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不同血清微环境对大鼠骨髓间充质干细胞体外培养的影响**
☆
 

郑景辉，李勇华，王丽萍，简维雄，黄献平，袁肇凯 

Effects of different serum microenvironments on culture of rat bone marrow mesenchymal stem 

cells in vitro    

Zheng Jing-hui, Li Yong-hua, Wang Li-ping, Jian Wei-xiong, Huang Xian-ping, Yuan Zhao-kai 

Abstract 

BACKGROUND: During culture of bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs), a certain serum is commonly added in the 

basic medium, such as calf serum and fetal bovine serum, but there are potential biological safety risks.  

OBJECTIVE: To study the effects of different serum microenvironments on in vitro culture of rat BMSCs. 

METHODS: BMSCs were harvested from adult rat bone marrow, and cultured in vitro by whole bone marrow adherence method. 

The cells were cultured under the following serum microenvironment. The primary cells of autoserum group were cultured with 

autoserum, changing the medium with fetal bovine serum after passage. The primary cells of homogeneity foreign serum group 

were cultured with homogeneity foreign serum, changing the medium with fetal bovine serum after passage. The primary cells of 

fetal bovine serum group were cultured with fetal bovine serum, and cultured with fetal bovine serum after passage. The primary 

cells of Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) group were cultured with serum-free DMEM, changing the medium with 

fetal bovine serum after passage. The morphologic changes in BMSCs were detected under an inverted phase contrast 

microscope. Attachment rate and growth curve were measured. Surface marker CD11b, CD45 and CD90 expression was 

analyzed by flow cytometry. 

RESULTS AND CONCLUSION: In autoserum and homogeneity foreign serum groups, the homogenicity and degrees of fusion 

of cell morphology were improved in comparison with other two groups and the day of first passage was less than other groups. 

The attachment rate was greater in the autoserum, homogeneity foreign serum and fetal bovine serum groups than the DMEM 

group at 24, 48, 72 hours (P < 0.01). Doubling rate was fastest in the growth curve of autoserum group, followed by homogeneity 

foreign serum group and fetal bovine serum group. However, no doubling phenomenon was found in the DMEM group. Flow 

cytometry results demonstrated that the rates of CD11b-positive and CD45-positive cells at passage 3 were above 98% under 

medium containing serum, and CD90-positive rate was less than 2%. We could obtain BMSCs of higher purity. However, 

CD11b-positive rate was 95.83%, CD90-positive rate was 2.07%, but CD45 positive rate was only 64.79% under serum-free 

microenvironment. BMSC purity was significantly lower under serum-free microenvironment than under serum microenvironment. 

Results indicated that the microenvironment of rat autoserum can improve the attachment rate, growth and purification of 

BMSCs. 

 

Zheng JH, Li YH, Wang LP, Jian WX, Huang XP, Yuan ZK. Effects of different serum microenvironments on culture of rat bone 

marrow mesenchymal stem cells in vitro. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(14): 2497-2502.      

[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

背景：骨髓间充质干细胞在培养过程中，常在基础培养基中添加一定的血清，最常见的是小牛血清和胎牛血清，但这存在

着一定的生物安全性隐患。 

目的：观察不同血清微环境对大鼠骨髓间充质干细胞体外培养的影响。 

方法：自成年大鼠骨髓中分离骨髓间充质干细胞，采用全骨髓贴壁法培养。分别以下列血清微环境培养：自身血清组：分

离细胞后原代用含大鼠自身血清的培养基培养，传代后换用含胎牛血清的培养基培养；同种异体血清组：分离细胞后原代

用含同种异体血清的培养基培养，以后用胎牛血清培养基培养；胎牛血清组：分离后用含胎牛血清培养基培养，以后一直

用含胎牛血清培养基培养；DMEM组：分离细胞后原代用不含血清的 DMEM培养基培养，传代后换用含胎牛血清的培养基

培养。在倒置相差显微镜下观察细胞的形态；细胞的贴比率；生长曲线；流式细胞仪观测细胞表面 CD11b、CD45和 CD90

表达。 

结果与结论：大鼠自身血清微环境及同种异体血清微环境细胞形态均一性、在融合度均高于其他组；首次传代天数低于其

他组。24，48，72 h贴比率自身血清组、同种异体血清组和胎牛血清组均高于 DMEM组(P < 0.01)。在细胞生长曲线中大

鼠自身血清组倍增速率最快，其次为同种异体血清组，再者为胎牛血清组，而 DMEM组细胞未见明显倍增现象。流式细胞

仪检测含血清培养基培养条件下各组第 3代细胞 CD11b和 CD45阳性细胞率均达到 98%以上，CD90阳性率小于 2%，可

以得到纯度较高的骨髓间充质干细胞。但是在无血清微环境条件下，CD11b的阳性率为 95.83%、CD90阳性率达 2.07%，

而 CD45阳性率仅为 64.79%，可见无血清环境下培养的骨髓间充质干细胞纯度明显低于含血清微环境。提示大鼠自身血清

微环境下更有利于骨髓间充质干细胞的贴壁、生长及纯化。 

关键词：微环境；细胞培养；骨髓间充质干细胞；方法；血清；大鼠 

doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.14.006 
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0  引言 

 

骨 髓 间 充 质 干 细 胞 (bone marrow 

mesenchyma1 stem cells，BMSCs)是中胚层来

源的干细胞，主要存在于全身结缔组织和器官间

质中，以骨髓组织中含量最为丰富，胎儿脐血中

亦可分离得到
[1-2]
。MSCs获取容易、创伤微小，

具有无限扩增和多分化潜能，经体外扩增、诱导

分化，然后用于自体移植，不存在主要组织相容

性复合体限制，无免疫原性，易于外源基因转染

和长期表达
[3-4]
；受到医学研究者的青睐。随着

组织工程的兴起，MSCs成为组织工程的重点种

子细胞，用于临床将显著促进细胞移植和组织工

程学的发展，具有非常广阔的应用前景。 

所以获得生长状态良好、较纯化和足够数量

的BMSCs是组织工程研究实验的基础。本实验

在总结前人贴壁分离法培养BMSCs的基础上，

对比分析了大鼠自身血清、同种异体血清、胎牛

血清及无血清环境4种血清微环境下，BMSCs

贴壁率、扩增率及纯度，旨在为应用组织工程技

术提供大量高纯度的种子细胞。 

 

1  材料和方法 

 

设计：以细胞为对象的对比观察实验。 

时间及地点：实验于2008-09/2009-05在湖

南中医药大学中医诊断研究所、中医药管理局病

理生理三级实验室进行。 

材料：选用6~8周龄清洁级雄性SD大鼠，

体质量130~150 g，购自湖南中医药大学动物实

验中心(动物许可证号：SCXK(湘)2009-0004)。

实验过程中对动物的处置符合中华人民共和国

科学技术部2006年颁布的《关于善待实验动物

的指导性意见》标准
[5]
。 

主要试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

大鼠血清培养基的配制
[6]
：实验过程中动物均

自由饮食，采集的大鼠全血于4 ℃静置30 min

后，低温离心机1 000 r/min离心15 min，分

离的血清用0.25 µm的微孔滤膜过滤除菌，经

56 ℃恒温水浴30 min灭活处理后，然后加入

L-DMEM配置成10%浓度的培养液，置于4 ℃

冰箱备用。 

大鼠BMSCs体外培养
[7]
：6~8周龄雄性SD大

鼠断头处死取完血后，在体积分数为75%乙醇

中浸泡15 min。在无菌条件下快速取胫骨和腓

骨，去除周围组织，切除胫骨和腓骨两端，用

DMEM液反复冲洗骨髓腔，将冲洗液收集于离

心管中，1 500 r/min离心5 min，弃上清液。

根据不同分组将相应的培养基加入离心管中，

反复吹打，细胞计数后以1×10
11

 L
-1
密度接种于

50 cm
2
培养瓶中，37 ℃、饱和湿度、含体积

分数为5%的CO2孵育箱中培养。48 h后弃悬浮

液，加入含体积分数为10%胎牛血清新培养

基。每3 d换液1次，悬浮生长的造血细胞随换

液被弃去，留下贴壁生长的BMSCs。约待细胞

在瓶底融合基本达到80%，胰蛋白酶消化传

代。 

实验分组：实验分为4组，分别以下列血清

微环境培养：①自身血清组：分离细胞后原代

用含大鼠自身血清的培养基培养，传代后换用

含胎牛血清的培养基培养。②同种异体血清

组：分离细胞后原代用含同种异体血清的培养

基培养，以后用胎牛血清培养基培养。③胎牛

血清组：分离后用含胎牛血清培养基培养，以

后一直用含胎牛血清培养基培养。 DMEM④

组：分离细胞后原代用不含血清的DMEM培养

基培养，传代后换用含胎牛血清的培养基培

养。 

细胞形态学观察：倒置显微镜下，每天观察

贴壁分离培养、密度梯度离心培养条件下原代

及传代细胞的生长情况和活体形态特征。 

细胞贴壁率的测定：BMSCs按2×10
9
 L

-1
密度

接种于25 cm
2
培养瓶中3 mL，接种细胞后24，

48，72 h分别随机选取各组培养细胞3瓶。弃

去旧培养液，重新加入新培养液后，在

Olympus
IM
倒置显微镜下进行尺度定标，200

倍视野定标直径为190 µm，则视野定标面积为

28 352.9 µm
2
。然后在每个培养瓶中随机选取

15个视野，对贴壁细胞进行计数，计算贴壁率。 

 

 

 

 

试剂及仪器 

 

来源 

 

培养基 L-DMEM、胰蛋白酶 美国 GIBCO公司 

胎牛血清 杭州四季青公司 

FITC标记 CD11b、CD45、 

CD90抗体 

美国 SERANTEC公司

YJ22450医用净化工作台 苏州安泰空气技术 

有限公司 

2300型 CO2培养箱 美国 SHEL-LAB公司 

流式细胞仪 美国 BD公司 
贴壁率(%)=

每个视野细胞数 

[每瓶细胞总数/(瓶底面积/
每个视野定标面积)] 

×100%
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每组3个样本，实验重复2次。 

 

 

 

 

 

细胞生长曲线测定
[8]
：取生长良好的第3代细胞制备单

细胞悬液，计数，调整细胞浓度为2×10
7
 L

-1
接种到24孔

板，每孔接种0.5 mL，置于培养箱培养，每天随机选取

3个培养孔，胰酶消化，计算每孔细胞数，取均值，待

细胞长满时停止计数。以时间为横坐标，细胞数为纵坐

标，绘制生长曲线，连续观察10 d，未计数细胞每3 d

换液1次。 

BMSCs“纯化”度的检测
[9]
：取第2代处于对数生长期

且生长良好的BMSCs，0.25%胰蛋白酶消化后用含

0.1%BSA的PBS悬浮，调整密度为1×10
9
 L

-1
，取标本细

胞悬液100 µL，分别加入连接有荧光标记的CD11b、

CD45、CD90兔抗鼠单克隆抗体10 µL及对照组用PBS，

流式细胞仪检测，观察CD分子细胞标记率。 

主要观察指标：倒置相差显微镜下观察细胞的形

态；细胞的贴比率；生长曲线；流式细胞仪观测细胞表

面CD11b、CD45和CD90的表达。 

设计、实施、评估者：实验设计为第一作者，干预

实施为全部作者，评估为第三、四作者，采用盲法评估。 

统计学分析：由第一作者采用SPSS 13.0软件完成

统计处理，计量资料以x
_

±s表示，经正态性、方差齐性

检验后，方差齐时两组间样本比较采用完全随机设计t 

检验，P < 0.05为差异有显著性意义，P < 0.01为差异

有非常显著性意义。 

 

2  结果 

 

2.1  细胞形态观察结果  各组刚分离的细胞镜下呈圆

形，大小不一，数目较多。细胞培养24 h后，培养液中

均可见大量细胞，其中数目较多的是小圆形悬浮细胞。 

48 h后首次换液弃去未贴壁细胞后： 

自身血清组：可见体积较大的椭圆或类圆形细胞及二

角形、多边形细胞，较前期的悬浮细胞体积大，细胞核

清晰呈圆形位于细胞中央；细胞贴壁数量较多，基本融

合50%，至第3~5天细胞大多数呈短梭形、二角形及多

边形贴壁细胞，第8天细胞可达80%融合传代；第2代细

胞五六天传代，至第3代细胞形态较均一，呈长梭形集

落样分布，见图1。 

同种异体血清组：首次换液后即可见体积较大的椭圆

或类圆形细胞及少量短梭形、二角形及多边形的贴壁细

胞；第五六天可见上述细胞呈集落样分布，融合50%；

至第10~12天细胞增殖至80%融合时消化传代；第2代细

胞在五六天达到融合，再次传代；第3代细胞形态较均

一，呈长梭形集落样分布，见图2。 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

胎牛血清组：首次换液后以椭圆或类圆形细胞为主，

贴壁细胞数量较少，分布稀疏。第五六天可见上述细胞

呈梭形，二角形分布，至第12~15天细胞增殖至80%融

合时消化传代；第2代细胞在7~9 d达到融合，再次传代；

第3代细胞形态较均一，呈长梭形集落样分布。从首次

换液后至第3代细胞，大多为体积较大的椭圆形或类圆

形细胞，梭形细胞数量较少，见图3。 

DMEM组：首次换液后可见体积较大的圆形或类圆

形细胞，10 d左右细胞变为细长梭形，或细长多角形，

共培养30 d，细胞融合约为40%，呈集落状网状分布，

说明细胞已老化，见图4。 

每个视野细胞数 

[6×10
6
/(25×10

5
 µm

2
/ 

28 352.9 µm
2
)] 

×100%= 

每个视野细胞数 

68 027 
×100% 

a: Primary b: Passage 2 

c: Passage 3 

Figuer 1  Morphologic 
changes of bone marrow 
mesenchymal stem cells 
cultured in the microenvirment 
of rat autoserum (Inverted 
phase contrast microscope, 
×100)  
图 1  大鼠自身血清微环境
BMSCs形态(倒置相差显微镜，
×100) 

a: Primary b: Passage 2 

c: Passage 3 

Figuer 2  Morphologic 
changes of bone marrow 
mesenchymal stem cells 
cultured in the microenvirment 
of rat homogeneity foreign 
serum (Inverted phase 
contrast microscope, ×100) 
图 2  大鼠同种异体血清微环
境 BMSCs形态(倒置相差显微
镜，×100) 
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2.2  细胞贴壁率测定结果  每组3个样本，实验重复2

次，结果见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

可以看出BMSCs全血贴壁法，大鼠自身血清及同

种异体血清贴壁率明显高于胎牛血清和无血清DMEM

组，而自身血清和同种异体血清之间未见明显差异。

DMEM组贴壁率最低，与其他组相比，差异均有非常显

著性意义(P < 0.01)。 

2.3  第3代细胞生长曲线测定结果  含血清培养基培养

条件下各组第3代细胞生长曲线基本相似，BMSCs生长曲

线呈S形，经过36 h的缓慢生长期后，从第3~8天为指数

生长期，然后进入平台期，细胞停止增殖；BMSCs的群

体倍增时间为96 h左右。其中大鼠自身血清组倍增速率最

快，其次为同种异体血清组，再者为胎牛血清组。而DMEM

组细胞未见明显倍增现象。说明大鼠BMSCs体外增殖必

须血清的刺激，其中自身血清对BMSCs体外增殖刺激作

用最好，其次为同种异体血清，再者异种血清，见图5。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  BMSCs“纯化”度的检测结果  含血清培养基培

养条件下各组第3代细胞CD11b和CD45阳性细胞率均

达到98%以上，CD90阳性率小于2%，见图6，表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表1  不同血清微环境培养对BMSCs贴壁率的影响         
Table 1  Effects of attachment rate of bone marrow 

mesenchymal stem cells cultured in different serum 
microenvironments              (x

_

±s，n = 6，%)

Group  

 

24 h 

 

48 h 

 

72 h 

 

Autoserum  0.526±0.028 0.586±0.064 0.619±0.045 

Homogeneity  

foreign serum  

0.504±0.038 0.540±0.071 0.589±0.065 

Fetal bovine serum  0.311±0.050
ab

  0.398±0.055
ab

  0.439±0.037
ab

Dulbecco's modified  

Eagle's medium 

  0.142±0.019
abc

  0.171±0.020
abc

  0.154±0.007
abc

a
P < 0.01, vs. autoserum group; 

b
P < 0.01, vs. homogeneity foreign 

serum group; 
c
P < 0.01, vs. fetal bovine serum group 

 

a: Primary b: Passage 2 

c: Passage 3 

Figuer 3  Morphologic 
changes of bone marrow 
mesenchymal stem cells 
cultured in the microenvirment 
of fetal bovine serum (Inverted 
phase contrast microscope，
×100) 
图 3  胎牛血清微环境 BMSCs
形态(倒置相差显微镜，×100)

a: Primary b: Passage 2 

c: Passage 3 

Figuer 4  Morphologic 
changes of bone marrow 
mesenchymal stem cells 
cultured in the microenvirment 
of Dulbecco's modified Eagle's
medium (Inverted phase 
contrast microscope, ×100) 
图 4  DMEM微环境 BMSCs
形态(倒置相差显微镜，×100)

Figuer 6  Surface marker (CD11b, CD45 and CD90) 
expression of bone marrow mesenchymal stem cells 
cultured in the microenvirment of rat autoserum 
detected by flow cytometry  

图 6  流式细胞仪检测大鼠自身血清环境培养 BMSCs 
CD11b、CD45和 CD90表达 
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Figuer 5  Growth curves of bone marrow mesenchymal stem 
cells in different blood serum microenvironments  

图 5  不同血清微环境 BMSCs生长曲线 
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由此可以得到纯度较高的MSCs。但是在无血清微

环境条件下，CD11b的阳性率为95.83%、CD90阳性率

达2.07%，而CD45阳性率仅为64.79%(见表2)，在流式

细胞仪直方图上出现双峰，见图7。可见无血清环境下

培养的BMSCs纯度明显低于含血清微环境。 

   

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

BMSCs是指许多种未经鉴定的细胞所组成的复杂

的混合细胞群。机体在创伤等应激情况时，MSCs可迁

移至受创部位，并在创伤微环境中分化为相应细胞参

与创伤修复。但在体外培养条件下，MSCs不会自发分

化
[9]
。BMSCs是从骨髓中分离得到的高度同源性的细

胞，可大量增殖，具有多分化潜能，在不同的微环境可

被诱导分化为成骨细胞、成软骨细胞、脂肪细胞、肌腱、

肌细胞、内皮细胞、神经胶质细胞、神经细胞、心肌细

胞等
[10-14]

，是组织工程的理想种子细胞。因此，微环境

中的外源性诱导剂对MSCs分化有着重要作用。所谓“微

环境”是指干细胞能维持自身细胞系特征的特殊环境组

成的组织区域
[15]
。包括对细胞其支持营养作用的细胞外

基质及细胞生长分化的信息途径。现在对微环境的研究

在肿瘤医学及组织细胞工程中应用广泛，已发现微环境

与肿瘤的演变、治疗、细胞培系的维持/分化具有密切的

关系
[16-19]

。因此研究不同血清微环境对细胞生长及细胞

系维持具有重要意义。 

骨髓中的BMSCs含量很低，每1~10万个单核细胞

中含有1个BMSCs，因此，建立成熟的BMSCs体外分离、

培养、纯化和扩增及细胞系维持的方法是利用BMSCs

进行广泛深入研究和临床应用的基础。目前对BMSCs

进行体外分离、纯化、培养最主要的方法有全骨髓贴壁

法、密度梯度离心法、流式细胞仪分离法、免疫磁珠法，

后两种方法可获得较为纯化的BMSCs，但对细胞活性

影响较大，甚至导致细胞完全失去活性
[20]
。全骨髓贴壁

分离法是最早应用的方法，是根据BMSCs贴壁生长的

特性，在换液及传代过程中除去骨髓中不贴壁的造血细

胞成分和造血干细胞的分离方法。Friedenstein等
[21]
提

出BMSCs概念时所采用的分离方法即为此种方法，此

后的贴壁分离法均是在他的方法基础上不断的优化。优

点是方法简单，对细胞损伤小，获取的细胞活力及分裂

能力较强，最主要的缺点要获得纯度较高细胞需要三四

次传代。对于MSCs纯度的鉴定，一般认为MSCs属混

杂细胞群，其表面抗原也具有非专一性，它表达了间质

细胞、内皮细胞和表皮细胞的表面标志。目前认为

CD29、CD44、CD71、CD90、CD166、CD120a、CD124、

SH2及SH3是MSCs的重要标志
[22-24]

。MSCs不表达造血

细胞表面抗原，如造血前体细胞标志抗原CD34、白细

胞标志抗原CD45，淋巴细胞表面抗原CD11，单一核细

胞/巨噬细胞表面抗原CD14等。  

目前不知道干细胞生长繁殖需要什么生长因素，没

有一种生长因子的混合物能满足细胞生长需要的
[25]
。不

论是实验研究还是临床应用，通常在基础培养基中添加

一定的血清，最常见的是胎牛血清和小牛血清，此外还

有鸡血清、羊血清及脐带血清等
[26-27]

，这被认为是培养

BMSCs的最佳条件。但是使用动物血清具有双面性。

一方面血清含大量的蛋白、丰富的营养成分、细胞因子、

微量元素以及贴壁因子等，能很好地支持细胞的生长。

另一方面，血清的生物安全性隐患，其可能含有动物来

源的病原体，诸如支原体、衣原体、黑胶虫及各种病毒；

在实验中造成细胞污染，生长缓慢甚至死亡，尤其一些

病毒在细胞DNA整合造成所获得细胞非目的细胞，影响

实验结果。而在生产临床级别的人用细胞产品时，理论

上会导致这些病原体的传播。此外，细胞的吞噬作用使

牛血清中的蛋白分子细胞内在化，当进行细胞移植时将

导致宿主产生免疫反应
[28]
。因而本实验旨在观察自身血

清及同种血清构建的BMSCs培养体系的效果，以避免

这些潜在的威胁。 

Figuer 7  Surface marker (CD11b, CD45 and CD90) 
expression of bone marrow mesenchymal stem cells 
cultured in the microenvirment of Dulbecco's 
modified Eagle's medium detected by flow cytometry

图 7  流式细胞仪检测 DMEM环境培养 BMSCs CD11b、
CD45和 CD90表达 

表2  不同血清微环境BMSCs CD11b、CD45和CD90表达阳
性百分率          

Table 2  Percentage of surface marker (CD11b, CD45 and 
CD90) expression of bone marrow mesenchymal 
stem cells cultured in the different serum 
microenvirments                           (%) 

Group  

 

CD11b CD45 CD90 

Autoserum  99.41 99.22 0.61 

Homogeneity foreign serum  98.86 98.56 0.54 

Fetal bovine serum 99.15 98.67 1.76 

Dulbecco's modified  

Eagle's medium 

95.83 64.79 2.07 
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本实验表明，运用大鼠自身血清或同种异体血清微

环境对BMSCs进行培养，可以明显增加细胞的贴壁率，

提高细胞的倍增效率，第3代细胞纯度检测，BMSCs标

志CD11b、CD45和CD90表达的百分率明显优于胎牛血

清及无血清培养基。这可能和大鼠自身血清及同种异体血

清，在其复杂的成分中，诸如MHC分子，集落刺激因子、

生长因子等免疫原性更适合自身细胞，从而使细胞内信号

转导、基因表达，蛋白合成等过程更紧密顺利，促进了细

胞增殖及细胞系的维持。再就是这种培养方法所获取的血

清都是新鲜的血清，在一定程度上避免了商品血清在运输

储存过程中蛋白的降解破坏，即随之而来产生的细胞毒物

质对细胞的损害。说明运用大鼠自身血清或同种异体血在

细胞培养法，细胞的生长状态及活性良好。可以作为临床

及实验中培养方法，从而避免上述潜在的威胁。但是在

操作过程中要注意无菌操作，避免污染。 
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来自本文课题的更多信息--  

基金资助：课题为国家自然科学基金资助项目

(30772696)，课题名称“养心通脉有效部位方对大鼠心肌

缺血骨髓间充质干细胞移植的影响”；湖南研究生创新基金

资助项目(CX2009B168)，课题名称“心血瘀阻证微环境变

化及对骨髓间充质干细胞移植的影响”。 

利益冲突：无利益冲突。 

课题的意义：实验在大鼠骨髓中分离得到间充质干细

胞，分别使用常规培养的胎牛血清、自体血清及同种异体血

清进行培养。对细胞培养中常见的血清携带病原体污染、病

原体传播、血清储存过程中蛋白降解后细胞毒性问题进行探

讨。对间充质干细胞体外扩增、临床应用提供最佳培养条件

基础支持。 

课题评估的“金标准” ：暂无课题实验结果评价“金

标准”。 

设计或课题的偏倚与不足：由于客观条件的限制，实验

重点观察了间充质干细胞在体外培养条件下的生长状况，表

面标志的表达。未进行活体内移植后细胞系维持、细胞分化、

细胞归巢的研究。但毕竟体外模拟的微环境和机体整体级联

反应条件下微环境有一定差别。再就是间充质干细胞在无血

清微环境条件下，其细胞外基质及信号转导的机制尚未做研

究。课题下一步正在进行相关实验。 

提供临床借鉴的价值：本课题证明运用自身血清或同种

异体血清体外培养间充质干细胞细胞增殖较快，活性较好，

纯度较高。作为人类，自身血清易于获得，能够满足体外细

胞培养的需要，刚提取的新鲜血清其蛋白成分活性较高。对

细胞的生长繁殖起到积极的促进作用。为临床间充质干细胞

移植提供可行的方法，以提高细胞移植后成活率、分化率。


