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·基础论著·

骨髓间充质干细胞的贴壁培养及内毒素

对其增殖活性的影响

郝彦琴　卢宁　李红　赵龙凤

　　【摘要】　目的　贴壁法分离培养大鼠骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ），并观察
不同浓度内毒素对其增殖活性的影响。方法　采用全骨髓贴壁培养法培养大鼠
ＢＭＳＣｓ，倒置显微镜下观察细胞形态，免疫细胞化学方法检测细胞 ＣＤ４４、ＣＤ２９、
ＣＤ３４的表达，流式细胞术检测细胞周期。加不同浓度的内毒素（０、０．０１μｇ／ｍｌ、
０．１μｇ／ｍｌ、１μｇ／ｍｌ、１０μｇ／ｍｌ、１００μｇ／ｍｌ）作用２４ｈ，用四唑盐比色法（ＭＴＴ）检
测ＢＭＳＣｓ的增殖。结果　分离培养的细胞三代以后呈均一的成纤维细胞样形
态，高表达ＣＤ４４，但不表达ＣＤ３４、ＣＤ４５。８０％以上的第三代ＢＭＳＣｓ处于Ｇ１期。
不同浓度的ＬＰＳ作用２４ｈ后各组的平均吸光度值（Ａ）比较有统计学意义（Ｆ＝
３．５９８，Ｐ＝０．００７）；０．０１μｇ／ｍｌＬＰＳ组 Ａ值与其余各组相比，具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。结论　全骨髓贴壁培养法可以方便、快捷地获得 ＢＭＳＣｓ，其在形态
学、细胞表面标志物表达和多向分化能力方面具有干细胞生物学特性；０．０１
μｇ／ｍｌＬＰＳ可明显促进ＢＭＳＣｓ的增殖。
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ｒａｔＢＭＳＣｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　Ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ；Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；Ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

　　肝硬化、肝衰竭、肝细胞癌等终末期肝病是临床治疗的难题。目前，原位肝移
植仍是治疗终末期肝病最有效的措施，但由于肝源缺乏、费用昂贵，免疫排斥反应

等问题限制其广泛应用。干细胞移植是目前最具发展潜力的一种治疗手段，其中

骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）由于具有
干细胞的多向分化潜能、取材方便、易于体外分离及扩增等特点，在组织工程、基

因工程及临床方面受到人们广泛关注［１，２］。然而，ＢＭＳＣｓ移植进入体内不可避免
地要接触到患者复杂的体内环境，尤其肝病患者大多伴有肠源性内毒素血症，内

毒素（ＬＰＳ）对ＢＭＳＣｓ的影响如何尚不清楚。本实验即通过体外培养ＢＭＳＣｓ来研
究不同浓度ＬＰＳ对ＢＭＳＣｓ增殖的影响，进一步揭示肠源性内毒素血症（ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｅｎｄｏｔｏｘｅｍｉａ，ＩＥＴＭ）对ＢＭＳＣｓ的作用。

材料和方法

一、材料

１．实验动物：健康雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠，清洁级，体重１６０～１８０ｇ，由山西医科大
学实验动物中心提供。

２．主要试剂：ＤＭＥＭ／Ｆ１２、胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；兔抗大鼠 ＣＤ３４、
ＣＤ４４、ＣＤ４５生物素化二抗（羊抗兔）、ＳＡＢＣ、ＤＡＢ染色试剂盒均购自武汉博士德
公司。

二、方法

１．ＢＭＳＣｓ的分离和培养：（１）ＢＭＳＣｓ的分离：实验大鼠断颈处死，无菌操作
取四肢骨髓，用含２０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全培养基重悬骨髓细胞并计
数，以２×１０６个细胞接种于２５ｃｍ２培养瓶，置３７℃、５％ ＣＯ２饱和湿度的培养箱
内无菌培养；（２）ＢＭＳＣｓ的培养及传代：第１天观察有无细菌生长。原代细胞记
为Ｐ０，２４ｈ后轻摇培养瓶并取悬浮细胞及上清移入新培养瓶继续培养，以后每３
ｄ换液１次，待细胞长至８０％～９０％融合时，以１∶３进行传代培养，记为 Ｐ１，以此
类推。传代细胞用含１０％ 胎牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全培养基培养，每次传代用
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新培养瓶，弃去贴壁非常牢固的细胞，通过多次传代对细胞进行纯化。

２．形态学观察：用倒置显微镜观察培养细胞的生长状况和形态变化。
３．ＢＭＳＣｓ细胞周期测定：取３瓶生长状态良好的 Ｐ３代细胞常规消化离心，

设３个复管，ＰＢＳ洗２次（１２００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ），弃上清，７０％冷乙醇４℃固定
２４ｈ，离心去除乙醇，ＰＢＳ洗涤细胞 ２次，将细胞悬浮于 ０．５ｍｌＰＢＳ中，加入
５ｍｇ／１００ｍｌ碘化丙啶４℃避光３０ｍｉｎ，用流式细胞仪检测并分析结果。

４．细胞表面分子的表达与图像分析：采用ＳＡＢＣ细胞免疫组织化学法。取生
长状态良好的Ｐ３代细胞以１×１０５／孔的细胞密度接种于６孔板（孔中预先置盖
玻片），用于检测ＣＤ３４、ＣＤ４４、ＣＤ４５细胞抗原分子，用 ＰＢＳ代替一抗作为阴性对
照组。用ＳＡＢＣ法按照说明书染色步骤进行染色。用ＩＰＰ６．０软件分析，每个指
标做３个复孔，各随机抽取１０个不重叠视野计算阳性细胞数量。
５．ＭＴＴ法检测细胞增殖活性：取生长良好的第三代细胞消化离心后以１０％

胎牛血清的培养液调整细胞浓度至２×１０４／ｍｌ，以每孔１００μｌ接种于３块９６孔
板，每板接种６０孔，四周３６孔加培养基防止干燥。培养４ｈ后，弃原培养液及未
贴壁细胞，ＰＢＳ液冲洗３次后均换用１００μｌ无血清的培养液，继续培养２４ｈ，使细
胞相对同步化。弃培养液，ＰＢＳ液冲３次。将接种细胞的６０孔，分为每１０孔一
组，共６组。其中５组为不同浓度的 ＬＰＳ组，分别加入含 ＬＰＳ０．０１μｇ／ｍｌ、０．１
μｇ／ｍｌ、１μｇ／ｍｌ、１０μｇ／ｍｌ、１００μｇ／ｍｌ的无血清培养液１００μｌ。放入培养箱孵育
２４ｈ，检测前每孔加入浓度为５ｍｇ／ｍｌ的 ＭＴＴ液２０μｌ，培养箱内孵育４ｈ，加入
ＤＭＳＯ１５０μ１，震荡１０ｍｉｎ，置酶标仪上于４９２ｎｍ波长检测吸光度值（Ａ），空白对
照为不含ＢＭＳＣｓ的培养液。实验重复３次，取其平均值。

三、统计分析

计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，用 ＳＰＳＳ１３．０软件分析数据，组间比
较用单因素方差分析，两组均数的比较采用 ＳＮＫ检验，以 Ｐ＜０．０５有统计学意
义。

结　　果
一、ＢＭＳＣｓ形态学观察
１．ＢＭＳＣｓ的原代培养：原代分离的细胞接种后可见到大小不一、圆形、折光

性强的细胞，内混有大量双凹圆盘状的红细胞。２４ｈ后几乎所有细胞均沉积于
瓶底，轻晃培养瓶可见大部分细胞随培养液晃动，仅少部分细胞贴壁。轻摇培养

瓶并取悬浮细胞及上清移入新培养瓶继续培养。４８ｈ后可见培养的细胞呈球
形、椭圆形或梭形，细胞贴壁性增强。培养６ｄ后，细胞大量增殖，呈不规则形贴
壁生长，多次换液后双凹圆盘状的红细胞几乎消失，培养１０～１２ｄ，细胞呈旋涡状
或平行状排列，细胞边界不甚清晰（图１～４）。
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图１　ＢＭＳＣ原代培养２４ｈ（２００×） 图２　ＢＭＳＣ原代培养第６天（２００×）

图３　ＢＭＳＣ原代培养第１０天（２００×） 图４　ＢＭＳＣ原代培养第１２天（１００×）

　　２．ＢＭＳＣｓ的传代培养：刚传代的ＢＭＳＣｓ呈圆形，２ｈ后即开始贴壁，开始为多
角形，逐渐变成短梭形、长梭形，胞质可见空泡或黑色颗粒。细胞形态逐渐趋于一

致，以梭形为主，细胞增殖融合后排列有明显方向性，呈漩涡状、网状或放射状

（图５）。Ｐ３代以后细胞的形态较为稳定、贴壁性更强、细胞增殖速度较快，４ｄ即
可传代一次（图６）。
　　二、ＢＭＳＣｓ细胞周期检测

取 Ｐ３代 ＢＭＳＣｓ检测，其中 Ｇ１期细胞占（８０．１３±１．２４）％，Ｇ２期细胞占
（８．３５±０．３０）％，Ｓ期细胞占处于（１１．５３±１．１６）％。８０％以上的细胞处于 Ｇ１
期（ＤＮＡ合成前期），说明细胞增殖能力强（图７）。
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图５　ＢＭＳＣ体外培养Ｐ１代（２００×） 图６　ＢＭＳＣ体外培养Ｐ３代（１００×）

图７　ＢＭＳＣ体外培养Ｐ３代（１００×）

　　三、ＢＭＳＣｓ的表型特征
免疫细胞化学染色示实验组９７％ ＣＤ４４染色呈阳性反应，阳性反应产物为棕

黄色（图８），ＣＤ３４（图９）、ＣＤ４５染色呈阴性反应。阴性对照组均未着色。

图８　ＢＭＳＣ中ＣＤ４４表达（ＳＡＢＣ染色，４００×） 图９　ＢＭＳＣ中ＣＤ３４表达（ＳＡＢＣ染色，４００×）
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　　四、ＬＰＳ作用下ＢＭＳＣｓ的增殖情况
不同浓度的ＬＰＳ作用２４ｈ后各组平均吸光度值 Ａ比较有统计学意义（Ｆ＝

３．５９８，Ｐ＝０．００７）；０．０１μｇ／ｍｌＬＰＳ组 Ａ值与其余各组相比有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），并且０．０１μｇ／ｍｌＬＰＳ可明显促进ＢＭＳＣｓ增殖（图１０）。

图１０　不同浓度ＬＰＳ对ＢＭＳＣｓ增殖的影响

讨　　论
目前，干细胞移植已成为终末期器官功能衰竭治疗的研究热点，尤其在终末

期肝病治疗方面具有重要意义。ＢＭＳＣｓ因取材方便，对机体损伤小，分离和使用
ＢＭＳＣｓ不存在伦理学问题，具有干细胞特性，成为细胞移植的首选材料［４］，而如

何得到大量纯化的ＢＭＳＣｓ是科研及临床应用细胞治疗疾病的前提。肝病患者大
多伴有肠源性内毒素血症，内毒素在肝病慢性化、重型化过程中发挥着重要作用，

在临床应用 ＢＭＳＣｓ移植治疗治肝病时，不可避免地要考虑患者体内存在内毒素
这个因素，但内毒素对ＢＭＳＣｓ的影响如何，尚需进一步研究。本实验在体外分离
纯化及培养扩增ＢＭＳＣｓ的基础上进一步探讨内毒素对ＢＭＳＣｓ增殖作用的影响，
为ＢＭＳＣｓ临床治疗肝脏病的应用提供科学的理论依据及实验证据。

目前用于分离ＢＭＳＣｓ方法主要有４种，即贴壁筛选法、密度梯度离心法、流
式细胞分选法及免疫磁珠法，各有优缺点。贴壁筛选法即将全骨髓用培养液稀释

后直接培养，待细胞贴壁后通过换液去除血细胞成分而得到 ＢＭＳＣｓ。这种方法
得到的细胞数量多、贴壁时间早、增殖快、生长状态良好，缺点是得到的细胞成分

复杂，纯度不足。密度梯度分离法是将收集的骨髓用淋巴细胞分离液进行密度梯

度离心，以去除血细胞成分及血小板，得到的细胞较纯，对细胞活性影响小，但操

作烦琐，得到的细胞数目不如贴壁培养法多，培养的细胞生长较慢。应用流式细

胞术或单克隆抗体磁珠分离法可获得较为纯化的ＢＭＳＣｓ。但由于ＢＭＳＣｓ较为脆
弱，流式细胞分选法对细胞的活性影响较大，分选的细胞大多数不贴壁，细胞功能

不如未分离的异质细胞。应用免疫磁珠法需制备单克隆抗体、分离后磁珠解离困

难、抗体价格昂贵等均限制了其应用［５］。

本实验采用全骨髓贴壁筛选法，为尽可能获得大量纯化的ＢＭＳＣｓ，笔者在培
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养细节上摸索到一些规律：（１）ＢＭＳＣｓ原代培养首次换液要在２４ｈ以后，取悬浮
细胞及上清移入新培养瓶继续培养，弃去较早的贴壁细胞（较早的贴壁细胞继续

培养，成纤维状细胞比较明显）；（２）ＢＭＳＣｓ原代培养第二次换液最好半量换液，
这样既可给细胞补充营养，又不至于丢失太多细胞；（３）ＢＭＳＣｓ原代培养４ｄ以后
换液要尽可能弃去培养基以去除悬浮细胞，使贴壁细胞更好地生长；（４）ＢＭＳＣｓ
消化传代时１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ即可，转速过高或时间过长容易使细胞聚集成
团，不容易吹散，传代以后细胞生长不均匀；（５）传代培养的培养基含１０％血清
浓度即可满足细胞生长需要，过高浓度容易使细胞老化。

本实验原代分离的骨髓细胞贴壁培养４８ｈ后可见培养的细胞呈球形、椭圆
形、短梭形，细胞贴壁性增强。多次传代之后形态呈均一的长梭形，旋涡状排列。

取Ｐ３代细胞采用细胞免疫化学法检测细胞表型，培养的细胞表面不表达造血干
细胞、内皮细胞所特有的表型分子ＣＤ３４和白细胞特异性抗原ＣＤ４５，而表达间充
质干细胞特异性的 ＣＤ４４，说明所培养的细胞不是造血干细胞、内皮细胞及白细
胞。细胞周期检测结果示，所培养的Ｐ３代细胞８０％以上处于Ｇ１期，表明细胞增
殖能力很强。

根据本实验结果，采用全骨髓贴壁培养法可取得较高纯度的ＢＭＳＣｓ，此方法
简便、快捷，同时可最大限度保持细胞的活性；培养的细胞不表达ＣＤ３４、ＣＤ４５，而
表达ＣＤ４４，具有干细胞的一般生物学特性，是一种简便、快速、经济的实验室分离
培养方法。

内毒素是革兰阴性杆菌细胞壁外膜表层构成成分，主要为脂多糖（ＬＰＳ）。赵
强等［６］运用ＣＣＫ８检测ＬＰＳ对ＢＭＳＣｓ增殖的影响发现，在０～５μｇ／ｍｌＬＰＳ浓度
范围内，随着ＬＰＳ剂量加大，ＢＭＳＣｓ增殖能力增加，但 ＬＰＳ浓度进一步增加，ＢＭ
ＳＣｓ增殖能力呈逐步下降趋势。本实验通过ＭＴＴ法检测不同浓度ＬＰＳ对ＢＭＳＣｓ
增殖的情况，结果显示不同浓度的ＬＰＳ作用２４ｈ后各组ＢＭＳＣｓ的增殖情况明显
不同，０．０１μｇ／ｍｌＬＰＳ可显著促进 ＢＭＳＣｓ的增殖，而０．１～１００μｇ／ｍｌＬＰＳ范围
内，随着 ＬＰＳ浓度加大增殖效应反而降低，可能与 ＬＰＳ的双相效应有关，过高浓
度的ＬＰＳ对ＢＭＳＣｓ具有一定不良反应。本实验与赵强等［７］研究的ＬＰＳ浓度范围
不同，得出的结论有所差异，可能与所采用的检测方法及实验条件不同有关，但同

样说明了小剂量的ＬＰＳ可以促进ＢＭＳＣｓ增殖，过高浓度的ＬＰＳ可抑制ＢＭＳＣｓ增
殖。有研究报道，ＢＭＳＣｓ表面表达 ＴＬＲ４，ＬＰＳ可激活 ＴＬＲ４信号通路发挥作用，
但具体机制尚不清楚。

本研究证实，通过全骨髓贴壁分离法可获得能满足移植需要且均一性良好的

ＢＭＳＣｓ，通过ＭＴＴ法检测 ＬＰＳ对 ＢＭＳＣｓ增殖活性的影响，初步探讨了内毒素对
ＢＭＳＣｓ生物学特性的影响，对其具体作用机制及 ＢＭＳＣｓ临床应用的风险性仍需
进一步研究。
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