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四种诱导剂诱导骨髓间充质干细胞向心肌样细胞的分化★ 
刘博武，吕安林，黄  炜，侯  婧，侯兆蕾，侯  红，达  晶，杨  娜 

Induced differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells into cardiomyocyte-like cells by 
four inductors     

Liu Bo-wu, Lü An-lin, Huang Wei, Hou Jing, Hou Zhao-lei, Hou Hong, Da Jing, Yang Na 

Abstract 
 
BACKGROUND: It has been rarely reported that different inductors are used to induce bone marrow mesenchymal stem cells to 
differentiate into cardiomyocyte-like cells.   
OBJECTIVE: To investigate the effects of 5-azacytidine, angiotensin Ⅱ, bone morphogenetic protein 2, pifithrin-α on induced 
differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells into cardiomyocyte-like cells.   
METHODS: Passage 3 rat bone marrow mesenchymal stem cells were divided into five groups: control, 5-azacytidine, 
angiotensin Ⅱ, bone morphogenetic protein 2, pifithrin-α. Surface antigen expression of bone marrow mesenchymal stem cells 
was identified by flow cytometry. After 4 weeks of induction, Cx43 and troponin Ⅰ expression was detected by western blot 
method and calcium transient capability of induced bone marrow mesenchymal stem cells was detected by laser confocal 
scanning microscopy with flou3/AM. 
RESULTS AND CONCLUSION: Cell surface antigen CD29, CD44, CD45 positive rate was 89.1%, 90.4%, 1.9% respectively. 
Troponin Ⅰ expression appeared in each group and the expression was significantly higher in the pifithrin-α group (P < 0.05), as 
well as significantly lower in the bone morphogenetic protein 2 group (P < 0.05), compared with the remaining groups. Cx 43 
expression appeared in each group, and the expression was significantly lower in the control group (P < 0.05) compared with the 
remaining groups. In the four experimental groups, Cx43 expression was highest in the pifithrin-α group and lowest in the 
angiotensin Ⅱ group (P < 0.05). Calcium transient capability determined by fluorescence intensity was arranged as follows: 
angiotensin Ⅱ group > pifithrin-α group > 5-azacytidine group > bone morphogenetic protein 2 group > control group (P < 0.01). 
These findings suggest that after induced by 5-azacytidine, angiotensin Ⅱ, bone morphogenetic protein 2, and pifithrin-α, bone 
marrow mesenchymal stem cells differentiated towards cardiomyocyte-like cells and expressed myocardium-specific protein. 
Different inductors exert different effects on differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells into cardiomyocyte-like cells 
which occurs because of different pathways. 
 
Liu BW, Lü AL, Huang W, Hou J, Hou ZL, Hou H, Da J, Yang N. Induced differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells 
into cardiomyocyte-like cells by four inductors.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(14): 2471-2476.      
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 
 
摘要 
 
背景：不同诱导剂诱导骨髓间充质干细胞分化形成心肌样细胞功能学方面的研究未见报道。 
目的：观察 5-氮杂胞苷、血管紧张素Ⅱ、骨形态发生蛋白 2 和 P53 特异性抑制剂对骨髓间充质干细胞向心肌样细胞分化的

影响。 
方法：分离大鼠骨髓间充质干细胞，取第 3 代细胞分为 5 组，即正常对照组，5-氮杂胞苷组、血管紧张素Ⅱ组、骨形态发

生蛋白 2 组和 P53 特异性抑制剂组。采用流式细胞仪技术鉴定骨髓间充质干细胞表面特定抗原表达情况，Western blot 法
检测诱导 4 周后 Cx43、肌钙蛋白Ⅰ表达情况，fluo3/AM 钙离子探针激光共聚焦检测诱导 4 周后钙瞬变能力。 
结果与结论：骨髓间充质干细胞表面抗原 CD29、CD44、CD45 的阳性表达率分别为 89.1%，90.4%和 1.9%。Western blot
结果显示，各诱导组均有肌钙蛋白Ⅰ的表达，P53 特异性抑制剂组较其余各组表达多(P < 0.05)，骨形态发生蛋白 2 组较其

余各组表达少(P < 0.05)。Cx43 蛋白在各组之间均有表达，正常对照组较各实验组明显较少(P < 0.05)，P53 特异性抑制剂

组较其余各组表达多(P < 0.05)，血管紧张素Ⅱ组较其余各组表达少(P < 0.05)。钙瞬变功能测定结果显示，荧光强度血管

紧张素Ⅱ>P53 特异性抑制剂>5 氮杂胞苷>骨形态发生蛋白 2>正常对照组(P < 0.01)。提示不同诱导剂诱导骨髓间充质干细

胞之后，各实验组均能向心肌样细胞分化，表达心肌特异性蛋白。而不同诱导剂发挥作用的通路不同，从而对诱导骨髓间

充质干细胞分化形成心肌样细胞的功能产生不同影响。 
 
关键词：骨髓间充质干细胞；诱导剂；诱导；分化；心肌样细胞 
缩略语注释：BMSCs：bone marrow mesenchymal stem cells，骨髓间充质干细胞；ANG-Ⅱ：renin angiotensin-Ⅱ，血

管紧张素Ⅱ；PFT-α：p-fifity three inhibitor-alpha，P53 特异性抑制剂 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2012.14.001 
 
刘博武，吕安林，黄炜，侯婧，侯兆蕾，侯红，达晶，杨娜. 四种诱导剂诱导骨髓间充质干细胞向心肌样细胞的分化[J].中
国组织工程研究，2012，16(14):2471-2476.      [http://www.crter.org  http://cn.zglckf.com] 
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0  引言 
 

心肌梗死后心肌细胞的自我修复能力极其

有限，而近年来干细胞研究为坏死心肌的修复

带来了新的希望。众多研究证实骨髓间充质干

细胞(bone marrow mesenchymal stem cells，
BMSCs)移植可以改善心梗后心功能的恢复以

及减少心室重构的发生率[1-7]。对于BMSCs经过

诱导分化形成心肌样细胞的研究同样众多，有确

切证据表明5-氮杂胞苷是诱导其分化的有效化

学试剂[8-9]。而骨形态发生蛋白是一种多功能糖

蛋白，是转化生长因子β超家族成员之一，可促

进多种细胞的生长、分化和凋亡。研究发现骨形

态发生蛋白2主要通过Smad信号通路的介导作

用促进骨髓干细胞来源的心肌样细胞的心肌早

期转录因子和心肌特异性基因的表达[10]。本课题

组研究发现血管紧张素Ⅱ(renin angiotensin-Ⅱ，

ANG-Ⅱ)能够诱导BMSCs分化形成心肌样细  
胞 [11-12]，以及P53特异性抑制剂(p-fifity three 
inhibitor-alpha，PFT-α)阻断P53-P21蛋白通路能

够促进BMSCs增殖及分化[13]。本实验通过观察

BMSCs经过不同诱导剂诱导分化形成心肌样细

胞，从而进行不同诱导剂对心肌样细胞影响的比

较，以进一步探索提高诱导方法和途径。 
 
1  材料和方法 

 
设计：细胞学水平，对比观察实验。 
时间及地点：于2010-09/2011-10在解放

军第四军医大学西京医院心内科实验室完成。 
材料：  
主要试剂和仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

实验动物：4周龄健康雄性SD大鼠，体质量

(110±20) g，SPF级，由解放军第四军医大学动

物实验中心提供，许可证号：SCXK(军 ) 
2008-012，实验过程中对动物的处置符合伦理

学准则[14-15]。 

实验方法： 

BMSCs原代分离、培养及传代：采用颈椎脱

臼处死大鼠，取四肢长骨放置于体积分数为

75%乙醇中浸泡5 min。在超净台中无菌剔除肌

肉筋膜，分离胫骨、股骨及肱骨，剪除骨骺端，

暴露骨髓腔，用L-DMEM培养液反复冲洗骨髓

腔，充分混匀制成单细胞悬液并将其缓慢加入预

先装有恢复到室温的1.077 g/mL的淋巴细胞分

离液的15 mL离心管中，骨髓单细胞悬液与淋巴

细胞分离液的比例为1∶1，25 ℃，2 000 r/min，
20 min 后取出吸取云雾状细胞层，加入

L-DMEM培养液混匀，1 500 r/min，10 min后
取出弃去上清液，加入预先配制的完全培养液

(L-DMEM，体积分数10%胎牛血清，300 mg/L
谷氨酰胺，100 U/mL青霉素，100 U/mL链霉素，

10 mmol/L HEPES，750 mg/L NaHCO3)，充

分吹打混匀后，接种于25 cm2 Hyclone培养瓶

中，于37 ℃，体积分数5%CO2饱和湿度细胞

孵箱中培养。72 h后首次换液，以后每72 h换
液1次。待细胞长到80%~90%融合时用0.25%
胰蛋白酶进行消化，以1∶2比例传代。培养至

第3代[16]。 
BMSCs细胞形态学观察：每日在倒置显微镜

下观察细胞传代以及诱导前后生长情况和形态

变化。 
BMSCs细胞鉴定：取第3代BMSCs用PBS清

洗3遍，加入预先恢复到室温0.25%的胰蛋白酶

1.5 mL，放置于倒置显微镜下观察，等细胞间

隙变大，细胞回缩变圆时，弃去消化液，加入   
3 mL完全培养液L-DMEM终止消化。吹打混匀

细胞后离心，再用PBS洗涤2次(1 500 r/min，
10 min)，剩余50 μL配成浓度为1×1012 L-1的细

胞悬液。分别加入CD44-FITC抗体2.5 μL，
CD45-PE抗体5 μL，CD29-PE抗体5 μL，阴性

对照加入鼠抗IgG-FITC和IgG-PE，4 ℃避光孵

育30 min。再次用PBS洗涤2次(1 500 r/min，
10 min)后弃去上清液体，测定组加300 μL PBS
混匀呈单细胞悬液，对照组加400 μL PBS混匀

细胞呈单细胞悬液。采用流式细胞仪技术测定

BMSCs表面特定抗原[16-17]。 
实验分组及处理：取第3代BMSCs细胞用

PBS清洗3遍，加入预先恢复到室温0.25%的胰

试剂及仪器 来源 

5-氮杂胞苷、胰蛋白酶、左旋谷氨 
酰胺、血管紧张素Ⅱ           

骨形态发生蛋白 2               
Fluo3/AM                      
P53 特异性抑制剂               
L-DMEM 培养基                
胎牛血清                       
Ficoll 淋巴细胞分离液 
CD29-PE                      
CD44-FITC/CD45-PE           
CO2细胞孵箱                   
流式细胞仪                     
激光共聚焦显微镜               
Cx43 多抗                     
肌钙蛋白Ⅰ单抗                 

Sigma， USA 
 
Peprotech，USA 
Biotium，USA 
Cayman，USA 
Hyclone，USA 
杭州四季青 
天津 TBD 公司 
eBioscience，USA 
Biolegend, USA 
Thermo，USA 
BD，USA 
Olympus，JP 
GeneTex，USA 
Abcam，USA 
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蛋白酶1.5 mL，放置于倒置显微镜下观察，等细胞间隙

变大，细胞回缩变圆时，弃去消化液，加入3 mL完全培

养液L-DMEM终止消化。吹打混匀呈单细胞悬液后接种

于6孔板及35 mm细胞培养皿内。待24~48 h后细胞贴

壁，将细胞分为5组，每组2孔/2皿：①正常对照组：加

入正常L-DMEM完全培养液。②5-氮杂胞苷组：加入

终浓度为10 μmol/L的5-氮杂胞苷完全培养液进行诱

导[8]。③ANG-Ⅱ组：加入终浓度为0.1 μmol/L的血管

紧张素Ⅱ完全培养液进行诱导[11]。④骨形态发生蛋白2
组：加入终浓度为10 μg/L的骨形态发生蛋白2完全培

养液进行诱导[10]。 PFT⑤ -α组：加入终浓度为20 μmol/L
的PFT-α完全培养液进行诱导。各诱导组均24 h后去除诱

导培养液，更换为正常L-DMEM完全培养液继续培养[13]。 
BMSCs诱导后4周Cx43、肌钙蛋白Ⅰ表达情况鉴定：采

用Western blotting法测定不同处理组诱导4周后Cx43、
肌钙蛋白Ⅰ蛋白表达量的变化。 

BMSCs诱导后Flou3钙瞬变功能情况测定：采用激光共

聚焦扫描显微镜对不同处理组诱导4周后钙瞬变功能情

况进行测定。将flou3/AM(5.0 μmol/L)的完全培养液加入

各处理组中避光孵育30 min(25 ℃)，洗涤2次后采用双激

发荧光光电倍增系统检测荧光信号。激发波长为480 nm
刺激各实验组细胞，细胞内与游离Ca2+结合的荧光物质被

激发，检测其发射光(波长526 nm)被检测。细胞内钙离子

浓度的改变可通过两种波长荧光强度的变化所反映，记录

各实验组3 min时长的钙瞬变荧光强度值[18]。 
主要观察指标：①BMSCs培养传代和诱导过程中

的细胞形态变化。②流式细胞仪技术鉴定BMSCs表面

特定抗原。③Western blotting法检测Cx43、肌钙蛋白

Ⅰ蛋白表达情况。④激光共聚焦扫描显微镜观察不同处

理组钙瞬变能力。 
统计学分析：由第一作者采用SPSS 11.0统计分析

软件对各组数据进行方差分析和多重比较，各组数据均

以x
_

±s表示，P < 0.05为差异有显著性意义。 
   

2  结果 

 
2.1  BMSCs培养传代及诱导后细胞形态学变化  见图

1。 
原代BMSCs多呈圆形或椭圆形，折光性强，见图

1a。3 d后大部分细胞贴壁生长，形态多样，为短梭形，

三角或不规则星形，且伸出长短不一、粗细不等的胞质

突起相互连接，见图1b。7 d左右，BMSCs进入指数增

长期，细胞快速分裂增殖，数量显著增多，形状主要为

长梭形向四周呈放射状扩散，形成大小不均的细胞集

落。传代后细胞体积比原代细胞较大，呈长梭形，并有

少量三角形及不规则星形细胞。传3代后，BMSCs生长

排列紧密，细胞形态趋向一致，见图1c。BMSCs诱导

后4周，细胞形态为长梭形，并横向增宽生长，表现出

心肌样细胞形态特征，见图1d。 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    

 
2.2  BMSCs表面特定抗原鉴定结果  见图2。 

 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 

     

Figure 1  Morphological changes of bone marrow 
mesenchymal stem cells (BMSCs) during passage 
and after induction (×200) 

图 1  骨髓间充质干细胞培养传代及诱导后细胞形态学变化
(×200) 

a: Primary BMSCs 1d b: Primary BMSCs 3 d 

c: Passage 3 BMSCs d: 4 w after induction of BMSCs

Figure 2  Positive expression of surface antigen of bone 
marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) 

图 2  骨髓间充质干细胞表面抗原阳性表达率 

a: The positive expression of CD29  

b: The positive expression of CD44 

c: The positive expression of CD45 
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对传至第3代的BMSCs进行鉴定，采用流式细胞仪

技术鉴定表面特征性抗原CD29，CD44和CD45，结果

显示，BMSCs表面特征性抗原CD29阳性表达率为

89.1%，CD44阳性表达率为90.4%，而CD45阳性表达

率为1.9%。与文献报道相一致[13]。证明采用密度梯度离

心法和贴壁分离法联合分离大鼠BMSCs，经过传代培

养增殖，可以获得纯化的BMSCs。 
2.3  BMSCs诱导后4周Cx43、肌钙蛋白Ⅰ蛋白表达量

见图3。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Western blotting法测定不同处理组诱导24 h后

Cx43、肌钙蛋白Ⅰ蛋白的表达量。 
经统计学分析卡方检验结果显示，除对照组外，各

组均有肌钙蛋白Ⅰ蛋白的表达，但PFT-α组较其余各组

表达量多(P < 0.05)，5-氮杂胞苷组与ANG-Ⅱ组差异无

显著性意义(P > 0.05)，骨形态发生蛋白2组较其他实验

组表达少(P < 0.05)。 
而Cx43蛋白在各组之间均有表达，对照组较各实验

组表达量少(P < 0.05)，PFT-α组较其余各组表达量多 
(P < 0.05)，5-氮杂胞苷组与骨形态发生蛋白2组差异无

显著性意义(P > 0.05)，ANG-Ⅱ组较其余实验组表达少

(P < 0.05)。 
2.4  BMSCs诱导后4周的钙瞬变功能测定结果  见图

4。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 

b: Morphological observation in different groups (×400) 

Figure 4  Calcium transient capabilities after 4 wk of 
induction 

图 4  不同处理组诱导 4 周后钙瞬变功能测定结果 

a: The average intensity of calcium transient  
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Figure 3  Cx43 and troponin Ⅰ protein expression after 4 wk 
of induction  

图 3  不同处理组诱导 4 周后 Cx43、肌钙蛋白Ⅰ蛋白表达水
平 
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experimental groups 
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激光共聚焦显微镜检测不同处理组诱导4周后钙瞬变

功能，钙瞬变平均荧光强度在5-氮杂胞苷组为1 686.177± 
499.122，在PFT-α组为2 156.606±385.355，在ANG-Ⅱ
组为2 627.666±407.329，在骨形态发生蛋白2组为    
1 301.910±338.681，在对照组中为824.928±222.399，
荧光强度ANG- >PFTⅡ -α>5氮杂胞苷>骨形态发生蛋白

2>对照组。 
经方差分析和多重比较，各组之间差异均有非常显

著性意义(P < 0.01)。 
 

3  讨论 

 
心肌梗死的发病率逐渐提高，心肌梗死后坏死心肌

细胞的修复是治疗效果的关键。虽然干细胞具有自我更

新和分化为多种细胞系的能力，而心肌梗死后的心肌细

胞组织修复一般认为是心脏自体干细胞的动员，但是其

自身的修复缓慢，细胞来源有限，体外扩增技术困难，

移植后存活率低等缺点。而BMSCs提取分离，在体外

扩增，诱导为心肌样细胞后移植，则具有较好的可行性

及疗效[19]。而注射未经处理过的BMSCs同样具有心肌

修复和提高心功能的作用[20]。大多数关于BMSCs治疗

动物心肌梗死模型或者急性心肌梗死患者的研究均显

示可以有效改善心功能[21-23]。 
5-氮杂胞苷作为公认的可诱导BMSCs向心肌细胞

分化的化学试剂，其主要机制可能共价结合DNA从而导

致DNA甲基在细胞分裂中进行性丢失从而去甲基化，并

启动了生肌调节因子MyoD的表达[24]。 
血管紧张素Ⅱ是一种肽类激素同时也是一种生长

因子，刺激血管平滑肌细胞、成纤维细胞增生[25-26]，其

可能通过激活MAPK，转化生长因子信号通路诱导

BMSCs分化为心肌样细胞。 
骨形态发生蛋白是一种多功能信号分子，可以调节

多种细胞的生长分化[27-30]。目前认为骨形态发生蛋白2
通过受体激活并经Smads、P38MAPK和PI-3K这3条信

号转导通路进行心肌转录因子表达的调节，从而诱导

BMSCs的分化。 
P53抑癌基因编码的P53蛋白及其下游P21蛋白具

有抑制细胞癌变的作用，同时能够抑制干细胞分化和增

殖。通过特异性抑制剂PFT-α阻断P53-P21蛋白通路，

能够显著的提高干细胞的分化率[31]。 
对于不同诱导剂诱导BMSCs分化形成心肌样细

胞，其影响不同信号通路从而可能对细胞功能产生不同

的影响。本实验发现，经过诱导后，各实验组均有心肌

特异性蛋白肌钙蛋白Ⅰ表达，其中P53组表达量最多，

5-氮杂胞苷组和ANG-Ⅱ组次之，骨形态发生蛋白2组较

对照组表达量多。而在钙瞬变功能检测中发现ANG-Ⅱ
荧光强度最高，P53组、5-氮杂胞苷组、骨形态发生蛋

白2组荧光强度依次降低，于心肌特异性蛋白表达量不

完全一致，提示不同诱导剂对诱导分化形成的心肌样细

胞功能产生不同的影响。 
另本实验仅针对不同实验组钙瞬变功能进行了检

测，尚不能完全说明诱导分化形成心肌样细胞的功能，

进一步将会采用膜片钳技术对其电生理功能进行测定，

以进一步比较不同诱导剂对BMSCs诱导分化形成心肌

样细胞功能的影响。 
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