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microRNA499 慢病毒载体转染诱导大鼠骨髓间充质干细胞
向心肌样细胞分化 *
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摘要 目的：探讨 microRNA 499( miR-499)慢病毒转染对诱导大鼠骨髓来源间充质干细胞(BM-MSCs)向心肌样细胞分化的作用。
方法：取第四代Wistar大鼠骨髓来源间充质干细胞进行流式细胞检测，鉴定干细胞表面特异标记物。使用符合干细胞鉴定标准的
细胞批次用于后续实验。实验设置 miR499慢病毒转染、慢病毒空白转染 2个处理组，分别于处理后即日、1d，3d，5d，7d收集细胞
进行下列实验：实时荧光定量 PCR检测心肌重要转录因子 GATA4、NKx2.5和MEF2C的 mRNA表达, western-blot检测心肌特
异蛋白 I( cTnI)的表达。结果：培养第四代Wistar大鼠骨髓来源间充质干细胞表达干细胞表面特异标记物，可用于实验。大鼠骨髓
来源间充质干细胞 microRNA 499慢病毒载体转染后 microRNA 499表达明显升高，且转染后 1d，3d，5d，7d, GATA4、NKx2.5和
MEF2C的 mRNA表达逐渐增强。慢病毒空白转染组未见明显变化。western-blot检测自第 3天开始可见 cTnI阳性表达条带，慢病
毒空白转染组未检测到明显阳性表达条带。结论：microRNA 499可诱导大鼠骨髓来源间充质干细胞向心肌样细胞分化。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of miR-499 on differentiation of cardiomyocyte-like cells from rat bone

marrow-derived mesenchymal stem cells (BM-MSCs). Methods: The fourth passage of rat BM-MSCs were infected with lentiviral vecto-

rs bearing miR-499 or empty lentiviral vectors as control. The expression of cardiac-specific markers, NKx2.5, GATA4, MEF2C, and

cTnI in these cells were examined by real-time PCR and western blot. Results: The fourth passage of the cultured rat BM-MSCs express

significant markers of MSCs. After transfection of microRNA 499 in rat BM-MSCs, the expression level of microRNA 499 was markedly

enhanced. The mRNA expression of GATA4, NKx2.5 and MEF2C gradually increased from day 1 to day 7, the cTnI expression was

detected from day 3. While there were no significant changes of GATA4, NKx2.5 and MEF2C mRNA levels in BM-MSCs infected with

empty lentiviral vectors, and cTnI expression cannot be detected either. Conclusion: Over-expression of miR-499 rat BM-MSCs can

induce rat BM-MSCs toward cardiac differentiation.
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前言

间充质干细胞（Mesenchymal stem cells，MSCs)的研究始于

1991 年，Caplan AI 首次提出了多潜能基质细胞的概念[1]。自此

以后，MSCs 在细胞移植、再生医学等领域的应用取得了巨大的

成绩。间充质干细胞是一种多潜能分化的干细胞，不但可以自

我更新还可以向多方向定向分化[2,3]。MSCs 能够得以广泛研究、
应用主要取决于其以下特性：1，相对于其他干细胞亚群来讲，

MSCs 更易于分离培养纯化；2，MSC 具有向多种组织细胞分化

的能力；3，MSCs 不表达 MHCⅡ类抗原，具有较低的免疫原性

以 及 一 定 的 免 疫 调 节 功 能 ；4，MSCs 相 对 于 胚 胎 干 细 胞

（embryonic stem cells ，ESCs)等，具有更少的伦理学羁绊。
体外培养的 MSCs 在 5- 氮杂胞苷诱导下可于 1 个月左右

出现向心肌样细胞的分化[4,5]，然而，在体内研究中，在受损心脏

实施 MSCs 移植治疗时，后者向心肌样细胞分化的结果却缺乏

强有力的证明[6,7]，以至于很多学者认为 MSCs 移植对于受损心

脏的修复主要依赖于 MSCs 旁分泌的调节作用[8]。同时，研究分

析之所以未能看到 MSC 向心肌样细胞显著分化的效果，可能
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是由于移植入体内的 MSCs 没有足够的时间完成此分化过程[6,7]。
因此，缩短 MSCs 向心肌样细胞分化的时间将对 MSCs 更全面

的发挥修复功能起到巨大的推动作用。
microRNAs (miRNAs,miRs) 能通过其 5' 端种子序列与靶

mRNA3' 端非翻译区(3'-untranslated region，3-UTR )识别、结合

并抑制靶 mRNA 的翻译，因此具有强大的调节细胞多种反应

的能力[9,10]，例如细胞增殖、分化、凋亡等[11,12]，在干细胞中也是如

此[13]。心脏的发生、发育是一个极其复杂的过程，需要多层次基

因表达网络的精密调控。miR 家族便是此网络中的关键一员，

它们在心肌细胞分化和心脏发育过程中的重要作用越发受到

国内外学者的广泛关注。近来随着研究的不断深入，研究表明

miR-1[14], 206[15], 24[16], 181[17]等 miRs 具有诱导 MSC 向心肌细胞

分化的功能，同时 miR-133 向对心肌细胞分化过程具有抑制作

用[14,18]。
miR-499 是近年新发现的与心肌细胞分化密切相关的重

要 microRNA,大鼠 miR-499 (no-mir-499,ID:100314091) 基因包

含在心肌重链肌球蛋白 Myh7b 基因的第 18 内含子中, 并且在

心肌细胞中特异表达 [19-23]，并调节心肌细胞的分化 [23-25]。已知

miR499 在多能诱导干细胞、胚胎干细胞和心肌干细胞等心肌

分化过程中发挥重要作用，然而其在 MSCs 中的心肌细胞分化

诱导作用尚未见报道。因此，本实验预通过对 MSC 进行转染

miR-499 慢病毒表达载体的方法, 研究 miR-499 诱导 MSCs 向

心肌样细胞分化的作用。

1 材料与方法

1.1 骨髓间充质干细胞分离培养

取清洁级 Wistar 大鼠，2-3 周龄，雌雄不限，全骨髓培养法

分离骨髓间充质干细胞。大鼠断颈法处死后，酒精浸泡消毒，无

菌条件下取股骨、胫骨。PBS 漂洗后以 5mL 注射器吸取完全培

养基 （DMEM/F12 (Hyclone, Logan, UT） 添加 15%胎牛血清

(FCS; Hyclone, Logan, UT)及 1%青、链霉素)冲洗骨髓腔，冲洗

液离心去上清，加入新鲜培养液悬浮细胞后以 5×105 密度接

种于 25cm2 培养瓶，置于 37℃，5% CO2 孵箱培养。48 小时首次

换液去除未贴壁细胞，此后每 2-3 天换液，至细胞生长至 80%

到 90%融合时，胰酶消化传代。取第 3-5 代细胞进行细胞表面

特异抗原流式细胞检测鉴定并应用于后续实验。
1.2 流式细胞术检测骨髓间充质干细胞表面抗原

取第 3-5 代细胞进行间充质干细胞表面抗原检测：CD29,

CD90, CD44, CD45 和 CD34。细胞消化后 PBS 清洗数次后滴

入下列抗体进行检测：phycoerythrin (PE)- 标记 anti-CD45, anti-

CD90; Fluorescein Isothiocyanate (FITC)- 标记 anti-CD44, anti-

CD29 (BD Pharmingen, USA)及 anti-CD34 (eBioscience, San Di-

ego, CA)抗体。Mouse IgG1 用作阴性同型对照。采用 FACSc-

anTM (BD Biosciences, Franklin, NJ, USA) 进行检测，CellQuest

Analysis (BD Biosciences)进行数据分析。
1.3 miR-499 慢病毒载体转染

miR-499 慢病毒载体(LV-miR-499)购自上海创翼生物有限

公司(Shanghai Chuangyi Co., Ltd. China)。依据说明书以转染复

数（multiplicity of infection, MOI）为 200 进行病毒载体转染操

作，以慢病毒空白载体转染组(LV-miR-NC)为对照。转染 16 小

时后更换为新鲜完全培养基。以实时荧光定量 PCR 检测细胞

中 miR-499 的 mRNA 含量评价转染效果。引物序列见表 1。
1.4 实时荧光定量 PCR 检测心肌特异性转录因子表达

分别于转然后 0、1、3、5、7 天收集细胞进行指标检测。采用

实时荧光定量 PCR 法检测细胞中心肌特异性转录因子 Nkx

2.5, GATA 4 及 MEF2C 的 mRNA 表达水平。以 GAPDH 为检

测参照，所得 Ct 值以 2- (ΔCt sample -ΔCt control)方式进行 mRNA 相对含

量换算。引物序列见表 1。

Table 1 List of Primers for real time PCR

Genes

Nkx 2.5

GATA 4

MEF2C

MiR499

GAPDH

Forward

5'-CCACCTGGCGCTGTGAGACC-3'

5'-GCCAACCCTGCGAGACACCC-3'

5'-AGCAGGTGCTGACGGGAACAA-3'

5'-CTCAACTGGTGTCGTGGAGT-3'

5'-GGCTCTCTGCTCCTCCCTGTT-3'

Reverse

5'-GAAGCGCCGCTCCAGCTCAT-3'

5'-TCAGCGTTACGGCGCCACAG -3'

5'-TCACAGTCGCACAGCACGCTC-3'

5'-ACACTCCAGCTGGGTTAAGACTTGC-3'

5'-GCGGGATCTCGCTCCTGGAAG -3'

1.5 Western-blot 检测心肌特异蛋白 cTnI 表达

分别于转然后 0、1、3、5、7 天收集细胞提取总蛋白，采用

western-blot 法检测细胞中 cTnI 表达。Cardiac Troponin I 抗体

购自于 Abcam 公司 (Abcam, Cambridge, UK, ab19615), β-actin

抗 体 购 自 于 中 杉 金 桥 有 限 公 司 (Zhongshan Goldenbridge

Biotechnolog Co., Ltd. China #TA-09) , 辣根酶标记山羊抗小鼠

IgG (H+L)购自于中杉金桥有限公司(Zhongshan Goldenbridge

Biotechnolog Co., Ltd. China #ZB2305)。所有杂交条带采用上海

天能凝胶图像处理系统(Shanghai Tanon Co., Ltd. China)进行分

析定量。
1.6 统计学分析

所有实验数据以均数±标准差表示，服从正态分布的连续

型变量两组比较采用 t 或 t' 检验；多组分析根据是否满足方差

分析的条件，采用单因素方差分析，任意两组间的比较采用

LSD(least significant difference)检验。所有数据采用 SPSS18.0

统计软件(version 18.0; Chicago, IL)处理，双侧检验，α=0.05 为

检验水准，P < 0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 骨髓来源间充质干细胞生长特点及鉴定结果

MSCs 接种 48 小时后全量换液去除部分未贴壁细胞。原

代培养 4 至 6 天后细胞呈长梭形克隆性生长, 培养 7 天左右时
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细胞生长接近汇合状态, 呈放射状或旋涡状。传代后 M SC s 仍

呈长梭形生长, 细胞形态均一, 3-5 天即达汇合状态。流式细胞

检测体外培养的第 3-5 代 MSCs, 结果表明 MSCs 阳性表达重

要标志物整合素家族成员 CD29 (99.0%), CD90 (88.3%)；部分

表达黏附分子 CD44 (35.7%)；而造血前体细胞标志抗原 CD34

(0.8%)、白细胞标志抗原 CD45(2.1%)表达阴性（图 1A-E）。

Fig.1 MSC characteristic by FACS analysis: CD29 (A), CD90 (B), CD44 (C), CD34(D), CD45(E).

MSCs were positive for CD29 (99.0%)(A), CD90 (88.3%)(B), and CD44 (35.7%)(C), but negative for CD34 (0.8%)(D) and CD45 (2.1%)(E)

2.2 LV-miR-499 转染效果检测

实时荧光定量 PCR 检测 miR499 的 mRNA 表达水平。结

果 显 示 ：.LV-miR-499 MSCs 中 mRNA 表 达 水 平 约 是

LV-miR-NC MSCs 中的 16.5 倍(18.20±0.60 vs 1.10±0.07)，表

明 转 染 miR499 后 , MSCs 中 miR499 表 达 水 平 明 显 上 调 ，

LV-miR-499 MSCs 转染成功（图 2）。

Fig.2 MiR 499 mRNA level of MSCs after LV-miR-499 transfection.

The mRNA of miR-499 in MSCs was increased by 16.5-fold when

compared with cells infected with empty lentiviral vectors (18.20±0.60 vs

1.10±0.07)

2.3 LV-miR-499 转染促进心肌特异性转录因子表达

采用实时荧光定量 PCR 检测转染后 0、1、3、5、7 天心肌特

异性转录因子 NKx2.5, GATA4 及 MEF2C 表达。结果表明：

LV-miR-499 转染组 MSCs 中心肌特异性转录因子表达逐渐增

强，其中自第三天起表达逐渐明显。LV-miR-NC 转染组 MSCs

中未见明显动态递增变化（图 3A-C）。
2.4 LV-miR-499 转染促进心肌特异性肌钙蛋白表达

采用 western-blot 检测转染后 0、1、3、5、7 天心肌特异性肌

钙蛋白表达。LV-miR-499 转染 MSCs 组自第三天起可见检测

到杂交条带，并随时间逐渐加强；LV-miR-NC 转染 MSCs 组于

各个时间点未能检测到杂交条带（图 4）。

3 讨论

干细胞之所以能引起人们对它的广泛关注 ,是因为干细胞

在成熟组织中能够更新、修复已死亡或损伤的细胞 ,具有向多

方向分化产生不同组织细胞的能力 [2,3]。其中骨髓来源 MSCs 因

其取材方便、异体移植排斥程度低, 目前被公认为是较有希望

成为替代治疗的干细胞。虽然 MSC 在骨髓中的含量很低,但其

在塑料表面快速贴壁的特性使其容易进行分离。本研究采用直

接贴壁筛选法分离骨髓来源间充质干细胞。此方法操作简易,

对细胞损伤小,污染机会少,经传代后可获得较均一的 MSCs。
流式细胞术检测第 3-5 代 MSC 表达 CD 90、CD 44、CD 29 等

整合素家族成员、黏附分子等, 不表达 CD 34、CD 45 等造血细

胞、内皮细胞相关抗原，符合流式细胞术的鉴定标准。
1995 年 Wakitani 等首先证实骨髓基质干细胞可在 5- 氮杂

胞苷的诱导下分化为成肌细胞[4], 1999 年 Makino 等应用 5- 氮
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Fig.3 Cadiac specific genes level of MSCs after miR-499 transfections:

NKX2.5 (3A), MEF2C (3B) and GATA4 (3C)

The mRNA levels of NKX2.5 (3A), MEF2C (3B) and GATA4 (3C) were

increased gradually up to day 7 with a significant increase at day 3 post

LV-miR-499 infection, respectively. mRNA level of empty lentiviral

vectors transfected (LV-miR-NC) MSCs were as low as those of blank

control

Fig.4 cTnI expression of MSCs after miR-499 transfections

4A: western-blot result. cTnI levels of MSCs were increased gradually up

to day 7 with a significant increase at day 3 post LV-miR-499 infection,

respectively. cTnI level before day 3 and those of LV-miR-NC MSCs

cannot be detected

4B: Statistical analysis by the SPSS 18.0. #compare with LV-miR-NC

MSCs, P<0.05

杂胞苷诱导小鼠骨髓基质细胞后发现约 30%骨髓基质细胞分

化成心肌样细胞[5]。随后的一些研究也证实了 MSCs 分化为心

肌细胞的可能性[26-28]。然而体内研究报道相对较少，虽然也有研

究表明 MSCs 也具有在体内横向分化为心肌样细胞的可能性。
Toma 等把人骨髓间充质干细胞注射到免疫缺陷鼠的心脏，观

察到间充质干细胞分化为心肌样细胞，并表达一定的心肌标志

物[29]。Orlic 等发现移植骨髓细胞术后 9 天，部分梗死区域被新

形成的心肌细胞占据，证明局部输注的骨髓细胞可以向心肌细

胞分化[30]。
近来研究表明 miR-499 可以诱导胚胎干细胞（embryonic

stem cells，ESCs）[31,32]、心肌干细胞（cardiac stem cells ，CSCs）等

细胞心肌分化的能力[33]。本结果表明, miR-499 可以诱导 MSCs

在 体 外 向 心 肌 样 细 胞 分 化。MSCs 转 染 LV-miR-499 后 ，

miR-499 表达升高，同时检测到与心肌细胞分化密切相关的早

期转录因子 Nkx2.5, GATA4 和 MEF2C 以及特异性肌钙蛋白

的表达。本研究结果与我们此前的预想相符，并且也与现有的

国内外研究结果相一致。
microRNAs 是一类高度保守的 18 至 22 个碱基长度的非

编码小 RNA。自 1993 年首次报道以来, 大量 miRNAs 在不同

物种相继发现。它通过降解 mRNA 或抑制蛋白质翻译而调控

基因的表达。生物信息学分析表明 , 人类约 1/3 的基因受

miRNAs 调控。近来研究发现, miRNAs 在心血管病理、生理过

程中起了非常重要的调控作用。它参与了心脏发育、心脏重塑、
心律失常和血管病变等过程。miRNAs 具有丰富的调控网络,

每个 miRNA 拥有众多的靶基因, 同样每个 miRNA s 的生成也

受多个转录因子的调控。miR-499 是新近发现的与心脏发育密

切相关、只在心肌、骨骼肌中表达的肌特异性表达，在心脏发

育、肌分化过程中起重要调控作用的肌特异性 miRNA。其在心

脏发育过程中表达逐渐上调, 直至发育成熟, 维持在一个高水

平。
本研究首次证明 miR-499诱导 MSCs 分化为心肌样细胞，

然而这与真正意义上的心肌细胞尚有差距。本研究尚未检测细

胞形态学以及电生理特性的改变。此外，本研究仅探讨

miR-499 诱导 MSCs 分化为心肌样细胞的体外作用，尚未进行

其转染 MSCs 后回输体内对心肌分化作用的检测。因此，

miR-499 在 MSCs 向心肌样细胞分化过程中的作用及机制尚

需深入研究。研究 miR-499 对于阐述心脏发育、心肌分化具有

重大的理论及临床意义。
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