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二甲基亚矶对 P19 细胞体外分化为心肌细胞的影响
尹青陈炜赵呈李莉张雷*龚森

(河北医科大学组织学与胚胎学教研室，石家庄 050017)

摘要 体外应用不同浓度二甲基亚矶(dimethyl sulfoxide, DMSO)诱导 P19 细胞向心肌细胞

分化，通过免疫细胞化学、流式细胞、 RT-PCR 方法检测 α- 横纹肌肌动蛋白(α-sarcomeric actin, 

α-SA)、心肌肌钙蛋白 T (cardiac troponin T, cTnT)及 GATA-4 、 α- 肌球蛋白重链(α-myosin heavy 

chain， α-MHC) mRNA表达。结果显示， DMSO 处理结合悬浮培养可诱导部分P19 细胞分化为节

律}J~动的心肌细胞，分化的细胞 α-SA 、 cTnT 表达阳性，同时表达心肌特异 GATA-4 、 α啕MHC

mRNA. 1.0%DMSO纽 α-SA、 cTnT 阳性细胞免疫荧光强度及 GATA-4、 α-MHC mRNA表达水平

明显高于 0.5% 及 0.8%DMSO 组。表明 DMSO 的诱导作用与其浓度有关。

关键词 P19 细胞;心肌细胞;二甲基亚枫

缺血性心脏病是一种常见疾病，己成为人类疾病

死亡的第一杀手。心肌缺血引起损伤区心肌细胞的

大量不可逆性缺失、存活的功能性心肌细胞数量下

降等，这些因素最终导致心功能衰竭的发生，这己成

为心血管疾病死亡的主要原因。近年来，细胞移植

己成为心血管疾病治疗领域中的热点。如何获得大

量可供移植的心肌干细胞并进行移植，是人们面临的

主要问题。 P19 细胞是从小鼠畸胎瘤中分离得到的

具有多分化潜能的干细胞，通过条件培养其可在体外

诱导为包括心肌细胞在内的多种类型的细胞，在向心

肌细胞分化过程中 P19 细胞发育相关基因的表达及

电生理学特征基本模拟了正常小鼠J L.'肌细胞发育过

程，被认为是研究心肌细胞发育的良好体外模型系

统(1]。研究表明[ld]，二甲基亚枫(dimethyl sulfoxide, 

DMSO)处理结合非黠附聚集培养可诱导 P19 细胞分

化为心肌细胞。以往的研究中采用不同浓度 DMSO

及不同培养方法诱导细胞分化，心肌细胞分化率不尽

相同。本实验应用 0.5% 、 0.8% 、1.0% 浓度 DMSO

结合悬浮培养体外诱导 P19 细胞向心肌细胞分化，探

讨DMSO浓度对P19细胞向心肌细胞分化的影响，摸

索稳定的心肌细胞诱导和培养方法，提高心肌细胞分

化率，为体外大量诱导分化心肌细胞的研究打下基

础。

1 材料与方法

1.1 P19 细胞的诱导分化培养[4]

P19 细胞(ATCC， CRL-1825，购自中国协和医科

大学细胞中心)按常规方法培养。取对数生长的细

胞，分别用含 DMSO 浓度为 0.5% 、 0.8% 及1.0% 的

分化培养基分散细胞，调节细胞密度为0.25xl06个/ml

接种于铺有琼脂的培养皿中 (0 天)， 7天后形成细胞聚

集体。将细胞聚集体接种于 24 孔培养板中(每孔中

1-2 个聚集体)，用不含 DMSO 的生长培养基继续培

养。

1.2 倒置显微镜观察细胞跳动情况

从DMSO诱导后 l天开始，每天用倒置显微镜观

察。

1.3 免疫荧光双标染色

P19 细胞及诱导后 11 、 15 、 19 天的细胞，用 4%

多聚甲醒固定。 3% 甲醇-双氧水温育。 0.1 mol/L 

拘橡酸缓冲液(pH 6.0)微波抗原修复。 10% 正常山

羊血清封闭。首先，滴加 α，横纹肌肌动蛋白(α-sar­

comeric actin， α-SA)抗体(Sigma)4.C冰箱过夜，滴加

生物素标记的二抗 IgG 工作液， 37 .Cl h，滴加亲和

素-Cy3， 37 .C 1 h; 然后，在同一标本片上滴加心肌肌

钙蛋白 T(cardiac troponin T, cTnT)抗体(NeoMarker)

4 .C冰箱过夜，滴加 FITC 标记的二抗， 37 .C 1 h 。

60% 甘油.缓冲液封片。激光共聚焦扫描显微镜

(Leica TCS-SP2)观察。用一抗稀释液(0.05%Triton

X-I00-0.0l moνLPBS)替代 α-SA 及 cTnT 抗体作为

阴性对照，其余步骤相同。
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1.4 i荒式细胞仪检测 α-SA 、 cTnT 的表达

P19 细胞及诱导后 19 天的细胞，用 70% 乙醇固

定。调节细胞密度为 1 X 10 7 个 Iml ， 加入 α-SA 、

cTnT 单克隆抗体， 37 0C避光温育 30 mino FIFC 标

记羊抗小鼠 IgG 工作液， 37 0C避光温育 30 min，机

检。用 PBS 替代单克隆抗体作阴性对照。

1.5 RT-PCR 检测 GATA-4 、 α- 肌球蛋白重链

(α-myosin heavy chain， α-MHC) mRNA 表达

GATA-4 上游引物: 5'-TAGCAGGCAGAA­

AGCAAGG-3'，下游引物: 5'-AGCACGAGGCAG­

ACAAGAA-3'; 扩增产物为 392 bp 。 α-MHC 上游引

物: 5'-CCTGGGCAAGTCTAACAA-3'，下游引物: 5'­

ACAAAGTGAGGGTGGGTG-3'; 扩增产物为 345

bp。内参照物 β 肌动蛋白上游引物: 5'-GCTGTC­

CCTGT ATGCCTCT -3'，下游引物: 5'-TTGATGTCA­

CGCACGATTT-3'; 扩增产物为 222 bpo 常规抽提

细胞总 RNAo 取总 4μlRNA，在 M-MLV逆转录酶

作用下合成 cDNA。以 cDNA 为模板按下列参数进

行 PCR 扩增: 95 oC变性 1 min; 54 oC (GATA-4 、 β

肌动蛋白)/52 0C(α，-MHC)退火， 1 min; 72 oC延伸， 90s;

循环 40 次，最后 72 oC延伸 10 min。取扩增产物进

行琼脂糖凝胶电泳(100 V, 50 min) , Goodview 染色，

紫外透射仪上观察，读胶仪读取各条产物带的吸光度

值并照相。

1.6 统计学处理

所有数据运用 SPSSI2.0 统计软件分析，各项检

测结果以(主:ts)记录，组间比较用单因素方差分析，当

方差分析有显著性差异时，进一步用 q检验作两两比

较。

2 结果
2.1 DMSO 诱导及细胞聚集体形成

实验中分别选用 0.5% 、 0.8% 、1.0% 的 DMSO

作为诱导剂，同时于光滑的琼脂铺层上培养P19细胞，

观察到细胞悬浮生长、增殖速度减慢并开始聚集，

在不同浓度DMSO作用下，细胞聚集体的形态大小不

同。 0.5%DMSO 组:细胞聚集体形成较早，体积迅

速增大，至第 7 天大部分聚集体离散，只有少量体积

较小的聚集体形态较规则呈球形。 0.8%DMSO 组:7

天时部分体积较大聚集体的边缘细胞脱落、形态不

规则，部分聚集体外表光滑呈球形。 1.0%DMSO 组:

细胞增殖速度较慢，逐渐形成细胞聚集体，且体和、大

小趋于一致，形态均为较规则球形，悬浮生长， 7 天时

与世界接轨，用宝尔超纯水系统

·研究论文·

图 1 黠附培养至 11 天， 1.0% DMSO组可见大量梭形细胞在

聚集体的生长晕中纵向排列(100时

可见部分聚集体中出现自律跳动细胞团片。未经诱

导的 P19 细胞站附生长，无聚集体形成， 2 天可达

70%-80% 融合。

2.2 心肌样细胞的生长分化、形态学改变

细胞聚集体接种于 24 孔板中后开始贴壁生长。

接种 8h 后细胞逐渐由聚集体边缘长出，在聚集体周

围形成生长晕。聚集体中央细胞增殖速度较快，细

胞体积较小，具有高核质比，为未分化细胞;随培养

时间延长，聚集体中央区域出现接触性抑制，细胞大

量死亡形成坏死区。各组薪附培养 11 天后，可见生

长晕中出现体积较大的杆状或梭形细胞，细胞间彼此

纵向平行排列(图 1)。至 14 天，在 0.8% 、1.0%DMSO

组可见自发性节律收缩的心肌样细胞簇出现，散在或

成片分布于生长晕中，细胞跳动频率 85-130 次/

mino 0.8%DMSO 组出现节律跳动细胞的细胞聚集

体少于1.0%DMSO组而0.5%DMSO 组未见跳动细

胞出现，可能是由于心肌细胞分化率较低，未能观察

到。

2.3 心肌样细胞 α-SA 、 cTnT 的表达

免疫荧光双标染色结果显示，未经诱导的P19细

胞 α-SA 、 cTnT 表达均呈现阴性(图 2 ， A-C); 经

DMSO 诱导后 11 、 15 、 19 天的细胞，均可见 α-SA、

cTnT 阳性细胞，细胞单个或成群分布于生长晕中，呈

柱状或梭形纵向排列(图 2， D-F) 0 1.0%DMSO 组阳

性细胞数量多于 0.5% 及 0.8% 组;同时，随培养时间

的延长，各组阳性细胞呈现增多趋势。流式细胞检

测结果表明，各组站附培养至 19 天， 1.0%DMSO 组

α-SA 、 cTnT 阳性细胞荧光强度均明显高于 0.5% 、

0.8%DMSO 组(P<O.O日，而 0.5% 、 0.8% 两组问未见

明显差异(P>0.05)(图 3 、图 4，图 5) 。

Tel: 021-64040161 www.baolor.com 
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图 2 免使荧光染色显示， P19 细胞胞质中 cTnT(A) 、 α-SA(B)表达阴性， 共表达呈阴性(C); 1.0%DMSO 组诱导后 15 天 ， P19 细

胞来源的心肌细胞胞质中 cTnT 币，绿色)、 α-SA伍，红色)表达阳性， 共表达呈黄色(的(400时

寸-

<，、

生号民~
寻寻

=~ 
量主
主E
斗再牛w

二 l

0.5% DMSO组 l

v、

俨'、

0.8% DMSO主U

。。

<'、

图 3 P19 细胞经 DMSO 诱导后 19 天， α-SA 阳性细胞的流式细胞检;mlJ

o 
N 

o、

矿"

0.5% DMSO组 0.8% DMSO组 I .Q% DMSO组

图 4 P19 细胞经 DMSO 诱导后 19 天 ， cTnT 阳性细胞的流式细胞检测

• PI9细胞 a 0.5% DMSO 
口 0.8% DMSO 国 I % DMSO 0.5% 0.8% 1.0% DMSO P 1 9 细胞

T *# 

留组 .& L ....2 i…-
α-SA cTnT 

图 5 P19 细胞及不同浓度 DMSO 诱导后 19 天细胞， α-SA 、

GATA-4 

a-MHC 

日- }Vl z9J蛋白

cTnT 阳性细胞荧光强度(FI) 比较(.i出) 图 6 P19 细胞及不同浓度 DMSO 诱导后 12 天细胞， GATA-

与 0.5 %DMSO 相比， 叩<0.05 ; 与 0.8 %DMSO 相比 #P<0.05 ， 4 和 α-MHCmRNA 表达的 RT-PCR 分析

运用于生命科学各研究领域的宝尔超纯水系统， 使实验数据更逼真 Tel : 021-640401 6 1 www.baolor.com 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志



582 ·研究论文·

1.2r 
回 P19细胞

nv 11:1 0.5%DMSO 
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4大 8)( 16夭12夭

图 7 P19细胞及不同浓度DMSO诱导后细胞GATA-4mRNA

的表达(GATA-4/P- 肌动蛋白，X:主理)

与 0.5%DMSO 丰时比 ， *P<0.05; 与 0.8%DMSO 轩1 比 ， #P<0.05o 

EI P19细胞

0.9 回 0.5% DMSO 

0.8 。 0.8% DMSü 

0.7 11 1% DMSO 
*# 

3泪生旨 。0 6 5 

*# *# 

0.4 

0.3 
:2: 
己~ 0.2 

。 l

o 
自大 12 大 16f( 

图 8 P19细胞及不同浓度DMSO诱导后细胞α-MHCmRNA

的表达(α-MHC/P- 肌动蛋白 ， X:土s)

与 0.5%DMSO 相比， *P<0.05; 与 0.8%DMSO 相比 ， #p<0.05 。

2.4 心肌样细胞 GATA-4 、 α-MHC mRNA 的

表达变化

RT-PCR 结果 EZ/jt，心肌细胞分化相关转录因子

GATA-4 、 α-MHC {I: DMSO诱导的各组均有表达(图

6), GATA-4 于诱导后第 4 天开始表达，而 α-MHC 于

诱导后 8 天表达，且随培养时间延长， GATA-4 、

α-MHC 的表达逐渐增强。以 ß- 肌动蛋白的表达量

作为内对照，通过计算 GATA-4 、 α-MHC 与 β 肌动

蛋冉的比值对工者的表达进行半定量分析，在各检测

时间点 1.0%DMSO 组 GATA-4 、 α-MHC 的表达明

原a高于其他两组(P<0.05)(罔 7，图 8) ， 0.5% 与 0.8%

两浓度组间亦存在差异。未经质导的 P19 细胞未见

GATA-4 、 α-MHC mRNA 表达。

3 讨论

P19 细胞是从小鼠畸胎瘤中分离得到的具有多

分化潜能的 EC 细胞，与 ES 细胞在分化潜能、超微

结构、细胞表面抗原和生化特性等方面具有相似

性。与 ES 细胞相比， P19 EC 细胞在无需饲养层和

白血病抑制因子(leukemia inhibitor factor，口F)条件

下单层培养即可保持未分化状态，更易于培养、易

于进行基因操作;通过分化培养过程 EC 细胞可从恶

性表型转化为非恶性表型[5]0 P19 细胞的体外分化

有两个必需因素[6]. 一是诱导剂类型，二是诱导过程

中必须要有细胞的聚集，不同诱导剂及同种诱导剂不

同浓度诱导的细胞类型不同。类胚体形成与药物诱

导相结合可诱导 P19 细胞形成所有三个胚层来源的

多种类型的细胞，似乎与 ES 细胞具有相同的分化机

制。应用 P19 细胞在心肌发育过程中发育相关基因

的表达与小鼠胚胎发育过程相似的特性，其常被作为

研究心肌细胞早期分化过程中特异其闪表达、 l也变

理特性等的模型系统[1] 。

DMSO是一种强极性的简单有机化合物，它能溶

解多种脂洛性化合物并增加药物的渗透'性，具有抗氧

化、抗炎症反应及细胞保护作用。 DMSO 是最早

发现的一种细胞系特有的分化诱导剂[7 1 ， 11J 诱导多种

细胞的分化，其作用机制主里是抑制c-myc基因表达;

同时， DMSO 能使细胞内储存的钙释放，而细胞内钙

浓度增高在诱导细胞分化中可能起草要作用 18] 。口

前， DMSO亦常被用于胚胎性干细胞定向诱导分化为

心肌细胞分化的研究中[1-3 ，9] 但 DMSO浓度对心肌细

胞定向分化的影响JÆ不十分确定。在细胞分化实验

中， DMSO 浓度多选用 0.2%-1.0% 之问，我们在实验

中发现低浓度对 P19 细胞的诱导作用不明白，而

DMSO 浓度高于1.0% 时，细胞大量:死亡，很少聚集，

故本实验对 0.5% 、 0.8% 及 1.0%DMSO 的诱导作用

进行了比较。本实验结果显示在悬浮生长阶段1.0%

DMSO 可抑制细胞增殖，形成良好的细胞聚集体，牛

长至 7 天时部分聚集体中出现节律跳动的细胞团片，

表明 P19 细胞被成功诱导为心肌样细胞。 α-SA 、

cTnT 均为细胞骨架蛋白 α-SA 可在骨髓肌、心肌

细胞表达， cTnT 则只在心肌特异性表达。在细胞分

化过程中， α-SA 的表达略早于 cTnT 的表达。章占附

培养 11 天后，各组细胞聚集体生长晕中均 Jl]'见 α-SA、

cTnT 阳性细胞。随培养时间延长，阳性细胞逐渐增

多，同时我们注意到聚集体的形态大小与细胞分化密

切相关。 1.0%DMSO 组形成的聚集体较大、形状

与肚界接轨，用宝尔超纯水系统 Te1: 021-64040161 www.bao1or.com 
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规则且体积趋 T一致，辈占附培养后细胞分化较好，

α-SA 、 cTnT 阳性细胞较 0.5% 、 0.8%DMSO 组多，

0.5% 、 0.8%DMSO 组存在大量未分化细胞。流式

细胞检测结果显示 1.0%DMSO 组 α-SA、 cTnT 阳性

细胞荧光强度明显高于 0.5%、 0.8%DMSO 组(P<Û.O日，

表明1.0%浓度的 DMSO可更有效的诱导 P19细胞定

向分化为心肌细胞。由此可见，在 P19 细胞向心肌

细胞分化的过程中，在体积较大较规则的聚集体中心

肌细胞分化率更高。 DMSO 可能通过对细胞增殖的

调控影响细胞聚集体的形成，从而影响细胞分化。

GATA-4 是目前研究最多、且与心脏发育密切

相关的转录调控因子之一，在心肌发育中起重要调节

作用，是心脏前体细胞的最早期标志之一。 GATA-4

的表达对许多心脏结构基因，如 α-MHC 、 ß­

MHC、肌球蛋白轻链(myosin light chain, MLC) 、

cTnC 、 cTnl 等的表达有重要调控作用[10， 11)。本研

究结果显示，于 DMSO 诱导后 4 天表达 GATA-4，随

培养时间延长其表达逐渐增强。 1.0%DMSO 组

GATA斗的表达明显高于 0.5% 、 0.8% 组(P<O.O日，表

明 DMSO对 GATA-4 的表达具有诱导作用。 α-MHC

与 cTnC 、 cTnl、心铀素(atrial natriuretic factor , 

ANF)、心肌脑纳素(brain natriuretic peptide, BN町等

均是心肌特异的基因标志。在 ES 细胞心肌细胞分

化诱导实验中，类胚体形成的 6-7 天可出现 α- 和 ß­

MHC 表达。心肌细胞在开始形成时以 P 型 MHC 表

达占优势，继续培养则以表达 α 型 MHC 为主，其表

达时相与胚胎发育一致[叭本实验中于诱导后第 8天

检测到 α-MHC 的表达随培养时间延长其表达逐渐

增强， 1.0% DMSO 组在各时间点 α-MHC 的表达均

583 

明显高于其他两组，与转录因子GATA-4 的表达结果

相一致，表明 GATA-4 的表达可导致大量mRNA编码

心肌细胞特异基因 α-MHC，加速心肌细胞分化标志

基因的表达，促进心肌细胞分化。

不同浓度DMSO诱导与聚集体形成培养相结合

可诱导 P19 细胞分化为心肌细胞，但其过程还不十分

清楚。本实验通过对 α-SA 、 cTnT 及 GATA-4 、

α-MHC mRNA 表达的检测表明， DMSO 浓度在

0.5%-1.0% 之间变化时高浓度 DMSO 诱导心肌细胞

分化效果较好，或许 DMSO通过影响细胞的聚集，激

活心肌细胞早期转录因子的功能，进而调节心肌细胞

特异基因的表达，最终导致心肌细胞分化。进一步

深入研究DMSO作用的分子机制，有利于在体外实验

模型中研究建立高度标准化的、最适于心肌形成分

化的培养条件，在此基础上才有可能为细胞治疗心血

管疾病提供大量均一化的可移植细胞。
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The Effects of Dimethyl Sulfoxide on the Differentiation of 
Cardiomyocyte from P19 Cells in Vitro 

Qing Yin, Wei Chen, Yu Zhao, Li Li, Lei Zhang*, Miao Gong 

(Department of Histology and Embryology, Hebei Medical University, Shijiazhuang 050017, China) 

Abstract P19 cel1s were induced to differentiate toward cardiomyocytes in vitro by the different 

concentrations of dimethyl sulfoxide (DMSO). Immunocyochemistry, flow cytometry and RT-PCR test were used 

to detect the expression of α-sarcomeric actin (α-SA) 、 cardiac troponin T (cTnT) and GATA-4， α-myosin heavy 

chain (α-MHC) mRNA in differentiated cel1s. It was shown that DMSO treatment together with suspension culture 

can induce P19 cel1s to differentiate into spontaneously contracting cardiomyocytes. The cel1s shown α-SA- and 

cTnT-positive and expressed cardiomyocyte specific GATA-4 and α-MHC mRNA. The fluorescence intension of 

α-SA and cTnT positive cells and the expression of GATA-4 and α-MHC mRNA in 1.0% DMSO treated group were 

significantly higher than 由at in 0.5% and 0.8% DMSO treated group. Our data suggested that the differentiation 

efficiency of P19 cells into cardiomyocytes is related with the concentration of DMSO. 

Key words P19 cell; cardiomyocyte; dimethyl sulfoxide 
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