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不同成肌诱导液对人尿源干细胞体外成肌分化的探究

李凤雯　姜之歆　王从容

摘　要　目的　研究人尿源干细胞（ｈｕｍａｎｕｒｉｎｅ－ｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈＵＳＣ）在不同成肌诱导液中的体外成肌分化能力及效

果。方法　提取正常成人志愿者新鲜尿液，经体外培养、扩增、流式细胞术鉴定后，用 ４种不同配方的成肌诱导液分别诱导 ｈＵＳＣ

向骨骼肌细胞分化。在诱导第 ２８天，光镜下观察细胞形态。并用反转录 －聚合酶链反应（ＲＴ－ＰＣＲ）检测成肌分化特异基因结

蛋白（ｄｅｓｍｉｎ）和肌球蛋白重链（ｍｙｏｓｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎ，ＭｙＨＣ）的表达量。结果　ｈＵＳＣ的细胞表面标物 ＣＤ２９、ＣＤ４４、ＣＤ７３和 ＣＤ９０

为阳性，ＣＤ３４、ＣＤ４５为阴性，提示其为间充质来源。ｈＵＳＣ在 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ成肌诱导液中诱导培养 ２８天后，细胞伸展变长，呈现肌

细胞形态，可见肌管样细胞。４种成肌诱导液诱导 １４天及 ２８天后成肌分化特异基因 ｄｅｓｍｉｎ和 ＭｙＨＣ表达水平均高于对照组，

差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。组间比较提示，Ｂ和 Ｃ成肌诱导液成肌分化下 ｄｅｓｍｉｎ和 ＭｙＨＣ相对表达水平高于 Ａ、Ｄ成肌诱导

液组。结论　４种成肌诱导液均可将 ｈＵＳＣ定向分化成骨骼肌细胞。从细胞分化形态和成肌特异基因表达水平上分析，Ｃ成肌

诱导液成肌分化效果更好。ｈＵＳＣ的这种向骨骼肌分化的能力，提示其在疾病治疗和病因学研究上具有潜在价值。

关键词　人尿源干细胞　成肌分化　干细胞

中图分类号　 Ｒ３　　　　文献标识码　 Ａ　　　　ＤＯＩ　１０．１１９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３５４８Ｘ．２０２０．０７．００８

ＳｔｕｄｙｏｎＤｉｆｆｅｒｅｎｔＭｙｏｇｅｎｉｃＩｎｄｕｃｔｉｏｎＭｅｄｉｕｍｏｎＭｙｏｇｅｎｉｃＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆＨｕｍａｎＵｒｉｎｅ－ｄｅｒｉｖｅｄＳｔｅｍＣｅｌｌｓｉｎＶｉｔｒｏ．　ＬｉＦｅｎｇｗｅｎ，

ＪｉａｎｇＺｈｉｘｉｎ，ＷａｎｇＣｏｎｇｒｏｎｇ．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙａｎｄＭｅｔａｂｏｌｉｓｍ，ＳｈａｎｇｈａｉＪｉａｏｔｏｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＳｉｘｔｈＰｅｏｐｌｅ′ｓＨｏｓｐｉ

ｔａｌ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００２３３，Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｍｙｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆｈｕｍａｎｕｒｉｎｅ－ｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（ｈＵＳＣ）ｉｎｖｉｔｒｏｉｎｆｏｕｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｄｉａａｎｄｃｏｍｐａｒｅｔｈｅｉｒｅｆｆｅｃｔｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｓｔｅｒｉｌｅｆｒｅｓｈｕｒｉｎｅｗａｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｎｏｒｍａｌｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ，ａｎｄａｆｔｅｒｉｎｖｉｔｒｏｃｕｌｔｕｒｅ，

ｅｘｐａｎｓｉｏｎａｎｄｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｈＵＳＣｗｅｒｅｉｎｄｕｃｅｄｔｏｓｋｅｌｅｔａｌｍｙｏｇｅｎｉｃｃｅｌｌｓｗｉｔｈｆｏｕｒｋｉｎｄｓｏｆｍｙｏｇｅｎｉｃｉｎｄｕｃｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍ．

Ｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｕｎｄｅｒａｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅａｆｔｅｒ２８ｄａｙｓ′ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆ

ｄｅｓｍｉｎａｎｄＭｙｏｓｉｎＨｅａｖｙＣｈａｉｎ（ＭｙＨＣ）ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｍａｒｋｅｒｓ

ｏｆｈＵＳＣｗｅｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅｆｏｒＣＤ２９，ＣＤ４４，ＣＤ７３ａｎｄＣＤ９０，ａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｆｏｒＣＤ３４ａｎｄＣＤ４５，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇｔｈａｔｔｈｅｙｗｅｒｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｏｕｒｃｅｓ．

Ａｆｔｅｒ２８ｄａｙｓ′ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｉｎＡ，Ｂ，Ｃ，ａｎｄＤｍｙｏｇｅｎｉｃｉｎｄｕｃｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍ，ｔｈｅｃｅｌｌｓｓｔｒｅｔｃｈｅｄａｎｄｂｅｃａｍｅｌｏｎｇｅｒ，ｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｓｈａｐｅｏｆｍｕｓｃｌｅ

ｃｅｌｌｓ，ａｎｄｍｙｏｔｕｂｅ－ｌｉｋｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｅｅｎ．ＴｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆｄｅｓｍｉｎａｎｄＭｙＨＣｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｉｎＡ，Ｂ，ＣａｎｄＤｉｎｄｕｃｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍａｆｔｅｒ１４

ａｎｄ２８ｄａｙｓ′ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜０．０５）．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｔｈｅｍＲＮＡ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｄｅｓｍｉｎａｎｄＭｙＨＣｉｎＢａｎｄＣｍｙｏｇｅｎｉｃｉｎｄｕｃｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｏｔｈｅｒｔｗｏｇｒｏｕｐｓ．ＤｅｓｍｉｎｉｎＢｍｙｏ

ｇｅｎｉｃｉｎｄｕｃｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｏｔｈｅｒｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＦｏｕｒｋｉｎｄｓｏｆｍｙｏｇｅｎｉｃｉｎｄｕｃｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍｃａｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｈＵＳＣｉｎ

ｔｏｓｋｅｌｅｔａｌｍｙｏｇｅｎｉｃｃｅｌｌｓ．Ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄｍｙｏｂｌａｓｔ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ，Ｃｍｙｏｇｅｎ

ｉｃｉｎｄｕｃｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍｈａｄｂｅｔｔｅｒｅｆｆｅｃｔ．ＴｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｃａｐａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆｈＵＳＣｓｕｇｇｅｓｔｓｉｔｓｐｏｔｅｎｔｉａｌｖａｌｕｅｉｎｄｉｓｅａｓｅｔｒｅａｔｍｅｎｔａｎｄｅｔｉｏｌｏｇｙ

ｒｅｓｅａｒｃｈ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｈｕｍａｎｕｒｉｎｅ－ｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；Ｍｙｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ；Ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ

　　间充质干细胞因其自我更新能力强，具备多向分
化潜能，在组织工程学上的应用十分广泛

［１～３］
。２００８

年由 Ｚｈａｎｇ等［４］
首次从尿液中分离获得的一种具有

多种分化潜能、符合间充质干细胞特征的人尿源干细

胞（ｈｕｍａｎｕｒｉｎａｒｙｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈＵＳＣ），尿液取材方便，
安全无创，在基础研究中有一定的应用前景。ｈＵＳＣ
具有成脂、成骨、成软骨的 ３系分化能力。既往研究
显示特定诱导液能将 ｈＵＳＣ分化成神经细胞，但是
ｈＵＳＣ定向成肌分化的能力尚不完全清楚［５］

。为进

一步确定 ｈＵＳＣ的成肌分化能力，本研究结合既往文
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献，筛选以及调整成肌诱导液的相关成分，对 ｈＵＳＣ
进行定向成肌分化进行探索性研究。

对象与方法

１．对象：由３名成年男性健康志愿者留取尿液，
留取过程符合上海市第六人民医院伦理学委员会规

定。志愿者留取清洁中段尿液约 ２００ｍｌ，用于后续提
取。

２．方法：（１）ｈＵＳＣ分离和培养：留取无菌中段尿
２００ｍｌ后，加 ５ｍｌ青链霉素混匀后，超净工作台内分
装至４支 ５０ｍｌ无菌管。２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ后弃
上清，加入２０ｍｌＰＢＳ依次清洗各管中的残余液体，吹
打混匀后，再２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。之后弃上清，用
１２ｍｌ培养基吹打混匀，将悬液加入预先用 ０．１％明胶
包被的 ６孔板中，每孔 ２ｍｌ。最后，放入 ３７℃，５％
ＣＯ２培养箱中观察。每天观察细胞状态，直至克隆形
成。待克隆团块融合至 ８０％左右，用 ０．２５％胰蛋白
酶消化，传代扩增。（２）ｈＵＳＣ表面标志物的鉴定：选
取 Ｐ５代人尿源干细胞，ＰＢＳ洗涤 ２遍，加 ０．２５％胰
蛋白酶将细胞消化下来，离心收取细胞。用 １％牛血
清白蛋白（ＢＳＡ）洗涤后重悬细胞计数，调整细胞密度
为１０６／ｍｌ。取细胞悬液 ２００μｌ加入藻红蛋白标记的
单克隆抗体 ＣＤ２９、ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＣＤ３４，以及异硫氰酸
荧光素标记的单克隆抗体 ＣＤ４４、ＣＤ４５至各流式管，
并以相应的光标记的 ＩｇＧ抗体为同型对照组。冰上
避光孵育３０ｍｉｎ，孵育后 ２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，使用
ＰＢＳ清洗游离体，２０００ｒ／ｍｉｎ再次离心 ５ｍｉｎ。最终用
１％ ＢＳＡ重悬细胞至 ２００μｌ，经 ＧｕａｖａｅａｓｙＣｙｔｅ（美国
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）流式细胞仪检测。（３）不同成肌诱导
液的配置：Ａ成肌诱导液：经典成骨诱导分化培养
基 ＋１０μｍｏｌ／Ｌ５－氮杂胞苷（只处理前 ２４ｈ）［６］；Ｂ成
肌诱导液：ＤＭＥＭ高糖完全培养基 ＋１０μｍｏｌ／Ｌ５－氮
杂胞苷（只处理前 ２４ｈ）＋０．１ｎｇ／ｍｌＭｙｏＤ＋２ｎｇ／ｍｌ
ＩＧＦ－１＋０．１ｎｇ／ｍｌＴＧＦ－β３；Ｃ成肌诱导液：ＤＦ－１２
完全培养基 ＋１０μｍｏｌ／Ｌ５－氮杂胞苷（只处理前
２４ｈ）＋０．１ｎｇ／ｍｌＭｙｏＤ＋２ｎｇ／ｍｌＩＧＦ－１＋０．１ｎｇ／ｍｌ
ＴＧＦ－β３；Ｄ成肌诱导液：高糖 ＤＭＥＭ＋１０％ ＦＢＳ＋
５％马血清 ＋２０μｍｏｌ／ＬＬ－Ｇｌｕ＋５０μｍｏｌ／Ｌ氢化可的
松 ＋０．１μｍｏｌ／Ｌ地塞米松［７］

。（４）成肌诱导分化：选
取 Ｐ５代 ｈＵＳＣ，以 ５×１０４／ｍｌ接种在 ６孔板上，待细
胞融合至 ９０％，分别进行诱导分化。对照组不进行
成肌诱导分化。诱导液每 ３天换 １次，诱导至第 ２８
天，倒置显微镜下观察各诱导液中细胞形态变化。

（５）诱导分化不同时间点成肌基因 ｄｅｓｍｉｎ和 ＭｙＨＣ

的 ｍＲＮＡ表达水平测定：诱导第 １４天及第 ２８天用
ＰＢＳ清洗细胞培养板，收取对应天数的细胞板。利用
ＴＩＡＮＧＥＮ总 ＲＮＡ提取试剂盒进行送检样品总 ＲＮＡ
的提取，期间进行去 ＤＮＡ处理。利用 ＴａＫａＲａＰｒｉｍｅ
ｓｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔｋｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ（ｐｅｒｆｅｃｔｒｅａｌ－
ｔｉｍｅ）试剂盒进行总 ＲＮＡ的反转录。反转录 －聚合
酶链反应参照 ＡｃｅＱＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
（Ｖａｚｙｍｅ）反应体系，最终由 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ｓｙｓｔｅｍ
测算 ＣＴ值。引物定量标准依据内参 ＧＡＰＤＨ。基因
的引物序列 Ｐｒｉｍｅｒ－ＢＬＡＳＴ在线设计获得，由上海生
物工程有限公司合成，正反向引物序列：ＧＡＰＤＨ正向
引物：５′－ＧＧＴＧＴＧＡＡＣＣＡＴＧＡＧＡＡＧＴＡＴＧ－３′，反向
引 物：５′－ＧＡＧＴＣＣＴＴＣＣＡＣＧＡＴＡＣＣＡＡＡＧ －３′；
ｄｅｓｍｉｎ正向引物：５′－ＡＣＣＡＴＣＧＣＧＧＣＴＡＡＧＡＡＣＡＴ－
３′，反向引物：５′－ＡＡＴＣＧＧＴＣＣＴＣＣＡＡＴＴＣＣＣＧ－３′；
ＭｙＨＣ正向引物：５′－ＣＣＧＴＣＡＧＣＡＣＣＧＴＧＴＣＴＴ－３′，
反向引物：５′－ＴＧＣＧＧＡＴＧＡＡＴＴＴＧＣＣＧＡＡＴＣ－３′。

３．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１９．０统计学软件对数
据进行统计分析，ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ７．０软件进行作
图。计量资料用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比
较采用方差分析，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．ｈＵＳＣ细胞形态：正常人尿液沉渣细胞经 ｈＵＳＣ

完全培养基重悬后接种在六孔板上，次日观察是否污

染。经过１０天左右的观察，有米粒或是短梭形克隆
出现，贴壁生长（图 １Ａ）。然后 ＰＢＳ清洗后，更换培
养基。再经过３～４天的扩增生长，细胞克隆形成一
个较大群落（图 １Ｂ），可进行胰酶消化传代，得到 Ｐ１
细胞。细胞经过多次传代后，细胞活性以及形态未发

生明显改变。

图 １　ｈＵＳＣ原代细胞形态（×２００）
Ａ．细胞克隆出现；Ｂ．细胞克隆扩增

　

２．流式细胞术检测 ｈＵＳＣ表面标志物：Ｐ５代
ｈＵＳＣ表面标志物鉴定结果见图２。ＣＤ２９为 ９９．８％，

·２３·
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ＣＤ３４为１．０％，ＣＤ４４为９９．８％，ＣＤ４５为０．７％，ＣＤ７３
为９９．９％，ＣＤ９０为 ９９．５％。符合间充质干细胞表
面标志物特征。

　　３．ｈＵＳＣ在不同成肌诱导液诱导分化过程中的
形态学变化：使用 ４种不同配制的诱导液成肌诱导
２８天后，细胞形态与未诱导时比较，出现以下变化
（图３）。细胞间排列更紧密，ｈＵＳＣ由米粒或长梭形
逐渐伸展变长，呈现肌细胞形态，可见肌管样细胞，其

中经Ｂ和Ｃ成肌诱导液诱导的细胞，折光性更强，临近
细胞相互融合，形成类似肌管样结构（图３中 Ｃ、Ｄ）。

图 ２　流式细胞术检测 ｈＵＳＣ表面标志物
Ａ～Ｆ依次为表面标志物 ＣＤ２９、ＣＤ３４、ＣＤ４４、ＣＤ４５、ＣＤ７３、ＣＤ９０

　

图 ３　ｈＵＳＣ在不同成肌诱导液诱导分化过程中的形态学变化（×５０）
Ａ．未诱导；Ｂ．Ａ成肌诱导液；Ｃ．Ｂ成肌诱导液；Ｄ．Ｃ成肌诱导液；Ｅ．Ｄ成肌诱导液

　

　　４．诱导分化不同时间点成肌基因结蛋白
（ｄｅｓｍｉｎ）和肌球蛋白重链（ＭｙＨＣ）的 ｍＲＮＡ表达：成
肌诱导分化第１４天以及第 ２８天时细胞 ｄｅｓｍｉｎ的表
达量均较对照组显著上调（Ｐ＜０．０５）。第 １４天时，
Ａ、Ｂ、Ｃ和 Ｄ成肌诱导液中细胞 ｄｅｓｍｉｎ基因表达水
平分别是未分化状态下的３．０３、４．１９、３．２３、１．２８倍；
成肌分化第２８天，各成肌诱导液中细胞 ｄｅｓｍｉｎ基因
表达水平的趋势与第 １４天基本一致，其中 Ｂ成肌诱
导液组较对照组增高６．４３倍（图 ４Ａ）。此外，４种成
肌诱导液第１４天及２８天成肌分化中细胞ＭｙＨＣ基

图 ４　不同成肌诱导液诱导至第 １４天及第 ２８天时

成肌基因 ｄｅｓｍｉｎ、ＭｙＨＣ的相对表达水平
Ａ．成肌基因 ｄｅｓｍｉｎ的表达；Ｂ．成肌基因 ＭｙＨＣ的表达；

与对照组比较，Ｐ＜０．０５

　

因表达均显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。第 １４天 Ａ、
Ｂ、Ｃ和 Ｄ成肌诱导液成肌分化下细胞 ＭｙＨＣ表达水
平分别是对照组的 １３．０８、１６．０３、３１．５４、７．９３倍；第
２８天各组细胞中 ＭｙＨＣ表达水平分别是对照组的
２２．９３、１０７．９１、１９１．９８、１０．６５倍（图４Ｂ）。

讨　　论
ｈＵＳＣ相较于其他来源的间充质干细胞，取材方

便无创，有望成为细胞治疗的种子细胞
［８］
。然而

ｈＵＳＣ成肌分化的研究还不成熟，目前主要借助于市
场上已有的用于其他干细胞的成肌诱导液。本研究

利用４种不同成肌诱导液培养 ｈＵＳＣ，观察其分化 １４
天以及２８天成肌特异基因表达。成肌基因表达产物
包括肌源性标志蛋白 ｄｅｓｍｉｎ和 ＭｙＨＣ。ｄｅｓｍｉｎ为肌
细胞的中间丝蛋白，正常分布于平滑肌细胞、心肌细

胞、骨骼肌细胞和肌上皮细胞，是肌细胞分化最早标

志物。ＭｙＨＣ是肌球蛋白的基本组成单位，出现在肌
细胞发育分化末期。本研究发现 ４种成肌诱导液诱
导分化第１４天，结蛋白的 ｍＲＮＡ表达水平分别是对
照组的３．０３、４．１９、３．２３、１２８倍，其中 Ｂ成肌诱导液
中 ｄｅｓｍｉｎ显著表达。而分化末期即 ２８天后，成肌诱
导液分化下细胞 ＭｙＨＣｍＲＮＡ表达水平是对照组的
２２．９３、１０７．９１、１９１．９８、１０．６５倍。本研究未检测到
成肌基因ＭｙｏＤ、Ｍｙｏｇｅｎｉｎ的基因表达，既往文献报道
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这两个基因在骨骼肌的表达量较低，无法检出或由于

该基因本身的表达量较低。此外，成肌诱导 ２８天后，
经 Ｂ和 Ｃ成肌诱导液诱导的细胞，折光性更强，细胞
有融合现象，类肌管样结构出现。整体而言，４种成肌
诱导液均可诱导 ｈＵＳＣ的成肌分化，Ｂ和 Ｃ成肌诱导
液在分化效果上优于另外两种。其中，Ｃ成肌诱导液
终末分化效果最佳。

５－氮杂胞苷法是诱导细胞成肌分化的常见方
法。其原理是阻止新复制 ＤＮＡ的胞嘧啶甲基化，激
活原本转录失活的成肌基因

［９］
。研究表明 １０μｍｏｌ／Ｌ

的５－氮杂胞苷不仅可以控制药物本身对干细胞产
生的毒性，还获得较高的成肌诱导率

［１０］
。此外，细胞

因子包括胰岛素样生长因１（ＩＧＦ－１）、转化生长因子
β（ＴＧＦ－β）等都影响成肌分化。前者通过激活骨骼
肌卫星细胞，增加 ＰＩ３Ｋ水平，减少骨骼肌纤维化等提

升成肌分化能力
［１１～１４］

。而 ＴＧＦ－β通过卫星细胞活
化，调节免疫应答强度，从而参与肌肉修复的调

节
［１５］
。成肌调节因子 ＭｙｏＤ作为骨骼肌细胞分化的

开关基因，诱导的增强子 ＲＮＡ与 ｈｎＲＮＰＬ相互作用，
在成肌分化过程中激活靶基因转录，激活骨骼肌卫星

细胞，促进成肌分化
［１６，１７］

。本研究采用了 ４种不同
成分的成肌诱导液，Ａ、Ｂ、Ｃ成肌诱导液均采用含
１０μｍｏｌ／Ｌ５－氮杂胞苷的完全培养基进行前 ２４ｈ的
干预，Ｂ和 Ｃ成肌诱导液中又都添加了细胞因子
ＩＧＦ－１、ＴＧＦ－β、成肌调节因子 ＭｙｏＤ，其分化完成后
的成肌能力也更为明显。而 Ｄ成肌诱导液则借助马
血清和糖皮质激素诱导成肌分化。Ｂ和 Ｃ成肌诱导
液的最大不同主要在于 Ｂ成肌诱导液采用 ＤＭＥＭ高
糖完全培养基而 Ｃ成肌诱导液则选用 ＤＦ－１２完全
培养基，ＤＦ－１２培养基中营养成分更为丰富，或在分
化期间更促进成肌进程。

综上所述，本研究利用不同成分的成肌诱导液对

ｈＵＳＣ进行成肌分化，结合细胞形态以及成肌特异基
因表达，４种成肌诱导液在一定条件下均可将 ｈＵＳＣ
分化成肌细胞，其中，Ｃ成肌诱导液效果更显著。目
前尚需开展进一步的研究来验证 ｈＵＳＣ在成肌分化
甚至细胞治疗上的价值。
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