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脉冲微交流电刺激促进体外诱导大鼠骨髓间充质干细胞向心肌分化

姚( 青!，宋治远!，马显光& ( ( （第三军医大学：!西南医院心血管内科，重庆市介入心脏病学研究所，&基础医学部物理学教研
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( ( 摘( 要：目的( 探讨脉冲微交流电刺激对体外诱导大鼠骨髓间充质干细胞向心肌样细胞分化的作用。方法( 常规
方法分离培养鼠骨髓间充质干细胞，取 *) 细胞进行 $#氮胞苷诱导，诱导后以是否给予脉冲微交流电刺激分为两组，观察
各组细胞生长情况、细胞形态学及超微结构改变，免疫细胞化学方法检测 !#+,-./、,0/0、12%) 的表达。结果( 脉冲微交流
电刺激组细胞较非刺激组生长良好，更早出现心肌样细胞改变，诱导后 ! 周可观察到胞内肌丝形成及 !#+,-./、,0/0、12%)
的表达，且在随后的相同时相点（诱导后 &、)、% 周），!#+,-./、,0/0、12%) 表达水平明显高于非刺激组，胞内肌丝也由杂乱分
布逐渐成束，部分细胞可观察到肌节。结论( 模拟心脏跳动的脉冲微交流电刺激有助于经 $#氮胞苷诱导的骨髓间充质干
细胞在体外分化为功能完备的心肌样细胞。
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第 ! 期" 姚" 青，等#脉冲微交流电刺激促进体外诱导大鼠骨髓间充质干细胞向心肌分化"

" " 骨髓间充质干细胞（$%&%’()*$+, &-%$ (%,,&，
./0&）是一种具有多向分化潜能的细胞［1 2 3］，在体外

培养可向成骨细胞、神经细胞、脂肪细胞、心肌细胞等

方向分化。1444 年 .+56’7 等［8］将 ./0& 连续传代 8
个月以上，并在 !9氮杂胞嘧啶（!9+:+）作用下诱导分
化，筛选出部分细胞类似胎儿的心肌细胞，为 ./0&的
心脏细胞移植提供了理论基础。近年来，国内外虽对

./0&在各种条件下诱导分化为心肌细胞进行了诸多
研究，虽然体外实验证明 ./0& 在诱导因子的作用下
向成肌分化，但尚未获得功能完善的心肌样细胞。本

实验从模拟心脏细胞生长的电微环境出发，以脉冲微

交流电刺激体外模拟心脏跳动，观察其对 !9氮胞苷诱
导后的大鼠 ./0& 向心肌分化的作用，探索新的促使
./0&向心肌细胞分化的诱导方法。

!" 材料与方法

1# 1" 主要试剂及器材
" " ;.<.培养基（=6>(7 公司）、胎牛血清（?@; 公司）、胰蛋
白酶（/6A$+公司）、!9氮胞苷（/6A$+ 公司）、(?’? 抗体（/BC?B
0DEF公司），!9+(-6’抗体（/6A$+公司），07’’%G6’83抗体（/6A9
$+公司），/B@0免疫组化试剂盒、;B@显色试剂盒（武汉博士
德）。脉冲微交流电刺激仪为自行研制［!］。

1# H" 实验分组
" " 分别将经 !9+:+诱导培养的 I3 大鼠./0&按是否给予脉冲
微电流刺激分为刺激及非刺激组，每组又以诱导培养时间（1、
H、3、8 周）分为 8 个亚组（"、#、$及 JK组）。

1# 3" 大鼠 ./0&的分离培养
" " 参照本实验室建立的./0&的培养方法进行［L］。取 1 月龄
健康 /;大鼠（体质量 1HM N 18M A，由第三军医大学实验动物中
心提供），腹腔注射 1O戊巴比妥钠 !M $& P 5A麻醉。常规消毒，
暴露双侧股骨，将其上附着的肌肉和肌腱分离清除干净，取下

股骨，剪去长骨两端，用注射器抽取 ;.<. 培养液反复冲洗骨
髓腔，并经密度梯度离心和贴壁培养获得骨髓间充质干细胞，

以 1M Q 1MR P $, 接种于 H! ($H塑料培养瓶，置 3S T、体积分数为
!O0UH及饱和湿度的 0UH孵育箱中培养，每 3 N 8 天换液 1 次，
1H N 1! V 后 ./0& 达到 4MO瓶底面积时进行传代培养。I1 以
后细胞融合至 RMO进行 1W H传代。

1# 8" 诱导分化
" " 将生长状态良好的第 3 代 ./0& 在消化传代接种时，按
H! MMM P孔的密度接种到 1H 孔板（每孔中放置 1H Q 1H $$的盖
玻片）中，H8 ) 后用 I@/ 液洗 H 遍，分别加入终浓度为
1M %$7, P X的 !9氮胞苷的完全培养基（1MO Y@/），诱导 H8 )后，
吸去诱导液；用 I@/洗 3 遍，换新鲜的含低浓度血清的培养基
（!O Y@/）培养，每 3 天换液 1 次直至实验结束。

1# !" 脉冲微电流刺激
1# !# 1" 细胞培养小室的制作" " 细胞培养小室制作按照下图
所示进行。做成的两个纯铂丝电极平行固定于培养皿中，间距

13 $$。无菌条件下，将两挡板分别置于两纯铂丝电极内侧且

与之平行，电极位于培养小室之外，然后在挡板与培养皿之间

的区域填充质量浓度 1! A P X 的琼脂糖，待凝固后，小心撤离辅
助挡板（图 1）。

琼脂糖填充

铂丝电极

图 !" 细胞培养小室制作示意图

1# !# H" 脉冲微电流刺激" " 经 !9氮胞苷诱导 H8 ) 后，将细胞
爬片在无菌条件下移入细胞培养小室，刺激组细胞每日给予脉

冲微电流刺激 3M $6’（频率 1# ! Z:，脉宽 H $&，电流 HM %B），直
至实验结束，非刺激组同样条件下培养。每 H8 小时倒置显微
镜观察细胞形态及生长方式。

1# L" 大鼠 ./0&的超微结构观察
" " 收集诱导后各组细胞，以细胞刮子刮取各组细胞，离心沉
淀，弃去上清液后 I@/冲洗；H# !O戊二醛固定，1O四氧化锇固
定，乙醇梯度脱水，<[7’R1H 环氧树脂包埋，超薄切片机切片，透
射电镜观察拍照。

1# S" 免疫细胞化学染色
" " 将诱导后的各组细胞用 M# M1 $7, P X I@/洗 3次后，加人 8O
多聚甲醛固定 3M $6’；加入过氧化物酶阻断剂，室温下 HM $6’；加
入非免疫血清封闭，室温下 HM $6’，甩干血清；加入 (?’?抗体、!9
+(-6’抗体、0G83抗体 8 T过夜；加入生物素标记的二抗，室温孵
育 3M $6’；加亲和素一过氧化物酶（即用型），室温孵育 3M $6’：
以上各步骤之间均用 M# M1 $7, P X I@/洗 3次，每次 ! $6’。加入
临时配置的;B@显色液，1M $6’后在显微镜下观察染色的情况。
未经诱导的骨髓./0&和 I@/代替一抗作阴性对照；大鼠的心肌
冰冻切片做阳性对照。显微镜下观察及图像分析，?6A%\4HM 型图
像分析系统处理，其表达水平用平均光密度值表示。

1# R" 统计学方法
" " 结果以 !! ] "表示，采用 /I// 1M# M 统计软件进行 # 检验和
&H检验。

#" 结果

H# 1" 大鼠 ./0&的细胞生长和形态学观察
" " 原代细胞刚接种时，./0&、血细胞和造血干细胞均为圆形，
透亮。接种 H8 )后，可见许多细胞贴壁，8R )后胞体变成梭形，
多角形。接种第 3 天首次更换培养基，可见纺锤形细胞散在均
匀分布，折光性好，S V时细胞增殖明显，呈集落样生长，18 V时
细胞融合成片，达到传代要求，传代后细胞体积较原代细胞修

长，呈长梭形。传代至 I3 时，细胞基本纯化，呈均匀的长梭形
或多边形。

H# H" 大鼠 ./0&诱导后的形态学变化
" " 诱导后的细胞增殖减慢，部分细胞死亡并从培养板底脱
落，诱导后细胞形态呈动态变化，./0&胞体先变细、变长，而后
少量分化的细长、梭形细胞向同一方向排列，后可见少量的短

棒状，长杆状细胞散在分布，细胞出现融合趋势，逐渐可见短棒

118



状的细胞融合形成粗大的肌管样结构，呈分支状，并同方向排

列。刺激组 !"#$经诱导上述变化出现较非刺激组早，在 % 周
左右即出现肌管样结构，而非刺激组则在 & 周左右才观察到肌
管样结构形成，且形成的肌管数量较刺激组少（图 &）。

!!

!"
’：诱导 % 周刺激组；(：诱导 & 周非刺激组
图 !" 诱导不同时间大鼠骨髓间充质干细胞形态
观察"（倒置显微镜 ) &**）

&+ ,- 免疫细胞化学结果
- - 刺激组细胞在诱导后 % 周部分细胞出现 !./0123，0434，
#56, 弱阳性表达，部分杆状细胞及分化的肌管样结构上述抗
体均呈阳性表达，非刺激组 % 周时未见 !./0123、0434、#56, 表
达。诱导后 &、,、6 周，刺激组 !./0123，0434，#56, 阳性细胞率
及表达水平也明显高于非刺激组（表 %），但 7("代替一抗做阴
性对照未见阳性反应。阳性对照组（大鼠心肌细胞）上述抗体

均呈阳性表达（图 , 8 9）。

表 #" $%&’&诱导后大鼠()*+ !%&,-./、,0/0、*123 的表达（! 45）

组别- - !./0123 0434 #56,

非刺激组

- - " *+ *&, : *+ **9 *+ *&; : *+ **< *+ *&6 : *+ **6

- - # *+ *6; : *+ **6/ *+ *9= : *+ *%*>，0 *+ *9, : *+ **=>，0

- - $ *+ *<< : *+ **;> *+ %%< : *+ **=>，? *+ %*= : *+ **@>，?

- - % *+ *<% : *+ **9> *+ %&% : *+ *%%>，? *+ %%6 : *+ *%*>，?

刺激组

- - " *+ *9; : *+ *%&/ *+ *6< : *+ *%%/ *+ *6@ : *+ *%,/

- - # *+ %%& : *+ *%*>，? *+ %*& : *+ *%&>，? *+ %*; : *+ *%*>，?

- - $ *+ %9@ : *+ *%,>，? *+ %6& : *+ *%*>，? *+ %69 : *+ *%%>，?

- - % *+ %;% : *+ *%&>，? *+ %6; : *+ *%%>，? *+ %66 : *+ *%&>，?

/：! A *+ *9，>：! A *+ *%，与非刺激组"比较；0：! A *+ *9，?：! A
*B *%，与刺激组"比较

!!

!"
’：诱导 % 周；(：诱导 6 周

图 3" 诱导不同时间刺激组大鼠骨髓间充质干细胞
!%&,-./的表达"（"’(# ) %**）

图 2" 诱导后 # 周刺激组细胞 ,0/0的表达"（"’(# ) 6**）

图 $" 诱导后 # 周刺激组细胞 *123 的表达"（"’(# ) &**）
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$# %" 超微结构
" " 刺激组细胞在诱导后 & 周可见细小的肌丝样结构，这种肌
丝样结构分布较为广泛，但排列不够密集#方向不够一致，未见
肌节样结构形成，体现出较为幼稚的肌细胞形态，非刺激组细

胞未见 上述结构；刺激组细胞诱导后 $ 周细胞显示典型的心肌
细胞超微结构特点，可见整齐成束排列的肌丝，部分细胞可见

肌节形成。非刺激组细胞于诱导后 $ 周才观察到肌丝样结构
出现，且排列紊乱，在诱导后 ’、% 周也未观察到肌节形成
（图 (）。

图 !" 诱导后 # 周的刺激组细胞"（)*+ ,’ !--）

$" 讨论

" " 虽然目前有大量的研究已经证实 !./0/ 可以诱导
+123向心肌细胞分化，但其诱导效果并不十分理想，
经 !./0/诱导后，细胞生长较慢，获得心肌样细胞数量
少，结构幼稚，难以满足细胞移植治疗的需要。

" " 脉冲微交流电（ 456378 /697:;/9<;= ><?:@?5::7;9，
AB+2 ）是用正弦电流调制等幅交流获得，其特点是电
流呈脉冲方式发放，其电流强度仅 !B 级，具有微电流
刺激的所有生物学效应，可使细胞 CDB的合成活跃及
细胞分裂数目增多，有利于细胞的增殖［E］。与脉冲电

场刺激相比较，AB+2 刺激时培养液中电流方向随时
变化，细胞不会向某单一方向迁移，且对培养液的电离

作用小，不影响长时间观察细胞的增殖与分化情况。

在生理条件下，心脏细胞一直处于脉冲式变化的电场

中，便构成了心脏的电环境。选用合适的 AB+2 参
数，理论上可以模拟生理情况下心脏的跳动，在体外重

建心脏细胞生长的电学环境。最新的研究结果显示，

心脏的电学环境对于心脏细胞的生长及功能完善是至

关重要的［F］，1G/:@; 等在聚合物支架上对胎鼠心肌细
胞进行培养，并加以双向矩形脉冲电刺激模拟心脏跳

动的频率，结果显示：与体外普通培养的心肌细胞相比

较，接受电刺激的心肌细胞生长良好，收缩力强，".肌
球蛋白重链（".+H2）、2I%’、肌酸激酶.++ 以及肌钙
蛋白表达明显增加，超微结构也显示肌节结构更清晰，

其细胞的形态与功能均更接近成熟的心肌细胞。表明

在体外进行心肌细胞培养时给予 AB+2 刺激可以模
拟生理条件下心脏活动的电学环境，有助于促进细胞

的分化与成熟。

" " 本研究从模拟心肌细胞分化的心脏电环境出发，
在体外诱导培养过程中加以 AB+2 刺激，模拟胚胎时
期心脏细胞分化过程中的生物电学环境，以促进其向

心肌细胞分化。实验结果表明，给予 AB+2 刺激后，
+123向心肌细胞分化的效率明显提高，其结构与功能
也更加完善，有细胞出现自发性跳动，超微结构可观察

到肌节形成。本研究结果提示，模拟心脏跳动的微交

流电刺激有助于经 !.氮胞苷诱导的骨髓间充质干细
胞在体外分化为功能完备的心肌样细胞。心肌细胞的

体外诱导分化的成功，不仅证实了电学环境因素对心

肌细胞分化的作用，并且将为下一步进行组织工程心

肌构建及移植研究提供实验基础。
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