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［摘要］　目的：探讨同源盒基因Ｎｋｘ２５基因在５氮胞苷（５ａｚａ）诱导单层生长的Ｐ１９细胞向心肌细胞分化中的作用。方法：

以稳定表达Ｎｋｘ２５的Ｐ１９细胞为实验组，Ｐ１９细胞为对照组。两组细胞均单层培养并以５ａｚａ（１μｍｏｌ／Ｌ）诱导，倒置显微镜

下观察细胞的生长状态；在诱导后４、８、１２、１６ｄ，以ＲＴＰＣＲ检测转录因子ＧＡＴＡ４、α肌球蛋白重链（αＭＨＣ）和心房利钠多

肽（ＡＮＰ）基因的表达。结果：对照组经５ａｚａ诱导后ＡＮＰ没有表达；ＧＡＴＡ４在８、１２、１６ｄ有表达；αＭＨＣ在１２、１６ｄ有表

达。实验组５ａｚａ诱导后，ＧＡＴＡ４在诱导４、８、１２、１６ｄ有表达；αＭＨＣ和ＡＮＰ都是在５ａｚａ诱导后的８、１２和１６ｄ表达。两

组结果比较显示实验组ＧＡＴＡ４和αＭＨＣ基因的表达时间提前；两组除αＭＨＣ在１２ｄ的表达无差异外，其他取材时间点实

验组两个基因的表达量与对照组相比均增高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。结论：Ｎｋｘ２５促进５ａｚａ诱导的单层

生长的Ｐ１９细胞向心肌分化。
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　　同源盒基因 Ｎｋｘ２５又称为心脏特异性同源盒
基因（ｃａｒｄｉａｃｓｐｅｃｉｆｉｃｈｏｍｅｏｂｏｘｇｅｎｅ，Ｃｓｘ），属于

ＮＫ型同源盒基因家族中ＮＫ２型成员，是所有脊椎

动物心脏发生中最早表达的转录因子之一，也是目
前研究最多的、与心脏发育和心肌分化密切相关的
转录因子之一。研究表明，Ｎｋｘ２５的表达对于胚胎
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心肌细胞的形成极为重要［１２］。研究发现，过表达

Ｎｋｘ２５的Ｐ１９细胞只聚集培养不需诱导剂即可向
心肌细胞分化［３４］。而可溶性骨形成蛋白（ＢＭＰ）４
可诱导过表达Ｎｋｘ２５的Ｐ１９细胞单层培养时向心
肌细胞分化［５］。近来有研究表明５氮胞苷（５ａｚａｃｙ
ｔｉｄｉｎｅ，５ａｚａ）诱导可致Ｐ１９细胞单层融合培养时向
心肌分化，且该过程可能是ＢＭＰ信号分子参与调节
的［６］。我们推测外源表达 Ｎｋｘ２５的Ｐ１９细胞在５
ａｚａ诱导下单层培养时应更高效地向心肌分化。因
此本实验设计比较５ａｚａ诱导单层生长的Ｐ１９细胞
和稳定表达Ｎｋｘ２５的Ｐ１９细胞向心肌分化的不同
效果，为探讨Ｎｋｘ２５基因在心肌发生中的作用和机
制提供依据。

１　材料和方法

１．１　材料　Ｐ１９细胞系（ＡＴＣＣ，ＣＲＴ１８２５）购自中
国协和医科大学细胞中心。ｐＥＧＦＰＮ１Ｎｋｘ２５质
粒由本实验室构建保存［４］。氮胞苷５ａｚａ（Ｓｉｇｍａ公
司），一步法 ＲＴＰＣＲ试剂盒、ＴＲＩｚｏｌ、引物、１０００
ｂｐＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ（北京赛百盛公司）。溴化乙啶、

ＤＥＰＣ（Ｓｉｇｍａ公司）。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂、

αＭＥＭ培养基干粉、Ｇ４１８（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）。胎牛
血清（杭州四季青生物工程材料有限公司）。

１．２　实验分组　实验分为两组，实验组为稳定表达

Ｎｋｘ２５的Ｐ１９细胞，对照组为Ｐ１９细胞。实验组采
用复苏之后４～１２代的稳定表达 Ｎｋｘ２５的Ｐ１９细
胞，将ｐＥＧＦＰＮ１Ｎｋｘ２５质粒 ＤＮＡ 和转染试剂

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００按照１３的比例转染，培养

１８～２４ｈ，用荧光显微镜观察融合绿色荧光蛋白的
表达。后加入含有７００ｍｇ／ＬＧ４１８的αＭＥＭ培养
液进行筛选，连续培养２周，取存活细胞。两组细胞
均以（１．０～３．０）×１０３／ｍｌ的密度接种，加入５ａｚａ
（终浓度为１μｍｏｌ／Ｌ），每２ｄ换液１次。诱导培养
后在倒置显微镜下观察细胞的生长状况。

１．３　ＲＴＰＣＲ检测　取诱导后４、８、１２、１６ｄ的细
胞，ＴＲＩｚｏｌ一步法提取细胞总 ＲＮＡ，一步法 ＲＴ
ＰＣＲ，先在逆转录酶（ＡＭＶ）催化下合成ｃＤＮＡ，随
即以ｃＤＮＡ 为模板在 ＵＴａｑ聚合酶催化下进行

ＰＣＲ扩增。ＧＡＴＡ４引物：ｓｅｎｓｅ５′ＴＡＧＣＡＧＧＣ
ＡＧＡ ＡＡＧ ＣＡＡ ＧＧ３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＡＧＣ ＡＣＧ
ＡＧＧＣＡＧＡＣＡ ＡＧＡ Ａ３′；α肌球蛋白重链（α
ｍｙｏｓｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎ，αＭＨＣ）引物：ｓｅｎｓｅ５′ＣＣＴ
ＧＧＧＣＡＡ ＧＴＣＴＡＡＣＡＡ３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＡＣＡ
ＡＡＧＴＧＡＧＧＧＴＧＧＧＴＧ３′；心房利钠多肽（ａｔｒｉ

ａｌｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃｐｅｐｔｉｄｅ，ＡＮＰ）引物：ｓｅｎｓｅ５′ＧＧＣ
ＡＧＡＧＡＣＡＧＣＡＡＡＣＡＴＣ３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＡＣＡ
ＣＡＣＣＡＣ ＡＡＧ ＧＧＣ ＴＴＡ Ｇ３′；βａｃｔｉｎ 引物：

ｓｅｎｓｅ５′ＧＣＴＧＴＣＣＣＴＧＴＡＴＧＣＣＴＣＴ３′，ａｎ
ｔｉｓｅｎｓｅ５′ＴＴＧＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴ３′。
逆转录和扩增体系：总ＲＮＡ２μｌ，１０×缓冲液２μｌ，

２５Ｕ／μｌＡＭＶ０．２μｌ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ１μｌ，１０
ｐｍｏｌ／Ｌ正义引物１μｌ，１０ｐｍｏｌ／Ｌ反义引物１μｌ，５
Ｕ／μｌＵＴａｑ多聚酶１μｌ，４０Ｕ／μｌＲＮａｓｉｎ０．２５μｌ，

ＤＥＰＣ水至２０μｌ。逆转录反应条件：４５℃３０ｍｉｎ。

ＰＣＲ扩增条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５３℃（ＧＡＴＡ
４）／５４℃（αＭＨＣ）／５６℃（ＡＮＰ）／５５℃（βａｃｔｉｎ）４５
ｓ，７２℃９０ｓ，３２个循环；７２℃７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物１％
琼脂糖凝胶电泳，用ＢＩＯ１Ｄ软件对电泳条带进行定
量分析。

１．４　统计学处理　所有数据均用珚ｘ±ｓ表示，采用

ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计，两组间的比较采用ｔ
检验，组内不同时间点的比较采用单因素方差分析，
当方差分析有统计学差异时进一步采用ｑ检验进行
两两比较。

２　结　果

２．１　实验组细胞的稳定筛选和５ａｚａ单层诱导时两
组细胞的形态学变化　在Ｐ１９细胞转染质粒ｐＥＧ
ＦＰＮ１Ｎｋｘ２５之后的２４ｈ，将转染细胞以１１０传
代，用含有７００μｇ／ｍｌＧ４１８的αＭＥＭ 培养液筛选

１４ｄ，大多数细胞都具有绿色荧光（图１Ａ、１Ｂ），这些
细胞为稳定表达Ｎｋｘ２５的Ｐ１９细胞。两组细胞在
单层培养时，５ａｚａ诱导下，细胞均渐聚集成小区生
长，中心细胞密集，周边细胞爬出，并伸出突起，逐渐
呈现梭形形状，放射状排列（图１Ｃ）。

２．２　ＲＴＰＣＲ检测ＧＡＴＡ４、αＭＨＣ和ＡＮＰ的表达

２．２．１　ＡＮＰ　对照组单层培养的Ｐ１９细胞在５ａｚａ
诱导后，ＡＮＰ没有表达（图２Ａ）；实验组 ＡＮＰ在诱
导后的８、１２和１６ｄ表达（图２Ｂ），且随着时间延长
其表达量逐渐增高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，

Ｐ＜０．０１图２Ｃ）。

２．２．２　ＧＡＴＡ４　对照组ＧＡＴＡ４在５ａｚａ诱导后４
ｄ没有表达，８、１２、１６ｄ有表达（图２Ａ），且１６ｄ时的表
达量与８ｄ比增高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１，图２Ｄ）；实验组ＧＡＴＡ４在诱导后４、８、１２、１６ｄ
均有表达（图２Ｂ），其表达量均高于对照组（Ｐ＜０．０１
或Ｐ＜０．０５）；且随着时间延长其表达量逐渐增高，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图２Ｄ）。
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图１　实验组稳定表达Ｎｋｘ２５的Ｐ１９细胞（Ａ、Ｂ）及５ａｚａ诱导后细胞形态学变化（Ｃ）

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮｋｘ２５ａｎｄｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙ５ａｚａｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ
Ａ，Ｂ：ＣｅｌｌｓｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄｂｙＧ４１８ｆｏｒｔｗｏｗｅｅｋｓａｎｄｍｏｓｔｃｅｌｌｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｆｕｓｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ；Ｃ：Ｔｈｅｍｏｒｐｈｏ

ｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙ５ａｚａ（Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００）

２．２．３　αＭＨＣ　对照组αＭＨＣ在诱导后１２、１６ｄ
时有表达（图２Ａ），但１２、１６ｄ的表达差异无统计学
意义（图２Ｅ）；实验组αＭＨＣ在诱导后的８、１２和

１６ｄ有表达（图２Ｂ），且随着时间延长其表达量逐渐

增高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图２Ｅ）。实验组
在５ａｚａ诱导后αＭＨＣ的表达时间提前，且在诱导
后１６ｄ时其表达量高于对照组，两组比较差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０１，图２Ｅ）。

图２　ＲＴＰＣＲ检测两组细胞５ａｚａ诱导后ＡＮＰ、ＧＡＴＡ４和αＭＨＣ的表达

Ｆｉｇ２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＮＰ，ＧＡＴＡ４ａｎｄαＭＨＣｉｎ２ｇｒｏｕｐｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈＲＴＰＣＲ
Ａ，Ｂ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＮＰ，ＧＡＴＡ４ａｎｄαＭＨＣｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ａ）ａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（Ｂ）；ＣＥ：ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＮＰ（Ｃ），

ＧＡＴＡ４（Ｄ）ａｎｄαＭＨＣ（Ｅ）ｉｎｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｓ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓ４ｔｈｄａｙ；
▲Ｐ＜０．０５，▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓ８ｔｈｄａｙ；□Ｐ＜０．０５，□□Ｐ＜０．０１ｖｓ１２ｔｈｄａｙ

３　讨　论

　　研究表明，５ａｚａ诱导单层Ｐ１９细胞向心肌分化

过程可能是ＢＭＰ信号分子参与调节的［６］，而Ｎｋｘ２
５基因又是ＢＭＰ信号途径的下游效应基因，推测外
源表达Ｎｋｘ２５的Ｐ１９细胞在５ａｚａ诱导下应更高
效地向心肌分化。因此本实验设计用５ａｚａ分别诱
导单层培养的Ｐ１９细胞和稳定表达Ｎｋｘ２５的Ｐ１９

细胞，通过ＲＴＰＣＲ方法检测心肌相关特异转录因
子和心肌特异基因的表达。有研究发现，Ｐ１９细胞的
亚系Ｐ１９ＣＬ６细胞在１％ＤＭＳＯ的诱导和单层贴壁高
汇合度细胞培养时，可以高效分化为跳动的心肌细
胞［７］。５ａｚａ诱导单层Ｐ１９细胞向心肌分化时的高细
胞密度培养条件和Ｐ１９ＣＬ６向心肌分化的培养条件非
常相似。Ｃｈｏｉ等［６］研究表明，１μｍｏｌ／Ｌ的浓度对单
层生长的Ｐ１９细胞有较好的心肌诱导作用，因此本实
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验中５ａｚａ的诱导浓度也采用１μｍｏｌ／Ｌ。

　　ＧＡＴＡ４是目前研究最多、且与心脏发育密切
相关的另一转录调控因子，在心肌发育中起重要调
节作用。ＧＡＴＡ４的表达对许多心脏结构基因，如

αＭＨＣ、βＭＨＣ、ｃＴｎＣ、ｃＴｎＩ等的表达有重要调控
作用［８］。αＭＨＣ基因编码心肌特异性α肌球蛋白
重链，组成心肌收缩蛋白，ＡＮＰ基因编码心肌特异
功能蛋白，均属于心特异基因。本研究结果显示：对
照组单层生长的Ｐ１９细胞经５ａｚａ诱导后有心肌早
期转录因子ＧＡＴＡ４基因和心肌结构蛋白基因α
ＭＨＣ转录水平的表达，提示５ａｚａ可诱导单层培养
的Ｐ１９细胞向心肌分化，这与Ｃｈｏｉ等［６］的研究结果

一致。实验组即单层培养的稳定表达 Ｎｋｘ２５的

Ｐ１９细胞经５ａｚａ诱导后，在转录水平表达心肌早期
转录因子 ＧＡＴＡ４和心肌特异基因 αＭＨＣ 和

ＡＮＰ，３种基因表达量均随着诱导时间的增加呈逐
渐增高趋势。这说明表达Ｎｋｘ２５的Ｐ１９细胞在５
ａｚａ诱导下，单层培养时可以逐渐地向心肌细胞分
化，在转录水平逐渐增加心肌早期标志物、心特异结
构基因和心特异功能基因的表达。两组心肌早期转
录因子ＧＡＴＡ４基因表达时间均较早，而心肌特异
结构基因αＭＨＣ和功能基因 ＡＮＰ的表达时间较
晚，推测５ａｚａ诱导激发的信号途径首先引起Ｎｋｘ２
５的表达或通过激发的信号途径与过表达的 Ｎｋｘ２
５基因发生作用，再启动ＧＡＴＡ４表达，之后Ｎｋｘ２
５和 ＧＡＴＡ４通过相互协同作用启动αＭＨＣ和

ＡＮＰ的表达［２，９］，进而引起Ｐ１９细胞的心肌发生。

　　两组结果比较显示，实验组心肌早期标志物和
心特异基因的表达时间均较对照组早，且在本实验
的大多取材时间点，实验组的基因表达量都较对照
组高；实验组有心特异功能蛋白编码基因的表达而
对照组没有。这些结果提示在５ａｚａ诱导条件下，单
层培养的稳定表达 Ｎｋｘ２５基因的Ｐ１９细胞能更
早、更高效地向心肌细胞分化，说明 Ｎｋｘ２５基因能
够促进５ａｚａ诱导的单层培养的Ｐ１９细胞向心肌分
化。虽有研究证实５ａｚａ暴露在单层生长的Ｐ１９细
胞可引起ＢＭＰ２和ＢＭＰ４基因表达升高［１０］，５ａｚａ
引发的心肌分化部分依靠一种 ＢＭＰ１Ａ 型受体

Ｂｍｐｒ１ａ发挥作用［１１１２］，但是５ａｚａ诱导在单层培养
的Ｐ１９细胞如何引起ＢＭＰ途径的活化，又如何调
控Ｎｋｘ２５的活性从而诱发心肌发生尚不清楚。在

５ａｚａ诱导稳定表达Ｎｋｘ２５的Ｐ１９细胞心肌发生事
件中，是不是由于过表达的 Ｎｋｘ２５基因放大了５
ａｚａ引起的ＢＭＰ信号途径而增强了心肌发生有待
证实。５ａｚａ诱导下单层培养的稳定表达Ｎｋｘ２５基

因的Ｐ１９细胞是否适合作为一种体外模型进行心脏
发育和心肌分化的研究，还有待心肌特异分化方面
的验证及其向心肌分化效率的进一步实验。

　　综上所述，本实验初步证实５ａｚａ可以使表达

Ｎｋｘ２５基因的Ｐ１９细胞不经细胞聚集只单层培养
即向心肌分化，Ｎｋｘ２５具有促进５ａｚａ诱导的单层
培养的Ｐ１９细胞向心肌分化的作用。进一步研究心
肌分化中的信号通路和 Ｎｋｘ２５之间的精确调控关
系，将为心肌细胞的分化提供更高的转化效率。
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