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%'梗死心肌裂解液模拟的生物微环境诱导骨髓间充质干细胞"

'!TU6

%向心肌

样细胞分化及在模拟的微环境中
'!$%&

对诱导的影响&方法
!

'!TU6

分离与体外培养!构建大鼠心肌梗死模型制成梗死心肌

裂解液$分
-

组#单纯
V!̂ !

培养组"

"

组%'梗死心肌裂解液组"

'

组%'梗死心肌裂解液加
'!$%&

阻断剂
90

<<
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组"

U

组%'

'!$%

&

组"

V

组%!通过倒置相差显微镜形态学观察'应用免疫细胞化学技术检测心肌特异性肌钙蛋白"

>/9/

%'心肌特异性肌球蛋白重

链"

!LU

%的表达!并对诱导的心肌样细胞进行统计学分析&结果
!

诱导
A

周后免疫细胞化学染色分析
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组呈阴

性表达!
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组相比阳性细胞数增加"
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'梗死心肌裂解液可诱导
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分

化为心肌样细胞$且
'!$%&

是梗死心肌裂解液诱导过程中重要的组成成分之一&
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(属于转化生长因子
%

超家族成员#具有调节多种细胞的生

长+分化和凋亡功能#在胚胎发育'

&

(早期表达#对胚胎心肌细胞

分化的启动+终末分化及心肌干细胞的定向分化起重要作用)

研究显示心肌梗死后#心肌组织中
'!$%&

含量增加'

A

(

#

'!$%&

不仅对梗死周围的心肌有抗凋亡的作用'

-

(

#而且参与了心肌祖

细胞向心肌细胞的分化'

=

(

#对于干细胞分化为心肌样细胞起着

重要的诱导作用)本实验观察
'!$%&

+梗死心肌裂解液模拟

的生物微环境诱导骨髓间充质干细胞$

:095K(880N K5659%
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'!TU6

&向心肌样细胞分化及在梗死心肌裂

解液模拟的微环境中
'!$%&

对诱导的影响)

A

!

材料与方法

A+A

!

实验动物
!

清洁级
&

周龄
TV

大鼠
,

只$辽宁医学院动

物实验中心提供#

T$P

级#雌雄不限#体质量不限&)

A+B

!

试剂与仪器
!

V!̂ !

低糖培养基+胎牛血清$美国
L

J

%

>1095

公司&#

.+&=X

胰蛋白酶和
.+.&X V̂/"

$美国
L

J

>1095

公司&#

'!$%&

+

30

<<

;9

$美国
$8(8K;(

公司&#

UV--

+

UV*,,

+

UVA-

抗体$北京中杉金桥公司&#鼠抗心肌特异性肌钙蛋白
/

$

>(8@;(>780

F

09;9/

#

>/9/

&+鼠抗心肌特异性肌球蛋白重链

$

K

J

06;9G5(O

J

>G(;9

#

!LU

&单抗$美国
":>(K

公司&%倒置相

差显微镜$

[1

J

K

F

I6

&#鼓风干燥箱$上海一恒科学仪器有限公

司&#

U[

&

细胞培养箱$德国
L58(>511>I17I85

&#超净工作台$苏

州净化设备有限公司&#台式高速离心机$上海医用分析仪器

厂&#电子天平$上海天平仪器厂&#磁力搅拌器$美国
'511>0%

<

1(66

公司&#

-Z

冰箱#

d&.Z

冰箱$沈阳北斗星仪器有限公

司&#高压蒸汽灭菌器$天津市精工医疗设备有限公司&)
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重庆医学
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年
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月第
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卷第
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期



A+C

!

实验方法

A+C+A

!

大鼠骨髓
'!TU6

的培养
!

TV

大鼠
A

只脱臼处死后#

D=X

乙醇浸泡#分离双侧股骨及胫骨#剪去包括骺板在内的两

侧骺端#用含
*.X

普通胎牛血清$

H57(1:0>;95658IK

#

P'T

&的培

养基冲洗骨髓腔#将骨髓冲入培养瓶#制成单细胞悬液#细胞悬

液离心后收集细胞#再用含
*.XP'T

的
V!̂ !

低糖培养液重

新悬浮细胞并接种细胞于培养瓶中#

ADZ

#

=X U[

&

恒温培养

箱中培养)

A@

后首次半量换液#以后每
A

天换液
*

次)待贴

壁细胞融合达
B.X

以上时进行
*_&

传代#取第
A

代细胞进行

诱导)

A+C+B

!

梗死模型的建立及裂解液的制备
!

梗死模型的建立!

TV

大鼠采用
*&X

乌拉坦
*K#

"

*..

<

腹腔麻醉)气管插管#

呼吸机正压辅助通气#于左胸第
-

肋间开胸#切开心包暴露心

脏#在左心耳下缘与肺动脉圆锥之间结扎左冠状动脉前降支#

造成左心室前壁心肌梗死#依次关闭胸腔)观察
&.K;9

后#左

心室前壁变苍白+收缩力减弱#心电图示
T/

段升高
.+&KO

即

认为造模成功)取术后
,G

存活
TV

大鼠为心肌梗死模型)梗

死心肌组织裂解液的制备!将梗死模型大鼠颈椎脱臼处死后#

用无菌眼科剪取梗死模型的梗死部位心肌组织#剪成
*KK

A

大小的颗粒状组织块#于组织匀浆机中处理
*.K;9

后#用

V!̂ !

培养基制成约
&.K

<

"

K#

的组织匀浆液#

&...8

"

K;9

离心
*.K;9

#取上清液#用
.+&&

"

K

的滤器过滤备用)

A+C+C

!

实验分组
!

将第
A

代
'!TU6

用
.+&=X

胰蛋白酶消化

后制成
-Y*.

=

"

K#

的细胞悬液
&=

"

#

滴加于孔板中$内置预

先处置过的
&=KK

& 盖玻片&#放入
ADZ

培养箱中培养#且密

度+活性+传代数均相同)单纯
V!̂ !

培养组$

"

组&!用含

*.XP'T

的
V!̂ !

培养基
.+*K#

培养%梗死心肌裂解液组

$

'

组&!加入梗死心肌组织裂解液
.+*K#

%梗死心肌裂解液加

90

<<

;9

阻断剂组$

U

组&!加入梗死心肌组织裂解液
.+*K#

和

.+&K

<

"

#90

<<

;9

阻断剂
.+.=K#

%

'!$%&

组$

V

组&!加入

.+&K

<

"

#

的
'!$%&.+*K#

#

A

周收获细胞)

A+C+D

!

指标检测

A+C+D+A

!

倒置相差显微镜$

;9O5875@

F

G(65>0978(67K;>80%

6>0

F

5

#

R$U!

&下
'!TU6

的生长和形态观察

A+C+D+B

!

'!TU6

的鉴定
!

在
&-

孔塑料培养板内放置无菌盖

玻片#每孔种植
*Y*.

=

"

K#

细胞悬液$第
&

代&

*K#

)待细胞

生长至融合状态#取出盖玻片#用磷酸缓冲液$

F

G06

F

G(75:IHH58

601I7;09

#

$'T

&清洗
A

次#

B=X

乙醇固定
*=K;9

#

$'T

充分冲洗#

AX

过氧化氢封闭
*.K;9

%滴加蛋白阻断剂#室温封闭
*.K;9

#

甩去阻断剂#加鼠抗
UV*,,

+

UV--

单抗
-Z

过夜#加入生物素

标记的二抗#室温孵育
A.K;9

#二氨基联苯胺$

A

#

Ac%@;(K90:59%

M;@;95

#

V"'

&显色#中性树胶封固#光学显微镜下观察)

A+C+D+C

!

R$U!

下
'!TU6

经梗死心肌裂解液
'!$%&

诱导
A

周后的生长和形态观察

A+C+D+D

!

'!TU6

经梗死心肌裂解液
'!$%&

诱导
A

周后免疫

细胞化学染色
!

将诱导后的
'!TU6

置于培养板里的盖玻片

上培养
A

周#取出盖玻片用
$'T

清洗
A

次#

B=X

乙醇固定
*=

K;9

#

$'T

液充分冲洗#

AX

过氧化氢封闭
*.K;9

%滴加蛋白阻

断剂室温封闭
*.K;9

#甩去阻断剂!$

*

&加鼠抗
>/9/

单抗
-Z

过夜#然后加入生物素化标记的二抗#室温孵育
A.K;9

#

V"'

显色#中性树胶封固#光学显微镜下观察)$

&

&加鼠抗
!LU

单

抗
-Z

培养过夜%选用山羊抗鼠荧光素结合的
R

<

S

抗体为二

抗#荧光素结合的
R

<

S

抗体在
-B.9K

蓝光激发
!LU

标记诱

导后
!TU

呈现绿色荧光)

A+C+D+J

!

心肌样细胞转化率的计算
!

免疫细胞化学染色后#

每组随机取
E

个视野#

R$U!

下$

Y*..

&应用细胞计数板分别

计数每个视野内的
>/9/

阳性细胞数$

3;

&+每个视野内细胞数

$

3

&%根据公式计算
'!TU6

心肌样细胞转化率$心肌样细胞的

转化率
a3;

"

3Y*..X

&)

A+D

!

统计学处理
!

应用
T$TT*A+.

软件进行统计学数据分

析#计量资料以
D È

表示#两组间比较行
#TV%7

检验#多组间

比较应用单因素方差分析)以
!

$

.+.=

为差异有统计学

意义)

B

!

结
!!

果

B+A

!

R$U!

下
'!TU6

的生长和形态的观察
!

原代细胞接种

&-G

后部分细胞贴壁)

A@

时贴壁的细胞逐渐变形#多数呈纺

锤形或梭形并相互连接)

D@

时细胞呈长梭形外观#体积逐渐

增大#此期细胞迅速分裂繁殖#呈集落样聚集生长#当细胞集落

达到
E.X

以上融合时#可进行细胞传代)传代细胞
&-

!

-EG

基本贴壁#

=

!

,@

即可铺满瓶底)传代后的细胞变得较为同

质#大小均匀#贴壁速度增快#基本呈长梭形#体积较原代时增

大$封
A

图
*

&)

B+B

!

'!TU6

的鉴定
!

将生长良好的第
&

代
'!TU6

消化成单

细胞悬液#经免疫组织化学$

;KKI90G;670>G5K;678

J

#

RLU

&染色

检测#其表面抗原
UV--

+

UV*,,

阳性$封
A

图
&

&#阳性率均在

BDX

以上#造血干细胞的表面标记
UVA-

表达阴性)

B+C

!

R$U!

下
'!TU6

诱导后
*

周+

A

周的细胞生长和形态的

观察
!

"

+

U

组呈纤维细胞样形态#细胞的形态未发生明显变

化)

'

组诱导后
*

周的
'!TU6

细胞体积逐渐增大呈长梭形#

有聚集生长趋势%诱导后
A

周#可见肌丝样结构#分布较广泛#

排列较密集#但方向不够一致#未见肌节样结构形成#为肌细胞

形态$封
A

图
A

&)

V

组诱导后
*

周的
'!TU6

细胞伸出伪足#排

列方向渐趋一致%诱导后
A

周细胞间连接增多#可见部分片状

肌丝样结构#排列具有明显的方向性#但排列不够密集)

B+D

!

'!TU6

诱导
A

周后免疫细胞化学染色鉴定及组间的比

较
!

诱导
A

周后
"

+

U

组均呈阴性表达%

'

组诱导后的
'!TU6

可见
>/9/

呈阳性表达$封
A

图
-

&#且转化率为$

*A+DA*A`

*+DD,.

&

X

#荧光免疫细胞化学鉴定可见细胞质内
!LU

的表

达阳性呈绿色#

V

组诱导后的
'!TU6

可见
>/9/

呈阳性表达

$封
A

图
=

&#且转化率为$

*-+E,&=`&+*A&&

&

X

#荧光免疫细

胞化学鉴定可见细胞质内
!LU

的表达阳性呈绿色#

'

+

V

组阳

性细胞数与
"

+

U

组比较#差异有统计学意义$

!

$

.+.*

&)

C

!

讨
!!

论

'!TU6

在不同的体外培养条件可分化为多种细胞'

,

(

)

2(9

<

(

FF

(

等'

D

(研究认为#

'!TU6

的诱导分化因素分为化学性

和物理性因素#前者包括细胞因子+激素+离子梯度及周围细胞

产生的可溶性细胞因子%后者包括细胞直接接触的细胞外基质

和相邻细胞所提供的局部信号刺激+电场+细胞间的牵拉力等)

有研究认为#

=%"M(

作为一种诱导剂可体外诱导
'!TU6

分化

为心肌样细胞#但其转化率并不高#且具有潜在的毒性)苑媛

等'

E

(研究显示#血管紧张素
(

在体外可诱导人
'!TU6

向心肌

样细胞分化)

本实验用梗死心肌裂解液模拟的生物微环境成功诱导

'!TU6

分化为心肌样细胞)有研究表明梗死心肌组织与正常

=BA*

重庆医学
&.*&

年
=

月第
-*

卷第
*-

期



心肌组织所释放的细胞因子或信号分子有明显不同#梗死心肌

组织裂解液所模拟的心肌微环境具有促进
'!TU6

向心肌样

细胞方向分化的作用'

B

(

)

!09M59

等'

*.

(发现
'!TU6

移植于梗

死心肌组织内或梗死边缘心肌组织内#能够分化为心肌细胞#

并且能够与宿主心肌细胞建立细胞间连接)上述说明#

'!TU6

在适当的心肌微环境中可以诱导为有功能的心肌细胞

前体#即心肌样细胞'

**

(

)

本研究用
'!$%&

成功诱导
'!TU6

分化为心肌样细胞)

曾有报道
'!$%&

在体外无血清条件下能将胚胎干细胞诱导分

化为心肌样细胞'

*&

(

#甚至诱导分化为搏动的心肌细胞'

&

#

*&

(

)

90

<<

;9

的分子结构和
'!$%&

相似#是
'!$%&

的一种特异性直

接拮抗剂)有研究证实#过表达
'!$%&

拮抗剂
90

<<

;9

可阻断

心肌转录因子和收缩蛋白的表达)本实验在梗死心肌裂解液

中用
90

<<

;9

拮抗
'!$%&

#使梗死心肌裂解液无法发挥诱导作

用'

*-%*=

(

#说明
'!$%&

是梗死心肌裂解液中起重要诱导作用的

成分之一)

本研究采用
'!$%&

+梗死心肌裂解液模拟的生物微环境

成功诱导
'!TU6

分化为心肌样细胞#且发现在梗死心肌裂解

液模拟的生物微环境中#

'!$%&

是不可缺少的重要组成部分)

但是#在心肌样细胞生长的微环境中除
'!$%&

外#还有哪些必

不可少的细胞因子或信号分子. 这些细胞因子或信号分子调

控分化的路径+机制及心肌样细胞生长的最佳体外微环境等还

需进一步深入研究)
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