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Ｐ５３ 抑制剂诱导大鼠骨髓间充质干细胞向
心肌样细胞分化的实验研究

燕学波　吕安林　刘博武　黄炜　侯婧　李垚

　　【摘要】　目的　研究 Ｐ５３ 特异性抑制剂对骨髓间充质干细胞向心肌样细胞分化的影响。
方法　分离 ＳＤ大鼠骨髓间充质干细胞，取第 ４ 代骨髓间充质干细胞分为对照组（ＣＯＮ）和 Ｐ５３ 特异
性抑制剂（ＰＦＴ唱α）组。 观察骨髓间充质干细胞诱导前后细胞形态变化，流式细胞仪鉴定骨髓间充质
干细胞表面抗原及诱导后心肌样细胞分化率，免疫荧光法检测诱导后 ｃＴｎＩ、ＣＸ唱４３ 表达，Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
法测定诱导后 ｃＴｎＩ、Ｐ５３、Ｐ２１ 蛋白表达情况。 结果　原代培养的骨髓间充质干细胞 ２周形成集落，传
代诱导后细胞体积变大，呈长梭形，排列趋一致。 流式细胞仪测定骨髓间充质干细胞表面抗原 ＣＤ４４
阳性表达率为（８９畅９８ ±１畅２９）％，ＣＤ４５ 阳性表达率为（２畅１４ ±０畅２２）％。 心肌样细胞鉴定结果显示：
诱导后 １周，空白对照组未见 ｃＴｎＩ和 ＣＸ唱４３免疫荧光表达，ＰＦＴ唱α组少量表达 ｃＴｎＩ 和 ＣＸ唱４３；诱导后
４周时，可见空白对照组少量表达 ｃＴｎＩ和 ＣＸ唱４３，ＰＦＴ唱α组强表达 ｃＴｎＩ和 ＣＸ唱４３。 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测诱
导 １周时 ＰＦＴ唱α组 ｃＴｎＩ表达与对照组比较，有统计学差异（P ＜０畅０１）。 诱导后 ４周，ＰＦＴ唱α组 ｃＴｎＩ表
达与对照组比较，有统计学差异（P ＜０畅０１）。 两组 ｃＴｎＩ 表达量 ４ 周与 １ 周比较有统计学差异（P ＜
０畅０５）。 诱导 １周时，ＰＦＴ唱α组几乎不表达 Ｐ５３ 蛋白，ＰＦＴ唱α组与对照组比较有统计学差异（P ＜
０畅０５）。 诱导 ４周时，ＰＦＴ唱α组与对照组比较有统计学差异（P ＜０畅０５）。 ＰＦＴ唱α组诱导４周时 Ｐ５３、Ｐ２１
表达量与 １周时比较均有统计学差异（P ＜０畅０５）。 心肌细胞分化率结果显示，诱导４周时，ＰＦＴ唱α组
与空白对照组比较有统计学差异（P＜０畅０１）。 结论　通过 Ｐ５３ 特异性抑制剂 ＰＦＴ唱α阻断 Ｐ５３唱Ｐ２１ 蛋
白通路，能诱导骨髓间充质干细胞向心肌样细胞分化。
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【Abstract】　Objective　Ｒｅｃｅｎｔｌｙ ｐ５３ ｉｓ ｓｈｏｗｎ ｔｏ ｐｌａｙ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ （ＢＭＭＳＣｓ）．Methods　ＢＭＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ
ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｏｆ ＳＤ ｒａｔｓ ｂｙ ｄｅｎｓｉｔｙ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ．Ｔｈｅ ｆｏｕｒｔｈ ｐａｓｓａｇｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｗｏ
ｇｒｏｕｐｓ：ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＰＦＴ唱αｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ＢＭＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｔｉｇｅｎｓ ａｎｄ ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＢＭＭＳＣｓ ｗａｓ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ．Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｃＴｎＩ ａｎｄ ＣＸ唱４３
ｉｎ ＢＭＭＳＣｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｃｓｃｏｐｙ ａｎｄ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｃＴｎＩ ，ｐ５３ ａｎｄ
ｐ２１ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ Ａｓｓａｙ．Results　ＢＭＳＣｓ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ ｆｏｒｍ ｃｏｌｏｎｉｅｓ ａｔ ２ ｗ，ｐａｓｓａｇｅｄ
ｃｅｌｌｓ ｂｅｃａｍｅ ｌａｒｇｅｒ，ｅｌｏｎｇａｔｅｄ ｓｐｉｎｄｌｅ，ａｒｒａｎｇｅｄ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｒｅｎｄ．Ａｔ ４ ｗ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ，ＢＭＭＳＣｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ
ａｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ｐａｃｋｅｄ ｅｌｏｎｇａｔｅｄ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｕｎｉｆｏｒｍ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ．Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｓｈｏｗｅｄ ＣＤ４４
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＭＳＣｓ ｗａｓ （８９畅９８ ±１畅２９ ）％， ＣＤ４５ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒａｔｅ ｗａｓ （２畅１４ ±０畅２２ ）％．
Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａｔ １ ｗ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ， ｎｏ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃＴｎＩ ａｎｄ ＣＸ唱４３ ｗａｓ
ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ，ｂｕｔ ａ ｌｉｔｔｌｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃＴｎＩ ａｎｄ ＣＸ唱４３ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＰＦＴ唱αｇｒｏｕｐ．４ ｗ
ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ，ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ ｏｎｌｙ ｈａｄ ｌｉｔｔｌｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃＴｎＩ ａｎｄ ＣＸ唱４３，ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ＰＦＴ唱αｇｒｏｕｐ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ
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ｓｔｒｏｎｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃＴｎＩ ａｎｄ ＣＸ唱４３畅Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａｔ １ ｗ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ， ｃＴｎＩ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ＰＦＴ唱αｇｒｏｕｐ，ｂｕｔ ｎｏ ｃＴｎＩ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ．Ａｔ ４ ｗ，ｏｎｌｙ ａ ｌｉｔｔｌｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃＴｎＩ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ ，ｂｕｔ ｉｎ ｔｈｅ ＰＦＴ唱αｇｒｏｕｐ ｃＴｎＩ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｍｕｃｈ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ．ｃＴｎＩ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅｖｅｒｙ ｇｒｏｕｐ ａｔ ４ ｗ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ａｔ
１ ｗ．Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａｔ １ ｗ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ５３ ａｎｄ ｐ２１ ｉｎ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｔｒｏｎｇｅｒ
ｃｏｍｐａｒｅ ｔｏ ＰＦＴ唱αｇｒｏｕｐ （P＜０畅０５），ｂｕｔ ｎｏ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ＰＦＴ唱αｇｒｏｕｐ．Ａｔ ４ ｗ，ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｐ５３ ａｎｄ ｐ２１ ｉｎ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｔｉｌｌ ｓｔｒｏｎｇ（P ＜０畅０５）．Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ５３ ａｎｄ ｐ２１ ｉｎ ＰＦＴ唱αｇｒｏｕｐ
ａｎｄ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ ａｔ ４ ｗ ｗｅｒｅ ｍｕｃｈ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ａｔ １ ｗ （P ＜０畅０５）．Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ唱ｌｉｋｅ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＰＦＴ唱αｇｒｏｕｐ
ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ （P ＜０畅０１）．Conclusions　Ｔｈｅｓｅ ｄａｔａ ｏｐｅｎ ｕｐ ｎｅｗ ｐｏｓｓｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｐ５３唱ｐ２１ ｐａｔｈｗａｙ ｆｏｒ ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＭＭＳＣｓ ｉｎｔｏ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ， ｗｈｉｃｈ ｗｉｌｌ ｂｅ
ｖａｌｕａｂｌｅ ｆｏｒ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ．

【Key words】 　 Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ； 　 Ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ； 　 Ｔｕｍｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐ５３； 　
Ｏｎｃｏｇｅｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐ２１（ｒａｓ）

　　心血管疾病已成为危害人类健康的主要疾患之一，尽管心血管药物治疗学及心脏介入技术不断提高，
但是心血管疾病的死亡率仍居高不下

［１］ 。 近年来干细胞移植为此带来了新的曙光［２］ 。 其中研究最多的是
成体干细胞中的骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ，ＢＭＭＳＣｓ）。 大量研究表明［３］ ，
ＢＭＭＳＣｓ不仅可以分化为造血基质细胞，还可以向多种造血以外的组织迁移、定位并分化成相应的组织细
胞，表现出多向分化的潜能，在不同的诱导条件下可以向骨、软骨、脂肪、心肌、内皮和神经等细胞分化。 ５唱氮
杂胞苷（５唱ａｚａｃｙｔｉｄｉｎｅ，５唱ａｚａ）是 ＢＭＭＳＣｓ分化为心肌样细胞的有效化学试剂，多项动物实验研究显示，体外
分离培养鼠 ＢＭＭＳＣｓ，经 ５唱ａｚａ 诱导后可分化为心肌样细胞［４唱５］ 。 Ｐ５３ 基因是一种抑癌基因，编码的 Ｐ５３ 蛋白
能诱导下游 Ｐ２１ 蛋白，Ｐ５３唱Ｐ２１蛋白通路不仅具有抑制细胞癌变、阻止肿瘤生长的作用，同时能抑制干细胞
的分化和增殖

［６］ 。 最新研究表明，Ｐ５３ 在 ＢＭＭＳＣｓ的增殖、分化方面扮演重要角色［７］ ，通过阻断 Ｐ５３唱Ｐ２１ 蛋
白通路，能显著提高干细胞的分化率［６］ 。 而 ５唱ａｚａ主要通过激活 Ｐ５３唱Ｐ２１ 蛋白通路抑制细胞增殖，导致细胞
凋亡

［８唱９］ 。 本实验通过 Ｐ５３ 特异性抑制剂（ｐ唱ｆｉｆｔｙ ｔｈｒｅｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ唱ａｌｐｈａ，ＰＦＴ唱α）阻断 Ｐ５３唱Ｐ２１ 蛋白通路，观察其
对大鼠 ＢＭＭＳＣｓ向心肌样细胞分化的影响，进一步探索 ＢＭＭＳＣｓ 向心肌样细胞分化的机制和提高诱导效率
的方法。

材料和方法

一、材料
４ 周龄健康雄性 ＳＤ大鼠，体质量（１２０ ±２０）ｇ，ＳＰＦ 级，由解放军第四军医大学动物实验中心提供，许可

证号：ＳＣＸＫ（军）２００８唱０１２，实验过程中对动物的处置符合伦理学标准。
二、主要试剂和仪器
Ｐ５３ 特异性抑制剂（Ｃａｙｍａｎ，ＵＳＡ），Ｌ唱ＤＭＥＭ 培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ，ＵＳＡ），胎牛血清（Ｔｈｅｒｍｏ，ＵＳＡ），Ｆｉｃｏｌｌ 淋

巴细胞分离液（１畅０７７ ｇ／ｍｌ，ＴＢＤ，ＣＡＮ），ＣＤ４４唱ＦＩＴＣ／ＣＤ４５唱ＰＥ抗体（Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ，ＵＳＡ），Ｃｏｎｎｅｘｉｎ唱４３，Ｔｒｏｐｏｎｉｎ Ｉ
抗体（ＳＡＮＴＡ，ＵＳＡ），Ｐ５３、Ｐ２１抗体（Ｔｈｅｒｍｏ，ＵＳＡ），倒置相差显微镜，荧光显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ，ＪＰＮ），流式细
胞仪（ＢＤ，ＵＳＡ）。
三、实验方法
（一）ＢＭＭＳＣｓ体外分离、培养和传代
采用颈椎脱臼法处死大鼠，取其下肢长骨，７５ ％乙醇浸泡 ５ ｍｉｎ。 无菌条件下分离胫骨和股骨，剪除骨

骺端，显露骨髓腔，用 Ｌ唱ＤＭＥＭ不完全培养液彻底冲洗骨髓腔，充分混匀，制成单细胞悬液。 将细胞悬液缓
慢加入预置有 １畅０７７ ｇ／ｍｌ的淋巴细胞分离液的离心管中，骨髓单细胞悬液与分离液的比例为 ４∶６，２０００ ｒ／
ｍｉｎ（离心半径为 １５ ｃｍ，下同）离心 ２０ ｍｉｎ。 吸取中间云雾状单核细胞层，加入 Ｌ唱ＤＭＥＭ不完全培养液，充分
混匀后，１５００ ｒ／ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ，弃上清，加入完全培养液（Ｌ唱ＤＭＥＭ，体积分数为 １０％胎牛血清，１００ Ｕ／ｍＬ
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青霉素，１００ ｍｇ／Ｌ链霉素，３００ ｍｇ／Ｌ谷氨酰胺，１０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＨＥＰＥＳ），充分混匀后，调整细胞浓度为 １ ×１０９ ／Ｌ，
接种于２５ ｃｍ２塑料培养瓶，置于 ５％ ＣＯ２ 、３７ ℃饱和湿度孵箱中培养。 ４ ｄ后首次换液，除去不贴壁的悬浮细
胞，以后每 ３ ｄ换液 １次。 待细胞长到 ８０％融合时，用２畅５ ｇ／Ｌ胰蛋白酶进行消化，按 １∶２的比例进行传代。
体外培养至第 ４代备用。

（二）ＢＭＭＳＣｓ细胞形态学变化
每日在倒置显微镜下观察诱导前和诱导后细胞生长情况和形态学变化。
（三）ＢＭＭＳＣｓ细胞鉴定
取第 ４代 ＢＭＭＳＣｓ 细胞用 ＰＢＳ清洗 ２遍，常温下加入 ２畅５ ｇ／Ｌ的胰蛋白酶 １ ～２ ｍｌ，倒置显微镜下观察，

待细胞间隙增大，细胞回缩变圆时，即弃去胰蛋白酶，加适量 Ｌ唱ＤＭＥＭ 完全培养液终止消化，用 ＰＢＳ 洗涤 ２
次，剩余 ５０ μｌ配成浓度为 １ ×１０９ ／Ｌ的细胞悬液。 分别加入鼠抗 ＣＤ４４唱ＦＩＴＣ 抗体和 ＣＤ４５唱ＰＥ 抗体，阴性对
照加入鼠抗 ＩｇＧ唱ＦＩＴＣ，４ ℃，避光３０ ｍｉｎ。 再次用 ＰＢＳ洗涤２次，弃上清液，对照组加４００ μｌ的 ＰＢＳ混匀细胞
（呈单细胞悬液），测定组加 ３００ μｌ的 ＰＢＳ混匀细胞（呈单细胞悬液）。 采用流式细胞仪检测细胞表面标志
抗原。

（四）实验分组及处理
取第 ４代 ＢＭＭＳＣｓ 细胞，２畅５ ｇ／Ｌ的胰蛋白酶消化后分别接种于 ６ 孔板（ＷＢ 检测用）、２４ 孔板中（ ＩＨＣ

检测用），放置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养。 次日将细胞分为两组：（１）正常对照组（ＣＯＮ）：常规培养液
培养；（２）ＰＦＴ唱α组：ＰＦＴ唱α在临用前溶解于 ＤＭＳＯ，以 ２０ μｍｏｌ／Ｌ终浓度加入培养液，２４ ｈ后去除培养液，更
换不含 ＰＦＴ唱α的常规培养液继续培养；分组处理后，每 ４ ～５ ｄ更换常规培养液。 在诱导后 １周、４ 周分别进
行 ＩＨＣ及ＷＢ相关检测。

（五）心肌样细胞的鉴定
１畅免疫荧光法检测各组不同时间点心肌特异性蛋白的表达：在 ＢＭＭＳＣｓ诱导 １周、４ 周时分别测定 Ｔｒｏ唱

ｐｏｎｉｎ Ｉ 和 Ｃｏｎｎｅｘｉｎ唱４３ 心肌特异性蛋白的表达。 吸出培养液，ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，室温下使用 ４％多聚甲醛固定
２０ ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤 ２次，每孔加入 ５００ μｌ穿透液（０畅５ ％Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ唱１００，０畅０１ ｍｏｌ／Ｌ ＰＢＳ配制）３０ ｍｉｎ，吸去穿透
液，加入正常山羊血清封闭液，１４０ μｌ／孔，轻摇，封闭 ３０ ～６０ ｍｉｎ。 吸干封闭血清，分组加入一抗，每组 ４ 孔，
１４０ μｌ／孔，于 ３７ ℃摇床中孵育 １ ｈ（转速 ６０ ｒ／ｍｉｎ）。 ＰＢＳ洗涤 ３次，每次５ ～１０ ｍｉｎ。 将二抗分别加到相应
的孔中，１４０ μｌ／孔。 ３７℃、６０ ｒ／ｍｉｎ摇床孵育 １ ｈ（放于保湿盒内），避光吸出二抗，ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，每次轻摇
１０ ｍｉｎ。 吸去 ＰＢＳ，加入 Ｈｏｅｃｈｅｓｔ ３３３４２ 染液（０畅５ μｇ／ｍｌ），１４０ μｌ／孔，室温避光孵育 ３０ ｍｉｎ。 吸去染液，加
入 ＰＢＳ洗涤 １次，１０ ｍｉｎ；最后添加 ＰＢＳ，荧光显微镜观察各蛋白表达情况。

２畅Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测各组不同时间点 Ｔｒｏｐｏｎｉｎ Ｉ 的表达量：将待提取蛋白的细胞吸去培养基，置于冰
上，加入适量预冷的 ＰＢＳ洗涤 ２次，吸去 ＰＢＳ，加入 ８０ μｌ ＲＩＰＡ裂解液，冰上裂解 ５ ｍｉｎ，用细胞刮刮下细胞，
转移 ＥＰ管中，１２ ０００ ｒ／ｍｉｎ 离心５ ｍｉｎ，将上清转移到新的 ＥＰ管中。 依据 ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒的方法
测定蛋白浓度，然后根据测得的蛋白浓度量调整各组上样量至相同水平，加入 ５ ×ＳＤＳ唱ＰＡＧＥ Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ，
混匀后，９５ ℃水浴５ ｍｉｎ。 ＳＤＳ唱ＰＡＧＥ电泳：按照 １２％分离胶和 ５％的浓缩胶配置 ＳＤＳ唱ＰＡＧＥ，调整上样总蛋
白量为３０ μｇ，浓缩胶中 ８０ Ｖ电泳，分离胶中 １２０ Ｖ电泳。 蛋白质的电转移以及膜的封闭：３００ ｍＡ，湿法转膜
１畅５ ｈ，取出膜，置于 ５ ％脱脂牛奶封闭液中，４ ℃封闭过夜。 抗原抗体反应：将稀释一抗加入到 ５％脱脂牛奶
封闭液中，将封闭后的 ＰＶＤＦ膜放入封闭袋中，加入 ４ ｍｌ一抗，室温震荡孵育 ２ ｈ，弃去一抗，用 １ ×ＴＢＳ／Ｔ洗
膜 ４次，每次８ ｍｉｎ，除去过量的一抗，将膜转移至另一新的封闭袋中，加入 ４ ｍｌ 稀释的二抗，室温振荡孵育
１ ｈ。 用 １ ×ＴＢＳ／Ｔ 洗膜 ４次，每次 ８ ｍｉｎ，除去未结合的二抗。 ＥＣＬ显色：将 Ａ液和 Ｂ液以 １∶１（Ｖ／Ｖ）混合，
室温反应 １ ～２ ｍｉｎ，将混合液滴加于 ＰＶＤＦ膜表面，孵育 １ ～２ ｍｉｎ，用幻灯胶片将膜夹好，压上 Ｘ线片后，于
暗盒中曝光 １ ｍｉｎ或更长时间，将 Ｘ线片放入显影液中显影 ２ ～３ ｍｉｎ，自来水中冲洗，再置于定影液中 １ ～
２ ｍｉｎ。 流水冲洗晾干，将胶片进行扫描。

（六）心肌样细胞分化率测定
两组诱导 ４周时的细胞用 ＰＢＳ洗涤 ２次，常温下加入 ２畅５ ｇ／Ｌ的胰蛋白酶 １ ～２ ｍｌ消化，１０００ ｒ／ｍｉｎ离
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心 ５ ｍｉｎ，０畅１％Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ唱１００ 孵育１０ ｍｉｎ，１０００ ｒ／ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤 ２ 次。 加一抗肌钙蛋白 Ｉ（ｃＴｎＩ）抗
体，室温 １ ｈ，１０００ ｒ／ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤 ２次。 加入 ＦＩＴＣ标记的二抗工作液，室温避光 ４０ ｍｉｎ，１０００ ｒ／
ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤 １遍。 ＰＢＳ调整细胞悬液密度约 １ ×１０９ ／Ｌ，４％多聚甲醛固定 ２０ ｍｉｎ。 上样于流式
细胞仪上，用波长 ４８８ ｎｍ的光波激发被标记细胞，测定 ｃＴｎＩ阳性标记的心肌样细胞占细胞总数的百分比。

（七） Ｐ５３、Ｐ２１ 蛋白表达的测定：Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测各组不同时间点 Ｐ５３／Ｐ２１蛋白的表达量
实验方法和过程同Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测 Ｔｒｏｐｏｎｉｎ Ｉ，一抗为鼠抗 Ｐ５３、Ｐ２１ 抗体。
四、统计学处理
各组数据均以均数±标准差（珋x ±s）表示。 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 统计分析软件对各组数据进行 t 检验和单

因素方差分析。 P ＜０畅０５ 为差异有统计学意义。

结　　果

一、ＢＭＭＳＣｓ培养传代及诱导后细胞形态学变化
原代 ＢＭＭＳＣｓ呈圆形，折光性强。 ３ ｄ后大部分细胞贴壁，体积较小，形态多样，多为椭圆形、短梭形，也

有三角形或星形细胞，且伸出长短不一、粗细不等的胞质突起互相连接（图 １Ａ）。 ５ ～７ ｄ 后，贴壁细胞迅速
分裂增殖，数量明显增多，体积变大，以长梭形为主，呈放射状向四周扩展，形成大小不一的细胞集落。 传代
后细胞体积较原代细胞大，呈长梭形，混杂少量的三角形或多角形细胞（图 １Ｂ）。 诱导 ４周后，ＢＭＭＳＣｓ 紧密
排列呈长梭形，细胞形态均一，趋向一致（图 １Ｃ）。

　　二、ＢＭＭＳＣｓ表面抗原鉴定结果
对传至第 ４代的 ＢＭＭＳＣｓ 进行鉴定，采用流式细胞仪测定 ＢＭＭＳＣｓ 表面抗原 ＣＤ４４ 和 ＣＤ４５，结果显示：

ＢＭＭＳＣｓ ＣＤ４４阳性表达率为（８９畅９８ ±１畅２９）％，ＣＤ４５ 阳性表达率为（２畅１４ ±０畅２２）％。 此结果提示：采用联
合法分离大鼠 ＢＭＭＳＣｓ，经过传代培养扩增，可以得到纯化的 ＢＭＭＳＣｓ。
三、不同处理组心肌样细胞的鉴定
１畅不同处理组 ＢＭＭＳＣｓ诱导后 １周、４ 周 ｃＴｎＩ和连接蛋白 ４３（ＣＸ唱４３）免疫荧光表达（图 ２Ａ，２Ｂ）：诱导

后 １周，空白对照组未见 ｃＴｎＩ和 ＣＸ唱４３免疫荧光表达，实验组可见少量表达，随着诱导后时间延长，空白对
照组逐渐可见微弱荧光表达，而实验组 ｃＴｎＩ和 ＣＸ唱４３ 免疫荧光表达逐渐增强，诱导后 ４周时，可见空白对照
组少量表达 ｃＴｎＩ和 ＣＸ唱４３，实验组强表达 ｃＴｎＩ和 ＣＸ唱４３。

２畅ＢＭＭＳＣｓ诱导后 １周、４ 周 ｃＴｎＩ定量表达：Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测诱导后 １ 周 ｃＴｎＩ 表达，空白对照组未见
表达 ｃＴｎＩ，实验组有少量表达（图 ３Ａ），与对照组比较，有统计学差异（P ＜０畅０１）（图 ３Ｂ）。 诱导后 ４ 周检测
ｃＴｎＩ表达，空白对照组可见少量 ｃＴｎＩ 表达，实验组有强表达（图 ３Ａ），与对照组比较，有统计学差异（P ＜
０畅０１）（图 ３Ｂ）。 两组 ｃＴｎＩ表达量 ４周与 １ 周比较均有统计学差异（P ＜０畅０５）（图 ３Ｂ）。
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　　四、不同处理组心肌样细胞分化率测定
诱导 ４周后，流式细胞仪测定 ＢＭＭＳＣｓ向心肌样细胞的分化率，ＰＦＴ唱α组与空白对照组比较有统计学差

异（P ＜０畅０１）（图 ４）。

　　五、不同处理组 Ｐ５３、Ｐ２１蛋白表达
诱导 １周时，ＰＦＴ唱α组几乎不表达 Ｐ５３、Ｐ２１（图 ５Ａ），与空白组比较有统计学差异（P ＜０畅０５）（图 ５Ｂ）。

诱导 ４周时，两组表达较 １ 周时有所增强（图 ５Ａ），ＰＦＴ唱α组与对照组比较有统计学差异（P ＜０畅０５） （图
５Ｃ）。 ＰＦＴ唱α组诱导 ４ 周时 Ｐ５３、Ｐ２１表达量与 １ 周时比较有统计学差异（P ＜０畅０５）（图 ５Ｂ，５Ｃ）。
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讨　　论

心血管疾病特别是心肌梗死的发生率逐年升高。 虽然有研究表明［１０］ ，心肌细胞会缓慢地更新，但是其
更新率也在缓慢地不断下降。 因此心肌梗死后，坏死心肌的修复成为患者治疗成功的关键。 心脏移植供体
来源困难，手术技能要求高，费用昂贵，难以在临床推广。 自体心肌细胞移植替代治疗用于心肌重建，因存
在自体心肌细胞培养棘手，获得的心肌细胞数量有限，移植后存活率低等问题而只能取得有限的成果。 近
年来大量的动物实验及临床研究已经证明了 ＢＭＭＳＣｓ 移植治疗心脏疾病特别是缺血性心脏病的显著
疗效

［２，１１唱１７］ 。
Ｐ５３ 特异性抑制剂 ＰＦＴ唱α最早用于研究抗肿瘤药物毒副作用［１８］ ，Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ 等［１９］

在研究 ５唱ａｚａ诱导大肠
癌细胞系 ＨＣＴ唱１１６ 凋亡机制中 Ｐ５３ 的作用时，观察了 ＰＦＴ唱α对 ＨＣＴ唱１１６ 的细胞毒性，当 ＰＦＴ唱α浓度≤３０
μｍｏｌ／Ｌ时，并不抑制 ＨＣＴ唱１１６ 的生长，而当浓度＞３０ μｍｏｌ／Ｌ时则对 ＨＣＴ唱１１６的生长产生抑制，具有一定的
细胞毒副作用。 本课题组应用不同浓度 ＰＦＴ唱α作用于 ＢＭＭＳＣｓ 细胞，观察其对细胞增殖的影响，发现当
ＰＦＴ唱α≤２０ μｍｏｌ／Ｌ时，对于 ＢＭＭＳＣｓ细胞的生长没有任何抑制，甚至促进细胞增殖，而当浓度达到 ４０ μｍｏｌ／
Ｌ时则对 ＢＭＭＳＣｓ细胞增殖产生抑制，这种抑制效应在浓度达 ８０ μｍｏｌ／Ｌ时更为显著，抑制效应呈浓度依赖
性增强。 因此，我们认为 ＰＦＴ唱α浓度在≤２０ μｍｏｌ／Ｌ时对 ＢＭＭＳＣｓ 细胞的增殖无抑制，相反，能促进细胞增
殖。 同时，本课题组还观察了 ＰＦＴ唱α对 ＢＭＭＳＣｓ细胞凋亡的影响，结果显示，经 ＰＦＴ唱α作用 ２４ ｈ后，５唱ａｚａ诱
导的 ＢＭＭＳＣｓ的凋亡率显著减少，而 ＢＭＭＳＣｓ 细胞 Ｐ５３、Ｐ２１ 蛋白表达量显著下降。 因此认为，ＰＦＴ唱α是通
过阻断 Ｐ５３，从而抑制下游 Ｐ２１基因激活起作用的。

Ｐ５３ 基因位于人类染色体 １７ｐ１３畅１，基因全长 １６ ～２０ ｋｂ，由 １１ 个外显子和 １０ 个内含子组成，其启动子
不含 ＣＡＡＴ盒、ＴＡＴＡ盒和 ＧＣ盒等常见启动序列。 转录产生 ２畅５ ｋｂ ｍＲＮＡ，翻译生成的蛋白质由 ３９３ 个氨
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基酸残基组成，分子量为 ５３ ｋＤ，所以称为 Ｐ５３ 基因。 Ｐ５３属于抑癌基因，可参与细胞周期的调控，在 ＤＮＡ修
复、细胞凋亡、抑制肿瘤增殖过程中起重要作用［２０］ 。 其编码的 Ｐ５３ 蛋白在细胞损伤的情况下可诱导激活下
游 Ｐ２１ 蛋白，触发 ＤＮＡ修复和细胞凋亡。 最新研究表明，Ｐ５３唱Ｐ２１蛋白通路不仅具有抑制细胞癌变、阻止肿
瘤生长的作用，同时能抑制干细胞的分化和增殖。 通过阻断 Ｐ５３唱Ｐ２１ 蛋白通路，能显著提高多能干细胞的分
化率

［６］ 。 而 ５唱ａｚａ主要通过激活 Ｐ５３唱Ｐ２１ 蛋白通路，抑制细胞增殖，导致细胞凋亡。 ＰＦＴ唱α能够特异性、可逆
性地抑制 Ｐ５３ 活性，从而减少细胞的凋亡，提高细胞的生存率，同时又不会导致肿瘤的发生［１９，２１］ 。 本实验结
果显示，阻断 Ｐ５３唱Ｐ２１蛋白通路能有效诱导 ＢＭＭＳＣｓ 分化为心肌样细胞，其诱导分化效率显著高于传统 ５唱
ａｚａ组，但其调控分化具体机制有待进一步研究。
大量研究表明

［４，２２］ ，５唱ａｚａ是诱导 ＢＭＭＳＣｓ分化为心肌细胞的有效化学制剂。 本实验通过 Ｐ５３ 特异性抑
制剂 ＰＦＴ唱α阻断 Ｐ５３唱Ｐ２１蛋白通路，能有效诱导 ＢＭＭＳＣｓ分化为心肌样细胞。 为进一步研究 ＢＭＭＳＣｓ 向心
肌样细胞分化提供了新的基础。
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