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　　摘要 　目的 :分离培养兔骨髓间充质干细胞 ,对其生物学性状进行观察。方法 :用密度梯度离心法

与贴壁培养法相结合 ,分离兔骨髓间充质干细胞 ,进行体外培养扩增 ,绘制其生长曲线 ,用倒置显微镜、

细胞爬片、扫描电镜、透射电镜观察细胞的生物学性状。结果 :密度梯度离心后 ,活细胞比例在 95 %以

上 ,贴壁培养的细胞呈纺锤形 ,细胞增殖力强 ,平均倍增时间为 32 h ,细胞的增殖能力随传代次数的增加

而有所下降。结论 :密度梯度离心与贴壁培养相结合可以提高细胞分离效率。体外培养的兔骨髓间充

质干细胞生长稳定 ,增殖力强 ,可以作为组织工程的种子细胞。
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Abstract Objective :To establish a method to isolate and culture rabbit bone marrow2derived mesenchymal

stem cells (BMSCs) and investigate their biological characteristics. Methods :Bone marrow aspirate of New

Zealand white rabbit was density gradient centrifuged and cultured in plastic culture bottles. The cells were ex2
amined by invert microscope ,scanning and transmission electron microscope. The growth curve was drawn. Re2
sults :95 % cells were alive after density gradient centrifugation. BMSCs had a similar spindle2like morphology.

The average time for cell doubling was 32 hours. The proliferation ability declined with time of the culture.

Conclusion :The combination of density gradient centrifugation and adhere culture is an effective method to

isolate BMSCs from bone marrow aspirate. BMSCs cultured in vitro show stable growth ,rapid proliferation ,

and can be used in tissue engineering.
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　　间充质干细胞 ( mesenchymal stem cells , MSCs)

是一类存在于多种组织中的干细胞 ,具有多向分化

潜能 ,可分化为骨、软骨、脂肪、肌肉等多种中胚层来

源的组织 ,可作为修复这些组织的细胞来源。存在

于骨髓中的间充质干细胞 (bone marrow2derived mes2
enchymal stem cells ,BMSCs) 由于有采集方便 ,对机

体损伤小的特点 ,易于临床应用 ,因而成为目前研究

的热点之一。本实验采用密度梯度离心与贴壁培养

相结合的方法 ,对存在于骨髓中的间充质干细胞进

行分离培养和体外扩增 ,并对其生物学特性作初步

研究 ,为利用 BMSCs 修复组织损伤提供实验研究的

基础。

1 　材料与方法

111 　实验动物 　新西兰大耳白兔 20 只 ,雌雄不限 ,

体质量 210～315 kg ,平均月龄 6 个月 ,由山西省实

验动物中心提供。

112 　主要仪器及试剂 　CO2 培养箱 ( Heraeus 公

司) 、超净工作台 (苏州空气净化器厂) 、倒置显微镜

(重庆光学仪器厂) 、DMEM 培养基 ( Gibco 公司) 、胎

牛血清 FBS (天津 TBD 公司) 、胰蛋白酶 ( Sigma 公

司) 、Percoll 细胞分离液 ( Pharmacia 公司) 。

113 　取材 　氯胺酮肌注法麻醉动物 ,16 号骨髓穿刺

针自大转子处穿入股骨骨髓腔 ,接 5 ml 注射器 (内含

3 000 U/ ml 的肝素钠 012 ml) ,抽取骨髓约 3～4 ml。
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114 　细胞培养

11411 　原代培养 　取等体积 DMEM 培养液与骨髓

充分混匀 ,加比重为 11077 的 Percoll 细胞分离液 ,

1 500 r/ min离心 15 min ,吸取单个核细胞层的细胞 ,

Hankπs 液洗涤 2 次 ,制成单细胞悬液 ,胎盘兰拒染法

测定细胞活力。

将上述方法分离的细胞以 1 ×106/ ml 浓度置入

培养瓶中 ,加 DMEM 培养液 (内含 10 %FBS、青霉素

100 U/ ml、链霉素 100μg/ ml ,两性霉素B 25μg/ ml) ,

置于 5 %CO2 ,饱和湿度 ,37 ℃培养箱中培养。4 d 后

首次换液 ,首次换液时将培养液离心 ,收集其中的悬

浮细胞置入原瓶内继续培养。以后每周换液 2 次 ,

不再收集培养液中的悬浮细胞 ,直至细胞长成单层。

11412 　传代培养 　原代培养待细胞间融合后用

0125 %胰酶消化 3～5 min ,见细胞间隙增大、细胞回

缩时用 FBS 终止反应 ,DMEM 液吹打制成细胞悬

液 ,按 1∶3 传代培养。第 1 次传代后的细胞称为 P1

代细胞 ,以后传代的细胞依次称为 P2、P3 ⋯⋯代细

胞。

115 　生物学性状的观察

11511 　活细胞观察 　用倒置显微镜每日观察细胞

的生长情况并拍照。

11512 　玻片染色观察 　在部分培养瓶中加入小盖

玻片 ,一定间隔时取出 ,进行 HE 染色及 Wright2
Giemsa 染色 ,观察细胞形态。

11513 　集落形成效率的测定 (colony forming effi2
ciency ,CFE) 　调整细胞浓度为 1 ×106/ ml ,接种于

50 ml 培养瓶中 ,原代培养 6 d、10 d 时计数所形成的

集落数目。CFE = 形成集落数/ 接种细胞数

11514 　生长曲线的测定 　①原代培养生长曲线 :原

代细胞以 1 ×104/ ml 接种于 24 孔板中 (每孔加悬液

1 ml) ,从接种第 2 天起每日消化 6 孔 ,计数平均贴壁

细胞数、绘制生长曲线。②传代培养生长曲线 :细胞

以 1 ×104/ ml 密度接种 24 孔板 ,同上法绘制 P1、P3、

P5 代细胞生长曲线。③倍增时间测定 :按公式 D T

= (t1 - t0) lg2/ (lgNt1 - lgN0)计算细胞生长倍增时间

(t1 :终止时间 , t0 :起始时间 ,N1 :终止时细胞数 ,N0 :

起始细胞数) 。④贴壁率曲线 :传代细胞以1 ×104/ ml

密度接种 6 孔板 ,置培养箱内培养 ,每 2 h 用胰酶

消化 1 孔 ,计数贴壁细胞数 ,计算贴壁率 (贴壁细胞

数/ 接种细胞数 ×100 %) ,绘制贴壁率曲线。

11515 　超微结构观察 　14 d 时取出培养瓶 ,吸去培

养液 ,0125 %胰酶消化 ,制成细胞悬液 ,移入尖底离

心管 ,2 000 r/ min 离心 10 min ,去上清 ,加入 215 %

戊二醛前固定 ,二甲砷酸钠缓冲液冲洗 ,1 %锇酸后

固定 ,丙酮逐级脱水 ,环氧树脂包埋 ,超薄切片 ,醋酸

铀与枸缘酸铅双重染色后 ,透射电镜观察。

10 d 时取出生长有细胞的玻片 , PBS 洗 2 次后

立即投入 215 %戊二醛中前固定 ,二甲砷酸钠缓冲液

冲洗 ,1 %饿酸后固定 ,逐级脱水 ,临界点干燥 ,喷金、

J SM 扫描电镜观察。

2 　结果

211 　活细胞观察 　细胞分离液分离后所得的细胞

大多为圆形单个核细胞 ,其中也混有少量红细胞 ,经

胎盘兰拒染法测定 ,活细胞的比例在 95 %以上。

原代细胞接种 24 h 后 ,即有少量圆形细胞贴壁 ,

但大多数细胞仍呈悬浮状态。接种 72 h ,贴壁细胞

明显增多 ,部分细胞已伸出伪足变成纺锤形 ,细胞核

较大 ,呈圆形或椭圆形 ,胞浆中颗粒较多。2～3 次换

液后 ,悬浮细胞已基本被去除。接种 4 d 已经有部分

细胞开始分裂 ,并形成由数个同源细胞组成的细胞

集落 ,以后集落数目逐渐增多 ,集落体积也逐渐扩

大 ,大者甚至有数百个细胞组成。14～21 d 集落间

相互融合 ,细胞形成单层。但继续培养后细胞可形

成多层 ,并不发生明显的接触抑制现象。

传代后细胞生长速度明显加快 ,细胞大多于传

代后 12 h 内贴壁 ,24 h 后迅速生长 ,7～10 d 后长满

瓶底。各代细胞形态基本一致 ,都为长梭形。(图 1)

212 　细胞爬片染色观察 　细胞形态以纺锤形、长梭

形为主 ,细胞核较大 ,圆形或卵圆形 ,胞浆内可见细

小颗粒。

213 　CFE 观察 　原代培养 6 d 后 CFE 平均为 418/ 1
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×106 ,10 d 时为 1512/ 1 ×106 。

214 　生长曲线的绘制 　原代培养时潜伏期较长 ,一

般为 6～8 d ,10 d 进入对数生长期 ,细胞增殖明显加

快 ,呈对数样增殖 ,培养 14 d 左右进入生长平台期 ,

细胞增殖速度趋于平缓。传代培养细胞生长明显加

快 ,生长潜伏期平均只有 1～2 d ,3～4 d 即可进入对

数生长阶段 ,7～8 d 进入平台期。对不同代次细胞

生长曲线分析可以看出 ,随着传代次数的增加 ,细胞

的增殖能力有所下降。(图 2 ,3) 。传代细胞平均倍

增时间为 32 h。

215 　贴壁率曲线 　传代细胞大多在传代后的 12 h

内贴壁 ,各代细胞间贴壁率无明显差别。(图 4)

216 　超微结构的观察

21611 　扫描电镜观察 　细胞形态纺锤形 ,有多个触

角状突起 ,可见细胞分裂相。(图 5)

21612 　透射电镜观察 　细胞核形态不规则 ,染色质

丰富 ,核仁明显 ,胞浆伸出许多突起 ,胞浆内有多量

的粗面内质网 ,线粒体丰富 ,高尔基氏复合体发达 ,

说明细胞合成代谢旺盛。(图 6)

3 　讨论

间充质干细胞 (MSCs) 具有干细胞特性 ,分裂增

殖能力强 ,在一定条件下可分化为多种中胚层来源

的组织 ,如骨组织、软骨组织、脂肪组织、肌和韧带组

织等[1 ] ,利用 MSCs 修复骨骼肌肉等组织的损伤是

目前研究的热点 ,已有多个研究组报道利用间充质

干细胞可修复骨[2 ] 、软骨[3 ]等组织的损伤。

目前的研究发现 ,间充质干细胞在体内分布较

广 ,骨膜、软骨膜、骨小梁、骨髓和脂肪等[4 ,5 ]组织中

都有 MSCs 的存在 ,但其在体内的含量却较少 ,即使

在细胞分布较多的骨髓组织中 ,也只占有核细胞的

1/ 10 000～1/ 100 000 ,而且 BMSCs 的数目随着年龄

的增加而减小 ,80 岁老人的骨髓中 ,BMSCs 只占 1/

2 000 000 [6 ] ,24 个月龄小鼠骨髓中 MSCs 比 4 个月

龄小鼠的减少 41 %[7 ] 。因此 ,对BMSCs 的分离纯化

和体外扩增非常重要。目前 ,对 BMSCs 的分离方法
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主要有贴壁培养分离法、密度梯度分离法、流式细胞

分离法、免疫磁性分离法等[8211 ] ,但由于BMSCs 缺乏

特异性的细胞表面标志 ,目前的分离方法仍无法获

得高纯度的 MSCs。本研究将密度梯度分离法和贴

壁分离法相结合 ,先利用骨髓血中各种成分的密度

不同 ,加入细胞分离液进行密度梯度离心 ,剔除骨髓

中的大多数其他细胞成分 ,继续进行贴壁培养 ,利用

MSCs 具有的贴壁生长特性 ,进一步剔除不贴壁的有

核细胞 ,使细胞得以纯化。国外许多学者的研究中 ,

在换液时要弃去所有的未贴壁细胞 ,而本研究发现

有些 MSCs 贴壁较晚 ,将首次换液的培养液离心收

集其中的悬浮细胞 ,重新置入培养瓶中继续培养 ,仍

有 MSCs 贴壁生长 ,收集这些细胞可增加贴壁 MSCs

的数量 ,大大缩短细胞培养的时间。

本研究发现 ,与其他细胞体外培养类似 ,BMSCs

体外培养同样经历了生长潜伏期、对数生长期和生

长平台期三个阶段。同时本研究也发现 ,体外培养

的 MSCs 增殖能力很强 ,平均倍增时间仅为 32 h。

对不同代次细胞的生长曲线分析可以看出 ,随着传

代次数的增加 ,细胞的增殖能力有所下降 ,这可能与

传代过程中 MSCs 发生了自发性的细胞凋亡有

关[12 ] 。虽有研究显示 ,BMSCs 的分化能力并不随传

代次数的增加而下降 ,体外传代 30 次以上仍具有多

向分化的潜能[12 ] ,但我们认为 ,由于其增殖能力随

传代次数的增加而下降 ,应选用前几代的细胞进行

实验。

德国学者 Cohnheim 早在 100 多年前就提出骨

髓中可能存在着一类细胞 ,可在组织损伤后起修复

作用 ,但这一理论一直未被证实。1976 年 , Frieden2
stein[13 ]在全骨髓培养时发现了骨髓间充质细胞 ,并

证实其可分化成骨和软骨。以后的研究证实骨髓间

充质细胞可分化成骨、软骨、脂肪、肌和韧带等多种

组织[14 ,15 ] 。作为组织工程学的种子细胞 ,MSCs 还

具有以下优点 : ①细胞的增殖能力强 ,可通过体外培

养的方法对种子细胞进行扩增 ,从而获得足够量的

细胞以供移植 , ②可进行自体细胞移植 ,从而避免了

免疫排斥和疾病传播等问题 , ③具有多向分化潜能 ,

可对多种组织进行修复等 ,因而有着良好的应用前

景。本实验通过密度梯度离心和贴壁培养相结合 ,

成功地建立了一种对骨髓间充质干细胞的分离培养

方法 ,并对其生物学特性进行了初步的研究 ,这些研

究可为进一步以 BMSCs 作为种子细胞的组织工程

学研究提供实验基础。
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