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=B大鼠骨髓间充质干细胞的分离培养和鉴定!

赵! 瑛
（重庆师范大学 生命科学学院，重庆 C###CD）

摘! 要：目的：探讨体外分离培养 =B大鼠骨髓间充质干细胞 -E=0:的方法，检测传代细胞的细胞周期，并分析部分
细胞表型，对 -E=0:进行初步的鉴定。方法：密度梯度离心结合贴壁培养法分离培养 -E=0:，传代扩增，倒置显微镜
进行细胞形态学观察，免疫组化检测细胞表面抗原，流式细胞仪检测细胞周期。结果：密度梯度离心结合贴壁培养

法能有效分离纯化 -E=0:，细胞呈均一的成纤维细胞样，细胞周期显示 F#) %GH I% 代细胞处于 J# K J% 期，免疫组化

结果为：0BCC、0B"F 阳性、0BLC 阴性，说明培养的细胞即非造血干细胞，也非成纤维细胞。结论：本实验分离培养的
细胞群与间充质干细胞的生物学特性吻合，说明密度梯度离心结合贴壁培养法能有效分离纯化 -E=0:，细胞稳定表
达 0BCC、0B"F，是实用、可行的方法，所培养的细胞可用于细胞移植等研究。
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! ! E=0: 因为具有高度自我更新能力和多向分化
潜能，是细胞治疗和基因治疗的首选靶细胞［%］。但

骨髓中 E=0:的含量非常少，每 %# 万个单个核细胞
中大约只有 % 个 E=0:［"］，且随着年龄的增长细胞数
量逐渐减少，如此微量的 E=0: 难以满足治疗的需
要［L］。因此，寻找适宜的 E=0:体外分离纯化方法，
对于进一步研究 E=0: 的生物学特性，为临床服务
尤为重要。

% 材料和方法
%) % 材料
清洁级 =B 大鼠（第三军医大学动物实验中

心）；密度为 %) #DL2 K 6P 的 Q9->+.. 淋巴细胞分离液
（天津 RSB 公司），PJOBE?E 和胎牛血清（T<>.+(9
公司），胰蛋白酶（ =426’ 7=N），兔抗大鼠 0BCC、
0B"F、0BLC（博士德公司），0U" 恒温培养箱

（=N5VUE0UO%*N0 型），UPVEI7= 0WOC# 型倒置
相差显微镜，IS=。
%) " 方法
%) ") % -E=0: 原代培养! 选用 G 周龄健康 =B 大鼠
（约 %*#2，雌雄不限），颈椎脱臼法处死。准备两套
已消毒的手术器械，用第 % 套器械除去大鼠双下肢
腿部的皮肤，然后在尽量保持大鼠双股骨和胫骨的

完整性的条件下，将大鼠双下肢剪下，将剪下的股骨

胫骨置于已消毒并盛有含双抗的 IS= 平皿中，转移
置于超净工作台上。然后在无菌条件下，用第 " 套
器械处理股骨胫骨上残留的肌肉，用剪刀分别剪去

股骨胫骨的两端，暴露骨髓腔，用 * 6P 注射器吸取
C 6P含 %*H胎牛血清的 POBE?E 冲出骨髓，用吸
管将平皿中的细胞悬液吹打混匀，然后将悬液贴壁

轻轻加入到预置等体积 Q9->+.. 分离液（ %) #DL
2 K 6P）的离心管中，悬于上层，离心，"*## - K 64(，
L# 64(，收集云雾状白膜层的单个核细胞于另一离
心管中，PJOBE?E 洗涤两次（%### - K 64(，* 64(），
弃上清液，用含 %*H胎牛血清 PJOBE?E重悬细胞，
以 %) * X %#* K >6" 接种细胞于培养瓶中，于饱和温

度、LDY、QTD) "，*H 0U" 恒温培养箱，并标记为原

代（I’::’29 #，I#）。以后每 L @换液 % 次，换液后于
显微镜下观察细胞生长情况和形态特征。

%) ") " -E=0: 传代培养! 原代细胞达 $#H融合时，
#) "*H胰蛋白酶消化贴壁细胞 " Z L64(，按 %[ L 比
例传代培养，直到贴壁细胞接近融合，再重复上述操

作，反复传代扩增，并标记为 I%OI* 代等。
%) ") L -E=0:细胞周期的测定! 取 I% 代 -E=0:，弃
培养基，IS=冲洗，胰酶消化后，IS= 制成单细胞悬
液，%### - K 64(离心 * 64(，重复 " 次，D*H冷乙醇固
定，%### - K 64(离心 * 64(，弃乙醇上清液，加入等体
积的碘化丙啶与细胞悬液混合，于 CY放置 "# Z L#
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!"#，测定前用 $%% 目尼龙膜过滤样品于 &% !’专用
小试管中，上流式细胞仪检测。

&( )( * +,-./ 的表型分析 0 取 1* 生长状态良好的
细胞，制成细胞爬片，*%2 3 ’ 多聚甲醛固定，14- 冲
洗，%( &5 6+"78#9&%% 通透，过氧化氢消除内源性过氧
化物酶，加 :54-;，加一抗（兔抗大鼠 .<**、.<$*、
.<)=），同时用 14-作为一抗设置阴性对照，$>?孵
育 &@，加生物素化二抗，加 -;4.，<;4显色，苏木素
染色，脱水、封片、显微镜下观察。

) 结果
)( & 细胞培养情况
骨髓单个核细胞接种于培养瓶后，细胞呈圆型，

大小不一，悬浮于培养液中。)* @ 后部分细胞开始
贴壁，呈圆形或多角形。第 $ A 换液后，可见少量短
梭形、星形细胞分散贴壁生长，伸出伪足呈逗点状或

短棒状；B A左右可见放射状排列的细胞集落，伸出
长短不一、粗细不均的突起、胞核大、核仁清晰（图

&）。约 &* A 细胞融合 C%5 D =%5，呈漩涡状（图
)）。传代细胞比原代细胞贴壁快，)* @ 内已全部贴
壁、伸展，增殖迅速，均匀分布生长，B D > A可见长梭
形细胞 C%5 D=%5铺满培养皿形成单层。

图 &0 第 B 天 1% 代 +,-./

图 )0 第 &* 天 1% 代 +,-./

)( ) 细胞周期测定
1& 代 +,-./ 第 B A 的流式细胞周期检测：E% 3

E& 期为 =%( &B5，- F E) 3 , 期为 =( C:5，在本实验
所获得的 +,-./绝大多数处于静止期，只有极少量
细胞处于增殖期。

)( $ 细胞表面抗原鉴定
免疫组化染色显示 1* 代 +,-./.<)=、.<** 有

阳性表达，阳性细胞表现为胞浆呈棕色至棕褐色，细

胞核周围最明显（图 $9.、<），空白对照组（图 $9;）
和 .<$*（图 $94）均未见着色，说明各抗体均有特异
性。

$ 讨论
目前，获得 ,-. 的方法主要有贴壁筛选法、密

度梯度离心法、流式细胞仪分离法、免疫磁珠分选

法［*］。贴壁筛选法是利用细胞贴壁时间及贴壁牢固

性的不同，逐步将非贴壁细胞和其它杂质细胞去除

的一种简单易行的方法，但该方法所获得的细胞纯

度不够；密度梯度离心法是根据 ,-. 与其它细胞密
度不同而采用 G"H8II 或 1J+H8II 分离液，其优点是对
细胞的活性影响较小；流式细胞仪分离法是根据不

同细胞具有不同的表面标志，以荧光抗体与细胞表

面标志结合，然后用流式细胞仪进行分选，该方法的

优点是分离迅速、纯度高，但仪器昂贵，费用较高，含

量太低的痕量细胞难以分离，要获得无菌的细胞制

剂比较麻烦，而且不能处理大量的样品。免疫磁珠

分选法是根据磁珠既可结合蛋白质又可被磁铁所吸

附，经过一定处理将抗体或抗原结合在磁珠上，使之

成为抗体或抗原的载体，磁珠上抗体或抗原与特异

性抗原或抗体结合后，形成抗原9抗体磁珠免疫复合
物，这种复合物在磁力作用下，发生力学移动，使复

合物与其他物质分离，从而达到分离特异性抗原或

抗体的目的，该方法的优点是避免了免疫毒素和补

体裂解带来的非特异性杀伤作用和可以处理大量的

细胞样品，因此在临床和基础研究中具有很诱人的

应用前景，但价格昂贵、操作复杂。

因每根大鼠股骨只含%( $!’骨髓，而,-.数量
又相对较少［:］。所以本研究采用 1J+H8II 分离液，其
优点是 1J+H8II分离液的密度可调，而 G"H8II 分离液
的密度固定（&( %>>2 3 !’）。由于 +,-./存在于低密
度细胞层且具有较强的粘附能力，所以采用 &( %>$
2 3 !’的 1J+H8II分离液和定期更换培养液，除去未
贴壁细胞的方法来分离纯化+,-./；为了缩短操作
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!："# 代 $%&&’() 免疫组化染色空白组 *++ ,；%："# 代 $%&&’() (-.# 免疫组化染色阴性 *++ ,

(："# 代 $%&&’() (-/0 免疫组化染色阳性 *++ ,；-："# 代 $%&&’() (-## 免疫组化染色阳性 *++ ,

图 .1 免疫组化染色鉴定细胞表面抗原

时间，避免骨髓凝固和污染，保持细胞活力，实验中

采用非酒精浸泡，在大鼠脱颈后，用第 * 套手术器械
迅速取出去皮肤的下肢，含双抗的 "%’ 冲洗，用第 /
套手术器械去肌肉，剪开骨端的办法。

原代细胞生长较缓慢，细胞形态多样，约 *# 2
左右才能传代，而传代细胞生长较快，形态趋于一

致，说明同源性较好，3 2 左右可传代。流式细胞仪
器所测 "* 代 $&’() 细胞周期的 4+ 5 4* 期百分比

高，符合干细胞分化较原始的特征，说明采用 "6$7899
（*: +3. ; 5 <=）密度梯度分离和贴壁培养法相结合
的方法能够成功分离纯化 $&’()。
因为骨髓间充质干细胞目前还没有公认的独特

抗原表型［>］，故本实验从细胞形态、细胞周期以及

(-/0，(-##，(-.# 等三方面来鉴定 $&’()。结果培
养的细胞稳定表达 (-/0、(-##，而 (-.# 阴性，说明
本试验培养的细胞既非造血干细胞，也非成纤维细

胞。

综上所述，本研究建立了采用 "6$7899（*? +3.

; 5 <=）密度梯度离心方法结合贴壁法体外分离纯化
$&’(的方法，应用此方法分离纯化所得的 $&’( 纯
度高，具有干细胞特征，适用于基因治疗和细胞治疗

的基础研究。
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