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　　［摘要］　目的　探讨矮小同源盒基因亚型２（ｓｈｏｒｔｓｔａｔｕｒｅｈｏｍｏｂｏｘ２，Ｓｈｏｘ２）外源基因对犬骨髓间
充质干细胞（ｃａｎｉｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｃＭＳＣｓ）体外诱导分化的影响。方法　 分离培养犬骨髓间充
质干细胞，用包装好的两种慢病毒载体 ｐＬｅｎｔｉｓｍＳｈｏｘ２ＲＦＰ及 ｐＬｅｎｔｉｓＲＦＰ分别转染第３代 ｃＭＳＣｓ，收
集转染阳性的 ｃＭＳＣｓ与乳鼠心肌细胞（ｒａｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｍｙｏｃｙｔｅｓ，ＮＲＶＭｓ）共培养。实验分 ４组：Ａ组
（ＲＦＰｃＭＳＣｓ组）、Ｂ组（ＲＦＰｃＭＳＣｓ＋ＮＲＶＭｓ共培养组）、Ｃ组（Ｓｈｏｘ２ＲＦＰｃＭＳＣｓ组）、Ｄ组（Ｓｈｏｘ２ＲＦＰ
ｃＭＳＣｓ＋ＮＲＶＭｓ共培养组）。共培养诱导分化５ｄ后，利用嘌呤霉素对ｃＭＳＣｓ进行纯化，运用全细胞膜
片钳检测诱导出内向电流的动力学特征，运用实时荧光定量 ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＣＮ４、Ｔｂｘ３、Ｃｘ４５／
４３、Ｎｋｘ２．５等标志性基因ｍＲＮＡ和蛋白的表达情况，并行免疫荧光检测。结果　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及 ＲＴ
ＰＣＲ检测结果显示，Ｄ组细胞Ｓｈｏｘ２、ＨＣＮ４、Ｔｂｘ３、Ｃｘ４５窦房结细胞特异性基因的表达较Ａ、Ｂ、Ｃ组明显
增高（Ｐ＜０．０５），Ｂ组细胞Ｃｘ４３及Ｎｋｘ２．５较Ｃ、Ｄ组细胞明显增高（Ｐ＜０．０５）；免疫荧光结果显示，在
Ｓｈｏｘ２基因调控作用下，ｃＭＳＣｓ有ＨＣＮ４通道生成；膜片钳检测结果显示，Ｃ、Ｄ组细胞产生了具有明显
时间电压依赖性的内向电流，且对细胞外Ｃｓ＋敏感，符合起搏离子流Ｉｆ的动力学特征；而Ａ、Ｂ组未检测
出此电流。结论　 经ｍＳｈｏｘ２基因修饰的ｃＭＳＣｓ通过体外诱导，产生了起搏离子流 Ｉｆ并高表达窦房结
标志性基因，成功向具有一定自主搏动能力的窦房结样细胞分化。
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ｅｘｐｒｅｓｓｈｉｇｈｌｙｔｈｅｓｉｎｕｓｎｏｄｅｃｅｌｌｌｉｋｅｇｅｎｅｓ，ｗｈｉｃｈｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈａｔｔｈｏｓｅｃＭＳＣｓａｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ
ｉｎｔｏｓｉｎｕｓｎｏｄｅｌｉｋｅｃｅｌｌｓｗｉｔｈｐａｃｉｎｇｆｕｎｃｔｉｏｎ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｓｈｏｘ２；ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ｃｏｃｕｌｔｕｒｅ；ｆｕｎｎｙｃｕｒｒｅｎｔ
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　　超极化激活的环核苷酸门控通道（ｈｙｐｅｒｐｏｌａｒｉｚａ
ｔｉｏｎａｃｔｉｖａｔｅｄｃｙｃｌｉｃｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｇａｔｅｄｃｈａｎｎｅｌ，ＨＣＮ）的
基因亚型 ＨＣＮ４及其介导的起搏离子流（ｆｕｎｎｙｃｕｒ
ｒｅｎｔ，Ｉｆ）是窦房结细胞４期自动去极化形成的关键环
节［１］。但既往研究表明，一系列围绕ＨＣＮ基因开展的
重建生物起搏点的实验方法，都不可避免地在移植过

程中出现了起搏功能退化或消失的现象［２－４］。由此可

见，仅仅重建Ｉｆ的离子通道无法形成持久有效的生物
起搏点。而近年来发现的参与胚胎心脏早期发育的矮

小同源盒基因亚型２（ｓｈｏｒｔｓｔａｔｕｒｅｈｏｍｏｂｏｘ２，Ｓｈｏｘ２）
能够显著抑制Ｎｋｘ２．５并有效上调ＨＣＮ４的表达，是调
控胚胎心脏细胞向窦房结分化而不向工作心肌细胞分

化的关键因素［５］。因此，利用 Ｓｈｏｘ２作为转录调控因
子诱导多能干细胞向具有一定起搏功能的窦房结样细

胞分化，是生物起搏研究的一种理想选择。本研究采

用慢病毒转染技术，将目的基因 Ｓｈｏｘ２整合进犬骨髓
间充质干细胞（ｃａｎｉｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｃＭＳＣｓ）
的基因组中，再与乳鼠心肌细胞（ｒａｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｍｙｏ
ｃｙｔｅｓ，ＮＲＶＭｓ）共培养诱导其向心脏起搏样细胞分化，
以检测在Ｓｈｏｘ２基因的影响下ｃＭＳＣｓ生理生化特点的
改变，并深入探讨 Ｓｈｏｘ２基因作为生物起搏靶基因的
可能性。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　出生１～３ｄ的 ＳＰＦ级 ＳＤ乳大鼠 ２０只（体质量
５０～６０ｇ），健康成年犬１只（体质量１０～１４ｋｇ），雌雄
不限，由第三军医大学实验动物中心提供。

１．２　主要仪器和试剂
　　胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；αＭＥＭ培养基、胰

酶（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司）；ＰＣＲ试剂盒 （日本 ＴＯＹＯＢＯ
公司）；兔抗小鼠 Ｓｈｏｘ２多克隆抗体、兔抗犬 ＨＣＮ４多
克隆抗体、兔抗犬Ｎｋｘ２．５多克隆抗体（英国Ａｂｃａｍ公
司）；兔抗犬缝隙连接蛋白４３（Ｃｘ４３）、４５（Ｃｘ４５）多克
隆抗体、兔抗犬 Ｔｂｘ３多克隆抗体（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公
司）；荧光倒置显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；Ｚｅｉｓｓ
ＬＳＭ７１０激光共聚焦显微镜（德国 Ｚｅｉｓｓ公司）；Ａｘｏｎ
ｐａｔｃｈ２００Ｂ膜片钳放大器、Ｄｉｇｉｄａｔａ１４４０ＡＤ／ＤＡ转换
器（美国Ａｘｏｎ公司）
１．３　实验方法
１．３．１　犬骨髓间充质干细胞分离纯化　　抽取健康
成年犬骨髓，参照文献［６］采用密度梯度离心法结合
贴壁法分离出ｃＭＳＣｓ，隔天换液培养并传代，选取生长
旺盛的第３代细胞备用。
１．３．２　慢病毒载体构建　　根据 ＮＣＢＩ小鼠 Ｓｈｏｘ２
ｍＲＮＡ序列构建包装慢病毒载体 ｐＬｅｎｔｉｓｍＳｈｏｘ２红色
荧光蛋白（ｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＲＦＰ）及ｐＬｅｎｔｉｓＲＦＰ，
载体内携带嘌呤霉素抗药基因用于后续实验中细胞纯

化。简述如下：使用全基因合成法获得小鼠 Ｓｈｏｘ２的
编码区ＤＮＡ序列。用ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅠ对ｍＳｈｏｘ２合
成序列和慢病毒载体 ｐＬｅｎｔｉｓＣＭＶＲＴＰＳＦＦＶ进行酶
切，回收酶切产物，然后用 Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接载体和
ｍＳｈｏｘ２的编码区片段，连接产物转化感受态细菌，挑
取长出的克隆，培养并提取质粒，然后将质粒进行酶切

以及测序鉴定，确定构建正确的克隆（ｐＬｅｎｔｉｓＣＭＶ
ＲＴＰＳＦＦＶＳｈｏｘ２）用于后继实验。使用磷酸钙转染法
转染２９３Ｔ细胞包装慢病毒颗粒，收集的病毒用于后面
的细胞转染。

１．３．３　慢病毒感染 ｃＭＳＣｓ　　取对数生长期的第３
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代ｃＭＳＣｓ分为４组：Ａ组（ＲＦＰｃＭＳＣｓ组）、Ｂ组（ＲＦＰ
ｃＭＳＣｓ＋ＮＲＶＭｓ共培养组）、Ｃ组（Ｓｈｏｘ２ＲＦＰｃＭＳＣｓ
组）、Ｄ组（Ｓｈｏｘ２ＲＦＰｃＭＳＣｓ＋ＮＲＶＭｓ共培养组）。
将细胞接种于６孔板，１．０×１０５／孔，在３７℃、５％ ＣＯ２
孵箱内过夜，直至细胞达到 ６０％融合后换液，按照
ＭＯＩ＝２０将所需病毒分别加入培养液中，每孔液体量
为１ｍＬ，摇匀使病毒液与细胞充分接触，孵箱内培养
２４ｈ后弃去病毒液并换液，７２ｈ后荧光显微镜下观察
其转染效率。

１．３．４　乳鼠心肌细胞共培养　　取新生１～３ｄ的
ＳＤ乳大鼠，低温无菌条件下取出心脏，置于提前４℃
预冷的 ＤＨａｎｋｓ液中，反复冲洗３次后，眼科剪剪成
１～２ｍｍ３体积的碎块，加入０．１％Ⅱ型胶原酶在３７℃
水浴锅中消化５ｍｉｎ，弃去上清后再次加入胶原酶进行
分次消化，２０ｍｉｎ／次，收集每次消化后的上清液，按
１∶１比例加入αＭＥＭ完全培养基终止，经２００目筛网
过滤成单细胞悬液，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，
加入适量培养基差速贴壁３０ｍｉｎ，收集上清计数后接
种于１００ｍｍ培养皿中。３７℃、５％ ＣＯ２培养２４ｈ后，
将转染阳性的 ｃＭＳＣｓ按照 ｃＭＳＣｓ：乳鼠心肌细胞１∶４
的比例加入到培养皿中进行共培养，５ｄ后予５μｇ／ｍＬ
嘌呤霉素加压筛选７２ｈ，ＰＢＳ冲洗３次，收集存活贴壁
的Ｓｈｏｘ２ＲＦＰｃＭＳＣｓ或ＲＦＰｃＭＳＣｓ进行检测［７］。

１．３．５　定量 ＲＴＰＣＲ分析　　ＴＲＩｚｏｌ提取筛选后细
胞内的总ＲＮＡ，使用荧光定量逆转录盒转录为ｃＤＮＡ，
按照ＳＹＢＲ法实时荧光定量 ＰＣＲ试剂盒及 Ａｇｉｌｅｎｔ公
司ＳｔｒａｔａｇｅｎｅＭｘ３０００Ｐ实时荧光定量ＰＣＲ仪的使用说
明书进行实验操作［８］。使用引物见表１。

表１　各基因的引物序列片段及长度

基因 引物序列 扩增片段（ｂｐ）

ｍＳｈｏｘ２
上游５′ＡＣＴＡＴＣＣＡＧＡＣＧＣＴＴＴＣＡＴＧＣＧ３′
下游５′ＴＴＣＧＡＴＴＴＴＧＡＡＡＣＣＡＡＡＣＣＴＧＴＡＣ３′

１９２

ｃＮｋｘ２．５
上游５′ＣＣＧＡＧＣＣＴＧＧＴＡＧＧＡＡＡＧＧＧ３′
下游５′ＡＡＡＴＣＣＡＡＧＧＧＡＣＧＴＧＧＡＧＡＣＡ３′

１２０

ｃＴｂｘ３
上游５′ＧＴＡＡＧＡＴＧＴＴＣＴＧＧＧＣＴＧＧＡＴＡＡＡ３′
下游５′ＧＴＡＧＣＡＧＧＧＣＴＧＴＣＴＧＧＧＴＧ３′

１６７

ｃＨＣＮ４
上游５′ＡＧＧＧＣＡＣＣＡＴＣＧＧＣＡＡＧＡ３′
下游５′

!

ＣＣＡＣＧＣＴＣＡＧＣＧＡＡＴＡＣＡＧＧ３′
１８６

ｃＣｘ４５
上游５′ＣＡＧＣＡＧＡＣＴＴＣＣＴＴＧＣＣＣＴＣＡＴＡ３′
下游５′ＣＴＴＡＧＣＡＴＴＧＧＡＣＡＧＴＴＣＧＧＴＧＴ３′

２９８

ｃＣｘ４３
上游５′ＴＧＣＴＡＴＧＡＣＡＡＡＴＣＣＴＴＣＣＣＡＡＴＣ３′
下游５′ＧＣＣＧＴＧＣＴＣＴＴＣＡＡＴＴＣＣＡＴＡＣＴＴ３′

２３７

ｃＧＡＰＤＨ
上游５′ＧＡＧＡＴＣＣＣＧＣＣＡＡＣＡＴＣＡＡＡ３′
下游５′ＧＧＣＡＴＣＡＧＣＡＧＡＡＧＧＡＧＣＡＧ３′

１４６

１．３．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　用 ＲＩＰＡ裂解液提取
ｃＭＳＣｓ的总蛋白，ＢＣＡ试剂盒测蛋白浓度，接着行
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，上样３０μｇ／孔，电泳后转移至 ＰＶＤＦ
膜上，５％牛血清蛋白室温封闭１ｈ后加入一抗（兔源
Ｓｈｏｘ２、ＨＣＮ４、Ｎｋｘ２．５、Ｔｂｘ３、Ｃｘ４３、Ｃｘ４５和 ＧＡＰＤＨ）
４℃ 摇床孵育过夜，二抗孵育１ｈ。
１．３．７　免疫荧光检测　　将 ｃＭＳＣｓ制成细胞爬片，
４％多聚甲醛室温固定１５ｍｉｎ，用含０．２％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００
和０．３％ Ｈ２Ｏ２的甲醇溶液封闭１５ｍｉｎ，山羊血清封闭
１５ｍｉｎ后加入一抗（兔源Ｓｈｏｘ２、ＨＣＮ４、Ｎｋｘ２．５、Ｃｘ３０、
Ｃｘ４５）４℃过夜，二抗室温孵育１ｈ，抗荧光淬灭封片剂
封片，激光共聚焦显微镜检查。

１．３．８　全细胞膜片钳检测　　将共培养后的 ＭＳＣｓ
放入灌流槽，灌流细胞外液，电极现拉现用，充灌电极

内液后阻抗为４～６ＭΩ，室温控制在（２５±１）℃，应用
Ｃｌａｍｐｅｘ程序采样，电压钳方式进行电流记录，钳制电
位－３０ｍＶ，给予幅值 －４０ｍＶ到 －１６０ｍＶ的超极化
脉冲，步阶为１０ｍＶ，最后回归到＋２０ｍＶ，在＋２０ｍＶ
处测量尾电流。封接破膜后形成全细胞记录模式，所

有记录数据应用 ｐＣＬＡＭＰ１０．１软件进行处理，并用
Ｂｏｌｔｚｍａｎｎｅ方程 Ｉｔａｉｌ／Ｉｍａｘ＝Ａ／｛１．０＋ｅｘｐ［（Ｖ－Ｖ１／２）／
ｋ］｝拟合 Ｉｆ电流的激活曲线，并求算出半激活电压
（Ｖ１／２）及曲线的斜率（ｋ）。
１．４　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ１８．０统计软件，数据用 珋ｘ±ｓ表示。组
间比较采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　ｃＭＳＣｓ的形态学观察和慢病毒转染ＭＳＣｓ的效率
　　ｃＭＳＣｓ传代至 Ｐ３时，已基本纯化，呈均匀的长梭
形或多边形，折光性好。慢病毒转染（ＭＯＩ＝２０）７２ｈ
后，４组 ｃＭＳＣｓ转染效率可以达到（８５．０±４．５）％
（ｎ＝５），慢病毒转染能力较好。细胞形态及生长活性
未见明显改变。

２．２　转染阳性细胞诱导后相关基因ｍＲＮＡ的表达
　　Ｓｈｏｘ２基因转染成功，Ｓｈｏｘ２ＲＦＰｃＭＳＣｓ组及
Ｓｈｏｘ２ＲＦＰｃＭＳＣｓ＋ＮＲＶＭｓ共培养组均过表达Ｓｈｏｘ２。
Ｓｈｏｘ２ＲＦＰｃＭＳＣｓ＋ＮＲＶＭｓ共培养组细胞经过共培养
诱导分化后心脏传导系统特异性基因 ＨＣＮ４、Ｃｘ４５、
Ｔｂｘ３的表达较其他组明显增加（Ｐ＜０．０５），而Ｎｋｘ２．５
及Ｃｘ４３的表达较 ＲＦＰｃＭＳＣｓ＋ＮＲＶＭｓ共培养组明
显减少（Ｐ＜０．０５，图１）。
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１：ＲＦＰｃＭＳＣｓ组；２：ＲＦＰｃＭＳＣｓ＋ＮＲＶＭｓ共培养组；３：Ｓｈｏｘ２ＲＦＰｃＭＳＣｓ组；４：Ｓｈｏｘ２ＲＦＰｃＭＳＣｓ＋ＮＲＶＭｓ共培养组
Ａ：Ｓｈｏｘ２基因；Ｂ：Ｔｂｘ３基因；Ｃ：Ｃｘ４５基因；Ｄ：ＨＣＮ４基因；Ｅ：Ｃｘ４３基因；Ｆ：Ｎｋｘ２．５基因

ａ：Ｐ＜０．０５，与ＲＦＰｃＭＳＣｓ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＲＦＰｃＭＳＣｓ＋ＮＲＶＭｓ共培养组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与Ｓｈｏｘ２ＲＦＰ
ｃＭＳＣｓ组比较

图１　４组细胞相关基因的ｍＲＮＡ表达

２．３　转染阳性细胞诱导后相关蛋白的表达
　　Ｓｈｏｘ２ＲＦＰｃＭＳＣｓ＋ＮＲＶＭｓ共培养组细胞相关
蛋白ＨＣＮ４、Ｃｘ４５、Ｔｂｘ３的表达均较 ＲＦＰｃＭＳＣｓ明显
增加，工作心肌细胞相关的 Ｎｋｘ２．５及 Ｃｘ４３较 ＲＦＰ
ｃＭＳＣｓ＋ＮＲＶＭｓ共培养组明显降低（图２）。
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１：ＲＦＰｃＭＳＣｓ组；２：ＲＦＰｃＭＳＣｓ＋ＮＲＶＭｓ共培养组；
３：Ｓｈｏｘ２ＲＦＰｃＭＳＣｓ组；４：Ｓｈｏｘ２ＲＦＰｃＭＳＣｓ＋ＮＲＶＭｓ
共培养组

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测４组细胞相关蛋白的表达

２．４　免疫荧光检测ＨＣＮ４通道蛋白的表达
　　经激光共聚焦显微镜检测结果显示，Ｓｈｏｘ２ＲＦＰ

ｃＭＳＣｓ组和 Ｓｈｏｘ２ＲＦＰｃＭＳＣｓ＋ＮＲＶＭｓ共培养组细

胞均有ＨＣＮ４通道蛋白的形成，且沿细胞膜表面均匀

分布，而 ＲＦＰｃＭＳＣｓ组和 ＲＦＰｃＭＳＣｓ＋ＮＲＶＭｓ共培

养组仅见ＲＦＰ荧光表达，无ＨＣＮ４蛋白形成（图３）。

２．５　Ｓｈｏｘ２ｃＭＳＣｓ转染组细胞的通道电流测定

　　全细胞膜片钳结果显示，转染 Ｓｈｏｘ２的 Ｓｈｏｘ２

ＲＦＰｃＭＳＣｓ组和 Ｓｈｏｘ２ＲＦＰｃＭＳＣｓ＋ＮＲＶＭｓ共培养

组细胞均可以记录到超极化激活的内向电流，该电流

具有明显的时间及电压依赖特性（图４Ａ），且对Ｃｓ＋敏

感，当细胞外液中加入 ＣｓＣｌ（４ｍｍｏｌ／Ｌ）阻断剂后，该

内向电流被阻断，当细胞外液中的 ＣｓＣｌ被洗脱后，内

向电流又迅速恢复（图４Ｂ、Ｃ）。根据记录到的尾电流

重建该内向电流激活曲线（图４Ｆ）和翻转电位（图４Ｄ、

Ｅ），并进行计算，得到膜片钳实验数据（表２）。而仅

转染ＲＦＰ的ＲＦＰｃＭＳＣｓ组和ＲＦＰｃＭＳＣｓ＋ＮＲＶＭｓ共

培养组细胞，均未能记录到超极化激活的内向电流。
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表２　Ｓｈｏｘ２ＲＦＰｃＭＳＣｓ组和Ｓｈｏｘ２ＲＦＰｃＭＳＣｓ＋ＮＲＶＭｓ共培养组细胞膜片钳数据

组别
检出率

（％）

电流幅值

（ｐＡ，－１４０ｍＶ）

膜电容

（ｐＦ）

电流密度

（ｐＡ／ｐＦ，－１４０ｍＶ）

　　半数最大激
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（ｍＶ）

Ｓｈｏｘ２ＲＦＰｃＭＳＣｓ组 １５（３／２０） －１０１４．６±１７．８ ２４．０±６．５ －４１．３±７．６ 　－９２．３±６．２ －１６．７±１．７ ４２１．０±６１．０ －２７．４±３．８

Ｓｈｏｘ２ＲＦＰｃＭＳＣｓ＋ＮＲＶＭｓ

共培养组
７６（１９／２５） －１０７８．１±１３．４ ２４．７±７．８ －４３．６±５．３ －８９．４±３．７ －１６．３±１．５ ４１５．３±５８．０ －２８．９±６．７

!" !#

!" !# !" !#

!" !#

!" !#

!" !# !" !#

!" !#

!" !#

!" !# !" !#

!" !#

!" !#

!" !# !" !#

!" !#

$

%

&

'

(

)

*

+

, -

.

/

0 1

2

3

Ａ～Ｄ：ＲＦＰｃＭＳＣｓ组；Ｅ～Ｈ：ＲＦＰｃＭＳＣｓ＋ＮＲＶＭｓ共培养组；Ｉ～Ｌ：Ｓｈｏｘ２ＲＦＰｃＭＳＣｓ组；Ｍ～Ｐ：Ｓｈｏｘ２ＲＦＰ

ｃＭＳＣｓ＋ＮＲＶＭｓ共培养组；Ａ、Ｅ、Ｉ、Ｍ：ＤＡＰＩ；Ｂ、Ｆ、Ｊ、Ｎ：转染病毒携带的红色荧光；Ｃ、Ｇ、Ｋ、Ｏ：ＨＣＮ４；Ｄ、Ｈ、Ｌ、

Ｐ：融合图像

图３　４组细胞免疫荧光检测ＨＣＮ４通道蛋白的表达　（激光共聚焦显微镜）
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Ａ：Ｓｈｏｘ２ＭＳＣｓ记录到的内向电流；Ｂ：ＣｓＣｌ阻断和洗脱；Ｃ：电流电压关系；Ｄ：翻转电位；Ｅ：翻转电位求算曲线；

Ｆ：Ｉｆ电流激活曲线

图４　膜片钳实验记录到的超极化激活的内向电流及相关曲线

３　讨论

　　Ｓｈｏｘ２基因是近年发现的与胚胎心脏发育分化密
切相关的转录调控因子。在胚胎心脏发育的过程中，

Ｓｈｏｘ２基因在窦状角区域的特异性表达，能够显著抑
制Ｎｋｘ２．５。Ｓｈｏｘ２基因的无效突变或 Ｎｋｘ２．５在窦房
结的异位表达，都将使窦房结区域的发育严重受损，

ＨＣＮ４和 Ｔｂｘ３的表达明显降低，心脏搏动频率减慢。
而Ｓｈｏｘ２在右心房区域的异位表达，将导致窦房结区
域的扩大［５，９－１０］。可以认为，Ｓｈｏｘ２基因的正常表达，
是胚胎时期窦房结正常发育的关键保障。

　　在胚胎心脏发育的过程中，高表达Ｔｂｘ３的区域最
终会形成包括窦房结在内的心脏传导系统［１１－１２］；相

反，转录调控因子 Ｎｋｘ２．５只局限于工作心肌区域表
达，窦房结等传导系统表达阴性［５］；而缝隙连接蛋白

Ｃｘ４３和Ｃｘ４５的主要区别在于对电信号的传导性不
同，Ｃｘ４３具有较高的传导性，易受外来电信号影响，集
中在工作心肌细胞中表达；Ｃｘ４５的传导性较低，能形
成较高的细胞内阻抗，主要在传导系统内表达［１０］。本

研究选用的Ｔｂｘ３、Ｃｘ４３、Ｃｘ４５等窦房结细胞标志物均
具有较高的特异性，受到Ｓｈｏｘ２基因的调控，可以用来
鉴别ＭＳＣｓ细胞的分化方向。
　　ＭＳＣｓ作为一种便于取材、易于分离培养，理想的
组织修复种子细胞，具有稳定的自我更新能力和多向

分化潜能，可在体内外不同诱导方法下（如化学试剂、

电刺激微环境、心肌环境、组织工程等方法［７，１３－１５］）分

化为心肌细胞。但单纯地利用上述诱导方法，只能使

ＭＳＣｓ分化成为工作心肌细胞，并不能生成具有自主搏
动能力的起搏样细胞。因此，选用具有分化调控能力

的Ｓｈｏｘ２基因来尝试促进 ＭＳＣｓ向起搏样细胞分化，
可以为探索生物起搏治疗提供一种新的思路。

　　本研究采用慢病毒载体将 Ｓｈｏｘ２基因转染到
ｃＭＳＣｓ的基因组中，目的就是利用 Ｓｈｏｘ２基因的调控
作用，在ｃＭＳＣｓ与ＮＲＶＭｓ共培养的诱导分化过程中，
促进ｃＭＳＣｓ向具有相对完整起搏功能的“窦房结样”
细胞分化，而不是仅仅依靠ＨＣＮ基因来重建Ｉｆ的离子
通道。研究结果显示，仅仅将Ｓｈｏｘ２基因整合进 ＭＳＣｓ
的基因组中，并不能诱使 ＭＳＣｓ完整有效地向起搏样
细胞分化，只有在转染了 Ｓｈｏｘ２基因的同时再通过一
定的方法进行诱导，ＭＳＣｓ才能较好地形成具有明显的
电压依赖性与时间依赖性的超极化激活的Ｉｆ并且高表
达ＨＣＮ４、Ｔｂｘ３、Ｃｘ４５等窦房结标志性基因。
　　综上所述，在心肌微环境的诱导条件下，携带外源
基因Ｓｈｏｘ２的ｃＭＳＣｓ通过表达ＨＣＮ４基因产生了生物
起搏离子流Ｉｆ，获得了一定的起搏功能，成功向窦房结
样细胞分化。但关于其获得的起搏功能是否能在宿主

体内维持，仍有待进一步体内实验验证。我们将继续

利用能稳定表达 Ｓｈｏｘ２的 ＭＳＣｓ进行动物实验，验证
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利用Ｓｈｏｘ２基因重建生物起搏点的可行性。
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