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5- 氮胞苷联合骨形态发生蛋白 2 诱导骨髓间充质干细胞向心肌样细胞分化

王文华 1，2，刘  洋 2，王巧敏 1，2，吕  洋 2，赵亚如 1，2，王海萍 2

文题释义：

骨形态发生蛋白2：属于转化生长因子β超家族一员，它可以对多种细胞的增殖、生存、分化和凋亡具有调节作用。在胚胎发育过程中，

骨形态发生蛋白是心肌发育的一个关键上游信号，因此在一定条件下它可以促进骨髓间充质干细胞分化成为心肌样细胞。

骨髓间充质干细胞：是一类具有多向分化潜能的成体干细胞，在一定条件下可以诱导分化为多种功能性细胞，包括骨细胞、脂肪细胞、软

骨细胞、心肌细胞等。除此之外，骨髓间充质干细胞具有获取分离容易、操作简单等特点，可大量培养扩增，并具有免疫调节作用。

摘要

背景：干细胞已成为组织工程中理想的种子细胞，为细胞移植治疗心肌梗死提供了研究方向。

目的：探讨骨形态发生蛋白2联合5-氮胞苷体外诱导骨髓间充质干细胞向心肌样细胞分化的可行性。

方法：采用全骨髓贴壁法培养骨髓间充质干细胞，将第3代骨髓间充质干细胞进行分组诱导，分别为对照组(普通IMDM培养基)、骨形态发

生蛋白2组(200 ng/L)、5-氮胞苷组(10 µmol/L)、5-氮胞苷+骨形态发生蛋白2组。诱导3 d后更换正常培养基继续培养4周，免疫细胞化学法

检测cTnI的表达，免疫荧光化学法检测Desmin、cTnT的表达，Western blot检测cTnT和cTnI的表达；诱导3 d后更换正常培养基继续培养1，
2，4周，采用RT-qPCR检测心肌早期转录因子GATA-4、Nkx2.5 mRNA的表达。

结果与结论：①Western blot检测诱导组均表达cTnT、cTnI，联合诱导组cTnT、cTnI的表达高于单独诱导组(P < 0.01)；②免疫细胞化学法检

测诱导组cTnI均呈阳性表达，联合诱导组高于单独诱导组(P < 0.05)；免疫荧光细胞化学法检测诱导组Desmin、cTnT均呈阳性表达，联合诱

导组高于单独诱导组(P < 0.05)；③RT-qPCR检测诱导组均有GATA-4、Nkx2.5 mRNA的表达，联合诱导组高于单独诱导组(P < 0.05)；④结果表

明，骨髓间充质干细胞经5-氮胞苷和骨形态发生蛋白2联合诱导后可以提高心肌样细胞的分化效率。 
关键词：干细胞；骨髓间充质干细胞；心肌样细胞；骨形态发生蛋白2；5-氮胞苷；SD大鼠
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Abstract
BACKGROUND: Stem cells have become ideal seed cells in tissue engineering, which provides a research direction for cell transplantation in the treatment of 
myocardial infarction.
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文章快速阅读：

鉴定：
采用流式细胞
技术对第 3 代
骨髓间充质干
细胞进行表面
抗原鉴定。

细胞培养：
采用全骨髓培
养贴壁法获取
骨髓间充质干
细胞。

分组：
(1) 对照组 ( 普
通 IMDM 培养
基 )；
(2) 骨 形 态 发
生 蛋 白 2 组 
(200 ng/L)；
(3)5-氮胞苷组
(10 µmol/L)；
(4)5- 氮胞苷 +
骨形态发生蛋
白 2 组。

检测指标：
(1) 光学显微镜观察诱导
后细胞的形态学特点；
(2)Western blot 检 测 诱
导后细胞的 cTnI、cTnT
表达；
(3) 免疫细胞化学法检
测诱导后细胞的 cTnI 表
达，免疫荧光细胞化
学法检测诱导后细胞的
Desmin、cTnT 表达；
(4)RT-qPCR 检测诱导后
细胞的 GATA-4 和 Nkx2.5
基因表达。

文章特点 —

△ 5- 氮胞苷和骨形态

发生蛋白 2 联合诱

导可以显著提高骨

髓间充质干细胞向

心肌样细胞分化的

效率；

△从细胞及基因水平证

实 5- 氮胞苷与骨形

态发生蛋白 2 具有

协同作用。

诱导 3 d
后 更 换
正 常 培
养 基 继
续 培 养
4 周
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0   引言   Introduction
近几年，心血管疾病仍然是社会高度关注的问题之一。

尽管目前采取疾病预防和综合治疗措施包括药物治疗、介入

治疗、手术治疗等，但是其死亡率仍然最高。许多研究表明，

干细胞分化的心肌样细胞可以代替受损的心肌细胞，从而改

善心脏功能，解决了心肌梗死后心肌损伤、细胞凋亡和不能

再生的问题，骨髓间充质干细胞在组织工程研究中被认为是

最为理想的种子细胞
[1]
，但是如何在体外诱导骨髓间充质干

细胞向心肌样细胞高效率分化一直是研究的热点。5- 氮胞

苷是诱导骨髓间充质干细胞分化为心肌样细胞的有效化学制 

剂
[2]
，由于 5- 氮胞苷在临床可用作抗癌药物治疗急性骨髓

性白血病，所以单独诱导具有一定的细胞毒性。骨形态发生

蛋白 2 对于细胞生长、分化和凋亡具有一定的作用
[3]
。该研

究用骨形态发生蛋白 2 与 5- 氮胞苷联合诱导大鼠骨髓间充

质干细胞向心肌样细胞分化，从形态学、蛋白以及基因等多

方面表明分化效率明显提高，说明二者联合诱导是一种更有

效的体外诱导方法，既可以减少单个诱导剂的局限性，又可

以增加体外诱导分化为心肌样细胞的效率，现报道如下。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   细胞学体外观察实验。

1.2   时间及地点   实验于 2019 年 6 月至 2020 年 11 月在河北

北方学院生命科学研究中心完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   SPF 级 SD 大鼠 6 只，3 周龄，雌雄不限，

体质量 25-35 g，由斯贝福 ( 北京 ) 生物技术有限公司提供，

许可证号：SCXK( 京 )2019-001。
1.3.2   实验试剂和仪器   IMDM 培养基 ( 美国 CORNING 公司 )；

胎牛血清 ( 德国 PAN-Biotech GmbH 公司 )；二氧化碳恒温培

养箱 ( 美国 Thermo 公司 )；倒置相差荧光显微镜 ( 日本 Nikon 

公司 )；普通光学显微镜 (日本Olympus公司 )；流式细胞仪 (美

国 BD 公司 )；超净工作台 ( 苏州净化集团安泰公司 )。
1.4   实验方法  

1.4.1   大鼠骨髓间充质干细胞的分离与培养   采用全骨髓培

养贴壁法获取骨髓间充质干细胞。将大鼠脱臼处死，放入体

积分数 75% 乙醇中浸泡 5 min，超净台中分离肱骨和胫骨，

暴露骨髓腔，用 IMDM 完全培养基冲出骨髓，收集在无菌

离心管中，室温离心 (1 500 r/min，8 min)，弃上清，用适量

的 IMDM 完全培养基将细胞重悬，接种到无菌培养瓶，放入 

37 ℃、体积分数 5%CO2 培养箱，48 h 后首次换液，之后每

隔 3 d 换液 1 次，培养至 2-4 代用于以下实验。

1.4.2   大鼠骨髓间充质干细胞的表面抗原鉴定   选择融合度

达到 80%-90% 长势良好的细胞，PBS 冲洗 3 次，加入 1.0-
2.0 mL 胰酶消化，新鲜 IMDM 培养基终止消化后反复吹打成

单细胞悬液，室温离心 (1 500 r/min，7 min)，弃上清，加入

PBS 振荡重悬，离心，重复 3 次，制成单细胞悬液，每个样

品分装到 3 个离心管，实验管中加入 CD29-PE 抗体、CD45-

FITC 抗体、CD90-PE-CyTM7 抗体混匀，同型对照管中加入

CD29-PE、CD45-FITC、CD90-PE-CyTM7 同型对照抗体混匀，

阴性对照管中只加入适量的 PBS 混匀，在 4 ℃条件下孵育 

30 min，离心弃上清，再加入适量 PBS，离心弃上清，再加

入适量的 PBS，上机进行流式细胞技术检测。

1.4.3   大鼠骨髓间充质干细胞诱导分化   将长势良好、形态

均一的第 1 代骨髓间充质干细胞，以 1×108 L-1
细胞浓度进行

传代，37 ℃，体积分数为 5% CO2 培养箱孵育过夜。第 2 代

细胞培养 48 h 后，细胞融合密度约达 80%，将其分为 4 组：

①空白对照组：只加入 IMDM 完全培养基；②骨形态发生蛋

白 2 组：在培养基中加入 5 mL 终质量浓度为 200 ng/L 骨形

态发生蛋白 2 诱导 72 h；③ 5- 氮胞苷组：在培养基中加入 

5 mL 终浓度为 10 μmol/L 5-氮胞苷诱导 24 h；④ 5-氮胞苷 + 

骨形态发生蛋白 2 组：在培养基中加入 5 mL 终浓度为 

10 μmol/L 5-氮胞苷的培养基预先处理 24 h 后，更换成 5 mL

终质量浓度为 200 ng/L 骨形态发生蛋白 2 诱导 72 h。各组诱

导完成后更换成 IMDM完全培养基继续培养，每3 d换液1次，

培养至 28 d，在显微镜下观察各组细胞形态变化以及生长状

况。

1.4.4   免疫细胞化学法检测 cTnI 的表达   诱导 3 d 后更换正常

培养基继续培养 4 周，将细胞浓度调整为 1×108 L-1
，接种于

OBJECTIVE: To investigate the feasibility of bone morphogenetic protein 2 combined with 5-azacytidine on the differentiation of bone marrow mesenchymal 
stem cells into cardiomyocyte-like cells in vitro.
METHODS: Bone marrow mesenchymal stem cells were cultured by whole bone marrow culture adherent method. The third generation of bone marrow 
mesenchymal stem cells was divided into four groups: control group (ordinary Iscove’s modified Dulbecco’s medium), bone morphogenetic protein 2 group 
(200 ng/L), 5-azacytidine group (10 µmol/L), 5-azacytidine and bone morphogenetic protein 2 group. After induction for 3 days, the normal medium was 
changed and cultured for 4 weeks. The expression of cTnI was detected by immunocytochemistry. The expression of Desmin and cTnT was detected by 
immunofluorescence. The expression of cTnT and cTnI was detected by western blot assay. After 3 days of induction, the normal medium was changed and 
cultured for 1, 2 and 4 weeks. The mRNA expression of GATA-4 and Nkx2.5 was detected by RT-qPCR.  
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Western blot assay showed that cTnT and cTnI were expressed in the induction group. The expression levels of cTnT and cTnI 
in the combined group were higher than those in other groups (P < 0.01). (2) Immunocytochemistry showed positive expression of cardiac troponin (cTnI) in 
the induction group; the expression was higher in the combined group than that in the induction group (P < 0.05). Immunofluorescence cytochemistry assay 
showed the positive expression of Desmin and cTnT; the expression in the combined group was higher than that in the induction group (P < 0.05). (3) RT-qPCR 
showed the mRNA expression of GATA-4 and Nkx2.5 in the induction group; the expression was higher in the combined group than that in the induction group 
(P < 0.05). (4) The results showed that bone marrow mesenchymal stem cells induced by 5-azacytidine and bone morphogenetic protein 2 could improve the 
differentiation efficiency of cardiomyocyte-like cells. 
Key words: stem cells; bone marrow mesenchymal stem cells; myocardial like cells; bone morphogenetic protein 2; 5-azacytidine; SD rats 
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24 孔板中 ( 接种前放置细胞爬片 )，每孔 500 μL，培养 24 h 

后待细胞融合度达到 80%-90% 时，PBS 冲洗，40 g/L 多聚甲

醛 -0.1 mol/L 磷酸盐缓冲液固定 30 min，弃掉固定液，PBS 冲

洗，1%TritonX-100-PBS 室温下通透 20 min，PBS 冲洗，滴加

适量的内源性过氧化物酶阻断剂室温孵育 15 min，PBS 冲洗，

滴加适量的封闭用正常山羊血清工作液 37 ℃孵育 15 min， 

用滤纸吸干液体 ( 勿洗 )，滴加 cTnI 一抗 (1 ∶ 50) 4 ℃湿盒

孵育过夜，复温 30 min，PBS 冲洗，滴加适量的生物素标记

的羊抗兔 IgG 室温孵育 20 min，PBS 冲洗，滴加适量的辣根

酶标记链霉卵白素工作液室温孵育 15 min，PBS 冲洗，加入

适量的新鲜配制的二氨基联苯胺显色液，根据染色程度终止

染色，自来水冲洗后进行苏木精复染20 s，然后依次进行分化、

返蓝、脱水、透明、封固，光学显微镜下观察。 

1.4.5   免疫荧光化学法检测 cTnT、Desmin 的表达   诱导 3 d 后

更换正常培养基继续培养 4 周，将细胞浓度调整为 1×108 L-1
， 

接种于 24 孔板中 ( 接种前放置细胞爬片 )，培养 24 h 后待

细胞融合度达到 80%-90% 时，PBS 冲洗，40 g/L 多聚甲醛 - 

0.1 mol/L 磷酸盐缓冲液固定 30 min，弃掉固定液，PBS 冲洗，

1%TritonX-100-PBS 室温通透 20 min，PBS 冲洗，滴加适量的

封闭用正常山羊血清工作液室温封闭 30 min，用滤纸吸干液

体 (勿洗 )，滴加 cTnT、Desmin一抗 ( 1∶50)4 ℃湿盒孵育过夜，

复温 30 min， PBST 冲洗 3 min×3 次，滴加荧光素标记的羊抗

兔 IgG(1 ∶ 300)，37 ℃孵育 60 min，PBS 冲洗，吸干，用抗

荧光衰减封固剂进行封固，倒置荧光显微镜下观察。

1.4.6   Western blot 检测 cTnT、cTnI 的表达   诱导 3 d 后更换

正常培养基继续培养 4 周，弃掉原培养基，PBS 冲洗，用细

胞刮勺刮下细胞，收集到离心管，常温离心 (1 500 r/min， 

7 min)，弃上清，按每 5×105
个细胞加入 200 μL 预冷的裂解

液 ( 每 1 mL RIPA 裂解液中加入 5 μL 蛋白酶抑制剂 )，混匀，

4 ℃振荡离心 (12 000 r/min)15 min，取上清，放入新的预冷

的离心管，检测蛋白浓度，将蛋白样品以 1 ∶ 5 的比例加入

SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液，充分混匀，在进行下一步实验前，

将配制好的蛋白样品在沸水中加热 10 min 进行变性，在凝

胶样品孔内加入已变性的蛋白样品和蛋白 marker，电压设置

160 V，时间 45 min 左右，电泳停止后取出凝胶玻璃板进行

剥胶，在电压 100 V，时间 60 min 条件下完成转膜 (Trans-Blot  

Turbo 全能型蛋白转印系统 )，配制好封闭液后将膜封闭 

2 h，加入一抗 (Actin 以 1 ∶ 10 000 稀释；cTnT，cTnI 均以 

1 ∶ 1 000 稀释 )4 ℃孵育过夜，洗膜，加入二抗稀释液 [ 辣

根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG(H+L)，以 1 ∶ 1 000 稀释 ]，

室温孵育 2 h，室温脱色摇床上洗膜，加入 ECL 化学发光工

作液，采用 AI600 超灵敏化学发光成像仪成像，根据得到的

条带对实验结果进行定量分析。

1.4.7   RT-qPCR 法检测 GATA-4、Nkx2.5 mRNA 表达   诱导 3 d

后更换正常培养基继续培养 4 周，提取各组细胞的总 RNA，

以 GAPDH 作为内参对照，按照 ABScript ll RT Master Mix for 

qPCR 试剂说明及条件将其反转录为 cDNA，按照 2X Universal 

SYBR Green Fast qPCR Mix 试剂说明进行目的基因 GATA-4、
Nkx2.5 的扩增，分析数据。各基因引物的合成序列，见表 1。

1.5   主要观察指标   ①骨髓间充质干细胞的形态及表面抗原

鉴定；②各组骨髓间充质干细胞诱导分化后的形态变化；③

各组骨髓间充质干细胞诱导分化后 cTnI、cTnT、Desmin 蛋白

表达以及 GATA-4、Nkx2.5 mRNA 表达。

1.6   统计学分析   使用 SPSS 20.0 统计学软件处理实验数据，

计量资料用 x-±s 表示，利用 t 检验进行两组间比较，单因素

方差分析进行多组间比较，P < 0.05 为差异有显著性意义。

2   结果   Results 
2.1   骨髓间充质干细胞形态   倒置相差显微镜下观察，分离初

期大鼠骨髓悬液细胞密集，细胞均为圆形，形态均一；12 h 

开始贴壁，24 h 换液弃除未贴壁细胞；3 d 后可见细胞伸出突

起，突起圆顿光滑，细胞呈梭形、多边形和菱形，部分外观

似纤维细胞样并且数量明显增加；4 d 开始呈对数增长；7 d 

左右细胞长满瓶底，体积增大，形态多样化；传至第 4 代细

胞形态均一，排列整齐，细胞之间紧密联系；5- 氮胞苷和骨

形态发生蛋白 2 诱导 3 d 后更换正常培养基继续培养 4 周，

细胞中出现类肌管样结构，未见自发搏动，见图 1。

表 1 ｜各基因引物的合成序列
Table 1 ｜ Synthetic sequences of each gene primer

基因 Forward primer Reverse primer

GAPDH 5'-ACT CTA CCC ACG GCA AGT TC-3' 5'-TGG GTT TCC CGT TGA TGA CC-3'
GATA-4 5'-AGG ACT AGG CAC CTC TAG CC-3' 5'-AGG GCT GAC TCT ACT CCA GG-3'
Nkx2.5 5'-TTT TAT CCG CGA GCC TAC GG-3' 5'-AGG TAC CGC TGT TGC TTG AA-3'

表注：GAPDH 作为内参对照，上述引物委托大连宝生物工程有限公司进行合成

A B C D

图注：图中 A 为初分离的大鼠骨髓悬液；B 为贴壁 72 h；C 为贴壁 7 d；
D 为 5- 氮胞苷和骨形态发生蛋白 2 诱导 3 d 后更换正常培养基继续培养
4 周，细胞中出现类肌管样结构，未见自发搏动
图 1 ｜大鼠骨髓间充质干细胞形态及诱导 3 d 后更换正常培养基继续培
养 4 周的细胞形态 (×100)
Figure 1 ｜ Morphological observation of rat bone marrow mesenchymal 
stem cells and cell morphology cultured in normal medium for 4 weeks 3 
days after induction (×100)

2.2   大鼠骨髓间充质干细胞的表面抗原鉴定结果   流式细胞

术检测骨髓间充质干细胞的表面抗原 CD29、CD45 和 CD90

阳性表达率分别是 93.6%，1.9%，95.3%，说明全骨髓贴壁法

分离的细胞为纯化的骨髓间充质干细胞，见图 2。

2.3   免疫细胞化学法和免疫荧光细胞化学法检测结果   免疫

荧光细胞化学法检测结果：诱导 3 d 后更换正常培养基继续

培养 4 周，各诱导组心肌样细胞 cTnT 蛋白和 Desmin 蛋白表

达均增加，其中 5- 氮胞苷 + 骨形态发生蛋白 2 联合诱导组的

cTnT 蛋白和 Desmin 蛋白表达量显著高于单独诱导组。免疫

细胞化学法检测结果：诱导 3 d 后更换正常培养基继续培养 4

周，细胞质呈棕黄色，其中 5- 氮胞苷 + 骨形态发生蛋白 2 联

合诱导组的 cTnI 蛋白表达量显著高于单独诱导组，见图 3。
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图注：骨髓间充质干细胞的表面抗原 CD29、CD45 和 CD90 阳性表达率

分别是 93.6%，1.9%，95.3%
图 2 ｜大鼠骨髓间充质干细胞流式细胞术鉴定结果

Figure 2 ｜ Identification results of flow cytometry of rat bone marrow 
mesenchymal stem cells 

对照组 5-氮胞苷组 骨形态发生蛋白 2 组
5-氮胞苷 + 骨形态

发生蛋白 2 组

cT
nT

De
sm

in
cT

nI

图注：对照组 cTnT、Desmin、cTnI 蛋白阴性表达；骨髓间充质干细胞诱

导 3 d 后更换正常培养基继续培养 4 周，5-氮胞苷组、骨形态发生蛋白

2 组、5-氮胞苷 + 骨形态发生蛋白 2 组 cTnT、Desmin、cTnI 蛋白阳性表

达

图 3 ｜免疫荧光细胞化学法检测各组细胞 cTnT、Desmin 蛋白表达以及

免疫细胞化学法检测各组细胞 cTnI 蛋白表达 (×200)
Figure 3 ｜ Immunofluorescence cytochemistry detection of cTnT and 
Desmin protein expression in cells of each group and immunocytochemical 
method of cTnI protein expression of cells in each group (×200)

对照
组

5-氮
胞苷组

骨形态
发生蛋
白 2 组

5-氮胞苷 +
骨形态发生
蛋白 2 组

cTnI

cTnT

Actin

24 kD

37 kD

43 kD

图 4 ｜ Western blot 检测各组骨髓

间充质干细胞诱导分化后 cTnT 和

cTnI 蛋白的表达 ( 代表性条带 )
Figure 4 ｜ Protein expression of cTnT 
and cTnI after differentiation of bone 
marrow mesenchymal stem cells in 
each group detected by western blot 
assay (representative bands)

图 5 ｜ Western blot 检测各组骨髓间充质干细胞诱导分化后 cTnT 和 cTnI
蛋白的表达量 ( 各条带的定量分析 )
Figure 5 ｜ Western blot assay of the expression of cTnT and cTnI protein 
after differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells in each group 
(quantitative analysis of each band)

图注：诱导 3 d 后更换正常培养基继

续培养 4 周检测，与其他 3 组比较，
aP < 0.01

图注：诱导 3 d 后更换正常培养基继续培养 4 周检测，与对照组比较，
aP < 0.05，bP < 0.01
图 6 ｜ RT-qPCR 检测各组骨髓间充质干细胞诱导分化后 GATA-4 和

Nkx2.5 mRNA 的表达量

Figure 6 ｜ RT-qPCR detection of Nkx2.5 and GATA-4 expression at mRNA level 
after differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells in each group

表 2 ｜各组骨髓间充质干细胞诱导分化后 cTnT 与 cTnI 蛋白表达量
(x-±s，n=5)

Table 2 ｜ Expression of cTnT and cTnI protein after differentiation of bone 
marrow mesenchymal stem cells in each group

组别 cTnT cTnI

对照组 0.419±0.088 0.380±0.043
5-氮胞苷组 0.730±0.112a 0.738±0.123a

骨形态发生蛋白 2 组 0.930±0.038ac 0.890±0.082ac

5-氮胞苷 + 骨形态发生蛋白 2 组 1.281±0.132ab 1.256±0.139ab

表注：诱导 3 d 后更换正常培养基继续培养 4 周检测，与对照组比较，
aP < 0.01；与 

5-氮胞苷组和骨形态发生蛋白 2 组比较，
bP < 0.01；与 5-氮胞苷组比较，

cP < 0.05

2.4   Western blot 检测结果   骨髓间充质干细胞诱导 3 d 后更

换正常培养基继续培养 4 周，各组 cTnT、cTnI 蛋白表达量均

增加，其中 5- 氮胞苷组 + 骨形态发生蛋白 2 组 cTnT、cTnI

蛋白表达量显著高于单独诱导组，见图 4，5 和表 2。
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2.5   RT-qPCR 检测结果   骨髓间充质干细胞诱导 3 d 后更换

正常培养基继续培养 1，2，4 周，各诱导组均有 GATA-4 和

Nkx2.5 的 mRNA 表达，其中 5- 氮胞苷 + 骨形态发生蛋白 2

组在 4 周时表达相对较显著，见图 6，表 3 和表 4。

表 3 ｜各组骨髓间充质干细胞诱导分化后 GATA-4 mRNA 表达 (x-±s，n=5)
Table 3 ｜ GATA-4 mRNA expression after differentiation of bone marrow 
mesenchymal stem cells in each group

组别 诱导 1 周 诱导 2 周 诱导 4 周

对照组 1.000±0.000 1.000±0.000 1.000±0.000
5-氮胞苷组 1.580±0.437a 2.340±0.910a 1.827±1.000a

骨形态发生蛋白 2 组 1.700±1.163a 2.420±1.471a 2.088±1.097a

5-氮胞苷 + 骨形态发生蛋白 2 组 2.136±0.511a 5.315±1.590ab 3.720±1.005a

表注：诱导 3 d 后更换正常培养基继续培养 4 周检测，与对照组比较，
aP < 0.01；与 

5-氮胞苷组和骨形态发生蛋白 2 组比较，
bP < 0.05

表 4 ｜各组骨髓间充质干细胞诱导分化后 Nkx2.5 mRNA 的表达 
(x-±s，n=5)

Table 4 ｜Expression of Nkx2.5 mRNA after differentiation of bone marrow 
mesenchymal stem cells in each group

组别 诱导 1 周 诱导 2 周 诱导 4 周

对照组 1.000±0.000 1.000±0.000 1.000±0.000
5-氮胞苷组 1.473±0.855 1.718±0.561b 2.409±1.454b

骨形态发生蛋白 2 组 2.347±1.514 2.410±1.921b 3.241±1.018b

5-氮胞苷 + 骨形态发生蛋白 2 组 3.618±2.025a 3.760±1.381b 5.839±2.068bc

表注：诱导 3 d 后更换正常培养基继续培养 4 周检测，与对照组比较，
aP < 0.05，

bP < 0.01；与 5-氮胞苷组和骨形态发生蛋白 2 组比较，
cP < 0.05
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2.6   生物相容性   骨髓间充质干细胞是一类易于分离和分泌生

物活性分子的多功能细胞，它可以激活组织修复过程，调节

免疫和炎症细胞，由于骨髓间充质干细胞缺乏细胞表面组织

相容性复合体Ⅱ类分子和 T 细胞共刺激分子以及旁分泌介导的

免疫调节活性，因此其具有免疫特权作用，避免了宿主免疫

系统的破坏
[4]
。骨髓间充质干细胞与心肌细胞尽管来自不同的

胚胎区域，但是均来自于早期中胚层，在作用上具有一定的

相似性。目前也有关于自体人间充质干细胞移植和同种异体

人间充质干细胞经心内膜移植治疗缺血性心肌病的临床研究，

同种异体骨髓间充质干细胞在心肌梗死患者中具有良好的耐

受性
[5]
。为了提高心脏的再生，将细胞与生物材料相结合成为

现研究的热点，这样既可以创造相似的微环境又可以具有良

好的机械性能，还有生物降解和生物相容性。因此，与生物

材料结合的方法可以为受损的心脏提供生物物理性支持
[6-7]

。

3   讨论   Discussion
干细胞治疗心肌梗死的方式一般分为两种：①将干细胞

直接移植到心脏损伤部位，直接在体内诱导干细胞向心肌细

胞定向分化
[8]
；②体外直接诱导干细胞分化成为心肌样细胞，

将分化的心肌细胞移植到损伤部位。骨髓间充质干细胞是一

种够从骨髓中分离出来的多能干细胞，它具有多向分化潜力

和高度自我更新能力，在一定条件下可以诱导分化为多种功

能性细胞，其中包括心肌细胞。研究发现它具有获取容易、

操作简单、免疫调节作用，在组织工程领域已经成为治疗心

血管疾病的理想种子细胞。

5-氮胞苷作为心源性诱导剂，属于胞嘧啶核苷类似物，

可以引起 DNA 中一些胞嘧啶去甲基化，通常可参与细胞的

生长和分化，对提高心肌细胞分化效率具有重要的意义。早

在 1999 年，MAKINO 等
[9]
的研究中就首次证实了 5- 氮胞苷

在体外能够将间充质干细胞成功诱导分化为心肌细胞。由此

5- 氮胞苷成为公认的细胞化学诱导剂
[10-13]

。2004 年，CHOI

等
[14]

在研究中发现，5- 氮胞苷诱导的胚胎干细胞分化成为

心肌样细胞，有心肌标志基因和骨形态发生蛋白信号分子的

上调。但是由于 5-氮胞苷具有毒性，对细胞具有一定的损伤，

做为单独诱导剂具有一定的局限性。

骨形态发生蛋白 2 属于转化生长因子 β 家族中的一员，

对心脏发育具有一定的作用。在心肌分化的发育水平和细胞

水平上，骨形态发生蛋白 2 其实是一个关键的上游信号。有

研究表明，胚胎中骨形态发生蛋白 2 表达增加可以促进心肌

细胞的增殖，并且激活骨形态发生蛋白 2 可能对未成熟心肌

细胞的扩增具有帮助。骨形态发生蛋白 2 在心肌方面具有多

种作用：①在心脏的形成和心脏修复的过程中，骨形态发生

蛋白 2 能促进骨髓间充质干细胞旁分泌相关因子
[15-16]

；②骨

形态发生蛋白 2 具有抗纤维化的作用。骨形态发生蛋白 2 可

以作为一种新型的抗纤维化细胞因子，在减轻压力超负荷诱

导的心肌纤维化方面具有重要作用，可改善心功能
[17-18]

；③

骨形态发生蛋白 2 具有一定的抗凋亡作用，骨形态发生蛋白

2 主要激活 PI3K/AKT 或 MAPK 通路；④此外，骨形态发生蛋

白 2 是一种促进分化的因子，可以增强骨髓间充质干细胞促

心肌修复和再生作用。许多研究证实骨形态发生蛋白 2 在体

外可以诱导骨髓间充质干细胞分化成为心肌样细胞
[19-22]

。

骨形态发生蛋白 2 与 5- 氮胞苷联合诱导时，骨形态发

生蛋白 2 的多重作用是否在一定程度上对骨髓间充质干细

胞存在一定的保护作用，并且在一定程度上可以减轻 5- 氮

胞苷的细胞毒性，从而显著增加心肌样细胞的分化效率。

ABBEY 等
[23]

研究表明，在小鼠 p19EC 细胞分化的初始阶段，

5- 氮胞苷可以通过降低甲基化和组蛋白乙酰化从而使心脏发

生相关基因高表达，激活 ERK 信号通路，使心脏相关基因骨

形态发生蛋白 2 的 DNA 甲基化状态发生变化。

实验通过免疫荧光细胞化学法、免疫细胞化学法检测

均证实了骨形态发生蛋白 2 与 5- 氮胞苷联合诱导组 cTnT、
Desmin、cTnI 的表达均高于单独诱导组，说明诱导后的心肌

样细胞具有心肌细胞的表型。cTnT 和 cTnI 属于心肌肌钙蛋

白一部分，均可以调节肌肉收缩，并且具有高度的心肌特异 

性
[24-25]

。Desmin 是一种心肌细胞早期出现的细胞骨架蛋白，

对肌细胞收缩具有维持作用，在很早就被认为是心肌细胞

分化的标志之一
[26-27]

。为了进一步证实诱导后的心肌样细

胞的有效性，RT-qPCR 检测结果显示骨髓间充质干细胞诱导

3 d 后更换正常培养基继续培养 1，2，4 周具有 GATA-4 和

Nkx2.5 mRNA 的表达，GATA-4 和 Nkx2.5 均为心脏早期转录

因子，二者具有协同作用，参与心脏前体细胞分化的整个过 

程
[28-29]

，进一步证明了经过 5- 氮胞苷与骨形态发生蛋白 2

联合诱导优于单独诱导。

综上所述，实验采用公认的化学诱导剂 5- 氮胞苷与心

脏相关因子骨形态发生蛋白 2 联合诱导，从形态学、蛋白以

及基因等多方面证实，联合诱导的分化效率要优于单独诱导，

但是 5- 氮胞苷与骨形态发生蛋白 2 联合诱导通过何种机制

促进骨髓间充质干细胞向心肌样细胞分化，还要进一步探究。
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