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体外培养大鼠骨髓基质细胞生物学特性研究 

杨 琴 1，曾志磊 -，谢 鹏 1，杨 军 1，吕发金 z 

(1．重庆医科大学附属第一医院神经内科；2．重庆医科大学附属第一医院影像科，重庆 400016) 

【摘 要l目的：观察体外培养大鼠骨髓基质细胞生物学特性，为诱导骨髓基质细胞分化形成神经元及分化机制和移植治疗脑缺 

血大鼠的研究奠定基础。方法：取 4周龄 Wistar大鼠，全骨髓法体外培养骨髓基质细胞，利用倒置相差显微镜观察原代及不同 

传代细胞生长形态特点 ，并应用间接免疫荧光法鉴定原代及不同传代细胞表型。结果 ：培养的骨髓基质细胞第 3代，细胞增殖 

能力已趋于稳定，骨髓基质细胞表面标志 CD54、CD44阳性的细胞已占到 95．18％、94．36％。造血干细胞表面标志 CD14阳性的 

细胞已从原代的23．19％降低到 2．37％。结论：传 3代的细胞已适合于细胞诱导分化，可作为理想细胞移植治疗的细胞来源。 
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Study of biological properties of bone marrOw stromal cells 

in vitro in wistar rats 

YANG Qin，et al 

(Department of Neurology，the First Hospital Affiliated，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To observe the biological properties of bone marrow stromal cells(MSCs)in vitro in Wistar rats for in— 

ducing MSCs to differentiate into neurons and transplantating MSCs to treat cerebral ischemic stroke．Methods：The Wistar rats 

for 4 weeks old were sacrified，the bone marrow separated and the MSCs cultured，and the biological properties of the cells ob— 

served by phasecontrast microscope．Cell surface markers were evaluated by indirect immunofluorescence cycochemistry staining in 

primary and different generation cells．Resu／ts：95．18％ and 94．36％ of the third generation ceils showed positivity to CD54 

and CD44 (MSCs surface marker)． I1Ie percentage of hematopoietic lineage marker CD14 decreased obviously from 23．19％ in 

primal culture of the cells to 2．37％ in the third generation．Conclusion：Th e third generation cells call be used as the 

seed—cells for study of cells induce and differentiation an d the resoure of cells transplantation． 
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骨髓基质细胞 (M锄 w stromal cells，MSCs)又 

称骨髓 间充质干细胞 (Mesenchyrmal stem cells， 

MSCs)，是成体干细胞之一，具有多项分化潜能，能 

向骨、软骨、肌肉、神经等中胚层或外胚层组织细胞 

分化 ，是组织工程中重要的种子细胞之一，并且 

还具有取材方便，扩增迅速，可自体移植等特点。因 

此，具有广泛的应用前景。本实验采用全骨髓贴壁 

法体外分离培养大鼠骨髓基质细胞，并对其生物学 

特性进行了研究，现将结果报告如下。 
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l 材料和方法 

1．1 实验动物 

健康 4周龄 Wistar大鼠，雌雄不限，由重庆医科大学实 

验动物中心提供。 

1．2 主要试 剂 

DMEM／F12培养基购自Hycolne公司；胎牛血清购 自杭 

州四季清公司，0．25％胰蛋白酶一0．04％EDTA购自 Hycolne 

公司，MTI"购自sigma公司，兔抗大鼠CD54、CD44、CD14一 

抗及羊抗小鼠二抗一FITc购 自武汉博士德公司，其余试剂 

均为国产分析纯。 

1．3 大鼠MSCs的体外分离和原代培养 

参考文献的方法哜 有改动。将大鼠脱颈处死，浸入 75％ 

酒精中5min，无菌条件下取出双侧股骨、胫骨、肱骨，剔除肌 

肉和脂肪组织 ，露出骨骺端，用5ml DMEM／F12完全培养液 
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率达最高，为 93％，其形态与原代细胞无明显区别， 

24h细胞已开始增殖。 

细胞生长曲线显示，第 1代、第 2代细胞生长不 

规则。第 3代开始，细胞从传代后第 2天，数量即开 

始增加，第 4～5天增幅最大，至第 6天细胞达峰值， 

以后略有下降，传代后对数生长期为 2～4天，对数生 

长期结束后，第 7天细胞生长缓慢，进入平台期。 

2．3 间接免疫荧光法鉴定细胞袁型 

从原代至第 3代各代细胞表达 CD54依次为： 

73．38％、83．46％、9123％、95．18％；表达 CD44依次为 

76．56％ 、85．37％、90．78％、94．36％：表达 CD14依次为 

23．19％、12．36％、6．78％、2．37％：这表明我们培养的 

MSC传到第 3代后纯度已达到 90％以上(见图3～8)。 

图3 CD14原代(x200) 

图4 CD14第 3代 (x200) 

图5 CD44原代 (x200) 

图6 CD44第 3代 (x200) 

图 7 CD5原代 (x200) 

3 讨 论 

图 8 CD54第 3代 (x200) 

MSCs是一种增殖能力较强的、存在于骨髓非 

造血组织中的多能干细胞。德国病理学家 Cohnh im 

于 1867年首次提出骨髓中存在 MSCs的概念。1974 

年 ，Friedenstein在培养全骨髓时发现少量贴壁细 

胞 ，有成纤维细胞样的集落形成单位 ，并能传代和 

分化为纤维组织 、骨、软骨，此即是 MSCs[61。随后的 

研究发现 MSCs能跨胚层，向内胚层及外胚层的组 

织、细胞分化 。并且在不同的组织中也发现 MSCs， 

按照不 同组织来源分为骨髓 MSCs、脂肪源性 

MSCs、脐血 MSCs等，其 中由于骨髓取材方便 ， 
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MSC 含量多，分离培养简便成为最主要的来源。因 

此我们选用骨髓分离培养 MSCs。 

目前常用的 MSCs分离培养方法有 3种：贴壁 

筛选法、密度梯度离心法和免疫法[7--91。传统的贴壁 

筛选法，也称全骨髓法或一步法。根据 MSCs具有黏 

附贴壁生长的特性，通过换液去除骨髓单个核细胞 

中的造血干细胞和其他细胞 ，得到贴壁细胞，并利 

用 MSCs培养基进行传代筛选，已得到较纯的细胞。 

此法操作简单，价格低廉。密度梯度离心法是根据 

各种骨髓细胞 比重不同，加入分离液(Percoll液或 

Ficoll液)，通过离心获取单个核细胞进行贴壁培 

养，操作较复杂。用 Perco11液分离时，会丢失大量的 

MSCs而不能有效地达到较高的分离率；用 Ficoll液 

分离时，分离的有核细胞中混有成纤维细胞 ，长期 

培养中，由于成纤维细胞的优势生长，最后得到的 

贴壁细胞大部分为成纤维细胞。免疫法主要有流式 

细胞仪分离和免疫磁珠分选技术。是利用细胞表面 

特定标记物的组合而进行筛选，直接得到较纯化的 

细胞。流式细胞仪费用昂贵，细胞经过机械剪切和 

高压静电作用，很难保持细胞活性不丢失；并且无 

法进行无菌分选。应用特异单抗的免疫磁珠分选技 

术可分离某些类型的细胞，但分选的细胞分化潜能 

不如未分离细胞，而且目前对 MSCs的研究尚缺乏 

非常有特异性的标志分子。应用多种细胞表面标记 

物试图分离得到真正纯化的 MSCs，如阳离子标记 

CD29、CD44、CD54、CD49、CD90、CDl05、CDl66、 

SH2、SH3、SH4、和 阴 离 子 标 记 物 CD14、CD31、 

CD34、CD45、CD133、HLA—DR等并未显示比通过简 

单分离、短期培养得到的细胞更为纯化⋯ ”。因此我 

们选用贴壁筛选法培养 MSCs。细胞培养至第 3代 

时，MSCs的细胞表面标志 CD54和 CD44表达阳性 

的细胞已占到 95．18％、94．36％；造血干细胞的细胞 

表 面标 志 CD14表达 阳性 的细胞 已从 原代 的 

23．19％降低到 2．37％，与 Mari等112~]41报道的相似。我 

们认为第 3代细胞已较纯化，故选用第 3代细胞进 

行细胞的诱导分化及近一步研究。 

成年动物长骨骨髓腔内以黄骨髓为主，且以脂 

肪为主要成分。若以成年动物长骨骨髓为来源，直 

接进行 MSCs培养，培养出的细胞以脂肪细胞为主， 

MSCs所占比例非常小。并且骨髓中的MSCs含量极 

少 ，大约每 104 105个单个核细胞 中含有 1个 

MSCs。这样少的MSCs很难满足细胞工程等实验研 

究的需要。幼年动物骨髓腔内以未分化、具有多潜 

能分化的各种幼稚细胞为主，是培养 MSCs来源的 

理想选择。本研究以4周龄的Wistar大鼠幼鼠的股 

骨、胫骨、肱骨骨髓为来源，进行 MSCs培养，取得满 

意的结果，细胞活力强、增殖旺盛，随着多次的换液 

及传代，红细胞及造血干细胞等非贴壁生长细胞迅 

速减少，第 3代时已较为纯化，可用于其他研究。 

从形态学上观察，原代培养的 MSCs在培养瓶 

壁上形成若干细胞聚集区，区内细胞形态小 、排列 

紧密，外侧围绕少量呈漩涡状的较大细胞。用胰酶 

消化后，聚集区细胞分散成单细胞 ，重新种植仍呈 

聚集性贴壁生长。因此认为 MSCs具有克隆样生长 

的干细胞特性，聚集区中心细胞生长活跃 ，外围较 

大的扁平细胞为聚集区内较小细胞提供滋养，有利 

于较小细胞的生长和增殖113·141。 

我们对 MSCs生长 、增殖能力应用 M1-r法进行 

检测 ，发现第 1、2代细胞生长不规则，结果可能与 

第 1、2代细胞含有造血干细胞掺杂有关，第 3、4代 

细胞增殖曲线有明显滞留期 、指数生长期和平台 

期。结合细胞表面抗原 CD54、CD44、CD14的鉴定， 

提示我们培养的 MSCs从第 3代后，细胞增殖能力 

趋于稳定 ，且相对纯化，已消除了造血干细胞对试 

验的影响，可用于后来的试验研究。 
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1、4、12周，A组中神经元数 目在 4周内不断减少 ， 

但减少的速度变慢，神经元并不是一直减少下去 ， 

术后 12周神经元数 目没有继续减少，说明坐骨神 

经切断 4周后，神经元数 目就基本稳定 ，神经元的 

死亡不再增多。术后 1周 ，各组之间相比无明显差 

异(P>0．05)；术后 12周 A组的恢复率高于 B组，差 

异有显著性(P<0．05)；与 C组相比无明显差异(P> 

0．05)；说明 GAM能够明显增加脊髓前角运动神经 

元的数目，改善神经元的功能。 

3．3 GAM对 iNOS表达的影响 

周围神经损伤后脊髓 内iNOS合成增加 ，iNOS 

阳性细胞产生过量 的 NO，NO可 与超氧 阴离子 

(OZ一)反应生成亚硝基阴离子(ONOO一)，之后也可生 

成羟 自由基(OH一)和 NO，这种过程周而复始，对氧 

自由基产生起到级联放大作用，促发了细胞凋亡的 

发生嗍。因此，我们通过免疫组化来研究 GAM对脊 

髓组织中iNOS表达的影响，以此来了解 GAM保护 

神经元的机制。结果显示：术后 4周，GDNF—GAM 

能够减轻坐骨神经损伤诱导的 iNOS合成增加；并 

且 iNOS的减少和存活神经元的数量是一致的，说 

明 GAM能够通过向体内转染 GDNF，表达的GDNF 

不仅可以减少 iNOS合成[91，而且可以对抗 iNOS促 

进神经元凋亡的作用【埘，最终保护了神经元。 

本实验表明 GDNF基因活化的细胞外基质可 

以促进 GDNF mRNA在脊髓中表达，增加前角运动 

神经元的存活率，其机制与iNOS受抑制有关。 
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