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毛蕊异黄酮对人诱导多能干细胞内皮分化的影响及机制

崔胜男 1，刘传国 2，杨雯晴 1，2，郑志娟 2，张  丹 2，3

文题释义：

毛蕊异黄酮：在黄芪、当归等植物中可分离得到，为异黄酮类活性化合物，具有抗氧化、促血管新生的生物活性。 
内皮分化：使用生长因子定向诱导人诱导多能干细胞经过中胚层、血管内皮祖细胞的分化过程最终得到成熟内皮细胞。 

摘要

背景：内皮损伤是心血管疾病的诱因之一，人诱导多能干细胞易于获得、分化能力强、排异性较小，其内皮分化细胞可被用作心血管疾病

研究的理想细胞。

目的：探讨毛蕊异黄酮对人诱导多能干细胞定向内皮分化的作用及机制，为微血管再生提供技术支持。

方法：将人诱导多能干细胞分为对照组与毛蕊异黄酮1.25，2.5 μg/mL组，进行内皮定向诱导分化。诱导分化8 d后，采用流式细胞术检测

各组细胞内皮细胞标志物CD144阳性率，免疫荧光技术检测CD144、CD31荧光表达。利用慢病毒RNAi-GFP puromycin沉默人诱导多能干细胞 
Piezo1 mRNA，再进行内皮定向诱导分化，诱导分化8 d后，采用流式细胞术检测分化细胞CD144阳性率，qPCR检测CD144、Piezo1、MEK的
mRNA表达水平。

结果与结论：①与对照组相比，毛蕊异黄酮1.25，2.5 μg/mL组CD144阳性率显著升高(P < 0.05)；毛蕊异黄酮2.5 μg/mL组CD144、Piezo1、
MEK mRNA 表达水平提高(P < 0.05)；毛蕊异黄酮2.5 μg/mL组CD144(P < 0.01)和CD31(P < 0.001)荧光表达显著升高；②与shNT组相比，shNT+
毛蕊异黄酮1.25，2.5 μg/mL组CD144阳性率和CD144、Piezo1、MEK mRNA表达显著升高(P < 0.05)，与shPiezo1组相比，shPiezo1+毛蕊异黄酮

1.25，2.5 μg/mL组CD144阳性率和CD144、Piezo1、MEK mRNA表达无显著变化(P > 0.05)；③实验结果提示2.5 μg/mL毛蕊异黄酮能够促进人

诱导多能干细胞内皮分化，毛蕊异黄酮可以通过靶向调节Piezo1表达水平，促进下游MEK表达，从而促进人诱导多能干细胞内皮分化。
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0   引言   Introduction
血管内皮受损是导致心血管疾病的主要原因之一

[1-2]
。

血管新生是修复内皮损伤治疗心血管疾病的有效途径，人诱

导多能干细胞 (human induced pluripotent stem cells，hiPSCs)

具有强大的自我更新与分化潜力，来源稳定，可通过重编

程定向分化为内皮细胞，被用于心血管疾病的细胞替代治 

疗
[3-7]

。由于常规分化实验具有投入高、效率较低等局限性，

因此在临床应用前需要寻找更有效的分化方法，以保证临床

应用的高效性和安全性。Piezo1 作为机械性离子通道在机体

生长、血管发育及各项生理活动中有重要作用，激活 Piezo1

下游 MEK 可发挥促进 hiPSCs 分化的作用
[8-13]

。

毛蕊异黄酮 (Calycosin，CA) 主要存在于黄芪等药用植

物中，已被证实具有抗氧化、抗炎、促进细胞增殖、促血管

生成等生物学作用，且已有研究发现毛蕊异黄酮具有上调血

管内皮生长因子水平、促进脑微血管内皮细胞血管新生的作 

用
[14-16]

。因此研究毛蕊异黄酮对 hiPSCs 的内皮分化作用，可

以为细胞替代治疗血管疾病提供有效策略。该研究通过体外

细胞培养实验，探讨毛蕊异黄酮对 hiPSCs 增殖和向内皮细胞

分化的作用及机制。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   细胞学体外实验，组间比较采用单因素方差分析。

1.2   时间及地点   实验于 2021 年 5 月至 2023 年 1 月在山东

中医药大学医学科研平台完成。

1.3   材料

1.3.1   细胞   hiPSCs 购买自北京赛贝生物技术有限公司，货号

Lot CA4024106。实验使用的细胞均为复苏的第 5 代或第 6 代

细胞，其生长特性、细胞表型、分化能力均符合人多潜能干

细胞鉴定标准。

1.3.2   实验试剂   毛蕊异黄酮 (CAS 号：20575-57-9，相对分子

质量：284.26，质量分数≥ 98%，Lot B20846)；人多潜能干

细胞培养基 ( 北京赛贝生物技术有限公司，Lot CA1014500)；

人多潜能干细胞铺底液 ( 北京赛贝生物技术有限公司，Lot 

CA3003100)；CCK-8 细胞活力试剂盒 ( 上海碧云天公司，Lot 

C0038)；1640 培养基 ( 索莱宝公司，20220520)；ECM 培养基

(Thermo Fisher Scientific 公司，Lot 36011)；Y27632(STEMCELL 

公司，Lot #00000)；二甲基亚砜 ( 美国 Sigma-Aldrich 公司，

Lot D8418)；B27(Gibco 公 司，Lot 17504-044)；CHIR99021 

(Selleckchem公司，Lot S1263)；血管内皮生长因子 (PEPROTECH

公司，Lot 0214423)；碱性成纤维细胞生长因子 (PEPROTECH， 

Lot 100-18B)；SB431542(Selleckchem 公司 )；Vazyme ScriptTM 

RT reagent 试剂盒 ( 南京诺唯赞生物科技有限公司，Lot 

R233)；ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix( 南京诺唯赞生

物科技有限公司，Lot R711)；封闭用山羊血清 (上海中杉金桥，

Lot ZLI-9056)；CD144抗体 (CST公司，Lot 2500S)；CD31(CST公司，

Lot 3528S)；Alexa Fluor 488(CST 公司，Lot #4412)；Alexa Fluor 

488(Thermo Fisher Scientific 公司，Lot 2284614)。
1.3.3   实验仪器   恒温培养箱 (HealForce 公司，HF90)；倒置

显微镜 ( 日本 Olympus 公司，CK41)；紫外分光光度计 ( 美

国 Thermo Fisher Scientific 公司，Nanodrop One)；高分辨率

实时荧光定量 PCR 仪 ( 美国 Thermo Fisher Scientific 公司， 

QuantStudio5)； 激 光 共 聚 焦 显 微 镜 ( 德 国 Zeiss 公 司，

LSM880)；分析型流式细胞仪 (德国Beckman公司，CytoFLEX S)。
1.4   实验方法   

1.4.1   hiPSCs 预处理   将 6 孔板经铺底工作液孵育后，吸除

铺底液，将细胞按 1×104/ 孔密度接种于 6 孔板，于 37 ℃、

体积分数 5% CO2 培养箱培养，每天换液。当细胞密度达到

50% 时，以 1 ∶ 6 的比例进行传代，参照文献 [17-18] 方法

进行单层内皮细胞诱导分化，分为对照组与毛蕊异黄酮组

(1.25，2.5，5 μg/mL)，分别加入含毛蕊异黄酮终质量浓度为

0，1.25，2.5，5 μg/mL 的诱导分化培养基。hiPSCs 向内皮细

胞分化共需要 8 d，分为中胚层分化和内皮分化 2 个阶段。

Abstract
BACKGROUND: Endothelial injury is one of the causes of cardiovascular diseases. Human induced pluripotent stem cells are easy to obtain, have strong 
differentiation ability, and have less exclusiveness, and their endothelial differentiated cells can be used as ideal cells for cardiovascular disease research.
OBJECTIVE: To investigate the effect and mechanism of calycosin on endothelial differentiation of human induced pluripotent stem cells and to provide 
technical support for microvascular regeneration.
METHODS: Human induced pluripotent stem cells were divided into control group and calycosin group (1.25, 2.5 μg/mL), and growth factors were added to 
induce single-layer endothelial differentiation. After the induction of differentiation for 8 days, the positive rate of endothelial cell marker CD144 was detected 
by flow cytometry. Fluorescent expressions of CD144 and CD31 were detected by the immunofluorescence method. Lentivirus RNAi GFP puromycin was used 
to silence human-induced pluripotent stem cell Piezo1 mRNA followed by endothelial directed differentiation. After 8 days of differentiation, the positive rate 
of CD144 in differentiated cells was detected by flow cytometry. The mRNA expression levels of CD144, Piezo1 and MEK were detected by qPCR. 
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Compared with the control group, the positive rate of CD144 was significantly increased in the 1.25 and 2.5 μg/mL calycosin 
groups (P < 0.05). The expressions of CD144, Piezo1, and MEK mRNA were increased in the 2.5 μg/mL calycosin group (P < 0.05). The fluorescence expressions 
of CD144 (P < 0.01) and CD31 (P < 0.001) were significantly increased in the 2.5 μg/mL calycosin group. (2) Compared with the shNT group, CD144 positive rate 
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在分化的第 1，2 天，属于中胚层分化阶段 1，用含 6 μmol/L  

CHIR99021、1×B27 的 1640 培养基进行培养，显微镜下观

察细胞从颗粒状转变为长梭形；在分化的第 3，4 天，属于

中胚层分化阶段 2，用含有 3 µmol/L CHIR99021、1×B27 的

1640培养基进行培养，显微镜下可观察到细胞形态发生变化，

细胞边缘呈多角状；在分化的第 5-8 天，属于内皮分化阶段，

用含有 50 ng/mL 血管内皮生长因子、10 ng/mL 碱性成纤维

细胞生长因子、10 µmol/L SB431542 的 ECM 培养基进行培养，

显微镜下可观察到细胞呈鹅卵石状。分化第 8 天结束时，用

ECM 完全培养基进行培养。

1.4.2   CCK-8检测 hiPSCs 活力   取对数生长期 hiPSCs，消化后制

备成 1×108 L-1
浓度的细胞悬液，加入 96 孔板，每孔 100 μL， 

置于 37 ℃、体积分数 5% CO2 细胞培养箱中贴壁培养 24 h，

加入终质量浓度分别为 0，1.25，2.5，5 μg/mL 毛蕊异黄酮的

人多潜能干细胞培养基培养 48 h，每个浓度梯度设置 3 个平

行复孔，然后加入 CCK-8 溶液孵育 4 h，用酶标仪检测 450 nm 

波长处吸光度值 (A)。细胞活力 = A 实验组 /A 对照组 ×100%。

1.4.3   流式细胞术检测毛蕊异黄酮对 hiPSCs 内皮分化的作用   

设置空白组 ( 细胞不加抗体 )、对照组、毛蕊异黄酮 1.25，
2.5 µg/mL 组，将 hiPSCs 分化 8 d 的细胞消化制备为单细胞

悬液，以每管 2×105
个细胞加入 1.5 mL EP 管中，100 μL 5%BSA

缓冲液重悬细胞，每管加入 20 μL CD144-PE-A 抗体混匀， 

4 ℃避光孵育 1 h，流式细胞仪检测 CD144 阳性表达率。 

FlowJo_V10 进行数据处理，以空白组为阴性对照组，分出

CD144 阳性细胞群，并计算各组细胞 CD144 阳性率。

1.4.4   qPCR 检测细胞中 Piezo1、CD144 和 MEK mRNA 表达水

平   实验分组同 1.4.3，收集各组 hiPSCs 分化 8 d 后的细胞，使用

Trizol 试剂抽提总 RNA；用 Vazyme ScriptTMRT reagent 试剂盒按

照说明书反转录为 cDNA，用 SYBR Green Premix EX TaqTM
试剂盒

进行实时定量 PCR。2-ΔΔCt
法计算细胞中 Piezo1、CD144 和 MEK

的 mRNA 表达水平，GAPDH 作为内参。基因引物序列见表 1。

清洗 3 次；加入 DAPI，避光染核 5 min，PBS 清洗 3 次，激

光共聚焦显微镜观察，激发光用 405 nm，488 nm 激发，ZEN 

black摄取图像。每组 3个重复样本，每个样本圈取 10个细胞，

ZEN blue 计算平均荧光强度值。

1.4.6   慢病毒感染 hiPSCs 沉默 Piezo1 mRNA 表达   采取慢病毒

RNAi 沉默 hiPSCs 中的 Piezo1。慢病毒来自吉凯基因，序列

hU6-MCS-Ubiquitin-EGFP-IRES-puromycin。 将 1×106
个 hiPSCs 

接种至 6 孔板，设置为 Piezo1 沉默组 (shPiezo1)、阴性对照组

(shNT)、正常组。病毒效价为 1×108 TU/mL，感染复数为 50。

感染 72 h 后，通过绿色荧光细胞表达数判断转染效率，用含

5 μg/mL 嘌呤霉素的培养基筛选感染的 hiPSCs。每 24 h 更换

1 次培养基，直至正常组细胞被嘌呤霉素全部杀死，感染组

荧光效率达到 100%。将嘌呤霉素质量浓度降低至 1 μg/mL， 

继续对感染细胞进行筛选和扩增，同时收集细胞进行毛蕊异

黄酮干预和内皮细胞诱导分化，诱导分化第 8 天采用流式细

胞术检测 CD144 阳性率，具体方法同 1.4.4。
1.4.7   qPCR 检测细胞中 Piezo1、CD144 和 MEK mRNA 表达水

平  实验分组同 1.4.6，收集各组 hiPSCs 分化 8 d 后的细胞，

采用 1.4.4 方法检测 Piezo1、CD144 和 MEK mRNA 表达水平。

1.5   主要观察指标   ① hiPSCs 及其分化的细胞形态变化；

② hiPSCs 分化的内皮细胞相关标志物 CD144、CD31 的荧光

表达；③ hiPSCs 分化的内皮细胞 CD144 阳性表达；④ hiPSCs

分化的内皮细胞相关基因 CD144、Piezo1、MEK mRNA 表达。

1.6   统计学分析   应用 GraphPad Prism software version 8 进行统

计学分析，组间比较采用单因素方差分析 (One-Way ANOVA)， 

P < 0.05 为差异有显著性意义。文章统计学方法已经山东中

医药大学统计学教研室生物统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   毛蕊异黄酮对 hiPSCs 活力的作用   如图 1 所示，与对照

组相比，1.25，2.5 μg/mL 毛蕊异黄酮可以促进 hiPSCs 增殖 

(P < 0.05，P < 0.01)，增殖呈浓度依赖性，具有较明显的效果。

与毛蕊异黄酮 2.5 μg/mL 组相比，毛蕊异黄酮 5 μg/mL 组细

胞增殖受到抑制，活力下降。根据以上结果，可初步使用 1.25，
2.5 μg/mL 毛蕊异黄酮干预 hiPSCs 向内皮细胞诱导分化，根

据诱导分化结果筛选毛蕊异黄酮最佳干预质量浓度。

2.2   毛蕊异黄酮对 hiPSCs 及其分化内皮细胞形态的影响   如

图 2 所示，在分化前 1 d( 即第 0 天 ) 使用倒置显微镜拍摄，

可见细胞克隆边缘光滑，形态均一，排列整齐，细胞呈小颗

粒状分布。使用不同质量浓度毛蕊异黄酮 (1.25，2.5 μg/mL)

持续干预 hiPSCs，分化第 8 天，倒置显微镜下观察到细胞边

缘清晰，呈鹅卵石状，在形态上细胞已具有内皮细胞特征。

2.3   毛蕊异黄酮对 hiPSCs 分化的内皮细胞 CD144 阳性表达

的影响    如图 3 所示，流式细胞术检测结果显示，与对照组

(56.4%) 相比，毛蕊异黄酮 1.25，2.5 μg/mL 组 CD144 阳性率

(61.2%，91.3%) 有明显提高，提示在分化培养基中加入毛蕊

异黄酮可显著提高内皮标志物 CD144 阳性率。  

表 1 ｜ qPCR 引物序列
Table 1 ｜ Primer sequences of qPCR

基因 引物序列

GAPDH F：5’-CAG TCG CGC TTG CAG ATA GTC CT-3’
R：5’-ACG CCT CCA CCA TCG ATA TCC TC-3’

CD144 F：5’-AAA CAC CTC ACT TCC CCA TC-3’
R：5’-ACC TTG CCC ACA TAT TCT CC-3′

Piezo1 F：5’-AGA TCT CGC ACT CCA T-3’
R：5’-CTC CTT CTC ACG AGT CC-3′

MEK F：5’-CTA CAC GCA GTT GCA GTA CAT-3’
R：5’-CAG CAG GAT CTG GAT CTC CC-3′

1.4.5   免疫荧光法检测毛蕊异黄酮对 hiPSCs 内皮分化的作用   

取各组 hiPSCs 分化 8 d 后的细胞，使用 40 g/L 多聚甲醛室温

固定 30 min，PBS 清洗 3 次；使用 1%TritonX-100 室温透膜 1 h，
PBS 清洗 3 次；加入封闭液 (PBS 为母液 + 体积分数 10% 山

羊血清 )37 ℃封闭 1 h；加入封闭液稀释的 CD144、CD31 一

抗 (1 ∶ 300)，4 ℃孵育过夜，PBS 清洗 3 次；加入封闭液稀

释的 Alexa Fluor 488 荧光二抗 (1 ∶ 500)37 ℃孵育 1 h，PBS
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图注：与对照组相比，
aP < 0.05，bP < 0.01，cP < 

0.001
图 1 ｜ CCK-8 检测毛蕊异黄酮干预后人诱导多

能干细胞的增殖情况

Figure 1 ｜ CCK-8 assay for detecting proliferation 
of human induced pluripotent stem cells treated 
with calycosin

图 3 ｜流式细胞术检测各组人诱导多能干细胞内皮分化第 8 天 CD144 的

阳性率

Figure 3 ｜ CD144 positive rate on day 8 of endothelial differentiation 
of human induced pluripotent stem cells in each group detected by flow 
cytometry

图注：分化第 0 天可见 hiPSCs 克隆边缘光滑、形状均一、排列整齐，细

胞呈小颗粒状分布；分化第 8 天 hiPSCs 呈内皮样光滑鹅卵石状形态。

hiPSCs：人诱导多能干细胞

图 2 ｜ hiPSCs 分化前细胞形态 (×20) 与毛蕊异黄酮干预 hiPSCs 分化第 8
天的细胞形态 (×10)
Figure 2 ｜ Morphology of human induced pluripotent stem cells before 
differentiation (×20) and morphology of human induced pluripotent stem 
cells treated with calycosin on day 8 (×10)
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2.4   hiPSCs 内皮分化第 8 天 Piezo1、CD144、MEK  mRNA 表

达水平   如图 4 所示，与对照组相比，毛蕊异黄酮 1.5， 

2.5 μg/mL 组 CD144、Piezo1、MEK mRNA 表达均有所提高，

毛蕊异黄酮 1.25 μg/mL 组差异无显著性意义 (P > 0.05)，毛蕊

异黄酮 2.5 μg/mL 组差异有显著性意义 (P < 0.05)。
2.5   毛蕊异黄酮对 hiPSCs 分化的内皮细胞 CD144、CD31 荧

光强度表达的影响   如图 5 所示，与对照组相比，毛蕊异

黄酮 1.25 μg/mL 组 CD144 荧光强度无明显提高 (P > 0.05)，
CD31 荧光强度明显提高 (P < 0.001)；毛蕊异黄酮 2.5 μg/mL

组 CD144 和 CD31 荧光强度均明显提高，差异有显著性意义 

(P < 0.001)。
2.6   沉默 Piezo1 mRNA 后 hiPSCs 中 Piezo1 mRNA 的表达   如

图 6 所示，与 shNT 组相比，shPiezo1 组 Piezo1 mRNA 表达显

著下降，差异有显著性意义 (P < 0.05)。
2.7   沉默 Piezo1 mRNA 后 hiPSCs 内皮分化第 8 天 CD144 阳

性率   如图 7 所示，流式细胞术检测分化第 8 天细胞，结果

显示与 shNT 组 (56.8%) 相比，shNT+ 毛蕊异黄酮 1.25 μg/mL

组与 shNT+ 毛蕊异黄酮 2.5 μg/mL 组 CD144 阳性率 (61.4%，

69.9%) 有明显提高，与 shPiezo1 组 (8.78%) 相比，shPiezo1+

图注：
aP < 0.01，bP < 0.001。CA：毛蕊异黄酮

图 5 ｜免疫荧光检测各组人诱导多能干细胞内皮分化第 8 天 CD144 与

CD31 的表达

Figure 5 ｜ CD144 and CD31 expression on day 8 of endothelial 
differentiation of human induced pluripotent stem cells in each group 
detected by immunofluorescence method
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aP < 0.05

图 6 ｜沉默 Piezo1 mRNA 后人诱导多能干细胞

中 Piezo1 mRNA 的表达

Figure 6 ｜ Piezo1 mRNA expression level of 
human induced pluripotent stem cells after Piezo1 
mRNA silencing 
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图注：
aP < 0.05。CA：毛蕊异黄酮

图 4 ｜人诱导多能干细胞内皮分化第 8 天 CD144、Piezo1、MEK 的
mRNA 表达

Figure 4 ｜ Expression of CD144, Piezo1, and MEK mRNA on day 8 of 
endothelial differentiation of human induced pluripotent stem cells  
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毛蕊异黄酮 1.25 μg/mL 组与 shPiezo1+ 毛蕊异黄酮 2.5 μg/mL

组 CD144 阳性率 (9.55%，7.82%) 无明显提高。

2.8   沉默 Piezo1 mRNA 后 hiPSCs 内皮分化第 8 天 CD144、
Piezo1、MEK 的表达   如图 8 所示，与 shNT 组相比，shNT+

毛蕊异黄酮 1.25 μg/mL 组与 shNT+ 毛蕊异黄酮 2.5 μg/mL 

组 CD144、Piezo1、MEK mRNA 表达有明显提高 (P < 0.05)，

与 shPiezo1 组相比，shPiezo1+ 毛蕊异黄酮 1.25 μg/mL 组

与 shPiezo1+ 毛蕊异黄酮 2.5 μg/mL 组 CD144、Piezo1、MEK 

mRNA 水平无明显提高 (P > 0.05)。
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3   讨论   Discussion
hiPSCs 是一类具有高度增殖、自我更新、多向分化潜

能的细胞，在特定的诱导条件下可向内皮细胞分化，代替修

复损伤的血管内皮，在再生医学中有重要的价值
[19-24]

。激活

机械性离子通道 Piezo1 对血管发育和干细胞分化有重要作

用，机械力及化学激活 Piezo1 促发的钙离子内流，可以引发

一系列细胞内信号活化，其中 MAPK 信号通路蛋白磷酸化能

够促进细胞分化、增殖
[18]
。MEK 是 MAPK 家族核心成员之

一，激活 MEK 信号可活化 MAPK 信号并进入细胞核产生转

录因子 ( 如 ETS2、JUN) 促进下一步分化、增殖与迁移
[25-27]

。 

Piezo1 参与钙离子内流，进而激活 MEK 信号，最终引起胞

内变化，产生分化活动。CD144(VE-Cadherin) 与血管内皮生

长因子可作为检测分化成功与否的标志。CD144 广泛存在于

成熟内皮细胞中，其表达与血管生成相关，血管内皮生长因

子是血管内皮细胞的高度特异性有丝分裂原，在促进干细胞

由中胚层细胞向内皮细胞诱导分化中发挥着关键的作用，是

血管生成初期重要的细胞因子
[28-33]

。CD144 与 CD31 是内皮

细胞标志物或表面抗原，可反映内皮细胞亚群水平，在内

皮细胞特异性表型转化中可作为检验转化成功与否的重要指 

标
[31，34]

。有研究发现，毛蕊异黄酮可参与活化 MEK/ERK 信号

通路
[16，35-36]

。 

该研究探讨了毛蕊异黄酮对 hiPSCs 向内皮细胞定向分化

的促进作用，采用 8  d 单层细胞诱导分化方案，诱导成的细

胞呈椭圆状，可连续传代。流式细胞术检测阴性对照组 CD144

阳性率为 56.4%，毛蕊异黄酮 1.25，2.5 μg/mL 组 CD144 阳性

率分别为 61.2%，91.3%。qPCR 检测毛蕊异黄酮 2.5 μg/mL 组
Piezo1、CD144 和 MEK mRNA 表达水平提高 (P < 0.05)。免疫

荧光法检测发现，与对照组相比，毛蕊异黄酮 1.25 μg/mL 

组 CD144 平均荧光强度无显著差异 (P > 0.05)，CD31 有明显差

异 (P < 0.001)；毛蕊异黄酮 2.5 μg/mL 组细胞 CD144 与 CD31

荧光表达均有提高 (P < 0.01，P < 0.001)。

研究发现，机械力及化学刺激 Piezo1 引起的钙离子内流

可激活 MEK 信号，引发胞内 MAPK 信号蛋白磷酸化
[18，25-26]

。 

将 Piezo1 基因沉默后，shPiezo1 组 hiPSCs 虽然经过 8 d 的

内皮分化孵育，但 Piezo1、CD144 和 MEK mRNA 表达及流

式 CD144 阳性率与未分化时相比没有出现显著差异。尽管

shPiezo1 组 hiPSCs 分别加入了毛蕊异黄酮参与了内皮分化，

但都没有出现 Piezo1、CD144 和 MEK mRNA 水平及 CD144 阳

性率的显著提高，这说明了毛蕊异黄酮在失去了 Piezo1 这个

作用靶点后，没有显著激活 Piezo1 通路，也没有显著激活下

游 MEK 信号通路，与以往研究中 Piezo1 促进下游 MEK/ERK

通路的结果一致
[37]
。

结论：毛蕊异黄酮可以通过靶向调节 Piezo1 表达水平，

促进下游 MEK 表达，从而促进 hiPSCs 内皮分化。研究毛蕊

异黄酮参与 hiPSCs 的内皮分化机制，为血管再生疾病的细胞

治疗和血管类器官研究提供了新的策略。
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图 8 ｜沉默 Piezo1 mRNA 后人诱导多能干细胞内皮分化第 8 天 CD144、
Piezo1、MEK 的 mRNA 表达

Figure 8 ｜ Expression of CD144, Piezo1, and MEK mRNA on day 8 of 
endothelial differentiation of human induced pluripotent stem cells after 
Piezo1 mRNA silencing
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图注：CA 为毛蕊异黄酮

图 7 ｜沉默 Piezo1 mRNA 后人诱导多能干细胞内皮分化第 8 天 CD144 阳

性率 
Figure 7 ｜ CD144 positive rate on day 8 of endothelial differentiation of 
human induced pluripotent stem cells after Piezo1 mRNA silencing
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