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人骨髓基质细胞体外分离及定向培养内皮细胞

冯滨*刘迎龙冯凯 l 陈虎 l 龚茹 2

(中国医学科学院、中国协和医科大学阜外心血管病医院外科， 北京 100037; 1 军事医学科学院附属医院全军

造血干细胞移植中心，北京 100039; 2 第三军医大学成都军医学院， 成都 610083)

摘要 用 Ficoll(比重 1.077 g/ml)从正常成人骨髓中分离骨髓基质细胞(BMSCs) ， DMEM-HG 

培养基内含 20%FBS 、 GM-CSF(1 00 u/ml) 、 VEGF(10 ng/ml) 、 FGF(5 ng/ml) 、 L 谷氨眈脏(2 mmo1/ 

L)、肝素。o u/ml) ，以及抗生素液进行走向培养和扩增其中的内皮细胞(ECs) , VIII 因子相关抗原

的免疫纽化法和透射电镜观察(TEM)鉴定其细胞的性质。 结果 5.0xl05 个BMSCs在体外经定向 ECs

培养和扩增 8 代后，获得了 6.0xl09 个 ECs，扩增了约1.2x 104 倍。 70%-80% 的细胞对 VIII 因子相

关抗原免疫组化呈阳性反应;光镜下细胞呈典型的"鹅印石"样;TEM下可观察到胞浆内有Weible

palade 小体，证实为 内皮细胞。 实验表明， BMSCs 在体外分离和走向培养的 ECs ， 经扩增后可能

是心血管组织工程所需种子细胞的又一个重要来源 。

关键词 人骨髓:骨髓基质细胞;内皮细胞:定向培养

骨髓中除了间充质干细胞和造血干细胞外，另

外还含有骨髓基质细胞(bone marrow stromal cells , 

BMSCs) 0 BMSCs 并非由单一的细胞群体组成，而

是由形态和表型各不相同的多种细胞群体构成。最

近的研究表明[川，骨髓基质细胞中含有多种细胞的

前体细胞 / 祖细胞克隆 ，其中包括内皮细胞

(endothelial cells , ECs) ， 单核/ 巨噬细胞等，并能

向这些细胞的成熟型分化。因此，将骨髓基质细胞

与组织工程学结合，即将骨髓基质作为种子细胞，

与生物材料结合并实施移植，依靠在体内局部组织

的微环境诱导 BMSCs 分化和扩增为相应的组织细

胞，这样的设想在心血管组织工程中己有成功的报

道[J ， 3 ] 。

基于上述原由，我们设想体外分离人骨髓基质

细胞， 定向培养和扩增内皮细胞，并进行鉴定，以

开辟心血管组织工程种子细胞的新来源。

1 材料与方法

1.1 材料

骨髓样品取自军事医学科学院附属医院全军造

血干细胞移植中心的健康成人献髓员，年龄在

25-40 岁。

1.2 试剂与仪器

DMEM-HG 培养基(S igma 公司， 美国);胎牛

血清(FBS ， 天津市川页生化制品有限公司， 批号 :

2003 年 0509); Ficoll-Hypaque(比重 1.077 ， 天津血

液学研究所提供);粒 - 巨噬系集落剌激因子(GM

CSF) (Immunex 公司 ， 美国 ); 血管内皮生长因子

(VEGF)和碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)(Pepro

Tech EC LTD 公司， 英国); L- 谷氨眈胶、肝素、

青霉素及链霉素等均为国内产品。兔抗人 VIII 因子

相关抗原(VIII-RAg)多克隆抗体(北京中山生物技术

公司) 。 细胞培养板和培养皿(NUNCLON 公司 ， 德

国);生物净化工作台(北京中化生物技术研究所);超

速低温离心机(CS-15R， Beckman 公司，美国); CO2培
养箱(NAPCO， 美国); 1iU置显微镜(Olympus ， 日本) ;

透射电镜(TEM ， JEM-I0I 0 ，日 本) 。

1.3 BMSCs 的分离与定向诱导培养为内皮细胞

肝素化骨髓(肝素终浓度为 40-50 u/ml) 以含

10%FBS 的 DMEM-HG培养液对半稀释后 ， Ficoll 细

胞分离液(比重 1.077 g/ml)梯度离心(1 800 r/min, 20 

min)制备单个核细胞(mononuclear cells , MNCs)。细

胞经 PBS 洗涤两遍后计数，按 2 X 105 个细胞 Icm2
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的密度接种于 75 cm2 培养瓶中 。

骨髓基质细胞中的内皮细胞定向培养体系参考

文献[4] 并加 以 改进 ， 其组成为: DMEM-HG , 

20%FBS 、 GM-CSF(1 00 u/ml) 、 VEGF( 10 ng/ml) 、

FGF(5 ng/ml) 、 L- 谷氨肮胶(2 mmoνL)、肝素。o u/ 

ml) 、 青霉素液(1 00 u/m l ) 、 链霉素液(1 00 u/ml ) 。

原代培养每隔 3-4 天半量换液去除部分悬浮细胞 ，

继续培养 2-3 周后形成茹附基质细胞层 。 贴壁层细

胞达到 90% 以上汇合后 ， 经 0.125 % 膜蛋白酶消化

按 6 X 103 个细胞 /cm2 的密度接种于 75 cm2 培养瓶

中。重复上述细胞传代的操作即可实现细胞的有效

扩增 。

1.4 ECs 的形态学观察

当光镜下诱导的细胞长成单层 ， 呈 "鹅卵石"

(cobble s tone )样时行细胞摄像 : 并制备细胞悬液，

分别用 5% 戊二醒和 1% 囚氧佟饿固定 ， 制成电镜标

本进行透射电镜(TEM)观察 。

1.5 ECs 的免疫组化鉴定

VIII 因子(vWF)相关抗原的免疫组化鉴定(ABC

法): 选择 BMSCs 经定向培养体系培养 2 1 -28 天的

细胞，消化后离心(1 200 r/min, 8min)，用离心涂片

机涂片于载玻片上，丙酣固定细胞。 采用 ABC 法

进行检测 ， 并设阴性对照组 : 滴加 1 : 100 的兔抗

人 VIII-RAg 多克隆的抗体(一抗) 。 倒置显微镜下观

察 ， 拍照 。 细胞浆内出现棕褐色颗粒为阳性反应 。

随机选取光镜下 10 个视野，计数阳性细胞占总细胞

的比例 ， 以确定 BMSC s 定 向培养为 ECs 的效率。

2 结果

2.1 骨髓基质细胞的分离、 定向分化、扩增及

形态学观察

原代培养 72h 后 BMSCs 可出现贴壁、 呈单个

分散 ， 或形成几个成团的细胞集落:细胞的形态不

均一 ， 呈现圆形 、 多角形、梭形(图 1 ) 。 已经贴

壁的细胞开始增殖分裂 ， 1 周后贴壁细胞体积增

大 ， 形态多样，细胞群聚而形成单独的细胞群 :

12 天左右形成集落 : 培养至 2 1-28 天 细胞生长达

80% -90% 汇合单层 ， 呈 "铺路卵石样"， 每个集

落含有数百至数千个细胞(图 2) 。

汇合单层的细胞用 0. 1 25%膜蛋白酶消化后可获

得 4.5 x 105-6.0 x 105 个，将这些细胞扩增培养后 ，

形态与原代相似，传代细胞一般生长 7-10 天达汇合

单层 ， 可继续传代扩增 。 在本实验中， 培养的 ECs

·研究论文 ·

共传代 8 代，由 5 . 0 X 10 5 个 BMSC s 最后获得了

6 .0 X 109 个 ECs ，扩增了约 l. 2 X 104 倍。

2.2 ECs VIII 因子相关抗原的免疫组化结果

有大约 70%-80% 的细胞呈阳性反应， 胞浆内

出现棕褐色颗粒 ， 证明定 向培养的是内皮细胞(图

3) ; 而阴性对照组细胞胞浆无棕褐色颗粒(图 的 。

2.3 ECs 的 TEM 观察

电镜下胞浆内可见Weible-palade小体(简称W-P

小体)， 是 ECs 特有的颗粒，长约 3 μm， 直径 0.1 -0 . 3

μm，外包多层单位膜 ， 内有 6-26 条直径约 15 nm 

左右的平行细管，包埋于中等电子密度的基质中，

W-P 小体的横断面内可见细管呈涡状排列(图 5 ) 。

3 讨论
目前， 一般根据 BMSCs 的形态特点将其分为

毯子样细胞、网状细胞、 脂肪细胞、 前体脂肪细

胞 、 平滑肌细胞、成纤维样细胞、 内皮样细胞和

上皮样细胞等。 而由其组成的站附细胞层(贴壁细

胞层) ， 主要由 4 类细胞组成: 60%-70% 为成纤维

细胞 ， 10%-20% 内皮和上皮样细胞 ， 1 0%-20% 单

核巨噬细胞， 5%-10% 外网膜状细胞[5] 。 低密度种

植骨髓，可以形成成纤维母细胞样的外观集落 ， 这

些成纤维母细胞样的集落可以分化成不同的细胞

型 ， 如成纤维细胞、 内皮细胞、成骨细胞、脂肪

细胞等[1 .61 。 实际上， BMSCs 中含有多种细胞的前

体 / 祖细胞， 其中包括内皮前体 / 祖细胞们 .2 ] 。

BMSCs 能分泌 VEGP7， 8] 0 Kaigl町等[7]发现骨髓

基质细胞分泌的 VEGF 量为 2.4-3.1 ng/ 1 06 个细胞 /

天 ， 能提高内皮前体细胞的活性和分化， 并调控体

内血管的生长 ， 这进一步说明了 VEGF在内皮前体 /

祖细胞分化中起关键作用， Lin 等[9]研究发现， 骨

髓单个核细胞经 VEGF 作用 27 天后扩增了约 1 000 

倍 ， 并表达内皮细胞特异抗原，也证实了骨髓中含

有高增殖潜能的内皮前体 / 祖细胞 。

BMSCs与骨髓间充质干细胞(mesenchymal stem 

cells, MSCs) 同存在于骨髓中 ， 而且都具有贴壁性，

但它们各有其特点 。 MSCs 是用相对密度 1 . 07 3 的

Percoll 梯度离心获得，而 BMSCs 用相对密度 1.077

的 Ficoll-Paque(淋巴细胞分离液)梯度离心获得 。 由

于 Ficoll 的比重较 Percoll 高 ， 这就保留了部分存在

于 Percoll 液面下的细胞。 体外培养的原代和一代的

BMSCs 包括的细胞是非同质性的， 有造血干细胞和

基质细胞 : 原代和一代的 MSCs 却是同质性的成纤
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图 1 BMSCs原代培养第72 h形成的几个成团的细胞集落(光 图 4 BMSCs 体外走向培养 ECs 的 VIII 因子(vWF)免疫组化

镜， X 200) 鉴定阴性对照组 ， 胞浆中无棕褐色颗粒(光镜， x 200) 

图 2 BMSCs 原代培养第 28 天 ， 细胞生长达 80%-90% 汇合

单层 ， 呈 "铺路卵石样 "( 光镜 ， x 100 ) 

图 3 BMSCs 定向培养的 ECs 的 VIIl因子(vWF)免使组化鉴

定(光镜， x 20 0) 

维样细胞。 虽然 MSCs 和 BMSCs 都表达 SH-2 和 SB-

10 ， 但 MSCs 不表达 CD 14 和 CD45 ，而 BMSCs 则

表达 CD14 和 CD45 。 将 CD34+ 造血于 /祖细胞分别

与 MSCs 和 BMSCs 共同培养后发现， BMSCs 能够

更有效地支持造血 |工 / 祖细胞的分化 。

尽管 BMSC s 的形态受诸多因素的影响， 1M 
BMSCs 中的 ECs 具有如下特征1 5 1 : 呈卵圆形但更趋

于马蹄状 ， 平均直径 3 2 μm ， 多为单个核，偶见

双核，胞浆内有空泡 。 它表达脱血因子 VIII/vWF ，

CD3J 、血小板反应素( th rombospondi n) 、 Flk-l 、

E幽·皿 -图 5 TEM鉴定BMSCs定向培养ECs 的 W-p小体(↓ )(TEM ，

x 60000) 

Tie-2、乙酌 LDL 和 UEA-l 。 原代培养的 ECs CD34 

表达阳性 ， 但从第二代转为阴性 。

己有学者进行了建立人或小鼠的BMSCs分化为

内皮细胞系的研究工作 [ 1 0 - 1 2 1 。 阎艳等 1121 发现在

CFU-F 培养体系中加入 GM-CSF(l OO u/mJ )，对小 鼠

和人骨髓的 ECs 的生长有明显剌激作用，这提示应

用 GM-CSF培养 BMSCs ， 有可能获得纯的 ECs 。 然

而， I司 前 BMSCs 定 向培养 ECs 遇到很大困难 ， 主

要在于分离的 BMSCs容易混入较多的成纤维细胞和

巨噬细胞等，这些细胞的生 快速度超过了 EC s 生

长 。 因此，为 了抑制这些细胞的生长 ， 应在培养

介质中力1]入肝素。o u/m l )fI O, 13] 。 在定 1~IJ 培养体系

中，我们采用 ECs 的标准培养介质 DMEM-HG，内

含 20%-30% 胎牛血清 、 抗生素液(青莓素 1 00 u/ 

ml 、链霉素 100u/ml ) ， 并力1] GM-CSF(lOO u/ml ) 、
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VEGF(10 ng/ml ) 、 FGF(5 ng/ml)和肝素(90 u/ml); 此

外还可加入营养添加剂 L- 谷氨酌肢 。 VEGF 在培养

介质中起定向培养 ECs 的关键作用 。 我们经 Ficoll 分

离可收获 5 .0 X 105 个 BMSCs ， 在体外经含 VEGF 的

定向诱导分化后 ， VIII 因子免疫组化和 TEM 观察均

证实定向培养的细胞为 ECs o EC s 经传代培养、扩

增 8 代后 ， 最后获得了 6.0 X 10 9 个 EC s ， 扩增了

-约 1 .2 X 104 倍，能满足临床上组织工程的高密度

(> 1 05 个细胞 /cm 2)种植需要 。

应用人类BMSCs作为组织工程研制的种子细胞

有几个优点: (l) 用一个简单的骨髓穿刺针 ， 容易

收集，可避免损伤血管的完整性 ; ( 2) 体外经定 向

扩增培养能成为多种种子细胞的来源。因此，成人

BMSCs 来源的 ECs 可能是心血管组织工程种子细胞

的又一个重要来源 。 今后的工作将是进一步优化

研究论文

BMSCs 体外分离和定向培养为 ECs 技术，使之成为

更加简便 ， 实用的特点 。
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Orientational Culture and Evaluation of Endothelial Cells from Human 

Bone Marrow Stromal Cells in Vitro 

Bin Feng飞 Ying-Long Liu , Kai Feng' , Hu Chen' , Ru G02 

( Department of Cardiac Surgery, Cardiovascular Institute and Fu Wai Hospital, Chinese Academy of Medical Science and Peking 

Union Medical College, Beijing 1 0003穴 China; 'The Hemopoietic Stem Cell Transplantation Cente r, Affiliated Hospital of 

Military Medical Academy of Science, Beijing 100039, China; 2Chengdu Army Medical College, 

Third Military Medical University, Chengdu 610083, China) 

Abstract Human bone marrow stromal cells (BMSCs) were separated by gradient centrifugation on F icoll 

(density 1.077 g/ml ) from human bone maηow (HBM) in vitro , orientational cultured and amplified endothelial cell s 

(ECs) in DMEM (high glucose) with 20% fetal bovine serum (FBS), GM-CSF (100 u/ml), VEGF(10 ng/ml), FGF(5 

ng/ml) , L-glutamine (2 mmo l/L) , hepalean (90 u/ml ) and antibiotics for about 21 - 28 days. The property of these 

ECs was evaluated by mo叩hology with light microscopy and transmission electron microscopy (TEM), and immu

nohistochemistry with factor VIII related antigen. After orientational cultured for endothe lial cell s, 5.0x 105 of BMSCs 

in the primary culture was increased to 6.0x 1 09 of ECs, or to increase 1.2x 104 times after 8 generations incubated. 

More than 70%- 80% of the cell s from BMSCs cultured after 2 1- 28 days were positive stain for factor VIII related 

antigen by immunohistochemi stry assay . The typical "cobblestone" of these cells presented was observed by light 

microscopy. The Weible-palade corpuscle, which form is typical mo叩hology of ECs, was also observed by TEM in 

the cytoplasm. The results showed that B此1SCs from HBM had the capability in orientational culture for ECs, which 

after amplification in vitro might be another source of the seed cells in the cardiovascular tissue-engineering. 

Key words human bone maπow ; bone marrow stromal cells; endothelial cell s; orientational culture 
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