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文章亮点： 

1 倒置显微镜下观察 5-氮胞苷诱导 24 h 之后，人脐带间充质干细胞失去典型的梭形形态，转变为棍状

或者柱状。 

2 免疫组化染色显示 5-氮胞苷诱导后 2 周细胞心肌特异性肌钙蛋白 I 表达呈阳性。 

3 透射电镜观察显示 5-氮胞苷诱导后 4 周部分人脐带间充质干细胞内可见典型的肌小节及心房颗粒。 

4 以上的细胞形态改变与心肌源性细胞特异性生化标志物表达提示经 5-氮胞苷诱导后人脐带间充质干细

胞能够向心肌样细胞转化。 
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胞图片文章 
 
摘要 

背景：人脐带间充质干细胞具有多向分化潜能，经诱导后是否可向心肌细胞分化？目前的报道尚不多。 

目的：观察人脐带间充质干细胞经 5-氮胞苷诱导分化后肌钙蛋白 I 的表达情况。 

方法：取第 2 代人脐带间充质干细胞标本，经消化、离心、沉淀后，分为 7 份，制成细胞悬液，调整细

胞浓度为 2×107 L-1，分别加入浓度为 80，40，20，10，5，2.5，0 μmol/L 5-氮胞苷于同样条件继续培

养，作用 24 h 后除去，继续培养 4 周。 

结果与结论：①人脐带间充质干细胞经 5-氮胞苷处理 24 h 之后，各组细胞都会出现部分死亡，失去典

型的梭形形态，成为棍状或者柱状，40，80 μmol/L 组细胞形态变化明显。②免疫组化染色显示 5，10，
20，40，80 μmol/L 组诱导后 2 周心肌特异性肌钙蛋白 I 表达呈阳性，对照组与 2.5 μmol/L 组心肌特异

性肌钙蛋白 I 表达为阴性。选取 5 个高倍视野进行细胞计数，80，40，20，10 μmol/L 组间心肌样细胞

的转化率差异无显著性意义，均明显高于 5 μmol/L 组(P < 0.05)。③超微结构观察显示经 5-氮胞苷诱导

后 4 周时部分人脐带间充质干细胞内可见典型的肌小节及心房颗粒。而未经 5-氮胞苷诱导的对照组无以

上改变。结果提示经 5-氮胞苷诱导后人脐带间充质干细胞能够向心肌样细胞转化。 
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Abstract 

BACKGROUND: Human umbilical cord mesenchymal stem cells possess multi-differentiation potential. There 
are few studies describing whether human umbilical cord mesenchymal stem cells can be induced to differentiate 
into cardiomyocytes .  

OBJECTIVE: To investigate cardiac troponin I expression in human umbilical cord mesenchymal stem cells after 
5-azacytidine induction in vitro.  

METHODS: Passage 2 human umbilical cord mesenchymal stem cells were digested, centrifuged and deposited. 
Cell suspension was prepared and cell concentration was adjusted to be 2×107/L. Then cells were cultured for 24 
hours after addition of various concentrations of 5-azacytidine (80, 40, 20, 10, 5, 2.5, 0 μmol/L). After removal of 
5-azacytidine, cells were cultured for another 4 weeks.  

RESULTS AND CONCLUSION: After treatment with 5-azacytidine for 24 hours, some cells died in each 
group, and typical fusiform appearance turned into stick-like or column-like appearance, especially in the 40 
and 80 μmol/L 5-azacytidine groups. Immunohistochemical staining results showed that cardiac troponin I 
expression was detected in human umbilical cord mesenchymal stem cells in 5, 10, 20, 40, 80 μmol/L 
5-azacytidine groups after induction for 2 weeks, but it was not detected in the control and 2.5 μmol/L 
5-azacytidine groups. Five high-fold fields were selected for cell counting. The number of cardiomyocytes 
was not significantly different between 80, 40, 20, 10 μmol/L 5-azacytidine groups, but it was significantly 
higher compared to that in the 5 μmol/L 5-azacytidine group. After 5-azacytidine treatment for 4 weeks, 
typical sarcomeres and cardiac atrium particles were observed in some human umbilical cord mesenchymal 
stem cells. Such changes were not observed in the control group in which 5-azacytidine induction was not 
used. These findings suggest that human umbilical cord mesenchymal stem cells were induced to 
cardiomyocyte-like cells by 5-azacytidine.  

Key Words: stem cells; stem cell culture and differentiation; umbilical cord mesenchymal stem cells; 5-azacytidine; 
immunohistochemistry; cardiomyocyte; cardiac troponin I; stem cell photographs-containing paper 
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0  引言 

 
在局部缺血损伤的状态下，心肌细胞死亡、心肌细胞缺乏再生能力会导致心肌梗死、扩

张型心肌病、心力衰竭等一系列疾病，但是目前国内外学者还没有较好的处理方法[1-6]。晚期

患者常需进行心脏移植，但是手术风险较高、手术费用较为昂贵，同时也很难获得合适的供

体，这样就使心脏移植治疗受到了很大的限制。因此，在心血管研究领域，采用生物学技术

来修复受损心肌组织是一个较好的方法[7]。实验采用5-氮胞苷诱导人脐带间充质干细胞分化

为心肌细胞，免疫组化检测心肌特异性肌钙蛋白I的表达情况。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞学对比观察实验。 

时间及地点：实验于2009年12月至2010年12月在辽宁医学院完成。 

材料：人脐带间充质干细胞由细胞产品国家工程研究中心提供。5-氮胞苷、抗人cTnI单

抗(Sigma公司)，倒置显微镜、透射电子显微镜(日本Olympus公司)。 

实验方法： 

体外培养诱导方法：取2份第2代人脐带间充质干细胞标本， 0.25%胰蛋白酶消化后，500×g

离心5 min。离心后进行沉淀，用无血清DMEM培养液将其进行混匀，分为7份，清洗2次，

制成细胞悬液，调整细胞浓度为2×107 L-1，分别加入浓度为80，40，20，10，5，2.5，0 μmol/L 

5-氮胞苷于同样条件继续培养，作用24 h后，吸去含5-氮胞苷的培养液，洗涤2次(Tyrode氏
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平衡盐溶液)，改用完全培养液继续培养，每3 d换液1次。  

诱导心肌样细胞的鉴定： 

人脐带间充质干细胞的形态观察和细胞生长情况：

在倒置显微镜下观察诱导前，诱导后24 h，48 h，1周，

2周，3周，4周细胞生长和形态的变化。 

免疫组织化学方法检测心肌特异性肌钙蛋白I的表

达：诱导2周后，在室温下用PBS洗涤人脐带间充质干

细胞的盖玻片，然后再将其放入到比例为1∶1的冰乙

酸∶甲醇液体中洗涤3次，固定20 min，加入37 ℃的二

抗、鼠抗人β-肌球蛋白重链进行洗涤。细胞浆中的阳性

细胞会出现棕黄色颗粒。 

超微结构观察：诱导4周后，收集细胞，消化离心、

戊二醛固定、环氧树脂包埋，制成电镜超薄切片，经醋酸

双氧铀和构椽酸铅双染后透射电镜观察细胞的超微结构。 

心肌样细胞转化率：取诱导后的细胞爬片，每张玻

片取5个视野，对视野内的蓝色细胞核数、肌钙蛋白I阳

性细胞数进行计数，计算人脐带间充质干细胞经诱导后

向心肌样细胞的转化率。 

统计学分析：实验数据以x
_

±s表示，用SPSS 13.0

统计软件分析。两两组间比较用t 检验，多组间比较采

用单因素方差分析。P < 0.05为差异有显著性意义。 

   
2  结果 

 

2.1  倒置显微镜观察细胞形态改变  在5-氮胞苷处理

前，无细丝样结构、无颗粒，胞浆量均匀且少，核/浆比

例高，细胞形态是典型的梭形，细胞呈漩祸样或同心圆

生长，核内会见到较为明显的核仁，见图1；在5-氮胞

苷处理24 h之后，梭形转变为棍状或者柱状，80，40，

20 μmol/L组有30%细胞出现死亡，10，5，2.5 μmol/L

组仅有少量细胞死亡，部分细胞黏附生长，见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

诱导7 d后，细胞形态发生变化，多紧密平行排列

生长，细胞体积变大，纺锤形细胞比例下降，多数细胞

呈杆状，少部分细胞呈不规则外形、长梭形或椭圆形。

诱导两三周时细胞增殖减慢，部分细胞脱壁死亡，40，

80 μmol/L组细胞形态变化明显。 

 

2.2  免疫组化鉴定结果  免疫组化染色显示5，10，20，

40，80 μmol/L组诱导后2周心肌特异性肌钙蛋白I表达呈

阳性，对照组与2.5 μmol/L组心肌特异性肌钙蛋白I表达

为阴性，见图3。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

2.3  人脐带间充质干细胞经诱导后向心肌样细胞的转
化率  选取5个高倍视野进行细胞计数，80 μmol/L 5-氮

图 1  倒置显微镜观察第 2 代人脐带间充质干细胞形态 
(×200) 

Figure 1  Morphology of passage 2 human umbilical cord 
mesenchymal stem cells under inverted microscope 
(×200) 

注：第 2 代人脐带间充质干细胞为是典型的梭形形态，核内会见

到较为明显的核仁。 

图2  人脐带间充质干细胞经10 μmol/L 5-氮胞苷诱导后 24
h 形态变化(×200) 

Figure 2  Morphology of human umbilical cord mesenchymal 
stem cells after treatment with 10 μmol/L 
5-azacytidine for 24 h (×200) 

注：部分细胞黏附生长，失去了典型的梭形，为柱状或棍状。

图 3  5-氮胞苷诱导后 2 周人脐带间充质干细胞心肌特异性

肌钙蛋白 I 表达(免疫组化染色，×200) 

Figure 3  Cardiac troponin I expression in human umbilical cord 
mesenchymal stem cells after treatment with 
5-azacytidine for 2 wk (immunohistochemical 
staining, ×200) 

A：10 μmol/L 5-氮胞苷组  

注：免疫组化染色显示 10 μmol/L 5-氮胞苷组心肌特异性肌钙蛋

白 I 表达呈阳性，2.5 μmol/L 5-氮胞苷组心肌特异性肌钙蛋白 I
表达为阴性。 

B：2.5 μmol/L 5-氮胞苷组 



 
唐欣，等. 人脐带间充质干细胞经 5-氮胞苷诱导后心肌特异性肌钙蛋白 I 的表达 

ISSN 2095-4344  CN 21-1581/R   CODEN: ZLKHAH 4215

www.CRTER.org 

胞苷组心肌样细胞的转化率为(24.1±5.6)%，40 μmol/L 

5-氮胞苷组为(21.2±5.2)%，20 μmol/L 5-氮胞苷组为

(23.3±5.6)%，10 μmol/L 5-氮胞苷组为(28.3±3.6)%，  

5 μmol/L 5-氮胞苷组为(15.6±4.2)%。80，40，20，    10 

μmol/L组间差异无显著性意义，均明显高于5 μmol/L组

(P < 0. 05)。 

 

2.4  透射电镜观察诱导后细胞超微结构  诱导后4周，

对照组与2.5 μmol/L组的细胞表面有诸多突起，细胞核

形态不规则，核染色质呈弥散样分布，电子密度低，核

仁清晰，部分核可见多个核仁，胞质内细胞器形态分化

幼稚，线粒体小且电子密度很高。5，10，20 μmol/L组

的细胞胞浆内线粒体丰富，核位于细胞中央，多为单核，

少量细胞为双核或者多核，核周围聚集有丰富的房性颗

粒样结构，直径在100-200 nm，见图4。40，80 μmol/L

组的细胞大量死亡，未行电镜观察。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

倒置显微镜观察结果表明，在5-氮胞苷处理诱导

前，无细丝样结构、无颗粒，胞浆量均匀且少，核/浆

比例高，细胞形态是典型的梭形，细胞呈漩祸样或同

心圆生长，核内会见到较为明显的核仁；在5-氮胞苷处

理24 h之后，各组细胞都会出现部分死亡，典型的梭形

形状失去，成为棍状或者柱状，由此可见，人脐带间充

质干细胞发生心肌样转化。 

 

肌钙蛋白位于收缩蛋白的细肌丝上，主要是调节肌

肉舒张和收缩过程，属于一种典型的肌肉组织收缩调节

蛋白，其中肌钙蛋白I有较高的特异性，是检测心肌损伤

和鉴定心肌源性细胞的特异性生化标志物。免疫组化染

色显示5，10，20，40，80 μmol/L组诱导后2周心肌特

异性肌钙蛋白I表达呈阳性，对照组与2.5 μmol/L组心肌

特异性肌钙蛋白I表达为阴性。选取5个高倍视野进行细

胞计数，80，40，20，10 μmol/L组间心肌样细胞的转

化率差异无显著性意义，均明显高于5 μmol/L组(P < 

0.05)。超微结构观察显示经5-氮胞苷诱导后4周时部分

人脐带间充质干细胞内可见典型的肌小节及心房颗粒。

而未经5-氮胞苷诱导的对照组无以上改变。以上的细胞

形态改变与文献报道的心肌样细胞形态相近，提示经5-
氮胞苷诱导后人脐带间充质干细胞向心肌样细胞转化。

实验中未观察到经5-氮胞苷诱导后细胞的自主搏动。 
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图 4  人脐带间充质干细胞经 10 μmol/L 5-氮胞苷诱导后 4
周的超微结构(×9 600 ) 

Figure 4  Ultrastructure of human umbilical cord mesenchymal
stem cells after treatment with 10 μmol/L 
5-azacytidine for 4 wk (×9 600) 

注：经过 5-氮胞苷诱导后 4 周，细胞胞浆内线粒体丰富，核位于

细胞中央，多为单核，少量细胞为双核或者多核，核周围聚集有

丰富的房性颗粒样结构。 
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