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摘要 目的：分离、培养、纯化家猫的骨髓间充质干细胞，并对获得细胞的表面标志物进行鉴定，为进一步利用骨髓间充质干细胞

的细胞移植实验奠定基础。方法：采用全骨髓贴壁法体外分离、培养、纯化家猫骨髓间充质干细胞，通过多次更换培养液获得较纯

化的骨髓间充质干细胞，倒置相差显微镜下对细胞形态进行观察；根据第 1、3、5、7、9代细胞的镜下增殖情况绘制出生长曲线；通

过流式细胞仪检测细胞表面标志抗原 CD34、CD44和 CD90的表达率。结果：在倒置相差显微镜下观察，分离培养的骨髓间充质

干细胞贴壁呈梭形或纺锤形；原代细胞生长丛集成片，5～7 d达到融合，进行传代；培养到第三代以后，细胞出现相对均匀的梭形

扁平外观，迅速增殖的细胞呈涡流样排列；第 3、5代骨髓间充质干细胞增殖能力强于第 7、9代；采用流式细胞仪分析结果显示细

胞的 CD34、CD44和 CD90阳性率分别为 17.5%、97.9%和 91%，这与骨髓间充质干细胞表面抗原的表达一致。结论：分离培养的

细胞具有骨髓间充质干细胞特性，成分相对单一，第 3、5代细胞纯度高，增殖能力强，适用于进一步的实验研究。
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Isolation, Cultivation and Identification of Cat Bone Marrow Mesenchymal
Stem Cells *

To establish a method to isolate and culture cat bone marrow mesenchymal stem cells in vitro and analyze

their phenotypical properties after culture expansion as well as preliminary identification, so as to establish foundation for the further

study of bone marrow mesenchymal stem cells transplantation. Bone marrow mesenchymal stem cells from cats were isolated,

cultured and purified by the whole bone marrow adherence method. The bone marrow mesenchymal stem cells were purified by discard-

ing suspended cells through exchanging medium. The morphology of cultured bone marrow mesenchymal stem cells was observed under

inverted phase contrast microscope. The growth curve of cell proliferation was obtained based on the observation of the proliferation sta-

tus of 1st, 3rd, 5th, 7th, and 9th generation. The expressions of CD34 and CD44 and CD90 of cells were analyzed by using flow cytome-

try in order to identify bone marrow mesenchymal stem cells. Bone marrow mesenchymal stem cells had spindle shape under in-

verted phase contrast microscope. The primary cells were confluent in single layer after being plated for 5-7 days, and then the cells were

passaged. After extending to the third passage, cells appeared relatively uniform appearance with fusiform or flattened, which were rapid

proliferated as arranged with swirl observed under inverted phase contrast microscope. Bone marrow mesenchymal stem cells of 3rd, 5th

generation proliferated more rapidly than those of 7th and 9th generation. Flow cytometric analysis demonstrated the positive rate of

CD34, CD44, CD90 were 17.5%, 97.9%, 91%, respectively, which was consistent with the surface antigen of bone marrow mesenchymal

stem cells. Purified bone marrow mesenchymal stem cells can be obtained via this protocol. Cells of 3rd, 5th generation with

high proliferation are fit to the further experiment.
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前言

21世纪是生命科学的时代，人们期翼利用干细胞进行能

动性地改造生物世界、治疗或缓解影响人类健康的一些疑难顽

疾[1-5]。骨髓间充质干细胞(bone marrow mesenchymal stem cells，

BMSCs)主要存在于骨髓基质中，是具有自我复制能力和多向

分化潜能的一类干细胞[6-10]，在骨髓中含量显著低于造血干细

胞，含量稀少，生物体内的 BMSCs数量很难满足于实验研究及

临床治疗的需要。因此，探索一种适宜的体外分离培养生物特

性稳定、活力强、纯度高的 BMSCs实验方法对于进一步利用
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BMSCs进行实验研究及临床治疗研究显得至关重要。本实验

应用全骨髓贴壁培养法建立了一种快速、经济、简便、高效的原

代 BMSCs培养纯化扩增方法，并观察了其生物学特性，旨在为

进一步探讨其作为种子细胞应用于进一步的细胞移植实验奠

定基础。

1 材料和方法

1.1 主要实验仪器、试剂、实验动物

流式细胞仪(美国 Coulter)，PBS磷酸盐缓冲液(干粉)(青岛

大学附属医院)，L-DMEM培养液(美国 GIBCO)，胰蛋白酶(美

国 Sigma)，胎牛血清(FBS)(美国 Hycolon)，封闭用正常山羊血

清(武汉博士德公司)，FITC标记的羊抗鼠 IgG(美国 BELLAN-

COM)，生物素标记山羊抗兔 IgG二抗 (美国 BELLANCOM)，

SABC试剂盒(武汉博士德公司)，DAB显色试剂盒(武汉博士德

公司)，乙二胺四乙酸(EDTA)(美国 GIBCO)。家猫由青岛市实验

动物和动物实验中心提供。

1.2 方法

1.2.1 骨髓间充质干细胞的分离、接种、培养 家猫 BMSCs的

培养采用全骨髓细胞贴壁培养方法。选择成年家猫 2只，雌雄

不限，体重 1.5～2.0 kg，由青岛动物实验中心提供，颈椎脱位法

处死。将家猫双下肢浸入盛有体积分数 75%酒精的容器中浸泡

消毒 10 min，剥除皮肤，从髋关节处剪下双下肢，浸泡于盛有青

链霉素双抗的磷酸盐缓冲液的烧杯中。然后转移到微电脑净化

工作台中操作，将附着在胫骨、股骨上的肌肉、结缔组织去除干

净，磷酸盐缓冲液冲洗胫骨、股骨 3次，用消毒剪刀剪掉胫骨、

股骨的两侧干骺端，暴露骨髓腔，用注射器吸取含有青链霉素

双抗混合液及体积分数为 15%小牛血清的 L-DMEM培养液冲

洗骨髓腔，冲出骨髓组织至无菌培养皿中，将骨髓腔冲洗液用

吸管反复轻轻吹打混匀成单细胞悬液，收集到无菌离心管，室

温静置 15 min，2000 r/min离心 25 min，去除上清液。然后将悬

液无菌条件下接种于 25 mL细胞培养瓶中，置于 37℃、体积分

数为 5%的 CO2恒温细胞培养箱内孵育。48h后半量换液，以后

每 2-3 d换液一次。换液后于显微镜下观察细胞生长情况及形

态特征。

1.2.2 骨髓间充质干细胞的纯化、传代、扩增 收集到的细胞

中除种子细胞骨髓间充质干细胞外，还包含有白细胞、红细胞、

淋巴细胞、巨噬细胞、单核细胞等非种子细胞，这些非种子细胞

会影响种子细胞的生长。白细胞、红细胞、淋巴细胞等造血系干

细胞在培养液中呈颗粒状悬浮生长特点(图 1a)，可以通过每次

换液，去除掉这些非种子细胞。贴壁细胞主要是种子细胞，但也

可能混有少部分单核细胞或巨噬细胞。倒置显微镜下观察培养

的细胞，待细胞密度生长融合到 80%时开始细胞传代(图 1b)。

轻轻摇晃培养瓶，吸除全部培养液，以去除悬浮生长的杂质细

胞。以 37℃预热的 PBS缓冲液轻轻冲洗吹打细胞数次，再次去

除剩余的血清成分和贴壁不牢的可疑杂质细胞。使用 0.25%胰

蛋白酶消化贴壁细胞 1-2 min，在倒置相差显微镜下观察消化

情况，融合的细胞发生分离及皱缩，细胞变为单个的圆盘状时，

加入等量的含有血清的培养液终止消化。作为种子细胞的骨髓

间充质干细胞容易消化后从培养瓶底部分离，骨髓中的单核细

胞及淋巴细胞贴壁牢固不易消化，不易从培养瓶底部分离，更

换培养瓶以清除培养细胞中的巨噬细胞、单核细胞等粘附能力

强的非种子细胞。这样通过换液和消化后使种子细胞得以纯化

(图 1c)。纯化后的骨髓间充质干细胞用吸管吹打均匀制成单细

胞悬液(图 1d)，将细胞按 1:3比例分瓶接种于新的 25 mL细胞

培养瓶中，加入适量的培养液，置于 37℃、体积分数为 5%的

CO2恒温细胞培养箱内孵育培养传代。第一次传代标记为 P1

(Passage 1)，1 d后接种的部分细胞开始贴壁(图 1e)，贴壁细胞

呈长条状或多边形，以后每 2 d更换一次培养液，待细胞再次

增殖融合铺满瓶底时(图 1f)，再按照上述方法进行传代，标记

为 P2，以后以此类推，重复以上操作，经多次传代扩增培养，使

BMSCs逐渐得到纯化和扩增。

1.2.3 骨髓间充质干细胞的生长曲线描绘 分别取 P1、P3、

P5、P7、P9生长状态良好 BMSCs，微电脑净化工作台中使用

0.25%胰蛋白酶消化后加入 L-DMEM培养液，制成单细胞悬

液，调整细胞密度至 1.0× 107/L，分别接种于 5个已标记代数的

24孔培养板中，每孔细胞悬液 1.0 mL。每天每板分别取 3孔培

养细胞消化，制成均匀的单细胞悬液，倒置相差显微镜下细胞

计数板行细胞计数，计算细胞数均值，连续计数 9 d(消化 8次)。

以细胞数均值为纵坐标，时间为横坐标，绘制生长曲线。

1.2.4 骨髓间充质干细胞的鉴定 采用流式细胞仪分析鉴定

家猫的第三代骨髓间充质干细胞表面标志物 CD34、CD44 和

CD90。

1.2.5 统计学处理 使用 SPSS17.0统计软件分析，实验数据资

料以均数± 标准差(x± s)表示，以重复测量的方差分析及单因素

方差分析进行统计学处理，以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 骨髓间充质干细胞的原代培养及传代

全骨髓贴壁法体外培养的 BMSCs在培养瓶接种培养 48h

后，在光学显微镜下观察，细胞逐渐贴壁，细胞呈多边形或梭

形，贴壁细胞随着培养时间增长逐渐繁殖分散，贴壁细胞体逐

渐增大，可出现清晰的纤维状组织。吸除更换培养液后，悬浮生

长的杂质细胞明显减少。培养至 4-5 d，细胞形态变得较为均匀

一致呈细长梭形或纺锤样，细胞逐渐丛集成片，呈菊花状、旋涡

状或指纹状(图 2a,b)。培养至 5-7 d，培养的 BMSCs达到 80%

-90%融合，细胞生长密集，界限不清，这时可以传代。这样经过

不断换液、传代、纯化后，非种子细胞逐渐明显减少，种子细胞

BMSCS得到了进一步的纯化及扩增，贴壁生长的细胞胞核明

显，核仁清晰，形态变得更加均匀一致，在倒置相差荧光显微镜

下观察迅速增殖的细胞呈涡流样或纤维样排列(图 2c,d)。

2.2 骨髓间充质干细胞的生长曲线

通过对 P1、P3、P5、P7、P9五代 BMSCs细胞计数，绘制的

生长曲线符合 Logistic生长曲线 (图 3)。传代后的第 1~ 2天

BMSCs细胞扩增较为缓慢，为生长滞缓期。传代后的第 3~6天

BMSCs细胞扩增迅速，是 BMSCs的快速增长期。传代后的第

7~8天 BMSCs细胞扩增比较平缓，进入平台期。传代后的第 9

天 BMSCs细胞数量不增反减，但减少数量不大。随传代次数不

断增加，BMSCs的增殖能力有开始减弱趋势。P3、P5代 BMSCs

增殖能力最强，P1次之，P7、P9代 BMSCs和 P3、P5代 BMSCs

增殖能力相比有所减弱。
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各组细胞数据分析：P1、P3、P5、P7、P9五组 BMSCs细胞在

各时间点比较差异有显著性意义(P=0.02 < 0.05)，见表 1。

2.3 骨髓间充质干细胞的鉴定

采用流式细胞仪分析鉴定家猫的第三代骨髓间充质干细

胞表面标志物 CD34、CD44和 CD90。鉴定结果表明培养细胞

的 CD34、CD44和 CD90阳性率分别为 17.5%、97.9%和 91%，

这与骨髓间充质干细胞相对特异性标志表达一致，这就证明了

培养的细胞就是骨髓间充质干细胞。

图 1 纯化、传代、扩增过程中的 BMSCs(200× ). a：造血系干细胞在培养液中呈颗粒状悬浮生长；b:生长融合到瓶底 80%左右的 BMSCs；c：纯化

后的 BMSCs；d：吹打均匀的 BMSCs单细胞悬液；e：1d后接种的部分 BMSCs开始贴壁；f：再次增殖融合铺满瓶底的 BMSCs。

Fig.1 BMSCs during purification, passage, and amplification. (200× ). a: Hematopoietic stem cells were suspended in granules in culture medium;

b: BMSCs was cultured and fused to 80% of culture flasks; c: Purified BMSCs; d: BMSCs was triturated into single cell suspension; e: Partial inoculation

of BMSCs began to adhere to the wall after 1 day; f: BMSCs again proliferated confluent in culture flasks.

图 2 a、b为原代 BMSCs；c、d为传代扩增倒置相差荧光显微镜下的 BMSCs(200× ). a：菊花状生长的 BMSCs；b:指纹状生长的 BMSCs；c：倒置相

差荧光显微镜下观察迅速增殖的 BMSCs呈涡流样排列；d：倒置相差荧光显微镜下观察迅速增殖的 BMSCs呈纤维样排列。

Fig.2 a and b were primary BMSCs; c and d were passaged and amplified BMSCs under inverted phase difference fluorescence microscopy. (200× ).

a: Cultured BMSCs like chrysanthemum; b: Cultured BMSCs like a fingerprint; c: The rapidly proliferating BMSCs were arranged in a vortex under

inverted phase difference fluorescence microscopy; d: The rapidly proliferating BMSCs showed a fibrillar arrangement under inverted phase difference

fluorescence microscopy.
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3 讨论

BMSCs属于未分化的前体干细胞，其细胞表型分化尚不

成熟，可塑性较强，具有作为种子细胞的良好先决条件，是细胞

移植、组织工程和基因工程中种子细胞的最佳选择之一[11-13]。

BMSCs可以从治疗目标体内获得，因此不涉及医学伦理道德

方面的问题，且在进行自体或异体移植时一般不会出现免疫排

斥反应 [14,15]，同源性的 BMSCs移植方式及治疗途径趋于多样

化，其治疗修复受损伤的组织及器官亦趋于多样化[16-23]。如何体

外分离、培养、纯化并使其快速高效扩增是目前临床推广应用

和组织工程技术应用的前提。

图 3 P1、P3、P5、P7、P9五代 BMSCs的生长曲线

Fig. 3 The growth curves of P1, P3, P5, P7 and P9 BMSCs

表 1 P1、P3、P5、P7、P9五组 BMSCs细胞在各时间点计数

Table 1 Number of P1, P3, P5, P7 and P9 BMSCs at each time point(x± s, n=10,× 106)

Group
Time(d)

1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d 9d

P1 10.0± 0.5 15.0± 0.5 25.0± 0.9 33.0± 0.5 45.0± 0.0 65.0± 0.8 67.0± 0.5 68.0± 0.9 69.0± 0.0

P3 10.5± 0.0 16.0± 0.7 29.0± 0.5 35.5± 0.8 49.0± 0.3 69.0± 0.5 70.0± 0.8 72.0± 0.0 71.0± 0.8

P5 10.0± 0.5 15.8± 0.2 27.0± 0.5 34.0± 0.0 47.5± 0.5 67.0± 0.2 69.5± 0.5 71.0± 0.5 70.0± 0.5

P7 10.0± 0.5 14.5± 0.5 23.0± 0.0 32.5± 0.5 43.0± 0.5 63.0± 0.5 64.0± 0.0 65.0± 0.5 64.0± 0.0

P9 10.0± 0.3 14.0± 0.9 22.0± 0.0 30.5± 0.0 42.0± 0.9 56.0± 0.7 59.0± 0.6 60.5± 0.3 58.0± 0.7

既往对鼠和兔间充质干细胞研究较多 [13,24-27]，而对家猫

BMSCs研究很少。为了得到基因工程、组织工程和细胞移植需

要的单一细胞，人们尝试用各种方法分离、纯化 BMSCs，但到

目前为止，BMSCs体外分离培养、纯化扩增及细胞鉴定尚缺乏

严格、统一的标准[28]。目前较为常用的 BMSCs分离方法主要

有：渗透压筛选法、免疫磁珠法、特制培养板筛选法、流式细胞

分离法、密度梯度离心法和全骨髓贴壁法。有研究报道不同分

离方法获得的 BMSCs的生物学特性没有实质性的差别。全骨

髓贴壁接种法操作简便、对细胞损伤小、目前应用最为广泛[29]，

故在实验中我们采用了操作过程简单、实用的全骨髓贴壁培养

法。该方法采用 BMSCs在培养瓶中黏附贴壁生长的特点对其

进行分离，这种方法分离的 BMSCs生长均匀，对细胞干扰小，

增殖能力强，细胞活性比较高，一般原代细胞首次融合仅需

5~7 d。由于 BMSCs的生存生长过程中需要与其伴生的其他非

种子细胞分泌某些营养因子，并且非种子细胞含有的促黏附物

质及若干生长因子亦可能促进了 BMSCs的贴壁生长，因此该

方法在很大程度上模拟了体内骨髓间充质干细胞的生长微环

境，有利于 BMSCs的培养。密度梯度离心法所获细胞较全骨髓

法所获细胞贴壁要慢，分离液及长时间的操作容易损伤种子细

胞[30]，并且在离心过程中会除去 BMSCs生长所需要的生长因

子及黏附分子，以上因素均不利于 BMSCs的培养。通过免疫磁

珠法和流式细胞分离法获得的 BMSCs纯度较高，但会影响细

胞的活性，严重时可致细胞完全失活，且成本较高，操作复杂。

采用全骨髓贴壁培养法对猫 BMSCs进行培养时，从骨髓

腔冲洗收集到的细胞中除种子细胞 BMSCs外，还包含有非种

子细胞。因此，早期培养的细胞是一个含有多种非种子细胞的

异质细胞群，这些杂质细胞也是体外培养中最常见的污染细

胞。为了得到单一种子细胞，在实验中，通过间断换液去除在培

养液中悬浮生长的白细胞、红细胞、淋巴细胞、造血干细胞。对

于贴壁生长的杂质细胞成纤维细胞(骨髓中的单核细胞及淋巴

细胞)，可利用成纤维细胞贴壁牢固粘附能力强、不易消化、不

易从培养瓶底部分离的特点，通过控制消化时间、更换培养瓶

及传代以清除培养细胞中的成纤维细胞。通过采取这些实验措

施使家猫 BMSCs逐渐得以纯化。本实验采用全骨髓贴壁法对

猫 BMSCs进行体外分离培养，既能达到实验所需种子细胞的

纯度，又避免影响种子细胞的活性，而且操作相对简便，成本相

对较低。经过 3~4代传代后即可得到纯度较高的 BMSCs，其细

胞形态学特征呈细长梭形或纺锤样，细胞丛集成片生长，呈涡

流状、菊花状或指纹状形态鲜明的细胞群落。我们看到骨髓间

充质干细胞作为干细胞家族中的一员，具备自我克隆复制增殖

生长能力，菊花状、涡流状或指纹状的中心就是克隆扩增最旺

盛的区域。

通过对骨髓间充质干细胞的生长曲线的绘制，我们观察到

P3、P5代 BMSCs增殖能力最强，P1代次之，P7、P9代和 P3、P5

代 BMSCs增殖能力相比明显减弱。了解这些特点将为我们下

一阶段的实验打下基础，后期实验我们所选用的都是增殖能力

强、扩增迅速的 P3、P5代细胞，P3、P5代 BMSCs更适合用于实

验研究。

本实验中，家猫 BMSCs的培养采用全骨髓细胞贴壁培养

法，种子细胞的取材来源于家猫的股骨骨髓，组织含量较少，但

最终成功地培养出纯度较高的 BMSCs。通过形态学观察以及

细胞表面标志物检测，结果显示本实验培养扩增的细胞符合

BMSCs的形态及细胞表面标志物特征，得到的种子细胞为

BMSCs。此方法分离 BMSCs操作相对简便，成本相对较低，不

易发生污染，是一个较好的分离方法，为下一步应用 BMSCs进

行实验研究打好了基础，也为 BMSCs在细胞生物工程中的培

养扩增应用提供了一定的实验依据。
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