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大鼠骨髓间充质干细胞与脱细胞脊髓支架体外共培养
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　　［摘要］　目的　评价脱细胞脊髓支架在大鼠骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）体外培
养中的作用，探索最佳接种浓度。方法　 分离、培养及鉴定ＳＤ大鼠ＢＭＳＣｓ，诱导ＢＭＳＣｓ向神经元样细胞分化。制备脱细
胞脊髓支架，将第３代ＢＭＳＣｓ同脱细胞脊髓支架共培养，ＭＴＴ法检测细胞增殖活性，比较与普通培养的差异；取第３代
ＢＭＳＣｓ以不同浓度［（０．５、１、２、３、４）×１０６／ｍＬ］接种于支架（脊髓支架修整０．５ｃｍ小段），检测细胞在支架上的粘附率及
上架细胞数，建立接种浓度与细胞粘附率、上架细胞数的关系回归方程；扫描电镜观察脱细胞脊髓支架形态以及细胞与支

架的粘附情况。结果　 成功实现ＢＭＳＣｓ的分离及培养，ＢＭＳＣｓ流式鉴定ＣＤ２９、ＣＤ９０阳性表达，向神经元诱导胶质纤维
酸性蛋白（ＧＦＡＰ）、巢蛋白（Ｎｅｓｔｉｎ）呈阳性表达；与普通培养相比，ＢＭＳＣｓ在支架上细胞增殖活力显著提高（Ｐ＜０．０５）；细
胞与支架的粘附率在接种浓度为２×１０６／ｍＬ最高，达到（７９．６±２．７）％，单位体积上架细胞数达到（１．３６４±０．０４７）×１０６／ｃｍ３；
扫描电镜观察支架空间结构良好，细胞与支架粘附良好，共培养第３天较第１天细胞数量明显增加。结论 　 脱细胞脊髓
支架具有多通道的空间结构，适合ＢＭＳＣｓ粘附、存活、增殖，该支架是良好的天然脊髓组织工程材料。当粘附率及细胞上
架数基本达到最大时的最佳接种浓度为２×１０６／ｍＬ。
　　［关键词］　 骨髓间充质干细胞；脱细胞脊髓支架；细胞共培养；组织工程
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　　脊髓损伤是一种严重威胁人类健康的疾病，由于
脊髓损伤后极难再生，因此较难治愈。脊髓损伤修复

一直是医学界的研究热点。目前治疗脊髓损伤的方法

主要集中在细胞移植和组织工程。我们最早报道了脱

细胞脊髓支架的研究工作［１－２］。构建脊髓组织工程核

心包括细胞组织工程支架与种子细胞。脱细胞脊髓支

架是天然的生物材料，它具有多通道的空间结构［１］、

免疫原性极低［２］、生物安全性良好［３］等优点。目前运

用较多的组织工程重要的种子细胞是骨髓间充质干细

胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ），特定
条件下它能向多种细胞分化，如成纤维细胞、软骨、脂

肪及神经元细胞等［４］，适合于再生医学，对中枢系统

的再生也具有重要的作用；此外因其取材简单，来源较

广泛，易于体外扩增等特点运用广泛［５］。本研究以

ＢＭＳＣｓ为种子细胞，与脱细胞脊髓支架进行共培养，
观察其在支架上的粘附、生长及增殖情况，以评价该支

架材料应用于脊髓组织工程的可行性。

１　材料与方法

１．１　ＢＭＳＣｓ制备
　　取３周龄ＳＤ大鼠２只（第三军医大学大坪医院野战外科
研究所实验动物中心提供），雌雄不限，体质量６０～８０ｇ。经脱
颈处死后７５％酒精浸泡消毒５ｍｉｎ，无菌条件下分离双侧胫腓
骨。用含１０％胎牛血清（ＨｙＣｌｏｎｅ，美国）＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基
（ＨｙＣｌｏｎｅ，美国）冲洗骨髓腔，冲洗液１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，去
脂肪和上清液后接种于培养瓶中培养、传代。

１．２　向神经元样细胞诱导
　　取第３代 ＢＭＳＣｓ１×１０４／ｃｍ２接种于６孔板，培养２４ｈ后
加入预诱导剂ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋１０ｎｇ／ｍＬｂＦＧＦ（北京博奥森公司）
预诱导２４ｈ，再加入低糖ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋０．２ｍｍｏｌ／ＬＢＨＡ（北京
博奥森公司）诱导５ｈ后进行免疫荧光鉴定，鉴定的抗体为胶
质纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ，北京博奥森公司）、巢蛋白（Ｎｅｓｔｉｎ，北
京博奥森公司）。

１．３　脱细胞脊髓支架的制备
　　取１２周龄 ＳＤ大鼠２０只（第三军医大学大坪医院野战外
科研究所实验动物中心提供），雌雄不限，体质量２５０～３００ｇ，
取胸腰段脊髓。参照Ｇｕｏ等［６］的脱细胞方法制备支架。取４个
小段置于ＥＰ管中密封，－２０℃冰箱保存备用。剩下的支架材
料冷冻干燥后置于 ＥＰ管中密封，６０Ｃｏ辐照消毒，１２ｋＧｙ照射

４ｈ，消毒后置于－２０℃冰箱保存备用。
１．４　ＢＭＳＣｓ与脱细胞脊髓支架共培养
１．４．１　用于细胞增殖活性检测的共培养　　取第３代ＢＭＳＣｓ，
调整细胞数为１×１０５／ｍＬ，支架材料消毒后修整为０．２ｃｍ小
段，共２０段。实验组（共培养组，ｎ＝５）：每段接种１０μＬ置于
４个 ９６孔板（１段／孔，５孔／板），并设对照组（普通培养组，
ｎ＝５）：直接接种于４个９６孔板内（１０μＬ／孔，５孔／板），分别
每孔再加入培养基１９０μＬ，每孔总量为２００μＬ。置于ＣＯ２孵箱
孵育（ＢＢ５０６０ｕｖ，德国），２～３ｄ换液１次，分别培养２、４、６、８ｄ
后检测细胞增殖活性。

１．４．２　用于测粘附率及细胞上架数的共培养　　取第３代
ＢＭＳＣｓ，调整细胞数为（０．５、１、２、３、４）×１０６／ｍＬ，支架材料消毒
后修整为０．５ｃｍ小段（体积约０．０３５ｃｍ３），共２０段，置于５个
９６孔板内，分５组，每组４段，每孔１段，按５个浓度分别滴加
至支架断面，以细胞悬液无明显溢出为主（每段接种量约

３０μＬ），加培养基１７０μＬ作为实验组。按５个浓度分别直接
接种于９６孔板内作为标准对照组。置于ＣＯ２孵箱孵育２４ｈ后
分别行ＭＴＴ检测。
１．４．３　用于电镜的共培养　　取第３代 ＢＭＳＣｓ，调整为２×
１０６／ｍＬ，支架材料消毒后修整为１．５ｃｍ小段，共４段，将细胞
接种于支架材料，置于６孔板上加培养基进行培养，隔日换液，
培养１、３ｄ后分别取出用电镜液（３％戊二醛）固定。
１．５　观察指标
　　倒置显微镜观察下 ＢＭＳＣｓ形态及生长情况。取第 ３代
ＢＭＳＣｓ细胞于流式细胞仪（ＭｏｆｉｏＸＤＰ，美国）上检测，检测抗体
为ＣＤ３４、ＣＤ２９、ＣＤ４５、ＣＤ９０，并设同型对照，ＣＤ３４、ＣＤ４５为同
一个同型对照。检测ＢＭＳＣｓ向神经元诱导后神经元特异性标
志物呈阳性表达的情况。ＭＴＴ比色法检测细胞的增殖活力［７］，

测定波长为４９０ｎｍ处光密度值［Ｄ（４９０）］，并描绘细胞增殖曲
线。ＭＴＴ法检测计算粘附率及细胞上架数。通过标准组与实
验组Ｄ（４９０）值对应的接种浓度值换算细胞数量。细胞粘附率＝
（１－散落细胞数／接种细胞数）×１００％；细胞上架数 ＝细胞接
种数×细胞粘附率；单位体积的支架材料粘附细胞最大数量＝
粘附细胞数量／支架材料体积，根据计算结果描绘细胞粘附率及
细胞上架数的曲线图。取制备的冷冻支架，解冻后电镜液固定，

取出后和电镜液固定的共培养的细胞支架复合物用双蒸水浸泡

１０ｍｉｎ，再双蒸水清洗２遍，经冷冻干燥和喷金处理后扫描电镜
（ＨｉｔａｃｈｉＳ３４００，日本）下观察支架形态、细胞数量及粘附情况。
１．６　统计学方法
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１０．０统计软件，重复测试数
据行重复测量方差分析，双样本均值比较行 ｔ检验。细胞粘附
率、上架细胞数的数据采用多种曲线回归分析，在结果中选取
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最优回归方程，Ｒ２＞０．８５，Ｐ＜０．０５时认为该回归方程回归效
果具有意义。

２　结果

２．１　ＳＤ大鼠ＢＭＳＣｓ的形态学观察
　　培养２４ｈ有少许细胞开始贴壁，折光性增强；３ｄ后细胞开
始发生变态变化，呈多边形或梭形，呈群落样生长；培养至７～
１０ｄ，细胞基本能长满瓶底。第２代ＢＭＳＣｓ融合约９０％的细胞
形态呈漩涡状排列，为长梭形或多角形（图１）。

图１　倒置显微镜观察第２代ＢＭＳＣｓ形态变化　（×４０）

２．２　ＢＭＳＣｓ的鉴定
　　检测ＢＭＳＣｓ所表达的特异性抗原，ＣＤ２９、ＣＤ９０阳性率分
别为９９．８％、９９．１％，ＣＤ３４、ＣＤ４５阴性率分别为０．４％、０．６％，
同型对照均为阴性（图２）。

２．３　向神经元样细胞诱导
　　诱导结束后免疫荧光鉴定神经元特异性标志物 ＧＦＡＰ、
Ｎｅｓｔｉｎ均呈阳性表达（图３）。

２．４　细胞增殖活性检测
　　ＢＭＳＣｓ与脱细胞支架材料共培养时间分别为２、４、６、８ｄ
时，共培养组的细胞增殖活性比普通培养的细胞增殖活性显著

性增加（Ｐ＜０．０５，表１）。

! "

图３　免疫荧光鉴定神经元特异性标志物ＧＦＡＰ（Ａ）、

Ｎｅｓｔｉｎ（Ｂ）的表达　（×４００）

表１　培养不同时间ＢＭＳＣｓ的增殖活性变化（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

组别 ２ｄ ４ｄ ６ｄ ８ｄ

共培养组　 ０．１５１±０．０１２ａ ０．２５２±０．０２６ａ ０．４８６±０．０３２ａ ０．４９６±０．０３５ａ

普通培养组 ０．０９９±０．０１７ ０．１９１±０．０１６ ０．３８２±０．０２５ ０．４３７±０．０３４

ａ：Ｐ＜０．０５，与普通培养组比较

２．５　细胞粘附率检测
　　随着接种浓度的增加，粘附率也增加，接种浓度为２×１０６／ｍＬ
时，粘附率最高，之后随着接种浓度增加，粘附率下降［接种浓

度为（０．５、１、２、３、４）×１０６／ｍＬ时的细胞粘附率分别为（３９．１±
１２．３）％、（５９．２±６．４）％、（７９．６±２．７）％、（５４．０±４．０）％、
（４０．９±３．９）％］。建立接种浓度与细胞粘附率的关系回归方
程ｙ＝１．１３８ｘ３－０．４６４ｘ２＋０．０５３ｘ－０．０８９（Ｒ２＝０．８９９，Ｐ＜
００５），绘制粘附率回归曲线（图４）。

２．６　ＢＭＳＣｓ上架数检测
　　不同接种浓度下细胞的上架数随着接种浓度的增加而增
加（表２）。当接种浓度为２×１０６／ｍＬ时，细胞上架数基本达到
最大值，单位体积上架细胞数在此浓度时也基本达到最大值，

再增加接种浓度，细胞上架数趋于平衡，基本不再增加。建立

接种浓度与上架细胞数的关系回归方程ｙ＝０．２３ｌｎ（ｘ）＋０．０２２

（Ｒ２＝０．９０１，Ｐ＜０．０５），绘制上架细胞数回归曲线（图５）。
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图４　ＢＭＳＣｓ在脱细胞脊髓支架材料上的粘附率回归曲线

表２　不同接种浓度下ＢＭＳＣｓ上架数（ｎ＝４，珋ｘ±ｓ）

接种浓度

（×１０６／ｍＬ）

上架细胞数

（×１０４）

单位体积上架细胞数

（×１０６／ｃｍ３）

０．５ ０．５８７±０．０１９ ０．１６８±０．００５

１ １．７７７±０．１９２ ０．５０７±０．０５４

２ ４．７７４±０．１６４ １．３６４±０．０４７

３ ４．８５６±０．３６４ １．３８７±０．１０４

４ ４．９０９±０．４７７ １．４０２±０．１３６
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图５　ＢＭＳＣｓ上架数回归曲线

２．７　扫描电镜观察脱细胞脊髓支架形态以及细胞在
支架上的粘附情况

　　扫描电镜下该支架细胞成分大部分去掉，可见细胞脱落后
多通道孔隙结构保存较好，各通道之间相互交通形成良好空间

网状结构（图６Ａ）。共培养１ｄ，可见细胞在多孔脱细胞支架上
粘附良好，细胞以圆形为主（图６Ｂ）；共培养３ｄ，细胞铺开，形
态以多角梭形为主，细胞数量增多（图６Ｃ）。

３　讨论

　　ＢＭＳＣｓ来源于骨髓中处于未完全分化的原始细
胞，这些细胞在特定环境的诱导下，可分化为所在组织

的表型细胞（如神经元细胞［４］）。相对于其他干细胞

（如胚胎脊髓神经元细胞、神经干细胞等），ＢＭＳＣｓ取
材简便，增殖活性强，易于体外扩张。由于来源于其自

体，不受道德伦理因素的制约［８］，目前已成为最重要

和理想的组织工程种子细胞［９－１０］。本实验中 ＢＭＳＣｓ
向神经元样细胞诱导能表达神经元特异性标志物，故

选择它作为种子细胞。

　　脊髓组织工程通过支架与种子细胞相复合，能够
为轴突生长提供适合的微环境，有良好的多通道空间

结构适于轴突生长，能够促进种子细胞的存活、生长、

分化，因此近年来成为研究的热点。本实验组成功构

建脱细胞脊髓支架。经脱细胞处理后的支架材料是一

种天然的生物材料，较好地保存了抗原性低的糖蛋白、

胶原、蛋白多糖等细胞外基质，并且多种调节细胞的生

物活性因子也得以保留。本实验中支架与细胞共培养

时的细胞增殖活力较普通培养显著提高，可能与支架

材料保留了生物活性因子相关［１１］。有研究表明，对

ＳＤ大鼠脑组织经脱细胞处理后形成的细胞外基质支
架能促进内源性血管生成因子（血管内皮生长因子和

成纤维生长因子）等活性因子的形成，对血管生长有

促进作用［１２－１４］。脱细胞脊髓支架是天然的细胞外基

质，能形成良好的多通道空间网状结构，并且免疫原性

大幅度下降。郭树章等［２］的研究表明，去除细胞后的

细胞外基质在同种异体间免疫原性极低。

　　本实验运用细胞与支架共培养，共培养２～６ｄ细
胞共培养组较普通培养组增殖明显增加，培养６ｄ后共

! " #

Ａ：脱细胞脊髓支架；Ｂ：共培养１ｄ；Ｃ：共培养３ｄ

图６　扫描电镜观察脱细胞支架形态以及细胞在支架上的粘附情况
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培养组与普通培养组增殖速度都减慢，但共培养组增

殖活性降低更为明显。分析其原因，可能是培养到第

６天时，共培养组的细胞因其生长过快，整个支架材料
完全被细胞覆盖，细胞呈堆积性生长，由于缺少了支架

材料和细胞之间的相互作用，导致共培养的细胞增殖

活性减慢更为明显。对细胞接种浓度与细胞粘附率的

回归分析显示，二者呈３次函数关系。当细胞接种浓
度较低时上架细胞率随接种浓度上升，但细胞粘附率

存在极值，当接种浓度过高时细胞粘附反而减小。在

接种浓度为２×１０６／ｍＬ左右时粘附率最大。对细胞
接种浓度与上架细胞数的回归分析显示，二者呈对数

函数关系，在接种浓度＞２×１０６／ｍＬ时，函数值增长减
慢，提示２×１０６／ｍＬ基本为最佳接种浓度，单位体积
上架细胞数在此浓度时也基本达到最大值（１．３６４±
００４７）×１０６／ｃｍ３，接种浓度过大易造成细胞浪费，不
利于细胞增殖，此外还易导致 ＢＭＳＣｓ功能老化，体外
培养时间延长。ＩｓｈａｕｇＲｉｌｅｙ等［１５］的实验证实，在低

浓度细胞接种更有利于细胞增殖。Ｓｈａｌｕｍｏｎ等［１６］研

究得出最大细胞粘附率在９０％以上，而本实验得到最
大粘附率仅为（７９．６±２．７）％。分析原因可能是本实
验支架脊髓组织经脱细胞处理后支架形态结构不易维

持，特别是在吸水后支架容易变形，此外脱细胞不可能

完全，导致细胞碎片残留也是不利于细胞粘附的原因。

本实验发现要把细胞彻底去除对支架结构的损伤过

大，这就要求尽可能把细胞去除的同时要完好地保留

支架的形态，这是脑脊髓等含脂、水分多的组织脱细胞

后普遍存在的问题，有待进一步研究。

　　综上所述，脱细胞脊髓支架具有多通道的空间结
构，适合 ＢＭＳＣｓ粘附、存活、增殖，该支架是良好的天
然脊髓组织工程材料，对脊髓组织工程有着较好的运

用前景。
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