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Oct一4表达下调促大鼠骨髓多能成体祖细胞向心肌分化 
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【摘 要 】目的：明确骨髓多能成体祖细胞(Bone marrow multipotent adult progenitor cells，MAPCs)体外向心肌特异性分化及其 

与八聚体结合转录因子4(Octamer-bindingtranscriptionfactor一4，Oct一4)表达的相关性。方法：将大鼠骨髓中分离出的MAPCs， 

在无血清培养基中连续培养35 d，采用5一氮杂胞苷(5-azacytidine，5-aza，1 txmol／L)诱导 24 h促使其向心肌细胞分化。结果： 

MAPCs在5-aza诱导的24 h后早期心脏特异性基因NKx2．5与GATA一4的mRNA水平显著增加，Western blot和免疫荧光染色 

显示心肌特异性蛋白Connexin一43与肌钙蛋白I在5-aza诱导后的7 d开始表达，流式细胞分析表明在 35 d后超过 37％的细 

胞为肌钙蛋白I阳性；同时实时定量聚合酶链反应、Western blot、免疫荧光染色和流式细胞技术检测到未分化的MAPCs高表达 

特异性干细胞标志物Oct一4，但在心肌分化过程中其表达明显下降。结论：MAPCs在 5-aza诱导后能够有效地分化为心肌样细 

胞，并与 Oct一4的表达下调相关。 
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DOwnreguIatiOn of Oct-4 expression accelerates cardiomyocyte differentiation 

of rat bone marrOw multipotent adult progenitor cells in vitro 
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【Abstract】Objective：To investigate whether bone marrow multipotent adult progenitor cells(MAPCs)undergo cardiac specification and 

its dependablity with octamer-binding~anscripfion factor-4 (Oct-4)expression during their cardiomyocyte differentiation in vitro． 

Methods：MAPCs were isolated from rat bone marrow，treated with 5-azacytidine (5-aza，1~xmol／L)f0r 24 h，and cultured in a 

serum-free medium for cardiac differentiation for up to 35 days．Results：The cells started to express early cardiac-specific genes Nkx2．5 

and GATA一4 with a significant increase in their mRNA level after 24h with 5-aza treatment．Western blot analysis and immunofluoreseenee 

staining revealed that the cardiac-specific proteins connexin-43 and troponin 1 were expressed in the cells 7 days after 5-aza treatment． 

Flow cytometry analysis demonstrated that over 37％of the ceHs were positive for troponin I by 35 days of differentiation，though the cells 

did not display spontaneous contraction．Meanwhile，the undifferentiated MAPCs expressed a significant level of the stem—cell—specific 

marker Oct-4 that was dramatically decreased in the cells shortly after the initiation of cardiomyocyte differentiation as evaluated using 

real-time(RT)-polymerase chain reaction，Western blot，immunofiuorescence staining，and flow cytometry．Conclusion：Downregulation 

of Oct-4 expression effectively accelerate eardiomyocyte differentiation of rat MAPCs after 5-aza induction in in vitro culture． 
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细胞移植是当前适用于心肌损伤修复与重建的一种有 

效的治疗途径。骨髓间充质干细胞(Bone marrow mesenchy— 

mal stem cells，MSCs)是心脏修复与再生细胞治疗的优良种子 

细胞之一，它具有容易获取、不涉及伦理问题、并且对任何不 

良免疫反应都极少出现免疫原性等优点『】． 。 
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骨髓多能成体祖细胞(Bone marrow multipotent adult pro— 

genitor ceHs，MAPCs)是从成人以及成年大鼠和小鼠骨髓中分 

离出的MSCs的一种(CD45一TER119一)[31。八聚体结合转录 

因子4(Octamer—binding transcription factor一4，Oct一4)是目前 

公认的原始干细胞标记物，可通过顺式元件活化基因转录。在 

胚胎干细胞(Embryonic stem cells，ESCs)中，Oct一4调控着 2 

260余种基因表达，功能涉及染色质构象、DNA修复、细胞增 

殖和凋亡等，是ESCs维持自我更新的主要调控因子之一，而 
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且也是首要的作为鉴定全能ESCs的标志物。MAPCs在体内 

与体外均表达高水平的Oct一4，在增殖过程中未出现端粒缩 

短或染色体组型异常，具有较高的扩增能力；且具备多向分 

化的潜能，研究发现在体内外实验中MAPCs能在单细胞水平 

分化为包括所有 3个胚层的细胞谱系，如内皮细胞，成骨细 

胞，平滑肌样细胞，骨骼肌成肌细胞，肝细胞，和神经元等[3~71。 

当注射到早期小鼠囊胚中时，单一未分化的MAPCs能够生 

成大部分系统的细胞群体 。在动物研究中，急性心肌梗死后 

将 MAPCs移植到梗死区域附近可改善左室收缩功能f7]，但没 

有证据表明这些细胞分化成为心肌细胞。体内与体外的研究 

显示，MSCs在5一氮杂胞苷(5--azacytidine，5-aza)诱导或与成 

熟心肌细胞共培养条件下可向心肌细胞特异性分化I2】。因此 

本研究拟检测MAPCs在 5-aza诱导下是否可分化为心肌细 

胞及其与Oct一4表达的相关性，为下一步MAPCs成为心肌修 

复与再生的实验性心肌细胞治疗的重要细胞来源奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 MAPCs的分离与培养 

取sD大鼠后肢分离出股骨与胫骨，以达尔伯克改良伊格 

尔培养基(Dulbecco’S modified eagle’S medium，DMEM，Gibco 

公司)冲洗髓腔与干骺端，离心后贴壁培养细胞，用免疫微磁 

珠(Mihenyi Biotec公司)分离纯化出 MAPCso一。将细胞接种 

在 100 ng／ml纤维连接蛋白(FN；Sigma)预处理的培养皿中， 

加入自制的MAPCs培养基四，置于37℃，5％02，5％CO ，与90％ 

N 的孵箱中进行培养(后同)，为避免细胞间的相互接触影响 

扩增需严格保持其接种密度为 100～200个细胞，cm 一。 

1．2 MAPCs的心肌 细胞化 

将 MAPCs转入含有 1 t~mol／L 5-aza(Sigma)的分化培养 

基(不含胎牛血清，血小板衍生生长因子，表皮生长素，白血 

病抑制因子 )中诱导24 h后，转入不含5-aza的分化培养基 

培养直至第 35天，其间每隔 24～48 h更换 1次分化培养 

基。分化过程中密切观察细胞形态，在第 1、3、7、14、21、28、35 

天检测心肌细胞特异性标志物的表达。 

1．3 免疫荧光染色 

将分化与未分化的MAPCs均接种于纤维连接蛋白预处 

理的盒式载玻片上。分别于第 1、3、7、14、2l、28、35天收集细 

胞，按免疫荧光染色试剂说明染色：4％多聚甲醛(Sigma)固定 

30 min，分别加入稀释倍数为 1：200的Connexin一43、肌钙蛋 

白I与Oct～4抗体(Santa Cruz)4~C孵育过夜；PBS漂洗后加入 

稀释倍数为 1：200的种属特异性荧光素异硫氰酸标记免疫球 

蛋白G(Sigma)常温孵育 1 h；最后加入 1：1 000的荧光染料 

DAPI标记细胞核『3'8／，封片后使用荧光显微镜检测抗原表达 

情况。 

1．4 实时定量聚合酶链反应分析 

使用 RNeasy的RNA提取试剂盒(Qiagen公司)提取来 

自未分化的MAPCs与 5-aza处理后在分化第 1、3、7、14、21、 

28、35天的MAPCs的总RNA，并使用分光光度法在260 nm 

处定量。用荧光定量逆转录试剂盒进行逆转录后目，扩增合成 

目的基因Nkx2．5、GATA4、Oct一4(引物见表 1)，采用 GAPDH 

作为管家基因。 

1．5 Western blot检测 

检测心肌特异性标记 Connexin一43与肌钙蛋白I以及干 

细胞标志物Oct一4的表达水平。用细胞裂解液处理未分化的 

MAPCs与 5-aza诱导后在第 1、3、7、14、21、28、35天收集的 

MAPCs。在4℃下离心 14 000 g，15 min后收集上清液，之后 

用 BCA蛋白定量试剂盒 (Pierce公司 )检测蛋白浓度。将 20 

g的蛋白加入到 10％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶中， 

按照Western blot实验步骤说明书(Santa Cruz公司)进行 。 

Connexin-43，肌钙蛋白I，Oct一4与 B—actin抗体稀释倍数分 

别为 1：500，1：500，1：1 000与 1：1 000，辣根过氧化物酶交联的 

二抗(稀释倍数 1：10 000)与电化学发光系统测定蛋白浓度。 

本实验至少需重复 3次。 

1．6 流式细胞分析 

在 MAPCs分化后采用流式细胞仪以肌钙蛋白I阳性细 

胞所占百分比来检测MAPCs心肌分化的效率。Oct一4阳性细 

胞在分化前后也要使用流式细胞仪进行评估。将获取的未分 

化的MAPCs与分化5周后的细胞洗脱并悬浮在预冷的磷酸 

盐缓冲液中，保持细胞密度为(1～5)×10 个细胞数／ml。在 

4~C下用Oct一4与肌钙蛋白I的一抗孵育细胞 30 rain，再使用 

FITC标记的二抗孵育 20 rain。用 4％的多聚甲醛固定，然后 

置于 Becton Dickinson FACS Calibur进行流式细胞分析。 

1．7 统计分析 

所有实验数据均使用均数 ±标准差( ±S)表示，采用 

SPSS12．0，进行单因素方差分析，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 MAPCs的形态学改变 

未分化的MAPCs呈现出多种形态，如棒状、梭状。在诱 

导的第 14天，细胞呈现出肌管样形态，类似心肌细胞样形态， 

但直至分化的第 35天也未能在培养体系中观察到细胞的自 

发性收缩。 

2．2 心肌细胞特异性标志物的转录表达 

检测细胞分化过程中 mRNA的表达 ，可反映心肌特异性 

基因NKx2．5与GATA一4的转录表达水平。在分化的第 1天， 

表1 用于实时定量聚合酶链反应的引物序列 
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能【1l】。此外，在不同的研究中使用的5-aza诱导浓度也各不相 

同。据报道在体外 5-aza诱导 MSCs向心肌分化的最佳浓度 

为 10 txmol／L[ 21。本实验采用不同浓度的5-aza(0．5-10#~mol／ 

L)培养 MAPCs，在 5-aza浓度达到或超过 5 txmolJL时观察到 

细胞出现大量死亡。因此，本实验采用 1 I~mol／L的5-aza处 

理细胞使其向心肌分化。在以上的实验条件下，超过 37％ 

的MAPCs在分化 35 d后 表现为肌钙蛋 白 I阳性 ，提示 

MAPCs可能是实验洼心肌细胞治疗的一种良好细胞来源。进 

一 步的研究需阐明在体外 MAPCs能否达到更高的分化效 

率，在体内MAPCs能否向心肌分化并参与心脏修复与再生， 

以及体内研究的最佳条件。下一步的实验还需阐明采用人类 

MAPCs在体内与体外能否取得相同的或更高的心肌分化效 

率。 

干细胞分化是一种复杂且严格受控的过程，涉及多种转 

录因子与蛋白[41。Oct一4是一种在植入前胚胎的多能干细胞中 

与多数生殖细胞中高表达的转录因子，该表达对于维持干细 

胞的自我更新和多能性是必要的，ESCs的分化导致Oct一4表 

达下调。小鼠 ESCs中 Oct一4的表达被广泛认为是细胞全能 

性的标志，且对胚胎分化调控起关键性作用【l3】c成年鼠神经干 

细胞适当表达Oct一4本身就足以分化出多能干细胞【l 4j。未分 

化的MAPCs大量表达Oct一4，并在其向内皮分化的早期阶段 

显著下降_151，本实验在心肌分化过程中也取得了类似的结果。 

Oct一4表达快速下调也许是 MAPCs向心肌或内皮分化的关 

键步骤，本实验证实了MAPCs向心肌分化伴随着 Oct一4表 

达的下调。Oct一4在MAPCs向心肌分化的体外过程中所起的 

作用以及其在体内过程的变化有待于进一步研究证实。 

心肌细胞的一个特征是其伴有独特的离子流与膜电位 

的自发收缩。有研究发现 MSCs在体外向心肌分化后出现了 

细胞群的自发跳动，伴有或快或慢流动的L型ca2+电流与整 

流 I(+电流_l61。然而在本研究中 MAPCs向心肌分化后没有观 

察到自发收缩，这种差异的原因目前仍不清楚。一种较大的 

可能是在这些试验中使用的细胞制备上有所差别。近期一项 

研究也表明小鼠骨髓 MSC细胞群向心肌分化后并没有出现 

任何自发收缩，也没有产生动作电位或典型的心肌细胞离子 

流旧。尽管心室电活动传播所需的心肌间隙连接蛋白Connex— 

in一43与心脏收缩所需的肌钙蛋白I存在于已分化的细胞 

中，但这些细胞功能状态的评估仍有待进一步研究。因为本 

次实验中分化后的细胞没有出现自发收缩，所以并未检测其 

离子流、膜电位或动作电位。下一步研究还需阐明在体内分 

化后的细胞能否出现 自发收缩及特有的离子流。 

综上所述，本研究阐明了大鼠MAPCs在体外经5-aza诱 

导后可高效的分化为心肌样细胞，且MAPCs向心肌分化与 

Oct一4的表达下调相关。研究数据提示 MAPCs可能成为心肌 

修复与再生的实验性心肌细胞治疗的重要细胞来源，但要实 

现其临床应用还有待进一步的研究。 
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