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微小 !"#分子 $%!&’( 和 $%!&’’ 对 )’)(’ 细胞成肌分化影响的研究

王* 涛，艾国平，邹仲敏，王军平，冉新泽，徐* 辉，粟永萍* * （第三军医大学军事预防医学院防原医学教研室，全军复合
伤研究所，创伤、烧伤与复合伤国家重点实验室，重庆 %""")’）

* * 摘* 要：目的* 探讨微小 +,-（./012+,-3）分子 ./+#&! 和 ./+#&& 对于 4&4!& 细胞体外成肌分化进程的影响。方
法* 以4&4!& 细胞体外成肌分化为模型，,2156718 9:25检测 ./+#&! 和 ./+#&& 两个分子在分化过程中的表达变化及组织表
达谱，转染 ;,- < =,-杂合体反义链进行 :233#2>#>?05/28功能研究，+@#A4+分析其对分化相关分子的影响。结果 * 成功建
立 4&4!& 细胞体外成肌分化模型，& 个分子在分化过程中均表达上调，且它们具有各自的组织分布特点；建立了以 ;,- <
=,-杂合体反义链为手段的 ./012+,-3研究的 :233#2>#>?05/28 平台；与对照组比较，抑制这 & 个 ./012+,-3 对于成肌分化
相关的骨骼肌 !#肌动蛋白、成肌素和 BCD#&;等分子的表达没有影响。结论* 抑制 ./+#&! 和 ./+#&& 在 4&4!& 细胞成肌
分化过程中的上调不影响其分化，说明这 & 个分子对于分化的进程影响不大。
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* * 微小 +,-（./012+,-3）是一类广泛存在于真核细
胞当中，由基因组编码的长度约 &" 85的高度保守的微
小的 +,-分子，通过与对应的靶 .+,- 的 )‘非翻译
区（)‘O@+）的非完全或完全配对结合，阻止其翻译或
破坏其稳定性，实现对基因表达的调控。一系列的研
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究表明，./012+,-3与细胞的增殖和分化密切相关［!，&］，
而如何实现多能原始细胞的定向分化，对于基础理论和

实际应用都有深远的意义。为此，我们采用肌母细胞

4&4!&体外成肌分化的模型，根据文献［)］的结果，就
4&4!& 体外成肌分化过程中明显上调的 ./+#&! 和
./+#&& 分子对于分化进程的影响进行了初步探讨。

(: 材料与方法

!E !* 材料
* * 总 +,-提取试剂 +,-/32、+,- =- A4+@B V/5、@%多核苷酸

激酶（A,V）购自日本 @IVI+I 公司。;,- 探针由上海英骏公
司合成，序列与对应 ./012+,-完全互补。"#)& A#-@A 购自北京
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福瑞生物工程公司，尼龙膜为 !"#$% 公司产品，杂交液购自
&’"()%#$。转染试剂（*’+,"-%#)./+(%）购自 0(1+)2",%(公司。
34 56 方法
34 54 36 &5&35 细胞体外成肌分化模型6 6 肌母细胞 &5&35 购
自美国 78&&（&!93::5）。未分化细胞以含有 5;<类标准胎牛
血清的高糖 =>?>培养基（生长培养基，,2"@)$ /%A+B/，C>），
在 D: E、F<&*5孵箱中培养。当细胞长至 G;< H I;<的汇合
度时，撤掉含 5;<类标准胎牛血清的培养基，换以含有 5<马
血清的 =>?> 培养基（分化培养基，A+--%2%()+.)+"( /%A+B/，
=>）诱导其成肌分化。每 5 天换液 3 次，持续诱导 F A，以倒置
显微镜观察肌管形成的过程。收集诱导前和诱导后第 3、D、F
天细胞备用。

34 54 56 获取小鼠各组织脏器6 6 健康雄性 &F: 小鼠（购于第
三军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心），G 周龄，
脱颈椎处死后取脑、小肠、骨骼肌、脾、肾、肝、心和肺等新鲜组

织，冻存于 J :; E备用。
34 54 D6 K"2)$%2( L’") 检测6 6 采用 !K7+M" 提取细胞总 !K7，
具体方法参照说明书进行。以 /+!N53、/+!N55 和 ’%)N:, 分子的
反向互补 =K7序列为探针（/+!N53：FON8&77&78&7C8&8C787N
7C&87NDO’；/+!N55：FON7&7C88&88&77&8CC&7C&88NDO；’%)N:,：
FON77&8C87&777&87&87&&8&7NDO），采用 !ND5 PN78P 末端转
移法标记探针。取 5; ", 总 !K7 上样，行 5;<尿素变性聚丙
烯酰胺凝胶电泳进行分离，半干转印恒流 ;4 Q 7转尼龙膜 3 $。
紫外交联 3 5;; "R S /+(，而后 G; E烘烤 3 $。加入放射性探针
后于 Q5 E杂交过夜，洗膜后，J :; E放射自显影 QG $。
34 54 Q6 =K7 S 9K7杂合体反义链的细胞转染6 6 =K7 S 9K7杂
合体反义链由 T+,/. 公司合成（9K7，’"#U%A (B#’%+# .#+A，锁核
酸），序列如下：.()+N/+!N53 =K7 S 9K7，FON8&77&78&7C8&8N
C7877C&87NDO；.()+N/+!N55 =K7 S 9K7，FON7&7C88&88&77N
&8CC&7C&88NDO；阴性对照（ (%,.)+1% #"()2"’，K&），FON&7887N
78C8&CC7&77&8&778NDO（加下划线代表 9K7 序列）。转染
前 3 A将 34 F V 3;F细胞均匀接种于 W 孔板内，转染按照 *’+,"N
-%#)./+(%说明书进行，每孔转染 F; (/"’ 的 =K7 S 9K7 杂合体
反义链。转染后 5Q $ 对 &5&35 细胞进行诱导分化，诱导 QG $
收取细胞备用。

34 54 F6 逆转录 P&!分析6 6 提取转染 =K7 S 9K7杂合体反义
链后诱导分化 QG $的各组细胞总 !K7后，测定浓度，按照试剂
盒说明进行逆转录。引物序列、长度及退火温度如下：骨骼肌

#N肌动蛋白（ MU%’%).’N#N.#)+(）正义链 FON&7C7C&77C&C7CCN
878&&NDO，反义链 FONC8&&&&7C778&&77&7&CNDO，5I: LX，
W; E；成肌素（/Y",%(+(）正义链FON8CC7C&8C878C7C7&78&&&N
DO，反义链 FON8CC7&778C&8&7CCCC8&&&NDO，3GF LX，WD E；肌
细胞增强因子（/Y"#Y)% %($.(#%2 -.#)"2N5=，>?ZN5=）正义链 FON
&77C&8C88&&7C878C&&7CNDO，反义链 FON77CCC78C78C8N
&7&&7CCCNDO，DWQ LX，WD E；磷酸甘油醛脱氢酶（C7P=[）正
义链 FON7&&7&7C8&&78C&&78&7&NDO，反义链 FON8&&7&&7&N
&&8C88C&8C87NDO，QI3 LX，W; E。进行 P&! 扩增，循环数为
5G 个。反应结束后，各取 F "’ P&! 扩增产物，行 3\ 5<琼脂糖
凝胶电泳，紫外灯下观察，并用凝胶成像系统进行图像采集，计

算各条带的灰度值。

34 D6 统计学处理
6 6 将所得 P&!结果用 ]B.()+)Y *(%软件进行灰度扫描，计算

目的条带与内参的比值，重复操作 D 次，数据以 !! ^ "表示，采用
TPTT 3;4 ; 统计软件进行 #检验。

!" 结果

54 36 成肌分化模型的建立
6 6 增殖期的 &5&35 细胞呈成纤维细胞样，透光性强，增殖旺
盛，见图 37。诱导分化后 5 H D A 细胞即发生明显的形态学改
变，表现为胞体伸长，融合形成具有多个细胞核的肌管；继续诱

导培养至第 F 天，肌管进一步成熟粗大，见图 3_。

!!

!"
7：分化前；_：诱导第 F 天

图 #" 成肌分化前后 $!$#! 细胞形态学改变"（倒置显微镜 V 3;;）

54 56 /+!N53 和 /+!N55 在成肌分化过程中的表达变
化及其组织分布

6 6 K"2)$%2( L’")结果显示，/+!N53 和 /+!N55 两个分子在成肌
分化中都存在较为明显的上调，见图 57。其中 /+!N53 的上调
主要存在于早期分化的第 3 天，而后维持在该水平；而 /+!N55
分子则随着是分化时间的延长持续上调。5 个分子的组织表达
谱的检测显示：/+!N55 呈现广谱的分布模式，以心肌、肺、脑、骨
骼肌和肾脏表达丰度较高；而 /+!N53 主要在小肠、肺和脾脏检
测到了信号，见图 5_。

! " # $ ! " # $ % & ’ (

!)*+$"!

!)*+$""

!%, +-.

!)*+$"!

!)*+$""

!%, +-.". "/
7：5 个分子在成肌分化中的表达变化6 3：分化前；5 J Q ：诱导分化
第 3、D、F 天
_：5 个分子的组织分布特点6 3：脑；5：小肠；D：骨骼肌；Q：脾；F：肾；
W：肝；:：心；G：肺
图 !" %&’()*’+ ,-&( 检测 ./01!# 和 ./01!! 在成肌分化中
的表达变化及其组织分布
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第 ! 期" 王" 涛，等#微小 $%&分子 ’($)*+ 和 ’($)** 对 ,*,+* 细胞成肌分化影响的研究"

*# - " .%& / 0%& 杂合体反义链对内源性 ’(123$%&4
分子的影响

" " %3256728 9:35结果显示，,*,+* 细胞转染 .%& / 0%&杂合体
反义链后能够有效抑制内源性 ’($)*+ 分子的水平，我们几乎
检测不到杂交信号。同时，我们选取了 :75);< 分子检测了这种
抑制的特异性，发现其并未影响到该分子的表达，见图 -。

! " # $

!%&’!"!

!()*!+,

!-. ’/0

+：=85()’($)*+ >? 8’3:；*，@：阴性对照；-：=85()’($)*+ +?? 8’3:

图 !" #$%&’(&)’*+ ,-. / 0-.导入细胞后对内源性

(&)’*+ 水平的影响

*# @" .%& / 0%& 杂合体反义链抑制 ’($)*+ 和 ’($)**
上调对成肌分化相关基因表达的影响

" " $A)B,$ 结果显示，通过体外细胞转染导入 ’($)*+ 和
’($)**的 .%& / 0%& 杂合体反义链后，对细胞进行分化诱导
@C 6，各组在骨骼肌 !)肌动蛋白、成肌素和 DEF)*. 等功能蛋
白和转录因子的 ’$%&表达水平与阴性对照组无明显的差异
（! G ?H ?>），见图 @。

! " # $

%&’()（*+! ,-）!
$./""(（#0* ,-）!

%&’()（*+! ,-）!

成肌素（!12 ,-）!

%&’()（*+! ,-）!
骨骼肌 !"肌动蛋白（"+3 ,-）!

"244 ,-

""24 ,-

"244 ,-
""24 ,-
"!44 ,-

"244 ,-

""24 ,-

+：阴性对照；*：=85()’($)*+；-：=85()’($)**；D：.%&标准（.0 *???）

图 1" 成肌分化相关分子 ()-.表达的 )2’34)检测结果

!" 讨论

" " 合理利用细胞工程解决组织损伤修复是创伤医学
研究的重要课题，而认识特定谱系细胞增殖与分化的

分子机制则是实现这一目标的前提。’(123$%&4 是一
种重要的基因表达调控模式，与细胞的增殖和分化密

切相关。故而本研究选取 ,*,+* 细胞体外成肌分化
模型，根据国外文献报道，对一些在成肌分化过程中表

达变化较为明显的 ’(123$%&4分子的功能进行了初步
探讨。

" " 首先我们对芯片的结果进行了 %3256728 9:35 的检
测验证，成功建立了 ,*,+* 细胞体外成肌分化模型
后，我们选取了增殖期 ,*,+* 和分化第 +、-、> 天

,*,+* 细胞进行了检测。结果表明：’($)*+ 和 ’($)**
* 个分子在成肌分化中都存在较为明显的上调。同
时，我们对这 * 个分子的组织表达谱也进行了检测，发
现 ’($)** 在很多组织中均有表达，同时文献［@］报道
它们在其他分化过程中也呈现上调，提示其可能具有

通用的意义；而 ’($)*+ 分子在成熟的肌肉组织表达很
低，提示其可能在特定的阶段中发挥了功能，对于维持

成熟肌肉的状态并无必要。

" " ’(123$%&4的功能研究模式与常用基因功能研究
的思路相似，所不同的是自身的方法学。通常认为，基

因的 :344)3I)IJ15(38 结果说服力要强于 <=(8)3I)IJ15(38，
故而我们采用了前者。对于 ’(123$%&4 的 :344)3I)IJ1)
5(38研究可以通过基因敲除、*)K)甲基化反义 $%& 链
和 .%& / 0%&杂合体反义链等方法实现。由于我们不
具备基因敲除的条件，而 *)K)甲基化反义 $%&链具有
易于降解，作用周期短的缺点，我们选用了 .%& / 0%&
杂合体反义链。它利用了锁核酸亲和力高的特点，使

杂合体反义分子具有了抑制效率较高，作用时间较长

（@ L +? M）的优点［>］。我们通过体外转染技术将其导
入到细胞内后检测其作用的靶分子，发现其可以明显

抑制掉内源性 ’(123$%&4；同时我们检测了 :75);<的水
平以观察杂合体反义分子作用的特异性，发现其未对

:75);<产生影响。由此，我们建立了有效的 ’(123$%&4
:344)3I)IJ15(38的细胞干预平台，为后续研究功能打下
了基础。

" " 通过上述干预平台，我们对于 ’($)*+ 和 ’($)**
等在成肌分化中的作用进行了评价。转染导入 ’($)*+
和 ’($)** 的 .%& / 0%&杂合体反义链后，对细胞进行
分化诱导 @C 6 收取细胞提取总 $%& 行 $A)B,$。我
们检测了成肌分化相关的转录因子成肌素和 DEF)*.
以及功能蛋白骨骼肌 !)肌动蛋白，结果表明各组之间
无明显差异。,678 等［-］和 %=<J(987N= 等［O］利用相似
的平台鉴定出 ’($)+、’($)+-- 和 ’($)+C+ 等分子参与
了成肌分化的调控。而其他学者在成脂分化模型中发

现干预 ’(123$%&4均未能影响到分化［@］，甚至在低等
动物，敲除某些 ’(123$%&4 观察不到表型改变。这表
明不同 ’(123$%&4 功能定位不同，有的可能在分化等
过程当中起关键分子开关的作用，有的则并不那么重

要；而某些特定过程则可能受 ’(123$%&4 的影响较小。
这些均提示了进行 ’(123$%&4 功能研究的复杂性，这
种复杂性的来源可能与众多基因往往存在诸多的

’(123$%&4 的调控位点，从而造成一种功能上的冗余
状态有关。总之，本研究表明，抑制 ’($)*+ 和 ’($)**
在 ,*,+* 细胞成肌分化过程中的上调不影响其分化，

>?C



说明这 ! 个分子对于分化的进程影响不大。但是它们
相互之间对于分化有无联合作用尚待进一步实验验

证；同时限于我们的检测终点评价指标，它们对于分化

过程中和成熟肌管的诸如能量代谢、电活动、凋亡等其

他事件有无影响还有待探索。
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个案与短篇 文章编号："===QCA=A（!==?）=LQ=?=>Q="

!"诊断气管腺样囊性癌 # 例

杨Z 华"，向Z 前!，王文献" Z Z （ "第三军医大学新桥医院放射科，重庆 A===@K；!重庆市九龙坡区第一人民医院放射科，重庆
A===C=）

Z Z 原发性气道肿瘤较为罕见，约占呼吸系统肿瘤的 ![，其中
恶性肿瘤占 >=[ \?@[，腺样囊性癌（(’3*1%’ /G)7%/ /(0/%*1H(，
,MM）仅次于鳞状细胞癌（A?[），在气道恶性肿瘤中发病率居
第 ! 位（@@[）［"］。尽管 ,MM 为相对低度恶性肿瘤，但手术切
除率极低，文献报道不足 "=[。为了加深对该病 MP 征象的认
识，收集经本院手术病理证实的 ,MM @ 例，探讨 MP 对 ,MM 的
诊断价值。

$% 资料与方法

"- "Z 病例资料
Z Z 回顾性分析本院经手术病理证实的 @ 例气管 ,MM 患者资
料，均为女性，年龄 "? \ K" 岁。@ 例均以咳嗽、咳痰、活动后气
促，呼吸困难，进行性加重就诊。肺功能检查均提示不同程度

的阻塞性通气功能障碍，纤维支气管镜检查发现气管或主支气

管新生物，由于管腔狭窄，@ 例均无法观察气管远端情况。

"- !Z 设备及参数
Z Z ! 例行 "> 层螺旋 MP扫描，设备为美国 IO公司 E%4$7#:33’
"> 层螺旋 MP机，扫描参数 "!= R]，"!= H,，螺距 "- @KC^ "，层厚
"- !C HH，间隔 "- !C HH；" 例为单层螺旋 MP 扫描。扫描所得
图像传至工作站处理。重建方法为多平面重建、气管支气管树

重建及仿真内窥镜技术。"例行增强扫描，采用对比剂为优维显
"== H6，注射流率为 @- C H6 _ )，开始注射对比剂后 != )启动扫描。

Z Z 作者简介：杨Z 华，男，重庆市人，硕士，医师，主要从事心血管疾病的 MP 和

.+V诊断方面的研究。电话："@C!KCAKC>?，OQH(%6：G(*4$5(=?"L‘

G($11- /1H- /*

Z Z 通信作者：王文献，电话：（=!@）>?KKA>K>，OQH(%6：abaKAC?>>‘ G($11- /1H- /*

Z Z 收稿日期：!==?Q="Q=L；修回日期：!==?Q=@Q"?

&% 结果

Z Z ! 例发生于气管，" 例发生于左主支气管，@ 例患者病变主
要位于气管侧、后壁，! 例表现为气管壁偏心性环壁增厚，" 例
表现为腔内沿管壁生长的宽基底结节。@ 例病变节段与正常段
节段分界不清，! 例病变与纵隔内结构分界清晰，" 例表现为部
分区域与左颈总动脉及左锁骨下动脉间脂肪间隙显示不清，平

扫均表现为均匀低密度，" 例做增强扫描表现为明显均匀强化，
轮廓显示更清晰，" 例可见阻塞性肺气肿征象。多平面重建及
气管支气管树重建对病变的范围及气道管腔的狭窄程度显示

更加完整，仿真内窥镜可以清楚显示腔内病变的形态及表面情

况，与术中所见对比，轴位图像、多平面重建、气管支气管树重

建及仿真内窥镜技术的联合应用对病变范围及管腔形态的显

示优于纤维支气管镜（图 "）。@ 例患者行气道肿瘤切除后病理
提示肿瘤侵犯气管全层，两侧缘均可见肿瘤组织，提示肿瘤呈

浸润性生长。

!! !"
,：轴位图像；<：气管支气管树重建

图 $% 左主支气管下段腔内结节型腺样囊性癌

（下转 ?"@ 页）

>=?
第 @= 卷第 L 期
!==? 年 C 月

Z Z 第Z 三Z 军Z 医Z 大Z 学Z 学Z 报
,MP,Z ,M,JO.V,OZ .OJVMV2,OZ .VEVP,+V#Z PO+PV,O

Z Z ]16- @=，21- L
.(G- !==?


