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[摘　 要] 　 目的　 探讨提高骨髓间充质干细胞(ＢＭＭＳＣ)向心肌样细胞分化的方法ꎬ观察整合素连接激酶( ＩＬＫ)
过表达促进 ＢＭＭＳＣ 向心肌样细胞分化的效果ꎮ 方法　 用包含人野生型 ＩＬＫ ｃＤＮＡ 和绿色荧光蛋白(ＧＦＰ)的重组

腺病毒载体(Ａｄ￣ＧＦＰ￣ＩＬＫ)转染体外培养的猪 ＢＭＭＳＣꎬ诱导其在 ＢＭＭＳＣ 中高表达ꎬ并用高浓度(５０ μｍｏｌ / Ｌ)的 ５￣
氮杂胞苷(５￣ＡＺＡ)刺激诱导 ＢＭＭＳＣ 向心肌样细胞分化ꎮ 实验分为空白对照组(Ｎ 组)、Ａｄ￣ＧＦＰ 转染组(Ａｄ 组)、５￣
ＡＺＡ 诱导组(５￣ＡＺＡ 组)、Ａｄ￣ＧＦＰ￣ＩＬＫ 转染组( ＩＬＫ 组)ꎮ 用噻唑蓝(ＭＴＴ)法检测各组细胞活力ꎻ培养至 ２ 周、４ 周时

采用免疫细胞化学染色检测心肌肌钙蛋白 Ｉ(ｃＴｎＩ)和 α 辅肌动蛋白(α￣ａｃｔｉｎｉｎ)表达ꎻ４ 周时提取蛋白ꎬＷｅｒｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测 ｃＴｎＩ、缝隙连接蛋白 ４３(ＣＸ￣４３)、Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 ＩＬＫ 的表达ꎮ 结果　 ＭＴＴ 检测结果显示 Ａｄ 组、５￣ＡＺＡ 组比 Ｎ 组、
ＩＬＫ 组细胞活力明显减弱(Ｐ<０.０５)ꎻ但 Ａｄ 组、５￣ＡＺＡ 组之间ꎬＮ 组、ＩＬＫ 组之间比较均无统计学差异(Ｐ>０.０５)ꎮ 细

胞培养至 ２ 周时ꎬ免疫细胞化学染色显示ꎬ５￣ＡＺＡ 组、ＩＬＫ 组开始表达心肌特异性标记物 ｃＴｎＩ 和 α￣ａｃｔｉｎｉｎꎬ而 Ｎ 组、
Ａｄ 组均没有明显阳性表达ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示 ＩＬＫ 蛋白在 ＩＬＫ 组表达较其他组明显升高(Ｐ<０.０５)ꎮ 与 Ｎ 组、
Ａｄ 组比较ꎬ５￣ＡＺＡ 组、ＩＬＫ 组 ｃＴｎＩ 表达明显升高(Ｐ<０.０５)ꎻ而 ５￣ＡＺＡ 组、ＩＬＫ 组之间ꎬＮ 组、Ａｄ 组之间则没有差异

(Ｐ>０.０５)ꎮ ＣＸ￣４３ 在 ４ 组间的表达趋势与 ｃＴｎＩ 相同ꎮ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达在 Ａｄ 组、５￣ＡＺＡ 组较其他组明显升高(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 ＩＬＫ 过表达能促进 ＢＭＭＳＣ 向心肌样细胞分化ꎬ其分化效率和较高浓度的 ５￣ＡＺＡ 体外刺激无差异ꎮ
ＩＬＫ 过表达对细胞增殖活力无影响ꎬ且有一定的抗凋亡作用ꎮ
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ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｈａｓ ａ ｃｅｒｔａｉｎ ａｎｔｉ￣ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ.

　 　 急性心肌梗死后缺血心肌发生不可逆的细胞

损伤ꎮ 干细胞因为有极强的增殖和分化能力受到

广泛关注和研究ꎻ骨髓间充质干细胞(ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ￣
ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌꎬＢＭＭＳＣ)因其容易分

离、培养ꎬ有较强的增殖和分化能力以及较低的免

疫原 性ꎬ 成 为 研 究 的 重 点[１]ꎮ 已 有 研 究 表 明

ＢＭＭＳＣ 移植治疗心肌梗死能在一定程度上改善心

功能ꎬ但其分化效率较低ꎬ不足以长期维持心功能ꎮ
因此需要探索体外诱导 ＢＭＭＳＣ 向心肌细胞分化的

方法ꎮ 诱导剂体外诱导 ＢＭＭＳＣ 后移植到体内能明

显提高其分化效率ꎻ５￣氮杂胞苷 (５￣ａｚａｃｙｔｉｄｉｎｅꎬ５￣
ＡＺＡ)是一种经典的体外诱导因子ꎮ 但 ５￣ＡＺＡ 有一

定的细胞毒性ꎬ因此体外诱导细胞时多采用 １０
μｍｏｌ / Ｌ 的低浓度ꎬ诱导分化效率受到限制ꎮ 整合素

连接激酶( ｉｎｔｅｒｇｒｉｎ￣ｌｉｎｋｅｄ ｋｉｎａｓｅꎬＩＬＫ)是一种高度

保守的丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶ꎬ调节多种细胞生

物行为ꎮ 目前有证据表明胎儿心脏细胞 ＩＬＫ 基因过

表达能够促进中胚层细胞向心肌样细胞分化[２]ꎮ
本实验通过对比应用基因工程使 ＩＬＫ 基因过表达及

５￣ＡＺＡ 体外诱导对 ＢＭＭＳＣ 向心肌样细胞分化效

果ꎬ探索 ＩＬＫ 过表达能否更好地促进 ＢＭＭＳＣ 向心

肌细胞分化ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 实验动物

　 　 中国小型猪ꎬ雌雄不限ꎬ平均体重 ２０±２ ｋｇꎬ由
江苏省农业科学院六合动物科学基地提供ꎬ在鼓楼

医院动物实验中心饲养ꎮ

１.２　 材料

胎牛血清、低糖 ＤＭＥＭ￣ＬＧ 培养基、０.２５％胰蛋

白酶(Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻ人淋巴细胞分离液(天津灏洋公

司)ꎻ５％盐酸氯胺酮注射液(江苏恒瑞公司)ꎻ０.５％
地西泮注射液(天津金耀公司)ꎻ０.５％氟哌利多(上
海恒远公司)ꎻ肝素钠 (常州凯普公司)ꎻ小鼠抗

ＣＤ３４、ＣＤ９０、ＣＤ４４、ＣＤ２９、ＣＤ４５ 单抗体(ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
公司)ꎻ藻红蛋白(ＰＥ)标记羊抗小鼠二抗 ＩｇＧ、多甲

藻叶绿素蛋白(ＰｅｒＣＰ)标记羊抗兔二抗 ＩｇＧ(Ｍｕｌｔｉ￣
ｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司)ꎻ小鼠抗 ＧＡＰＤＨ 抗体(Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚｅ 公

司)ꎻ兔抗 ＩＬＫ 单抗体(ＬｉｆｅＳｐａｎ ＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅｓ 公司)ꎻ
兔抗缝隙连接蛋白 ４３( ｃｏｎｎｅｘｉｎ￣４３ꎬＣＸ￣４３)单抗体

(Ｂｉｏｗｏｒｄ 公司)ꎻ兔抗 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 单抗体(ＢＤ 公司)ꎻ
兔抗心肌肌钙蛋白 Ｉ(ｃａｒｄｉａｃ ｔｒｏｐｏｎｉｎ ＩꎬｃＴｎＩ)单抗

体(Ａｂｃａｍ 公司)ꎻ羊抗兔 ＩｇＧ[Ｈ＋Ｌ] ￣ＦＩＴＣ(ＢＤ 公

司)ꎻ兔抗 α 辅肌动蛋白(α￣ａｃｔｉｎｉｎ)单抗体(Ａｂｃａｍ
公司)ꎻＨＲＰ 标记羊抗小鼠 ＩｇＧ(Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司)ꎻ
ＨＲＰ 标记羊抗兔 ＩｇＧ(Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司)ꎻ４’ꎬ６￣二脒

基￣２￣苯基吲哚(ＢＤ 公司)ꎻ５￣ＡＺＡ(Ｓｉｇｍａ 公司)ꎻ噻
唑蓝 ( ｍｅｔｈｙｌ ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍꎬ ＭＴＴ ) 试 剂 盒

(Ｓｉｇｍａ 公司)ꎮ
１.３　 猪骨髓间充质干细胞分离和培养

体重约为 ２０±２ ｋｇ 的小型猪ꎬ麻醉后ꎬ无菌条件

下ꎬ穿刺猪股骨上端ꎬ抽取骨髓 ６０ ~ ８０ ｍＬꎮ 利用密

度梯度离心选取单个核细胞层ꎬ用含 １０％胎牛血清

的 ＤＭＥＭ￣ＬＧ 完全培养基重悬置底细胞ꎬ４８ ｈ 换液ꎬ
１０~１４ 天后ꎬ待细胞融合度达到 ９０％以上ꎬ进行第 １
次传代ꎮ ＢＭＭＳＣ 的分离培养详见本课题组前期实

验方法[３￣４]ꎮ

６７８ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ９ꎬ２０１６



１.４　 猪骨髓间充质干细胞鉴定

选取生长状态良好的第 ３ ~ ６ 代细胞ꎬ用 ０.２５％
胰蛋白酶￣ＥＤＴＡ 消化ꎬ磷酸盐缓冲液 ( ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬＰＢＳ)洗涤 ２ 次ꎬ离心(１５００ ｒ / ｍｉｎ、５
ｍｉｎ、室温)ꎻ用 ６００ μＬ ＰＢＳ 重悬细胞ꎬ分为 ７ 个试

管ꎬ每管 １００ μＬꎬ保证每管细胞数为(５ ~ １０) ×１０５

个ꎻ其中 ２ 管设为同型对照ꎬ分别加入 ＰｅｒＣＰ 标记二

抗和 ＰＥ 标记二抗孵育ꎬ其余 ５ 管分别标记为

ＣＤ３４、ＣＤ９０、ＣＤ４４、ＣＤ２９、ＣＤ４５ꎻ分别加入对应一抗

１ μＬꎬ充分混匀ꎬ室温下避光 ２０ ｍｉｎꎬ离心(１５００ ｒ /
ｍｉｎ、５ ｍｉｎ)ꎬ弃去上清ꎬ加入 ５００ μＬ ＰＢＳ 重悬ꎻ避光

情况下加入相应二抗各 １ μＬꎬ室温下再避光 ２０
ｍｉｎꎬ离心弃上清ꎬ加入 ５００ μＬ ＰＢＳ 重悬ꎻ避光上流

式细胞仪检测ꎮ
１.５　 ＩＬＫ 重组腺病毒转染猪 ＢＭＭＳＣ 及 ＩＬＫ 表达

鉴定

包含人野生型 ＩＬＫ ｃＤＮＡ 和绿色荧光蛋白

(ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＧＦＰ)的重组腺病毒载体

(Ａｄ￣ＧＦＰ￣ＩＬＫ) 及携带 ＧＦＰ 的腺病毒载体 ( Ａｄ￣
ＧＦＰ)由南京基因公司构建ꎮ 取生长状态良好的第

３ 代细胞ꎬ按本课题组前期实验方法[３￣４]进行基因转

染ꎬ３~４ 天后ꎬ当细胞融合度达到>９０％ꎬ消化离心ꎬ
将一部分细胞悬液转入含盖玻片的 ６ 孔板内ꎬ细胞

融合度达到 ９０％ ~ ９５％ꎬ吸去旧培养基ꎬＰＢＳ 洗涤 ３
次ꎬ４％多聚甲醛固定 ２０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎮ 滴少

许封片剂于载玻片上ꎬ荧光显微镜下观察 ＢＭＭＳＣ
的 ＧＦＰ 表达情况ꎮ 另外一部分细胞离心后弃去上

清ꎬ０.５ ｍＬ ＰＢＳ 重悬ꎮ 选取一瓶未经转染的第 ３ 代

ＢＭＭＳＣ 作为阴性对照组ꎮ 流式细胞仪检测 ＧＦＰ 表

达情况ꎬ确定转染效率ꎮ
１.６　 ＭＴＴ 细胞活力检测

胰蛋白酶消化对数生长期细胞ꎬ离心ꎬ制成细

胞悬液ꎬ细胞计数ꎬ调整浓度至(５ ~ １０) ×１０７ / Ｌꎮ 轻

轻混匀ꎬ９６ 孔板每孔加入 １００ μＬꎬ使待测细胞的密

度为 ５０００ ~ １００００ 个 / 孔 (边缘孔用无菌 ＰＢＳ 填

充)ꎮ 细胞贴壁后分成 ４ 组:空白对照组(Ｎ 组)、
Ａｄ￣ＧＦＰ 转染组 ( Ａｄ 组)、 ５￣ＡＺＡ 诱导组 ( ５￣ＡＺＡ
组)、Ａｄ￣ＧＦＰ￣ＩＬＫ 转染组( ＩＬＫ 组)ꎮ Ａｄ 组、 ＩＬＫ 组

均按照感染复数(ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬＭＯＩ)５ ∶ １
的比例加入病毒颗粒刺激 １２ ｈ(无血清培养基)ꎬ随
后换成完全培养基后培养 ２４ ｈꎬ待测ꎮ ５￣ＡＺＡ 组加

入 ５０ μｍｏｌ / Ｌ ５￣ＡＺＡ 刺激 ２４ ｈ 后更换新鲜的完全

培养基待测ꎮ 从培养箱中取出 ９６ 孔板ꎬ配置 １ ×
ＭＴＴ 溶液ꎬ每孔加入 ５０ μＬ １×ＭＴＴꎬ３７℃孵育 ４ ｈꎮ
小心吸出上清ꎬ每孔加入 １５０ μＬ 二甲基亚砜ꎬ置摇

床上低速振荡 １０ ｍｉｎꎬ使结晶物充分溶解ꎮ 在酶联

免疫检测仪 ４９０ ｎｍ 波长处测量各孔的吸光度(ａｂ￣
ｓｏｒｂａｎｃｅꎬＡ)值ꎮ
１.７　 ＩＬＫ 过表达促进 ５￣ＡＺＡ 诱导的 ＢＭＭＳＣ 向心肌

细胞分化

使用 ２５ ｃｍ２ 的培养瓶ꎬ取第 ３ 代的 ＢＭＭＳＣꎬ分
成 ４ 组ꎬ正常传代培养(如 １.６ 所述)ꎮ 在 ２ 周和 ４
周时分别将细胞转入 ２４ 孔板制作细胞爬片ꎬ行免疫

细胞化学染色ꎮ ４ 周后收集细胞提取蛋白质ꎮ
１.８　 免疫细胞化学染色

以上 ４ 组细胞分别培养至 ２ 周和 ４ 周时将其转

入 ２４ 孔板中制作爬片ꎬ待细胞贴壁后从细胞培养箱

中取出ꎬ弃去培养基ꎬ用 ＰＢＳ 洗涤 ３~４ 遍ꎬ１ ｍＬ ４％
多聚甲醛室温固定 ３０ ｍｉｎꎬ０.１％ Ｔｒｉｔｏｎ￣Ｘ １００ 破膜 ５
~１０ ｍｉｎꎮ ＰＢＳ 洗涤 ３~ ４ 遍ꎬ每孔加入 １ ∶ １００ ｃＴｎＩ
或 １ ∶ ２００ α￣ａｃｔｉｎｉｎ 各 １００ μＬꎬ４℃冰箱避光过夜ꎮ
第 ２ 天取出 ２４ 孔板ꎬ回收抗体ꎬ每孔加入 ＰＢＳ 反复

洗涤 ３~４ 遍ꎮ 室温略干燥 ５ ｍｉｎꎬ用免疫组织化学

笔在爬片中央标记区域ꎮ 小心取出爬片置于载玻

片上ꎬ平放于湿盒中ꎬ吸取少量 １ ∶ ２００ 的 ＦＩＴＣ 抗兔

ＩｇＧ 置于爬片上ꎬ完全覆盖爬片上的细胞ꎮ 然后将

玻片置于 ３７℃烘箱中避光反应 ３０ ｍｉｎꎮ 从烘箱中

取出玻片ꎬ室温复温 ３０ ｍｉｎꎮ 回收二抗ꎬＰＢＳ 洗涤 ３
~４ 遍ꎬＤＡＰＩ 染核 １０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 遍ꎬ封片剂封

片后用荧光显微镜观察并获取图像ꎮ
１.９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测相关蛋白表达

上述 ４ 组细胞培养 ４ 周后用 ０.２５％胰蛋白酶￣
ＥＤＴＡ 消化ꎬ离心ꎬＰＢＳ 洗涤 ２ 次ꎬ加入 １ ｍＬ ＰＢＳ 重

悬后转移至 １.５ ｍＬ 的 ＥＰ 管中ꎬ４℃ １２０００ ｒ / ｍｉｎ 离

心 ５ ｍｉｎꎬ使细胞沉淀于 ＥＰ 管底部ꎬ弃上清ꎬ加入细

胞裂解液各 １００ μＬꎬ冰上裂解 ３０ ｍｉｎꎮ ４℃ １２０００ ｒ /
ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ 后提取上清ꎬ用 ＢＣＡ 法测定蛋白浓

度ꎮ 每个 ＥＰ 管加入 １００ μＬ ５×上样缓冲液ꎬ沸水浴

３０ ｍｉｎ 使蛋白变性ꎮ 每个蛋白样品上样量 ３０ μｇꎬ
１０％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳 ２ ｈꎬ转移

至二氟化树脂膜上ꎬ加入含 ５％牛奶、０.１％Ｔｕｗｅｎ 的

ＴＢＳ 溶液ꎬ室温下封闭 １ ｈꎮ 二氟化树脂膜使用一抗

孵育ꎬ包括抗 ＩＬＫ 抗体(１ ∶ １０００)、抗 ＣＸ￣４３ 抗体、
抗 ｃＴｎＩ 抗体、抗 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 抗体及内参抗 ＧＡＰＤＨ 抗

体ꎮ 用 ＴＢＳＴ 洗膜 ４ 次后加入连接有辣根过氧化物

酶的二抗ꎬ然后重复洗膜ꎬ加入 ＥＣＬ 发光剂显色ꎮ
使用凝胶或者胶片瞬变显示系统对胶片进行扫描ꎬ
用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析软件对目标条带的 Ａ 值进行分

析ꎬ将待测蛋白条带和同一泳道的 ＧＡＰＤＨ 蛋白条

带的 Ａ 值比值作为实验结果ꎮ
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１.１０　 统计学处理

应用 ＳＰＳＳ １９.０ 统计软件包进行统计分析ꎮ 各

计量资料主要统计学指标均进行正态性、方差齐性

检验ꎬ正态分布的各统计指标以ｘ±ｓ 表示ꎮ 两组间

独立定量资料比较采用 ｔ 检验ꎮ Ｐ<０.０５ 为有统计

学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 骨髓间充质干细胞形态及鉴定

　 　 原代细胞培养 ４８ ｈ 后开始出现散在贴壁细胞ꎬ
逐渐形成集落ꎬ培养到第 ３ 代时细胞呈长梭形ꎬ排列

混乱ꎬ两极朝向不规律ꎬ细胞间形成突起相连接ꎬ成

纤维细胞样ꎮ 经过多次传代ꎬ细胞形态仍和原代细

胞保持相似(图 １)ꎬ并且生长加速ꎮ 流式细胞仪检

测结果显示ꎬ培养的 Ｐ３~Ｐ６ 代细胞表现出高度的均

一性ꎬ 大多数细胞高表达细胞表面抗原 ＣＤ２９
(９０􀆰 ５％)、ＣＤ９０ (７９％)、ＣＤ４４ (１００％)ꎬ但低表达

ＣＤ３４(３.９％)、ＣＤ４５(０.５％)ꎬ提示 ＢＭＭＳＣ 纯度较高

(图 ２)ꎮ
２.２　 ＩＬＫ 转染效率检测

荧光显微镜观察ꎬ转染 ４８ ｈ 后可见 ＧＦＰ 表达较

强(图 ３)ꎬ经过细胞传代ꎬ荧光可以持续ꎮ 流式细胞

仪检测显示转染后 ＧＦＰ 表达阳性细胞数达到

９０􀆰 ３％ꎬ而未转染的空白对照组的 ＧＦＰ 阳性细胞数

仅为 １.６％(图 ４)ꎮ

图 １. 猪 ＢＭＭＳＣ 的形态(１００×)　 　 Ｐ０ 为原代细胞ꎬＰ３ 为第 ３ 代细胞ꎬＰ７ 为第 ７ 代细胞ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｓｗｉｎｅ ＢＭＭＳＣ (１００×)

图 ２. 猪 ＢＭＭＳＣ 流式细胞仪鉴定

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｗｉｎｅ ＢＭＭＳＣ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

图 ３. 猪 ＢＭＭＳＣ 的 ＧＦＰ 表达(１００×)　 　 Ａ 为普通光通道下观察到的细胞形态ꎻＢ 为同一视野下在绿色荧光通道观察到的绿色荧光ꎻＣ
为普通光和绿色荧光的融合图ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. ＧＦＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｗｉｎｅ ＢＭＭＳＣ (１００×)
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２.３　 细胞活力检测

ＭＴＴ 实验结果提示 Ａｄ 组和 ５￣ＡＺＡ 组比 Ｎ 组、
ＩＬＫ 组细胞活力明显减弱(Ｐ<０.０５)ꎻ但 Ａｄ 组和 ５￣

ＡＺＡ 组间、Ｎ 组和 ＩＬＫ 组间比较均无统计学差异(Ｐ
>０.０５ꎻ图 ５)ꎮ 结果表明空载腺病毒和 ５￣ＡＺＡ 对细

胞有损伤作用ꎻＩＬＫ 对细胞活力无明显影响ꎮ

图 ４. 流式细胞仪检测猪 ＢＭＭＳＣ 的 ＩＬＫ 基因转染效率

左为 Ｎ 组ꎬ右为 ＩＬＫ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＩＬＫ ｇｅｎｅ ｉｎ ｓｗｉｎｅ
ＢＭＭＳＣ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

图 ５. ＭＴＴ 法检测细胞的增殖活力(ｎ＝ ９)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与
Ｎ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ＭＴＴ (ｎ＝ ９)

２.４　 免疫细胞化学染色检测心肌细胞标记物

免疫细胞化学染色结果显示ꎬ在 ２ 周时 ５￣ＡＺＡ
组、ＩＬＫ 组细胞开始表达心肌特异性标记物 ｃＴｎＩ 和
α￣ａｃｔｉｎｉｎꎻ而 Ｎ 组、Ａｄ 组细胞未见明显阳性表达(图

６Ａ)ꎮ 培养至 ４ 周时ꎬ细胞体积有所增大ꎬ形态变扁

平ꎬ实验组细胞心肌特异性标记物阳性率增加ꎬ胞
质中的 α￣ａｃｔｉｎｉｎ 呈丝状(图 ６Ｂ)ꎮ

图 ６. 细胞免疫荧光染色检测心肌特异性标记物 ｃＴｎＩ 和 α￣ａｃｔｉｎｉｎ　 　 Ａ 为 ２ 周时细胞免疫染色情况ꎻＢ 为 ４ 周时细胞免疫染色情况ꎮ
蓝色为 ＤＡＰＩ 染色ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｃａｒｄｉａｃ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍａｒｋｅｒｓ ｃＴｎＩ ａｎｄ α￣ａｃｔｉｎｉｎ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｃｅｌｌ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ

２.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞分化及凋亡

细胞培养至 ４ 周时提取蛋白ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

ｃＴｎＩ、ＣＸ￣４３、Ｃａｓｐａｓｅ￣３、ＩＬＫ 表达情况ꎮ ＩＬＫ 在 ＩＬＫ

组表达较其他组明显升高ꎬ提示转染后 ＩＬＫ 表达被

成功激活(Ｐ<０.０５)ꎮ ５￣ＡＺＡ 组、ＩＬＫ 组与 Ｎ 组、Ａｄ
组比较心肌特异性标记物 ｃＴｎＩ 表达明显升高(Ｐ<
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０.０５)ꎻ而 ５￣ＡＺＡ 组、ＩＬＫ 组之间无明显差异ꎬＮ 组、
Ａｄ 组之间也无统计学差异(Ｐ>０.０５)ꎮ ＣＸ￣４３ 在 ４
组的表达趋势与 ｃＴｎＩ 相同ꎮ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达在 Ａｄ
组、５￣ＡＺＡ 组较其他组明显增高(Ｐ<０.０５ꎻ图 ７、８)ꎮ

图 ７. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测的电泳图

Ｆｉｇｕｒｅ ７. Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

３　 讨　 论

已有许多动物和人体实验表明ꎬＢＭＭＳＣ 移植对

心肌梗死后心脏功能的改善有一定的积极意义[５￣８]ꎬ
但是心肌梗死部位 ＢＭＭＳＣ 归巢较少ꎬ分化效率较

低ꎬ远期心功能无法持续改善[９]ꎮ 因此ꎬ在移植到

体内之前对 ＢＭＭＳＣ 进行一些诱导ꎬ使其向心肌细

胞有一定程度的特异性分化ꎬ能够改善 ＢＭＭＳＣ 移

植修复心肌的疗效[１０]ꎮ
关于体外诱导 ＢＭＭＳＣ 特异性向心肌细胞分化

的方法已经做了许多的研究ꎬ其中使用最多的诱导

剂为 ５￣ＡＺＡꎬ其他诱导剂包括骨形态发生蛋白 ２[１１]、
血管紧张素Ⅱ[１２]、转化生长因子 β１[１０]、心肌营养

素 １[１３￣１４] 等ꎮ ５￣ＡＺＡ 是一种核苷类似物ꎬ能够抑制

ＤＮＡ 甲基化ꎬ临床上用于治疗乳腺癌、肠癌、黑色素

瘤、急性粒细胞性白血病等有一定疗效ꎮ ５￣ＡＺＡ 在

体外刺激 ＢＭＭＳＣ 能够一定程度地使细胞向心肌细

胞分化[１５￣１６]ꎬ经诱导分化的 ＢＭＭＳＣ 移植到体内后

能够提高细胞分化效率ꎬ改善心功能ꎮ 但动物实验

表明 ５￣ＡＺＡ 体外刺激 ＢＭＭＳＣ 分化通常要 ４￣６
周[１７]ꎬ并且 ５￣ＡＺＡ 作为一种抗肿瘤药物ꎬ有一定的

细胞毒性ꎬ因此大多数实验均将其体外刺激浓度设

定在 １０ μｍｏｌ / ｌ[１８]ꎮ 本实验结果同样发现体外高浓

度(５０ μｍｏｌ / Ｌ)５￣ＡＺＡ 刺激对细胞活力有一定影响ꎬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测发现 ５￣ＡＺＡ 组 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达增加

也再次证明高浓度 ５￣ＡＺＡ 导致细胞凋亡增多ꎮ 因此

找到一种安全有效的体外诱导分化方法至关重要ꎮ

图 ８. ｃＴｎＩ、ＣＸ￣４３、Ｃａｓｐａｓｅ￣３、ＩＬＫ 表达情况(ｎ＝ ９)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｎ 组、Ａｄ 组比较(Ａ 图、Ｂ 图)ꎬ与 Ｎ 组、ＩＬＫ 组比较(Ｃ 图)ꎬ与 Ｎ
组、Ａｄ 组、５￣ＡＺＡ 组比较(Ｄ 图)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ８. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃＴｎＩꎬ ＣＸ￣４３ꎬ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ａｎｄ ＩＬＫ (ｎ＝ ９)

　 　 ＩＬＫ 是一种高度保守的丝氨酸 /苏氨酸蛋白激

酶ꎬ调节关于心脏肥大、心脏收缩功能相关的信号

通路ꎬ参与心脏生长发育过程ꎬ与心肌细胞增殖密

切相关[１９]ꎮ 我们的前期研究结果发现ꎬ通过基因工

程的方法使 ＢＭＭＳＣ 过表达 ＩＬＫꎬ能够促进内皮细胞

生长因子、成纤维细胞生长因子 ２ 和胰岛素生长因

子 １ 等基因的高表达[３]ꎮ ＩＬＫ 能够促进间充质干细

胞的旁分泌作用ꎬ增加基质金属蛋白酶 ２、基质金属

蛋白酶 ９ 基因表达ꎬ从而有效抑制心肌梗死后胶原

增生ꎬ逆转心室重构及心功能衰竭[４]ꎮ 高表达 ＩＬＫ
基因的腺病毒注射到大鼠急性心肌梗死及扩张性

心肌病的心肌内可以明显改善心功能及心室重

构[２０￣２１]ꎮ Ｔｒａｉｓｔｅｒ 等[２]研究发现ꎬ在胎儿心脏内激活

ＩＬＫ 基因有利于中胚层前体细胞向成心肌细胞系分

化ꎬ此机制可能与 ＩＬＫ 高表达激活其下游信号分子

ＰＩ３Ｋ 高表达ꎬ从而激活了生长因子调节的分化信号

通路及整合素 β１ 调节的分化信号通路有关ꎮ 本研

究免疫组织化学及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果均显示体外

０８８ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ９ꎬ２０１６



ＢＭＭＳＣ 过表达 ＩＬＫ 基因可以促进心肌特异性蛋白

ｃＴｎＩ、α￣ａｃｔｉｎｉｎ 的表达及心肌缝隙连接蛋白 ＣＸ￣４３
的表达ꎬ即促进 ＢＭＭＳＣ 向心肌样细胞分化ꎬ且在不

影响细胞活力的情况下ꎬ与高浓度 ５￣ＡＺＡ 诱导分化

效果无明显差异ꎮ 因此ꎬ在诱导分化效果相似的情

况下ꎬ鉴于 ＩＬＫ 有上述积极的细胞保护作用ꎬ利用基

因工程方法高表达 ＩＬＫ 诱导 ＢＭＭＳＣ 向心肌样细胞

分化是一种较为理想的体外分化策略ꎮ
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