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SD大鼠骨髓间充质干细胞分离培养及鉴定的实验研究 *
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摘要 目的：探讨应用全骨髓贴壁法体外分离培养 SD大鼠骨髓间充质干细胞（BMSCs)的可行性，研究其生物学特性，为骨组织工

程提供种子细胞。方法：取 SPF级 5周龄健康 SD大鼠 2只，脱颈处死,分离双下肢股骨、胫骨，全骨髓贴壁法分离培养、纯化 BM-

SCs；通过倒置显微镜观察原代、传代细胞生长情况、绘制生长、贴壁率曲线，研究其生物学特性；流式细胞仪检测表面标志物、诱

导成成骨等方法进行鉴定。结果：应用全骨髓贴壁法可在体外分离出活性好、纯度高的 BMSCs。倒置显微镜下可见原代细胞呈梭

形、多角形，传代细胞形态均一呈纤维样；P3代 BMSCs经流式细胞鉴定：CD44、CD90高表达，CD31、CD45低表达；定向诱导向成

骨细胞分化，可见明显矿化结节。结论：证实应用全骨髓贴壁培养法体外可成功分离 BMSCs，所分离培养、纯化的细胞生物学稳

定，纯度高、活性好，具有多向分化潜能，能为骨组织工程、骨质疏松症和骨折不愈合疾病的研究提供种子细胞。
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Isolation, Cultivation and Identification of SD Rat Bone Marrow Derived
Mesenchymal Stem Cells*

To investigate the feasibility of the whole bone marrow attachment method to isolate and culture SD rat

bone marrow mesenchymal stem cells in vitro, study their biological characteristics, and provide seed cells for bone tissue engineering.

Two healthy SD rats aged 5 weeks with SPF grade were sacrificed by neck dissection. Femur and tibia of lower limbs were iso-

lated, and BMSCs were cultured and purified by whole bone marrow adherent method. The growth of primary and passage cells was

observed by inverted microscope, the growth and adherent rate curves were plotted to study their biological characteristics, and the sur-

face markers, fat induction and bone formation were identified by flow cytometry. BMSCs with good activity and high purity

could be isolated by whole bone marrow adherent method in vitro.Under inverted microscope, the primary cells showed long spindle

shape, short spindle shape and polygon shape, and the morphology of the passage cells was uniform and fibro-like.BMSCs were identi-

fied by flow cytometry: CD44 and CD90 were highly expressed, while CD31 and CD45 were low. The differentiation of osteoblasts was

induced, and mineralized nodules were visible. BMSCs can be successfully isolated by whole bone marrow adherent culture

method in vitro. The isolated, cultured and purified BMSCs are biologically stable, with high purity, good activity and multidirectional

differentiation potential, which can provide seed cells for bone tissue engineering research.
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前言

骨髓间充质干细胞（bone marrow mesenchymal stem cells,

BMSCs）是一类来源于中胚层的非造血干细胞，具有多向分化

潜能[1-4]，不同诱导条件下可分化为成骨细胞、脂肪细胞、软骨细

胞等[5,6]。由于 BMSCs具有取材简便、异体移植成功率高、易扩

增、表达稳定等优点，因此其已成为骨组织工程理想的种子细

胞[7-9]。然而骨髓中 BMSCs所占比例偏低，占有核细胞总数的

0.001%-0.1%[10,11]，难以满足骨组织工程的研究应用，故需建立

一种有效、稳定、能够迅速扩增的骨髓间充质干细胞体外分离

培养、纯化方案是关键所在。目前，国内外分离 BMSCs的方案

尚无统一的标准[12]，其主要有：全骨髓贴壁法、红细胞裂解法、
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密度梯度离心法、流式细胞仪分选法及免疫磁珠分选法等[13,14]。

本实验通过全骨髓贴壁法体外分离培养 SD大鼠 BMSCs，研究

其生物学特性，为骨组织工程进一步研究提供理想的种子细胞。

1 材料与方法

1.1 实验动物

SPF级 5周龄健康 SD大鼠 2只，由兰州大学医学院实验

动物中心提供，均为雄性，体重 80-100 g。实验过程中对 SD大鼠

的处置在《关于善待实验动物的指导性意见》标准下进行[15-17]。

1.2 主要试剂与仪器

SD大鼠骨髓间质干细胞专用培养基（美国 Sigma公司）；

胎牛血清（赛业生物科技）、胰蛋白酶（元升生物科技）；二甲基

亚砜（DMSO）、甲基噻唑基四唑（MTT）；CD44、CD45、CD90、

CD31单克隆抗体（美国 Bioscience公司）；倒置显微镜（Olym-

pas公司）；MCO-15AC型 CO2孵育箱（Sanyo公司）；流式细胞

仪（美国 FACScan Becton Dickinson）；酶标仪（Anthos公司）；眼

科剪刀、眼科镊子、培养瓶等。

1.3 全骨髓贴壁法体外分离培养 SD大鼠原代 BMSCs

将 2只 5周龄健康雄性 SD大鼠全部脱颈处死，75%酒精

浸泡消毒两次，每次 5 min，超净台无菌分离双侧股骨、胫骨并

清除附着的肌肉组织，放置于含有 PBS的无菌培养皿中，反复

冲洗 3次，眼科剪剪掉双侧股骨和胫骨干骺端，1 mL注射器抽

取 SD大鼠骨髓间质干细胞专用培养基 10 mL加入另一无菌

培养皿中，反复冲洗骨髓腔至发白，收集培养皿中的培养液于

10 mL离心管，4℃ 1000 r/min 离心 5 min，倒掉上清液，用 SD

大鼠间充质干细胞培养液重悬沉淀物。将悬浮液接种于培养瓶

中，在 37℃ 5% CO2培养箱中静置培养，48h后首次换液，并在

倒置显微镜下观察细胞形态及生长状况，以后每隔 2天换液、

观察，培养至第 8天倒置显微镜下可见大多数细胞形成集落，

呈梭形，长短不一。

1.4 SD大鼠 BMSCs传代培养及纯化

当原代培养的细胞贴壁融合达到 85%时，按 1：2进行细胞

传代。具体方案为：倒废液，3 mL PBS液冲洗 3次，加 0.25%胰

蛋白酶 1 mL，置 37℃ 5% CO2培养箱中消化 1 min；倒置显微

镜下观察细胞凸起缩为圆形时，加人 2 mL细胞培养液终止消

化，滴管反复吹打细胞贴壁面至清亮。收集培养液于 10 mL离

心管中,4℃1000 r/min离心 5 min，弃上清液，加入 2 mL细胞培

养液重悬，等量接种于 2个细胞培养瓶，37℃ 5% CO2培养箱

中培养，24 h后倒置显微镜下观察细胞形态及生长状况。重复

上述实验步骤，依次传代，从而达到纯化。

1.5 SD大鼠 BMSCs冻存与复苏

冻存步骤：取生长状态良好的 P2代细胞，倒废液，PBS液

冲洗，0.25%胰蛋白酶消化，离心，弃上清，细胞冻存液重悬至冻

存管中；按 4℃ 2h，-20℃ 2 h，最后 -80℃的顺序冻存。复苏步

骤：从超低温冰箱中取出冻存管至泡沫冰盒，37℃水浴，待完全

溶解，吸入含有细胞培养液的离心管，离心 5 min，倒上清，重

悬，接种于细胞培养瓶，37℃ 5% CO2培养箱中培养。按上述实

验步骤依次冻存、复苏 P3-P5。

1.6 SD大鼠 BMSCs贴壁率的绘制[18]

取生长状态良好的 P3代细胞，以 1× 104/mL分别接种于

48孔板中，37℃ 5% CO2培养箱中培养，分别于第 2、4、6、8、10、

12、24小时吸掉培养液和非贴壁细胞，每次取 6孔，用 0.25%胰

酶消化贴壁细胞并用计数板计数取平均值。计算细胞贴壁率，

以贴壁率(%)为纵坐标，时间(h)为横坐标分别绘制各代细胞的

贴壁率曲线[19]。计算公式如下：贴壁率(%)=贴壁细胞数 /接种

的细胞总数× 100%。

1.7 SD大鼠 BMSCs不同代生长曲线的绘制[20]

取生长状态良好的 P3代细胞，制成单细胞悬液，以 1×

104/mL分别接种于 10个 96孔板中，37℃ 5% CO2培养箱中培

养 24 h。共分为 10组，每组 6孔（其中 3孔设空白对照），每天

测 1组，共测 10天。具体实验方案：10个 96孔板培养 24 h后，

取 1组加入 20 滋L MTT（二苯基四氮唑溴盐），对照组加入等

量培养液，避光培养 4 h，吸掉上清液，加入 150 滋L DMSO

（二甲基亚砜），震荡 10分钟，酶联免疫测定仪测定波长 570 nm

吸光度值。以时间（T）为横轴，OD值为纵轴，绘制 BMSCs的生

长曲线[21]。

1.8 SD大鼠 BMSCs表面标志物的鉴定

取对数期生长的 P3代细胞，倒废液，PBS液清洗，0.25%胰

蛋白酶消化，4℃1000 r/min离心 5 min，弃上清，PBS重悬；再以

1000 rpm离心 5 min，弃上清, PBS洗涤 3次后重悬，以 1× 105/

管分加至 6 个 PE 管，其中 3 管依次加入 10 滋L PE 标记的

CD90、CD44，APC标记的 CD45及 FITC标记的 CD31，另外 3

管设为空白对照（加入等量的 PBS)；置于 37℃ 5% CO2培养箱

中避光培养 30 min，PBS清洗未标记的细胞，流式细胞仪检测

细胞相应抗原的表达。

1.9 SD大鼠 BMSCs多向分化能力的鉴定

取对数期生长的 P3 代细胞，制成单细胞悬液，以 1×

104/mL分别接种于 6孔板中，每板设 3个诱导孔、3个对照孔，

待细胞融合至 90%时，向诱导孔各加入 1 mL成骨诱导培养基，

对照孔加入等量干细胞专用培养基。倒置显微镜下观察细胞形

态变化，每隔 2天换液、观察。成骨诱导分化 3周茜素红染色[22]。

2 结果

2.1 SD大鼠 BMSCs形态学观察

原代细胞刚接种时可见大量漂浮的红细胞、造血干细胞，

细胞成分复杂；48 h换液后漂浮的细胞减少，可见已贴壁呈梭

形、多角形的细胞（图 1A）；3 d后可见部分贴壁细胞形成集落，

依然可见部分杂细胞（图 1B）；5 d换液可见大部分细胞都已贴

壁，仅有少量漂浮细胞（图 1C）；8-10 d可见贴壁细胞形态呈梭

形、多角形集落成片，细胞紧密融合，漩涡状排列（图 1D）。传代

细胞形态：细胞生长迅速，24 h完全贴壁，形态单一，呈梭形、纤

维样，排列呈网状、漩涡状、鱼群状、辐射状（图 1E）。

2.2 SD大鼠 BMSCs贴壁率

P3 代细胞第 2、4、6、8、10、12、24 小时的贴壁率分别为：

30%、41%、62%、72%、75%、80%、96%。图可以得出：BMSCs24

小时内几乎完全贴壁且细胞贴壁率随培养时间增加而上升，说

明细胞活性良好（图 2）。

2.3 SD大鼠 BMSCs不同代生长曲线

采用MTT法测定 BMSCs生长曲线，由图 3可以看出曲

线呈 "S"形，基本符合细胞生长曲线，接种后 1-2天，吸光度值
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图 1（A-D）：SD大鼠骨髓间充质干细胞分离培养在不同时间点形态变化（倒置相差显微镜，× 100）；E：第三代骨髓间充质干细胞形态

Fig.1 (A-D): the morphological changes of bone marrow mesenchymal stem cells isolated and cultured in SD rats at different time points (inverted phase

contrast microscope, × 100); E: The morphology of the third generation bone marrow mesenchymal stem cells.

图 2 第 3代 SD大鼠骨髓间充质干细胞贴壁率

Fig.2 Adherence rate of bone marrow mesenchymal stem cells of the third

generation SD rats

较小，增长缓慢，说明此期细胞生长缓慢，处于潜伏期；第 3天

开始，吸光度值增加迅速，第 5天达高峰且趋于稳定，说明此期

细胞增殖迅速，处于对数期；第 6-7天，吸光度值几乎不增加，

说明细胞进入平台期。

2.4 SD大鼠 BMSCs表面标志物的鉴定结果

P3代细胞经流式细胞仪检测结果(图 4)示，骨髓间充质干

细胞呈阳性表达的 CD90、CD44抗原表达量为：99.8%、99.5%，

而呈阴性表达的 CD45、CD31抗原表达量为 0.4%、0.004%。由

此可初步说明 SD大鼠骨髓分离出的贴壁细胞为骨髓间充质

干细胞。

图 3 第 3代 SD大鼠骨髓间充质干细胞生长曲线

Fig.3 Growth curve of the third generation of SD rat bone marrow

mesenchymal stem cells

图 4 所示，SD大鼠骨髓间充质干细胞流式细胞仪检测结果

Fig.4 Flow cytometry detection results of bone marrow mesenchymal stem cells in SD rats
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2.5 SD大鼠 BMSCs多向分化能力的鉴定结果

SD大鼠骨髓间充质干细胞定向诱导成骨细胞 3周，倒置

显微镜下可见明显的矿化结节，茜素红染色阳性。

图 5（A-E）：SD大鼠骨髓间充质干细胞成骨诱导分化在不同时间点形态变化（倒置相差显微镜，× 100）

Fig. 5 (A-E): morphologic changes of bone marrow mesenchymal stem cells induced by osteogenesis in SD rats at different time points (inverted phase

contrast microscope, × 100)

注：5-A：对照组，未诱导染色；5-B:诱导分化 7 d；5-C:诱导分化 14 d；5-D:诱导分化 21 d，可见明显矿化结节；5-E:茜素红染色阳性。

Note: 5-A: Control group, no induced staining; 5-B: induced differentiation for 7 d; 5-C: Induced differentiation for 14 d; 5-D: Induced differentiation for

21 d with obvious mineralized nodules; 5-E: Alizarin red staining was positive.

3 讨论

骨髓间充质干细胞作为骨髓中常见的非造血干细胞，具有

多向分化功能，可向成骨细胞、成脂细胞、内皮细胞、成纤维细

胞等分化[23]，备受医疗界关注[24]。其来源广泛，最初在骨髓内发

现，随后在脐带血、胚胎组织、外周血或者肝脏内也同样存在。

然而骨髓间充质干细胞在骨髓中的含量极低，其在骨髓单个核

细胞中仅占 0.0001-0.01%[25]，难以满足骨组织工程种子细胞的

需求，因此需建立一种体外分离纯化的方式，达到大量扩增的

目的。目前关于骨髓间充质干细胞分离培养的方式较多，其中

包含流式细胞术分选法、全骨髓贴壁法、免疫磁珠法、密度梯度

离心法等[26]，其中免疫磁珠法、流式细胞术分选法均可通过荧

光、磁珠标记骨髓间充质干细胞表面抗原，具备操作简便、分选

快速、精确度高等优势，但在分选期间可能造成细胞受损或者

死亡，加上仪器设备较为昂贵，操作期间需要的细胞数量较多，

故应用受到限制[27,28]。密度梯度离心法虽然操作简便，但极易牵

连生长因子、完整的原始骨髓间充质干细胞微环境受损，因此

难以进行骨髓间充质干细胞集落。

SD大鼠全骨髓贴壁法是依据骨髓中骨髓间充质干细胞贴

壁生长而红细胞系、粒细胞系等非贴壁或贴壁能力弱的特性，

通过间断性换液，达到纯化[29-31]。由于此种分离培养法对细胞的

伤害较小，保留了原始细胞生长所需的微环境，细胞增殖速度

快，故用此法可获得高活性、高纯度的骨髓间充质干细胞[32,33]。

本实验研究采用全骨髓贴壁法分离出的骨髓间充质干细胞 48 h

换液后，可见已贴壁的梭形细胞，8-10 d可见贴壁细胞集落成

片，紧密融合。传代至第 3代时，BMSCs形态单一稳定、纯度

高、活性好。

本实验用MTT法测定骨髓间充质干细胞的生长曲线以反

映它们的生长增殖情况。生长曲线显示 BMSCs经历了潜伏期、

对数期和平台期，具有一定的增值能力[34]。生长曲线呈 "S"形，

基本符合正常细胞生长曲线[35]。

目前 BMSCs缺少特异性表面标志物，对其鉴定的方法尚

无统一标准[36]。由于 BMSCs无典型的形态学特征，选择倒置显

微镜对细胞形态变化进行观察，难以达到鉴定的目的。BMSCs

通常表达 CD90、CD44、CD29、CD105、SH3 等表面标志物，并

不会表达出造血细胞的表面标志物 CD45、CD31、CD14[37,38]。因

此可利用流式细胞术检测表面分子 CD是否表达来间接鉴定

骨髓间充质干细胞[39]。本实验通过流式细胞仪对 P3代细胞检

测，鉴定的结果显示 CD44、CD90呈现阳性，而 CD45、CD31呈

现阴性，可初步证实此实验用全骨髓贴壁法可分离出纯度高、

活性好的 BMSCs[40]。

除通过 BMSCs细胞表面表型鉴定外，其多向分化潜能也

是 BMSCs间接鉴定标准之一[41]。本实验将培养良好的第三代

骨髓间充质干细胞向成骨分化潜能诱导。成骨诱导成功后，依

照成骨细胞的特征，例如分泌 I型胶原、碱性磷酸酶或者是否

形成矿化结节等方式进行鉴定。茜素红染色法是明确是否形成

矿化结节的标准[42]。本实验将 BMSCs特定诱导培养 21d后经

茜素红染色显示矿化钙结节呈阳性，表明 BMSCs向成骨细胞

分化成功。说明 BMSCs具有多向分化潜能，从而证实本实验分

离的细胞为骨髓间充值干细胞。

综上所述，全骨髓贴壁培养法体外可成功分离 BMSCs，所

分离培养、纯化的细胞生物学稳定，纯度高、活性好，具有多向

分化潜能。鉴于此法简单、快捷、有效[43-45]，可推荐为骨组织工

程，骨质疏松症和骨折不愈合疾病的研究提供种子细胞，值得
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临床推广。
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