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Ｐ１９细胞向心肌样细胞分化前后ｇｐ９１ｐｈｏｘ的变化

吴继军　韩卫星　刘　超　陈晓蓉　王　成　卢挪挪

　　【摘要】　目的：探讨诱导Ｐ１９细胞向心肌样细胞分化前后ｇｐ９１ｐｈｏｘ水平的变化。

方法：Ｐ１９细胞经０．９％二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）于细菌培养皿中悬浮诱导培养４ｄ，待细胞

聚集体形成，吸取聚集体接种于组织培养皿，贴壁培养至第１３天。行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

肌钙蛋白Ｉ（ｃＴｎＩ），以鉴定心肌样细胞的分化，并检测Ｐ１９细胞向心肌样细胞分化前后细

胞中ｇｐ９１ｐｈｏｘ蛋白水平。　结果：（１）经０．９％ ＤＭＳＯ诱导分化，Ｐ１９细胞于第７天开

始表达ｃＴｎＩ，随后ｃＴｎＩ表达明显增高并趋于稳定；（２）Ｐ１９细胞分化为心肌样细胞后细

胞内ｇｐ９１ｐｈｏｘ蛋白水平较分化前高（犘＜０．０５）。　结论：Ｐ１９细胞向心肌样细胞分化

后ｇｐ９１ｐｈｏｘ表达上调，氧化应激水平增加。
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　　氧化应激是指体内生成的活性氧（ＲＯＳ）水平

和抗氧化系统水平失衡，ＲＯＳ生产过多和（或）机体

抗氧化能力减低，致使ＲＯＳ清除不足，在体内聚积，

导致组织器官的氧化性损伤［１３］。磷酸酰胺腺嘌呤

二核苷酸（ＮＡＤＰＨ）氧化酶是机体内生成ＲＯＳ的

主要酶之一，是由１个小分子的 ＧＴＰ酶结合蛋白

Ｒａｃ、２个膜亚基ｐ２２ｐｈｏｘ、ｇｐ９１ｐｈｏｘ以及３个胞

浆亚基ｐ４０ｐｈｏｘ、ｐ４７ｐｈｏｘ、ｐ６７ｐｈｏｘ组成的复合

物［４］。细胞内ｇｐ９１ｐｈｏｘ的水平在一定程度上可以

代表细胞内氧化应激的水平。

Ｐ１９细胞是一种胚胎癌细胞，由 ＭｃＢｕｒｎｅｙ于

１９８２年在Ｃ３Ｈ／Ｈｅ雄性小鼠畸胎瘤中分离得到，

是一种可以在体外培养的多能干细胞，是目前用来

研究干细胞向心肌样细胞分化较为常用的细胞之

一［５］。本研究通过检测ｇｐ９１ｐｈｏｘ的水平来探讨

Ｐ１９细胞向心肌样细胞分化前后氧化应激水平的

变化。
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１　材料与方法

１．１　材料

Ｐ１９细胞株由安徽医科大学组胚学教研室组织

工程干细胞研究所提供；胰蛋白酶、二甲基亚砜

（ＤＭＳＯ）购自Ｓｉｇｍａ公司；αＭＥＭ 培养基、胎牛血

清购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；心肌肌钙蛋白Ｉ（ｃＴｎＩ）单克

隆抗体购自ＣＨＥＭＩＣＯＮ公司；ｇｐ９１ｐｈｏｘ单克隆

抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；全蛋白提取试剂盒购自

南京凯基公司；ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒购自

ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司。

１．２　方法

１．２．１　Ｐ１９细胞复苏、培养和传代　水浴箱预热至

３７℃，从－８０℃冰箱中取出冻存的Ｐ１９细胞，立即

放入３７℃水浴箱中并不停摇晃，至冰晶完全融解。

转入５ｍｌ离心管，加入αＭＥＭ 完全培养液３ｍｌ，

以１０００转／分离心５ｍｉｎ，弃上清，加入αＭＥＭ 完

全培养液２ｍｌ，吹打、重悬细胞，取适当细胞悬液转

入培养皿，置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中。待细胞长

至底面积的７５％左右，弃培养液，用ＰＢＳ洗２遍，加

入胰酶消化液１ｍｌ，置于培养箱内消化５ｍｉｎ，取出

加入等量完全培养液轻轻吹匀分散，离心重悬后再

以适当密度传代。

１．２．２　诱导分化　将Ｐ１９细胞以１×１０
６／ｍｌ的密

度接种于１０ｃｍ细菌培养皿，加入０．９％ ＤＭＳＯ诱

导培养液１０ｍｌ，置于培养箱悬浮培养，计为第１

天。第３天以７ｍｌ诱导培养液进行不完全换液。

第４天大量细胞聚集体形成，吸取细胞聚集体转入

６ｃｍ组织培养皿，贴壁培养，每２ｄ以完全培养液换

液１次。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　用蛋白提取试剂盒提取蛋

白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度，加入上样缓冲液，１００℃

水浴５ｍｉｎ，置于冰上。ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳

分离蛋白质，再以４０ｍＡ 恒流转膜过夜。取出

ＰＶＤＦ膜，洗膜后以１％脱脂奶溶液封闭１ｈ，加一

抗于４℃孵育过夜。洗膜后加入二抗孵育２ｈ，压片

曝光，应用软件ＩｍａｇｅＪ进行灰度值计算。

１．３　统计学分析

应用ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行统计分析，分化

前后细胞内ｇｐ９１ｐｈｏｘ蛋白水平的比较采用配对设

计定量资料的狋检验。

２　结果

２．１　细胞形态

诱导前Ｐ１９细胞贴壁生长，呈扁平的不规则多

边形；诱导１ｄ后Ｐ１９细胞大略呈圆形，胞体较小，

分散均匀，偶可见少数细胞团块形成；诱导３ｄ后可

见有大量的细胞团块形成，大小不一，形态各异，多

数呈圆形；第５天细胞在培养皿中以集落的方式贴

壁生长；第７天细胞生长密集，梭形细胞增多，各集

落间相互连接；第９天细胞密集度较之前明显增高；

第１１天部分细胞集落中央部分变黑，呈日晕状；第

１３天细胞呈高密集度生长，细胞集落中央坏死区明

显（见图１）。

　　注：Ａ为诱导前（×１００）；Ｂ为第１天（×１００）；Ｃ为第３天（×１００）；Ｄ为第５天（×２００）；Ｅ为第７天（×１００）；Ｆ为第９天（×１００）；Ｇ为第

１１天（×１００）；Ｈ为第１３天（×２００）

图１　犘１９细胞向心肌样细胞分化过程中的形态变化
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２．２　心肌样细胞分化鉴定

经０．９％ＤＭＳＯ诱导，Ｐ１９细胞内ｃＴｎＩ于第７

天开始呈阳性，９ｄ后ｃＴｎＩ水平明显增高，并趋于

稳定（见图２）。

图２　分化过程中犮犜狀犐蛋白的表达

２．３　分化前后ｇｐ９１ｐｈｏｘ水平的变化

取第９天ｃＴｎＩ表达稳定的细胞和未诱导的

Ｐ１９细胞，比较两者ｇｐ９１ｐｈｏｘ水平的差异。诱导

分化后第９天的细胞ｇｐ９１ｐｈｏｘ水平明显高于未分

化细胞（犘＜０．０５，见图３）。

注：Ａ为诱导前；Ｂ为诱导后第９天（狀＝６，犘＝０．０３７）。

图３　分化前后犵狆９１狆犺狅狓蛋白的比较

３　讨论

氧化应激在干细胞生长分化过程中起重要作

用。低水平ＲＯＳ对维持干细胞的未分化状态和自

我更新极其重要，而高水平 ＲＯＳ将促使干细胞分

化、衰老及凋亡，其程度与 ＲＯＳ水平密切相关
［６］。

高水平 ＲＯＳ通过使线粒体外膜渗透性增加，诱导

产生线粒体渗透性移位，导致细胞色素Ｃ及凋亡诱

导因子等多种促凋亡因子外渗，促进细胞凋亡［７］。

因此，干细胞内ＲＯＳ水平的严格控制对维持组织稳

定，保持自我修复，延长组织寿命有重要作用。氧

化应激水平增高是促使干细胞分化的一个重要因

素，同时高水平氧化应激也是其分化后自我更新修

复能力减弱或丧失，以及导致细胞衰老、凋亡的重

要原因。

病理状态下体内高水平的氧化应激易导致心

肌细胞衰老和凋亡，与多种心肌疾病，如心力衰竭、

急性心肌梗死等都有着密切联系［８９］。成人体内心

肌干细胞的发现为心肌梗死及心力衰竭的治疗提

供了新的方向。然而，在心肌梗死等病理情况下，

心肌干细胞的分化过程被扰乱，受损心肌不能得到

及时更新，会最终导致心肌肥大甚至心力衰竭。

Ｐ１９细胞是研究干细胞向心肌样细胞分化的常

用细胞，ＤＭＳＯ作为其诱导剂也被国内外众多研究

者使用［１０］。本研究发现，Ｐ１９细胞向心肌样细胞分

化后ｇｐ９１ｐｈｏｘ蛋白表达增加，表明其在分化过程

中氧化应激水平升高，与上述研究结果一致。然

而，本研究缺少动物实验乃至进一步临床研究，仅

发现Ｐ１９细胞向心肌样细胞分化后氧化应激水平

增高，未能进一步探讨高水平氧化应激对分化后心

肌样细胞的功能、心肌组织乃至整个心脏的具体影

响，这将成为下一步研究的重要目标。
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