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技术与方法

白来航鸡胃部间充质干细胞的分离培养及鉴定
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摘要      该研究采用16日龄白来航鸡胃部组织分离培养胃部间充质干细胞(G-MSCs), 观察G-
MSCs生长特性, 为鸡体外研究方法的开发奠定实验基础。细胞生长曲线表明, 白来航鸡G-MSCs在
体外培养条件下具有良好的扩增能力, 且P3代细胞的增殖能力更好。通过反转录聚合酶链式反应

(RT-PCR)确定了细胞表面标记物的表达情况, CD29、CD44、CD73、CD71、CD90、CD105呈阳

性表达, CD31、CD45、CD34呈阴性表达。成骨诱导实验确定了G-MSCs具有成骨分化和成脂肪

分化能力。利用微粒体培养进行成骨分化研究, 结果表明微粒体培养能够诱导形成成骨组织块, 但
成骨诱导率不高。最后利用细胞划痕发现, G-MSCs具有体外迁移能力。该研究成功地从白来航鸡

胃部组织中分离培养出了G-MSCs并鉴定了其生物学特性, 为鸡G-MSCs的研究奠定了基础, 为利

用G-MSCs进行胃癌等疾病的治疗提供了新思路。
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Abstract       The aim of this study was to explore the growth characteristics of G-MSCs (gastric mesenchy-
mal stem cells) isolated from 16-day-old White Leghorns, which provided methods for in vitro chicken research.  
Cell growth curve showed that G-MSCs possessed a good amplification ability in vitro. A better amplification 
ability occurred in P3 generation. The expression of cell surface markers was determined by RT-PCR (reverse 
transcription polymerase chain reaction). The CD29, CD44, CD73, CD71, CD90 and CD105 were positively ex-
pressed, while CD31, CD45 and CD34 were negatively expressed. Osteogenic induction experiment confirmed 
that G-MSCs could differentiate into osteogenic and adipogenic cells. Some osteogenic tissue blocks could be 
formed via a microsomal osteogenesis induction, with a low osteogenesis rate. An in vitro migration could also 
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be observed from the target G-MSCs via cell scratch. The G-MSCs of White Leghorns were successfully isolated 
and identified, providing a basis for the further research on chicken G-MSCs and gastric cancer diseases treat-
ment. 

Keywords        White Leghorns; gastric mesenchymal stem cells; culture; identification

间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)
是当前最有研究前途的干细胞之一, 其来源极其丰

富, 包括骨髓[1]、脂肪[2]、脐带[3]、脐带血[4]、胎盘[5]、

牙髓[6]、皮肤[7]等。MSCs具有自我更新能力, 能够

进行体外扩增并具有多种分化潜能。与胚胎干细胞

相比, MSCs更易于进行体外培养且存在较少的伦理

问题[8-9]。体内移植实验表明, MSCs不易引起免疫排

斥反应, 能够参与机体的免疫调节及组织修复过程, 
并具有细胞归巢等功能[10-11]。

MSCs被广泛应用于基础研究和临床医学研

究。相关研究发现 , MSCs可以延长组织不相容植

皮的存活时间 , 即使采用 “第三方 ”(非供体也非受

体 )MSCs输注 , 仍能抑制受体免疫排斥反应 [12]; 将
MSCs通过尾静脉注入创伤性脑损伤鼠后 , 其神经

及运动功能明显恢复。损伤侧 MSCs分布明显多

于未损伤侧 , 表明MSCs可以减少局部脑缺血引起

的神经损伤 [13]; 骨髓来源MSCs能使胃癌细胞SGC-
7901和KATO-III侵袭能力显著增强 , 其中KATO-
III CD133+细胞侵袭能力增强趋势比CD133–更加

明显 [14]; MSCs通过旁分泌生长因子和抗凋亡因子

或分化为肿瘤相关成纤维细胞来发挥生长刺激作

用, 提高肿瘤生长、转移速率, 增强耐药性, 并为癌

细胞提供有利的细胞微环境[15]。

目前 MSCs的相关研究多集中于哺乳动物和

人类 [16], 禽类MSCs的研究相对较少。有研究表明 , 
鸡的骨髓 [17]、脐带 [18]、皮肤 [19]及肺 [20]等组织器官

中均可培养出MSCs, 但胃作为消化系统重要组成

器官是癌症高发器官之一, 胃部组织中是否能分离

培养出MSCs, 且培养出的MSCs特性如何均仍不清

楚。本研究以胚胎期白来航鸡为研究对象, 分离培

养白来航鸡胃部间充质干细胞 (gastric mesenchy-
mal stem cells, G-MSCs)。通过反转录聚合酶链式

反应 (reverse transcription polymerase chain reac-
tion, RT-PCR)、体外扩增、诱导分化等实验方法

对G-MSCs的生物学特性进行了研究 , 为后期进一

步研究G-MSCs的特性及利用G-MSCs进行胃癌等

疾病的治疗奠定了基础。

1   材料与方法
1.1   试剂及材料

白来航鸡种蛋由中国农业大学提供。细胞培养瓶、

细胞培养板、细胞小室购自Corning公司; 0.2 μmol/L滤器

购自Millipore公司; DMEM高糖培养基、DMEM低糖培

养基、DMEM/F12培养基购自Hyclone公司; 氨苄青霉素

和链霉素购自北京北方同正生物技术发展有限公司; 胰
酶、IV型胶原酶、牛血清白蛋白(bovine serum albumin, 
BSA)、地塞米松、β-甘油磷酸钠、抗坏血酸、3-异丁

基-1-甲基黄嘌呤(3-isobutyl-1-methylxanthine, IBMX)、吲

哚美辛购自Sigma公司; 胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)
购自Gibco公司; GoScript反转录试剂盒购自Promega公
司; DNA Ladder Marker购自天根生化科技(北京)有限公

司; PCR Premix购自TaKaRa公司; 胰岛素、EGF、bFGF、
TGF-β3购自Peprotech公司; 油红O、茜素红、碱性磷酸

酶购自北京百澳瑞德科技有限公司。

1.2   细胞分离、培养

取受精后孵化16日的白来航鸡种蛋 , 用75%酒精

喷擦种蛋表面, 将鸡胚取出放入无菌培养皿中, 剥离胃

部组织 , 用磷酸缓冲液(phosphate buffered saline, PBS)
清洗6次 , 将其转入无菌烧杯中。再将胃组织剪成约

1 mm3的正方体小块, 加入0.5% IV型胶原蛋白酶溶液, 
混匀后于37 °C下消化约30 min, 加入等体积的含血清

培养基终止消化 , 用移液器将细胞吹散。用200目细

胞筛过滤细胞, 将细胞悬液转入离心管中, 室温400 ×g
离心10 min。弃掉上清液 , 加入培养基调整细胞浓度

为1×106个/mL, 将细胞接种到细胞培养瓶中, 加入适量

完全培养基(含10 ng/mL bFGF、10 ng/mL EGF、10% 
FBS、1%青霉素–链霉素双抗), 放入37 °C、5% CO2培

养箱中进行培养。24 h后换液, 除去未贴壁细胞, 以后

每两天换1次液, 待细胞融合度达到80%~90%时, 将细

胞悬液稀释2或3倍 , 在含相同培养基的新细胞培养瓶

中进行传代 , 将原代细胞记为P0, 传代细胞依次标记

为P1、P2……Pn。
1.3   体外扩增检测

取生长状态良好的P3、P8代白来航鸡G-MSCs, 
待细胞融合度达到80%左右时收集细胞 , 并将其分别
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接种在24孔板中 , 每孔细胞浓度为1×104个 /mL, 再将

其放入37 °C、5% CO2培养箱中培养24 h, 然后随机

选3孔细胞 , 消化、计数 , 连续进行8天。根据收集的

数据绘制细胞生长曲线 , 并计算细胞的群体倍增时间

(population doubling time, PDT)。PDT计算公式如下: 

(1)

其中, t: 对数生长期结束的时间(h); t0: 对数生

长期开始的时间(h); Nt: 对数生长期结束时的细胞数

量; N0: 对数生长期开始时的细胞数量。

1.4   白来航鸡G-MSCs表面标记物鉴定

利用RT-PCR检测白来航鸡G-MSCs表面标记

物 , 根据鸡gapdh、CD29、CD31、CD34、CD44、
CD45、CD71、CD73、CD90、CD105基因的ORF序
列设计RT-PCR鉴定引物, 引物序列信息如表1所示。

1.5   成骨诱导

将0.5 μmol/L地塞米松、10 mmol/L β-甘油磷酸钠、

50 μg/mL抗坏血酸、10% FBS、1%青霉素–链霉素双

抗溶解于DMEM低糖培养基中 , 配制成骨诱导液 , 并
用0.22 μm注射器式微孔滤器过滤除菌。取P3代白来

航鸡G-MSCs, 用贴壁法将细胞培养至融合度约为70%
时, 加入成骨诱导液进行成骨诱导。每两天换1次诱导

液 , 诱导14天后用茜素红(Alizarin red)进行染色 , 观察

成骨诱导情况。同时, 取100 µL约含1×105个P3代白来

航鸡G-MSCs的细胞悬浮液, 加入到6孔培养板中间, 在
周围滴加约200 µL完全培养基, 孵育4 h后加入2 mL成
骨诱导液进行成骨组织块诱导。每两天换1次诱导液, 
培养21天后, 将成骨组织块样品进行脱水、透明、浸蜡、

包埋处理 , 然后进行组织切片 , 37 °C过夜烘干。用

碱性磷酸酶–美蓝(alkaline phosphatase-methylene blue, 
ALP-MB)进行染色, 显微镜下观察实验结果。

1.6   成脂诱导

将0.5 mmol/L IBMX、10 mg/mL胰岛素、1 μmol/L
地塞米松、200 μmol/L吲哚美辛、10% FBS、1%青霉素–
链霉素双抗溶解于DMEM高糖培养基中 , 配制成脂诱

导液, 并用0.22 μm注射器式微孔滤器过滤除菌。取P3
代白来航鸡G-MSCs进行贴壁培养, 当融合度约为70%
时, 加入成脂诱导液进行成脂诱导。每两天换1次诱导

液 , 诱导14天后用油红(Oil red)进行染色 , 观察成脂诱

导情况。

1.7   细胞迁移

取P3代白来航鸡G-MSCs进行贴壁培养 , 当细

胞融合度为80%左右时, 弃掉培养基, 用无菌枪头划

线。用PBS清洗3次 , 去除损伤的细胞 , 加入完全培

养基培养, 分别在12、24、48 h时, 观察划线部位细

胞的生长情况。

取P3代白来航鸡G-MSCs, 将完全培养基更换

为无血清的细胞培养基继续培养细胞24 h后 , 弃掉

培养基 , 用0.25%胰酶进行消化反应 , 并收集细胞。

用含BSA的无血清培养基重悬细胞 , 调整细胞浓度

至5×105个 /mL。将Transwell小室放入24孔板中 , 取
100 µL细胞悬液加入Transwell小室。在 24孔板下

室中加入600 µL含20% FBS的完全培养基。分别在

培养24、48 h后, 将Transwell小室取出, 弃掉孔中的

培养液, 用无菌PBS缓冲液洗2次。甲醇固定30 min, 
风干小室 , 加入0.1%结晶紫染色20 min。用棉签擦

掉上层未迁移的细胞 , 用无菌PBS冲洗3次 , 在40× 
物镜下随机选取5个视野观察细胞迁移情况。

表1   RT-PCR鉴定引物序列

Table 1   Primer sequences for RT-PCR identification
基因

Gene
产物大小

Amplicon size
上游引物(5ʹ→3ʹ)
Forward primer (5ʹ→3ʹ)

下游引物(5ʹ→3ʹ)
Reverse primer (5ʹ→3ʹ)

CD29 208 bp TCT GCC CGA TGC GAT GAC TTG TTT GCG GTT CCC CGA CTC TTA G

CD44 206 bp GCA ACA GAA ACG AGG AGC AA TCC CCT GGA GTT GTG TCA TG

CD71 105 bp CTG GAT AAT GCA GCG TTC CC ACC CTT AGT GTC CAG GAA GC

CD90 143 bp GCC GCT ATG AGA ACA AGA CC GTT CTT GTG CAT GGT GAC GT

CD105 229 bp AGA ACG CCA CAC ACT TCA TG ACC TCC TTG TTG ACC TCC AG

CD31 221 bp CAG GCA AAG GAG ACG CAC GAT CTT CTG GCA GCT CAC AAC GT

CD34 204 bp ACT CGC ATC CAG AGA ACA CA TGA TGT TGT GGC ACG TGA TG

CD45 233 bp GAA CAG CCG CAG CGT CCC A TTT GTC CAT TCT GGG CAG GGT A

CD73 247 bp TCA CAG CCA GGG AAT GAT GT CCA TGA AGG GAT ATG GGC CA

gapdh 118 bp AGC CAT TCC TCC ACC TTT GA CCA TCA AGT CCA CAA CAC GG
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1.8   统计学分析

所有实验数据均采用SPSS 16.0软件进行统计

分析。计量数据用平均值 ±标准差 (x
_
±s)的方式表

示。组间比较使用 t检验分析 ; P<0.05为差异显著 , 
P<0.01为差异极显著。

2   结果
2.1   细胞形态

将从白来航鸡胃部组织中分离出的细胞进行

体外培养, 培养48 h后在显微镜下观察到大量的未

贴壁细胞, 更换细胞培养液去除未贴壁的细胞后, 观
察到少量成纤维样贴壁细胞。原代培养3~5天后, 于
显微镜下拍照观察P0代细胞的生长状态, 结果如图1
所示, 此时的细胞形态并不单一, 呈三角形、多边形、

长梭形等多种形态, 所含杂质细胞较多, 混有圆形或

类圆形杂质细胞。经过传代之后的细胞形态逐渐变

得单一, 当细胞传到P3代时纯度较高, 细胞呈纺锤状

形态, 并有涡旋生长的态势。当传代到P8代时, 细胞

形态与P3代细胞相比未发生明显变化。

2.2   细胞生长曲线

由图2可见 , 白来航鸡P3和P8代G-MSCs的生长

潜伏期均为1~3天, 在4~6天进入对数生长期, 第7天以

后开始进入平台期。研究显示 , 人胃癌组织中MSCs
细胞生长的对数期为4~9天 , 第10天后进入生长平台

期 [21], 其体外扩增能力次于白来航鸡G-MSCs。根据

公式 (1)计算G-MSCs的PDT, 结果发现P3代PDT约为

32 h, P8代PDT约为34 h。细胞生长曲线和PDT结果均

表明, P3与P8代细胞都具有旺盛的细胞活力和较强的

扩增能力, 其中, P3代细胞的增殖能力优于P8代。

2.3   表面标记物检测

本文利用RT-PCR技术, 检测白来航鸡G-MSCs表面

标记物。选用增殖能力较强的P3代细胞 , 以白来航鸡

gapdh基因为内参 , 检测9种常用的MSCs相关表面标记

物。表面标记基因的检测结果如图3所示 , 其中CD29、
CD44、CD73、CD71、CD90、CD105在白来航鸡G-MSCs
中呈阳性表达, 而CD31、CD45、CD34呈阴性表达。

2.4   成骨诱导

在培养初期成骨诱导组细胞形态与对照组基

本相同 , 培养 7天后诱导组细胞呈聚集性生长 (图
4A)。培养 10天左右 , 诱导组钙结节变得明显 (图
4B)。培养14天后, 利用茜素红分别对诱导组与对照

组细胞进行染色。诱导组的细胞被染成红色 , 染色

图1   不同时期白来航鸡G-MSCs的细胞形态

Fig.1   Cell morphology of White Leghorns G-MSCs at different periods

50 µm 50 µm 50 µm

P0 P3 P8

图2   白来航鸡P3和P8代G-MSCs细胞生长曲线

Fig.2   Growth curves of G-MSCs in P3 and P8 generations of White Leghorns

P3 generation
16

14

12

10

8

6

4

2

0

P8 generation

Time /d
87654321

C
el

l d
en

si
ty

 /1
04  c

el
l∙m

L–1



秦欣欣等: 白来航鸡胃部间充质干细胞的分离培养及鉴定 2373

结果呈阳性 (图4C), 对照组细胞茜素红染色结果为

阴性(图4D)。以上实验结果表明, 白来航鸡G-MSCs
具有成骨分化潜能。图4E中箭头所指为利用微粒体

培养的方法诱导21天形成的成骨组织块。对成骨组

织块进行细胞化学染色, 结果发现, 组织块中成骨细

胞所占比例约为20%, 被ALP染成棕褐色 (图4F); 非
成骨细胞约占80%, 被MB染成蓝色(图4G)。

2.5   成脂诱导

G-MSCs体外成脂诱导结果发现 , 诱导组细胞

随着诱导进行 , 细胞密度降低 , 细胞形态发生改变 , 
由长梭形变扁变大, 细胞内部出现小的脂肪滴; 对照

组细胞密度增加 , 形态不发生改变。随着诱导时间

的增加, 诱导组细胞内部脂肪滴逐渐增多, 诱导14天
后利用油红O进行染色, 结果如图5A所示, 诱导组肥

图3   白来航鸡G-MSCs细胞表面标记物表达情况

Fig.3   Expression of cell surface markers of G-MSCs in White Leghorns
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箭头所指为诱导21天形成的成骨组织块; F: 成骨组织块中的成骨细胞被ALP染成棕褐色; G: 成骨组织块中的非成骨细胞被MB染成蓝色。

A: 7-day-cultured induced group cells; B: 10-day-cultured induced group cells; C: 14-day-cultured induced group cells with Alizarin red staining; D: 
14-day-cultured control group cells with Alizarin red staining; D: the arrow indicated the osteogenic tissue blocks induced at 21 days; F: osteoblasts 
were stained brown by ALP; G: non-osteoblasts were stained blue by MB.

图4   白来航鸡G-MSCs成骨诱导

Fig.4   Osteogenesis induction of White Leghorns G-MSCs

A: 培养14天, 油红染色后的诱导组细胞; B: 培养14天, 油红染色后的对照组细胞。 
A: 14-day-cultured induced group cells with Oil red staining; B: 14-day-cultured control group cells with Oil red staining.

图5   白来航鸡G-MSCs成脂诱导

Fig.5   Adipogenic induction of White Leghorns G-MSCs
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大扁平细胞中的脂肪滴被油红O染成橙红色 ; 对照

组细胞油红O染色无明显颜色变化(图5B)。
2.6   细胞迁移

细胞划痕实验结果如图6所示 , 分别在0、12、
24和48 h观察细胞迁移情况, 并利用Image-ProPlus 6.0
计算细胞迁移率。结果表明 , 12 h时 , MSCs已经向损

伤部位迁移 , G-MSCs的迁移率约为28%; 24 h时 , 约
50%的损伤面积被修复, 迁移率约为55%; 48 h时, 细胞

划痕造成的损伤痕迹已不明显 , 损伤部位几乎被完全

修复。细胞划痕实验证明 , 白来航鸡G-MSCs具有体

外迁移能力。细胞划痕修复受细胞迁移和细胞扩增

两方面的影响 , 为了进一步了解白来航鸡G-MSCs的
体外迁移情况 , 后续用细胞小室实验进一步验证 (图
7A和图7B)。在体外培养24 h时, 白来航鸡G-MSCs能
够迁移到细胞小室下室; 在培养48 h时, 迁移到细胞小

室下室的细胞个数约为24 h的2倍(图7C)。

3   讨论
由于MSCs不存在特异性的标记物, 因此, 无法

通过特异性标记物的检测对其进行鉴定 , 只能通过

多种表面标记物的共同检测及MSCs的功能进行逆

向鉴定 [22-23]。有研究发现 , 人类不同来源的MSCs中
表面标记物表达不同 [24-25]。已有关于鸡的不同来源

的MSCs研究表明 , 鸡骨髓MSCs[17]和脐带MSCs[18]

表达表面标记物CD29、CD44、CD73、CD71, 不
表达CD34和CD31; 鸡真皮来源MSCs[19]中只检测了

CD44、CD73、CD71和CD34表面标记物的表达情况, 
其结果与骨髓、脐带来源MSCs相似。

本研究检测了白来航鸡G-MSCs的 9种细胞表

面标记物的表达情况 , 与以往鸡衍生MSCs研究相

比 , 增加了CD90、CD105和CD45的检测。白来航

鸡G-MSCs中表面标记物CD90、CD105呈阳性表

达 , CD45呈阴性表达。表面标记物CD90是细胞黏

附分子免疫球蛋白超家族的一员 , 参与调节细胞 –
细胞、细胞 –细胞质之间的反应 , 在细胞黏附、转

移中起重要作用 [26]; CD105分子是一种 I型膜必需蛋

白 , 是TGF-β的受体蛋白 , 与血管生成、肿瘤的生长

有着紧密联系 [27]。这两个表面标记物均可为后续

图6   白来航鸡G-MSCs细胞划痕实验结果

Fig.6   Results of wound healing assay of White Leghorns G-MSCs

A: 培养24 h的细胞小室镜检图片; B: 培养48 h的细胞小室镜检图片; C: 不同培养时间的细胞迁移个数对比, **P<0.01。
A: microscopic image of cells cultured for 24 h; B: microscopic image of cells cultured for 48 h; C: comparison for the number of migrating cells at dif-
ferent culture time, **P<0.01.

图7   白来航鸡G-MSCs细胞小室实验结果

Fig.7   Results of Transwell assay of White Leghorns G-MSCs
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研究G-MSCs的迁移及其与胃癌细胞间的相互作用

奠定基础。CD45和CD34均是造血干细胞表面标记

物 , CD45的阴性表达进一步说明所培养的细胞不

具有造血干细胞特性。表面标记物CD29、CD44、
CD73、CD71及内皮细胞表面标记物CD31表达情况

与其他组织器官分离培养出的MSCs相似, 初步证明

培养的细胞为G-MSCs。
多向分化潜能是鉴定MSCs的主要指标之一 [28-29], 

本研究通过成骨分化和成脂分化探讨白来航鸡G-MSCs
的多向分化潜能。结果表明, 白来航鸡G-MSCs与其他

来源的MSCs相似 [1-3,17-19], 具有成骨分化和成脂分化能

力。本研究中除了采用传统的贴壁培养进行体外成骨

诱导实验外 , 还利用微粒体培养诱导白来航鸡G-MSCs
成骨分化, 结果显示微粒体培养能够诱导形成成骨组织

块, 但其成骨诱导率与贴壁培养相比并没有获得显著的

提高。以往有研究表明, 立体培养可以模拟体内生长环

境, 提高MSCs的分化能力[30], 本研究中微粒体培养成骨

效率不高可能是由微粒体培养的细胞成球后, 球体内部

细胞与成骨诱导液接触不到位, 使微粒体培养的细胞与

成骨诱导液之间的接触面积小于贴壁培养的接触面积

造成的; 也可能是由微粒体培养的细胞成球后其生物学

性能发生改变引起的。

MSCs具有迁移能力, 在利用MSCs进行疾病治

疗时, MSCs的迁移能力决定治疗效果[31-33]。以往鸡

衍生的MSCs研究中很少对MSCs的迁移能力进行探

讨, 本研究利用细胞划痕和细胞小室两种实验方法

验证白来航鸡G-MSCs的体外迁移能力。结果显示, 
白来航鸡G-MSCs在体外培养时, 能够修复损伤部

位, 具有体外迁移能力。细胞迁移实验表明, 白来航

鸡G-MSCs的细胞特性与从人类及哺乳动物中分离

培养的MSCs相似[34-35]。

本研究成功从白来航鸡胃部分离出了MSCs并
完成了相关鉴定, 建立了适合白来航鸡G-MSCs的
体外培养体系和鉴定方法, 为构建禽类胃部衍生的

MSCs库奠定了基础, 也为骨组织工程、立体培养技

术及消化系统修复提供了研究对象。
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