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摘要：为研究绵羊胚胎肌源性干细胞的生物学特性，取３０日龄的绵羊胚胎，采用联合酶消化法及差速贴壁法分离培

养获得均质的肌源性干细胞，并对其进行一系列生物学特性检测。结果显示，绵羊肌源性干细胞能传代培养至３５代

以上；免疫荧光染色和ＲＴ－ＰＣＲ鉴定肌源性干细胞表面标记物Ｓｃａ－１、ＣＤ３４、ＣＤ１４４和Ｄｅｓｍｉｎ呈阳性表达；生长曲线

和细胞周期结果显示绵羊肌源性干细胞具有较强自我更新能力；通过不同的诱导方法可以将肌源性干细胞成功地诱

导为肝样细胞和胰岛样细胞，Ｓｃｈｉｆｆ染色和双硫腙染色均呈阳性，ＲＴ－ＰＣＲ检测肝样细胞特异性标记物 ＡＦＰ和ＡＬＢ

以及胰岛样细胞特异性标记物Ｉｎｓｕｌｉｎ均呈阳性表达，进一步证明了其诱导分化潜能。结果表明，本试验成功地分离

培养获得了均质并具有较强自我更新潜能的绵羊肌源性干细胞，这种干细胞具有向肝样细胞和胰岛样细胞分化的潜

能，这为临床治疗提供了潜在的理论基础和大量的种子细胞。
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　　骨骼肌中至少存在两种干细胞，一种是单分化
潜能的成肌干细胞－骨骼肌卫星细胞（ｓｋｅｌｅｔａｌ　ｍｕｓ－
ｃｌｅ　ｓａｔｅｌｌｉｔｅ　ｃｅｌｌｓ），另一种是具有多分化潜能的肌源
性干细胞 （ｍｕｓｃｌｅ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ，ＭＤＳＣｓ）。

ＭＤＳＣｓ起源于胚胎血管祖细胞［１］，是一种成体多分
化潜能干细胞，在适当的条件下，可向不同胚层进行
分化，这种可塑性吸引了众多研究者的目光。ＭＤ－
ＳＣｓ是一种很好的基因载体，已成为临床医学和组
织工程学的新型种子干细胞并被广泛应用。
目前，研究者已成功地分离出人、鼠、牛等肌源

性干细胞［２－６］，但对绵羊组织中的肌源性干细胞的分
离培养及分化潜能的研究尚未见报道，本试验采用
联合酶消化法和差速贴壁法成功分离得到绵羊胚胎

的肌源性干细胞并证实该细胞具有发育形成肝样细

胞和胰岛样细胞的分化潜能。

１　材料与方法

１．１　试验动物　取３０日胎龄的绵羊胚胎，解剖后
剪取大腿肌肉组织放于带有双抗的无菌的ＰＢＳ磷
酸缓冲液中，待用。

１．２　主要试剂　Ｈ－ＤＭＥＭ培养基（Ｇｉｂｃｏ），ＰＢＳ缓
冲液（自制），鸡胚提取物（ＣＥＥ，自制）胰蛋白酶，胶
原酶Ⅺ、胰岛素、转铁蛋白、地塞米松均购自美国

Ｓｉｇｍａ公司，亚硫酸钠，β－巯基乙醇，胎牛血清（ＦＢＳ，
美国）等。

１．３　肌源性干细胞的分离培养　将３０日胎龄的绵
羊胚胎解剖，常规消毒后，取其四肢，剔除皮肤、骨头
和血管结缔组织，用加入双抗的ＰＢＳ洗７～９次，用
眼科剪将肌肉剪成大小为１ｃｍ３的组织块，加入

０．２％的Ⅺ型胶原酶于３７℃消化１ｈ；再加入０．１％的
胰蛋白酶消化３０ｍｉｎ，终止消化后，用２００目的尼
龙筛过滤，１　２００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ收集细胞沉淀，
并用完全培养基（Ｈ－ＤＭＥＭ＋１００Ｕ／ｍＬ青霉素／
链霉素＋１０％ＦＢＳ＋２０ＨＳ＋２％ＣＥＥ）重悬，于

３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养１ｈ，得到ＰＰ１代，然后
将细胞悬液转移至另一新的培养皿中继续培养２ｈ
得到ＰＰ２代，再隔１８ｈ后继续差速，得到ＰＰ３代，

以后每隔２４ｈ差速１次，直到ＰＰ６代，将ＰＰ６代细
胞进行培养、传代，观察细胞形态，以后每隔１ｄ进
行细胞换液［７－８］。

１．４　肌源性干细胞的传代培养及冻存复苏　当细
胞生长汇合至８０％左右时进行传代培养。弃去旧
培养液，用无菌 ＰＢＳ 反复漂洗细胞 ３ 次，加入

０．１２５％胰蛋白酶（含０．０２％ＥＤＴＡ）放在３７℃培养
箱中进行消化。观察细胞形态，当发现大量细胞回
缩变圆时，加入完全培养基轻轻吹打细胞，以１∶２
或１∶３的比例进行传代培养。
常规消化法收集细胞，用细胞冻存液（５０％ＦＢＳ

＋４０％ＤＭＳＯ＋１０％Ｈ－ＤＭＥＭ）将细胞沉淀重悬，
将细胞悬液移置冻存管中，再放入冻存盒中，先在

－８０℃冰箱过夜，次日投入液氮中长期保存。细胞
复苏时将冻存管从液氮中取出，投入４２℃恒温水浴
锅中，将管口向上迅速晃动使其融化，当融化到只有
小豆粒大小时取出，放入提前加入培养基的离心管
中，离心去除上清液，用培养液重悬细胞置于培养板
中，置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中继续培养。

１．５　肌源性干细胞免疫荧光和ＲＴ－ＰＣＲ鉴定　取
第５代肌源性干细胞，经４％多聚甲醛固定，Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ－１００通透，山羊血清封闭处理后，加入一抗，４℃避
光孵育过夜，次日加入ＦＩＴＣ标记的二抗，室温孵育

１ｈ，ＰＢＳ洗涤后加入ＤＡＰＩ染核３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤
后，激光共聚焦显微镜（Ｎｉｋｏｎ，Ｄ－ＥＣＬＩＰＳＥ　Ｃ１）下
拍照。
分别取Ｐ５、Ｐ１５、Ｐ２５和Ｐ３５代细胞，待细胞生

长至 ８０％，收集细胞，用 Ｔａｋａｐａ　Ｔａｑ　ＲＴ－ＰＣＲ
（ＤＲ００１Ａ）试剂盒检测肌源性干细胞表面特异性标
志物ｄｅｓｍｉｎ、ｓｃａ－１、ＣＤ１４４和 ＣＤ３４的表达强度。
引物见表１。

１．６　肌源性干细胞生长曲线绘制　取生长良好的
第５代肌源性干细胞，常规法消化，以１×１０４个细胞
的数量接种于２４孔培养板中，以后每天同一时间随
机取３孔细胞消化，使用血球计数板于倒置显微镜
下进行计数，每孔计数重复３遍，持续培养７ｄ。以
培养时间为横坐标，细胞数量为纵坐标，绘制生长曲
线。
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表１　绵羊 ＭＤＳＣｓ表面标记检测ＲＴ－ＰＣＲ引物

基　因 　　　　　　引物序列 ｔ退火／℃ 循　环 产物长度／ｂｐ

ＧＡＰＤＨ
Ｆ：５′－ＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴ－３′

Ｒ：５′－ＧＧＴＣＡＴＡＡＧＴＣＣＣＴＣＣＡＣＧＡＴ－３′
６０．０　 ３０　 ５１７

Ｓｃａ－１
Ｆ：５′－ＴＣＡＧＧＧＡＡＣＣＴＴＣＡＣＧＡＧ－３′

Ｒ：５′－ＣＣＡＣＴＧＴＣＴＧＴＣＴＣＡＡＴＡＣＣＡＣ－３′
５９．０　 ３０　 ２７７

ＣＤ３４
Ｆ：５′－ＣＧＧＣＡＴＣＴＴＣＴＡＣＣＣＴＣＡＴＣ－３′

Ｒ：５′－ＧＣＣＴＧＴＴＣＣＴＣＣＴＧＡＣＡＣＡ－３′
６０．０　 ３０　 ２８９

ＣＤ１４４
Ｆ：５′－ＴＧＧＴＣＡＣＡＣＧＣＡＡＧＴＣＣＴＡＡ－３′

Ｒ：５′－ＴＡＡＣＡＡＣＣＴＣＣＴＣＧＣＣＡＴＡ－３′
６１．０　 ３０　 １５０

Ｄｅｓｍｉｎ
Ｆ：５′－ＧＡＣＣＴＴＡＣＧＣＴＴＣＣＣＡＣＣＴＣ－３′

Ｒ：５′－ＣＡＴＣＴＣＣＴＧＣＴＣＣＣＡＣＡＴＣＴ－３′
６０．０　 ３０　 ２９８

Ｉｎｓｕｌｉｎ
Ｆ：５′－ＣＴＧＧＴＴＧＡＧＧＴＧＴＴＧＧＧＴＴＴＧ－３′

Ｒ：５′－ＡＣＡＧＧＴＧＣＴＧＧＴＴＧＡＣＧＡＡＧ－３′
６１．５　 ３０　 ２２５

ＡＦＰ
Ｆ：５′－ＴＧＧＡＡＧＴＡＧＴＧＧＴＣＧＧＡＡＧＡ－３′

Ｒ：５′－ＧＧＧＡＡＣＴＧＧＡＧＧＧＴＡＧＡＴ－３′
５２．０　 ３０　 ４６０

ＡＬＢ
Ｆ：５′－ＴＧＴＧＧＣＴＴＴＧＧＡＴＣＴＣＧＴ－３′

Ｒ：５′－ＴＴＣＴＴＣＣＧＣＴＴＧＴＧＣＴＴＧ－３′
５４．０　 ３０　 ４８９

１．７　肌源性干细胞细胞周期检测　取刚传代生长
的第５代肌源性干细胞，用０．１２５％胰蛋白酶消化并
吹打成单个细胞悬液，加入含１０％ＦＢＳ　Ｈ－ＭＤＥＭ
培养基终止消化，１　２００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清，
用ＰＢＳ将细胞重悬，１　０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，重复２
次以去除细胞碎片，弃净ＰＢＳ，加入预冷的７０％无
水乙醇置于４℃冰箱中固定，过夜之后，１　２００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，弃去无水乙醇，ＰＢＳ重悬，１　２００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，弃去ＰＢＳ，加入１００ｍｇ／Ｌ的ＰＩ染液，
室温避光着色 ２０ ｍｉｎ，流 式 细 胞 仪 （Ｂａｃｋｍａｎ
ＣＯＵＬＴＥＲ，ｃｙｔｏｍｉｃｓ　ＦＣ５００ＭＰＬ）检测。

１．８　肌源性干细胞向肝样细胞诱导分化　取第３
代的细胞以１×１０７／ｍＬ个细胞数量接种于６孔板
中，常规培养２４ｈ后，更换培养基，加入诱导液，诱
导液成分为：含１０％ ＦＢＳ、１×ＩＴＳ（５ｍｇ／Ｌ胰岛素

＋５ｍｇ／Ｌ转铁蛋白＋５μｇ／Ｌ亚硫酸钠）、４０μｇ／Ｌ
地塞米松、２０μｇ／Ｌ　ＦＧＦ－４＋２０μｇ／Ｌ　ＨＧＦ等因子
的Ｈ－ＤＭＥＭ培养基，诱导过程中用倒置显微镜观察
细胞形态，诱导３周后进行糖原染色，ＲＴ－ＰＣＲ检测
肝样细胞标志物白蛋白（ＡＬＢ）和甲胎蛋白（ＡＦＰ）。

１．９　肌源性干细胞向胰岛样细胞诱导分化　取第３
代的细胞，当细胞生长至９０％时更换细胞培养液，
向胰岛样细胞诱导分３步，第１步诱导液为 Ｈ－
ＤＭＥＭ＋１０％ＦＢＳ＋１ｍｍｏｌ／Ｌβ－巯 基 乙 醇 ＋
１０ｍｇ／Ｌ　ｂＦＧＦ，诱导 ３ｄ；第 ２ 步诱导液为 Ｈ－
ＤＭＥＭ＋１０％ＦＢＳ＋１ｍｍｏｌ／Ｌ尼克酰胺，诱导４ｄ，
第３步诱导液为 Ｈ－ＤＭＥＭ＋１０％ ＦＢＳ，诱导大概

４～５ｄ，诱导后用双硫腙染液进行染色鉴定，ＲＴ－
ＰＣＲ和免疫荧光鉴定ｉｎｓｕｌｉｎ。

２　结果

２．１　肌源性干细胞形态学观察及冻存复苏结果　
在利用 Ｐｒｅｐｌａｔｅ（ＰＰ）差速贴壁法培养过程中，

ＰＰ１～ＰＰ４多以成纤维细胞为主，形态扁平，多突
起，贴壁迅速，数量多，另有小部分是宽大而呈星形
或不规则的杂细胞，均增殖较快（图１ａ）；ＰＰ５～ＰＰ６
的细胞数量明显减少，体积较小，贴壁缓慢，折光性
强，多呈梭形或纺锤形，增殖较慢；随着细胞增殖能
力的增强，细胞密度逐渐增加，当细胞生长至８０％
时进行传代培养；传代后的细胞也为梭形或纺锤形，
胞体饱满，折光性强（图１ｂ～ｄ）随着细胞代次的增
加，细胞生长缓慢，Ｐ３５代细胞开始出现衰老现象
（图１ｅ），当传代至４４代时，胞质空泡明显，细胞立
体感消失，最后核固缩（图１ｆ）。
复苏后的细胞生长状态良好，在形态上与冻存

前细胞无明显差异（图１ｇ，ｈ），且细胞存活率高达

９０％以上，表明本试验所用冻存体系适合肌源性干
细胞的冻存。

２．２　肌源性干细胞免疫荧光和ＲＴ－ＰＣＲ鉴定结果

　应用免疫荧光法检测肌源性干细胞表面标记标志
物Ｓｃａ－１、ＣＤ３４、ＣＤ１４４和 Ｄｅｓｍｉｎ（图２Ａ），Ｓｃａ－１、

ＣＤ３４和Ｄｅｓｍｉｎ呈细胞质阳性表达，ＣＤ１４４呈细胞
核阳性表达；
不同代次ＲＴ－ＰＣＲ检测结果与之相符（图２Ｂ），

但各代次间在表达强度上有所差别，Ｄｅｓｍｉｎ和Ｓｃａ－
１随着代次的增加，细胞表达量有所下降，其他均无
明显的变化。
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图１　细胞形态图　ａ．ＰＰ１；ｂ．ＰＰ５；ｃ．ＰＰ６；ｄ．Ｐ１；ｅ．ｐ３５；ｆ．Ｐ４４；ｇ．冻存前；ｈ．复苏后

图２　ＭＤＳＣｓ表面标记物免疫荧光和ＲＴ－ＰＣＲ检测　Ａ：ａ，ｄ，ｇ，ｊ．染核；ｂ，ｅ，ｈ，ｋ．Ｓｃａ－１阳性，ＣＤ３４阳性，ＣＤ１４４阳性，Ｄｅｓｍｉｎ
阳性；ｃ，ｆ，ｉ，ｌ．重叠；Ｂ：Ｍ．ＤＮＡ标准 Ｍａｒｋｅｒ；１．内参；２．Ｓｃａ－１；３．ＣＤ３４；４．ＣＤ１４４；５．Ｄｅｓｍｉｎ
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２．３　肌源性干细胞生长曲线绘制　肌源性干细胞
生长曲线呈“Ｓ”型（图３）。细胞在第３天之后进行
对数生长期，在６～８ｄ时，细胞生长缓慢，处于稳定
期，由于细胞间的接触抑制现象，细胞有逐渐衰亡的
迹象。

２．４　肌源性干细胞细胞周期检测结果　对第５代
肌源性干细胞采用流式细胞仪进行分析，结果如图

４Ａ和４Ｂ所示，Ｇ０＋１期细胞占细胞总数的６８．４６％，

Ｓ期细胞占细胞总数的１５．６０％，Ｇ２＋Ｍ期细胞占细胞
总数的１５．９４％，结果显示绝大多数细胞处于间隙
期，即ＤＮＡ复制还没开始，ＤＮＡ含量相对较少（４Ａ
中第１个峰）；进入Ｓ期后ＤＮＡ开始复制，到完成
复制，是１个１倍ＤＮＡ到２倍ＤＮＡ的过程，在流
式结果图中显示期跨度特别大（４Ａ中第２个峰）；当

ＤＮＡ复制完成至分裂的一段时间，此时细胞内含２
倍ＤＮＡ，即处于 Ｇ２期（４Ａ中第３个峰），在图４Ｂ
中能明显看到２Ｃ和４Ｃ含量占细胞总数的比例较

高，因此说明刚传代后的细胞正在分裂，跟生长曲线
相符。

图３　ＭＤＳＣｓ生长曲线

图４　细胞周期

２．５　肌源性干细胞诱导分化结果　加入肝样细胞
诱导液培养１周左右后，观察细胞形态上并没有没
有太大的变化，但细胞增殖速度较为明显。诱导１
周后，细胞增速度逐渐减慢，细胞形态由原来的长梭
形居多的 ＭＤＳＣｓ细胞转变成多角形细胞，随着诱
导时间的增加，上皮样细胞逐渐增加，并呈现铺路石
样排列。在正常的 ＭＤＳＣｓ细胞全培养基培养的对
照组细胞在形态特征上没有明显的变化，仍然呈长
梭形。在细胞诱导２１ｄ时，对对照组和诱导组进行
糖原染色。结果显示，诱导组糖原染色呈阳性，而对
照组的细胞染色呈阴性（图５Ａ）。说明在此诱导条
件下细胞逐渐形成具有糖原合成和储存功能的肝样

细胞。通过ＲＴ－ＰＣＲ 检测发现诱导的细胞表达基
因 ＡＦＢ和 ＡＬＢ，而对照组对 ＡＦＢ和 ＡＬＢ的检测

呈阴性，如图５Ｂ。

　　加入胰岛分泌样细胞诱导液培养１周后，观察
细胞形态上并没有没有明显的变化，细胞仍成长梭
形，与对照组无明显变化，但细胞增殖较快。诱导１
周后换为诱导液３继续诱导４ｄ后，但细胞增殖速
度较为明显。诱导１周后，细胞增殖不明显，开始
成团簇集聚生长。对照组细胞在形态上无明显变
化，也没有出现细胞团簇，在细胞诱导１０ｄ时，对对
照组和诱导组进行双硫腙染色。结果表明，诱导组
双硫腙染色呈阳性，而对照组的细胞染色呈阴性（图

６）。ＲＴ－ＰＣＲ和免疫荧光检测发现诱导的细胞表达
胰岛分泌样细胞标记基因ｉｎｓｕｌｉｎ，而对照组对ｉｎ－
ｓｕｌｉｎ的检测呈阴性（图７Ａ，Ｂ）。
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图５　绵羊 ＭＤＳＣｓ向肝样细胞诱导Ｓｃｈｉｆｆ试剂染色及ＲＴ－ＰＣＲ鉴定　Ａ：ａ．对照组（４０×）；ｂ．诱导１４ｄ（４０×）；ｃ．诱导１４ｄＳｃｈｉｆｆ
试剂染色（４０×）；ｄ．诱导１４ｄＳｃｈｉｆｆ试剂染色（２００×）；Ｂ：１～４．为诱导组；５～８．为对照组；１，５．Ｍａｒｋｅｒ；２，６．ＧＡＰＤＨ；３，７．

ＡＬＢ；４，８．ＡＦＰ

图６　绵羊 ＭＤＳＣｓ向胰岛分泌样细胞诱导及鉴定　ａ．诱导前（４０×）；ｂ．诱导前（２００×）；ｃ．诱导４ｄ（４０×）；ｄ．诱导４ｄ（２００×）；ｅ．
诱导１１ｄ双硫腙染色（４０×）；ｆ．诱导１１ｄ双硫腙染色（２００×）

图３　胰岛分泌样细胞诱导免疫荧光和ＲＴ－ＰＣＲ鉴定　Ａ：ａ，ｂ．ＤＡＰＩ；ｃ，ｄ．ｉｎｓｕｌｉｎ阳性；ｅ，ｆ．ｍｅｒｇｅ；ａ，ｃ，ｅ．５０μｍ；ｂ，ｄ，ｆ．２５μｍ；

Ｂ：１～３．诱导组；４～６．对照组；１，４．Ｍａｒｋｅｒ；２，５．ＧＡＰＤＨ；３，６．ｉｎｓｕｌｉｎ

３　讨论

我国拥有很多古老而独特的畜禽品种，是世界

上畜禽品种资源大国，但许多特有地方品种尚未被
开发利用就已灭绝，非常可惜［９］。虽然目前已有通
过成纤维细胞保存畜禽遗传资源这一种途径［１０］，但
相较干细胞成纤维细胞属于终末分化，虽然包含全
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部遗传信息，但在细胞ＲＮＡ转录水平层级的研究
价值大大低于干细胞，且 ＭＤＳＣｓ具有更强的自我
更新能力和成纤维细胞所不具备的多向分化潜能，
所以在物种遗传资源保存上，干细胞比成纤维细胞
更加适合进行遗传资源的保存［１１］。
由试验结果可知，ＭＤＳＣｓ细胞形态均一，在

Ｐ３８代以内细胞无明显变化，从Ｐ４０代以后细胞明
显出现变化，分化细胞所占比例逐渐上升，细胞变的
大并且扁平，较之前相比没有立体感可言，细胞核固
缩并且有大量空泡现象出现，以上结果表明，低代次
的细胞生长能力较强，随着代次的不断增高，细胞增
殖速度逐渐减慢，细胞的贴壁能力也相应的逐渐降
低，细胞老化现象明显。ＲＴ－ＰＣＲ基因表达鉴定和
免疫荧光着色检测显示绵羊胚胎 ＭＤＳＣｓ均表达

Ｓｃａ－１、ＣＤ３４、ＣＤ１４４、Ｄｅｓｍｉｎ，ＣＤ４５为阴性，基因灰
度值分析和相对荧光强度分析表明，各个代次间无
显著区别。以上结果验证了体外培养的绵羊胚胎

ＭＤＳＣｓ具有维持干细胞的基本特性。绵羊 ＭＤＳＣｓ
冻存前活率略大于复苏后的活率，随着代次的增高，
细胞的活率有所减低，但结果并不显著，细胞整体的
活率维持在９０％以上。绵羊 ＭＤＳＣｓ低中高各代次
的生长曲线呈典型“Ｓ”型，体外培养的细胞经历了潜
伏期、对数生长期、稳定期和衰亡期，符合细胞在体
外生长的一般规律。在适宜的诱导条件下，成功将
绵羊 ＭＤＳＣｓ诱导为肝样细胞和胰岛分泌样细胞，
诱导过程中分别表现出目的细胞相应的形态特征，
通过特异性染色、ＲＴ－ＰＣＲ和免疫荧光检测方法进
一步证明了绵羊胚胎 ＭＤＳＣｓ的多潜能性。
成体 ＭＤＳＣｓ作为再生医学的候选种子细胞，

其在治疗心血管及泌尿系统疾病和骨骼损伤等疾病

中体现出了强大的优势。目前，在快速发展的临床
移植研究中显示，ＭＤ－ＳＣｓ基因－介导治疗所选择的
动物模型是研究者们着重考虑的问题。然而，细胞
移植无论在体内还是体外都需要 ＭＤＳＣｓ完整的分
化和修复机制，显然，将 ＭＤＳＣｓ广泛的应用于临床
实践仍面临巨大的挑战。刺五加注射液作为临床中
药已被广泛应用，但是将其应用于干细胞治疗上，其

作用机制目前尚不明确，有待研究。因此，将药物与
干细胞联合应用将是今后更多研究者所需关注的重

点。
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