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体外诱导大鼠骨髓间充质干细胞

定向分化的研究

冯敏孙荣青 马爱群

向心肌
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细胞

【摘要】 目的探讨心肌细胞对骨髓间充质干细胞(MsCs)向心肌细胞定向诱导分化的作用及其生物

学特性。方法取大鼠四肢骨髓，用细胞分离液通过密度梯度离心分离MSCs，并将MSCs进行原代培养和传

代培养，将传2代MSCs用5一溴脱氧尿核苷(BrdU)进行标记。采用胰蛋白酶消化法取乳鼠心尖部心肌细胞进

行培养，并与标记的MSCs混合培养，光镜下观察其动态变化，并于第3日行免疫组化染色，第5日行电镜观

察。结果 原代和传代的MSCs增殖迅速，其阳性率达(90．34士2．31)％，与平行对照组[(4．07±1．35)％]比

较差异有统计学意义(P<0．01)。与心肌细胞混合后，光镜下观察MSCs形态出现明显的变化，第3日BrdU

标记阳性的MSCs胞质中肌动蛋白(actin)表达阳性。电镜下观察原始细胞内出现了不规则的肌小节样结构。

结论心肌细胞与MSCs的接触可有效诱导MSCs向心肌细胞定向分化。

【关键词】骨髓干细胞} 心肌细胞； 混和培养}分化
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[Abstract]Objective To investigate the role of cardiac myocytes in the differentiation of bone marrow

mesenchymal stem cells(MSCs)to cardiac myocytes and the biological properties in the course．Methods

The bone marrow of the extremities of the rats was flushed，and bone marrow MSCs were obtained by

method of density gradient centrifugation．They were cultured．The second passage of cultured MSCs were

labelled with bromodeoxyuridine(BfdU)．The cardiac myocytes were obtained from the apex of rat heart

with trypsin digestion method，and they were cocultured with labeled MSCs．The developmental changes of

bone marrow MSCs were observed under light microscope with immunohistochemical staining for BrdU and

a—sarcomeric aetin on the 3rd day．and electron microscopic examination on the 5th day．Results MSCs

proliferated fast in primary culture and subculture，positive rate was(90．34士2．31)％，and there was

statistical difference when it compared with control group[(4．07士1．35)％，P<O．013．The morphology of

MSCs changed significantly after coculture．There were new cells nuclei of which were positively stained for

BrdU and its cytoplasm positive for actin．Under transmissive electron microscope。sarcomeres like structure

and abnormal Z 1ine were observed ifl cytoplasm．Conclusion Cardiac myocytes carl effectively induce bone

marrow MSCs to differentiate into cardiac myocytes by cocuhuring．

[Key words] bone marrow stem cell； cardiac myocyte； coculture；differentiation

目前对急性心肌梗死的治疗包括药物治疗、介

入治疗和手术治疗，这些治疗方法能使闭塞的血管

再通或形成新的血管，改善心肌缺血的症状，防止梗

死面积的扩展，却不能代替不可复生的坏死心肌，因

此，心肌梗死后因瘢痕形成造成局部心脏无功能已

成为医疗界的难题。干细胞可横向分化为心肌细

胞[1]，可有效补充因心肌坏死造成的细胞数量减少，

可为缺血性心脏病的治疗提供一条新的途径。骨髓

是一个巨大的干细胞库，而且骨髓间充质干细胞
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(MSCs)取材比较方便，因而成为科学界研究的重

点。我们将传2代的MSCs和心肌细胞在体外进行

混合培养，来观察MSCs的动态变化。

1材料与方法

1．1试验仪器和主要试剂：低糖DMEM培养液为

美国Gibco公司产品，胎牛血清(FBS)为杭州四季

青公司产品，Percoll细胞分离液(1．131 g／m1)为美

国Pharmacia公司产品，胰蛋白酶为美国Am—

Resco公司产品；5一溴脱氧尿核苷(BrdU)为武汉博

士德生物工程有限公司产品，抗BrdU抗体为美国

Sigma公司产品，小鼠抗大鼠肌动蛋白(actin)为美

国NeoMarker公司产品，双重免疫组化试剂盒为博

士德生物工程有限公司产品；倒置显微镜为日本
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Olympus公司产品，扫描电镜为日立S一520L产品，

透射电镜为日本JEM一2000EX产品。

1．2大鼠MSCs的分离与培养：在无菌条件下取

1月龄SD大鼠(由西安交通大学实验动物中心提

供)四肢骨，用DMEM培养液反复冲洗骨髓腔，将

冲洗的细胞悬液缓慢加于等体积的细胞分离液上

(1．073 g／ml Percoll液)，离心取中间层单个核细

胞，用磷酸盐缓冲液(PBS)冲洗2次后，将细胞加入

含有体积分数10％胎牛血清(FBS)、100 kU／L青

霉素、100 kU／L链霉素的DMEM培养液中，调整

细胞密度为5×108／L，在37℃、体积分数为5％的

C0：培养箱中培养。24 h后更换培养基，大部分悬

浮的造血细胞被去除，再加入新鲜的含10％FBS的

DMEM培养基，3～4 d换液1次，直到细胞占瓶底

的80％或接近融合。用0．25％的胰蛋白酶消化细

胞，按1。2的比例传代接种，3～4 d常规全量换液，

约7～10 d后细胞长满瓶底。

1．3心肌细胞的分离与培养：取出生2 d的SD乳

鼠(由西安交通大学实验动物中心提供)，无菌条件

下活杀取其心尖部心室肌，将其剪成1 mm3大小的

碎块，加入含0．06％胰蛋白酶的消化液，在磁力搅

拌器上37℃水浴中消化，将首次消化液弃去，用含

10 oAFBS的DMEM培养液中和，离心并弃去上清

液，将沉淀细胞洗涤2次，用含10％FBS的DMEM

培养基将细胞沉淀混匀，计数细胞。以2×108／L细

胞浓度接种于置有处理过盖玻片的24孔板中，

37℃5 0ACO：孵箱中培养。培养24 h后可见搏动的

心肌细胞，于48 h细胞同步搏动后用于实验，等待

与MSCs混合。

1．4 MSCs的标记：取传2代的MSCs培养到第

3日，将BrdU以终浓度为0．01 mmol／L加入培养

基，放置C0：培养箱中24 h以标记MSCs，用PBS

洗涤5次后，观察标记效果。

1．5 MSCs和心肌细胞的混合：吸取0．5 ml消化

标记后的MSCs悬液(细胞密度为2×108／L)和

0．5 ml的心肌细胞悬液(细胞密度为2×108／L)以

1：1的比例置于放有盖玻片的24孔培养板内，观察

细胞混合后的形态和功能变化。MSCs以相同密度

加入此体系中培养作为对照组。

1．6细胞形态学和免疫组化观察：倒置显微镜下观

察细胞形态变化。并于混合后3 d行BrdU+cTnT

的免疫组化检测，另做3孔的MSCs爬片作为对照。

并于混合后第5日用戊二醛固定后行MSCs和混合

后细胞的扫描电镜和透射电镜检查。
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2 结 果

2．1 MSCs形态学观察

2．1．1倒置显微镜观察：MSCs为成纤维细胞样，

胞体膨大，伸出长短不一的胞质，突起较少，胞核大，

核轮廓不清，核仁清晰可见。传代细胞排列更加整齐

有序，杂质细胞已明显少见(彩色插页图la)。

2．1．2透射电镜观察：MSCs核大，核型极不规则，

细胞内含有丰富的粗面内质网和线粒体(彩色插页

图lb)。

2．1．3扫描电镜观察：MSCs细胞扁平，胞质突起

粗大，微绒毛较少，细胞间连接也较粗大(彩色插页

图lc)。

2．1．4流式细胞仪分析鉴定：培养的MSCs不表达

CD34+，高表达CD44+，其阳性率平均为(90．34土

2．31)％，与平行对照组[(4．07土1．35)％]比较差异

有统计学意义(P<0．01)。说明造血细胞很少，以

MSCs为主。

2．2 MSCs与心肌细胞混合培养后的形态学观察

2．2．1倒置显微镜观察：MSCs和心肌细胞混合后

MSCs开始变形，细胞体积变小，胞核、核仁清晰可

见，胞体周边细长，伸出长的突起，细胞内出现黑色

颗粒状物质(彩色插页图2a)，数量较多，以核周最

为明显；心肌细胞多为圆形或椭圆形，胞核不易看

清，或与MSCs接触，或独立贴附于瓶壁上。随着培

养时间的延长，胞内黑色颗粒状物质明显增多，一些

细胞胞体较大，伸出大的胞质突起，细胞间的突起可

见相互连接(彩色插页图2b)，发现有变形的MSCs

样细胞收缩跳动，且随着培养时间的延长，细胞跳动

频率逐渐加快。

2．2．2透射电镜观察：混合后细胞的内部结构既具

有干细胞的特征，也出现了肌细胞所特有的肌小节

样的结构，为MSCs向心肌细胞分化的一种中间状

态(彩色插页图2c)。胞内肌小节样结构排列不规

则，大小不一，Z线不规则，呈散乱排列状态。心肌细

胞内可见有排列规则的肌小节和均匀排列的肌丝。

2．2．3扫描电镜观察：混合后胞体隆起，以MSCs

形状为主，全身有大量的微绒毛(彩色插页图2d)。

2．3双重免疫组化染色：细胞质被染成淡蓝或偏紫

色即为BrdU染色阳性；细胞质被染成红色即为

actin染色阳性。MSCs和心肌细胞混合培养后，在

宽大的不规则形状的MSCs中间，有细胞核和细胞

质均着色的双阳性细胞，其形状类似于MSCs，有细

长的细胞突起，细胞核被染成淡蓝色，细胞质被染成

红色(彩色插页图3)。
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3讨论

近年来，MSCs在体外被成功诱导分化为成骨

细胞。2j、成肌细胞31、神经元J4J。常颖等吗1用人MSCs

在体外诱导成神经细胞、成骨细胞及脂肪细胞等。动

物实验表明，MSCs注入心脏后能在局部微环境影

响下分化为心肌样细胞％】；杨国勋等[71将兔MSCs

注入心肌梗死区，发现含有肌小节纤维的幼稚细胞，

部分细胞与周围正常的心肌细胞形成缝隙连接；各

种关于干细胞分化的现象表明，微环境是影响干细

胞分化的决定性因素啊引。一个细胞所处的微环境主

要由3个因素来决定：①通过膜蛋白介导的细胞间

相互作用。这种接触方式有两种，即简单的表面接触

和细胞间的缝隙连接。②分泌的细胞因子，即局部

组织自分泌和旁分泌一些细胞因子诱导干细胞的分

化发育。③通过细胞外基质介导的细胞间相互作用。

本实验显示当MSCs同新生心肌细胞共同培养

时，部分MSCs很快开始变形，也就是说，当MSCs

与心肌细胞混合培养时，MSCs在心肌细胞的影响

下已经开始逐渐发生形态的转变，24---48 h内一小

部分细胞已经开始变形，并且观察到心肌细胞和

MSCs相互接触，细胞体积变小，伸出较长的突起，

细胞间形成连接；同时可以看到一种处于中间态的

细胞，这种细胞既具有干细胞的特征，还出现了肌细

胞的一些特征，即出现了肌小节样结构和不规则的

Z线，免疫组化染色为在核BrdU染色阳性的细胞

内肌小节肌动蛋白表达呈阳性。与文献[6—7]报道结

果基本一致，一方面证实了MSCs向心肌细胞转化

的可能性，同时也间接证实在MSCs的横向分化中，

Chin Crit C—are Med,—June 200—9,VoL坠一No』

干细胞与受损组织细胞的直接接触是关键，通过细

胞间“通话”，启动定向分化因子的转录，调节各种生

长因子的表达，诱导干细胞向不同组织分化。
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内毒素血症全身炎症反应导致肠道通透性增加

尽管肠道常被认为足脓毒症的始动器官，但全身炎症反应与肠道通透性的关系却不明了。本研究关注实验性内毒素血症

时肠道通透性的变化。向14只健康大鼠静脉注射脂多糖2 ng／kg制备内毒素血症模型，用聚乙二醇(PEGs)作为肠道通透性

的标记物。通过榆测肠脂肪酸结合蛋白(I—FABP)来评价肠上皮细胞损伤程度。结果显示：内毒素血症能产生炎症反应，导致尿

PEGs增高，血清白细胞介素一lO(II，一10)水平与尿PEGs增高相关(r一0．48，P一0．027)，但I-FABP释放未受到影响。因此研

究者认为。全身炎症反应町导致肠道通透性增加，这可能是由于肠缺血使肠上皮细胞受损所致。

白慧颖，编译自《Shock》，2009年3月(电子版)，胡森，审校

JNKl／c—fos通过细胞外信号调节激酶和p38丝裂素活化蛋白激酶抑制心肌肿瘤坏死因子一a表达

加拿大学者研究发现，JNKl缺陷鼠或选择性抑制JNKl信号通路可增强肿瘤坏死因子一a(TNF—a)表达，并伴有细胞外信

号调节激酶(ERK)1／2和丝裂素活化蛋白激酶(MAPK)磷酸化增加。内毒素刺激后JNKl激活，同时也导致心肌细胞c—fos表

达。抑制JNKl信号通路可阻断c—fos表达。在心肌细胞和离体心脏均观察到c—los缺陷可显著增强脂多糖(LPS)介导的

TNF—Gt表达。c—fos过度表达导致心肌TNF—a表达减少。这与ERKl／2和p38MAPK磷酸化减少相关联。研究者认为，

JNKl／c—los抑制ERKl／2和p38MAPK信号途径．导致心肌TNF—n表达降低，并能提高内毒素血症时的心肌功能。

王瑞晨，编译自{Cardiovasc Res》，2008—11—29(电子版)；胡森，审校
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