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摘耍 目的 :研究体外不同诱导条件下大夙骨健间充质干细胞 (MSC
月

)向心肌细胞分化的 潜能
。

方法
:

取 wi
st ar 大鼠股骨和

胫骨骨健
,

分离培养 MSC
, ,

采用第二代或第三代 M别飞
,

以 5 一 氮杂胞普 (5 一

aza )
、

碱性成纤维细胞生长 因子 (bFG F)及两者联合作

用
,

作为分化诱导剂
,

连续现察三周
,

相差显橄镜下观察其形态变化
。

免疚细胞化学方 法鉴定心机特异性蛋 白 T( 、脚币
n T

,

cT-
nT )

、

连接蛋白 43 (伪毗
又i麟3 )

、a 一 横纹肌动蛋白(
a 一 曳晚仪沈‘。 Acti n) 的表达

,

应 用半定童 RT
一 PCR 技术分析 Nb 口

.

5
、

C州陕 一 4
、

TG F一 ? 等相关调控基因在分化过程中的表达
。

结果 :免疫细胞化学显示
c毛汀

、

co nne
石1讲3

、 。 一 乳吹叨
le ti c Ac 6 n

诱导前无表达
,

单

纯 bFGF诱导组及对照组未发现
C

Tn T
、

肠朋喇叫3
、 a 一 助. 叨犯ric A etin 染色阳性细胞

,

单纯 5 一 aza 诱导组诱导后上述三种蛋白阳性

细胞表达比例 分别为 22 %
、

28 %
、

32 %
,

5 一

aza 与 bFGF联合诱导组诱导后上述三者阳性细胞表达比例 分别为 28 %
、

33 %
、

4O %
,

联

合诱导组诱导后 细胞阳性率明显高于单纯 5 一

aza 诱导组
,

两组相比较差异有显著性意义 (P < 0
.

05 )
。

RT
一 R 二R 检测结 果显示

,

GATA 一 4
、

Nb O
.

5
、

TGF一 p在诱导前的 MSC
s

有低表达
,

单纯 5 一 aza 诱导组及 5 一 aza 与 bFCF联合诱导组诱导后 3 周
,

这三种基因

有较强的表达
,

单纯 5 一 aza 诱导组诱导检浏 结果显示石川队 一 4
、

N b己
.

5
、

T GF一 日在诱导前的 M, 毖有低表达
,

单纯 5 一 aza 诱导组

及 5 一 aza 与 班心F联合诱导组诱导后 3 周
,

这三种基 因有较强的表达
,

单纯 5 一 aza 诱导组诱导前后相比较
,

差异有显著性意义 (P

< 0
.

05 )
,

5 一 aza 与 bFGF联合诱导组诱导前后相比较
,

差异也有显著性意义(P < 0
.

05 )
,

单纯 5 一 , 诱导组与 5 一 aza 和 bFGF联合

诱导组诱导后两组之间相比较
,

差异亦有显著性意义(P < 0
.

05 )
,

表明单纯 5 一 aza 诱导及 5 一 aza 与 bFGF联合诱导均可使 M以汤向

心肌细胞转化
,

联合诱导可 以使更多的 M3 汤 向心肌细胞方向转化
。

单纯 bFGF诱导组诱导前后无显著性差异
。

结论 : 5 一

aza 及

bFGF联合诱导
,

可 以作为更好的促进 MSC
s
向心肌细胞分化的条件

。

关链词 :骨位间充质干细胞 ;细胞分化 ; 5 一 氮杂胞普 ;碱性成纤维细胞生长因子 ; 心肌细胞
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心肌坏死是心血管系统的常发病
,

其显著特征是功能性

心肌细胞大量死亡
。

一般认为
,

成熟的心肌细胞是终末分化

细胞
,

缺乏再生能力〔’
·

2〕
。

有研究表明[31
,

少数成体心肌细胞

在终末分化之后还具有分裂能力
,

但由于数量极少
,

不能达到

修复损伤心肌的目的
。

因此
,

只有增加心肌细胞或心肌样细

胞的数量
,

才能改善此类病人的心功能
。

目前
,

利用间充质干

细胞(M3 飞)治疗心肌损伤
,

正成为一种具广泛发展前景的应

用手段
。

如何促进 M以如扩增及向心肌细胞转化
,

就具有重要

的现实意义
。

本实验对 从石目盯大鼠 M3弘进行培养
,

并采用 5

一

aza 及 b R 万体外诱导其向心肌细胞分化
,

努力寻找出比较

理想的诱导 M别弘向心肌细胞分化的条件
,

为受损细胞的细胞

移植莫定基础
。

1 材料与方法

1
.

1 试剂与仪器 :

D MD 呱乍12 一 1 : 1 培养基(美国 H yd o
ne 公司)

,

优质胎牛血

清(天津 T”D 公司)
,

5 一氮杂胞昔 (51 9 1坦 公司)
,

鼠单克隆肠
-

即川
n T够抗体

、

兔单克隆 伽朋“
n 一 43 抗体(N阴砚rk ers 公

司)
,

兔八因子相关抗原多克隆抗体
、

鼠
Q 一 横纹肌肌动蛋白单

克隆 1咖抗体(北京中杉金桥生物技术有限公司)
,

PCR 引物

(1诫. 公司)
,
D 一 37520 众此m 由 型高速低温离心机 (德国 )

,

倒置显微镜(日本 O U日肛U S公司)
,

透射电镜(」E M 一 122 0 型日

本电子公司)
,

凝胶图像分析仪(乃”加, 公司)
。

1
.

2 M别飞的提取 :

采用未成年 w i日tar 大 鼠
,

出生 8 一 12 天
,

体重约 30 一 70

克
,

由哈医大二院实验动物中心提供
。

将 W istar 大鼠颈椎脱

臼处死后
,

体积分数 75 %乙醉浸泡 5 分钟
,

无菌条件下取双侧

股骨及胫骨
,

显露骨髓腔
,

用不含胎牛血清的 D 随以F F12 液冲

洗骨髓腔获取骨髓细胞
,

将冲洗液收集于离心管中
,

15( X) r/ m

离心 5 分钟
,

弃上清
,

细胞沉淀中加人适量含体积分数 10 %胎

牛血清的 DM曰F F12 培养液
,

小心吹打成细胞悬液
,

进行细胞

计数
,

接种于 50 d 培养瓶中
,

37 ℃
,

5 % C场培养箱中培养
。

1
.

3 MS( 为的分离和培养

采用贴壁筛选法
,

每 3 天更换新鲜培养液
,

在细胞接近

80 %铺满瓶底时
,

用 2
.

5岁L 胰酶和 EO rA进行 1 : 2 消化传代
。

1
.

4 M3 飞的分组诱导

取体外培养的第二代或第三代 M S( 汤
,

以 1
.

0 x l护/ c

衬 的

密度接种于放置有无菌处理的盖玻片的 解孔板中
,

培养至第

3 天
,

分组诱导
,

每组 8 个孔
,

分别培养 21 天
。

单纯 5 一

aza 诱

导组
:

加人 101 川幻V 巧 一

aza 的 D 珑以F 科2 培养基孵育 24 小时
,

用 PBS 冲洗
,

再换用正常培养基
,

每周两次换液
。

5 一

aza 与

bFGF联合诱导组
:

加人含 10 IU加F IS 一

aza 和 2吸扩d bFGF 的

DM日沙T 12 培养基
,

孵育 24 小时后
,

用 PBS 冲洗
,

再换用含
2 飞犷园 bFGF的 D MO F 科2 培养基

,

每周两次换液
。

单纯 址心F

诱导组
:

换用含 2叫好d bFGF 的 DM日‘下12 培养基
,

每周两次

换液
。

对照组 (未诱导组 )
:

正常培养基常规换液
,

传代
。

1
.

5 分化的心肌细胞鉴定
1

.

5
.

1 显微镜下观察
:

每天用倒置相差显微镜观察每组各孔

中细胞的形态变化
,

连续 3 周
。

1
.

5
.

2 免疫细胞化学鉴定
:

利用免疫细胞化学技术
,

将诱导
、

未诱导的 M别弘在培养板里的盖玻片上培养 3 周后
,

取出盖玻

片
,

用 P璐清洗 3 次
,

用甲醛固定 30 分钟
,

P璐充分冲洗
,

在中

央部位加 0
.

1% Tri
to妞X 一 100 浸泡 20 分钟

,

PBS 充分冲洗
,

3 %

过氧化氢封闭 10 分钟
,

PBS 充分冲洗
,

山羊血清室温封闭 10

分钟
,

分别滴加一抗 已份r
、

Q 讨3
、 Q 一 横纹肌肌动蛋白

,

4℃过

夜
,

加入生物素标记的二抗
,

室温 10 分钟
,

再加入辣根酶标记

卵白素
,

室温孵育 10 分钟
,

D AB 显色
,

苏木素复染
,

脱水
,

透

明
,

中性树胶封片
。

在光镜下随机选择 8 个视野
,

分别计算阳

性细胞所占比例
。

数据采用 S只弱13
.

0 统计软件
,

侧量数据以

均数 土标准差住士 s) 表示
,

作成组比较 t检验
。

1
.

5
.

3 半定量 RT
一 PCR 检测

:

通过叮
一
PC R 检测未诱导及

诱导 3 周后的 M3 飞的基因 C期队 一 4
、

Nb 25
、

化F 一 日的表达
。

步骤
: ¹ 采用 Tri zol 试剂提取总 R N A 测定 OD 值计算总 R NA 纯

度º 按 盯一 R 二R 试剂盒进行逆转录制备 c D NA » 以 c

DN A 为

模板
,

在反应体系中加人目的基因和内参照基因的引物
,

设定

反应参数
,

进行 目的引进的扩增
。

扩增条件为
:
总循环数 35

,

预变性 男℃ 4而
n

变性 男℃ 40 , ,

退火 印℃ 一 62 ℃ 40 5 ,

延伸 72 ℃ 既
。

特异引物序列为
:

将扩增产物进行 2%琼脂糖凝胶电泳
,

并采用凝胶图像分

析系统分析结果
。

测量数据以均数 士标准差 ( 土
。)表示

,

采用

成组设计资料的方差分析
。

附裹 RT 一
民R 引物序列

荃因
上游引物 下游引物

万W D 】视V

p一 肌动蛋白 5’ 一 Ac A。陷洲;C c。灯亡rA c GA GG
一 3’ 5’ 一 A c G以芜CG c A。陀GT c A TA cr 一 3’

T G F 一
俘 5 ’ 一 CC C CT GC A TA CC AA。诱丁戈

一 3’ 5 ’ 一 C c A GG AG C G( 认C A A’代认, 引叮 一 3’

限过
.

5 5 ’ 一 CA GT GG A O口浅毛A CA A AG CC 一 3 ’ 5 ’ 一 TA G CG A C(;( 牙戊叹;G AA CCA 一 3’

CA, ,A 一 4 5 , 一 C找刀℃亢n 刀℃A C] 决1℃G( 尤 A 一 3 ’ 5 ’ 一 CCA AC代CC A GCA GC A A’n 牙 一 3’

2 结果

2
.

I M别飞 的特性

细胞接种后 24 小时可见少数细胞开始贴壁生长
,

细胞形

态呈梭形
,

而大部分悬浮在溶液中的细胞呈圆形
,

主要是造血

细胞和造血干细胞
。

第五天可见较多的贴壁细胞
,

首次换液
,

去除非贴壁细胞 (图 1)
。

7 天后细胞迅速增殖
,

ro 天后出现细

胞融合及重叠
,

约 14 天可传代
。

首次传代采用 1: 2
,

传代后的

细胞于 解 小时内完全贴壁
,

待细胞长至 80 %铺满瓶底时再次

传代
。

2
.

2 M3汤体外定向诱导后的形态变化

相差显微镜下观察
,

诱导前表现为长梭形
,

单纯 5 一 aza 诱

导组诱导后细胞形态发生明显变化
,

1周时见细胞体积增大
,

呈不规则形或扁平多角形(图 2)
,

2 周后集落内部细胞之间和

邻近集落细胞之间出现连接
,

排列方向渐趋一致 (图 3)
,

3 周

时开始出现肌管样结构 (图 4)
。

5 一 aza 与 bFG F联合诱导组诱
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导后细胞形态变化与单纯 5 一

aza 诱导组相似
,

但细胞增殖速

度明显加快
,

诱导后第三天
,

视野内的细胞开始增多
,

第 6 天

细胞明显增多
,

同时体积增大
,

呈不规则多角形
,

细胞间出现

连接(图 5 一 7)
。

单纯 bFGF诱导组诱导后第三天
,

细胞开始增

殖
,

第 6 天增殖明显
,

但细胞形态无明显变化
,

呈长梭形
,

集落

中心的细胞密集
,

周围细胞成放射状或漩涡状排列
,

以后集落

间细胞出现重叠(图 8)
。

对照组
,

常规传代换液
,

细胞形态无

明显变化
。

2
.

3 免疫细胞化学鉴定

Q别陀汕麟3 阳性表现为胞膜及胞浆内出现棕黄色颖粒
。 。

一 横纹肌动蛋白(A
c ti n

)在胞浆中呈细丝状
。

dn 】T 表达与 伪
n -

n e汕麟3 相近
。

对照组未发现
c Tl lT

、

C叮助已石成3
、 。 一 横纹肌动蛋

白阳性细胞
,

单纯 5 一

aza 诱导组诱导后 已】、汀
、

Q 现叱汕麟 3
、a -

横纹肌动蛋白阳性细胞表达比例分别为 22 %
、

28 %
、

32 %
,

5 -

aza 与 bR 万 联合诱导组诱导后上述三种蛋白阳性细胞表达比

例分别为 28 %
、

33 %
、

40 %
,

联合诱导组诱导后细胞阳性率明

显高于单纯 5 一 aza 诱导组(P < 0
.

05 )
,

两组相比较差异有显著

性意义(见图 9 一 12
,

表 1)
,

表明 5 一

aza 与 bR 万 联合诱导能使

更多的 M别汤 向心肌细胞转化
,

效果更好
。

单纯 bFGF诱导组

诱导前后及对照组未发现上述三种蛋白染色阳性细胞
。

2
.

4 相关调控基因的表达

RT
一 PCR 检测结果显示币川队 一 4

、

N b己
.

5
、

T G F 一 p 在诱

导前的 M 3弘 有低表达
,

单纯 5 一 aza 诱导组及 5 一 aza 与 bFGF

联合诱导组诱导后 3 周
,

有较强 的表达
,

以 日
一

~ 作为内对

照
,

将各基因净条带的面积 x 强度与同时电泳的月一 朋山 净条

带的面积 x 强度对比进行相对量分析
。

进行三次独立实验取

其平均值(结果如表 2
,

3)
,

由表可见
,

单纯 5 一
aza 诱导组诱导

前后相比
,

差异有显著性意义 (P < 0
.

05 )
,

5 一

aza 与 bR 万 联合

诱导祖诱导前后相比
,

差异也有显著性意义(P < 0
.

仍)
,

单纯 5

一

aza 诱导组与 5 一 aza 和 址心F联合诱导组诱导后两组之间相

比较
,

差异亦有显著性意义 (P < 0
.

05 )
,

表明单纯 5 一 aza 诱导

及 5 一 aza 与 bFGF联合诱导均可使 M别汤 向心肌细胞转化
,

并

且 5 一 aza 与 价七F联合诱导能使更多的 MSC
s

向心肌细胞转

化
,

效果优于单纯 5 一 aza 诱导组
。

单纯 bFGF诱导组诱导前后

无显著性差异(图 13
,

14 )
。
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、
3
、
4 为单纯 5 一

, 诱导组
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、
6

、
7
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8 为 5 -

. 与 bFGF联合诱导组 ;圈 14 : 1
、
2

、
3

、
4 为单

纯 ‘FG F诱导组
,
5

、
6
、
7
、
8 为未诱导组即对照组 ; M为分子 , 标准
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导后细胞形态变化与单纯 5 一

aza 诱导组相似
,

但细胞增殖速

度明显加快
,

诱导后第三天
,

视野内的细胞开始增多
,

第 6 天

细胞明显增多
,

同时体积增大
,

呈不规则多角形
,

细胞间出现

连接(图 5 一 7)
。

单纯 bFGF诱导组诱导后第三天
,

细胞开始增

殖
,

第 6 天增殖明显
,

但细胞形态无明显变化
,

呈长梭形
,

集落

中心的细胞密集
,

周围细胞成放射状或漩涡状排列
,

以后集落

间细胞出现重叠(图 8)
。

对照组
,

常规传代换液
,

细胞形态无

明显变化
。

2
.

3 免疫细胞化学鉴定

Q别陀汕麟3 阳性表现为胞膜及胞浆内出现棕黄色颖粒
。 。

一 横纹肌动蛋白(A
c ti n

)在胞浆中呈细丝状
。

dn 】T 表达与 伪
n -

n e汕麟3 相近
。

对照组未发现
c Tl lT

、

C叮助已石成3
、 。 一 横纹肌动蛋

白阳性细胞
,

单纯 5 一

aza 诱导组诱导后 已】、汀
、

Q 现叱汕麟 3
、a -

横纹肌动蛋白阳性细胞表达比例分别为 22 %
、

28 %
、

32 %
,

5 -

aza 与 bR 万 联合诱导组诱导后上述三种蛋白阳性细胞表达比

例分别为 28 %
、

33 %
、

40 %
,

联合诱导组诱导后细胞阳性率明

显高于单纯 5 一 aza 诱导组(P < 0
.

05 )
,

两组相比较差异有显著

性意义(见图 9 一 12
,

表 1)
,

表明 5 一

aza 与 bR 万 联合诱导能使

更多的 M别汤 向心肌细胞转化
,

效果更好
。

单纯 bFGF诱导组

诱导前后及对照组未发现上述三种蛋白染色阳性细胞
。

2
.

4 相关调控基因的表达

RT
一 PCR 检测结果显示币川队 一 4

、

N b己
.

5
、

T G F 一 p 在诱

导前的 M 3弘 有低表达
,

单纯 5 一 aza 诱导组及 5 一 aza 与 bFGF

联合诱导组诱导后 3 周
,

有较强 的表达
,

以 日
一

~ 作为内对

照
,

将各基因净条带的面积 x 强度与同时电泳的月一 朋山 净条

带的面积 x 强度对比进行相对量分析
。

进行三次独立实验取

其平均值(结果如表 2
,

3)
,

由表可见
,

单纯 5 一
aza 诱导组诱导

前后相比
,

差异有显著性意义 (P < 0
.

05 )
,

5 一

aza 与 bR 万 联合

诱导祖诱导前后相比
,

差异也有显著性意义(P < 0
.

仍)
,

单纯 5

一

aza 诱导组与 5 一 aza 和 址心F联合诱导组诱导后两组之间相

比较
,

差异亦有显著性意义 (P < 0
.

05 )
,

表明单纯 5 一 aza 诱导

及 5 一 aza 与 bFGF联合诱导均可使 M别汤 向心肌细胞转化
,

并

且 5 一 aza 与 价七F联合诱导能使更多的 MSC
s

向心肌细胞转

化
,

效果优于单纯 5 一 aza 诱导组
。

单纯 bFGF诱导组诱导前后

无显著性差异(图 13
,

14 )
。

表 1 不 同诱导组免疫组化结果分析《
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