
中国组织工程研究与临床康复  第 14 卷 第 27 期  2010–07–02 出版 
Journal of Clinical Rehabilitative Tissue Engineering Research  July 2, 2010  Vol.14, No.27 

ISSN 1673-8225  CN 21-1539/R   CODEN: ZLKHAH                                                                         4941

Department of 
Cardiothoracic 
Surgery, First 
Affiliated Hospital, 
Chongqing Medical 
University, 
Chongqing  400016, 
China 
 
Fu Jie★, Master, 
Attending physician, 
Department of 
Cardiothoracic 
Surgery, First 
Affiliated Hospital, 
Chongqing Medical 
University, 
Chongqing  400016, 
China 
66610052@qq.com 
 
Correspondence to: 
Jiang Ying-jiu, 
Associate professor, 
Department of 
Cardiothoracic 
Surgery, First 
Affiliated Hospital, 
Chongqing Medical 
University, 
Chongqing  400016, 
China 
jiangyinjiu@yahoo. 
com.cn 
 
Supported by: the 
Scientific Research 
Program of Health 
Bureau of Chongqing 
City* 
     
Received: 2010-03-17 
Accepted: 2010-06-15 
 
 
 
 
 
 
 

 

骨髓间充质干细胞定向分化为心脏瓣膜构成细胞及鉴定*★ 

傅  杰，蒋迎九，姜  蓉 

Directional differentiation and identification of bone marrow mesenchymal stem cells into 
structural cells for heart valves    

Fu Jie, Jiang Ying-jiu, Jiang Rong 

Abstract 
 
BACKGROUND: In the component of cardiac valve, not only endothelial cells exert effects, but also fibroblasts and smooth 
muscle cells participate in the construction of matrix of cardiac valve.  
OBJECTIVE: To establish a simple method for obtaining large quantity of endothelial cells, smooth muscle cells and fibroblasts in 
vitro, and identify the morphology and surface markers of the obtained cells. 
METHODS: Bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) were isolated from rats by whole bone marrow culture method, then 
cultured in vitro, and proliferated. The third passage of BMSCs was treated in special induction medium for differentiation into 
endothelial cells, vascular smooth muscle cells and fibroblasts. The cells were detected under an inverted microscope to examine 
the cell morphology every day, and then the differentiated cells were measured by immunocytochemistry. 
RESULTS AND CONCLUSION: The cells induced from BMSCs had the characteristics of endothelial cells, smooth muscle cells 
and fibroblasts. Results have indicated that BMSCs could be directionally differentiated into endothelial cells, smooth muscle cells 
and fibroblasts in vitro. 
 
Fu J, Jiang YJ, Jiang R. Directional differentiation and identification of bone marrow mesenchymal stem cells into structural cells 
for heart valves.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(27): 4941-4945.      
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 
背景：心脏瓣膜的组成成分中不是只有内皮细胞发挥作用，成纤维细胞、平滑肌细胞等均参与心脏瓣膜基质成分构建。 
目的：建立可以在体外获得大量内皮细胞、平滑肌细胞、成纤维细胞的简便方法，并对获得细胞进行形态观察及表面标志

鉴定。 
方法：全髓贴壁法获取大鼠原代骨髓间充质干细胞，体外培养、扩增，第 3 代细胞在特定条件下分别向内皮细胞、血管平

滑肌细胞、成纤维细胞方向诱导分化，每日于倒置显微镜下观察细胞生长情况，并对诱导分化的细胞行免疫细胞化学检测。 
结果与结论：骨髓间充质干细胞在特定条件下诱导培养后，诱导后的细胞分别具有内皮细胞、平滑肌细胞和成纤维细胞的
特点。提示骨髓间充质干细胞在体外可以定向分化为内皮细胞、平滑肌细胞、成纤维细胞。 
关键词：心脏瓣膜；骨髓间充质干细胞；定向分化；内皮细胞；平滑肌细胞；成纤维细胞 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.27.001 
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0  引言 

 

瓣膜置换是治疗心脏瓣膜疾病的有效手段。

理想的人工瓣膜应该具有与人体正常瓣膜相似

的结构与功能，有良好的组织相容性而无免疫原

性，不需抗凝却又能经久耐用[1]。为了适应需要，

对组织工程心脏瓣膜(tissue engineering heart 

valve，HETV)的研究逐步得到开展[2-4]，而种子

细胞的选择是HETV研究的一个重要内容。目前

构建HETV的种子细胞大多是利用个体外周血

管分离取得，由于外周血管的有限性及获取过程

的有创性，给向临床应用的过渡增加了难度。种

子细胞最先采用的是血管内皮细胞[5]，但后来有

研究者发现心脏瓣膜的组成成分中不是只有内皮

细胞在发挥作用，成纤维细胞、平滑肌细胞等均

参与心脏瓣膜基质成分的构建[6]，如果采用单一

的细胞成分，不利于瓣膜基质的构建，因此，目

前多主张复合种植，以尽量满足正常瓣膜组织成

分 。 而 骨 髓 间 充 质 干 细 胞 (bone marrow 

mesenchymal stem cells，BMSCs)来源方便，

且具有多向分化潜能，在一定条件下可以向内、

中、外3个胚层的细胞分化[7-10]，理论上可以满足

构建HETV种子细胞的要求[11]。实验通过观察大

鼠BMSCs在特定条件下向内皮细胞、平滑肌细

胞、成纤维细胞方向定向分化，旨在探求理想的

HETV种子细胞的新来源。 

 

1  材料和方法 

 

设计：观察性实验。 

时间及地点：实验于2008-07/2009-11在 
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重庆医科大学干细胞与组织工程研究室完成。 

材料：4周龄SD大鼠，雌雄不拘，由重庆

医科大学动物中心提供，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[12]。 

主要试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法：  

大鼠BMSCs的原代提取、扩增和纯化：取4周

龄SD大鼠1只，无菌条件下取出双下肢股骨和

胫骨，剔除附着于骨头上的肌肉等软组织，以

L-DMEM液反复冲洗骨髓腔，直至髄腔发白，

将获得的冲洗液充分吹打均匀，以200目筛网过

滤，获得单细胞悬液，将此单细胞悬液转移到离

心管中，以1 000 r/min离心5 min，吸除上清液，

将获得的细胞再次以L-DMEM液重悬后，接种于

塑料培养瓶中。72 h后首次换液，以后每隔两三

天换液1次，培养体系为体积分数为10%胎牛血

清+90%L-DMEM。每日于倒置显微镜下观察细

胞形态及生长情况，待细胞增殖到覆盖培养瓶底

的80%~90%时，以0.25%胰酶+0.02%EDTA进

行消化，以1×109 L-1的密度进行传代培养。 

BMSCs表面标志物的鉴定：取P3-BMSCs进行

流式细胞仪检测相关抗原(CD29，CD34)。 

BMSCs的体外定向分化及鉴定： 

BMSCs向内皮细胞方向分化及鉴定：消化

收集P3-BMSCs，分为2组：实验组和对照组。

实验组P3-BMSCs加入条件培养基L-DMEM(体

积分数为20%胎牛血清+10 μg/L VEGF)，按

2×107 L-1的密度接种于预置有玻片的24孔培养

板中培养，共培养12孔；对照组P3-BMSCs以

未加特殊诱导剂的L-DMEM+体积分数为10%

胎牛血清培养，以相同密度接种于预置有玻片

的24孔培养板中培养，共培养12孔。每日于倒

置显微镜下观察细胞生长情况及形态变化，每

两三天换液1次。培养7 d和14 d时，分别取实

验组和对照组的细胞爬片各6张进行免疫细胞

化学检测Ⅷ因子相关抗原阳性细胞率。采用

SABC免疫组织化学方法，所有步骤参照SABC

试剂盒说明书进行，以细胞浆中有棕黄色颗粒

沉着为阳性表达。 

BMSCs向平滑肌细胞方向分化及鉴定：消

化收集P3-BMSCs，分为2组：实验组和对照组。

实验组P3-BMSCs加入条件培养基L-DMEM(体

积分数为20%胎牛血清+2 μg/L PDGF-BB)培

养，按2×107 L-1的密度接种于预置有盖玻片的

24孔培养板中，共培养24孔；对照组P3-BMSCs

以未加特殊诱导剂的L-DMEM+体积分数为

10%胎牛血清培养，以相同密度接种于预置有

盖玻片的24孔培养板中培养，共培养24孔。每

日于倒置显微镜下观察细胞生长情况及形态变

化，每两三天换液1次。第7天和第14天时，分

别取实验组和对照组的细胞爬片各12张进行免

疫细胞化学检测，检测指标为波形蛋白抗原和

平滑肌肌动蛋白抗原。采用SABC免疫组织化

学方法，所有步骤参照SABC试剂盒说明书进

行，以细胞浆中有棕黄色颗粒沉着为阳性表达。 

BMSCs向成纤维细胞方向分化及鉴定：消

化收集P3-BMSCs，分为2组：实验组和对照组。

实验组P3-BMSCs加入条件培养基L-DMEM(体

积分数为20%胎牛血清+20 μg/L bFGF)，按

2×107 L-1的密度接种于预置有盖玻片的24孔培

养板中培养，共培养24孔；对照组P3-BMSCs

以未加特殊诱导剂的L-DMEM+体积分数为

10%胎牛血清培养，以相同密度接种于预置有

盖玻片的24孔培养板中，共培养24孔。每日于

倒置显微镜下观察细胞生长情况及形态变化，

每两三天换液1次。第7天和第14天时，分别取

实验组和对照组的细胞爬片各12张进行免疫细

胞化学检测，检测指标分别为Anti-Actin alpha

和Anti-Vimentin。采用SABC免疫组织化学方

法，所有步骤参照SABC试剂盒说明书进行，

以细胞浆中有棕黄色颗粒沉着为阳性表达。 

数据收集：随机选取光镜下10个视野，计 

算阳性细胞占细胞总数的比例。 

主要观察指标：倒置显微镜下观察细胞生 

长情况，免疫细胞化学检测BMSCs向内皮细 

胞、平滑肌细胞、成纤维细胞的分化。 

试剂及仪器 来源 

胎牛血清 

L-DMEM 

胰酶，血管内皮生长因子(VEGF)，

碱性 成 纤 维细 胞生 长 因子

(bFGF)，血小板衍化生长因子

(PDGF-BB)，胰岛素样细胞生

长因子(IGF) 

CD29 抗体 

CD34 抗 体 ， 波 形 蛋 白 抗 体

(Anti-Vimentin)，平滑肌肌动蛋白

抗体(Anti-Actin alpha)，内皮细胞

Ⅷ因子抗体 (Anti-Factor Ⅷ )，

SABC 试剂盒，DAB 显色盒 
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Figure 2  CD29 and CD34 expression on the third passage of
bone marrow mesenchymal stem cells identified by
flow cytometry 

图 2  流式细胞仪鉴定第 3 代 BMSCs 表面抗原 CD29、CD34
的表达 

设计、实施、评估者：实验设计为第一、二作者，

干预实施为第一、三作者，评估为第二作者，经过正规

培训，采用盲法评估。 

   

2  结果 

 

2.1  BMSCs形态学观察  提取的含BMSCs的骨髓冲

洗液接种于培养瓶后，4~6 h开始出现细胞贴壁，24 h

后贴壁细胞逐渐变为长梭形，3 d后首次换液去除未贴

壁细胞，待细胞增殖到80%~90%融合时，进行消化传

代培养，培养到P3时，细胞形态均一，细胞呈旋涡状、

团簇状排列，细胞生长旺盛，见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  BMSCs表面标志物的鉴定结果  流式细胞仪检测

显示，96%以上的BMSCs均表达CD29，而不表达

CD34，见图2，细胞的均质性较好。 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  诱导后细胞形态变化及免疫细胞化学检测结果 

向内皮细胞方向分化：经向内皮细胞方向诱导5 d后，

细胞逐渐变粗大，体积增大，10 d左右倒置显微镜下出

现明显的“鹅卵石”样形态，见图3。取诱导1周和2周

的细胞爬片进行免疫细胞化学检测，以胞浆内出现棕褐

色颗粒为阳性反应，实验组1周后抗Ⅷ因子染色阳性细

胞着色率80%多，2周后阳性细胞着色率90%多，见图4，

而未加诱导剂的对照组呈阴性表达。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

向平滑肌细胞方向分化：向平滑肌方向诱导1周左右细

胞形态发生明显变化，细胞体积逐渐变大，呈不规则梭形，

密集与稀疏相交错，形成“峰-谷”状生长形态，见图5。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

取诱导1，2周细胞爬片行免疫细胞化学检测(胞浆内

出现棕褐色颗粒为阳性)。结果诱导1，2周实验组抗

α-SMA染色阳性细胞着色率分别接近80%，90%，见图6。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1  Morphology of the third passage of bone marrow
mesenchymal stem cells (×100) 

图 1  第 3 代 BMSCs 形态(×100) 

Figure 3  Bone marrow mesenchymal stem cells induced by
vascular endothelial growth factor for 2 wk (×100) 

图 3  VEGF 诱导 2 周(×100) 

Figure 4  Following 2 wk of induction by vascular endothelial 
growth factor, bone marrow mesenchymal stem cells 
were positive for anti-Ⅷ factor staining (×200) 

图 4  VEGF 诱导 2 周后抗Ⅷ因子染色阳性(×200) 

Figure 5  Bone marrow mesenchymal stem cells induced by 
platelet-derived growth factor-BB for 2 wk (×100) 

图 5  PDGF-BB 诱导 2 周(×100) 

Figure 6  Following 2 wk of induction using platelet-derived 
growth factor-BB, bone marrow mesenchymal stem 
cells were positive for antiα-SMA staining (×400) 

图 6  PDGF-BB 诱导 2 周后抗 α-SMA 染色阳性(×400) 
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抗Vimentin染色实验组及对照组均呈阴性表达，见图

7。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

向成纤维细胞方向分化：经向成纤维细胞诱导1周后，

细胞逐渐变得细长，纺锤形，呈束状、网状排列生长，

见图8。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

取诱导1周和2周的细胞爬片进行免疫细胞化学检

测，以胞浆内出现棕褐色颗粒为阳性表现。结果表明，

诱导1周后诱导组抗α-SMA染色和抗Vimentin染色阳性

细胞着色率70%多，诱导2周后实验组抗α-SMA染色(见

图9)和抗Vimentin染色(见图10)阳性细胞着色率80%

多，而对照组抗α-SMA染色和抗Vimentin染色均为阴性

表达。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

全髓贴壁培养法操作简单，耗时较短，不需要昂贵

的试剂或仪器，易于推广应用，因此在本实验选用全髓

贴壁法获取BMSCs，并进行体外扩增培养，经流式细

胞仪检测，第3代时即可获得均质性好的BMSCs，体外

培养增殖快，可在短时间内获得足够数量的细胞。 

正常心脏瓣膜表覆的完整而光滑的内皮细胞层具

有抗炎、抗氧化及防止血栓形成的作用，因此内皮细胞

被公认为组织工程心脏瓣膜不可或缺的成分。而

BMSCs取材方便，易于体外培养扩增[13]，如果以之作

为构建HETV种子源细胞，那么首先将其定向分化为内

皮细胞就成为必然环节 [14]。诱导分化的条件决定

BMSCs分化的方向。有研究表明[15-18]，VEGF是诱导

BMSCs向内皮细胞分化的关键性因素。VEGF是一种酪

氨酸激酶受体FLK-1/KDR和FLT-1的配基，它能特异性

促进内皮细胞的有丝分裂。本实验取生长状态良好的第

3代BMSCs作为诱导对象，以L-DMEM+体积分数为

20%胎牛血清+10 μg/L VEGF为诱导培养条件向内皮细

胞方向诱导。本实验证明，经上述诱导条件诱导1周和2

周后，细胞逐渐变大，光镜下呈明显的“铺路石”样形

态，免疫细胞化学显示80%~90%的诱导后细胞表达Ⅷ

因子相关抗原，而对照组阴性表达，具有明显的内皮细

胞特征，说明在上述诱导体系培养下，BMSCs可成功

向内皮细胞方向分化。 

正常的心脏瓣膜结构中可以发现平滑肌细胞及其

参与构建的基质成分，因此构建理想的HETV需要考虑

其结构中有平滑肌细胞的存在。目前已有研究显示在转

化生长因子β、PDGF-BB、牵张力、高浓度的血清等作

用下，可以将BMSCs定向分化为血管平滑肌细胞[19-21]。

PDGF-BB是一种重要的促细胞分裂剂，它通过组织局部

的特异性受体发挥作用，能刺激多种细胞分裂和增殖[22]。

Simper等[23]用PDGF-BB将外周血分离的单核细胞诱导

生成血管平滑肌细胞，Yamashita等 [24]实验表明，

PDGF-BB在维持平滑肌细胞表型和诱导非平滑肌细胞

向平滑肌细胞分化过程中起重要作用。同样取生长状态

Figure 7  Following 2 wk of induction using platelet-derived 
growth factor-BB, bone marrow mesenchymal stem 
cells were negative for anti-Vimentin staining (×200)

图 7  PDGF-BB 诱导 2 周后抗 Vimentin 染色阴性(×200) 

Figure 8  Bone marrow mesenchymal stem cells were induced 
by basic fibroblast growth factor for 2 wk (×100) 

图 8  bFGF 诱导 2 周(×100) 

Figure 9  Following 2 wk of induction using basic fibroblast 
growth factor, bone marrow mesenchymal stem cells 
were positive for anti α-SMA staining (×400) 

图 9  bFGF 诱导 2 周后抗 α-SMA 染色阳性(×400) 

Figure 10  Following 2 wk of induction using basic fibroblast 
growth factor, bone marrow mesenchymal stem 
cells were positive for anti-Vimentin staining (×400)

图 10  bFGF 诱导 2 周抗 Vimentin 染色阳性(×400) 
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良好的第3代BMSCs作为诱导对象，在L-DMEM+体积

分数为20%胎牛血清+2 μg/L PDGF-BB的诱导体系下

体外培养1周和2周后，细胞体积逐渐变大，呈不规则梭

形，密集与稀疏相交错，形成“峰-谷”状生长形态[25]，

免疫细胞化学显示诱导后的细胞80%~90%表达平滑肌

肌动蛋白，而不表达波形蛋白，说明在含PDGF-BB的

条件培养基下，BMSCs成功向平滑肌细胞方向分化。 

正常的心脏瓣膜结构中可以发现成纤维细胞，因此

构建理想的HETV同样需要考虑其结构中有成纤维细胞

的存在。bFGF是具有促进中胚层及神经外胚层细胞增

殖的生物活性物质[26-28]，它作为重要的创伤愈合因子，

参与体内多种组织创伤修复过程。有研究表明[29-31]，

bFGF在BMSCs向成纤维细胞的分化过程中起重要作

用。同样选取生长状态良好的第3代BMSCs作为诱导对

象，加入条件培养基L-DMEM+体积分数为20%胎牛血

清+20 μg/L bFGF进行诱导后，细胞逐渐变得细长，纺

锤形，呈束状、网状排列生长，诱导培养1周和2周后进

行免疫细胞化学分析显示70%~80%的细胞表达平滑肌

肌动蛋白和波形蛋白，表明成功向成纤维细胞方向分

化。 

综上所述，BMSCs在一定的条件下能够定向分化

为内皮细胞、平滑肌细胞和成纤维细胞，并具有较高的

分化率，这种骨髓源性的内皮细胞、平滑肌细胞和成纤

维细胞有望作为HETV种子细胞的新选择。 
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