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在人类胚胎干细胞来源的心肌细胞!
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"诱导的心肌肥大效果的影
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软件计算

免疫荧光染色图片来检测
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方法检测
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细胞动缘检测系统来测定
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处理可
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跳动频率明显减弱'结论
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在
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上通过抑制
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诱导的细胞面积增大(肥大相关

基因表达上调(收缩力增强以及跳动频率增加#从而改善
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心肌肥大是一种较常见的原发性心脏病#主要

特点是心肌细胞体积增大及细胞内蛋白质合成增

加#这也是多种心血管类疾病共有的病理过程,
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心肌肥大本质上是一种代偿性反应#往往源于心脏

超负荷#临床经常表现为左室的异常肥大#室壁增

厚#心室腔缩小#可能发展为进行性心衰(致死性心

律失常,
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#甚至是心源性猝死,
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目前临床上仍缺乏治疗心肌肥大的特效药物'
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是一种比较理想的药物靶点#但是关于
"

受体

的研究相对缺乏'由于人类心肌细胞在体外无法扩

增#来源稀少#人类心脏疾病的体外细胞模型建立及

大规模药物筛选一直无法开展'随着胚胎干细胞体

外中胚层定向分化的技术成熟#可大量获得人源性

心肌细胞#这为人类心血管疾病的研究与药物筛选

提供了有力的工具,
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进行人类心肌肥大的建模及大规模药

物筛选提供一定的实验基础'
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";"*

为差异有统

计学意义'所有实验结果均以
E

,

/,

表示#实验重复

'

次'

结
!!!

果

心肌细胞定向分化及分化效率检测
!

按图
#D

描述的步骤对
67,/28C)

进行中胚层定向诱导分

化#成功得到
67,/28/*2

'收集分化至
'"

天的心

肌细胞进行流式检测#检测指标为心室肌细胞所特

有表达的蛋白0肌球蛋白轻链
!

!

2B7!>

"#结果发

现
2B7!>

阳性细胞可达到
$"T

以上!图
#E

"#说明

我们所建立的分化体系相对成熟#所分化出来的心

肌细胞纯度较高#绝大部分为心脏工作细胞000心

室肌细胞'

S"@

与
F'

对心肌细胞面积的影响
!

对分化

!*

天的心肌细胞用药物处理
*

天#进行免疫荧光染

色!图
!D

"#用
'9$

4

+)

软件对细胞面积进行统计分

析发现$与对照组相比#

I7

组心肌细胞面积有明显

增大的趋势!

#

#

";"""#

"&与
I7

组相比#

U<D

组

心肌细胞面积减少!

#

#

";"#

"#然而并未完全恢复

到对照组水平#说明
U<D

可以在一定程度上抑制

I7

诱导的心肌细胞面积增大!图
!E

"'我们还统计

了每个视野的细胞个数#分析发现
I7

与
U<D

处理

均未引起心肌细胞数目变化!图
!/

"'

(()
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图
N
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处理前后
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的免疫荧光染色!
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黄
!

洁#等
;

哌唑嗪!

U<D

"拮抗去甲肾上腺素!

I7

"诱导人类胚胎干细胞来源的心肌细胞!

67,/28/*2

"肥大

!!

S"@

与
F'

对心肌细胞肥大相关基因
4"F@

表达的影响
!

利用
W

<F8U/<

方法检测
U<D

和
I7

处理
*

天后的心肌细胞肥大相关基因
9<ID

表达

水平的变化#我们发现#

I7

处理组肥大相关的标志

E

型钠尿肽!

G1$'%%$51'"1+5'-

3

+

3

5'#+

#

EIU

"较对照

组表达明显增高!

#

#

";""#

"#肌小节蛋白相关基因

?KK?!

(肌细胞增强因子
!/

!

9

.

0-

.

5+82

3

+-'>'-

+%6$%-+1>$-501!-

#

2/

1

!/

"(肌浆网
/$

!.

DFU

酶

!$

!

2$1-0

3

:$29'-1+5'-":"9/$

.

8DFU$2+!$

#

%/$-$!$

"

及肌球蛋白重链
)

!

9

.

02'%6+$(

.

-

4

$'%)

#

2O!)

"

与
2O!&

比值表达均上升!

#

分别
#

";"#

和
#

";"*

"&与
I7

处理组相比#加入
U<D

后#

GK#

和

?KK?!

表 达 均 下 调 !

#

#

";"*

"#

%/$4'!'

和

2O!)

)

2O!&

比值有下降趋势'这表明#

U<D

可

以抑制
I7

诱导的
67,/28/*2

肥大相关基因

GK#

(

?KK?!

表达的上调!图
'

"'

!!
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/
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图
J
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处理前后心肌肥大相关基因表达
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!!

S"@

与
F'

对心肌细胞收缩力及跳动频率的影

响
!

我们检测了分化约
'"

天的心肌细胞在药物处

理
!%6

后的细胞收缩情况#

I7

处理后可以产生类

似正性肌力的作用#可明显提高心肌细胞的收缩力

及搏动频率!

#

#

";"""#

"&而
U<D

处理后#心肌细

胞的 收 缩 强 度 及 跳 动 频 率 均 有 所 减 弱 !

#

#

";"""#

"'这表明
U<D

可以抑制
I7

引起的心肌

细胞收缩力及跳动频率的增加!图
%

"'

讨
!!!

论

心肌肥大可分为生理性肥厚和病理性肥厚#生

理性肥厚常常见于孕妇(运动员等,

#%,#*

-

#病理性肥

大常常见于高血压(心梗(先心病等,

#&

-

'目前心肌

肥大已是公认的导致猝死(心衰等心血管疾病的危

险因素之一,

#),#(

-

#然而临床上尚无针对性治疗的药

物#因此探明发生机制(寻找药物靶点(开发特效药

物已成为心血管领域的重要研究方向'

引起心肌肥大的因素通常分为
'

类$!

#

"机械性

因素#如压力负荷过度(容积超负荷等,

#$

-

&!

!

"神经

体液内分泌性因素#如加压素(血管紧张素
(

(去甲

肾上腺素等,

!",!#

-

&!

'

"遗传性因素#如肌节蛋白突变

引起的肥大型心肌病等,

!!

-

'

I7

是一种常用的刺激

因子#能导致心肌细胞肥大#甚至是细胞的凋亡,

!'

-

'

在新生乳鼠的原代心肌细胞上#

U<D

可以抑制

I7

诱导的心肌肥大,

!%

-

'本研究中#通过体外二维

分化培养#我们将
67,/28C)

成功诱导分化为心肌

细胞#获得
67,/28/*2

,

!*

-

'研究表明#

67,/28/*2

)()
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图
M
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处理前后单个
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收缩力及跳动频率检测
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无论是从基因表达的模式#还是细胞电生理(收缩功

能等多个方面#都比鼠的心肌细胞更接近人类的心

肌组织,

!&,!(

-

#而我们在此基础上进行研究也更加接

近于临床患者心肌肥大的治疗'我们发现
I7

可诱

导
67,/28/*2

肥大#进一步肯定了
I7

促肥大的效

果#具体表现为心肌细胞面积增加#肥大相关基因

9<ID

表达的上调#心肌细胞收缩强度及跳动频率

的增加#而
"

受体拮抗剂
U<D

能够部分抑制细胞面

积的增加#使肥大相关基因
GK#

(

?KK?!

表达下

调#收缩力及跳动频率降低#表明
U<D

能改善
I7

诱导的肥大效果'

心肌细胞分布有
"

受体和
%

受体#研究表明这

两种受体均参与心肌肥大的过程,

!$,'#

-

'在心肌组

织中#

%

受体表达相对较多#包括
%

#

和
%

!

受体#这些

受体表达在心肌细胞膜的表面#与心肌的收缩功能

关系密切,

'!,''

-

'针对
"

受体#

I7

表现为强烈的兴

奋作用#而对
%

受体作用较弱#

"

受体的经典拮抗剂

U<D

能够抑制
I7

导致的收缩力增强#表明心肌细

胞的收缩功能在某种程度上也与
"

受体有关'

综上所述#本研究表明
U<D

对
67,/28/*2

可

改善
I7

导致的心肌肥大#为运用
67,/28/*2

进行

人类心肌肥大建模及大规模药物筛选提供一定的实

验基础'而
U<D

发挥作用的具体机制以及
"

受体

能否作为临床治疗心肌肥大的有效药物靶点还有待

进一步的研究'
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