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􀦋􀦋研究报告

无血清共培养条件下脐带间充质干细胞对奶牛
乳腺上皮细胞的增殖作用

赵艳坤，邵伟，雒诚龙，余雄∗

（新疆农业大学动物科学学院，新疆肉乳用草食动物营养实验室，乌鲁木齐　 ８３００５２）

　 　 【摘要】 　 目的　 旨在探究无血清共培养条件下脐带间充质干细胞（ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ＵＣ⁃
ＭＳＣｓ）对奶牛乳腺上皮细胞（ｂｏｖｉｎｅ ｍａｍｍａｒｙ ｇｌａｎｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ， ＢＭＥＣｓ）的增殖作用。 方法　 选取生长状态最佳

的 ＵＣ⁃ＭＳＣｓ 和 ＢＭＥＣｓ，将两种细胞以直接接触和间接接触两种共培养方式作为试验组，直接接触是按照 ＵＣ⁃
ＭＳＣｓ：ＢＭＥＣｓ 分别为 ２∶ １、１∶ １、１∶ ２、１∶ ３、１∶ ４、１∶ ５、１∶ １０ 的浓度梯度混合共培养，间接接触则是提取 ＵＣ⁃ＭＳＣｓ 的上

清液作为条件培养基重悬 ＢＭＥＣｓ，对照组为 ＵＣ⁃ＭＳＣｓ 和 ＢＭＥＣｓ 单纯培养组，并设阴性空白对照，于 ０、４、８、１２、２４、
３６、４８、６０、７２ ｈ 时观察各组细胞的生长变化，采用 ＣＣＫ⁃８ 法检测各组细胞增殖情况。 结果　 在 ４８ ｈ，条件培养基

ＢＭＥＣｓ 组 Ａ 值显著高于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而 １∶ ２浓度组 Ａ 值达到峰值，极显著高于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），显著高于

其他各浓度组和条件培养基 ＢＭＥＣｓ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论 　 无血清条件下，ＵＣ⁃ＭＳＣｓ 和 ＢＭＥＣｓ 共培养可以促进

ＢＭＥＣｓ 增殖，直接接触促增殖效果优于间接接触，且最适比例为 １∶ ２，最佳时间是 ４８ ｈ。
【关键词】 　 脐带间充质干细胞；乳腺上皮细胞；无血清；共培养；增殖
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ｍａｍｍａｒｙ ｇｌａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ， ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｕｓｅｄ ｔｈｅ
ｄｉｒｅｃｔ⁃ ａｎｄ ｉｎｄｉｒｅｃｔ⁃ｃｏｎｔａｃｔ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ ＵＣ⁃
ＭＳＣｓ ａｎｄ ＢＭＥＣｓ ｕｎｄｅｒ ｓｅｒｕｍ⁃ｆｒｅｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ， ａｎｄ
ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ⁃ｐｒｏ⁃
ｍｏｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＵＣ⁃ＭＳＣｓ ｏｎ ＢＭＥＣｓ． Ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ ｏｆ⁃
ｆｅｒｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｐｒｏ⁃
ｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＭＥＣｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｓ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉ⁃
ｃａｌ ｂａｓｉｓ ａｎｄ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｍａｍ⁃
ｍａｒｙ ｇｌａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｔｈｅ ａｐｐｒｏａｃｈ ｏｆ ｒａｉｓｉｎｇ
ｍｉｌｋ ｙｉｅｌｄ．

１　 Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ
１􀆰 １　 Ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｆｒｏｍ Ｄｅｃｅｍｂｅｒ

２０１５ ｔｏ Ｊｕｎｅ ２０１６ ｉｎ ｔｈｅ Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ
Ｍｅａｔ ＆ Ｍｉｌｋ Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ Ｈｅｒｂｉｖｏｒｅ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ＵＣ⁃
ＭＳＣｓ ａｎｄ ＢＭＥＣｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
ｗｅｒｅ ｃｈｏｓｅｎ ｆｏｒ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ ｂｙ ｄｉｒｅｃｔ ｏｒ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｃｅｌｌ⁃
ｔｏ⁃ｃｅｌｌ ｃｏｎｔａｃｔ． Ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｒｅｃｔ ｃｏｎｔａｃｔ ｇｒｏｕｐｓ， ＵＣ⁃ＭＳＣｓ
ａｎｄ ＢＭＥＣｓ ｗｅｒｅ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ
２∶ １， １∶ １， １∶ ２， １∶ ３， １∶ ４， １∶ ５， ａｎｄ １：１０， ｒｅｓｐｅｃ⁃
ｔｉｖｅｌｙ． Ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｃｏｎｔａｃｔ ｇｒｏｕｐｓ， ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ
ｏｆ ＵＣ⁃ＭＳＣｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｍｅｄｉｕｍ ｔｏ ｒｅ⁃
ｓｕｓｐｅｎｄ ＢＭＥＣｓ． Ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ， ＵＣ⁃ＭＳＣｓ ａｎｄ
ＢＭＥＣｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｌｏｎｅ． Ａ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
ｗａｓ ｆｕｒｔｈｅｒ ａｒｒａｎｇｅｄ． Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｔｕｓ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｍｏｎｉｔｏｒｅｄ ａｔ ０ ｈ， ４ ｈ， ８ ｈ， １２ ｈ， ２４ ｈ， ３６
ｈ， ４８ ｈ， ６０ ｈ， ａｎｄ ７２ ｈ ｏｆ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ， ａｎｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆ⁃
ｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ．
１􀆰 ２　 Ｍａｔｅｒｉａｌｓ
１􀆰 ２􀆰 １ 　 Ｃｅｌｌ ｓｏｕｒｃｅ． ＵＣ⁃ＭＳＣｓ： ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ⁃ｄｅ⁃
ｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｈｏｌ⁃
ｓｔｅｉｎ ｄａｉｒｙ ｃａｔｔｌｅ ｉｎ ｏｕｒ ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ａｎｄ ｃｕｌ⁃
ｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ （ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ）．
ＢＭＥＣｓ： ｐｕｒｃｈａｓｅｄ ｆｒｏｍ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｊｅｎｎｉｏ Ｂｉｏｔｅｃｈ
Ｃｏ． ， Ｌｔｄ．
１􀆰 ２􀆰 ２　 Ｍａｉｎ ａｐｐａｒａｔｕｓ ａｎｄ ｒｅａｇｅｎｔｓ． Ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｍｉｃｒｏ⁃
ｓｃｏｐｅ （ Ｍｏｔｉｃ⁃ＡＥ３１）， ＣＯ２ ｉｎｃｕｂａｔｏｒ （ ＨＦ１５１ＵＶ），
Ｔ７５ ｆｌａｓｋ （Ｃｏｒｎｉｎｇ Ｔ）， ９６⁃ｗｅｌｌ ｐｌａｔｅ （Ｂｏｇｏｏ， Ｓｈａｎｇ⁃
ｈａｉ）， Ｈ⁃ＤＭＥＭ （Ｈｙｃｌｏｎｅ）， ＲＰＭＩ⁃１６４０ （Ｈｙｃｌｏｎｅ），
ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ （ Ｇｉｂｃｏ）， ０􀆰 ２５％ ｔｒｙｐｓｉｎ ＋ ＥＤ
（Ｈｙｃｌｏｎｅ）， ＣＣＫ⁃８ ｒｅａｇｅｎｔ （ ７Ｓｅａ Ｂｉｏｔｅｃｈ， Ｓｈａｎｇ⁃
ｈａｉ）， ａｎｄ ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ ｒｅａｄｅｒ （Ｔｈｅｒｍｏ）．
１􀆰 ３　 Ｍｅｔｈｏｄｓ
１􀆰 ３􀆰 １　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＵＣ⁃ＭＳＣｓ ａｎｄ
ＢＭＥＣｓ． Ｗｈｅｎ ｇｒｏｗｉｎｇ ｔｏ ９０％ ｃｏｎｆｌｕｅｎｃｅ， ＵＣ⁃ＭＳＣｓ
ａｎｄ ＢＭＥＣｓ ｗｅｒｅ ｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ １∶ ２ ｏｒ １∶
３， ｕｓｉｎｇ ｔｒｙｐｓｉｎ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ．
１􀆰 ３􀆰 ２ 　 Ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ＵＣ⁃ＭＳＣｓ ａｎｄ ＢＭＥＣｓ． ＵＣ⁃
ＭＳＣｓ ａｎｄ ＢＭＥＣｓ ｗｅｒｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｐｌｉｅｄ ａｔ ｆｉｒｓｔ．
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Ｓｏｍｅ ｏｆ ｔｈｅｍ ｗｅｒｅ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ９６⁃ｗｅｌｌ ｐｌａｔｅｓ ａｔ ｄｉｆ⁃
ｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏｓ． Ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｃｏｎｔａｃｔ
ｇｒｏｕｐ， ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ＵＣ⁃ＭＳＣｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉ⁃
ｔｉｏｎｅｄ ｍｅｄｉｕｍ ｔｏ ｒｅ⁃ｓｕｓｐｅｎｄ ＢＭＥＣｓ， ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ
ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｐｌａｔｅｓ． Ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ，
ｂｏｔｈ ＢＭＥＣｓ ａｎｄ ＵＣ⁃ＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｌｏｎｅ． Ｆｏｒ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎｏｃｕｌｕｍ ｄｅｎｓｉｔｙ ｗａｓ ａｄｏｐｔｅｄ
ａｎｄ ｔｈｒｅｅ ｐａｒａｌｌｅｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ． Ｅａｃｈ
ｃｕｌｔｕｒｅ ｐｌａｔｅ ｗａｓ ｍａｒｋｅｄ ａｎｄ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ａｔ ３７℃ ｉｎ ５％
ＣＯ２ ． Ｓｅｒｕｍ⁃ｆｒｅｅ ｍｅｄｉｕｍ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｒｅｐｌａｃｅ ｔｈｅ ｃｕｌ⁃
ｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ．
１􀆰 ４　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉａｂｌｅ ｃｅｌｌｓ

１０ μＬ ｏｆ ＣＣＫ⁃８ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｅｒｕｍ⁃
ｆｒｅｅ ｍｅｄｉｕｍ） ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｉｎ ｅａｃｈ ｗｅｌｌ， ａｎｄ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ
ａｔ ３７℃ ｉｎ ５％ ＣＯ２ ｆｏｒ ４ ｈ． Ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ， ａｎ ａｕｔｏｍａｔ⁃
ｉｃ ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ ｒｅａｄｅｒ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｏｐｔｉｃａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙ ａｔ ４５０ ｎｍ．
１􀆰 ５　 Ｄａｔａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ

Ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ Ｄｕｎｃａｎ’ ｓ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒａｎｇｅ
ｔｅｓｔ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｕｓｉｎｇ ＳＰＳＳ １８􀆰 ０． Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｗａｓ
ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ ａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ， ａｎｄ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ｅｘ⁃

ｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ａｖｅｒａｇｅ
± ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ （Ｘ ± Ｓ）．

２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ
２􀆰 １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＵＣ⁃ＭＳＣｓ ｄｕｒ⁃
ｉｎｇ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ， ｉｔ ｗａｓ ｓｅｅｎ ｔｈａｔ
ｐａｓｓａｇｅ ３ （Ｐ３）ＵＣ⁃ＭＳＣｓ ｇｒｅｗ ｉｎｔｏ ｆｕｓｉｆｏｒｍ ｏｒ ｔｒｉａｎｇｕ⁃
ｌａｒ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｔｈｅ ｂｏｔｔｏｍ ｏｆ ｔｈｅ ｆｌａｓｋ； ａｔ ７ ｄ， ｔｈｅ
ＵＣ⁃ＭＳＣｓ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ａ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ⁃ｌｉｋｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ （Ｆｉｇ．
１⁃Ａ）． Ｔｏ ｐａｓｓａｇｅ ４ （Ｐ４）， ｍｏｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ＵＣ⁃ＭＳＣｓ ｗｅｒｅ
ｆｕｓｉｆｏｒｍ ｏｒ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ⁃ｌｉｋｅ， ｗｈｉｌｅ ｓｏｍｅ ｗｅｒｅ ｔｒｉａｎｇｕｌａｒ
ｏｒ ｐｏｌｙｇｏｎａｌ （ Ｆｉｇ． １⁃Ｂ）． Ｔｏ ｐａｓｓａｇｅ ５ （ Ｐ５）， ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＵＣ⁃ＭＳＣｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｇｒａｄｕａｌｌｙ； ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｙ
ｆｏｒｍｉｎｇ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ｓｐｅｅｄ ｗｅｒｅ ｆａｓｔｅｒ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｄｉｓｐｅｒｓｅｄ ｃｅｌｌｓ； ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｐｒｅｓｅｎｔ ａ ｃｉｒｃｉｎａｔｅ ａｒ⁃
ｒａｎｇｅｍｅｎｔ， ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ．
（Ｆｉｇ． １⁃Ｃ）． Ａｆｔｅｒ ｐａｓｓａｇｅ ６ （ Ｐ６）， ｔｈｅ ＵＣ⁃ＭＳＣｓ
ｃｈａｎｇｅｄ ｖｅｒｙ ｌｉｔｔｌｅ ｉｎ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ， ｂｕｔ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒ
ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ ｓｌｉｇｈｔｌｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｓｌｏｗｅｄ ｄｏｗｎ
（Ｆｉｇ． １⁃Ｄ）．

Ｎｏｔｅ． １⁃Ａ： Ｐ３ ＵＣ⁃ＭＳＣｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ７ ｄ； １⁃Ｂ： Ｐ４ ＵＣ⁃ＭＳＣｓ； １⁃Ｃ： Ｐ５ ＵＣ⁃ＭＳＣｓ； １⁃Ｄ： Ｐ６ ＵＣ⁃ＭＳＣｓ

Ｆｉｇ． １　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ＵＣ⁃ＭＳＣｓ （ × １００）
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２􀆰 ２ 　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＢＭＥＣｓ
ｄｕｒｉｎｇ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｎｏｔｅ． ２⁃Ａ： Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ＢＭＥＣｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ２ ｄａｙｓ； ２⁃Ｂ： ＢＭＥＣｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ６ ｄａｙｓ； ２⁃Ｃ： ＢＭＥＣｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ
ｆｏｒ ８ ｄａｙｓ； ２⁃Ｄ： Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＭＥＣｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ １２ ｄａｙｓ； ２⁃Ｅ： ＢＭＥＣｓ ｏｆ ｐａｓｓａｇｅ ５ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ； ２⁃Ｆ： ＢＭＥＣｓ ｏｆ
ｐａｓｓａｇｅ ８ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ； ２⁃Ｇ： ＢＭＥＣｓ ｏｆ ｐａｓｓａｇｅ １２ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ； ２⁃Ｈ： ＢＭＥＣｓ ｏｆ ｐａｓｓａｇｅ １５ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ＢＭＥＣｓ（ × １００）

Ｉｔ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ＢＭＥＣｓ ｗａｓ ｍｉｘｅｄ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｃｅｌｌｓ， ａｔ
ｆｉｒｓｔ （ Ｆｉｇ． ２⁃Ａ）． Ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ， ｔｈｅ
ＢＭＥＣｓ ｓｈｏｗｅｄ ａｎ ｏｂｖｉｏｕｓ “ ｎｅｔｔｉｎｇ” ｆｅａｔｕｒｅ （Ｆｉｇ． ２⁃
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Ｂ）． Ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｏｎｆｌｕｅｎｃｅ ｅｎｈａｎｃｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ
ｃｅｌｌｓ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ａ ｃｏｂｂｌｅｓｔｏｎｅ⁃ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｐａｔｔｅｒｎ （Ｆｉｇ．
２⁃Ｃ）． Ａｆｔｅｒ ｐａｓｓａｇｅ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎａｌｌｙ
ｒｏｕｎｄ ＢＭＥＣｓ ｓｔｒｅｔｃｈｅｄ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｉｎｔｏ ｆｌａｔ ｃｅｌｌｓ， ｅｘｈｉｂ⁃
ｉｔｅｄ ａ ｆｕｓｉｆｏｒｍ， ｔｒｉａｎｇｕｌａｒ， ｏｒ ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ｐｏｌｙｇｏｎ ｓｈａｐｅ
（Ｆｉｇ． ２⁃Ｄ）． Ａｔ Ｐ５， ｃｅｌｌｓ ｂｅｃａｍｅ ｂｉｇｇｅｒ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｕｎｉ⁃
ｆｏｒｍｌｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｏｖｅｒ ｔｈｅ ｆｌａｓｋ ｂｏｔｔｏｍ ｉｎ ａ ｃｏｂｂｌｅ⁃
ｓｔｏｎｅ⁃ｌｉｋｅ ｐａｔｔｅｒｎ． Ａｔ ｐａｓｓａｇｅ ８ （Ｐ８）， ｔｈｅ ｓｈａｒｐｌｙ ｉｎ⁃
ｃｒｅａｓｅｄ ＢＭＥＣｓ ｗｅｒｅ ａｒｒａｎｇｅｄ ｔｉｇｈｔｌｙ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ
ｉｎｔｏ ｃｏｌｏｎｉｅｓ． Ａｆｔｅｒ ｐａｓｓａｇｅ １２ （Ｐ１２）， ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ
ＢＭＥＣｓ ｗａｓ ｓｌｏｗｅｄ ｄｏｗｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒ ｗａｓ ｄｅ⁃
ｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ｆｉｎａｌｌｙ ｗａｓ ｓｔｏｐｐｅｄ．
２􀆰 ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｃｅｌｌｓ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅｄ
ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏｓ ａｎｄ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｉｍｅ ｄｕｒａｔｉｏｎｓ

Ｔｈｅ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅＵＣ⁃ＭＳＣｓ ａｎｄ ＢＭＥＣｓ
ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｓｅｎ⁃
ｔｅｄ ｉｎ Ｆｉｇｕｒｅ ３． Ａｔ ８ ｈ ａｎｄ １２ ｈ， ｔｈｅ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｉｅｓ
ｏｆ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ ｗｉｔｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ １∶ ２ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆ⁃

ｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）． Ａｔ ２４ ｈ， ｔｈｅ ＂ １ ∶ ３＂ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ａｔ ３６ ｈ，
ｔｈｅ ＂ １ ∶ ２ ＂ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｍｅｄｉｕｍ⁃ＢＭＥＣｓ
ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ａｔ ４８ ｈ， ｔｈｅ ＂１∶ ２＂ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｅｘ⁃
ｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ａｎｄ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａ⁃
ｔｉｏ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｍｅｄｉｕｍ⁃
ＢＭＥＣｓ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ａｔ ６０ ｈ， ｔｈｅ ＂ １ ∶ ２＂ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ
ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ
（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ＂２∶ １＂ ，
＂１∶ １＂ ， ａｎｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｍｅｄｉｕｍ⁃ＢＭＥＣｓ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）． Ａｔ ７２ ｈ， ｔｈｅ ＂１∶ ２＂ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇ⁃
ｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｃｏｎｄｉ⁃
ｔｉｏｎｅｄ ｍｅｄｉｕｍ⁃ＢＭＥＣｓ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉ⁃
ｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ＂ ２ ∶ １＂ ， ＂ １ ∶ １＂ ， ａｎｄ
＂１∶ １０＂ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）．

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＯＤ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＵＣ⁃ＭＳＣｓ ａｎｄ ＢＭＥＣｓ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ

３　 Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ
３􀆰 １ 　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＵＣ⁃ＭＳＣｓ ａｎｄ
ＢＭＥＣｓ ｄｕｒｉｎｇ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｓ ｓｅｅｎ ｉｎ
Ｆｉｇ． １⁃Ｂ ａｎｄ ２⁃Ａ， Ｐ３ ａｎｄ Ｐ４ ＵＣ⁃ＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｐｕｒｅ
ＵＣ⁃ＭＳＣｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｖｉｖｉｆｉｅｄ ｐｒｉｍａｒｙ ＢＭＥＣｓ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ
ｍｉｘｅｄ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｃｅｌｌｓ． Ｉｔ ｗａｓ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＵＣ⁃
ＭＳＣｓ ｂｅｆｏｒｅ Ｐ３ ａｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｉｎｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｉｎ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ，
ｓｕｃｈ ａｓ ｎｏ ｃｌｅａｒ ｂｏｕｎｄａｒｉｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｎｏ ａｐ⁃
ｐａｒｅｎｔ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ⁃ｌｉｋｅ ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｆｏｒｍｅｄ［７］ ． Ｌｉ ｅｔ ａｌ． ［８］

ｐｏｉｎｔｅｄ ｏｕｔ ｔｈａｔ ｐｒｉｍａｒｙ ＢＭＥＣｓ ａｒｅ ｐｒｏｎｅ ｔｏ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ
ｐｏｌｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｕｓ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｅｆｏｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅ．
Ｈｅｎｃｅ， ＵＣ⁃ＭＳＣｓ ａｎｄ ＢＭＥＣｓ ｗｅｒｅ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｐｕｒｉｆｉｅｄ
ｂｙ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｐａｓｓａｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｗｏｒｋ． Ｔｈｅ ｃｈａｎ⁃
ｇｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｊｕｄｇｅ ｗｈｅｔｈｅｒ
ｃｅｌｌｓ ａｒｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｏｒ ａｔ ｔｈｅ ｓｔａｇｅ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ［９］ ． Ｉｔ
ｉｓ ｂｅｌｉｅｖｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＵＣ⁃ＭＳＣｓ ａｔ ｐａｓｓａｇｅ ５ ａｎｄ ｔｈｅ
ＢＭＥＣｓ ａｔ ｐａｓｓａｇｅ ８ ａｒｅ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｕｎｐｏｌｌｕｔｅｄ， ｗｉｔｈ ａｎ
ｏｐｔｉｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｈｉｇｈ ａｃｔｉｖｉｔｙ． Ｉｎ ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｕｌｔｕｒｅ
ｐｒｏｃｅｓｓ， ＵＣ⁃ＭＳＣｓ ｃａｎ ｂｅ ｐｒｏｐａｇａｔｅｄ ｔｏ ａ ｄｅｓｉｒｅｄ
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ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ａ ｓｈｏｒｔｅｒ ｔｉｍｅ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈｅｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｒａｔｅ
ｔｈａｎ ＢＭＥＣｓ． Ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｅｓｅｎｃｈｙ⁃
ｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ （ＭＳＣｓ） ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ， ｔｈｕｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ［１０］ ． Ｔｈｅｓｅ ｆａｃｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ＵＣ⁃
ＭＳＣｓ ｈａｖｅ ｔｈｅ ｐｏｗｅｒ ｔｏ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆ ＢＭＥＣｓ ａｓ ｓｅｅｄ ｃｅｌｌｓ． Ｔｈａｔ ｉｓ， ＵＣ⁃ＭＳＣｓ ａｒｅ ａｐｐｒｏ⁃
ｐｒｉａｔｅ ｆｏｒ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｔｒｉａｌｓ． Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ． ［１１］ ｒｅｐｏｒｔｅｄ
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ｓｉｘｔｈ ｐａｓｓａｇｅ． Ｔｈｉｓ ｉｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｏｕｒ ｒｅｓｕｌｔｓ． Ｍｏ⁃
ｒｅｏｖｅｒ， ｉｔ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｔｈａｔ ｂｏｔｈ ＵＣ⁃ＭＳＣｓ ａｎｄ
ＢＭＥＣｓ ｃｏｕｌｄ ｐｒｏｐａｇａｔｅ ｆｏｒ ｏｖｅｒ ２０ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ． Ｈｏｗ⁃
ｅｖｅｒ， ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｗｉｌｌ ｂｅ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｃｈａｎｇｅｄ ａｆ⁃
ｔｅｒ ｐａｓｓａｇｅ １０ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｗｉｌｌ ｂｅ ｓｌｏｗｅｄ
ｄｏｗｎ ｔｉｌｌ ｄｅａｔｈ［１２］ ． Ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ３ｒｄ ｔｏ １８ｔｈ ｐａｓｓａ⁃
ｇｅｓ ｈａｖｅ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ［１３］ ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｒｅｐｏｒｔｓ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｏｕｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎ⁃
ｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ， ｗｈｉｃｈ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｄｕｅ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
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ＢＭＥＣｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｏｄｅｓ

Ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｗｏｒｋ，ＵＣ⁃ＭＳＣｓ ａｎｄ ＢＭＥＣｓ ｗｅｒｅ
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ｔｉｅｓ ａｎｄ ａｃｔ ｏｎ ｔａｒｇｅｔ ｃｅｌｌｓ， ｔｈｕｓ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ
ｏｆ ＢＭＥＣｓ． Ｏｕｒ ｆｉｎｄｉｎｇ ｔｈａｔ ＵＣ⁃ＭＳＣｓ ｈａｖｅ ａｎ ｏｐｔｉｍａｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ａｔ ４８ ｈ， ｉｓ ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔ
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ｂｅｃａｕｓｅ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｅｎｔｅｒｅｄ ｔｈｅ ｄｅｃｌｉｎｅ ｐｈａｓｅ， ａｎｄ
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ｆｏｒ ５ ｄ． Ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｙ， ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
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４　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
１）Ｔｈｅ Ｐ５ ＵＣ⁃ＭＳＣｓ ａｎｄ Ｐ８ ＢＭＥＣｓ ｐｒｏｐａｇａｔｅｄ ｉｎ

ｖｉｔｒｏ ｈａｖｅ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｆａｖｏｕｒａｂｌｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ．
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ｍｏｄｅ ｏｆ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ ｏｖｅｒｍａｔｃｈｅｓ ｔｈａｔ ｏｆ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｃｏｎ⁃
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３）Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｆｏｒ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ
ＵＣ⁃ＭＳＣｓ ａｎｄ ＢＭＥＣｓ ｉｓ １ ∶ ２ ａｎｄ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｔｉｍｅ ｉｓ
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参 考 文 献

［ １ ］ 　 Ｈｅ ＢＰ， Ｘｉｎｇ ＹＰ， Ｌｅｉ ＬＣ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＩＧＦ⁃Ｉ ｏｎ ｃｏｗ ｍａｍ⁃
ｍａｒｙ ｇｌａｎｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｍｉｌｋ ｆａｔ， ｍｉｌｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｖｅｔ
Ｍｅｄ， ２０１２， ３２（８）： １２３１ － １２３４．

［ ２ ］ 　 Ｋａｌｅ Ｓ， Ｋａｒｉｈａｌｏｏ Ａ， Ｃｌａｒｋ ＰＲ． ｅｔ ａｌ． Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｒｅｐａｉｒ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ ｉｎｊｕｒｅｄ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌｅ ［Ｊ］ ．
Ｊ Ｃｌｉｎ Ｉｎｖｅｓｔ， ２００３， １１２（５）： ４２２ － ４４９．

［ ３ ］ 　 Ｓｈａｏ Ｗ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｓｅｒｏｕｓ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｔｒａｉｔｓ ｉｎ Ｋａｚａｋｈｓｔａｎ ｌａｍｂ ［Ｄ］． Ｕｒｕｍｑｉ： Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０１２．

［ ４ ］ 　 Ｑｉｎ ＸＨ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈａｔ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｉｎｇ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙ⁃
ｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｈａｓ ａｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｍａｓｔｉｔｓｉｓ ｏｆ ｍａｍｍａｒｙ ｍａｓｔｉｔｉｓ
ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ［ Ｄ ］． Ｕｒｕｍｑｉ： Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
２０１３．

［ ５ ］ 　 Ｇｕｚａｉｌｉｎｕｅｒ ＡＭ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｗｏ ｗａｙｓ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｔｈｅ ｆｅｍａｌｅ ｒａｔ’ ｓ ｍａｍｍａｒｙ ｇｌａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐ⁃
ｍｅｎｔ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ｇｒｏｗｔｈ ｐｅｒｉｏｄ ［Ｄ］． Ｕｒｕｍｑｉ： Ｘｉｎ⁃
ｊｉａｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０１３．

［ ６ ］ 　 Ｚｈａｏ ＹＫ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ
ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｆ Ｈｏｌｓｔｅｉｎ ｂｕｌｌ ｃａｌｆ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｎｇ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓ⁃
ｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ［Ｄ］． Ｕｒｕｍｑｉ： Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒ⁃
ｓｉｔｙ， ２０１２．

７９３



中国实验动物学报 ２０１７ 年 ８ 月第 ２５ 卷第 ４ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ａｕｇｕｓｔ ２０１７，Ｖｏｌ． ２５􀆰 Ｎｏ． ４

［ ７ ］ 　 Ｄｅｎｇ ＣＱ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ［Ｄ］． Ａ ｍａｓｔｅｒ’ ｓ ｄｅｇｒｅｅ
ｔｈｅｓｉｓ． Ｓｕｚｈｏｕ： Ｓｏｏｃｈｏｗ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０１１．

［ ８ ］ 　 Ｌｉ Ｙ， Ｘｕ Ｋｉ， Ｚｈａｏ ＧＱ． Ｔｈｅ ｃｏｗ ｍａｍｍａｒｙ ｇｌａｎｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ
ｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｓｈａｎｇｈａｉ Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂ Ｖｅｔ Ｃｏｍ⁃
ｍｕｎ， ２０１４（１）： ８ － １１．

［ ９ ］ 　 Ｃｈａｎｇ ＹＮ， Ｗｅｉ Ｗ． Ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ ｉｔｓ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｃｌｉｎ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｔｈｅｒａｐ， ２００９， １４ （７）：
８２７ － ８３０．

［１０］ 　 Ｌｉｅｃｈｔｙ ＫＷ， Ｍａｃ Ｋｅｎｚｉｅ ＴＣ， Ｓｈａａｂａｎ ＡＦ， ｅｔ ａｌ． Ｈｕｍａｎ ｍｅｓ⁃
ｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｅｎｇｒａｆｔ ａｎｄ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅ ｓｉｔｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｉｆｆｅｒ⁃
ｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｈｅｅｐ［ Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ Ｍｅｄｉ⁃
ｃｉｎｅ， ２０００， ６（１１）： １２８２ － １２８６．

［１１］ 　 Ｃｈｅｎ Ｙ， Ｄｏｎｇ Ｘ Ｊ， Ｚｈａｎｇ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｏｕｓｅ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｓｔｒｏｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎｔｏ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏ⁃
ｃｈｅｍ， ２００７， １（１０２）： ５２ － ６３．

［１２］ 　 Ｃｈｅｎ ＪＨ， Ｔｏｎｇ ＨＬ， Ｌｉ ＱＺ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｗ
ｍａｍｍａｒｙ ｇｌａｎｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂ Ｖｅｔ，
２００９， ４０ （５）： ７４３ － ７２７．

［１３］ 　 Ｘｕ Ｃ． Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｌｏｎｇ⁃
ｔｅｒｍ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ＭＳＣｓ ［Ｄ］． Ａ ｍａｓｔｅｒ’ｓ ｄｅ⁃
ｇｒｅｅ ｔｈｅｓｉｓ． Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ： Ｊｉｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０１１， １５ － １６．

［１４］ 　 Ｇｒｅｌｌｉｅｒ Ｍ， Ｂｏｒｄｅｎａｖｅ Ｌ， Ａｍéｄéｅ Ｊ． Ｃｅｌｌ⁃ｔｏ⁃ｃｅｌｌ ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ａｎｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｌｉｎｅａｇｅｓ： ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｉｓ⁃
ｓｕｅ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ｔｒｅｎｄｓ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ， ２００９， ２７（１０）： ５６２ －
５７１．

［１５］ 　 Ｍｅｕｒｙ Ｔ， Ｖｅｒｒｉｅｒ Ｓ， Ａｌｉｎｉ Ｍ． Ｈｕｍａｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎｈｉｂｉｔ
ＢＭＳＣ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎｔｏ ｍａｔｕｒｅ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｂｙ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ
ｗｉｔｈ ｏｓｔｅｒｉｘ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ． ２００６， ９８（４）： ９９２
－ １００６．

［１６］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｑ， Ｊｉｎ ＲＭ． Ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｅｃｈ⁃
ｎｉｑｕｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｔｏｘｉｃｏｌ， ２０１１， ２５（３）： ３３０ －
３３４．

［１７］ 　 Ｔｉａｎ Ｙ． Ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ
ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｂｒａｉｎ
ｔｕｍｏｒ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ［Ｄ］． Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ： Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０１０，
３３ － ３５．

［１８］ 　 Ｚｈｕ Ｈ， Ｙｅ Ｌ， Ｈｅ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｕｓｅ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎ⁃
ｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ

Ｊ Ｌａｂ Ａｎｉｍａｌｓ， ２０１５， ２３（０６）： ６２２ － ６２７．
［１９］ 　 Ｓａｌｖｏｌｉｎｉ Ｅ， Ｌｕｃａｒｉｎｉ Ｇ， Ｚｉｚｚｉ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｈｕｍａｎ ｓｋｉｎ ｄｅｒｉｖｅｄ

ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｓ ａ ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ＶＦＧＦ ａｎｄ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ
［Ｊ］ ． Ａｒｃｈ Ｄｅｒｍａｔｏｌ Ｒｅｓ， ２００９， ３０２（５）： ３６７ － ３７４．

［２０］ 　 Ａｂｏｏｄｙ ＫＳ， Ｂｒｏｗｎ Ａ， Ｒａｉｎｏｖ Ｎ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｄｉｓ⁃
ｐｌａｙ ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ ｔｒｏｐｉｓｍ ｆｏｒ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｉｎ ａｄｕｌｔ ｂｒａｉｎ： ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｒｏｍ
ｉｎｔｒａｃｒａｎｉａｌ ｇｌｉｏｍａｓ ［Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ， ２０００， ９７
（１１）： １２８４６ － １２８５１．

［２１］ 　 Ｑｉｕ ＰＢ， Ｌｉｕ Ｃ， Ｌｉ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅ ｉｎｔｏ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ
ｉｔｓ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ
Ｊ Ｌａｂ Ａｎｉｍａｌｓ， ２０１２， ２０（０５）： ９１１４ － ９１９３．

［２２］ 　 Ｌｉ Ｌ， Ｃｈｅｎ ＷＱ， Ｚｈｕ ＪＸ． ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｄｉｒｅｃｔ ｃｏｎｔａｃｔ ｃｏ⁃
ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｅｘｐｌｏｒｅｓ ｔｈｅ ｃｅｌｌ⁃ｔｏ⁃ｃｅｌｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｓｐｏｒｔｓ Ｍｅｄ． ２０１３， ３２（４）： ３３７ － ３４２．

［２３］ 　 Ｚｈｏｕ ＪＹ． Ｔｈｅ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ［Ｄ］． Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ： Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ
Ｃｏｌｌｅｇｅ， ２０１１．

［２４］ 　 Ｗａｎｇ ＬＷ． Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｍａｍ⁃
ｍａｒｙ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｂｏｖｉｎｅ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ［ Ｄ ］． Ｕｒｕｍｑｉ： Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
２０１４．

［２５］ 　 Ｌｉｕ Ｙ， Ｄｕｌｃｈａｖｓｋｙ Ｄ Ｓ， Ｇａｏ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｗｏｕｎｄ ｒｅｐａｉｒ ｂｙ ｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｓｕｒｇ
Ｒｅｓ， ２００６， １３６（２）： ３３６ － ３４１．

［２６］ 　 Ｗａｎｇ ＳＹ， Ｌａｉ ＰＰ， Ｈａｎ ＣＭ． Ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒ⁃
ｒｏｗ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ
Ｓｕｒｇ， ２００６， ３３（４）： ３０６ － ３０８．

［２７］ 　 Ｂａｌｌ ＳＧ， Ｓｈｕｔｔｌｅｗｏｒｔｈ ＡＣ， Ｋｉｅｌｔｙ ＣＭ． Ｄｉｒｅｃｔ ｃｅｌｌ ｃｏｎｔａｃｔ ｉｎｆｌｕ⁃
ｅｎｃｅｓ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｆａｔｅ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏ⁃
ｃｈｅｍ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ． ２００４， ３６（４）： ７１４ － ７２７．

［２８］ 　 Ｄｏｎｇ ＸＨ． Ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ⁃ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｃｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｙｓｔｅｍ
ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＧＦ⁃Ｉ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏ⁃
ｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｂｉｏｌｏｇｙ ｒｅｓｅａｒｃｈ ［Ｄ］． Ｌｕｚｈｏｕ： Ｌｕｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌ⁃
ｌｅｇｅ， ２０１４．

［２９］ 　 Ｘｕｅ Ｙ， Ｘｉｎｇ Ｚ， Ｈｅｌｌｅｍ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｔｈｅ
ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｍｅｄ
Ｅｎｇ Ｏｎｌｉｎｅ， ２００９， ２５（８）： ３４．

［收稿日期］ 　 ２０１６ － １１ － ０２

８９３


