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体外诱导大鼠骨髓间充质干细胞分化为心肌样细胞
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摘 要
:

【目的】探讨体外培养定向诱导大鼠骨髓间充质千细胞 ( M CS
,

)向心肌样细胞分化的潜能
。

【方法 1

取大鼠下肢骨骨髓
,

分离培养 M CS
s ,

用 5
一

氮胞昔 ( 5
一 a z a

)定向诱导 24 h
,

相差显微镜下观察其形态变化
,

免疫组

化法检测肌钙蛋白 ( cT nT )和心肌细胞结蛋白 ( des m in )表达
,

并通过 RT
一

P C R 对肌球蛋白重链 ( M H C )在细胞

中的表达进行鉴定
。

【结果】M sc
s

经 5
一 a眼 诱导后

,

部分细胞呈梭形
,

并可见肌管样结构
。

免疫组化检测示诱导后

M s e S
的

c T n T 阳性细胞数为 1 5%
,

D e s m i n

表达强阳性
,

RT
一

P e R 示诱导后 M s e
s

有 M H e 表达
。

[结论 1 M s e
s

在体

外能在一定条件下被诱导分化为心肌样细胞
,

是心肌缺血干细胞移植的较理想的细胞来源
。
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缺血性心脏病在我国的发病率逐年提高
。

人们

已经认识到心肌细胞是细胞分化的终点
,

没有再生

和修复损伤的能力
,

因此心肌梗死后的最终结局是

有完整舒缩功能的心肌细胞数量相对或绝对减少
,

导致心力衰减
。

骨髓间充质干细胞 ( m es en hc ym al

s t e m C e l zs ,

M s e S
) 是一种具有多向分化潜能的干

细胞
,

在一定条件下
,

这类细胞可定向诱导分化为

软骨细胞
,

成骨细胞
,

肌细胞等
。

同时这类细胞由于

取材容易
,

体外扩增能力强
,

并且具有多 向分化能

力而备受重视
”̀ 。

本实验对 s D 大鼠 M s C S
进行培
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养
,

并采用 5 一
氮胞普体外诱导向心肌样细胞分

化
,

为受损心肌组织的细胞移植奠定基础
。

l 材料和方法

1
.

1 试 剂

IM D M ( I s e o v e ’ 5 m o d iif e d D u lb e e e o ’ 。 m e d i u m )

培养基 (购于美国 iG bc 。
公司 ) ;胎牛血清 ( F B s )为

H y e l o n e
公司产品 ; F i e o l l

一

p a q u e
分离液购于 外

a r -

m a e i a
公司 ; 胰蛋白酶和 E D TA 为 G i b e o

公司产品 ;

5 一
氮胞昔 ( 5

一 a z a e y t id i n e ,

5
一 a z a ) 购于 s i gm a

公

司
。

鼠抗人结蛋白 ( D e s m in ) 单抗为 S i gm a
公司产

品
,

鼠抗人肌钙蛋白 (T
c

hT T ) 单抗和肌球蛋白重

链 ( M H C )为美国 S a n t a Cur z
公司产品

。

1
.

2 M SC s
的分离和培养

4 周龄雄性 s D 大鼠
,

体质量 2 0 0 ~ 2 50 9
,

由中

山大学动物实验 中心提供
。

将 S D 大鼠颈椎脱臼处

死后
,

体积分数 75 % 乙醇浸泡 5 m in
,

无菌条件下

取下肢长骨
,

显露骨髓腔
,

用体积分数 15 % 胎牛血

清的 I M D M 培养液冲洗骨髓腔获取骨髓细胞
,

将冲

洗液收集于离心管中
,

2 0 0 0 : / m i n
离心 15 m i n

(上

海医用分析仪器厂离心沉淀仪
,

型号 L x J
一

n
, : 二 4

c m )
,

弃上清及脂肪层
,

取沉淀
,

用 IM DM 培养液混

匀
,

轻轻地层加到 1
.

077 9 / m L 淋巴细胞分离液

上
,

2 o O0 r / m i n
离心 10 m i n ,

收集中间的单核细胞

层
,

用 I M D M 培养液 1 0 0 0 : / m in 离心洗涤 10 m i n ,

然后收集细胞
,

用含体积分数 巧% 胎牛血清 IM DM

培养液混匀后接种于培养瓶中
,

置于 37 ℃含体积

分数 5% CO
Z

孵箱中培养
,

每 3 d 换液 1 次
,

原代细

胞生长至 90 % 融合时
,

用 2
,

5 9 / L 胰酶和 E D T A 消

化后按 1 : 3 的比例传代
。

1
.

3 M S C s 的诱导分化

4 一 5 次换液后
,

M S c 。 变得较为同质
,

大小较

均匀
。

将传代 2 次后的 M S sC 用 2
.

5 9 / L 的胰酶消

化
,

用 IM D M 液清洗 2 次后制成细胞悬液
,

重新接

种于 12 孔培养板中
,

对每孔培养板内细胞行 5
一

az a

诱导 2 4 h
,

终浓度
。 ( 5

一 a z a
)

= 10 林m o l / L
。

吸去含

5
一

az a
的培养液

,

然后按正常培养条件继续培养
,

每

3 d 换液 1次
,

2 周后供免疫组化及 RT
一

P C R 检测
。

1
.

4 免疫组化染色检测

将诱导的 M s c S 和未诱导的 M s c S
培养 3 d

,

然

后用 PB S 液清洗 1 次
,

用 4 ℃ 甲醛固定 5 m i n ,

p B S

液冲洗 3 次
,

加入一抗 (鼠抗人
c T l l l

,

抗体 1 :
80 ; 鼠

抗人结蛋白 D es m in 抗体 1 : 5 0 )
,

4 ℃孵育过夜
。

其

余步骤按 S P 免疫组化试剂盒操作程序进行
,

最后

苏木素复染
,

中性树胶封固
。

以大鼠心肌组织切片

作为阳性对照
,

用 P B S 代替一抗作为阴性对照
。

胞

浆中有棕黄色颗粒的细胞为阳性细胞
。

1
.

5 R T
一

P C R 鉴定

通过 R T
一

P C R 分别检测大鼠心肌组织
,

未诱导

M S C s
及诱导 8 周 后 的 M S C S

的肌球蛋 白重链

(M H C )m R N A 的表达
。

RT
一

P e R 用枷
m e g a

一步法

试剂盒
,

按照操作程序进行
。

先 48 ℃ 45 m in 合成
e RN A

,

再 9 4 CC 变性 2 m i n ,

接着 3 5 个循环扩增 ( 9 5

℃ 3 0 5 ,

6 0 ℃ 1
.

5 m i n ,

7 2 ℃ 1 m i n
)

,

最后 7 2 ℃延

伸 7 m in
。

M H C 上游引物
: 5

` 一

G GA A G A GT
G A G GG G

C C A TC AA G G
一

3
`

; 下游引物
:

5
` 一

C T GC T G G A G A G
-

G T I
,

A」丫f C C T C G
一

3
` 。

2 结 果

2
.

1 M S C s
的特性

分离 3 d 后
,

逐渐出现贴壁细胞
,

第 6 天换液

时
,

可见多个贴壁的细胞克隆
,

细胞呈梭形或纺锤

形
,

细胞核较大
,

胞质丰富
,

培养 7 d 后
,

细胞迅速

增殖
,

10 d 后出现细胞融合及重叠
,

约 14 d 可传

代
。

传代后细胞于 24 h 内完全贴壁
,

首次传代采用
1 : 3

,

传代第 3 天见细胞体积较原代细胞增大
,

大部

分呈扁平多角形
,

胞核明显
,

呈卵圆形
。

2
.

2 M S C s
体外定向诱导后的形态变化

相差显微镜下观察
,

诱导前的表现为较典型的

成纤维细胞样形态
,

5
一 a

az 诱导后可见部分细胞形

态发生变化
,

体积逐渐增大
,

呈梭形
,

部分细胞死

亡
。

第 7 天可见肌管样结构形成
,

第 3 周可见细胞

间出现连接
,

排列具有方向性 (图 1 )
。

2
.

3 免疫组化鉴定

未诱导 M S C s 中未发现
c

nT T 阳性细胞
,

而诱

导后 的 M S C s
中发现

。 T nT 阳性细胞
,

阳性率约

巧%
,

胞质中可见明显的肌原纤维结构 (图 2 )
。

未

诱 导 M SC S
中结蛋 白免疫组化 染色发现 少量

D es m in 弱阳性细胞
,

而在诱导的 M S C S
中出现强阳

性免疫复合物
,

并呈集落样分布 (图 3 )
。

2
.

4 R T
·

P C R 检测诱导后的 M S C s 心肌特异因

子的表达

以正常心肌组织 M H C 阳性条带为对照
,

在未

诱导 M S C S
中未发现阳性条带的出现

,

而诱导后的
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M SC
S
在相 同的位置出现了 M H C 的阳性条带 (图

4 )
。

图 1 诱导后的 M S C s 细胞形态

F ig
·

1 hP
a s e 一e o n t r a s t hP o ot g r a户

o f M S C s a ft e r

in d u e it o n (
x 2 0 0 )

A ft e r i n
d u e e d t h e M S C s w i t h s

一
a z a e y t i di n e , t h e e l o n e s o f a d he -r

e n t if bor bl a s t
一

Iik e e e l l s w e re of r m e
d s Pi n d l

e 一
l ik e e e l l s

图 4 R T
·
P C R 检测心肌特异性因子 M H C 的表达

F ig
.

4 R T
·
p C R a n a ly s i s o f e x p r e s s io n o f c a r d io m y

-

o c y t e 一 s P
e c iif c g e n e s :

M H C

M
: m a r

k e r ; H
:

h e a r t t i s s u e ; l
:

M S C s ; 2
: i n d u e e

d M S C s
.

a :

1 3 5 3 bp : b : 1 0 7 8 b P ; e :
8 7 2 b p ; d

:
6 0 3 b P ; e :

3 1 0 b p ; f : 2 7 1

b p ; h
: 1 18 b p ; i : 7 2 b p

3 讨 论

图 2 诱导后的 M S C s 中
c T n T 免疫组化染色

F i g
.

2 】n ” ” u on s at i n o f in d u ce d M SC s 诫ht a n it
· e T n T a n ·

it b o dy (
x 4 0 0 )

M SC s

枷 m art
s i n d u e e d b y s

一
a z a e y t id i n e e o己d b e id e n ti if e d b y

t he Po s i t i v e s at i n i n g of r e T n T

图 3 诱导后 ha M S C s 中 D e s m i n 免疫组化染色

F ig
.

3 I m m u on s t a in o f in d u ce d M S C s 诫ht a
int

一

D e

sm
in

a n “ b o d y ( x 2 0 0 )

M S C s
ofr m r a zs i n d u e e d b y s

一
a z a e y t i di n e e o ul d b e i de n 一in e d b y

t h e 即 s i t i v e s t a i n i n g of r D e sm i n

干细胞移植治疗心肌缺血是近年来研究的新

课题
。

M S C S 因其来源于 自体
,

取材容易
,

扩增能力

较强
,

在体 内外均有较强的分化潜能而成为 目前很

有希望的一种心肌供体细胞来源
「’

, ’ ] 。 5
一

az a
是一种

去甲基化药物
,

能引起 DN A 中某些胞嚓陡去甲基

化
。

有研究表明
,

鼠的胚胎细胞与 5
一

az a
作用后能向

中胚层细胞转化
,

其机制可能与激活肌源性基 因

M yo D I 有关
。

它可能通过控制 向心肌分化的特异启

动子基因而阻遏蛋白结合
,

从而使 M S C s 去 甲基化

而发生构型改变使启动细胞 向心肌分化
,

使 M S sC

转化为心肌细胞
3[

一

5 1。 在我们的实验 中 M S C S
与 5

-

az a
作用后

,

细胞形态较未诱导前更加细长
,

呈梭

形
,

第 7 天可见细胞融合成肌管
,

并于第 3 周可见

细胞间出现连接
,

呈一定方向排列
,

表现出幼稚的

心肌样细胞的特点
。

肌钙蛋 白
c T nT 仅在心肌细胞中表达

,

是鉴定

心肌细胞 的特异性蛋白
。

结蛋 白 d es im
n 是心肌和

骨骼肌中的一种特异性的骨架蛋 白
,

在维持肌原纤

维形态以 及在肌小节之间发生信号传递方面起重

要作用
「6]

。

在我们的实验中
,

未诱导的 M S C S
中

cT nT 无表达
,

而诱 导后 M SC S
中

e

hT T 表达率为

巧% ; 未诱导的 M S sC 结蛋白为弱表达
,

而在诱导

(下转第 7 6 页 t o p a g e 7 6 )
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裂开颅底进路 )
: 本术式能良好显露 中颅底侧方 自

茎突到中线附近的岩骨下部
、

颖下窝
、

咽旁间隙顶

部
、

蝶骨基部和上颈部等区域
。

可用本术式切除该

区域的良性或恶性肿瘤
。

如侵犯到翼愕窝
、

颖下窝
、

蝶窦等部位的鼻咽血管纤维瘤
。

本组资料有 1例患

者采用改 良 Bi l l er ’ S 切 口联合愕进路
` , l ,

切除了 1

例鼻咽血管纤维瘤侵犯鼻腔
,

筛窦
、

蝶窦
、

颅底
、

翼

鳄 窝
、

颖下窝
、

眶尖及海绵窦等部位的肿瘤
。

该例患

者术中在下领角处断离下领骨
,

将下领骨升支向外

上方牵拉
,

切除翼愕窝及颗下窝肿瘤 3 c m x 3 C m x

4 c m
。

再取硬愕
“ U ”

型切 口
,

切除鼻咽
、

鼻腔及筛窦

肿瘤 7 c m x 6 c m x s c m
,

该处肿瘤与翼愕窝
、

颖下

窝肿瘤呈哑铃状
。

大块肿瘤切除后用鼻内窥镜检查

蝶窦
,

从蝶窦分离取 出肿瘤 Z c m x l
.

s c m x l
.

2

c m
。

术后将断离的下领骨升支复位
。

患者术后咬合

及固定 良好
。

侵犯海绵窦部位的 1 C m x l
.

Z C m 小

肿瘤未能切除
,

但术后 1个月用伽玛刀照射痊愈
,

经随访 4 年未复发
。

鼻 内镜进路鼻 咽血管纤 维瘤 切除术
,

国外

K a m e l!
3 ’ 在 19 9 6 年报道 1例

,

国内韩德民等 【4 ] 在

199 8 年报道 8 例
。

本组资料有 3 例
,

术中暴路瘤体

后用切割吸引器及电刀沿肿瘤边沿分离
,

至肿瘤根

部完全分离后用圈钳或圈套器 自口腔取出
。

我们的

体会是
:① 术前行 C T 血管增强扫描或 M RI 检查

,

鼻咽血管 纤维瘤病 变范 围局 限于鼻 咽及鼻 腔部

位
。

②术前 2 一 3 d 行血管数字减影术 ( D s A )检查并

选择动脉栓塞
,

以减少术 中出血
。

③ 采用控制性低

血压气管内全身麻醉技术
,

使术 中出血量减少
,

保

持术野清楚
。

采用鼻内窥镜下手术在减少创伤
,

术后功能保

存方面有明显的优越性
。

但对于鼻咽血管纤维瘤侵

入颅内
,

或鼻咽血管纤维瘤侵入翼愕窝
、

颖下窝者
,

应列为禁忌证
。
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后的 M S C S
中结蛋白呈强阳性表达

。

这说明未经诱

导的 M S C s 虽然也具有 自发 向肌系细胞分化的能

力
,

但很弱
,

不能心肌化
,

而经 5
一

az a
诱导后的 M S sC

可表现为明确的心肌化过程
。

肌球蛋白重链是心肌

特异性的表达因子
,

我们用 R T
一

PC R 方法扩增了与

心肌肌球蛋白 kb 大小一致的扩增带
,

说明诱导后

的 M S C s 可表达心肌特异性的肌球蛋 白
。

综合我们实验 中免疫组化和 R T
一

PC R 结果
,

我们认为经 5
一

az a
诱导后的 M S C S 可向心肌样细胞

转 化
。

虽然 我们所得 到的是 较 幼稚的心肌样 细

胞
,

但 有研究表 明
,

在体内特定 的微环境下
,

M S C s 可表现出很强的可塑性
,

当 M S C S 植人缺血

心肌后能在环境与生长因子的作用下发生环境依

赖性变化 ’ 7 1。

所以经 5
一

az a
定向诱导后的 M S sC 可

以向心肌样细胞分化
,

为修复受损的心肌提供了一

种新的种子细胞
,

可以作为移植细胞用于心肌缺血

的治疗
。
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