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小鼠骨髓间充质干细胞分离方法的比较与探讨
廖新爱，蔡丹妮，游若兰，黄慧芳∗

（福建医科大学附属协和医院 中心实验室，福州　 ３５０００１）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨可高效分离小鼠骨髓间充质干细胞（ｍＢＭＳＣｓ）的技术方法。 方法　 分别采用骨片消化

爬片法、全骨髓贴壁法、骨片消化液上清法和骨片消化研钵法等四种方法分离 ７ ～ ９ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠的

ｍＢＭＳＣｓ；于倒置显微镜下观察原代 ｍＢＭＳＣｓ 形态；运用流式细胞术检测 ｍＢＭＳＣｓ 特征性免疫表型；采用多向分化

诱导检测 ｍＢＭＳＣｓ 成骨分化能力与成脂分化能力。 结果　 分离获得的原代细胞首次换液后于倒置显微镜下观察：
骨片消化爬片法分离的细胞，仅见大量骨碎片和杂细胞，该法所分离细胞不再进行后续检测评估；全骨髓贴壁法分

离的细胞，仅可见少量多角形贴壁细胞，夹杂大量杂细胞；骨片消化液上清法分离的细胞也可见较多长梭形、三角

形贴壁细胞，但杂细胞较多；骨片消化研钵法分离的细胞，可见较多长梭形、多角形贴壁细胞，杂细胞少。 分离细胞

经培养传代到第 ３ 代（Ｐ３ 代）时，一方面采用流式细胞术分析 ｍＢＭＳＣｓ 特征性免疫表型，结果表明骨片消化液上清

法和骨片消化研钵法分离的 ｍＢＭＳＣｓ 纯度均较高，全骨髓贴壁法不理想；另一方面，进行成骨分化诱导与成脂分化

诱导，结果表明与全骨髓贴壁法分离的细胞相比，骨片消化液上清法和骨片消化研钵法所分离出的细胞具有较强

的多向分化潜能。 结论　 骨片消化液上清法和骨片消化研钵法分离获得的 ｍＢＭＳＣｓ 纯度较高、质量较好。
【关键词】 　 小鼠骨髓间充质干细胞；骨片消化爬片法；全骨髓贴壁法；骨片消化液上清法；骨片消化研钵法
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　 　 骨髓间充质干细胞（ ｂｏｎｅ⁃ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）是位于骨髓间质的非造血干细

胞，低免疫原性，具有自我更新能力和多向分化潜

能，可分化为脂肪细胞、成骨细胞、成软骨细胞、神
经细胞、心肌细胞和上皮细胞等［１－２］。 ＢＭＳＣｓ 可有

效调节炎症组织中的免疫细胞，促进血管生成，重
塑细胞外基质，诱导祖细胞分化，促进组织修复

等［３］；已被应用于治疗移植物抗宿主病［４］、自身免

疫性疾病［１］、骨关节疾病［５］ 和心肌梗死［６］ 等疾病。
同时，ＢＭＳＣｓ 可通过分泌细胞因子、生长因子、抗炎

因子和外泌体等，影响肿瘤细胞的增殖、凋亡、侵
袭、迁移和化疗敏感性［７］。 体外研究探讨 ＢＭＳＣｓ 的

作用机制可为更好地将 ＢＭＳＣｓ 运用于临床奠定坚

实的理论基础，要在体外开展相关研究的前提与关

键是获得纯度较高、质量较好、数量充足的 ＢＭＳＣｓ。
小鼠是开展基础研究最常用的一种实验动物，

小鼠 骨 髓 间 充 质 干 细 胞 （ ｍｏｕｓｅ ｂｏｎｅ⁃ｍａｒｒｏｗ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ｍＢＭＳＣｓ）被广泛应用于体

外实验研究［８］。 但 ｍＢＭＳＣｓ 在骨髓中含量低，易受

造血 细 胞 污 染， 较 难 获 得 较 大 量 高 纯 度 的

ｍＢＭＳＣｓ［９］。 全骨髓贴壁法［１０－１４］ 和骨片消化爬片

法［１５－１８］是目前较常用的 ｍＢＭＳＣｓ 分离方法，但我们

采用这两种方法分离获得的 ｍＢＭＳＣｓ 纯度均较低。
有研究报道，人骨小梁经胶原酶消化后，可在消化

液中获得 ＢＭＳＣｓ，所以我们收集了骨片经胶原酶处

理后的消化液上清，离心获得沉淀细胞进行培养，
并将该法命名为骨片消化液上清法［１９］。 该法与骨

片消化爬片法的主要区别在于：骨片消化爬片法收

集的是胶原酶消化后的骨片，骨片消化液上清法收

集的是胶原酶消化后的上清液。 ２０１２ 年 Ｈｏｕｌｉｈａｎ
等［２０］在 Ｎａｔ Ｐｒｏｔｏｃ 报道了可采用骨片消化研钵法分

离 ｍＢＭＳＣｓ。 因此，本文比较分析了骨片消化爬片

法、全骨髓贴壁法、骨片消化液上清法和骨片消化

研钵法等四种方法所分离培养的 ｍＢＭＳＣｓ 的纯度

和分化能力，希望能从中筛选出高效分离 ｍＢＭＳＣｓ
的技术方法。

在形态上，ｍＢＭＳＣｓ 与成纤维细胞难以区分，且
ｍＢＭＳＣｓ 表面缺乏特异标记分子［２１］，根据国际细胞

治疗协会 （ ＩＣＳＴ） 提出的鉴定人间充质干细胞标

准［２２］，目前比较公认的鉴定 ｍＢＭＳＣｓ 必须同时满足

以下 ３ 点［２３］：（１）在标准培养条件下，ｍＢＭＳＣｓ 贴

壁，呈成纤维细胞样；（２）ｍＢＭＳＣｓ 表达非造血干细

胞表面抗原，如 Ｓｃａ⁃１、ＣＤ１４０ａ、ＣＤ２９、ＣＤ４４、ＣＤ５４、
ＮＳＴ、ＣＤ８１、ＣＤ１０６ 等，同时不表达造血细胞、内皮细

胞的 表 面 抗 原， 如 ＣＤ４５、 ＣＤ１１ｂ、 ＣＤ３１、 ＣＤ４８、
ＣＤ１１７、ＣＤ１３５ 等［２０，２４］；（３）具有多向分化潜能，可
诱导分化为成骨细胞、脂肪细胞和成软骨细胞等。
因此，我们将从细胞形态学、免疫表型和分化潜能

等 ３ 个指标评价不同方法所分离获得的 ｍＢＭＳＣｓ 的
纯度与质量。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

７ ～ ９ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠 １２ 只，体
重为 １８ ～ ２０ ｇ，购买于广东药康生物科技有限公司

【ＳＣＸＫ（粤）２０２０－００５４】。 饲养期间小鼠自由饮水，
温度 ２２ ～ ２５℃，湿度恒定，昼夜各半循环照明，饲
喂普通饲料由福建医科大学动物实验中心提供，饲
养于福建医科大学动物实验中心【ＳＹＸＫ（闽）２０２０－
０００５】。 本实验所有操作均遵循福建医科大学实验

动物伦理委员会的伦理批件（２０２１⁃０２８１）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＭＥＭ Ａｌｐｈａ Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ １ ×） （ ＳＨ３０１６５􀆰 ０１，

２
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Ｈｙｃｌｏｎｅ）；ＤＭＥＭ 高糖培养基（Ｄ５７９６，Ｓｉｇｍａ）；青、
链霉素双抗（ＣＣ⁃０１１１，北京鼎国昌盛公司）；胶原酶

ＩＩ（Ｃ８１５０，Ｓｏｌａｒｂｉｏ）；ＯｒｉＣｅｌｌ 􀅺小鼠骨髓间充质干细

胞成脂诱导分化试剂盒 （ ＭＵＸＭＸ⁃９００３１， Ｃｙａｇｅｎ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）；抗坏血酸（Ａ１０３５３９，Ａｌａｄｄｉｎ）；地塞米

松（Ｄ１７５６，Ｓｉｇｍａ）；β⁃磷酸甘油（Ｇ９４２２，Ｓｉｇｍａ）；茜
素红 （ ＡＬＩＲ⁃１０００１， Ｃｙａｇｅｎ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ ）； 抗 小 鼠

ＦＩＴＣ⁃ＣＤ４５、 ＰＥ⁃ＣＤ４４、 ＰＥ⁃ＣＤ１４０ａ、 ＰｅｒＣＰ ／
Ｃｙａｎｉｎｅ５􀆰 ５⁃ＣＤ２９、 ＡＰＣ⁃Ｓｃａ⁃１、 ＡＰＣ⁃ＣＤ１０５、 ＡＰＣ⁃
ＣＤ５４ （ １０３１０７， １０３０２３， １３５９０５， １０２２２７， １０８１１１，
１２０４１３， １１６１１９， Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ ）； 胎 牛 血 清 （ Ｆ８３１８，
Ｓｉｇｍａ）； 胰 蛋 白 酶 粉 末 （ ＥＴ３５５⁃２５Ｇ， Ｇｅｎｖｉｅｗ ）；
ＥＤＴＡ 粉末（ＮＥＰ０４６，Ｇｅｎｖｉｅｗ）；磷酸盐缓冲剂（ＢＦ⁃
００１３，北京鼎国昌盛公司）；４％ 组织细胞固定液

（ＡＲ⁃０２１２，北京鼎国昌盛公司）；１０％十六烷基氯化

吡啶（Ｈ１０８６９７，Ａｌａｄｄｉｎ）；异丙醇（２０２０，中国西陇

科学）；三溴乙醇（＃ＨＹ⁃Ｂ１３７２ ／ ＣＳ⁃４９０１，ＭＣＥ）；叔戊

醇（Ａ⁃１０３４１８，Ａｌａｄｄｉｎ）。
ＢＤ ＦＡＣＳ Ｃｅｌｅｓｔａ （ Ｂｅｃｔｏｎ， Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ ａｎｄ

Ｃｏｍｐａｎｙ，美国）； 倒置显微镜及图像采集系统

（Ｌｅｉｃａ，德国）；酶标仪（Ａｇｉｌｅｎｔ，美国）；二氧化碳培

养箱（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）；多用途旋转摇

床（Ｋｙｌｉｎ⁃Ｂｅｌｌ，中国）；生物安全柜（苏州安泰空气技

术有限公司）；离心机（湖南湘仪科技有限公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 分离细胞

骨片消化爬片法［２５］、全骨髓贴壁法［１５］、骨片消

化液上清法和骨片消化研钵法［２０］ 分离 ｍＢＭＳＣｓ 具

体步骤，详见表 １。
（１）分离下肢骨和冲洗骨髓腔：阿佛丁麻醉后

颈椎脱位法处死小鼠，小鼠于 ７５％乙醇浸泡 ３ ～ ５
ｍｉｎ，用镊子捏起小鼠两髋关节之间腹部皮肤，剪开，
分离两下肢皮肤，向下在踝处，向上在髋关节处剪

断，游离出两条下肢，更换新的剪刀、镊子、纱布，将
附着于股骨和胫骨的肌肉和筋膜处理干净，将处理

好的股骨和胫骨放置于含 ２％ ＦＢＳ 的 ＰＢＳ 中，移入

生物安全柜，剪开股骨、胫骨干骺端，暴露骨髓腔，
用 １ ｍＬ 注射器吸取含 ２％ ＦＢＳ 的 ＰＢＳ 液反复冲洗

小鼠股骨、胫骨髓腔，直至变白。
（２）过滤骨髓液：冲出的骨髓液经 ７０ μｍ 细胞

过滤器过滤。
（３）剪碎骨片：骨倒入含 ２％ ＦＢＳ 的 ＰＢＳ 的研

钵中，剪刀将骨头剪碎至 １ ～ ３ ｍｍ３。
（４）捣磨骨碎片：骨片在研钵中用杵轻轻压碎，

捣磨骨髓的缓冲液弃去，添加新鲜的含 ２％ ＦＢＳ 的

ＰＢＳ 重复捣磨并清洗 ２ ～ ３ 次后，骨头碎片变成豆

腐渣状并且捣磨骨髓的缓冲液清澈时可停止研钵。
（５）胶原酶 ＩＩ 消化：用镊子将碎骨移至 １５ ｍＬ

离心管，加入含胶原酶 ＩＩ （终浓度为 １ ｍｇ ／ ｍＬ）的

ＤＭＥＭ 培养液（加入量覆盖骨片），多用途旋转摇床

１１０ ｒ ／ ｍｉｎ，３７℃孵育 １􀆰 ５ ｈ，骨碎片松散时停止。
（６）清洗骨碎片：弃去上清消化液，α⁃ＭＥＭ 完

全培养基洗骨碎片 ３ 次，将骨碎片移至 ２５ Ｔ 培养

瓶，加入 α⁃ＭＥＭ 完全培养基。
（７）过滤消化液并终止消化：用 ７０ μｍ 细胞过

滤器过滤胶原酶消化过的细胞悬液于５０ｍＬ离心
表 １　 四种方法分离 ｍＢＭＳＣｓ 步骤

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｔｅｐｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍＢＭＳＣｓ
分离方法 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ 步骤 Ｓｔｅｐｓ

骨片消化爬片法
Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ

ｃｒａｗｌ ｍｅｔｈｏｄ

分离下肢骨和冲洗骨髓腔＋剪碎骨片＋胶原酶 ＩＩ 消化＋清洗骨碎片＋细胞培养
Ｉｓｏｌａｔｉｎｇ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂ ｂｏｎｅ ａｎｄ ｃｌｅａｎｉｎｇ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃａｖｉｔｙ ＋ ｃｕｔｔｉｎｇ ｂｏｎｅ ＋

ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ ＩＩ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ＋ ｗａｓｈｉｎｇ ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ＋ ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ ｃｅｌｌｓ

全骨髓贴壁法
Ｗｈｏｌｅ⁃ｂｏｎｅ⁃ｍａｒｒｏｗ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ

分离下肢骨和冲洗骨髓腔＋过滤骨髓液＋重悬细胞沉淀＋细胞培养
Ｉｓｏｌａｔｉｎｇ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂ ｂｏｎｅ ａｎｄ ｃｌｅａｎｉｎｇ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃａｖｉｔｙ ＋ ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｆｌｕｉｄ ＋

ｒｅｓｕｓｐｅｎｄｉｎｇ ｃｅｌｌ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ＋ ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ ｃｅｌｌｓ

骨片消化液上清法
Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ
ｆｌｕｉｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｍｅｔｈｏｄ

分离下肢骨和冲洗骨髓腔＋剪碎骨片＋胶原酶 ＩＩ 消化＋过滤消化液并终止消化＋
重悬细胞沉淀＋细胞培养

Ｉｓｏｌａｔｉｎｇ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂ ｂｏｎｅ ａｎｄ ｃｌｅａｎｉｎｇ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃａｖｉｔｙ ＋ ｃｕｔｔｉｎｇ ｂｏｎｅ ＋
ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ ＩＩ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ＋ ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｆｌｕｉｄ ａｎｄ ｓｔｏｐｐｉｎｇ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ＋

ｒｅｓｕｓｐｅｎｄｉｎｇ ｃｅｌｌ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ＋ ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ ｃｅｌｌｓ

骨片消化研钵法
Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ

ｍｏｒｔａｒ ｍｅｔｈｏｄ

分离下肢骨和冲洗骨髓腔＋剪碎骨片＋捣磨碎片＋胶原酶 ＩＩ 消化＋过滤消化液并终止消化＋
再次捣磨并清洗收集细胞悬液＋重悬细胞沉淀＋细胞培养

Ｉｓｏｌａｔｉｎｇ ｌｏｗｅｒ ｌｉｍｂ ｂｏｎｅ ａｎｄ ｃｌｅａｎｉｎｇ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃａｖｉｔｙ ＋ ｃｕｔｔｉｎｇ ｂｏｎｅ ＋
ｃｒｕｓｈｉｎｇ ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ＋ ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ ＩＩ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ＋ ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｆｌｕｉｄ ａｎｄ

ｓｔｏｐｐｉｎｇ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ＋ ｃｒｕｓｈｉｎｇ ａｇａｉｎ ａｎｄ ｗａｓｈｉｎｇ ｔｏ ｃｏｌｌｅｃｔ ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ＋
ｒｅｓｕｓｐｅｎｄｉｎｇ ｃｅｌｌ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ＋ ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ ｃｅｌｌｓ

３
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管，并将胶原酶细胞悬液置于冰上使胶原酶灭活。
（８）再次捣磨并清洗收集细胞悬液：将剩余骨

碎片置于研钵中，用 ５ ｍＬ 含 ２％ ＦＢＳ 的 ＰＢＳ 重悬，
并用杵将骨碎片轻压 ５０ 次，再加入 ５ ｍＬ 含 ２％ ＦＢＳ
的 ＰＢＳ，吸出液体收集于离心管，重复该步骤，使总

体积达到 ５０ ｍＬ 左右。
（９）重悬细胞沉淀：收集细胞悬液于 ４℃，１２００

ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ；弃上清，使用 α⁃ＭＥＭ 完全培养

基重悬细胞沉淀，种入 ２５ Ｔ 培养瓶中。
（１０）细胞培养：放置于 ３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中

培养，每 ３ ｄ 换 １ 次液。
１􀆰 ２􀆰 ２　 细胞传代

分离培养的原代细胞生长至 ８０％ ～ ９０％融合

时，吸弃培养液，ＰＢＳ 洗涤 ２ 遍，加入胰蛋白酶 １ ｍＬ
覆盖瓶底，３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱消化 ５ ｍｉｎ，加入等

量 α⁃ＭＥＭ 完全培养基终止消化，１２００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ８
ｍｉｎ，弃上清，加入 α⁃ＭＥＭ 完全培养基重悬，按 １ ∶２
比例传代。
１􀆰 ２􀆰 ３　 细胞形态学观察

原代细胞首次换液去除悬浮细胞后，在倒置显

微镜下观察细胞形态和细胞成分组成，记录细胞生

长至传代密度（８０％ ～ ９０％融合）所需时间，以及细

胞形态和细胞成分组成的变化，运用图像采集系统

拍照记录。
１􀆰 ２􀆰 ４　 流式细胞术检测 ｍＢＭＳＣｓ 特征性免疫表型

分离获得的细胞传至第三代（Ｐ３ 代），采用胰

蛋白酶消化，ＰＢＳ 洗 ２ 遍。 含 ２％ ＦＢＳ 的 ＰＢＳ 重悬

细胞，每管 ２ × １０６ 个细胞加入荧光标记的抗小鼠

ＦＩＴＣ⁃ＣＤ４５ （ 泛 白 细 胞 标 志 抗 原 ）、 ＰｅｒＣＰ ／
Ｃｙａｎｉｎｅ５􀆰 ５⁃ＣＤ２９（整合素家族类抗原标志分子

ＶＬＡβ）、ＰＥ⁃ＣＤ４４（黏附分子家族类抗原标志分子

ＨＣＡＭ）、ＡＰＣ⁃ＣＤ５４（细胞黏附分子⁃１）、ＡＰＣ⁃Ｓｃａ⁃１
（干细胞抗原 １）、ＰＥ⁃ＣＤ１４０ａ（血小板衍生生长因子

α），全程避光染色 ３０ ｍｉｎ。 流式细胞术检测细胞表

面抗原表达。
１􀆰 ２􀆰 ５　 诱导成骨分化和成脂分化

分离获得的细胞传至 Ｐ３ 代，胰蛋白酶消化后

将待诱导的细胞按照 １ × １０４ ｃｅｌｌｓ ／ ｃｍ２ 接种于经

０􀆰 １％明胶处理过的 １２ 孔板，每孔加入 １ ｍＬ α⁃ＭＥＭ
完全培养基，放入 ３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱培养，当细

胞汇合度达到 １００％时，小心吸弃孔内完全培养基，
分别加入成骨（或成脂）分化诱导剂。

（１）体外诱导成骨分化

加入成骨分化诱导剂（含有 １０％ ＦＢＳ、５０ μｍｏｌ ／ Ｌ
抗坏血酸、１０－７ ｍｏｌ ／ Ｌ 地塞米松、１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ β⁃磷酸甘

油的 ＤＭＥＭ），每 ３ ｄ 更换新鲜成骨分化诱导剂，诱导

３ 周后，４％组织细胞固定液室温固定 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 轻

柔洗涤 ３ 次，茜素红染色 １０ ｍｉｎ，用 ＰＢＳ 轻柔洗涤

３ 次，充分洗去染色液，每孔加入 １ ｍＬ ＰＢＳ，置显微镜

下观察成骨染色效果。 结束后用 １００ μＬ １０％十六烷

基氯化吡啶溶解钙结节上的茜素红、酶标仪检测

ＯＤ５６２，对钙结节形成情况进行相对定量检测。
（２）体外诱导成脂分化

按照 ＯｒｉＣｅｌｌ 􀅺小鼠骨髓间充质干细胞成脂诱

导分化试剂盒说明书操作，诱导 ２ 周后，４％组织细

胞固定液室温固定 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 轻柔洗涤 ３ 次，油红

Ｏ 染色 ３０ ｍｉｎ，用 ＰＢＳ 轻柔洗涤 ３ 次，充分洗去染色

液，每孔加入 １ ｍＬ ＰＢＳ，置显微镜下观察成脂染色

效果。 观察结束后用 １００ μＬ 异丙醇溶解脂滴上的

油红 Ｏ，用酶标仪检测 ＯＤ５００，对脂肪细胞形成情况

进行相对定量检测。
１􀆰 ３　 统计学分析

独立实验重复 ３ 次，采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 １􀆰 １
软件进行统计分析和作图。 满足正态分布、方差齐

性前提下，多组间比较采用单因素方差分析，组间

两两比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 实验结果以平均值±标
准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异具有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 原代细胞的细胞成分组成

骨片消化爬片法、全骨髓贴壁法、骨片消化液

上清法和骨片消化研钵法 ４ 种方法分离培养的原代

细胞首次换液后，倒置显微镜下观察细胞形态和细

胞成分组成，结果详见图 １ 与表 ２。
比较 ４ 种方法分离培养的原代细胞生长至传代

密度所需时间，除骨片消化爬片法，其余 ３ 种方法均

可在 １ 周内传代，结果详见表 ３。 在倒置显微镜下

观察传代前细胞形态和细胞成分组成，结果详见图

２。 与首次换液相比，全骨髓贴壁法、骨片消化液上

清法和骨片消化研钵法分离的细胞，形态与杂细胞

占比均没有发生明显变化。 骨片消化爬片法分离

的原代细胞，增殖速度慢，第 ２０ 天只有极少数骨片

旁可见长梭形贴壁细胞成簇生长，呈放射状、均匀

排列，其余部位存在大量杂细胞团；可见，该方法所

分离获得的细胞质量并不理想，在后续实验中不再

研究该方法。

４
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注：Ａ：骨片消化爬片法；Ｂ：全骨髓贴壁法；Ｃ：骨片消化液上清法；Ｄ：骨片消化研钵法。 （下图同）

图 １　 倒置显微镜观察首次换液后原代细胞

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｒａｗｌ ｍｅｔｈｏｄ． Ｂ． Ｗｈｏｌｅ⁃ｂｏｎｅ⁃ｍａｒｒｏｗ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ． Ｃ． Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｆｌｕｉｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｍｅｔｈｏｄ．
Ｄ． Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｒｔａｒ ｍｅｔｈｏｄ． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐｒｉｍａｒｙ ｃｅｌｌｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｆｌｕｉｄ ｃｈａｎｇｅ

表 ２　 原代细胞中贴壁细胞及杂细胞形态和组成

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｈｅｔｅｒｏｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｅｌｌｓ

分离方法
Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

贴壁细胞形态
Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ
ａｄｈｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌ

贴壁细胞占比
Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ
ａｄｈｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌｓ

杂细胞形态
Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ

ｍｉｓｃｅｌｌａｎｅｏｕｓ ｃｅｌｌｓ

杂细胞占比
Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ

ｍｉｓｃｅｌｌａｎｅｏｕｓ ｃｅｌｌｓ

骨片消化爬片法
Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｒａｗｌ ｍｅｔｈｏｄ

未见
Ｎｏｎｅ

无
Ｎｏｎｅ

圆形
Ｒｏｕｎｄ

多
Ｍｏｒｅ

全骨髓贴壁法
Ｗｈｏｌｅ⁃ｂｏｎｅ⁃ｍａｒｒｏｗ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ

多角形
Ｐｏｌｙｇｏｎａｌ

少
Ｆｅｗ

圆形、短梭形
Ｒｏｕｎｄ， ｓｈｏｒｔ ｓｐｉｎｄｌｅ

较多
Ｍａｎｙ

骨片消化液上清法
Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｆｌｕｉｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｍｅｔｈｏｄ

长梭形、三角形
Ｌｏｎｇ ｓｐｉｎｄｌｅ，ｔｒｉａｎｇｕｌａｒ

较多
Ｍａｎｙ

圆形、短梭形
Ｒｏｕｎｄ， ｓｈｏｒｔ ｓｐｉｎｄｌｅ

较多
Ｍａｎｙ

骨片消化研钵法
Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｒｔａｒ ｍｅｔｈｏｄ

长梭形、多角形
Ｌｏｎｇ ｓｐｉｎｄｌｅ，ｐｏｌｙｇｏｎａｌ

多
Ｍｏｒｅ

圆形、短梭形
Ｒｏｕｎｄ， ｓｈｏｒｔ ｓｐｉｎｄｌｅ

少
Ｆｅｗ

图 ２　 倒置显微镜观察传代时原代细胞形态

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐｒｉｍａｒｙ ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｄｕｒｉｎｇ ｐａｓｓａｇｅ

２􀆰 ２　 ｍＢＭＳＣｓ 特征性免疫表型检测

ｍＢＭＳＣｓ 细胞表面特征性免疫表型是 ＣＤ４５－和

ＣＤ４４＋、ＣＤ２９＋、ＣＤ５４＋、ＣＤ１４０ａ＋、Ｓｃａ⁃１＋。 全骨髓贴

壁法、骨片消化液上清法和骨片消化研钵法所分离

的细胞，取 Ｐ３ 代细胞，流式细胞术检测细胞免疫表

型。 结果如图 ３ 所示：全骨髓贴壁法分离的细胞，
ＣＤ４５－ 仅 为 ２９􀆰 １％， ＣＤ２９＋ （ １５􀆰 ４％）、 ＣＤ４４＋

（３３􀆰 ８％）、ＣＤ５４＋（５８􀆰 ５％）；骨片消化液上清法分离

的细胞， ＣＤ４５－ （ ９０􀆰 ６％）、 ＣＤ２９＋ （ ９９􀆰 ０％）、 ＣＤ４４＋

（９８􀆰 １％）、Ｓｃａ⁃１＋（９９􀆰 ３％）、ＣＤ１４０ａ＋（９７􀆰 ８％）；骨片

消化研钵法分离的细胞， ＣＤ４５－ （ ９０􀆰 ２％）、 ＣＤ２９＋

（ ９８􀆰 ０％）、 ＣＤ４４＋ （ ９７􀆰 ６％）、 Ｓｃａ⁃１＋ （ ９３􀆰 １％）、
ＣＤ１４０ａ＋（９８􀆰 ４％）。 说明骨片消化液上清法和骨片

消化研钵法分离培养的 ｍＢＭＳＣｓ 纯度均较高，全骨

髓贴壁法分离培养的 ｍＢＭＳＣｓ 纯度低。

表 ３　 四种方法分离培养的原代细胞传代时间

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐａｓｓａｇｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｅｌｌｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ
ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂｙ ｆｏｕｒ ｍｅｔｈｏｄｓ

分离方法
Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

原代细胞传代时间
Ｐａｓｓａｇｅ ｔｉｍｅ ｏｆ
ｐｒｉｍａｒｙ ｃｅｌｌｓ

骨片消化爬片法
Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｒａｗｌ ｍｅｔｈｏｄ

第 ２０ 天
Ｄａｙ ２０

全骨髓贴壁法
Ｗｈｏｌｅ⁃ｂｏｎｅ⁃ｍａｒｒｏｗ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ

第 ４ ～ ５ 天
Ｄａｙ ４ ～ ５

骨片消化液上清法
Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｆｌｕｉｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｍｅｔｈｏｄ

第 ５ ～ ６ 天
Ｄａｙ ５ ～ ６

骨片消化研钵法
Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｒｔａｒ ｍｅｔｈｏｄ

第 ６ ～ ８ 天
Ｄａｙ ６ ～ ８

２􀆰 ３　 体外诱导成骨分化能力

全骨髓贴壁法、骨片消化液上清法和骨片消化

研钵法分离培养的 Ｐ３ 代细胞经成骨诱导培养 ３ 周

后，细胞排列紧密，体积变小，呈铺路石样改变。

５
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３ 种方法分离培养的 Ｐ３ 代细胞成骨诱导后经茜素

红染色，镜下可观察到橘红色钙结节，均表现出成

骨分化特性（图 ４）。 且骨片消化液上清法和骨片消

化研钵法获得的钙结节数量明显较全骨髓贴壁法

多（图 ４），说明经这两种方法分离培养的细胞能获

得更多的具有成骨分化能力的 ｍＢＭＳＣｓ。

注：不同方法分离培养的 Ｐ３ 代细胞 ｍＢＭＳＣｓ 特征性免疫表型流式检测结果。 Ａ１ ～ Ａ５：全骨髓贴壁法；Ｂ１ ～ Ｂ６：骨片消化液上清法；Ｃ１ ～
Ｃ６：骨片消化研钵法。

图 ３　 流式细胞术检测细胞 ｍＢＭＳＣｓ 特征性免疫表型

Ｎｏｔｅ． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｍｍｕｎｏｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ Ｐ３ ｍＢＭＳＣｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ａ１ ～ Ａ５． Ｗｈｏｌｅ⁃
ｂｏｎｅ⁃ｍａｒｒｏｗ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ． Ｂ１ ～ Ｂ６． Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｆｌｕｉｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｍｅｔｈｏｄ． Ｃ１ ～ Ｃ６． Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｒｔａｒ ｍｅｔｈｏｄ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｍｍｕｎｏｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｍＢＭＳＣｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

注：Ａ：分离培养的 Ｐ３ 代细胞成骨分化诱导前细胞形态和成骨分化诱导后茜素红染色观察到的钙结节；Ｂ：室温下，１０％氯代十六烷

基吡啶溶解茜素红染色后的钙结节，酶标仪检测波长 ５６２ ｎｍ 吸光度值；ａ：全骨髓贴壁法；ｂ：骨片消化液上清法；ｃ：骨片消化研钵

法；与全骨髓贴壁法比较，∗∗∗Ｐ ＜ ０． ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０． ０００１。 （下图同）

图 ４　 体外诱导成骨分化能力的鉴定及茜素红染色定量比较

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｂｅｆｏｒｅ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｎｏｄｕｌｅｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｆｔｅｒ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｐ３ ｃｅｌｌｓ． Ｂ． Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｖａｌｕｅ ａｔ ５６２ ｎｍ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ ｒｅａｄｅｒ ａｆｔｅｒ ｏｆ １０％
ｃｈｌｏｒｏｃｅｔｙｌｐｙｒｉｄｉｎｅ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｎｏｄｕｌｅｓ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ａｔ ｒｏｏｍ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ． ａ． Ｗｈｏｌｅ－ｂｏｎｅ－ｍａｒｒｏｗ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ． ｂ．
Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｆｌｕｉｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｍｅｔｈｏｄ． ｃ． Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｒｔａｒ ｍｅｔｈｏｄ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｗｈｏｌｅ － ｂｏｎｅ －ｍａｒｒｏｗ

ａｄｈｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ，∗∗∗Ｐ ＜ ０． ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０． ０００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｌｉｚａｒｉｎｅ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｖｉｖｏ
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２􀆰 ４　 体外诱导成脂分化能力

全骨髓贴壁法、骨片消化液上清法和骨片消化

研钵法分离培养的 Ｐ３ 代细胞经成脂诱导培养 ２ 周

后，细胞出现回缩现象，细胞间隙变大，转变为圆形

脂肪细胞。 镜下可见胞浆内含有丰富脂滴的脂肪

细胞，油红 Ｏ 染色呈红色，３ 种方法均表现出成脂分

化特性（图 ５）。 且骨片消化液上清法和骨片消化研

钵法油红 Ｏ 染色强度明显较全骨髓贴壁法强（图
５），说明经这两种方法分离培养的细胞能获得更多

的具有成脂分化能力的 ｍＢＭＳＣｓ。

注：Ａ：分离培养的 Ｐ３ 代细胞成脂分化诱导前细胞形态和成脂分化诱导后油红 Ｏ 染色观察到的脂滴；Ｂ：室温下，异丙醇溶解油红 Ｏ 染色

后的脂滴，酶标仪检测波长 ５００ ｎｍ 处吸光度值；ａ：全骨髓贴壁法；ｂ：骨片消化液上清法；ｃ：骨片消化研钵法；与全骨髓贴壁法比较，∗∗∗∗Ｐ
＜ ０． ０００１。

图 ５　 体外诱导成脂分化能力的鉴定及油红 Ｏ 染色定量比较

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｂｅｆｏｒｅ ａｄｉｐｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｆｔｅｒ ａｄｉｐｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｐ３ ｃｅｌｌｓ． Ｂ． Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｖａｌｕｅ ａｔ ５００ ｎｍ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ ｒｅａｄｅｒ ａｆｔｅｒ ｉｓｏｐｒｏｐａｎｏｌ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｌｉｐｉｄ
ｄｒｏｐｌｅｔｓ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ａｔ ｒｏｏｍ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ． ａ． Ｗｈｏｌｅ⁃ｂｏｎｅ⁃ｍａｒｒｏｗ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ． ｂ． Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｆｌｕｉｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｍｅｔｈｏｄ．

ｃ． Ｂｏｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｒｔａｒ ｍｅｔｈｏｄ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｗｈｏｌｅ⁃ｂｏｎｅ⁃ｍａｒｒｏｗ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０． ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｄｉｐｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｖｉｔｒｏ

３　 讨论

ｍＢＭＳＣｓ 在骨髓中含量少，分离细胞中往往存

在多种杂细胞污染，不能满足研究需求。 因此，需
要建立一种有效分离培养 ｍＢＭＳＣｓ 的方法体系。
本研究比较分析了骨片消化爬片法、全骨髓贴壁

法、骨片消化液上清法和骨片消化研钵法等 ４ 种方

法，希望实验结果能为从事 ｍＢＭＳＣｓ 相关研究的同

道提供有价值的参考依据，避免因方法学选择不当

造成时间和资源浪费，甚至影响研究结果的客观性

和可靠性。
全骨髓贴壁法是利用 ｍＢＭＳＣｓ 的塑料贴壁特

性进行分离培养，但这种方法分离的 ｍＢＭＳＣｓ 不

纯，容易被多种杂细胞污染［２６］，本研究的实验结果

也是如此。 有研究表明通过早期首次换液可以减

少杂细胞的黏附［９］，因此，本研究在应用全骨髓贴

壁法时，曾采用第 １ 天首次换液，但培养后 ｍＢＭＳＣｓ
数量极少，可能是由于在培养早期换液，在一定程

度上会损失 ｍＢＭＳＣｓ。 有文献报道，在培养第 ４ 天

首次换液，比在培养第 １ 天首次换液，会更容易获得

高增殖能力的 ｍＢＭＳＣｓ［２７］，与我们的实验结果一

致。 分离培养的原代细胞镜下形态和 Ｐ３ 代细胞表

面免疫表型分析结果均说明，全骨髓贴壁法获得的

ｍＢＭＳＣｓ 量少，且存在多种杂细胞。 与 Ｃａｉ 等［２６］ 的

研究报道相似，本实验中全骨髓贴壁法分离培养的

ｍＢＭＳＣｓ 成骨成脂分化现象不及骨片消化液上清法

和骨片消化研钵法。 该现象可能与以下两个方面

相关： 一 方 面 由 于 全 骨 髓 贴 壁 法 本 身 获 得 的

ｍＢＭＳＣｓ 纯度较低；另一方面也可能是体外培养时

其他细胞混杂一定程度上抑制 ｍＢＭＳＣｓ 的分化潜

７
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能。 因此全骨髓贴壁法不适合用于 ｍＢＭＳＣｓ 体外

研究。
骨密质中造血细胞稀少， 从骨密质中分离

ｍＢＭＳＣｓ，可减少造血细胞与其他基质细胞的污染。
冲洗骨髓腔，去除骨髓中大量造血细胞后，用胶原

酶消化骨片， 使密集结构的骨质松弛， 可促进

ｍＢＭＳＣｓ 从骨片迁移到培养基中［２５］。 骨片消化液

上清法和骨片消化研钵法都是利用此原理分离

ｍＢＭＳＣｓ，分离后的 Ｐ３ 代细胞表面免疫表型分析以

及成骨分化能力、成脂分化能力检测均说明这两种

方法分离获得的 ｍＢＭＳＣｓ 纯度较高、质量较好。 且

骨片消化研钵法所分离的细胞传至 Ｐ１ 代时，镜下

观察到细胞呈均一成纤维样形态，但该法必须把握

好研钵力度，否则容易导致细胞受损。 骨片消化爬

片法虽也是基于此特点，但所获得的 ｍＢＭＳＣｓ 极少

且生长缓慢，无法满足研究需求，可能是经过消化

后 ｍＢＭＳＣｓ 大部分存在胶原酶消化液中，也有可能

是培养初期移动培养瓶时骨片受到晃动，影响

ｍＢＭＳＣｓ 爬出［２５］。
此外，参考人 ＢＭＳＣｓ 的分离方法［２８－２９］，本研究

也曾尝试收集小鼠全骨髓，通过 Ｆｉｃｏｌｌ 方法分离出

小鼠骨髓单个核细胞进行贴壁后获取 ｍＢＭＳＣｓ，但
贴壁细胞零星无几，难以进一步展开实验，因此，单
个核细胞贴壁法不在本研究探讨范围内。

采用免疫磁珠分选法和流式细胞荧光分选法

也可获得较高纯度的 ｍＢＭＳＣｓ 群体，但费用昂贵，
操作繁琐，且影响 ｍＢＭＳＣｓ 的活力［９］。 ｍＢＭＳＣｓ 的

体外生存活力不仅受到分离方法的影响，也与培养

条件有关。 ｍＢＭＳＣｓ 存在于骨髓基质中，受到骨髓

微环境的调控，小鼠骨髓中的氧含量低于 ５％［３０］。
有研究表明，与 １０％和 ２１％的氧含量相比，在 ５％的

氧含量条件下，ｍＢＭＳＣｓ 表现出更高的增殖活性和

克隆形成能力。 因此，要根据研究目的，探讨优化

ｍＢＭＳＣｓ 的培养条件。
总之，本文探讨的 ４ 种 ｍＢＭＳＣｓ 分离培养方法

中，骨片消化液上清法和骨片消化研钵法在较短时

间内可获得纯度较高、分化能力较强的 ｍＢＭＳＣｓ。
虽然这两种方法步骤较全骨髓贴壁法繁琐，但能够

满足后续实验对 ｍＢＭＳＣｓ 的质量和数量要求，且成

本低。 因此，推荐采用骨片消化液上清法和骨片消

化研钵法分离培养 ｍＢＭＳＣｓ。
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ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ
Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２１， ３１（６）： １２２－１２７．

［ ３ ］ 　 Ｓｈｉ Ｙ， Ｗａｎｇ Ｙ， Ｌｉ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｍｕｎｏｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ａｎｄ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅｓ
［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｎｅｐｈｒｏｌ， ２０１８， １４（８）： ４９３－５０７．

［ ４ ］ 　 Ｚｈａｏ Ｌ， Ｃｈｅｎ ＳＱ， Ｙａｎｇ ＰＸ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ： ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ
ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｇｒａｆｔ⁃ｖｅｒｓｕｓ⁃ｈｏｓｔ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ
Ｔｈｅｒ， ２０１９， １０（１）： １８２－１９５．

［ ５ ］ 　 Ｎｏｒａｍｂｕｅｎａ ＧＡ， Ｋｈｏｕｒｙ Ｍ， Ｊｏｒｇｅｎｓｅｎ Ｃ． Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｏｓｔｅｏａｒｔｉｃｕｌａｒ ｐｅｄｉａｔｒｉｃ ｄｉｓｅａｓｅｓ： ａｎ ｕｐｄａｔｅ ［Ｊ］ ． Ｐｅｄｉａｔｒ
Ｒｅｓ， ２０１２， ７１（４）： ４５２－４５８．

［ ６ ］ 　 Ｚｈａｎｇ ＲＦ， Ｙｕ Ｊ， Ｚｈａｎｇ ＮＫ， ｅｔ ａｌ． Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＳＴ⁃ｓｅｇｍｅｎｔ ｅｌｅｖａｔｉｏｎ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ： ｓｉｎｇｌｅ⁃ｂｌｉｎｄ， ｍｕｌｔｉｃｅｎｔｅｒ， ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ
ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｔｒｉａｌ ［ Ｊ］ ． Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ Ｔｈｅｒ， ２０２１， １２ （ １）： ３３
－４７．

［ ７ ］ 　 Ｈｏｕ ＤＹ， Ｗａｎｇ Ｂ， Ｙｏｕ ＲＬ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｍｏｔｅ
ｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ＩＬ⁃６ ／ ＳＴＡＴ３ ／ ＯＸＰＨＯＳ ａｘｉｓ ［Ｊ］ ． Ａｎｎ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄ， ２０２０， ８
（２１）： １３４６－１３６３．

［ ８ ］ 　 Ａｂｄａｌｌａｈ ＢＭ， Ａｌｚａｈｒａｎｉ ＡＭ， Ａｂｄｅｌ⁃Ｍｏｎｅｉｍ ＡＭ， ｅｔ ａｌ． Ａ
ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ ｒｅｌｉａｂｌｅ ｐｒｏｔｏｃｏｌ ｆｏｒ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｍｕｒｉｎｅ ｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗ ｓｔｒｏｍａｌ （ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ） ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｔｈａｔ ｒｅｔａｉｎｅｄ ｔｈｅｉｒ ｉｎ
ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ ｓｔｅｍｎｅｓｓ ｉｎ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｃｕｌｔｕｒｅ ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｌ Ｐｒｏｃｅｄ
Ｏｎｌｉｎｅ， ２０１９， ２１（１）： ３－１４．

［ ９ ］ 　 Ａｂｄａｌｌａｈ ＢＭ， Ｋｈａｔｔａｂ ＨＭ． Ｒｅｃｅｎｔ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ ｔｏ ｉｓｏｌａｔｉｎｇ ａｎｄ
ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ ｍｏｕｓｅ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｒｏｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ ［Ｊ］ ． Ｃｕｒｒ Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ Ｔｈｅｒ， ２０２１， １６（５）： ５９９－６０７．

［１０］ 　 周家旺， 陆国海， 李晓林． ＢＭＰ９ 通过 Ｏｒａｉ１ 途径促进小鼠骨

髓间充质干细胞骨向分化 ［ Ｊ］ ． 基础医学与临床， ２０２１， ４１
（１０）： １４７０－１４７５．
Ｚｈｏｕ ＪＷ， Ｌｕ ＧＨ， Ｌｉ ＸＬ． ＢＭＰ９ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｂｏｎｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ
ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ Ｏｒａｉ１ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ］ ．
Ｂａｓｉｃ Ｃｌｉｎ Ｍｅｄ， ２０２１， ４１（１０）： １４７０－１４７５．

［１１］ 　 季健坤， 李克文， 赵宏涛， 等． 骨髓间充质干细胞对膝关节

炎大鼠软骨损伤及 ＫＤＭ６Ａ ／ ＳＯＸ９ 信号通路的影响 ［ Ｊ］ ． 中

国骨质疏松杂志， ２０２２， ２８（４）： ４８６－４９２．
Ｊｉ ＪＫ， Ｌｉ ＫＷ， Ｚｈａｏ ＨＴ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｏｎ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ＫＤＭ６Ａ ／ ＳＯＸ９
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ
Ｏｓｔｅｏｐｏｒ， ２０２２， ２８（４）： ４８６－４９２．

［１２］ 　 Ｗｕ ＹＳ， Ｘｉｅ Ｌ， Ｗａｎｇ ＭＹ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｔｔｌ３⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｍ６Ａ ＲＮＡ
ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｆａｔｅ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
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ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０１８， ９（１）： ４７７２．
［１３］ 　 Ｗａｎｇ Ｔ， Ｂａｉ ＪＸ， Ｌｕ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌａｔｏｒｙ

ａｎｄ ｏｓｔｅｏｉｎｄｕｃｔｉｖｅ ｉｍｐｌａｎｔ ｓｕｒｆａｃｅｓ ｖｉａ ｍｕｓｓｅｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｉｏｎ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｉｃｋｉｎｇ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ，
２０２２， １３（１）： １６０．

［１４］ 　 Ｗｅｎ ＺＺ， Ｍａｉ Ｚ， Ｚｈｕ ＸＬ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ
ｅｘｏｓｏｍｅｓ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｈｙｐｏｘｉｃ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ ＰＴＥＮ ／ ＡＫＴ
ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］ ． Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ Ｔｈｅｒ， ２０２０， １１（１）： ３６．

［１５］ 　 杨燕美， 李红， 张雷， 等． 小鼠骨髓间充质干细胞分离培养

新方法 ［ Ｊ］ ． 中国实验血液学杂志， ２０１３， ２１ （ ６）： １５６３
－１５６７．
Ｙａｎｇ ＹＭ， Ｌｉ Ｈ， Ｚｈａｎｇ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｅｗ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｉｓｏｌａｔｉｎｇ ａｎｄ
ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ ｍｏｕｓｅ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ
Ｊ Ｅｘｐ Ｈｅｍａｔｏｌ， ２０１３， ２１（６）： １５６３－１５６７．

［１６］ 　 杨雷， 朱烁基， 刘健， 等． 两种骨髓间充质干细胞分离方法

的对比研究 ［ Ｊ］ ． 岭南心血管病杂志， ２０２０， ２６（ ２）： ２２５
－２２９．
Ｙａｎｇ Ｌ， Ｚｈｕ ＳＪ， Ｌｉｕ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｗｏ
ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
［Ｊ］ ． Ｓｏｕｔｈ Ｃｈｉｎａ Ｊ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｄｉｓ， ２０２０， ２６（２）： ２２５－２２９．

［１７］ 　 Ｂａｉ Ｊ， Ｌｉ ＬＪ， Ｋｏｕ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｌｏｗ ｌｅｖｅｌ ｌａｓｅｒ ｔｈｅｒａｐｙ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｂｏｎｅ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｂｙ ｃｏｕｐｌｉｎｇ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ ［Ｊ］ ．
Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ Ｔｈｅｒ， ２０２１， １２（１）： ４３２－４５０．

［１８］ 　 Ｌｉ ＭＨ， Ｌａｎ ＹＪ， Ｇａｏ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ
ｅｘｐａｎｓｉｏｎ ｏｆ ｍｙｅｌｏｉｄ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ Ｇ⁃ＣＳＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ Ｄｅｖ Ｂｉｏｌ， ２０２２，
１０： ７７９１５９．

［１９］ 　 Ｓａｋａｇｕｃｈｉ Ｙ， Ｓｅｋｉｙａ Ｉ， Ｙａｇｉｓｈｉｔａ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｓｕｓｐｅｎｄｅｄ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ
ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｂｏｎｅ ｂｙ ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｂｅｃｏｍｅ ｖｉｒｔｕａｌｌｙ
ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ｔｏ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｍａｒｒｏｗ
ａｓｐｉｒａｔｅｓ ［Ｊ］ ． Ｂｌｏｏｄ， ２００４， １０４（９）： ２７２８－２７３５．

［２０］ 　 Ｈｏｕｌｉｈａｎ ＤＤ， Ｍａｂｕｃｈｉ Ｙ， Ｍｏｒｉｋａｗａ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂａｓｉｓ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｃａ⁃１ ａｎｄ
ＰＤＧＦＲ⁃α ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｐｒｏｔｏｃ， ２０１２， ７（１２）： ２１０３－２１１１．

［２１］ 　 Ｌｉｕ ＹＬ， Ｗａｎｇ ＬＰ， Ｆａｔａｈｉ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｒｉｎｅ ｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗ ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｕｓｉｎｇ Ｔｗｉｓｔ２ Ｃｒｅ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ｂｏｎｅ， ２０１０， ４７（５）： ９１６－９２５．

［２２］ 　 Ｄｏｍｉｎｉｃｉ Ｍ， Ｂｌａｎｃ ＫＬ， Ｍｕｅｌｌｅｒ Ｉ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｎｉｍａｌ ｃｒｉｔｅｒｉａ ｆｏｒ

ｄｅｆｉｎｉｎｇ ｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎｔ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ． Ｔｈｅ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
Ｓｏｃｉｅｔｙ ｆｏｒ Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｔｈｅｒａｐｙ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｓｔａｔｅｍｅｎｔ ［Ｊ］ ． Ｃｙｔｏｔｈｅｒａｐｙ，
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