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小鼠骨髓基质干细胞定向诱导为前体心肌细胞
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【摘) 要】目的：体外诱导小鼠骨髓基质干细胞（KGCE）向心
肌细胞分化, 方法：KGCE 通过细胞传代培养，并通过流式细
胞仪进行鉴定, KGCE经过 (#杂氮胞苷诱导后，通过 Q-#RCQ，
透射电镜和免疫荧光技术检测诱导后的 KGCE, 结果：培养的
KGCE为形态学均一的梭形细胞，有时可见细胞融合, 流式细
胞仪显示 KGCE C<$&，C<’’ 表达阳性，C<*’，C<’( 表达阴性,

经过 (#杂氮胞苷诱导后的 KGCE 表达 STU$#( V CEU，WI-I’，!#
KJC基因和 "#E3>A?2.>4A 3A;4:和 B.E24:蛋白，透射电镜显示
诱导后的 KGCE有肌丝形成, 结论：经过 (#杂氮胞苷诱导后的
KGCE可以向前体心肌细胞分化,
【关键词】骨髓基质干细胞；分化
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DE 引言
成年哺乳动物心肌细胞本身缺乏增殖分化能力，

心肌细胞损伤坏死后必然由纤维组织替代，导致心脏

的收缩舒张功能障碍, 细胞移植治疗缺血性心脏病
是通过移植具有成肌潜能的各种干细胞至心梗区，使

其在心肌梗死区增殖分化为肌组织，增加有功能的肌

细胞数量，改善心功能, 骨髓基质干细胞（KGCE）是
具有多种分化潜能的干细胞，具有巨大的功能可塑

性，可以在新的微环境中生成新的组织所必需的细胞

株，研究表明，KGCE可以在缺血心肌中分化为心肌细
胞［!］, KGCE易于体外分离和体外培养，易于外源基
因的导入和表达，另外骨髓再生能力强，易于反复获

取，这使得 KGCE成为细胞替代治疗心肌梗死的理想
选择，具有重要的应用前景［$］, 我们通过体外培养、
诱导 KGCE，进一步验证了 KGCE 是具有向心肌细胞
前体分化潜能的干细胞，并分析了 KGCE诱导分化的
机制,

FE 材料和方法
F, FE 材料E * X ’ 8T 龄昆明种小鼠（第四军医大学
实验动物中心），雌雄不限，<K1K 低糖（W4YA? 公
司），胎牛血清（杭州四季青），R.>A?// 细胞分离液（购
自华美公司），(#杂氮胞苷（G4H23 公司），->45?/ 试剂、
一步法 Q-#RCQ 试剂盒（GF=.>EA>4=;-K Z:.#G;.= Q-#
RCQ 84;6 R/3;4F2 567）（ [:D4;>?H.: 公司），引物 STU$#
( V CEU（同源异型盒基因 $!+ Y=），WI-I’（锌指转录
因子 $%( Y=），!#KJC（!#肌球蛋白重链 $"( Y=），"#
KJC（"#肌球蛋白重链 *"$ Y=），<SI 甲基转移酶
（K-3E. +!" Y=）由上海生工合成, P[-C 标记的羊抗
大鼠 [HW 多克隆体（\< \4?EA4.:A.E 公司），大鼠抗小
鼠 C<*’ 2IY（J7 Y4?;.A6:?/?H7 公司），大鼠抗小鼠
C<$& 2IY（\< \4?EA4.:A.E 公司），大鼠抗小鼠 C<’(
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!"#（$#%&’(%)*()’ 公司），大鼠抗小鼠 +,-- 多克隆
抗体（$#%&’(%)*()’公司）. $+/试剂盒（"!)0’12! 公
司）. 小鼠抗 ,)’!%* 抗体、小鼠抗 !3’20(&!)0%( 2(4%*
抗体、567+标记的二抗（羊抗小鼠 689）、+:; 标记的
二抗（羊抗小鼠 689）购自武汉博士德公司.
!. "# 方法
<. =. <> ?@+’ 的分离、培养和诱导> 用 =< 号针头注
射器插入 ; A - BC龄昆明种小鼠的股骨干，<D !/ 含
=DD !/ E /胎牛血清的完全 /3,?$?（= !!&F E / /3谷
氨酰胺，<D G <D- H E /个青霉素和 =I "8 E /两性霉素）
冲洗骨髓腔，JDK的 L)0(&FF 细胞分离液分离细胞，接
种于 =I (!= 的培养瓶中. ;MN，ID !/ E / +O= 浮箱静

置培养. 于接种 I P后进行第 < 次换液，将未贴壁的
细胞全部弃掉，以后每周换两次培养液. 倒置显微镜
下观察细胞形态和生长情况，适时照相. 原代培养的
细胞接近铺满整个培养瓶的表面时，即可用 =. I 8 E /
胰酶将贴壁细胞消化分离（;MN，; A I !%*），然后按
<Q= 传代，并记为 L<；传代培养过程中隔日换液，直至
贴壁细胞彼此融合，铺满整个培养瓶的底面. 再重复
以上操作，传代培养记为 L=，余类推. 取生长状态良
好的第二代 ?@+’ 加入 R "!&F E / I3杂氮胞苷，培养
=- 1后更换培养液，继续培养 ; BC和 I BC，培养方法
同前.
<. =. = > ?@+’ 的鉴定 > 取生长状态良好的第二代
?@+’胰酶消化，LS@洗涤 ; 次，分别加入荧光标记的
抗体，-N孵育 ;D !%*，LS@ 洗去未标记的抗体，<D 8 E
/的多聚甲醛固定，应用 "+@ +2F%#H0流式细胞仪（美
国 S,公司）检测细胞表面抗原表达.
<. =. ; > 细胞 TU" 的提取及 T73L+T 反应 > 取细胞
数约 ; G <DJ，加 70%V&F试剂 < !/提取总的 TU"，应用
6*W%40&8)*生物技术公司的一步法 T73L+T 试剂盒进
行 T73L+T反应. 拟测量的 L+T 产物为：#UCX=3I E
+’X，预计扩增长度为：=<J #Y，正义引物为：IZ3+"973
99"9+799"+"""9++3;Z；反 义 引 物 为： IZ3
7"9+9"+9977+799""++"3;Z；$9"7"-，预计扩增
长度为：=MI #Y，正义引物为：IZ3+79"+"7+7+"+3
7"7999+"3;Z，反义引物为：IZ3++""97++9"93
+"99""7773;Z；%&3?[+，预计扩增长度为：=DI #Y，
正义引物为：IZ39++""+"++""++797++""977+3
;Z，反 义 引 物 为：IZ379+"""99+7++"997+73
9"999+3;Z；’!3?[+，预计扩增长度为：;D= #Y，正
义引物为：IZ399""9"979"9+9++"7+""993;Z，反
义引物为：IZ3+79+799"9"9977"77++7+93;Z.
<. =. - > 间接免疫荧光染色步骤> 经 I3"\ 诱导后 I
BC的小鼠骨髓 ?@+’ 的细胞爬片以 ]ID !/ E / 乙醇

固定 I A <D !%*，甩掉多余液体，加入 <D 8 E / S@" 封
闭非特异结合位点，;MN孵育 ;D !%*. 加入小鼠抗
P)’!%*抗体、小鼠抗 !3’20(&!)0%( 2(4%* 抗体，置湿盒
中 -N下孵育 =- 1，D. D< !&F E / LS@（Y[ M. -）振洗 ;
次，每次 I !%*. 加入 567+ 标记的二抗（羊抗小鼠
689）（< Q =DD）、+:; 标记的二抗（羊抗小鼠 689）
（<Q=DD），;MN下孵育 < 1. 免疫荧光专用缓冲甘油封
片，即刻在荧光显微镜下观察照相.
<. =. I> 透射电镜观察> I 8 E / 胰酶消化、收集 ?@+’
和经 I3"\诱导后 J BC 的小鼠骨髓 ?@+’，于 <. I !/
离心管中，-D 8 E / 戊二醛固定 =- 1，常规超薄切片，
透射电镜观察细胞外的基质形成情况及细胞的超微

形态.

"# 结果
在原代培养的人骨髓 ?@+’中，多数为成纤维样

的梭形细胞，偶有宽阔、平坦的多边形细胞，初始细胞

5%8 <> @H#(HF4H0)P ?@+’ P%’YF2: 41) ^H’%^&0! !&0Y1&F&8:
图 <> 传代培养的细胞为形态均一的梭形细胞

5%8 => 5"+ @(2* ^F&B (:4&!)40: ’1&B’ 4124 ?@+’ 20) H*%^&0!F:
Y&’%4%W) ^&0 +,=] 2*P +,--，#H4 *)824%W) ^&0 +,;- 2*P +,-I
图 => 流式细胞仪显示 ?@+’ +,=]，+,-- 表达阳性，+,;-，
+,-I 表达阴性
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呈团簇生长，向四周发散! 经传代培养后，造血细胞
基本消失，贴壁细胞体积较大，均为一致的梭形细胞，

有时可见细胞融合（"#$ %）!
& & 经抗 ’())，’(*+，’(,) 和 ’()- ./0 标记后检
测结果为：细胞表面抗原抗 ’(*+，’()) 抗体为阳性，
抗 ’(,)，’()- 抗体为阴性（"#$ *）!

& & 通过 1234’1 分析显示经过 -3杂氮胞苷诱导 ,
56和 - 56 的 78’9 表达出心肌特异性的转录因子
:6;*3- < ’9;和 =/2/)，同时表达出在胚胎期占优势
的心肌细胞特异性的 !37>’，没有表达处在成年期
占优势的心肌细胞特异性的 "37>’（"#$ ,）!

/：=/2/)；?：:6;*3- < ’9;；’：!37>’；(："37>’! >：@AB.CD .AE9F .GAHCBI#E.；7：(:/ .C6FB (J*KKK；7,：78’9 CLMFB , 5FF69 AL #@IEHM#A@；7-：78’9
CLMFB #@IEHFI - 5FF69 AL #@IEHM#A@；7K：78’9!

"#$ ,& 1234’1 C@CDG9#9 9NA59 MNCM 78’9 #@IEHFI 0G -3/O F;PBF99 HCBI#A.GAHGMF39PFH#L#H $F@F
图 ,& 通过 1234’1分析显示经过 -3杂氮胞苷诱导的 78’9表达出心肌特异性的基因

& & 经过免疫荧光检测证实 -3杂氮胞苷诱导后的
78’9表达 "39CBHA.FB#H CHM#@ 和 IF9.#@ 蛋白，说明诱
导后的 78’9向成肌细胞分化（"#$ )）!
& & 通过透射电镜还可以观察到诱导后的 78’9有明
显的肌丝形成，并且可见到较多的糖原颗粒（"#$ -）!

!" 讨论
78’9不同于骨髓中的造血干细胞，它们可以向

间质细胞分化，%+QR 年 "B#FIF@9MF#@ 发现 78’9 黏附
在组织培养板上，类似成纤维细胞形态，以克隆方式

生长! 多个种属包括人、大鼠、小鼠、兔和猴的 78’9
均具有这些特性［,］! 本试验发现传代培养的 78’9
为形态均一的梭形细胞，类似成纤维细胞，有时可见

细胞融合!

& & 骨髓来源的 78’9 不能通过显微镜观察或者通
过流式细胞仪来区分形态学的大小和细胞特征，

78’9的表面标志具有非单一特性，它表面具有 -K 多
种可检测的表面抗原，表达了间质细胞、内皮细胞的

表面标志! 目前认为 ’(*+，’())，’(S%，’(+K，
’(%QQ，’(%*KC，’(%*)，8>* 及 8>, 是 78’9 的重
要标志! 78’9 不表达造血细胞表面抗原，如造血前
体细胞标志抗原 ’(,)，白细胞标志抗原 ’()-，淋巴
细胞表面抗原 ’(%%C，单核细胞 <巨噬细胞表面抗原
’(%) 等，这说明 78’9 为非造血细胞［)］! 本研究结
果分析显示了相同的结果!
& & 78’9已经被证明包含祖细胞能力可以多向分化
为骨骼组织如骨骼、软骨、脂肪、肌腱、韧带和骨髓基

质，这些新的发现不仅对于传统的干细胞生物是一种
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!："#$%&’ ()$&*&+# ,-.$；/：!0$123)%#2&3 13*&’ ()$&*&+# ,-.$4

5&6 78 9’:;3#: ,-.$ #<(2#$$ !0$123)%#2&3 13*&’ 1’: :#$%&’ =>
&%%;’)?@;)2#$3#’3# *#3A’&B;#
图 78 诱导后的 ,-.$表达 !0$123)%#2&3 13*&’和 :#$%&’蛋白

5&6 C8 ,>)?&@1%#’* ?)2%1*&)’ &’ &’:;3#: ,-.$ => #@#3*2)’ %&32)0
$3)(&3 :#*#3*&)’
图 C8 通过透射电镜还可以观察到诱导后的 ,-.$ 有明显的
肌丝形成

挑战，也意味着 ,-.$ 在临床上有着广泛的应用4 C0
杂氮胞苷是一种具有多种特异生物学性质的胞苷类

似物，C0杂氮胞苷可以通过非竞争性地结合到真核生
物 "D! 上甲基转移酶的结合位点，并阻断甲基转移
酶的活性，从而能选择性地活化真核生物的基因表

达，诱导细胞分化，但其具体的作用机制目前尚不完

全清楚［C］4 本试验用 C0杂氮胞苷诱导 ,-.$，通过免

疫荧光染色方法和E#$*#2’0=@)*检测方法显示诱导后
的 ,-.$表达出肌小节肌动蛋白 !0$123)%#2&3 13*&’［F］

和横纹肌中间丝蛋白 :#$%&’［G］，通过透射电镜还可
以观察到诱导后的 ,-.$有明显的肌丝形成，证明了
,-.$可以向成肌细胞转化4 通过 HI0J.H 分析显示
经过 C0杂氮胞苷诱导后的 ,-.$ 表达出心肌特异性
的转录因子 DK<L0C M .$< 和 N!I!7［O］，同时表达出在
胚胎期占优势的心肌细胞特异性的 "0,P.，没有表
达处在成年期占优势的心肌细胞特异性的 !0
,P.［Q］，进一步说明 ,-.$ 可以向心肌细胞转化，但
是分化的细胞是介于成熟的心肌细胞和心肌祖细胞

之间的心肌细胞前体［RS］4 本实验未诱导出跳动的心
肌细胞可能是细胞克隆的特性不同所致，,-.$ 生长
以克隆形式生长，生长步骤在不同的克隆是不同的，

因此诱导出结果不同［7］4
8 8 随着在干细胞研究中不断深入，人们发现一种组
织的特异性干细胞可以横向分化成其他组织的细胞，

而且干细胞的横向分化具有明显的普遍性4 另外由
于胚胎干细胞供体不足，需长期免疫移植治疗，使其

临床应用前景受到挑战4 ,-.$可以从成年骨髓中反
复穿刺获得，而且 ,-.$ 容易体外培养，细胞增殖能
力强，不需要加任何昂贵的细胞因子等优点使其成为

进行细胞移植的理想的材料［R］4 本试验发现 ,-.$
可以横向分化为成肌细胞，使得利用 ,-.$成为细胞
移植治疗缺血性心脏病的主要来源成为可能4
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!" 引言" 肺部感染是脑卒中常见的并发症，如不及时诊断和
治疗常导致患者病情加重甚至死亡，亦影响患者日后神经功

能的恢复5 现将我科近 N 年来住院治疗的脑卒中并发肺部感
染的患者进行回顾性分析，探索脑卒中并发肺部感染的危险

因素5

#" 对象和方法
@5 @W 对象W >???:?@ X >??N:?@ 在我院神经内科治疗的脑卒中
患者 @N>! 例，所有患者均符合第四届全国脑血管会议的诊断
标准［@］5 参照《临床医院感染学》中医院获得性肺部感染的诊
断标准［>］，确定为肺部感染者 @AF 例，肺部感染率为 @?5 CAY 5
@5 > W 统计方法 W 采用 4Z44 统计软件包，率的比较用 !>

检验5

$" 结果
>5 @W 患者意识障碍程度［N］与肺部感染的关系W 无意识障碍
者 !?D 例，肺部感染 >@ 例（N5 A!Y）；轻度意识障碍者 AAF 例，
肺部感染 >C 例（!5 F>Y）；中度意识障碍者 @F> 例，肺部感染
NC 例（>F5 !!Y）；重度意识障碍者 @>> 例，肺部感染 AC 例
（A?5 @!Y）5 组间两两比较发现，无意识障碍组与轻度意识障
碍组之间差异无显著性（( [ ?5 ?F），而其余两组之间比较均
有显著性差异（( \ ?5 ?@）5
>5 >W 患者年龄与感染的关系W 患者年龄 \ !? 岁者 A!> 例，肺

部感染 N@ 例（!5 D@Y）；年龄 !? ] D? 岁者 AC? 例，肺部感染 F?
例（ @?5 >?Y）；年龄 [ D? 岁者 NDA 例，肺部感染 !A 例
（@D5 @@Y）5 组间两两比较均有显著性差异（( \ ?5 ?F）5
>5 NW 血糖水平与感染的关系W 入院时血糖水平正常的患者
BNA 例，肺部感染 !F 例（D5 DCY）；入院时血糖水平高于正常
的患者 AC> 例，肺部感染 B? 例（@!5 >!Y）5 两组比较存在非
常显著性差异（( \ ?5 ?@）5
>5 AW 抗生素应用与感染的关系 W 预防性应用抗生素的 @?>
例患者中，肺部感染 A> 例（A@5 @!Y）；未行预防性用药的
@>>A 例患者中，肺部感染 @?N 例（B5 A>Y）5 两组比较存在显
著性差异（( \ ?5 ?@）5

%" 讨论" 意识障碍是脑卒中患者并发肺部感染的重要危险
因素5 长期卧床，咳嗽反射、吞咽反射均减弱或消失，极易发
生坠积性肺炎及吸入性肺炎，吸痰时将口鼻腔的病原菌直接

带入气管内，进一步增加了肺部感染的机会5 高龄脑卒中患
者肺部感染率明显高于低年龄组5 老年人支气管壁腺体增
生，分泌物增加而粘膜纤毛清除功能降低，再加上很多高龄患

者卒中前就已存在老慢支和肺气肿等肺部疾病，脑卒中应激

状态下，极易发生肺部感染5 脑卒中后血糖水平较高的患者
肺部感染率明显增加5 其中部分为卒中前既有糖尿病史，部
分为脑卒中后早期出现的应激性高血糖，高血糖患者中性粒

细胞的杀菌功能降低，免疫球蛋白、补体、抗体等生成减少，导

致机体免疫功能低下，高血糖环境有利于细菌生长繁殖，糖尿

病血管神经病变引起血流缓慢，亦影响了局部组织对感染的

反应［A］5 滥用抗生素亦是引起肺部感染的重要因素之一5
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