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摘 要：【目的】研究碱性成纤维细胞生长因子（%&’&）对大鼠骨髓基质干细胞（()*）增殖的影响。【方法】

用!+(,(冲洗骨髓腔，收集骨髓细胞悬液，接种在塑料培养瓶中，经体外扩增、纯化，观察其生长特性，用免疫组
织化学 )-.*法检测波形蛋白和纤粘连蛋白的表达，并研究不同浓度 %&’&对 ()*生长曲线和克隆形成率的影
响。【结果】原代培养时形成由基质干细胞组成的细胞集落，细胞集落 "/ 0时接近融合，传代后细胞体积变大，约

! 1 2 0传代 "次；免疫组化显示 ()*呈波形蛋白阳性，而纤粘连蛋白阴性。浓度 "# 34 5 67和 8# 34 5 67 %&’&组
的 ()* 的细胞数和克隆形成率比 ! 34 5 67 %&’& 组和对照组 （无 %&’&）明显增加，具有高度显著性 （! "
#9 #"）。【结论】%&’&可明显促进 ()*的增殖。
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如何防止种子细胞老化？怎样扩增种子细胞？ 是当前组织工程需着重解决的问题。骨髓间质干细

收稿日期：8##/+#/+#>
基金项目：国家重点基础研究（>2=）基金资助项目 @ ’">>>#!/=#"+8 A

作者简介：刘爱军（">28 e），女，河南新乡人，博士生，讲师；李海标，教授，博士生导师，通迅作者 9 ,+6NDV: VNE]REWUg WNYOO9 ZO69 Z3

第 8! 卷 第 ? 期

8##/ 年 "" 月
hOV9 8! IO9 ?

IO\9 8##/

中山大学学报 @医学科学版 A

L^C<I-7 ^& )CI [-_+),I CIBh,<)B_[ @(,PB*-7 )*B,I*,) A

DOI:10.13471/j.cnki.j.sun.yat-sen.univ(med.sci).2004.0108



!"#

胞（$%&%’()*$+, &-%$ (%,,. /01）有自我更新和增殖
能力，具有多向和横向分化的潜能，可分化为 2个胚
层来源的多种组织细胞 3 4 5 2 6；/01取材方便，易于培
养，遗传背景稳定，自体移植无明显免疫排斥反应，

不涉及伦理道德等问题，因而被认为是组织工程理

想的种子细胞。骨髓中 /01的数量有限，且在体外
培养多次传代以后，细胞的增殖能力下降。因此如

何简便有效的在体外大量扩增 /01，具有重要的现
实意义。碱性成纤维细胞生长因子 （7+&% 897:;7,+&-
<:;=-) 8+(-;:. 7>?>）是一种内源性多肽生长因子，
有促进中胚层和神经外胚层细胞有丝分裂的作用 3 @ 6，

本研究观察不同浓度的 7>?>对体外培养的 0A 大
鼠 /01 的生长曲线及克隆形成率的影响，探讨
7>?>对 /01增殖的影响，为体外简便、高效的提高
/01&的增殖提供理论基础。

4 材料和方法

4B 4 材 料
雄性 0A大鼠，体质量 C" D 4"" <，由中山大学

实验动物中心提供。

4B E 试 剂
!F/G/（?HIH1J公司），胎牛血清 （8%-+, 7;K9’%

&%:=$，>I0）（中国医学科学研究所），!F谷氨酰胺、
胰酶、7>?>（均购自 ?HIH1J 公司）。细胞培养液
!F/G/含 4!" $L M L >I0、4 $$;, M L !F谷氨酰胺。
小鼠抗波形蛋白 （K9$%’-9’）和兔抗纤粘连蛋白
（,+$9’9’）分别购自 0+’-+ 1HNO 0’和博士德试剂公
司。余试剂均为国产分析纯。

4B 2 方 法
4B 2B 4 骨髓干间质的分离培养 无菌条件下取出
大鼠股骨，剪断股骨两端，! $L注射器吸取 !F/G/
培养基，反复冲洗骨髓腔，并打散骨髓组织，收集骨

髓细胞悬液，接种于 E! ($E塑料培养瓶，2P Q，体积
分数 !R 1JE培养，! S半量换液，以后每 2 S换液 4
次。4" D 4@ S细胞接近融合，用 4B E! < M L胰酶消化
传代。

4B 2B E 细胞形态学观察 应用倒置显微镜逐日观
察体外培养的骨髓间质干细胞的生长状态及形态学

变化。并取 T@代 /01，以 2B ! U 4"@ M $L接种入预先
放有无菌盖玻片的 V孔板内制作细胞爬片，2 S后取
出爬片，TI0洗 2次，@" < M L多聚甲醛固定 2" $9’，
TI0洗 2次，免疫组织化学染色按 0WI1法进行，!

抗 X9$%’-9’和 L+$9’9’浓度均为 4 Y 4""，相应"抗
的浓度为 4 Y 4""，AWI显色，阴性对照组不加!抗，
余步骤相同。

4B 2B 2 生长曲线的绘制 取 T4、T@、TV代 /01，按
2B ! U 4"@ M $L接种于 E@孔板，每天计数 4次，每次
计数 2孔，共计 P S，绘制细胞生长曲线，每代样本例
数均为 2。取 T@ 代 /01 以含不同 7>?> 浓度的
#F/G/培养基培养，设含 7>?> ! ’< M $L组、4" ’< M
$L组、E" ’< M $L组，对照组为无 7>?>培养的 T@
代 /01，每组样本例数为 2，绘制生长曲线，并做
L0AF "检验。
4B 2B @ 克隆形成率的计算 T@代 /01制成单细
胞悬液，以 4E" 个 M孔接种入 V 孔板，无 7>?>
!F/G/培养基培养 E周，TI0洗 2遍，Z:9<)- [ &染
色，Z:9<)- [ &染液为 "B 4 < Z:9<)- [ &染料粉融于 V"
$L纯甲醇，Z:9<)- [ &染液染 2 $9’，然后加等体积的
磷酸缓冲液（\] VB ! D P）不断吹打 2 $9’，蒸馏水洗，
中性树胶封片，计数 V孔板内细胞数在 !"以上的克
隆数，算出其所占种入的单个细胞数的百分比，该组

设为对照组。同样的方式计算含 7>?>质量浓度分
别为 ! ’< M $L组、4" ’< M $L组、E" ’< M $L组 /01
的克隆形成率，每组样本例数为 2，并做 A=’’%--F "
检验。

E 结 果

EB 4 骨髓间质干细胞的原代培养
骨髓细胞种植后，造血细胞成分居多，E S可见

细胞贴壁，2 S可见贴壁细胞呈梭形，骨髓中的造血
细胞不能贴壁，随换液而被去除，@ S后，细胞逐渐
形成分散的集落 （图 4），多为成纤维样细胞和宽大
扁平的细胞，至 42 D 4@ S时，集落中心细胞密集，周
围细胞呈放射状或漩涡状排列，各集落的大小、细胞

的疏密程度和细胞排列方式不尽相同。细胞密集处

集落间出现重叠，原代培养潜伏期较长，约 @ D ! S，
随后增值迅速，4E D 4! S接近融合。
EB E 骨髓间质干细胞的传代培养
传代细胞在 E@ )内贴壁，呈簇状分布，较原代

细胞体积变大，呈不规则的多角形，有短而薄的胞

突，培养中仍可见少量上皮样和脂肪细胞，但以成纤

维样细胞为多，传至第 2代后，细胞形态渐趋一致，
呈梭形（图 E）；免疫组化染色呈 X9$%’-9’阳性，胞浆
呈棕黄色（图 2），对照组染色为阴性。L+$9’9’染色
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图 ! 骨髓基质干细胞 "#$%&’#&表达阳性

(#)* ! +,% -./#’#0% %1-2%//#.& .3 0#$%&’#& #& 4.&%
$%/%&5,6$78 /’%$ 5%88/ $ % &## ’

图 9 4(:(代作用 ;< 代 =>?生长曲线

(#)* 9 +,% )2.@’, 5A20%/ .3 ;< =>? @#’, 4(:( $ ! ( ) ’

呈阴性。细胞传代后，" * & +处于静止期，) +开始
增殖，, +进入对数生长期，第 - 天达高峰，."代细
胞数达 ""/ 0 % "#, 1 23，.,代细胞数达 "#/ & % "#, 1
23，.-代细胞数为 0/ , % "#,个 1 23，可见 ."代细
胞增殖最旺盛，.,代次之，.-代细胞增殖较慢（图
,）。

&/ ) 4(:(对骨髓间质干细胞增值的影响
&/ )/ " 4565对骨髓间质干细胞生长曲线的影响
加入 4565以后，从图 !中可见，前 ) +不同浓度
的 4565对 789增殖的影响不明显，其细胞数与对
照组（无 4565）差别不大，, +后细胞增殖明显，- +
达高峰，&# :; 1 23 4565 组细胞数为 ")/ < % "#, 1
23，"# :; 1 23 4565组细胞数 ")/ , % "#, 1 23，! :; 1
23 4565组细胞数为 ""/ , % "#, 1 23，.,代细胞数
为 "#/ & % "#, 1 23。38=> "检验结果显示："# :; 1 23
和 &# :; 1 23 4565组与 ! :; 1 23 4565组比较差异
有高度显著性（# ? #/ #"），"# :; 1 23和 &# :; 1 23
4565组无显著性差异 $ # @ #/ #! ’；! :; 1 23 4565
组与对照组比较有高度显著性 $ # ? #/ #" ’。

&/ )/ & 4565对骨髓间质干细胞克隆形成率的影
响 789克隆形态如图 -，从表 "中可见 #、!、"#、
&# :; 1 23 4565 培养条件下，克隆形成率依次为
",/ <A、"</ &A、&-/ BA、&B/ 0A。=C::DEE> " 检验结
果："# :; 1 23和 &# :; 1 23的 4565对克隆形成率
的影响明显高于 ! :; 1 23的 4565，差异有显著性
（# ? #/ #"）；"# :; 1 23和 &# :; 1 23的 4565对克
隆形成率的影响无显著性差异（# @ #/ #!）。

图 " 体外培养原代骨髓基质干细胞

(#)* B +,% -2#$726 5%88/ .3 4.&% $%/%&5,6$78 /’%$ 5%88/
!" #!$%& $ % "## ’

图 C ;<代骨髓基质干细胞

(#)* C +,% 3.2’, -7//7)%D 5%88/ .3 4.&% $%/%&5,6$78 /’%$
5%88/ !" #!$%& $ % "## ’
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表 " #$代 %&’(克隆形成率

)*+,- " ).- /,01-23045617 4*8-( 03 #$ %&’

图 ! 骨髓基质干细胞克隆 "#$%&’()染色
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K 讨 论
%&’ 的研究始于 "SNL 年，德国病理学家

’0.1.-65提出 %&’具有向造血组织以外的成分分
化的潜能 T ; U，目前的研究已经表明 %&’有多向和横
向分化的潜能 T " V K U，%&’作为组织工程的种子细胞
也日渐得到重视。但骨髓中的 %&’数量很少，据估
计 "<! W "<N个骨髓有核细胞中约含有 "个 %&’，且
随着年龄的增加或体质衰弱，%&’ 的数量逐渐减
少，在体外培养 %&’经多次传代后细胞老化，增殖
能力下降，分化潜能丢失，这些都影响了 %&’的应
用，因此选择合适的培养条件，以促进 %&’的体外
大量扩增很有必要。

本实验参考 I46-B-1(8-61的方法，按我们已建立
的方法 T ! U，直接把骨髓细胞悬液接种到塑料培养瓶

中，利用 %&’贴壁生长的特性获取，经换液、传代来
纯化细胞。目前 %&’还没有特异性标记物，一般把
’>;R、’>$$、’>"<!和 ’>"<N阳性的骨髓间质细胞
认为是 %&’TNG L U，此外，有研究认为 %&’免疫组化呈
X65-1861阳性反应，E*56161阴性反应 T S U，我们的分

离培养方法与上述文献相同，且 X65-1861 和
E*56161免疫组化结果也相似G 提示我们分离培养
的细胞是 %&’。

+IJI是一种活性多肽，以往的研究表明它能
刺激大量中胚层和神经外胚层来源细胞的生长，是

一种有效的有丝分裂原和分化抑制因子 T $ U。不同剂

量的 +IJI对体外培养的软骨细胞、成纤维细胞、牙
髓细胞等有刺激增殖、稳定表型或诱导分化的作

用，+IJI刺激细胞增殖的最佳有效浓度，不同的报
道差别很大 T R，"< U，可能与物种差异有关。而 +IJI通
过什么方式发挥其生理作用呢？有报道认为它是通

过作用于细胞膜上的相应受体而起作用，细胞膜上

的受体数目和功能高低在不同的细胞、不同的动物

有差别，当 +IJI与受体的结合达到平衡时，生物作
用达最大，此时再增加 +IJI浓度不会继续增加生
物效应 T $ U。我们的结果表明，"< 17 D 5E 和 ;< 17 D
5E +IJI可明显促进 %&’数量的增加和克隆形成，
但两者无显著性差异，! 17 D 5E的作用较弱，与前两
者相比有显著性差异，提示 "< 17 D 5E +IJI可能是
刺激大鼠 %&’细胞增值的最佳浓度。本实验研究了
不同浓度 +IJI对大鼠 %&’增殖的影响，为 %&’的
临床应用提供了理论和技术支持。
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