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摘要:为探讨体外分离及培养扩增兔骨髓间充质干细胞(MSCs)的方法 ,无菌采取兔股骨 ,用含

20%FBS的 DM EM 培养液冲骨髓腔 ,采用全骨髓细胞贴壁培养法对 MSCs进行纯化扩增 ,倒置显

微镜下观察原代及传代细胞的形态 、生长情况 、绘制细胞生长曲线。结果显示 ,M SC s为贴壁生长

细胞 ,形态均匀呈纤维样 ,增殖能力强 ,多次传代仍能保持其生物学特性 。采用全骨髓贴壁培养法

能够较好地纯化和扩增 MSCs 。
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Abstract:In this study , an effect ive method to prepare and culture rabbi t bone marrow deriv ed
mesenchymal stem cells (M SCs)w as established .After the fem urs w ere dissected f rom rabbit ,
the marrow w as f lushed out w i th DM EM medium under aseptic condition.The M SCs w ere en-
riched and expanded by using bone ma rrow adherent cul ture , and inverted microscope w as em-
ployed to observe the pro liferation and thei r mo rphous of prima ry and passage cel ls.The result
show s that M SCs are adhe rent cells w ith a similar f ibroblastoid spindle-shaped m orpho logy during
different passages.Bone marrow adherent culture can be used to produce a certain purity of

MSCs , w hich is an easy w ay to ensure a good condition and pow erful productivi ty for cell.
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　　骨髓间充质干细胞(MSCs)是一群来源于骨髓

组织中的非造血干细胞 ,属于多能干细胞
[ 1]
,具有向

中胚层组织及神经外胚层组织分化的能力
[ 2 , 3]

。因

其取材方便 ,易于分离培养 ,体外扩增快 ,且自体骨

髓干细胞移植不易产生免疫排斥反应等优点在临床

应用中备受重视 ,已经成为组织工程 、细胞治疗 、基

因治疗等方面研究的热点 。然而骨髓中 MSCs的含

量非常少 ,每 1万至 10万个单核细胞中大约有 1个

MSC ,如何迅速 、大量获取有生长活力的优质的

MSCs ,是目前 MSCs 研究中亟待解决的问题[ 4] 。

本试验旨在通过体外培养扩增获得纯度较高且数量

较多的 M SC s ,从而为诱导 MSCs 向心肌细胞分化

奠定基础。

1　材料和方法

1.1　供试动物
新西兰大耳白兔 ,由河南实验动物中心提供 。

1.2　主要试剂及仪器

DM EM 培养液 、胎牛血清(杭州四季青生物工
程有限公司)、胰蛋白酶 、倒置显微镜(LEICA

DM IL)、离心机(江苏大地自动化仪器厂)。
1.3　方法

1.3.1　MSCs的分离培养　无菌采取兔股骨 ,收集
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骨髓腔内的组织细胞 , 0.147 mm 滤纱过滤后面 ,置

于10 m L 离心管中 ,1 500 r/min离心 10 min ,吸去脂

肪及上清 。用 DMEM 将沉淀的细胞吹起 ,重新悬

浮细胞。将细胞悬液用 20g/m L 台酚兰染液染色 ,

计数 300个细胞 ,调整密度 ,染色后蓝色的死细胞数

小于 5%方可继续试验 。以 DM EM 培养液(含

20%FBS)调整细胞数为(1 ～ 2)×105 个/mL 接种

于培养瓶中 ,于 5 %CO 2 、37℃条件下培养。3 d后换

液 ,去除非贴壁细胞 ,以后每 3 d换液 1次 。

1.3.2　M SCs传代培养　细胞融合达 90%以上时 ,

PBS 冲洗 ,0.25%胰蛋白酶消化 ,用含 20%胎牛血

清的 DM EM 终止消化。反复轻轻吹打细胞 , 细胞

悬液以 2500 r/min 离心 10 min ,收集细胞 ,获得原

代 MSCs ,以 1∶3比例传代。

1.3.3　M SCs的鉴定 　选用生长状况良好的第 3

代 MSCs ,采用 SABC 法检测细胞表面抗原。

1.3.4 　MSCs生长曲线的测定　选择生长良好的

第 3代 M SCs ,加入 4 m L 细胞消化液 ,于室温下消

化 2 ～ 3 min ,用含 20%FBS 的 DM EM 培养液4 m L

终止消化 , 1000 r/min 离心 5 min ,弃上清液 ,另用

1m L 细胞培养液悬浮细胞 ,调整细胞浓度。取 24

孔培养板 ,按照 1×104 个/m L 的细胞浓度 ,每孔接

种 1m L ,进行培养 。期间每隔 2d 换液 1 次 , 每隔

24 h计数 1次 ,每次计数取 3孔 ,每孔计数 3 次 ,求

计数平均数 ,绘制细胞生长曲线 。计算细胞的倍增

时间:PDT =t ×[ 1g2/(lgNt-lgN 0)] ,其中 N 0 和

N t分别代表接种时和培养 t小时后的细胞数 。

1.3.5 　MSCs贴壁率的测定　取对数生长期 MSCs ,

制备单细胞悬液 ,调整细胞浓度为 1 ×10
5
个/m L

接种在直径为 2cm 的培养皿 ,常规培养 ,每2 h取出

1个培养皿弃去培养液 ,消化贴壁细胞 ,计算每个时

间点的贴壁率 。贴壁率=已贴壁细胞总数/接种细

胞总数×100%。

2　结果与分析

2.1　MSCs的原代培养情况

原代培养中 ,未离心的细胞悬液直接接种培养

24h后 ,可以看到培养瓶内有大量的悬浮细胞 ,主要

为圆形的红细胞 ,首次半量换液后 ,仍然不易见到贴

壁的 MSCs。经过数次换液后 ,漂浮的细胞逐渐除

去 ,可见已有较多的贴壁细胞 ,为分散 、克隆集落方式

增殖;第 3-7天 ,贴壁细胞明显增多 ,逐渐伸张为多

角形或梭形(图 1),并有集落形成 ,折光性好;第 8-

12天 ,相邻集落融合成片达 80%以上 ,细胞排列呈漩

涡状或扫帚状 ,细胞间的界限不清 ,细胞呈长梭状。

图 1　MSCs培养第 5 天生长情况

2.2　M SCs的传代培养与扩增

传代后的细胞很快贴壁 ,生长旺盛时呈旋涡状 ,

平均 3 d 即可铺满瓶底。传代后 ,细胞不以集落形

式生长 ,而是呈均匀分布的长梭形细胞平均生长 ,

4 ～ 5代后可达到较高的纯度。

2.3　M SCs的鉴定结果

M SC s采用免疫细胞化学方法进行鉴定 ,指标

包括 CD34 、CD44。结果表明:胞浆未着色 ,细胞核

被复染成蓝色 ,为 CD34阴性(图 2);胞浆呈淡棕黄

色 ,细胞核呈蓝色 ,为 CD44阳性(图 3)。表明这些

小圆形的贴壁细胞为 M SC s。

图 2　CD34阴性MSCs

图 3　CD44阳性MSCs

2.4　M SCs的生长曲线

传代培养1 ～ 2d细胞处于潜伏期 。第 3天起细

胞呈对数生长 ,至第 6天达到高峰 ,之后为平台期。

通过计算 ,得出 MSCs的倍增时间为 57h(图 4)。

图 4　MSCs生长曲线
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2.5　MSCs的贴壁率

MSCs各时间位点细胞贴壁率见表 1。随着培

养时间的延长 , MSCs 贴壁率逐渐上升 , 10h 达

96%,贴壁基本完成 。

表 1　MSCs贴壁率

项目
时相点/ h

2 4 6 8 10

贴壁率/ % 35 67 81 90 96

3　讨论

MSCs在骨髓中的密度很低 ,而且随着年龄的增

长逐渐减少 。为了获得较纯的 MSCs ,人们进行了许
多探索 ,目前实验室分离 MSCs的方法主要有 4种 ,

分别是全骨髓贴壁筛选法 、密度梯度离心法 、单克隆

抗体磁珠分离法和流式细胞仪分选法。单克隆抗体

磁珠分离法是根据对 MSCs表面抗原认识的深入 ,利

用免疫方法对其进行分离纯化 ,可以获得较高的

MSCs纯度 ,但是在试验操作过程中对细胞活性的影

响较大 ,细胞增殖缓慢 ,甚至完全失去活性。加之耗

费较大和对技术水平要求较高 ,在某种程度上限制了

其广泛应用
[ 5]
。Van等

[ 6]
用流式细胞仪分离 MSCs ,

但是分选出来的 MSCs活性很低 ,在培养过程中发现

分选的细胞大多数不贴壁 ,并在 24 h内死亡 ,可能是

分选过程中机械剪切力和高能激光造成了 MSCs的

损伤 ,并影响了其生化特性 。目前 ,国外文献[ 6 , 7] 中较

为常用的是 Percoll或 Ficol1分离液梯度离心 ,分离

收获有核细胞层进行培养 ,该法可以将红细胞 、白细

胞和单个核细胞分层 ,操作相对简便 ,对细胞的活性
影响较小。这样得到的细胞虽然较纯 ,但增殖能力较

差 ,而且收获细胞数量少 ,经常难以满足试验需要 ,有

学者认为此类方法可获得均质的 MSCs ,但是 ,MSCs

实际上是不均质的[ 7 ,8] ,还有其他密度的 MSCs被排

斥在外了。全骨髓贴壁筛选法可以将各种密度的

MSCs都分离得到 ,并且增殖力和多能分化性强 ,短

时间内即可获得大量试验用细胞。

虽然采用全骨髓贴壁筛选法所获得的原代

MSCs的纯度不如梯度离心法高 ,但是由于骨髓中

其他细胞可分泌一些滋养 M SCs生长的细胞因子 ,

使得 MSCs的增殖旺盛 ,活力比较强 ,这样通过多次

传代后 ,亦可以使 M SC s达到较高的纯度[ 9] 。传代

后细胞 10 h贴壁率可达到 96%,接种以后的细胞成

活率也比较高 ,这与杨晋等
[ 10]
的研究结果相符。本

试验中采用含 20%FBS DM EM 培养液培养 ,原代
细胞在第 8-12 天即大量增殖 ,融合成片达 80%以

上 ,这与甘凤英等[ 11] 的试验结果一致 ,而屠洪等[ 12]

用含 10 %FBS 的 DM EM 培养 ,原代培养大量增殖

需要 14 ～ 21 d ,这可能与培养基中 FBS 浓度不同有

关系。

综上所述 ,本研究根据 MSCs与血系细胞贴壁

性能的差异 ,并利用血系细胞所分泌的细胞因子 ,通

过多次传代使 MSCs成为形态均一 、排列有序的成

纤维样细胞 ,是一种比较理想的分离 、纯化和扩增

M SC s的方法 ,这为将 MSCs作为种子细胞 ,进一步

定向诱导分化为心肌细胞奠定了基础 。
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