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摘 要
:

【目的】研究体外培养大鼠骨髓间质干细胞的超微结构
。

【方法」采用常规技术对 DS 鼠骨髓间质干

细胞进行体外培养传代
、

鉴定
、

诱导分化和透射电镜分析
。

[结果」流式细胞仪检测
,

细胞表达 C O2 9 和 C I减4
,

不表

达 CD l lb 和 C l二耳 ;5 经 5
一

氮杂胞昔和两性霉素 B 诱导分化后结蛋白和肌球蛋白染色阳性
。

透射电镜观察有巨噬样
、

内皮样和成纤维样三类基本细胞
,

巨噬样细胞表面有胞质突起
,

胞浆含电子密度高的结晶样包涵体 ; 内皮样细胞靠

胞膜边有吞饮小泡
,

胞浆中有电子密度高的内皮特殊小体 ;成纤维样细胞呈梭形
,

较幼稚
,

细胞器简单
,

有丰富的糖

原和核糖体 ;经诱导分化的肌样细胞胞浆靠胞膜缘可见无细胞器的条状肌丝区带 ;细胞间存在胞膜局部紧密连接

和胞质突起接合
。

(结论】传代贴壁生长的为骨髓间质干细胞 ;超微结构分析显示早期幼稚细胞发育的特征
,

但各

有特点 ;在不同培养条件诱导下
,

细胞具备向肌肉和脂肪组织分化的潜能
。

本研究为进一步了解和掌握骨髓间质

干细胞的生物学特性和临床应用打下基础
。
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o w n b e h a v io r
.

U n d e r d i f f e r e n t e o n d i t io n s ,

M S C h va e
卯 t e n e y o f d i f f e r e n t ia t i o n in t o m u o e le a n d f a t t y

t is s u e s
.

T h e s t u d y p or v id e s u s b e t t e r b a e k g or
u n d fo r f u r t h e r u n d e r s t an d i n g 能 t h e b io e h a r a e t e r i s t i e s

a n d e l in ie a l a P P li e a t i o n o f M S C
.

K e y w o dr s :
bo

n e m a r
or w : m e s e n e h y m a l s t e m e e l l s

u/ lt r a s t r u e t u r e ; r at

〔J S〔刑 Y a t
一

s e n U n i v
( M e d cS i )

,

2 0 0 3
,

2 4 ( z )
: 1 1一 15〕

骨髓间质干 细胞 ( m e s e n e h卿
a l : t e m c e ll s ,

M S C )具有极强的 自我更新和增殖能力
,

在特定条

件下
,

具有向骨
、

软骨
、

肌肉
、

神经等中胚层和外胚

层组织细胞分化的潜能
,

是重要的组织工程种子细

胞
,

因而成为医学界研究的热点
。

文献检索显示
,

近年来人们对体外培养 M S C 的生物学特性了解较

多
,

但对其超微结构的变化研究甚少
。

我们对体外

培养传代和经化合物诱导定向分化的 SD 鼠 M SC
进行透射电镜观察

,

对 M S C 的超微结构变化进行

了分析
,

旨在进一步 了解和掌握其生物学特性
,

为

临床应用干细胞治疗如进行性肌营养不 良等难治

性肌萎缩疾病打下基础
。

1 材料与方 法

1
.

1 材 料

实验动物为质量 80 一 1 00 9 的雄性 DS 大鼠
,

购 自中山大学实验动物中心
。

主要试剂有
: 五

一

D M E M用
a r l l F I : 1 : 1 培养基

(购 自 G BI OC B R L 公司的干粉剂自配 )
,

胎牛血清

刊 35 和马血清 H S ( 10 0 m L
,

H y e lo n e
公司 )

,

P e n i
-

e i l li o s t r e p t o m y c i n 一

G lu t
am in e

( 10 0 只
,

G IB C O B R L

公司 )
,

2
.

5 9几 T yr sP i n
( I X

,

G BI C ( ) B R L 公司 )
,

A l n p h o t e r ie i n B ( 2 5 哩
,

5 1脚
a
公司 )

,

5
一

az
a e y t i d in e

( 1 0 0 m g
,

5 1脚
a
公司 )

,

b F GF ( 1 0 拌g
,

E C 公司 )
,

仆

H an ks 液和无钙镁 P BS ( p
7H

.

4
,

自配 )
,

荧光标记小

鼠抗大 鼠抗体 CD l lb
一

IF T C
、

C I〕2 9
一

IF T C
、

( I 只 4
-

F IT C
、

C l只 5
一

F I T C (nA ce n 公司 )
、

电镜固定液等
。

1
.

2 M S C 的分离
、

培养和传代

引颈法处死大 鼠
,

无菌条件下取 出股骨 和胫

骨
,

剔净附着组织
,

断开骨端
,

用抽吸 D
一

H an k。 液的

注射器将骨髓细胞冲至含 1 00 m L几 F B S 培养基

的无菌小烧杯中
,

尖头 吸管轻轻吹打制成细胞悬

液
,

g OO r

m/
in 离心 (离 心半径

r = 4 C m )
,

含 1 5 0

m L几邓 S 的培养基重悬沉淀细胞
。

镜下将细胞

密度调整为 l x l沪m/ L
,

接种至 25
C

时 的塑料培

养瓶
,

37 ℃
、

体积分数为 5 %饱和湿度的 C q 培养

箱中原代培养
。

倒置相差显微镜每日观察
,

根据细

胞生长代谢情况
,

3 一 4 d 换液一次
。

贴壁细胞约

9 0 % 接近 融合 时
,

咫S ( p 7H
.

4 ) 洗 涤
,

2
.

5 9几
T yr sP in 37 ℃消化并以 1 : 3 接种传代

。

在第一代

细胞生长融合时
,

可继续传代
。

1
.

3 传代后 M S C 的鉴定

胰酶消化 P 6 代细胞
,

P B S 洗涤
,

加人荧光标记

抗体
,

室温避光孵育 30 m in
,

再用 BP S 清洗
,

10 9几

多聚甲醛固定 15 m in
,

F A〔妞 c
an 流式细胞仪检测细

胞表面抗原表达
。

1
.

4 M S C 的体外定向诱导分化

取 P 6 代培养 Z d 的 M S C
,

分别按 1
、

民 1 0( x

10 “

m/ )L 的细胞密度接种
,

5 拼g几 bGF F 预诱导
,

2 4 h 后用含 7 拜m o l几 5
一 a z a e y t id in e 和 1哩几 A m

-

p h ot er iic n B 的培养基诱导处理
,

24 h 后更换为添

加 5 0 m L几 H S
、

12 5 拼g几 V i t C 的 L
一

D M E M /

H a n 1 F 12
完全培养基继续培养

。

诱导分化 2 周的

M S C 做细胞爬片
,

冷丙酮 固定后进行 D es m in 和

M y og lo ib n
免疫组化染色检测

。

1
.

5 M S C 的透射电镜观察

分别取样 2P 代
、

6P 代 和经诱导分化后 的

M S C
,

经 20 9几 多聚甲醛 十 25 9几 戊二醛 4 ℃ 前

固定 20 m in
,

用细胞刀将固定细胞轻轻刮下
,

转人

离心管 2 0 0 0 r

m/
in 离心 2 0 m in

,

使细胞成团
,

倾弃

上液
,

继续前固定 30 m in 和 10 9几 饿酸后固定 40

m in
,

梯度酒精脱水
,

环氧树脂 E p on 81 2 包埋
,

创勺3
-

工型超薄切片机切片
,

醋酸双氧铀和构椽酸铅双染

色
,

日立 -H 6 00 透射电镜观察
。

2 结 果

2
.

1 M sC 的体外培养
、

鉴定和肌样细胞的诱导分

化

骨髓单核细胞悬液接种后 3 一 4 h 开始贴壁
,

24 h 后 90 % 以上贴壁
,

且摇晃瓶身细胞不易脱落
。

原代培养 72 h 后可见球形和梭形细胞贴壁生长
,

5

一 7 d 后 出现形 态均一的细胞增殖集落
,

10 d 后

90 % 以上细胞趋于融合
。

经胰酶消化
, “

纺锤样
”

梭

形细胞首先脱落
,

传代后 6一 s h 内又基本贴壁
,

24
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h 后开始增殖
,

细胞集落增多
,

呈
“

漩涡状
”

或
“

辐射

状
”

生长
,

3一 s d 可传代
,

M S C 趋于纯化
。

P 6 代的

细胞经流式细胞仪检测
,

细胞均一性达 95 % 以上
,

( : D l l b 和 C E吟5 表达阴性
,

C l〕2 9 和 C4D 4 表达 阳

性
,

说明传代贴壁生长 的纯化细胞为 M S C
。

诱导

分化后 的 M S C 经 D e

sm in 和 M y og lob in 免疫组化

染色检测呈阳性反应
,

提示有肌样细胞特性
,

见图

l
。

2
.

2 M S C 的超微结构

透射 电镜下 可 见 巨噬 样细胞 ( m ac or p hag e -

l i k e
)

、

内皮样细胞 (
e n d o t h e l iu m

一

l ik e
)和成纤维样细

胞 ( f ib or bl as t
一

h ke ) 3 类基本细胞
。

其中
:

① 巨噬样

细胞的胞体巨大 ;胞核不规则
,

异染色质丰富
,

呈小

凝块状
,

部分边聚 ;胞浆较多线粒体 ( m i t o e h o n d
r i a ,

M i )
、

溶酶体 ( l y so so m e ,

L y )
、

吞噬小体 ( p h a g o s o m e ,

P )和电子密度高的均质性结晶样包涵体 (
c yr st al

-

lo id i n e lu s io n ,

C l )
,

其它细胞未发现有此类似结晶

物
,

细胞表 面有胞质突起 (
c
yt op l as m p or ce s s ,

CP )

(图 ZA
,

B )
。

②内皮样细胞核呈椭圆形
,

核膜较规

则
,

异染色质呈小凝块状 ;靠胞膜边有吞饮小泡

( p i n o e y t o s i s v e s i e l e ,

PV )
,

胞浆中有电子密度高的

内皮特殊小体 (
s p e e if ie g r a n u le

,

S G )
,

可见较多粗面

和滑面内质网 (
r o u g h a n d

~
t h

一 s u 汀a e e d e n d o p l a s -

m ie r e t i e u lu m
,

R E R & SE R ) (图 Z C )
。

③成纤维样

细胞呈梭形
,

细胞较幼稚 ;核大
,

常染色质丰富 ;细

胞器较简单
,

有丰富的糖原和 核糖体 (
r ib os

o m e ,

R i )
,

可见较多粗面内质网 ( R E J又) (图 Z D
,

E )
。

④经

诱导分化后 的肌样细胞有丰富的糖原和核糖体
,

可

见粗面内质网 ( R E R )
、

线粒体 ( M )I 等细胞器
,

细胞

浆靠胞膜边缘可 见无细胞器的条状肌丝 ( m yo if al
-

m en t
,

M f) 区带 (图 ZF )
。

⑤在光镜下见到的细胞集

落中
,

电镜显 示 细胞 间存在胞膜局部紧密连接

( t ig h t j u n e t io n ,

TJ )
,

部分连接处胞膜融合消失 :还

可见成纤维样细胞胞质突起 ( CP ) 向外延伸
,

并与

另一相邻细胞发出的类似突起接合
,

突起内未见细

胞器 (图 ZG
,

H )
。

3 讨 论

除了胚胎干细胞
,

机体还存在如骨髓间质干细

胞的具有一定自我更新和分化能力的多能干细胞
。

早在 13 0 年前
,

德国病理学家肠h hn ie m 在研究伤

口修复时首先提出了骨髓中还存在非造血干细胞

的概念 〔̀
,

“ l
。

直到 20 世纪 70 年代中期
,

rF ied en
-

st ie n
在对少部分贴壁细胞进行培养过程中

,

发现其

能够分化成类似骨和软骨的集落川 ;及至 80 年代
,

iP er S二 aL 和 O w en 等又在骨髓基质中成功分离出能

分化为成骨细胞
、

成软骨细胞
、

脂肪细胞
、

甚至成肌

细胞等多种中胚层来源 组 织 的多潜能细胞
,

即

M s C 2[]
。

M s c 表型不一
,

具有间质细胞
、

上皮细胞

和内皮细胞的特点〔3」
。

在实验中观察到
,

体外培养

未纯化的骨髓贴壁细胞在相差显微镜下存在两种

形态
:

一种呈宽大扁平近似 圆形
,

胞质近中央处有

明显的圆形细胞核
,

增殖速度较慢
,

生长时细胞间

紧密相靠
,

互相衔接
,

有连接成片的能力
,

贴壁较

牢
,

传代时胰酶短 时间内消化不易脱落 ;另一种呈

梭形或不规则三角形
,

一经传代其增殖速度较快
,

生长时细胞排列呈漩涡状或辐射状
,

符合传统意义

上 M S C 的特点
,

胰酶消化时较易脱落
,

故可 采用
“

差速消化贴壁法
”

分离纯化 M s C[
4了

。

从培养传代

数看
,

P S一 6 代后趋于纯化
,

细胞呈
“

集落
”

或
“

克

隆
”

生长
,

形成
“

漩涡状
”

或
“

辐射状
”

排列分布
,

细胞

形态以
“

纺锤样
”

梭形为主
。

目前认 为
,

C D 2 9
、

C E衅4
、

C l〕1 0 5
、

〔刀 1 6 6 是

M S c 的重要标记物固
,

但不表达 L FA I
一 。

( cD l l a
)

、

加l a e l ( C l ) 1 1 b )
,

C D 3 4
、

泛 白细胞标 志抗原 口又 5

等 〔3」
。

本研究体外纯化传代培养的细胞经流式细

胞仪检测
,

细胞均一性表达 C l〕2 9 和 以只 4
,

但不表

达 CL
)1 1b 和 任又 5

,

说明传代贴壁生长的纯化细胞

为 M S C
。

对 2P 代细胞的超微结构研究发现
,

M S C

在透射电镜下可见巨噬样
、

内皮样和成纤维样三种

基本细胞
。

这些细胞均相对幼稚
,

胞核较大
,

形状

多样
,

染色质分布不均
,

电子密度较低 ;胞浆中高尔

基体
、 、

线粒体
、

粗面
/
猾面 内质网等细胞器不甚 发

达
,

纤维丝状物较少
,

总体表现为早期幼稚细胞发

育的特点
,

但各自又有特点
,

而 P 6 代以成纤维样细

胞为主
。

巨噬样细胞表面有许多胞质突起 ( C )P
,

细胞内均存在一种电子密度高的均质性结晶样包

涵体 ( CI )
,

其它细胞未发现有类似结晶物
。

根据文

献报道
,

这种 lC 结构很可能是由铁粒或含铁血黄

素浓集并与载铁蛋 白或其他转运蛋白成分混杂而

形成的一种结晶体
,

依其镜下形状和排列
,

CI 可见

4 种类型
,

但它们之间并无本质区别
,

差别仅与标

本制作或切片方向有关 6[]
。

内皮样细胞胞浆中有

电子密度高的特殊小体 ( SG )
,

其形成机理不明 ;紧

靠胞膜边有吞饮小泡 ( P V )
,

与细胞代谢有关
,

有别

于巨噬样细胞中含碎片物的吞 噬小体
。

成纤维样

细胞呈梭形
,

细胞器简单
,

细胞相对较幼稚
,

但含丰
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图 2 体外培养大鼠骨髓间质干细胞的超微结构
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,

等
.

体外培养大鼠骨髓间质干细胞的超微结构

富的糖原和核糖体
。

随着体外传代纯化
,

细胞表型

趋于一致
,

呈
“

梭形成纤维样
” ,

并形成许多细胞集

落 (克隆 ) ;超微结构显示细胞间存在胞膜局部紧密

连接 (TJ )
,

部分连接处胞膜融合消失 ;还可见成纤

维样细胞胞质突起 ( CP )向外延伸
,

并与另一相邻

细胞发出的类似突起接合
。

细胞生物学研究认为
,

细胞间连接是细胞的一种重要通讯结构
,

连接结构

的存在有利于细胞间的信息传递
,

是产生细胞调

控
、

影响细胞生长发育和相应组织结构形成的重要

基础
。

对体外培养诱导分化的 D es m in 和 M yog
lob in

染色阳性的肌样细胞超微结构研究发现
,

细胞呈
“

成纤维样
” ,

胞浆靠胞膜边缘可见无细胞器的条状

肌丝 ( M钓区带
,

部分细胞两侧胞膜缘均有分布
,

说

明这是发育较幼稚的成肌样细胞结构
。

另外
,

在对

用高糖和含高浓度血清 ( 2 00 一 2 50 m L几 )培养基

培养的 M S C 超微结构研究发现
,

成纤维样细胞容

易脂化
,

胞浆脂滴丰富
,

细胞核与其它细胞结构发

育尚正常
,

未见细胞变性坏死改变
。

提示在培养条

件改变后
,

M S C 有向肌肉和脂肪组织分化的潜能
,

至于 M S C 中是否成纤维样细胞更有向多种细胞组

织类型分化发育的能力
,

值得进一步研究
。
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