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EDU 免疫荧光法检测整合素连接激酶（ILK）高表达
对新生大鼠心肌细胞 DNA 合成的影响 *
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摘要 目的：通过 EDU 免疫荧光法观察整合素连接激酶（Integrin-Linked Kinase，ILK）在新生大鼠心肌细胞内高表达后对心肌细胞

DNA 合成的影响。方法：取新生（1-3 天内）大鼠原代心肌细胞，培养 72 小时后随机分为正常对照组、ILK 转染组。对照组转染重组

腺病毒载体（adeno-GFP），ILK 组转染重组腺病毒载体 +ILK 基因（adeno-ILK）。转然成功后 48 小时将两组心肌细胞分别通过 5-
乙基 -2'- 脱氧尿嘧啶核苷（EDU）免疫荧光法测定心肌细胞 DNA 合成。结果：ILK 转染组心肌细胞内 DNA 合成较对照组明显增

加（P＜0.05）。结论：ILK 高表达具有促进新生大鼠心肌细胞的 DNA 合成的能力。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effects of over-expressed integrin-linked kinase on rat neonatal DNA synthesis of
cardiomyocytes by EDU immunofluorescence assay. Methods: Primary neonatal rat (1-3 days old) cardiomyocytes were cultured in vitro
and randomly divided into two groups 72 h after isolation: infected by either adeno-GFP (control group) or adeno-GFP containing
adeno-ILK (ILK group). 48h after infection, DNA synthesis of cardiomyocytes in two groups were determined by 5-ethynyl-2-deoxyurid-
ine(EdU) immunofluorescence assay. Results: Compared with the control groups, DNA synthesis of cardiomyocytes increased dramatica-
lly in ILK groups (P＜0.05). Conclusion: The over-expression of ILK could promote Rat Neonatal DNA synthesis of cardiomyocytes.
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前言

心脏病是世界范围内引起死亡的主要病因之一[1]，其原因

是心脏疾病能够导致心肌细胞的丢失。而目前，心脏疾病的常

规治疗方法的效果非常有限，未能有效纠正疾病发生时心肌细

胞的丢失。一系列的研究表明，在体内诱导出心肌细胞的增殖

能够促进心肌的再生与修复 [2-4]。因此，实现促进新的心肌细胞

产生将有可能突破目前的常规治疗方法的局限性，提高心脏疾

病的治愈率。
ILK 是一种进化过程中高度保守的 Ser/Thr 蛋白激酶，ILK

与整合素的 β1 亚单位的胞浆区相连接，广泛存在于多种细胞

胞浆中，在骨骼肌和心肌等组织中都有高度表达 [5]，是一个与

心肌收缩力、心肌细胞的存活和修复密切相关的调节因子[6]。研

究证明,ILK 在非心脏组织中,具有促进血管新生、细胞生长、增

殖、分化及抗细胞凋亡的作用 [7,8]。本课题组前期研究表明:ILK
高表达具有改善心肌梗死后的大鼠心脏收缩功能和左室重构

的作用 [9]，提示 ILK 可能具有直接促进心肌细胞增殖的作用。
细胞增殖首先就是细胞内 DNA 合成的增加，本实验旨在

通过 EDU 免疫荧光法检测 ILK 高表达对新生大鼠心肌细胞的

DNA 合成的影响，研究 ILK 高表达是否对新生大鼠心肌细胞

的增殖有促进作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物

SD 清洁级大鼠，由南京医科大学动物实验中心提供。
1.2 材料

胎牛血清（Gibco）；高糖 DMEM 培养基（Gibco）；胰蛋白酶

（1:250）（Gibco）；胶原蛋白酶Ⅰ（Gibco）；5- 溴脱氧尿嘧啶核苷
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(BrdU)（Sigma）；光学显微镜（BX51 型）（Olympus）；荧光显微镜

（Imager A1 型）（Zeiss）；EdU 免疫荧光试剂盒 （Invitrogen）；重

组腺病毒载体（+ILK 基因）的构建（Invitrogen）。
1.3 实验方法和步骤

1.3.1 新生大鼠心肌细胞分离、纯化及培养 参照 Goldenberg I [10]

和 Chen J [11]等方法略加改进。取新生 1～3d SD 大鼠，在 75%酒

精中浸泡 8 秒后取出固定，依次剪开皮肤、肌肉组织及肋骨，取

下心脏，去除心房、残留大血管及心外膜结缔组织，剪开心室，

预冷的 PBS 冲洗后将心室肌剪成约 1mm3 小组织块，再予 PBS
冲洗 2-3 遍，加入 0.08 %胰蛋白酶 +0.1 %胶原酶 I 在 37℃恒温

振荡条件下消化 10 min×4-5 次，第一次的上清液弃去，收集剩

余各次消化的上清液，予含 20%胎牛血清的 DMEM 培养基以

终止消化后过滤，再以 4℃、1000 rpm 条件离心 5min，吸弃上

清，用含 10%胎牛血清的 DMEM 培养基冲悬细胞，将细胞悬液

接种到 90 mm 培养皿中，置入 CO2 培养箱中培养 1 h（用差速

贴壁法去除非心肌细胞），随后轻轻吸出细胞悬液。将吸出的细

胞悬液调整好细胞浓度接种到六孔板 （浓度 5×105cells/ml）（板

中预铺多聚赖氨酸包被过的玻片），每 24 小时换液一次。48 小

时后改为含 0.5%胎牛血清的 DMEM 培养基继续培养。
1.3.2 实验分组 原代心肌细胞生长 72 小时后，选择生长良好

的心肌细胞，随机分为 2 组，每孔按测定好的感染复数（MOI）
100:1 加入腺病毒溶液：①正常对照组：转染 Ad-GFP；②ILK 转

染组：转染 Ad-ILK。2 小时后，弃去培养基，PBS 冲洗 2 次，更换

新的含 0.5 %胎牛血清的 DMEM 继续培养。
1.3.3 心肌细胞 DNA 合成检测 参照试剂盒 Click-iT R EdU
Imaging Kit 采用 EDU 免疫荧光分析法检测心肌细胞 DNA 合

成情况。转染成功后心肌细胞于六孔板中继续培养 48 小时，换

用 50μM EdU 培养基孵育 48 小时，4%多聚甲醛固定 15 分钟，

0.2%甘氨酸孵育 10 分钟，PBS 冲洗两次，0.5% Triton X-100 透

化细胞，PBS 冲洗，Apollo 染色反应液避光孵育 30 分钟，再次

PBS 冲洗，Hoechst 避光孵育 10 分钟，0.5% Triton X-100 冲洗 3
次，随后在荧光显微镜下成像。
1.3.4 统计学处理 所有数据以均数±标准差 (x± s) 表示，应用

SPSS17.0 统计学软件，采用两样本均数间 t 检验的方法，P＜
0.05 为有统计学意义。

2 结果

2.1 心肌细胞鉴定

使用 α-sarcomeric actin 抗体进行免疫组化染色对心肌细

胞进行鉴定。经染色，心肌细胞可见胞浆呈棕黄色染色，非心肌

细胞染色呈阴性,其结果显示＞95 %的细胞呈现阳性（图 1）。

图 1 心肌细胞鉴定

Fig.1 Identified cardiomyocyte by immunohistochemisty

2.2 腺病毒转染效率鉴定

通过荧光显微镜检测表达 GFP 的细胞数来鉴定转染效

率，结果显示转染 24 h 后几乎所有细胞均有 GFP 表达，转染效

率达到 85%以上(图 2)。

图 2 荧光显微镜下观察心肌细胞 GFP 表达水平鉴定腺病毒转染效率

Fig.2 The efficiency of adenoviral delivery identified through observing
the expression of GFP of cardiomyocytes by fluorescence microscope

2.3 EDU 免疫荧光分析

荧光显微镜下可见对照组 （adeno-GFP） 与 ILK 转染组

（adeno-ILK）EDU 阳性的细胞呈红色，阴性的细胞呈蓝色 （图

3）。对照组阳性细胞数为 8.45±2.09/100 个细胞，ILK 转染组阳

性细胞数为 30.21±4.02/100 个细胞，与对照组相比，ILK 转染组

的 EDU 阳性细胞数明显增加（P＜0.05）。

图 3 EDU 免疫荧光法检测心肌细胞 DNA 合成

Fig.3 EDU immunofluorescence for DNA synthesis of cardiomyocytes

3 讨论

完整的细胞周期是指细胞从第一次分裂结束产生新细胞

到第二次分裂结束所经历的全过程，是一个连续变化过程，这

个过程也是细胞一分为二实现增殖的过程，分为间期与分裂期

两个阶段。间期是细胞合成 DNA、RNA、蛋白质和各种酶的时

期，是为细胞分裂准备物质基础的主要阶段。随后细胞进入分

裂期，经过有丝分裂，由一个母细胞分裂成为两个子细胞。细胞

要完成分裂增殖，首先必须正确复制 DNA 和达到一定的体积，

在获得足够物质支持分裂以前，细胞不可能进行分裂，DNA 合

成增加是细胞分裂增殖的必要基础。因此，DNA 合成增加是细

胞增殖的重要标志，也就是说细胞增殖首先表现为 DNA 合成

的增加，观察细胞增殖可以首先检测细胞的 DNA 合成的情况。
1981 年 Gratzner HG 等利用和细胞一起孵育的 5- 溴脱氧

尿嘧啶核苷（Brdu）在细胞周期的 S 期，能与胸腺嘧啶核苷竞争
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性掺入到细胞新合成 DNA 分子中的这一特点，开创了 Brdu 免

疫荧光法测定细胞 DNA 合成的方法 [12]。但 BrdU 需要变性

DNA 后才能与抗体结合，但这就破坏了 DNA 双链结构，并进

一步影响其他染料的结合染色，从而容易导致染色弥散，准确

性降低等问题。在操作中如何协调 DNA 的充分变性和留有足

够的 DNA 双链结构显然是一个棘手的问题 [13]。2007 年 Salic A
等提出了新的检测细胞 DNA 合成的方法，即通过 5- 乙基 -2'-
脱氧尿嘧啶核苷（EDU）检测细胞 DNA 合成 [14]。EdU 也是一种

胸腺嘧啶核苷类似物，能够在细胞增殖时能够掺入正在复制的

DNA 分子中。与传统的 BrdU 检测方法相比，EdU 不需要严格

的样品变性（酸解、热解、酶解）处理，有效地避免了样品损伤，

并且 EdU 抗体只有 BrdU 抗体大小的 1/500，在细胞内更容易

扩散，具有更高的灵敏度和更快的检测速度。本实验采用 EDU
法检测心肌细胞的 DNA 合成情况，可以将 BrdU 抗体无法结

合的新复制的 DNA 也能够检测出来，提高对细胞内新复制

DNA 检出效率，对于是否有新合成的 DNA 及其合成情况的判

断也就更加准确。
按照细胞的增殖能力可将细胞分为三类：增殖细胞群；不

再增殖细胞群；暂不增殖细胞群（在通常情况下处于 G0 期，故

又称 G0 期细胞）。传统的观点认为，心肌细胞是高度分化的细

胞，属于不再增殖细胞群，它们丧失了分裂能力，又称终末细

胞。当心脏疾病致使心肌细胞丢失进而引起心脏疾病不断进展

的时候，传统观点指导下形成的治疗方法仅限于针对残存的心

肌细胞，忽视了如何促进新的心肌细胞产生，自然难以实现对

心脏疾病的治愈。而 2009 年发表于 Science 的研究表明，即使

在成年人类，正常心肌细胞仍然存在增殖与更新，只是心肌细

胞的增殖与更新能力非常低下，正常人一生也只有不到 50%的

心肌细胞被更新 [15]。并且，在体内诱导出心肌细胞的增殖能够

促进心肌的再生与修复 [2-4]。这就说明，心脏疾病治愈率较低、
预后较差的重要原因就是心肌细胞的增殖远远无法弥补其丢

失，促进心肌细胞增殖能力的提高将成为心脏疾病预后改善的

重要途径。
在非心脏组织中,ILK 通过与多种胞外因子相互作用，具有

促进血管新生、细胞生长、增殖、分化及抗细胞凋亡的作用 [7,8]，

而在心肌组织中 ILK 同样有高度表达同样可能对心肌细胞的

增殖具有促进作用[5]。细胞增殖首先表现为 DNA 合成的增加，

DNA 合成增加是细胞分裂增殖的物质基础和前期准备，也就

是说将要发生分裂增殖的细胞内会有新复制的 DNA 产生。本

实验选择体外培养心肌细胞的方法，排除体内试验的其他干扰

因素，直接观察心肌细胞高表达 ILK 后 DNA 合成的变化情

况，可以反映细胞增殖能力的变化。结果显示，ILK 转染组

DNA 合成增加的心肌细胞数显著多于对照组，这就表明 ILK
转染组有更多的心肌细胞进入了细胞周期，进而可能重新发生

分裂与增殖，提示 ILK 能够直接促进心肌细胞的增殖。由于

ILK 还具有促进血管新生及抗细胞凋亡的作用 [7,8]，本实验也说

明 ILK 有可能成为心脏疾病基因治疗的重要靶点。
本实验证实高表达 ILK 能够促进心肌细胞内的 DNA 合

成增加，但尚需通过其他方法进一步观察是否有新生心肌细胞

数量的增加，并对 ILK 与心肌细胞增殖关系的相关分子机制进

行深入探讨。
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