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摘要 为研究鲁西黄牛胚胎骨骼肌卫星细胞生物学特性,取30~50日龄鲁西黄牛胚胎四肢骨骼肌,分离培

养鲁西黄牛胚胎骨骼肌卫星细胞。结果显示,试验成功地分离了鲁西黄牛胚胎骨骼肌卫星细胞,原代培养并传

代至16代,免疫细胞化学染色检测卫星细胞表面特异性标志 Desmin、MyoD 呈阳性表达,RT-PCR检测

Desmin、c-Met、Myf5、pax7呈阳性表达;绘制生长曲线,结果说明细胞具有较强增殖能力;应用流式细胞仪对细

胞进行周期分析,结果显示S期细胞所占比例为8.94%;骨骼肌卫星细胞向成肌细胞诱导10d后,免疫细胞化

学染色检测成肌特异性标志骨骼肌肌球蛋白呈阳性表达;骨骼肌卫星细胞向脂肪细胞诱导7d后,油红 O染色

呈阳性,RT-PCR检测脂肪细胞特异性标志pparγ、LPL呈阳性表达。结果表明试验成功建立了鲁西黄牛胚胎

骨骼肌卫星细胞的体外扩增培养体系,且该骨骼肌卫星细胞有发育形成肌管和脂肪细胞的多项分化潜能。
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  骨 骼 肌 卫 星 细 胞 (skeletalmusclesatellite
cells),称肌肉干细胞(musclestemcells),最早由

Mauro等[1]在蛙骨骼肌中发现。多年的研究表明,
骨骼肌卫星细胞是位于肌细胞膜和基膜之间的一种

经特化的、具有增殖和多项分化能力的生肌干细胞,
是组织工程理想的种子细胞。对成年的哺乳动物而

言,卫星细胞是肌肉损伤修复或再生的中介[2]。骨

骼肌卫星细胞一般处于静息状态,当骨骼肌受到负

重、外伤等外界刺激后,卫星细胞被迅速激活,便具

有了增殖分化、融合成肌管、再形成肌细胞的能

力[3-4]。在不同培养条件下,骨骼肌卫星细胞能分化

为脂肪细胞、成骨细胞、软骨细胞、神经细胞等不同

胚层的细胞,这种可塑性吸引了众多研究者的目光。
骨骼肌卫星细胞在骨骼肌早期生长发育以及再生中

发挥重要作用,因此在骨组织创伤修复和组织工程

等临床应用中具有广泛的应用前景[5]。
目前,学者们已成功地分离出人、鼠、猪、鸡等骨

骼肌卫星细胞[6-10],但对牛的骨骼肌卫星细胞的分

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鲁西黄牛

的骨骼肌卫星细胞,并证实该细胞具有发育形成肌

管和脂肪细胞的多项分化潜能。

1 材料与方法

1.1 试验材料

30~50d的鲁西黄牛胚胎。

1.2 主要试剂

DMEM/F12、FBS购自美国GIBCO公司,Ⅰ型

胶原酶、胰蛋白酶、地塞米松、胰岛素购自美国Sig-
ma公司,Desmin(鼠抗牛,1∶100)抗体、MyoD(鼠
抗牛,1∶100)抗体、fastskeletalmyosin(鼠抗牛,

1∶100)抗体购自美国 Abcam公司,RT-PCR试剂

盒购自TaKaRa公司。
1.3 牛骨骼肌卫星细胞分离培养

将30~50d的鲁西黄牛胚胎常规消毒后,取其

四肢,用PBS洗涤3次,剔除四肢上的皮肤、血管、
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结缔组织等,用眼科剪将肌肉剪成1mm3大小的组

织块,先加入适量0.1%的Ⅰ型胶原酶于37℃消化

30min,再加入等量的0.25%胰蛋白酶于37℃消

化1h,然后加入基础培养基(DMEM/F12+15%
FBS)终止消化,依次过滤75μm、38μm细胞筛,滤
液以1200r/min离心8min,弃上清,用完全培养

基(DMEM/F12+15% FBS +100IU/mL 青 霉

素+100μg/mL 链 霉 素)将 细 胞 沉 淀 重 悬,于

37℃、5%CO2培养箱中培养2h后,将细胞悬液移

至另一个培养皿中继续培养,48h后更换培养液,
去除未贴壁的细胞。观察细胞的生长状态,每隔

2~3d更换培养液[11-13]。

1.4 牛骨骼肌卫星细胞传代培养及冻存复苏

当细胞生长汇合至70%~80%时,进行传代培

养。弃去旧培养液,用PBS反复漂洗细胞3次,加入

0.25% 胰蛋白酶(含0.02% EDTA)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+10% DMSO+40% DMEM)重悬细胞,将悬

液移置冻存管中,-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℃水浴锅中使其迅速融化,移置含有新培养

液的培养板中,于37℃、5% CO2培养箱中继续培

养,24h后更换培养液。
1.5 牛骨骼肌卫星细胞生长曲线绘制

取生长良好的第4代牛骨骼肌卫星细胞,常规

法消化,以1.0×104个/mL的剂量接种于24孔培

养板。每天取3孔细胞消化并计数,持续8d。以培

养时间为横坐标、细胞数为纵坐标,绘制生长曲线。
1.6 牛骨骼肌细胞周期检测

取第5代对数生长期的牛骨骼肌卫星细胞,用

0.25%胰蛋白酶消化并吹打成单个细胞,1200
r/min离心8min,弃上清,用 PBS将细胞重 悬,

1000r/min离心4min,重复2次,以去除细胞碎

片,向细胞中加入4℃预冷的70%乙醇,于4℃冰

箱中固定18h以上。取固定好的细胞,1200r/min
离心8min,弃去乙醇,加入PBS重悬,1200r/min
离心4min,弃去PBS,加入PI染液,于4℃避光孵

育20min,流式细胞仪(BECKMANCOULTER,

cytomicsFC500MPL)检测。

1.7 牛骨骼肌卫星细胞免疫荧光及 RT-PCR 鉴定

  取第5代牛骨骼肌卫星细胞,待细胞生长至

70%,经固定、通透、封闭处理后加入一抗 Desmin
(Abcam)、MyoD(Abcam),4℃孵育过夜,PBS洗涤

3次后,加入山羊抗小鼠FITC标记的二抗(中山金

桥),室温避光孵育1h,PBS洗涤,加入DAPI染液,
室温避光孵育20min,PBS冲洗后,激光共聚焦显

微镜(Nikon,D-ECLIPSEC1)拍照。
取生长至80%的P5代细胞,TaKaRaTaqRT-

PCR(DR001A)试剂盒检测卫星细胞表面特异性标

志Desmin、c-Met、Myf5、pax7和β-actin的表达强

度。引物见表1。
表1 RT-PCR鉴定引物序列

Table1 PrimersequencesusedinRT-PCR

基因

Gene
引物序列

Primersequence

退火温
度/℃
Temp.

循环数

Cycle

片段大小/bp
Fragment
size

Desmin
S:5′CGCTTCGCCAACTACATCG3′
A:5′GTCCTCCGCTTCTTCTTTCAG3′

59 30 267

c-Met
S:5′GAGCACCCGCTAAACC3′
A:5′TTCCTCCAATCGCACA3′

51 30 174

Myf5
S:5′TGCCCAAGGTGGAGAT3′
A:5′TTGAGAATCGGTGCTG3′

51 30 365

Pax7
S:5′GCGAGAAGAAAGCCAAGCA3′
A:5′GGCGGTTACTGAACCAGACC3′

58 30 267

β-actin
S:5′TGCGGCATTCACGAAACTAC3′
A:5′TGTCACCTTCACCGTTCCAGT3′

57 30 483

pparγ
S:5′GGGAGATGCTCTTATTGAC3′
A:5′CATAGTGGAACCCTGACG3′

51 30 440

LPL
S:5′TCCTGGAGTGACCGAATC3′
A:5′CAAGGCAGCCACGAGTT3′

52 30 127

GAPDH
S:5′ATGCTGGTGCTGAGTATGTG3′
A:5′CTTCTGGGTGGCAGTGAT3′

54 30 293

1.8 牛骨骼肌卫星细胞向成肌细胞诱导分化及鉴定

  取第5代牛骨骼肌卫星细胞,当细胞生长约

70%时,将 培 养 液 更 换 为 成 肌 诱 导 液(DMEM/

F12+5%HBS),每隔2~3d更换1次培养液,每天

在倒置显微镜下观察细胞的形态变化,并用免疫细

胞化学染色法鉴定成肌分化特异性标志骨骼肌肌球

蛋白(fastskeletalmyosin)的表达强度。
1.9 牛骨骼肌卫星细胞向脂肪细胞诱导分化及

鉴定

  取第5代牛骨骼肌卫星细胞,当细胞生长70%
时,将培养液更换为脂肪诱导液(DMEM/F12+
10%FBS+1μmol/L地塞米松+10mg/L胰岛素+
0.5mmol/LIBMX),每隔2~3d更换1次培养液,每
天在倒置显微镜下观察细胞的形态变化,油红O染

19
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色检测脂滴的形成,并用RT-PCR检测脂肪细胞特异

性标志pparγ、LPL的表达强度。引物见表1。

2 结果与分析

2.1 牛骨骼肌卫星细胞形态学观察及冻存复苏

结果

  倒置显微镜下观察细胞形态,刚分离获得的骨

骼肌卫星细胞呈圆形,且折光性强(图1-A);24h后

细胞开始贴壁,48h后大部分细胞贴壁,为梭形或

纺锤形,细胞饱满且折光性强(图1-B);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(图1-C),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1-D,E);随
着细胞代次的增加,细胞生长缓慢,P12代细胞开始

出现衰老现象,当传代至P16代时,胞质空泡明显,
细胞立体感消失,最后核固缩(图1-F),细胞从培养

板上脱落。
牛骨骼肌卫星细胞冻存前(图1-G)与复苏后

(图1-H)在形态上无明显差异,且生长状态良好,表
明本试验所用的冻存体系对细胞的损伤不明显,适
合牛骨骼肌卫星细胞的冻存,可以为保存鲁西黄牛

这一珍贵的遗传资源提供新方法。

 A:刚分离获得的骨骼肌卫星细胞形态 Morphologyoffreshlyisolatedskeletalmusclesatellitecells;B:48h后贴壁细胞形态 The

morphologyofadherecellsafter48h;C:生长至70%~80%P0代细胞形态 MorphologyofP0cellsweregrownto70%-80%;D:P5代

细胞形态 MorphologyofthecellsofP5;E:P10代细胞形态 MorphologyofthecellsofP10;F:P16代细胞形态 Morphologyofthecells

ofP16;G:冻存前细胞形态 Morphologyofthecellsbeforefreezing;H:复苏后细胞形态 Morphologyofthecellsafterrecovery.

图1 牛骨骼肌卫星细胞形态(100×)

Fig.1 Morphologyofbovineskeletalmusclesatellitecells(100×)

2.2 牛骨骼肌卫星细胞生长曲线绘制

如图2所示,牛骨骼肌卫星细胞的生长曲线呈

“S”形,经过3d的潜伏期后,细胞进入对数生长期,

图2 牛骨骼肌卫星细胞生长曲线

Fig.2 Cellgrowthcurvesofbovineskeletal
musclesatellitecells

迅速增殖,6~8d细胞的生长速度明显减慢,处于

细胞生长的平台期,且细胞生长受到抑制,开始衰老

凋亡。
2.3 牛骨骼肌卫星细胞周期检测结果

采用流式细胞仪分析第5代牛骨骼肌卫星细胞

周期 (DNA 含 量),G0/1 期 细 胞 占 细 胞 总 数 的

56.55%,S期细胞占细胞总数的8.94%,G2期细胞

占细胞总数的34.51%。检测结果说明,绝大多数

细胞处于静止期G0/1,分裂期的细胞所占比例恰好

与静止期细胞所占比例相反,说明本试验所培养的

卫星细胞具有很强的增殖能力。
2.4 牛骨骼肌卫星细胞鉴定结果

应用免疫荧光法检测骨骼肌卫星细胞特异性标

记Desmin、MyoD 的表达,结果显示,本试验培养的
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细胞表达Desmin、MyoD(图3),符合骨骼肌卫星细

胞的生物学特性。

RT-PCR检测牛骨骼肌卫星细胞表面特异性

标志 Desmin、c-Met、Myf5、pax7均 成 阳 性 表 达

(图4)。表 明 试 验 所 获 得 的 细 胞 为 骨 骼 肌 卫 星

细胞。

 A,D:应用DAPI对细胞核进行染色 UsingDAPItostainthenucleiofskeletalmusclesatellitecells;B:Desmin在细胞质中呈阳性表

达 KeletalmusclesatellitecellsexpressedDesmincytoplasm;C:A与B叠加 ThemergeofAandB;E:MyoD 在细胞核中呈阳性表达

KeletalmusclesatellitecellsexpressedMyoDnucleus;F:D与E叠加 ThemergeofDandE.

图3 牛骨骼肌卫星细胞免疫荧光鉴定(标尺=50μm)

Fig.3 Immunofluorescenceidentificationofbovineskeletalmusclesatellitecells(bar=50μm)

 M:MarkerⅠ(600bp);1:Desmin(267bp);2:c-Met(174bp);

3:Myf5(365bp);4:pax7(267bp);5:β-actin(483bp).
图4 牛骨骼肌卫星细胞RT-PCR鉴定

Fig.4 RT-PCRidentificationofbovine
skeletalmusclesatellitecells

2.5 牛骨骼肌卫星细胞向成肌细胞诱导分化

成肌诱导48h后,骨骼肌卫星细胞开始出现融

合现象,随着诱导时间的延长,融合的细胞逐渐增

多,并呈规律性平行排列,经过10d成肌诱导后,大
部分细胞融合,形成平行排列的多核肌管。经免疫

细胞化学染色法检测成肌分化特异性标志fast
skeletalmyosin 呈阳性表达(图5)。
2.6 牛骨骼肌卫星细胞向脂肪细胞诱导分化

细胞加入脂肪诱导液后,细胞形态发生变化,胞
内可见小的脂滴,随着诱导时间的延长,小脂滴逐渐

长大,相互融合形成大而圆的脂滴,诱导7d后,油
红O染色呈阳性,RT-PCR检测脂肪细胞特异性表

面标志pparγ、LPL均成阳性表达(图6)。

3 讨 论

鲁西黄牛是中国著名的“五大名牛”之一,有“五
花三层肉”之美誉,是世界上著名的肉用品种牛之

一。近年来由于在生产过程中对其肉用性能的遗传

潜力及遗传资源保护的不重视和杂交失度,纯种的

鲁西黄牛数量急剧下降。若不采取有效的保护措

施,这一宝贵的遗传资源将面临绝种的危险,目前已

列入国家级畜禽遗传资源重点保护品种名录。本试

验从遗传资源保护的角度出发,分离培养了鲁西黄

牛骨骼肌卫星细胞,能为我国遗传资源保护工作提

供研究基础,也为骨组织创伤修复和组织工程等临

床应用提供相应的理论依据。
骨骼肌卫星细胞参与了骨骼肌的生长和修复,

是无可争议的成体干细胞[14]。目前分离纯化骨骼

肌卫星细胞的方法很多,如组织块贴壁法、酶消化

法、密度梯度离心法、流式细胞仪分选法和免疫磁珠
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 A:诱导前细胞(40×)Thecellsbeforeinduced(40×);B,C:诱导后可见平行排列的多核肌管(箭头所示)(B,40×;C,200×)Thecells

polymerizedtoformmyotubulesafterinduced(Asshownbyarrows)(B,40×;C,200×);D:应用DAPI对细胞核进行染色 UsingDAPI

tostainthenucleiofskeletalmusclesatellitecells;E:fastskeletalmyosin呈阳性表达(箭头所示)Myotubulesexpressedfastskeletalmy-
osincytoplasm(Asshownbyarrows);F:D与E叠加。标尺=50μm。ThemergeofDandE.Bar=50μm.

图5 牛骨骼肌卫星细胞成肌诱导分化

Fig.5 Myogenicdifferentiationofthebovineskeletalmusclesatellitecells

 A:细胞诱导前(100×)Thecellsbeforeinduced(100×);B:诱导后细胞内可见大小不等的圆而亮的脂滴(如箭头所示)(200×)

Formedmanylipiddropletsinthecells(Asshownbyarrows)(200×);C:诱导后油红 O染色,脂滴呈红色(如箭头所示)(200×)The

lipiddropletswaspositiveexpressionunderRedOilOdyed(Asshownbyarrows)(200×);D:成脂诱导后RT-PCR鉴定RT-PCRidenti-
ficationofadipogenicdifferentiation.M:MarkerⅠ;1:pparγ(440bp);2:LPL(127bp);3:GAPDH(293bp).

图6 牛骨骼肌卫星细胞向脂肪细胞诱导分化

Fig.6 Adipogenicdifferentiationofthebovineskeletalmusclesatellitecells
分选法等[15-16]。单独使用以上方法分离获得的骨骼

肌卫星细胞均未达到预期的效果。本试验采用联合

Ⅰ型胶原酶和胰蛋白酶消化法分离骨骼肌卫星细

胞,并严格控制消化时间,既不会因消化时间过长而

损伤骨骼肌卫星细胞,又不会因消化时间过短而得

不到足量的骨骼肌卫星细胞;再采用差速贴壁法纯

化骨骼肌卫星细胞,贴壁2h获得的细胞主要是成

纤维细胞,因此将贴壁的细胞去除,保留细胞悬液,
此时的细胞悬液中含有肌源性干细胞、血细胞等杂

细胞,而大多数骨骼肌卫星细胞在接下来的48h内

已贴壁,再采用换液的方法纯化卫星细胞。总之,本
试验采用联合酶消化法和差速贴壁法获得了大量牛

骨骼肌卫星细胞,且该方法操作简单、经济实惠、对
细胞的损害小,值得推广。

牛骨骼肌卫星细胞的生长曲线呈标准的“S”
形,增殖过程分别经历了潜伏期、对数生长期和平台

期。处于对数生长期的细胞增殖迅速、生长良好,说
明在体外培养条件下,牛骨骼肌卫星细胞具有较强

的自我更新能力。细胞周期检测结果显示,56.55%
的细胞处于静止期(G0/1),其余的细胞处于分裂期
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(S+G2)。大部分细胞处于静止期说明细胞具有很

强的增殖储备能力,不参与细胞的分裂,而是执行一

些其他的生物学功能,如细胞分化等。
静息期的骨骼肌卫星细胞表达pax7、M-cad-

herin、CD34和低水平的 Myf5[17-18],其中pax7是

鉴定静息期卫星细胞较为重要的分子标志之一[19]。
静息期的卫星细胞一旦被激活,MyoD 的表达迅速

上调,MASTR 和MRTF-A 协同作用来调节MyoD
的表达,肌肉的质量及肌肉的再生[20],随后共表达

pax7、M-cadherin 和Myf5,细胞进入分裂期,开始

表达 PCNA、Myogenin,当表达骨骼肌结构基因

actin和MyHC[21]时,标志着生肌分化进入最后时

期,这些特异性分子标志可作为鉴定增殖期卫星细

胞的标志。骨骼肌卫星细胞同样表达中间丝蛋白

Desmin,可作为鉴定卫星细胞的分子标志[22-23]。为

了验证所得的细胞是肌卫星细胞,本试验进行了

Desmin、MyoD 免疫细胞化学染色,染色结果显示,
所得细胞呈Desmin胞质阳性表达,MyoD 胞核阳

性表达;RT-PCR 检 测 结 果 显 示 Desmin、c-Met、

Myf5、pax7均成阳性表达,表明所得细胞为肌卫

星细胞。
培养基提供细胞生长所必要的营养成分,对细

胞的增殖与分化产生重要影响,不同的分化培养基,
能使卫星细胞向不同的方向分化,尤其是培养基中

的血清浓度,高浓度血清能促进卫星细胞的增值,抑
制其分化;低血清浓度则促进卫星细胞分化[24-25]。
本试验中采用含20%(V/V)血清的培养基使牛骨

骼肌卫星细胞很好地增殖,而在分化试验中,采用含

5%(V/V)血清的培养基能成功地将卫星细胞诱导

分化为多核肌管。在免疫荧光鉴定中,成肌分化特

异性标志fastskeletalmyosin 呈阳性表达。本试验

还成功地将牛骨骼肌卫星细胞诱导为脂肪细胞,充
分说明了卫星细胞的多项分化能力。

本试验成功地建立了适合牛骨骼肌卫星细胞体

外扩增的培养体系,并应用免疫荧光法和RT-PCR
对其进行鉴定;通过细胞周期检测及生长曲线的绘

制,发现卫星细胞具有很强的增殖能力,适合在体外

扩增培养;对细胞分化能力的研究结果显示,牛骨骼

肌卫星细胞成功地向成肌细胞和脂肪细胞分化,证
明了该细胞具有多项分化潜能,为畜禽遗传资源的

保存提供新的方法;同时也为今后各类干细胞的研

究提供相应的理论依据。
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Isolationandbiologicalcharacteristicsofskeletal
musclesatellitecellsofLuxicattleembryo

BIANYan-chao1,2 MURen1,2 LIXiang-chen2 LIYun-zhang1 GUANWei-jun2

1.CollegeofAnimalVeterinary,InnerMongoliaAgriculturalUniversity,Hohhot010018,China;

2.InstituteofBeijingAnimalScienceandVeterinary,ChineseAcademyofAgriculturalSciences,

Beijing100193,China

Abstract TobetterunderstandthebiologicalcharacteristicsofLuxicattleembryoskeletalmuscle
satellitecells,thosecellsfromtheskeletalmusclesofthelimbsof30-50daysoldLuxicattleembryo
wereisolatedandcultured.Theresultsshowedthattwosurfaceantigenmarkers,DesminandMyod,

werepositivelyexpressedintheharvestedcellsbyimmunofluorescence.Desmin,Myf5,c-Metandpax7
werefoundtobepositivelyexpressedbyRT-PCR.Growthcurveindicatedthatthecellswerecapableof
proliferatingstrongly.Inaddition,thecellcycleanalysisshowedthatthecellsinSphaseaccountedfor
8.94%ofthetotal.After10daysformyoblastsinduce,themakerspecificforfastskeletalmyosinof
myotubuleswaspositivelydetectedbyimmunofluorescence.After7daysforadipogenicinduce,lipid
dropletsweredetectedtobepositiveusingRedOilOdye;theadipocytespecificgenes,ppar-γand
LPL,wereidentifiedtobepositivelyexpressedbyRT-PCR.TheLuxicattleembryoskeletalmusclesat-
ellitecellswereculturedsuccessfullyviavitroculturesystem,andcouldbeinducedtodifferentiateinto
multinucleatedmyotubesandadipocyte,respectively.Thisprovidedanewmethodforpreservinganimal
geneticresourcesandforstudystemcellstheoreticallyinthefuture.

Keywords Luxicattleembryo;skeletalmusclesatellitecells;amplifiedinvitro;culturesystem;

multiplicationcapacity;differentiation
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