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[摘　 要] 　 目的　 研究肌钙蛋白Ⅰ相关激酶(ＴＮＮＩ３Ｋ)对小鼠胚胎干细胞(ｍＥＳＣ)向心肌细胞分化的影响ꎮ 方法

从形态和细胞免疫荧光、碱性磷酸酶试验以及 ＨＥ 染色鉴定 ｍＥＳＣ 的多能性ꎮ 采用悬滴法培养 ｍＥＳＣ 形成拟胚体

(ＥＢ)ꎬ自分化为跳动的心肌细胞ꎬ通过细胞免疫荧光和透射电镜(ＴＥＭ)方法鉴定ꎮ 慢病毒分别携带 ｈＴＮＮＩ３Ｋ 基因

和 ｓｉＲＮＡ 感染 ｍＥＳＣꎬ并分别自分化为心肌细胞ꎬ通过流式细胞术(ＦＣＭ)、细胞免疫荧光、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 等分析心肌

特异性蛋白表达水平的差异ꎮ 结果 　 ｍＥＳＣ 表面蛋白分子 ＳＳＥＡ￣１ 和 Ｏｃｔ￣４ 表达呈阳性(绿色)ꎬＡＬＰ 试验呈蓝紫

色ꎬ核质比>>１ꎮ 正常自分化的细胞免疫荧光显示 ｃＴｎⅠ、ｃＴｎＴ、ＭＬＣ２ 以及 α￣ａｃｔｉｎｉｎ 阳性(绿色)ꎬ肌节清晰可见ꎮ
ＴＥＭ 显示心肌细胞独有的肌纤维亚细胞结构ꎮ 过表达组 ｃＴｎＴ＋阳性细胞率高于对照组ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 显示心肌特异

性蛋白 ｃＴｎＴ、ｃＴｎⅠ、ＭＬＣ２、α￣ａｃｔｉｎｉｎ 等显著高于对照组ꎬ且细胞免疫荧光结果显示 ＭＨＣ６ 蛋白提前表达ꎮ 干扰组

不仅 ｃＴｎＴ＋阳性细胞率显著低于对照组ꎬ而且心肌特异蛋白也显著低于对照组ꎬＭＨＣ６ 蛋白表达延后ꎮ 结论 　
ＴＮＮＩ３Ｋ 基因能增强心肌细胞的生成ꎬ促进 ｍＥＳＣ 向心肌细胞的分化ꎮ
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ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｃａｒｄｉａｃ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. 　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　
ＴＮＮＩ３Ｋ ｇｅｎｅ ｍｉｇｈｔ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｍＥＳＣ ｉｎｔｏ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ.

　 　 目前ꎬ伴随着社会人口的老龄化ꎬ心肌梗死

(ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎꎬ ＭＩ)发病率逐年增高[１]ꎮ ＭＩ
常规治疗手段ꎬ如溶栓治疗及冠状动脉旁路移植

术ꎬ均难以逆转其心脏功能ꎮ 心脏移植术也因供体

来源、免疫排斥等因素而受限制ꎮ 细胞移植是治疗

ＭＩ 的新方法ꎬ近年来受到关注[２]ꎮ 骨髓间充质干细

胞(ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌꎬ ＭＳＣ) 是成体干细胞的

主要来源ꎬ曾用于治疗缺血性心脏病[３]ꎬ但骨髓

ＭＳＣ 的数量和分化潜能随着供体的年龄增加而下

降ꎬ因此难以满足细胞移植的需求ꎮ Ｌａｉ 等[４] 采用

Ｐ１９ 细胞系研究肌钙蛋白 Ⅰ 相关激酶 ( ｃａｒｄｉａｃ
ｔｒｏｐｏｎｉｎ Ⅰ￣ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｋｉｎａｓｅꎬＴＮＮＩ３Ｋ)基因诱导心

肌细胞分化时ꎬ发现 ＴＮＮＩ３Ｋ 基因促进心肌细胞分

化进程ꎬ增强心肌细胞功能ꎬ且对改善 ＭＩ 小鼠心脏

功能有很好疗效ꎬ然而 Ｐ１９ 细胞系来源于畸胎瘤ꎬ
故临床应用受到限制ꎮ 胚胎干细胞(ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌꎬＥＳＣ)因具有分化为体内 ３ 个胚层来源的各种

类型组织细胞潜能的全能干细胞而广泛运用于心

血管再生方面的研究[５￣６]ꎮ ＥＳＣ 体外分化心肌细胞

模型重演体内心肌发育过程ꎬ为研究胚胎心脏发育

过程中 ＴＮＮＩ３Ｋ 基因新功能特征带来了新机遇ꎮ
生物信息学的基因结构域分析表明ꎬＴＮＮＩ３Ｋ 蛋

白含三种结构域:Ｎ 端为 ７ 个锚蛋白重复结构域ꎬ中
间近 Ｃ 端为一激酶结构域ꎬＣ 末端为富含 Ｓｅｒ 结构

域[７]ꎮ ＴＮＮＩ３Ｋ 蛋白存在于心肌细胞核内ꎬ能自我磷

酸化ꎬ且具有双激酶活性[８￣１０]ꎮ 提示该基因可能在心

肌的信号传导通路中扮演重要角色ꎮ 目前研究发现ꎬ
ＴＮＮＩ３Ｋ 基因参与缺血性心室重构[１１￣１２]、向心性肥

厚[１３]以及扩张型心肌病[１４] 等疾病发生发展过程ꎬ而
在 ＥＳＣ 向心肌细胞分化过程中ꎬＴＮＮＩ３Ｋ 基因扮演着

怎样的角色还不得而知ꎮ 因此ꎬ本研究旨在观察

ＴＮＮＩ３Ｋ 基因在小鼠 ＥＳＣ(ｍＥＳＣ)过表达对心肌细胞

生成的影响ꎬ为临床细胞移植应用提供新的思路ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要材料

Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠胚胎干细胞、Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠胚胎干

细胞培养基均购自广州赛业生物技术有限公司ꎮ
１３.５~１４.５ 天 Ｃ５７ＢＬ / ６ 孕鼠 ＳＰＦ 级ꎬ购自北京维通利

华实验动物技术有限公司ꎮ ｐＬｅｎｔｉ￣ＣＭＶ＿ ＴＮＮＩ３Ｋ /
Ｆｌａｇ(３’ｆｌａｎｋ)￣ＩＲＥＳ￣ＥＧＦＰ 购自北京东华坊生物技术

公 司ꎬ 基 因 信 息 ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ /
ｎｕｃｃｏｒｅ / ＮＭ＿０１５９７８.２ꎮ ｐＬｅｎｔｉ￣ＲＮＡｉ (ｐＬＫＯ.１ 质粒改

造而来ꎬ携带 ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ 抗性) 购自北京东华坊生物

技术公司ꎬ基因信息 ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｎｕ￣
ｃｃｏｒｅ / ＮＭ ＿ １７７０６６. ５ꎮ 干 扰 片 段: ＣＧＧＴＧＧＣＡＡ￣
ＣＡＡＧＴＣＧＣＡＴＡＴꎮ 新生牛血清(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎮ
兔抗 Ｓｔａｇｅ Ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ Ａｎｔｉｇｅｎｓ￣１(ＳＳＥＡ￣１)抗
体及兔抗 Ｏｃｔ￣４ 抗体(美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司)ꎬ小鼠抗

ｃＴｎＴ 抗体及兔抗 ｃＴｎⅠ抗体(美国 Ａｂｃａｍ 公司)ꎬ兔抗

α￣ａｃｔｉｎｉｎ 抗体(美国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎬ兔抗 ＭＬＣ２ 抗体

(美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司)ꎬ兔抗 ＧＡＰＤＨ 单克隆抗体

(美国 ＣＳＴ 公司)ꎬＦＩＴＣ 标记山羊抗兔 / 抗鼠、Ａｌｅｘａ 标

记山羊抗鼠及 ＨＲＰ 标记山羊抗兔 / 抗鼠(北京中杉金

桥公司)ꎮ ＢＣＩＰ / ＮＢＴ 碱性磷酸酶试剂盒(江苏碧云

天公司)ꎮ ＲＩＰＡ 裂解液及蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制

剂、ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒(北京普利莱公司)ꎮ ＰＢＳ
以及 ＴＥＭ 染色试剂均由中国医学科学院阜外医院病

理科配制ꎮ
１.２　 细胞培养

１.２.１　 胚胎干细胞饲养层细胞的制备 　 　 将孕鼠

麻醉颈椎脱臼处死后ꎬ７５％酒精消毒ꎬ于生物安全柜

内无菌环境下取胎盘组织ꎬ小心剥离胎膜ꎬ去除四

肢、头、尾部及内脏ꎬ无菌 ＰＢＳ 冲洗至无色ꎮ 胰酶消

化制备小鼠胚胎成纤维细胞(ＭＥＦ)参考文献[１５]ꎮ
１.２.２　 小鼠胚胎干细胞的培养　 　 提前 １ ｈ 弃新生

牛血清培养基ꎬ无菌 ＰＢＳ 轻洗一次ꎬ加入 ５ ｍＬ 胚胎

干细胞完全培养基继续培养ꎮ 从液氮中取出一支

ｍＥＳＣ 迅速置于 ３７℃恒温水浴中ꎬ快速左右晃动ꎬ使
其在 １ ｍｉｎ 内融化ꎮ 将融化的细胞悬液加入预先温

浴的 ５ ｍＬ ＤＭＥＭ 无血清培养基的无菌离心管中ꎬ
轻吹混匀ꎮ １０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ２ ｍｉｎꎬ弃上清后ꎬ加入 ３
ｍＬ １０％胚胎干细胞完全培养基轻吹成细胞悬液ꎬ加
入 １０ ｃｍ 培养皿中ꎬ补充完全培养基至 １０ ｍＬꎬ
３７℃、５％ＣＯ２ 培养ꎬ每 ２４ ｈ 轻洗换液ꎮ

ｍＥＳＣ 呈巢式生长ꎬ融合达 ８０％ ~ ８５％时ꎬ进行

传代ꎮ 弃原液ꎬ加 ５ ｍＬ 无菌 ＰＢＳ 轻洗 ２ 次ꎮ 加入 ３
ｍＬ 温浴的 ０.２５％胰酶￣０.０４％ＥＤＴＡꎬ镜下观察消化

程度ꎬ待见 ＭＥＦ 收缩时ꎬ加入 ５ ｍＬ 完全培养基终止

消化ꎬ用无菌弯头玻璃滴管轻轻吹打ꎬ使 ｍＥＳＣ 充分

分散开ꎬ并转移至 １５ ｍＬ 离心管中ꎬ１０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎮ 加入 ５ ｍＬ 完全培养基ꎬ将 ｍＥＳＣ 按

１ ∶ ５ 比例分成 ５ 份ꎬ２ 份种在已铺好 ＭＥＦ 的 １０ ｃｍ

６２３ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ４ꎬ２０１６



培养皿中ꎬ２ 份分别种在 ２ 个 ６ 孔板(ＭＥＦ 种在 ２５
ｍｍ 细胞爬片上)中ꎬ剩余 １ 份种在 １ 个铺好 ＭＥＦ
的 ６ 孔板中ꎬ继续培养ꎬ每天观察并换液ꎮ
１.３　 小鼠胚胎干细胞的多能性鉴定

１.３.１　 免疫荧光鉴定 ＳＳＥＡ￣１ 和 Ｏｃｔ￣４　 　 ｍＥＳＣ 在

对数期时ꎬ取出细胞爬片 ４ 张ꎬＤ￣ＰＢＳ 轻洗 ３ 次×２
ｍｉｎ /次ꎬ丙酮 / 甲醇(Ｖ ∶Ｖ＝ １ ∶ １)固定 ５ ｍｉｎꎬ干燥 ３０
ｓꎬ０.５％ＴｒｉｔｏｎＸ￣１００ 作用 １ ｈꎮ 分别加兔抗 ＳＳＥＡ￣１
抗体(１ ∶ １００)和兔抗 Ｏｃｔ￣４ 抗体(１ ∶ １５０)ꎬ并设置阴

性对照ꎬ４℃湿盒过夜ꎮ ３７℃复温 ４５ ｍｉｎ 后ꎬＤ￣ＰＢＳ
轻洗 ３ 次×２ ｍｉｎ / 次ꎬ加入 ＦＩＴＣ 标记的二抗ꎬ避光ꎬ
３７℃ １ ｈꎮ 防荧光淬灭剂封片ꎬ避光干燥ꎬ共聚焦荧

光显微镜(ＳＰ８ 系统)观察ꎮ
１.３.２　 碱性磷酸酶鉴定　 　 ｍＥＳＣ 在对数期时ꎬ取
出细胞爬片 ２ 张ꎬＰＢＳ 轻洗 ３ 次×２ ｍｉｎ / 次ꎻ４％多聚

甲醛室温固定 １５ ｍｉｎꎬ染色过程按照 ＢＣＩＰ / ＮＢＴ 碱

性磷酸酶(ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅꎬ ＡＬＰ)试剂盒的说明

操作ꎻ设置阴性对照ꎬ苏木精复染 １０ ｍｉｎ 后ꎬ水洗ꎬ
脱水封片ꎬ光镜下观察ꎮ
１.３.３　 苏木精￣伊红染色　 　 小鼠胚胎干细胞在对

数期时ꎬ取出细胞爬片 １ 张ꎬＰＢＳ 轻洗ꎬ丙酮 / 甲醇

(Ｖ ∶Ｖ＝ １ ∶ １)固定 ５ ｍｉｎ 后ꎬ空气干燥 ３０ ｓꎬ苏木素

染色 １０ ｍｉｎꎬ流水轻洗后伊红染色 １ ｍｉｎꎬ流水轻洗

后盐酸￣乙醇脱色ꎬ脱水封片ꎬ光镜下观察ꎮ
１.４　 小鼠胚胎干细胞向心肌细胞的分化

１０ ｃｍ 培养皿中 ｍＥＳＣ 融合至 ８０％ ~８５％时ꎬ消
化成单个细胞ꎬ分化液(胚胎干细胞完全培养基中

除去白血病抑制因子 ＬＩＦ)并调至浓度 ２×１０８ 个 / Ｌꎮ
取 ２０ ｍＬ 细胞于无菌的 １０ ｃｍ 培养皿中ꎬ２０ μＬ / 滴
种于 １５０ ｍｍ 培养皿内盖上ꎬ悬滴培养形成拟胚体

(ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｂｏｄｙꎬＥＢ)ꎬ每 ３ 天补加 １０ μＬ / 滴分化

液ꎮ ＥＢ 培养至第 ６ 天时ꎬ将其按 ２０ 个 / 孔转移至 ６
孔板中培养ꎬ每 ２ 天更换分化液ꎬ并观察ꎮ
１.５　 慢病毒转染小鼠胚胎干细胞

小鼠胚胎干细胞融合至 ８０％ ~８５％时ꎬ弃原液ꎬ
无菌 ＰＢＳ 轻洗 ２ 次ꎬ加入无血清培养基稀释的慢病

毒悬液 ２ ｍＬ / 孔ꎬ分别做 ３ 个复孔ꎮ ＴＮＮＩ３Ｋ 过表达

慢病毒ꎬ其对照为 Ｆｌａｇ￣ｏｎｌｙꎬＴＮＮＩ３Ｋ 干扰ꎬ对照为无

义 ＲＮＡ 片段ꎬ稀释比例分别为 １ ∶ １５０、 １ ∶ ３００、
１ ∶ ５００、１ ∶ ５００ꎮ ８ ~ ２４ ｈ 根据细胞死亡情况终止感

染ꎬ并将其消化ꎬ转移至已铺好 ＭＥＦ 的 ６ ｃｍ 培养皿

中ꎬ加入 ５ ｍＬ 完全培养基继续培养ꎬ并观察绿色荧

光蛋白( ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＧＦＰ)的表达ꎮ 观

察到明显的荧光后ꎬ流式细胞术 ( ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙꎬ
ＦＣＭ)分选出 ＧＦＰ 阳性细胞ꎬ种在已铺好 ＭＥＦ 的 １０

ｃｍ 培养皿中ꎬ融合至 ８０％ ~ ８５％时分化培养ꎬ如上

所述ꎮ
１.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测内源性 ＴＮＮＩ３Ｋ 蛋白、ＴＮＮＩ３Ｋ
过表达与干扰心肌特异性蛋白表达

收集干细胞、－２、０、２、４􀆺􀆺２６ 天细胞ꎬＲＩＰＡ 裂

解液提取细胞蛋白ꎬＢＣＡ 法定量后ꎬ每孔上样 ４０
μｇꎮ 分别收集过表达组、过表达对照组、干扰组以

及干扰对照组 １２、１６、２０、２４ 天细胞ꎬ使用 ＲＩＰＡ 裂

解液提取细胞蛋白ꎬＢＣＡ 法定量蛋白后ꎬ每孔上样

２０ μｇꎮ 一抗稀释比例分别为 α￣ａｃｔｉｎｉｎ(１ ∶ １０００)、
ＭＬＣ２(１ ∶ ５００)、ＧＡＴＡ４(１ ∶ １０００)、ｃＴｎＴ(１ ∶ １０００)、
ｃＴｎⅠ ( １ ∶ １０００ )、 ＴＮＮＩ３Ｋ ( １ ∶ １０００ ) 以 及 内 参

ＧＡＰＤＨ(１ ∶ １０００)ꎮ 一抗 ４℃孵育过夜ꎬ相应的 ＨＲＰ
标记山羊二抗室温 １ ｈꎮ 避光显色ꎬ全自动凝胶成像

分析仪(ＢｉｏＲａｄ 公司)信息采集分析ꎮ
１.７　 细胞免疫双染荧光检测 ＴＮＮＩ３Ｋ 过表达与干

扰心肌细胞特异性蛋白

选取过表达组、干扰组以及正常对照组跳动的

细胞团块爬片ꎬ细胞处理如上所述ꎮ 一抗稀释比例

分别为 ｃＴｎＴ(１ ∶ １００)、ＭＨＣ６(１ ∶ １５０)ꎬＦＩＴＣ 标记山

羊抗兔以及 Ａｌｅｘａ 标记山羊抗鼠(１ ∶ ４００)ꎮ
１.８　 拟胚体计数及 ＦＣＭ 检测 ｃＴｎＴ＋细胞阳性率

挑选正常组、过表达组、过表达对照组、干扰组

以及干扰对照组分化 １０、１４、１８、２２、２６、３０ 天细胞ꎬ
显微镜下分别记录跳动的 ＥＢ 数量以及每个孔的总

ＥＢ 数ꎮ
收集正常组、过表达组、过表达对照组、干扰组

以及干扰对照组分化 １０、１４、１８、２２、２６、３０ 天细胞ꎬ
０.２５％胰酶消化成单个细胞ꎬ２００ 目筛网过滤ꎬ具体

步骤参考文献[１６]ꎮ ｃＴｎＴ 的稀释浓度 １ ∶ １００ꎬＦＩＴＣ
标记二抗稀释浓度 １ ∶ ４００ꎮ Ｃ６ 流式细胞仪检测ꎮ
１.９　 统计学方法

每份数据重复 ３ 次ꎬ数据采用 ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２０
软件进行统计学处理ꎬ数据采用ｘ±ｓ 表示ꎬ组间差异

采用单因素方差分析ꎬ多个样本间的两两比较采用 ｔ
检验ꎬＰ<０.０５ 认为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 小鼠胚胎干细胞培养与鉴定

相差显微镜下ꎬ培养 ２４ ｈ 的 ＭＥＦ 细胞大小不

一ꎬ形态各异ꎬ呈长梭形、柳叶状、多边形、极形等ꎬ细
胞伸出伪足平铺在平皿底部ꎬ细胞界限大致清楚ꎬ部
分细胞相互重叠ꎬ排列无规则ꎬ无折光性ꎮ ｍＥＳ 细胞

在 ＭＥＦ 细胞上生长良好ꎬ大小不一ꎬ形态各异ꎬ呈圆
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形、卵圆形、不规则形等ꎬ细胞呈分散的单个克隆ꎬ边
界清晰可见ꎬ有弱折光性ꎮ 呈集落巢状生长ꎬ部分细

胞相互融合ꎬ连成一片ꎬ边界不清(图 １)ꎮ
免疫荧光显示ꎬ ＳＳＥＡ￣１ 蛋白和 Ｏｃｔ￣４ 蛋白在

ｍＥＳＣ 膜表面表达ꎬ且阳性率为 １００％ꎮ ＨＥ 染色结

果表明ꎬ细胞核质比>>１ꎬ符合干细胞的特征ꎮ 在多

能干细胞中ꎬ高表达 ＡＬＰꎬ随着分化的进行ꎬＡＬＰ 逐

渐表达减弱ꎬ颜色越深ꎬ表达越强(图 ２)ꎮ

图 １. ＭＥＦ 与不同时间 ｍＥＳＣ 的形态特征(１００×)　 　 Ａ 为 ＭＥＦ 培养 ２ 天ꎬＢ 和 Ｃ 分别为 ｍＥＳＣ 培养 ２ 天和 ４ 天ꎬＤ~Ｈ 依次为贴壁培养

２、４、８、１０ 和 １４ 天ꎬＩ 为分化 １６ 天跳动的细胞(红色箭头所示)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ａｎｄ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｍＥＳＣ(１００×)

图 ２. 免疫荧光、ＡＬＰ 和ＨＥ 染色鉴定ｍＥＳＣ 的全能性 　 　 Ａ１ 为 ＤＡＰＩ 染色(４００×)ꎬＡ２ 为 ＳＳＥＡ￣１ 荧光蛋白染色(４００×)ꎬＡ３ 为 ＤＡＰＩ＋

ＳＳＥＡ￣１ 蛋白(４００×)ꎻＢ１ 为 ＤＡＰＩ 染色(４００×)ꎬＢ２ 为 Ｏｃｔ￣４ 荧光蛋白染色(４００×)ꎬＢ３ 为 ＤＡＰＩ＋Ｏｃｔ￣４ 蛋白ꎻＣ１ 为 ｍＥＳＣ 培养 ２ 天 ＨＥ 染色(１００
×)ꎻＣ２ 为 ｍＥＳＣ 培养 ２ 天 ＡＬＰ 染色(１００×)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｃｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍＥＳＣ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅꎬ ＡＬＰ ａｎｄ ＨＥ
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２.２　 自分化心肌细胞的鉴定

免疫荧光显示ꎬ分化第 ２２ 天时ꎬｍＥＳＣ 源性细

胞高表达 ｃＴｎＴ、ｃＴｎⅠ、α￣ａｃｔｉｎｉｎ 和 ＭＬＣ２ 蛋白ꎬ均为

心肌特异性蛋白标志物(图 ３)ꎮ 而 ＴＥＭ 观察到明

显的肌纤维ꎬ为心肌细胞所具有的亚细胞结构(图
４)ꎮ

图 ３. 免疫荧光鉴定分化 ２２ 天的心肌细胞(４００×)　 　 Ａ１ 为 ＤＡＰＩ 染色ꎬＡ２ 为 ｃＴｎＴ 荧光蛋白染色ꎬＡ３ 为 ＤＡＰＩ＋ｃＴｎＴ 蛋白ꎻＢ１ 为 ＤＡＰＩ
染色ꎬＢ２ 为 ｃＴｎⅠ荧光蛋白染色ꎬＢ３ 为 ＤＡＰＩ＋ｃＴｎⅠ蛋白ꎻＣ１ 为 ＤＡＰＩ 染色ꎬＣ２ 为 α￣ａｃｔｉｎｉｎ 荧光蛋白染色ꎬＣ３ 为 ＤＡＰＩ＋α￣ａｃｔｉｎｉｎ 蛋白ꎻＤ１ 为

ＤＡＰＩ 染色ꎬＤ２ 为 ＭＬＣ２ 荧光蛋白染色ꎬＤ３ 为 ＤＡＰＩ＋ＭＬＣ２ 蛋白ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｉｍｍｕｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｎ ｄａｙ ２２ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｍＥＳＣ(４００×)

图 ４. ＴＥＭ 鉴定分化 ２２ 天的心肌细胞(１５０００×)
Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｕｌｔｒａｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍＥＳＣ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎｔｏ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ｏｎ ｄａｙ ２２(１５０００×)

２.３　 内源性 ＴＮＮＩ３Ｋ 基因的表达和 ＴＮＮＩ３Ｋ 过表

达、干扰对心肌特异性蛋白表达水平的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明ꎬ内源性 ＴＮＮＩ３Ｋ 基因表

达呈现不连续性表达特性(图 ５)ꎮ 在所选择的时间

点中ꎬＴＮＮＩ３Ｋ 过表达组心肌特异性蛋白如 ＭＬＣ２、
ｃＴｎⅠ、ｃＴｎＴ、ＧＡＴＡ４、α￣ａｃｔｉｎｉｎ 等显著高于对照组

(Ｐ<０.０５)ꎮ 而 ＴＮＮＩ３Ｋ 干扰组表达明显低于对照

组(Ｐ<０.０５ꎻ图 ６)ꎮ

图 ５. 内源性 ＴＮＮＩ３Ｋ 基因的时空表达

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｓｐａｃｅ￣ｔｉｍｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ＴＮＮＩ３Ｋ ｇｅｎｅ
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图 ６. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定 ＴＮＮＩ３Ｋ 过表达(上图)与干扰(下图)对心肌特异蛋白的影响　 　 ｈＴＮＮＩＫ 为过表达组ꎬＦｌａｇ￣ｏｎｌｙ 为其对照

组ꎻｓｉＲＮＡ 为 ＴＮＮＩ３Ｋ 干扰组ꎬｃｏｎｔｒｏｌ 为无义 ＲＮＡ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＮＩ３Ｋ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｎ ｃａｒｄｉａｃ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

２.４　 ＴＮＮＩ３Ｋ 过表达、干扰对心肌细胞分化数目的

影响

从 ＥＢ 跳动的百分比可以看出ꎬＴＮＮＩ３Ｋ 过表达

组高于对照组ꎬ且对照组与正常组无明显差异ꎬ分
化 ２０ 天以后ꎬ差异有显著性(Ｐ<０.０５)ꎮ 而 ＴＮＮＩ３Ｋ
干扰组 ＥＢ 跳动数低于对照组ꎬ分化 ２２ 天以后差异

有显著性(Ｐ<０.０５)ꎮ ＦＣＭ 结果表明ꎬＴＮＮＩ３Ｋ 过表

达组 ｃＴｎＴ＋细胞阳性率高于对照组ꎬ分化第 １８ 天后
差异有显著性(Ｐ<０.０５)ꎮ 而 ＴＮＮＩ３Ｋ 干扰组 ｃＴｎＴ＋

细胞阳性率低于对照组ꎬ分化第 １０ 天差异有显著性

(Ｐ<０.０５ꎻ图 ７)ꎮ
２.５　 免疫荧光检测 ＴＮＮＩ３Ｋ 过表达、干扰对心肌收

缩蛋白表达的影响

免疫荧光双染结果显示ꎬＴＮＮＩ３Ｋ 过表达组中

ＭＨＣ６ 高表达ꎬ如绿色所示ꎬ而干扰组与对照组均无

ＭＨＣ６ 的表达(图 ８)ꎮ

３　 讨　 论

由于伦理学等限制人胚胎干细胞的应用ꎬ哺乳

动物胚胎干细胞成为研究早期胚胎发生、细胞分化

和基因表达调控等的理想模型ꎬ并为未来临床细胞

治疗提供细胞来源ꎮ 体外 ＥＳＣ 培养主要采用饲养

层细胞ꎬ且培养基中添加分化抑制因子已形成一种

常规且稳定的 ＥＳＣ 培养方式ꎮ 体外实验表明ꎬＥＳＣ
向心肌细胞分化人为分为了 ４ 个阶段[１７￣１８]:早期

(ｄ８~ ｄ１１)ꎬ中期(ｄ１２ ~ ｄ１５)ꎬ末期(ｄ１６ ~ １９)ꎬ终末

期(ｄ２０~ ｄ３１)ꎮ 我们的实验最早观察到分化跳动的

心肌细胞是第 １３ 天ꎬ一般在第 １６ 天开始跳动ꎮ 在

体外模拟体内心肌细胞分化过程ꎬ对研究心脏发育
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图 ７. ＥＢ 计数与流式细胞术检测 ＣＴＮＴ＋阳性细胞率　 　 Ａ 为 ＴＮＮＩ３Ｋ 过表达对跳动拟胚体(ＥＢ)的影响(ｃｏｎｔｒｏｌ 为 Ｆｌａｇ￣ｏｎｌｙ 组ꎬｎｏｒｍａｌ
为正常培养自分化细胞组)ꎻＢ 为 ＴＮＮＩ３Ｋ 干扰对跳动 ＥＢ 的影响(ｃｏｎｔｒｏｌ 为无义 ＲＮＡ 组ꎬｎｏｒｍａｌ 为正常培养自分化细胞组)ꎻＣ 为 ＴＮＮＩ３Ｋ 过表

达组 ｃＴｎＴ＋阳性细胞率变化(ｃｏｎｔｒｏｌ 为 Ｆｌａｇ￣ｏｎｌｙ 组ꎬｎｏｒｍａｌ 为正常培养自分化细胞组)ꎻＤ 为 ＴＮＮＩ３Ｋ 干扰组 ｃＴｎＴ＋阳性细胞率变化(ｃｏｎｔｒｏｌ 为
无义 ＲＮＡ 组ꎬｎｏｒｍａｌ 为正常培养自分化细胞组)ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ７. ＥＢ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ａｎｄ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗｉｔｈ ＩｍａｇｅＸｐｒｅｓｓ Ｍｉｃｒｏ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｃＴｎＴ＋ ｃｅｌｌｓ

图 ８. 免疫荧光鉴定 ＴＮＮＩ３Ｋ 过表达与干扰对心肌细胞收缩蛋白表达的影响(４００×)　 　 从左到右依次为 ＤＡＰＩ 染色ꎬＭＨＣ６ 荧光蛋

白染色ꎬｃＴｎＴ 荧光蛋白染色ꎬＤＡＰＩ＋ＭＨＣ６ 蛋白＋ｃＴｎＴ 蛋白ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ８. Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＮＩ３Ｋ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｎ ｃａｒｄｉａｃ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｃｏｎｔｒａｃｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ(４００×)
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的模型和临床心血管药物筛选具有重大意义ꎮ
本研究采用叶珏等[１５]的方法制备 ＭＥＦꎬ该方法

制备的 ＭＥＦ 能够很好的支持 ｍＥＳＣ 生长ꎬ且价格低

廉ꎬ简单易行ꎮ 首先ꎬ我们从以下几方面鉴定所培

养的 ｍＥＳＣ 具有全能性:①形态学观察:ｍＥＳＣ 在

ＭＥＦ 上呈巢式生长ꎬ细胞核大ꎬ胞质少ꎬ细胞排列紧

密ꎬ边缘清晰可见ꎮ ②干细胞表面标志物:ＥＳＣ 具有

表达早期胚胎细胞表面抗原 ＳＳＥＡ￣１、 ＳＳＥＡ￣３ 和

ＳＳＥＡ￣４ 的特性ꎬ其中 ｍＥＳＣ 仅仅表达 ＳＳＥＡ￣１ꎬ而不

表达 ＳＳＥＡ￣３ 和 ＳＳＥＡ￣４[１９]ꎮ 免疫荧光结果显示ꎬ所
培养的 ｍＥＳＣ 高表达 ＳＳＥＡ￣１ 阳性结果 (绿色)ꎮ
Ｏｃｔ￣４ 是 ＰＯＵ 转录因子家族中的一员ꎬ其高水平表

达与 ＥＳＣ 全能性高度相关[２０]ꎮ 本研究中免疫荧光

结果表明ꎬｍＥＳＣ 高水平表达 Ｏｃｔ￣４(绿色)ꎬ进一步

证明 ｍＥＳＣ 的全能性ꎮ ③ＡＬＰ 试验与 ＨＥ 染色:ＥＳＣ
中表达丰富的 ＡＬＰꎬ而分化的细胞低表达或不显示

ＡＬＰ 活性[２１]ꎮ 本研究结果显示 ＡＬＰ 为蓝紫色阳性

结果ꎬ提示 ｍＥＳＣ 高表达 ＡＬＰꎮ ＨＥ 染色本身不能证

明 ＥＳＣ 的全能性ꎬ但从显色结果可以看出ꎬ细胞核

(蓝色)大ꎬ几乎占据了整个细胞的大部分ꎬ而胞质

(红色)仅在细胞边缘略微可见ꎬ核质比>>１ꎬ从侧面

证明其未分化状态ꎮ 因此ꎬ本实验所培养的 ｍＥＳＣ
仍处于未分化状态ꎬ保持干细胞的全能性ꎮ

目前ꎬ诱导胚胎干细胞向心肌细胞分化的化学

试剂主要有 ＤＭＳＯ、５￣ａｚａ、ＲＡ、ＩＣＡ、维生素 Ｃꎬ而中

药成分淫羊藿苷和去甲淫羊藿苷也有此作用[２２￣２７]ꎮ
传统药物诱导心肌细胞合成方法不可避免引起药

物的毒副作用ꎮ 本研究从内部基因出发ꎬ有效地避

免了外界诱导剂的副作用ꎮ ＴＮＮＩ３Ｋ 基因定位于 １
号染色体短臂 ３ 区 １ 带 １ 亚带(１ｐ３１.１)ꎬ该区域恰

好靠近 １ 号染色体短臂 ３ 区 １ 带到 ２ 区 １ 带(１ｐ３１￣
１ｐ２１)ꎬ后者正是心脏房室间隔缺损易患基因存在

的区域[２８]ꎮ 在研究 ＴＮＮＩ３Ｋ 生物学功能实验中ꎬＬａｉ
等[４]将 ｈＴＮＮＩ３Ｋ 导入 Ｐ１９ 细胞系中ꎬ其实验结果证

明 ＴＮＮＩ３Ｋ 促进心肌细胞生成ꎮ 然而 ＴＮＮＩ３Ｋ 基因

在 ＥＳＣ 中的作用却未曾报道ꎮ 为了研究 ＴＮＮＩ３Ｋ 基

因在 ＥＳＣ 中对心肌细胞分化的作用ꎬ我们检测了内

源性 ＴＮＮＩ３Ｋ 表达的时空变化ꎬ并将 ｈＴＮＮＩ３Ｋ 基因

以慢病毒为载体导入 ｍＥＳＣ 中培养ꎬ荧光显微镜下

观察到强绿色荧光时流式细胞术分选阳性细胞ꎬ自
分化为跳动的心肌细胞ꎮ 实验结果表明ꎬＴＮＮＩ３Ｋ
过表达组跳动的 ＥＢ 数高达 ５０％ꎬ而对照组不到

３０％ꎮ ｃＴｎＴ 蛋白在心肌细胞中特异性表达ꎬ可作为

成熟心肌细胞的标志物ꎮ 在内源性 ＴＮＮＩ３Ｋ 的表达

过程中ꎬＴＮＮＩ３Ｋ 呈现不连续表达特性ꎬ具体机制尚

不清楚ꎮ ＴＮＮＩ３Ｋ 过表达组中ꎬｃＴｎＴ＋阳性细胞率最

高时达 ３０％左右ꎬ而对照组维持在 １０％以下水平ꎬ
即有 ５％~２５％心肌细胞的增加ꎬ相比于 Ｔｂｘ５ 基因

的 ５％~１１％促心肌细胞分化率有更好的优势[２９]ꎻ
在分子水平上ꎬＴＮＮＩ３Ｋ 过表达组心肌特异性蛋白

ｃＴｎＴ、ｃＴｎⅠ、ＭＬＣ２、α￣ａｃｔｉｎｉｎ 以及心肌核转录因子

ＧＡＴＡ４ 在不同时间点开始高表达ꎻ免疫双染荧光实

验显示ꎬＴＮＮＩ３Ｋ 过表达组 ＭＨＣ６ 蛋白提前表达ꎮ
为了进一步证明 ＴＮＮＩ３Ｋ 在心肌细胞分化过程

中的作用ꎬ我们将 ＴＮＮＩ３Ｋ 抑制作用最强的 ｓｉＲＮＡ
导入 ｍＥＳＣ 中ꎬ经流式细胞术筛选后继续增殖培养

并自分化为心肌细胞ꎮ 在 ＴＮＮＩ３Ｋ 干扰组中ꎬｃＴｎＴ＋

阳性细胞率最高时不足 ５％ꎬ而干扰对照组维持在

７％水平ꎮ ＴＮＮＩ３Ｋ 干扰组中ꎬｃＴｎＴ、ｃＴｎⅠ、ＭＬＣ２、α￣
ａｃｔｉｎｉｎ 以及核转录因子 ＧＡＴＡ４ 均低表达ꎮ 细胞免

疫荧光实验显示ꎬ细胞收缩蛋白 ＭＨＣ６ 在相同的分

化时间未见表达ꎮ ｓｉＲＮＡ 抑制 ＴＮＮＩ３Ｋ 基因的表

达ꎬ使其表达量下降ꎬ进而影响到其对心肌细胞的

分化ꎮ
综上所述ꎬ在 ｍＥＳＣ 向心肌分化的过程中均有

ＴＮＮＩ３Ｋ 基因表达ꎬ若增强该基因的表达ꎬ则心肌细

胞数目增多ꎬ心肌特异性蛋白表达增加ꎻ若 ｓｉＲＮＡ
干扰 ＴＮＮＩ３Ｋ 基因的表达ꎬ则心肌细胞数目减少ꎬ心
肌特异性蛋白表达受抑制ꎮ ＴＮＮＩ３Ｋ 基因促进

ｍＥＳＣ 向成熟心肌细胞分化ꎬ而阐明其具体机制将

对临床心脏疾病研究具有重要意义ꎮ
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