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贴壁法体外分离培养大鼠骨髓间充质干细胞的效果验证**★ 

张  岩，陈曦海，纪艳超，翟  哲，吴  波 

Effect validation of bone marrow-derived mesenchymal stem cells cultured by adherent method 
in vitro    

Zhang Yan, Chen Xi-hai, Ji Yan-chao, Zhai Zhe, Wu Bo 

Abstract 
 
BACKGROUND: A small number of mesenchymal stem cells (MSCs) present in bone marrow, which would gradually drop with age.   
OBJECTIVE: To verify the effect of adherent method on culture of bone marrow-derived MSCs.  
METHODS: Under anaesthesia, bone marrow cells were obtained from femur and tibia of rats, cultured by DMEM containing calf 
serum, placed in an incubator containing 5% CO2 at 37 ℃. The culture medium was renewed after 24 hours, and remained 
periodical medium change with once per week. The weakly adherent cells were passaged. The cell morphology, growth curve, and 
the expression of cell-surface markers were identified by flow cytometry and immunocytochemical staining.  
RESULTS AND CONCLUSION: After 24 hours of culture, the cells could adhere to the walls with fusiform or triangle shapes, 
proliferated faster after 2-3 days, and presented whirlpool-like or clustering. The cells reached a logarithmic growth phase after 2 
days, and into the late stationary phase after 12 days, which covered the bottle after 15 days. The cultured cells were positive to 
CD90 and CD54. The results verified that bone marrow-derived MSCs can be isolated by adherent method. This method is easy 
operation, and can maintain cell activity preferably. 
 
Zhang Y, Chen XH, Ji YC, Zhai Z, Wu B. Effect validation of bone marrow-derived mesenchymal stem cells cultured by adherent 
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摘要 
 

背景：骨髓中的间充质干细胞含量不高，且随着年龄增加或体质衰弱，骨髓间充质干细胞的数量会逐渐减少。 

目的：验证贴壁法分离培养大鼠骨髓间充质干细胞的效果。 

方法：大鼠麻醉后取双侧股骨和胫骨，剪去骨骺端，暴露骨髓腔，用含小牛血清的 DMEM 培养基冲洗骨髓腔，收集骨髓细

胞，反复吹打制成单细胞悬液，接种后置于 37 ℃、体积分数为 5%的 CO2培养箱内孵育，24 h 后全量换液，以后每周全量

换液 1 次，筛选易贴壁但贴壁不牢的细胞进行传代培养。观察细胞形态，绘制细胞生长曲线，流式细胞仪及免疫细胞化学染

色鉴定骨髓间充质干细胞表面标志的表达。 

结果与结论：培养 24 h 后细胞能够贴壁生长，呈梭形或三角形；第二三天贴壁细胞迅速增殖；培养 15 d 左右出现致密的贴

壁细胞层，呈漩涡状生长或成簇生长。细胞在接种后 2 d 进入对数生长期，12 d 左右进入平台期，约 15 d 细胞可铺满瓶底。

分离培养的大鼠骨髓间充质干细胞 CD90 和 CD54 均呈阳性表达。结果验证了采用贴壁法可在体外成功分离培养大鼠骨髓间

充质干细胞，操作简单，造成污染的环节和机会较少，不需离心，可以更好的保持细胞活性。 

关键词：分离；培养；贴壁法；大鼠；骨髓间充质干细胞；干细胞 
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0  引言 

 

近年来研究表明，骨髓间充质干细胞在特

定条件下可分化为多种组织谱系的细胞[1-4]，包

括脂肪细胞、成肌纤维细胞、成骨细胞、神经

细胞等。由于骨髓间充质干细胞不但可在特定

条件下分化为神经细胞，还具有取材方便、扩

增迅速、无免疫原性、可自体移植等特点，故

其在脑损伤修复和细胞治疗等方面具有广阔的

应用前景[5-9]。 

为进一步探讨骨髓间充质干细胞移植治疗

脑损伤的修复机制，实验尝试从成年大鼠骨髓

中分离培养和鉴定骨髓间充质干细胞。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞学体外观察。 

时间及地点：于2007-08/2008-08在哈尔

滨医科大学动物实验中心完成。 

材料：2~4月龄雌性SD大鼠40只，体质量

200~300 g，由哈尔滨医科大学实验动物中心

提供，动物质量合格证号2008D211，实验过

程中对动物的处置符合动物伦理学标准。
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实验方法： 

骨髓间充质干细胞的分离培养 [9-11]：大鼠用

1%异戊巴比妥钠(3 mL/kg)腹腔内注射麻醉，

颈椎脱位法处死；严格无菌条件下取出其双

侧股骨和胫骨，去除骨表面的肌肉组织，PBS

漂洗，剪去骨骺端，暴露骨髓腔；以无菌注

射器插孔，并用含体积分数为10%小牛血清

的DMEM培养基冲洗骨髓腔，收集骨髓细胞，

反复吹打制成单细胞悬液；然后接种于25 cm

培养瓶中，置于37 ℃、体积分数为5%的CO2

培养箱内孵育。24 h后全量换液，以后每周

全量换液1次。 

骨髓间充质干细胞的鉴定： 

流式细胞仪检测[12-14]：取体外分离培养的骨

髓间充质干细胞，经 2.5 g/L 胰蛋白酶和        

1 mmol/L EDTA消化，常规处理后，加入含体

积分数为1%小牛血清的PBS，调整细胞浓度至

1×1010 L-1，分别加入CD45-PE，CD54-PE，

CD90-FITC小鼠抗大鼠单克隆抗体，置4 ℃孵

育30 min，PBS洗1遍，直接进行流式细胞仪

分析。 

免疫荧光染色检测[15]：取体外分离培养的

骨髓间充质干细胞，分别采用CD45-PE，

CD54-PE，CD90-FITC小鼠抗大鼠单克隆抗体

进行免疫荧光染色。 

骨髓间充质干细胞生长曲线绘制[16]：取生

长状态良好的原代骨髓间充质干细胞制备成

单细胞悬液，按2×104/孔接种于96孔板，每孔

加入100 μL培养基，以后每天取8个孔，加入

0.5~1.0 g/L的MTT 20 μL，37 ℃孵育4 h，然后

吸弃上清，加入100 μL异丙醇充分溶解后，于

560 nm酶标仪测定吸光度值，如此持续12 d，

绘制细胞生长曲线。 

主要观察指标：①骨髓间充质干细胞形态

观察。②骨髓间充质干细胞的表型鉴定。③骨

髓间充质干细胞生长曲线分析。 

设计、实施、评估者：设计与评估由第一

作者完成，实施由第一~五作者完成，均经过

系统培训，未使用盲法评估。 

 

2  结果 

 

2.1  骨髓间充质干细胞形态观察  细胞接种

2 h后，逐渐呈贴壁性生长，见图1a。24 h后

更换新鲜培养液，弃去悬浮细胞，细胞能够贴

壁生长，呈梭形或三角形，见图1b。培养第

2~3天贴壁细胞迅速增殖成簇生长，随着不断

传代细胞可以得到纯化。培养15 d左右出现致

密的贴壁细胞层，呈漩涡状生长或成簇生长，

见图1c。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  骨髓间充质干细胞的表型鉴定  流式细胞

仪检测结果显示，骨髓间充质干细胞高表达

CD90和CD54，阳性率分别为95.3%，96.8%低

表达CD45，阳性率仅为14.5%。 

免疫细胞化学染色结果显示，分离培养的大

鼠骨髓间充质干细胞CD90和CD54均呈阳性表

达，见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  骨髓间充质干细胞的生长曲线  骨髓间

充质干细胞原代生长曲线显示，细胞在接种后 

2 d即进入对数生长期，细胞增殖活跃，相差显微

镜下细胞向周围伸展，多见出现两个核细胞分裂

相的骨髓间充质干细胞，细胞密度增大，彼此相

连；12 d左右细胞生长缓慢，进入平台期；15 d

左右细胞可铺满瓶底，原代培养结束，见图3。

a: 2 h b: 24 h 

c: 15 d 

Figure 1  Morphology of 
bone marrow-derived 
mesenchymal stem cells 
(×400) 
图 1  骨髓间充质干细胞
的形态观察(×400) 

a: CD90+ b: CD54+ 

Figure 2  Phenotypic identification of bone mar-
row-derived mesenchymal stem cells 
(×200) 

图 2  骨髓间充质干细胞表面标志的表达(免疫细
胞化学染色，×200) 
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3  讨论 

 

目前组织和细胞移植被公认为是治疗中枢神经系

统损伤最有希望的方法之一[17]，但无论是胚胎组织、周

围神经，还是神经干细胞、嗅鞘细胞，不仅存在取材和

体外培养增殖困难等问题，而且还受到法律和伦理的制

约[18]。由于骨髓间充质干细胞不但可在特定条件下分化

为神经细胞，还具有取材方便、扩增迅速、无免疫原性、

可自体移植等特点，已成为中枢神经系统损伤修复和细

胞治疗等方面研究的热点[19]。 

实验采用贴壁分离法体外培养骨髓间充质干细胞，

经流式细胞仪检测细胞表面分子表达和分离效果良好，

结果表明运用贴壁分离法操作简单，造成污染的环节和

机会较少，不需离心，可以更好的保持细胞的活性状态。

接种培养后第2天可观察到部分细胞贴壁，造血系干细

胞及状态不好无法贴壁的细胞、细胞崩解的碎片仍然悬

浮在培养基中。接种24 h后换液，每天可观察到贴壁细

胞增多，且快速增殖、积聚，细胞呈梭形，团簇性生长

倾向。至12~21 d时培养瓶中的细胞铺满瓶底，悬浮造

血细胞及死亡细胞已基本去除，然后细胞就可进行传代

培养。实验中观察到骨髓间充质干细胞在体外培养条件

下生长状况与其他细胞一样，经历生长潜伏期、对数增

殖期和生长平台期。有人对常规培养条件下骨髓间充质

干细胞生长增殖进行观察，也发现成人骨髓间充质干细

胞可以在体外分裂38次左右，并且保持纺锤形态和成骨

潜能，直至细胞衰竭[19]。细胞进行冷冻复苏后培养可传

代达15次，细胞的增殖分化潜能未受影响。但有研究认

为，过多传代培养会降低细胞的功能，甚至出现骨髓间

充质干细胞的凋亡。 

骨髓间充质干细胞的体外扩增与种植密度关系密

切，有研究者发现人骨髓间充质干细胞传代时，以5×103

个/cm2的密度接种，大约2周后能扩增为3~5倍的单层，

推测骨髓间充质干细胞细胞之间存在接触抑制[20]。由于

细胞极低密度接种培养时获取大量细胞的时间会很长，

所以调整细胞接种浓度，在尽可能短的时间内获得大量

细胞尤为重要。实验原代培养时采用的细胞浓度为

1×108L-1，证实是一种较为合适的接种密度。由于取材

及分离方法不同，此浓度应随情况的改变而作出调整。

典型的骨髓间充质干细胞形态与细胞密度有关。当以低

密度种植时大部分细胞大而扁平，部分细胞为小的梭形

或圆形；当细胞接近铺满瓶底时，其形态即呈梭形的成

纤维细胞样。 

总之，贴壁分离法分离培养骨髓间充质干细胞是一

种简单、有效的好方法，骨髓间充质干细胞具有强大的

扩增能力，并且细胞形态和生物学特性稳定性好，其体

外扩增速度与种植密度关系密切，应根据取材以及分离

方法不同调整细胞接种密度。 
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Figure 3  Growth curve of bone marrow-derived mesenchymal 
stem cells 

图 3  骨髓间充质干细胞的生长曲线 


