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诱导小鼠胚胎干细胞在体外分化为

骨骼肌细胞的实验研究
叶  枫  佟慧丽  杜  巍  严云勤*

(东北农业大学生命科学学院, 哈尔滨 150030)

摘要      小鼠胚胎干细胞是从胚泡未分化的内部细胞团中得到的干细胞, 它在体外培养的环

境中具有无限增殖、自我更新以及多向分化的特性。将小鼠胚胎干细胞在体外诱导分化为肌肉细

胞, 并且利用这些分化得来的肌肉细胞治疗肌肉退行性疾病, 是干细胞研究领域的热点。该实验的

目的在于筛选小鼠胚胎干细胞向骨骼肌细胞定向分化的实验条件, 有效地将体外单层贴壁培养的

小鼠胚胎干细胞诱导分化成骨骼肌细胞。最终发现, 10-8 mol/L维甲酸(retinoid acid, RA)+0.5%二甲

基亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)组诱导小鼠胚胎干细胞在体外分化成骨骼肌前体细胞的效率最

高, 分化得到的骨骼肌前体细胞经进一步纯化, 能分化为多核的肌管。该实验为治疗肌肉退行性疾

病提供了细胞来源, 也为研究小鼠胚胎干细胞分化为骨骼肌细胞的机制提供了有利的条件。
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Research of Inducing Mouse Embryonic Stem Cells Differentiate 
into Skeletal Muscle Cells in vitro 

Ye Feng, Tong Huili, Du Wei, Yan Yunqin*
(College of Life Sciences, Northeast Agricultural University, Harbin 150030, China)

Abstract        Mouse embryonic stem cells are separated from the inner cell mass of embryo, with the abilities of 
unlimited growth, self-renewal and differentiation potential when cultured in vitro. Mouse embryonic stem cells can 
be induced to differentiate into muscle cells, which can be used in treatment of muscle degenerative diseases and is 
becoming a research focus of the field. The aim of this study was to obtain the effective conditions of inducing mouse 
embryonic stem cells differentiate into skeletal muscle cells. Results showed that 10-8 mol/L retinoid acid (RA) and 
0.5% dimethyl sulfoxide (DMSO) could induce mouse embryonic stem cells differentiate into skeletal muscle precur-
sor cells with the highest efficiency, and the skeletal muscle precursor cells purified to differentiate into multinucleated 
myotubes. It provided cells for the treatment of muscle degenerative diseases and also can be beneficial to the study of 
the mechanism about mouse embryonic stem cells differentiate into skeletal muscle.
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在成体骨骼肌中, 卫星细胞的数量很少, 有研

究认为可能是由于凋亡速度加快所致[1]。在骨骼肌

受损伤或是发生骨骼肌退行性疾病时, 卫星细胞对

骨骼肌的修复能力有限[2], 所以近年来, 有很多研究

者将其他类型的细胞诱导分化成骨骼肌细胞, 通过

细胞移植补充受损的肌肉组织。研究得比较早的

是骨髓间充质干细胞(bone mesenchymal stem cells, 
BMSCs)。BMSCs的分化能力很强, 能诱导分化成多

种类型的细胞[3-4]。

胚胎干细胞(embryonic stem cells, ESCs)具有分

化的全能性, 在体外培养条件下可以向三个胚层分

化[5]。研究表明, 直接移植胚胎干细胞进入肌营养

不良小鼠骨骼肌内, 使其在动物体内自发地向骨骼

肌方向分化的效果比较差[6]。研究者通过转基因技

术, 将Pax3基因转入到小鼠胚胎干细胞后, 再用药物

诱导转染成功的细胞定向分化成骨骼肌细胞, 已成

功治愈了肌肉受损的小鼠[7]。将胚胎干细胞悬浮培

养成拟胚体后, 再对拟胚体进行诱导也可以得到骨

骼肌细胞[8]。

除此之外, 向拟胚体中添加低浓度的药物如维

甲酸(retinoic acid, RA)、二甲基亚砜(dimethyl sul-
foxide, DMSO)、地塞米松以及bFGF、EGF、PDGF
等[9-11]细胞因子都能促进骨骼肌细胞的形成。对维

甲酸在骨骼肌细胞诱导分化方面的应用已经有很多

报道[12-13]。近年来的一些研究表明, 浓度约为0.5%
的二甲基亚砜在体外培养环境中诱导骨骼肌形成的

效果最好[14]。低浓度的地塞米松也可以诱导成体干

细胞分化为骨骼肌细胞, 在分化后融合成肌管的骨

骼肌细胞中可检测出肌球蛋白的表达[15]。 
目前, 虽然用于诱导胚胎干细胞分化为骨骼肌

的方法比较多, 但分化的效率并不是很高。本实验

选择单层贴壁培养的小鼠胚胎干细胞作为研究对

象, 在维甲酸和二甲基亚砜的作用下诱导其在体外

分化为骨骼肌前体细胞, 优化了在体外诱导小鼠胚

胎干细胞高效分化为骨骼肌细胞的培养条件, 同时

也为研究小鼠胚胎干细胞分化为骨骼肌细胞的机制

提供了一种新的研究手段。

1   材料与方法
1.1   诱导小鼠胚胎干细胞分化为骨骼肌前体细胞

按照之前文献报道的方法[13], 将胚胎干细胞

按1×104/孔的密度直接接种在只铺有0.1%明胶的6

孔培养板中, 用培养液A培养单层贴壁培养的胚胎

干细胞。培养液A含有DMEM high glucose、15% 
FBS、0.1 mmol/L非必需氨基酸、0.1 mmol/L β-巯
基乙醇、2 mmol/L L-谷氨酰胺、10 ng/mL EGF及
双抗。将维甲酸的浓度按梯度设置为10-6, 10-7, 10-8, 
10-9 mol/L四个组。在单层贴壁培养的小鼠胚胎干

细胞自然分化3天后, 向培养液中添加这四组不同

浓度的维甲酸, 并设不添加维甲酸的细胞作为对照

组。通过免疫荧光和Western blot实验来检测细胞中

α-actin、Desmin和Nestin基因的表达, 比较各组细胞

之间的分化情况。

筛选维甲酸诱导胚胎干细胞向骨骼肌前体细

胞分化的最佳浓度, 用最佳浓度的维甲酸与浓度

为0.5%的二甲基亚砜联合作用组, 以及最佳浓度

的维甲酸与10-8 mol/L地塞米松的联合作用组, 分
别诱导自然分化到第3天的单层贴壁培养的小鼠胚

胎干细胞。在这一阶段的分化过程中使用培养液

B(成分为: DMEM high glucose、10% FBS、5%马

血清、0.1 mmol/L非必须氨基酸、0.2 mmol/L L-谷
氨酰胺、0.1 mmol/L β-巯基乙醇、10 ng/mL EGF以
及双抗)。在分化的第10天通过免疫荧光和Western 
blot实验检测α-actin和Desmin的表达情况, 比较胚胎

干细胞分化的效果。

最后, 比较诱导小鼠胚胎干细胞分化为骨骼肌

前体细胞的维甲酸最佳浓度组、最佳浓度维甲酸

+0.5%二甲基亚砜组和最佳浓度维甲酸+10-8 mol/L
地塞米松组这三组之中的骨骼肌前体细胞的形成

率, 找出最佳的分化条件。按之前实验中得到的最

佳分化条件, 在培养液B的环境中诱导胚胎干细胞

分化, 待分化得到的细胞长满时将细胞传代培养, 传
代培养4-6次后, 观察细胞生长的状态并检测骨骼肌

标志性基因的表达情况, 在光镜下观察分化得到的

骨骼肌前体细胞的形态, 并通过免疫荧光的方法检

测细胞中α-actin的表达情况。并且通过免疫荧光和

Western blot检测骨骼肌前体细胞分化成的肌管细胞

中MyoG的表达情况, 来鉴定由胚胎干细胞分化得到

的骨骼肌前体细胞在高密度生长环境中诱导分化为

肌管的能力。

1.2   免疫荧光检测

将胚胎干细胞的单细胞悬液以1×104/孔的密度

接种在铺有0.1%明胶的盖玻片上, 待细胞长至80%
左右时, 从培养箱中取出, 去除培养液, 用PBS洗3
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次。加入4%多聚甲醛固定15 min, 用PBS洗3次, 每
次5 min, 然后用1% BSA封闭1 h, 加入按1:50用BSA
稀释的一抗, 37 °C孵育1 h, 一抗为骨骼肌特异性标

志α-actin以及神经前体细胞标志Nestin。用PBS洗3
次, 每次5 min, 加入按1:100稀释的二抗, 37 °C孵育

1 h, 二抗为FITC或CY3标记的。在避光的条件下, 
用PBS洗3次, 每次5 min, 最后加入DAPI孵育10 min, 
用PBS洗3次, 每次5 min, 加入抗荧光淬灭剂封片, 在
荧光显微镜中观察并照相。

1.3   RT-PCR检测

提取待测细胞的总RNA, 具体过程参照Trizol 
Reagent说明书。抽提后的RNA溶解于适量的DEPC
水中(约10~20 μL)。在20 μL反转录体系中, 加入细

胞总RNA 50 ng~5 μg、TransScriptTM RT/RI Enzyme 
Mix 1 μL、2×ES Reaction Mix 10 μL、Anchored 
Oligo(dT) 18 Primer(0.5 μg/μL) 1 μL、RNase-free 
Water补至20 μL。共30个循环周期。反应条件为: 
42 °C 30 min, 85 °C 5 min, 失活EsayScriptTM RT, 反转

录产物放在–20 °C保存。引物序列分别为: α-actin
正义链:  5′-ATC TCA CGT TCA GCT GTG GTC A-3′, 
反义链: 5′-ACC ACC GGC ATC GTG TTG GAT-3′, 
扩增片段长度为182 bp; Desmin正义链: 5′-CGC TTC 
GCC AAC TAC AT-3′, 反义链:  5′-CGC TCC AGG 
TCA ATA CG-3′, 扩增片段长度为329 bp; Tnni2正义

链 : 5′-AGA GGT ACC GGA GAT GAG GAG AAG 
CG-3′, 反义链: 5′-AAG GAA TTC TAG GAC TCG 
GAC TCA AA-3′, 扩增片段长度为220 bp; GAPDH
正义链: 5′-AGC CTC GTC CCG TAG A-3′, 反义链: 
5′-CGC TCC TGG A AG ATG G-3′, 扩增片段长度为

253 bp。使用LA Taq扩增基因, 反应体系为: LA Taq 
0.1 μL、10×LA Buffer 2 μL、dNTP mix 1.6 μL、
cDNA 1 μL、sense primer 1 μL、antisense primer 
1 μL、H2O 13.3 μL, 共30个循环周期。每个周期包

括94 °C 40 s, 55 °C 40 s, 72°C 60 s。扩增产物用1.5%
琼脂糖进行琼脂糖凝胶电泳检测, 并用凝胶成像系

统照相。

1.4   Western blot检测

提取细胞的蛋白后加入等体积的2×上样Buffer, 
放入沸水中煮沸10 min, 将蛋白取出, 放入冰箱保存。

SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳、转膜, 用5%的脱脂奶粉

封闭1 h后按1:500加入一抗, 37 °C脱色摇床摇1 h, 用
PBST洗3次, 每次5 min。按1:1 000的比例加入HRP

标记的二抗, 37 °C脱色摇床摇1 h, 用PBST洗3次, 每
次5 min。加上发光液, 在暗室中发光, 观察结果。

1.5   数据分析

对免疫荧光的结果进行计数分析, 对同一个分

化组任意三个不同视野中的阳性细胞率进行统计, 
取三组的平均值, 分析分化效率。利用SPSS 11.5软
件, 用方差进行组间差异的分析, P<0.05表示有显著

性差异, P<0.01表示有极显著差异。

2   结果
2.1 不同浓度的维甲酸诱导胚胎干细胞分化

CY3标记的骨骼肌特异性标志α-actin的免疫

荧光染色结果(图1)显示, 自然分化的胚胎干细胞

中, 一小部分能自发地分化为骨骼肌前体细胞, 分
化率为9.40%±1.34%; 在4组分别添加了浓度为

10-6, 10-7, 10-8, 10-9 mol/L维甲酸的分化组中, 胚
胎干细胞向骨骼肌前体细胞分化的效率依次为

21.70%±1.56%、40.30%±2.03%、62.40%±1.75%、

29.30%±2.28%, 从数据上可以看出维甲酸的浓度

为10-8 mol/L时, 分化效果最好, 各组之间差异极显

著(P<0.01)(表1)。
神经细胞标志Nestin的免疫荧光染色结果显

示, 这五个分化组中(图2A-图2E), 胚胎干细胞向神

经前体细胞方向分化的效率从对照组开始依次为

9.03%±1.12%、68.20%±0.74%、43.20%±1.29%、

15.20%±1.15%、11.80%±0.98%, 从数据上可以看出

浓度为10-6 mol/L的维甲酸诱导了神经细胞的大量生

成, 各组之间都有极显著差异(P<0.01)(表2)。
Western blot实验结果显示, 从10-6 mol/L RA组

到10-8 mol/L RA组的骨骼肌标志性因子α-actin和
Desmin的蛋白表达量逐渐升高, 10-8 mol/L RA组的

表达量最高, 10-9 mol/L RA组的表达量有所降低; 从
10-6 mol/L RA组到10-9 mol/L RA组的神经细胞标志

Nestin的蛋白表达量依次降低。此外, RA处理组的

骨骼肌标志基因和神经细胞标志基因的蛋白表达

量都要高于胚胎干细胞自然分化的对照组(图3)。
RT-PCR结果显示, 从10-6 mol/L RA组到10-8 mol/L 

RA组的骨骼肌标志性因子α-actin、Desmin和Tnni2
的mRNA表达量逐渐升高, 10-8 mol/L RA组的表达量

最高, 10-9 mol/L RA组的表达量有所降低。RA处理

组的骨骼肌标志基因的mRNA表达量都要高于胚胎

干细胞自然分化的对照组(图4)。



276 · 研究论文 ·

A: 胚胎干细胞自然分化的对照组; B: 10-6 mol/L维甲酸处理组; C: 10-7 mol/L维甲酸处理组; D: 10-8 mol/L维甲酸处理组; E: 10-9 mol/L维甲酸处理

组; F: 阴性对照; G: 阴性对照DAPI染色的细胞核。

A: ESCs differentiation control; B: 10-6 mol/L RA treated group; C: 10-7 mol/L RA treated group; D: 10-8 mol/L RA treated group; E: 10-9 mol/L RA 
treated group; F: negative control; G: nucleus with DAPI tagged of negative control. 

图2  神经前体细胞的Nestin免疫荧光染色(100×)

Fig.2  Immunoflurescence staining of Nestin in neural progenitor cells(100×)

A B

E F G

C D

在维甲酸的诱导下, 大多数细胞都分化成了骨

骼肌前体细胞或神经前体细胞, 但维甲酸对细胞的

增殖有抑制作用, 维甲酸处理组的细胞增殖能力明

显比对照组细胞的增殖能力弱。

2.2   维甲酸分别与二甲基亚砜、地塞米松联合作

用诱导ESCs分化

免疫荧光的结果显示, 10-8 mol/L RA组诱导骨

骼肌前体细胞的形成率高于其他RA浓度组, 选用

10-8 mol/L RA分别与0.5%二甲基亚砜和10-8 mol/L的

A B

E F G

C D

A: 胚胎干细胞自然分化的对照组; B: 10-6 mol/L维甲酸处理组; C: 10-7 mol/L维甲酸处理组; D: 10-8 mol/L维甲酸处理组; E: 10-9 mol/L维甲酸处理

组; F: 阴性对照; G: 阴性对照DAPI染色的细胞核。

A: ESCs differentiation control; B: 10-6 mol/L RA treated group; C: 10-7 mol/L RA treated group; D: 10-8 mol/L RA treated group; E: 10-9 mol/L RA 
treated group; F: negative control; G: nucleus with DAPI tagged of negative control. 

图1  骨骼肌前体细胞中α-actin免疫荧光染色(100×)

Fig.1 　Immunofluorescent staining of skeletal muscle progenitor cells with α-actin(100×)

地塞米松联合作用于小鼠胚胎干细胞后, 骨骼肌特

异性标志α-actin大量表达(图5)。10-8 mol/L RA分别

与0.5%二甲基亚砜组中胚胎干细胞向骨骼肌前体

细胞的分化率达到了82.50%±2.21%; 10-8 mol/L RA
与地塞米松联合处理组的骨骼肌前体细胞分化率

为73.20%±1.87%, 这两组之间差异极显著(P<0.01)
(表3)。

Western blot检测显示, 10-8 mol/L RA+0.5% DM-
SO组和10-8 mol/L RA+10-8 mol/L地塞米松组的骨骼
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表1  不同浓度的维甲酸诱导胚胎干细胞分化为

骨骼肌前体细胞的分化率(x
_
±s)

Table 1  Differentiation rate of ESCs-derived skeletal 
muscle progenitors cells induced by different

 concentrations of RA(x
_
±s)

组名        诱导物 天数 分化率(%)

Group      Inducer Days Differentiation rate(%)

A             Control 10 9.40±1.34*

B             10-6 mol/L RA 3+7 21.70±1.56*

C             10-7 mol/L RA 3+7 40.30±2.03*

D             10-8 mol/L RA 3+7 62.40±1.75*

E             10-9 mol/L RA 3+7 29.30±2.28*

3+7代表ESC细胞自然分化3天后再添加药物诱导分化7天。*P<0.01。
3+7 stands for ESCs differentiate naturally for 3 days and induced with 
the drugs for 7 days. *P<0.01.

表2  不同浓度的维甲酸诱导胚胎干细胞分化为神经

前体细胞的分化率(x
_
±s)

Table 2  Differentiation rate of ESCs-derived 
neural progenitors induced by different 

concentrations of RA(x
_
±s)

组名          诱导物 天数 分化率(%)

Group        Inducer Days Differentiation rate(%)

A               Control  10      9.03±1.12*

B               10-6 mol/L RA  3+7      68.20±0.74*

C               10-7 mol/L RA  3+7      43.20±1.29*

D               10-8 mol/L RA  3+7      15.20±1.15*

E               10-9 mol/L RA  3+7      11.80±0.98*

3+7代表ESC细胞自然分化3天后再添加药物诱导分化7天。*P<0.01。
3+7 stands for ESCs differentiate naturally for 3 days and induced with 
the drugs for 7 days. *P<0.01.

1: 10-6 mol/L RA处理组; 2: 10-7 mol/L RA处理组; 3: 10-8 mol/L RA处

理组; 4: 10-9 mol/L RA处理组; 5: 正常分化的胚胎干细胞。

1: 10-6 mol/L RA treated group; 2: 10-7 mol/L RA treated group; 3: 
10-8 mol/L RA treated group; 4: 10-9 mol/L RA treated group; 5: normal 
ESCs. 

图3  α-actin、Desmin和Nestin的表达情况

Fig.3  The protein expression of α-actin, Desmin and Nestin

M: DL2 000 DNA marker; 1: 10-6 mol/L RA处理组; 2: 10-7 mol/L RA处

理组; 3: 10-8 mol/L RA处理组; 4: 10-9 mol/L RA处理组; 5: 正常分化的

胚胎干细胞。

M: DL2 000 DNA marker; 1: 10-6 mol/L RA treated group; 2: 10-7 mol/L RA 
treated group; 3: 10-8 mol/L RA treated group; 4: 10-9 mol/L RA treated 
group; 5: normal ESCs. 

图4  α-actin、Desmin和Tnni2 的mRNA表达情况

Fig.4  The mRNA expression of α-actin, Desmin and Tnni2
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肌标志性基因α-actin和Desmin的蛋白表达量都高于

10-8 mol/L RA组。10-8 mol/L RA+0.5% DMSO组中α- 
actin和Desmin的蛋白表达量最高(图6)。

RT-PCR检测结果显示, 10-8 mol/L RA+0.5% D- 
MSO组和10-8 mol/L RA+10-8 mol/L地塞米松组的骨

骼肌标志性基因α-actin、Desmin和Tnni2的mRNA表

达量都高于10-8 mol/L RA组。10-8 mol/L RA+0.5% 
DMSO组中α-actin、Desmin和Tnni2的mRNA表达量

最高(图7)。 
2.3   胚胎干细胞来源的骨骼肌前体细胞的传代筛选

10-8 mol/L RA+0.5% DMSO处理组中诱导形成

表3  不同处理组诱导胚胎干细胞分化为骨骼肌

前体细胞的分化率(x
_
±s)

Table 3  Differentiating rate of ESCs-derived skeletal muscle 
progenitor cells induced by different conditions(x

_
±s)

组名     诱导物 天数 分化率

Groups  Inducer Days Differentiating rate

A           10-8 mol/L RA 3+7 62.40%±1.75%*

B           10-8 mol/L RA+0.5% DMSO 3+7 82.50%±2.21%*

C           10-8 mol/L RA+10-8 mol/L DEX 3+7    73.20%±1.87%*

3+7代表ESC细胞自然分化3天后再添加药物诱导分化7天。*P<0.01。
3+7 stands for ESCs differentiate naturally for 3 days and induced with 
the drugs for 7 days. *P<0.01.
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A1-A3: 10-8 mol/L维甲酸处理组。A1: 骨骼肌前体细胞中CY3标记的α-actin的表达; A2: DAPI染色的细胞核; A3: A1、A2的合成图; B1-B3: 10-8 mol/L
维甲酸+0.5%二甲基亚砜处理组。B1: 骨骼肌前体细胞中CY3标记的α-actin的表达; B2: DAPI染色的细胞核; B3: B1、B2的合成图; C1-C3: 10-8 mol/
L维甲酸+10-8 mol/L地塞米松处理组。C1: 骨骼肌前体细胞中CY3标记的α-actin的表达; C2: DAPI染色的细胞核; C3: C1、C2的合成图; D: 阴性对照; 
E: 阴性对照DAPI染色的细胞核。

A1-A3: 10-8 mol/L RA treated group. A1: the expression of α-actin in skeletal muscle progenitor cells, with CY3-antibody tagged; A2: nucleus with DAPI 
tagged; A3: merged figure of A1 and A2; B1-B3: 10-8 mol/L RA+0.5% DMSO treated group. B1: the expression of α-actin in skeletal muscle progenitor 
cells, with CY3-antibody tagged; B2: nucleus with DAPI tagged; B3: merged figure of B1 and B2; C1-C3: 10-8 mol/L RA+10-8 mol/L DEX treated group. 
C1: the expression of α-actin in skeletal muscle progenitor cells, with CY3-antibody tagged; C2: nucleus with DAPI tagged; C3: merged figure of C1 and 
C2; D: negative control; E: nucleus with DAPI tagged of negative control.  

图5  骨骼肌前体细胞α-actin免疫荧光染色(100×)
Fig.5  Immunofluorescent staining of skeletal muscle progenitor cells with α-actin(100×)

M: DL2 000 DNA marker; 1: 10-8 mol/L RA组; 2: 10-8 mol/L RA+0.5% 
DMSO组; 3: 10-8 mol/L RA+10-8 mol/L地塞米松组。

M: DL2 000 DNA marker; 1: 10-8 mol/L RA group; 2: 10-8 mol/L 
RA+0.5% DMSO group; 3: 10-8 mol/L RA+10-8 mol/L DEX group. 

图7  α-actin、Desmin和Tnni2的mRNA表达情况

Fig.7  The mRNA expression of α-actin, Desmin and Tnni2

1: 10-8 mol/L RA组; 2: 10-8 mol/L RA+0.5% DMSO组; 3: 10-8 mol/L RA 
+10-8 mol/L地塞米松组。

1: 10-8 mol/L RA group; 2: 10-8 mol/L RA+0.5% DMSO group; 3: 
10-8 mol/L RA+10-8 mol/L DEX group. 

图6  GAPDH、α-actin和Desmin的蛋白表达情况

Fig.6  The protein expression of GAPDH, 
α-actin and Desmin
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的骨骼肌前体细胞, 在培养液B中经过进一步的传

代筛选, 传代4-6次后可得到比较纯的骨骼肌前体细

胞。在光学显微镜下可以观察到, 胚胎干细胞来源

的骨骼肌前体细胞的形态与成纤维细胞相似, 大部
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图8  胚胎干细胞来源的骨骼肌前体细胞的形态(200×)
Fig.8  Morphology of ESCs-derived skeletal muscle

 progenitor cells(200×)

A1-A3: 10-8 mol/L维甲酸+0.5%二甲基亚砜处理组。A1: 骨骼肌前体细胞中CY3标记的α-actin的表达; A2: DAPI染色的细胞核; A3: A1、A2的合成

图; B1-B3: 传代培养4-6次的10-8 mol/L维甲酸+0.5%二甲基亚砜处理组。B1: 骨骼肌前体细胞中CY3标记的α-actin的表达; B2: DAPI染色的细胞核; 
B3: B1、B2的合成图; C: 阴性对照; D: 阴性对照DAPI染色的细胞核。

A1-A3: 10-8 mol/L RA+0.5% DMSO treated group, A1: the expression of α-actin in skeletal muscle progenitor cells, with CY3-antibody tagged; A2: 
nucleus with DAPI tagged; A3: merged figure of A1 and A2; B1-B3: 10-8 mol/L RA+0.5% DMSO treated group after passaged four to six times. B1: the 
expression of α-actin in skeletal muscle progenitor cells, with CY3-antibody tagged; B2: nucleus with DAPI tagged; B3: merged figure of B1 and B2; C: 
negative control; D: nucleus with DAPI tagged of negative control. 

图9  骨骼肌前体细胞α-actin免疫荧光染色(100×)
Fig.9  Immunoflurescence staining of α-actin in skeletal muscle progenitor cells(100×)

A1

B2

A2

B3

A3

C

B1

D

A1: 形成肌管的骨骼肌细胞中MyoG的表达; A2: DAPI染色的细胞核; A3: A1、A2的合成图; B: 阴性对照; C: 阴性对照DAPI染色的细胞核。

A1: the expression of MyoG from myotubes of skeletal muscle cells; A2: nucleus with DAPI tagged; A3: merged figure of A1 and A2; B: negative control; C: 
nucleus with DAPI tagged of negative control.  

图10  骨骼肌前体细胞分化形成的肌管中MyoG的免疫荧光染色(100×)
Fig.10  Immunoflurescence staining of MyoG in myotubes differentiation from skeletal muscle progenitor cells(100×)

A1 A2

B C

A3

分为梭形, 少数为多角形, 胞质丰富(图8)。每隔3~4 d
传代一次。

免疫荧光染色结果表明, 骨骼肌前体细胞中

α-actin表达为阳性, 骨骼肌前体细胞的数量占细胞

总数的98%以上, 明显高于传代培养之前的骨骼肌

前体细胞的形成率(图9)。
2.4   胚胎干细胞来源的骨骼肌前体细胞具有分化

为肌管的能力

传代培养4-6次之后, 在高密度的生长环境中, 
骨骼肌前体细胞会自发地形成有伸缩能力的肌管。
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节机体形态的发生、细胞的增殖和分化[17]。研究人

员发现, 在拟胚体贴壁后就加入维甲酸会促进胚胎

干细胞分化为神经细胞, 并且抑制了胚胎干细胞向

其他细胞方向分化[18]。因此, 本实验在单层贴壁培

养的胚胎干细胞自然分化3 d后, 加入不同浓度的维

甲酸进行诱导分化, 增加了维甲酸诱导胚胎干细胞

分化形成骨骼肌前体细胞的能力。

Bader等[12]在2000年研究发现, 低浓度的维甲酸

能诱导拟胚体形成一定量的肌肉细胞。在体外培养

条件下, 不同浓度的维甲酸对单层贴壁培养的胚胎

干细胞向骨骼肌前体细胞和神经细胞诱导分化的比

较目前尚未见报道。为了确定维甲酸诱导胚胎干细

胞向骨骼肌前体细胞分化的最佳浓度, 本实验设置

了不同浓度的维甲酸诱导组对胚胎干细胞的分化情

况进行比较, 结果发现, 在维甲酸的诱导下, 多数胚

胎干细胞都向着骨骼肌前体细胞和神经细胞这两个

方向分化。因此, 有效地抑制维甲酸诱导神经细胞

的形成、并且促进骨骼肌前体细胞的形成是实验成

功的关键。

二甲基亚砜具有诱导骨骼肌细胞分化和成熟的

能力, 单独使用低浓度二甲基亚砜可以诱导胚胎干

细胞分化为骨骼肌细胞, 但分化的效率不高[19]。二

甲基亚砜与维甲酸联合处理细胞, 可以放大作用的

效果。Chen等[20]研究表明, 在诱导小鼠胚胎干细胞

形成心肌的实验中, 二甲基亚砜和维甲酸联合作用

的效果要比二者单独作用的分化效果好。Kennedy
等[21]研究表明, 二甲基亚砜和维甲酸联合作用于干

细胞时, 可以提高骨骼肌前体细胞的形成率。

本实验的结果证实, 在胚胎干细胞向骨骼肌前

体细胞诱导分化时, 维甲酸与二甲基亚砜联合作用

的效果比较好, 这与前人的结果一致[20-21]。因为本

实验是在胚胎干细胞单层贴壁培养的基础上进行的

诱导分化, 所以分化效率比以往的研究要高。

地塞米松属于糖皮质激素, 在低浓度时可以诱

导骨骼肌的形成, 但高浓度时会降解骨骼肌蛋白。

研究人员发现, 浓度为10-4 mol/L~10-3 mol/L的地塞

米松对肌管的长寿命蛋白有降解作用, 地塞米松浓

度与降解值有正相关性, 但在高于10-3 mol/L这个浓

度值之后, 蛋白降解率趋于平稳, 不再上升[22]。在本

实验中, 地塞米松与维甲酸共同作用的分化效果没

有二甲基亚砜与维甲酸共同作用的分化效果好, 这
可能是由于地塞米松在诱导胚胎干细胞形成骨骼肌

1: 纯化后的骨骼肌前体细胞; 2: 形成肌管的骨骼肌细胞。

1: purified skeletal muscle progenitor cells; 2: skeletal muscle cells 
which formed myotubes.

图11  MyoG蛋白的表达情况

Fig.11  The protein expression of MyoG

GAPDH MyoG

1 2 1 2

免疫荧光实验结果表明, 骨骼肌细胞中MyoG的表达

为阳性, 并且在形成肌管的部位发现MyoG高表达

(图10)。
经Western blot实验发现, 在纯化后骨骼肌前体

细胞中检测到了骨骼肌特异性基因MyoG的表达, 而
且在分化成肌管的骨骼肌细胞中, MyoG的表达量更

高(图11)。说明我们获得的骨骼肌前体细胞具有分

化为肌管的能力。

3   讨论
目前, 关于小鼠胚胎干细胞定向诱导分化成其

他细胞的方法多数是建立在诱导形成拟胚体的基础

上的。小鼠胚胎干细胞在没有LIF因子和MEF饲养

层的环境中悬浮培养会自发形成具有三个胚层的细

胞聚集体, 通过模拟体内的发育过程, 使胚胎干细胞

发生分化[16]。但这种方法会导致胚胎干细胞分化的

随机性增大, 分化得到的目的细胞浓度降低, 用于临

床移植时会有成瘤的风险。此外, 用于分化的机制

研究时也会因为杂细胞太多从而会影响研究的准确

性。

本实验利用低浓度维甲酸和二甲基亚砜诱导

单层贴壁培养的小鼠胚胎干细胞定向分化为骨骼肌

前体细胞。这种在体外高效诱导单层贴壁培养的小

鼠胚胎干细胞向骨骼肌前体细胞分化的方法尚未见

报道, 该方法诱导程序简单, 但诱导效率却很高。单

层贴壁培养的体系使小鼠胚胎干细胞有相同的机会

接触到促进分化的培养液, 提高了分化的同步性, 也
提高了分化的效率。该方法不用通过拟胚体途径, 
从而避免了拟胚体分化时产生的大量杂细胞, 为用

于临床的医疗细胞提供了一个新的来源, 也为研究

低浓度维甲酸诱导胚胎干细胞向骨骼肌前体细胞分

化的分子机制提供了一个新的平台。

维甲酸在胚胎发育中有很重要的作用, 它能调
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前体细胞的同时, 对骨骼肌前体细胞也造成了一定

的损伤所导致的。
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