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骨髓间充质干细胞体内诱导分化为心肌细胞
吕铁伟 l* ，田杰 l，朱静 2 ， 邓兵 2，江德勤 l，陈玩 l ，钱永如 l

( J 重庆医科大学儿童医院心血管内科; 2 重庆医科大学儿科研究所，重庆 400014 )

摘 要: 观察骨髓问元质千细胞(mesenchymal stem cells, MSCs )植入体内后，在心肌微环

境诱导下分化为心肌细胞的能力 。 无茵条件下取出大鼠双侧股骨及脏骨，冲洗骨髓腔获得细胞，贴

壁筛选法纯化MSCs，体外培养、 扩增 ， 4 ， 6- 二咪基 - 4-联苯基ç51味(4 ， 6-diamidino-2-phenylindole, 

DAPI)标记细胞，注入结扎冠脉左前降支所致心肌梗塞模型鼠的心肌组织。在不同时间点处死大

鼠，获取心肌组织，采用 HE染色和电镜技术对植入MSCs 进行形态学观察和超微结构检测，荧光

免疫组化检测植入MSCs 肌球蛋白重链(MHC)和心肌特异性抗原 Cx43 的表达，同时应用 RT-PCR

技术检测心脏早期发育基因 NKx2.5 、 GATA-4的表达。 结果发现细胞标记效率为 100%，通过连续

检测 MSCs 植入后细胞形态从无规则状态 、 幼稚细胞表型逐渐向成熟心肌细胞方向转化，植入细

胞排列同正常肌纤维方向平行， 且植入四周后电镜检测到闰盘的存在;两周 出现MHC的表达，后

随时间延长表达逐渐增强。 四周出现 Cx43 的表达， 以后表达稳定 ， RT-PCR检测 NKx2.5 、 GATA-

4在一天即出现弱表达， 两周 ~三周时表达最强，以后强度逐渐减弱。结果表明 MSCs在体内微环

境条件下能够转化为心肌细胞。
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心肌梗塞、心肌病等心血管疾病严重威胁人类

健康，发病率和死亡率居各类疾病之首 ， 其主要病

因为功能性心肌细胞的减少或丧失，临床上内科保

守治疗和心脏移植因各具有一定的局限性而难以推

广:成熟心肌细胞再生能力有限， 心肌细胞对缺血

缺氧性损伤的反应是肥大，坏死而不是增生， 由周

围纤维结缔组织修复损伤，形成心脏疤痕， 导致心

肌重构，心输出量下降，最后心功能衰竭 ， 导致

死亡 。

细胞替代疗法[1 ，2 ]是心脏病有效的治疗途径， 将

其他来源的细胞植入受损的心肌组织内，转化为心

肌细胞或有心肌细胞功能的细胞， 替代衰竭或死亡

的心肌细胞，重建心肌，恢复或改善心功能 ， 最

后达到治疗心脏病的目的，动物实验表明许多类型

的细胞都可用于细胞替代疗法，包括胚胎和新生心

肌细胞、骨髓肌细胞、平滑肌细胞和成纤维细胞，

但远期效应、 心脏并发症和对自身的损伤等方面的

影响都制约进一步的研究。故寻找一安全有效理想

的种子细胞显得尤为重要 。

研究发现[3]人类、鸟类、晴齿类等动物的骨髓

存在另一类干细胞间一充质干细胞(Mesenc hyma l

stem cells, MSCs) ， 具有干细胞自我更新、多向分

化的特点。在特定条件下具有向骨、软骨、脂肪、

神经元和心肌细胞分化的潜能 。 Makin o 等[4]报道

MSCs 在体外培养的过程中，加入诱导剂 5- 氨胞昔

(5-aza)后 ， 可使之转化为心肌细胞，并从形态学、

电生理特性上得以肯定。而本实验中，我们不经过

任何诱导 ， 将纯化、扩增的 MSCs 直接植入到心肌

组织内 ， 观察 MSCs 在体内微环境条件下分化为心

肌细胞的能力 ， 并给予进一步的鉴定。

1 材料与方法

1. 1 材料

1.1.1 实验动物 Wistar 大鼠 ， 清洁级动物， 雌

雄不限 ， 体重 1 80-220g，购于重庆医科大学实验

动物中心 。

1.1.2 主要实验试剂 胎牛血清(美国 Hyclon 公
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司); DMEMIF'2培养基主要组分包括 13 种氨基酸、
8 种维生素、微量元素、无机离子和谷氨酷肢(美国

Hyclon 公司) ;膜蛋白酶(上海博亚公司) ; DAPI 

(生物晶美公司) ;免疫组化试剂(美国 Santancruz 公

司): RT-PCR 试剂盒(北方同正公司)。

1.2 方法

1.2.1 MSCs 的分离、纯化与扩增 异戊巳比妥

铀(用量 10mg/kg)腹腔内注射麻醉 Wistar 大鼠，严

格无菌条件下取出其双侧股骨及腔骨，用 DMEMI

F'2 培养基对骨髓腔进行反复冲洗，将冲洗液进行离
心(1 500 转/分)5 分钟，弃去上清液，加入培养基

混悬细胞，移入培养瓶，放入 37.C 、 5%C02 细胞

培养箱进行培养:根据 MSCs 贴壁生长而其他细胞

不贴壁的特点，用贴壁筛选法对 MSCs 进行纯化，

每三天换一次液，经数次换液后，非贴壁细胞和贴

壁细胞中不具有自我更新能力的细胞基本上可以除

去，从而得到较纯化的 MSCs。待 MSCs80% 贴满

培养瓶底时，用 0.02%EDTA 和 0.25% 膜蛋白酶以

1:1 比例混合进行消化传代，传代后继续培养。

1.2.2 MSCs 细胞标记 将 DAPI 以 50μg1ml 浓度

加入培养基中，与细胞共同孵育过夜，然后倒掉培

养基，用 O.Olmol/L PBS 缓冲液漂洗细胞 6 次以洗

掉未结合的 DAPI，再用膜蛋白酶消化后离心收集

细胞，计数，加入 DMEM/F'2 培养基制成细胞悬液

以备用。

1.2.3 大鼠急性心肌梗塞动物模型的建立和 MSCs

移植 3.5% 水合氯醒(lmlllOOg)腹腔麻醉大鼠，

行胸骨旁切口，在动物呼吸机的支持下，于 3 、 4

肋间打开胸腔，暴露心脏，左冠脉的起始处位于左

心耳后下缘，在起始点下方 2-3mm 处结扎左冠脉

前降支建立急性心梗模型，以远端供血区心肌组织

颜色苍白、心电图检测 S-T 段持续抬高及病理组织

切片作为模型制作成功的标志。结扎冠脉至少 40分

钟后，用微量注射器吸取标记好的传三代细胞悬液

1∞μ1(含细胞数为 1 X 106)，直接注入梗死区边缘的

心肌组织，常规关闭胸腔。术后单笼饲养，抗感

染治疗。

1.2.4 培养细胞形态及标记的观察 倒置显微镜

动态观察 MSCs 在不同代数和不同时期的形态变化，

同时荧光显微镜下观察 MSCs 标记情况及标记效率。

1.2.5 植入后 MSCs 形态变化及超微结构的观察

细胞移植后大鼠，在不同的时间点处死，无菌

条件下获取心脏标本，于细胞注射点取心肌组织，

做连续冰冻切片，按常规步骤做切片的 HE 染色，

光镜下观察 MSCs 在植入不同时间点的形态变化:

取出移植四周的心脏标本，用戊二醒进行常规固

定，在注射点取心肌组织，经过脱水、漂洗、染

色等步骤制成超薄切片，进行电镜观察。

l.2.6 免疫纽化检测 MHC 、 Cx43 的表达 取不

同时间点的心肌组织连续冰冻切片，按照免疫组化

的常规操作步骤，对肌球蛋白重链(MHC)、心肌细

胞缝隙连接蛋白 Cx43 进行检测。本实验采用两种荧

光标记，细胞采用 DAPI 标记，免疫组化采用 FITC

标记二抗， DAPI在 345nm 紫外光的激发下呈现蓝色

荧光，而 FITC 在 488nm 蓝光的激发下则呈现黄绿

色，将同一视野的两张图片结合观察，鉴定 MSCs

植入宿主心肌组织后 MHC 及 Cx43 的表达情况。

1.2.7 RT-PCR检测心脏早期发育基因 NKx2.5 、

GATA-4的表达 无菌条件下取植入MSCs后不同

时间点的心肌组织，以正常新生鼠和正常成年鼠心

肌组织作为对照， Trizol 一步法提取总 RNA，逆转

录合成 cDNA，加入 NKx2.5 、 GATA-4特异性引物

及内参照 ß-actin 引物，标本入 PTC-2000 基因扩增

仪，设定循环参数(变性 94.C 40s , 58.C 40s 72.C 

60s ，最后延伸 7min，总循环数为 36 个循环)，扩

增目的基因，琼脂糖凝胶电泳，凝胶图象分析系统

对结果进行分析。

基因 引物序列 基因长度

GATA-4 上游: 5'-ctgtcatctcactatgggca-3' 275bp 
下游: 5'-accaaggtcttggcagcgat -3' 

NKx2.5 上游: 5'-tttaaggacgagcctgaacc -3' 216bp 
下游: 5'-cag atgccggttcaggtactcagtc-3' 

ß-actin 上游: 5'-acactgtgcccatctacgagg-3' 624bp 
下游: 5'-tcatactgctcaggccgggga-3' 

2 结果

2.1 MSCs 的形态观察及细胞标记

对通过骨髓腔冲洗获得的细胞进行培养， 4h后

可见 MSCs 贴壁，其中悬浮的圆形细胞为幼稚的红

细胞。 24h 后大部分 MSCs 均已贴壁，其形态为梭

形或短棒状，经过几次换液后，大部分红细胞被倒

掉，而 MSCs 形态则变为典型的梭形或纤维状，立

体感强、折光性好、数量可(图 1)0 MSCs 体外扩

增迅速，原代培养细胞 5-7 天长满瓶底，传代后细

胞生长力日快， 3-5 天就可传代。本实验中我们将

MSCs 传至 12 代，细胞数目从原代的 5 X 105 扩增

到 7.5 X 10 12。用 DAPI 进行细胞标记后，移至荧
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图 l 原代培养十天传代前的 MSCs(倒置相差显微镜 xlOO )

图 2 DAPI 的细胞标记(倒置相差显微镜 xl OO)

光显微镜下观察可见所有 MSC 均己标上蓝色荧光 。

该方法标记敏感性好 ， 标记效率高 (图 2) 。

2. 2 急性心肌梗塞动物模型构建的鉴定

心电图检测发现在冠脉结扎后 I 、 II 、 III 导

连 ST 段呈持续性抬高 ， 病理组织切片常规 HE 染色

后 ， 显微镜下观察可见心肌组织呈区域性变形坏

死，病变区肌纤维排列紊乱 ， 肌丝断裂溶解，细

胞核固缩甚至碎裂，间质充血水肿， 有炎性细胞浸

润(图 3 、 4) 。

2. 3 植入后 MSCs 形态变化及超微结构观察

MSCs 植入急性心肌梗塞模型心肌组织后能够

存活和增殖，形态发生了明显的变化，植入早期呈

幼稚细胞表型 ， 细胞体积小 ， 但胞核大 ， 胞浆 内

容少，核浆比大。细胞核染色较浓，而胞浆淡染 ，

同周围正常细胞有明显的区别，细胞在注射点附近

无规则地堆积 ， 与周围肌纤维排列无任何组织解剖

关系;至第四周，可见细胞体积增大，细胞远离

注射点，分布范围变广，呈条索状，以树枝样方

式向宿主正常和梗塞区域的心肌组织中延伸 ， 其延

伸万向与正常肌纤维相一致，到六周时，细胞同正

常组织形成了完好的整合，细胞形态与宿主心肌细

胞相似，肌纤维排列平行， 胞核位于细胞的中央 ，

图 3 正常心肌组织切片 (HEx l OO)

图 4 动物模型病理组织切片

右上图为箭头所示区域的放大，可见肌纤维排列紊乱，肌丝断

裂溶解，细胞核固缩甚至碎裂 。

图 5 MSCs 植入四周的组织切片 (HEx lOO)

右上阁为箭头所示区域的放大，可见植入细胞为幼稚细胞表型，

核浆比大 ， 淡染，呈条索状向正常心肌组织中延伸 。

大多为单核 ， 呈圆形或椭圆形，但染色仍较宿主细

胞为淡染(图 5 、 6) 0 MSCs 注入宿主心肌组织四周

后 ， 处死动物， 移植点取心肌组织标本行超薄切

片 ， 电镜观察结果显示在移植处出现明显的闰盘结

构，细胞内含有丰富的线粒体。 闰盘一侧肌丝排列

规则，而另一侧则相对稀疏(图7)，初步提示闰盘

结构在幼稚细胞和成熟细胞间形成 。

2. 4 免疫组化对 MHC 、 Cx43 的检测
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图 6 MSCs 植入六周的组织切片 (HEx 1 00 )

右上图为箭头所示区域的放大，可见植入六周后细胞体积 |叫宿主

细胞相似， }血核缩小，细胞排列 }j 向 与正常心肌主UI 胞相一致 。

图 7 MSCs 植入四周时的闰盘观察队 1 50 000) 
箭头所示自11 为闰盘结构，细胞内有线粒体仔在 。 右侧肌丝排

列规则，而左1l!11 肌丝分布疏松，初步提示该结构在幼稚细胞

与成熟细胞之间形成 。

图 8 MSCs 植入后对 MHC 的检测 (x 1 00 )

左图 J~ D API 标记的细胞，右阁为 M II C 的表达 ， 两国为|司一视野 。

图 9 MSC s 植入后对 Cx43 的检测 (x l 00 )

左因为 DA PI 标记的细胞，右因为 Cx43 的表达，两因为 |叫一视野 。

免疫组化结果显示细胞移植两周后 ， 出现

MHC 的弱表达 ， 随着移植时间的延长， MHC 的表

达强度逐渐增加 ， 证明 MSC 己向成肌细胞方向分

化，但尚未有分化为心肌细胞 ; 四周后检测发现出

现 Cx43 的表达，以后 Cx43 的表达增强，说明 MSC

己向心肌细胞方向分化(图 8 、 9) 。

2. 5 RT-PCR 对早期发育基因 NKx2 . 5 、 GATA-4

的检测
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NKx2.5 、 GATA-4 即有低强度的表达， 随后表达强

度显著提升 ， 一周时表达强度较一天有明显升高，

两周时达到高峰，而后随时间的延长，其表达强度

则缓慢减弱( 图 10 、 1 1 )。

同样 ， 在 MSCs 移植后一天 ~一周 GATA-4 即

有低强度的表达， 一周后表达强度显著提升 ， 两周

~ 三周时达到高峰，而后随时间的延长 ， 其表达强

度则迅速减弱( 图 1 2 、 13 ) 。

吕铁伟等 : 骨髓间充质干细胞体内诱导分化为心肌细胞

←_ ß-actin对
照624bp

第 2 期

目的基因 ‘
216bp ------,. 

MSCs 作为成体干细胞， 主要存在于骨髓组织

中，通过简单骨髓穿刺或骨髓抽吸即可得到 ， 体外

扩增容易 : 由于 MSCs 免疫原性低，其诱导分化的

组织免疫排斥反应弱， 且可来源于自体， 避免了组

织配型和免疫排斥反应的问题 ; MSCs 可诱导分化

的组织广泛 ， 能分化为所有的间充质组织类型 ， 以

上优点使 MSC s 成为组织工程学较理想的种子细
胞。 有些学者[4，5]通过动物试验证明 MSCs 在体外培

养的条件下 ， 加入一定的诱导剂可以转变为心肌细

胞 。 本实验将分离获得的 MSCs 不经过体外诱导 ，

而是直接移植到急性梗死心肌模型鼠受损心肌组织

边缘， 观察 MSCs 在心肌组织内存活情况 ， 并通过

形态学、 组织学和分子生物学等方面观察其在宿主

心肌组织内转化为心肌细胞的能力。

实验结果显示 MSCs 在体内心肌组织微环境诱

导下向心肌细胞的转化是一个连续的过程 ， 在此过

程中，其基因和表型均发生了很大的变化，在形态

学、组织学和基因水平各方面均向心肌细胞方向靠

拢 。 移植前 MSCs 为幼稚细胞表型 ， 细胞核大，形

状不规则呈多型性 ， 染色质分布稀疏，电子密度

低， 胞浆细胞器少。植入宿主心肌组织后形态发生

改变，细胞体积逐渐增大，胞浆 内容物增多 ， 分

布范围扩大 ， 其逐渐向梗塞区和周边心肌组织伸

展， 并同周边心肌纤维平行排列 ， 形成类似心肌组

织的结构: 同时选用 MHC 、 Cx43 以及细胞间闰盘

三个指标进行检测 ， 鉴定 MSCs 是否向心肌细胞方

向转化 。 肌球蛋白是肌原纤维基本收缩功能单位 ­

肌小节中粗肌丝的重要组成部分，是心肌、骨髓肌

和平滑肌细胞所特有的蛋白。闰盘是心肌细胞间一

种特化的结构单位， 是心肌同步性收缩和电生理一

致性的物质结构基础， 缝隙连接是闰盘的主要组分

之一 ， Cx43 是心肌缝隙连接的主要功能蛋白 ， 且

在心肌中特异表达。本实验结果有闰盘结构的出

讨论3 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

图 10 MSCs 植入后 NKx2 ，5 mRNA 的表达

条带 1 : Marker ; 条带 2: 正常新生鼠对照，条带 3 : MSCs 植入后一

天;条带 4: MSCs 植入后一周;条带 5 : MSCs 植入后两周;条带 6:

MSCs 植入后三周，条带 7: MSCs 植入后四周;条带 8: MSCs 植入

后五周;条带 9 : MSCs 植入后六周，条带 1 0 : 正常成年鼠对照。
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MSCs 植入后 NKx2，5 mRNA 表达的动态变化
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图 12 MSCs 植入后 GATA-4 mRNA 的表达

条带 1 : Marker ; 条带 2 : 正常新生鼠对照;条带 3 : MSCs 植入后一

天;条带 4: MSCs 植入后一周，条带 5 : MSCs 植入后两周 ; 条带 6 :

MSCs 植入后三周;条带 7 : MSCs 植入后四周;条带 8 : MSCs 植入后

五周;条带 9 : MSCs 植入后六周;条带 10 正常成年鼠对照 。
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MSCs 植入后 GATA-4 mRNA 表达的动态变化

MSCs 移植后一天

图 1 3

RT-PCR 检测结果显示 ，
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现，且显示出其一侧细胞浆中肌丝排列疏松，而另

一侧排列则致密规则，初步提示在植入的幼稚

MSCs 与成熟心肌细胞间形成了闰盘结构，在实验

中，我们用荧光免疫组化技术对 MHC 、 Cx43 进行

检测，植入的 MSCs 用显蓝色荧光的 DAPI 进行标

记，而二抗用显绿色荧光的 FITC 标记， DAPI 为

特异性标记，宿主心肌细胞在荧光显微镜下显色，

宿主心肌组织本身含有 MHC 、 Cx43 而同样可显现

出 FITC 的颜色，因此将同一视野两种荧光结合观

察，即可观测到 MSCs 植入宿主心肌组织后其

MHC 、 Cx43 的表达情况，结果表明第二周即出现

MHC 弱表达，以后表达强度逐渐增高， MHC 的表

达说明其己向肌细胞方向分化。细胞移植四周后

Cx43 表达阳性，随时间的延长稳定表达，在同一

时段细胞间出现闰盘结构，这两者作为心肌组织的

特异性标志，显示 MSCs 已向心肌细胞方向转化。

在 MSCs 体内诱导分化的过程中，受到各种细

胞因子及基因的调控。目前研究发现转录因子

NKx2.5 、 GATA-4对心脏的早期发育具有至关重要

的作用[呐。 NKx2.5 在心肌细胞的分化、整个原始

心管的形成与环化中起到重要的调控作用，且有显

著的心脏特异性表达的特点，在胚胎、胎儿心肌细

胞中保持一定的表达水平，是心脏前体细胞分化的

最早期标志之一。 GATA-4 是 GATA转录因子家族

的成员，在心脏中特异性表达，它除了直接参与调

节心肌细胞结构基因和相关调控基因的表达外，还

可与几种心肌基因调控区的 DNA结合，参与心肌细

胞的分化过程。 NKx2.5 、 GATA-4 在心肌细胞发育

的早期即出现表达，两者单独或协同作用可促进正

常心肌细胞的特化、分化和成熟。在 MSCs 诱导分

化为心肌细胞的过程中，我们亦检测到两个基因的

表达，且表达强度-时间曲线相似，显示 NKx2.5 、

GATA-4在MSCs诱导分化调控过程中的重要性，亦

进一步证实 MSCs 向心肌细胞方向转化。

在实验中， MSCs 植入心肌组织后，在宿主心

肌微环境的诱导下，显示出向心肌细胞逐渐分化的

特性，在此过程中， MSCs 形态逐渐类似于宿主心

肌细胞，并且有收缩蛋白 MHC、连接蛋白 Cx43 的

出现及早期发育基因的表达，说明 MSCs 经体内诱

导已成功分化为心肌细胞，但其分化机制尚不清

楚，可能与心肌组织微环境中心肌特异性生长因

子、细胞因子、细胞间质及 MSCs 和宿主心肌细胞

间接触的信号传导有关，它们以暂时和连贯的方式

诱导 MSCs 表达相关发育基因，使 MSCs 先分化为

原始的心肌细胞，最后在各种复合因素的作用下逐

渐发育成熟[8-13] 。

MSCs 植入受体心肌组织后，在体内微环境的

诱导下，从形态学和组织学上证实其已初步分化为

心肌细胞，但其是否具备心肌细胞的电机械联系及

舒缩等功能，能否对衰竭的心肌进行修复并改善衰

竭的心功能等问题，需进一步进行实验研究。同

时，可对心肌组织内微环境诱导的调控机制、基因

水平的整合、有否差异表达基因的表达做更深入的

研究，给课题开拓了更大的外延空间。
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