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在心肌细胞／MSCs共培养体系中 MSCs出现心肌分化表型 

苏 立 ．陈运 贞 ，张晓刚 ，余 强 

(1．币庆医科大学附属第_二 院心『人】科，重庆 400010；2．重庆医科大学附属第一医院心内科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：观察M s住心肌细胞／M~is共培养体系中向心肌细胞的分化情况。方法：体外分离培养大鼠心肌细胞，然 

后将传代后大鼠 MSCs与心肌细胞混合培养，建立心肌细胞／MSCs共培养体系，同时以心肌细胞培养 L清液及成纤维细胞培 

养 卜清液为诱导冈素作舯照 、培养 1删后行免疫细胞化学染色 ，鉴定 MSCs中心肌特异性cTnT蛋白的表达。结果：在心肌细 

胞／MSCs共培养体系叶lI，M 、 心肌细胞交织成网状 ，部分 MS('s出现 cTnT的表达，而对照组 MSCs未检出 cTnT的表达。 

结论：体外模拟的心肌环境 口『以诱导 M s向心肌细胞分化并表达心肌细胞特异性标志物 ，诱 导MS~2s向心肌分化的分子信 

号可能足心肌细胞膜盟h： 
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Bone marrow mesenchymal stem cel ls to express cardiogenic 

phenotype in a coculture system 

SU L ． f＆Z 

(Department ／’Cardiology，the Second Affiliated Hospital，(]hongqing Medical University) 

【Abstract】Objective： l'o obserw,the tan,'v．tifferentiation of bone marrow mesenchymal stem cells(MSCs)into cardiomyocyte in a co— 

culture system with cardiomyocyt~s．Metk(~ls：Newly born W istar Rats’cardiomy(xzytes were imlated and cultured and the cells were 

labeled with I)API．Prepared MS( s were planted into the cardionayocyte~s dishes to establish a co～culture system．Supernatant liquid 

of the cardiomyccytes or fibroblast was added the MS~；s(non—labeled)dishes as the contro1．After one week of COCulture．fluores— 

cence microscope observation and inmmnocytochemical staining wi,h cTnT was performed tO evaluate the phenotype changes in non—— 

labeled MSCs．Results：MSCs and cardiomy(xeytes were connect wSth each other by net in culture plate after a few days of coculture； 

some non—labeled cells were l~xsitively stained by cTnT antibody while the MSCs cultured with cardiomyocytes or fibroblast super— 

natant liquid were stained negatively． luskm ：To obtain cardiomyocyte phenotype in vitro．direct contact of MSCs with cardiomy— 

ocytes is essentia1．The signaling molecules induce MSCs’transform ation into cardiomyocytes are likely s。me membrane proteins on 

the surface of eardiomyocytes． 

【Key words】Mesenchymat stem cells；Induce；Cell differentiati()n：cDculture 

MSCs移植实验表明，MSCs移植到心肌梗死动 

物心脏后，可改善心脏功能并提高心梗动物的存活 

率，其机制可能为 MSCs在心肌组织微环境中，向心 

肌细胞和／-．X血管内皮细胞分化，使心肌再生、血运 

重建_】 J。然而目前尚无直接的证据表明，心肌组 

织中何种细胞或因子在诱导 MSCs向心肌细胞分化 

过程中起主导作用。为此，我ff】建立了心肌细胞与 

MSCs的共培养体系，试图模拟心肌组织微环境以 

诱导 MSCs表达心肌细胞分化表型，为 MSCs可以 

作者介绍：苏 立(1970一 )，男，主治医师，博士， 

主要研究方向：冠心病 的细胞和基 因治疗。 

在心肌组织中发生向心肌细胞的定向分化寻找实验 

依据。 

1 材料与方法 

1．1 试 剂 与仪 器 

胎牛血清 (Hyclone，美 国)；DMEM 培养液 (Gibco，美 

国)；5’一溴 一2’一脱氧尿苷(Brdu)及 4’，6一Diamidino一2 
一

phenyindole(DAPI)(Sigma，美国)；兔抗 鼠 cTnT抗体 (福 

州迈新)。 

实验动物成年 Wistar大鼠(雌雄不拘，6～8周龄，体重 

150~200g)及新生 Wistar大鼠(雌雄不拘，出生 1～3天)均 
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裂，使细胞处于 GO期『『『『停止增蛸，『『『『对心肌细胞的 

超微结构及牛物学特性尤明显影响 一。同时，心肌 

细胞接种时应尽量均匀，以免影响细胞的形态及生 

存时间 ”j。 

在建 心肌细胞 与MSC共培养体系时，MSC 

的接种密度对两种细胞 的仔活至关重要。由于 

MS(：在培养过程中能较快增殖， 心肌细胞争夺空 

间及营养，影响细胞的生K 因此本实验借鉴 Con— 

dorelli等川1 的内皮细胞及心肌细胞共培养条件并在 

预实验的基础上适 当改进，采用较低密度接种，使 

MSCs与心肌细胞数量约为 1：4，并于共培养体系建 

立后换用低浓度血清，以维持细胞 的生长、促进 

MSC的分化 。 

细胞的分化不是单个细胞的孤立行为，是在一 

定的条件下发生的变化，除了细胞的内在决定因素 

外，细胞问的相互作用是必不可少的lI2j。关于诱导 

MSC向特定细胞分化的环境信 弓·一直是人们探求 

的重点。是哪些分子信 号促使 MS( 发生向局部组 

织细胞的适应性变化，这些信号分子存在于何处，它 

们是如何起作用的?目前人们对这些问题几乎还一 

无所知。Condorelli G等⋯J将分离的胚胎血管内皮 

细胞及血管内皮细胞株分别与大鼠心肌细胞建立共 

培养体系，培养 5天后发现约 1()％的血管内皮细胞 

发生转分化，表达横纹肌肌动蛋 白。虽然成纤维细 

胞生长因子一2和骨形态发生蛋白一4可以诱导胚 

胎干细胞向心肌分化 】，但并不能诱导内皮细胞的 

转分化。作者还观察到这些转分化的内皮细胞与心 

肌细胞相互联结、融合，认为细胞一细胞之间的相互 

接触可能对内皮细胞向心肌细胞的转分化是非常重 

要的。Tomita等【Hj报道 GFP标记的 MSCs在心肌 

细胞培养体系中可形成克隆并 心肌细胞 同步收 

缩。Rangappa等l j最近报道，MSCs与心肌细胞共 

培养48h后，流式细胞仪检测 66％的 MSCs处于G1 

期；RT—PCR检测分化的细胞存在肌球蛋白重链 

(myosin heavy chain，MHC)、J3一肌动蛋 白(beta— 

actin)及 肌钙 蛋 白 T(cardiac troponin—T，cTnT) 

mRNA的表达；免疫细胞化学染色 MHC及 cTnT 

表达阳性。本研究发现，MSC与心肌细胞共培养 

后，细胞在形态、排列方式上均发生与心肌细胞相适 

应的变化，细胞 一细胞之间相互交织成网状且部分 

MS(2细胞出现肌钙蛋白的表达，与一lz述研究结果相 

似 

本研究还显示，在心肌细胞及成纤维细胞培养 

上清液中，MSCs的形态及排列与普通培养时无明 

显差别．且未能诱导出 MSCs表达肌钙蛋 白。推测 

其原因可能为(1)诱导 MSCs向心肌细胞分化的信 

号分子很可能存在于心肌细胞膜上，MSCs的分化 

必须依赖与膜的直接接触或其它间接的信号途径； 

(2)心肌细胞和成纤维细胞生理情况下的分泌型生 

物活性物质如细胞因子等不能诱导 MSCs向心肌分 

化，或因在我们的培养条件中其浓度较低，尚不足以 

诱导 MSCs的分化；(3)作用时间较短，MSC尚未出 

现分化表型。Rangappa等[ j的研究亦表明 MSCs 

在有或无血清的心肌细胞条件培养基中，仅存在 be— 

ta—actin的表达，未见心肌细胞特异性标志物的表 

达。最近 Iijima等ll 6_报道，骨骼肌母细胞 (skeletal 

myoblasts)与心肌细胞共培养后，可出现心脏转录因 

子 Csx／Nkx2．5和 GATA4以及 TnT、ANP等心肌 

特异性标志物的表达，而且骨骼肌母细胞与心肌细 

胞可形成联结并表达钙粘蛋白(cadherin)及间隙连 

接43(connexin 43)；在用硝苯地平处理或无 Ca2 

离子的培养基中，骨骼肌母细胞不表达心脏特异性 

蛋白。作者认为骨骼肌母细胞 一心肌细胞之间的相 

互联结及邻近心肌细胞的搏动对骨骼肌母细胞分化 

为心肌细胞是必须的。上述两项研究结果均支持本 

文推测。 

本研究中未能成功建立 MSC与心肌成纤维细 

胞的共培养体系，加之心肌成纤维细胞在细胞鉴定 

方面存在的困难，故 MSC在成纤维细胞环境中的分 

化情况尚不清楚。在构成心脏组织的细胞中，大部 

分为心肌成纤维细胞，而心肌细胞仅 占 1／3左右， 

MSC移植后为何能在非心肌细胞数量占绝对优势 

的情况下分化为心肌细胞以及非心肌细胞在此过程 

中的作用尚待进一步深入研究。 
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