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文章亮点： 

1 课题组早期研究表明体外一定剂量酸性成纤维细胞生长因子对骨骼肌卫星细胞有增殖作用。 

2 本实验将酸性成纤维细胞生长因子基因通过电转染骨骼肌卫星细胞，观察骨骼肌卫星细胞转染前后的生物

学特性。通过电穿孔法可以将酸性成纤维细胞生长因子基因转染进骨骼肌卫星细胞并获得高效持久的表达，

并有促进骨骼肌卫星细胞增殖及抑制分化为肌管的作用。  
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摘要 
背景：课题组早期研究表明体外一定剂量酸性成纤维细胞生长因子对骨骼肌卫星细胞增殖有促进作用。 

目的：进一步验证电穿孔转染酸性成纤维细胞生长因子基因对骨骼肌卫星细胞生长、增殖及分化的影响。 

方法：原代培养、纯化骨骼肌卫星细胞，将带有酸性成纤维细胞生长因子基因的质粒 pSectag-GFP-aFGF通

过电转染的方法转染大鼠骨骼肌卫星细胞，荧光显微镜观察绿色荧光蛋白的表达情况并计算转染率，以流式

细胞仪分析转染后细胞周期，绘制细胞生长曲线，观察转染后肌管形成情况，Western Bloting检测酸性成纤

维细胞生长因子基因的表达。 

结果与结论：①免疫细胞化学检测：骨骼肌肌动蛋白呈阳性表达。②转染效率：pSectag-aFGF 质粒电转染

12 h后即可看见散在发绿色荧光的卫星细胞，72-96 h达高峰，阳性表达率约 90%。③细胞周期检测：电转

染后 S期所占的百分比明显多于未转染对照组(P < 0.05)。④细胞生长曲线检测：电转染细胞接种后第 3天进

入对数生长期，第 5 天后开始减少。⑤分化能力观察：电转染组肌管较未转染对照组明显减少，老化细胞较

少。⑥Western-blot：酸性成纤维细胞生长因子基因在转染骨骼肌卫星细胞中表达。结果表明，通过电穿孔法

可以将酸性成纤维细胞生长因子基因转染进骨骼肌卫星细胞并获得高效持久的表达，并有促进骨骼肌卫星细

胞增殖及抑制分化为肌管的作用。 
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Abstract 
BACKGROUND: Previous studies have shown that a certain dose of acidic fibroblast growth factor can promote 
skeletal muscle satellite cell proliferation in vitro. 
OBJECTIVE: To investigate the effects of transfection with acidic fibroblast growth factor by electroporation on 
growth, proliferation and differentiation of skeletal muscle satellite cells. 
METHODS: Skeletal muscle satellite cells were cultured and purified, and then transfected with plasmid 
pSectag-GFP-aFGF by electroporation. The expression of green fluorescent protein was observed under 
fluorescence microscope, and the transfection efficiency was calculated. After transfection, cell cycle was 
analyzed by flow cytometry to draw the growth curve of skeletal muscle satellite cells. Western blot assay was 
employed to measure protein level of acidic fibroblast growth factor. 
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Immunocytochemistry detection: The skeletal muscle satellite cells were 
positive for a-sarcomeric actin. (2) Transfection efficiency: At 12 hours after transfection with pSectag-aFGF, 
several cells showed green fluorescence, and the green fluorescent expression reached the peak at 72-96 hours 
after transfection with a positive rate of about 90%. (3) Cell cycle: After electrotransfection, the proportion of cells 
at S phase in the electroporation group was higher than that in the control group (P < 0.05). (4) Cell growth curve: 
At 3 days after electrotransfection, the cells entered logarithmic growth phase but the proliferation slowed 
down at 5 days. (5) Differentiation capacity: There were fewer myotubes and aging cells in the electroporation 
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group than the control group. (6) Western blot assay: Acidic fibroblast growth factor protein was highly expressed in 
the cells transfected with target gene detected by western blot assay. These findings indicate that by using 
electroporation method, acidic fibroblast growth factor can be transferred into skeletal muscle satellite cells and 
have a high-efficiency and long-term expression, which can promote the proliferation of skeletal muscle satellite 
cells and inhibit formation of myotubes.  
 
Subject headings: Satellite Cells, Skeletal Muscle; Genes; Transfection; Green Fluorescent Proteins 
 
Li JH, Dong SH, Xiong W, Pang XL, Liu QY, Li WJ. Effects of transfection with acidic fibroblast growth factor by 
electroporation on skeletal muscle satellite cells. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2015;19(1):85-90. 

 

0  引言  Introduction 

骨骼肌卫星细胞是成体骨骼肌中位于肌细胞膜和基

膜之间具有增殖分化潜能的肌源性干细胞，具有良好的增

殖分化能力，且取材方便、耐缺血缺氧能力强，是对心肌

梗死后心肌进行细胞移植治疗和基因治疗的理想靶细胞

之一[1]。 

近年人体骨骼肌卫星细胞梗死心肌移植也逐渐应用于

临床。法国人Menasche等[2]于2000年率先将骨骼肌卫星细

胞应用于临床，他对1例72岁陈旧性心肌梗死伴严重心力

衰竭的男性患者进行冠脉旁路移植，同时将骨骼肌卫星细

胞注射入梗死区中央及周边，随访患者症状改善，超声提

示射血分数增加，心功能较前明显改善。随后国外多个干

细胞研究中心将骨骼肌卫星细胞应用于临床[3-6]，也表明了

骨骼肌卫星细胞的有效性、可行性及方便性，并有学者进

行了长期随访[7]。但是和其他干细胞心肌移植一样，心肌

梗死后微环境为缺血缺氧状态下，局部炎症反应剧烈，移

植的干细胞成活率极低[8-9]，移植后骨骼肌卫星细胞的存活

率极低影响了进一步的推广及应用[10-12]。因此使用各种手

段增加干细胞的存活率方兴未艾，如移植前使用抗缺氧药

物共培养、使用血管内皮生长因子、成纤维细胞生长因子

等促新生血管形成的因子、转染质粒、转染病毒等方式提

高移植存活率[13]。 

酸性成纤维细胞生长因子(acidic fibroblast growth 

factor，aFGF)是成纤维细胞生长因子家族一员，具有广

泛的生物学作用，它与源自中胚层和神经外胚层的靶细

胞表面受体结合后，刺激细胞合成，导致细胞分裂增殖，

能影响多种细胞的生长、分化，能刺激血管内皮细胞和

平滑肌细胞增殖，并诱导血管新生，具有改善心肌缺血，

保护心肌的作用[14-16]。本课题组早期研究表明体外一定

剂量酸性成纤维细胞生长因子对骨骼肌卫星细胞有增殖

作用[17]。 

深圳市人民医院心内科早在董少红教授的带领下于

2004年就成立了干细胞心肌移植小组，在国内较早开展了

骨骼肌卫星细胞心肌移植的研究，先后成功制作了大鼠及

兔心肌梗死模型及进行骨骼肌卫星细胞移植，并尝试多种

方法提高骨骼肌卫星细胞移植存活率。本实验将酸性成纤

维细胞生长因子基因通过电转染骨骼肌卫星细胞，观察骨

骼肌卫星细胞转染前后的生物学特性，从而构建一种心肌

缺血后干细胞移植的种子细胞。       

1  材料和方法  Materials and methods  

    设计：单一样本观察。 

时间及地点：实验于2013年4月至2014年9月在深圳市

人民医院临床医学中心完成，其中电转染部分在暨南大学

完成。 

材料： 

实验动物：SPF级1-3日龄SD大鼠乳鼠，雌雄不拘，

体质量15-20 g，许可证号SYXK(粤)2010-0068，购于广

东省医学实验动物中心。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

骨骼肌卫星细胞的原代取材培养、纯化、扩增：取1-3

日龄的SD大鼠乳鼠，雌雄不拘。在无菌条件下分离四肢肌

组织，剪碎成1 mm×1 mm×1 mm大小，加入0.2%胶原酶

Ⅰ消化60 min。弃上清，再加入0.25%胰蛋白酶消化     

30 min。将所得的细胞悬液1 500 r/min离心5 min，弃去上

清，用含体积分数10%胎牛血清的DMEM培养基重悬细胞，

细胞悬液依次经100目和200目滤网过滤。得到的细胞滤液

接种于塑料培养瓶中，37 ℃、体积分数5%CO2无菌细胞

培养箱中，静置培养2 h。取15 mL无菌离心管，从下至上

分别轻轻铺制60% percoll工作液2 mL，20% percoll工作

液6 mL，最上层加入经初次纯化得到的含未贴壁细胞的培

养基2 mL，4 000 r/min离心5 min。无菌吸管轻轻吸取60%

电穿孔转染酸性成纤维细胞生长因子基因对骨骼肌卫星细胞生物学特性的 

影响实验所用试剂及仪器： 

试剂及仪器  来源 

DMEM培养基  Gibco公司 

胎牛血清  Hyclone公司 

胶原酶、胰蛋白酶、percoll分离液  Sigma公司 

α-sarcometric actine(骨骼肌横纹肌肌动蛋白)

单克隆抗体、SABC试剂盒、DAB试剂盒  

博士德公司 

质粒小提取试剂盒 天根 

大鼠a-actin抗体购自博士德公司酸性成纤维细

胞生长因子抗体  

Abcam公司 

BTX 2001电穿孔机 BTX公司 

流式细胞仪  Beckman Coulter公司 

酶标仪  BIO-RAD公司 

质粒pSectag -aFGF  广东医学院庞时锋博士惠赠 
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和20% percoll工作液交界面的乳白色混浊带约1 mL，移至

另一无菌离心管，用无血清的培养基1 000 r/min离心清洗  

2次，5 min/次，弃去上清，用含体积分数10%胎牛血清的

DMEM培养基重悬，接种于培养瓶中3 d后首次换液，以后

每2 d换液1次，待细胞长至80%-90%融合时，0.25%胰蛋

白酶消化，按1∶3比例传到培养扩增。 

免疫细胞化学鉴定骨骼肌卫星细胞：收获培养至第3

代的骨骼肌卫星细胞，消化后以1.0×105个细胞/孔接种入

预铺制了盖玻片的6孔培养板中，加入生长培养基培养，常

规处理后进行α-sarcometric actine免疫组织化学染色，以

成纤维细胞为阴性对照。 

质粒的提取及电转染骨骼肌卫星细胞：质粒的提取按

照试剂盒说明书进行，将提取好的质粒稀释至质量浓度为   

0.5 g/L。将第3代处对数生长期的骨骼肌卫星细胞用0.25%

的胰蛋白酶消化，离心1 000 r/min，离心10 min收集细胞。

用预冷的PBS洗涤细胞，离心1 000 r/min，离心10 min收

集细胞，调整细胞数为0.5 mL约1.0×107个。细胞加至4 mm

电击杯中，再加入15 μg质粒pSectag-GFP-aFGF，轻轻混

匀(勿产生气泡)，冰浴10 min，电击1次，电击条件：电压

160 V，电容1 050 μF，脉冲时间12 ms。放电后电击杯冰

浴10 min，用20倍不含血清的DMEM清洗电击杯，将清洗

液转入培养瓶中，4 h后换用体积分数10%胎牛血清的完全

培养基，37 ℃、体积分数5%CO2无菌细胞培养箱中培养。

以未转染的细胞为空白对照。 

荧光显微镜下观察转染率：转染后不同时间(12，24，

48，72，96，120 h)选择490 nm为最大激发波长，荧光显

微镜下观察GFP的表达，计数10个高倍视野中绿色荧光染

色细胞，以绿色荧光染色细胞数占总细胞数百分比代表转

染效率。 

流式细胞仪测量细胞周期：收集电转染96 h的细胞，

无水乙醇固定，冰冷PBS洗涤2次并重悬，制成单细胞悬液，

等体积细胞悬液和PI(碘化丙叮)混合，300目尼龙膜过滤后

用流式细胞仪测定细胞周期比率。以未转染的细胞为空白

对照。 

细胞生长曲线的绘制：取第3代未转染及电转染后骨骼

肌卫星细胞，以2.0×104/孔接种于6孔培养板内，常规培养，

每天取3孔细胞进行计数，计算平均值。以培养时间为横坐

标，细胞数为纵坐标，绘制生长曲线。 

转染后细胞分化能力的观察：当细胞融合到70%-80%

以上不传代继续培养或更换分化培养基培养至7-10 d，倒

置相差显微镜下观察肌管形成的情况。 

Western Bloting检测酸性成纤维细胞生长因子基因的

表达：转染96 h后常规提取总蛋白，每孔加入20 μL蛋白溶

液，在10%的SDS-PAGE中80 V、30 min及120 V、1 h进

行电泳分离，半干转液38 mA、90 min转入PVDF膜，5%

牛奶封闭2 h，加入兔抗大鼠酸性成纤维细胞生长因子一抗

抗(1∶1 000)及β-actin一抗(1∶1 000)4℃孵育过夜，

0.1%TBST洗10 min 3次，加入羊抗兔二抗抗(1∶6 000)

孵育1h，0.1%TBST洗10 min 3次，加入ECL发光液100 μL

在Image Quant RT ECL冷CCD成像系统进行显影，用

Imagequant TL软件进行半定量分析。 

主要观察指标：①免疫细胞化学鉴定骨骼肌卫星细胞。

②荧光显微镜下观察转染率。③流式细胞仪测量细胞周期。

④细胞生长曲线的绘制。⑤转染后细胞分化能力的观察。

⑥Western Bloting检测酸性成纤维细胞生长因子基因的表

达。 

统计学分析：实验计量资料以x
_

±s表示，组间差异用t

检验；率用百分率(%)表示，采用χ2检验进行分析，应用

SPSS 17.0统计软件分析。 

 

2  结果  Results  

2.1  免疫细胞化学鉴定骨骼肌卫星细胞  骨骼肌肌动蛋

白免疫细胞化学显示，在骨骼肌卫星细胞胞浆内可见棕黄

色沉着，呈阳性表达(图1A)。作为对照的成纤维细胞则为

阴性反应(图1B)。经计算肌动蛋白免疫细胞化学染色阳性

的细胞占所有细胞的95%。 

2.2  荧光显微镜下观察转染率 在电转染后12 h即可见散

在少量发绿色荧光的骨骼肌卫星细胞(图2A)，随后逐渐增

多，在72-96 h达到高峰，阳性表达率最高约为90%(图2B)。 

2.3  流式细胞仪测量细胞周期  在PI染色流式细胞术的

图中纵轴Count表示细胞计数，横轴第1个峰表示G1期，第

2个峰表示S期。从表1，图3可以看出，与对照组相比，电

转染后各组骨骼肌卫星细胞的周期发生了较大的变化，S

期所占的百分比也增多，与对照组相比，差异均有显著性

意义(P < 0.05)。 

2.4  细胞生长曲线  电转染后第1天电转染组所测细胞数

略少于对照组，自48 h开始，电转染组细胞总数成对数级

生长(生长曲线直线上升)，而对照组生长较缓慢，至第5天

细胞数开始下降。见图4。 

2.5  转染后细胞分化能力的观察结果  两组细胞长满培

养瓶后不传代继续培养，对照组细胞即可见较多肌管形

成，肌管成长条状排列，部分肌管可收缩，且老化较多。

电转染组肌管与对照组比肌管明显减少，老化细胞较少，

提示电转染组细胞增殖能力强，分化为肌管的能力较弱。

见图5。 

2.6  Western Bloting检测酸性成纤维细胞生长因子基因

的表达  Western Bloting蛋白免疫印迹检测结果，转染组

酸性成纤维细胞生长因子蛋白表达阳性，与对照组相比差

异有显著性意义(P < 0.05)。见图6。  

 

3  讨论  Discussion 

3.1  骨骼肌卫星细胞联合酸性成纤维细胞生长因子移植

的背景  干细胞移植治疗急性心肌梗死目前已经从动物

试验阶段逐渐应用于临床，骨骼肌卫星细胞通过多重机制 
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表 1  电转染骨骼肌卫星细胞对细胞周期的影响     (x
_

±s，n=3，%) 

Table 1   Effect of electrotransfection on cell cycle of skeletal 

muscle satellite cells   

表注：电转染后 S期所占的百分比明显增多，与未转染对照组比较，aP < 0.05。

组别 G1           S             G2/M 

未转染对照组 

电转染组       

89.0±0.5 

73.1±0.6           

6.2±0.2    

15.8±0.3a       

4.8±0.3 

4.8±0.2 

8

7

6

5

4

3

2

均
值

 

0       24       48      72       96      120 

图 4  电转染组及未转染对照组细胞生长曲线 

Figure 4  Growth curves of skeletal muscle satellite cells in 

electrotransfection and control groups 

图注：自 48 h开始，电转染组细胞总数成对数级生长(生长曲线直线

上升)，而对照组生长较缓慢，至第 5天细胞数开始下降。 

未转染对照组  

电转染组 

 

图 1  免疫细胞化学鉴定骨骼肌卫星细胞(×100) 

Figure 1  Immunocytochemical identification of skeletal muscle 

satellite cells (×100) 

图注：图 A为骨骼肌卫星细胞内表达 α-sarcometric actins阳性；B

为成纤维细胞为阴性反应。 

 A B  A B 

图 2  电转染后骨骼肌卫星细胞荧光显微镜下观察转染率(×100) 

Figure 2  Transfection efficiency of skeletal muscle satellite cells 

under fluorescence microscope (×100) 

图注：图 A为电转染后 12 h见少量绿色荧光表达；B为电转染 96 h

绿色荧光阳性达高峰，约为 90%。 

图 3  流式细胞仪测量电转染组及未转染对照组细胞的细胞周期 

Figure 3  Flow cytometry detection of cell cycle in the electrotransfection and control groups 

图注：图 A 为未转染对照组流式周期图；B 为电转染组流式周期图。电转染后骨骼肌卫星细胞的周期发生了较大的变化，S 期所占的百分比也

增多。 

A B 

时间(h) 

A B 

图 5  电转染组及未转染对照组细胞分化能力的观察结果(×100) 

Figure 5  Differentiation capacity of skeletal muscle satellite cells in 

electrotransfection and control groups (×100) 

图注：图 A 为电转染组；B 为未转染对照组。电转染组细胞增殖能

力强，分化为肌管的能力较弱。 
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修复衰竭心脏，成为目前最有前景的治疗手段之一。但动

物实验显示约90%的骨骼肌卫星细胞在移植后24-48 h死

亡[18-19]，在人类成肌细胞存活率更低[20]，主要原因有：①

心肌梗死早期梗死区炎症反应。②缺血-再灌注损伤。③梗

死区血供匮乏。④移植过程中的机械损伤。⑤细胞体外培

养使活力下降，对免疫排斥反应耐受力差。⑥移植本身导

致炎症反应。这些因素不仅导致细胞坏死，同时还有细胞

凋亡参与[21-22]。大量的研究表明酸性成纤维细胞生长因子

能够刺激血管内皮细胞和平滑肌细胞增殖[23-24]，并诱导血

管新生，因此具有改善心肌缺血、保护心肌的作用。但这

些研究只是在进行细胞移植的时候将酸性成纤维细胞生长

因子同期注射入心肌，因此酸性成纤维细胞生长因子的作

用时效短、效率低，造成移植效果欠佳。本研究就尝试将

携带有酸性成纤维细胞生长因子基因的治疗转染进骨骼肌

卫星细胞，从而让酸性成纤维细胞生长因子 发挥更大的功

效。 

3.2  酸性成纤维细胞生长因子对骨骼肌卫星细胞生物学

特性影响  酸性成纤维细胞生长因子多种类型细胞的丝裂

原，能促进中胚层外胚层来源的多种细胞增殖，具有广泛

的生物学作用，能影响多种细胞的生长、分化及功能，在

正常生理和病理过程中参与生长发育和组织损伤的修复

过程。本研究表明，酸性成纤维细胞生长因子能提高电转

染组的骨骼肌卫星细胞细胞周期的S期的百分比，促进

DNA的合成，提示电转染后细胞增殖能力明显增强，同时

能抑制骨骼肌卫星细胞分化为肌管，且能稳定表达酸性成

纤维细胞生长因子蛋白。这些都表明电转染酸性成纤维细

胞生长因子基因后骨骼肌卫星细胞的具有增殖能力强、分

化能力减弱等特点，具有稳定生物学特性，适合进行心肌

移植治疗。 

3.3  电转染效率的问题  电转染穿孔的原理是应用短暂

的高压电脉冲使细胞膜形成纳米级的微孔，外源基因通过

这些微孔或者伴随微孔关闭时膜成分的再分布而直接进入

细胞内。影响电穿孔的因素主要有细胞因素、物化因素(电

穿缓冲液的pH，离子成分，外源DNA的浓度，形状，电穿

前后对细胞的处理方式)和电参数(脉冲类型，电压，脉冲

时间，脉冲次数)[25]。其中电参数尤为重要。电压越高，转

化效率越高，但细胞存活率越低。因此找到转化效率和存

活率的平衡点是电击追求的最佳效果。本课题组在早先研

究的基础上降低了电压[26]，适当延长了脉冲时间，从而获

得了良好的转染效果和较持久的基因表达。 

综上所述，本研究表明在优化电转染条件下，酸性成

纤维细胞生长因子基因以极高的效率导入了骨骼肌卫星细

胞，并观察了酸性成纤维细胞生长因子对骨骼肌卫星细胞

的生长特性、细胞周期的影响，为以后进一步酸性成纤维

细胞生长因子联合骨骼肌卫星细胞并心肌移植提供了很好

的依据。 
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