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聚对苯二甲酸乙二酯三维支架及碱性成纤维生长因子和乳酸对成人

骨髓间充质干细胞增殖的影响**★

曹延粉，李 丁，王菊芳

Influence of poly(ethylene terephthalate) three-dimensional scaffold, basic fibroblast growth
factor and lactic acid on proliferation of human bone marrow mesenchymal stem cells

Cao Yan-fen, Li Ding, Wang Ju-fang

Abstract

BACKGROUND: Many studies focus on the change of conventional cell culture condition, a three-dimensional scaffold could be
used to support high density culturing.
OBJECTIVE: To observe the proliferation of human bonemarrowmesenchymal stem cells (hMSCs) in three-dimensional culture condition.
METHODS: The effect of basic fibroblast growth factor and lactic acid on the proliferation of hMSCs was measured. Based on the
optimized condition, the growth and metabolism of hMSCs cultured in poly(ethylene terephthalate) were further investigated;
Dyed by Cell tracker Green, the activity of hMSCs-poly(ethylene terephthalate) was imaged under a laser confocal microscope;
the details of hMSCs-poly(ethylene terephthalate) were observed using scanning electron microscope.
RESULTS AND CONCLUSION: A low-does basic fibroblast growth factor (5 μg/L) and lactic acid (< 0.9 g/L) in culture medium
displayed a significant promotion of the proliferation of hMSCs. Under the optimized condition, for the experimental group (with
5 μg/L basic fibroblast growth factor) and control (without 5 μg/L basic fibroblast growth factor), the expansion folds and specific
growth rate were 15.29 and 0.136, 9.66 and 0.113, respectively. The amount of cells in the experimental group was increased
160% than that in control group. Observation of confocal laser microscopy and scanning electron microscope illustrated that the
morphology and attachment of cells on poly(ethylene terephthalate) were stereoscopic, multi-level distributed, the unique
structure of poly(ethylene terephthalate) three-dimensional scaffold provides cells with a larger growing space.
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Kangfu. 2010;14(38):7103-7107. [http://www.crter.cn http://en.zglckf.com]

摘要

背景：诸多实验聚焦在改变传统的细胞培养方式，希望利用三维支架材料能够获得更多细胞量。

目的：观察人骨髓间充质干细胞在三维培养条件下的增殖特点。

方法：检测不同质量浓度的碱性成纤维生长因子和乳酸对人骨髓间充质干细胞增殖的影响。在确定最佳条件基础上，进一

步测定聚对苯二甲酸乙二酯三维支架上人骨髓间充质干细胞的增殖和代谢的特点。通过 Cell tracker Green染色，激光共聚

焦显微镜观察人骨髓间充质干细胞在三维支架材料上的活性。利用扫描电镜观察人骨髓间充质干细胞在三维支架材料上的

形态分布特点。

结果与结论：当培养基中碱性成纤维生长因子质量浓度为 5 μg/L，乳酸质量浓度少于 0.9 g/L时，最有利于促进三维支架材

料上人骨髓间充质干细胞的增殖。在此优化条件下，人骨髓间充质干细胞在实验组(含 5 μg/L bFGF)和对照组(不含 bFGF)
中的扩增倍数分别为 15.3和 9.6，比生长速率分别为 0.136/d和 0.113/d，实验组的细胞量比对照组提高了 160%。激光共

聚焦显微镜和扫描电镜检测结果表明，人骨髓间充质干细胞在三维支架材料上呈立体、多层生长，聚对苯二甲酸乙二酯三

维支架的特有结构为细胞提供相对较大的生长空间。
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0 引言

人 骨 髓 间 充 质 干 细 胞 (human
mesenchymal stem cells，hMSCs)是一类具有

多项分化潜能的多能干细胞，能在体内和体外诱

导分化成骨、软骨、心肌、骨骼肌、神经细胞、

肌腱、脂肪和结缔组织等，且在体内具有免疫调

节功能[1-2]，因而可以作为骨组织工程的理想细胞

来源，同时骨髓间充质干细胞也是细胞治疗和药

物筛选的理想资源[3-8]。

传统的细胞二维扩增培养，存在种种弊端，

干细胞实现商业化和临床应用的一个最大障碍

是缺乏有效的大规模培养干细胞的平台技术。提

高hMSCs的扩增倍数成为干细胞研究的一个重

点，近年来，干细胞的三维培养越来越受到研究
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人员的重视[9-11]，而细胞从二维到三维的转变第

一步就是培养条件的优化。

目前关于提高干细胞扩增能力方面的研究，

主要是改变培养方式、传代和接种的密度、血清

的选择、所用的生长因子、捐赠人的年龄和低温

保藏的影响等[12]。研究发现，一些细胞生长因子

如碱性成纤维细胞生长因子 (basic fibroblast
growth factor，bFGF)、HGF、HB-EGF/HER-1
可以有效促进细胞的增殖[13-15]。bFGF是一种多

肽类生长因子，有促进中胚层和神经外胚层细胞

有丝分裂的作用，在促进血管生成、创伤愈合和

组织损伤修复过程中起着很大作用[16]。乳酸作为

细胞代谢产物中的主要物质，对细胞的增殖具有

反馈抑制作用[17-18]。目前这两种因素对hMSCs
在三维支架上的增殖情况还没有很好的探讨。

本 文 利 用 聚 对 苯 二 甲 酸 乙 二 酯

(polyethylene terephthalate，PET)三维支架材

料培养hMSCs。观察不同质量浓度的bFGF和乳

酸对hMSCs增殖的影响，在确定最佳浓度的基

础上，进一步研究hMSCs在PET三维材料上的

增殖、代谢和分布情况，为将来hMSCs的三维

规模化扩增提供理论依据。

1 材料和方法

设计：材料-干细胞体外实验。

时间及地点：于2008-06/2009-12在华南

理工大学生物科学与工程学院完成。

材料：

实验细胞：hMSCs为中山大学干细胞与组织

工程研究中心惠赠，第7代细胞，经流式细胞仪

表面标记物鉴定。

主要试剂、仪器：

实验方法：

不同质量浓度的bFGF对hMSCs的影响：将生长

良好的hMSCs以500个/孔接种于96孔板中，调节

bFGF在完全培养基中的质量浓度分别为0，5，
10，15，20 μg/L，接种4 h细胞贴壁后，每个质

量浓度各取3孔，加1/10体积的CCK-8，37℃孵

育3 h后，用酶标仪在450 nm(参考波长为620 nm)
的波长下测定吸光度值大小，以后每隔两天换液

并测定一次。以不含bFGF的培养基为对照组。

PET支架上接种：hMSCs在方瓶中长到

80%~90%融合时，用0.125%胰蛋白酶消化，

收集细胞，用含体积分数为10%胎牛血清的

L-DMEM培养基制成一定密度的细胞悬液。用

移液枪将100 μL浓度为1×108 L-1细胞悬液小心

加到预先用培养基浸泡的PET材料上，静置于

37 ℃，体积分数为5%CO2培养箱内4 h，使

hMSCs黏附于材料上，然后将长有细胞的材料

移至另一新的24孔板内，每孔加入2 mL培养

基，血球计数板计数未吸附的细胞的量，计算

细胞的接种率。培养期间适时换液。

乳酸对hMSCs增殖的影响：配制含不同质量

浓度乳酸的培养基，使培养基中分别含乳酸

0.32 (不含外加乳酸)，0.6，0.9，1.2，1.5 g/L。
用NaHCO3调节培养基pH值为7.0，0.22 μm过

滤膜过滤除菌，接种1×104/孔hMSCs于PET上，

用含不同质量浓度乳酸的培养基，置于37℃、

体积分数为5% CO2及饱和湿度的培养箱中培

养，5 d后测细胞的数量。

PET上hMSCs增殖及代谢的测定：在优化的条件

下，测定PET上hMSCs的增殖及代谢情况，按上

述方法接种，设置实验组(含5 μg/L bFGF)和对照

组(不含bFGF)，实验过程中适时换液，使培养基

中的乳酸质量浓度小于0.9 g/L，每组接种hMSCs
的量为1×104，每3 d取3个孔，用0.125%的胰酶

消化，血球计数板计数，测定细胞在PET材料上

的增殖。用SBA-40C生物传感分析仪测定换液前

后培养基中葡萄糖和乳酸的质量浓度，得出细胞

对葡萄糖的消耗量和乳酸的生成量。

激光共聚焦显微镜观察：弃去旧的培养基，

然后向孔内加入4 μm cell tracker green，37℃

避光孵育30 min，弃去上清液，加入完全培养

基，30 min后，激光共聚焦显微镜下观察

hMSCs在PET上的活性。

扫描电镜观察：将hMSCs-PET复合物用

PBS洗2次，3%戊二醛固定5 h，PBS洗数次，

梯度乙醇脱水，梯度无水丙酮清洗数次，冷冻

干燥，溅射仪喷金，扫描电镜观察及拍照。

设计、实施、评估者：为文章作者，均经

过系统培训，未使用盲法评估。

统计学分析：由第一作者采用SPSS 17.0

主要试剂、仪器 来源

DMEM培养基 Gibco
胎牛血清 Gibco
Cell tracker Green Invitrogen
bFGF Invitrogen
CCK-8 碧云天生物科技研究所

聚对苯二甲酸乙

二酯(PET)
美国杜邦

激光共聚焦显微镜 leica Tcs SP5
S3000N扫描电镜 HITACHI
SBA-40C生物传感分析仪 山东微生物所

P.O. Box 1200, Shenyang 110004 cn.zglckf.com
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进行统计处理，组间比较采用t 检验和单因素方差分析。

2 结果

2.1 倒置显微镜下细胞形态的观察 倒置显微镜下观

察常规培养的hMSCs形态见图1，复苏后的第1天，换

液除去漂浮的复苏后损伤细胞，细胞稀疏分布于平皿底

部，多为梭形。细胞生长至第2周，达到基本融合状态，

hMSCs均匀铺在平板上，成纤维状成簇生长。

2.2 不同质量浓度的bFGF对hMSCs增殖的影响 含

不同质量浓度(0~20 μg/L)bFGF的培养基对hMSCs增
殖的影响，见图2。含质量浓度为5~20 μg/L bFGF的培

养基可显著促进hMSCs增殖(当> 5 d时，P < 0.05)，但

实验组中各质量浓度bFGF对细胞增殖的效果差异没有

显著性意义(P > 0.05)，综合经济与影响效果确定bFGF
最佳的使用质量浓度为5 μg/L。

2.3 乳酸对hMSCs增殖的影响 用含不同初始质量浓

度乳酸的培养基培养hMSCs，5 d后，细胞的增殖情况

检测结果见图3。相对于对照组0.32 g/L，不同的初始质

量浓度乳酸对hMSCs均有不同程度的抑制作用，

0.32 g/L组与0.6 g/L组比较，差异无显著性意义 (P >

0.05)；0.32 g/L组与0.9 g/L组比较，差异有显著性意义

(P < 0.05)。结果表明：培养基中高质量浓度乳酸抑制

细胞的增殖，因此在hMSCs的培养过程中应注意乳酸质

量浓度，及时检测细胞培养基中乳酸水平，适时换液。

2.4 bFGF对PET三维支架材料上细胞增殖和代谢的

影响 葡萄糖和乳酸是细胞生长代谢过程的重要参数，

在不含bFGF的对照组和含0.5 μg/L bFGF的实验组中，

在整个培养期间，葡萄糖和乳酸的质量浓度变化见图4。
在两种培养条件下，细胞对葡萄糖的消耗和乳酸的生成

都随着时间而加剧，而在添加有bFGF条件培养基的培

养下，细胞的代谢更加旺盛。

a: Day 1 after resuscitation b: Cells grew at 2 wk

Figure 1 Morphology of human bone marrow
mesenchymal stem cells under inverted
microscope (×100)

图 1 倒置显微镜下 hMSCs 的形态观察(×100)

Figure 2 Effects of basic fibroblast growth factor on the
proliferation of human bone marrow
mesenchymal stem cells

图 2 bFGF对 hMSCs增殖的影响
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Figure 3 Effects of lactic acid on the proliferation of human
bone marrow mesenchymal stem cells

图 3 乳酸对 hMSCs增殖的影响

0.3 0.6 0.9 1.2 1.5
0

2000
4000
6000

8000
10000
12000

14000
16000
18000

20000

ce
ll 

nu
m

be
r

concentration of lactic acid (g/L)

a: Control
0 μg/L
5 μg/L
10 μg/L
15 μg/L
20 μg/L

Time (d)

A
45
0
nm

Concentration of lactic acid (g/L)

C
el
ln
um
be
r(
×1
03
)

20
18

16
14
12
10
8
6
4
2
0

www.CRTER.org曹延粉，等. 聚对苯二甲酸乙二酯三维支架及碱性成纤维生长因子和乳酸对成人骨髓间充质干细胞增殖的影响

ISSN 1673-8225 CN 21-1539/R CODEN: ZLKHAH

0.3 0.6 0.9 1.2 1.5

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

0 5 10 15 20 25

Time (days)

G

L

Time (d)

C
on
ce
nt
ra
tio
n
(g
/L
)

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

0 5 10 15 20 25

G

L

Time (d)

C
on
ce
nt
ra
tio
n
(g
/L
)

Figure 4 Glucose and lactic acid kinetics of human bone
marrow mesenchymal stem cells

图 4 hMSCs葡萄糖和乳酸的代谢动力学

b: 5 μg/L basic fibroblast growth factor
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总结细胞的扩增倍数，倍增时间和比生长速率见表

1，含bFGF实验组的细胞量比对照组提高了160%，表

明bFGF对三维培养的hMSCs有很好的促增殖作用。

2.5 激光共聚焦显微镜下细胞的观察 Cell tracker
green溶液是具有荧光的氯甲基衍生物，可以自由扩散

穿过活细胞的细胞膜，一旦进入细胞，可在谷胱甘肽转

移酶的作用下与胞内的硫醇类化合物结合形成不能透

过性的化合物，从而给活细胞标记上绿色荧光，因此可

以反映细胞的活性。激光共聚焦显微镜观察不同生长条

件下的hMSCs的活性见图5，结果表明hMSCs在PET材
料上生长良好，且在含有5 μg/L bFGF培养基中的细胞

具有更高的活性，细胞量较大。

2.6 扫描电镜下细胞的观察 扫描电镜图片可以看出

细胞可以很好地依附于PET上，不同于二维培养，细胞

在材料中的生长空间较大，不存在接触抑制现象。在生

长的过程中，细胞呈立体、多层生长，细胞与细胞之间、

细胞与材料之间有搭桥现象，PET的特有结构为细胞提

供相对较大的生长空间。见图6。

3 讨论

培养方式在hMSCs的体外扩增培养中十分重要，支

架材料不仅为细胞提供三维的结构，使细胞形成适宜的空

间分布和一定的连接，而且能为细胞提供特异性的生长和

分化信号，形成与体内组织相似的细胞生长微环境[19]。

体外培养的环境对细胞扩增能力的提高也非常重要，而

培养基是hMSCs体外扩增的一个很重要的参数。bFGF
是一种广谱的有丝分裂原和形态发生因子，可以调节多

种细胞内关键的的联级反应包括一些细胞的增殖、迁移

等[20]。在大规模的细胞培养中，实时在线检测乳酸的含

量，可作为检测细胞发酵情况的一个重要的参考指标。

本文研究了不同bFGF及乳酸质量浓度对细胞增殖

的影响，经过CCK-8法筛选最佳的bFGF添加量，得出

bFGF的最佳质量浓度为5 μg/L。通过测定乳酸对细胞增

殖量作用效果可得当培养液中乳酸的初始质量浓度超

过0.9 g/L时，细胞的生长受到较明显抑制。以添加5 μg/L
bFGF的培养基为实验组，未添加的为对照组，进一步

研究hMSCs在PET三维材料上的增殖，代谢情况。结果

得出hMSCs在实验组和对照组中扩增倍数分别为15.29
和9.66，比生长速率分别为0.136/d和0.113/d，优化后

的培养方式下，细胞的扩增量为对照组的160%。而

Mygind等[21]利用珊瑚羟磷灰石来支持hMSCs的增殖和

分化，培养21 d后，细胞仅扩增了3倍。Song等[13]研究

了Ⅰ类胶原、纤连蛋白和bFGF对细胞的影响，其中

表 1 不同的培养基条件下 hMSCs的增殖情况
Table 1 The proliferation of human bone marrow

mesenchymal stem cells under different conditions
(

_

x±s, n=3)

Medium
composition

Expansion
folds

Expansion
time (d)

Specific growth
rate (d-1)

With bFGF 15.29±1.44a 4.79±0.22a 0.145±0.006a
Without bFGF 9.66±1.18 5.80±0.33 0.120±0.006

bFGF: basic fibroblast growth factor; aP < 0.05, vs. control group without
bFGF

a: Control

Figure 5 Confocal laser microscopy observation of human
bone marrow mesenchymal stem cells cultured in
poly(ethylene terephthalate) fiber

图 5 激光共聚焦显微镜观察 PET上 hMSCs的活性

Figure 6 Scanning electron microscope image of PET fiber
and hMSCs cultured in PET fiber

图 6 扫描电镜观察 PET纤维材料及培养于其上的
hMSCs

PET: poly(ethylene terephthalate); hMSCs: human bone marrow
mesenchymal stem cells

a: PET

b: 0.5 μg/L basic fibroblast growth factor

b: PET-hMSCs
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bFGF的添加可使扩增出的细胞增加130%左右。本实验

显示bFGF对支架上hMSCs增殖的影响更为明显。激光

共聚焦显微镜和扫描电镜检测结果表明hMSCs在PET
纤维材料有较高活性、细胞呈立体、多层生长，PET的
特有结构为细胞提供相对较大的生长空间。

发展新型的大规模培养未分化的干细胞的平台技

术，才能满足干细胞的研究和在医学中应用的要求。本

实验改进了传统二维的培养模式，利用PET作为三维支

架材料培养hMSCs，并对三维培养条件进行了优化，为

将来hMSCs的三维规模化扩增提供理论依据。但细胞在

三维支架上的生长是一个复杂的过程，对于大规模培养

还需进一步研究反应器中的其他因素及细胞在临床应

用中的排斥反应等问题。
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来自本文课题的更多信息--
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学中央高校基本科研业务费专项资金(2009ZZ0039)。

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济

组织直接或间接的经济或利益的赞助。

课题的创新点：首次优化了培养基添加物、乳酸对聚对

苯二甲酸乙二酯纤维材料上 hMSCs生长增殖的影响，为以后

大规模三维培养扩增干细胞提供了初步依据。

课题评估的“金标准” ：目前国内外关于干细胞的三维

扩增培养方面，研究的种类较多，但对扩增的评价还没有一个

统一的金标准。

设计或课题的偏倚与不足：细胞在三维支架上的生长是

一个复杂的过程，本文未考虑其他因素包括细胞的供体年龄、

PO2、剪切力、传氧、传质等对细胞增殖的影响。

提供临床借鉴的价值：国内外的相关报道已经得出间充

质干细胞是组织工程、细胞治疗和药物筛选中理想的种子资

源，但其数量远远达不到要求。因此，合理的培养条件及方式

才能得出满足临床上对干细胞的需要，将来利用聚对苯二甲酸

乙二酯结合反应器对干细胞进行规模化扩增，可获得更多大量

优质干细胞资源，可以更好用于疾病的治疗和药物的筛选，保

证其医学及商业化的需求。
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