所增加, 可能是

胞体内游离的paxillin上调[18], 使得可用的并能有效

地掺入到动态的骨架复合物中的paxillin增加, 继而

驱动细胞随后的铺展。Vinculin作为一种保守的肌

动蛋白结合蛋白集中于FAs和细胞连接处[19], 在细胞

铺展过程中并没有明显的变化。

MSCs黏附过程中FAs及应力纤维的形成与

Swiss 3T3成纤维细胞类似[20], 只是MSCs完全铺展需

要的时间较长(7 h左右)。虽然不同类型的细胞所用

的铺展时间不一样, 但铺展的步骤相同, 都需要FAs
的合成, 胞体从圆变为扁平, 最后形成极性。随着细

胞的铺展, 具有螺线圈样骨架的细胞逐渐减少, 而具

有成束排列的纤维丝的细胞增多, 并且纤维丝的末

端与周边FAs结合。另外, F-actin微丝束的形状决定

了细胞的形态与大小: 具有螺线圈样微丝骨架的细

胞呈圆形; 具有应力纤维丝的细胞呈多边形。VEGF

A: VEGF诱导的MSCs黏附过程中形成的黏着斑的数量。随着贴壁时间的延长, FAs的数量不断增多, 在贴壁2 h时最多, 4 h下降, 在6 h时又有所

上升; B: VEGF诱导的MSCs黏附过程中形成的黏着斑的大小。细胞铺展早期形成的FXs逐渐汇合形成大的稳定的FAs, 所以FAs的长度随细胞

铺展持续增长, 在VEGF诱导的细胞完全铺展时(6 h)达到最大值, 约11.3 μm。

A: along with the plated time, the numbers of the FAs in VEGF induced cells increased and had a peak at 2 h, then decreased at 4 h. The numbers in-
creased again after plated for 6 h; B: the sizes of FAs in VEGF induced cells increased constantly with the plated time elongation. The small transient 
FXs, which were the initial sites of cell adhesion, converged to form larger stable FAs. The size of FAs in VEGF induced cells was about 11.3 μm after 
6 h plating.

图5　VEGF诱导的MSCs黏附形成的黏着斑数量及大小

Fig.5　The number and size of FAs in VEGF-induced MSCs during the early adherence stage
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促进MSCs黏附过程中细胞的铺展, FAs和细胞骨架

形成的时间均提前。VEGF诱导的细胞铺展过程与

细胞正常铺展类似, 大的成熟的FAs也是由小的不

稳定的FXs聚集而成, 细胞骨架也有线圈样和纤维

样两种类型, 控制细胞的形态和极性。与细胞正常

铺展不同的是, VEGF诱导下的细胞铺展面积较大, 
而且完全铺展所需的时间缩短, 最终形成的FAs较
细长(图4E’、图4F’和图4G’), 数量也较多(图5A)。有

文献报道, VEGF能够显著提高FAK和paxillin的酪氨

酸磷酸化水平, 并能募集这些磷酸化的黏着斑蛋白

至新生黏着斑处, 加快了黏着斑的组装及成熟[21-22]。

VEGF促进片状伪足的铺展及伪足边缘新生黏着

斑的形成, 因此黏着斑的数量增多; 相反, 通过抑制

FAK的活性降低FAK的磷酸化水平, 致使细胞形成

的黏着斑面积较大, 数量减少[23]。另外, VEGF可通

过其受体激活其他信号通路[24], 包括胞外信号调节

激酶和细胞骨架元件等, 诱导actin聚合形成应力纤维

及胞体腹侧面黏着斑的快速形成, 促成黏着斑及细胞

骨架的形成提前, 最终影响细胞的黏附及铺展[25-26]。

应用MSCs移植进行神经疾病治疗, 其趋向病

灶区定向迁移的能力是移植成功的关键[3]。另外, 生
长因子或趋化因子等能够诱导MSCs的趋化迁移[5]。

本实验描述了MSCs黏附过程中FAs和细胞骨架的形

成与稳定, 也证实了VEGF能够通过调节FAs和细胞

骨架的形成促进细胞铺展, 缩短细胞完全铺展所需

时间。细胞铺展是细胞迁移的首要条件, VEGF促进

FAs的组装成熟使得MSCs贴壁过程缩短, 更快地完

成细胞迁移的前提步骤, 为细胞迁移做好准备。本

实验为研究MSCs的迁移机制提供了参考资料, 我们

还需要更多深入的研究来探讨VEGF诱导的迁移细

胞中FAs的差异及调控迁移的细胞和分子机制, 为临

床应用MSCs治疗疾病提供理论依据。
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Vascular Endothelial Growth Factor Promotes Mesenchymal Stem Cells 
Adhering and Spreading

Wang Huihui, Lü Jingya, Hu Yanan, Xu Xiaojing, Zhang Huanxiang*
(Medical College of Soochow University, Department of Cell Biology, Jiangsu Key Laboratory of Stem Cell Research,

Suzhou 215123, China)

Abstract        Mesenchymal stem cells (MSCs), which have the pluripotent ability, can migrate directionally 
toward chemotactic agents and cytokines in vitro or show a tropism to injured brain or gliomas. Cell adhering is the 
fisrt step for cell migration and the understanding of cell adhesion could be helpful for the study of cell migration. 
The assembly and distribution of focal adhesions (FAs) and the arrangement of F-actin cytoskeletons are involved 
in the process of cell adhesion. With the plating time extended, the adhering cells became spreading and formed 
small focal complexes (FXs) to mature big FAs. F-actin assembled as circular bundles at the early stage and then 
formed stress fibres that made the cells possess polarity. The tyrosine phosphorylation activation of Y397-FAK 
and Y31/Y118-paxillin (both proteins could regulate the assembly of FAs and the arrangement of F-actin cytoskel-
etons) changed during the spreading. The activation of Y397-FAK increased while the FAs were assembling; then 
the activation decreased when the FAs were mature. Activated FAK could phosphorylate Y31/Y118-paxillin which 
participates in regulating the remodelling of F-actin cytoskeleton. Under the treatment of VEGF, cells formed ad-
hesions faster and were more spreading. The maturation of FAs and cytoskeletons needs less time. Otherwise, the 
FAs were slender and with more quantity. Collectively, these results demonstrated that VEGF could regulate MSCs 
adhesion and spreeding including the formation of FAs and the arrangement of F-actin cytoskeletons. This suggests 
that VEGF may regulate the migration of MSCs through modulating the FAs and cytoskeletons. And our research 
provides rationale for the study of cell migration.

Key  words        mesenchymal stem cells; vascular endothelial growth factor; focal adhesions; cell adhering; 
cell spreading
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