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文章亮点： 

根据 Pubmed检索结果，目前涉及细胞因子和 5-氮杂胞苷联合诱导脂肪源性细胞成肌潜能分化的研究国

内外报道较少，实验在种子细胞成肌诱导方面具备先进性，研究结果表明，联合诱导法是脂肪源性基质细胞

分化成肌细胞的理想方法，是成肌细胞体外培养的有效途径，为培养肌源性干细胞提供了良好的尝试，具有

潜在的临床应用价值。 

关键词： 

干细胞；脂肪干细胞；脂肪源性基质细胞；转化生长因子 β1；成肌分化因子；5-氮杂胞苷；Ⅲ型胶原；诱导

成肌；成肌细胞；细胞培养；结蛋白；省级基金；干细胞图片文章 

 

摘要 

背景：成肌种子细胞是构建工程化成肌复合物的基础，如何优化其扩增是过渡到临床应用的核心。 

目的：分析将 MyoD、转化生长因子 β1 及 5-氮杂胞苷不同模式下联合诱导兔脂肪源性基质细胞体外成肌潜

能的变化。 

方法：取兔腹部脂肪，采用胶原酶消化法分离获取脂肪源性基质细胞，分别以不同方式进行成肌细胞诱导：

5-氮杂胞苷诱导组；MyoD+转化生长因子 β1诱导；5-氮杂胞苷+ MyoD+转化生长因子 β1联合诱导组；并设

空白对照。于诱导第 1，4，8，12，16，20，24，28天观察细胞形态学特点，行 MTT比色法、流式细胞仪

和免疫组织化学检测鉴定细胞，检测Ⅲ型胶原含量。 

结果与结论：联合诱导组与其他组相比，细胞生长迅速，16 d增殖达高峰，20 d肌管数量增多，体积增大，

排列规则，呈结蛋白强阳性表达，细胞周期显示联合诱导组脂肪源性基质细胞的 DNA复制期细胞比例增加，

间隙期细胞减少，Ⅲ型胶原含量明显增高，差异有显著性意义。结果提示，多因子联合 5-氮杂胞苷模式能有

效促进脂肪源性基质细胞向成肌细胞定向分化，细胞增殖显著，是成肌细胞体外诱导的理想方法。 

 

Myogenetic potential of rabbit adipose-derived stromal cells  

 

Liu Jing1, Lin Wan-jun1, Liu Yin-Zhong2, Li Xiao-mian2, Guo Hong-gang3 (1Department of General 

Gynecology, Tianjin Central Hospital of Obstetrics and Gynecology, Tianjin  300100, China; 2College of 

Basic Medicine, Tianjin Medical University, Tianjin  300072, China; 3Department of Orthopedics, General 

Hospital of Tianjin Medical University, Tianjin  300052, China) 

 

Abstract 

BACKGROUND: Myogenetic seed cells are the fundamental for construction of tissue-engineered smooth 

muscle, and optimizing the amplification of seed cells is the key in further clinical application.  

OBJECTIVE: To analyze the myogenetic potential of rabbit adipose-derived stromal cells induced with the 

combination of MyoD, transforming growth factor β1 and 5-azacytidine, and to investigate a new way to induce 

cells.  

METHODS: The rabbit abdominal fats were isolated and then the adipose-derived stromal cells were separated 

by collagenase digestion method for myogenetic induction with different methods: 5-azacytidine induction group, 

MyoD+transforming growth factor β1 induction group, 5-azacytidine+MyoD+transforming growth factor β1 

combination induction group. The blank control group was set. The morphological characteristics of cells were 

observed at 1, 4, 8, 12, 16, 20, 24 and 28 days after induction, and the collagen type Ⅲ level were detected with 

4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide assay, flow cytometry and immunohistochemistry.  

RESULTS AND CONCLUSION: Compared with the other groups, the cell activity was higher in the combination 

induction group and reached peak at 16 days after induction, the number and volume of myotubes were 

increased at 20 days with regular arrangement, and desmin showed strong expression. Cell cycle showed the 

ratio of adipose-derived stromal cells in the DNA replication phase was increased in the combination induction 

group, the ratio of cells in the clearance period was decreased; the level of collagen type Ⅲ was increased 

significantly, and the difference was significant. The results indicate that 5-azacytidine combined with multiple 

factors can promote the differentiation of adipose-derived stromal cells into myoblasts with significant cell 

proliferation, which is considered as the ideal method to in vitro induction of myoblasts.  

Key Words: stem cells; adipose-derived stem cells; adipose-derived stromal cells; transforming growth factor β1;     
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0  引言 

 

正常肌肉组织的细胞源于肌卫星细胞，是一类存在

于肌组织基底膜与肌纤维浆膜间的单核梭形细胞。其分

化受成肌调节因子控制，这包括MyoD，Myf5，Myogenin 

及MRF4等
[1-6]
，正常情况下，肌卫星细胞处于休眠期，

当创伤、炎症、肿瘤等应激状态下被激活，表达MRFs

及参与成肌细胞分化。然而，随着机体日渐衰老，肌卫

星细胞含量日益递减，尤其在严重肌损伤或慢性肌源性

损伤(例如中年妇女压力性尿失禁、臂丛神经损伤、重症

肌无力等)的情况下，其数量无法满足修复需求。 

如何稳定表达成肌表型，提高成肌效应是完善成

肌种子细胞体外扩增技术的核心。脂肪源性基质细胞

作为新型种子细胞显示出广阔的应用前景，并日益受

到青睐。理论上，多因子联用较单一因子的成肌诱导

效果更佳，但多因子联用能否有效促进脂肪源性基质

细胞成肌分化，目前文献报道较少。实验旨在观察

MyoD、转化生长因子β1对脂肪源性基质细胞体外成肌

潜能的影响，并通过对比常规模式，建立改良诱导成

肌方法，为种子细胞扩增技术及工程化组织的构建提

供新的途径。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞学体外观察性实验。 

时间及地点：实验于2011年6月至2012年2月在天

津医科大学基础学院完成。 

材料：雄性新西兰兔12只，平均体质量2.3 kg，由

天津医科大学动物实验中心提供。 

MyoD及转化生长因子β1联合5-氮杂胞苷诱导兔脂肪源

性基质细胞成肌实验所需主要试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

脂肪源性基质细胞的分离培养、培养和传代：无菌条件

下，用PBS冲洗、剪碎新西兰兔腹部脂肪组织，7.5 g/L

的胶原酶37 ℃消化30 min，500×g离心10 min，去上

清。细胞周围红细胞裂解液重新悬浮并静置10 min，再

次离心300×g，3×5 min以去除胶原酶及红细胞裂解液残

余。DMEM培养基重悬细胞，培养基含体积分数的胎牛

血清、2 mmol/L L-谷氨酰胺，100 U/mL青霉素、100 g/L

链霉素。细胞种植密度约8 000个/cm
2
，24 h后换培养

液，细胞生长至融合时传代，2.5 g/L胰蛋白酶37 ℃消

化3.0-4.0 min，离心，细胞稀释至两三倍转至培养瓶中

培养，两三天换半量培养液。传代后细胞增殖速度加快，

通常3 d融合后可再次传代。 

脂肪源性基质细胞鉴定：参考文献[7]方法进行脂肪源

性基质细胞表型鉴定。 

成肌诱导化：按下列方式处理，①5-氮杂胞苷诱导组：

取第3代培养细胞，达50%融合时，对培养基加入含   

10 µmol/L 5-氮杂胞苷、体积分数5%胎牛血清和5%马

血清的DMEM液作为诱导剂，进行成肌化诱导。

MyoD+② 转化生长因子β1诱导组：在普通培养基中添加

10 μg/L的MyoD及30 μg/L的转化生长因子β1。③联合

诱导组：在5-氮杂胞苷常规诱导培养基中添加10 μg/L

的MyoD及30 μg/L的转化生长因子β1。各组诱导分化2

周。④空白对照组：未添加诱导培养基的细胞。 

成肌情况观察：培养第1，4，8，12，16，20，24，

28天，倒置显微镜观察细胞生长形态及发育特征，ABC

法行免疫化学染色，用呈结蛋白抗体为一抗，以成纤维

细胞为阴性对照，DAB显色鉴定(成肌细胞阳性呈棕色，

成纤维细胞阳性为蓝色)；行成肌细胞结蛋白免疫荧光检

测，细胞常规处理后，加入结蛋白单克隆抗体，FITC标

记二抗，荧光显微镜下检测；按相关试剂盒说明测定细

胞增殖、细胞周期及Ⅲ胶原含量。 

Ⅲ胶原含量用双抗体两步夹心酶联免疫吸附法

(ELISA)检测。将标准品、待测样本加入到预先包被Ⅲ

型胶原蛋白单克隆抗体的透明酶标包被板中，温育足够

时间后，洗涤除去未结合的成分，再加入酶标工作液，

温育足够时间后，洗涤除去未结合的成分。依次加入底

物A、B，底物(TMB)在辣根过氧化物酶催化下转化为蓝

色产物，在酸的作用下变成黄色，颜色的深浅与样品中

Ⅲ型胶原蛋白浓度呈正相关，450 nm波长下测定A值，

根据标准品和样品的A值，计算样本中Ⅲ型胶原蛋白含

量。 

主要观察指标：倒置显微镜观察细胞形态，免疫组

织化学、免疫荧光检测成肌细胞特异性抗原；细胞增殖

情况；细胞周期及Ⅲ胶原含量观察。 

试剂及仪器 来源 

胎牛血清、DMEM培养基、L-谷氨酰胺、

100 U/mL青霉素、100 g/L链霉素 

成肌分化因子、转化生长因子 β1      

CO2细胞培养箱                     

倒置显微镜                         

Gibicol Invitrogen公司 

 

Promega公司 

Forma 

Olympus 
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统计学分析：由第五作者采用SPSS 10.0统计学软

件处理，进行单因素多水平方差分析和q 检验。 

   

2  结果 

 

2.1  脂肪源性基质细胞原代培养与传代生长情况  原

代培养的脂肪源性基质细胞在24 h呈贴壁生长，细胞为

短梭状，折光性好，为体积不等的多角形或三角形细胞，

见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3-5 d呈集落样生长，12 d后呈纺锤形，细胞间相

互融合。传代细胞30 min开始贴壁，12 h完全贴壁，增

殖速度较原代细胞增快。联合诱导组细胞生长较其他组

迅速，伸展变形快。诱导8 d，细胞呈团簇样、束状排

列的长梭形多核细胞；诱导16 d细胞达80%融合，表现

出“漩涡状生长形态”。细胞间出现大量网状细胞，细

胞相互融合形成多核长管状肌管，即细胞核在中央，肌

丝在周边的肌管；肌管为光滑长条形，许多细胞核积聚

在一起，位于肌管的中央，形成肌链，肌管间长轴平行

排列，见图2，形成丰富细胞外源性。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MyoD+转化生长因子β1诱导组在20 d细胞融合，肌

管数量少于联合诱导组，见图3。5-氮杂胞苷诱导组细

胞生长较MyoD+转化生长因子β1诱导组慢，细胞数量较

少，第24天出现肌管，形成较晚，且发育幼稚，排列不

规则，分布不均匀。细胞外源性数量较联合诱导组少，

分布稀疏，见图4；对照组细胞呈现接触抑制现象，细

胞相互挤压，形状由梭状逐渐变长变细，呈纤维状，伸

展变形缓慢，见图5；最后呈现衰亡，未见细胞融合及

肌管形成。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  兔原代培养脂肪源性基质细胞，细胞短小，呈圆形或

类圆形(倒置显微镜，×40) 

Figure 1  Primary passage of rabbit adipose-derived stromal 

cells were small and round or oval shaped (Inverted 

microscope, ×40) 

图 2  5-氮杂胞苷+ MyoD+转化生长因子 β1联合诱导组  

16 d细胞形成排列紧密且规则的管状肌管(倒置显微

镜，×40) 

Figure 2  Regularly and closely arranged myogenetic tubes 

existed in 5-azacytidine+MyoD+transforming growth 

factor β1 combination induction group at 16 d 

(Inverted microscope, ×40) 

图 3  MyoD+转化生长因子 β1诱导组 20 d细胞形成排列疏

松的肌管(倒置显微镜，×40) 

Figure 3  Loosely arranged myogenetic tubes existed in 

MyoD+transforming growth factor β1 induction 

group at 20 d (Inverted microscope, ×40) 

图 4  5-氮杂胞苷诱导组 24 d细胞少量肌管形成，排列紊乱

(倒置显微镜，×40) 

Figure 4  Myogenetic tubes existed in 5-azacytidine induction 

group was decreased and arranged irregulary at  

24 d (Inverted microscope, ×40) 

图 5  空白对照组细胞呈现接触抑制，未见肌管(倒置显微

镜，×40) 

Figure 5  Contact inhibition without myogenetic tubes 

occurred in the blank control group (Inverted 

microscope, ×40) 
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2.2  各组细胞免疫化学检测结果  诱导8 d后，联合诱

导组中间丝蛋白结蛋白在脂肪源性基质细胞胞质中呈

强阳性表达，胞质染色呈深棕色，见图6；生长因子及

5-氮杂胞苷诱导组，细胞分别在12，16 d开始表达结蛋

白，胞浆呈浅棕色，细胞核呈紫色，见图7；对照组脂

肪源性基质细胞胞质不着色，为阴性表达，见图8。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  各组细胞免疫荧光检测结果  联合诱导组第4天，

脂肪源性基质细胞成肌细胞特异性抗原结蛋白开始阳

性表达，第12-16天，表达率和表达强度随时间的延长

而增加，至20 d达高峰，见图9，24 d后，表达强度有

所减弱；5-氮杂胞苷诱导组第16天开始表达，表达率和

表达强度较联合诱导及MyoD+转化生长因子β1诱导组

逊色，见图10，第24天达峰值，此后表达消失；对照组

始终呈阴性表达。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  各组细胞的增殖情况  联合诱导培养的细胞较

MyoD+转化生长因子β1诱导组快，细胞群体倍增时间

为32 h，大约16 d达80%融合，MyoD+转化生长因子β1

诱导组倍增时间为48 h，20 d达融合；而5-氮杂胞苷

诱导组增殖缓慢，表现为群体倍增时间延长至66 h，

约24 d达融合；此外，联合诱导组的细胞接种后第4

天开始增殖，第8天进入倍增期，第12天达峰值，第

20天步入平台期，诱导第28天细胞潜伏期延长，增殖

速度有所减慢；MyoD+转化生长因子β1诱导组第12天

细胞开始增殖，第16天进入峰值，第28天为衰减期；

图 6  5-氮杂胞苷+ MyoD+转化生长因子 β1联合诱导组第

8天兔脂肪源性基质细胞呈肌蛋白染色强阳性(倒置

显微镜，×100) 

Figure 6  Adipose-derived stromal cells were strongly positive 

for desmin staining in the 5-azacytidine+MyoD+ 

transforming growth factor β1 combination induction 

group at 8 d (Inverted microscope, ×100) 

 

图 7  MyoD+转化生长因子 β1诱导组第 16天兔脂肪源性

基质细胞呈肌蛋白染色弱阳性(倒置显微镜，×100)

Figure 7  Slight expression of desmin in the adipose-derived 

stromal cells of MyoD+transforming growth factor β1

induction group at 16 d (Inverted microscope, ×100)

 

图 8  空白对照组兔脂肪源性基质细胞呈肌蛋白染色阴性

(倒置显微镜，×40) 

Figure 8  Negative expression of desmin in adipose-derived 

stromal cells of blank control group (Inverted 

microscope, ×40) 

 

图 9  5-氮杂胞苷+ MyoD+转化生长因子 β1联合诱导组第

20天兔脂肪源性基质细胞呈肌蛋白表达显著(免疫荧

光染色，×200) 

Figure 9  Remarkable expression of desmin in 

adipose-derived stromal cells of 

5-azacytidine+MyoD+transforming growth factor β1 

combination induction group at 20 d 

(Immunohistochemical staining, ×200) 

图10  5-氮杂胞苷诱导组第16天脂肪源性基质细胞呈肌蛋

白表达减弱(免疫荧光染色，×200) 

Figure 10  Slight expression of desmin in adipose-derived 

stromal cells of 5-azacytidine induction group at  

16 d (Immunohistochemical staining, ×200) 
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5-氮杂胞苷诱导组第20天进入峰值，第24天为衰减

期；对照组细胞增殖能力均较前两组延缓，生长曲线

见图11。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5  各组细胞流式细胞检测结果  联合诱导组脂肪源

性基质细胞的DNA复制期细胞比例增加，间隙期细胞减

少，提示细胞DNA合成及增殖活动增强，5-氮杂胞苷诱

导组与空白对照组比较差异无显著性意义(P > 0.05)，

见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.6  各组细胞Ⅲ型胶原测定  第8天，MyoD+转化生长

因子β1诱导组胶原活性明显增高，第20天，胶原含量最

高，显著高于常规诱导及对照组，各时间段联合诱导组

均高于其他3组胶原水平，差异有显著性意义 (P < 

0.05)，见图12。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

随着组织工程学技术在泌尿生殖道修复重建领域

的不断渗透，一些学者渴望寻求一种理想的干细胞供

源，来弥补肌卫星细胞数量不足的缺陷
[8-17]
。移植治疗

女性张力性尿失禁尚处于探索阶段，种子细胞多为骨骼

肌细胞及骨髓间充质干细胞，虽然避免了应用胚胎干细

胞所引发的伦理道德问题，但并非完美。这主要与细胞

获取方式属有创操作，体外扩增困难等有关
[18-22]

。有学

者发现胎儿脐血及孕妇羊水中含有间充质干细胞，但存

在疾病传播等风险
[23-25]

。作者认为，理想的干细胞应是

自体的，其次是供源充足、获取方式不会对机体造成伤

害。在这种前提下，以脂肪组织为代表的脂肪源性基质

细胞，应该是较理想的种子细胞候选物。国外学者预测，

脂肪源性基质细胞有望成为迄今人类最大的成体干细

胞库
[26-31]

。 

干细胞在成肌细胞分化中表现出细胞形态与功能

方面的演变，细胞形态学演变包括细胞变形伸展能力、

细胞外源性及肌管排列情况等，功能方面体现在细胞周

期变化、细胞增殖能力、成肌细胞标志物的表达及III型

胶原合成能力等。正常情况下，成肌细胞发育分化过程

中，细胞出现融合，形成肌管及肌纤维。同时，一些成

肌标志性分子呈现表达，早期表达为Pax3、Six1，Six4

等，Pax7，c-met接着出现，随后是MyoD，Myogenin，

Dystrophin，结蛋白等，myf6，MRF，myosin和β-actin

在分化终末期出现
[2]
。5-氮杂胞苷是一种DNA甲基化抑

制剂，5-氮杂胞苷使间充质干细胞的相关基因发生去甲

基化，促使成肌细胞分化的调控基因表达，启动向成肌

细胞定向分化。实验参照前期文献报道，采用10 µmol/L

图 11  5-氮杂胞苷诱导组、MyoD+转化生长因子 β1诱导

组、联合诱导组及空白对照组细胞在不同时间段的

增殖活力 

Figure 11  Cell proliferation at different time points of each 

group 
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注：联合诱导组为 5-氮杂胞苷+ MyoD+转化生长因子 β1处

理。 

 

表 1  流式细胞仪测定的细胞周期 

Table 1  Cell cycle detected with flow cytometry  (x
_

±s, n=6, %)

联合诱导组为 5-氮杂胞苷+ MyoD+转化生长因子 β1处理；与空白组比较，

a
P < 0.05，

b
P < 0.01。 

注：联合诱导组脂肪源性基质细胞的 DNA复制期细胞比例增加，间隙期细

胞减少。 

组别 G1期 G2期 S期 

5-氮杂胞苷诱导组  

MyoD+转化生长因子 β1诱导组 

联合诱导组     

空白对照组                   

74.67±1.13  

53.18±3.11
a
 

33.92±5.12
a
 

94.32±3.13  

16.10±1.09 

11.19±1.80  

4.52±3.20
a
 

9.16±4.15  

35.63±2.31

19.32±3.23

69.38±4.21
b

13.68±2.18

图 12  各组细胞在不同时间段的Ⅲ型胶原水平 

Figure 12  Collagen type Ⅲ levels at different time points of

each group 
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注：联合诱导组用 5-氮杂胞苷+ MyoD+转化生长因子 β1处理，

在各时间段联合诱导组Ⅲ型胶原水平均显著高于其他 3组。 
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作为5-氮杂胞苷的诱导浓度，并选择含5-氮杂胞苷的诱

导培养液作为诱导脂肪源性基质细胞为成肌细胞的分

化剂。 

通过改变适宜细胞的某种生存环境，就会影响到成

肌细胞的分化过程。MyoD可使静止期的肌卫星细胞向

成肌细胞分化，并促使其融合，分化为成熟的肌纤维。

MyoD是向平滑肌细胞分化的“启动者”，依次能激活肌

细胞生成素、肌球蛋白、肌红蛋白和结蛋白的表达，这

些成肌因子是平滑肌最早的成肌标志之一。转化生长因

子β1具有调控间充质干细胞增殖与定向分化的主要因

子之一，并能抑制多种炎症递质的生物活性。MyoD与

转化生长因子β1共同作用于脂肪源性基质细胞，可诱导

细胞早期表达结蛋白，促使细胞发生形变。 

实验结果提示，MyoD+转化生长因子β1诱导组较

5-氮杂胞苷诱导组的细胞活性较强，作者分析，MyoD

与转化生长因子β1诱导时效早于5-氮杂胞苷诱导，这可

能与不同的诱导机制有关。5-氮杂胞苷可能为间接诱导

模式，而MyoD与转化生长因子β1为直接诱导模式。 

如何确保干细胞的大规模扩增是脂肪源性基质细

胞过渡到临床的核心问题，通过改变细胞诱导环境及延

长时效是完善细胞体外扩增的主要策略。实验基于常规

5-氮杂胞苷诱导前提下，添加了MyoD及转化生长因子

β1。通过检测成肌细胞特异性抗原结蛋白表达，比较成

肌诱导效果，结果显示联合诱导组诱导第4天，检测到

结蛋白表达，随着诱导时间延长，结蛋白表达率逐渐升

高，至20 d达高峰；5-氮杂胞苷诱导组在16 d表达，在

24 d达高峰，表达时效均较联合诱导组延缓，而且表达

率较联合诱导组低，差异有统计学意义。对照组均未检

测到结蛋白表达。 

多核肌管的形成是脂肪源性基质细胞分化为成肌

细胞的重要形态学标志。倒置显微镜下显示，联合诱导

组诱导细胞呈长梭形、多核化，细胞融合较充分，细胞

变形、伸展能力较常规组强。这提示通过细胞因子和5-

氮杂胞苷改变了脂肪源性基质细胞生长环境，诱导第16

天可见多核性肌小管结构，细胞外基质分泌旺盛。此外，

S+G2M 期细胞百分比为增殖指数，代表了细胞群体中

的增殖期数量，反映出细胞的增殖状态。通过比较各组

流式细胞术细胞周期不同阶段的效应，说明转化生长因

子β1能增加G2M 期的细胞比例，依靠缩短细胞周期达

到增殖作用。MTT结果也证明了联合诱导组出现类似效

应。 

综上所述，实验表明联合诱导法是脂肪源性基质细

胞分化成肌细胞的理想方法，是成肌细胞体外培养的有

效途径，为培养肌源性干细胞提供了良好的尝试。肌肉

再生是一个复杂的生物学过程，涉及多种生长因子间相

互作用。脂肪源性基质细胞真正应用到临床尚存在一些

距离，例如，经诱导的成肌细胞能否与神经突触建立联

系，这影响到移植的成肌细胞是否具有协调神经功能

等。这些未知领域有待今后深入研究。 
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