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，
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目的 以血管稳态及重建为切人点 ，
研究 Ｅ

－选择素 （ Ｅ
－

ｓｅ
ｌ

ｅｃｔ
ｉ

ｎ ） 通过调节微丝骨架网络的动态重组来调控 内 皮

细胞低阻抗区的形成 ，
揭示导致白 细胞形成更快 、更多 、行程更短的跨膜迁移的信号调控网络和关键分子 。 方法 采

用 Ｌ ｉｆｅａｃｔ
＿

ＧＦ Ｐ转染人脐静脉 内皮细胞 （ Ｈ ｕｍａ ｎＵｍｂ ｉ ｌ ｉｃａ ｌＶｅ ｉｎ Ｅｎ ｄｏ ｔｈｅ ｌ ｉａ ｌ Ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ
，
ＨＵＶＥＣ ） 使得内皮细胞纤维状

微丝蛋 白 （ Ｆ
－ａｃ ｔ ｉ ｎ ）可视化

，
实时动态观察白细胞跨内皮迁移过程 内皮细胞骨架重组情况 。 采用荧光漂 白后恢复技

术 （ Ｆ ｌ

ｕｏｒｅ ｓｃｅｎ ｃｅＲｅｃｏｖｅ ｒｙＡｆ ｔｅ ｒＰ ｈｏｔｏｂ ｌ

ｅａｃｈ ｉ

ｎ
ｇ ，Ｆ ＲＡＰ ） 量化 Ｅ

－选择素及其配体交联下 ，
内皮细胞不同区域的细

胞骨架重组能力 。 采用 ＲＮＡ 干扰技术降低 ＨＵＶＥＣ 上 Ｅ
－

ｓｅ
ｌ

ｅｃｔ
ｉ

ｎ 表达
，
并结合小分子抑制剂考察 Ｅ

－选择素调控细

胞骨架重组从而介导 白细胞跨 内皮迁移的分子机制 。 结果 白细胞跨 内皮迁移过程 中 ，
内皮细胞上形成孔洞 ，

且 白

细胞倾向于旁细胞迁移 。 ＦＲＡ Ｐ结果表明 内皮细胞胞体上微丝蛋白恢复速度更快 ，

Ｅ －

ｓｅ ｌ ｅｃｔ ｉ ｎ 与其配体交联会改

变微丝蛋白 骨架重组能力 。 干扰 ＨＵＶ ＥＣ 内 Ｅ －

ｓｅ ｌ ｅｃ ｔ ｉ ｎ 表达能促进 白细胞迁移
，
此种情况下

，
采用细胞松弛素 Ｄ 破

坏微丝骨架 、
Ｃ Ｋ６６６ 抑制微丝结合蛋白 Ａｒ

ｐ２／３ 活性 、或 ＰＰ １ 抑制 Ｓ ｒｃ 活性均不改变 白细胞跨膜迁移比例 。 结论

Ｅ
－

选择素通过 Ａｒ
ｐ２／３ 调节 内皮细胞骨架重组、进而促进 白 细胞跨膜迁移 。 （ 囯家 自然科学基金资助项 目 ，
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目的 考察硅酸钙 （ 〇８ 丨 （：丨 １１ （ １１
－

５ 丨 丨故 丨６
，

〇３ ） 浸 出 液是否有利于人胚胎干细胞 （ １ １ １ １ （１＾（ １ ６ （ １１ ｜３ １７〇恤 ５丨６ （１１ ０６ 丨 丨

，

ｈＥＳＣｓ ） 的肝向分化 、从而提高肝样细胞 （ ｔｅｐ
ａｔｏｃｙ ｔｅ －

ｌ ｉ ｋｅｃｅ ｌ ｌ ｓ
，

ＨＬＣｓ ） 的成熟度和分化效率 。 方法 将人胚胎干细

胞 Ｈ９ 细胞系接种于包被有 Ｍａｔ ｒｉ

ｇ
ｅ ｌＴＭ 的玻片上

，
培养 １ｄ 后

，
经干性维持 （ ＳＴＥＭ ） 、确定 内胚层分化 （ ＤＥ ） 、肝前

体细胞 （ Ｐ ｒｅ －

Ｈ ） 、成熟肝样细胞 （ Ｍ
－

Ｈ ） ４ 个阶段的分化顺序分阶段和浓度加人 ＣＳ 浸出 液 。
Ｃ Ｓ 浸 出液按照 ＳＴＥＭ

阶段与 ＤＥ 阶段 、添加或不添加 Ｃ Ｓ 浸出 液、添加浓度 １ ／６４ 或 １ ／２５６
，
共分为 ６ 种添加方式 。 选择其中 ＤＥ 细胞分

化状态最好的一组 （ ＳＴＥＭ ＋
，
ＤＥ

－

，
浓度 １ ／２５６

， 记为 ＳＴＥＭ＋） ， 继续诱导分化到成熟类肝细胞阶段 ，
并按照不同

浓度添加 ＣＳ 浸 出液 （ ＳＴＥＭ ＋Ｃ Ｓ １ ／６４
，

ＳＴＥＭ ＋ＣＳ １ ／２５６
，

ＳＴＥＭ ＋Ｃ Ｓ０ ） 。 检测手段 ： 通过免疫荧光 、实时定

量 ＰＣＲ 、肝细胞功能检测 （包括糖原染色 ，

ＩＣＧ 吞噬
，
白蛋白分泌等 ） 及药物代谢研究 Ｃ Ｓ 浸 出液对 ｈＥＳＣｓ 肝向分

化的影响 。 结果 （ １ ） ｈＥＳＣｓＨ９ 细胞系对高浓度 ＣＳ 浸 出液反应更快
，但低浓度 ＣＳ 浸 出液能更持久地利于 ＤＥ方

向 的分化 。 （ ２ ） 在前两个分化阶段 ， 只在其中一个阶段添加 Ｃ Ｓ 浸出 液更利于 Ｄ Ｅ 向分化 。 （ ３ ） 选取最佳添加方式

ＳＴＥＭ＋ 分化到 ＤＥ后继续诱导 ，
则无论在肝前体细胞和成熟类肝细胞阶段是否添加 Ｃ Ｓ 浸 出 液

，
均能得到更成熟

的肝样细胞 。 （ ４ ） Ｐ ｒｅ
－

Ｈ 和 Ｍ
－

Ｈ 添加高浓度 ＣＳ 浸出 液
，
比低浓度时更利于肝向分化 。 结论 低浓度硅酸钙 （ ｃａ ｌ ｃ ｉ

？

ｕｍ －

ｓ ｉ ｌ ｉ ｃａｔｅＣＳ ）

浸 出液可促进ｈ ＥＳＣｓＨ９细胞系向确定内 胚层分化

，
并进

一

步利于肝 向分化
，
得到更高成熟度的

肝样细胞 。 （ 囯家 自然科学基金资助项 目
，
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