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                    中文摘要 

 

目 的: 探索同时从 C57BL/6 小鼠骨髓分离培养间充质干细胞(MSCs)与内皮前

体细胞(EPCs)并对其鉴定的方法,并探讨EPCs条件培养基及EPCs在非接触共培

养体系里对 MSCs 增殖的影响。 

方法: 1.小鼠骨髓细胞经改良差时贴壁法分离，以 48 h 为时间点，48 h 内贴壁

细胞传至 3 代后行成骨、成软骨、成脂分化诱导实验，流式细胞术（FCM）检

测其表面标记；48 h 后收集未贴壁细胞，传至 3 代后行血管形成实验，传至 5

代后行 CD31 免疫荧光细胞染色实验，FCM 检测其表面标记。 

     2.将 MSCs 分为 0 EPC-CM 组（采用 LG-DMEM 培养）、50% EPC-CM 组

（采用 50% EPC-CM+50% LG-DMEM 培养）和 100% EPC-CM 组（采用 100% 

EPC-CM 培养）。   

     3. 取第 3 代 MSCs 和 EPCs ,按 1:1 的细胞比例接种入 Transwell 共培养

系统中,以下室接种 MSCs，上室接种 EPCs 为实验组。同时设置相同密度单纯

MSCs 接种于下室为对照组。采用 MTT 比色法和 EdU 荧光标记法检测 MSCs

对 EPCs 增殖能力的影响。 

结果: 1.FCM 检测第 3代 MSCs 高表达 Sca-1、CD29， 低表达 CD45、CD11b；

经诱导可向成骨、成软骨、成脂方向分化。FCM 检测第 3代 EPCs 高表达 CD34、

CD133 和 VEGFR2；在铺有基质胶的 96 孔培养板中可形成血管样结构。第 5代

48 h 后贴壁细胞特异性表面抗原 CD31 呈阳性表达。 

      2.MTT比色法结果显示与对照组相比较，50% EPC-CM 组和100% EPC-CM

组 MSCs 增殖能力明显增强,且呈浓度依赖性(P ＜0.05)。 

      3.MTT 比色法和 EdU 荧光标记法结果显示与对照组相比较，实验组 MSCs

的增殖能力在 72 h 后显著增强( P ＜0.05)；处于 DNA 合成期的细胞比例也显

著增多( P ＜ 0.01)。 

结论: 利用差速贴壁法可同时分离纯化扩增 MSCs 和 EPCs，EPC-CM 能促进

MSCs 的增殖, EPCs 在与 MSCs 非接触共培养时能促进 MSCs 的增殖。 

关键词: 间充质干细胞；内皮前体细胞；条件培养基；非接触共培养；细胞增殖 

 

 

 

 

 



 

II 
 

Abstract 

Objective  

   To establish a method for simultaneously isolate,culture and identify of C57BL/6 

murine Mesenchymal Stem Cells (MSCs) and Endothelial Progenitor Cells (EPCs) 

from bone marrow and to investigate the effects of EPCs conditioned 

medium(EPC-CM) and co-cultured in non-contact co-culture systems on the 

proliferation of MSCs.  

Methods  

1. The cells were isolated by modified differential adhesion method from murine 

bone marrow and cultured for 48 h. Then the primary adherent cells at 48 h were 

cultured in LG-DMEM and the non-adhered cells were collected and induced by 

EGM-2MV complete medium in human fibronectin-coated dishes. Osteogenic, 

chondrogenic,and adipogenic induced multi-directional differentiation potentials were 

performed on the primary adherent cells, their immune phenotypes were detected by 

flow cytometry (FCM)．Tube formation experiment on the matrigel in vitro and the 

expression of specific surface marker CD31 determined by immunofluoresence cell 

staining were identified for the subsequent adherent cells, and their immune 

phenotypes were detected by FCM． 

   2.The MSCs were divided into 0 EPC-CM group, 50% EPC-CM group and 100% 

EPC-CM group(they were all cultured by LG-DMEM).The effect of different 

concentration of EPC-CM on the proliferation of MSCs was detected by MTT 

method . 

   3.The passage 3 of EPCs and MSCs were harvested and placed into Transwell 

co-culture systems at the ratio of 1:1，MSCs were placed in the bottom and EPCs in 

the upper served as experimental group. Meanwhile, only MSCs were placed in the 

bottom at the same concentration served as control group. MTT assay and EdU 

fluorescent assay were applied to detect MSCs proliferation co-cultured with EPCs . 

Results   

1.FCM results showed that the third passage of MSCs were strongly positive for 

Sca-1,CD29 and negative for CD45,CD11b and had the potentials to be induced 

differentiation into osteoblasts and adipocytes and chondrocytes. The third passage of 

EPCs were  cultured  on  Matrigel , resulted  in  the  formation  of  tube-like  

structures and positive express CD34,CD133 and VEGFR2. The expression of the 

passage 5 of the subsequent adherent cells specific surface marker CD31 was positive. 

2.Compared with control group, the abilities of proliferation of MSCs 50% 



 

III 
 

EPC-CM group and 100% EPC-CM group were increased(P＜0.05), which presented 

a percentage-depended manner. 

3.Compared with the control group, the ability of proliferation of MSCs in 

experimental group was significantly enhanced after 3d (P＜0.05) and the proportion 

of MSCs in the stage of DNA synthesis was higher as evaluated with EdU fluorescent 

assay ( P＜0.01) .  

Conclusion  

The method of modify differential adhesion can simultaneously isolate,purify 

and amplify mouse bone marrow MSCs and EPCs.The ability of proliferation of 

MSCs is promoted by not only EPC-CM but also co-cultured with EPCs in non 

-contact co-culture systems.  

Key words:  Mesenchymal Stem Cells;Endothelial Progenitor Cells; conditioned 

medium;non-contact co-culturing;proliferation 
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              缩略语表  

缩略词 英文全称 中文全称 

MSCs mesenchymal stem cells 间充质干细胞 

EPCs endothelial progenitor cells 血管内皮前体细胞 

FBS fetal bovine serum 胎牛血清 

LG-DMEM 
low glutamine Dulbecco's Modification of Eagle's 

Medium 
低糖 DMEM 培养基 

EGM-2MV endothelial growth medium 内皮细胞培养基 

PBS phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液 

Sca-1 stem cell antigen－1 干细胞抗原-1 

VEGFR-2 Vascular  Endothelial  Growth  Factor Receptor-2 
血管内皮细胞生长因子受

体-2 

IgG Immunoglobulin G 免疫球蛋白 G 

CD cluster of differentiation 分化抗原簇 

FCM flow cytometry 流式细胞术 

BTE bone tissue engineering 组织工程骨 

FN fibronectin 纤维连接蛋白 

APC Allophycocyanin 别澡青蛋白 

PE   Phycoerythrin 藻红蛋白 

FITC Fluoresscein 异硫氰酸荧光素 

PerCP-Cy 

5.5 
Peridinin Chlorophylla Protein cyanine 5.5 Complexes

甲藻素叶绿素蛋白青色素

串联偶联物 

d day 天 

h hour 小时 

min minute 分钟 

g gram 克 

mg milligram 毫克 

L litre 升 

ml milliliter 毫升 
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KD kilodalton 千道尔顿 

r revolutions 转速 

MTT 
3-4,5-dimethylthiazol-2-yl-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide 

3-4,5-二甲基噻唑-2-2,5-

二甲基四氮唑溴盐 

A absorbance 吸光度 

IBMX 1-methyl-3-isobutylxanthine 3-异丁基-1-甲基黄嘌呤 

DMSO Dimethyl sulfoxide 二甲基亚砜 

BrdU 5-bromo-2'-deoxyuridine 溴脱氧尿苷 

EdU 5-ethynyl-2'-deoxyuridine 5-乙基-2’脱氧尿嘧啶核苷

PI propidium iodide 碘化丙啶 

SPSS statistics package for social science 社会科学统计软件包 
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前 言 

骨肿瘤（bone tumor）凡是发生在骨骼系统各种组织如骨、软骨、纤维组织、

脂肪组织、造血组织、神经组织和未分化的网状内皮结构等所引起的肿瘤均属原

发性骨肿瘤。原发性骨肿瘤在人群中的发病率男性约为 1.11/10 万，女性约为

1.06/10 万，约占全身肿瘤的 2%～3%，良、恶性之比约为 1.9:1。良性骨肿瘤容

易治愈，预后良好；恶性骨肿瘤（malignant bone tumor）约占 40%，好发于儿

童和青壮年，病情发展变化迅速，病残率及病死率皆高，预后不佳。恶性骨肿瘤

的主要病理特点为肿瘤细胞的异形性，生物学行为最具有的特点为有骨组织破坏

性；主要临床特点是骨和（或）关节的疼痛、骨性肿块，以及肢体功能障碍等。

遗憾的是，目前对骨肿瘤的病因和发病机制都尚未明确，但大多数研究证明骨肿

瘤的发病与基因学说、内分泌学说、电离辐射、慢性感染等相关
[1]
。 随着对骨

肿瘤生物学形态及生物学行为等的深入了解，以及新辅助化疗的进展，精确的影

像学、核医学诊断技术，物理治疗及介入治疗技术的发展，还有外科手术技术的

提高和人工假体材料制备技术的改进等，使保肢治疗得到了快速发展，目前，对

于骨肿瘤的治疗方式，保肢治疗已经成为主流治疗手段和发展方向，恶性骨肿瘤

保肢率达到 90% 以上
[2]
。保肢治疗术后使患者的生活质量得以明显提高，5年生

存率也提高到 60%～70%。但是问题也随之而来，随着保肢手术的广泛应用和患

者生存时间的延长，保肢术后并发症的发生率也呈上升趋势
[3]
。其中，骨肿瘤治

疗后骨缺损区域的愈合与再生更是突出的难题
[4]
。 

由于某种因素如外伤、感染、肿瘤等使骨丧失了一些骨质，形成较大的间隙，

称为骨缺损 (bone defect)。骨肿瘤治疗后所致骨缺损不仅不易愈合，还因固定

和制动易导致褥疮、呼吸系统感染、泌尿系统感染及患肢废用性萎缩等多种并发

症。传统的骨缺损治疗方法有自体骨移植、同种异体骨移植和人工骨移植等，上

述方法虽然在动物实验和临床治疗中显示了一定的疗效，但均因存在着局限性而

在临床应用时受到一定限制: 自体骨移植是骨缺损修复的金标准，但供体来源毕

竟有限;同种异体骨移植植入后吸收好，但是容易感染并且免疫排斥反应重; 人

工骨移植原材料孔隙率变异较大，成骨困难
［5-9］

。 

组织工程骨（bone tissue engineering，BTE）是一种全新的治疗方法它交

叉结合了工程学和生命科学，共包含 4个关键元素：具有骨传导性的支架；释放

诱导成骨的生长因子；负载具有成骨潜能的细胞；组织工程骨血管化或充足的血

供
[10,11]

。组织工程骨能否血管化以提供细胞生长的氧气和营养物质是骨组织工程

能否成功的关键问题所在
[12]

。然而，机体自发形成血管的速度很慢，每天仅为

0.1μm，如果需要形成超过 0.75 mm 的完整血管需要几周时间
[13]
。并且，氧气从

毛细血管弥散到组织的距离仅限于 200μm 以内
[14]
，假如缺少有效的毛细血管网，
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体积超过 2.0-3.0 mm
3
的工程组织植入体内后就无法存活

[15]
。从移植物表层到其

深部，营养物质和氧气浓度呈现逐渐降低的趋势，以致于移植物中心可能出现坏

死。然而，组织工程骨血管化仍面临诸多的难题。体外构建的血管主要是通过细

胞共培养及复合生长因子的共同作用来实现的，且多数处于微血管网水平，更无

法与体内自然形成的微血管网相比较，这与血液中复杂的生物化学信号及血流的

流体动力学影响有关
[16]
。要最终实现构建的骨组织运用于人体，所需的种子细胞

要符合以下几点要求：（1）体内体外增殖能力都要足够强大，还要有成骨和成

血管分化潜能。（2）无或低免疫原性，无致瘤性，且取材容易。（3）尽量减少

有创操作来获取细胞。（4）移植后能适应材料与受区环境，细胞活性较强。（5）

能够通过分子生物技术进行基因修饰，使其具有更丰富的基因表型来提高功能
[17]
。  

研究证明，骨髓中的干细胞是促进骨再生效果最好的自体来源的细胞
[18-22]

，

并且骨髓中干细胞浓度越高，其生成新骨的能力就越强
[23,24]

。 相对来说，骨髓

富含间充质干细胞( Mesenchymal Stem Cells，MSCs)
[25,26]

，且骨髓来源的间充

质干细胞在骨及软骨组织工程学中表现出了极大的优势
[27-31]

；另外，骨髓中还存

在其它的干/前体细胞，如血管内皮前体细胞(Endothelial Progenitor Cells，

EPCs)，在血管再生中更是扮演了重要的角色
[32]

，这两种细胞可以共同促进新骨

的再生
[33]
。 

MSCs 是中胚层来源的具有高度自我更新、增殖能力和多向分化潜能的亚全

能干细胞
[34]
。在特定条件下能分化为骨 、软骨 、脂肪 、神经组织 、皮肤 、

肝细胞 、内皮 和心肌等多种组织细胞
[35-49]

。起初认为间充质干细胞只存在于骨

髓中，后来发现从脂肪组织、肠道、肺、牙髓、牙周韧带、肝脏、滑膜、心脏和

结缔组织中都可以提取出来
[50-53]

, 以及从外周血、胎盘和脐带血中分离获得
[54-56]

。

因为 MSCs 是成骨细胞共同的源头细胞，所以其在组织工程骨修复骨缺损的能力

已得到充分肯定，并已逐步应用于临床中。2001 年 Quarto 等
[57]

使用 MSCs 组

织工程骨技术首次在一例男性患者身上进行临床实验。他们将患者自体骨来源的 

MSCs 经体外培养扩增后接种到多孔羟基磷灰石支架材料上，然后移植到患者体

内成功的修复了其长骨缺损，随访显示长期修复效果良好。不久，Wakitani 等
[58]

从骨性关节炎患者的骨髓中分离出 MSCs，经体外培养扩增后复合进入胶原凝

胶支架材料中，移植到股骨内髁部软骨缺损处，结果表明术后 6 周缺损处出现

了粉红色的柔软组织，42 周后修复区域呈现白色并可见透明软骨样的组织形成。 

Krebsbach 等
[59]
 利用小鼠源 MSCs 修复了小鼠颅面部直径 5 mm 的骨缺损。2003 

年 Alhadlaq 等
[60]

从鼠的骨髓中分离出 MSCs，体外诱导使其分化为成骨细胞和

软骨细胞并复合进入生物支架材料，移植到小鼠皮下，8周后取出组织后发现移

植物生长形成了类似颌骨关节样的软骨结构。2006 年，Hasegawa 等
[61]

将 MSCs 

混合Ⅰ型胶原植入犬的牙周骨缺损模型中，并对移植的干细胞进行示踪然后进行

观察发现在牙周缺损区内新生的细胞均是来自于植入的外源性 MSCs。此类实验
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也于 2009 年被 Li H 等
[62]
再次报道。 以上的研究报道充分证明了 MSCs 作为骨

组织工程种子细胞具有广阔的应用前景。但是，研究也同时发现移植后的 MSCs 

因为不良的局部微环境、缺乏必要的营养支持而导致干细胞活性降低，功能受到

限制，修复能力也随之下降。所以如何通过改善组织工程骨和其它移植物的局部

微环境及营养支持以提高 MSCs 的干细胞活性和修复是运用 MSCs 在组织工程

骨中修复骨缺损亟需解决的问题。 

EPCs 新生血管的优势使得解决上述问题成为可能。EPCs 具有促进组织工程

骨体内早期血管化的潜力以及间接营养支持与其共培养的种子细胞的功能，这为

组织工程骨修复大段骨缺损的治疗带来了新的希望。EPCs 是一群发源于中胚层，

具有游走特性，可以发育和分化为血管壁内皮细胞的前体细胞群
[63]
。EPCs 属于

成体干细胞，起源于胚胎期位于卵黄囊中血岛的成血管母细胞。体外可以从骨髓、

脐静脉血
[64]
、外周血、脾脏

[65]
中分离得到。脐静脉血中的 EPCs 源于胎肝

[66]
，而

外周血中的 EPCs 主要由骨髓中的造血干细胞（ haematopoietic stem cell，

HSC）分化而来
[67]
。正常情况下，外周血中的 EPCs 数量非常少，仅占 0.01％。

EPCs 具有干细胞和内皮细胞的双重特性，可同时表达干细胞及内皮细胞的相关

抗原。它对胚胎与成体的血管新生均起作用
[68-70]

。EPCs 具有特异性归巢能力，

在生理或病理条件下，可以动员自骨髓和外周血，归巢于靶区域修复损伤的血管
[71]
。 EPCs 通过自身的分化、增殖而形成新生血管，类似于胚胎期的“血管发生”，

所以 EPCs 在改善局部受损的组织微循环有独特的优越性
[72]
。EPCs 参与血管形成

的形式可分为两种: 1）血管发生(vasculogenesis)，是指骨髓源性 EPCs 动员、

归巢并分化生成新的血管。2）血管生成(angiogenesis)，是指在已有血管网络

结构的基础上，经过刺激内皮细胞的迁移、增生，最后以芽生的方式扩展出更多

的血管网
[73]
。在血管损伤或局部缺血刺激后，EPCs 动员入外周血，并在趋化因

子的作用下募集到损伤部位，不仅参与修复血管内皮，还可以促进损伤处缺血部

位的再灌注
[74]
。另外，EPCs 还具有维持新生血管的生长，替代丢失的内皮细胞，

促进移植物的内皮化
[75]
。   

本研究以上述理论为依据，即结合 EPCs 在成血管和改善微环境方面的独特

优势，探讨 EPCs 对 MSCs 增殖生物学行为产生的影响和其可能机制，为进一步

提高 MSCs 在骨肿瘤所致骨缺损中的再生与修复能力奠定理论基础。  
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第一部分 小鼠 MSCs、EPCs 的分离、培养及鉴定   

实验一 小鼠 MSCs 的分离、培养及鉴定   

1  材 料  

1.1 实验动物  

4~6 周龄 C57BL/6 小鼠（购自新疆医科大学实验动物中心动物合格证号：

SCXK（新）2011-0001,SPF 级饲养） 

1.2 实验主要试剂  

LG-DMEM                                                 Gibco，美国 

FBS                                                       Gibco，美国 

PBS 缓冲液                                                 Gibco，美国 

谷氨酰胺                                                   Gibco，美国 

胰蛋白酶                                            Sigma-Aldrich，美国  

青、链霉素                                                 Gibco，美国 

DMSO                                                     Sigma，美国 

MTT                                                      Sigma，美国 

抗坏血酸                                        Cyagen Biosciences，美国

地塞米松                                        Cyagen Biosciences，美国 

β-甘油磷酸钠                                   Cyagen Biosciences，美国 

茜素红染料                                      Cyagen Biosciences，美国 

ITS                                            Cyagen Biosciences，美国 

丙酮酸钠                                       Cyagen Biosciences，美国                

脯氨酸                                         Cyagen Biosciences，美国 

TGF-β3                                               Cyagen Biosciences，美国 

阿利新蓝染料                                   Cyagen Biosciences，美国 

异丁基甲基黄嘌呤（IBMX）                      Cyagen Biosciences，美国 

胰岛素                                         Cyagen Biosciences，美国                

罗格列酮                                       Cyagen Biosciences，美国 

油红 O 染料                                     Cyagen Biosciences，美国  
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多聚甲醛固定液                                    上海化学试剂厂，中国 

甲苯胺蓝                                                   Sigma，美国 

抗小鼠 Sca-1，CD29，CD45 和 CD11b                     eBioscience，美国 

1.3 实验主要仪器 

二氧化碳恒温孵箱                                       Thermal，美国 

YJ-875 型超净工作台                              苏州净化设备厂，中国 

倒置相差显微镜及图像采集系统                            Olympas，日本 

离心机                                                     Sigma，美国 

6 孔、24 孔、96 孔培养板                                 Corning，美国 

60 mm、100 mm 直径细胞培养皿                            Corning，美国  

流式细胞仪                                                   BD，美国  

酶联免疫检测仪                                          BIO-TEK，美国  

2  方 法 

2.1 细胞分离和培养  

（1）取 4～6 周龄的 C57BL/6 小鼠 1 只, 脱颈处死，75%酒精浸泡 5 min， 

（2）超净台中用灭菌后手术器械分离小鼠双下肢，取股骨与胫骨并剔除干净

肌肉组织与筋膜，置于 PBS 中。 

（3）转入另一超净台，剪去长骨两端骨骺, 以 5ml 注射器吸取含 10% FBS

的 LG-DMEM（含青霉素钠 100 U/ml 和链霉素 100 U/ml），培养基换

1ml 注射器针头反复冲洗骨髓腔直至发白, 冲出骨髓于 60 mm 培养皿

中。 

（4）吹打均匀放入 37℃、体积分数为 5%的 CO2 饱和湿度培养箱内培养。 

（5）48 h 后换液吸去未贴壁细胞，加入新鲜含 10% FBS 的 LG-DMEM 3ml， 

     以后每 48 h 换液一次。 

（6）倒置显微镜观察细胞形态的变化，待细胞生长至 80～90% 铺满时，按

1:2 比例传代培养。 

 2.2 MTT 法检测 48 h 内贴壁细胞的增殖能力   

（1）取第 2 代 48 h 内贴壁细胞，2.5 g/l 胰蛋白酶消化，3～5 min，收集细胞，  

         1000 r/min 离心 5min，弃上清，PBS 清洗 2 遍。 
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（2）LG-MEM 培养基调整细胞密度为 2×103/孔接种于 96 孔培养板中，共

接种 40 个孔，每孔加入 LG-DMEM 培养基 200μL，轻轻拍打培养板使

细胞接种均匀。 

（3）放入 37℃、体积分数为 5%的 CO2 饱和湿度培养箱内培养。 

（4）12 h 后更换新鲜培养基，在待测孔内加入 10μL 5mg/ml 的 MTT 液， 

     孵育 4 h。 

（5）4 h 后弃去 MTT 液，待测孔每孔加入 150μL DMSO。 

（5）避光震荡 10 min。 

（6）酶联免疫检测仪在 492 nm 波长处，检测吸光度值(absorbance，A)。 

（7）每次测量 5 个孔，连续测量 8 d。 

     实验重复 3 次。 

2.3  流式细胞技术检测 48 h 内贴壁细胞的表面标记物  

（1）取第 3 代处于对数生长期的 48 h 内贴壁细胞，2.5 g/L 胰蛋白酶消化，  

        3～5 min，收集细胞，1000 r/min 离心 5min，弃上清，PBS 清洗 2 遍。 

（2）加入含 3% 胎牛血清的 PBS 重悬细胞，调整细胞密度为 1×106/ml，吹

打均匀后，分装至流式管中，每管 100μL。 

（3）分别加入直接荧光标记的抗小鼠 Sca-1-FITC 0.5μL，CD29-APC 0.5μL，

CD45-PerCP-Cy5.5 0.125μL，CD11b-PE 0.125μL 孵育。分别加入相

同直接荧光标记的抗小鼠 IgG-FITC 0.5μL,IgG- APC 0.5μL,IgG- 

PerCP-Cy5.5 0.125μL，IgG-PE 0.125μL 孵育为同型对照。流式管壁

做好相应标记。 

（4）室温孵育 0.5 h，每 10 min 轻轻晃动一次。 

（5）1000 r/min 离心 5 min，吸弃上清液，PBS 清洗 2 遍以洗去未标记上的 

     抗体。 

（6）10 g/L 多聚甲醛固定 10 min。 

（7）流式细胞仪检测表面标记物表达情况。 

     MSCs 以高表达 Sca-1 和 CD29，低表达 CD45 和 CD11b 为满意结果。 

2.4 48 h 内贴壁细胞的成骨诱导分化功能鉴定 

   （1）取第 2 代 48 h 内贴壁细胞，2.5 g/L 胰蛋白酶消化，3～5 min，收集细      

        胞，1000 r/min 离心 5min，弃上清，PBS 清洗 2 遍。 

（2）LG-MEM 培养基调整细胞密度以 3×104/cm2 接种于 6 孔培养板， 放    

        入 37℃、体积分数为 5%的 CO2 饱和湿度培养箱内培养，每 48 h 换液 

        一次。 
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   （3）配制成骨诱导分化培养基，培养基由含 10% FBS 的 LG-MEM 培养基， 

        10 nmol/L 地塞米松，50μmol/L 抗坏血酸 ，10 mmol/L β-甘油磷酸钠 

        组成。 

   （4）待细胞生长至 80%～90%铺满时，加入成骨诱导分化培养基。每 48 h 换 

        液一次。 

   （5）诱导 21 d 后，取出 6 孔板，吸弃上清，PBS 小心润洗 2 遍，每遍 2 min， 

        室温下 4%多聚甲醛固定 30 min，吸弃固定液，PBS 小心润洗 2 遍， 

        吸弃。 

   （6）加入茜素红染液，避光环境里反应 30 min 后吸弃染液，PBS 润洗 2 遍， 

       镜下观察钙沉积形成情况。 

      以 LG-DMEM 培养基培养为空白对照。以钙沉积被茜素红染料染为红色  

      为阳性结果。  

2.5 48 h 内贴壁细胞的成软骨诱导分化功能鉴定 

（1）取第 2 代 48 h 内贴壁细胞待 80～90%铺满时，2.5 g/L 胰蛋白酶消化， 

        3～5 min，收集细胞，1000 r/min 离心 5min，弃上清，PBS 清洗 2 遍。 

   （2）LG-MEM 培养基调整细胞密度以 3×104/cm2 接种于 6 孔培养板，放  

        入 37℃、体积分数为 5%的 CO2 饱和湿度培养箱内培养，每 48 h 换液 

        一次。 

   （3）配制成软骨诱导分化培养基，培养基由含 10% FBS 的 LG-MEM 培养 

        基，10 nmol/L 地塞米松培养，50 μmol/L 抗坏血酸 ，1mmol/L 丙酮      

        酸纳，1% ITS， 50 mg/ml 脯氨酸，20 ng/ml TGF-β3 组成。 

（4）待细胞生长铺满至 80%～90%后，用成软骨诱导分化培养基培养。每 

        48 h 换液一次。 

（5）诱导 21 d 后，取出 6 孔板，吸弃上清，PBS 小心润洗 2 遍，每遍 2 min 

（6）室温下 4%多聚甲醛固定 30 min，吸弃固定液，PBS 小心润洗 2 遍， 

     吸弃。  

（7）加入阿利新蓝染液，避光环境里反应 30 min 后吸弃染液，PBS 冲洗 2  

        遍，镜下观察。 

    以 LG-DMEM 培养基培养为空白对照。以细胞被阿利新蓝染料染为蓝色 

    为阳性结果。 

2.6 48 h 内贴壁细胞的成脂诱导分化功能鉴定  

（1）取第 2 代 48 h 内贴壁细胞待 80～90%铺满时，2.5 g/L 胰蛋白酶消化， 

         3～5 min，收集细胞，1000 r/min 离心 5min，弃上清，PBS 清洗 2 遍， 
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（2）LG-MEM 培养基调整细胞密度以 3×104/cm2 接种于 6 孔培养板，放 

         入 37℃、体积分数为 5%的 CO2 饱和湿度培养箱内培养，每 48 h 换液 

         一次。 

（3）配制成脂诱导分化培养基，培养基由含 10% FBS LG-DMEM ，1μ 

         mol/L 地塞米松，200 μmol/L 吲哚美辛，0.5 mmol/L IBMX，10 μ   

         mol/L 胰岛素组成。 

 （4）待细胞生长铺满至 80%～90%后，用成脂诱导分化培养基培养。48 h  

      换液一次。 

（5）成脂诱导分化培养基培养 3 d,换成 LG-DMEM 培养基，24 h 换成诱导 

         培养基，循环 3～5 次，再以 LG-DMEM 培养基培养 3 d。最后油红 O    

         染色。 

 （6）先弃去成脂诱导分化培养基，PBS 润洗 2 遍，每遍 2 min。 

 （7）室温下 4%多聚甲醛固定 30 min，吸弃固定液，PBS 小心润洗 2 遍，  

       吸弃。  

（8）将配好的油红染剂静置 10 min，过滤去除沉淀物。加入油红 O 染液，  

         室温下避光染色 20 min。 

（9）弃去油红，PBS 润洗 2 遍，镜下观察脂滴染色情况。 

    以 LG-DMEM 培养基培养为空白对照。以脂滴被油红 O 染料染为红色 

    为阳性结果。 

2.7 统计学处理 

所有实验重复 3 次。实验数据以均数±标准差(x±s ) 表示，数据用 SPSS 17.0 

统计学软件进行分析。  

3 结 果  

3.1 细胞形态观察 

原代细胞接种 24 h 后开始贴壁，贴壁细胞多呈类圆形，原代培养 3 d 后，

部分细胞形态呈多角形，不均匀分布（图 1 A）。原代培养第 6～7 d，细胞开始

增殖，呈漩涡状生长并形成细胞集落，细胞多呈纺锥形。传代后，细胞增殖速度

较快，一般 3～4 d 可融合成片，融合率可达 80%～90%，细胞呈漩涡状或放射

状排列，形成 MSCs 单细胞层。倒置显微镜下观察，传代培养的 MSCs，细胞

完全伸展为长梭形（图 1 B）。 
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图 1 48 h 内贴壁细胞形态学动态观察 A 标尺示100μm；B 标尺示200μm  

A.48 h 内贴壁细胞第1代第2 d 形态不均一；B.48 h 内贴壁细胞第3代第6 d 均一纺锤形；  

Fig.1 Morphology characteristics of the primary attached cells at 48 h . A, bar= 100μm;B, bar= 

200μm 

A,The passage 1of primary adhered cells at 48 h present spindle shape but not uniformitarian  at 

day 2；B，The passage 3 of primary adhered cells at 48 h present uniformitarian spindle shape at 

day 6；  

3.2 48 h 内贴壁细胞增殖能力  

   通过对第 3 代 MSCs 增殖能力的检测发现，细胞体外增殖能力较强，潜伏期

约为 2 d，第 3～5d 达到对数生长期，6～7 d 后进入平台期，生长曲线呈现典型

的“S”形（图 2）。 
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图 2 48 h 内贴壁细胞生长曲线 

Fig.2  Growth curve of the primary attached cells at 48 h . 

3.3 48 h 内贴壁细胞细胞表面标记物  

    流式检测结果显示第 3代 48 h 内贴壁细胞 Sca-1，CD29，CD45 和 CD11b 阳

性率分别为(98.30±0.75)% ，(97.47±1.32)% ，(1.87±0.15)%和(1.03±

0.71)%(图 3 A)。Sca-1 和 CD29 双阳性率为（75.77±3.13）% ，CD45 和 CD11b

双阳性率为（0.67±0.53）%(图 3 B) 。第 3代 48 h 内贴壁细胞呈现 Sca-1
＋ 
CD29

 

＋
CD45

 －
CD11b

－
群体特征。 
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图 3   第3代48 h 内贴壁细胞的表面标记物阳性率流式检测结果  

A.第3代48 h 内贴壁细胞 Sca-1, CD29, CD45和 CD11b 表达水平；B.第3代48 h 内贴壁细胞

Sca-1, CD29双阳性和 CD45，CD11b 双阳性表达水平  

Fig.3  Cellular surface antigens on the passage 3 of primary adhered cells at 48h detected by flow 

cytometry   

A,The expression levels of Sca-1, CD29, CD45, and CD11b；B，The double positive rate of Sca-1 

and CD29 and the double negative rate of CD45 and CD11b. 
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3.4 48 h 内贴壁细胞向成骨、成软骨、成脂细胞分化 

    第 3 代 48 h 内贴壁细胞经成骨诱导后形态由梭形变为不规则形，诱导 2 周

时可见散在分布小褐色结节，诱导 21 d 后结节中心的细胞逐渐铺满失去细胞结

构，经茜草色素红染色呈红色(图 4 A)。空白对照无钙结节形成，不能被茜草色

素染色；第 3 代 48 h 内贴壁细胞经成软骨诱导后细胞形态变化不明显，诱导 21d

后行阿利新蓝染色，镜下观察可见诱导分化形成的软骨细胞被染成浅蓝色(图 4 

B)。空白对照不能被阿利新蓝染色；第 3 代 48 h 内贴壁细胞经成脂诱导后形态

变不规则，部分细胞中有小脂滴形成，诱导 21 d 后小脂滴融合成大脂滴，经油

红 O 染色，脂滴被染成红色(图 4 C) 。空白对照无脂滴形成,不能被油红 O 染色。 

 

 
   

图 4 第3代48 h 内贴壁细胞诱导分化功能鉴定结果 A,B,C 标尺示100μm   

A. 48 h 内贴壁细胞成骨诱导后茜素红染色；B. 48 h 内贴壁细胞成软骨诱导阿利新蓝染色；

C.48 h 内贴壁细胞成脂诱导后油红 O 染色 

Fig.4  Identification of the  the passage 3 of primary attached cells at 48 h  differentiation into 

osteoblasts, chondrocytes and adipocytes visualized with light microscopy  Bar=100μm  

 A,The differentiated osteoblasts were cultured in osteogenic medium for 21days，and the 

mineralized nodules were evaluated via Alizarin Red staining；B,The differentiated chondrocytes 

were cultured in chondrogenic media for 21days , and the cells were  stained with Alcian blue；

4C,The differentiated adipocytes were cultured in adipogenic media for 21days,and the 

accumulation of numerous lipid vesicles within the cells were identified by Oil red O staining. 
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  4 讨 论  

1976年,Friedenstein 等[76]首次从骨髓中分离出MSCs，相较于其它组织来源，

骨髓中的 MSCs 含量更为丰富，且增殖能力更强[77]。目前，从骨髓中分离 MSCs

的方法主要有：全骨髓贴壁法、密度梯度离心法、免疫磁珠分离法、流式细胞术

分选法或上述方法的结合[78,79]。后两种方法分离的细胞纯度较高，但是由于MSCs

在全骨髓中比例很低[80]，单纯采用这两种方法获得的 MSCs 数量少，加之成本

高、技术难、操作繁琐，对细胞活性有较大影响，易造成细胞损伤，出现增殖缓

慢等问题，这些问题很大程度上限制了其应用。而小鼠的骨髓量远少于人、兔和

大鼠等, 采用密度梯度离心法获得的单个核细胞数量较少,而且长时间的高速离

心以及分离液本身对细胞的毒性作用都会对细胞的生长分化产生影响。所以本实

验利用 MSCs 差时贴壁的特性[81]从骨髓中细胞直接分离出来，使其保存了旺盛

的增殖能力。实验证实 MSCs 贴壁时间较快, 2～4 h 左右即可贴壁, 但是差时贴

壁的细胞成分仍有掺杂, 结合多次传代以逐渐提高细胞纯度。在实验过程中，对

细胞形态及细胞增殖能力进行观察，发现第三代的 MSCs 均质性最好，细胞活

性较高，增殖能力较强，与文献报道的相符[82]。因此本实验选择第三代 MSCs

作为研究对象。  

    由于 MSCs 细胞形态无特异性并且细胞在不同阶段形态并不一致，所以单

从形态学方面不可能对细胞进行鉴定。 MSCs 较为公认的是高表达 Sca-1、CD29、

CD73、CD90、CD105、CD44 同时低表达或不表达 CD45、CD11b、CD34 等[83-85]。

干细胞抗原-1( Stem cell antigen－1，Sca-1) 是小鼠 ly－6( lymphocyte activation 

protein - 6A) 抗原家族的一员，Sca-1 几乎在所有组织、器官的干/ 前体细胞表面

表达；CD29 是由 778 个氨基酸组成的Ⅰ型膜贯通性糖蛋白，在细胞外有 4 个富

含半胱氨酸的区域，有 12 个 N 型糖链黏着部位，分布于 T 细胞、B 细胞、单核

细胞、血小板、成纤维细胞、内皮细胞等，是整合素β1 链，可与各种α链形成

异型二聚体；CD45 是具有蛋白质酪氨酸磷酸酶活性的受体蛋白,表达于造血细胞,

几乎所有 B 细胞均有表达；CD11b 分子量大小为 165KD，与 CD18 相伴随形成

Mac-1 整联蛋白，主要表达于粒细胞、单核细胞、NK 细胞，具有黏附分子的功

能；即 CD45 和 CD11b 是造血干细胞表面标记物，所以本研究采用 Sca -1 和 CD29

阳性表达而 CD45 与 CD11b 阴性表达的组合来检测 MSCs 的表面标记物的表达

水平。与此相对，MSCs 的分化具有较强的组织特异性，在不同的组织微环境下

可以分化为局部组织细胞，该细胞的分化呈多向性。而向成骨细胞，成软骨细胞

和成脂细胞分化是 MSCs 三个基本分化方向，目前已作为公认的用于鉴定 

MSCs 分化功能的功能鉴定的金标准[85,86] 。本实验所分离培养的 MSC 经流式

检测结果显示 MSCs 呈现 Sca-1＋ CD29 ＋CD45 －CD11b－
细胞群体特征，与文献

报道一致[85] ；功能鉴定结果 MSCs 可向成骨细胞、软骨细胞、脂肪细胞方向分
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化，与文献报道相符合[76,85]。 

    由上可得出结论：应用改良差时贴壁法省去了红细胞裂解与高速离心及

Ficoll 分离液对细胞的损害又大大降低了仪器分选的成本，但仍可以 分离出

MSCs，经过形态学鉴定﹑表面标志物鉴定﹑功能鉴定可确认是 MSCs 。  

  

         实验二 小鼠 EPCs 的分离、培养及鉴定    

1 材 料  

1.1 实验动物  

4~6 周龄 C57BL/6 小鼠（购自新疆医科大学实验动物中心，动物合格证号：SCXK

（新）2011-0001,SPF 级饲养） 

1.2 实验主要试剂  

EGM-2MV Bullet Kit                                        Lonza ，瑞士 

FN                                                      Combrex，美国 

Matrigel 基质胶                                               BD，美国 

抗小鼠 CD34-FITC、CD133-PE、VEGFR2-APC 及同型对照  eBioscience，美国 

兔抗小鼠 CD31 多克隆抗体                               SantaCruz，美国 

罗丹明标记羊抗兔 IgG                                    中杉金桥，中国 

山羊血清                                                中杉金桥，中国 

其余用到试剂同实验一 

1.2 实验主要仪器 

CO2 恒温孵箱                                             Forma，美国 

YJ-875 型超净工作台                              苏州净化设备厂，中国 

倒置相差显微镜                                          Olympas，日本 

高速离心机                                          Sigma-Aldrich，美国 

-20℃冰箱                                                   海尔，中国 

荧光显微镜                                       Olympus Optical，日本 

其余用到仪器同实验一 
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2 方 法  

2.1 48 h 后贴壁细胞分离、培养  

  （1）分离出小鼠骨髓细胞（分离方法同实验一）。 

  （2）48 h 后轻轻晃动培养皿，收集未贴壁细胞， 1000 r/min 离心 5min。 

  （3）以 EGM-2 MV 培养基制成单细胞悬液移至预先包被人纤连蛋白的 60 mm 

      培养皿中。 

  （4）放入 37℃、体积分数为 5%的 CO2 饱和湿度培养箱内继续培养。 

  （5）48 h 后吸除旧培养基和未贴壁细胞换新鲜 EGM-2MV 培养基继续培养。  

       细胞每 48 h 换液 1 次。 

  （6）原代培养的细胞至 80%～90%铺满时按 1∶2 传代。 

2.2 MTT 法检测 48 h 后贴壁细胞的增殖能力   

  （1）取第 2 代 48h 后贴壁细胞，2.5 g/L 胰蛋白酶消化，3～5 min，收集细胞， 

       1000 r/min 离心 5min，弃上清，PBS 清洗 2 遍。 

  （2）EGM-2 MV 培养基调整细胞密度为 2×103/孔接种于 96 孔培养板中， 

       共接种 40 个孔，每孔加入 EGM-2 MV 培养基 200μL，轻轻拍打培养板 

       使细胞接种均匀。 

  （3）放入 37℃、体积分数为 5%的 CO2 饱和湿度培养箱内培养。 

  （4）12 h 更换新鲜培养基，在待测孔内加入 10 μL 5mg/ml 的 MTT 液，孵 

       育 4 h。 

  （5）4 h 后弃去 MTT 液，待测孔每孔加入 150 μL DMSO，避光震荡 10  

       min。 

  （6）酶联免疫检测仪在 492 nm 波长处，检测吸光度(absorbance，A)值。 

  （7）每次测量 5 个孔，连续测量 8d，实验重复 3 次。 

2.3 流式细胞术检测 48 h 后贴壁细胞的表面标记物   

  （1）取处于对数生长期的第 3 代 48 h 后贴壁细胞，待细胞 80%～90%铺满 

       时,2.5 g/L 胰蛋白酶消化 3～5 min，1 000 r/min 离心 5 min,弃上清，PBS 

       清洗 2 遍。 

  （2）PBS 重悬细胞，吹打均匀，调整细胞密度为 1×10 6/ml，每管分装 100 

      μL。 

  （3 分别加入直接荧光标记的抗小鼠 CD34-FITC、CD133-PE、    
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       VEGFR2-APC 各 0.5 μL。分别加入相同直接荧光标记的抗小鼠  

       IgG-FITC、IgG-PE、IgG-APC 各 0.5μL 孵育为同型对照。流式管壁做 

       好相应标记。 

  （4）4℃ 孵育 0.5 h，每 10 min 轻摇 1 次。 

  （5）1 000 r/min 离心 5 min，PBS 润洗 2 遍洗去未标记上的抗体。 

  （6）10 g/L 多聚甲醛固定 10 min。 

  （7）流式细胞术检测 EPCs 的表面标记物表达情况。 

   48 h 后贴壁细胞以均高表达 CD34、CD133 和 VEGFR2 为满意结果。实验重

复 3 次。  

2.4 48 h 后贴壁细胞体外成血管能力的功能鉴定 

  （1）基质胶放在冰上，置于 4℃冰箱里过夜冻融。 

  （2）在-20℃冰箱预冷 96 孔培养板和 200μL 枪头，冰上操作，每孔中铺 100 

      μL 基质胶，注意不可产生气泡。 

  （3）放入 37℃、体积分数为 5%的 CO2 饱和湿度培养箱内孵育 0.5 h，使其凝 

       固成胶。 

  （4）取处于对数生长期的第 3 代 48 h 后贴壁细胞，待细胞 80%～90%铺满  

       时,2.5 g/L 胰蛋白酶消化 3～5 min，1 000 r/min 离心 5 min,弃上清，PBS 

       清洗 2 遍。 

  （5）EGM-2MV 培养基制成单细胞悬液，细胞计数，按 1×104 /孔细胞密度接 

       种于基质胶上，轻轻拍打，使细胞接种均匀。 

  （6）放入 37℃、体积分数为 5%的 CO2 饱和湿度培养箱内孵育。 

  （7）倒置显微镜动态观察小管形成情况。 

  48 h 后贴壁细胞以在体外基质胶上形成血管腔样结构为满意结果。实验重复 3

次。 

2.5 48 h 后贴壁细胞特异性表面抗原 CD31 细胞免疫荧光染色鉴定 

（1）取第 5 代 48 h 后贴壁细胞待细胞 80%～90%铺满时，2.5 g/L 胰蛋白酶消 

化 3～5 min，1 000 r/min 离心 5 min,弃上清，PBS 清洗 2 遍。 

（2）EGM-2MV 培养基制成单细胞悬液，细胞计数，以 1×104 细胞/cm2 接 

种于放有无菌盖玻片的 24 孔板。 

（3）放入 37℃、体积分数为 5%的 CO2 饱和湿度培养箱内继续培养。 

（4）细胞 80%～90%铺满时，PBS 洗 3 次，每次 2 min。 

（5）4%多聚甲醛固定 30 min，PBS 洗 3 次，每次 2 min。 

（6）200μL 山羊血清室温封闭 1 h。 
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（7）滴加 200μL 兔抗小鼠 CD31 多克隆抗体 ( Ⅰ抗，滴度 1∶100) ，4 ℃ 

过夜。 

（8）PBS 洗 3 次，每次 2 min。 

（9）滴加 200μL 罗丹明标记的羊抗兔 Ig G ( Ⅱ抗，滴度 1∶100)，室温避光

孵育 1 h，用 PBS 洗 3 次，每次 2 min。 

（10）同时做同型对照，不加Ⅰ抗，用 PBS 代替，余步骤同前。 

（11）取出盖玻片，甘油封片。 

（12）荧光显微镜下观察，拍照。 

   48 h 后贴壁细胞免疫荧光染色以表达特异性表面抗原 CD31 为满意结果。实

验重复 3 次。 

2.6 统计学处理 

所有实验重复3次。实验数据以均数±标准差( x±s ) 表示，数据用SPSS 17.0 

统计学软件进行分析。 

3 结 果  

3.1 细胞形态观察  

    倒置显微镜下对原代培养的 48h 后贴壁细胞进行动态观察（图 1）。接种后

1～2 h，细胞即开始贴壁，开始多呈圆形逐渐拉伸呈短梭形。1～2 d 后，可以观

察到成簇的细胞，其基底部可观察长梭形细胞向外周爬伸和移行。随后细胞开始

快速增殖，4 d 左右可见细胞集落形成。10 d 左右 细胞可达到 80%～90%铺满，

位于集落中间的细胞更加密集，形态也开始发生变化，以类圆形和多角形细胞为

主。12 d 时，细胞数显著增加，集落间互相连接成片，细胞形态呈现典型的“铺

路石”状。 
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图 1  48 h 后贴壁细胞形态学动态观察 A 标尺示100μm；B标尺 200μm  

A.48 h 后贴壁细胞第1代第2 d 呈长梭形；B.48 h 内贴壁细胞第5代第10 d 呈铺路石样  

Fig.1 Morphology characteristics of  the subsequent adherent cells after 48 h.A, bar= 100μm;B, 

bar= 200μm   

A,The passage 1 of subsequent adherent cells after 48 h became strip-shaped at day 2； B，The 

passage 5 of subsequent adherent cells after 48 h proliferated rapidly and arranged a typical 

cobblestone-like structure at day 10. 

3.2 48 h 内贴壁细胞增殖能力 

   通过对第 3 代 48 h 内贴壁细胞增殖能力的检测发现，细胞体外增殖能力较

强，潜伏期约为 2 d，第 3～5 d 达到对数生长期，6～7 d 后进入平台期，生长曲

线呈现典型的“S”形（图 2）。 

 

图 2 48 h 后贴壁细胞生长曲线 

Fig.2  Growth curve of the subsequent adherent cells after 48h  . 
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3.3 流式检测 48 h 后贴壁细胞表面标记物表达结果 

    流式检测结果显示第 3 代 48 h 后贴壁细胞 CD34、CD133 和 VEGFR2 阳性

率分别为(88.90±1.18)%，(92.73±2.90)% 和(87.63±1.79)%(图 3A)。CD34 和

CD133 双阳性率为（76.67±1.10）%，CD34,CD133 和 VEGFR2 三阳性率为（70.17

±1.21）%(图 3B)。第 3 代 48 h 后贴壁细胞呈现 CD34＋CD133＋VEGFR2＋
群体特

征。 
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图 3  第3代48 h 后贴壁细胞的表面标记物阳性率流式检测结果  

A.第3代48 h 后贴壁细胞 CD34, CD133和 VEGFR2表达水平；B.第3代48 h 后贴壁细胞 CD34, 

CD133和 VEGFR2三阳性表达水平    

Fig.3  Cellular surface antigens on the subsequent adherent cells after 48 h  detected by flow 

cytometry  

A，The expression levels of CD34, CD133 and VEGFR2  of the subsequent adherent cells after 

48h；B，The three-ply positive rate of  CD34,CD133, and VEGFR2 of the subsequent adherent 

cells after 48h 

 

 

3.4 48 h 后贴壁细胞的成血管功能 

第 3 代 48 h 后贴壁细胞体外形成血管腔样结构:  镜下观察，2～4 h 后 细

胞变形拉长，6～8 h 细胞迁移聚集，首尾相接，形成血管腔样结构，10～12 h

达到顶峰(图 4) 。 
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图 4 第3代48h 后贴壁细胞的体外成血管功能鉴定结果 标尺示100μm     

Fig.4 Tube formation experiment of the passage 3 of subsequent adherent cells after 48 h 

visualized with light microscopy  Bar=100μm   

 

3.5 48 h 后贴壁细胞 CD31 免疫荧光染色 

第 5 代 48 h 后贴壁细胞经免疫荧光染色后在荧光显微镜下观察结果显示， 

内皮细胞特异性表面抗原 CD31 荧光染色为阳性表达(图 5)，同型对照呈阴性表

达。 

               

图 5 第5代48 h 后贴壁细胞 CD31 免疫荧光鉴定结果 标尺示400μm  
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Fig.5  Identification of the passage 5 of subsequent adherent cells after 48 h by CD31 

immunofluorescence cell staining  Bar=400μm    

 4 讨 论 

1997 年, Asahara 等[87]首次从外周血中分离出 EPCs，但随后研究证实 EPCs

源于骨髓[76,88,89] 。与其它组织来源相相较，骨髓中的 EPCs 含量相对较多，且拥

有更强的增殖能力[77,90,91]。同样的，目前从骨髓中分离 EPCs 方法主要有：全骨

髓贴壁法、密度梯度离心法、免疫磁珠分离法、流式细胞术分选法或上述方法的

结合[92-96]。后两种方法分离的细胞纯度较高，但是由于 EPCs 在全骨髓中比例

很低单纯采用这两种方法获得的 EPCs 数量少，加之成本高、技术难、操作繁

琐，对细胞活性有较大影响，易造成细胞损伤，出现增殖缓慢等问题，这些问题

很大程度上限制了其应用。而小鼠的骨髓量远少于人、兔和大鼠等， 采用密度

梯度离心法获得的单个核细胞数量较少,而且长时间的快速离心以及分离液本身

对细胞的毒性作用都会对细胞的生长分化产生影响。所以本实验利用 MSCs 与

EPCs 差时贴壁的特性[81]从一份骨髓中一次性将两种细胞分离出来，此方法简单

易行，避免了分选和反复离心造成的细胞损伤和丢失，最大程度保存了 MSCs

和 EPCs 生长所需的微环境，可使其保持旺盛的增殖能力。结果表明骨髓中的

EPC 贴壁较慢, 实验在贴壁培养 48 h 后收集未贴壁细胞另行用专用培养基培养, 

可以粗略的将 MSCs 和 EPCs 分离。但是差时贴壁的细胞成分仍较复杂, 结合多

次传代以逐渐提高细胞纯度。  

由于 MSCs 和 EPCs 细胞形态相近并且同一种细胞在不同阶段形态并不一

致，所以单从形态学方面不可能对这两种细胞进行鉴定。目前国内外普遍结合细

胞表面标志物和细胞分化功能来鉴定。EPCs 普遍认为高表达 CD34、CD133、

VEGFR2[97-100]，但仅一个表面分子抗原仍不具备特异性 ，如 CD34 可同时在循

环内皮细胞、内皮前体细胞、造血干细胞上表达 ，利用 VEGFR2 可将内皮前体

细胞与造血干细胞区分开来，造血干细胞不表达 VEGFR2，而 VEGFR2 又可同

时表达于内皮前体细胞和成熟血管内皮细胞，CD133 则又可将内皮前体细胞和

成熟血管内皮细胞区别开来，内皮前体细胞表达 CD133 而成熟内皮祖细胞不表

达。所以本实验采用三者组合阳性表达来检测 EPCs 的表面标记物表达水平。与

此相对，针对 EPCs 的功能鉴定是其能在基质胶上形成血管腔样结构[54,86]。本实

验所分离培养经流式检测结果高表达 CD34、CD133、VEGFR2，与文献报道一

致；功能鉴定结果显示 48 h 后贴壁细胞可在基质胶上形成血管腔样结构，细胞

免疫荧光染色显示内皮细胞特异性表面标记物 CD31 表达阳性，与文献报道相

符。 

 由上可得出结论：仅应用差速贴壁法就可以同时分离出 MSCs 和 EPCs，并
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经过形态学鉴定﹑表面标志物鉴定﹑功能鉴定联合鉴定确认为 MSCs 和 EPCs。

本实验为同时建立 MSCs 和 EPCs 的细胞系提供了一种新方法，且简便高效稳定

可重复性好，为后续研究提供了目的细胞，奠定了工作基础。 
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       第二部分  EPCs 对 MSCs 增殖能力的影响  

 实验一  MTT 比色法检测 EPC-CM 培养 MSCs 对其增殖能力 

                         影响 

1 材 料 

1.1 实验动物  

同第一部分实验  

1.2 实验主要试剂  

MTT                                                      Sigma，美国 

其余试剂同第一部分实验  

1.3 实验主要仪器  

Transwell 小室                                          Corning，美国 

酶联免疫检测仪                                   Beckman-Coulter，美国 

-80℃冰箱                                                   海尔，中国 

高速离心机                                          Kubota2l00，日本 

其余仪器同第一部分实验  

2 方 法 

2.1 EPC-CM 的制备 

  （1）取经过鉴定后的第3～5代 EPCs 以1×105个细胞密度接种至60 mm 培养皿 

      中，细胞每48 h 换液时收集旧培养基 

  （2）2 000 r/min 离心 5 min, 取上清液加入10% FBS 即为 EPC-CM。重复 

       制备，直至足量。 



血管内皮前体细胞对间充质干细胞增殖能力的影响 

 

25 
 

  （3）经 0. 22μm 滤膜过滤, 贮存于-80 ℃ 冰箱中备用。  

2.2 MTT 比色法检测 EPC-CM 培养 MSCs 增殖能力 

   (1) 取第2代 MSCs，达到80～90%铺满时，2.5 g/L 胰蛋白酶消化3～5 min，  

       1000 r/min 离心5 min。 

   (2) 用含10% FBS 的 LG-DMEM 培养基制备细胞悬液，以 5×10
4
/ml 接种于 

       96孔培养板内，每孔加入100μL。 

   (3) 放入37℃、体积分数为5%的 CO2饱和湿度培养箱内培养。 

   (4) 培养12 h 后，吸去培养基，加入含10%FBS 及不同浓度 EPC-CM 的 LG-DMEM  

       培养基100μL。 

   (5) 实验分为：0 EPC-CM 组（对照组）、50% EPC-CM 组和100% EPC-CM 组, 

       每组设5个复孔。 

   (6) 放入37℃、体积分数为5%的 CO2饱和湿度培养箱内继续培养。 

   (7) 培养48 h 后。每孔加入10μL MTT（5mg/ml），培养4 h 后弃去上清液， 

   (8) 每孔加入150μL DMSO，震荡仪低速震荡10 min。 

   (9) 酶标仪检测 492 nm 波长处的吸光度(absorbance，A)值。 

  各组设与试验平行不加细胞只加培养液的空白对照孔。最后比色以空白孔 A

值调零。实验重复 3次。 

2.3 统计学处理 

   实验结果重复 3 次。实验数据用 SPSS17.0 分析，计量资料以均数±标准差

( x±s) 表示。两组间比较采用独立样本 t 检验。以 P < 0.05 为差异有统计学意

义。 

3 结 果 

 EPC-CM 对 MSCs 增殖能力影响 

     酶标仪检测 492 nm A 值结果显示：实验组与对照组在 24 h 分别是(0.247±

0.025)，(0.239±0.032)，（0.243±0.026）；在 48 h 分别是(0.252±0.027)，(0.248

±0.027)，（0.259±0.029）差异均无统计学意义( P＞0.05) 。后续每隔 24 h 测得

实验组与对照组的 A 值分别是(0.422±0.025)，(0.365±0.031)，（0.424±0.019）；

(0.557±0.038)，(0.457±0.028)，（0.553±0.034）；(0.655±0.047)，(0.577±0.037)，

（0.652±0.041）；(0.745±0.023)，(0.657±0.043)，（0.749±0.029）；(0.778

±0.035)，(0.667±0.032)，（0.772±0.031）；(0.779±0.026)，(0.677±0.025)，
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（0.775±0.028）。3 d 后实验组 A 值明显高于对照组，差异均有统计学意义( P

＜0.05) ，提示非接触共培养时 EPCs 能显著促进 MSCs 的增殖。  

         

 
                     

   图 MTT 比色法检测共培养 EPCs 对 MSCs 增殖影响结果  

       注：与对照组比较 * P ＜0.05 

   Fig. Results of  MSCs co-cultured with EPCs (MTT assay ) 

       note：vs.control group *P ＜0.05 

                           4 讨 论 

EPCs 可分泌血管内皮生长因子（Vascular endothelial growth factor ，

VEGF）、基质细胞衍生因子-1 (stromal cell-derived factor,SDF-1)、 胰岛素样生

长因子-1（insulin-like growth factor-1,IGF-1)[101] 、表皮生长因子（epidermal growth 

factor，EGF）、成纤维细胞生长因子（fibroblast growth factor,FGF ）、肝细胞

生长因子(hepatocyte growth factor,HGF)[102] 、转化生长因子-β1（transforming 
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growth factor-β,TGF-β1)[103] 等多种生长因子，这些生长因子 对 EPCs 本身的

存活、增殖和分化有促进作用，其中直接调节血管形成的血管生长因子包括：

VEGF、FGF 和 HGF；间接调节的血管生长因子包括：TGF-β1 和血管生成素[104]。 

另外，研究显示 IGF-1、FGF、VEGF、TGF-β 能促进成骨细胞增殖、分化能力

和骨基质蛋白合成[105-107]。 

在体外进行细胞实验的目的就是希望得到细胞体外研究的结果是在体内功

能的真实映照, 因此, 只有当体外的培养环境与体内更接近时, 细胞所展现出的

功能才会更真实。体内一种细胞对另一种细胞产生影响主要是通过其旁分泌作

用，所以体外培养的 EPCs 一定会通过旁分泌作用将细胞因子分泌到培养基中，

检测其旁分泌作用对 MSCs 的影响, 最简单的方法就是使用含 EPCs 分泌物或代

谢产物的 EPC-CM 作用于 MSCs, 观察其对 MSCs 相关功能的影响。本实验采用 

MTT 比色法探讨对 MSCs 增殖的影响，实验结果显示 EPC-CM 可以促进 MSCs

的增殖并随着 EPC-CM 浓度的增加其促增殖作用更加明显，呈现浓度依赖性。 

 

 

实验二 Transwell 间接共培养体系共培养，EPCs 对 MSCs 增 

                   殖能力的影响  

1 材 料 

1.1 实验动物  

同第一部分实验  

1.2 实验主要试剂  

EdU 试剂盒                                                 锐博，中国 

TritonX-100                                                 锐博，中国 

甘氨酸                                                     锐博，中国 

甲醇                                                       锐博，中国 
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其余试剂同第一部分实验  

1.3 实验主要仪器  

Transwell 小室                                          Corning，美国  

激光共聚焦显微镜                                     zeiss lSM510，德国 

台式水平离心机                                        Beckman，美国 

高速离心机                                          Kubota2l00，日本 

其余仪器同第一部分实验  

2 方 法  

2.1 建立 EPCs 和 MSCs  Transwell 间接共培养体系 

  （1）第 2 代 MSCs 达到 80～90%融合时 2.5 g/l 胰蛋白酶消化 3～5 min，1000  

      r/min 离心 5min。 

  （2）用含 10%胎牛血清的 LG-DMEM 培养基制备细胞悬液，以 1×104/ cm2  

       接种于预先放置有盖玻片的 24 孔 Transwell 培养板内下室，然后每孔 

       LG-DMEM 培养基加至 600μL。共接种 6 孔。 

  （3）放入 37℃、体积分数为 5%的 CO2 饱和湿度培养箱内培养。 

  （4）第 2 代 EPCs 达到 80～90%融合时，胰酶消化 3～5 min，1000 r/min 离 

       心 5min，用含 5%胎牛血清的 LG-DMEM 培养基制备细胞悬液，以 

       1×104/ cm2 接种于 24 孔 Transwell 培养板上室，然后每小室 LG-DMEM  

       培养基加至 100μL，共接种 3 孔。 

（5）以上室接种 EPCs 下室接种 MSCs 为实验组，以仅下室接种 MSCs 为 

     对照组。 

（6）放入 37℃、体积分数为 5%的 CO2 饱和湿度培养箱内培养。 

2.2 EdU 标记 

2.2.1 配置 50μmol/L EdU 培养基 

用 LG-DMEM 细胞培养基按 1000：1 的比例稀释 EdU 原溶液（试剂 A）， 

制备 50μmol/L EdU 培养基。 

2.2.2 EdU 培养基孵育 

  （1）EPCs、MSCs 在 Transwell 间接共培养体系培养 72 h 后吸弃旧培养基， 

       PBS 润洗 2 遍。 
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  （2）加现配 50μmol/L EdU 培养基 500μL，放入 37℃、体积分数为 5% 

       的 CO2 饱和湿度培养箱内培养孵育 4h。 

2.2.3 细胞固定 

   （1）PBS 润洗 1～2 次，每次 5 min。加入 200μL 4% 多聚甲醛细胞固定 

       液，室温固定 30 min，弃固定液 。 

   （2）每孔加入 200μL 2 mg/ml 甘氨酸中和多聚甲醛，保证染色反应体  

        系，脱色摇床孵育 5min 后，弃甘氨酸溶液； 

   （3）每孔加入 200 μL PBS，脱色摇床清洗 5 min，弃 PBS； 

   （4）每孔加入 200μL 渗透剂(0.5% TritonX-100 的 PBS)脱色摇床孵育 10  

      min；PBS 清洗 1 次，5 min。 

2.2.4 Apollo 染色 

    （1）配制 Apollo®染色反应液 5 ml 

         配制顺序： 

      （1）去离子水 4.69 ml  

      （2）Apollo®反应缓冲液 (试剂 B) 250μL 

      （3）Apollo®催化剂溶液 (试剂 C) 50μL 

         （4）Apollo®荧光染料溶液 (试剂 D) 15μL 

      （5）Apollo®缓冲添加剂 (试剂 E)  44 mg  

（2）每孔加入 200 μL 的 1×Apollo®染色反应液，避光、室温、脱色摇    

     床孵育 30 min 后，弃染色反应液。 

    （3）加入 200μL 渗透剂(0.5% TritonX-100 的 PBS) 脱色摇床清洗 2～3  

         次，每次 10 min，弃渗透剂； 

    （4）每孔每次加入 200μL 甲醇清洗染料 1～2 次洗脱以降低染料背景。， 

        每次 5 min； 

    （5）PBS 清洗 1～2 次，每次 5 min。 

2.2.5 DNA 染色 

（1）用去离子水按 1000：1 的比例稀释 PI 荧光染料，制备适量染色液， 

     避光保存； 

（2）每孔加入 200μL 1000：1 PI 染色液，避光、室温、脱色摇床孵育 30 min 

    后，弃染色反应液； 

    （3）每孔每次加入 200μL PBS 清洗 1～2次每次 2 min。 

  2.2.6 图像获取及分析 

  激光共聚焦显微镜观察镜下荧光染色情况并选取 5 个视野( 中央、3、6、9、

12 点位置)拍照，最后用 Aim Image Examiner 软件分析细胞核染色重合的面积比

例。 
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2.3 统计学处理 

   所有实验结果重复 3 次。实验数据用 SPSS17.0 分析，计量资料以均数±标

准差( x±s) 表示。两组间比较采用独立样本 t 检验。以 P < 0.05 为差异有统计

学意义。 

3 结 果 

EdU 荧光标记法检测共培养 EPCs 对 MSCs DNA 合成的影响  

   激光共聚焦显微镜不同通道下观察到处于细胞增殖期即 DNA 合成期的

MSCs 细胞核被染成绿色，而所有细胞核被染成红色，同一细胞核如果双染重合

后则为黄色。经过 Aim Image Examiner 软件分析结果显示同样经过 72h 培养，

实验组处于 DNA 合成期的比例是（86.00±5.60）%，对照组的是（73.00±3.58）

%，差异有统计学意义( P ＜0.01) ，提示非接触共培养 EPCs 能显著促进 MSCs

的 DNA 合成。 
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图  EdU 荧光标记法检测共培养 EPCs 对 MSCs DNA 合成影响结果  

     注：与对照组比较 **P ＜0.01 

Fig. Results of  MSCs co-cultured with EPCs  (EdU fluorescent assay). 

     

    note：vs.control group **P ＜0.01 

 

4 讨 论 

 

 Transwell是一种运用特殊的共培养工具进行细胞共培养研究的实验技术， 利

用通透性支持物在体外共培养使得细胞可以在更为自然的极性条件下生长和研

究，同时提高了细胞的分化水平，使得体外生长的细胞在形态和功能上更为接近

体内的细胞。本实验在Transwell共培养体系里共培养骨髓源MSCs和EPCs，然后

利用EdU荧光染色法观察 EPCs对MSCs DNA合成能力的影响，从而在分子水平

观察EPCs对MSCs增殖能力的影响。 

EdU（5-Ethynyl-2’- deoxyuridine，5-乙炔基-2'脱氧尿嘧啶核苷）是一种胸

腺嘧啶核苷类似物，能够在细胞增殖时期代替胸腺嘧啶（T）渗入正在复制的DNA

分子中，通过基于EdU 与Apollo®荧光染料的特异性反应快速检测细胞DNA复制活
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性。近年取代BrdU用来检测DNA复制及细胞增殖
[108]

。标记整个细胞的过程与细胞

增殖活性有关，而染色率与细胞活性有关
[109]

，所以本实验根据MSCs的生长曲线

选取处于对数生长期的细胞进行研究。用激光共聚焦显微镜拍照后，我们发现如

果按照EdU说明书运用Image-Proplus 软件来计算 MSCs的增殖率，肉眼计数会有

一定的主观性，另外大多数细胞的细胞核只被染色了大部分甚至只染上了一小部

分，这类细胞如何计数缺乏客观合理的标准而无法计数，所以我们采用了Aim 

Image Examiner 软件计算只要有DNA合成的EPCs细胞核部位就会被染上绿色而

全部细胞核被染上红色，然后计算所有被染上绿色部位的面积和与所有被染上红

色部位的面积和的比例以此来检测MSCs的增殖能力。统计结果显示，与对照组相

比实验组的MSCs细胞核被染上绿色的部分更多，说明实验组的MSCs的DNA合成能

力更强，这与传统检测细胞增殖能力的MTT比色法结果一致，说明当MSCs与EPCs

共培养时其增殖能力更强。 
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结 论 

1. 利用差速贴壁法可以同时分离纯化扩增 MSCs 和 EPCs，其中 MSCs 经过表面

标记物鉴定呈现 Sca-1＋CD29＋CD45－CD11b－
细胞群体特征，经过功能鉴定可向

成骨细胞、脂肪细胞、软骨细胞方向分化，呈现多向分化潜能；EPCs 经过表面

标记物鉴定呈现 CD34＋CD133＋VEGFR2＋
细胞群体特征，经过功能鉴定可在基质

胶上形成血管腔样结构，经过细胞免疫荧光鉴定表达内皮系细胞特异性表面抗原

CD31. 

2. MTT 比色法检测结果表明 EPC-CM 可以促进 MSCs 的增殖并随着 EPC-CM 浓度

的增加其促增殖作用更加明显，呈现浓度依赖性。提示 EPCs 旁分泌的细胞生长

因子等生物活性物质可以促进 MSCs 的增殖。 

3. MSCs 和 EPCs 在非接触共培养体系共培养时其 DNA 合成能力更强，传统检测

细胞增殖能力的 MTT 比色法结果一致，从侧面说明当 MSCs 与 EPCs 共培养时

其增殖能力更强。 
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                                综述 

         骨髓间充质干细胞分离培养鉴定及生物学特性 

 

                    综述 冯文磊   审阅 吴向未 教授 

 

摘要：间充质干细胞是干细胞领域的研究热点。本文主要对骨髓间充质干细胞的

分离、培养、鉴定、生物学特性、归巢、免疫调节作用进行综述。 

关键词：骨髓间充质干细胞；分离；培养；多向分化鉴定；生物学特性；归巢；

免疫调节；综述 

Abstract：With the progress of studying in stem cells ,bone marrow mesenchymal 

stem cells (BMSCs）have became the hot topic in the basic and clinical medicine 

study both in China and abroad. This review gives a brief overview of the 

concept,biologicalcharacteristics,isolation,cultivation,multi-directional differentiation , 

homing and immunoregulation of BMSCs. 

Key words ： Bone marrow mesenchymal stem cells;isolation;cultivation; 

multi-directional differentiation identification; homing ; immunoregulation 

 

 

    间充质干细胞( mesenchymal stem cells，MSCs)  是中胚层来源的具有高

度自我更新能力和多向分化潜能的多能干细胞。1867 年德国病理学家 Cohnheim 

在研究伤口愈合时首次提出骨髓中存在非造血干细胞的观点，指出成纤维母细胞

可能来源于骨髓。直至 1976 年 Friedenstein 与其同事
[1]
才从骨髓细胞中培养

出这种纤维原细胞，并证实其可在体外大量扩增，易贴壁，呈集落样生长，并具

定向分化特点。随后，Prockop
[2]
 与 Pittenger 

[3]
等分别证明了这种纤维原粘附

细胞包含间充质干细胞，具分化为多种间质组织如骨 、软骨、 脂肪 和平滑肌

的能力。鉴于此，这群细胞被命名为骨髓间充质干细胞（ bone marrow 

mesenchymal stem cells ,BMSCs）。相较于胚胎干细胞，成体干细胞无伦理学

限制、无免疫排斥、对供受者无损害、取材方便、纯度高而又保持生物学特性，

能满足基础研究和临床应用的需要。BMSCs 是 MSCs 家族的重要成员，成为时下

医学领域乃至整个生命科学领域的研究重点和前沿。 

1 MSCs 来源 

    起初认为间充质干细胞只存在于骨髓，后来发现可从脂肪组织、肠道、肺、

牙髓、牙周韧带、肝脏、滑膜、心脏和结缔组织中提取
[4-7]

, 以及从外周血、胎

盘和脐带血中分离获得
[8-10]

。 
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2  BMMSCs 分离培养鉴定 

2.1 BMMSCs 分离培养 

    BMMSCs 在骨髓中含量极少，约占骨髓基质细胞的 0.02％
[11]
；因此，建立一

种较理想的 BMMSCs 分离纯化和体外扩增体系是对其进行进一步实验研究和临

床应用的基础。目前用于分离 BMMSCs 的方法主要有 4 种：全骨髓贴壁法/贴壁

筛选法、密度梯度离心法、流式细胞分选法和免疫磁珠分选法。其中以全骨髓贴

壁法和密度梯度离心法最为常用。 

 

2.1.1 全骨髓贴壁法
[12-13] 

    全骨髓贴壁法是利用 BMMSCs 具有在塑料组织培养器皿中贴壁生长的特性

对其进行分离，该方法一般的操作步骤为：将鼠处死，无菌条件下分离双下肢，

低糖 DMEM 培养液冲出骨髓，离心弃上清，以含 10%胎牛血清的低糖 DMEM 培养

液重悬沉淀，1×10
9
 L

-1
浓度接种，于 37 ℃、体积分数为 5%的 CO2饱和湿度培

养箱中培养。24 h 首次半量换液，以后每 3 d 全量换液 1 次。待贴壁细胞达

到 80%～90% 融合后，按 1∶2 比例传代。全骨髓贴壁法操作简单，易于掌握，

不需要特殊的试剂和器材。该方法分离的 BMMSCs 较均一，细胞活性高，增殖能

力强，原代细胞首次融合仅需 7～10 d。由于该法是利用 BMMSCs 的较强贴壁性

对其进行分离，而细胞的生存、生长需要的某些因子来自于与其伴生的其他细胞，

该法在很大程度上模拟了体内 BMMSCs 的生长环境，含有的若干生长因子及促黏

附物质促进了 BMMSCs 的贴壁生长。 

2.1.2 梯度密度离心法
[14-17] 

    该法是根据 BMMSCs 与其他细胞的密度不同而采用 Percoll 分离液对 

BMMSC 进行体外分离和培养。据文献报道，具体步骤如下：将鼠处死，无菌条件

下分离双下肢，取股骨和胫骨，低糖 DMEM 培养液冲出骨髓，离心弃上清液，用 

4 ml 含 10%胎牛血清的低糖 DMEM 培养液重悬细胞，然后贴壁缓慢注入含 6 ml 

密度为 1.073 g/cm
3
的 Percoll 分离液，800 g 离心 20 min 后，取中间黄褐

色环状云雾层细胞，PBS 洗 2 次，以含 10%胎牛血清的低糖 DMEM 培养液重悬

沉淀，按 1×10
9
 L

-1
浓度接种，于 37 ℃、体积分数为 5%的 CO2饱和湿度培养箱

中培养。5 d 后全量换液，以后每 3 d 全量换液 1 次。待贴壁细胞达到 80%～

90%融合后，按 1∶2 比例传代。密度梯度离心法获得的 BMMSCs 纯度相对较高，

但贴壁细胞数量较少，细胞生长缓慢，活性较低，其原代细胞首次融合需 21 d 以

上。这可能是由于分离过程中采用多次离心操作，分离 BMMSCs 时间较长，因而

失去了促进 BMMSCs 贴壁的一些生长因子及促黏附物质，并丧失了骨髓中原有的

微环境，从而造成该法分离的 BMMSCs 生长速度较全骨髓贴壁法慢。此外，密度

梯度离心法在原代培养时所获得的 BMMSCs 虽然比全骨髓法纯度高，但在传代后

纯度并没有太大区别，特别是在 3～4 代以后。与密度梯度离心法相比，全骨髓
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贴壁法操作步骤简单，既降低了离心对细胞的损害，又减少了污染机会，节省经

费，且分离的 BMMSCs 贴壁时间短，增殖快，细胞数量多，经传代后能够纯化，

有研究表明扩增后的 BMMSCs 纯度可达 95%以上
[18]
，提示全骨髓贴壁法是一种更

加简单有效的 BMMSCs 分离方法。 

2.1.3 流式细胞分选法和免疫磁珠分选法  

   流式细胞分选法和免疫磁珠分选法都是建立在对细胞表面标记识别的基础上

而进行的体外分离纯化技术。其中流式细胞分选法是根据 BMMSCs 体积小，相对

缺少颗粒的特性利用流式细胞仪对 BMMSCs 进行分选
[19]
。而免疫磁珠分选法是根

据 BMMSCs 表达的某些细胞表面标志进行收集或根据其表面负表达的抗原进行

负分选
[20]
。这两种方法分离的细胞纯度较高，但是由于 BMMSCs 在全骨髓中比例

很低，单纯采用这两种方法获得的 BMMSC 数量少，活性低；加之这两种方法成

本高，技术难，操作繁琐，对细胞活性有较大影响，造成 BMMSCs 损伤，出现增

殖缓慢等问题，这些技术问题很大程度上限制了这两种方法的应用。 

2.2 BMMSCs 的鉴定 

   目前对于 BMMSCs 的特征性表面标志物的表达,国内外学者尚未有统一的定

论。有研究表明骨髓间充质干细胞积极表达 CD29、 CD44、 CD90、 CD105 等阳

性标志物,而不表达或低表达造血细胞表面的特异抗原 CD34、 CD45、 HLA-DA

等阴性标志物
[21-24]

。2006 年国际间充质及组织干细胞委员会(The Mesenchymal 

and Tissue Stem Cell Committee of the International Society)通过实验研

究正式提出了三条最低鉴定标准来定义 BMMSCs :第一，在塑料培养皿内贴壁生

长，在含血清培养基中高度增殖,呈梭形或旋涡状生长；第二，必须高表达表面

抗原 CD105、 CD73 及 CD90 阳性百分率大于等于 95%；同时低表达表面抗原 CD45、 

CD34、 CD14 或 CDllb、 CD79a 或 CD19、 HLA-DR 分子标志物,阳性率表达小于

等于 2%,甚至不表达；第三，在体外不同条件的诱导下,必须具备向成骨细胞、

脂肪细胞及软骨细胞方向分化的潜能
[25]
。标准化有利于骨髓间充质干细胞表面标

志物表达的均一性,更有利于学者们之间的交流。 

3 生物学特性 

3.1 BMMSCs 的形状和超微结构  

   原代培养的 BMMSCs 形态多样，主要可分为三种形态: ①细胞呈纺锤形或梭

形，数量较少; ②细胞呈扁平状，多角形，立体感不强，数量比较多; ③细胞呈

轻度的立方形，数量少，此类细胞增殖速度快，多向分化能力强
[26]
 。传代后的 

BMMSCs 形态不同实验室报道有所不同
[27,28]

。人 BMMSC 在透射电镜下表现为两种

不同的形态结构类型: ①相对静息期的细胞: 核较大，椭圆形，仅含 1 个核仁，

核质比较大，胞质内细胞器少; ②处于相对活跃期的细胞:细胞体积大于前者，

核呈不规则形，有核袋及核突，含 2～3 个核仁，核质比较小，胞质中有丰富的
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细胞器，如核糖体、线粒体、粗面内质网、高尔基复合体等，提示该细胞具有较

强的蛋白质合成能力，是其能够分泌许多生长因子维持自身生长分化、支持造血

干细胞造血的结构基础。在相邻细胞间可见到一些细胞膜局部电子密度增高、细

胞膜内颗粒相互融合的缝隙连接，缝隙连接可加强相邻细胞的连接，且是细胞的

一种通讯结构，有利于细胞间信息传递，与细胞分泌、增殖、分化相关。 BMMSC 

间缝隙连接揭示其有分泌生长调节因子的能力，增殖能力强，分化程度低。扫描

电镜下 BMMSCs 呈长梭形、鱼群状排列，表面有许多微绒毛
[29]
，说明细胞功能活

跃，分泌能力强，可摄取大量营养物质以供较强生长增殖所需。 

3.2   BMMSCs 具有多向分化特性  

   目前已有实验证实，在特定的条件下， BMMSCs 可以分化为脂肪、成骨、软

骨、骨骼肌、心肌、肌腱等中胚层源细胞，而且还可横向分化
[30]
为外胚层，如神

经细胞
[31]
及内胚层细胞，如肝细胞和胰岛细胞

[32，33]
。另外 BMMSC 的多向分化潜

能具有高度的进化保守性，人、狒狒、犬、兔、大鼠和小鼠，甚至禽类的 BMMSC  

均有相似的特点
[34]
。 

3.3 BMMSCs 具有“归巢”特性 

   BMMSC 有归巢现象，尤其组织有损伤或在病理条件下。在体内，植入的 MSCs 

可以在体内损伤组织微环境的作用下，迁移定位并分化为相应的组织细胞。Jiang

等
[34]
将预先标记的 BMMSCs 经静脉植入急性心肌缺血模型的大鼠体内，术后在心

肌缺血组织中发现了 BMMSCs 分化的心肌细胞，说明植入的  BMMSCs 归巢

( homing) 至受损部位并分化为心肌细胞。类似的结果还可以在肌肉损伤
[35]
、脑

损伤等很多疾病模型中见到。体内外实验均证实 BMSCs 具有从血中穿过上皮细

胞，到达组织中
[36 -39]

的能力，体外实验
[40]
内皮细胞和 BMSCs 在共培养时，BMMSCs  

与内皮细胞组织接触 30 min 后形态即发生变化，2 h 后变扁与内皮细胞层整合

在一起，这些结果表明，纵然在体外 BMSCs 也可以有效的细胞和细胞接触，且

开始迁徙穿过内皮细胞; 体内试验
[40]
，BMSCs 通过主动脉套管注入大鼠，2 h 后

发现心脏血管的内皮细胞的紧密连接小时，BMSCs 可以和内皮细胞相互作用，30 

min 后在电子显微镜下发现大约 30% 的细胞穿过内皮细胞，60 min 后大约 50% 

细胞穿过，此后随着时间的延长穿过的细胞数逐渐增多。 

    BMSCs 自血中穿过上皮细胞，到达受损的组织，具体机制尚不清楚，但是有

可能是受损的组织表达特定的受体或配体促进 BMSCs 的迁徙、黏附和侵润到损

伤的组织，就如同白细胞向炎性组织迁移。趋化因子受体和趋化因子配体是白细

胞迁徙的必要物质，最近在 BMSCs 表面也发现了这些分子。趋化细胞因子是一

个小分子糖蛋白超家族成员，和很多生物过程有关系，包括白细胞运输、血细胞

生成、血管发生和器官形成。研究认为 43% -70% 的人骨髓 BMSCs 表面表达功

能性趋化因子 CCR1，CCR7，CCR9，CXCR4，CXCR5 和 CXCR6
[41]
。而另一组通过反

转录 PCR 和免疫组化的实验认为表达的是 CCR2，CCR8，CXCR1，CXCR2 和 
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CXCR3
[42]
。Ponte 和他的同事

[43]
研究证实 BMSCs 表达 CCR2，CCR3，CCR4 和 CXCR4，

而且 TNF-α 可以增加 CCR2，CCR3 和 CCR4 表达而不是 CXCR4。因此，BMSCs

表达多种趋化因子受体，尽管报道不一样，但正好反映了 BMSCs 的多样性，这

也是 BMSCs 的一个特点。事实上，正因为 MSCs 表面表达多种趋化因子受体，

BMSCs 才可以向不同组织迁徙，起到修复受损组织或缓解炎症反应的作用。如表

达 CCR9 的 MSC 可以迁徙到小肠，或表达 CCR1 的 BMSCs 可以迁徙到有炎症的

关节或有病变的脑组织。 

   研究证实 BMSCs 表面表达整合素，选择素，趋化因子受体促使 BMSCs 自血

液中滚动、黏附、移行穿过血管壁到达组织而发挥生物学作用，与白细胞穿过血

管壁的过程相似，但是二者也有区别点。如多项试验证实
[44 -48]

，BMSCs 细胞表面

有 P-选择素表达，而 L-选择素和 E-选择素表达水平低或是不表达，故认为在

最初 BMSCs 在血管壁滚动阶段 P-选择素起重要作用。研究 BMSCs 表面趋化因

子受体和黏附分子的作用，以更好实现体外培养 BMSCs 向损伤组织移行，这将

使 MSC 支持组织再生，修正遗传缺陷，减缓慢性炎症反应，以及用这些细胞作

为生物制剂或基因良好载体成为可能。 

3.4 BMSCs 的免疫调节作用  

   BMSCs 属于未成熟的成体干细胞，自身免疫原性低，同种异体移植后无排斥

反应或反应较弱
[49]

，在外周耐受，移植耐受，自身免疫，肿瘤逃逸以及母体-胎

儿耐受过程中是重要的免疫调节剂
[50，51]

。具体的机制可能与母体能够耐受类似胎

儿的异体移植物的机制相似，BMSCs 不表达与人类白细胞抗原( HLA) 识别相关

的协同刺激分子 B7-1( CD80) 、B7-2( CD86) 以及主要组织相容性复合体( MHC) 

Ⅱ类分子的 HlA-DR 产物等。 BMSCs 能够抑制 T 细胞和 NK 细胞行使功能，当 

BMSCs 与应答 T 细胞共同培养时非但不会引起 T 细胞聚集，反而会抑制 T 细

胞增殖，研究证实 T 淋巴细胞的增殖被阻止在 G1 阶段，认为是由于 BMSCs 的

干预使得细胞周期蛋白 D 下调所致
[52]
。而 T 细胞失去应答并不是发生凋亡，是

可逆的。如果撤除 BMSCs 的干预，给予合适的刺激，T 淋巴细胞可以重新增殖
[53]
; 另外 Corcione 等

[54]
的实验证实 BMSCs 能显著减少 B 淋巴细胞 IgM、IgG、

IgA 的分泌; 不仅是未分化的 BMSCs，已分化的 BMSCs 也不会引起淋巴细胞免

疫应答，如 Le Blanc 等
[55]
实验证实未分化的人胎儿 BMSCs 表达 HLA Ⅰ类分子，

不表达 HlA Ⅱ类分子，在诱导 BMSCs 分化为成骨细胞、软骨细胞和脂肪细胞后，

HLA Ⅰ类分子表达增加，但在细胞表面仍检测不到Ⅱ类分子的表达。当将诱导后

的细胞作为刺激物，与异体的 T 淋巴细胞混合培养，仍未引起淋巴细胞的排斥

反应。研究表明: 可溶性因子和细胞接触介导的机制参与此过程，在使用一些起

拮抗作用单克隆抗体阻断转化生长因子 β( TGF-β) 和肝细胞生长因子( HGF) 

的实验中表明这些因子起码部分参与了 BMSCs 免疫调节过程
[56]
。尽管 BMSCs 免

疫逃逸和免疫调节的机制不完全清楚，但无疑使同种异体 MSC 的移植应用成为



血管内皮前体细胞对间充质干细胞增殖能力的影响 

 

48 
 

可能
[57]

。最近有学者利用 BMSCs 的免疫调节治疗自身免疫性疾病的患者，收到

很好的临床效果
[58]

。另外应该注意的是 BMSCs 的免疫抑制作用在治疗剧烈移植

物抗宿主病( GVHD) 时是非常重要的，但对于肿瘤的治疗，由于移植的 BMSCs 的

免疫抑制作用可能会导致对肿瘤细胞免疫反应的下降，所以可能限制 BMSCs 在

肿瘤治疗中的应用。 

4.结  论 

   目前干细胞种类繁多，BMSCs 因其独特优势而具有较大的应用价值。BMSCs 作

用机制多效而复杂，目前仍未完全证实，仍需大量的研究。明确 BMSCs 作用的

相关机制，将进一步促进其临床应用，为一些疾病带来新的治疗思路。 
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实验周期长，研究结果为深入研究血管内皮前体细胞调控骨髓间充质干细胞生物学行为及

其可能存在的作用机制有着重要意义。在校期间通过大学六级考试，完成硕士必修课，修
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