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小鼠诱导多能干细胞体外分化为心肌细胞的实验研究
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(1南充市中心医院心内科 · 川北医学院第二临床医学院, 南充 637000;
2重庆市神经病学重点实验室, 重庆 400016)

摘要       观察血管内皮细胞生长因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)和维生素C对小

鼠诱导多能干细胞(induced pluripotent stem cells, iPSCs)体外分化为心肌细胞的诱导作用。采用直接

悬浮培养法使iPSCs形成拟胚体(embryoid bodies, EBs), 分别以VEGF和维生素C作为诱导剂, 自然分

化作为阴性对照组, 加入1%二甲亚砜诱导剂为阳性对照组。倒置显微镜下观察细胞生长情况, 记录

跳动的拟胚体出现的时间和数目, 计算心肌细胞分化率, 细胞免疫荧光检测心肌特异性蛋白cTnT的
表达, RT-PCR检测心肌特异性基因β-MHC mRNA的表达。在LIF条件下, iPSCs在饲养层上成集落状

生长; 未分化的iPSCs中Oct-4及AKP呈阳性表达; 与自然分化组相比, 二甲亚砜、VEGF和维生素C均
能提高iPSCs的心肌细胞分化效率(P<0.05); 分化的心肌细胞可自发搏动, 同时分化细胞中表达心肌

特异性蛋白cTnT以及心肌特异性基因β-MHC。VEGF和维生素C可以促进iPSCs向心肌细胞分化。 
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Abstract   To observe the effect of vascular endothelial growth factor (VEGF) and vitamin C on  the 
cardiomyocytes differentiation of mouse induced pluripotent stem cells (iPSCs) in vitro. Embryoid bodies (EBs) was 
generated from iPSCs by direct suspendsion culture, with VEGF and vitamin C as inducers, natural differentiation 
without any inducer was negative control group and 1% dimethyl sulfoxide was added as positive control group. 
Cells were observed under inverted microscope, and the time of beating embryonic bodies appeared and numbers 
were recorded and the differentiation rate of cardiomyocyte was calculated. cTnT expression of cardiac-specific 
protein was detected by immunofluorescence and β-MHC mRNA expression of cardiac-specific gene were detected 
by RT-PCR. iPSCs showed colony-like growth on feeder layer cells in the presence of leukemia inhibitory factor (LIF). 
Undifferentiated iPSCs expressed Oct-4 and alkaline phosphatase (AKP). Compared with the natural differentiation 
group, dimethyl sulfoxide, VEGF and vitamin C all improved cardiomyocytes differentiation rate of iPSCs (P<0.05). 
Cardiomyocytes derived from iPSCs beated spontaneously and expressed cardiac-specific protein cTnT and cardiac-
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specific gene β-MHC. VEGF and vitamin C can promote iPSCs into cardiomyocytes. 
Key words    induced pluripotent stem cells; vascular endothelial growth factor; vitamin C; induced 

differentiation; cardiomyocyte

干细胞能分化为心肌细胞, 但存在一些难解

决的问题。骨髓间充质干细胞(mesenchymal stem 
cells, MSCs)容易获得、容易体外增殖扩增, 但目前

还没有直接的证据显示MSCs可以分化为具有完整

功能的心肌细胞, 仅仅是心肌样细胞[1]。胚胎干细胞

(embryonic stem cells, ESCs)具有全能分化性, 可分

化为三个胚层各种类型细胞。体外实验可分化为心

脏起搏细胞、心房细胞、心室细胞或蒲氏细胞等多

种心肌组织细胞[2]。但胚胎干细胞用于移植治疗一

直存在着免疫排斥及伦理难题。

2006年, Yamanaka等[3]从24个候选基因中筛选

出4个与ESCs多能性密切相关的基因Oct-4、Sox2、
c-Myc和Klf4, 并将它们通过逆转录病毒导入到小鼠

胚胎成纤维细胞(mouse embry-onic fibroblast, MEF)
和鼠尾成纤维细胞(tail tipfibroblast, TTF), 成功地

将其重编程为多能性细胞——诱导多能干细胞

(induced pluripotent stem cells, iPSCs)。iPSCs无论在

细胞形态、生长特点、表达的标志物以及形成畸胎

瘤等方面均与ESCs非常相似。国内科学家将iPSCs
培育出活体小鼠, 表明iPSCs拥有和ESCs相似的全

能性。研究表明, 维生素C和VEGF可以提高ESCs
体外分化为心肌细胞的效率[4-6], 目前运用较多的化

学诱导剂如二甲亚砜、5-氮胞苷等有一定的毒性, 
限制了其以后的临床运用。因此, 本实验主要观察

了维生素C和VEGF对小鼠iPSCs体外分化为心肌细

胞的诱导作用, 以期建立一种高效安全的体外诱导

iPSCs分化为心肌细胞的实验方法, 为将来干细胞移

植治疗缺血性心脏病打下一定的基础。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞株和动物         绿色荧光蛋白(GFP)转基

因(Oct-4)小鼠来源的iPSCs株购自中国科学院动物

研究所北京干细胞库。受孕13.5天的小鼠由重庆医

科大学动物实验中心提供。

1.1.2   主要试剂及仪器         高糖DMEM、胎牛血清、

胰蛋白酶(Hyclone公司); 非必需氨基酸、二甲亚砜

(Sigma公司); β-巯基乙醇(天津TBD公司)、丝裂霉素

C(Roche公司)、VEGF(Invitrogen公司)、维生素C(北
京博奥森生物技术有限公司); 白血病抑制因子(LIF, 
上海欣百诺生物技术有限公司); BCIP/NBT碱性磷酸

酯酶显色试剂盒(碧云天生物技术研究所), 山羊来源

的cTnT一抗、TRITC标记的兔抗羊荧光二抗(Santa 
Cruz公司)。Trizol、逆转录酶、Tap聚合酶(TaKaRa
公司), RT-PCR引物(Invitrogen公司), S1000TM Thermal 
cycler逆转录系统(Bio-Rad公司), Gold view(Genview
公司); 倒置显微镜、荧光显微镜(Olympus公司)。
1.2   方法

1.2.1  小鼠胚胎成纤维细胞(mouse embryonic fibro-
blast, MEF)饲养层的制备         孕13.5天的昆明小鼠

在无菌条件下, 取出胎鼠, 去其头、尾、四肢、内脏, 
PBS充分洗涤后剪成1 mm×1 mm×1 mm大小组织块, 
以0.05%胰酶在37 °C条件下消化20 min, 终止消化, 
吸取上悬液, 1 000 r/min离心5 min, 弃上清, 以MEF
培养基(高糖DMEM, 10% FBS)重悬细胞, 接种于培

养皿, 置于37 °C、5% CO2的培养箱中培养, 隔天换液, 
待细胞生长至80%~90%时, 传代。取第3-4代MEF细
胞, 用含浓度10 μg/mL丝裂霉素C的MEF培养基处理

2 h, PBS洗涤5次后做饲养层, 多余细胞冻存。

1.2.2   iPSCs的培养和传代        iPSCs复苏后培养在预

先制备好的MEF饲养层细胞上, 培养基为含10% FBS、
0.1 mmol/L β-巯基乙醇、1 000 IU/mL LIF、0.1 mmol/L L-
谷氨酰胺以及1%非必需氨基酸的DMEM-H培养基, 
置于37 °C、5% CO2的饱和湿度培养箱中培养, 1~2 d
换一次液。用0.05%胰酶消化传代, 细胞重悬液接种

在新的不含MEF饲养层细胞的培养板里, 半小时后

吸取上清液(采用差异贴壁法去掉老化的MEF饲养层

细胞), 并接种到新的MEF饲养层细胞上。

1.2.3   iPSCs的碱性磷酸酶(alkali phosphatase, AKP)
染色           取对数生长期的iPSCs细胞, PBS洗涤后

加入适量4%多聚甲醛固定15 min, PBS洗涤3次, 每
次5 min, 根据BCIP/NBT碱性磷酸酶显色试剂盒说

明书配置染色工作液, 加入适量工作液覆盖细胞, 室
温避光孵育15 min, 显微镜下观察, 染色适度后用

PBS洗涤2次终止反应。

1.2.4  悬浮法制备拟胚体(embryoid bodies, EBs)以及
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诱导EBs向心肌细胞分化            实验分4组, 分别为

自然分化组、二甲亚砜组、VEGF组和维生素C组。

自然分化组所用分化培养基为去除LIF的iPSCs培养

基(高糖DMEM, 10% FBS, 0.1 mmol/L β-巯基乙醇, 1%
非必需氨基酸), 其余各组培养基依次为含1%二甲亚

砜、20 μg/mL VEGF和1×10–4 mol/L维生素C的iPSCs
分化培养基。0.1%胰酶消化对数生长期的iPSCs, 制
成单细胞悬液, 置于塑料培养皿中37 °C、5% CO2孵

育1 h, 以差速贴壁去除MEF, 吸取细胞悬液直接接种

于100 mm细菌培养皿进行悬浮培养, 每皿加入10 mL
的去除LIF的iPSCs培养基, 置于37 °C、5% CO2培养, 
每天轻轻吹吸EBs数次以防止EBs贴壁, 每隔1 d半量

换液一次, 持续培养5 d。将悬浮培养5 d的EBs在体视

学显微镜下吸出并接种于96孔培养板(1-2个/孔)中, 分
别加入上述4种分化培养基, 比较各组(每组50个EBs)
之间心肌细胞的诱导效率, 每天更换一次培养基。

1.2.5   倒置显微镜下观察细胞跳动情况            每天

在倒置显微镜下观察EBs生长情况, 并观察记录细

胞搏动出现的时间, 搏动的EBs数量, 心肌细胞分化

率=搏动的EBs数/EBs总数×100%。

1.2.6   细胞免疫荧光检测        细胞收获时用PBS洗涤

3次, 然后用4%多聚甲醛在室温条件下固定30 min, 固
定后, PBS洗3次, 然后加入血清封闭液, 封闭30 min
后, 甩掉多于的封闭液(不要冲洗), 加入用PBS稀释

(1:100)的cTnT一抗, 37 °C孵育2 h后, PBS洗3次, 加入

用PBS稀释(1:100)的TRITC标记的荧光二抗, 37 °C孵
育1~2 h后, PBS洗3次, 最后抗淬灭剂封片以及用荧

光显微镜照相。

1.2.7   RT-PCR检测心肌特异性基因β-MHC mRNA
的表达      细胞的总RNA采用TRIzol提取, 提取的

RNA保存在–80 °C冰箱中。cDNA的合成采用RNAiso 
Plus逆转录试剂盒以及S1000TM Thermal cycler逆转录

系统。为了分析β-MHC基因的表达, PCR采用标准

的25 µL扩增体系, 扩增条件为: 94 °C变性30 s, 退火

30 s, 72 °C延伸30 s, 共循环30次。β-MHC以及内参

(β-actin)的引物序列及退火温度见表1。PCR产物用

2%琼脂糖做凝胶电泳分离条带并用Gold view显色, 
结果采用Quantity one凝胶电泳仪进行图像分析和

数据处理。 
1.2.8    统计学处理   使用SPSS17.0统计软件进行统

计学分析, 计量资料以均数±标准差(x
_
±s)表示。采用

单因素方差分析比较各组间心肌细胞分化率有否差

异, P<0.05表示差异有统计学意义。

2   结果
2.1   iPSCs形态观察及鉴定

小鼠iPSCs在饲养层细胞上成集落状、隆起的

圆形或者椭圆岛状生长, 细胞团内细胞排列紧密, 界
限和形态不易区分, 周围折光性强(图1A)。GFP转基

因(Oct-4)小鼠来源的iPSCs在荧光显微镜下观察, 呈
现出与光学显微镜对应的集落状绿色细胞团(图1B), 
表明Oct-4蛋白在iPSCs中成阳性表达。未分化的

iPSCs中AKP染色呈阳性, 显示为紫黑色, 而AKP染
色阴性的iPSCs和全部的成纤维细胞不着色(图1C)。
2.2   iPSCs分化过程中的形态学观察  

去除MEF饲养层和培养基中的LIF。经过5 d的悬

浮培养后, iPSCs聚集而形成大小不一的EBs, 肉眼可

见。在一个35 mm细菌培养皿中大约可形成100~200
个的EBs(图2A)。随着分化天数的增加, EBs体积逐渐

增大, 少量EBs出现融合。贴壁后, EBs铺开生长, 在
外围分化出上皮样形态细胞, 最早在第8天, 出现搏动

区域, 表现为个别EBs局部的搏动, 频率较快, 约40~80
次/min(图2B)。随着分化天数的增加, 各组出现搏动

的EBs逐渐增多, 搏动区域也逐渐增多, 在分化的第

14~20天, 各组出现搏动的EBs数达到高峰, 搏动区域

的搏动频率降低, 渐趋一致, 约20~30次/min(图2C)。
2.3   各组心肌细胞分化率的比较

未添加任何诱导剂的自然分化组, 其EBs直到

目的基因 基因序列(5′→3′) 退火温度(°C) 引物大小(bp)

Target gene Primer sequence(5′→3′) Tm(°C) Primer size(bp)

β-MHC F: act gtc aac act aag agg gtc atc 54 430

R: ctt cag agt cat caa tgg agg c

β-actin F: ata tcg ctg cgc tgg tcg tc 58 517

R: agg atg gcg tga ggg aga gc

表1  RT-PCR所用引物序列

Table 1  The sequences of RT-PCR primers
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贴壁的第10天才有部分EBs出现搏动, 而二甲亚砜

组、VEGF组和维生素C组分别在第6天、第6天和

第7天出现搏动的EBs。在贴壁的15~21天, 各组出

现的搏动的细胞团达到高峰, 以后搏动的细胞团数

未见增加。二甲亚砜组、VEGF组和维生素C组的

心肌细胞分化率均显著高于自然分化组(P<0.05), 而
VEGF组与维生素C组间的心肌细胞分化率无明显

差异(P>0.05)(见表2)。
2.4  iPSCs诱导分化的心肌细胞中cTnT蛋白的表达

自然分化组及各个诱导分化组在分化第21天
收集细胞行免疫荧光染色, 荧光显微镜下观察, 分化

A: iPSCs在MEF上呈克隆样生长; B: iPSCs在荧光显微镜下发绿色荧光; C: iPSCs的AKP染色。

A: iPSCs colonies on inactivated MEFs; B: iPSCs showed green fluorescence under fluorescence microscope; C: alkaline phosphatase staining of iPSCs.
图1  iPSCs形态观察及鉴定

Fig.1  Morphologic observation and identification of iPSCs

细胞中心肌特异性蛋白cTnT表达阳性, 呈红色荧光

(图3A和3C), 表现为较典型的多边形形态。细胞核

用DAPI染色, 可见分化细胞核以及其他细胞核均被

染成蓝色(图3B和3C)。
2.5  不同诱导组中心肌特异性基因β-MHC mRNA
的表达结果

分化培养第21天的各诱导组细胞中, 均可见

β-MHC mRNA的表达, 而加水对照组未见表达。

VEGF组、维生素C组、自然分化组和二甲亚砜诱

导组的β-MHC/β-actin灰度比值分别为0.98±0.05、
0.96±0.11、0.62±0.11、1.14±0.07。统计学分析可知, 

A: 悬浮培养的EBs; B: 分化第8天的贴壁EBs; C: 分化第14天的EBs。
A: embryoid bodies in suspension culture; B: adherent embryoid bodies on day 8 in differentiation culture; C: embryoid bodies on day 14 in differentiation culture.

图2  iPSCs分化过程中的形态观察 
Fig.2  Morphology changes during iPSCs differentiation

A: 分化心肌细胞cTnT免疫荧光染色; B: 细胞核被DAPI染成蓝色; C: 图A和图B的叠加。

A: iPSCs-dirived cardiomyocytes were stained with anti-cTnT; B: nuclei were stained with DAPI; C: merge of A and B.
图3 免疫荧光检测心肌特异性蛋白cTnT的表达情况

Fig.3  Specific protein cTnT expression of cardiomyocyte was detected by immunofluorescence

A B C

50 μm 50 μm 50 μm

A B C

50 μm 50 μm 50 μm

CA B

50 μm 50 μm 50 μm
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表2  各组分化率的比较(n=3, x
_
±s)

Table 2  Compare of differentiation rate of
 each group(n=3, x

_
±s)

分组 心肌细胞分化率(%)

Group Differentiation rate of cardiomyocytes(%)

Natural differentiation group 6.39±2.01
Methyl-sulfoxide group 57.07±3.22a 

VEGF group 46.26±1.18ab

Vitamin C group 44.00±3.20abc

aP<0.05, 与自然分化组相比; bP<0.05, 与二甲亚砜组相比; cP>0.05, 
与VEGF组相比。
aP<0.05 vs natural differentiation group; bP<0.05 vs methyl-sulfoxide 
group; cP>0.05 vs VEGF group.

1:VEGF组; 2: 维生素C组; 3: 自然分化组; 4: 空白对照组; 5: 二甲亚

砜组; M: marker。
1: VEGF group; 2: vitamin C group; 3: natural differentiation group; 4: 
blank control group; 5: methyl-sulfoxide group; M: marker.

图4  RT-PCR检测β-MHC mRNA的表达

Fig.4  RT-PCR analysis of β-MHC  mRNA expression

在早期胚胎的细胞中含量较高, 而在己分化的细胞

中活性明显降低[9]。去除LIF后, iPSCs即开始分化, 
EBs能基本模拟ESCs和iPSCs细胞体内的发育过程, 
对细胞发育的启动至关重要。

体外促进干细胞向心肌细胞分化的方法有很

多, 包括化学诱导剂、共培养等。由于化学诱导剂

价格低廉, 剂量浓度易于控制, 成为了最为常用的诱

导方法。但常用的包括二甲亚砜[10]、5-氮胞苷等本

身具有毒性作用, 限制其应用。维生素C是人体必需

的维生素, 和其他化学诱导剂相比, 更加安全可靠, 
因此, 采用这种方法诱导分化产生的心肌细胞能为

以后的干细胞临床应用打下良好的基础。Takahashi
等[4]的研究表明, 维生素C显著提高胚胎干细胞分化

为搏动心肌细胞的效率, 分化率随着维生素C浓度

的升高而逐渐升高, 但当浓度升至1×10-4 mol/L以上

时, 心肌细胞分化率未见明显升高。VEGF是以二硫

键相连的寡二聚体糖蛋白, 其生物活性主要为诱导

血管生成。研究表明, 在胚胎发育早期使VEGF失活

会导致心肌缺陷[11]。Chen等[5]用VEGF诱导胚胎干

细胞向心肌细胞的分化, 发现VEGF能提高心肌特异

因子如cTnT、Nkx2.5的蛋白表达, 当VEGF浓度为

20 μg/mL时, 促进作用最为明显。根据以上研究结论, 
本研究采用20 μg/mL的VEGF和1×10–4 mol/L的维生

素C作为诱导剂, 观察其对iPSCs分化为心肌细胞的

诱导作用。结果表明, 该浓度的维生素C和VEGF也
能提高iPSCs的心肌细胞分化率, 其诱导效率相当。

在iPSCs向心肌细胞的分化过程中, 同时伴随着心肌

细胞特异性蛋白cTnT以及特异性基因β-MHC的表

达, 从而在蛋白及基因水平鉴定了iPSCs细胞分化而

来的心肌细胞。本研究结果表明, 各诱导组的心肌

细胞特异性基因β-MHC的表达量与各组心肌细胞分

化率高低保持一致。

VEGF的受体包括Flt-1、Flk-1和Flt-4。VEGF通
过与这三类酪氨酸受体结合而发挥作用。Flk-1是最

早形成内皮细胞和血细胞的表面标志物, 也是中胚

层干细胞的表面标志物[12-13]。研究表明, Flk-1在心

脏分化和形成具有收缩功能的心肌中发挥作用[14]。

Yamashita等[15]采用一个二维培养系统诱导并提纯

ESCs细胞分化的Flk-1+细胞, 再培养, 诱导出可自主

搏动的心肌细胞, 并确立Flk-1+细胞是ESCs细胞分

化过程中的心肌祖细胞。采用同样的方法, 可以成

功从iPSCs中诱导出与ESCs源心肌细胞类似的心肌

3  讨论
 心肌细胞是一种终末分化细胞, 心肌梗死或其

他因素导致心肌细胞死亡后, 心脏以纤维组织增生

为主要修复形式。心肌梗死后的干细胞移植治疗存

在分化效率低、分化细胞不单一、移植细胞不能和

周围心肌组织很好融合、形成畸胎瘤以及伦理学争

论等诸多缺点[2,7]。而成体细胞逆分化而来的iPSCs
成功解决了胚胎干细胞用于移植治疗时存在的免疫

排斥及伦理道德难题。

在本研究中, iPSCs在MEF饲养层细胞和LIF存
在的条件下, 保持未分化状态, 不断增殖, 呈克隆样

生长, 克隆团在荧光纤维镜呈绿色荧光, AKP染色呈

紫黑色。本研究采用的iPSCs为Oct-4启动子下转入

绿色荧光蛋白的细胞系, 发绿色荧光表明Oct-4的表

达。Oct-4主要在全能干细胞中表达, 对于维持其自

我更新是必要的, 与细胞的多能性有关[8]。而AKP

二甲亚砜组明显高于VEGF组、维生素C组以及自

然分化组, 差异有统计学意义(P<0.05), 而VEGF组
与维生素C组之间没有显著差异(P>0.05)(图4)。
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细胞[16]。我们推测在本实验中, VEGF可能通过分

化早期与其受体Flk-1结合, 激活下游信号传导通路, 
进而激活心肌特异性转录因子, 从而促进iPSCs向心

肌细胞的分化, 但有待进一步的实验研究。

维生素C提高全能干细胞的心肌细胞分化率的

具体机制目前还不清楚, 但最近Esteban等[17]的研究

发现, 维生素C可以极大促进鼠或人的成体细胞重编

程为iPSCs的效率, 他们发现维生素C在重编程过程

中可以下调p53基因水平的表达, 并且减缓了细胞的

衰老进程, 虽然此作用与维生素C的抗氧化作用并无

太大关系。组蛋白脱甲基酶对胚胎干细胞核心转录

因子Nanog的表达有重要作用, 而维生素C可能促进

组蛋白脱甲基酶的生物活性, 从而在重编程过程中

促进了这种代表干细胞全能性的基因的表达。因此, 
我们猜测在iPSCs向心肌细胞分化的进程中, 细胞也

经历着一个从年轻到衰老的过程, 维生素C能减缓这

种过程, 使得iPSCs活性提高, 上调某种干细胞全能

性基因的表达, 使得在诱导分化的过程中有更多的

全能干细胞参与进来, 从而提高能向心肌细胞分化

的细胞数量, 提高分化的效率。但由于条件的限制, 
本研究并未能对此猜测进行更加深入的研究。

本文并未探讨不同浓度的维生素C和VEGF、以

及在EBs培养的不同时间点加入诱导剂, 对iPSCs向心

肌细胞分化影响的研究。除此之外, 尚有以下不足及

需要解决的问题: 本研究只从分化细胞的搏动性、表

达特异性基因及蛋白层面鉴别了心肌细胞, 未能检测

更多的心肌细胞特异性基因、蛋白、信号通路等, 也
未检测分化心肌细胞与原代心肌细胞的差异性。以

上不足以及当分化心肌细胞用于移植治疗是否安全

等方面是我们今后需要继续研究的内容。
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