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文题释义： 

心肌细胞特异性标志物 Desmin：Desmin 作为心肌细胞分化的一种早期的标志已经得到公认。Desmin 是骨

骼肌、平滑肌和心肌中主要的中间纤维蛋白。有研究表明，肌肉横向切片中，Desmin 呈现网状形式，主要分

布在胞浆。纵向切片中，Desmin 呈规则排列，成狭长、珠状横带穿过肌纤维，且延伸至肌纤维的边缘。Desmin

是横纹肌纤维中的特定组分，在心脏浦肯野纤维中 Desmin 含量尤其丰富。Desmin 连接于 Z 线之间，而使单

个肌原纤维连接起来将收缩运动机械地整合在一起。 

二甲基亚砜：是一种含硫有机化合物，是目前常用的诱导分化剂之一，其作用机制主要是抑制 c-myc 基因的

表达，降低细胞内源性聚腺苷二磷酸核苷水平。除了诱导分化、抵抗凋亡刺激信号，还可导致细胞周期停滞

并发生细胞凋亡。 

 

摘要 

背景：大量研究证明，骨髓间充质干细胞在一定的诱导条件下可定向分化为心肌细胞。二甲基亚砜是目前常用的

诱导分化剂之一，其作用机制主要是通过抑制 c-myc 基因表达，从而降低细胞内源性聚腺苷二磷酸核苷水平。 

目的：探讨二甲基亚砜诱导骨髓间充质干细胞定向分化为心肌细胞的可行性及最佳诱导浓度。 

方法：通过体外分离培养 SD 大鼠骨髓间充质干细胞，并用二甲基亚砜诱导使其定向分化为心肌细胞，依诱

导剂二甲基亚砜的浓度分为 3 组，浓度分别为 0.6%、0.8%和 1.0%，不加诱导剂为空白对照组。诱导 72 h

后，去除诱导培养基，加入不含诱导剂的普通培养基继续培养 4 周。 

结果与结论：形态学及免疫细胞化学检测显示二甲基亚砜可以在体外诱导骨髓间充质干细胞定向分化为心肌

样细胞并表达心肌特异性蛋白 desmin、α -actin、cTnT、cTnI 和 P38MAPK，且 1.0%二甲基亚砜是最佳诱导

浓度。免疫荧光双标染色及电镜结果均进一步证实二甲基亚砜可以诱导骨髓间充质干细胞获得心肌分化表型。 

关键词： 

干细胞；骨髓干细胞；二甲基亚砜；骨髓间充质干细胞；心肌细胞；诱导分化 
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Dimethyl sulfoxide induces differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells 

into myocardial cells   

 

Abstract 

BACKGROUND: Numerous studies have demonstrated that bone marrow mesenchymal stem cells can be 

induced to differentiate into myocardial cells under certain conditions. Dimethyl sulfoxide is one of the commonly 

used inducers, and its mechanism is mainly by inhibiting the c-myc gene expression, thus reducing endogenous 

poly(adenosine diphosphate nucleotide) level.

OBJECTIVE: To study the feasibility of dimethyl sulfoxide inducing the myocardial differentiation of bone marrow 

mesenchymal stem cells and its optimal concentration. 

METHODS: Bone marrow mesenchymal stem cells from Sprague-Dawley rats were isolated and cultured in vitro, 

and then induced by dimethyl sulfoxide to differentiate into myocardial cells. According to the concentrations of 
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的浓度依次分为 3 组，
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评价指标： 

(1)免疫细胞化学染色观察各组心肌

特异性抗原的表达 

(2)透射电镜观察 1.0%二甲基亚砜诱

导组细胞超微结构 

(3)免疫荧光双标染色观察 1.0%二甲

基亚砜诱导组 desmin/cTnT 的表达 

 
验证： 

二甲基亚砜可以在体外诱导骨髓间充质干细胞

定向分化为心肌样细胞并表达心肌特异性蛋白，

且 1.0%二甲基亚砜可能是一种合适的诱导浓度 
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dimethyl sulfoxide, there were three groups: 0.6%, 0.8% and 1.0% group. Additionally, a blank control group with 

no induction was set up. After 72 hours of induction, induction media were removed, and cells were then cultured 

in normal media for 4 weeks. 

RESULTS AND CONCLUSION: Morphology and immunocytochemistry detection results confirmed that 

dimethyl sulfoxide could induce the differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells into myocardial cells in 

vitro, and differentiated cells expressed desmin, α-actin, cTnT, cTnI and P38MAPK. The optimal induced 

concentration of dimethyl sulfoxide was 1.0%. Immunofluorescence double staining and electron microscope results 

further confirmed that dimethyl sulfoxide could induce the myocardial differentiation of bone marrow mesenchymal 

stem cells. 

Cite this article: Sun LY. Dimethyl sulfoxide induces differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells into 

myocardial cells. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2016;20(1):26-30. 

 

0  引言  Introduction 

近年来随着物质生活水平的提高及饮食结构的改变，

以心肌梗死为代表的心血管系统疾病发病率呈上升趋势。

细胞移植治疗心血管疾病已成为研究的热点之一，其中选

择恰当的用于移植的种子细胞则是决定治疗成功与否的关

键。骨髓间充质干细胞是存在于骨髓中除造血干细胞之外

的另外一种干细胞，大量研究证明，骨髓间充质干细胞在

一定的诱导条件下可定向分化为心肌细胞。二甲基亚砜是

常用的诱导分化剂之一，其作用机制主要是通过抑制

c-myc基因表达，降低细胞内源性聚腺苷二磷酸核苷水平。 

实验探讨二甲基亚砜诱导骨髓间充质干细胞定向分化

为心肌细胞的可行性及最佳诱导浓度，为骨髓间充质干细

胞修复受损心肌组织的应用提供理论依据。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  细胞学体外观察实验。 

1.2  时间及地点  于2012年3月至2013年4月在河北北方

学院基础医学实验室完成。 

1.3  材料 

实验动物：3周龄SD大鼠50只，雌雄不限，体质量

15-30 g，购于河北医科大学动物中心 (合格证号为：

908134)。 

试剂和仪器：胎牛血清(兰州民海公司)；IMDM 培养

基 ( 美 国 GIBCO 公 司 ) ； 结 蛋 白 (desmin) 抗 体 、

α-sarcomeric actin抗体、P38MAPK抗体(博奥森公司)；

c-TnT抗体、c-TnI抗体 (英国Abcam公司)；二氧化碳恒

温培养箱(美国Thermo公司)；透射电子显微镜H-7500(日

本日立公司)；L-600台式低速离心机(湖南湘仪实验仪器

公司)；倒置相差荧光显微镜(北京锐驰恒业仪器公司)；

Leica激光共聚焦扫描显微镜(德国Leica公司)；BIO-RAD

凝胶成像分析仪、Quantity One凝胶成像分析软件(美国

BIO-RAD公司)。 

1.4  实验方法 

大鼠骨髓间充质干细胞的分离培养：将大鼠移至无菌

操作间内，用无菌器械剥离出四肢长骨，保留骨骺端。用

含有双抗(青霉素10
5
 U/L，链霉素100 mg/L)的D-Hank’s液

冲洗大鼠长骨两次。另取一套无菌器械去除长骨骨骺端显

露骨髓腔，以IMDM培养基(含体积分数10%胎牛血清)反复

冲洗骨髓腔，收集冲洗液经无菌滤膜过滤，取一滴细胞悬

液加入10 µL 0.04%锥虫蓝混匀，血细胞计数板计数活细

胞，然后调整接种细胞浓度为1×10
4
 L

-1，接种于无菌培养

瓶中，置于37 ℃、体积分数5%CO2的恒温培养箱中培养。

12 h后半量换液，轻柔操作，仔细观察细胞贴壁情况，至

24 h完全更换培养基。此后每隔2 d换液，当贴壁细胞均匀

铺满瓶底90%时，即进行传代。 

骨髓间充质干细胞诱导分化：将生长良好、形态均一

的第2代大鼠骨髓间充质干细胞培养48 h后，去除培养基，

PBS洗涤2次以除净残余生长培养基，依诱导剂二甲基亚砜

的浓度分为3组，分别为0.6%、0.8%和1.0%，不加诱导剂

为空白对照组。诱导72 h后，去除诱导培养基，加入不含

诱导剂的普通培养基继续培养4周。 

免疫细胞化学染色：取各组细胞爬片，0.01 mol/L PBS

冲洗(3-5 s，×2次，37 ℃)，40 g/L多聚甲醛固定15 min，

SP法进行免疫细胞化学染色。阳性率的计算：每组抗体各

取5张切片，每张切片随机选取10个视野，胞质呈棕黄色

为阳性，光镜下观察，分别计数每个视野内的总细胞数和

染色阳性细胞数，计算骨髓间充质干细胞各标记物的阳性

率，阳性率=染色阳性细胞数/总细胞数×100%。 

免疫荧光双标染色方法：取各组生长旺盛、形态均一

的细胞2瓶，去除培养基，PBS洗涤2次消除残余培养基，

加入2 mL胰酶(5 g/L胰蛋白酶与0.04% EDTA以1∶1混合)

进行消化，倒置显微镜下观察直至细胞回缩变小，马上弃

去消化液，加入培养基终止消化，吹打重悬后以1×10
8
 L

-1

细胞浓度接种于已布好洁净盖玻片并高压蒸汽灭菌的平皿

中。置于37 ℃、体积分数5% CO2的恒温培养箱中培养3 d。

取出盖玻片PBS洗涤3次，40 g/L多聚甲醛固定30 min。去

离子水洗3次，进行免疫荧光染色观察。 

先用10×目镜，汞灯下观察标本染色情况，然后在20×

物镜(NA=0.75)下扫描。整个实验过程增益(gain)、补偿

(offset)、小孔孔径(pinhole)保持不变。FITC在Ar激光器

488 nm波长下激发，Cy3在He-Ne激光器543 nm波长下激

发，激发功率为 10-15 mW ，检测波长分别选择在      

500-530 nm、540-570 nm之间。α-actin抗体阳性为红色，

cTnT阳性为绿色。 

透射电镜观察：取浓度为1.0%二甲基亚砜诱导组生长

旺盛、形态均一的细胞2瓶，去除培养基，PBS洗涤2次消
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除残余培养基，加入1 mL固定液吹打重悬后移入1 mL 

Eppendor管， 8 000 r/min离心5 min形成细胞团块，置于  

4 ℃固定24 h。随后，0.01 mol/L PBS清洗15 min×3次，

4.0%锇酸固定2 h(4 ℃)，0.01 mol/L PBS清洗15 min×3次，

丙酮逐级脱水(50%，70%，80%，90%，100%×2次)，每

次20-30 min，环氧树脂与丙酮等体积混合液渗透1 h   

(37 ℃)；环氧树脂与丙酮 3︰1混合液浸透过夜；环氧树

脂包埋剂浸透过夜，60 ℃下聚合48 h，取出包埋块，用超

薄切片机切片，将超薄切片置于镀膜铜网上染色，透射电

子显微镜下观察并拍照。 

1.5  主要观察指标  ①大鼠骨髓间充质干细胞诱导分化

过程中形态学变化。②免疫细胞化学染色观察各组心肌特

异性抗原的表达。③1.0%二甲基亚砜诱导组细胞免疫荧光

双标染色结果。④透射电镜观察1.0%二甲基亚砜诱导组细

胞超微结构。 

1.6  统计学分析  应用SPSS 13.0统计软件进行分析，结

果以x
_

±s表示，组间比较用单因素方差分析，当有显著性差

异时，进一步用q 检验作两两比较，率的比较用卡方、秩

和检验。检验水准取α=0.05，P < 0.05为差异有显著性意

义。 

 

2  结果  Results  

2.1  原代骨髓间充质干细胞形态  骨髓悬液中原代细胞

呈悬浮状态，大小不一，数目较多，并混有大量红细胞；

接种24 h后，可见有少部分细胞贴壁，多呈类圆形或纺锤

形，换液后去除未贴壁的细胞。此后每隔2 d换液，贴壁细

胞逐渐伸出突起，呈扁平三角形或多边形，核大而饱满。

10 d后细胞胞体呈现典型的成纤维细胞状，核圆形或椭圆

形，位于细胞中心，多数细胞排布规则呈放射状生长(图1)。

14 d左右细胞集落融合超过90%时即可传代。传代后的细

胞生长迅速，排列较为一致。 

2.2  诱导分化过程中骨髓间充质干细胞形态学变化  第2

代骨髓间充质干细胞经不同浓度二甲基亚砜诱导后，细胞

形态在不同的时间段存在差异。0.6%二甲基亚砜组和0.8%

二甲基亚砜诱组诱导7 d的骨髓间充质干细胞形态变化不

明显，与对照组类似，随后则逐渐转变成长柱形。1.0%二

甲基亚砜组骨髓间充质干细胞诱导7 d时形态已转变成类

长柱形，28 d时细胞体积则变小，细胞呈片状生长，排列

一致(图2)。对照组未见类似上述改变，随换液和传代次数

增多，对照组中细胞大部分为梭形。 

2.3  免疫细胞化学染色观察各组心肌特异性抗原的表达  

诱导后各组细胞中均可见desmin、α-actin、cTnT、cTnI

和P38 MAPK阳性细胞(图3-5)，而对照组以上各标记物则

均呈弱阳性或阴性表达。诱导各组与对照组各标记物的阳

性率差异均具有显著性意义(P均< 0.01)。各标记物的阳性

率在1.0%二甲基亚砜组均最高，显著高于0.6%二甲基亚砜

组和0.8%二甲基亚砜组(P均< 0.05)，见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  免疫荧光双标染色结果  分化细胞胞浆内 desmin、

cTnT 呈共表达。细胞质内 desmin 的表达呈红色，cTnT

的表达呈绿色，当两者同时被观察时可见其重叠的部位变

成黄色。部分细胞只表达 desmin，部分细胞只表达 cTnT。

大部分细胞同时表达两种标记物(图 6)。 

2.5  透射电子显微镜观察结果  分化细胞的超微结构清

晰完整，胞核位于细胞中央，呈卵圆形，细胞器丰富而发

达，含有大量的粗面内质网和线粒体，也有糖原和核糖体。

胞质内富含平行排列的肌丝(图 7)。 

 

3  讨论  Discussion 

3.1  原代细胞的选择  骨髓间充质干细胞是来源于骨髓

的一类成体干细胞，属于非造血干细胞群。大量研究表明，

骨髓间充质干细胞在体外可以诱导分化为骨细胞、肝细

胞、神经元、内皮细胞、脂肪细胞、心肌细胞等多种组织

细胞[1-6]。 

3.2  诱导剂的选择  1999年Makino等[7]首次在体外经过

4个月的连续传代培养获得永生化的骨髓间充质干细胞，

即建立了骨髓间充质干细胞系。将永生化的骨髓间充质干

细胞暴露于3 μmol/L 5-氮杂胞苷24 h后培养1周可见约

30%的骨髓间充质干细胞分化为具有自律性搏动的球状

及杆状细胞，2周后这些细胞相互连接融合形成搏动的肌

管样结构，之后5-氮杂胞苷便成为目前使用最为广泛的经

典诱导剂。 

二甲基亚砜是一种含硫有机化合物，是目前常用的诱

导分化剂之一，其作用机制主要是抑制c-myc基因的表达，

降低细胞内源性聚腺苷二磷酸核苷水平。Woodbury等[8]

首次使用二甲基亚砜诱导骨髓间充质干细胞体外成功分化

为神经元和神经胶质细胞。随后有学者研究二甲基亚砜和

高糖环境下，诱导成人骨髓间充质干细胞得到分泌胰岛素

的分化细胞簇[9]。 

近年来，国内外的许多研究发现，二甲基亚砜可以诱

导 P19细胞分化为心肌样细胞[10-11]。该实验研究结果显

示，经不同浓度二甲基亚砜诱导的骨髓间充质干细胞具有

心肌样细胞的形态结构特点。 

表1  各组心肌特异性抗原阳性细胞百分比                   (%) 

Table 1  Percentage of cells positive for different cardiac-specific 

antigens 

表注：表中数据为各组阳性细胞最高百分比。与 1.0%二甲基亚砜组比较，
a
P < 

0.05，
b
P < 0.01；与对照组比较，

c
P < 0.01。 

 

指标 二甲基亚砜组 对照组 

0.6%  0.8%  1.0% 

desmin 51.00
ac

 52.74
c
 56.96

c
 0.03

b
 

a-sarcomeric actin 49.34
ac

 51.26
c
 55.94

c
 0.02

b
 

cTnT 18.30
bc

 20.12
ac

 28.38
c
 0

b
 

cTnI 30.56
ac

 33.50
c
 37.25

c
 0

b
 

P38MAPK 38.75
bc

 45.85
c
 50.11

c
 0

b
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图 3  免疫细胞化学染色观察 0.6%二甲基亚砜组心肌特异性抗原的表达(×400) 

Figure 3  Expression of cardiac-specific antigens in 0.6% dimethyl sulfoxide group (immunocytochemical staining, ×400) 

图注：图中 A 可见少数 desmin 阳性细胞；B 可见少数 α -actin 阳性细胞；C 可见少数 cTnT 阳性细胞；D 可见少数 cTnI 阳性细胞；E 可见少

数 P38MAPK 阳性细胞。 
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图 4  免疫细胞化学染色观察 0.8%二甲基亚砜组心肌特异性抗原的表达(×400) 

Figure 4  Expression of cardiac-specific antigens in 0.8% dimethyl sulfoxide group (immunocytochemical staining, ×400) 

图注：图中 A 可见较多 desmin 阳性细胞；B 可见较多 α -actin 阳性细胞；C 可见较多 cTnT 阳性细胞；D 可见较多 cTnI 阳性细胞；E 可见较

多 P38MAPK 阳性细胞。 
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图 5  免疫细胞化学染色观察 1.0%二甲基亚砜组心肌特异性抗原的表达(×400) 

Figure 5  Expression of cardiac-specific antigens in 1.0% dimethyl sulfoxide group (immunocytochemical staining, ×400) 

图注：图中 A 可见很多 desmin 阳性细胞；B 可见很多 α -actin 阳性细胞；C 可见很多 cTnT 阳性细胞；D 可见很多 cTnI 阳性细胞；E 可见很

多 P38MAPK 阳性细胞。 

 

图 6  1.0%二甲基亚砜组细胞免疫荧光双标染色结果(×400) 

Figure 6  Immunofluorescence double staining of bone marrow 

mesenchymal stem cells under 1.0% dimethyl sulfoxide (×400) 

图注：图中A可见细胞质内desmin的表达呈红色；B可见细胞质内cTnT

的表达呈绿色；C 可见大部分细胞同时表达两种标记物，呈黄色。 
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图 7  透射电镜观察 1.0%二甲基亚砜诱导组细胞超微结构(×20 000) 

Figure 7  Ultrastructure of bone marrow mesenchymal stem cells 

under 1.0% dimethyl sulfoxide (×20 000) 

图注：图中 A 可见细胞核位于细胞中央，呈卵圆形，细胞器丰富而发

达；B 可见细胞质内富含平行排列的肌丝。 
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图 1  原代培养 3 d 和 10 d 的 SD 大鼠骨髓间充质干细胞 

Figure 1  Rat bone marrow mesenchymal stem cells at 3 and 10 

days of primary culture (×100) 

图注：图中 A 为原代培养 3 d，细胞逐渐伸出突起，呈扁平三角形或

多边形；B 为原代培养 10 d，细胞胞体呈现典型的成纤维细胞状，核

圆形或椭圆形。 
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图 2  1.0%二甲基亚砜诱导 7 d 和 28 d 的SD 大鼠骨髓间充质干细胞 

Figure 2  Rat bone marrow mesenchymal stem cells at 7 and 28 

days of culture in 1.0% dimethyl sulfoxide (×100) 

图注：图中 A 为诱导 7 d，骨髓间充质干细胞变化不明显，部分细胞

转变成类长柱形；B 为诱导 28 d，细胞体积则变小，细胞呈片状生长，

排列一致。 
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3.3  分化细胞的鉴定   实验采用desmin、α-actin、

P38MAPK、cTnI和cTnT对诱导细胞进行免疫学研究，这

些抗体均为当今公认的鉴定心肌细胞特异性标志物[12-14]。 

实验研究结果显示，诱导各组的骨髓间充质干细胞中

均可见desmin、α-actin阳性细胞，而对照组以上两标记物

均呈弱阳性表达。诱导各组与对照组desmin、α-actin的阳

性率差异均有显著性意义。在不同浓度的诱导组中，

desmin、α-actin的阳性率在1.0%二甲基亚砜组均最高，显

著高于0.6%二甲基亚砜组、0.8%二甲基亚砜组，说明1.0%

二甲基亚砜可能是一个合适的诱导浓度。 

cTnT、cTnI作为心肌特异性标记物的阳性表达可以充

分证实分化的有效性。在此次实验中，诱导各组的骨髓间

充质干细胞中均可见cTnT、cTnI阳性细胞，而对照组以上

两标记物均呈阴性表达。诱导各组与对照组cTnT、cTnI的

阳性率差异均有显著性意义。在不同浓度的诱导组中，

cTnT、cTnI的阳性率亦是在1.0%二甲基亚砜组均最高，显

著高于0.6%二甲基亚砜组、0.8%二甲基亚砜组，再次验证

了1.0%二甲基亚砜可能是一个合适的诱导浓度。同时，荧

光双标检测desmin和cTnT的阳性表达也再次证明了诱导

分化的有效性。 

免疫细胞化学方法检测结果显示，诱导各组的骨髓间充

质干细胞中均可见p38MAPK阳性细胞，而对照组p38MAPK

呈阴性表达。诱导各组与对照组p38MAPK的阳性率差异均

有显著性意义。在不同浓度的诱导组中，p38MAPK的阳性

率亦是在1.0%二甲基亚砜组均最高，显著高于0.6%二甲基

亚砜组、0.8%二甲基亚砜组。p38MAPK的阳性表达一定程

度上说明了p38MAPK信号转导通路参与调节了骨髓间充质

干细胞定向分化为心肌样细胞的过程。 

超微结构观察到经二甲基亚砜诱导分化的细胞胞核呈

卵圆形，位于细胞中央，细胞质内可见到平行排列的肌丝，

呈现为发育过程中的肌丝装配特征，提示分化的心肌样细

胞有发生收缩运动的结构基础。同时观察到，细胞质含有

大量的粗面内质网、线粒体、糖原和核糖体，表现出蛋白

质合成细胞的特征。以上超微结构特征说明诱导后的骨髓

间充质干细胞已向心肌细胞分化。 

结论：①形态学及免疫细胞化学检测结果证实二甲基

亚砜可以在体外诱导骨髓间充质干细胞定向分化为心肌样

细胞并表达心肌特异性蛋白desmin、α -actin、cTnT、cTnI

和P38MAPK，且1.0%二甲基亚砜可能是一种合适的诱导

浓度。②免疫荧光双标染色及电镜结果均进一步证实二甲

基亚砜可以诱导骨髓间充质干细胞获得心肌分化表型。 
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