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　　摘　要：为进一步了解缺氧性心血管疾病的发病机制，通过使用ＣＨＩＲ９９０２１和ＩＷＰ２抑制剂的组合诱导和单

层诱导分 化 方 法 获 得 人 诱 导 性 多 能 干 细 胞 来 源 心 肌 细 胞 （Ｈｕｍａｎ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ－ｄｅｒｉｖｅｄ

ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ，ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ），并在ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ的培养系统中加入氯化钴进行处理，通过ＣＣＫ－８检测、Ｈｏｅｃｈｓｔ荧光

染色分析、台盼蓝染色分析、ｑＲＴ－ＰＣＲ检测和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测确定最佳处理浓度和时间。ＣＣＫ－８检测结果显示，

低浓度ＣｏＣｌ２（１００、３００μｍｏｌ／Ｌ）处理显著提高ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ细胞活力（ｐ＜０．０１），高浓度ＣｏＣｌ２（９００、１２００μｍｏｌ／Ｌ）处

理显著抑制ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ细胞活力（ｐ＜０．００１），并且作用趋势呈剂量和时间依赖性，６００μｍｏｌ／Ｌ　ＣｏＣｌ２ 处理对于

ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ的细胞活力影响不明显（ｐ＜０．０５）；Ｈｏｅｃｈｓｔ荧光染色结果显示，ＣｏＣｌ２ 处理２４ｈ和４８ｈ后，低浓度

ＣｏＣｌ２ 处理对细胞无影响，Ｈｏｅｃｈｓｔ染色阳性细胞数量少（ｐ＞０．０５），高浓度ＣｏＣｌ２ 处理剂量依赖性增加阳性细胞数

量（ｐ＜０．０００１），且４８ｈ处理组的结果与２４ｈ处理组无显著差异；台盼蓝染色结果表明，ＣｏＣｌ２ 处理可剂量依赖性促

进细胞凋亡；ＣｏＣｌ２ 处理后，促凋亡相关基因Ｂａｘ和蛋白Ｂａｘ表达呈剂量依赖性上调（ｐ＜０．００１），抗凋亡相关基因

Ｂｃｌ－２和蛋白Ｂｃｌ－２表达呈剂量依赖性下调（ｐ＜０．００１）；ＣｏＣｌ２ 处理可剂量依赖性促进ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ细胞的凋亡。通

过ｑＲＴ－ＰＣＲ检测和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测确定６００μｍｏｌ／Ｌ为最佳处理浓度，２４ｈ为最佳处理时间，证明了该处理条件

既不影响ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ细胞活力又可致其缺氧凋亡，建立了氯化钴诱导的ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ体外缺氧模型。论文结果为体

外探索缺氧引起的心血管疾病的发病机理和寻找新的治疗靶点与药物提供了可靠的工具。
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０　引　言

缺氧性疾病是一种常见且频繁发生的疾病［１］，
在由缺氧引起的疾病中，心脏对外部变化的敏感程
度较大，因此心血管疾病已成为缺氧性疾病的重要
组成部分［２］。心肌细胞的损伤存在于多种心血管疾
病的发展过程中，并可导致心血管功能障碍［３］。对
缺氧性心血管疾病有关的研究是当前疾病研究的重

要组成部分，但由于研究材料和方法的缺乏以及一
系列伦理道德问题，其研究进展受到了阻碍［４－５］。动
物模型是目前最常用的体外研究缺氧性心血管疾病

发病机制的实验对象［６］，然而动物和人类在基因组
学、蛋白组学、生理学、药理学和病理学等多方面有
很大不同［７］。人诱导性多能干细胞来源心肌细胞
（Ｈｕｍａｎ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ－ｄｅｒｉｖｅｄ
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ，ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ）体外分化技术的出现
为缺氧性心血管疾病发病机制的研究和新药的开发

带来了曙光［８］。
人 诱 导 性 多 能 干 细 胞 （Ｈｕｍａｎ　ｉｎｄｕｃｅｄ

ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ，ｈｉＰＳＣｓ）是基于将特定的转
录因子转导至已经分化的体细胞中，并且经过重新
编程而生成的一种细胞，其类似于人类胚胎干细胞
（Ｈｕａｍｎ　ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ，ｈＥＳＣｓ），可以自我
更新并维持未分化状态［９－１３］。ｈｉＰＳＣｓ和ｈＥＳＣｓ在
许多方面都相似，如生长特性、发育特性、表观遗传

特性、细胞形态、基因组学和蛋白质组学表达以及干
细胞标志物表达［１４－１７］。人类胚胎干细胞来源的心肌

细胞（Ｈｕｍａｎ　ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ｈＥＳＣ－ＣＭｓ）在与缺氧性心血管疾病相关的研
究中更常用，但其涉及的伦理道理问题使其应用受
到限制，ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ已被证实可用于许多医学领
域，如心脏发育、药物筛选和药物开发的基础研究
等［１３］。随着干细胞研究的进一步发展，ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ
显示出了较大临床应用前景。

氯化钴（Ｃｏｂａｌｔ　ｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＣｏＣｌ２）是目前用于体

外诱导缺氧最常见的化学物质［１８－２０］，可以通过多种

方式模拟缺氧反应。ＣｏＣｌ２ 介导的缺氧机制非常复

杂，涉及多种途径，如Ｃｏ２＋的活化、缺氧诱导因子－

１α（ＨＩＦ－１α）蛋白的积累和活性氧的积累反应［１８］。

ＣｏＣｌ２ 模拟的缺氧将增加 ＨＩＦ－１α蛋白在细胞中的

表达水平［２１－２２］，已被广泛用于探索各类实验模型中
的心脏氧传感机制，对缺氧性心血管疾病的发病机
制和治疗策略的探索是目前较为重要的研究方向之

一。本文分析ＣｏＣｌ２ 对ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ的细胞活力及
凋亡的影响，探索既可致其缺氧凋亡又不过度影响
其细胞活力的处理条件，旨在建立 ＣｏＣｌ２ 诱导的

ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ体外缺氧模型，为今后体外探索缺氧性
心血管疾病的发病机理和寻找新的治疗靶点提供可

用的工具。
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１　材料与方法

１．１　实验材料

ｈｉＰＳＣｓ细胞系（ＤＹＲ０１００）和ｈＥＳＣｓ细胞系
（Ｈ９）由本实验室保存，本实验所用的细胞均在含有

５．０％二 氧 化 碳 的 ３７ ℃ 培 养 箱 中 进 行 培 养。

ｍＴｅＳＲＴＭ１培养基和 ＡｃｃｕｔａｓｅＴＭ 酶均购自美国

ＳＴＥＭ　ＣＥＬＬ 公司，诱导所用的 ＣＨＩＲ９９０２１ 和

ＩＷＰ２抑制剂购自美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司，第
一链反转录试剂盒购自 Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司，ＲＰＭＩ１６４０培养基购自Ｇｉｂｃｏ公司，无胰岛素
及含胰岛素的Ｂ２７试剂购自ＢＤ公司，Ｔｒｉｚｏｌ试剂
购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，ＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　Ｔａｑ试剂购自大连Ｔａｋａｒａ公司，Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ－１００试剂购自Ｓｉｇｍａ公司，ＣｏＣｌ２ 粉末购自中国
国药，Ｈｏｅｃｈｓｔ荧光染色试剂盒购自南京碧云天公
司，台盼蓝染色液购自美国Ｓｉｇｍａ公司，所用抗体
均购自美国Ａｂｃａｍ公司，所用引物均由自上海生物
生物工程有限公司合成。

１．２　实验方法

１．２．１　干细胞的培养
实验中所用的干细胞均使用标准 ｍＴｅＳＲＴＭ１

培养基进行培养，每隔２ｄ给细胞更换新鲜的培养
基。当细胞密度到达８０％～９０％时，进行传代。传
代时利用ＡｃｃｕｔａｓｅＴＭ酶进行消化，将其与细胞一起

孵育３ｍｉｎ，后用移液枪将细胞轻轻吹打下来。将
收集起来的细胞悬液转移至新的１５ｍＬ离心管中
进行１０００ｒ／ｍｉｎ离心，弃上清，加入８ｍＬ温热的新
鲜培养基，用移液枪轻轻吹打至细胞团分散成单个
细胞，最后将含有细胞的悬液以１∶４的比例铺于基
质胶包被的培养皿中继续培养。

１．２．２　心肌细胞的分化
为了直接分化生成心肌细胞，以１∶６的比例将

培养皿中的干细胞铺于基质胶包被的１２孔板上，并
培养２ｄ至其密度至８５％。在第０天，将细胞用含
有６μｍｏｌ／Ｌ　ＧＳＫ－β抑制剂ＣＨＩＲ９９０２１的无胰岛素

ＲＰＭＩ／Ｂ２７培养基处理２ｄ，转移至补充有３μｇ／ｍＬ
Ｗｎｔ信号通路抑制剂ＩＷＰ２的无胰岛素ＲＰＭＩ／Ｂ２７培
养基中培养３ｄ后，将培养基更改为无胰岛素ＲＰＭＩ／

Ｂ２７培养基，在第７天时更改为含胰岛素的ＲＰＭＩ／Ｂ２７
培养基进行持续培养，直至第２１天细胞分化完成。

１．２．３　逆转录定量ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）鉴定心肌细胞
特异性结构基因表达

使用ＴＲＩｚｏｌ试剂提取心肌细胞的总ＲＮＡ，并
按照制造商的说明书使用第一链反转录试剂盒合成

ｃＤＮＡ。以基因ＡＣＴＢ 作为参考基因进行ＲＴ－ＰＣＲ
检测。通过１．５％的琼脂糖凝胶电泳分离ＰＣＲ产
物，并使用 ＧｅｌＲｅｄ核酸凝胶染料进行染色，然通
过ＵＶ透射显像及Ｇｅｌ　ＤｏｃＴＭＥＺ　Ｓｙｓｔｅｍ拍照，引物
信息见表１。

表１　ＲＴ－ＰＣＲ检测引物信息

基因名称 正向引物（５′－３′） 反向引物（５′－３′）

ＡＣＴＢ　 ＡＧＣＧＡＧＣＡＴＣＣＣＣＣＡＡＡＧＴＴ　 ＧＧＧＣＡＣＧＡＡＧＧＣＴＣＡＴＣＡＴＴ
ＴＮＮＴ２ ＴＴＣＡＣＣＡＡＡＧＡＴＣＴＧＣＴＣＣＴＣＧＣＴ　 ＴＴＡＴＴＡＣＴＧＧＴＧＴＧＧＡＧＴＧＧＧＴＧＴＧＧ
ＴＮＮＩ３ ＣＴＧＣＡＧＡＴＴＧＣＡＡＡＧＣＡＡＧＡ　 ＣＣＴＣＣＴＴＣＴＴＣＡＣＣＴＧＣＴＴＧ
ＭＹＬ７ ＧＡＧＧＡＧＡＡＴＧＧＣＣＡＧＣＡＧＧＡＡ　 ＧＣＧＡＡＣＡＴＣＴＧＣＴＣＣＡＣＣＴＣＡ
ＭＹＬ２ ＡＣＡＴＣＡＴＣＡＣＣＣＡＣＧＧＡＧＡＡＧＡＧＡ　 ＡＴＴＧＧＡＡＣＡＴＧＧＣＣＴＣＴＧＧＡＴＧＧＡ

１．２．４　免疫荧光鉴定心肌细胞特异性结构蛋白表达
在室温下，利用４．０％的多聚甲醛固定细胞，处

理时间为１５ｍｉｎ。并利用０．１％的Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００试
剂对细胞进行通透处理，处理时间为１０ｍｉｎ，并利
用１０．０％山羊血清进行封闭处理，时间为１ｈ，用抗
心肌肌钙蛋白Ｔ（ｃＴＮＴ）和α－肌动蛋白（α－ａｃｔｉｎｉｎ）

的一抗对样品进行染色；染色完毕后，弃一抗，用ＰＢＳ
清洗细胞，添加带有荧光标记的二抗，并在室温条件
下进行避光孵育，时间为１ｈ，再次用ＰＢＳ清洗细胞，

用５０μＬ的ＤＡＰＩ染色液，在室温下进行孵育，时间
为３～５ｍｉｎ。孵育完毕后用ＰＢＳ清洗干净，用倒置
荧光显微镜ＴＥ２０００－Ｕ（Ｎｉｋｏｎ，日本）拍照记录。

１．２．５　ＣｏＣｌ２ 处理

用ＲＰＭＩ　１６４０培养基完全溶解 ＣｏＣｌ２ 粉末，

ＣｏＣｌ２ 母液的终浓度为１２ｍｏｌ／Ｌ，稀释后，用ＣｏＣｌ２
工作液处理ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ和ｈＥＳＣ－ＣＭｓ。处理浓度分
别为０、１００、３００、６００、９００μｍｏｌ／Ｌ和１２００μｍｏｌ／Ｌ，处
理时间分别为１２、２４、３６、４８ｈ和７２ｈ。

１．２．６　ＣＣＫ－８法检测细胞活力
将细胞接种至９６孔板中，密度为１×１０４个／

孔，根据制造商的说明书，使用ＣＣＫ－８试剂盒分析
细胞，使用酶联免疫吸附测定仪 ＡＭＲ－１００（杭州奥
盛仪器有限公司）检测每个孔在４５０ｎｍ波长处的
吸光度值，并进行分析。
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１．２．７　Ｈｏｅｃｈｓｔ荧光染色法检测细胞凋亡
将细胞接种至１２孔板中，密度为２×１０５ 个／

孔。根据制造商的说明书，使用 Ｈｏｅｃｈｓｔ荧光染色
测定试剂盒对细胞进行处理，使用荧光显微镜进行
成像分析。

１．２．８　台盼蓝染色法检测细胞凋亡
将细胞接种至６孔板中，密度为２×１０５ 个／孔。

在室温下用４．０％多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，用ＰＢＳ洗
涤细胞，并在室温下用０．４％的台盼蓝染色溶液进
行染色。用ｄｄＨ２Ｏ洗涤细胞并在室温下风干后，
用光学显微镜（Ｎｉｋｏｎ，日本）进行成像分析。

１．２．９　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ法检测细胞凋亡
添加蛋白裂解液（ＩＰ　Ｂｕｆｆｅｒ＋１μＬ／ｍＬ　Ａｐｒｏｔｉｎｉｎ，

１μＬ／ｍＬ　Ｌｅｕｐｅｐｔｉｎ，１０ μＬ／ｍＬ　ＰＭＳＦ，１０μＬ／ｍＬ
Ｖａｎａｄａｔｅ）后将细胞置在４℃冰箱中裂解过夜后，以

１．３×１０４　ｇ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，将上清液收集起来，并测
定可溶性蛋白的浓度。根据目的蛋白的大小配制ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ胶，蛋白上样量为１８．７５μＬ。开始时电压为

８０Ｖ，每隔１０ｍｉｎ观察条带，当其进入分离胶后，将电
压调至１２０Ｖ。用含５％脱脂奶粉的ＰＢＳＴ封闭１ｈ，用
一抗４℃孵育过夜后用二抗室温孵育１ｈ，最后在超灵
敏化学发光成像仪Ｔａｎｏｎ５５００（上海天能科技有限公
司，中国）曝光并拍照。

１．２．１０　实时定量ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）检测细胞凋亡
将获得的ｃＤＮＡ用ＳＹＢＲ　Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　Ｔａｑ试剂

和７５００Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ系统（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，

ＡＢＩ７５００，美国）进行ｑＲＴ－ＰＣＲ分析，以ＧＡＰＤＨ
作为参照基因，通过公式 ＲＱ ＝２－ΔΔＣＴ 法计算

ｍＲＮＡ的相对表达量，对结果进行统计绘图，引物
信息见表２。

表２　ｑＲＴ－ＰＣＲ检测引物信息

基因名称 正向引物（５′－３′） 反向引物（５′－３′）

Ｂａｘ　 ＣＣＣＣＣＧＡＧＡＧＧＴＣＴＴＴＴＴＣＣ　 ＴＧＴＣＣＡＧＣＣＣＡＴＧＡＴＧＧＴＴＣ
Ｂｃｌ－２ ＧＡＡＣＴＧＧＧＧＧＡＧＧＡＴＴＧＴＧＧ　 ＡＡＡＧＣＣＡＧＣＣＴＣＣＧＴＴＡＴＣＣ

１．２．１１　统计分析
所有数据均显示了３个独立实验的平均值，它们之

间差异的显著性显示为平均值±ＳＤ。ｎｓ，无显著性，

＊ｐ＜０．０５、＊＊ｐ＜０．０１、＊＊＊ｐ＜０．００１和＊＊＊＊ｐ＜０．０００１。

２　结果与讨论

２．１　ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ和ｈＥＳＣ－ＣＭｓ的分化和鉴定
体外诱导ｈｉＰＳＣｓ分化生成心肌细胞的过程见图

１（ａ），由图１（ａ）可知，分化开始时，细胞形态逐渐改
变，第１天和第２天会有较多细胞死亡，随着分化进
行，周边不断增殖出新的细胞，第８天出现局部小灶
型地搏动，第１０天左右出现成片的单层搏动细胞。
收集诱导获得的ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ和ｈＥＳＣ－ＣＭｓ的总ＲＮＡ
后，利用ＲＴ－ＰＣＲ鉴定心肌细胞特异性结构基因的表

达，结果如图１（ｂ）和图１（ｃ）所示。图１（ｂ）－（ｃ）表
明，诱导获得的人干细胞来源心肌细胞（Ｈｕｍａｎ
ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ，ｈＰＳＣ－
ＣＭｓ）均表达心肌细胞相关结构基因 ＴＮＮＩ３和

ＴＮＮＴ２，所获得的ｈＰＳＣ－ＣＭｓ均表达心房样心肌细
胞 ｍａｒｋｅｒ基因ＭＹＬ７，并且所得到的ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ表
达心室样心肌细胞ｍａｋｅｒ基因ＭＹＬ２，证明所获得的

ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ是含有心房、心室亚型混合的心肌细胞
群体。将成片跳动的心肌样细胞消化，使其成为单
个的细胞之后，以合适的密度重新铺板，２４ｈ后可观
察到有部分细胞已恢复搏动。利用免疫荧光法进行
鉴定，结果如图１（ｄ）和图１（ｅ）所示。图１（ｄ）－（ｅ）结
果表明诱导获得的ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ和ｈＥＳＣ－ＣＭｓ均表达
心肌细胞特异性结构蛋白ɑ－ａｃｔｉｎｉｎ和ｃＴＮＴ。
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图１　ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ和ｈＥＳＣ－ＣＭｓ的分化与鉴定

２．２　ＣｏＣｌ２ 诱导的ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ体外缺氧模型的建立

２．２．１　检测 ＣｏＣｌ２ 处理对ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ和ｈＥＳＣ－
ＣＭｓ细胞活力的影响
将不同浓度的 ＣｏＣｌ２ 添加至 ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ和

ｈＥＳＣ－ＣＭｓ的培养体系中，以检测ＣｏＣｌ２ 对心肌细
胞活力的影响，结果如图２所示。图２（ａ）的结果表
明，用低浓度ＣｏＣｌ２（１００、３００μｍｏｌ／Ｌ）处理ｈｉＰＳＣ－
ＣＭｓ不同时间后，实验组的ＯＤ 值显著高于对照组
（ｐ＜０．０１），并且１００μｍｏｌ／Ｌ实验组和３００μｍｏｌ／

Ｌ实验组的结果趋势一致，当ＣｏＣｌ２ 钴浓度增加到

６００μｍｏｌ／Ｌ时，实验组的ＯＤ 值几乎与对照组相
同，即ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ的细胞活力不受影响；当ＣｏＣｌ２
的浓度增加到９００μｍｏｌ／Ｌ和１２００μｍｏｌ／Ｌ时，实
验组的ＯＤ 值显著低于对照组（ｐ＜０．００１），高浓度

ＣｏＣｌ２ 处理可以显著抑制ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ的细胞活力，
并且 ＯＤ 值 的 下 调 呈 现 出 处 理 时 间 依 赖 性；

１００μｍｏｌ／Ｌ处理组和３００μｍｏｌ／Ｌ处理组的结果趋
势一致，且与９００μｍｏｌ／Ｌ处理组相比，１２００μｍｏｌ／Ｌ
处理组的细胞活力过低，不利于后续实验；对于１２ｈ
处理组，与其他组相比，实验组和对照组的ＯＤ 值差
异相对较小，３６ｈ处理组的结果与２４ｈ处理组的结
果相似，其中２４ｈ更具可操作性，４８ｈ处理组细胞
活力变化差异性显著，７２ｈ处理组细胞活力过低，
不利于后续实验操作。因此，最终选择２４ｈ和４８ｈ
作为后续实验的处理时间，３００、６００μｍｏｌ／Ｌ和

９００μｍｏｌ／Ｌ作为后续实验的处理浓度。图２（ｂ）
为ＣＣＫ－８法检测 ＣｏＣｌ２ 处理对ｈＥＳＣ－ＣＭｓ的细
胞活力影响的结果图，图２（ｂ）结果显示，用作对
照的ｈＥＳＣ－ＣＭｓ的结果与ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ趋势一致，
证实所获得的ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ可以代替 ｈＥＳＣ－ＣＭｓ
用于后续模型建立，克服了 ｈＥＳＣ－ＣＭｓ模型的
缺陷。
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图２　ＣＣＫ－８法检测ＣｏＣｌ２ 处理对两种培养体系中心肌细胞活力的影响

２．２．２　检测 ＣｏＣｌ２ 处理对ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ和ｈＥＳＣ－
ＣＭｓ细胞凋亡的影响
为分析ＣｏＣｌ２ 对ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ和ｈＥＳＣ－ＣＭｓ细

胞凋亡的影响，本文使用 Ｈｏｅｃｈｓｔ荧光染色液对细
胞进行染色。图３（ａ）是ＣｏＣｌ２ 处理２４ｈ后ｈｉＰＳＣ－
ＣＭｓ的荧光染色情况，图３（ａ）的结果表明，在荧光
显微镜下观察，当用３００μｍｏｌ／Ｌ低浓度ＣｏＣｌ２ 处理

ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ　２４ｈ时，大多数细胞呈现出均匀的淡蓝
色，与对照组相比没有明显的细胞凋亡现象（ｐ＞
０．０５），当ＣｏＣｌ２ 的浓度增加到６００μｍｏｌ／Ｌ时，存
在致 密 浓 染 现 象 的 细 胞 数 目 显 著 增 加 （ｐ ＜
０．０００１），当ＣｏＣｌ２ 的浓度增加到９００μｍｏｌ／Ｌ时，
大多数细胞出现凋亡现象（ｐ＜０．０００１）。图３（ｃ）是

ＣｏＣｌ２ 处理ｈＰＳＣ－ＣＭｓ　２４ｈ后 Ｈｏｅｃｈｓｔ荧光染色
的定量分析图，图３（ｃ）结果表明高浓度ＣｏＣｌ２ 处理
剂量依赖性促进ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ的细胞凋亡。图３（ｄ）
是ＣｏＣｌ２ 处理４８ｈ后ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ的荧光染色情
况，图３（ｄ）结果表明，在处理４８ｈ后，结果与２４ｈ

处理后的趋势一致，证实在后续的实验中应选择２４ｈ
作为处理时间。图３（ｆ）是ＣｏＣｌ２ 处理ｈＰＳＣ－ＣＭｓ
４８ｈ后 Ｈｏｅｃｈｓｔ荧光染色的定量分析图，图３（ｆ）结
果表明４８ｈ处理组的结果与２４ｈ处理组的结果趋
势一致。用不同浓度的ＣｏＣｌ２ 处理ｈＥＳＣ－ＣＭｓ　２４ｈ
（图３（ｂ））和４８ｈ（图３（ｅ））的结果与ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ实
验组趋势一致，进一步证实了所获得的ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ
可以替代ｈＥＳＣ－ＣＭｓ用于后续模型的建立。台盼
蓝染色液对ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ进行染色结果如图４（ａ）所
示，图４（ａ）的结果显示，３００μｍｏｌ／Ｌ低浓度ＣｏＣｌ２
处理２４ｈ时，只有少数细胞显示出台盼蓝染色阳
性，大多数细胞没有凋亡现象；当ＣｏＣｌ２ 浓度增加
到６００μｍｏｌ／Ｌ时，台盼蓝染色阳性细胞数目显著
高于对照组；而当ＣｏＣｌ２ 浓度增加到９００μｍｏｌ／Ｌ
时，大多数细胞均显示出台盼蓝染色阳性，大多数
细胞存在凋亡现象，用不同浓度的 ＣｏＣｌ２ 处理

ｈＥＳＣ－ＣＭｓ　２４ｈ，其结果与ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ实验组趋势
一致（图４（ｂ））。

９８第１期 朱梦怡等：氯化钴诱导ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ体外缺氧模型的建立



０９ 　　　　　　　　浙　江　理　工　大　学　学　报（自然科学版） ２０２１年　第４５卷



图３　Ｈｏｅｃｈｓｔ荧光染色法检测ＣｏＣｌ２ 处理对两种培养体系中心肌细胞凋亡的影响

图４　台盼蓝染色法检测不同浓度ＣｏＣｌ２ 处理对两种培养体系中心肌细胞凋亡的影响

　　为了进一步定量检测ＣｏＣｌ２ 对ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ和

ｈＥＳＣ－ＣＭｓ细胞凋亡的影响，本文通过ｑＲＴ－ＰＣＲ
检测和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔ检测对凋亡相关分子进行分
析，结果如图５所示。图５（ａ）是 ＣｏＣｌ２ 处理后

ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ凋亡相关基因表达的ｑＲＴ－ＰＣＲ检测结
果，图５（ａ）表明与对照组相比，ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ的实验
组中促凋亡基因Ｂａｘ 的表达以剂量依赖性方式上
调（ｐ＜０．００１），并且抗凋亡基因Ｂｃｌ－２的表达以剂
量依赖性方式下调（ｐ＜０．００１）。图５（ｂ）是ＣｏＣｌ２
处理后ｈＥＳＣ－ＣＭｓ凋亡相关基因表达的ｑＲＴ－ＰＣＲ
检测结果，图５（ｂ）表明用不同浓度的ＣｏＣｌ２ 处理

ｈＥＳＣ－ＣＭｓ，并通过ｑＲＴ－ＰＣＲ检测进行分析，结果
与ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ实验组趋势一致。图６（ａ）是ＣｏＣｌ２
处理后ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ凋亡相关蛋白表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ检测结果，图６（ａ）显示不同浓度的ＣｏＣｌ２ 处理

ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ　２４ｈ后，与对照组相比，３００μｍｏｌ／Ｌ处

理组中促凋亡蛋白 Ｂａｘ的表达显著下调（ｐ＜
０．００１），而６００μｍｏｌ／Ｌ和９００μｍｏｌ／Ｌ处理组中促
凋亡蛋白Ｂａｘ的表达显著上调（ｐ＜０．０００１），图６
（ｂ）为 Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔ检测结果的灰度分析，图６（ｂ）
结果表明有显著性差异。与Ｂａｘ相反，实验组中抗
凋亡蛋白Ｂｃｌ－２的表达以剂量依赖性方式下调（ｐ＜
０．０００１），结果有显著性差异，表明高浓度的ＣｏＣｌ２
可以显著促进ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ的凋亡，低浓度的ＣｏＣｌ２
可能对 ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ具有保护作用。图 ６（ｃ）是

ＣｏＣｌ２ 处理后 ｈＥＳＣ－ＣＭｓ凋亡相关蛋白表达的

Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔ检测结果，与ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ实验组的结
果趋势一致，但低浓度的ＣｏＣｌ２ 不能显著降低凋亡
相关蛋白Ｂａｘ的表达，即低浓度ＣｏＣｌ２ 的保护作用
较 ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ实验组相比不明显，图 ６（ｄ）为

Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测结果的灰度分析，图６（ｄ）结果表
明有显著性差异。
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图５　ｑＲＴ－ＰＣＲ检测ＣｏＣｌ２ 处理对两种培养体系中心肌细胞凋亡相关基因表达的影响

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测ＣｏＣｌ２ 处理对两种培养体系中心肌细胞凋亡相关蛋白表达的影响
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３　结　论

本文通过 Ｗｎｔ信号通路抑制剂时序组合诱导
分化法和单层诱导分化法的结合，获得大量ｈｉＰＳＣ－
ＣＭｓ细胞并进行了鉴定，主要结果如下：

ａ）检测ＣｏＣｌ２ 处理对ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ的细胞活力
的影响，其结果表明１００μｍｏｌ／Ｌ和３００μｍｏｌ／Ｌ的
低浓度ＣｏＣｌ２ 处理显著提升ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ细胞活力；

６００μｍｏｌ／Ｌ的ＣｏＣｌ２ 处理对ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ细胞活力
无影响；９００μｍｏｌ／Ｌ 和 １２００μｍｏｌ／Ｌ 的高浓度

ＣｏＣｌ２ 处理显著抑制ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ的细胞活力，作用
趋势呈现处理剂量依赖性和处理时间依赖性。

ｂ）检测ＣｏＣｌ２ 处理对ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ的细胞凋亡
的影响，其结果表明３００μｍｏｌ／Ｌ的低浓度 ＣｏＣｌ２
处理 对 ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ 的 细 胞 凋 亡 无 显 著 影 响，

６００μｍｏｌ／Ｌ和９００μｍｏｌ／Ｌ的高浓度ＣｏＣｌ２ 处理可
促进ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ的细胞凋亡，作用趋势呈现处理剂
量依赖性。

ｃ）利用ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ体外培养体系的优点，以

６００μｍｏｌ／Ｌ为最适处理浓度，２４ｈ为最适处理时间
建立ＣｏＣｌ２ 诱导的ｈｉＰＳＣ－ＣＭｓ体外缺氧模型。
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