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全骨髓直接贴壁分离人骨髓间充质干细胞的生物学特性****☆ 
张  颢1，2，张  斌2，程  梅1，陶艳玲1，扈江伟2，徐  曼2，陈  虎2   

Isolation and charcaterization of human bone marrow mesenchymal stem cells using a whole 
bone marrow adherent culture technique    

Zhang Hao1, 2, Zhang Bin2, Cheng Mei1, Tao Yan-ling1, Hu Jiang-wei2, Xu Man2, Chen Hu2 

Abstract 
BACKGROUND: Bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) are widely used in cell therapy and tissue regeneration, so 
their isolation and culture are a key technique for research and clinical application. 
OBJECTIVE: To isolate the BMSCs by whole bone marrow adherent culture technique and to establish an easy and effective 
method to isolate and culture BMSCs.  
METHODS: The BMSCs were isolated by whole bone marrow adherent culture technique, and purified and amplified by passage. 
BMSCs were induced to differentiate into adipocytes, osteocytes and chondrocytes in special differentiation condition.     
RESULTS AND CONCLUTION: The purity of the BMSCs isolated by whole bone marrow adherent culture technique was more 
than 90%. The adherent cells displayed an abundant presence of CD73, CD90, CD105 and absence of Hematopoietic cell 
phenotype CD34, CD45 and HLA-DR which were detected by flow cytometry. The cell doubling time was (24.04±0.49) hours; Cell 
cycle showed that there was percentage of stem cells as G0 /G1 71.63% and S+G2+M 28.37% respectively. The induced and 
differentiated results showed than BMSCs could be differentiated into adipocytes, osteocytes and chondrocytes. Based on these 
findings, the whole bone marrow adherent culture technique is a better method to obtain MSCs from human bone marrow. 
 
Zhang H, Zhang B, Cheng M, Tao YL, Hu JW, Xu M, Chen H. Isolation and charcaterization of human bone marrow 
mesenchymal stem cells using a whole bone marrow adherent culture technique.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(1): 
27-30.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：体外分离培养骨髓间充质干细胞成为实验研究和临床应用的关键环节。 
目的：采用全骨髓培养法分离人骨髓间充质干细胞，建立一种简单、有效的分离培养骨髓间充质干细胞的方法。 
方法：通过全骨髓培养法分离培养人骨髓间充质干细胞，并通过传代进行纯化和扩增培养。分别在特定诱导体系中诱导人

骨髓间充质干细胞向脂肪、成骨及软骨细胞分化。 
结果与结论：采用全骨髓培养分离法能获得 90%以上纯度的骨髓间充质干细胞；流式细胞仪检测结果显示，贴壁细胞均表

达 CD73、CD90、CD105，不表达造血细胞表型 CD34、CD45 和 HLA-DR；细胞倍增时间为(24.04±0.49) h；细胞周期分

析表明：G0~G1期和 S+G2+M 期所占比例分别为 71.63%和 28.37%；诱导分化结果显示，人骨髓间充质干细胞能够向脂肪、

骨和软骨细胞分化。说明全骨髓分离培养法是一种较好的分离人骨髓间充质干细胞的方法。 
关键词：全骨髓培养；间充质干细胞；分离；培养；分化 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2012.01.005 
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0  引言 
 

间充质干细胞(mesenchymal stem cells， 
MSCs)是来源于发育早期中胚层的具有高度自

我更新能力和多向分化潜能的一类多能干细胞，

最初来源于骨髓。在一定诱导体系下可分化为骨

细胞、脂肪细胞及软骨细胞等，广泛应用于细胞

治疗和组织重建[1-2]，成为当今许多学者研究的

热点。目前国内外骨髓源间充质干细胞(bone 
mesenchymal stem cells，BMSCs)分离的常规

方法为密度梯度法，其缺点是所需骨髓液量大，

丢失BMSCs。实验采用全骨髓培养法分离培养

人BMSCs，并对其进行生物学特性研究，以寻

找人BMSCs更为理想的分离培养方法。 

 
1  材料和方法 

 
设计：细胞学体外实验。 
时间及地点：于2009-03/2011-05在哈尔

滨血液病肿瘤研究所细胞实验室完成。 
材料： 
骨髓：供者为2009-03/2011-05在哈尔病血

液病肿瘤研究所的住院患者，共13例，男6例，

女7例，中位年龄25.4(7~55)岁。其中缺铁性贫

血5例，原发性血小板减少性紫癜2例，上呼吸

道感染2例，过敏性性紫癜1例，慢性粒细胞白

血病1例，急性重型再生障碍性贫血1例，多发

性骨髓瘤1例。骨髓标本经供者及家属同意，并

签订知情同意书。
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实验方法：  

BMSCs的分离纯化及培养：在无菌条件下，

全部供者在体积分数1%利多卡因局部麻醉下，

以含有肝素的5 mL无菌性注射器取骨髓液   3 
mL，直接加入含体积分数10%胎牛血清的

DMEM/F12完全培养基的T75培养瓶中，置  
37 ℃、体积分数5%CO2培养箱中培养。两三

天首次换液，以后每周换液2次，当细胞生长融

合度达80%以上时，2.5 g/L胰酶和1 mmol/L 
EDTA消化，按1∶3传代。倒置显微镜下观察细

胞的形态和生长情况。 
流式细胞仪检测BMSCs免疫表型：取第3代处

于对数生长期的BMSCs，按每管1×105个细胞，

依次加入10 μL PE标记的CD105、CD73和
FITC标记的CD34、CD45、CD90、HLA-DR鼠

抗人单克隆抗体及其同型对照标记细胞，室温

避光30 min；用PBS洗两三次，流式细胞仪检

测。 
生长曲线的绘制：将贴壁细胞用2.5 g/L胰酶

消化后，按1×104细胞/孔接种在24孔板内，每

隔24 h消化3个孔，收集细胞，并用体积分数

0.4%的锥虫蓝染色计数活细胞，绘制生长曲

线。 
流式细胞仪检测细胞周期：在细胞生长的对数

期，消化细胞，体积分数70%冷乙醇4 ℃固定

并透膜24 h，10 mg/L的RNase A 37 ℃孵育  
30 min，加入50 mg/L碘化丙啶4 ℃避光孵育  
5 min，流式细胞仪检测细胞周期，ModiFIT软
件分析结果。 

BMSCs的诱导分化： 

向脂肪细胞诱导分化：取第3代细胞以

2×104/孔接种于六孔板，诱导分化体系为含体

积分数10%胎牛血清、1×10-6 mol/L地塞米松、

100 mg/L 1-甲基-3-异丁基-黄嘌呤、50 mg/L
抗坏血酸的IMDM培养基。每3 d半量换液1次。

倒置显微镜下观察脂肪滴的形成，第14天采用

油红O染色检测脂肪滴。 
向成骨细胞诱导分化：收集第3代细胞，以

2×104/孔接种于六孔板，诱导分化体系为含

1.0×10-8 mol/L地塞米松，2.0×10-4 mol/L抗坏

血酸，7.0×10-3 mol/L β-磷酸甘油的IMDM培养

基，每3 d半量换液1次。第14天用茜素红染色

检测钙化基质沉淀。 
向软骨细胞诱导分化：收集第3代细胞，取

2×105细胞放于10 mL塑料管内，1 500 r/min离
心10 min，弃上清液，加入0.5 mL软骨诱导培

养液，软骨诱导分化体系为含体积分数10%胎

牛血清、体积分数1%ITS(胰岛素、转铁蛋白、

硒混合物)、0.1 μmol/L地塞米松、50 μmol/L抗
坏血酸、1 mmol/L丙酮酸钠、10 μg/L TGF-β3
的高糖DMEM培养基。每3 d全量换液，培养3
周后，石蜡包埋、切片，进行甲苯胺蓝染色鉴

定。 
主要观察指标：分离培养的BMSCs的形

态、表型、生长情况及向脂肪、骨、软骨细胞

的分化能力。 
   

2  结果 
 
2.1  分离培养的BMSCs的形态  见图1。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
全骨髓液在接种两三天后见散在的少量贴 

试剂 来源 

DMEM/F12、高糖 DMEM  
胎牛血清  
PE 标记鼠抗人 CD105、CD73、

FITC 标记鼠抗人 CD34、CD45、
CD90、HLA-DR  

地塞米松、1-甲基-3-异丁基-黄 
嘌呤、抗坏血酸、丙酮酸钠  

转化生子因子(transforming 
 growth factor，TGF)β3  

油红 O、茜红素、甲苯胺蓝  

GIBCO 公司 
Hyclone 公司 
BD PharMingen 公司 
 
 
Sigma 公司 
 
PeproTech 公司 
 
Amresco 公司 

a: Morphology of BMSCs  
after cultured for 3 d 

Figure 1  Morphology of bone marrow 
mesnechymal stem cells (BMSCs) culture
in vitro ( ×100) 

图 1  培养的骨髓间充质干细胞的形态 (×100) 

b: Morphology of BMSCs 
after cultured for 7 d at the 
primary passage 

c: Morphology of BMSCs 
cultured for 14 d at the 
primary passage 

d: Morphology of BMSCs 
cultured for 21 d at the 
primary passage 



 
张颢，等. 全骨髓直接贴壁分离人骨髓间充质干细胞的生物学特性 

ISSN 1673-8225  CN 21-1581/R   CODEN: ZLKHAH 29

www.CRTER.org 

壁细胞，呈梭形或多角形，三四天首次全量换液，7~   
14 d以后增长速度加快，可见成纤维细胞样克隆形成，

此后增生成为形态相对均一的梭形细胞，呈平行排列生

长或旋涡状生长。培养12~38 d，细胞融合度达80%以

上，镜下可见贴壁细胞呈梭形、多角形。同样方法以  
1∶3传代，细胞形态均呈旋涡状生长，贴壁培养后无明

显悬浮细胞。传至第7~15代，细胞仍生长旺盛，形态与

第3代细胞无明显差异。 
2.2  BMSCs的免疫表型分析结果  流式细胞仪检测结

果发现贴壁细胞均表达CD73、CD90和CD105，不表达

造血细胞表型CD34、CD45和HLA-DR，由此初步说明，

从骨髓分离出来的贴壁细胞为MSCs，见图2。 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.3  BMSCs的生长曲线  第3代BMSCs生长曲线基本

符合细胞生长曲线规律，于培养后2~6 d到达对数期，7 d
后为平台期。提示BMSCs在体外增殖相对稳定，生长

状态无异常。细胞增殖较快，在对数生长期，细胞倍增

时间为(31.92±1.30) h，见图3。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.4  BMSCs的细胞周期分析结果  流式细胞仪检测发

现 71.63% 细胞在 G0~G1 期， 28.37% 的细胞处于

S+G2+M期，见图4。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.5  BMSCs的分化潜能  脂肪诱导7 d，倒置显微镜下

即可见胞浆内脂滴形成，第14天，油红O染色呈强阳性，

见图5a；成骨诱导第14天，茜素红染色阳性，见图5b；
软骨诱导分化3周，甲苯胺蓝染色阳性，见图5c。 

 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 

 
近年来研究表明，MSCs具有免疫调节及组织损伤

修复等功能，有望在临床治疗移植物抗宿主病、自身免

疫性疾病、组织修复等疾病[1，3]。目前MSCs实验研究及

临床应用主要集中在骨髓，而BMSCs具有含量极少及

分离成功率低等缺点[4-5]，且最近有学者研究发现骨髓脂

滴存在间充质干细胞，传统密度梯度法分离单个核细胞

培养丢失了一部分MSCs[6-7]，因此为克服以上缺点，建

Figure 4  Cell cycle analysis of bone marrow mesenchymal 
stem cells at passage 3 

图 4  第 3 代骨髓间充质干细胞细胞周期分析结果 

Figure 3  Growth curve of bone marrow mesenchymal stem 
cells (BMSCs) at passage 3 

图 3  第 3 代骨髓间充质干细胞的生长曲线 
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Figure 2  Immunophenotype of passage 3 bone marrow 
mesenchymal stem cells (BMSCs) 

图 2  培养的第 3 代骨髓间充质干细胞的免疫表型 

BMSCs were positive for CD73, CD90 and CD105, and negative for 
CD34, CD45 and HLA-DR 

Figure 5  Multidifferentiation potential of bone marrow 
mesenchymal stem cells at passage 3 (×200) 

图 5  第 3 代骨髓间充质干细胞的分化潜能(×200) 

a: Adipogenic differentiation was 
indicated by the accumulation of 
neutral lipid vacuoles, which 
stained with oil red O 

b: Osteogenic differentiation was 
indicated by calcium deposition 
with the alizarin red staining 
method 

c: Chondrogenic differentiation was stained positive for 
glucosaminoglycans with alcian blue staining 
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立一种BMSCs新的分离方法成为必要。 
实验采用全骨髓培养法成功从13例患者骨髓中分

离出MSCs，成功率为100%，且骨髓液体积仅为3 mL，
骨髓液全骨髓培养法克服了密度梯度法需要较多骨髓

液及脂滴中MSCs丢失的缺点。全骨髓液在接种两三后

见散在的少量贴壁细胞，呈梭形或多角形，三四天首次

全量换液，7~14 d以后增长速度增快，可见成纤维细胞

样克隆形成，此后增生成为形态相对均一的梭形细胞，

呈平行排列生长或旋涡状生长。培养12~38 d细胞融合

度80%达以上，镜下可见贴壁细胞呈梭形、多角形。同

样方法以1∶3传代，细胞形态均呈旋涡状生长，贴壁培

养后无明显悬浮细胞。传至第7~15代，细胞仍生长旺盛，

形态与第3代细胞无明显差异。在培养过程中发现1例慢

性粒细胞白血病患者骨髓液经过38 d原代细胞培养达

80%以上融合度，1例急性重型再生障碍性贫血患者骨

髓液需要29 d，其余患者需要12~20 d，初步提示供者

疾病类型可能影响BMSCs的培养。 
实验对分离培养出来的贴壁细胞进一步研究了其

生物学特性。细胞形态具有均一地成纤维细胞形态。流

式细胞仪检测7~15代内细胞发现细胞表面标志无明显

改变，表达CD73、CD90、CD105，不表达CD34、CD45
及HLA-DR，这与许多学者报道结果一致[8-10]。BMSCs
的细胞周期分析：71.63%细胞在G0~G1期，28.37%细

胞在S+G2+M期，这表明大部分MSCs为早期细胞，具

有典型的干细胞增殖特点，即只有少数细胞处于活跃的

增殖期即S期，大部分的细胞处于静息期G0~G1期。生

长曲线绘制显示细胞增殖较快，在对数生长期，细胞倍

增时间约为(31.92±1.30) h，这表明全骨髓分离培养

MSCs具有较高的增殖能力。 
MSCs的多向分化潜能是判断MSC的条件之一，目

前对MSCs的鉴定尚无特异性的表面标志，除细胞表型

和生长特性外，最终判定主要通过其多向分化能力(成脂

肪、成骨和成软骨分化)来鉴定。因此在一般生物学特性

研究地基础上，实验应用MSCs诱导体系，将BMSCs进
行诱导，以进一步证实其多向分化特性。在特定地诱导

体系下，BMSCs脂肪诱导第14天油红O染色呈强阳性；

成骨诱导第14天茜素红染色阳性；软骨诱导分化3周，

甲苯胺蓝染色阳。这表明BMSCs具有多向分化潜能，

通过一般生物学特性和多向分化潜能的研究，证实了实

验从骨髓所分离出来的细胞为BMSCs基本符合MSCs
国际定义标准[11]。 

总之，全骨髓分离培养法为一种从骨髓中培养

MSCs简单有效的方法，克服了密度梯度法的一些缺

点，值得推荐为各类疾病MSCs研究及临床应用所采

用。 
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