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犬骨髓间充质干细胞体外分离、培养及鉴定方法
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摘要 探讨一种可靠、纯度高的犬骨髓间充质干细胞(BMMSCs)体外提取分离、纯化、培

养和鉴定的方法。采用骨髓穿刺、 Percoll 密度梯度离心法分离出犬骨髓单个核细胞，结合贴壁培养

法获得纯度高的犬 BMMSCs，应用细胞免疫化学和流式细胞仪对犬 BMMSCs表面标记蛋白进行细

胞鉴定和周期测定。结果显示分离的细胞CD29、 CD44均主阳性表达， CD31 、 CD34、 CD45和v飞何

的表达为阴性; 88.88% 的细胞处在 G/G1 期;由此证明所分离的细胞为犬 BMMSCs， 2 周内经 3 代

培养即可扩增到 107 细胞数量级，纯度可达到 99% 以上，为千细胞移植治疗缺血性心脏病提供充足

的细胞来源。

关键词 犬;骨髓单个核细胞;间充质干细胞;细胞培养技术

骨髓间充质干细胞(bone maηow mesenchymal 

stem cells, BMMSCs)因为其来源方便、具备体外高

扩增能力、免疫原性低以及多分化潜力等特点，

近年来在基础研究领域及临床组织器官修复领域，

尤其对心肌损伤修复呈现诱人的前景 [1-3) 。由于

犬 BMMSCs 更加接近人类，且更能够模仿人类

BMMSCs 移植。所以探讨其体外分离、纯化、培

养和扩增方法，为干细胞移植提供充足的细胞来源，更

具有临床意义。

1 材料与方法

1.1 材料

健康杂种犬(体重 14土2 kg)，购自第三军医大学

野战外科研究所动物中心;L-DMEM培养基为 Gibco

公司产品;特级胎牛血清(FBS) 、 Percoll 分离液为

Pharmacia 公司产品;二甲基亚矶(DMSO)、膜蛋白

酶为 Gibco 公司产品;EDTA、细胞培养专用青、链

霉素、两性霉素B 混合液， MTT 为 Sigma 公司产品;

兔源一抗 CD29 、 CD44 、 CD34 、 CD45 、 CD31 和

vWF多克隆抗体为博士德公司产品;鼠抗狗CD44单

克隆抗体为 Santa Cruz 公司产品; FITC 标记二抗兔

抗小鼠 IgG 为晶美公司产品;二抗山羊抗兔 IgG 、

SABC 免疫组化染色试剂盒、 DAB 显色试剂盒为博

士德公司产品;倒置荧光显微镜为OLYMPUS CK41 。

1.2 方法

1.2.1 骨髓穿刺 骨害骨穿刺点选在左侧瞎后上棘

后下约 1 cm 骨质较平处。 3% 戊巴比妥铀(30 mg/ 

kg)肌注麻醉动物、常规备皮消毒铺巾后，以 12 号骨

穿针垂直穿入皮质，有突破感时停止，抽取骨髓lO ml

(空针内含 0.2 ml 肝素铀)。

1.2.2 犬BMMSCs分离纯化与培养 所取骨髓按

1 : 1 比例用无血清培养基洗涤稀释置于 10 ml 离心

管中混匀，再将骨髓稀释液按 1 : 1 比例缓慢加入到

1.073 g/ml Percol1分离液之上， 2000 r/min 离心 30

min; 离心后离心管内液体共分为 4 层，小心吸取第 2

层白色膜状层，悬浮于 5ml 无血清培养基内， 2000r/

min 离心 5 min，离心洗涤 2 次;去除上清液，用 L­

DMEM+I0% FBS 悬浮于 50 ml 培养瓶中，放置于

37 .C 、 5% CO2 细胞培养箱内。温育 24 h 后更换

培养液，去除红细胞、悬浮生长的骨髓造血干细胞

及其他未贴壁的骨髓细胞。以后每 3 天更换一次培

养液。

1.2.3 犬BMMSCs 的培养扩增与传代 原代细胞

培养到第 7-10 天时， 80%-90% 贴壁细胞融合，用

2.5 ml 0.25% 膜蛋白酶 +0.02% EDTA 消化 1-2 min, 

倒置显微镜观察，待 50% 细胞变为圆形时，用 2.5 ml 

L-DMEM+I0% FBS 终止消化，并按 1 : 3 的比例进

行传代。倒置显微镜逐日观察，直至贴壁细胞彼此

融合铺满瓶底时，重复操作，反复传代。

1.2.4观测不同代细胞间的增殖特性 选取第 1 、

收稿日期: 2009-04-21 接受日期:2∞9-06-26

国家自然科学基金资助(No.30700166. No.30800271) 

*通讯作者。 Te!: 023-63719612, E-mai1: lingzhiyuI977@yahoo. 

com.cn 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志



钟世根等:犬骨髓间充质干细胞体外分离、培养及鉴定方法

3 、 5 代细胞，用 0.25% 膜蛋白酶 +0.02% EDTA 消化

制备细胞悬液，细胞密度调整为 1x104 个/时，分别接

种于 96 孔培养板内(各代细胞分别接种 4 孔，同时设

4 孔空白对照，每孔 200μ1)。从当天起每天固定时

间取出 l 块培养板，每孔加入 20μ1 5 mg/m1 MTT，泪

匀，温育 4h 后吸去上清液，加入 150μ1DMSO，振荡

10 min，用酶标仪在 490nm波长处测其吸光度(A)值，

以实验组A 值减去对照组A 值，取其平均值，连续观

测 9 天。以时间为横轴、 A 值为纵轴绘制不同代细

胞的生长曲线，并进行比较。

1.2.5 犬 BMMSCs 的鉴定 取第 3 代细胞爬片行

免疫组化检查，以兔源 CD29 、 CD31 、 CD34 、

CD44 、 vWF 和 CD45 多克隆抗体作为一抗，参照、

SABC 试剂盒说明步骤进行细胞免疫组织化学染色，

DAB 显色后进行观察;流式细胞仪检测犬 BMMSCs

周期及表面抗原特性。

1.2.6 细胞冻存和复苏 选取第 2 代细胞， 0.25%

膜蛋白酶+0.02%EDTA 消化制备悬细胞悬液后。置

入己加入细胞冻存液的冻存管内，并按 4 oC 30 min、

-20 oC 1 h 、 -80 oC过夜的顺序逐渐降温，最后将细

胞冻存管置于液氮罐内保存 1-2 周后取出细胞冻存

管行复苏实验。观测复苏后细胞能否存活、生长状

态以及对其进行免疫细胞染色。

2 结果

2.1 细胞形态观察

刚分离的细胞体积较小，折光性强，呈圆形; 6 h 

后可见部分细胞贴壁、变形，并混有较多造血系细

胞及部分细胞碎片悬浮;温育 24 h 后全量换液去除

悬浮细胞，贴壁细胞明显增多，呈圆形、类圆形或

多角形(图 1A)0 72 h 时全量换液后，贴壁细胞基本

纯化，多呈长梭形，仅少数呈圆形或类圆形，并呈集

落式生长(图 1B)。贴壁细胞生长迅速，约第 7-10 天

时贴壁细胞融合可到达 80%-90%，细胞贴附紧密，低

倍镜下观察局部呈榄涡状生长(图 1C)。传代后细胞

加速生长，形态多呈长梭形，一般 2-3 天可传 1 次代。

10 m1/ 犬的骨髓在 14 天时经 3 代培养后即可达到

(1 .5-2.6)x 107 个细胞数。传代后细胞增殖速度增快，

但随着传代次数的增加，细胞增殖能力逐渐减弱，体

积逐渐变大，折光性变弱，细胞内出现空泡和颗粒状
物质，提示细胞逐渐进入退变期(图 1D) 。

2.2 细胞的增殖特性

第 1 、 3 、 5 代细胞生长曲线测定(图匀，显示
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3 代细胞间的细胞增殖无特异性差异。都在接种后

第 3 天左右进入指数生长期，在第 7 天左右进入平台

生长期。随着传代次数增加发现细胞的生长状况

呈衰减趋势。

2.3 细胞免疫组织化学检测

细胞免疫组织化学显示 CD29 、 CD44 呈阳性表

达(图 3)。阳性细胞表现为胞质呈棕黄色至棕褐色，

细胞核周围较明显。以 PBS 代替一抗为阴性对照组，

均未着色。 CD31 、 CD34 、 vWF 、 CD45 染色均

为阴性表达。

2.4 流式细胞仪鉴定

①流式细胞仪检测细胞周期结果显示 : GoIG ， 、

S 、 GzlM 期细胞所占比例分别为 88.88% 、 6.379毛、

4.75% (图衔。②流式细胞仪检测细胞表面特异性抗

原 CD44: 间接荧光标记流式结果显示对照组和实验

组均检测到荧光，且彼此间荧光分布区域无明显分界，

说明不适直用阳性率表达结果，则需用荧光强度代表

其抗原表达强弱，对照组平均荧光强度为 5.52，实验

组平均荧光强度为 2 1. 84 提示试验组细胞 CD44 表

达阳性(图 5) 。

2.5 细胞冻存和复苏

细胞冻存2周后复苏观察到细胞变薄，形态呈多

角型居多。且传一代后免疫组化显示 CD34 和 vWF

呈阳性表达(图 6)，而 CD29 、 CD31 、 CD44 和 CD45

均呈阴性表达。提示细胞经冻存复苏传代使细胞发

生了不同程度的分化或老化现象。

3 讨论

Bl\仙fSCs是一种存在于骨髓的非造血干细胞，这

类干细胞呈现稳定的表型，易于分离、培养，可自

我复制，多系分化，有高度增殖潜力。可以分化成

心肌细胞、骨细胞、软骨细胞、脂肪细胞、肌脏

细胞、神经细胞和造血支持细胞等多种问叶组织细

胞[4-6]0 MSCs 约占骨髓细胞的 0.001%-0.01 % [7]，体

外培养呈贴壁生长， 1-2 周后， 95%-99% 的细胞呈单

一纯系细胞，其形态类似成纤维细胞[8]。且表达与骨

髓造血干细胞不同抗原: SH2, SH3 , CD29、 CD44、

CD71 及 CD90 阳性，而 CD31 、 CD34 和 CD45 为阴
性 [9] 。

本实验采用1.073 g/ml Percoll 密度梯度分离法，

从犬骨髓中分离出单个核细胞， 24 h 后全量换液，经

多次换液，去除大量为贴壁的杂细胞， 7-10 天后细胞

融合达 80%-90%，细胞呈长梭形，榄涡状生长。经
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Fig.l Morphology of primary cell cuIture 

A: adherence cells significant increased and formed round and like­

round or polygon after 24 hours , (200x); B: the adherence cells 

forming colony and fusiform and few round and like-round after 72 

hours , (x200) ; C: The adherence cells increase rapidly and forming 

whirlpool , the 10 ml canine marrow cell population via 3 genera­

tion in 2 weeks can multiplication to (L5-2 .6)xl0' , (40x) ; D: the 

vacuole and granulo-materia presence in adherence cells (200x) 
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Fig.2 The growth of the 1st, 3rd, 5th, generation cells 

Fig.3 Immunocytochemical stain (200x) 

A: CD29 expression ; B : CD44 expression 
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Fig.4 Generation cycle detection 88.88% cells in the period 
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Fig.5 Cell surface marker CD44 expression via f10w 

cytometry 

Fig. 6 Immunocytochemical stain after resuscitation (lOOx) 
A: CD34 expression; B: vWF expression and cell thinningz forming 
polygo n 

传代细胞逐渐纯化，至 3 代时采用间接荧光标记流式

细胞仪检测细胞表面特异抗原 CD44 其阳性率接近

100%，提示 BMMSCs 纯度可达 99% 以上。与既往

的分离方法不同之处在于本实验采用的 Percoll 分离

液密度为 1 .073 g/ml，而常规的 Ficoll 分离液密度为

1 .077 g/时，因此更容易将 BMMSCs 同其他细胞分

离 。 且高速分离时间较以往分离方法长，使骨髓中

更多有分化为 BMMSCs 的单核细胞保留在白色膜状

层内，使细胞的纯化和扩增都能到达最好效果，致使

10 ml 的犬骨髓在 2 周经 3 代培养后细胞数量可达

(1 .5-2.6)x 107 个T 能够满足后续细胞移植治疗，心肌梗

死实验研究。 细胞周期分析显示 88.88% 的细胞处

于 DNA 合成前期 GJG 1 期， 说明大量细胞处于休眠

期，仅少数细胞处于细胞分裂期。直接证明分离扩

增培养的细胞为处于原始状态的干细胞 。 细胞增殖

特性观察不同代细胞间的增殖无特异性差异 ， 提示培

养的细胞经传代后仍没有改变细胞的生长特性， 仍旧

保存了细胞的自我更新能力 。 同时随着代数的增加，

细胞生长状态有衰减趋势且形态呈多形性表现。 且

细胞在冻存复苏后细胞表面发生了抗原改变，说明细

胞在经历不同环境剌激后发生不同程度的分化。 上

述特征说明本实验分离所得细胞具有干细胞的一般

生长特性 。

BMMSCs 具有多种标记而非单一性的特点， 给

鉴定带来难度。 我们采用多相免疫指标检测出细胞

CD3 1 、 CD34 、 vWF 和 CD45-，由此排除所得细

胞为造血干细胞和内皮等细胞的可能; CD 29 + 和

CD44+ 结合流式细胞术检测CD44阳性表达和细胞周

期形态生长状况的观察等多项指标可以支持所培养

的细胞为 BMMSCs 。 本实验还发现犬 BMMSCs 细

胞在冻存2周后复苏，细胞形态和表面标记发生改变，

因此犬 BMMSCs 不能冻存保存， 不能采用冻存复苏

的细胞进行移植。 分析可能是细胞在冻存复苏过程

中由于环境的改变剌激了干细胞的分化。

本实验采用犬作为实验动物较崎齿类更接近于

人类，从骨髓穿刺获得干细胞， 避免了损伤供体完整

的血管结构可能，且方法简便 。 BMMSCs 具有的易

分离培养， 多系分化增殖，自体BMMSCs 移植无免疫

排斥等优点，在修复损伤心肌血管新生方面有很大临

床应用潜力，因此选择犬 BMMSC s 作为模仿人类

BMMSCs 移植治疗缺血性心脏病，更具有临床意义。

同以往实验方法相比，本实验方法优化了骨髓分

离步骤， 能在短期内获得高纯度的 BMMSCs， 更加适

应细胞移植治疗缺血性心脏病的要求，为后续研究打

下了基础 。
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