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小鼠骨髓造血干细胞的分离纯化及电镜观察
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(1上海交通大学医学院基础医学公共技术平台, 上海 200025; 2上海交通大学医学院病理生理学系, 上海 200025)

摘要      应用免疫磁珠分选结合流式细胞术与透射电镜术对小鼠骨髓造血干细胞进行了分

离、纯化及透射电镜观察。结果显示, 20只小鼠的骨髓细胞经分离纯化后, 共收集到2×105个造血

干细胞, 纯度达95%以上; 其形态类似于小淋巴细胞, 呈单核, 近圆形, 直径约5~7 μm, 核大细胞质

少, 染色质电子密度不均, 除了线粒体和一些囊泡外, 较少见到其他细胞器。经分离纯化的小鼠骨

髓造血干细胞纯度好、活率高, 可制成透射电镜标本, 并能清晰观察其超微结构特征。该研究方法

试图找出小鼠骨髓造血干细胞在形态学上的特征, 为后续研究提供实验基础, 且对探讨造血细胞结

构与功能的关系具有一定的应用价值。
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Abstract       The hematopoietic stem cells were isolated and purified from the mice bone marrow using 
immunomagnetic beads and flow cytometry, and observed by means of transmission electron microscopy. The 
results showed that 2×105 hematopoietic stem cells were collected from the 20 mice bone marrow, with a purity 
of more than 95%. They were single nuclear cells, similar to lymphocyte, suborbicular, about 5~7 μm in diameter, 
large nuclear/cytoplasmic ratios, uneven chromatin electron density. Other organelles were hard to observe, except 
for some mitochondria and vacuoles. It concluded that the purified mice bone marrow hematopoietic stem cells had 
high purity and high activity, which could be used as transmission electron microscope specimen and observed its 
ultrastructure characteristics clearly. This study attempts to find the character of mice bone marrow hematopoietic 
stem cells in morphology and provide basic data for future research, and to have certain application value in 
relationship with the structure and function.
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造血干细胞(hematopoietic stem cells, HSCs)
是血液成分之一, 是生成各种血细胞的最起始细

胞, 又称多能造血干细胞。它以极低数量存在于哺

乳动物的骨髓、胎肝、外周血及脐带血中, 被称作
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“niche”的特定环境所包围[1]。HSCs具有高度的自我

更新能力, 又具有进一步分化为各系统祖细胞的能

力, 根据其造血重建能力可以分为长期造血干细胞

(long-term HSCs, LT-HSCs)和短期造血干细胞(short-
term HSCs, ST-HSCs)。前者能够恢复致死剂量照

射鼠的终生各系造血能力, 后者仅能维持致死剂量

照射鼠3个月以内的造血功能。HSCs继续向下分化

形成多能造血祖细胞(multipotential hematopoietic 
progenitor cell, MPP), MPP再分化形成髓系祖细胞

CMP和淋系祖细胞CLP[2]。

目前, 造血干细胞移植和骨髓移植已成功地用

于治疗免疫系统和血液系统等多种疾病[3-4], 而对于

含量极低的造血干细胞而言, 精确的干细胞分离及

鉴定是确保移植成功的关键。近年来, 随着单克隆

抗体及流式细胞术的发展, 分离纯化造血干细胞的

技术也日趋成熟, 关于检测小鼠骨髓造血干细胞表

型的方法就有LSK、SLAM和SP等标记[5-8]。而多年

来对小鼠骨髓造血干细胞的研究均局限于其分离富

集和功能方面的探索, 却少见对其形态、超微结构

等生物学特征的研究。本文利用免疫磁珠分选与流

式细胞术分选结合的方法, 将小鼠骨髓造血干细胞

分离纯化, 制成透射电镜标本, 然后经电镜观察, 试
图找出造血干细胞在形态学上的特征与意义, 为后

续研究提供实验基础。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   实验动物      20只C57BL/6健康小鼠, 周龄为

8~10周, 由上海斯莱克实验动物有限公司提供。以

上小鼠饲养于上海交通大学医学院动物科学部清洁

级屏障内, 饲养条件和动物管理严格遵守伦理委员

会规定。动物实验通过上海交通大学医学院实验动

物使用和管理委员会批准。

1.1.2   主要试剂      Biotinylated lineage cocktail(anti-
CD3、anti-CD5、anti-B220、anti-Mac-1、anti-Gr-1
和anti-Ter119)和Streptavidin Particles Plus-DM磁珠

购自BD Pharmingen公司; EasySep磁力器购自Stem 
Cell公司 ; Streptavidin-PE/Cy5.5、anti-Sca-1-FITC、
anti-c-Kit-APC、anti-Flk2-PE和anti-CD34-eFluo450
抗体购自eBioscience公司。

1.1.3   主要仪器      流式细胞分选仪(MoFlo AstriosEQ)
购自Beckman Coulter公司 , 透射电子显微镜(Philips 

CM-120)购自Philips公司。

1.2   方法

1.2.1   小鼠骨髓细胞采集      颈椎脱臼法处死小鼠, 
无菌条件下取其胫骨和股骨, 用5 mL注射器吸取含

2% FBS的PBS冲洗骨髓腔, 换1 mL注射器的4号针头

将骨髓细胞悬液反复吹打, 70 μm的滤器过滤后成为

单细胞悬液, 600 ×g离心5 min; 加入2 mL红细胞裂解

液, 充分混匀, 室温孵育10 min, 600 ×g离心5 min, 弃
上清液后清洗1次。

1.2.2   小鼠Lin–细胞免疫磁珠分选      将上述收集

到的骨髓细胞重悬于1 mL PBS中, 加入20 μL生物

素抗体Biotinylated lineage cocktail(1100׃), 4 °C孵

育15 min, PBS清洗1次; 加入400 μL抗生物素抗体

Streptavidin Particles Plus-DM磁珠, 4 °C孵育15 min, 
PBS清洗1次; 重悬细胞加PBS至2.5 mL, 将试管放置

在EasySep磁力器上5 min, PBS冲洗管壁2次各5 min, 
收集含Lin–细胞的分选液。

1.2.3   造血干细胞的流式细胞术分析与分选      采
集磁珠分选后Lin–细胞溶液, 按比例加入抗体Sca-1-
FITC(1100׃)、 c-Kit-APC(1100׃)、Flk-2-PE(1100׃)和
CD34-eFluo450(1100׃), 4 °C避光孵育15 min, PBS洗
2次; 选用70 μm的喷嘴, 调节液流稳定, 选择纯度分

选模式, 40 μm的过滤器过滤, 分析和分选含免疫表

型为Lin–Sca-1+c-Kit+Flk2–CD34–的长期造血干细胞

(LT-HSCs)。
1.2.4   透射电镜样品制备      将分选后的造血干细胞

(2×105个)混入到人外周血红细胞(1×106个)中, 1 200 ×g
离心10 min, 弃上清; 加入2 mL 2.5 %戊二醛, 4 °C下固

定2 h, PBS漂洗, 再用1%锇酸4 °C下固定2 h, 蒸馏水

漂洗, 梯度酒精脱水, 环氧树脂包埋, 超薄切片, 醋酸

钠、柠檬酸铅染色后, 透射电子显微镜观察并照相; 
将未分选的骨髓细胞经红细胞裂解后, 同样制成透

射电镜标本, 用以观察其超微结构。

2   结果
2.1   小鼠骨髓造血干细胞的分离纯化

20只小鼠共收集约8×108个的骨髓细胞, 平均

每只小鼠可收集4×107个的骨髓细胞, 经红细胞裂解

及免疫磁珠分选纯化后, 富集到的Lin–细胞数约为

8×107个, 每只小鼠约4×106个。

造血干细胞的流式细胞术分析结果如图1。磁珠

分选后的Lin–细胞群, 纯度达90.07%(图1A), 经过多个
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抗体标记后, 造血干细胞群(Lin–Sca-1+c-Kit+)的比例为

90.07%×3.29%(图1B), 长期造血干细胞群(Lin–Sca-1+c-
Kit+Flk2–CD34–)的比例为90.07%×3.29%×27.84%(图
1C)。分选后的细胞经过计数, 总量约为2×105个, 细胞

活率为95.83%, 回测纯度达95%以上。

2.2   小鼠骨髓造血干细胞的电镜观察

将分选所得的小鼠骨髓造血干细胞(2×105个)
加入到人红细胞(1×106个)溶液中, 制成透射电镜标

本。结果显示, 有核细胞即是小鼠骨髓造血干细胞, 
无核且中央凹陷的细胞是人红细胞(图2A和图2B)。

A、B: 小鼠骨髓造血干细胞和人红细胞(HSC: 造血干细胞; RBC: 红细胞); C~E: 造血干细胞结构(Ma: 大核; MIT: 线粒体); F: 造血干细胞放大结

构(V: 囊泡; ER: 内质网; GA: 高尔基体复合体); G: 骨髓细胞; H: 淋巴细胞; I: 单核细胞。

A,B: HSC in the BM of mice and red blood cell in human (HSC: hematopoietic stem cell; RBC: red blood cell); C-E: the structure of HSC (Ma: 
macronucleus; MIT: mitochondria); F: the magnification structure of HSC (V: vesicles; ER: endoplasmic reticulum; GA: Golgi apparatus); G: bone 
marrow cells; H: lymphocyte; I: monocyte. 

图2   小鼠骨髓造血干细胞的电镜观察结果

Fig.2    HSC in the BM of mice observed under the transmission electron microscope 
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图1   小鼠骨髓造血干细胞的流式细胞术分析

Fig.1   HSCs in the BM of mice analyzed by the flow cytometry 
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放大显示, 造血干细胞为单核, 近圆形, 直径约为5~ 
7 μm, 表面可见数根绒毛或微绒毛, 核大细胞质少, 
染色质电子密度不均, 除了线粒体和一些囊泡外, 较
少见到其他细胞器(图2C~图2E)。进一步放大显示, 
线粒体双层膜结构, 直径约0.5 μm, 内膜折叠成较深

的脊, 囊泡单层膜结构, 泡内含低电子密度物质, 偶
见内质网和高尔基体复合体(图2F)。骨髓细胞中以

粒细胞系统占比最大, 呈圆形; 胞核随细胞成熟的

程度而不同, 幼稚型的呈杆状或马蹄形, 成熟型的呈

分叶状, 其中三叶的较多(图2G)。小淋巴细胞近圆

形, 直径约5 μm, 核相对较大, 细胞质较少, 核内染色

质多, 呈块状分布在核膜周围, 胞质内线粒体相对较

少, 内质网较丰富(图2H)。单核细胞体积较大, 胞质

丰富, 胞核常呈肾形或马蹄形, 细胞形状不一, 有圆

形、多角形(图2I)。

3   讨论 
造血干细胞是具有高度自我更新和多项分化

潜能的一类细胞, 观察其超微结构有些困难。首先, 
造血干细胞在体内含量甚微, 成年人的造血干细胞

约占骨髓细胞的0.05%, 小鼠造血干细胞约占骨髓细

胞的0.01%[9]; 其次, 造血干细胞与其他单核细胞在

形态上很难区分开来, 且分离纯化方法落后, 使得到

的细胞少、活率低、纯度不高, 无法对其下一步继

续研究; 此外, 制作透射电镜样本过程复杂, 步骤繁

多, 需要多步离心、重悬, 容易损失细胞。

由于造血干细胞在小鼠体内含量不足万分之

一, 本实验需采集20只小鼠的骨髓细胞, 每只小鼠

可得骨髓细胞约4×107个, 获取到的骨髓总细胞数为

8×108个, 从如此多的细胞中将造血干细胞分离出

来实属不易。故本实验利用免疫磁珠分选的方法

将骨髓细胞标记上生物素抗体Biotinylated lineage 
cocktail, 利用抗体与抗生物素抗体Streptavidin Particles 
Plus-DM磁珠结合, 此方法孵育时间短, 操作过程快, 
且不会对细胞造成机械性压力, 分选后可以去除大

部分Lin+成熟细胞, 收集到的Lin– 细胞约有8×107个。

这样可排除大量无关细胞的干扰, 同时也可节约抗

体的使用。

目前还没有一个表面标记可以单独分离出造

血干细胞, 通常是多个标记共同使用, 本实验在LSK
的基础上再加上CD34和Flk2标记, 以期获得纯度更

好的造血干细胞。在流式细胞术分选技术上, 采取

了对仪器各项参数的优化, 包括对喷嘴的选择、激

光器的使用、如何设门以及分选模式的选取。喷

嘴选择是流式细胞术分选的基础, 喷嘴太大会影响

分选的准确性, 太小则会影响分选的速度, 甚至发

生堵塞, 其原则是细胞大小一般不超过喷嘴孔径的

1/5[10]。由于待分选细胞较小, 本实验选用70 μm的

喷嘴, 这样在保证分选纯度和分选得率的基础上, 还
能提升细胞的分选速度, 缩短分选时间。4种荧光染

料用4根不同的激光器去激发, 这样可减少各荧光通

道之间的补偿, 提高了细胞的分选纯度, 降低了人为

因素影响的误差。在设门时, 利用散点图前向角散

射光强度(FSC)和侧向角散射光强度(SSC)排除细胞

碎片、死细胞和黏连体。选择纯度(Purity-1)模式分

选细胞。

制备电镜标本需要将细胞固定、漂洗、梯度酒

精脱水、环氧树脂包埋等多个步骤, 每一步都需要

离心、重悬细胞, 容易造成细胞的丢失, 这对于为数

不多(2×105个)的造血干细胞而言, 显然又是一个挑

战。本实验把分选所得的造血干细胞混入到人的红

细胞中, 二者细胞形态差异较大、容易辨别, 而且互

不影响, 这样既降低了细胞在操作过程中的损失, 又
不影响电镜制样后的形态学观察。

电镜下显示造血干细胞近圆形, 核大, 细胞质

少, 除线粒体外, 其他细胞器均少或无, 符合细胞的

高度静止状态, 结果与之前研究报道过的人类造血

干细胞相似[11-12], 推测此类细胞为小鼠骨髓造血干

细胞。此类细胞在形态类上类似小淋巴细胞, 但与

小淋巴细胞比较, 造血干细胞的细胞核大致呈圆形, 
多不规则, 凹陷不如小淋巴细胞深; 核染色质细小、

弥散, 而小淋巴细胞染色质较深, 呈块状分布在核膜

周围;  造血干细胞胞质内, 与小淋巴细胞比较, 含较

多的线粒体, 较少的高尔基体、内质网和溶酶体等

细胞器。这些形态结构上的差异反映了造血干细胞

与淋巴细胞功能上的不同, 对于探索造血干细胞的

结构与功能的关系具有一定的指导意义。
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