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白藜芦醇通过上调小鼠胚胎干细胞过氧化物酶体增殖激活受体 γ
共激活子１α表达促进其分化为心肌细胞
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　　摘要：目的　观察白藜芦醇对小鼠胚胎干细胞（ＥＳＣ）分化为心肌细胞的调节作用，并探讨其机制。
方法　采用悬滴悬浮培养法培养ＥＳＣ。白藜芦醇０．４４，４．４和４４μｍｏｌ·Ｌ－１处理ＥＳＣ９６ｈ。光学显微镜下
记录每组自发心肌搏动数；透射电镜观察细胞内线粒体结构；实时 ＰＣＲ方法测定 α肌球蛋白重链
（αＭＨＣ）、过氧化物酶体增殖物激活受体 γ（ＰＰＡＲγ）、ＰＰＡＲγ共激活子 １α（ＰＧＣ１α），核呼吸因子１
（ＮＲＦ１）、线粒体转录因子Ａ（ｍｔＴＦＡ）和线粒体呼吸链复合体Ⅳ（ＣＯＸⅣ）的基因表达；Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹
法检测 ＰＰＡＲγ，α辅肌动蛋白和 ＰＧＣ１α蛋白表达。结果　与正常对照组相比，白藜芦醇 ０．４４和
４．４μｍｏｌ·Ｌ－１可增加ＥＳＣ细胞分化为自发搏动的心肌细胞数，并明显上调分化的 ＥＳＣ心肌特异性基因
αＭＨＣ表达，约分别为正常对照组的５．６和３．７倍；上调心肌细胞特定标识蛋白α辅肌动蛋白的表达，约为
正常对照组的１．７和２．１倍；提示白藜芦醇可以促进 ＥＳＣ分化为心肌细胞。白藜芦醇干预各组均可上调
ＰＰＡＲγ基因和蛋白表达，同时白藜芦醇０．４４和４．４μｍｏｌ·Ｌ－１可以明显上调线粒体生物合成相关因子基因
表达；白藜芦醇４．４μｍｏｌ·Ｌ－１处理组线粒体数目增多，提示线粒体生物合成可能是ＥＳＣ分化为心肌细胞的
重要机制。结论　白藜芦醇可以通过激动ＰＰＡＲγ受体并上调由 ＰＧＣ１α介导的线粒体生物合成，从而促
进ＥＳＣ分化为心肌细胞。
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　　胚胎干细胞（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＥＳＣ）是一
类源于囊胚时期内细胞团的特定细胞群，具有分化

为体内３个胚层来源的各种类型组织细胞的潜能。
近年来，ＥＳＣ定向诱导分化为心肌细胞研究成为国
内外研究人员共同关注的热点之一，获得足量、均

一、高纯度、不引起免疫排斥反应且具有再生能力的

心肌细胞为心脏疾病的治疗带来了新的希望。动物

实验证实，ＥＳＣ源的心肌细胞能代替缺失或受损的
心肌细胞以恢复和改善心脏功能［１－２］。

研究发现，小鼠ＥＳＣ能够通过悬浮培养形成胚
体（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｂｏｄｙ，ＥＢ），这些ＥＢ可进一步分化
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为心肌细胞，通过光学显微镜即可观察到这些由

ＥＳＣ分化而来的心肌细胞的自发性收缩。进一步
研究显示，这一体外分化过程再现了心脏发生和心

肌收缩发育的过程［３］。基于化合物对 ＥＳＣ的细胞
毒性与对ＥＳＣ分化为心肌细胞的抑制能力的测试，
２００１年欧洲替代方法验证中心（ＥｕｒｏｐｅａｎＣｅｎｔｒｅ
ｆｏｒｔｈｅＶａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆＡｌｔｅｒｎａｔｉｖｅＭｅｔｈｏｄｓ，ＥＣＶＡＭ）
接受并批准小鼠 ＥＳＣ实验（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍ ｃｅｌｌ
ｔｅｓｔ，ＥＳＴ）用于化合物胚胎发育毒性评价，ＥＣＶＡＭ
的ＥＳＴ操作流程也成为目前ＥＳＣ分化为心肌细胞
的标准操作规程［４－５］。但此操作规程是在 ＥＳＣ细
胞自发分化的基础上制订，并未探讨如何获得足量、

均一、高纯度的心肌细胞。因此，按照 ＥＳＴ的操作
规程，ＥＳＣ自发向心肌细胞分化的效率并不高，且
ＥＳＣ细胞分化为心肌细胞是一个渐进和复杂的过
程，目前对于ＥＳＣ诱导分化准确的调控机制尚不清
楚。为 了 提 高 ＥＳＣ 的 心 肌 分 化 效 率，

人们纷纷采用改变分化培养条件，在不同时间点添
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加不同药物等方法，但只有准确掌握其诱导分化的

机制，才有可能在分子水平上精确诱导 ＥＳＣ分化
为所需的心肌细胞，消除一些不利因素［６］。

有研究表明，线粒体的生物合成对ＥＳＣ向心肌
细胞分化起正向促进作用［７－８］。线粒体生物合成是

指在一个细胞的生命周期中线粒体的增殖，以及线

粒体的系统合成和个体合成过程。在未分化 ＥＳＣ
中线粒体的数目以及嵴都较贫乏，而分化的ＥＳＣ发
生急剧变化，表现为嵴丰富，数目增加，形成网络

化［９－１０］。过氧化物酶体增殖物激活受体 γ（ｐｅｒｏｘｉ
ｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒγ，ＰＰＡＲγ）共
激活子１α（ＰＰＡＲγｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ１α，ＰＧＣ１α）是线
粒体生物合成的关键调控因子［１１］。

白黎芦醇是一类含有芪类结构的非黄酮类多酚

化合物，主要存在于葡萄、百合科、寥科、豆科、花生

和虎杖等食用或药用植物，具有抗动脉粥样硬化、抗

炎、抗癌、抗氧化和抗血小板聚集等作用。另外，白

藜芦醇可降低血循环中的低密度脂蛋白和胆固醇，

增加心肌细胞功能，其对冠心病显著的预防与治疗

作用引起人们关注［１２］，且白藜芦醇对 ＰＰＡＲγ有激
活作用［１３］。本研究将针对白藜芦醇是否在ＥＳＣ分
化为心肌细胞中所起到的干预作用与分子调节机制

进行探讨。

１　材料与方法

１．１　细胞、试剂和主要仪器
小鼠ＥＳＣＤ３细胞购自中国科学院上海生物

细胞研究所。白藜芦醇购自上海融禾公司（纯度 ＞
９５％）。ｋｎｏｃｋｏｕｔＤＭＥＭ培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏｍｏｄｉ
ｆｉｅｄＥａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ）、高糖 ＤＭＥＭ、胎牛血清（ｆｅｔａｌ
ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ），β巯基乙醇、非必需氨基酸
（ＮＥＡＡ）、Ｎ２羟乙基哌嗪Ｎ２乙磺酸（ＨＥＰＥＳ）、
Ｌ谷氨酰胺，青链霉素双抗和 Ｔｒｉｚｏｌ均购自德国
ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＧｉｂｃｏ公司；四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）、二
甲亚砜（ＤＭＳＯ）和明胶购自德国 Ｓｉｇｍａ公司。小
鼠白血病抑制因子（ｍｕｒｉｎｅｌｅｕｋｅｍｉａｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒ，ｍＬＩＦ）购 自 美 国 ＣＨＥＭＩＣＯＮ 公 司。
ＰＰＡＲγ、ＰＧＣ１α、α肌动蛋白和 ＧＡＰＤＨ一抗购自
美国Ａｂｃａｍ公司，ＨＲＰ标记的二抗（山羊抗兔和山
羊抗小鼠ＩｇＧ抗体）购自中杉金桥生物技术公司，
ＲＴＰＣＲ试剂盒购自加拿大 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，
ＳＹＢＧ试剂盒购自日本 ＴａＫａＲａ公司，引物（表１）
α肌球蛋白重链（αｍｙｏｓｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎ，αＭＨＣ）、
ＰＰＡＲγ、ＰＧＣ１α、核呼吸因子１（ｎｕｃｌｅａｒｒｅｓｐｉｒａ
ｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ１，ＮＲＦ１）、线粒体转录因子 Ａ（ｍｉｔｏ
ｃｈｏｎｄｒｉａｌｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＡ，ｍｔＴＦＡ）和线粒体呼
吸链复合体Ⅳ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｃｈａｉｎ

Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｌｅｎｇｔｈｏｆａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｓ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒ Ｌｅｎｇｔｈ／
ｂｐ

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃

αＭＨＣ ５′ＣＴＧＣＴＧＧＡＧＡＧＧＴＴＡＴＴＣＣＴＣＧ３′ ３４０ ５５

５′ＧＧＡＡＧＡＧＴＧＡＧＣＧＧＣＧＣＡＴＣＡＡＧＧ３′

ＰＰＡＲγ ５′ＧＣＣＣＴＴＴＧＧＴＧＡＣＴＴＴＡＴＧＧＡ３′ １７０ ５９

５′ＧＣＡＧＣＡＧＧＴＴＧＴＣＴＴＧＧＡＴＧＴ３′

ＰＧＣ１α ５′ＣＴＡＣＧＡＧＴＧＧＧＡＴＧＣＴＧＧＡＧＡＴ３′ ５５５ ６０

５′ＡＧＣＣＡＧＧＡＧＡＡＡＴＣＡＡＡＣＡＧＡＧ３′

ＮＲＦ１ ５′ＡＣＧＴＧＣＣＣＴＧＴＧＣＡＧＴＴＧＴＧ３′ ３４０ ６０

５′ＴＡＡＧＧＡＴＡＧＧＴＣＧＧＣＧＧＴＴＣ３′

ｍｔＴＦＡ ５′ＣＧＧＣＧＡＡＴＴＧＧＡＧＡＴＧＡＡＣＴＧ３′ ３３３ ６３

５′ＧＧＴＣＡＣＴＧＴＣＴＧＣＣＡＴＧＴＧＧＧ３′

ＣＯＸⅣ ５′ＴＴＧＡＴＡＡＣＣＧＡＧＴＣＧＴＴＣＴＧＣＣ３′ １２８ ６１

５′ＡＴＴＴＡＧＴＣＧＧＣＣＴＧＧＧＡＴＧＧ３′

ＧＡＰＤＨ ５′ＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧＣＣＧＡＧＡＡＴ３′ ３１３ ６１

５′ＡＣＧＴＣＡＧＡＴＣＣＡＣＧＡＣＧＧＡＣ３′

αＭＨＣ：αｍｙｏｓｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎ；ＰＰＡＲγ：ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒγ；ＰＧＣ１α：ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒγ
ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ１α；ＮＲＦ１：ｎｕｃｌｅａｒｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ１；ｍｔＴＦＡ：ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＡ；ＣＯＸⅣ：ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｃｈａｉｎ
ｃｏｍｐｌｅｘⅣ．
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ｃｏｍｐｌｅｘⅣ，ＣＯＸⅣ）由北京赛百盛公司合成。
ＢｉｏＲａｄＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ仪（美国伯乐公司），透射
电镜（日本Ｈｉｔａｃｈｉ公司）。
１．２　细胞培养及白藜芦醇给药干预

自液氮中取出一支冻存的小鼠 ＥＳＣ，复苏后接
种于自制备用的小鼠胚胎成纤维细胞 （ｍｏｕｓｅ
ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，ＭＥＦ）滋养层，加入 ＥＳＣ完
全培养基（１５％ＦＢＳ，８４％ｋｎｏｃｋｏｕｔＤＭＥＭ，１％
ＨＥＰＥＳ，１％ＮＥＡＡ，１％双抗，０．１％β巯基乙醇，
ｍＬＩＦ１×１０７ Ｕ·Ｌ－１）维持培养。ＥＳＣ集落达
６０％～７０％融合时，进行传代。０．２５％胰酶（含
ＥＤＴＡ）消化处于对数生长期的ＥＳＣ，用差速贴壁的
方法除去 ＭＥＦ滋养层细胞，培养基中不再添加
ｍＬＩＦ。消化后的 ＥＳＣ单细胞悬液进行计数，取细
胞３．７５×１０４Ｌ－１悬滴培养于１０ｃｍ的细菌培养皿
盖板上，每滴２０μｌ，悬滴３ｄ后，倒置显微镜下可见
每个悬滴中一个 ＥＢ，将 ＥＢ移入６０ｃｍ悬浮培养
皿，加入１０ｍｌ无ｍＬＩＦ的ＥＳＣ培养基（ＦＢＳ２０％，
其余成分同 ＥＳＣ完全培养基），放入 ３７℃，５％
ＣＯ２培养箱中悬浮培养２ｄ后，将ＥＢ接种于事先铺
被１％明胶的２４孔板内。每孔内一个 ＥＢ，加入无
ｍＬＩＦ的ＥＳＣ分化培养基，轻摇使 ＥＢ移至孔中央，
放入３７℃，５％ＣＯ２培养箱中培养，每日倒置显微镜
下观察，１ｄ后可见ＥＢ外层细胞分化。

ＥＳＣ形成ＥＢ贴壁后２４ｈ，分别加入白藜芦醇
０．４４，４．４和４４μｍｏｌ·Ｌ－１培养，进行后续实验。
１．３　ＥＳＣ分化为心肌细胞的相关指标的检测

ＥＢ贴壁培养５ｄ（白藜芦醇干预９６ｈ）后，光学
显微镜下观察２４孔板内 ＥＢ自发分化为有自发收
缩能力的心肌细胞的发生率，取分化后的细胞进行

实时ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹实验，检测心肌特异性
基因αＭＨＣ和心肌细胞标志性蛋白α辅肌动蛋白
（αａｃｔｉｎｉｎ）的表达。
１．４　透射电子显微镜观察分化 ＥＳＣ内线粒体
结构

用细胞刮刀 将 正 常 对 照 组 和 白 藜 芦 醇

４．４μｍｏｌ·Ｌ－１组细胞刮下，２００×ｇ离心５ｍｉｎ，将
细胞迅速放入装有预冷固定液（２％多聚甲醛和
２．５％戊二醛）的尖头 ＥＰ管中固定，二甲砷酸钠缓
冲液０．１ｍｏｌ·Ｌ－１冲洗后，再采用１％锇酸（ＯｓＯ４）
固定２ｈ。细胞固定后进行乙醇梯度脱水，环氧丙
烷置换，环氧树脂包埋，切片，切片厚度为 ５０～
８０ｎｍ。样品干燥后，置于铜网上，采用 Ｐｈｉｌｉｐｓ
ＥＭ２０８ｓ型透射电子显微镜观察，摄片。每组细胞
采用３张切片，先在低倍镜下进行全面细致的观察，

然后６０００倍放大倍数下定量拍照。在选定的每张
切片上随机拍摄细胞内照片各５张。
１．５　实时荧光定量 ＰＣＲ法测定 αＭＨＣ，ＮＲＦ１，
ｍｔＴＦＡ和ＣＯＸⅣ基因表达

用细胞铲刮取每组 ２４个 ＥＢ，每组加入 １ｍｌ
Ｔｒｉｚｏｌ，冰浴超声破碎，按 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明书要求
提取胚胎中总 ＲＮＡ。２６０ｎｍ紫外吸收法检测
ＲＮＡ含量。各组取 １μｌＲＮＡ逆转录合成第一链
ｃＤＮＡ。以 ｃＤＮＡ进行扩增反应，加入 αＭＨＣ，
ＰＧＣ１α，ＰＰＡＲγ，ＮＲＦ１，ｍｔＴＦＡ和ＣＯＸⅣ等基
因的上下游引物各１０ｐｍｏｌ，反应体系总体积２５μｌ。
反应条件设置为：预变性９５℃ １ｍｉｎ；９５℃／３０ｓ，
５８℃／１５ｓ，７２℃／１５ｓ，共４０个循环。以 ＧＡＰＤＨ
为内参，进行半定量分析。目的基因的相对表达水

平用 ２－ΔΔＣｔ表 示，ΔＣｔ＝Ｃｔ目标基因 －ＣｔＧＡＰＤＨ，
ΔΔＣｔ＝ΔＣｔ药物组 －ΔＣｔ对照组。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法测定分化 ＥＳＣ内 ＰＰＡＲγ、
ＰＧＣ１α和α辅肌动蛋白表达

白藜芦醇干预９６ｈ后，各组取１～２块２４孔板
内分化培养的 ＥＳＣ，ＲＩＰＡ法提取细胞蛋白，ＢＣＡ
法测定总蛋白浓度，根据蛋白质浓度确定合适的上

样量。蛋白电泳完毕后，采用湿法将蛋白质电转印

至ＰＶＤＦ膜。根据预染蛋白标记剪取目的蛋白条
带，ＰＰＡＲγ、ＰＧＣ１α、α辅肌动蛋白及 ＧＡＰＤＨ所
用一抗的稀释比例为１∶１０００。一抗孵育完成后，用
ＴＢＳＴ洗膜，ＨＲＰ标记的二抗室温温育 １ｈ；使用
ＬｕｍｉＧＬＯ ＣｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔＳｕｂｓｔｒａｔｅ（ＫＰＬ）
进行发光底物孵育，根据目的蛋白的不同，采用不同

的曝光时间。使用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯＮＥ软件对目的蛋白
进行积分吸光度（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，ＩＡ）光密
度分析，以ＧＡＰＤＨ为内参蛋白。目的蛋白相对表
达水平＝ＩＡ目的蛋白／ＩＡＧＡＰＤＨ。实验重复３次。
１．７　统计学分析

实验数据结果用ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１１．５
软件包进行统计学分析，统计指标均进行正态性及

方差齐性检验，正态分布数据多组间比较采用 ｏｎｅ
ｗａｙＡＮＯＶＡ分析，Ｐ＜０．０５具有统计学意义。

２　结果

２．１　白藜芦醇对ＥＳＣ分化为心肌细胞的影响
小鼠ＥＳＣ在 ＭＥＦ上生长良好（图１Ａ），消化

传代时，按悬滴悬浮法制备 ＥＢ并诱导分化（图
１Ｂ），分化１０ｄ的细胞外围可见多种类型细胞，部
分克隆可见心肌自发性节律收缩。
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Ｆｉｇ．１　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（ＥＳＣ）
ｔｏｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ（ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ ×２００）．Ａ：
ａｒｒｏｗｓｐｏｉｎｔｅｄｕｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｍｕｒｉｎｅＥＳＣ；Ｂ：ａｒｒｏｗ ｐｏｉｎｔｅｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｍｕｒｉｎｅＥＳＣ．

　　显微镜下计数观察发生心肌细胞搏动的 ＥＢ数
量，结果显示（表２），在ＥＳＣ分化第１０天，与正常
对照组相比，白藜芦醇０．４４与４．４μｍｏｌ·Ｌ－１组自
发搏动的ＥＢ数明显增加（Ｐ＜０．０５）。

Ｔａｂ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｏｎｎｕｍｂｅｒｓｏｆＥＢｃｏｎｔａｉｎ
ｉｎｇｃｏｎｔｒａｃｔｉｎｇｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｓｉｎ２４ｗｅｌｌｐｌａｔｅｓ

Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ／
μｍｏｌ·Ｌ－１

ＮｕｍｂｅｒｏｆＥＢｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｃｏｎｔｒａｃｔｉｎｇ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｓ

０ １４±２

０．４４ １７±２

４．４ ２０±２

４４ １５±３

ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄＥＳＣｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｆｏｒ９６ｈ．ｘ±ｓ，
ｎ＝４．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ０μｍｏｌ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ．

２．２　白藜芦醇对分化的 ＥＳＣ内线粒体结构的
影响

透射电镜结果显示（图２），与正常对照组分化
的ＥＳＣ细胞相比（图２Ａ），白藜芦醇４．４μｍｏｌ·Ｌ－１

干预９６ｈ，其细胞内线粒体更加丰富，结构完整，提
示白藜芦醇可以上调 ＥＳＣ在细胞分化过程中的线
粒体生成（图２Ｂ）。

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｏｎ ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄＥＳＣｓ（×６０００）．Ａ：ｎｏｒｍａｌ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ４．４μｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ９６ｈｇｒｏｕｐ．Ａｒｒｏｗｓ
ｐｏｉｎｔｅｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｉｎｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｍｕｒｉｎｅＥＳＣ．

２．３　白藜芦醇对分化的ＥＳＣ内 αＭＨＣ，ＰＰＡＲγ，
ＰＧＣ１α，ＮＲＦ１，ｍｔＴＦＡ和 ＣＯＸⅣ基因表达的
影响

如图３所示，白藜芦醇０．４４，４．４与４４μｍｏｌ·Ｌ－１

培养９６ｈ后，与正常对照组 ＥＳＣ相比，各组 ＥＳＣ
内心肌细胞特异基因 αＭＨＣ表达显著增加，分别
为４６６％，２７１％和５９％；ＰＧＣ１α基因表达分别增
加了１６３％，３２１％和２８％，ＰＧＣ１α基因表达分别
增加了４０５％，５３０％和１６５％，ＮＲＦ１基因表达分
别增加了２７０％，１５９％和７２％，ｍｔＴＦＡ的基因表达
分别增加了 ４５％，１２５％和 １７％，线粒体生成的
标志因子ＣＯＸⅣ基因表达分别增加 ５２％，２６６％
和２２％。除 ４４μｍｏｌ·Ｌ－１组的 ｍｔＴＦＡ和 ＣＯＸⅣ
基 因 表 达 外，其他差异均具有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｏｎｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
αＭＨＣ，ＰＰＡＲγ，ＰＧＣ１α，ＮＲＦ１，ｍｔＴＦＡａｎｄＣＯＸⅣ
ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｍｕｒｉｎｅＥＳＣｓ．ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄＥＳＣ ｗｅｒｅ
ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ０，０．４４，４．４ａｎｄ４４μｍｏｌ·Ｌ－１ ｆｏｒ
９６ｈ．ｘ±ｓ，ｎ＝３． Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ．

２．４　白藜芦醇对分化的 ＥＳＣα辅肌动蛋白、
ＰＰＡＲγ和ＰＧＣ１α蛋白表达的影响

如图４所示，与正常对照组 ＥＳＣ相比，白藜芦
醇干预９６ｈ后，各剂量组心肌细胞标志蛋白α辅肌
动蛋白表达增加，分别增加了６５％，１０１％和２１％；
ＰＰＡＲγ蛋白表达分别增加了 ６９％，１７６％ 和
１５３％；ＰＧＣ１α蛋白表达分别增加了１２１％，１４９％
和２７％。除白藜芦醇４４μｍｏｌ·Ｌ－１组的 α辅肌动
蛋白和ＰＧＣ１α蛋白表达外，其余差异均具有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。

·９５１·中国药理学与毒理学杂志２０１３年４月第２７卷第２期　ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ，Ｖｏｌ２７，Ｎｏ２，Ａｐｒ２０１３



Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｏｎαａｃｔｉｎｉｎ，ＰＰＡＲγａｎｄ
ＰＧＣ１αｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｍｕｒｉｎｅ
ＥＳＣｓ．Ｌａｎｅ１：ｎｏｒｍｌａｃｏｎｔｒｏｌ；ｌａｎｅｓ２，３ａｎｄ４：ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ０．
４４，４．４ａｎｄ４４μｍｏｌ·Ｌ－１ｔｒｅａｔｅｄｆｏｒ９６ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｂｗａｓ
ｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｏｆＡ．ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

３　讨论

按照ＥＣＶＡＭ推荐的 ＥＳＣ分化为心肌细胞的
观察指标，本研究结果发现，在白藜芦醇干预９６ｈ
后，有自发搏动的ＥＢ数较对照组明显增加，提示白
藜芦醇可以促进ＥＳＣ向心肌细胞的分化。但 ＥＳＣ
分化为心肌细胞是一个渐进和复杂的过程，包括心

肌特异基因的转录、结构蛋白的表达以及离子通道

的形成等关键步骤。心肌分化启动首先是心肌特异

性转录因子与心肌特异性基因的表达，在整个心肌

发育过程中心脏特异性基因 αＭＨＣ表达相对较
早，肌小节蛋白的表达标志心肌细胞分化到成熟

阶段［１４－１５］。

为了进一步明确白藜芦醇是否有促进 ＥＳＣ向
心肌细胞分化的作用，本研究挑选心肌细胞特异性

基因αＭＨＣ与心肌细胞标识蛋白α辅肌动蛋白为
分子标志物，进一步对分化细胞中心肌细胞特异性

成分进行半定量分析。αＭＨＣ基因在ＥＳＣ分化为
心肌细胞的早期即有表达并持续，而 α辅肌动蛋白
的表达则对应着心肌细胞分化成熟阶段［３］。通过

对αＭＨＣ进行实时 ＰＣＲ以及 α辅肌动蛋白进行
Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测结果发现，白藜芦醇可以上调分

化ＥＳＣ中心肌细胞特定基因和标志蛋白的表达，尤
其在浓度４．４μｍｏｌ·Ｌ－１时，白藜芦醇的诱导作用最
强，提示白藜芦醇增强转录因子 αＭＨＣ的表达，继
而增强了 α辅肌动蛋白表达，证实白藜芦醇可以促
进ＥＳＣ向心肌细胞分化。

用透射电镜观察分化的ＥＳＣ细胞内超微结构，
发现白藜芦醇４．４μｍｏｌ·Ｌ－１给药９６ｈ，细胞内线粒
体数量更为丰富，嵴结构完整，提示白藜芦醇在促进

ＥＳＣ向心肌细胞分化的同时伴随着线粒体生成的
增加。

楼宜嘉等 ［１６－１７］在以淫羊藿诱导小鼠 ＥＳＣ向
心肌细胞分化的过程中，活性氧簇（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）表达上调，激活 ｐ３８ＭＡＰＫ以及
ＰＧＣ１α和ＰＰＡＲα。已有充分证据表明，ＰＧＣ１α
是一个重要的线粒体生物合成调节子［１１］，提示在

ＥＳＣ分化过程中，ＰＧＣ１α介导的线粒体生物合成
可能在诱导 ＥＳＣ分化为心肌细胞中发挥作用。
ＰＧＣ１α有助于协调有氧代谢相关基因的表达，且
ＰＧＣ１α的表达受很多因素影响。业已明确，ＰＧＣ１α
可以与大多数核激素受体包括ＰＰＡＲγ在内的超家
族成员，以不同的方式与其发生分子对接，进而调控

其生物学功能［１８］。

很多研究表明，白藜芦醇对ＰＰＡＲγ受体起激动
作用。葛恒等［１３］在自身不表达 ＰＰＡＲγ蛋白的
Ｕ９３７细胞中电穿孔共转染ＰＰＡＲγ表达质粒和其报
告质粒，从而构建ＰＰＡＲγ激动剂筛选模型的方法证
实，白藜芦醇为 ＰＰＡＲγ受体的激动剂。李晓寒
等［１９－２０］证实，白藜芦醇通过调节 ＰＰＡＲγ的细胞信
号转导途径，防御高脂饮食大鼠血脂的升高，并拮抗

心肌组织ＰＰＡＲγｍＲＮＡ的低表达，在心血管疾病发
生发展中起保护作用。本研究实时ＰＣＲ实验结果与
Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹实验结果显示，白藜芦醇上调了分化的
ＥＳＣ细胞内ＰＰＡＲγ与ＰＧＣ１α的基因和蛋白表达。
由此推测，白藜芦醇激动 ＰＰＡＲγ受体，同时上调了
其辅因子ＰＧＣ１α的表达。

很多核基因编码的线粒体酶类对 ＰＧＣ１α产
生应答，例如 ＮＲＦ１和 ＮＲＦ２，它们触发编码呼吸
链多肽及 ｍｔＤＮＡ转录和复制蛋白的核基因的表
达。ＮＲＦ１和 ＮＲＦ２是转录调节子，作用于编码
氧化磷酸化系统亚基组分的核基因的表达。同时，

在核内它们通过绑定氧化磷酸化基因启动子的共有

序列调节其他与 ｍｔＤＮＡ复制有关的基因的表
达［２１］。ｍｔＴＦＡ是一个转录因子，与 ｍｔＤＮＡＤｌｏｏｐ
区的启动子作用，调节线粒体基因组的复制和转

录［２２］。导致分化的ＥＳＣ线粒体丰度和线粒体功能
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的变化依赖于线粒体及 ｍｔＤＮＡ的质量。当细胞具
有优质的亲本线粒体和 ｍｔＤＮＡ时，将导致线粒体
丰度和 ｍｔＤＮＡ分子的增加，最终由于增加了线粒
体而使能量供应增加。本研究发现，白藜芦醇干预

后，均不同程度地上调了上述信号因子的基因表达。

ＣＯＸⅣ是由核编码的线粒体蛋白，被认为是线
粒体和核基因之间转录、翻译及调节等作用的典型，

能够对线粒体的生物合成给予最快速的应答。因

此，本研究选用 ＣＯＸⅣ作为线粒体生物合成的指
标。实时 ＰＣＲ结果显示，白藜芦醇在激活分化
ＥＳＣ内线粒体生物合成的信号通路后，最终上调了
ＣＯＸⅣ基因的表达。结合线粒体的形态学指标透射
电镜超微结构观察发现，经白藜芦醇４．４μｍｏｌ·Ｌ－１

干预９６ｈ，分化后的 ＥＳＣ细胞内线粒体数量更为
丰富，嵴结构完整。至此，本研究初步证实了白藜芦

醇对ＥＳＣ向心肌细胞分化的调控作用是通过上调
线粒体生成发挥的。

线粒体生物合成增多说明由一种相对较低的活

动状态向较高的呼吸功能转化，预示着胞内较高的

能量要求，在ＥＳＣ分化过程中此变化类似于胚胎发
育中的线粒体受到体内环境的影响，线粒体的活性

和分布状况会随着胚胎发育时期的不同而改变［２３］。

研究证实，ＥＳＣ细胞向心肌细胞分化过程中，能量
代谢和供应方式从糖酵解向有氧代谢转变，因此需

要线粒体的数量与功能的增加来维持分化［９］。

综上所述，白藜芦醇激活 ＰＰＡＲγ受体，进而上
调 ＰＧＣ１α的表达，激活 ＮＲＦ１和 ｍｔＴＦＡ，使得
ＥＳＣ内线粒体的生物合成增加，线粒体功能增强，
线粒体数量与质量的循环改善，进而为ＥＳＣ分化为
心肌细胞提供足够的能量，以及良好地适应分化过

程中代谢方式转变的需求，最终表现为促进ＥＳＣ分
化心肌细胞。
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