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大鼠骨髓问充质干细胞适宜分离和培养条件的研究 

吕铁伟 ，田 杰 ，朱 静 ，刘官信 

(1重庆医科大学儿科学院心内科；2．重陕 科大学儿科研究所 ，重庆 400014) 

【摘 要】目的：寻求适宜有效的大鼠骨髓问充质干细胞(mensechs~l al stem cell，MSCs)体外分离、纯化和培养的条件，为 M 、s 

进一步的实验研究打下基础。方法：分~lj J[J贴壁筛选法和密度梯度离心法来分离和纯化 M 、s，并用不I州的接种密度、不同的 

血清浓度和不同的培养基检测细胞的牛 k情况，绘制出细胞的生长曲线；流式细胞仪检测 MS('s生 f乏周期 结果：细胞贴 呈 

纤维状生长，以 2×10 的浓度接种， 含 10t焰胎牛m清的 I)MEMAF12培养基中，37℃ 、5％C()̂细胞培养箱叶1，细胞生长状况 

良好：细胞在培养的最初几天处于牛 k的潜伏期 ，而后呈指数级生 k，随着时问的延伸，细胞的生长速度减慢 ：而流式细胞仪 

检测示细胞大多处于G ( 。期：结论：住适宜的培养条什下，MSCs在体外培养的过程中生长状态良好，增墒迷 快，为进一步 

的研究打下了基础 
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Study on suitable isolation and culture of mesenchymal stem cel l of rats in vitro 
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【Abstract】O／,j~tize： I、。explore the meth(×l of i．~lation，purificati()11 a11d Jhure 0f rat nlesenchyn1a1 sten1 cciI (MS('s)i11＼it11 J i11 

order tO provide all experinmntal basis fc>r ful‘ther study．Met&zls：M 、_were acquired by adhesive screenillg alld density gradiel11 Cel 

tri{ugation methods．The growth of M 、 at differelIt plate densities，different serum concentratio11s a11d different c L1hLlr℃111c【li；1 wer 

obser,'ed and their growth curves were charted I'he cell cycle was detected by flow cytometer
． Result ： Fhe a([herenl a11(t fil)n)1)1a t 

shaped cells were in g~~xt growth state，which were plmed at 2× 1() ／ml and cultured in I)MEM／F12 n1c(1'll】11、ll1]1)lemented＼vith 

10％ fetal bovine seruD1 a1ld placed il1 37 、，5％C( incubator C'e[1s grew slowly the first several days aftel·plated
，tl 1 thc growt}1 

accelerated at index speed． I'he results of the cell cycle detection demonstrated that most of M 、s were il1( 1(；】pha c ("om， 77：I11 

suitable conditions，M 、s show stable growth and rapid Im~liferation in＼，itro 

【Key words】Mesenchyn1a1 sten1 cell；Cell cLlhu Rat 

骨髓问充质 卜细胞(MSCs)足巾胚层来源的具 

有多向分化能力的干细胞，存在于不同种属如鸡、 

鼠、兔、犬包括人在内的动物体内，主要分布在全身 

结缔组织和组织器官中，以骨髓组织中含量最为丰 

富，胎儿脐血中亦叮分离得到 =其在不同的诱导 

条件下具有向成骨细胞、成肌细胞、成软骨细胞、肌 

腱细胞 、脂肪细胞和基质细胞等中胚层细胞分化的 

能力 -4 1，其多向分化的潜能为心血管疾病 、冲经 

系统疾病和骨关节疾患的治疗提供 r一条全新的探 

索空间。而 MSCs的体外培养 、分离纯化和培养是 

作者介绍：吕铁伟(1973一 )．男，助教，硕士． 

主要研 究方向 ：干细胞研 究 
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进行以 卜实验研究的第一步，探 寻一适宜和有效的 

MSCs的培养条件，以期获得生长状态 良好 、较纯化 

和足够数量的 MSCs，为进一步的研究仃下基础 

1 材料与方法 

1 1 主要 试 剂及 实验动物 

I)MEM／F12培 养基 (Hyclolle，L ＼)，f圮等 胎 } m 消 

(I{yck~lle，USA)，胰酶 (上海 牛 I )，储酸 缓 冲液 (j匕疗 

『l )l Wistar大鼠，体再 15()g左右．雌雄 4 ． 于重恢医科 

大学艾验动物中心： 

1 方法 

1 2．1 火鼠 MSCs的体外分离培养 

采用贴壁筛选 和密度梯度离心两 种 ‘法来 分离大 鼠 
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1 f 比牲由此 f M【 地化塘 I_1：呲一圮 ”J 

比星钠 ! k 世 l脾雌怫辞址蚍 严惜E ¨ F耻【L{ 

l“ ￡甘 监{t【_l 1、 舳 【}MEM 1 l0jn 埘 

哥髓眭进{T眨虹冲涟，孵 ，r跳稿僻 0 ⋯ 悬 档 ～离心符 

I 511n r／nun -弃 12 ． 『J_乜沉洼 ’fi ■雎 青 

III l 0府‘̈ 清州 DMI-：~,i1· 墙 L 小心噶十 J成却】坦悬 

l酏．Lg,】 I ⋯J 2，1：f r ⋯1、3 I【r _1】I n 非 ～ 

圳曾5‰ lf} ‰2(I。％帕牛 浩岫 IY,,II 、培蚌 巾 #  ̂

51}州 们J 虮 j7t · ̈  培 车箱巾培养，如川南厦玮 

压舟 L 1t 培 赢离一 扶褂的"ill』 渡小心} ^所光 

有衍鹰由 【I177的 ll融‘ 离 池怕 恃i i J 5U1)r／ 

ml̈离 li ḧ _j．取 fI】们 性铷 胞 【 I P●-1，2 

l̈ ïJ 3、I r l 1 n 1矗J 愤种． 圳种 ～ 『 ，『日浓啦血清 

的培牟 中 皆凡蜘眦蚺莽 墒瘁 

I 2 2 、 帕传ft 

q 3  ̂ fv-'ellift拙做 I[k 恃川腿 i- ll I J湍帆幢 

时 川 II 2s 1的噙酮世f】f r。l化 w 5 i llll}0怅鹰．拄 1．2 

们比例饽 墙嚣 

i 3 N̂ till缱 

1 3代 船莽 呲 I衙雌川 牧 蚺 爿⋯胞 

帐 打5 IIl Ⅲl 挂忡干 扎 舱培养性I1-．2．11 川鹏 

施 化扎扳巾3 I-扎 i11黜胞 J̈ I致．琏绌- 暇 3扎 “ 

下部】地l：满扎叫停II_l数．̈ ¨m川)询槌 幅 蚓J船敞 

姒啦 訾划，1 kIu『纯 

{ Ⅵ 细瞧圊 协础 

q{牛【：特志 舒怕圳触，毗 ．Il化 制】止圳眦钍池 

耀f々的7i} *L 定 _̈Ⅲ，瑚冷 pIk'S滞* 离D． I I r雌 

ln1 n々 1 、、’I1让理 3I m． ： IÎ ⋯ g_】l fi[JI【他 忙 

{PÏ ll 4l蛙 也3Unlit【 卸1,L-他 

2 结 果 

2 I s 分 离 纯化 吃培 乖 

吼坚筛J堡法拱得的 M 披种 241 可见大 

最的世 十 n1咆悬浮 培养壁巾．Ilj l l 冲洗 

岳f—J 少 散布行市帕 啭绑忸．垡多 肜 幢̂ 棒 

状[ I)． 代培养 3 {地液，例 皿 镜 吧寮． 

绌咆呈棱牲或 f ．集落 r 或H H K．J r 

仃j暑浮 少丝的造血T钏眦 If_f 芹堵荆j寸州的 ． 

造血 F 膻做俐掉 陵 MN 得lI纯化：l rtl南眨梯 

厦离心法扶甜的细_旭州禽育艰少的造 r 卅咆． llJ眦 

纯fE设粜灯 细胞．岵 迪噬陕II刮2)；阿l科矗法执得 

日口细拖tK 划没 JYJ 摹I}l』． f 培柞i 0 n胞 一般 

7 Ill A：~ffl满帆 ． 代后川J1 增 日 坐『堑_哑№， 

求鼎 牛长， 眦肜怎与惮代何I似c 3 4)．j 5 K 

f!lI 叮传f 12细I_包 j均一 E r精 1i_三吝奸． l：命『J日 监 

囤 用贴壁筛选珐获得的培养 3天j勺细胞 ．可见培莽基 中 

混悬有大量的造血干细胞 ．而 、I-4 刚基本不能看见 

放大倍数 ： IIj{1 

t 

囤 用密度拂度离心法蔷得的培养 1无的细胞．可见细胞 

背景转清晰，内含的造血干细胞很少# 中 I t已呈 

多有形 jj盘大倍数 lill 

圉3 培养 【{i天盼 ～ ，细胞呈纤维状分布．内有少蕈造 

血干细胞 放大倍数 ： ¨̈ 

图 4 传代岳 1211的 MR ．皇田胞形恋好，均日贴壁．来见造 

血干鲴胞 放大倍数 ： ⋯{l 
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2．2 不同培养条件对 MSCs生长的影响 

分别采用 5t}6、10％、20％的血清浓度来培养细 

胞，结果发现 5％、20％浓度血清培养的细胞生长较 

10％的速度缓慢 ，同样 ，不同的接种密度和不同的培 

养基的 PH值均会对细胞产生影响，贴壁筛选法获 

得的细胞以2×10 ／m!浓度接种、密度梯度离心法 

获得的细胞以 1×10 ／ml浓度，培养基pH在7．2左 

右，在该条件下细胞生长状态良好 

2．3 MSCs生长曲线 

实验中发现传代后的细胞生长曲线大致相同， 

接种后的第 1、2天细胞数没有明显的变化，第 2天 

比第 1天的细胞数量还稍有减少，可能为细胞的潜 

伏适应期。从第 3天起，细胞大量增加 ，至第 6天细 

胞量达到高峰，以后细胞增长速度减慢。根据细胞 

倍增时间的计算公式 Td=t×log2／(1ogN 一l0g o) 

计算出细胞倍增时间为 42h。生长曲线如图 5所 

，l 

1 2 3 4 5 6 7 8 
增殖时间 

图 5 MSCs生长 曲线 

2．4 MSCs细胞周期 的测定 

采用流式细胞仪方法对 MSCs进行细胞周期的 

检测，结果显示 MSCs中 S+( +M 期的细胞约占 

20％，而处于 GI1G1期的细胞约占80％以上，即大部 

分细胞处于静止期，显示了 MSCs在体外只增殖不 

分化的特点。 

3 讨 论 

组织工程学是刚刚发展起来的新兴的一门应用 

学科，是利用组织学、细胞学和分子生物学等技术， 

用体外培养的方法将某些具有干细胞特性的细胞诱 

导分化为我们所需要的组织甚至器官，为临床上受 

损组织或器官的修复开辟一条新的途径 ，而种子细 

胞是组织工程学技术三大基本要素之一：MSCs是 

新近发现的一种干细胞，它同样具有干细胞 自我更 

新和多向分化的潜能，在一定的诱导条件下，可分化 

为多种胚层细胞，为这些系统的受损或缺如起再生 

和修复的作用，MSCs主要存在机体骨髓腔中，取材 

方便，对机体损伤小，更重要的是进行 MSCs移植时 

不会出现免疫排斥反应，故对 MSCs的研究越来越 

受到广泛的关注。 

本实验中分别采用贴壁筛选和密度梯度离心两 

种方法来分离 MSCs，贴壁筛选法是根据 MSC在培 

养瓶中贴壁生长而造血系细胞呈悬浮生长的特性将 

两者进行分离l5 J，密度梯度离心法是利用 MSCs与 

其他细胞的密度不同而用 Percoll、Fercoll等细胞分 

离将其分离出来--6，后者的细胞纯化效果好 ，细胞 

生长快 ，但两者 的细胞周期并没有差异，骨髓 中 

MSCs的含量很少 ，每 10万个单个有核细胞中大约 

有 1个 MSC，且随年龄的增加细胞数量逐渐减少， 

但在体外培养过程中细胞生长速度加快 ，在培养 10 

代之前细胞呈指数级生长，后随着培养时间的延伸， 

细胞生长减慢。通过细胞的生长曲线可知，MSCs 

经历了生长迟缓期 、对数增殖期和平台期 ，传代后细 

胞在短时间内迅速贴壁，接种成活率较高，增殖更 

快，因此在体外实现快速大量扩增 MSCs是完全可 

能的： 

在 MSCs的培养过程中，培养细胞受贴壁时间、 

种植密度、血清浓度 、培养温度和培养基的 PH值等 

条件的影响一 。贴壁时间早则细胞数量少生长困 

难，时间晚则使 MSCs粘附在培养器皿表面，使细胞 

增殖周期延长，这可能与 MSCs分泌的细胞因子促 

进细胞分化有关；细胞生长受细胞问相互作用的影 

响，种植密度过高会引起细胞问的接触抑制，过稀导 

致细胞问分泌的细胞因子不足而减慢生长，文献报 

道 MSCs能分泌 IL一6、IL一7、IL一8、IL一1、( — 

GSF、DSF、SCF等多种细胞 因子，对支持造血和维 

持细胞生长分化十分重要一 ；血清为培养细胞提供 

营养成分，低浓度血清由于营养成分含量低而不能 

满足细胞生长的需要，高浓度的血清中由于含有大 

量促进细胞生增殖的因子，易引起细胞增殖分化，使 

细胞过早出现老化，反而不利于细胞的生长：细胞 

大部分处于Gl G 期，说明MSCs作为干细胞在体外 

的培养过程中只扩增而不分化的特点： 

MSC 不仅可以分化为中胚层起源 的组织细 

胞，还可以跨越胚层分化为外胚层来源的组织细胞， 

因此通过 MSCs移植修复许多组织和器官的损伤和 

缺失成为当今研究的一个热点，我们通过探索获得 
一

条高效 的 MSCs分离 、纯化和扩增 的方 法，为 

MSCs的进一步研究打下基础。 
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关(j <0．01)，I夫I此 Fuhrman 对』 分级结合 I)NA 

倍体测定对肾细胞癌颅后判断仃营较好的应用价 

值 一 

细胞核形态参数如核大／J、、 fj 、周长和肜状因 

子等，都可 以眨映细 胞 的异 ，孩 的 大小 是 

Fuhnnan病理分级的 础要素，与临床预后关系密 

切：面积、周长和形状因子能较好地反映细胞核的 

异型性 ，相同面f! 情况下，周长和肜状 因子值较大 

时，说明胞核形状偏离圆形的偏离 (F I ~i加，r大J』而异型 

性也较大? 

与流式细胞 (flow cytornetr}t，FCM)卡}1比，图 

像细胞术(image cytometry，ICM)住肿瘤诊断上的 

应用显得更为简 实用，成本低，埘十于料要求低，由 

于能定苣测定瘤细胞的多个参数．已广泛用于H[p瘤 

的癌前病变与癌的鉴别的研究 采用 Fculg 染色 

技术，能够通过光密度的测定，r解肿瘤细胞核 

DNA的倍体情况，义呵在测定 I)N 含鞋的『 时获 

得其核的多个形态参数(大小、 积
、周长 、形状冈子 

等)～肾细胞癌由于临床分级 系统以及传统的病理 

组织分型对预后的预示作用不 想，而基于细胞核 

形态的病理分级干̈ DNA倍体分布是独立于其他指 

标的与预后密切们关的因素，bl~lL我们认为
， 对于肾 

细胞癌的病例， 仃条件的情况下，町虚用图像分析 

仪进行检测，根掘细咆核形态而进行较准确的病理 

分级并同时做 I)NA倍体分忻，协助临J术判断肿瘤 

的发展及预后和制定合理的治疗 ‘案： 
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