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!"#$%&’(#)大鼠骨髓间充质干细胞分离培养及生物学特性研究
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) ) 摘) 要：目的) 对 *+,-#./0,1大鼠骨髓间充质干细胞（2+,3 4313,567408 1934 53881，:;<=1）进行分离培养，并检测其
生物学特性。方法) 采用 "> ’$?@A%=8分离培养 *+,-#./0,1大鼠股骨来源 :;<=1，检测生长曲线和生长周期，并进行细
胞表面抗原和成骨能力鉴定。结果) :;<=1体外培养生长状况良好，具有活跃的增殖能力。第 $ 代细胞生长速度较第 (
代略减慢。细胞周期显示 B(> CB?细胞处于 D" E D!期。表面抗原检测绝大多数细胞阳性表达 =F&B 和 =FB"，几乎不表达
=F%$。在体外能够向成骨细胞分化。结论) *+,-#./0,1大鼠股骨来源骨髓间充质干细胞经 "> ’$?@A%=8分离培养后，纯
度高，具有良好生物学特性。
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) ) 骨髓间充质干细胞（2+,3 4313,567408 1934 53881，
:;<=1）是一群存在于骨髓中的非造血细胞，在适宜
条件下能分化形成多种组织细胞，如骨细胞、脂肪细胞

和神经细胞等［!，&］。*+,-#./0,1 大鼠为正常有色素大
鼠，因其富含色素与人类相似，是眼科基础研究中常用

的动物模型，目前对其 :;<=1 分离、培养和鉴定的报
道很少。本部分研究通过改良 :;<=1分离培养方法，
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对 *+,-#./0,1大鼠股骨 :;<=1 进行分离、培养和纯
化，并对其进行生物学特性检测，扩展 :;<=1 在眼科
基础研究中的应用范围。

;< 材料与方法

!> !) :;<=1的分离培养
) ) ! 月龄 *+,-#./0,1 大鼠 ] 只（雌雄不限，美国 V05+,K5 公
司），体质量 !"" E !$" -。麻醉后处死，无菌条件下快速取出股
骨，去除附着肌肉组织，剪断股骨两端，用 F#A0,‘1液缓慢冲洗
骨髓腔，充分混匀，离心，弃上清及脂肪层，"> ’$? @A% =8 溶液
悬浮细胞，% a放置 !" 4K,，离心弃上清，F#60,‘1 液洗涤 ! 次，
用含 !"? X:<的 F;.; \ X!& 培养液（DK25+公司）重悬细胞，以
! b !"] 48 c!的细胞数接种于 &$ 54&塑料培养瓶内，放于 (C a、
$? =T& 培养箱内培养。%’ 6 后首次换液，此后每 ( 天换液 !
次，达到 B"?融合时，"> &$?胰酶消化，以 !d !进行细胞传代。
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!!!" !#
!：原代培养 " #少数细胞贴壁；$：原代培养 % #形成集落；&：’" 代细胞呈均一成纤维样

图 !" #$%&’形态观察"（倒置相差显微镜 ( )**）

)+ ,- $./&0 生长曲线测定
- - 取第 " 代（’"）和第 % 代（’%）$./&0，*+ ,%1胰酶消化，离
心。细胞重悬，调整细胞数为 , ( )*" 23 4)分别均匀加入到 , 块
,5孔培养板内传代。每日相同时间在显微镜下计数细胞，每板
计数 " 孔，取平均值，绘制生长曲线。

)+ "- $./&0细胞周期测定
- - 收集 ) ( )*6个 ’% 代 $./&0，经 7*1预冷乙醇固定、89:0;
处理及碘化丙啶避光染色后，流式细胞仪检测细胞周期。

)+ 5- $./&0细胞表面抗原检测
- - 将 <*1融合 ’%代 $./&0消化后制成细胞数为 ) ()*6 23 4)

的单细胞悬液，分别加入 )* !3 &=,<>?@A&、&=5%>’B>&C% 和
&=<*>’B（$=公司）的抗体以及同型阴性对照 @DE) 反应，室温
孵育 "* 2FG。’$/洗涤 , 次，流式细胞仪双标记检测 ) ( )*%个

细胞。

)+ %- $./&0成骨诱导及鉴定
- - 将 H*1 I<*1融合的 ’% 代细胞改换成骨细胞分化培养液
（/J;2 &;33 公司）。以含 )*1 ?$/ 的 =.B. K ?), 培养液做对
照。每 " I 5 天换液 ) 次。诱导后 ,) #，’$/洗 , 次，51多聚甲
醛（’?!）固定 )* 2FG，’$/ 洗 " 次，加入 *+ )1茜素红>ALF0>M&3
（NM H+ "）"7 O，"* 2FG，’$/冲洗后，树胶封片。

(" 结果

,+ )- $./&0形态观察
- - 原代细胞接种 ,5 P后，仅少部分细胞贴壁。5H I 7, P 后，
贴壁细胞数增加，呈逗点状或短棒状（图 )!）。5 I 6 # 后形成
不同大小、分散的细胞集落，细胞多呈梭形，数量明显增多（图

)$）。7 I )* #后，细胞集落放射状向外扩展，并逐渐融合成单
层。传代后，细胞分布均匀，形态也趋一致（图 )&）。

,+ ,- $./&0生长曲线
- - ’" 和 ’% 细胞在第 ) I , 个 ,5 P 细胞数目逐渐上升，为生
长缓滞期；第 " I % 个 ,5 P中，细胞数目明显增加，为对数生长
期；第 6、第 7 个 ,5 P中，细胞数目轻微增加，为平台期，此时细
胞基本长满培养板孔。’% 代细胞生长速度较 ’" 略减慢（图
,）。
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图 (" )* 和 )+ 代细胞生长曲线

,+ "- $./&0细胞周期
- - ’% 代细胞周期检测结果：E* I E)期为 <"+ 7<1，E, I . 期

平均值为 "+ 5%1，/ 期为 ,+ 761。提示 $./&0 大多数处于静
止期。

,+ 5- $./&0细胞 &=,<、&=5% 和 &=<* 表达
- - ’% 代细胞 &=,< Q K &=5% 4细胞约 <5+ H61；&=<* Q K &=5% 4

细胞约 <H+ ),1（图 "）。

!"#

!"$

!"%

!"!&
’
#(

)*
"&
+
(

!"! !"% !"$ !"#
&’%, -./&

!"#

!"$

!"%

!"!&
’
#(

)*
"&
+
(

!"! !"% !"$ !"#
&’%, -./&

0 1

!"" !""

!：&=,< K &=5% 表达；$：&=<* K &=5% 表达
图 *" )+ 代细胞 &,(-、&,.+ 和 &,-/ 表达

,+ %- $./&0细胞成骨诱导后观察
- - 成骨细胞诱导后，梭形细胞比例减少，细胞排列密集。
*R )1茜素红>ALF0>M&3染色可见深红色结节（图 5）。对照组无
明显改变。
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图 !" #$%&’细胞成骨诱导后茜素红()*+’(,&-染色结果"（ . /00）

." 讨论

# # 成体动物骨髓中 1234- 含量极低，仅 0$ 00!5 6
0$ 0!5［7］。因此，采用快速、简单和有效的分离培养
方法，尽可能获取较高纯度的 1234-，对其应用和推
广有着重要意义。目前对骨髓中 1234- 分离培养没
有一致的方案：常用方法包括全骨髓贴壁培养法［/］、

密度梯度离心法［"］、流式细胞仪分选法［8］和免疫磁珠

分离法［9］。全骨髓贴壁法是根据骨髓 1234- 贴壁生
长而造血系细胞悬浮生长的特性对二者进行分离，经

济实用、操作简便，但所得细胞成分复杂，影响 1234-
的纯度。流式细胞仪分选法或免疫磁珠分离法对细胞

活性影响较大，而且实验条件要求高，费用昂贵，操作

复杂，应用范围较小。密度梯度离心法是目前较为普

遍的分离培养方法，利用 :;<=&>> 等分离液将大部分造
血细胞和单个核细胞分离出来，再经过体外贴壁培养

换液去除悬浮生长的造血细胞，操作时间较长，且容易

丢失细胞。本研究采用 0$ ?"5 @A/ 4> 溶液分离培养
%&’()*+,’-大鼠股骨来源 1234-，其原理为 0$ ?"5
@A/4>溶液可降低环境渗透压，选择性破坏红细胞

［?］，

经 0$ ?"5@A/4>溶液短时快速裂解红细胞，所余细胞
成分即主要为白细胞和有核骨髓细胞，通过定期更换

培养液，剔除不贴壁生长的白细胞和造血干细胞，所

余贴壁生长细胞即主要为 1234-。此方法克服了密
度梯度离心法操作流程长、步骤繁琐、试剂耗费大的缺

点，且减少污染机会和细胞丢失，具有经济、实用、便

捷、操作时间短的优点，为未来 1234-的临床应用提供
了一种更为经济实用的方法。采用本方法分离获得的

1234-，经体外培养能大量增殖，并形成细胞形态较为
均一的细胞增殖集落，与既往研究结果相似［B］。细胞传

7代后纯度高达 B/5以上，与密度梯度离心法相近［!0］。
# # %&’()*+,’-大鼠股骨来源 1234- 生长曲线检测
结果显示，:" 代细胞生长速度仍较快，仅较 :7 代细胞
略减慢，说明细胞生长状态良好；细胞周期检测结果显

示，超过 B05的细胞处于静止期，只有少数细胞处于
活跃期，与既往研究结果相符合［!!］。目前研究尚未发

现 1234-的特异性标记，1234-形态学特征和表面标
记的特异性方面仍存有争议［!C］。本实验选 :" 代细胞
行流式细胞仪检测表面抗原 4DCB、4D/" 和 4DB0。
4DCB 是黏附分子受体标记物，4D/" 是淋巴造血干细
胞标记物，4DB0 是干细胞标记物。结果显示绝大多数
:" 代细胞表达 4DCB 和 4DB0 细胞，几乎不表达
4D/"。说明我们获得的细胞主要是 1234-，纯度较
高，但仍混杂有少量的造血系细胞。此外，成骨诱导分

化实验显示 1234-可以分化为成骨细胞，反向证明获
取的 1234-具有多向分化潜能，不是骨髓内其他成熟
细胞。综上所述，%&’()*+,’- 大鼠股骨来源骨髓间充
质干细胞经 0$ ?"5 @A/ 4> 分离培养后，纯度高，具有
良好生物学特性，扩展了 1234-在眼科基础研究中的
应用范围。
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