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胎儿骨髓问充质干细胞生物学特征及荧光标记 
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(1．重庆医科大学基础医学院组织胚胎学教研室，2．重庆医科大学附属第一医院妇产科 ；重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨分离、培养、扩增和荧光标记胎儿骨髓间充质干细胞(Bore mesenchymal stem cell，BMSCs)的方法及其生物 

学特征。方法：取4 5个月胎儿四肢骨骨髓，Ficoll离心、贴壁筛选法分离BMSCs，体外扩增，传至第12代。检测BMSCs的生长 

曲线 ，细胞周期和细胞表型，酶活性及糖原含量，以及 DAPI标记 BMSCs的标记率。结果：(1)BMSCs主要呈长梭形 ，漩涡状排 

列。传代细胞生长快于原代细胞 ，12代后的细胞出现衰老征象；(2)流式细胞术检测第 3、8代细胞表达 CD29、CD71，不表达 

CD34、HLA—DR；Go和 G 期细胞约为 93．73％，S、M和 G 期为 6．27％；(3)第 5代细胞的非特异性酯酶及糖原均为阳性 ，碱性 

磷酸酶为弱阳性 ；(4)DAPI标记后的 BMSCs生长正常，标记率为 100％，后逐渐减弱，3周时标记率仅 15％。结论：分离获得的 

胎儿 BMSCs具有 MSCs的特征。DAPI标记是短期示踪 BMSCs的有效方法。 
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The biological character and fluorescent labeling of the fetal bone 

mesenchymal stem cells 
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【Absliaet】Objective：To explore the isolation，culture，proliferation and fluor—labelling of the fetal bone mesenchymal stem cell 

(BMSCs)，and their biological character．Methods：Limb bone marrow samples from fetus aged 4 to 5 months were obtained． 

BMSCs were isolated by Fieoll eentrifugalization and adherence screening method，and then cultured，proliferated to the 1 2th 

generation in vitro．The growth curve，cell cycle，phenotype，enzymatic activity，glycogen and the DAPI fluor—labelling of BMSCs 

were observed．Resets：(1)Major BMSCs were fusiform，arranged as whirlpoo1．After the 1 2 generation，BMSCs presented the 

signs of senility．Th e subeuhured eeUs proliferated faster than primary cells．(2)The 3rd and 8th generation of BMSCs expressed 

CD29，D71，but not CD34，HLA-DR；the Go，Gl period cells were 93．73％，and the S，M，G2 period cells were 6．27％．(3)Th e 5th 

generation eels were positive of nonspeeifie esterase and glycogen，but weak positive of alkaline phosphatase．(4)DAPI labeled 

BMSCs grew normaly，and the marking rate of BMSCs was 1 00％ ，but decreased gradually，and only 1 5％ cells were labbelled 

for the 3 week．Conclusion：The acquired fetal BMSCs have the character of MSCs．The DAPI labeling is a modus operandi 

for the short period tracing BMSCs． 

【Key words】Foetus；Bone mesenchymal stem cell；Is01ated cuhure；DAPI 

间充质干细胞是 目前倍受关注的干细胞之一， 

被广泛用作组织工程的种子细胞和多种疾病的细 

胞移植治疗【l’21。骨髓中的 MSCs含量极少，只占单个 

核细胞的0．001％一0．01％，鉴于骨髓细胞组成的不 

均一性以及 BMSCs的低丰度，分离纯化并大量扩增 

BMSCs成为重要的实验步骤。本实验拟研究 BMSCs 
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研究方向：干细胞分化。 
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的生长曲线 、细胞酶化学特性 、细胞表型和周期，以 

及 DAPI标记 ，建立分离 、培养 、扩增 、鉴定 、标记 

BMSCs的实验方法 ，为进一步研究 BMSCs奠定实 

验基础。 

1材料与方法 

1．1 实验标本及材料 

6例4—5个月水囊引产胎儿(重庆医科大学临床学院产 
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科 提 供 ) ， 经 伦 理 委 员会 讨论 通 过 ．． D M F M 一 ¨ 2 培 养 慕 、 D —

H a n k s 液 ( H y r l n n r 公 司 ) ；胎 牛 血 清 ( 杭 州 阴 夺青 公 州 ) ；小 鼠

旬t 人 C D 2 9 一 F I T C
、

C D 3 4 一 P F 、 C D 7 1 一 F 1．r (：、 H I ．A — D I{ 一 I ，l一：、 I ( ：1 一

F IT c 、 I (；2 a — P E 单 抗 ( 天 津 m 和 于细 胞 有 限 公 司 ) ， 4 ， 6 一 乙 醚

基 一 2 一 苯基 吲哚 ( D A P I )( s i g m a 公 一J )
、 ，

1 ． 2 实验 方 法

l -2 ．1 B M s c s 的 分离 、 纯 化 与扩 增 兀 菌取 4 ～ 5 个 J 】引 产 胎

儿 的 四 肢 骨 骨 髓 细 胞 ， 加 入 m n l l 离 心 。 收 集 单 个 卡幺细 胞

D M E M — F 1 2 洗 涤 ， 涮 细 胞 浓 度 刮 5 ． 0 × 10
s 个 ／m l ， 接 种 于 培 养

瓶 中 ， 加 入 含 10 ％ }
、

B s 的 D M E M — F 12 ( 含 青 霉 素钠 l ()0 L l／ITl l ，

链 霉 素 l 【)(】M n l ) 培 养 液 ( 后 ㈨ ) ， 旨 3 7 。【：， 5 ％ 的 ( ：( ) ， 孵 箱 培

养 ；3 d 后 换 液 ， 去非 岵 壁 细 胞 ， 以 后 每 川 换 液 细 胞 传 代 培

养 至 第 1 2 代 ( P 1 2 ) 。

1 ． 2 ． 2 生 长 曲线 测 定 取 P 3 、 P 8 细 胞 各 5 例 ， 每孑L 5 ． () × 10
’

个 ／m 1 接 种 于 9 6 孔 培 养 板 ， 培 养 吲 前 。 J
：

第 2 ～ 7 r I ， ≈ 几取 3

孑L加 入 M
‘

丌 溶 液 ( 5 m ∥m 1 )2 0 ¨ l ， 继 续 孵 育 4 h 后 弁 I：消 液 ，

每孔 加 入 15 0 斗 l 二 甲 基 亚 砜 ， 振 荡 10 n ，i n ， 牌 驳 免 疫 伶 洲 仪 ，

4 9 0 n m 波 K 测 定 各孔 吸 比 度 值 ， 以 平 均值绘 制生 长 ⋯l线

1 ． 2 ． 3 组 化 染 色 取 P 5 制 作 细 胞 爬 片 ， 川 乙 酸 一 d 一 荼 酯 一

同 蓝 B 盐 法 、 钙 钴 法 、 过 碘 峻雪 夫反 应 ㈣ 分 圳 显 示 细 胞 的 小特

异 性 酯 酶 、 碱 性 磷 酸 酶 活 性 及 糖 原 禽 量 ， 计 数 2 0 0 个 细 胞 巾

的 阳性 细 胞 数 。

l -2 -4 B M s c s 的表 面 标 志 检测 取 P 3 、 P 8 细 胞 符 5 例 ， 川 成

5 × 1 0
’ 个 ／m l 细 胞 悬 液 ：、 每例 3 管 ， 分 别加 入 荧 光 怀 记 的 小

鼠抗 人 单克隆抗 体 ：(：D 2 9 一 F IT c ／c I) 3 4 一 P F 、 c D 7 1 一 ¨ r ( ：／H I ． A —

D R — P E 、 同型 阴性 对 照 小 鼠抗 人 I G l 一 F IT c ，l I：2 a — P E 各 2 () ¨ l

每 管 各 加 入 细 胞 悬 液 l 【)(1 ¨ l ；室 温 下反 廊 2 () m ⋯ 枷 人 1 ． 5 n l l

P B s ， 混 匀后 1 8 0 (】r／m i n 离心 5 m i n ， 弃上 清液 ；加 入 5 【)(】̈ l P I{ s ，

流式 细 胞 仪榆 测 ， c r l l 一 0 u 酬 软件 分析 。 ．

1 -2 ．5 细 胞 周 期 分 析 取 2 ． 0 × 10
s 个 P 8 乡}H胞 ， 7 0 ％ 冰 乙 酸

固定 1 8 h ， P B s 洗 涤 2 次 ， 加 入 2 0 0 斗 I 牛 胰核 精 卡发酸 陋 ( 1 m ∥

m 1 ) ， 3 7 ℃ 水浴 9陴育 3 0 m i n ；加 人 碘 化 内 啶 染色液 ( 5 0 斗 ∥m 1 )避

光 反 应 3 0 m i n ， 流 式 细胞 仪榆测 ， M u l t h r
�l e 软 件 分 析

1 _2 _6 D A P I 标 记 B M s c s 取 5 × 1 0
‘ 个 ／n l l 的 r 5 细 胞 ， 培 养

融合达 8 0 ％ ～ 9 0 ％ 时 ， 加 入 终浓 度分 别为 5 0 ¨ g ／m l 、 4 0 肛 跏 1 l 、

2 5 斗 g／m 、 5 ¨ g，m l 的 D A P J ， 孵 育 2 l l ；D — H a n k s 洗 六 术 结 合 的

图 1 B m
— M s c s 原 代 培 养 7 2 h 。

×2 0 0

1) A P I ， 』J11人
。

屯个：培 养 臻 j 一养 ， 避 此换 液 分 别 r 标 记后 酞

l 、 2 、 3 刷 n 荧 此镜 卜汁数 1)A I ，I ⋯ -

陀川 胞 ， 抓 i己术 ： D A 】

性 细 胞 数 ／细 胞 总 数 ．

1 ． 2 ． 7 统 汁学 处 州 川 蝌 ，s s l 2 ． 0 统 汁软 什 进 行 均 数 ￡

或 儿 伶验 数 抛 以 均 数 ± 抓 准 嚣 ( I、_ ± 一 ) 衷，J ÷， 以 尸< 0 ． 0 5

钟仃 统 计
。

、

≯：意 义

2 结 果

2 ． 1 B M s C s 的 分 离 、 培 养及 扩 增

原 代 培 养 细 胞 旱 网 彤 ， 约 4 h 开 始 m占壁 ；2 4 l

旱 恕 俊 形 ；2 4 ～ 7 2 h ⋯ 观 敞 往 乡}H胞 集 落 ， 细 胞 呈 {

形 、 i 拜J肜 及 多 角形 等 ( H 1 ) 。、 3 ～ 1 2 d 细 胞 数量 i

增 多 ， 早 旋 涡 状 乍 K ( 冈 2 ) 1． P 3 后 B M S C s 变 得 {

同质 ， 大 小 均 纠 j 全 P 1 2 后 ， 部分 细 胞 变 得 宽 _／

平 ， 胞 内 川1现 颗粒 等衰 老 征 象 ( I冬1 3 ) ；

2 ． 2 l { M s ( ：s 的 ，卜长 曲线

P 8 细 胞 的 增 殖 速 度 较 盼 稍 慢 ， 仉 差 异 无 2

学 意 义 ， P > 0 ． 0 5 、 两 代细 胞 具 仃 共 同乍 长特 征 ：!

滞 留 期 约 为 2 4 ～ 4 8 l � ． 对 数 增 殖 蝴约 为 3 ～ 6 r I ． 7 ～ 8 ．

进 入 平 俞州 ( 俐 4 )
。

2 ． 3 细 胞 化 学 染 色 结 果

I，5 一 B M s ( ：s 的 iF 特 异 性 酯 酶 呈 阳 性 率 为 s

± 3 ． 8 ％ ， 糖 原 附 件 率 为 8 6 ％ ± 2 ． 4 5 ％ ， 碱 性 磷 日

弱 m f}牛， 阳 一陀率 为 5 ％ ± 0 ． 7 6 ％ ( 图 5 ～ 7 ) ，、

2

1 ． 5

1

() ． 5

()

1 d 2 ( 1 3 d 4 d 5 ( 1 6 d 7 d

图 4 P 3 与 I，8 的 Ij M S C s 生 长 曲线

图 2 B M s c s 原 代 培 养 1()t

呈 旋 涡 状 生 长 ， ×4 0 ()

图 3 I ，
12 一 }{ M ㈨ s ， 细 胞 出现 衰 薏

× 2 0 0
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图 5 P 5 一 B M s c s ， A N A E 阳 性 ，

× 10 0

干

型
L L

图 6 P 5 一 B M s c s ， 碱 -眭磷 酸 酶 弱 阳 性 ．

× 10 0

0 5 1 2 0 7 l M M ． 0 0 2
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图 7 P 5 一 B M S c s ， l ，
A s 反 应 阳 性 ，

× 2 0 0
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图 8 P 8 一 B M s c s 表 达 c D 2 9 及 C D 7 l 。 不 表 达 c D 3 4 及 川 JA — D R

2 ． 4 流 式 细 胞 术 检 测 结 果

P 3 、 P 8 一 B M s c s 均 表 达 c D 2 9 及 c D 7 l ， 不 表 达

c D 3 4 及 H L A — I) R ( 表 l 和 图 8 ) 。 C D 2 9 与 c D 7 l 的

表 达 率分 刖为 9 9 ． 2 6 ％ ± 0 ． 3 2 ％ 及 9 8 ． 6 8 ％ ± 0 ． 4 9 ％ ，

其 荧 光 强 度 的 差 异 无 统计 学 意 义 ， P > 0 ． 0 5 。 P 8 的 细

表 1 P 3 、 P 8 M s c s 表 达 表面 抗 原 的荧 光 强 度 ( x ± s )

胞周期 分 析 ， G 。+ G 。期细 胞 为 9 3 ． 7 3 ％ ， s + G ：+ M 期 为

6 ． 2 7 ％ 。

2 ． 5 D A P I 标 记 B M S C s 的 结 果

荧 光 显 微 镜 下 ， D A P I 标 记 的 细 胞 核 发 明 亮 蓝

色荧光 ， 标 记 率达 1 0 0 ％ ；随 时 问 延 长 ， 荧 光 亮 度 和

标 记 率 均 逐 渐 降低 ；以 4 0 斗 ∥m l D A P I 标 记 细 胞 生

长 最 好 。 统 计 显 示 ：4 0 斗 g／n ，I 组 的 阳 性 率 高 于 2 5 、

5 肛 g／m 1 组 ， P < 0 ． 0 l ， 与 5 0 斗 ∥m l 组 问 的差 异 无 统 计

学 意 义 ；各 组 标记 浓 度 与时 问 的标 记 率 间 有 明 显 的

交 互 作 用 ， 即 随 时 问 增 加 4 种 浓 度 的荧 光 标 记 率 均

递减 ( 表 2 和 陶 9 、 1 0 ) 。

表 2 不 同浓 度 D A P l 标 记 B M S C s 的标 记 率 ( 竹 ： 9 )

注 ：高浓 度 组 标 记 率高 于低浓 度 组 ， P < 0 ． 0 5

0 吣N 0 0 N 0 m一0 0 I． 0 岫 o

H．g u

0 吣N 0 0 N o 协一0 0 — 0 ∞ 0

k
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图 9 D A P I 标 记 R M s c s l ( 1 ， × 2 0 0

图 1 0 D A P l 标 记 B M s c s 后 2 周 ， × 2 ()(】

3 讨 论

B M S c s 为 贴 壁 生 长细胞 ， 常采 用 密度 离 心 与 贴

壁 筛 选 相 结 合 的方 法 收集 ⋯
。 但 凶 细胞 来 源 和 各 实

验 室 的 条件 币̈ 试 剂 的 不 同 ， 所 报 道 细 胞 的 生 长 和 表

型 常 常 不 完全 一 致 。 B M S C s 丰 要 为 梭 形 ， 呈 旋 涡 状

生 长 ， 培 养 至 P 1 0
， 细 胞 出 现 衰 老 征 象 州

， 本 研 究 收

集 胎 儿 骨 髓 细 胞 ， 体 外 培 养 7 2 h 后 细 胞 贴 壁 较 稳

定 。 传代培养 至 P 3 后 ， 细胞大小 形 态 均 一

， 具有 M s c s

的形 态 特征 。 P 1 2 细 胞 才 }f l 现 细胞 形 态 变 异 等衰 老

征 象 。

传 代后 B M s c s 增 殖 速 度 加 快 ， 贴 壁 时 问 提 前 ，

对 数 增 殖 期约 为 3 ～ 6 d 、 7 ～ 8 r1 后 可 达 融 合 ， 细 胞 间 接

触 抑 制 不 明显 ， 细 胞 可 重 叠 生 长 。 F C M 分 析 只 有 少

数 P 8 细胞 处 于 活 跃 的增 殖期 ( 6 ． 2 7 ％ ) ， 大 部 分 的 细

胞 处 于 静息期 ( 9 3 ． 7 3 ％ ) 。 这 表 明本 实验 的 P 8 一 B M —

s c s 符合 干 细 胞 增 殖 特 点 【5 _
。

B M S C s 的 表 型 无 特 异 性 ，

一 般 认 为 不 表 达 血 细

胞 及 内 皮 细 胞 的 表 面 抗 原 以 及 H I． A Ⅱ类 抗 原 ⋯
。

c D 2 9 、 c D 7 1 等 为骨 髓 基 质 细胞 的特 异性 表 面 标 志 ；

C D 3 4 是 造 血 干 ／祖 细 胞 及 内皮 细 胞 阳 性 表 达 的 脂

多糖 受体 ， H L A — D R 是 单 核 细 胞 人 类 白细 胞 抗 原 兀

类 分 子 ， 抗 原 呈 递 细 胞 及 激 活 的 T 细 胞 ⋯ 性 表 达 ．

本 实 验 收 获 的 B M ∽ s 表达 c D 2 9 及 (：D 7 1 ， 不 表 达

c D 3 4 及 H L A — I) R ， 符 合 B M s c s 的 特 点 。 另 夕} ， P 3 、

P 8 细 胞 的 (：D 2 9 荧 光 强 度 均 明 显 高 于 c D 7 l ， 可 能

提 示 B M s ( 1s 上 c D 2 9 的位 点 多 于 ( ：D 7 1
、

、

为 进 一 步 了 解 l { M ∽ s 的 牛 物 学 性 状 ， 我 仃J取

P 5 细 胞 做 细 胞 化 学 检 测 ， 虬 其非 特 片性 酯 酶 及 糖 原

反 应 为 阳 性 ， Ⅲ 碱 性 磷 酸 酶 反 J、V 为 弱 15f1性 ， 与 ( 汛 ，

等㈣ 的研 究 结 果 - 敛 j 减 件 磷 酸 酶 是 成 骨 细 胞 的标

志 酶 ， 其 弱 阳性 可 能 反 J、V⋯ B M 一【? s 在体外培 养 过 程

中有 少 数 细 胞 向成
。

目
’

力
‘

⋯分 化 。

标 记 十 细 胞 的方 法 有 多种 ， 如 Y 染 色体标 记 法

以 及 基 洲 标 i L 法 等⋯ “
， 能 K 期 标 记 细 胞 ， 仉 也存 住

一 定 问 题 ， 如 报 告 基 ⋯ 在 H 的 细 胞 rfl 高 效 稳 定 表 达

的实验 周 期 长 、 成 功 率低等 。
、 D A P I 是 一 种 『I『Lj D N A

特 异 性 结 合 的 荧 光 染 料 ， 住 紫外 )匕的 激 发 下 旱 蓝 包

荧 光 ， 尢 明 显 细 胞 毒 性 ， ” 其 衰 减 较 快 、
、 本 实 验 用

D A P I 标 记 B M s (：s ， 以 4 0 斗 g／【111 T) A P I 标 i己 2 h 效 果

最 好 ， 标 记 率 达 1 0 () ％ ， 3 周 以 后 多数 细 胞 失 去荧 光 i ．

尽 管 在 激 发 光 长 时 11_jJ 照 射 下 ， 荧 光 会 淬 火 ， 但 实 验

巾始终 避 )匕操 作 ， 最 大 限度 减 少 荧 光 漂 h 对 实 验 结

果 的影 响 ， D A P I 还 是 较 好的 短 期 细 胞标 i己物 。
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重要的分子伴侣参与细胞内各种新生蛋 白分子的 

组装、折叠 、转运，维护了活性蛋白分子的结构和功 

能完整。另一方面，HSP70也积极参与机体免疫，参 

与识别与排斥肿瘤细胞的反应。单纯的 HSP70是 

不能起到增强肿瘤免疫原性的作用的，我们从小鼠 

肝癌细胞 H 中提取所得的 Exosomes中检测出的 

HSP70是结合了抗原性多肽的HSP，是 HSP一肽复 

合物(Heat shock protein peptide complex，HSP—Pc)目， 

它与一般外源性抗原不同，可诱导机体产生对其来 

源细胞具有杀伤活性的 CDs*CTL，与机体的抗肿瘤 

免疫有着密切关系。它不仅参加肿瘤抗原的加工呈 

递 ，而且可作为抗原递呈分子直接将肿瘤抗原呈递 

给 T细胞 ，激发 T细胞介导的特异性肿瘤细胞免 

疫。可观察到经过热休克处理后 HS—Exo高表达 

HSP70分子，说明 HS—Exo可能诱发机体产生更强 

烈的抗肿瘤免疫反应。(2)H 细胞经热休克后分泌 

的Exosomes高表达了HSC70，研究证明肿瘤来源的 

HSC70可诱导机体产生强大的 CTL反应并能部分 

消除肿瘤[61。其次，其携带的多肽可以有效的转移给 

抗原呈递细胞(APC)，以便于 MHC—I和 MHC—I1 

类抗原的呈递 。Exosomes可以通过 Exosome—APC 

和Exosome—T相互作用的方式促进抗原的递呈和T 

细胞的活化。甚至在缺乏任何多肽抗原刺激的情况 

下，HSC70也能刺激巨噬细胞诱导的T细胞活化[81。 

(3)HSP60是吞噬细胞所共有的一个特性 ，并且结 

合吞噬细胞表面的 HSP60受体 ，迅速引起吞噬细 

胞的胞饮作用。APC如树突状细胞(DC)和吞噬细 

胞可有效的吞噬凋亡细胞，识别抗原并将抗原提 

呈给MHC—I类分子，但是在生理状态下，由于缺乏 

危险信号分子的协助，这并不激活免疫系统的反 

应。表达于凋亡肿瘤细胞表面的 HSP60可向 DC和 

吞噬细胞提供必要的危险信号，从而使 DC和吞噬 

细胞分泌致炎细胞因子，促进 DC的成熟，并最终引 

起T细胞抗肿瘤免疫[91。HS—Exo中高表达的 HSP60 

在肿瘤免疫过程中是诱发机体 T细胞抗瘤免疫的 
·+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ -—。 -+ 一— 
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islets[J]．Blood．2005：106(2)：419—427． 

【8】 Le Blanc K，Ringden O．Immunobiology of human mesenchymal 

stern cells and future use in hematopoietic stem eell transplan tation 

叨．Biol Blood Marrow Transplant，2005；11(5)：321—334． 

『9]9 Guo Z，Yang J，Liu X，et a1．Biological features of mesenchymal 

stem cells from human bone marrow[J]．Chin Med J(Eng1)，2001； 

114(9)：950—953． 

【10】 Yao M，Dieterle T，Hale SL，et a1．Long-term outcome of fetal 

必要信号分子，在它的作用下无免疫原性的肿瘤凋 

亡细胞获得了免疫原性。(4)ICAM一1为免疫球蛋白 

家族的一种粘附分子 ，使细胞与细胞或基质间发 

生粘附，参与细胞的识别、细胞的活化和信号转导。 

ICAM一1与其配体的结合具有重要的免疫学功能： 

首先它介导了T细胞和 NK细胞对靶细胞的杀伤作 

用；其次，它还是T细胞激活的共刺激信号之一『2I。 

由于携带有丰富免疫分子如 HSP70、HSC70、 

HSP60、ICAM一1的热休克 肿瘤 细胞 来源 的 Exo 

somes为非细胞性结构，且未经基因修饰和外源基 

因导人，不含遗传物质，因此对机体潜在危害作用 

小，且制备简单易行，为研制有临床应用前景的新 

型生物制剂和肿瘤疫苗提供了新途径。 
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