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加入葡萄糖激动因子对细胞有激动作用。采用
生长快的 Hep 细胞与膜岛细胞杂交， 获得杂

种细胞传多代仍含有一定量的膜岛素 ， 用这种

方法探索研究膜岛细胞延续 传代可能是有效

的。且夷岛细胞经过两个月冷冻保存， 复苏后仍

有部分细胞生长较好。
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人 体 骨髓细胞长期培养的建 立

陈志告'李觉民洪华山 丰尤生

(福建省血液病研究所)

Z Berneman M. P eetermans 

(比利时安特卫普大学血液学中心)

骨髓细胞长期培养 (Long-term culture of 

bone m a rrow , LTCBM ì是指骨髓细胞在体外

培养体系中造Jm. it;. 性能维持 2- 3 个月以上。

16 '( 9 年 More 等报告在人体骨髓细胞培养中，

集落形成细胞的活性可维持一个月 [汀 ， 此后对

人体骨髓细胞的民期培养进行了许多深入的研

究 [2叫。国内迄今报告的多为小 鼠 LTCBM。

本文介绍我们建立的人体 LTCBM 的培 养体系

及方埠，并就人体 LTCBM 方 ?去学的有关问题

作了探讨 。

材料与方法

一、 骨髓组袍的采集与市j备

1 1'例'同 f!r;' ~ ~Hi;也均以惚 13上峭销 也11ï 穿刺|吸取。 抽吸

'íJ o皑的 [0 ml 针筒合 1 ml 的 RPMI-1 640 有] 5 % 小牛

l[lLT古以及在含|约腐剂 il\J )J-f京 16 6 Ilj mI。

5 例 jE常供者的'昌.tMí.(_f采院后， jJ!1入等量 RPMI-

1 6刊 i":o ! : 1 稀释 ，然后再加入预先 37 "C温浴的 2.25%

甲主主纤才L素。 H]o mI R2MI 稀释的髓液加 0 . 45ml.

申基纤维素 ìWfi l 后 ， 征主tó\1.巾静li 30 min。吸取上层

能浓以 RPMI-1G ，10 rt涤两次盯)m 入小牛Jin. 消制备骨

缸细恤，巳、液.计草。

5 例新鲜户体(因户页脑 夕|、 伤丰~IPßi内出 lúlYE亡半小

时内)的髓液加入等 量 RPMI一]64 0 作] : 1 稀释，在

5 ml 淋巴细胞分离液中(比重 1.077 ) 轻轻加 入 8 mI 

RPMI-1640 稀释的髓液 ， 400 g 离心 3 0 min 。 采呆交

界面的J在个核细胞层， ι( RPMI-164 0 洗涤三次后 ， 加

， 入小牛1，1l洁自己制成骨榄细胞:E液 ， 计数 。

二、培养液

l scove' s modi fied Dulbecco's mecl ium 3ü% 

小牛Jmj清 10% 

马血清 10% 

氢化考的松 5X10-1 M 

三、培养方法

5 例正常供者的骨 髓 细胞 培养于 25cm2 T J音养

瓶中 ， 将 20 X 10 6 骨髓有核细胞植入 8 ml 上述Ja养

液，宦于二氧化碳孵箱中， 5% C02 , í'包 Í' II i显 ;_')~ ， 33 'C 

恒温。 5 例新鲜尸体霄'髓细胞置于 6 .fU~;:j: 板叫 1 ， 细

胞浓度为 2 x 10 6j mI ， 每孔惶入 2 m1 0 

囚、培养的维持

培养开始后每周更换培养液。先将培养瓶轻轻摇

动，使非粘壁层的细胞均匀分布， 吸取 4 ml 含 向非粘壁

细胞的上层培养液 ，而后注入 4 ml 新鲜冶养液。吸也含

有非粘壁细胞的 J寄养液 ， ff-~fA;!包 ìl' 苦k tj: i~l!J 71:: CFU

GM。 细胞离心涂片可作细胞分类、 细胞化学、细胞

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



183 

纤维丝， 多角扁平细胞体积大， 有较长的伪足

样突起。 这些细胞可称为基质细胞，其间分布

着众多的大小不等的圆形细胞。大圆形细胞系

巨噬细胞， 胞体大而核小，胞浆中可见到吞噬

的颗粒、 色索和细胞碎片。 小圆形细胞被认为

是造血干细胞 ， 往往群集成堆， 故有鹅卵石

(cobblestone ) 之称(图版图 2 ) 。 此外 可见到单

核样细胞和各阶段粒细胞。脂肪细胞呈散在分

布或有小堆集(图版图 3 ) 。

粘壁细胞的组成随着培养时间的延长出现

相应的变化。 在培养的前 2 周，纤维母细胞和

多角扁平细胞生长占优势，似乎在为造血干细

胞"铺床" 0 3 - 4 周，各种细胞相继出现， 脂

肪细胞数量也增多。 5-6 周后， 粘壁层的造

血细胞中单核-巨噬细胞增多，而各阶段粒细

胞比例减少。 这些细胞与基质细胞混杂群居，

交错层叠(图版图 4 )。

二、 非粘壁层

LTCBM 中的非粘璧细胞随着 培养时间的

延长而减少， 到培养的 3-4 周 ， 非粘壁层的

细胞数仅及原先的 10% 。 非粘监部分的细胞

组成也有动态变化。 在培养的前 4 周 ， 以各阶

段粒细胞为主，约占 50一70% ， 淋巴 细胞约

占 1 0-15% 。 培养的第 4 周后， 单.核细胞和i

巨噬细胞增多 ， 淋巴细胞逐渐减少， 仅占 5%

左右 ， 各阶段的粒细胞亦减少 。 二I Hì5壁层中的

单核细胞非特异性)J旨酶呈强阳性，并为氟化制

PJí"抑制。有核红细胞仅见于培养的前 2 周 。

志是与学物生第 13 岳;在 4 期

标志及细胞遗传学检查。 每周观察在:j:拍摄粘壁细胞的

生长情况。

五、 CFU-GM 检测

.l;"i l;~ fFJ先 i'f-: CFU-GM 测卒，然后- 每 周跟斗1:祝1~主

细胞 i;'H jJ、 以 j ，， 1样方法活!ù元 CFTJ-GM， 直至~I:粘壁生Ili n包

ì'gj )-削不 il: CFU-GM ~\I止。其;:;'l去;b z 将含 有斗l二 拈
跤细胞j或王j- i'i~J吕并液以，JOO g i与心 15 min ， 弃上消

液。底 ~'Jl 细胞J' t R PMJ-16 11 0 洗涤 1 次 ， 以 小牛血洁

1ljU备细的:!J:液 ， ~ I'数。

CFU-GM 米)1J t-，1':脂 r{i养活， 勾 ml1MDM 培养液

含 2 X 10 5 址缸 !Ifl阳 、 (; .3 % 凉 』吉、 20 % 小 牛 I缸洁、

10 %入脱脱~~i制 J1G: 56::;7 条件冶 养液或人胎盘条件培

养fí戈 ， J吉 J ' :J 5 mnl Petri j'~i 养血1Ij， l ， 5 %C02 ， 37 'C 1亘

温。于i口 号乙、，.{:; 10λ ~i 算 CFU-GM ， 含 有 40 以上的

细胞回豆、1， !J~裕。

测注: ，f~i~~日1;也泣。 CFü-GM 方沾为 : I以 美乎全部

~~rM主 ~!tI)jæ ì'iJl分 ， 月~ RPMI-1 6 ，1 0 轻轻 消洗粘 壁细胞

后右 IW :l 汁: ‘ l凡l入少许 0 . 1%版茧 白 i邸 ， 力il 入适量合

小牛血泊的 RPM1-1 610，以 rl于止膜蛋白酶的作用 。 将

胶蛋白尚处J'Q口的W!R包;臣、 t变， 洗涤 3 次 ， 以小牛血清

;!jlj备细JJér..~， :f~ ‘ :.Y4lz 。 异性}ÇiJ:支 七述同样方法测试粘璧

细胞H甘 CFU-GM。

六、细胞EZ心涂片 ;')fJ细届学位奄

:;:1 ~1" ，fii出 fn: JJ包 (i:tì~心涂片， 以 Gicmsa 染色 ， 观

察-11二 l~ ~~ilÌ ;J山 J[;心， ~j; 叫 作:[.; )Jig 化学 及细胞你忐研

究 .

和lð:filI Ji~以 Lill方y去以 1 %H夷纭白酶处理后 ，

JA分 1如白细胞，!J、议，然后离心涂片作细胞学研究。
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…、 站里主细胞屉

LTC旦M 最具特征性的变化是 在培养瓶的

底层出现一个 iiiJl 合!而粘壁细胞层。起初，在培

养开始后第一周 ， 一些细胞出现纺锤形改变 。

数 日 后 ， 这些细胞运渐形成纤维母细胞， 彼此

交融连茹 ( 1到版图 1 ) 。拈璧 l去细胞数量逐渐增

多 ， 除纤维母细胞外， 可以见到一些多角扁平

细胞、 上j支样捕胞、 脂肪细胞及小圆形细胞。

这些细胞剑培养的第 4 周左右盖满培养瓶的底

部 ， 民/l 融合 ( confluence ) 。

在整个融含层中 ， 纤维母细胞和多角扁平

细胞制且;义阳运知 。 纤继母划跑向其长轴伸出

果结

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



i 吕4 细胞生物学杂志 199 1 华

三、 CFU-GM 严量

10 例人体骨髓细胞长期培养的非粘壁细

胞的 CFU-GM 产量见表 1 0 

讨论

-、培养体系的配制和培养条件

我们忡别J!奇不同浓度的氢化考的松对培养

液申细胞生长的影111句.发现氢化考的松浓度为

10- 6 M时， 脂肪细胞和巨噬细胞生长旺盛，在

第 3 -4 周.成片成片的脂肪细胞几乎遮盖了

整个培养盒底部，"鹅卵石"造血细胞受到排挤

而明显减少。 EFI氢化考的松的浓度为 1 0- 7 M 

时， 发现各种细胞生长较差，"鹅卵石"较稀疏 、

范围较小，唯纤维母细胞和多角扁平细胞占优

势。因此在和li壁细胞层，背景较为单调，见不

到多种细胞克相生长的景象。 比较了在培养液

中添加不添加|复方维生京 B 液和 α-蔬基乙醇，

未发现二l~ lf~Î壁和粘壁细胞生长方式有何不同。

我们还试用 80%IMDM + 20% 马血 清 作

为培养体系，发现培养瓶中细胞生长不如本文

采用的培养休系好， 表现为和!i壁细胞迟迟不能

融合。巨噬细胞比例较高，"鹅卵石"稀少，其

它细胞成分也相对稀少。

将培养JffL置于 :;7 0C恒温， 则细胞生长过于

旺盛 ， 一般在第 :2 -3 周就完全融合， 巨噬细

胞和脂肪细胞生长旺憾 ， 而且每周更换培养液

时， 发现培养瓶中液体明显变金黄色 ， 提示细

胞新陈代谢 Hl盛而培养液 pH 值下降。

二、 骨髓有核细胞的采魏与分离

本文应用 甲基纤维素和淋巴细胞分离液采

集骨髓有核细胞，两种方法均去除了红细胞。

但后者请除红细胞比较彻底。有的作者认为可

以不去除红细胞 ， 有的则应用右旋醋配分离有

核细胞[ 4 ] 。我们的经验发现应用淋巴细胞分离

液处理的骨髓有核细胞，在培养瓶中观察粘壁

细胞时， 由于红细胞清除干净，视野清晰，便

于动态观察细胞生长的变化 。

吸取骨髓液 ， 可采用骨髓穿刺获得，但有

的利门 l 外科于水切除 1' 1甘肋骨， ìrl1洗出骨髓细

胞。用这种方法常能获得比骨髓穿束IJ更大量满

意的骨髓有核细胞[5 ] 。

三、培养的维持

有一种所谓"二期培养法" ， 即在培 养 2-

4 周后， 待粘壁层细胞融合，再加入二次新鲜

的骨髓有核细胞。新加入的骨髓细胞可以是自

体的骨髓，也可以是异体骨髓 。 如若异体骨髓 ，

应先对粘壁细胞层 8 Gy 照射 ， 否则植入后生

长不佳[6 ] 。 二期法由于为新加入的骨髓造血细

胞提供了基质细胞融合层，即在体外的骨髓微

环境已经建立， 因此特别对淋巴细胞系列造血

的维持较好[7] 。

有的作者每周移除全部非粘壁细胞部分，

再加入新鲜培养液[町， 我们采用移除半量非粘

壁细胞部分，再加入半;虽;新鲜培养液的方法 。

比较结果发现全部移除非粘壁细胞部分的方

法， 在开始头 4 周 CFU-GM 产量甚高， 但旋

即急剧下降。半量移 除法则 CFU-GM 的下降

坡度较小(表 1 )。

四、比较了载玻片 6 孔培养板和 25 cm2 T 

培养瓶方法

后者 的 CFU-GM 产 iE维持 时间长，即

LTCBM 寿命长。但载破j斗·法适于对柑壁细胞

层的动态观察 ， 每次取出载玻片M究斗'M主细胞

层，不致于破坏和终止培养[仆。

五、几个观察指标的意义

1.融合。融合是指培养中的针髓基质细

胞和造血细胞复盖整个培养瓶底面积， 一般应

在培养开始后的 3 ~ 4 周达到融合。 融合推迟

是培养及生长不佳的征象。

2- "鹅卵石飞"鹅卵石"区是许多 小圆形

细胞的群集堆积，这些小圆形细胞很可能就是

造血干细胞[ 5_ 8 ] 。 正常情况下这些造血干细胞

安家在粘壁层的基质细胞中 [4] 。"鹅卵石"的出

现是培养戒功的一个标志。

3. 脂肪细胞。 脂肪细胞一般开始出现于

第 3 周，以后随着培养的老化， 脂肪细胞逐渐

增多，脂肪颗粒增粗胞体增大。3!IJ培养后期 ，

脂肪细胞比例明显增高。脂肪细胞占优势表明
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培养"老龄化"。

4 . 巨噬细胞。非粘壁层的巨噬细胞的比值

随培养时间而增高 ， 培养后期非粘壁层中绝大

多数为巨噬细胞 ， 因此也可以看作是培养"老

龄化"的一个表现。如若正常人的 LTCBM，培

养早期即发现巨噬细胞比例高，应注意检查是

否培养液质量不好或培养条件不佳。

5. CFU-GM 的产量。非粘壁层和粘壁层

的 CFU-GM 是判断 LTCBM 寿命的标志， 也

是培养成功的标志。培养良好的 LTCBM 一般

应能维持产生 CFU-GM 达 8 周以上。关于粘

壁层的 CFU-GM 产量，有的作者报告它比非

粘壁层高 ， 但文献中亦有相反的结果[9 ， 10)。但

普遍认为非柑壁层的 CFU-GM 形成细胞来源

于附着在粘壁层的基 质细胞中的造 血祖细
胞[4 )。

6 . 粘壁层剥脱。 LTCBM老化时，非粘壁

细胞数量减少，且绝大多为巨噬细胞，此时粘

壁层的细胞不断重叠，使粘壁层i曾厚， 基质细

胞互为层叠卷曲 ， 继则出现小斑脱区，最终见

成片增厚的粘壁层剥 脱 ， LTCBM 至此告终。

摘 要

人体骨髓细胞长期培养可维持造血活性达

2- 3 个月。 1 0 例人体骨髓有核细胞植入一

种复合液体培养体系，观察到一层融合的粘壁

细胞层 ， 包含有骨髓造血细胞和各种骨髓基质

细胞。 在粘壁细胞层上方为非粘壁细胞层，其

细胞来自粘壁层。 动态观察粘壁层和非粘壁层

新 书

的生长情况 ， 可发现细胞的生长和组成有一定

规律性变化。 定期测定非粘壁细胞层的 CFU

GM 产量，可推断培养体系中粒系祖细胞的生

长情况。

图版说明

1. LTCBM 粘壁层的纤维母细胞开始交融连接。

第 2 周。 x 250 

2. LTCBM 粘壁层 ， 第 4 周。许多小圆形细胞群

集成堆，酷似"鹅卵石" 0 x 250 

3. LTCBM 粘壁层， 第 4 周的脂肪细胞小堆集。

x 250 、

I 4. LTCBM 第 6 周 ， 骨髓基质细胞和l造血细胞交

错层叠。 x 250 
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