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5-氮杂胞苷诱导小鼠骨髓间充质干细胞分化过程中 PPARγ表达及其作用

林先和 ,李隆贵　　(第三军医大学新桥医院心血管内科 , 全军心血管内科中心 , 重庆 400037)

　　提　要:目的　探讨 5-氮杂胞苷诱导骨髓间充质干细胞(MSC)分化过程中 PPARγ的表达情况及其在细胞分化过程中

的作用 。方法　利用原代培养小鼠 MSC , 5-氮杂胞苷诱导分化;脂质体转染法 , 将 pEGFP-N1-PPARγ2 表达质粒转入 MSC

中 ,G418筛选 , RT-PCR检测 PPARγmRNA表达 , 免疫组化检测 myosin 及 PPARγ表达。油红 O染色检测细胞内脂滴。结果

　MSC 在未诱导时不表达 PPARγ, 经 5-氮杂胞苷诱导后 , 多数细胞向成肌细胞分化 ,部分细胞表达 PPARγ且向成脂肪细胞

分化;pEGFP-N1- PPARγ2 转染成功的细胞均分化为脂肪细胞。结论　5-氮杂胞苷不仅诱导 MSC 向成肌细胞分化 , 也诱导

其向成脂肪细胞分化;其诱导 MSC 向成脂肪细胞分化可能与 PPARγ表达有关。
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PPARγexpression and its effects on the differentiation of mesenchymal stem cells in-
duced by 5-Azacytidine in vitro
LIN Xian-he , LI Long-gui(Cardiovascular Disease Research Center , Xinqiao Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400037 , China)

　　Abstract:Objective　To explore the expression of peroxisome proliferator-activated receptorγ(PPARγ)and its

roles in the differentiation of mesenchymal stem cells(MSCs)induced by 5-Azacytidine.Methods　5-Azacytidine

was used to induce the differentiation of primary cultured mesenchymal stem cells.The eukaryotic expression plasmid

vector pEGFP-N1-PPARγwas transfected into MSCs with lipotransfection method followed by G418 selection.The ex-

pression levels of PPARγmRNA were detected by RT-PCR.Immunohistochemistry and Western blot were employed

to study the protein expression of PPARγ.Lipid droplets in the cells were stained with Oil RedO.Results　No ex-

pression of PPARγmRNA was found in undifferentiated MSCs.After induction by 5-Azacytidine , partial MSCs ex-

pressed PPARγand differentiated into lipoblasts.MSCs , transfected with pEGFP-N1-PPARγ2 , differentiated into ad-

ipocytes.Conclusion　5-Azacytidine can induce the differentiation of MSCs into myoblasts and lipoblasts , which

may be related to the expression of PPARγ.

　　Key words:mesenchymal stem cell;induction;PPARγ

　　来源于中胚层的骨髓间充质干细胞(mesenchymal

stem cells , MSC)是多能干细胞 ,具有多向分化的潜能 ,

可以分化为成骨细胞 、软骨细胞 、脂肪细胞 、成肌细胞

及肌腱细胞等多种细胞 。目前广泛用来诱导 MSC 向

成肌分化的诱导剂主要是 5-氮杂胞苷 ,其机制可能与

5-氮杂胞苷使调节细胞分化的看家基因去甲基化有

关。近期已经有人应用5-氮杂胞苷成功地将体外培养

的骨髓间充质干细胞诱导成心肌细胞 ,分化后的心肌

细胞能自主搏动 ,且表达心肌特异性基因
[ 1]
。

　　PPARγ(peroxisome proliferator-activated receptor γ)

是调节细胞分化的重要转录因子 ,能促进MSC 向脂肪

细胞分化 ,抑制 MSC 向成肌细胞分化
[ 2]
。然而 ,在 5-
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氮杂胞苷诱导MSC分化过程中 ,PPARγ的表达情况及

其作用少见相关报道 。

　　本研究拟用培养小鼠MSC 作为实验材料 ,应用 5-

氮杂胞苷诱导MSC分化 ,检测其分化过程中 PPARγ的

表达变化 ,探讨其在MSC 分化过程中的作用。

1　材料和方法

1.1　主要试剂
　　培养基和添加成分:DMEM 低糖培养基 、优质胎牛血清购

自Hyclone公司;动物:6～ 8 周龄 BALB c纯系雄性小鼠 100 只 ,

体质量(15±5)g ,购自本校实验动物中心;诱导添加剂:5-氮杂

胞苷购自 Sigma公司;检测试剂:抗骨骼肌肌球蛋白单抗(myo-

sin)购自北京中山生物技术公司 , PPARγ抗体购自 Santa 公司;

S-P 免疫组化试剂盒及 DAB显色试剂盒 , 福州迈新公司。

1.2　方法
1.2.1　质粒的构建及转染　　将 pCAG-PPARγ2 表达质粒(加
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拿大 Capone 教授惠赠)中的 PPARγ2 通过酶切回收 , 构建组成

pEGFP-N1-PPARγ2 表达质粒 , 用脂质体法转染 pEGFP-N1-

PPARγ2至 MSC。G418 筛选 , G418 筛选浓度为400 μg L, 维持浓

度为 300μg L。应用增强型绿色荧光蛋白作为报告基因。

1.2.2　鼠骨髓间充质干细胞的分离 、原代培养[3] 　　选用健康

BALB c纯系小鼠 ,颈椎脱臼处死 , 75%乙醇浸泡 5 min 后, 无菌条

件下取出股骨和胫骨 , DMEM 低糖培养基冲洗出骨髓 ,以 1∶2 比

例加到 Percoll(比重为1.082)细胞分离液上, 500×g 离心 20 min ,

取中间单核细胞层 ,加入等量无血清培养基 , 500×g 离心 5 min ,

弃上清 ,以含 10%优质胎牛血清 DMEM 低糖培养基及青 、链霉素

各100 U ml重悬细胞接种密度按每瓶 1×106 ml 接种于培养瓶

内, 37 ℃, 5% CO2 条件下常规培养 , 24 h 后更换新培养基以去除

悬浮细胞 ,观察记录细胞贴壁生长情况 , 以后每 3 d 换液 1 次,

0.5%胰酶消化, 胎牛血清终止酶活性进行传代培养。

1.2.3　诱导细胞分化及分组　　用 5-氮杂胞苷 3 μmol L在细

胞融合至 60%～ 70%时开始诱导 , 同时加入 5%马血清促进细

胞分化。作用24 h 后 , 去除诱导培养基 ,以 0.01 mol L PBS 液充

分洗涤 2次后 , 改为完全培养基继续培养。细胞分组如下:①

5-氮杂胞苷 3 μmol L诱导组 , ②pEGFP-N1- PPARγ2 转染组 , ③

pEGFP-N1- PPARγ2转染后再用 5-氮杂胞苷 3 μmol L诱导组 , ④

对照组(不加诱导剂 , 不转染基因)。

1.2.4　油红 O 染色[4] 　　将第二代 MSC 按 1.0×105 ml接种

于6 孔培养板中爬片 , 以 PBS 洗涤 3 次 , 4%多聚甲醛固定 20

min , 0.2%异丙醇油红O 染液染色 10～ 15 min ,用 60%乙醇分色

至背景清晰 ,自来水冲洗 ,胞核淡染苏木精 , 用 1%磷酸氢二钠

冲洗至变蓝 ,甘油封片 , 摄相记录。

1.2.5　免疫组化　　采用 SABC 法, 按试剂盒说明进行 , 设阴性

对照 ,以 0.01 mol L PBS 代替抗小鼠 myosin 及 PPARγ单克隆抗

体。将第二代MSC按 1.0×105 ml接种于 6 孔培养板中盖玻片

上, 按上述方法行诱导实验 ,在诱导后的 12 d 以PPARγ及 myosin

特异单抗 , SABC 试剂盒(博士德公司)行免疫组织化学染色。

1.2.6　逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR)　　用一步法(Tripure)

提取 MSC 的总 RNA , 测定其浓度。检测 PPARγmRNA表达。 引

物序列如下:PPARγ, 正向:5′-CTCACAATGCCATCAGGTTT-3′, 反

向:5′-CTCTTGCACGGCTTCTACGG-3′, 片段长度 359 bp;内参照

物为 β-actin , 正向:5′-TGCTGTCCCTGTATGCCTCT-3′;反向:5′-

GGTCTTTACGGATGTCAACG-3′, 片段长度 462 bp , 以 TaKaRa公司

RT-PCR 二步法试剂盒常规方法检测。程序:第 1 步 RT , 50 ℃,

30 min;99 ℃, 2 min;94 ℃, 1 min , 1 个循环;第 2 步 PCR, 94 ℃,

2 min , 1 个循环;94 ℃, 30 s , 52 ℃, 30 s , 72 ℃, 2 min , 30 个循环;

72 ℃, 5 min , 4 ℃, 10 min。 PCR产物在 1%的琼脂糖凝胶上电

泳 ,紫外透射仪下观察 , 以凝胶成像分析系统扫描。

1.2.7　形态观察　　在诱导后不同时相点观察 5-氮杂胞苷诱

导后MSC 的形态变化。

2　结果

2.1　细胞分化
　　应用 5-氮杂胞苷 3μmol L诱导MSC 9 d 后 , 部份MSC 胞体

明显增粗 ,类粗杆状 , 折光性好 , 12 d 后 ,呈管状形态并可见 2～

3 个细胞之间有融合样情况发生 , 至 14 ～ 16 d 可见有类肌管样

细胞出现。但部分细胞胞浆内可见折光性强的脂滴 , 且胞体变

大 ,胞浆丰富。

2.2　基因转染
　　pEGFP-N1 表达载体内构建有绿色荧光蛋白基因 , 表达后

能发出绿色荧光蛋白 , 是转染成功的报告基因。经 G418 筛选

后 ,转染成功的阳性克隆表达绿色荧光蛋白 , 在波长为 488 nm

蓝光激发下发绿色荧光(图 1)。

图 1　pEGFP-N1- PPARγ2表达载体转染后绿色荧光蛋白表达　

(×200)

Fig 1 　The expression of green fluorescent protein in MSCs after

transfection with pEGFP-N1- PPARγ2　(×200)

2.3　免疫组化鉴定
　　①A组 , 应用 5-氮杂胞苷 3 μmol L诱导 MSC24 h , 再换成完

全培养基 ,诱导后的第 3 天 ,部分细胞 PPARγ出现阳性表达 , 诱

导后12 d ,部分细胞表达 myosin ,阳性细胞体积较其它细胞体积

增大 、增粗(图 2)。 ②B 组 , pEGFP-N1-PPARγ2转染后第 28天免

疫组化检测G418 筛选的阳性克隆 PPARγ表达呈阳性 , 主要分

布在细胞核周围(图 3)。 ③C 组与 B 组之间无明显差异。 ④D

组 ,未经诱导的细胞其 myosin 及 PPARγ表达均呈阴性。

图 2　5-氮杂胞苷诱导后部分细胞 Myosin 表达阳性　(×200)

Fig 2　The positive expression of myosin in part of MSCs induced by

5-Aza　(×200)
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图 3　pEGFP-N1- PPARγ2表达载体转染后细胞核周围 PPARγ环

状阳性表达　(SABC×100)

Fig 3　The expression of PPARγ around cellular nuclears in MSC

transfected with pEGFP-N1- PPARγ2　(SABC×100)

2.4　油红 O染色

　　A、B、C 三组细胞胞浆内均可见圆形折光脂滴形成 ,经油红

O染色可见 A 组仅有部分细胞胞浆内有脂滴形成 , 脂滴数量较

少 , B、C 两组几乎所有细胞胞浆内有大量脂滴形成 , 脂滴分布

在胞浆内靠近胞核处 ,部分脂滴相互融合(图 4、5)。 D 组细胞

内未见红染脂滴。

图 4　pEGFP-N1- PPARγ2表达载体转染后细胞胞浆内脂滴形成　

(油红O染色×100)

Fig 4　The lipid droplet in cytoplasm of MSCs after transfection with

pEGFP-N1- PPARγ2　(oil red staining×100)

图 5　5-氮杂胞苷诱导 MSC分化后部分细胞胞浆内脂滴形成　

(油红O 染色×100)

Fig 5　The lipid droplet in cytoplasm of part of MSCs induced by 5-

Aza　(oil red staining×100)

2.5　RT-PCR结果
　　D组 PPARγmRNA未见表达;A 、B、C 组 PPARγmRNA表达均

呈现阳性 ,见图 6。

M:Marker;1:D group;2:A group;3:B group;4:C group

图 6　小鼠 MSC PPARγmRNA 表达变化

Fig 6　Changes of expressions of PPARγmRNA in mouse MSC

2.6　形态观察
　　单纯应用 5-氮杂胞苷诱导后9 d , 部份MSC 细胞胞体明显增

粗,类粗杆状,折光性好, 12 d 后,呈管状样形态并可见2～ 3 个细胞

之间出现融合样改变,至 14～ 16 d可见有类肌管样细胞出现。

3　讨论

　　本研究显示 5-氮杂胞苷不仅诱导骨髓间充质干细
胞向成肌方向分化 ,也有部分细胞向成脂肪方向分化 ,

其细胞胞浆内有脂滴形成 ,油红 O染色明显阳性。以
往研究认为 PPARγ基因表达是干细胞向脂肪细胞分

化的标志
[ 5]
。本研究体外培养小鼠骨髓间充质干细胞

在未经诱导前 PPARγ表达呈阴性 ,经 5-氮杂胞苷诱导

后部分细胞出现阳性表达。Mbalaviele 等
[ 5]
从人骨髓

中分离出骨髓间充质干细胞和 CD34
+
的人造血干细

胞 ,并检测到 CD34
+
造血干细胞 PPARγmRNA 表达呈

阳性 ,而人骨髓间充质干细胞不表达 PPARγmRNA;经

向成脂肪方向诱导后 ,该细胞可表达 PPARγ。说明不
同种属的骨髓间充质干细胞可能在未经诱导前不表达

PPARγ,但经过诱导剂诱导后 ,该基因出现阳性表达。
至于 PPARγ在骨髓间充质干细胞中经 5-氮杂胞苷 诱
导后才开始表达 ,到目前为止 ,其机制尚不清楚 ,可能

与5-氮杂胞苷能使该基因去甲基化有关。
　　5-氮杂胞苷是一种 DNA 甲基化抑制剂 ,在肿瘤治

疗中可抑制细胞的增殖 ,诱导细胞分化
[ 6]
。研究表明

它可与DNA共价结合形成复合物从而导致 DNA甲基

在细胞分裂周期中进行性丢失 ,发挥去甲基化作用;而
甲基化对于基因印记维持是必需的 , 5-氮杂胞苷作用

后产生低甲基化作用可使印记丢失 ,使某些相关等位
基因得以表达

[ 7]
。由于 MSC 兼有向成肌细胞及成脂

肪细胞的分化潜能 ,推测其看家基因可能在甲基化位
置中含有一个调控分化的位点并处于转录失活阶段 ,
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当5-氮杂胞苷作用后 ,可能使 MSC的相关基因发生低

甲基化 ,激活细胞分化相关调控基因表达 ,启动向成肌
细胞及成脂肪细胞的定向分化 。本实验结果说明 5-氮

杂胞苷虽广泛用来诱导骨髓间充质干细胞向骨骼肌及

心肌分化 ,但这种诱导是非特异性的。在一定程度上

属于一种广谱诱导剂 。
　　为了观察 PPARγ在MSC分化中的作用 ,我们采用
PPARγ表达质粒转染MSC ,然后再用 5-氮杂胞苷诱导 ,

可见转染成功的 MSC不管使用 5-氮杂胞苷诱导与否
均分化成为脂肪细胞 ,胞浆内大量脂滴形成 。结果表

明 ,一旦 PPARγ在 MSC中表达 ,其成脂肪分化方向就
已经确定 ,再用 5-氮杂胞苷诱导不能改变其分化方向。

　　先前报道认为 ,在成肌细胞中表达 PPARγ能抑制
其向肌肉细胞分化 ,并能使其转分化为成熟的脂肪细

胞 ,说明 PPARγ在诱导细胞分化不同特异性表型之间
起到开关作用。Hunter 等

[ 8]
利用 PPARγ的配体格列

酮 ,前列腺衍生物 15 d-PGJ2作用于小鼠 C2C12细胞 ,
并用报告基因来检测肌肉特异性基因的表达 ,结果显

示 ,在细胞分化过程中 ,骨骼肌细胞特异性基因表达明
显抑制 ,而 PPARγ表达却明显增强。
　　骨髓间充质干细胞的分化是一个极其复杂的过

程 ,受到诸多调节细胞分化的看家基因调控 ,分化方向
也不同。成肌细胞分化受到 MyoD 、Myf5 、myogenin 、

MRF4等基因调控;成骨细胞分化则主要由 Cbfa1 调

控 ,成脂肪细胞分化的调控基因为 PPARγ。研究表明 ,

骨髓间充质干细胞的分化是在多个转录因子的共同调

控下进行的 ,这些调控因子相互作用从而决定着细胞

的分化方向。如抑制骨髓间充质干细胞中的MAPK的

表达则导致 PPARγ表达上调 ,细胞向成脂肪方向分

化 ,向成骨方向分化则明显受到抑制。在MSC 中稳定

转染 PPARγ2能抑制 Cbfa1的表达。因此 ,骨髓间充质
干细胞分化过程中不是某个单一看家基因作用的结

果 ,而是诱导因子与抑制因子共同作用从而使其向某
一特定方向分化

[ 9]
。至于这些基因之间是如何相互作

用以及适当抑制 PPARγ表达能否促使 MSC 向成肌细

胞方向分化 ,尚有待于进一步研究 。
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表 1　A组与 B组出血量 、手术时间 、创口愈合时间比较( x±s)

组别 例数 出血量(ml) 手术时间(min)创口愈合时间(d)

A 组 25 97.20±16.46 20.84±3.90 44.20±9.97

B组 25 18.20±9.12Δ 9.72±1.46Δ 14.60±4.69

与 A组比较 , Δ:P<0.01

3　讨论

　　对严重烧伤合并吸入性损伤患者实施小切口气管造瘘术

是一种安全 、快速 、简便的手术方法[ 2] , 所需手术器械少 , 床头

即可施术 ,因术中横行切口小 , 不需过多分离皮下组织和切断

气管环 , 具有操作方便迅速 、出血少 、创面愈合快等优点 , 值得

在临床进一步推广应用。

　　本手术方法所用气管扩张钳 、导丝 、深静脉穿刺针 、腹水穿

刺针套管等可消毒反复使用 ,只需另备 Pertax气管套管(前贸公

司供),便可再次穿刺造口 ,其在急救及远期效果等方面均具有

较大优势。

　　操作中应注意以下几点:①皮肤切开后要仔细止血 , 切口

大小以能容纳气管套管为宜。多在第 2至第 4 气管软骨环的范

围内进行 , 气管软骨环前方的重要结构为甲状腺峡部 , 造瘘时

可能造成该部轻微损伤 , 由于实施该术时间较短 , 置管后立即

向套管套囊内充气 , 并迅速经套管吸出气管内血液及吸入物 ,

不至于造成太大危险。 ②沿导丝置入一级扩张器(即腹水穿刺

针套管)及气管套管时应边退导丝边送入 , 以免导丝被挤压变

形成角 , 使置入困难。 ③扩张钳伸入气管后其弯曲部应指向远

端 ,扩张方向与纵轴垂直 , 不可偏移。 ④一次性套管套囊周围

易聚集气道分泌物 , 如果带管时间较长 , 可在术后 5～ 7 d 更换

为可煮沸消毒之金属套管。

　　关键词:微创气管造口术;严重烧伤吸入伤患者

　　中图法分类号:R615;R644　　　文献标识码:B
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