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前交叉韧带干细胞分化后其牵引力的变化
马德)1质*高淑云 路春霞易正鑫

(沈阳大学生物与环境工程学院，沈阳 1 10044)

摘要 细胞牵引力是细胞的一个重要物理参数，它反映了 细胞的生长状态 。 本实验测定了

前文又韧带(ACL)干细胞分化前后牵引力的变化， 发现 ACL 干细胞在分化后， 当形态发生明显变化

时，其细胞牵引力明显减小 ， 平均减小了 30%， 同时平滑肌肌动蛋白(α-SMA)的含量也相应减少 了，

这说明 ， 千细胞在分化后细胞内的结构和组成发生了明显变化，编码 α-SMA 的基因表达受到 了 一

定程度的抑制 。
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细胞牵引力是细胞的一个重要物理参数，它与细

胞的许多生物过程有着密切的关系，比如炎症反应 、

创伤修复、血管生成、形态保持、 信号转导以及新

陈代谢等过程[ 1 ] 。牵引力由肌动球蛋白的相互作用

和肌动蛋白的聚合作用而产生[24]，受平滑肌肌动蛋白

(α-SMA)的调节[5.6] 。 α-SMA 的变化能改变细胞牵引

力 [1 .7.8 ]，细胞牵引力与肌动球蛋白和肌动蛋白的功能

密切相关[9.1叭据 Wottawah 等[ 11 ]学者研究发现细胞

牵引力在肿瘤诊断方面具有重要意义。

不同的细胞其牵引力也不同，相同的细胞在不同

的发育阶段，其牵引力也不一样[1 2- 1 4] 。 目前， 关于细

胞牵引力的研究还非常有限，由于其测算技术的复杂

性，目前只局限于美国少数几所大学从事该领域研

究。 显微镜追踪法测定细胞牵引力技术(cell traction 

force microscopy, CTFM)f2]是近几年在美国发展起来

的测量单个细胞牵引力的技术，本研究用CTFM法测

定了前交叉韧带(anterior cruciate ligament, ACL)干细

胞在分化前后不同形态时的细胞牵引力，试图发现干

细胞的分化及形态变化与细胞牵引力之间的关系 。

1 材料与方法

1.1 组织来源

人体组织 ACL 由芝加哥大学附属医院提供，系

36 岁健康男性白人，死于车祸。

1.2 细胞培养

将人体组织 ACL 置于培养皿中，充分剪碎、消

化和吹打后，将组织悬液以 1000 r/min 离心 5 min 去

上清液，加入培养液吹打，然后接种于 100 ml 培养瓶

中，加入 DMEM培养液，内含 20% 棋牛血清、 50 U/ml

青链霉素(Gibco -BRL 公司)， 置 CO2 培养箱内 ， 5 %

CO2, 37 .C培养 。 培养 3-4 天换液， 去除未贴壁的

细胞 。 用倒置显微镜(尼康 TE-2000)观察细胞生长

状态，挑取克隆生长的细胞扩大培养，每 3 天传代一

次，待大多数细胞具有较好的集落形态时(图 lA) ， 取

出测定细胞牵引力 ， 同时取一部分细胞制备电泳样本，

以检测 α-SMA 的表达。 剩余细胞继续培养， 使其自

然分化一周左右，待其形态有了明显变化后(图 1B )，

再测定细胞牵引力，并以同样方法留取细胞制备电泳

样本以检测 α-SMA 的表达 。

1.3 细胞牵引力测算

1.3.1 CTFM 技术 其基本原理是根据细胞基质

弹性表面形变来测算细胞牵引力的一种技术。在制

备弹性基质时掺入荧光微珠， 当细胞贴附后会使基质

产生形变， 当细胞脱离时再回复原位， 这种基质的形

态变化可以通过荧光微珠的位移表现出来，可以用荧

光显微镜追踪观察 。 将细胞脱离前后的基质形态变

化拍成图片，用 MATALAB7 .0 运行专用自编程序进

行比较分析即可测算出细胞牵引力 。 其过程主要分

为 3 个步骤: (1)拍摄细胞图片，以确定细胞牵引力的

区域; (2)分别拍摄细胞贴附时和脱离后的基质形态图

片，以确定荧光微珠的位移; (3)将拍摄的 3 张图片上

机分析 。

1.3.2 基质的制备 在 35mm 的玻底培养皿中制

备直径为 14mm 厚度为 120 μm 的凝胶， 其含 5% 聚

丙烯肮胶、 0.1 % Bis 及 0.8% 的 0 .5μm 的荧光微珠;

在种细胞之前在凝胶上铺上一层浓度为 1% 的 I 型胶
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原蛋白液 。

1.3 .3 细胞移植 当细胞培养成熟时， 用膜蛋白酶

处理使其处于悬浮状态后移植至基质上， 每个培养皿

种植细胞 1 500 个左右 1 h 后当细胞贴附在基质上

时再加 2 ml 培养液， 在培养箱内培养 5 h，当细胞完

全伸展开后拍摄图像 。

1.3 .4 图像拍摄 用尼康TE2000荧光倒置显微镜

拍摄所需图像， 首先用普通光源拍摄细胞图像， 然后

用绿色荧光拍摄基质图像。 当获得细胞贴壁状态的

图片后， 滴入 1 -2 滴 1 mol/L 的氢氧化制溶液， 使细

(A) (B) 

Fig.l Cell morphology 

A: ACL stem cells before diffe rentiation; B: ACL stem cell s after 

differen tiation. 

- 50 
-40 
-30 
-20 

'全- 1 0
主 O

>. 10 
20 
30 
40 
50 

- 50 

Displacements 

x (μm) 

Constrained FTTC: Tractions 

O 

x cμm) 

50 

- 技术与方法.

胞脱离基质，并保持培养皿处于原位不动，用显微镜

观察确认， 当细胞确实脱离后再拍摄细胞脱离后的基

质图像， 并使前后两张基质图像能够完全重合， 将 3

张 图片编号后上微机分析 。

1. 3 .5 图像信息的分析处理 在美国匹兹堡大学

生物力学实验室，用 MATALAB7 .0 软件及由该实验

室编制的程序对图片进行比较分析， 测算出各个细胞

的牵引力(图 2 ) 。

1. 3 . 6 α-SMA 的检测 首先取 2 ml (约含 30 万个

细胞)干细胞，用含 1.5% 蛋白酶抑制剂的细胞裂解液

(Sigma-Aldrich 公司)处理细胞， 1 2 000 r/min 离心 10

min，取上清液蛋白用 BCA 试剂盒检测其浓度， 将干

细胞蛋白样本制备好后放入冰箱冷冻保存 。 待剩

余细胞分化后， 在测定牵引力的同时， 按上述方法制

备蛋白质样本。 将细胞分化前后的样本同时进行电

泳测定 。 取含等量蛋白质的样品注入 10% 的聚丙烯

酷肢凝胶，以 90 V 恒定电压电泳， 然后，用 电转膜仪

(Bio -Rad ) GJ, 70 V 电压转膜90min 。 用 5%的奶粉PBS­

Tween20缓冲溶液处理 1 h，进行抗体反应， 用抗人 α­

SMA特异蛋白为一级抗体(购于Sigma-A1drich)，用 以

Displacements 

Constrained FTTC: Tractions 

x (μm) 

Fig.2 The image of displacement and traction force caused by ACL stem cells before and after differentiation 

1: the displacement of microbeads caused by ACL stem cell s before differentiation in the sub strat巳 ; 2: the displacement of microbeads caused 

by ACL stem cells after differentiation in the substrate; 3: the distribution of CTF of ACL stem cell before differentiation in the substrate; 

4 : the di stribution of CTF of ACL stem cell s after different iation in the substrate. 
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F ig.3 T h e comparison of expression of α-s岛1A in ACL stem 

cells b efore a nd a fte r diffe r entia tion 

A: the expression of α-SMA of ACL stem cells before differentiation; 

B: the express ion of α-SMA of ACL stem cells after differentiation. 
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明干细胞在分化过程中牵引力减小可能是一个普遍

现象，其变化机制有待于进一步研究。

2 

3 

4 

5 
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144 · 技术与方法.

Variation in Cell Traction Force of Anterior Cruciate Ligament Stem 

Cells before and after Differentiation 

De-Shun Ma*, Shu-Yun Gao, Chun-Xia Lu, Zheng-Xin Yi 

(School of Biological and Environmental Engineering, Shenyang Uniνersity， Shenyang 110044, China) 

Abstract Cell traction force (CTF) is an important physical parameter, which indicate a growth state of 

cells. In this study , Researcher have measured CTF of anterior cruciate ligament (ACL) stem cells before and after 

differentiation, and than found that CTF of ACL stem cells were decreased obviously after differentiation when these 

cells change significantly in mo叩hology. The average of magnitude of CTF were reduced by 30%. The amount of 

α- smooth muscJe actin (α-SMA) also be reduced correspondingly. This suggest that the structure and component 

of stem cells have changed significantly and to a certain extent the expression of a gene coding α-SMA have been 

inhibited. 

Key words anterior cruciate ligament; stem cells; cell traction force 
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