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重组人促红细胞生成素干预人源羊水干细胞向心肌前体细胞的分化*★ 
刘  燕1，李法琦1，张  彬2，骆建平3 

Effect of recombinant human erythropoietin on differentiation of myocardial precusor cells from 
amniotic fluid stem cells of pregnancy women    

Liu Yan1, Li Fa-Qi1, Zhang Bin2, Luo Jian-Ping3 

Abstract 
BACKGROUND: Studies have shown that amniotic fluid stem cells of pregnancy women can differentiate into myocardial 
precursor cells.  
OBJECTIVE: To study the effect of recombinant human erythropoietin (rhEPO) at different concentrations on differentiation of 
myocardial precusor cells from amniotic fluid stem cells of pregnancy women. 
METHODS: The differentiation of myocardial precursor cells from amniotic fluid stem cells of pregnancy women was induced by 
adding conditional culture medium containing 0, 1.0, 5.0, 10.0, 20.0 U/mL rhEPO. After 24 hours, conditional culture medium was 
replaced by complete medium. 
RESULTS AND CONCLUSION: During 14 days of induced differentiation, under the inverted microscope, cells gradually 
shortened and widened from original shuttle appearance. Adjacent cells fused together, similar to myotube-like structure. The 
differentiation rate of myocardial precursor cells was highest after 5.0 U/mL rhEPO addition. RT-PCR results showed that rhEPO 
particularly at the concentration of 5.0 U/mL could promote Nkx-2.5 and GATA-4 mRNA expression. These findings suggest that 
exogenous rhEPO can promote the differentiation of myocardial precursor cells from amniotic fluid stem cells of pregnancy 
women dose-dependently. 
 
Liu Y, Li FQ, Zhang B, Luo JP. Effect of recombinant human erythropoietin on differentiation of myocardial precusor cells from 
amniotic fluid stem cells of pregnancy women.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(10): 1761-1764.     
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：研究发现人源羊水干细胞可向心肌前体细胞分化。 
目的：观察不同浓度重组人促红细胞生成素对人源羊水干细胞向心肌前体细胞分化的影响。 
方法：用含 0，1.0，5.0，10.0，20.0 U/mL 重组人促红细胞生成素的诱导培养基诱导鉴定后的人源羊水干细胞向心肌前体

细胞分化，诱导 24 h 后换为完全培养基继续培养。 
结果与结论：诱导分化 14 d，倒置显微镜下可见细胞由长梭形逐渐变短增宽，相邻的细胞间有融合现象，似类肌管样结构，

以 5.0 U/mL 重组人促红细胞生成素的诱导分化率最高；RT-PCR 检测显示重组人促红细胞生成素可促进细胞 Nkx-2.5 和

GATA-4 mRNA 的表达，以 5.0 U/mL 重组人促红细胞生成素的作用最强。说明外源性重组人促红细胞生成素能剂量依赖性

促进人源羊水干细胞向心肌前体细胞分化。 
关键词：重组人促红细胞生成素；人源羊水干细胞；心肌前体细胞；Nkx-2.5；GATA-4；干细胞 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2012.10.012 
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0  引言 
 

研究表明，胚胎干细胞、骨髓间充质干细

胞及成肌前体细胞经某些药物诱导，或与心肌

细胞共培养能向心肌样细胞分化[1-5]，但这些细

胞来源受限，具有伦理学争议，而且诱导效率

也较低。因此，取材方便、细胞数量充足又不

与伦理相冲突的新来源细胞成为研究热点。羊

水干细胞(amniotic fluid stem cell，AFSC)是一

种新类型的干细胞，近年来已有多位国内外学

者从羊水、羊膜中分离得到[6]。这类细胞同时表

达胚胎干细胞和骨髓间充质干细胞双重表面分

子和转录因子，增殖活性和分化能力强[7]。 

促红细胞生成素(erythropoietin，EPO)是一

类唾液酸糖蛋白激素，主要由肾脏分泌。研究发

现，EPO与其受体结合后通过多种信号途径发挥

造血以外的多种功能[8-11]。EPO可诱导鼠胚胎干

细胞向心肌细胞分化并表达心肌特异转录因子

Nkx-2.5和GATA-4，以及心肌特异性蛋白肌球蛋

白和肌钙蛋白[12]，但能否诱导AFSC向心肌细胞

分化国内外未见报道。实验就EPO能否诱导人源

AFSC向心肌前体细胞分化并表达心肌特异转

录因子Nkx-2.5和GATA-4进行研究。 
 
1  材料和方法 

 
设计：细胞学体外观察实验。 
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时间及地点：于2010-07/2011-08在重庆

医科大学神经病学重点实验室完成。 
材料： 
羊水标本：取自重庆医科大学附属第一医院

临床产前诊断中心孕18周行产前诊断的孕妇。

在超声引导下行羊膜腔穿刺取20 mL羊水，抽取

标本前均取得孕妇本人及家属同意。实验获得

重庆医科大学道德伦理委员会的批准。 
主要试剂： 

 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 
AFSC的分离与原代培养：取产妇羊水标本 

20 mL分装于2个离心管中，室温下1 000 r/min
离心10 min，倒掉8 mL上清液，加入羊水培养

液，重悬细胞，接种于50 cm2的培养瓶中，每

个标本接种2瓶，置培养瓶于饱和湿度，体积分

数5%CO2、37 ℃培养箱中继续静置培养7 d，
第8天观察细胞，并更换培养基。 

AFSC的传代培养：原代培养时同一标本接种

的2瓶细胞在倒置显微镜下观察，取细胞集落较

多、长势较好的细胞，待细胞长至80%融合时

以1 g/L胰酶和体积分数0.02%EDTA消化，而后

传代培养。传代细胞用含有体积分数20%胎牛

血清，0.1 μg/L碱性成纤维生长因子的低糖

DMEM培养基培养。 
AFSC表面标志物的检测：取第4代细胞消化

离心收集，并用PBS制成细胞悬液，立即送至

重庆医科大学附属儿童医院流式细胞检测室检

测CD34，CD29的表达情况。 
实验分组及干预：取第4代AFSC分为对照组

和rhEPO组，rhEPO组分别用含1.0，5.0，10.0，
20.0 U/mL rhEPO的诱导培养基进行干预，对照

组用常规培养基培养，rhEPO干预24 h，去除诱

导培养基，更换成完全培养基继续培养。每天在

显微镜下观察细胞形态，每2 d换1次培养基。 
心肌前体细胞分化率：诱导14 d后，在倒置显

微镜下观察不同浓度rhEPO诱导后心肌前体细

胞的形态及其所占比率，有形态改变的心肌前体

细胞的数量百分比记为心肌前体细胞的分化率。 
RT-PCR检测Nkx-2.5和GATA-4 mRNA的表达：

用Trizol试剂裂解诱导后第14天的上述2组

AFSC，提取总RNA。取10 μL用于反转录，合

成cDNA后按如下条件扩增：94 ℃ 4 min，94 ℃ 
30 s，55~60 ℃ 30 s，72 ℃ 45 s，扩增35个
循环，72 ℃延伸5 min。扩增产物在1.5%琼脂

糖凝胶上电泳。在紫外透射仪上观察结果，读

取扩增产物各条带吸光度值并以β-actin mRNA
为内参进行分析，测定GATA-4，Nkx-2.5 mRNA
的相对表达量。目的引物序列是根据GenBank
中β-actin、GATA-4、Nkx-2.5 mRNA序列设计，

由上海生物工程公司合成。 
引物序列、扩增产物长度及退火温度： 

  
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
PCR反应体系50 μL。反应条件：94 ℃预

变性4 min，94 ℃变性30 s，55~60 ℃退火30 s，
72 ℃延伸45 s，扩增35个循环，72 ℃延伸    
5 min。取5 μL扩增产物，在1.5%琼脂糖凝胶上

电泳，在紫外透射仪上观察结果，读胶仪读取

扩增产物各条带吸光度值并照相，以β-actin 
mRNA为内参进行分析，测定GATA-4，Nkx-2.5 
mRNA的相对表达量。 

主要观察指标：rhEPO诱导AFSC分化为心

肌前体细胞的分化率及细胞GATA-4、Nkx-2.5 
mRNA的表达。 

统计学分析：用SPSS 17.0统计软件进行 
数据分析，数据以x

_

±s表示，检验方差齐性，组

间比较用单因素方差分析，两两比较用q 检验，

P < 0.05为差异有显著性意义。 
 
2  结果 

  
2.1  分离培养的AFSC的形态  AFSC原代培

养8 d后可见细胞呈集落生长。AFSC形态似骨

髓间充质干细胞，细胞体积大，核仁大，胞浆

丰富，传代培养细胞后，细胞似成纤维样细胞， 

基因 引物序列 
片段

长度

(bp)

退火

温度

(℃)
 
β-actin 

 
上游：5’-TGG TGG GAA TGG 

GTC AGA AG-3’ 

 
500

  
58.3

下游：5’-ACG CAC GAT TTC 
CCT CTC TCA G-3’ 

GATA-4 上游：5’-GCG GGT GTT GGA 
TTT TCT CAG-3’ 

205 55 

下游：5’-GCC CTC CGC TTG 
TTC TCA GAT C-3’ 

Nkx-2.5 上游：5’-AGC GTG CAA TGA 
GTG ATC CTG-3’ 

136 56 

 
下游：5’-GAA TGG GCG 

GCC AGA TCT CAG G-3’  
  

试剂 来源 

重组人 EPO(recombinant  
human EPO，rhEPO)  

羊水培养液  
低糖型 DMEM 培养基、优等胎牛血清

碱性成纤维生长因子  

沈阳三生生物 
 
Scientific，美国 
Gibco，美国 
Sigma，美国 
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生长迅速，排列成漩涡状，见图1。 
 

    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2  AFSC表面标志物检测结果  送检的标本经流式

细胞仪检测显示AFSC表型为CD29阳性 (97.04%)，
CD34阴性(0.61%)，见图2。 

 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.3  AFSC经诱导后细胞形态学上的变化及心肌前体细

胞分化率  经不同浓度rhEPO诱导1周后的AFSC形态学

发生改变，由长梭形逐渐变短增宽，甚至形成分叉，约2
周后相邻的细胞间有融合现象，似类肌管样结构，见图3。 

 
    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
在倒置显微镜下可见形态改变的心肌前体细胞团，

诱导浓度不同，心肌前体细胞分化率不同，但均明显高

于对照组(P < 0.05)，以5 U/mL的诱导分化效率最高，

见图4。而不加rhEPO的对照组，细胞形态无明显改变。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2.4  rhEPO诱导后的细胞心肌特异转录因子GATA-4和
NKx-2.5 mRNA的表达  RT-PCR检测结果显示rhEPO
能上调心肌早期转录因子GATA-4，NKx-2.5 mRNA的表

达，见图5。与对照组比较，rhEPO组GATA-4，NKx-2.5 
mRNA的表达明显上调(P < 0.05)，以5 U/mL rhEPO的

作用最明显，见表1。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 4  Differentiation rate of myocardial precursor cells of 
human amniotic fluid stem cells 

图 4  人羊水干细胞向心肌前体细胞的诱导分化率 
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Figure 1  Morphology of cultured amniotic fluid stem cells 
(inverted microscope, ×200) 

图 1  培养的人源羊水干细胞的形态(倒置显微镜，×200) 

a: Amniotic fluid stem cells 
grow towards clone   

b: Amniotic fluid stem cells 
exhibit appearance similar to 
fibroblast-like cells and 
arrange in a swirling  

Figure 2  Expression of CD29 and CD34 in amniotic fluid stem 
cells 

图 2  羊水干细胞 CD29，CD34 的表达 

Figure 3  Morphology of amniotic fluid stem cells before and 
after addition of recombinant human erythropoietin 
(inverted microscope, ×400) 

图 3  经重组人促红细胞生成素诱导前后人羊水干细胞的形
态(倒置显微镜，×400) 

a: Amniotic fluid stem cells 
in the control group  

b: Myocardial precursor cells 
after 2 weeks of induced culture

a 

a a

aP < 0.05, vs. control group 

表 1  诱导分化 14 d 各组细胞 NKx-2.5，GATA-4 mRNA 表达
的相对量 

Table 1  The ratio of NKx-2.5 and GATA-4 mRNA expression in 
each group after induced culture with recombinant 
human erythropoietin (rhEPO) for 14 d          (x

_

±s)

aP < 0.05, vs. control group (0 U/mL rhEPO) 

rhEPO (U/mL) NKx-2.5 mRNA GATA-4 mRNA 

0  0.209±0.009 0.264±0.002 
1  0.482±0.002a  0.417±0.002a 
5  0.818±0.010a  0.817±0.001a 

10  0.575±0.023a  0.600±0.002a 
20  0.571±0.012a  0.602±0.007a 

Figure 5  The mRNA levels of NKX2.5 and GATA-4 after 
induced by recombinant human erythropoietin 
(reverse transcription-polymerase chain reaction) 

图 5  重组人促红细胞生成素诱导后细胞 NKx-2.5，GATA-4
mRNA 的表达(RT-PCR 检测) 

β-actin 

Nkx-2.5 

β-actin 

GATA-4 

0       1       5      10     20 

rhEPO concentration (U/mL) 

a: Effects of rhEPO on expression of Nkx-2.5 

b: Effects of rhEPO on expression of GATA-4 

0       1       5      10      20 

rhEPO concentration (U/mL) 

FSC-Height Control  

CD29-FITC CD34-FITC  
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3  讨论 

 
干细胞体外诱导成心肌细胞是近年来的研究热点。

但目前干细胞的来源及伦理问题限制了其多领域、更深

度的研究。郭伟祥等[13]用5-氮胞苷诱导骨髓间充质干细

胞分化为心肌样细胞。Yan等[14]利用环孢素A诱导胚胎

干细胞向心脏祖细胞分化。多位学者已从羊水中分离出

AFSC，且证实AFSC能向中胚层的骨细胞、脂肪细胞以

及外胚层的神经细胞和上皮细胞分化[7]。近年来又发现

AFSC能被诱导为心肌细胞[15-17]。实验发现AFSC能向心

肌前体细胞分化，但AFSC自发向心肌前体细胞分化的

分化率极低。 
在以往研究中，学者多以胞嘧啶类似物5-氮胞苷及

其衍生物作为干细胞诱导剂[18-19]。EPO是一类唾液酸糖

蛋白激素，主要由肾脏分泌。以往研究表明EPO主要刺

激骨髓造血，促进红细胞的成熟，因此临床主要用于各

种贫血的治疗。近年发现EPO可通过EPO受体及

JAK/STAT、PI-3k/Akt等途径保护心肌细胞、血管细胞

及神经细胞，减轻缺血缺氧引起的细胞凋亡，及调节胚

胎干细胞和成肌细胞增殖[20]。实验研究rhEPO除上述作

用以外是否还具有其他作用，即是否能作为诱导剂，应

用于干细胞体外研究中。实验发现rhEPO诱导AFSC后

其形态逐渐发生改变，出现类似心肌细胞的形态，甚至

出现类似心肌细胞的肌管结构。且实验发现5 U/mL的
rhEPO诱导AFSC分化效率最高。 

干细胞向心肌细胞分化时，Nkx2.5和GATA-4转录

因子的活化是一系列心肌蛋白合成的启动条件，其表达

顺序和胚胎心脏发育时基因转录的过程相当。Nkx2.5和
GATA-4转录因子的表达及随后的心肌较特异性肌球蛋

白和肌钙蛋白的表达具有心肌细胞特异性。实验发现经

rhEPO诱导分化的AFSC的心肌早期特异性转录因子

GATA-4和Nkx2.5 mRNA表达明显上调，不同诱导剂量

间有明显差异，以5 U/mL rhEPO组升高最显著，提示

人源AFSC经rhEPO诱导后确实分化成了心肌样细胞。

但在实验中没有观察到搏动的心肌细胞，也没有将该阶

段的诱导细胞进行动物实验，以了解此类细胞在体内微

环境中是否更易形成具有心肌细胞功能的细胞，有待进

一步研究。 
综上，人源AFSC经rhEPO诱导能分化成心肌前体

细胞，且具有剂量依赖性，以5 U/mL rhEPO的诱导分

化效率最高。 
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