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仁摘 要 」 为了确定大鼠骨髓间充质干细胞
,

体外分离和培养的方法
,

建立 了

稳定的 体外培养扩增体系
,

通过密度梯度离心和贴壁筛选法分离培养大 鼠
,

观察 了细胞的形态
,

研究

了其增殖及生长特征
,

并应用流式细胞术测定了细胞周期及
, ,

和
一

的表达
。

结果表明
,

在

体外培养条件下大鼠 贴壁生长
,

为成纤维细胞样 和
一

的表达呈阴性
,

和 的表达呈

阳性 细胞周期的
《 、
期约占

,

具有原始细胞的特征
。

说明建立的体外培养扩增体系可获得形态单一
、

生长

稳定
、

增殖性较强
、

较均一的大鼠
。
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骨髓间充质干细胞
,

是来 自骨髓的两种干细胞之一
,

其研究历史

可 以追溯到 世纪初期的骨髓移植研究
。

近年来
,

因其 自身所具有的特殊性而 日益受到人们的关注
。

首先
,

它是具多向分化潜能的原始骨髓细胞
,

在特定

条件下可 向成骨细胞等多种细胞类型分化
,

且易于

获得和扩增
,

是重要的组织工程种子细胞 其次
,

的独特增殖分裂模式使外源基因易于导人和

表达
,

因此
,

是潜在的基因治疗靶细胞仁
‘
一 。

但

骨髓 中 的含 量很 少
,

仅 占单 个核 细 胞 的

川
,

因而在体外培养条件下对其进

行分离
、

纯化和扩增是 研究和应用的前提条

件
。

本试验旨在探索体外分离和培养大鼠 的

方法
,

以期为进一步研究骨髓间充质干细胞的诱导

分化和应用奠定基础
。

材料与方法

材料与试剂

大 鼠
、 一

培养基 和
,

公 司生产 细胞分离液
,

公 司 生

产 胎牛血清
,

天津川页生化制品有限公司生

产
, , , 一

单 克 隆抗 体 和

标记的二抗
,

公司产品 和

台盼蓝
,

北京中山生物技术有限公司产品

沙

型流式细胞仪
, 一

公司生产 酶联免疫检测仪由香港大龙分析仪器有

限公司生产
。

大鼠 的分离与培养

麻醉 大鼠
,

在无菌条件下取其股骨骨干
,

用

含 肝素的低糖
一

玖 冲洗

骨髓腔
,

将冲出的骨髓液移人预先置有等体积

细胞分离液的离心管中
,

以

离心
。

离心后
,

收集中间层的单个核细胞
,

用

洗涤 次
,

之后 以 又 的浓度接

种 于 培 养 瓶 内
,

用 含 体 积 分 数 的

在
、

饱和湿度及体积分数 的

条件下进行培养 培养基中加 拌 青霉素和

链霉素 后除去非贴壁细胞
,

更换

新鲜培养液
,

根据细胞生长情况
,

每 半量换液

次
。

倒置相差显微镜逐 日观察细胞形态和生长情况
,

待细胞生长 至铺满瓶底 的 时
,

用

的胰蛋 白酶消化
,

将此细胞悬液等体积分 为

份
,

分别转接于 个培养瓶中进行传代培养
,

每

半量换液 次
,

直至贴壁细胞彼此融合
、

铺满瓶底
,

再重复上述操作进行传代
。

台盼蓝染色排斥实验

制备浓度为 护 的单个 细胞悬液
,

一 一

国家自然科学基金项 目
李延清 一

,

女
,

陕西延安人
,

副教授
,

主要从事动物生理学研究
。

刘 霞 。一
,

女
,

陕西绥德人
,

副教授
,

主要从事基础兽医学研究
。



西北农林科技大学学报 自然科学版 第 卷

然后将 滴此细胞悬液移入小试管中
,

再加 滴

八 的台盼蓝溶液
,

混匀
。

于 内
,

用血球计数

板在镜下分别统计活细胞数和死细胞数 死细胞被

染成淡蓝色
,

而活细胞拒染
。

生长曲线的绘制

取第 代细胞用 四哩盐 比色法测定细

胞生长曲线
,

具体步骤为 细胞按 甲 接种

于 孔培养板上
,

每孔 。
, ,

待细胞贴壁后每孔

加 川 的 溶液 以培养液为空白

对照
,

置于 孵育箱中保温 以上
,

弃去上清

液
,

加 拜 孔
,

使结晶物充分溶解
,

用酶

联免疫检测仪于 处测定 值
。

每培养板接

种 孔
,

每天取 板
,

连续测
,

绘出生长曲线
。

细胞表面标志的测定

用 胰蛋白酶消化后收获第 代细胞
,

其分别与抗
, ,

和
一

的单克

隆抗体饱和溶液在室温下反应
,

然后用

洗涤 次
,

再与 标记的二抗避光作用 巧
。

最后用 洗涤并重悬于 中
,

以备流式细胞仪

分析
。

细胞周期分析

将收获的第 代 用预冷的无水 乙醇固

定
,

调整细胞数量至每份为 护 个
,

加人澳化丙

锭
,

室温避光染色
,

流式细胞仪分析
。

结果与分析
,

的体外生长情况

大鼠骨髓经 分离后
,

可获得乳白色的界

面细胞层
,

该层细胞洗涤后接种培养
,

换液去除

未贴壁细胞后
,

可见贴壁生长的 数量较少
,

散

在分布
,

呈大而扁平的梭形 图
,

以后开始

出现较大的克隆
,

贴壁细胞迅速增殖
,

均为成纤维细

胞样
,

胞浆丰富
,

核大 图
。

左右有 以上

细胞融合
,

每个克隆细胞数量可达数百到数千
,

每瓶
一

可收获 护 个左右
,

细胞呈现均一

的长梭形
,

呈旋涡状排列 图
。

传代后细胞生长

迅速
,

约 周左右融合 图
, , 。

第 代以后细

胞形态变平坦
,

细胞质疏松
,

可见空泡
,

细胞老化
,

增

殖明显变慢
。

图 原代和第 代大鼠
, 的体外生长

培养 的原代 一 培养 的原代 培养 的原代 ,

培养 的第 代 培养 的第 一代 培养 的第 代
,

一 ,

又 ‘ 一 义 留 飞 义

火 又

的生长曲线 间约为
。

台盼蓝染色排斥试验显示
,

消化得到

由图 可知
,

第 代 从接种后的第 天 的细胞 以上具有活力
。

起生长加速
,

至第 天细胞密度达到最高值
,

此期间 的表面抗原特性

为对数生长期
,

此后细胞数变化不明显
,

细胞倍增时 用流式细胞仪检测 种 的表面抗原标志
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结 果 表 明
,

李延清等 大鼠骨髓间充质干细胞的分离 与培养

培 养 的 均 一 地 表 达 和
,

而几乎不表达 和
一 ,

和

的 阳 性 率 分 别 达 和
,

而

和
一

的阳性率仅为 和
。

细胞数量逐渐减少川
,

生理状态下 环为静止期细

胞闪
。

由于间充质干细胞的数量少
,

因此
,

如何探寻

一个适宜 体外生长扩增而又不分化的分离培

养条件
,

对 生物学特性和诱导分化的进一步

研究尤其重要
。

目前
,

采用的骨髓 分离方法有细胞贴壁

筛选法
、

密度梯度离心法
、

细胞表面分子标记分选法

和细胞筛筛选法等
。

细胞贴壁筛选法简单易行
,

但分

离所得的细胞纯度较低 密度梯度离心法分离与培

养的 大小均匀
,

纯度较高
,

已被广泛采用 细

胞表面分子标记分选法分离细胞的纯度与所选择的

的表面分子密切相关
,

但 由于 目前仍未找到

特异性的细胞表面标记
,

虽然韩国学者已报

道川克隆出 种用于鉴定人类 的单克隆特异

抗体
,

但其是否可靠尚需进一步实验证实
,

所以该法

较少采用 细胞筛筛选法筛选出来的 纯度较

高
,

但对操作要求也较高
。

本试验采用 密度

梯度离心法对大 鼠 进行了体外分离与培养
,

结果表明
,

分离所得的大鼠 具有早期细胞的

形态特征
,

且细胞成活率较高
,

增殖速度较快
,

细胞

组成比较均一
,

说明 密度梯度离心法同样可

以实现大鼠 的体外分离与扩增
,

这为进一步

深人研究骨髓间充质干细胞的诱导分化和应用奠定

了基础
。

尸

古

︸︸

二一笋口

划

培养时间

图 的生长曲线

二

细胞的周期分析

用流式细胞仪测定 的细胞周期结果表

明
,

仅少量细胞处 于分裂期 一
,

约有 的细胞处于 期
。

结论与讨论

来源于中胚层
,

分布在人体多种组织器

官内
,

以骨髓中最多
,

但其含量仍极低
,

成人骨髓

万个有核细胞中平均含有 个
,

且随着年龄的增加
,
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