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骨髓骨片法体外培养大鼠骨髓间充质干细胞
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　 　 【摘要】 　 目的　 旨在建立一种高效的方法分离和培养大鼠骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）的方法，并应用 ＰＫＨ２６ 进行体外标记，探讨 ＰＫＨ２６ 标记对 ＢＭＳＣｓ 生物学特性的影响，以及体外示踪

情况。 方法　 将大鼠 ５ ｄ 乳鼠双后肢骨进行分离，去除周围的肌肉和筋膜，并将其剪成小块进行培养，利用换液、传
代提纯 ＢＭＳＣｓ，应用流式细胞仪测定第 ３ 代细胞表面抗原。 在培养条件相同的情况下，取第 ３ 代 ＢＭＳＣｓ 应用

ＰＫＨ２６ 进行标记，标记组与未标记组在荧光显微镜下对细胞形态学、增殖状态进行观察，比较标记组与未标记组成

骨成脂诱导特点及鉴定。 结果　 骨髓骨片法分离乳鼠双后肢骨，培养 ＢＭＳＣｓ 呈细长梭形，形态均一，短时间内可迅

速获得大量 ＢＭＳＣｓ；经流式细胞仪鉴定结果表明，表达 ＣＤ２９ 为（９１􀆰 １８±１􀆰 ２９）％，表达 ＣＤ９０ 为（９５􀆰 ０４±０􀆰 １１）％，表
达 ＣＤ４５ 为（１􀆰 ７４±０􀆰 ３６）％；ＰＨＫ２６ 标记对 ＢＭＳＣｓ 细胞形态，增殖无明显影响（Ｐ＞０􀆰 ０５），对成骨成脂诱导无影响。
结论　 采用大鼠 ５ ｄ 乳鼠骨髓骨片法能够快速培养出大量高纯度的 ＢＭＳＣｓ，该细胞可作为种子细胞用于骨组织工

程；ＰＫＨ２６ 可对体外大鼠 ＢＭＳＣｓ 进行标记。
【关键词】 　 大鼠骨髓间充质干细胞；细胞标记；ＰＫＨ２６；骨组织工程
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ｃｅｌｌｓ （ＢＭＳＣｓ） ａｎｄ ａｐｐｌｙ ＰＫＨ２６ ｔｏ ｌａｂｅｌ ｔｈｅｍ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＫＨ２６ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅｉｒ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ａｃｈｉｅｖｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｔｒａｃｉｎｇ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｈｉｎｄ ｌｉｍｂ ｂｏｎｅｓ ｏｆ ５⁃ｄａｙ⁃ｏｌｄ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓｅｐａｒａｔｅｄ， ｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇ
ｍｕｓｃｌｅ ａｎｄ ｆａｓｃｉａ ｗｅｒｅ ｒｅｍｏｖｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｂｏｎｅｓ ｗｅｒｅ ｃｕｔ ｉｎｔｏ ｓｍａｌｌ ｐｉｅｃｅｓ ｆｏｒ ｃｕｌｔｕｒｅ． ＢＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｆｌｕｉｄ
ｅｘｃｈａｎｇｅ ａｎｄ ｐａｓｓａｇｉｎｇ． Ｃｅｌｌ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｔｉｇｅｎｓ ｏｆ ｔｈｉｒｄ ｐａｓｓａｇｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ， ｔｈｉｒｄ ｐａｓｓａｇｅ ＢＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ＰＫＨ２６． Ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｂｅｌｅｄ ａｎｄ
ｕｎｌａｂｅｌｅｄ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ａ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ． Ａｄｉｐｏｇｅｎｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｌａｂｅｌｅｄ ａｎｄ ｕｎｌａｂｅｌｅｄ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｓｌｉｃｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｅｐａｒａｔｅ ｈｉｎｄ ｌｉｍｂ
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　 　 骨再生是各种类型的骨创伤研究的难点问题，
因为外伤、车祸等外力难以抵抗的因素造成骨损

伤、骨缺损，手术治疗是临床唯一有效的彻底治愈

手段。 但是，由于身体不能耐受手术、置换材料发

生排斥反应、手术费用昂贵等因素使其在临床应用

上受到一定限制，部分患者常因无法行走而产生心

理抑郁。 有研究证实，向牵张成骨模型注射自体骨

髓间充质干细胞 （ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）可以对矿化区形成骨再生［１］，并且能

够分化为成骨细胞，再通过旁分泌发挥作用，此细

胞易分离、扩增、免疫原性低，间充质干细胞提供了

骨再生的新方向之一［２］。 ＢＭＳＣｓ 属于修复机体某

些特定组织的一类干细胞，是一种能够自我复制和

分化为多种细胞类型的祖细胞。 另外，多项试验的

研究结果证实了 ＢＭＳＣｓ 与生物材料具有很好的相

容性，形成复合支架促进骨缺损修复、骨组织再生

的优势［３－４］。 近年来，ＢＭＳＣｓ 已经成为理想的骨组

织工程种子细胞。 有实验研究表明，骨髓的收集技

术会影响 ＢＭＳＣｓ 的异质性，最后影响软骨细胞分

化，而对成骨或成肪潜力方面无明显影响［５］。 本实

验中，研究者通过 ５ ｄ 大鼠乳鼠骨髓骨片法对

ＢＭＳＣｓ 进行分离培养， 并作出鉴定。 然后应用

ＰＫＨ２６ 程序性标记，观察对细胞形态、增殖、诱导分

化的影响，为 ＢＭＳＣｓ 体内移植到软骨的进一步研究

提供了实验依据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠 ５ ｄ 乳鼠和 ３ ～ ４ 周 ＳＤ 雄

性大鼠分别 ２ 只，前者体重 １１～１３ ｇ，后者体重 ８０ ～
９０ ｇ，实验动物均购买于北京华阜康生物科技股份

动物公司［ＳＣＸＫ（京）２０１９－０００８］。 动物均饲养在

华北理工大学医学实验动物中心 ＳＰＦ 级屏障实验

室环境内［ＳＹＸＫ（冀） ２０２０－００７］，饲养条件：室温

１８～２６℃，相对湿度 ４０％～７０％。 实验动物福利伦理

审查获得华北理工大学伦理委员会批准（２０２２⁃ＳＹ⁃
０１２），所有实验动物在实验过程中均遵守 ３Ｒ 原则。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 α⁃ＭＥＭ 培养基、０􀆰 ２５％ ＥＤＴＡ 胰酶、双抗（青链

霉素） 均购买于 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司，货号 ＳＨ３０２６５􀆰 ０１、
ＳＨ３００４２􀆰 ０１、ＳＶ３００１０；胎牛血清购买于 Ｇｉｂｃｏ 公

司，货号 １００９９⁃１４１；ＰＫＨ２６ 试剂盒购买于贝博生物

科技有限公司，货号 ＢＢ⁃４４１１２５；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒购买

于北京聚合美生物科技有限公司，货号 ＭＦ１２８⁃０１；
油红 Ｏ 染色试剂盒、茜素红 Ｓ 染色液（０􀆰 ２％）购买

于北京索莱宝科技有限公司，货号为 Ｇ１２６２、Ｇ１４５０；
Ａｎｔｉ Ｒａｔ ＦＩＴＣ⁃ＣＤ２９、Ａｎｔｉ Ｒａｔ ＦＩＴＣ⁃ＣＤ９０、Ａｎｔｉ Ｒａｔ
ＦＩＴＣ⁃ＣＤ４５ 均购买于美国 ＢＤ 公司。 细胞培养箱购

买于美国 Ｔｅｒｍｏ 公司；流式细胞仪购买于美国

Ｂｅｃｔｏｎ Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ 公司；荧光倒置相差电子显微镜购

买于日本 Ｎｉｋｏｎ 公司；酶标仪购买于美国 Ｂｉｏｔｅｋ 公

司；生物安全柜购买于美国 Ｆａｒｍａ 公司，型号为

ＨＲ６０⁃ＩＩＡ２；微量电子天平购买于德国 Ｓａｔｏｒｉｕｓ 公

司，型号为 ＴＥ６０１⁃Ｌ。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 大鼠 ＢＭＳＣｓ 提取与培养

　 　 采用大鼠 ５ ｄ 乳鼠骨髓骨片法分离培养大鼠

ＢＭＳＣｓ，具体方法为：取 ＳＤ 雄性大鼠 ５ ｄ 乳鼠 ２ 只，
颈椎脱臼法处死后，用无菌镊子、眼科剪轻轻将其

后肢皮肤剥离掉，充分暴露双后肢，分离双侧完整

的后肢，去除附着的肌肉和筋膜，用含有 １％双抗的

ＰＢＳ 清洗 ２ 次，并用眼科剪剪成体积小于 ３ ｍｍ３ 的

小碎块转移至含 １０％血清的 α⁃ＭＥＭ 培养基中，混
匀后接种在细胞培养瓶中，放置在 ３７℃的 ５％ ＣＯ２

细胞培养箱中。 接种 ４８ ｈ 后，可观察到骨片周围爬

出的是细长的梭形细胞，继续培养至细胞密度达

８０％左右，可进行 １ ∶ ２ 传代，倒置相差显微镜下观

察细胞生长情况。
传统大鼠 ＢＭＳＣｓ 的分离培养方法是采用 ３ ～ ４

周 ＳＤ 雄性大鼠 ２ 只，使用 ３％戊巴比妥钠腹腔麻
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醉，麻醉剂量 ２ ｍＬ ／ ｋｇ，然后用 ７５％ 酒精浸泡 １０
ｍｉｎ，传递至超净台内。 取仰卧位，充分暴露膝关节，
将后肢皮肤剪开，小心分离股骨胫骨以及肌肉筋膜

等，用无菌 ＰＢＳ 浸泡后，使用 １ ｍＬ 注射器冲洗骨髓

腔，直至无红色后，收集全部液体，离心，转移到含

１０％血清的 α⁃ＭＥＭ 培养基中，混匀后接种在细胞培

养瓶中，放置在 ３７℃的 ５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中。 ４８ ｈ
后首次换液，继续培养至细胞密度达 ８０％左右，可进

行 １ ∶ ２ 传代，倒置相差显微镜下观察细胞生长情况。
１􀆰 ３􀆰 ２　 大鼠 ＢＭＳＣｓ 鉴定

　 　 取第 ３ 代 ＢＭＳＣｓ，对其进行消化、离心、重悬后

得到密度为 １×１０６ ／ ｍＬ 的单细胞悬液，分别加入抗

大鼠单克隆抗体 ＣＤ２９、ＣＤ４５、ＣＤ９０，在 ４℃ 下进行

３０ ｍｉｎ 避光孵育，最后加入 ＰＢＳ 重悬，上机检测，重
复检测 ３ 次。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＰＫＨ２６ 标记大鼠 ＢＭＳＣｓ
　 　 应用 ＰＫＨ２６ 对第 ３ 代细胞进行染色，配制

ＰＫＨ２６ 染色工作液：用无血清 α⁃ＭＥＭ 培养基将

ＰＫＨ２６ 母液稀释 ２５０ 倍后备用。 用 １００ μＬ 染色工

作液将消化完成的细胞沉淀重悬，直至细胞浓度为

１０７ ／ ｍＬ，吹打混匀后加到用锡纸包裹的 ＥＰ 管中，放
入 ３７℃的培养箱进行 １０ ｍｉｎ 的孵育，４℃冰箱中孵

育 ２５ ｍｉｎ，８００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃上清液，收集细

胞，用 ＰＢＳ 清洗 ２ 次细胞上未结合的 ＰＫＨ２６ 染色

液，加入 ４ ｍＬ 完全培养基重悬细胞，充分吹打混匀，
接种在细胞培养瓶中，注意避光，在培养箱内继续

培养，传代扩增，随后可以直接在倒置荧光电子显

微镜下观察到细胞标记的效果以及荧光的强弱。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＣＣＫ⁃８ 法检测标记与未标记细胞增殖活力

　 　 取第 ３ 代被 ＰＫＨ２６ 标记（实验）组和未被标记

ＢＭＳＣｓ（对照） 组，制备成单细胞悬液，操作依据

ＣＣＫ⁃８ 试剂盒检测细胞增殖能力，具体步骤：分别将

实验组和对照组的细胞浓度调整为 ２×１０３ ／ Ｌ，每孔

１００ μＬ，接种到 ９６ 孔培养板，设 ５ 个复孔，在相同条

件下培养，每 ２４ ｈ 分别取 ５ 个实验组和对照组孔加

入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 试剂，培养箱中孵育 ３ ｈ，在酶标仪

４５０ ｎｍ 参数下读取 ＯＤ 值，连续检测 １０ ｄ，以培养时

间为横坐标，以吸光度为纵坐标，将 ＰＫＨ２６ 标记与

未标记大鼠 ＢＭＳＣｓ 的生长曲线绘制出来。
１􀆰 ３􀆰 ５　 ＰＫＨ２６ 标记与未标记细胞成骨成脂诱导及

鉴定

　 　 （１）细胞成骨诱导及鉴定：成骨诱导液配方为

向含 １０％血清的 α⁃ＭＥＭ 培养基中加入 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ

β⁃甘油磷酸钠、０􀆰 ０５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｖｃ 和 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 地塞

米松。 取第 ３ 代细胞调整密度为 ５×１０５ ／孔后，在 ６
孔板中接种；当细胞达到 ７０％的融合度时，再替换

成骨诱导液，培养至第 ２１ 天用茜素红染色。
（２）细胞成脂诱导及鉴定：成脂诱导液配方为

向含 １０％血清的 α⁃ＭＥＭ 培养基中加入 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ
胰岛素、１ μｍｏｌ ／ Ｌ 地塞米松、０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ３－异丁基

－卜甲基黄嘌呤和 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 吲哚美辛。 取第 ３ 代

细胞调整密度为 ５×１０５ ／孔后接种于 ６ 孔板培养；当
细胞达到 ７０％融合度时，再替换成脂诱导液，培养

至第 １４ 天用油红 Ｏ 染色。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 所有实验数据采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行统计分

析，用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件进行绘制统计图。 计

量资料表示为平均数±标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ），多组数据间

差异比较采用单因素方差分析，两组数据之间差异

比较采用独立样本 ｔ 检验，以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有

统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 细胞的形态观察

　 　 将骨髓骨片接种于培养瓶，经过大鼠 ＢＭＳＣｓ 原

代 ３６ ｈ 的培养，可见少量从骨片周围爬出，贴壁生

长，有大量悬浮的细胞；培养到 ７２ ｈ，第一次半定量

换液，悬浮细胞降低，贴壁细胞逐渐增加，大量细胞

爬出，它是细长的梭形、三角形、纺锤形；继续培养

到 ９６ ｈ 以后细胞密集生长，出现大片融合现象，呈
漩涡状，可进行 １ ∶ ２ 传代培养。 传代到第 ３ 代细胞

均是呈长梭形，形态一致，具有较强的折光性，融合

密度较高时可呈漩涡状、鱼群状（图 １）。
传统方法培养的 ＢＭＳＣｓ 在 ３６ ｈ 仅观察到少量

细胞贴壁，培养到 ４８ ｈ 进行首次换液，观察到细胞

贴壁数量增加，继续培养到第 ７２ ｈ，观察到细胞尚未

形成群落，排列分散，呈细长梭形；继续培养到 ９６ ｈ，
细胞密度可达 ５０％以上，但仍需继续培养，尚无法

传代（图 １）。
２􀆰 ２　 流式细胞鉴定

　 　 如图 ２ 所示，经流式细胞仪对表面标志物进行

检测， 第 ３ 代大鼠 ＢＭＳＣｓ 阴性对照为 （ ０􀆰 ５５ ±
０􀆰 ７３）％，高表达 ＣＤ２９、ＣＤ９０，表达量分别为（９１􀆰 １８
±１􀆰 ２９）％、（９５􀆰 ０４±０􀆰 １１）％，而低表达 ＣＤ４５，仅有

（１􀆰 ７４±０􀆰 ３６）％，差异显著（Ｐ＜０􀆰 ００１），证明分离培

养的是大鼠 ＢＭＳＣ（表 １）。
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图 １　 原代 ＢＭＳＣｓ 细胞形态

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ＢＭＳＣｓ

图 ２　 流式细胞仪检测细胞表面抗原的表达

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｔｉｇｅｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

２􀆰 ３　 ＰＫＨ２６ 标记结果

　 　 第 ３ 代细胞经 ＰＫＨ２６ 染色 ２４ ｈ 后，在荧光显

微镜下观察呈红色，荧光在细胞膜上分布均匀一

致，标记率为 ９８％，染色前后 ＢＭＳＣｓ 细胞形态没有

变化（图 ３）。
２􀆰 ４　 ＣＣＫ⁃８法测定细胞生长曲线

　 　 ＰＫＨ２６ 标记组与未标记组大鼠 ＢＭＳＣｓ 第 ２ 天

缓慢生长，第 ３ 天加快生长，到第 ７ 天达到生长增殖

高峰期，第 ８ 天至第 １０ 天生长进入平台期，大体生

长曲线表现为倒“Ｓ”形。 两组细胞在 ４６０ ｎｍ 处的

ＯＤ 值无显著差异 （ Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），说明 ＰＫＨ２６ 标记

ＢＭＳＣｓ 对增殖无显著影响（图 ４）。
２􀆰 ５　 成骨成脂诱导及染色结果

　 　 成骨诱导 ２１ ｄ 后观察到大量细胞呈絮状，结节

状生长，茜素红染色呈红色结节，这种结节就是沉

积下来的钙盐；成脂诱导 １４ ｄ 后观察到大量细胞内

含有空泡状透亮圈，具有强折光性，油红 Ｏ 染色偏

红，是脂滴的形成（图 ５）。
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表 １　 第 ３ 代大鼠 ＢＭＳＣｓ 表面抗原表达
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＭＳＣｓ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｔｉｇｅｎｓ ｉｎ ｔｈｅ

３ｒｄ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｓ
抗体分类

Ａｎｔｉｂｏｄｙ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ
表达率（％）

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒａｔｅ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ５５±０􀆰 ７３

ＣＤ２９ 组 ＣＤ２９ ｇｒｏｕｐ ９１􀆰 １８±１􀆰 ２９∗∗∗

ＣＤ９０ 组 ＣＤ９０ ｇｒｏｕｐ ９５􀆰 ０４±０􀆰 １１∗∗∗

ＣＤ４５ 组 ＣＤ４５ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ７４±０􀆰 ３６

注：与对照组比较， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

注：ＰＫＨ２６ 标记 ＢＭＳＣＳ ２４ ｈ 后。

图 ３　 ＰＫＨ２６ 标记结果

Ｎｏｔｅ． ２４ｔｈ ｈｏｕｒ ｏｆ ＰＫＨ２６ ｍａｒｋｉｎｇ ＢＭＳＣＳ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＰＫＨ２６ Ｍａｒｋ ｒｅｓｕｌｔｓ

图 ４　 ＰＫＨ２６ 标记组与未标记组生长曲线的比较

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ＰＫＨ２６
ｌａｂｅｌｅｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｕｎｌａｂｅｌｅｄ ｇｒｏｕｐ

注：Ａ：ＢＭＳＣｓ 成骨诱导 ２１ ｄ 后茜素红染色；Ｂ：ＢＭＳＣｓ 成脂诱导

１４ ｄ 后油红 Ｏ 染色。

图 ５　 ＢＭＳＣｓ 成骨茜素红染色和成脂油红 Ｏ 染色

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ２１ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ＢＭＳＣｓ．
Ｂ， Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｆｔｅｒ １４ ｄａｙｓ ｏｆ ｌｉｐｏｇｅｎｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＢＭＳＣｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＢＭＳＣｓ Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｆａｔｔｙ
ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ

３　 讨论

　 　 ＢＭＳＣｓ 具有免疫调节、抗炎、抗纤维化等作用，
在炎症环境下，关节腔内注射 ＢＭＳＣｓ 可能会增加骨

异常增殖和异位钙化的风险［６］。 值得肯定的是，
ＢＭＳＣｓ 可以代替软骨细胞进行多次扩增，对最终形

成的组织几乎没有影响，这使它们成为组织工程中

移植细胞来源的主要细胞［７］。 传统的培养方法如

胶原 酶 消 法、 贴 壁 法 和 差 速 离 心 法 等 可 培 养

ＢＭＳＣｓ［８－１０］，但短期内大量提取细胞具有一定困难，
因此，寻找一种快速高效且稳定的分离纯化途径显

得尤为重要。 本实验分离培养大鼠 ＢＭＳＣｓ 采用大

鼠 ５ ｄ 乳鼠骨髓骨片法，传代至第 ３ 代，经流式细胞

学鉴定高表达 ＣＤ２９、ＣＤ４４、ＣＤ９０，低表达 ＣＤ４５，并
向成骨、成脂方向诱导，证明该方法可获得纯度较

高的大鼠 ＢＭＳＣｓ。
近年来发现，ＢＭＳＣｓ 已成为细胞移植、组织工

程、基因治疗等领域的研究热点。 有实验结果证实

ＢＭＳＣｓ 移植作为治疗大鼠肺纤维化模型具有前景

性的治疗策略，能明显缓解肺泡炎症及肺纤维

化［１１］。 同时，脑动脉栓塞大鼠模型进行 ＢＭＳＣｓ 移

植的实验结果表明，ＢＭＳＣｓ 可增加趋化因子和聚唾

液酸化酶的表达，增加脑缺血条件下内源性神经元

祖细胞的迁移，说明该机制可能有助于改善脑缺

血［１２］。 另外，间充质干细胞对关节炎的修复作用机

制已逐渐变得成熟，有研究表明 ＢＭＳＣｓ 可促进软骨

修复［１３－１４］。 以上这些治疗作用的关键在于移植过

程中对细胞进行标记来观察其分化、存活及迁移。
常用的标记细胞方法包括 ＤＡＰＩ 标记、ＢｒｄＵ 标记、
Ｄｉｌ 标记等，不过，这些荧光染料都有局限性，ＤＡＰＩ
标记是一种标荧光染料，标记细胞核，当标记的细

胞死亡后会释放出 ＤＡＰＩ，不需要标记的细胞也会被

标记出来，从而引起假阳性，且容易淬灭，不适合用

于长期标记［１５］。 ＢｒｄＵ 标记是通过免疫组化的方式

进行间接观察，操作不方便，并且标记的细胞死亡

后会释放出 ＢｒｄＵ，与 ＤＡＰＩ 类似，同样会造成较高假

阳性率［１６］。 Ｄｉｌ 标记细胞 ３ ｄ 后会出现严重的细胞

毒性反应，３５ ｄ 后能被检测到的标记细胞不足 １ ／ ２，
在体外细胞扩增过程中染色的稳定性低［１７］。 因此，
选择一种合适的染料，对大鼠 ＢＭＳＣｓ 进行标记、示
踪尤为重要。

荧光染料 ＰＫＨ２６ 是一种新型染料，用于标记活

细胞可以发出强烈稳定的红色荧光。 被标记的细
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胞与未被标记的细胞相比，形态良好，没有明显的

区别，标记率为 ９８％，这种方法能较好地检测出体

外细胞诱导分化的情况，或将标记的细胞注射到动

物体内，便于观察活体内移植细胞的迁移情况，从
而达到示踪细胞的目的。 由于 ＰＫＨ２６ 染色方法简

便、毒性小，不用放射性同位素，安全系数高。 因

此，ＰＫＨ２６ 是大鼠 ＢＭＳＣｓ 的理想标记方式，为大鼠

ＢＭＳＣｓ 在体内迁移分化实验的后续研究打下了坚

实基础。
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