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小鼠骨髓间充质干细胞体外扩增的实验研究
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［摘要］目的 研究确立全骨髓贴壁法培养小鼠骨髓间充质干细胞体外培养和优化组合最佳实验条件，建

立一个简便易行的小鼠骨髓间充质干细胞体外扩增方法．方法 观测不同周龄小鼠、不同浓度胎牛血清和不同

种植密度条件下的细胞增殖活性．光镜下观察最佳实验条件培养骨髓间充质干细胞的形态．流式细胞检测细胞

周期和表面抗原标志．结果 4～6 周龄小鼠、5%～10%的胎牛血清和 5～8×107/L 的细胞种植密度最适宜

MSCs的体外培养，细胞形态、表面抗原标志和细胞周期检测均具有骨髓间充质干细胞的特征．结论 本实验

室优化选择的培养条件可成功分离纯化、扩增小鼠骨髓间充质干细胞，为下一步深入研究奠定基础．
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［Abstract］ Objective To research the whole bone marrow adherence culure condition of mouse bone

marrow-derived mesenchymal stem cells，select the best condition，and establish an expansion method of mouse

bone marrow-derived mesenchymal stem cells in vitro．Methods We detected the proliferation ability of the

bone marrow mesenchymal stem cells in different ages mouse，different concentration of serum and cell density，

and found out the optimum culture condition．BMSCs were cultured in the optimum culture condition，and light

microscopy and flow cytometry were used to study the morphology and biological characteristics of BMSCs．

Results The optimum culture conditions for BMSCs were 4～6 weeks mouse，5%～10% fetal bovine serum，

and 5 ～8 ×107/L cell density．The cells cultured in the optimum culture conditions showed the typical

morphological and biological characteristics of BMSCs．Conclusion The whole bone marrow adherence method

we optimized in our laboratory can isolate，purify and amplify BMSCs of mice in vitro，and may provide basis for

further study.
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骨髓间充质干细胞（bone marrow mesenchymal

stem cells，BMMSCs）来源于中胚层，是骨髓组织
中除造血干细胞外另一大类具有多向分化潜能的

多能干细胞，主要作为滋养层支持造血干细胞的

生长 [1]．BMMSCs 具有跨系谱、跨胚层分化的潜

能，在一定环境和特异因子诱导下可分化为多种

造血以外的组织细胞，如软骨细胞、心肌细胞、

神经细胞、肝细胞、支气管上皮细胞、肺泡上皮

细胞等多个胚层来源的细胞，并且 MSCs具有容

易获得、容易体外培养增殖、长期传代不改变生

物学特征、抗原性小、组织修复能力强、不涉及

医学伦理问题等特征，为临床疾病的治疗提供了

一个全新的思路和策略[2]．

然而，MSCs在骨髓中的含量很低，仅为骨

髓单个核细胞的 0.001%～0.01%，而 BMMSCs临

床治疗和实验研究要求获得较高的纯度以及足够

的细胞数量．因此，本实验旨在摸索选择确立最

适宜、有效的培养条件，建立简单、高效、稳定

的 BMMSCs体外培养方法，获得大量高纯度的小
鼠 BMMSCs．

1 材料与方法

1.1 实验动物

健康雄性昆明小鼠由昆明医学院实验动物科

提供，4～8周龄，体重约 15～28 g．所有动物处

置过程符合动物伦理学的要求．

1.2 主要试剂及仪器

优质胎牛血清（FBS）及 DMEM培养基，赛
默飞世尔生物化学制品（北京）有限公司；胰蛋

白酶，Beijing Solarbio Science and Technology Co.

Ltd； CD45-FITC、 CD34-PE、 CD14-PE、

CD90-FITC、CD105-FITC、CD106-FITC，Bioleg-

end公司；细胞周期试剂，Beckman coulter公司；

SW-CJ-2FD型超净工作台，苏州净化设备有限公

司；37 ℃恒温培养箱，Thermo Fisher scientific；

倒置显微镜，Nikon diaphot；离心机，Beckman

coulter公司．

1.3 骨髓间充质干细胞的分离

颈部脱臼处死小鼠，75％酒精消毒全身，无

菌操作取出四肢胫骨和股骨，去除所有骨表面附

着的肌肉和结缔组织，用 FBS反复冲洗 3次．剪
断两端骨骺，用装有含 10%FBS的 DMEM培养基

的注射器从一端冲洗骨髓腔和干骺端，收集另一

端冲出的骨髓悬液，均匀混合后反复轻轻吹打，

制备成单细胞悬液．接种于含 8 mL DMEM培养

基的 100 mm2的培养皿中，放在 37℃，5%CO2的

饱和湿度的 CO2培养箱中培养．48 h后首次换液，

以后每隔 2～3 d换液一次，前两次换液用高糖的

DMEM培养，后改用低糖 DMEM培养．

1.4 MTT方法检测不同周龄小鼠骨髓间充质干
细胞生长

分别取 4、6、8周龄雄性昆明小白鼠按各 5

只按照上述方法分离培养 MSCs，消化计数，调整

细胞浓度为 2×107 /L分别接种于 5个 24孔板内，

置于 5%CO2饱和湿度，37℃培养箱中继续培养，

每隔 1 d取不同周龄每只小鼠的 3孔细胞进行计

数，计算均值，以细胞生长时间天为横坐标，以

细胞数（107/L）为纵坐标，绘制细胞生长曲线，

分析细胞生长情况．

1.5 MTT 方法检测不同浓度胎牛血清条件下
BMMSCs的生长
细胞按 5×107/L种入 96孔培养板中，分别加

入含 2.5%、 5%、7.5%、 10%、 12.5%、 15%、

17.5 %、20%不同浓度 FBS的 DMEM培养基，每

个浓度 5孔；培养 6 d后，取各浓度 5孔细胞分

别计数，计算均值，以胎牛血清浓度为横坐标，

以细胞数（107/L）为纵坐标，绘制第 6天时不同

胎牛血清浓度对MSCs生长的影响曲线．

1.6 MTT方法检测不同种植密度时MSCs扩增

用含 10%FBS的 DMEM培养基调整细胞密度

为:1.0、2.0、3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、

10.0 （×107/L）种入 96孔培养板中，每一密度 5

孔；培养 6 d后，取不同种植密度 5孔细胞分别

计数，计算均值，以种植密度为横坐标，以细胞

数（107/L）为纵坐标，绘制对数生长期第 6天时

不同细胞接种密度对MSCs生长的影响曲线．

1.7 光学显微镜观察小鼠 BMMSC形态
取 6周龄小鼠、7.5%的胎牛血清、5×107/L

的细胞种植密度按照上述方法分离培养 MSCs，14

d长至 80％融合时用 0.25％胰蛋白酶消化贴壁细

胞，按 1:3传代培养，倒置显微镜下观察细胞形
态.

1.8 流式细胞仪检测细胞表面抗原标志

最优条件培养的第 3代贴壁细胞达到 80%～

90%融合时用 0.25%的胰蛋白酶和 1 mmol/LEDTA
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图 1 不同周龄小鼠的 BMMSCs体外培养生长曲线

Fig. 1 Growth curve of different weeks mouse's BM-

MSCs

图 2 不同浓度胎牛血清对 MSCs 生长的影响 （第 6 天

时）

Fig. 2 Effects of different FBS concentration on the

growth of MSCs（6th day）

图 3 不同细胞密度对MSCs生长的影响（第 6天）

Fig. 3 Effects of different cell density on the growth

of MSCs（6th day）
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消化后，用含1%的小牛血清PBS调整细胞至 5×

105/mL．分别加入抗小鼠的单克隆抗体和同型阴

性对照 20 滋L，置 4 ℃孵育 30 min，PBS 洗涤 2

遍，进行流式细胞仪测定．

1.9 流式细胞仪检测细胞周期

将最优条件培养的第 3代贴壁细胞消化后，

调整密度至 5×106/ 滋L，PBS洗 3遍后用 70%乙

醇 4 ℃固定过夜，用 1 mL PBS 重悬细胞后加入

500 滋L PI溶液（0.1 mg/mL PI含0.1 mg/mL RNase），

37℃孵育 30 min，上流式细胞仪检测，Multicycle

软件分析数据．

2 结果

2.1 不同周龄小鼠的 BMMSCs体外培养生长曲
线

实验结果显示 4周龄、6 周龄小鼠 BMMSCs

生长曲线基本重叠，其中 1～3 d为生长静止期，

此时细胞为了适应体外环境，细胞数量没用明显

增加，特别是在第 2天反而出现减少的现象，这

属于增殖较慢的时期．3～7 d为对数增长期，细

胞增长活跃，细胞数增加较快．7～10 d 是平台

期，由于细胞老化，细胞数不在增加．8周龄小

鼠 1～3 d是生长静止期，3～6 d为对数增长期，

比 4周龄、6周龄小鼠对数增长期缩短，并且细
胞增殖数量均低于 4周、6周龄小鼠．选择 4～6

周龄小鼠的分离 BMMSCs进行体外培养最佳，见

图 1．

2.2 不同浓度胎牛血清对 BMMSCs生长的影响
小鼠 BMMSCs生长曲线显示对数增长期第 7

天时细胞数量最多，计数培养 7 d后的不同浓度

胎牛血清培养的 BMMSCs数量发现用 2.5%的胎牛

血清培养时 MSCs生长较慢，细胞数量少．5%～

10%的胎牛血清培养 MSCs，细胞增殖最快，此浓

度最适宜 MSCs的生长．10%～20%胎牛血清培养

MSCs，细胞数量具有逐步减少趋势，见图 2．

2.3 不同接种密度对小鼠 BMMSCs扩增的影响

细胞接种密度与 MSCs的体外扩增速度密切

相关，细胞间的接触会抑制细胞的生长．结果表

明当细胞种植密度为 1～5×107/L时，细胞数量随

细胞接种密度的增加而增加，在 5～8×107/L时细

胞生长最活跃，细胞数量达到高峰．8～10%时细

胞数量开始减少．细胞接种密度为 5～8×107/L时
最有利于 MSCs的增殖，见图 3．最优实验条件培

养 MSCs的形态学观察，见图 4.



图 4 倒置显微镜下MSCs形态（×100）

Fig. 4 The morphous of P3 rats' bone marrow mesenchymal stem cells（×100）

图 5 第 3代小鼠MSCs表面标志物的表达

Fig. 5 Surface marker expression in P3 rats' bone marrow mesenchymal stem cells

图 6 第 3代小鼠MSCs细胞周期检测结果
Fig. 6 Cell cycle result of P3 rats' bone marrow

mesenchymal stem cells
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2.5 MSC表面标志和细胞周期
最优实验条件培养的第 3代昆明小鼠 MSCs

CD14、 CD34、 CD45 阴 性 ， CD90、 CD105、

CD106 阳性．MSCs 细胞周期中 G0/G1 期约为

81.1%，S+G2+M期约为 18.9%，这说明大部分细

胞处于静止期，只有少部分处于活跃的增殖期，

此条件培养的 MSCs大多数处于未分化状态，见

图 5、图 6．

3 讨论

MSCs是 130年前德国病理学家 Cohnheim首

次在骨髓中发现的，是骨髓中除了造血干细胞之

外的另一种成体干细胞．MSCs主要存在于全身结

缔组织和器官间质中，以骨髓组织中含量最为丰

富[3]．MSCs具有高度自我更新能力，MSCs能附着

在塑料或玻璃培养皿上呈纤维细胞样生长，形成

均匀的集落或贴壁的融合层，易于体外分离培养

和扩增．MSCs具有跨胚层分化为多种细胞表型的
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能力，可以分化为多种中胚层和神经外胚层来源

的组织细胞．MSCs具有免疫调节特性，能通过多

种途径发挥其对免疫细胞生物活性的调解作用
[4，5]．所以 MSCs是一种较为理想的具有广阔临床

应用前景的种子细胞．

但 MSCs在小鼠骨髓中含量少，在临床应用

和科学研究前必须进行体外扩增才能获得足够量

的细胞数．因此建立一套方便实用的体外培养方

法对进一步研究和应用 MSCs具有重要的意义．

本实验采用全骨髓贴壁筛选培养法体外扩增昆明

小鼠的骨髓 MSCs，此法由 Friedenstein在 20世纪

70年代中期建立[6]．由于 MSCs具有在塑料培养瓶
中贴壁生长的特性，将骨髓细胞悬液接种于培养

皿 4～12 h后，通过换液除去未附壁的造血系细

胞、内皮细胞等即获得较纯的 MSCs．此法相比于
密度梯度离心法、流式细胞仪分选法、免疫磁珠

分选法更为简单易行，但实验中影响细胞增殖的

因素较多，需要根据具体实验目的优化培养条件，

才能获得高浓度、高纯度、高活性的 MSCs．

小鼠的年龄对 MSCs增殖影响较大，比较 4

周、6周、8周小鼠 MSCs体外生长曲线发现 4周

龄、6周龄、8周龄小鼠体外培养的 1～3 d均为

生长静止期，但 4周龄、6周龄小鼠 3～7 d为对

数增长期，细胞生长活跃，细胞增速快，细胞数

比生长静止期增加了 7倍．8周龄小鼠对数增长

期缩短（3～6 d），细胞增殖速度明显低于 4 周

龄、6周龄小鼠，可能是由于随着周龄的增加，

骨髓中的 MSCs含量逐渐减少，增殖能力下降．

体外培养MSCs最好选择 4～6周小鼠．

胎牛血清中含有大量的增殖分化因子[7]，因此

培养基中添加胎牛血清可以明显促进小鼠 MSCs

生长速度，但是实验结果显示 FBS在 10%～20%

时，细胞数量并没有进一步增加反而出现了下

降．这是由于较高浓度的胎牛血清导致了小鼠

MSCs的快速衰老，增殖能力下降，不利于 MSCs

生长，同时高浓度的胎牛血清中的分化因子可促

进 MSCs多向分化．所以胎牛血清的浓度选择对

小鼠 MSCs体外扩增很重要，应要求能有效促进

细胞增殖，又要保证细胞处于未分化的状态．从

图 2中看到最适于小鼠 MSCs的培养和增殖的胎

牛血清浓度是 5%～10%．

细胞种植的密度与 MSCs的体外增殖速度密

切相关．小鼠 MSCs的生长对接种密度极为敏感，

种植的密度过低细胞数太少不利于其生长．种植

的密度过高，由于细胞间接触释放了某些抑制因

子明显减缓MSCs的增长速度，甚至造成MSCs生

长停滞．实验证明 5%～8×107/L的细胞种植密度

最有利于 MSCs的增殖．

笔者取 4周龄的小鼠分离骨髓 MSCs，接种 5

×107/L的 MSCs于含有 10%的 DMEM培养基中培

养扩增，24 h换液后镜下细胞观察形态不一，以

梭形为主，其次还有多角型、小圆形细胞．3 d后

可见形态相对均一的，多为折光性较强梭形、纺

锤形细胞，以及少量的成纤维细胞样的细胞，以

后细胞逐渐增多，进入对数生长期，细胞生长较

快，8 d以后细胞生长进入平台期，细胞数量扩增

减慢，并开始出现融合．取第 3代细胞流式细胞

术检测细胞表面抗原标志发现造血细胞标志
CD14、CD34、CD45 阴性，MSCs 的表面标志

CD90、CD105、CD106阳性，说明本实验建立的

培养方法能成功地分离纯化小鼠MSCs．第 3代细

胞的细胞周期检测说明这种分离扩增方法未刺激

小鼠MSCs分化，该方法获得的小鼠 MSCs仍保持

在未分化状态．

以上结果说明在本实验室现有的实验条件下

采用优化后的全骨髓贴壁筛选法可以成功获得的

较高纯度的小鼠 MSCs，此方法对骨髓需要量少，

对细胞活性影响小，获得的小鼠 MSCs数量丰富，

可以满足符合后继研究实验的需要．
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