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经5-氮胞苷诱导骨髓间充质干细胞心肌移植对心功能的影响*☆ 

陈丽星1，聂  俊1，孙金华2，蔡红雁1，赵  玲1，郭  涛1，肖践明1 

Effects of 5-azacytidine-induced bone marrow mesenchymal stem cells transplantation on 
cardiac function    

Chen Li-xing1, Nie Jun1, Sun Jin-hua2, Cai Hong-yan1, Zhao Ling1, Guo Tao1, Xiao Jian-ming1 

Abstract 
 
BACKGROUND: Bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) have the potential to differentiate into various cells. BMSCs 
induced by 5-azacytidine were transplanted into myocardium of rabbits after myocardial infarction. Whether transplanted stem 
cells could improve cardiac function in short or long time was unclear. 
OBJECTIVE: To investigate the effects of BMSCs transplantation on cardiac function in rabbits after acute myocardial infarction 
(AMI).  
METHODS: Rabbit BMSCs were purified and cultured in vitro. BMSCs were induced by 5-azacytidine, and labeled with DAPI at 4 
weeks following induction. New Zealand rabbits were randomly divided into three groups. In sham operation group, the chest was 
opened for 1 hour and then closed. In BMSCs group, autologous BMSCs were infused into the surrounding infarct area at 4 
points using a microsyringe at 1 hour following model induction by coronary artery ligation. In AMI group, an equal volume of 
saline was injected at the same region following model establishment. At 3 days and 4 weeks following transplantation, ultrasonic 
cardiography was used to determine changes in left ventricular end diastolic volume (LVEDV), left ventricular end-systolic volume 
(LVESV) and left ventricular ejection fraction (LVEF) in rats from each group.  
RESULTS AND CONCLUSION: Fluorescence microscopy results demonstrated that DAPI-labeled BMSCs were distributed 
extensively in the myocardium of BMSCs group at 3 days and 4 weeks, arranged in parallel with the cardiac muscle fibers. At 3 
days after transplantation, there were no significant differences in LVEDV, LVESV and LVEF between AMI and BMSCs groups. 
No significant improvement was found in cardiac function. At 4 weeks after transplantation, LVEDV and LVESV were significantly 
decreased, and LVEF was significantly increased in BMSCs group compared with AMI group. 
 
Chen LX, Nie J, Sun JH, Cai HY, Zhao L, Guo T, Xiao JM.Effects of 5-azacytidine-induced bone marrow mesenchymal stem cells 
transplantation on cardiac function.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(23): 4247-4251.      
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 
 
摘要 
 
背景：骨髓间充质干细胞具有多分化潜能，但其在体外经 5-氮胞苷诱导后移植于急性心肌梗死大鼠中，能否改善近期及远

期的心功能，目前尚不明确。 
目的：观察兔骨髓间充质干细胞移植入急性心肌梗死组织后对心功能的影响。 
方法：分离培养兔骨髓间充质干细胞，5-氮胞苷诱导 4 周后，体外 DAPI 标记。新西兰兔随机均分 3 组，假手术组：打开

胸腔 1 h 后缝合胸腔；骨髓间充质干细胞组：于冠状动脉结扎建立急性心肌梗死模型后 1 h 在梗死周边区用微量注射器分 4
点注射诱导后的自体骨髓间充质干细胞；急性心肌梗死组：造模后于相同部位注射等量生理盐水。移植后 3 d，4 周超声心

动图检测各组大鼠左室舒张末期容积，左室收缩末期容积及射血分数变化。 
结果与结论：荧光显微镜观察发现，骨髓间充质干细胞组移植后 3 d，4 周心脏标本中均发现有 DAPI 标记的阳性细胞，呈

散在分布于瘢痕周边区并沿心肌纤维排列方向走行。移植后 3 d，骨髓间充质干细胞组与急性心肌梗死组相比，左室舒张末

期容积、左室收缩末期容积及射血分数无明显差异，心功能没有明显的改善；移植 4 周后，骨髓间充质干细胞组与急性心

肌梗死组相比，射血分数明显提高，左室舒张末期容积、左室收缩末期容积明显降低。 
关键词：骨髓间充质干细胞；5-氮胞苷；移植；心肌梗死；心功能 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.23.016 
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0  引言 

 

干细胞是一类具有自我更新和自我分化

潜能的细胞，其分化方向和分化能力是全能

的，可形成包含多种组织的有机体[1-3]。心肌内

虽存在多潜能的干细胞，但数量极少，心肌梗

死时不能修复受损的心肌[4-6]。因此干细胞心肌

移植日益受到人们的重视。课题组前期的实验

已 经 证 明 了 骨 髓 间 充 质 干 细 胞 (bone 

mesenchymal stem cells，BMSCs)能够在适当

的微环境中转化成为心肌样细胞[7]，一些研究

也发现这些心肌样细胞拥有正常心肌细胞的形

态，结构特征，并能够表达心脏特有蛋白和转

录因子[8-10]。本实验将BMSCs经5-氮胞苷诱导4

周后，移植于心肌梗死模型中，观察不同时间点，

移植的干细胞对心功能的影响，为BMSCs在临

床上的应用提供理论和实验基础。
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1  材料和方法 

 

设计：随机对照动物实验。 

时间及地点：实验于2008-03/2009-08在昆

明医学院动物实验中心完成。 

材料：新西兰兔42只，体质量2.3~2.7 kg，

平均2.5 kg，雌雄不拘，由昆明医学院实验动物

中心提供(动物合格证号：200800109)，实验过

程中对动物的处置符合中华人民共和国科学技

术部2006年颁布的《关于善待实验动物的指导

性意见》标准[11]。 

主要试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

BMSCs的分离培养：沿胫骨抽取骨髓液，采

用密度梯度离心法体外分离BMSCs，将细胞以

1×109 L-1的浓度接种于培养瓶中。加入DMEM

培养基，内含体积分数为15%新生牛血清。培养

瓶置于37 ℃培养箱中培养。通过贴壁筛选法，

去除包括血细胞在内的不贴壁细胞，从而得到

BMSCs。当细胞长到90%融合时用0.25%的胰

酶消化，按1 3∶ 传代培养[7]。倒置相差显微镜逐

日观察细胞的生长情况和形态特征，并拍照。 

BMSCs体外定向诱导分化及诱导后的检测：细

胞传代后加入浓度为10 μmol/L的5-氮胞苷进行

诱导，倒置相差显微镜观察细胞形态和生长状况

并拍照。诱导4周后，免疫组织化学法检测干细

胞是否表达troponin T，按试剂盒上说明书进行

操作。 

诱导后BMSCs的标记：当诱导的BMSCs数量

达1×107时准备移植。移植前1 d在培养液中加入

终浓度为50 mg/L的4’，6-二脒基-2-苯基吲哚

(DAPI)，孵化过夜。用荧光显微镜观察并拍照。 

心肌梗死模型的建立：用3%戊巴比妥钠按     

1 mL/kg将动物麻醉后，沿正中切开开胸，注意

保持两侧胸膜的完好，动物行自主呼吸。沿前室

间沟分辨出左冠状动脉前降支的走行，在左冠

状动脉前降支的上、中1/3处穿线高位结扎前降

支，观察前降支供血心肌的颜色，若心肌明显

发绀，心肌收缩力减弱，说明结扎成功。否则

需进行二次结扎。 

干预分组与细胞移植：新西兰兔42只通过抽

签法随机均分为假手术组，急性心肌梗死组和

BMSCs组。假手术组：打开胸腔1 h后缝合胸

腔，未进行药物干预；BMSCs组：于冠状动脉

结扎后1 h在梗死周边区用微量注射器分4点注

射自体BMSCs；急性心肌梗死组：于相同部位

注射等量生理盐水，每点注射体积30 μL。 

移植后的检测：各组分别于移植后3 d、4周

时静脉注射10%氯化钾处死。取出心脏，PBS

冲洗后立即行冰冻切片，连续切片4张，行荧

光显微镜观察DAPI标记的BMSCs在心肌中的

分布情况。 

心功能的检测：各组分别于移植后3 d，4周

时，用GE Vivid 7多普勒超声仪，10 s探头，

频率11.5 MHz，深度4 cm，经胸前壁于胸骨左

缘用二维切面超声进行检查。左心室舒张末期

容积(left ventricular end-diastolic volume，

LVEDV)、左心室收缩末期容积(left ventricular 

end-systolic volume，LVESV)、心室射血分数

(ejection fraction，EF)，所有超声测值均取3

个心动周期的平均值。 

主要观察指标：BMSCs体外诱导分化结

果，BMSCs移植后在体内的存活情况；超声测

定移植后3 d、4周各组动物LVEDV，LVESV

及EF变化。 

设计、实施、评估者：实验设计为第一、

二、三、七作者，干预实施为一、二、三作者，

评估为第四、五、六、七作者，经过正规培训，

采用盲法评估。 

统计学分析：由第一、二作者采用SPSS 

11.0软件完成统计处理，计量资料以x
_

±s表示，

多组间比较采用单因素方差分析及q检验，两

组比较采用两样本t 检验，P < 0.05为差异有

显著性意义。 

 

2  结果 

 

2.1  实验动物数量分析  纳入新西兰兔42

只，干预4周后，假手术组14只动物进入结果

分析。BMSCs组和急性心肌梗死组，各死亡1

只，各有13只动物进入结果分析。 

2.2  BMSCs分离培养  部分BMSCs于接种

试剂及仪器 

 

来源 

PBS、DMEM培养基 Gibico公司 

新生牛血清 杭州四季青生物材料研究所 

Percoll分离液 上海维编科贸有限公司 

胰蛋白酶 Solarbio公司 

DAPI、5-氮胞苷 Sigma公司 

肌钙蛋白Ⅰ单克隆抗体 Neo Markers公司 

Vivid 7型超声心动仪 GE公司 

倒置显微镜 Sony 

荧光显微镜 Olympus 
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后12~24 h内贴壁，贴壁细胞形态不规则，呈梭形。大

部分造血干细胞及红细胞呈悬浮状态，经数次换液后可

将悬浮细胞去除。贴壁细胞体积逐渐增大，有粗大突起

伸出。7~12 d细胞迅速分裂增殖，铺成单层，紧密排列

成螺旋梳状。 

2.3  BMSCs体外定向诱导分化为心肌细胞  10 μmol/L 

5-氮胞苷处理BMSCs后，第3天发现细胞形态较未诱导

前更细长，呈梭形，见图1。 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

诱导后细胞生长速度较前减慢，培养4~7 d传代，

10 μmol/L 5-氮胞苷诱导BMSCs 4周后，免疫组织化学

检测troponin T为阳性，即胞质呈棕黄色，细胞体积较

大，形态不规则，细胞周围有较长的突起，见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

未诱导的BMSCs免疫组织化学检测troponin T为阴

性，阴性对照不显色。说明10 μmol/L 5-氮胞苷诱导

BMSCs 4周后，BMSCs定向诱导分化为心肌细胞。 

2.4  细胞标记  BMSCs在体外用DAPI标记，用荧光显

微镜观察发蓝色荧光的梭形细胞，胞核清楚，胞浆淡染，

见图3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

经5-氮胞苷诱导4周后，BMSCs移植于梗死心肌中

的存活：移植3 d后梗死区组织标本中可见带蓝色荧光

的供体细胞核，形态呈椭圆形类似心肌细胞核，并与心

肌纤维排列方向一致，见图4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

移植4周后蓝色荧光细胞数较前减少，分布较为分

散，见图5。 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

 

 

 

 

 

Figure 1  Bone marrow mesenchymal stem cells induced by
5-azacytidine for 12 d (×200) 

图 1  BMSCs 经 5-氮胞苷诱导后第 12 天(×200) 

Figure 2  Bone marrow mesenchymal stem cells were posi-
tive for troponin T and showed brown after induced
by 5-azacytidine for 4 wk (×250) 

图 2  5-氮胞苷诱导 BMSCs 4 周后，部分细胞 troponin T
阳性表达，呈棕黄色(×250) 

Figure 3  DAPI-labeled bone marrow mesenchymal stem 
cells exhibit blue fluorescence under a fluores-
cence microscope (×100) 

图 3  荧光显微镜下 DAPI 标记的 BMSCs 发蓝色荧光
(×100) 

Figure 4  Intramyocardial bone marrow mesenchymal stem 
cells-labeled with DAPI at 3 d after transplantation 
under a fluorescence microscope (×100) 

图 4  移植 3 d 后，在荧光显微镜下可见分布于心肌中经
DAPI 标记的 BMSCs(×100) 

Figure 5  Intramyocardial bone marrow mesenchymal stem 
cells labeled with DAPI at 4 wk after transplanta-
tion under a fluorescence microscope (×100) 

图 5  移植 4 周后，在荧光显微镜下可见分布于心肌中经
DAPI 标记的 BMSCs(×100) 
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2.5  心功能的检测  移植后3 d，与假手术组相比，急

性心肌梗死组和BMSCs组LVEDV、LVESV明显升高，

EF明显下降，心功能明显下降。急性心肌梗死组和

BMSCs组间LVEDV、LVESV、EF无明显差异。移植后

4周，与急性心肌梗死组相比，BMSCs组LVEDV、LVESV

明显下降，EF明显升高，心功能明显改善，假手术组和

BMSCs组两组间心功能无明显差异，见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

BMSCs具有较强的自我复制能力和多分化潜能，

在不同的诱导条件下，具有向中胚层组织细胞分化的能

力：如向成骨细胞、脂肪细胞、心肌细胞分化能力[12-15]。

本实验中10 μmol/L 5-氮胞苷诱导BMSCs 4周后，心肌

特异性蛋白troponin T免疫组织化学阳性，未诱导的

MSCs troponin T免疫组织化学染色为阴性，证明5-氮

胞苷可诱导BMSCs向类心肌细胞转化，5-氮胞苷诱导

BMSCs向心肌细胞转化的机制可能为：5-氮胞苷是胞

嘧啶核苷的一个类似物，能引起DNA中某些胞嘧啶的低

甲基化，从而参与激活表型特异性的基因。用5-氮胞苷

诱导后，这个部位去甲基化，转录激活，引起细胞向肌

源性细胞转化[16-17]。 

近年来，冠心病心肌梗死发病率呈上升趋势。心肌

缺血引起细胞坏死和局部出现冬眠心肌，形成瘢痕组

织。由于瘢痕无收缩性，降低了心室功能，导致心脏代

偿性扩张， 终引起心力衰竭[18-20]。目前较肯定的治疗

手段有药物、手术、介入治疗。它们虽能消除血管阻塞，

缓解心室重构，但不能逆转坏死心肌。理想的治疗应该

能降低细胞死亡，使冬眠心肌恢复正常，刺激梗死区血

管再生，同时再生心肌细胞代替坏死细胞以保持心功

能，减少瘢痕形成[1]。本实验于冠状动脉前降支结扎后  

1 h在直视下于梗死周边区心肌内直接注射经5-氮胞苷

诱导4周后的BMSCs， 初在注射局部，BMSCs成簇存

在，3 d后梗死区组织标本中可见带蓝色荧光的供体细

胞核，形态呈椭圆形类似心肌细胞核，并与心肌纤维排

列方向一致。移植4周后蓝色荧光细胞数较前减少，分

布较为分散，可在远离注射部位存在。可能因为BMSCs

表面的黏附分子有利于其游走并穿过内皮细胞进入心

肌，类似白细胞所具有的内皮趋化性，黏附定位于缺血

组织。本实验用LVEDV、LVESV、LVEF来评价左室收

缩、舒张功能。兔前降支结扎后，心功能较前明显下降，

BMSCs移植3 d后对心功能无明显改善。而在BMSCs

移植4周后，与急性心肌梗死组相比，BMSCs组LVEDV、

LVESV明显下降，EF从 (40.4±6.2)%上升至 (62.6± 

7.2)%，EF明显升高，心功能明显改善。 

目前BMSCs组改善心肌损伤后的心功能机制仍在

探讨之中，考虑可能与下列因素有关： BMSCs① 具有

肌源性特点，能向心肌细胞分化，与宿主心肌细胞形成

缝隙连接，可能产生同步收缩，补充的肌源性细胞具有

弹性，可稳定梗死区域，防止室壁变薄、心室腔扩大和

心衰发生[21-25]。 BMSCs② 能向内皮细胞分化，并能分

泌各种生长因子和细胞因子，促进血管新生，增加氧和

血供，提高心肌细胞的存活率[26-28]。 BMSCs③ 抑制心

肌梗死区促胶原纤维增生的因子合成，影响了瘢痕细胞

外基质的组分，改变了基质金属蛋白酶系的表达，抑制

了左心室重构的进程[29-31]。 BMSCs④ 调节急性心肌梗

死引起的炎性反应，减轻早期组织损伤的程度。具体何

种机制在其中发挥着重要作用，将在今后的研究中进一

步探讨。 
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Pretransplantation  

LVEDV(mm) 
LVESV(mm) 
LVEF(%) 

3 d posttransplantation  
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来自本文课题的更多信息--  

基金资助：云南省教育厅基金资助项目(5Z0470C)。 

利益冲突：无利益冲突。 

课题的意义：本实验通过骨髓间充质干细胞在体外经
5-氮胞苷诱导 4 周后，免疫组织化学证实骨髓间充质干细
胞已分化为心肌细胞。将其移植于心肌梗死组织中，通过心
脏超声观察移植细胞对心功能的影响。移植后第 3 天，移
植细胞对心功能无明显改善作用。移植后 4 周，可明显改
善心功能。通过外源性补充骨髓间充质干细胞，修复受损心
肌，从而改善心功能，有望成为一种治疗心肌梗死的有效手
段。 

课题评估的“金标准” ：课题主要结果指标评价已采
用公认的“金标准”。 

设计或课题的偏倚与不足：本实验观察了骨髓间充质干
细胞移植于心肌梗死组织中对心功能的影响，但还需在以后
的研究中探讨骨髓间充质干细胞通过何种作用机制改善心
功能。 

提供临床借鉴的价值：近年来，冠心病心肌梗死发病率
呈上升趋势。心肌缺血引起细胞坏死和局部出现冬眠心肌，
形成瘢痕组织。理想的治疗应该能降低细胞死亡，使冬眠心
肌恢复正常，刺激梗死区血管再生，同时再生心肌细胞代替
坏死细胞以保持心功能，减少瘢痕形成。骨髓间充质干细胞
具有多分化潜能，移植于心梗组织中可改善心功能而备受瞩
目。实验拟在通过建立完整的动物模型技术平台，探索各项
技术在临床应用的可能性，使骨髓间充质干细胞移植治疗心
肌梗死的手段有可能成为不同于内科传统的药物治疗、心血
管介入治疗和外科手术治疗的又一个全新治疗方法，为心肌
梗死患者带来更大的福音。 


