
·196· 中华老年多器官疾病杂志2005年9月第4卷第3期Chin J Mu]t吩n Dis Elderly sep 2005 Vol4 No 3

·基础研究·

孓氮胞苷浓度对体外骨髓间充质干细胞诱导分化为心肌样细胞的影响

程芮 王士雯 曹丰盂玲王韫芳李艳华 李泱裴雪涛

【摘要】 目的探讨不同浓度5．氮胞苷(5．a盟)体外诱导小型猪骨髓问充质干细胞(MSCs)向心肌样细胞分化的

可能性及其对细胞扩增速度的影响。方法 10 lId骨髓，1．077∥lId Ficoll密度梯度离心法分离骨髓单个核细胞

(MNcs)，第2代传代细胞分别加入3，5，10 p．mol／L浓度5一aza化学诱导24 h，与对照组连续培养4周，细胞爬片免疫荧

光法鉴定结蛋白desmin及心肌特异性肌钙蛋白I(cTIlI)的表达，电镜观察诱导细胞的超微结构变化。结果5．a蹴化

学诱导后麟s形态变长、增大，排列更加紧密、整齐，5和10 llmol／L组可见较多的多核细胞，部分管状结构，诱导率
分别为36％和31％，无显著性差异；3 tmmol／L组上述变化的细胞极少，3种浓度及对照组4周后细胞扩增数量分别为

(3．81±0．40)×1a6、(3．76士0．62)×lO'、(3．67 4-0．80)×l驴及(2．90士0．21)×1伊，10 tanol／L组增殖速度明显减慢

(P<0．05)。各组诱导后的细胞均未见自发搏动。免疫组化提示desmin及cTnI表达阳性，5和10 ttmol／L组电镜下出

现肌丝样结构、心房颗粒及细胞间的缝隙连接。结论小型猪MSCs经5、10 tanol／L 5一aga化学诱导可分化为心肌样

细胞，其中5 tanoFL5一aga不仅可以诱导心肌样细胞而且对细胞增殖速度影响小。

【关键词】骨髓间充质干细胞；心肌细胞；5一氮胞苷
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【柚矧瑚nl Objective To investigate the potential of differerfiation of mesenchymal stem cells(MSCs)derived from swine

bone marrow into cardiomyocyte-like cells after exposure to different concentrations of 5-azacytidine(5一a殂)讥v／tro． Methods

Ten ml ofbone marrow was taken from 8wine，and mononuclear cells(心Q)were freshly isolated by 1．077∥ml Ficoll lymphocyte
8epai幽ng IllediuIn using density-gradient centfifugation．3"he 2nd-generafion nSCs were a甲鸺ed to the medium containing different

concentrations of5一aza(3，5，10 tanol／L)for 24 h for induction cellular differentiation，then cultured in complete of lll础Unl for 4

weeks together with control group．Desmin and myocardium-specific cardiac tropunin I(cTnI)were examined with

immunohischemistry on day 28 and the uhrastmcture of induced cells were observed under electron microscope． Results The

MSCs眦enlal刊，lengthened and closely珊瑚ged after chemical inducement．Multinuclear cells and myotube structures were
found nlore in 5 and 10 tⅡnol／L5-aza treatment groups than in 3 tmml／L and control groups．(3．81±0．40)×1旷，(3．76-4-0．62)

×1驴，(3．67±0．so)×1驴and(2．90±0．21)×1旷cells were harvested from 3，5，10／anol／L 5-aza and central groups

respectively and no spontaneous beat w鹊observed in all groups after 28 days of culture．The proliferation slowed down obviously in

10 pmdlL group(P<0．05)．Immunohistochemical eraminafion revealed positive expression of desmin and cTnI in 5 and

10 tmAol／L groups，but rio heart-specific protein was found in 3 tanol／L group or in control group．Transmission electron microscopy

showed that the differentiated cells had myofllamerlts，atrial gmnule sffuctures and crevice connection between two cells．

CoIidudOll Purified MSCs from swine bone IElalTOW call differentiate into cardiac-like mnsc]e ceils by 5．10脚no]／L 5一锄

inducement讥v／zro and the 5 tmlol／L 5-8za has little effect∞cell proliferation．
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实验研究证实，小鼠、猪、犬及人的骨髓间充质

干细胞(bone malTow mesenchymal stem ceils，MSCs)体

外经5一氮胞苷(5一azacytidine，5-aza)诱导后可分化为

类似心肌细胞结构及电生理特性的心肌样细

胞u刮，但化学诱导剂的安全性限制了它的临床应

用，而且体外化学诱导后的细胞用于心肌再生治疗

是否优于未诱导的细胞，使之更有利于转化为有功

能的心肌细胞尚不清楚，因此探讨最低的有效剂量

对诱导细胞的体内应用显得尤为重要。

1对象与方法

1．1材料小型猪，4—6月龄，体重22～35 kg，雌

雄不限，解放军总医院实验动物中心提供；

1．077 g／II】l Fieoll淋巴细胞分离液(联星公司)；1×

PBS；肝素；DMEM—F1，(Dulbecco’s modified Eagle 7s

medium-F12)培养基(Hyclone)；胎牛血清(Hyclone)；5一

aza(Sig口aa公司)；一抗为鼠抗猪desmin单克隆抗体

(Sigma公司，150倍稀释)、羊抗人心肌特异性肌钙

蛋白I(cardiac—specific troponin I，eTnI)多克隆抗体

(SantaCmz)；TRlTC标记的羊抗小鼠IgC(北京中山

生物公司)；F1TC标记的兔抗羊I蜘(北京中山生物
公司)。

1．2方法

1．2．1 MSCs的分离及培养无菌条件下取小型猪

肋骨两根，PBS清洗，DMEM—F1：培养基浸泡，咬骨钳

钳夹，骨髓内反复冲洗，等量DMEM—F也稀释，200目

滤网过滤，2500 rpm离心5 min，弃上清及脂肪层，

DMEM-F。：培养基重悬为单细胞悬液，叠加到密度

1．077 g／rnl的Ficoll分离液上，1500 rpm离心30 min，吸

取白细胞膜层以上的部分，离心、洗涤，加入完全培养

基(DMEM—F1：+10％胎牛血清+双抗含100 U／mL青

霉素及100 mCmL链霉素)充分混匀，按2×105／c矗～

3x 105／cm2的浓度接种于25 IIll塑料培养瓶中，置于

37℃，5％co：和饱和湿度的孵箱中培养，72 h换液，每

2—3 d换液一次。80％融合时0．25％的胰蛋白酶+

O．02％EDTA消化，按1：2—1：3比例及时传代。

1．2．2 实验分组 5．aza诱导浓度分为3，5，

10 panol／L3组，对照组始终用完全培养基培养，接种

于24孔板各3孔，25 Illl培养瓶各一瓶，培养时问均

为4周。

1．2．3化学诱导分化取第2代纯化的MSCs，以

2×104／cm2的密度接种于含6 inln×6 I／lnl盖玻片的

24孔塑料培养板中，另外以2×105，cm2～3X 10S／cm2

的浓度接种于25 IIll塑料培养瓶中。诱导组分别加

入3，5，10 tanol／L的5一aza，孵育24 h后弃去诱导剂，

PBS清洗两次，改用完全培养基继续培养；对照组仅

用完全培养基，每2～3 d换液一次，4周后进行免疫

组化及电镜鉴定。

1．2．4光学显微镜动态观察诱导组及对照组细

胞倒置显微镜及相差显微镜下每天连续观察细胞形

态变化。

1．2．5免疫组化染色诱导后4周的细胞爬片，荧

光显微镜下进行结蛋白desmin、eTnI的免疫荧光鉴

定。阴性对照采用PBS代替一抗，操作步骤参照中

山生物技术公司提供的免疫组化染色步骤。

1．2．6透射观察定向分化细胞的超微结构取5一

aza诱导4周后的细胞爬片，3％戊二醛4℃前固定2

h，4℃下PBS-蔗糖缓冲液漂洗、l％锇酸后固定、反

复漂洗、梯度酒精脱水，100％丙酮浸透，包埋剂包

埋，ULTRACUTE／S切片机切片，厚度60～70 Bin，醋

酸铀避光染色10 min，柠檬酸铅染色10 min，Philips

EM-400T／Philips CMl20电镜观察。

1．2．7统计学处理数据以牙4-s表示，SPSSl0．0

统计软件分析，组间比较采用配对t检验，P<0．05

为差异有显著性。

2结果

2．1 MSCs的培养分离的单个核细胞培养24 h即有

少量MSCs贴壁生长，36～48 h内出现多个小克隆，72 h

细胞克隆增大，7—10 d细胞迅速增殖，为形态均一的长

梭形，排列密集，按照1：2。1：3比例及时传代，传代细

胞生长旺盛时呈旋涡样，平均每3 d左右细胞达70％～

80％融合，每瓶平均获得(6．2 4-0．11)×1一个MSCs。
10 Hd骨髓液，正常传至第3代即可获得(3．8±0．6)×

1驴个细胞，继续培养可扩增至10代以上，仍维持原增

长特眭，未见自发分化(图1)。

图1传至n代的MSCs的腿染色
旋涡样生长，仍维持原增长

特性，未见自发分化(×50)
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2．2光学显微镜下结果与对照组相比5一aza诱导

后细胞体积增大、变长，呈平行排列，排歹IJ更加紧密、

整齐，部分细胞出现多核、管状结构，以5和10 tⅡnol／L

诱导组多见，诱导率分别为36％和31％，3／mlol／L诱

导组仅发现3个多核细胞，未见肌管样结构，各诱导

组培养4周始终未见自发搏动现象。与对照组相比

10 tnnol／L组细胞增殖速度减慢，4周后扩增的细胞数

量明显少于对照组，P<0．05，3和5 tmlol／L组与对照

组比较无明显差异(表1，图2)。

表1细胞接种密度及增殖情况

注：与对照组比较，。P<0．05

2．3 免疫组化结果 免疫荧光染色提示5和

10 gmol／L29诱导后28d结蛋白desmin(红色荧光)及

cTnI染色阳性(绿色荧光)；对照组未见阳性细胞

(图3)。

2．4 透射电镜结果 与对照组相比电镜下5、

10 tnnol／魄诱导后28 d，细胞核增大，呈椭圆形，胞

浆内质网发达，有肌丝样结构形成，明显且多见，并

可见心房颗粒，少数细胞间可见缝隙连接，10 ttmol／L

组核质较稀疏，3 gmol／L组及对照组细胞未见上述

变化(图4)。

3讨论

近年的研究证实成熟心肌细胞并不是“永久性

细胞”，也具有分裂和增殖能力L4J，但心肌细胞损伤、

死亡后，成熟心肌细胞难以迅速再生，因此损伤区域

仍通过细胞代偿肥大或瘢痕组织替代，最终导致心

力衰竭。而细胞移植可以增加具有完整收缩功能的

心肌细胞数目，改善局部或总体心肌的收缩功能，有

效治疗心肌损伤，是一个切实可行的增加成体心肌

细胞的方法。

动物实验表明，MSCs能分化为心肌和内皮等组

织，并能分泌多种生长因子诱导血管生成，因此

MSCs是治疗心血管疾病理想的种子细胞来源b。J。

MSCs向心肌细胞分化机制的研究包括化学诱导和

组织微环境诱导，其中以化学诱导剂5一aza最常用。

5-aza是一种去甲基化药物，到目前为止是惟一的

MSCs分化为心肌样细胞的有效化学制剂，诱导机制

尚未明了，可能与其和控制向心肌分化的特异启动

子基因上阻遏蛋白结合，使其去甲基化而发生构型

图2诱导组及对照组细胞光镜下结果

2A对照组培养3周后细胞散在分布(×100)；2B 5 ttmol／L 5一aza诱导3周后细胞

排列整齐，分叉(×100)；2C诱导细胞出现多核现象(×200)，胞核DAPI染色；

2D诱导细胞肌管样结构(×200)
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图3 5．a臻诱导后MSCs免疫组化结果

3A desmin染色阳性，红色荧光(×200)；3B cTnI染色阳性，绿色荧光(×200)，3C desmin及cTnI双标阴性对照

(×200)

图4 5-a臻诱导后及对照组MSCs的电镜结果

4A细胞膜边缘出现肌丝样结构，两个细胞间的缝隙连接，右下方细胞(N)核质稀疏(×28K)；4B胞浆内散在

肌丝样结构及心房颗粒(×35K)。4C对照组电镜未见肌丝样结构、缝隙连接等(×28K)

变化，启动细胞向心肌分化旧J。1999年，Makino等‘7
J

首次在体外用较低浓度(3 tmaol／L)5一aza诱导小鼠

MSCs分化为心肌细胞，但其分化效率较低，文献报

道多在30％。35％L8J。在本研究中，笔者发现，小型

猪MSCs经过多次传代，仍保持原有增长特性，未出

现自发分化，与对照组比较，光镜下3，5和10 tnnol／L

3种不同5．aza浓度均可诱导MSCs出现多核现象，

以后两组多见，而且5和10 tanol／L组光镜下可见肌

管样结构，电镜下的超微结构出现肌丝、心房颗粒及

缝隙连接等心肌样结构，并且有心肌特异蛋白的表

达。而3 tmaol／L组不仅未出现上述结构变化，而且

未检测到心肌特异蛋白；另外，10 tnnol／L浓度组细

胞空泡样变性多见，核质稀疏，该浓度对细胞增殖影

响明显，诱导4周后细胞扩增速度明显减慢，5和10

ttmol／L浓度与MSCs诱导率无直接的量效关系，分

别为36％和31％，增加浓度并不能提高诱导率。到

目前为止，体外诱导后的细胞移植是否优于未诱导

细胞的证据不多，Bittira等[91在大鼠左心室冷冻损伤

后3周的心肌疤痕中注射5一flza处理或未处理的

MSCs，发现5．aza处理的细胞似乎产生更多的肌管

样细胞，心肌特异性标志物cTnI染色阳性，提示如

果要逆转疤痕为肌性组织，移植前预处理MSCs可

能将更为有利。但5．aza诱导的细胞虽已具有心肌

细胞的部分特征，在形态及功能上与成熟的心肌却

还存在一定差异，是否具有心肌细胞特有的电生理

特性及功能尚待研究，因此这种细胞只能称为“心肌

样细胞”，并不是真正的心肌细胞。目前MSCs移植

用于临床，都是经不同途径将扩增的MSCs注入梗

死心肌周围，依靠组织微环境作用向正常心肌细胞

转化，从而避免细胞经过多体外处理带来的毒副作

用；而诱导后的细胞尚未获得人体应用的许可。本

实验结果提示，5一aza浓度对MSCs分化诱导为“心肌

样细胞”有影响，3 tmaol／L浓度不利于向心肌细胞分

化；但提高浓度(10 tmaol／L)不能增加诱导率反而影

响细胞增殖速度，一方面不容易获得移植所需的细

胞数量，另一方面有可能影响体内局部的增殖；而

5tmaol／L不仅能保持一定的诱导率，同时对细胞增殖

影响小，因此5／_ttnol／L的5一aza是MSCs向心肌分化

减少毒副作用的最低诱导浓度。
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病理解剖诊断：(1)原发性系统性淀粉样变性；(2)动脉

粥样硬化症，冠心病，主动脉、脑动脉粥样硬化伴溃疡形成和

硬化；(3)胸、腹腔积液。

讨论：系统性淀粉样变性是一种少见的免疫系统疾病，

常见于中老年男性，平均发病年龄64岁uo。主要病理改变

为淀粉样蛋白沉积于血管壁，以后逐渐扩展至细胞间质，不

断累积而引起器官功能障碍及组织损害和萎缩等病变，临床

表现视沉积量、累及脏器及其功能受损情况而定，常因心、肾

功能不全而死亡。本病主要分原发性和继发性，原发者常累

及心、舌、胃肠道、神经和皮肤，而肝、肾、肾上腺和脾受累者

常为继发性，尸检发现原发性淀粉样变性患者80％有肝肾受

累乜]。淀粉样蛋白的电镜表现为特异性的细纤维状结构，无

分支，僵硬，呈紊乱的无规律排列，长短不一，直径8—10 nrn。

X线衍射呈交叉p片层结构。该蛋白主要分淀粉样轻链

(AL)蛋白和淀粉样A(AA)蛋白两型，两者的形态无特征性区

别，但反映了不同的病因。AL蛋白常见于原发性和骨髓瘤

相关淀粉样变性，而AA蛋白常见于继发性淀粉样变性，用高

锰酸钾碱性刚果红可以鉴别。2J。经刚果红和高锰酸钾处理

后染色，沉积的淀粉样物质均呈砖红色为AL蛋白，仅刚果红

染色呈砖红色，而经高锰酸钾处理后褪色为AA蛋白。2。。本

例为64岁男性患者，全身多脏器的血管壁和(或)间质中沉

积经高锰酸钾碱性刚果红染色证实为舡蛋白的淀粉样物

质，且骨髓涂片和尸检结果能排除骨髓瘤诊断。本患者由于

心肌间质淀粉样变性和严重冠心病，终因全心衰竭而死亡。

综合考虑本例符合原发性系统性淀粉样变性。因该病的淀

粉样物质在不同的组织、器官沉积，临床表现差异很大，故本

病的诊断主要依靠活检组织病理学检查，对临床上难以解释

的多器官组织损害应注意此病的存在。尽管多种组织化学

技术已被用来检测淀粉样蛋白，但是该蛋白沉积需达到一定

量才出现阳性结果，以致确诊时往往是晚期，而电镜是惟一

可早期确立诊断的方法b J。本病预后差，与器官系统受累程

度有关，确诊后平均生存期为2年Ho。目前尚无理想的治疗

方案，激素化疗效果不明显，而且常有副作用。
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