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大鼠骨髓间充质干细胞向膀胱平滑肌细胞分化的标志基因表达受组蛋白乙酰化调控

徐梦遥，王延洲，徐惠成　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南医院妇产科）

　　［摘要］　目的　通过骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）与膀胱平滑肌细胞（ｂｌａｄｄｅｒ
ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＢＳＭＣｓ）接触共培养探讨组蛋白乙酰化对ＢＭＳＣｓ分化能力的影响。方法　 分别采用密度梯度离心法
和胶原酶消化法培养大鼠ＢＭＳＣｓ及ＢＳＭＣｓ至第３代，并对ＢＭＳＣｓ进行了鉴定；以单独培养的ＢＭＳＣｓ作为对照组，接触共
培养的ＢＭＳＣｓ为实验组；运用免疫荧光化学染色法分别对２组 ＢＭＳＣｓ中的平滑肌标志性蛋白平滑肌 α肌动蛋白（α
ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）、平滑肌肌球蛋白重链（ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｍｙｏｓｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎ，ＳＭＭＨＣ）、Ｃａｌｐｏｎｉｎ进行检测，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测αＳＭＡ蛋白、Ｃａｌｐｏｎｉｎ蛋白在ＢＭＳＣｓ中的表达，并用微球菌核酸酶（ｍｉｃｒｏｃｏｃｃａｌｎｕｃｌｅａｓｅ，ＭＮａｓｅ）对平滑
肌３个标志性基因的启动子区进行了染色质开放性的检测，同时运用了ＣｈＩＰ技术分析了αＳＭＡ、ＳＭＭＨＣ启动子区组蛋
白乙酰化水平对ＢＭＳＣｓ向平滑肌分化的影响。结果　 大鼠原代ＢＭＳＣｓ流式检测显示ＣＤ２９表达阳性，阳性率为９９．８％，
ＣＤ３１、ＣＤ４５表达阴性，阳性率为６．３０％、１．０４％；免疫荧光显示平滑肌３种标志性蛋白的表达均随时间的延长而增加；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示随着共培养天数的增加 αＳＭＡ蛋白、Ｃａｌｐｏｎｉｎ蛋白在实验组中的表达相比对照组有明显的增加；
ＭＮａｓｅ显示实验组的ＢＭＳＣｓ启动子区染色质对核酸酶的敏感性明显高于对照组，ＣｈＩＰ显示实验组中ＢＭＳＣｓ平滑肌标志
性基因αＳＭＡ、ＳＭＭＨＣ、Ｃａｌｐｏｎｉｎ启动子区Ｈ４乙酰化水平较未分化前明显增加（Ｐ＜０．０５）。结论　 组蛋白乙酰化程度
的增加促进了ＢＭＳＣｓ向ＢＳＭＣｓ分化。
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ｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｕｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅｅｎｈａｎｃｅｄｈｉｓｔｏｎｅａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ
ｐｒｏｍｏｔｅｓＢＭＳＣｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｔｏＢＳＭＣｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ｂｌａｄｄｅｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ；ｈｉｓｔｏｎｅａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ，

ｐｒｏｍｏｔｅｒ
ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒＹｏｕｎｇＳｃｈｏｌａｒｓｏｆＣｈｉｎａ（３０８０１２３４）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＸｕＨｕｉｃｈｅｎｇ，Ｔｅｌ：８６２３６８７６５４０３，
Ｅｍａｉｌ：Ｘｈｕｉｃｈｅｎｇ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　压力性尿失禁（ｓｔｒｅｓｓｕｒｉｎａｒｙｉｎｃｏｎｔｉｎｅｎｃｅ，ＳＵＩ）指
咳嗽或喷嚏等腹压增高的情况下出现的不自主的尿液

自尿道外口流出［１－２］。有研究发现，女性患压力性尿

失禁的几率与年龄增长呈正相关，年龄越大，患病率越

高，平均高发年龄在４５～５５岁。病因多与盆底松弛、
雌激素减少和尿道括约肌退行性变等有关［３］。间充

质干 细 胞 （ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，
ＢＭＳＣｓ）是治疗括约肌功能障碍型（ｉｎｔｒｉｎｓｉｃｓｐｈｉｎｃｔｅｒ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＩＳＤ）压力性尿失禁的理想细胞，临床上把
ＢＭＳＣｓ移植到尿失禁患者的尿道以及排尿相关肌肉
的周围，希望通过成体组织细胞对 ＢＭＳＣｓ的诱导，使
干细胞发生向相应成体细胞的分化，以弥补受损肌肉

的排尿功能障碍。在表观遗传学中，基因的表达调

控不仅受到其上核苷酸携带的遗传密码的调控，基

因自身所在的染色质结构空间高级结构对基因的表

达也有重要影响［４］。本实验模仿 ＢＭＳＣｓ体内生存的
微环境从表观遗传学角度来探讨经过接触共培养后

乙酰化程度的改变是否增加了 ＢＭＳＣｓ目的基因启动
子区的变化。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　３周龄雌性清洁级ＳＤ大白鼠，体质量约１００ｇ，由第三军医
大学实验动物中心提供。

１．２　主要试剂
　　高糖 ＤＭＥＭ培养基（ＨＧＤＭＥＭ）、胎牛血清（ＦＢＳ）、
ＤＭＥＭＦ１２、双抗、胰酶购于ＨｙＣｌｏｎｅ公司，ＰＢＳ缓冲液（中杉金
桥公司），Ⅱ型胶原酶（Ｓｉｇｍａ公司），悬挂式细胞培养小室（Ｔｒ
ａｎｓｗｅｌｌ，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司），抗平滑肌 α肌动蛋白单克隆抗体（α
ＳＭＡ），抗平滑肌肌球蛋白重链抗体（ＳＭＭＨＣ）、抗Ｃａｌｐｏｎｉｎ单
克隆抗体购于Ａｂｃａｍ公司，抗ＦＩＴＣ山羊抗小鼠ＩｇＧ（中衫金桥
公司），ＤＡＰＩ（碧云天公司），ＲｅｖｅｒＴｒｅＡｃｅα逆转录试剂盒、β
ａｃｔｉｎ（康成公司），ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ定量 ＰＣＲ试剂盒（ＴＯＹＯＢＯ公
司），ＧＡＤＰＨ（康成公司）。
１．３　细胞培养
１．３．１　大鼠ＢＭＳＣｓ的分离与培养　　按照Ｓｕｎ等［５］的方法分

离并培养ＢＭＳＣｓ。无菌操作下取大鼠双侧胫骨、股骨，用培养
液反复冲洗骨髓腔，１０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，弃上层液，再重悬，
缓慢加入１．０７３ｇ／ｍＬ的等体积 Ｐｒｅｃｏｌｌ密度梯度离心液，４℃
２０００ｒ／ｍｉｎ，离心２０ｍｉｎ，收集白色云雾状的第２层，ＰＢＳ洗涤
２～３次，１２００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ去上清，加入 ＤＭＥＭＦ１２培
养液中，含１０％胎牛血清和１００Ｕ／ｍＬ链霉素，１００Ｕ／ｍＬ青霉

素，以５×１０５／ｍＬ接种于培养瓶，置３７℃的５％ ＣＯ２培养箱中
培养。２４ｈ后更换培养基，以后每３天换液１次；待细胞接近
８０％～９０％融合时传代。
１．３．２　膀胱平滑肌细胞培养　　无菌操作下取雌性大鼠膀胱，
眼科剪分离除去膀胱黏膜层和浆膜层，将平滑肌剪成１ｍｍ×
１ｍｍ组织块，３７℃下０．２５％Ⅱ型胶原酶消化１ｈ，１００目筛网
过滤除去组织块，细胞悬液１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清；吸
管反复轻柔吹打，制成单细胞悬液，加入ＨＧＤＭＥＭ培养液中，
含１０％胎牛血清和 １００Ｕ／ｍＬ青霉素，１００Ｕ／ｍＬ链霉素，以
５×１０５／ｍＬ接种于培养瓶，置３７℃的５％ ＣＯ２培养箱中培养；
２４ｈ后更换培养基，以后每３天换液１次；待细胞接近８０％～
９０％融合时传代。
１．４　共培养体系建立
１．４．１　接触共培养组　　将悬挂式细胞培养小室Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ下
室的多孔膜（１μｍ）向上倒置于大培养皿中，将２代膀胱平滑
肌细胞以２×１０５均匀种植于膜下室面，培养箱中培养６ｈ后取
出，翻转Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ，洗去未贴壁细胞，将Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ放回６孔板中
继续培养，每３天换液１次，直至细胞长至单层融合，次日将
ＢＭＳＣｓ２×１０５均匀种植于膜内面，小室内加入 ＢＭＳＣｓ培养液，
置培养箱中培养并计时，每２天换液１次。
１．４．２　混合共培养组　　将２代ＢＳＭＣｓ加入标记绿色荧光的
腺病毒，２４ｈ后在荧光显微镜观察，待ＢＳＭＣｓ８０％～９０％ 感染
绿色荧光后，取第２代ＢＭＳＣｓ，将两种细胞分别消化后，置入已
放有小盖玻片的６孔板中贴壁生长，待细胞接近４０％～５０％融
合后，进行免疫荧光检测。

１．５　细胞鉴定
１．５．１　流式细胞仪检测　　取１×１０６个 ＢＭＳＣｓ细胞，分别加
入流式细胞抗体 ＣＤ２９、ＣＤ３１、ＣＤ４５，３种抗体均为 ＦＩＴＣ标记，
均购自Ａｂｃａｍ公司。４℃避光孵育３０ｍｉｎ，加ＰＢＳ至１５０μＬ重
悬细胞后用流式细胞仪检测（ＢＤＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ）并以 ＷｉｎＭＤ
１２．９分析软件分析并记录结果。
１．５．２　免疫荧光化学染色　　运用免疫细胞化学染色方法检
测ＢＭＳＣｓ中平滑肌α肌动蛋白（αＳＭＡ）、Ｃａｌｐｏｎｉｎ及平滑肌肌
球蛋白（ＳＭＭＨＣ）的表达情况，并检测在共培养的第 ４天
ＢＭＳＣｓ中Ｃａｌｐｏｎｉｎ的表达情况；接触共培养的半透膜在固定前
用棉签将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ下室面擦净，并用 ＰＢＳ冲洗２次，用４％多
聚甲醛固定长有细胞的半透膜及 ＢＳＭＣｓ爬片，３０ｍｉｎ后分别
用ｄｄＨ２Ｏ和ＰＢＳ漂洗３次；随后０．３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００４℃透化
１０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗３次；５％ ＢＳＡ室温下封闭３０ｍｉｎ；按１∶２００稀
释抗αＳＭＡ单克隆抗体，抗 Ｃａｌｐｏｎｉｎ单克隆抗体，抗 ＳＭＭＨＣ
抗体，随后４℃孵育过夜，ＰＢＳ漂洗３次，ＦＩＴＣ山羊抗小鼠 ＩｇＧ
（１∶１００稀释）室温避光孵育１ｈ，ＰＢＳ漂洗３次，ＤＡＰＩ室温孵育
１０ｍｉｎ，随后ＰＢＳ漂洗后水溶胶封片，在激光共聚焦微镜下观
察细胞。
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１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　分别将细胞用０．２５％的胰酶消化，加入６００μＬ细胞裂解
液（２×１０６个细胞，内含磷酸酶抑制剂），置冰上３０ｍｉｎ后，４℃、
１５０００×ｇ离心３０ｍｉｎ，上清液即为总蛋白溶解成分。上清液
加等量２倍十二烷基硫酸钠上样缓冲液在十二烷基硫酸钠聚
丙烯酰胺凝胶电泳，然后电转膜到醋酸纤维素膜上，用５％脱脂
奶粉封闭，分别以兔抗鼠 αＳＭＡ（１∶１０００），兔抗鼠 ＳＭＭＨＣ
（１∶１０００），兔抗鼠Ｃａｌｐｏｎｉｎ（１∶１０００）为一抗，辣根过氧化物酶
标记的山羊抗兔ＩｇＧ（１∶１０００）为二抗进行抗原抗体反应，发光
试剂盒显色。

１．７　微球菌核酸酶实验
　　ＰＣＲ检测进行不同时间微球菌核酸酶处理的实验组与对
照组中３个标志性基因αＳＭＡ、Ｃａｌｐｏｎｉｎ、ＳＭＭＨＣ启动子区染
色质开放性。３种标志性基因启动子引物均由上海生工合成，
αＳＭＡ上、下游序列：５′ＣＣＧＣＡＧＴＴＡＣＡＧＴＧＡＴＴＣ３′、５′ＧＣＴ
ＡＡＧＧＧＣＴＴＧＡＧＡＴＧＡ３′；Ｃａｌｐｏｎｉｎ上、下游序列：５′ＣＡＧＴＣＡ
ＧＣＴＣＣＣＡＡＴＡＣＣＡＡ３′、５′ＴＴＣＣＡＡＧＣＣＴＧＴＣＣＣＡＴＴ３′；ＳＭＭＨＣ
上、下游序列：５′ＣＡＧＡＴＣＣＧＴＡＣＡＧＧＧＣＴＡＡ３′、５′ＴＧＣＣＴＧＧ
ＧＡＣＣＡＡＴＡＡＣ３′。对实验组与对照组行总 ＤＮＡ提取，后进行
ＭｉｃｒｏｃｏｃｃａｌＮｕｃｌｅａｓｅ反应，反应体系为 ＤＮＡ１０μＬ；１０×Ｂｕｆｆｅｒ
１０μＬ；ＭｉｃｒｏｃｏｃｃａｌＮｕｃｌｅａｓｅ５Ｕ，补水至１００μＬ，分５个时间点
３７℃反应５～６０ｍｉｎ，反应完后加０．５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ１０μＬ终止
反应，酶解产物用酚氯仿抽提。取２μＬ酶解产物为模板进行
ＰＣＲ扩增，反应条件为９４℃５ｍｉｎ变性后进入循环，９４℃，３０ｓ
→５７℃，３０ｓ→７２℃，３０ｓ，３０个循环后７２℃１０ｍｉｎ结束反应；
取１５μＬＰＣＲ反应产物用１％的琼脂糖凝胶电泳；对 ＰＣＲ产物
运用凝胶分析软件对ＤＮＡ的量进行定量分析。

１．８　染色质免疫共沉淀检测
　　ＣｈＩＰ检测 αＳＭＡ、ＳＭＭＨＣ和 Ｃａｌｐｏｎｉｎ启动子区 Ｈ４表观
遗传修饰状态，引物参见１．６。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室面取培养组和对
照组中ＢＭＳＣｓ，用甲醛固定活细胞，超声将 ＤＮＡ打断成不同大
小的片段，用目的蛋白质特异性抗体 Ｈ４免疫沉淀该蛋白质
ＤＮＡ复合物，复合物６５℃解交联，分离纯化 ＤＮＡ，后进行 ＰＣＲ
扩增，扩增条件为９８℃３０ｓ，变性９４℃２０ｓ，退火６０℃１ｍｉｎ，
延伸６０℃１ｍｉｎ，共４０个循环；ＱＰＣＲ检测ＢＭＳＣｓ分化前后平
滑肌标志性基因启动子区乙酰化差异。

１．９　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１５．０统计软件，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，进行配
对样本ｔ检验。

２　结果

２．１　流式细胞仪检测ＢＭＳＣｓ表面标记
　　对ＢＭＳＣｓ行流式细胞仪检测发现，ＢＭＳＣｓ稳定表达中胚
层来源的细胞表面分子ＣＤ２９，阳性率为９９．８％，不表达内皮细
胞的特征性表型标志ＣＤ３１和造血干细胞系的表面标志ＣＤ４５，
阳性率分别６．３０％、１．０４％，符合干细胞表面标志特征。
２．２　免疫荧光化学染色检测 ＢＳＭＣｓ对 ＢＭＳＣｓ诱导

分化的影响

　　ＢＭＳＣｓ单独培养４ｄ后，αＳＭＡ、ＳＭＭＨＣ、Ｃａｌｐｏｎｉｎ在细胞
中的表达情况，分别见图１Ａ～Ｃ。ＢＭＳＣｓ与ＢＳＭＣｓ共培养４ｄ
后αＳＭＡ、ＳＭＭＨＣ、Ｃａｌｐｏｎｉｎ在ＢＭＳＣｓ中表达情况见图１～Ｆ。
免疫荧光染色结果显示，共培养４ｄ后αＳＭＡ、ＳＭＭＨＣ、Ｃａｌｐｏｎｉｎ
红色荧光亮度明显高于共培养前，表明 αＳＭＡ、ＳＭＭＨＣ、Ｃａｌ
ｐｏｎｉｎ蛋白的表达在共培养后明显增加。
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Ａ：ＢＭＳＣｓ单独培养４ｄ后αＳＭＡ在细胞中的表达；Ｂ：ＢＭＳＣｓ单独培养４ｄ后ＳＭＭＨＣ在细胞中的表达；Ｃ：ＢＭＳＣｓ单独培养４ｄ
后Ｃａｌｐｏｎｉｎ在细胞中的表达；Ｄ：共培养４ｄ后αＳＭＡ在ＢＭＳＣｓ细胞中的表达；Ｅ：共培养４ｄ后ＳＭＭＨＣ在ＢＭＳＣｓ细胞中的表达；
Ｆ：共培养４ｄ后Ｃａｌｐｏｎｉｎ在ＢＭＳＣｓ细胞中的表达；绿色为ＢＳＭＣｓ细胞；红色为ＢＭＳＣｓ细胞 ；蓝色为ＤＡＰＩ免疫荧光染色

图１　共聚焦显微镜下观察ＢＳＭＣｓ对ＢＭＳＣｓ诱导分化的影响　（×４００）
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２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 αＳＭＡ、Ｃａｌｐｏｎｉｎ在 ＢＭＳＣｓ中
的表达

　　αＳＭＡ蛋白、Ｃａｌｐｏｎｉｎ蛋白在 ＢＭＳＣｓ中本身有少量表达。
随着共培养天数的增加，两种蛋白在实验组中的表达相比对照

组有明显的增加（图２）。
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１：ＢＳＭＣｓ；２：ＢＭＳＣｓ；３～５：两种细胞共培养２、４、６ｄ；Ａ：αＳＭＡ；
Ｂ：Ｃａｌｐｏｎｉｎ
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＢＳＭＣｓ、ＢＭＳＣｓ中αＳＭＡ、Ｃａｌｐｏｎｉｎ

蛋白表达

２．４　微球菌核酸酶试验检测ＢＭＳＣｓαＳＭＡ、ＳＭＭＨＣ
启动子区染色质开放性

　　以反应０ｍｉｎ的 ＰＣＲ产物量为参照，在各个处理的时间点
上 ＰＣＲ产物量与参照的比值来衡量染色质区域对微球菌核酸
酶的敏感性；检测 ３个标志性基因 αＳＭＡ、Ｃａｌｐｏｎｉｎ、ＳＭＭＨＣ
启动子区染色质开放性，电泳结果显示实验组中 αＳＭＡ在
１５ｍｉｎ和２０ｍｉｎ时其 ＰＣＲ扩增效率明显低于对照组（Ｐ＜
００５）；实验组中Ｃａｌｐｏｎｉｎ在１５ｍｉｎ时其ＰＣＲ扩增效率明显低
于对照组（Ｐ＜０．０５）；实验组中ＳＭＭＨＣ在１５、２０ｍｉｎ和２５ｍｉｎ
时其ＰＣＲ扩增效率明显低于对照组（Ｐ＜０．０５）。见图３～５。
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Ａ：电泳结果　１：０ｍｉｎ；２：５ｍｉｎ；３：１０ｍｉｎ；４：１５ｍｉｎ；５：２０ｍｉｎ；
６：２５ｍｉｎ；Ｂ：平均密度分析；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图３　微球菌核酸酶实验检测ＢＭＳＣｓαＳＭＡ启动子区染色质

开放性
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Ａ：电泳结果　１：０ｍｉｎ；２：５ｍｉｎ；３：１０ｍｉｎ；４：１５ｍｉｎ；５：２０ｍｉｎ；
６：２５ｍｉｎ；Ｂ：平均密度分析；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图４　微球菌核酸酶实验检测ＢＭＳＣｓＳＭＭＨＣ启动子区

染色质开放性
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Ａ：电泳结果　１：０ｍｉｎ；２：５ｍｉｎ；３：１０ｍｉｎ；４：１５ｍｉｎ；５：２０ｍｉｎ；
６：２５ｍｉｎ；Ｂ：平均密度分析；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图５　微球菌核酸酶实验检测ＢＭＳＣｓＣａｌｐｏｎｉｎ启动子区染色质

开放性

２．５　ＣｈＩＰ检测 ＢＭＳＣｓαＳＭＡ、ＳＭＭＨＣ、Ｃａｌｐｏｎｉｎ启
动子Ｈ４乙酰化水平

　　ＢＭＳＣｓ分化后 αＳＭＡ、ＳＭＭＨＣ、Ｃａｌｐｏｎｉｎ启动子组蛋白
Ｈ４乙酰化水平见图 ６。由图 ６可知 ＢＭＳＣｓ分化后 αＳＭＡ、
ＳＭＭＨＣ、Ｃａｌｐｏｎｉｎ启动子组蛋白Ｈ４乙酰化水平均高于对照组
（Ｐ＜０．０５）；即组蛋白Ｈ４乙酰化使ＢＭＳＣｓ平滑肌标志性基因
启动子区结构松解，促进ＢＭＳＣｓ向平滑肌的分化。
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１：对照组；２：αＳＭＡ实验组；３：ＳＭＭＨＣ实验组；４：Ｃａｌｐｏｎｉｎ实验
组　ａ：Ｐ＜００５，与对照组比较
图６　ＣｈＩＰ检测ＢＭＳＣｓαＳＭＡ、ＳＭＭＨＣ、Ｃａｌｐｏｎｉｎ启动子

Ｈ４乙酰化水平（Ｃａｌｐｏｎｉｎ）

３　讨论

　　微环境在干细胞的定向诱导分化机制中起最主要
作用，骨髓间充质干细胞ＢＭＳＣｓ属于成体干细胞的一
种，其特性稳定并具有多向分化潜能，现已是治疗括约

肌功能障碍（ｉｎｔｒｉｎｓｉｃｓｐｈｉｎｃｔｅｒｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＩＳＤ）型压力
性尿失禁的理想细胞，但临床上通过成体组织细胞对

ＢＭＳＣｓ诱导，希望其能向相应成体细胞分化的疗法并
没有获得预期的疗效，究其原因是 ＢＭＳＣｓ诱导分化的
机制研究较少，很多关键性的问题没有解决直接影响

着干细胞在临床上的治疗效果［５－６］。本实验观察到

ＭＳＣｓ在体外膀胱平滑肌细胞微环境中可向平滑肌细
胞表型分化，提示指导ＢＭＳＣｓ定向分化的信号存在于
平滑肌细胞生存的微环境中，通过一些经典的细胞信

号途径、细胞周期以及细胞信号相关途径，从而使细胞

在结构、功能等方面发生改变［７－８］。

　　近年来表观遗传学的发展为治疗调控异常所产生
的多种疾病提供了新思路、新方向。表观遗传作用方

式有很多种，组蛋白乙酰化就是其中一种。Ｋａｎｅｄａ
等［９］新近研究表明，基因组转录活跃区域内染色质结

构松散，允许转录因子结合，而在非转录活跃区，染色

质有更加紧密的结构，从而抑制转录因子的结合。

Ｋｕｌｋａｒｎｉ等［１０］发现，启动子附近的组蛋白乙酰化水平

升高可影响多种生物的可诱导基因的转录起始，染色

质和核小体构型的改变在转录的起始过程中起到了重

要的调控作用。本研究中运用了 ＭＮａｓｅ及 ＣｈＩＰ检测
技术，通过ＭＮａｓｅ实验我们可以初步的判断ＢＭＳＣｓ是
通过其特定基因的组蛋白修饰发生对邻近启动子染色

体区空间结构的解聚，来调控邻近基因的表达，通过

ＣｈＩＰ检测我们可以灵敏的检测目标蛋白与特异 ＤＮＡ
片段的结合情况，从而了解到某种转录因子与启动子

ＤＮＡ直接和间接的相互作用。本研究结果表明，随着
时间的递增，分化后的 ＢＭＳＣｓ３个标志性基因启动子

区的 ＰＣＲ扩增效率明显的低于未分化的ＢＭＳＣｓ，核酸
酶敏感性的提高说明启动子开放性增强，使ＤＮＡ双链
更容易暴露和解链，因此通过接触共培养可改变启动

子染色体区域染色质的敏感性，开启上游抗性基因和

下游报告基因的表达，增加外源基因的转化效率和转

化频率，与Ｋａｎｅｄａ［９］和Ｋｕｌｋａｒｎｉ等［１０］国内外其他相关

研究结果一致［１１］。Ｓｈｉｈ等［１２］研究深入的发现，组蛋

白乙酰化与基因转录活性有着密切的关系：它可使

ＤＮＡ与组蛋白间作用减弱，核小体被释放，从而使转录
因子和ＲＮＡ聚合酶可以与ＤＮＡ上特异的启动子结合，
启动靶基因的转录。本实验运用ＣｈＩＰ技术表明了共培
养后ＢＭＳＣｓ的３个平滑肌标志性基因启动子组蛋白Ｈ４
的乙酰化水平明显高于分化前，乙酰化水平的升高说明

启动子区开放性增强，与Ｓｈｉｈ研究发现相一致。
　　本课题组前期已发现蛋白去乙酰化酶抑制剂丁酸
钠可以引起细胞核内组蛋白的超乙酰化，并证明了组

蛋白乙酰化程度的增加能促进 ＢＭＳＣｓ的分化。在真
核细胞中，组蛋白乙酰化／去乙酰化对染色质结构及基
因转录的调控是一个多层次、多步骤的复杂过程［１３］。

ＢＭＳＣｓ向平滑肌分化需要转录调控因子与 ＢＭＳＣｓ中
平滑肌标志性基因启动子的结合，其有一定的前提条

件，这个条件就是目的基因启动子上组蛋白的乙酰化，

组蛋白乙酰化修饰使基因结构发生松解，转录因子才

得以与目的基因启动子上顺势作用原件相结合，实现

其上下游基因的转录［１４－１６］。随着对骨髓间充质干细

胞的深化研究以及不断完善间充质干细胞分选，纯化

方案，阐明诱导分化的作用机制，从中找到最合适的诱

导条件，为骨髓间充质干细胞应用于临床提供更广阔

的治疗前景。
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１　临床资料

　　患者，女性，６０岁。因“间断发热、头痛伴双下肢、双侧膝
踝关节疼痛５ｄ”于２０１２年６月１９日入我院。５ｄ前患者无明
显诱因出现发热，体温在３８．５℃，午后或夜间出现畏寒、寒颤
后发热，症状持续２～３ｈ，出汗后体温逐渐恢复正常。发热时
感头部持续性胀痛、双下肢关节疼痛，左侧足背可见一２ｃｍ×
２ｃｍ大小红斑，表面皮温稍高、轻压痛，不影响下肢活动。胸部
ＣＴ示右肺下叶实变影（图１），血常规提示：ＷＢＣ３．０７×１０９／Ｌ、
ＲＢＣ３．６６×１０１２／Ｌ、ＨＧＢ１０６ｇ／Ｌ、ＮＥＵ７５．９％，肝肾功能、降钙
素原、真菌１３βＤ葡聚糖均无异常。６月２６日，结核感染细
胞斑点实验（ＴＳＰＯＴ．ＴＢ）为阳性：结核抗原 Ａ孔斑点数１２，结
核抗原Ｂ孔斑点数０（正常值范围均为０～６），ＥＳＲ３８ｍｍ／ｈ，
临床诊断右肺结核。遂给予异烟肼、利福平、吡嗪酰胺、盐酸乙

胺丁醇诊断性抗结核治疗，治疗２ｄ后体温降至正常。７月４日
患者诉上腹部不适，频繁恶心、呕吐，肝功显示ＡＳＴ３６３．９Ｕ／Ｌ、
ＡＬＴ１６３．６Ｕ／Ｌ、ＧＧＴ４１．５Ｕ／Ｌ、ＬＤＨ４０７．４Ｕ／Ｌ，考虑结核药物
肝损害，停止抗结核治疗，给以保肝、止吐等对症治疗。７月１４日
再次出现畏寒、发热伴双下肢酸胀不适，复查胸部ＣＴ示右下肺
实变灶较前稍增多，且出现左下肺病灶，调整抗结核药物为硫

酸阿米卡星、异烟肼、盐酸乙胺丁醇、盐酸莫西沙星片的治疗方

案。抗结核治疗２ｄ后体温降至正常，继续给予抗结核治疗。
８月２８日患者无明显诱因再次出现发热，院内会诊认为自身免
疫性疾病不能除外，ＡＮＡ检测示呈弱阳性、胞浆颗粒型、滴度
１∶１００，尿常规潜血（＋～＋＋）。１０月１６日因怀疑足结核行
左足部红斑活检，提示脂肪间组织显慢性炎。之后患者病情反

复，特点如前。期间曾因“不明原因发热”行全身 ＰＥＴ／ＣＴ检查
２次，均未见异常。９月中旬给予停结核药物观察，一直持续到
２０１２年１０月中旬，患者至北京协和医院就诊。北京协和医院
医生调阅我院病理切片，结合患者的临床资料综合分析，诊断

为“结节性脂膜炎”，给予口服激素治疗３０ｍｇ（５ｍｇ／片）口服
１次／ｄ，诊断性治疗，每周减量１片，逐渐减量至１片，口服１周
后停药。停药２个月后随访患者未再出现畏寒发热以及双下
肢关节疼痛等不适，故此病例临床诊断为结节性脂膜炎。
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Ａ：右下肺背段；Ｂ：外基底段　↑：示斑片状阴影
图１　结节性脂膜炎误诊肺结核患者胸部ＣＴ表现
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