
!" #$% &’()*+, $,-./0+1 #2-3456674589:;< =>8?=>>@

近年研究发现骨髓间充质干细胞!!"#"$%&’)
!() #*"! %"))#+,-.#"有惊人的可塑性#可横向分化
成多种组织细胞#包括心肌细胞$/#0%&实验和临床研

究均证实干细胞心肌移植已成心力衰竭治疗的新

途径 $1#2%+然而#移植行为亦暴露心律失常问题 $3#4%&
目前关于移植细胞与受体心肌细胞的电生理特性
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骨髓间充质干细胞诱导分化为心肌细胞及其
内向整流钾电流特征
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摘 要! (目的)体外诱导大鼠骨髓间充质干细胞!,-.#"分化为心肌细胞并探讨其内向整流钾电流D!H7G特
征& *方法)采用密度梯度离心法和贴壁培养法分离+纯化大鼠骨髓 ,-.##在第 1 代细胞以 3)氮杂胞苷进行诱
导#用免疫细胞化学染色和 IJ)K.I 方法鉴定诱导细胞#并采用全细胞膜片钳技术检测 !H7 表达& *结果)诱导
后细胞体积较诱导前增大#呈长梭形& 72 L 后细胞之间出现连接#排列方向渐趋一致& 免疫细胞化学染色显示
M"#!:$+!)*(N%B!"N:% ’%*:$ 和心肌特异性 %J$O 呈阳性反应#IJ)K.I 结果表明诱导细胞有心肌 " 肌球蛋白重链
表达& 诱导细胞 !H7 表达呈明显的不均一性#部分细胞 !H7 与正常心室肌细胞相似#但 !H7 电流密度总体上低于
正常心室肌细胞& *结论)3)氮杂胞苷能在体外诱导 ,-.# 向心肌细胞分化’诱导细胞 !H7 表达不均一性提示可
能有致心律失常潜能&
关键词! 骨髓间充质干细胞’ 3)氮杂胞苷’ 心肌细胞’ 内向整流钾电流
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差别如何尚不清楚! 内向整流钾通道电流!"#$%&’
&()*"+"(& ,-*%.."/0 )/&&(#*1 !234的主要生理功能是稳
定心肌细胞膜电位和调节动作电位 5 相晚期的复
极"抑制 !23可使复极过程延长"易诱发尖端扭转性
室性心动过速! 本实验观察 6!氮杂胞苷#6!%7%)8!
*"’"#("6!%7%$体外定向诱导大鼠 9:;. 分化为心肌
细胞的潜能" 并采用全细胞膜片钳技术对诱导分
化细胞的 !23特征作初步探讨%

3 材料与方法

3"3 实验动物!主要试剂和溶液
健康 <".*%& 雄性大鼠" 体质量 3=>#35> $"由

中山大学动物实验中心提供 ! 荧光标记鼠抗
;?@6!ABC;&;?=D!ABC; ’E? ,F%0"G(# 公 司 $和
;?@@!ABC;&;?33H!ABC;’:(&-*() 公司$(抗心肌特
异性肌钙蛋白 B ’)C#B$ 抗体 ’:%#*% ;&/7$( 鼠抗
?(.0"# 和鼠抗 !!%%&)-0(&") &)*"# ’博士德公司$(
IC!J;I 主 要 试 剂 购 自 美 国 J&-0(G% 公 司 %
无钙台氏液成分 !00-K ’ L4)M%;K 35NO 2() 6P@O
M%Q=JR@ >P55O 9G;K= 3P>O QSJS: 3>P>OTK/)-.(3>O
*QUP@%电极内液成分V00-K ’ L4W2;K 3@>O9G;K= 3P>O
QSJS: 3>P>O STCX 6O M%=!XCJ 6O *Q UP=% 细胞外
灌流液成分 !00-K ’ L4W 无钙台氏液中加入 ;%;K=
=P>";’;K= >P5"@!氨基吡啶 6P>"*Q UP@%
3"+ !"#$ 的分离和培养
引颈法处死大鼠% 置体积分数 U6,乙醇中浸

泡 6 0"#"无菌条件下取出股骨和胫骨"用 ?9S9
培养液反复冲洗骨髓腔"用密度为 3P>U5 的 ,(&)-KK
淋巴细胞分离液离心分离单个核细胞" 用培养液
洗涤 = 次" 加入体积分数 3>,胎牛血清的培养液
悬浮沉淀细胞"按 3-3>N ’0L 接种至培养瓶"在 5U
.&体积分数 6,;R=&饱和湿度的 ;R=培养箱中原

代培养"每 5 ’ 换液 3 次% 当细胞生长至约 D>,融
合时"用 =P6 G ’ L 胰蛋白酶和 S?CX 消化传代%
3"/ !"#$ 的鉴定
第 5 代细胞经胰酶消化&JE: 洗涤后"加入荧

光标记抗体"@ .孵育 5> 0"#"JE: 洗去未标记抗
体"3> G ’ L 多聚甲醛固定 36 0"#" 应用 AX;:)%#
流式细胞仪检测细胞表面抗原表达%
3"0 !"#$ 的体外诱导分化
第 5 代细胞经胰酶消化&JE: 洗涤后"接种于

N 孔板及培养皿中" 第 5 天加入 6!%7% !:"G0% 公
司4" 使终浓度为 3> "0-K ’ L" 置于培养箱中孵育
=@ F"再按原培养条件继续培养%
3"1 免疫细胞化学检测

取诱导后 3@ ’ 和未诱导的 9:;." 用 JE: 洗
涤"以 02 $ ’ 3 多聚甲醛固定 5> 0"#"再以 JE: 洗
涤"加过氧化物酶阻断剂"正常山羊血清封闭"加
一抗 ’鼠抗 ?(.0"#& 鼠抗 !!%%&)-0(&") &)*"# 和抗
)C#B 抗体$"以 JE: 作空白对照" @ .孵育过夜"
其余步骤按 :J 试剂盒所列步骤进行"以苏木素复
染% 胞浆中出现棕黄色颗粒为阳性反应%
3P4 %&!’#%检测
用 IC!J;I 技术分别检测未诱导 9:;. 及诱

导后 = 周 9:;. 的 # 肌球蛋白重链 ’$ 58-."#
6(%Y8 7F%"# O $!9Q;$0IMX 表达"并以大鼠心肌
组织作阳性对照% 引物按 T(#8%#Z 进行设计O上游
引物)69!;;XXTXXTT; ;XC;X;XTXC!59 " 下游
引物)69!;C;CC;;C;XCT;;;CC;X;!59%用一步法
提取总体 IMX"逆转录过程)U> . 6 0"# 预解链"
5U .延伸 N> 0"# 以合成 )?MX% J;I 循环参数
为)D@ .变性 6 0"#"接着 55 个循环扩增’D@ .5>
."6D .5> ."U= .5> .$"最后 U= .延伸 3> 0"#%
3P: 大鼠心室肌细胞分离
用 L%#G(#’-&++ 装置"在 5U .用胶原酶分离获

得单个心室肌细胞"@ .保存 3 F 以上用于实验%
3P; 膜片钳全细胞记录
记录大鼠心室肌细胞’对照组$&诱导前 9:;.

’未诱导组$和诱导 3@ ’ 后细胞’诱导组$的 !23 电
流% 电极用玻璃毛细管经电极拉制仪分两步拉制O
充灌电极内液后电阻为 =#6 9%%记录 !23参数)钳
制电压!@> 0[O 指令电位从!3@>#U> 0[" 步长 36
0["持续时间 5>> 0."刺激频率 3 Q7"测量刺激结
束时电流即为 !23% 电流密度为电流除以电容O单位
,X ’ ,A% 在全细胞记录过程中"刺激脉冲的产生和
信号采集均由 ,;LX9JUP> 软件’美国 X\-#$完成"
离子电流通过膜片钳放大器 ’美国 X\-# =>>E$放
大"经 X? ’?X 转换板输入 BE9!J; 机硬盘中%

= 结 果

=P3 镜下观察
接种后 @#6 F 开始少量细胞贴壁" 呈圆形%

=@ F 后约 ]>,#D>, 细胞贴壁% 首次换液"去除未
贴壁细胞造血干细胞后" 贴壁细胞中见少许逗点
状或短棒状细胞"并开始分裂增殖% 6#] ’"细胞分
裂增殖明显"形成多个集落"细胞多呈梭形"核圆
居中"含 3#5 个核仁"3> ’ 左右细胞长满瓶底% 多
次传代的 9:;. 呈均匀有序的成纤维细胞样分布%
加入 6!%7% 诱导后"随着时间的延长"部分细胞形
态发生变化"体积逐渐增大"呈长梭形"3@ ’ 后细
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图 ! 诱导分化过程 "#$% 细胞形态
&’()* +,- ./01,/2/(3 /4 "#$% 560’7( 5’44-0-78’98’/7

!"#$% &$’() ’(*+,-. /0 1!234,0#’*’(-5 678$ 9:;6 /-,48- 6<’(!
.=-!=’>$!"?@@

图 : 诱导后 "#;% 免疫细胞化学染色
&’(<: =..67/>38/>,-.’%803 %89’7’7( /4 ’756>-5 "#;%
AB 6#4’(-. "7% C-68’(D EF 6#G’(-. "7% !!#G%H78-%’H $H#’(I JB

6#G’(-. "7% HG%.’GH!6<-H’"’H #%7<7(’( K !%L@@

胞之间出现连接"排列方向渐趋一致#图 M$%

NON "#;%表面标志鉴定
流式细胞仪检测结果示 P:Q6 的 QCLR 和

QCMM& 阳性率小于 R& "QCNS 和 QTLL 阳性率均
在 SR&以上"显示细胞均一性较好%
NUV 免疫细胞化学鉴定
诱导分化后的 9:;6 部分细胞 T-68’(&!!’4%!

,78-%’, $,#’( 和心肌特异性 ,W(X 免疫细胞化学染
色呈阳性反应#图 N’% 未诱导 9:;6 T-68’( 和 !!
’4%H78-%’H $H#’( 检测呈弱阳性或阴性"未发现 HW!
(X 阳性反应细胞%

NUL ?+!@;? 鉴定
诱导后 9:;6 有 "!9Y; 8Z[A 表达" 出现阳

性条带位置与正常大鼠心肌组织 #阳性对照’相
同"未诱导 9:Q6 未发现阳性条带出现\图 V]%
NOR A组细胞 =B*电流比较

9:;6 在诱导前即可记录到 !^M"但电流相对较
弱"指令电压为(ML_ 8‘ 时"未诱导组电流密度为
\aVUSN)NU@b] <c * <d#"eMf’"对照组为\aMbOV)NObM]
<c * <d\"eN@]"两组有显著性差异\#g @O@@M]% 诱导
ML . 后细胞的 !^M具有未诱导 9:;6& 对照组心室

肌细胞或介乎两者之间的特征" 不同细胞间电流
密度差别较大% 指令电压aML@ 8‘ 时"诱导组电流
密度为 \abOSS)LOhM]<c * <d #"eMf’" 低于对照组
\$g @O@M]"电流密度减少了 R@OS+% 与未诱导组相
比"诱导组电流密度显著增高\$g @O@M"图 L’%

V 讨 论

R!434 是一种去甲基化药物"能引起 T[c 中某
些胞嘧啶去甲基化% i4>’#4(’ 等( h)发现 R!434 能诱
导大鼠骨髓 9:;6 向肌性细胞分化%推测其可能与
控制向心肌分化的特异性启动子基因上的组遏蛋

白结合"使其去甲基化"激活转录"促使其向肌性
细胞分化 (b)% 94>’(7 等 (M)与 d+>+.4 等 (N )最早从小

鼠骨髓 9:;6 成功诱导为心肌细胞j 证实 9:;6 经
R!434 处理后"不仅细胞形态发生改变"而且还表
达心房利钠肽和脑钠肽% 收缩蛋白基因分析表明"

图 A @;? 检测 !!"C; .?DE 的表达
&’(<A ?+ !@;? 97923%’% /4 -F10-%%’/7 /4 ! "3/%’7

C-9G3 $,9’7 .?DH
9F 84%>-%I MF k-4%# #’66+-I NF ’(.+H-. H-==6 4# .40 MLI VF 9:;6

图 I "#;%!诱导后细胞及心室肌细胞 !B*电流电压曲线
&’(<I =!J 0-298’/7%,’1 /4 !B* 5-7%’83 ’7 "#;% K ’756>-5
>-22% 975 G-780’>6290 .3/>905’92 >-22%

, -.
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细胞表达肌球蛋白重链!轻链和 !/0!"#$"其表现型
与胚胎心室肌细胞类似#

%&’(#$ 是横纹肌和平滑肌中一种特殊的骨架
蛋白" 在维持肌原纤维形态以及肌小节之间发生
信息传递方面起重要作用$!/1)*+,(&*-+ 0+"-$ 是横
纹肌肌动蛋白"仅存在于骨骼肌和心肌"不存在于
平滑肌$ 肌钙蛋白是心肌细胞中一种调节蛋白"在
钙离子参与下调节%控制收缩蛋白的舒缩活动$ 它
由 . 个亚单位组成"+/$0 是其中之一$ 在本研究
中"123’ 与 4/)5) 作用后" 细胞体积较诱导前增
大"而且更加细长"呈长梭形$ 67 8 后细胞之间出
现连接"排列方向渐趋一致"从形态上向心肌细胞
接近$ 免疫细胞化学分析"诱导分化后的 123’ 部
分细胞 9&’(-$!!/1:*+,(&*-+ 0+"-$ 和心肌特异性
+;$0 呈阳性反应"<;/=3< 表明诱导细胞有心肌 !
肌球蛋白重链表达$ 这些结果提示诱导分化后的
123’ 不仅有肌样细胞的共同特征"而且有心肌细
胞特征"4/:5: 启动 123’ 心肌化过程$
心律失常发生归根到底是由于心肌细胞跨膜

离子流活动异常引起$ 在心肌细胞上目前已知至
少有 6> 种钾电流" 内向整流钾通道电流 !?6 不仅
是动作电位复极化后期主要的外向电流" 而且是
维持膜静息电位的重要电流$ 有研究证实在心力
衰竭状态下心肌细胞 !?6降低". 相复极时间延长"
静息电位降低" 如同时伴有钠/钙交换电流增加"
易发生延迟后除极"诱发触发活动和心律失常 &@’$
由此可见"!?6在心律失常发生中也起一定的作用$
干细胞的电生理特性目前研究极少" 结果主

要来自对胚胎干细胞的研究$ 有学者发现在胚胎
干细胞分化为心肌细胞过程中各种离子通道电流

产生并非同步A6>B$胚胎干细胞分化心肌细胞与胚胎
心肌细胞离子通道电生理特性类似 A66B$ CD:$E等 A6FB

研究证实" 小鼠胚胎干细胞分化心肌细胞的动作
电位至少有 & 种表型" 动作电位最大上升速率
(8" 2 8#)较慢"动作电位时程延长"药物易诱发早期
和延迟后除极# 这些结果提示胚胎干细胞作细胞
移植治疗可能通过折返激动% 自律性增高或触发
活动中任何一种机制意外地致心律失常#
本研究结果显示"123’ 诱导前已有 !?6 表达"

但较弱" 经 4/:5: 诱导后 !?6 电流密度较诱导前明
显增加"但仍较正常心室肌细胞减少# !?6表达明显
不均一"部分已接近或达到正常心室肌细胞水平"
部分仍呈诱导前状态# 考虑此种情况可能与诱导
后各个细胞心肌化程度不同有关# 本实验从电生
理学角度证实 123’ 具有向心肌分化潜能"但诱导

效率较低" 此种细胞用于心肌移植可能有致心律
失常危险#
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