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MSCs 心肌样细胞分化过程中 GCN5 募集

促分化相关蛋白的筛选
周娜 l 朱静 1 * 田 杰 2 李娅莎 l 邓兵 l 张亚兰 l 智深深 l

(重庆医科大学附属儿童医院 1 儿科研究所 2 心血管内科，重庆 4000 1 4)

摘要 筛选并分析间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)诱导分化为心肌样细胞过

程中 GCN5 招募促分化相关蛋白集合体的组成。 免疫荧光细胞化学、实时荧光定量PCR鉴定MSCs

经 5- 氮杂胞苦(5 -azacytidine ， 5 -azaC )诱导分化为心肌样细胞，免疫共沉淀技术分离、串联质谱鉴

定 GCN5 募集蛋白集合体组成， 并从心肌细胞分化角度筛选、 验证分化相关蛋白因子 。 MSCs 经

5-azaC 诱导分化的心肌样细胞表达心肌特异性基因 GATA4 、 MEF2C 和心月几细胞结构、 功能蛋白

cTnt 、 MHC 和 Cx43 ; 筛选、验证出 心肌细胞分化相关 GCN5 招募蛋白归类为: (l ) DNA 结合蛋白

Sp l/KLF; (2)转录辅激活子 PGC-lα 和 Rbl ; (3 )转录延伸复合体组成成分以及信号通路蛋白 Akt。

通过筛选获得 MSCs 经诱导向心肌样细胞分化过程中心肌分化相关蛋白因子，为进一步研究干细

胞分化信号传导途径、特异性生物靶点干预以及提高干细胞分化效率打下 了基础 。

关键词 间充质干细胞; 分化; 组蛋白乙酌转移酶 GCN5 ; Co-IP; MS/MS 

基于5-氨杂胞昔(5-azacytidine， 5-azaC)诱导问充

质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)分化为心

肌样细胞的实验研究， 前期成功构建了干扰 MSCs 分

化过程中组蛋白乙毗基转移酶 GCN5表达的质粒， 转

染该重组质粒至 5-azaC 诱导的 MSCs 后， 发现 GCN5

和心肌特异性基因 GATA4 表达阴性;与未转染组相

比 GCN5 和心肌特异性蛋白 Cx43 和 MHC 的沉默效

率分别为 86% 、 5 8 9毛 和 67% ， 表明 GCN5 参与 了

MSCs分化为心肌样细胞过程中的转录调控及组蛋白

乙毗化调控[ 1 -3] 。 本文筛选心肌分化相关的 GCN5 招

募蛋白因子， 明确 MSCs 分化为心肌样细胞过程中以

乙毗化调控蛋白因子为靶点的转录调控机制 ， 剖析

MSCs分化心肌样细胞过程中的转导途径和转录调控

网络， 为提高 MSCs 的分化率及其在临床上的应用提

供理论依据 。

1 材料与方法

1.1 材料

清洁级 Wis tar 大鼠， 100-150 g，购于重庆医科

大学实验动物中心 ; 胎牛血清 、 DMEM/FI 2 培养基

(Hyc lo ne 公司 ); 5 -azaC 、 考马斯亮蓝 G250 、 预染

蛋白 marker ( Sigma 公司 ); 抗 GCN5 -NI8 抗体、抗

Akt l/2 抗体 、 Protein A/G plus-agarose (Santa Cruz 

公司 ); Nuclear Extract Kit (美国 Active Motif 公司 ) ;

SDS-PAGE ì，疑胶配制试剂盒、化学发光试剂盒(南京

凯基生物科技发展有限公司 );正常山羊 IgG、抗心

肌肌钙蛋白 T (cTnT)抗体、抗肌球蛋白重链(MHC)

抗体、抗 Connexin 43 抗体、抗 αactin i n- 4 抗体

(Abcam 公司);抗 SPl 抗体(Bioworld 公司 ) ; RNA 提

取试剂盒(百泰克生物技术有限公司);反转录试剂盒

(TaKaRa 公司 ); SYBR Green 试剂盒(Tiangen 公司 ) 。

1.2 MSCs 经 5-azaC 诱导分化为心肌样细胞的鉴

足

1.2.1 MSCs 纯化、扩增及诱导 8 周龄 Wistar 大

鼠， 分离股骨与腔骨骨髓，贴壁法换液纯化原代MSCs

细胞， 传至第 4 代， r吸 出原培养基，加入含 5 -azaC 工

作液(10μmol/L)及等体积血清、抗生素的培养基进

行 5-azaC 诱导， 24 h后用无 5-azaC、血清浓度为 10%

的完全培养基换液， 以后每 3 天换液 1 次 。

1.2 . 2 显微镜动态观察 MSCs 形态变化 光学显

微镜观察比较 5- azaC 诱导的 MSC s 和未经诱导的

MSCs 细胞形态的变化和差异 。

1 .2 . 3 免疫荧光细胞化学检测心肌特异性蛋白 取

出细胞爬片，冷丙酣固定 ， Triton 通透， 封闭血清封

闭，分别用抗 cTnTIMHC/Connexin 43 抗体 4 .C温育
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过夜， 二抗 FITC 荧光显色， 并用 1 μg/ml DAPI 复染

细胞核，封片， 摄像记录实验结果 。

1.2.4实时荧光定量PCR检测心肌特异性基因 参

照各试剂盒说明书依次提取细胞 RNA 、 反转录成

cDNA， 实时荧光定量 PCR检测 MSCs 经 5-azaC 诱导后

心肌特异性基因 GATA4、 肌ffiF2C 的时序性表达。 以

ß- 肌动蛋白作内参， 分析产物表达量。 基因引物序

列如下 GATA4 : 5'-ctgtggcc tc tac cacaagatgaa-3 ' 

(U pper) and 5'-gtctggcagttggc acagga-3' (Lower); 

MEF2C: 5'-gcgaaagttcggattgatgaaga-3' (Upper) and 5'

gtggatgtcagtgctggc gta- 3' (Lower) ; 自- 肌动蛋白 5' 

ggagattactgccctggctccta-3' (Upper) and 5'-gactcatcgtact

cc tgc ttgctg-3 ' (Lower) 。 结果以 2 -tlðC' hlE 表示。

1.3 MSCs 分化过程中心肌分化相关 GCN5 募集

蛋白筛选

1.3. 1 免疫荧光细胞化学对GCN5细胞定位 MSCs 

经 5-azaC 诱导一周诱导组及未诱导组免疫荧光细胞

化学检测 GCN5 定位 。 Y令丙酣固定细胞爬片， Triton 

通透， 封闭血清封闭， 多克隆山羊抗鼠 GCN5-NI8 抗

体 4 .C温育过夜， 二抗 TRITC 荧光显色， DAPI 复染

细胞核， 封片 ， 激光共聚焦显微镜记录实验结果 。

1.3 .2 Western 印边检测 GCN5 表达量以确定免疫

共沉淀核蛋白提取时间 提取 5-azaC 诱导组及未

诱导组细胞核蛋白 ， 经不连续凝胶电泳 、 半干法转

膜、杂交 、 化学发光显色等步骤进行 Western 印迹

分析、利用 UVI 光密度扫描仪测定 GCN5 各图像峰

面积， 以 ß- 肌动蛋白为 内参，分析 GCN5 诱导前后的

时序性表达变化 ; 5-azaC 诱导组GCN5 蛋白表达量最

高时间点为免疫共沉淀时间点 。

1.3.3 免疫共沉淀 . 聚丙烯眈月安凝肢电泳 -考马斯亮

蓝染色分离 GCN5 相王作用蛋白 提取 MSCs 经

5-azaC诱导一周的新鲜核蛋白，实验组加入多克隆山

羊抗鼠 GCN5-N I8 抗体， 对照组加入正常山羊 IgG ，

4 .C温育过夜后加入 Protein AlG plus-agarose 琼脂糖
珠 4 .C振动过夜， 离心收集免疫沉淀复合物， 蛋白裂

解液 /PBS 清洗琼脂糖珠 5 遍， SDS-PAGE 缓冲液重

悬沉淀， 1 00 .C煮样品释放蛋白 ， 离心收集上清液， 将

上清液进行不连续凝胶电泳， 凝胶经固定 、 考马斯

亮蓝染色 、 脱色至背景清晰终止[4) 。

1.3.4 高效液相色谱芯片 纳流电喷雾串联质谱联用

技术(HPLC-CHIP-NanoSpray-ESI-MS/MS)鉴定相王

作用蛋白 从胶上切下 目标带， 放到微量离心管，

1 m1 50% 乙腊洗两次，膜蛋白酶消化胶中蛋白质，洗

脱肤段 。 将肤段洗脱液进行质i普分析 ， 质谱分析结

· 研究论文 ·

果用 Agilent Technologies 公司 的 Spectrum Mill MS 

Proteomics W orkbench 软件分析，分析软件版本号是

Rev A .03 .03 .083SR 3 。

1.3.5 Western 印迹验证，心肌分化相关 GCN5 招募

蛋白因子 实验组和对照组同免疫共沉淀分组， 参

考 1. 3 .3; 5-azaC 诱导组和未诱导组核蛋白作为阳性

对照组 。 上述 4 组标本经不连续凝胶电泳 、 半干法

转膜、 与待验证蛋白抗体杂交、 ECL 系统化学发光

显色等步骤进行 Western 印迹验证 。

1. 3.6 统计学分析 采用 SPSSll . 5 统计软件分析

处理测定结果， 数据以支土s 表示， 采用 t 检验对结果

进行统计学分析， P<0.05 判定为差异有显著性意义。

2 结果

2 .1 MSCs 纯化 、 扩增及诱导前后细胞形态的

变化

MSCs 传至第四代，倒置显微镜示细胞形态均

→ 、 成纤维样， 如图 lA 箭头所示。经 5-azaC 诱导，

、.~

细胞体积明显增大、 形态由长梭形变为短棒状、 排列 J 

方向渐趋一致、 细胞之间出现连接， 图 lB 箭头所示。

2.2 MSCs 诱导后心肌特异性蛋白表达

MSCs 经 5 -azaC 诱导后免疫荧光细胞化学检测

心肌特异性蛋白表达 。 如图所示， MHC 在诱导前原

代第 4代 MSCs 中几乎不表达(图 2A)，在 5 -azaC 诱导

2 周的 MSCs 中明显表达(图 2B); Cx43 在诱导前表达

较低(图 2C) ， 在诱导后 8 周表达明显(图 2D); cTnT在

在诱导前不表达(图 2日， 经 5-azaC 诱导后 4周在胞核

胞浆中均有表达，图 2F 箭头所示。

2.3 MSCs 经 5-azaC 诱导后心肌特异性基因的表

达

实时荧光定量 PCR 方法检测心肌特异性基因

GATA4 和 MEF2C 的时序性表达， 结果如表 1 所示。

图 3柱状图示GATA4和MEF2C的相对表达量， MSCs

经 5-azaC诱导后 3天， GATA4和 MEF2C表达量高于

Table 1 Temporal expression pattern of mRNA levels of 
cardiac specific genes after 5-azaC induction (n=5, 2-&lc'%SE) 

Group GA T A4/ß-actin MEF2C/ß-ac ti n 
Od 0.2025:1:0.0299 0.363 1 士0 . 0 3 1 9

1 d 0.1956 :1:0.0274 0.2844 :1:0.012 
3 d 0 .3229土0 . 01 97 0.8602:1:0.0492 
5 d 0 . 20 38土0 . 0439 0 . 7499土0 . 0537

7 d 1. 109 5 土0 .1 67 1 * 0 . 6 8 1 0土0 . 0 1 7 1

9d 0 .4309土 0 . 04 1 3 1. 0 363 主0 . 0578 *

o d: the day befor巳 5 -azaC treatment; 1-9 d: days after 5-azaC 
treatment; *P<0.05,compared with a 0 d group . 

、"，
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周 娜等: MSCs 心肌样细胞分化过程中 GCN5 募集促分化相关蛋白的筛选

i~ 

F ig. l Morphologica l obser vation of MSCs d etected with inverted m icr oscope (400叫

A: cont ro l group of MSCs without 5-azaC induction treatment; B: 5-azaC induction treatment. 
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F ig.2 Expression of cardiom yocyte-specific proteins 
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A, C, E: express ion of MHC/Cx43/cTnt and DAPI staining of nucleus in F4 before 5-azaC treatment (200x) compared to pictures in B, D, 

F; B: express ion of MHC and DAPI staining of nucleus two weeks after 子azaC treatment (200x) ; D: express ion of Cx43 and DAPI staining 

of nucleus eight weeks after 5-azaC treatment (200x); F : 巳xpress io n of cTnt and DAPI staining of nucleus fo ur weeks after 5-azaC treatment 

(400x) 。
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诱导前; GATA4在诱导后7天表达量明显高于诱导前

0 天， 差异有显著性变化(P<0.05) ; MSCs 经 5-azaC 民

导后 9 天， MEF2C 表达量高于诱导前 0 天， 差异有显

著性变化(P<0 . 05) 。

免疫荧光细胞化学检测JGCN5 在细胞中的定
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位

GA T A4/ß-actin M EF2C/ß-act in 
Cardiac specifìc genes 

Fig.3 Temporal expression pattern of cardiac specific genes 

o d: the day before 5-azaC trea tme nt ; 1- 9 d : days after 5-azaC 

treatme nt 会 P<0 .05 ， compa red to 0 day of G A T A4 ; 0 P<0 .05 , 

compared to 0 day of MEF2C. 

红色荧光标记的为 GCN5 的细胞定位(图 4A 、 图

4D) ， 蓝色荧光标记的为细胞核定位(图 4B 、图 4日，

实验组和对照组分别是同一细胞视野，且红色荧光标

记区与蓝色荧光标记区可重叠(图 4C、图 4F) 。

、F

飞J

Merged Nucleus GCN5 

Control 

5-azaC 

induction 

Fig.4 Celllocation of GCNS (x200) 

A: GCN5 location in uninduced MSCs; B: DAPI staining of nucleus compared to A; C: overlapping picture about A and B; D: GCN5 location 

in 5-azaC induced MSCs; E: DAPI stain ing of nucleus compared to D; F: overl apping picture about D and E. 
,.,. 

4 

Fig.S Temporal expression pattern of GCNS 

A: temporal express ion pattern of GCN5 and ß-actin after 5-azaC 

inductio n. 0: marker ; 1: one week after induction; 2 : two weeks 

after inducti on; 3: three weeks after induction; 4: four weeks after 

induction. B: temporal expression pattem of GCN5 and ß-actin in uninduction 

groups. Lane 0 to 4 represent the same time with A, but uninduction 

4 3 

3 

-
2 

2 。

。

。-acti n 42 -

kDa 

GCN5 

ß-act in42-

GCN590 

(8 ) 

(A) 2.5 Western 印迹检测 GCN5 表达量以确定免疫

共沉淀核蛋白提取时间

图 5A、图 5B 分别为实验组和对照组 GCN5 和

β肌动蛋白的时序蛋白表达图 。 GCN5 灰度值与对

应β肌动蛋白的灰度值相除进行标准化，得出 5 组标

本中 GCN5 平均表达值的时序性变化，如表 2 所示。

数据经 SPSSl 1. 5 统计软件分析表明，实验组及对照

组组间和组内各时段的平均 GCN5 蛋白表达量差异

无统计学意义(P>0 . 05 ) 。

2. 6 兔疫共沉淀-聚丙烯酌服;U胶电泳-考马斯

亮蓝染色分离和纯化 GCN5 结合蛋白

如图 6A 所示，在分子量为 90 kDa 处， 阳性对照

组均有 GCN5 蛋白表达，实验组有 GCN5 蛋白表达，

对照组无 GCN5 蛋白表达。表明免疫共沉淀技术可

行，对照组起到了排除非特异性干扰的作用 。
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Table 2 Temporal expression pattern of GCN5 between 

induction and unind uction groups (n=5, i%s) 

Group 5-azaC induction Uninduction 

1 w 0 . 1406 :1: 0 .06 11 0. 10 83土 0 . 0283

2w 0 . 1 7 5 8士0 .06 1 6 0.171 6土 0. 0492

3w 0. 1 098 土0.0667 0 . 1 468土0 .043 1

4w 0.0 882土 0. 02 10 0 .0450 :1: 0.0105 

1-4 w: note weeks after 5-azaC induction and uninduction 

图 6B 中，中间泳道是实验组， 左侧泳道是对照

组，右边泳道为 marker，对照组排除非特异性结合， 中

间泳道左侧标线 1-9 条带为质谱分析条带。

2 .7 高效液相色谱芯片纳流电愤雾串联质谱联用

技术(HPLC-CH皿IIP-NanoSp严ra町y-ES臼I

GCN5 结合蛋白

利用 HPLC-CHIP-NanoSpray-ESI-MS/MS 鉴定

图 6B 中 1-9 质谱分析的条带，其质谱结果用 Agilent

Technologies 公司的 Spectrum Mill MS Proteomics 

Workbench 软件分析，结果如表 3 所示，各蛋白质谱

图如图 7 所示 。

(A) 

GCN590 

(B) Anti-lgG Marker kDa 

_ 250 
一 1 30

- 95 
- 72 

- 55 

- 36 

-28 

Fig.6 Western blot and SDS-PAGE of combined proteins of 

GCN5 

A: feas ibility of co- ip strategy , the control group has played a role 

in excluding non-specific interfe rence. anti -GCN5 lane is experi

ment group ; anti- IgG lane is control group; the other two lanes are 

input groups. B: the SDS-PAGE gel after co-ip; anti -GCN5 lane is 

experiment group; anti -IgG lane is contro l group 

Table 3 GCN5 binding partners 

Band Protein name Gene name Molecular Access ion Distinct %AA 

number weight number in Sumrned Coverage 

(kDa) Swiss-Prot MS/MS 

database Searcb Score 

Striated mu sc l e - spec i日c serine/threonine Speg 354 Q6 3638 26.05 2 

prote in kinase - Rattus norvegicus (Rat) 

2 PDZ domain-containin g protein Pdzd2 293 Q9QZR8 33 .30 4 

2 - Rattus norvegicus (Rat) 

3 Myosin-Id - Rattus norvegicus (Rat) Myo l d 11 6 Q63357 27. 58 4 

4 α-acti ni n -4 - Rattus norvegicus (Rat) ACTN4 11 0 Q9QXQO 106 .22 18 

4 Retinoblastoma-assoc iated protein - Rbl 106 P33568 11. 18 4 

Rattus norvegicus (Rat) 

5 Perox isome proli fe rator-ac ti vated Ppargc l a 90 Q9QYK2 9. 09 4 

receptor y coactl vator 

1-α - Rattus norvegicus (Rat) 

5 Zinc fi nger protein 1 48 一 Znf l 48 88 Q62806 19.24 11 

Rattus norvegicus (Rat) 

6 Transcription fac tor Sp l - Sp l 80 QOl 7 14 9. 09 7 

Rattus norvegicus (Rat) 

7 Smarca5_pred icted SWIISNF re lated, Smarca5 69 B2RYQ9 6. 14 

matri x associated, actin dependent 

regul ator of chromatin, subfamily a, 
member 5 - Rattus norvegicus (Rat) 

7 RAC-αserin e/threonine-prote in Akt l 55 P4 7 196 2 1. 05 10 

kinase 一 Rattu s norvegicus (Rat) 

8 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Hnrn pf 4 5 Q794E4 7. 07 8 

F - Rattus norvegicus (Rat) 

8 Actin ， αcard i ac muscle 1 - ac tln 42 P68035 154. 44 4 9 

Rattus norvegicus (Rat) 

9 Transcription elongation fac tor A protein Tceal 33 Q4KLLO 8. 15 9 

1 - Rattus norvegicus (Rat) 
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7.65~4 10 15.67 743.5 1 227.06 
1935.73 1.310+5 

900 1000 1 100 
Mass(mlz) 

Zinc finger protein 148 Retinoblasloma-assoc ialed prolein 

980.53 

Striated muscle-specific serine/lhreonine 
prote in kinase 

AClin ， αcardi ac muscle 1 α-actinin-4 

907.5 1 

1 200 1 400 1 600 
M出s(时z)

PDZ domain-conatining protein 2 Myos in-Id Heterogeneous nuclear ribonudeoprolein F 

50 1.3 1.90e牛< 6 18.34 

689.42 864.32 

700 800 

Transcription elonga tion factor Aprotein 1 RAC-αserin/threonine-protein kinase Smarca5_predicled SW/SN F related , matrix 
assoc iated, actin dependent regulator of 
chromatin , subfamily a, member 5 

Fig.7 Mass spectrum of GCN5 binding partners 

2.8 蛋白质组免疫印迹验证部分心肌分化相关蛋

白

选取上述结果中心肌分化相关的蛋白质， 分别进

行质谱结果验证，结果如图 8 所示， 4 个结合分析显

示 IP-MS/MS 方案筛选结合蛋白的有效性。

3 讨论

MSCs经 5-azaC 诱导后形态出现心肌样细胞改

变，心肌特异性基因、 心肌结构和功能蛋白较诱导

前表达明显增加，表明 5-azaC 能够诱导MSCs分化成

心肌样细胞。 基于 GCN5 参与了 5-azaC 诱导 MSCs

分化为心肌样细胞过程的基因转录调控及组蛋白 乙

酌化调控[ld]，本研究以 GCN5 为靶点的 Co-ip-SDS

PAGE-MSIMS结果表明 GCN5募集蛋白复合体参与

kDa 2 3 4 

GCN5 

SPI 

Fig.8 Western blotting identify interacting proteins with 

GCN5 

1: Co- IP stra tegy of ex perim ent g roup w ith anti -GCN5 ; 2 

Co-IP strategy of control group with anti -IgG; 3: pos itive group of 

uninduction ; 4: positive group of 5-azaC induction 

...,. 
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5-azaC 诱导 MSCs 心肌样细胞分化过程中的转录调

控，筛选的心肌分化相关 GCN5 乙毗化调控因子为

DNA 结合蛋白 Sp 1/KLF、转录辅激活子 PGC-lα 和

Rbl 、转录延伸复合体组成成分以及信号通路蛋白

Akt 。

GCN5 无DNA结合域可被有DNA结合域的蛋

白因子招募形成转录复合体，调控基因转录 。 转录

因子Sp 1/KLF调控细胞的增殖和分化，在胚胎发育早

期发挥重要的生物学功能I町，这一蛋白家族的共同特

点是在C端含有可以结合DNA-GC框的C2H2辞指结

构域[6J ， CBP/p300和 PCAF通过乙酷化 Sp1/KLF :t曾强

其 DNA 结合活性，进而调控转录过程[7J 。 大多数心

肌特异性基因和结构蛋白基因含有 GC/GT 框， GATA4、

BNP 、 connexin43 启动子区域均含 GC 框 -Spl 结合

位点[8-IOJ ， Sp 1/KLF可与 MEF2 ， GATA4 协同作用调

控心肌肌钙蛋白 cTNI 基因的表达[l l] ; 因此， GCN5 通

过乙酌化SpllKLF另二增强其DNA结合活性调控MSCs

的分化 。

染色质和 RNA 免疫共沉淀研究表明，细胞核肌

动蛋白 、 细胞核肌球蛋白、不均一核糖核蛋白和组

蛋白乙酌转移酶 PCAF聚集在 RNA 聚合酶H转录基

因的启动子或基因编码区域， 参与转录延伸过程[1 2J 。

本实验免疫共沉淀和质谱分析结果证实， GCN5 招募

蛋白中有细胞核肌动蛋白、细胞核肌球蛋白 1 (myosin

Id)、不均一核糖核蛋白 hnRNP (heterogeneous nuclear 

ribonucleoprotein F)、转录延伸因子(transcription elon

gation factor A protein 1 ) 、 ATP 依赖性染色体变构

复合物成份 Snf2h (Smarca5)-ISWI 类， 上述招募蛋白

因子与GCN5形成转录复合体调控MSCs分化为心肌

样细胞的转录延伸过程 。

质谱分析和免疫反应表明，细胞核肌动蛋白是β

肌动蛋白，细胞质中的肌动蛋白与信号转导途径有关，

细胞核肌动蛋白调控基因转录过程; 细胞质肌动蛋白

感应细胞外界剌激将信号转导至细胞核 ， 由胞浆转入

至核的信号通过细胞核肌动蛋白β肌动蛋白介导，调

控细胞核内的转录[门. 14J 。

Akt亦称 P阻，承接胞外环境因素剌激和胞内信

号传导通路调控， 肌动蛋白是 Akt信号通路的作用靶

点 。 Akt 可被 PI-3K 磷酸化 BMP通过提高 PI-3K 的

活性磷酸化 Akt， 活化的Akt进入胞核通过转录因子

和肌动蛋白复合体参与转录调控[15J 。 研究表明， BMP

PI3K-PDKI-Akt-MEF2A-MHC 通路促进干细胞向心

肌细胞终末分化[1 6J ; BMP-PI3K-PDKI-Akt-GATA4-

ANP 途径可引起心衰的发生[ 1 7 J

PGC-lα和 pRb是GCN5招募蛋白中的转录辅激

活子 。 PGC- lα 是参与调控心肌关键基因 MEF2C 、

ANF、 BNF、 Myh6 表达的重要辅激活子[ 1 8. 1例 ; PGC-lα 

与DNA结合蛋白和乙毗化组蛋白 HAT酶结合聚集在

转录活性基因启动子区域， 参与转录调控[20J 0 pRb 

在肌细胞终末分化jjj呈中参与调控肌肉特异基因MRF4 、

MCK、 α-cardiac actin 、 myogenin ， 1\但C 的表达[2 1 .22 J 。

免疫共沉淀和质谱分析能够全面、深入地鉴别

出 GCN5 招募蛋白因子，通过对心肌分化相关蛋白因

子的分析，可以以点带面探讨干细胞分化为心肌样细

胞的机制。 虽然免疫共沉淀技术检测不到低亲和力

和瞬间蛋白质间的相互作用，蛋白质的结合可能是间

接结合， 但是相互作用的蛋白质都是经翻译后修饰处

于天然状态， 且蛋白的相互作用是在自然状态下进行，

从而避免了人为的影响 。

以往研究中 GCN5 相关 shRNA重组质粒转染细

胞，证实了干细胞分化过程中 GCN5 对基因转录调控

的必要性[1 -3 1 。 本研究证实 GCN5 与募集蛋白因子形

成的转录延伸复合体通过细胞核肌动蛋白和Akt的胞

核胞浆转移， 承接胞外信号传导通路信息， 协同转录

辅激活子，调控具有 Spl 结合位点的基因的转录 。 筛

选出的心肌分化相关乙酷化调控因子解释了 GCN5

复合体调控 MSCs 分化为心肌样细胞的转录调控机

制，为进一步研究干细胞分化信号传导途径、 特异

性生物靶点干预以及提高干细胞分化效率打下了基

础 。
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Screening Differentiation Related GCN5 Recruitment Proteins during 

Differentiation of Mesenchymal Stem Cells into Cardiac Like Myocytes 

Na Zhou 1, Jing Zhu 1
' , Jie Tia时， Ya-S h a Li 1, Bing Deng1, Ya-Lan Zhang 1, S h en-Sh e n Zhi 1 

(' Pediatric Research Institute, 2Department of Cardiology, Children's Hospital, 

Chongqing Medical University, Chongqing 400014, China) 

Abstract Screening and analysing the recruitment of protein complexes with GCN5 during the process of 

mesenchy m al stem cells (MSCs) differentiating into c a rdiac myocytes h ave been designed to identify unknown 

protein s th a t were recruited by his tone acetyl tra n sferase GCN5. Immunofluorescenc e cytoc hemis try and rea l-tim e 

PCR analysi s identify 出at MSCs c a n differentia te into cardiomyocy旬-like cells afte r 5 -azaC inductio n treatme n t. W e 

then developed co-immuno precipitatio n s trategy to separate recruitment proteins with GCN5 , and tandem m ass 

spectrom e try to identify recruitme nt proteins. F urthermo re, we analyzed functions o f GCN5 recruitment protein s 

from the d egree of d ifferentiation o f cardiac. MSC s c a n e xpress higher cardiac-specific genes GATA4 and MEF2 C 

after 5-a z aC induction trea tment. GCN5 phys ically interacts w ith the follo wing protein s which c a n b e c ateg orized 

as: (1) DNA -b inding protein of Sp llKLF; (2) transcriptio nal c o -activators of PGC- lαand Rbl ; (3) components of 

tran scrip tion e longation complex, and finally s ig n a1ing p a thway component o f protein Akt. This e xperiment screens 

G CN5 recruitm ent proteins for regu lation. We w ill furth er study differentia ting signa l transduction path w a y of ste m 

cells , a s w ell a s the specific biological targ et for intervention to improve the ra tio of differentiation of stem cells on 

the basi s o f experiments . 

Key words mesenchymal s tem cells ; differentiation ; histone acetyl tran sferase GCN5 ; Co-IP; MS瓜1S
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