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全骨髓细胞贴壁法分离与培养大鼠骨髓间充质干细胞的多向分化能力*☆ 

张君红，姜海行，覃山羽，孟云超，宁  琳 

 

 

文章亮点：①雄性 SD 大鼠应选择体质量为 80-100 g，体质量较大的大鼠骨髓分化能力欠佳。②在取材过程中需严

格掌握大鼠处死至将细胞悬液放入培养箱内的时间，一般控制在 40 min 以内。③冲洗骨髓腔时力度适中且在骨髓腔

内旋转数次，可使骨髓细胞充分脱落，保证骨髓细胞的获得量。④传代时严格掌握消化时间，0.25%的胰酶消化约    

3 min，吹打培养瓶底部的力度要轻柔，时间为 2.0-3.0 min。 

关键词：骨髓间充质干细胞；全骨髓贴壁法；成骨分化；成脂分化；生物学特征；表面抗原；生长曲线；细胞形态  

 

摘要 

背景：分离培养纯度较高的骨髓间充质干细胞是对其进行深入研究的前提。 

目的：观察全骨髓贴壁法分离培养大鼠骨髓间充质干细胞的生物学特征。 

方法：选取体质量为 80-100 g 雄性 SD 大鼠，采用全骨髓细胞贴壁培养法获取骨髓间充质干细胞。在取材过程中需

严格掌握大鼠处死至将细胞悬液放入培养箱内的时间，一般控制在 40 min 以内。使用基础培养基冲洗骨髓腔时力度

适中且在骨髓腔内旋转数次，可使骨髓细胞充分脱落，保证骨髓细胞的获得量。 

结果与结论：原代骨髓间充质干细胞为贴壁生长的成纤维样细胞，传代后的细胞形态均一，呈漩涡状排列；第 3 代骨

髓间充质干细胞的生长曲线呈 S 形，经历 3 个生长时期：潜伏期、对数生长期和停滞期；流式细胞仪检测骨髓间充质

干细胞表面抗原结果示：CD29+ 99.45%、CD34+1.45%、CD44+ 99.52%、CD45+1.41%；成骨、成脂诱导分化后，矿

化结节被茜素红染成橘红色，脂滴被油红 O 染成红色。说明骨髓间充质干细胞能向成骨、成脂分化，具有多向分化潜

能，符合国际细胞治疗学会间充质及组织干细胞委员会提出的鉴定动物来源骨髓间充质干细胞的最低标准。 

 

 

Multiple differentiation potential of bone marrow mesenchymal stem cells isolated and 

cultured by whole bone marrow adherence method 

 

Zhang Jun-hong, Jiang Hai-xing, Qin Shan-yu, Meng Yun-chao, Ning Lin 

 

Abstract 

BACKGROUND: Isolation and culture of highly purified bone marrow mesenchymal stem cells are the premise to study 

their function. 

OBJECTIVE: To investigate the biological characteristics of rat bone marrow mesenchymal stem cells isolated and 

cultured by whole bone marrow adherence method.  

METHODS: Sprague-Dawley rats weighing 80-100 g were selected, and the bone marrow mesenchymal stem cells 

were isolated from Sprague-Dawley rats by whole bone marrow adherence method. During isolation, the time period 

from sacrificing to putting the cell suspension into the incubator should be controlled strictly, generally less than 40 

minutes. Moderate intensity was preferred to flush the bone marrow cavity with basal culture medium, and rotation for 

several times could make the bone marrow cells fully dropped off and ensure the quantity of cells.  

RESULTS AND CONCLUSION: The primary cultured bone marrow mesenchymal stem cells were the adherent 

fibroblast-like cells, and after passage, the cells were uniform and showed spindle shaped and typical swirl morphology. 

The growth curve of passage 3 bone marrow mesenchymal stem cells resembled S shape and had three periods: latent 

period, logarithmic growth phase and lag phase. Flow cytometry detection showed the content of surface antigen: 

CD29
+
 (99.45%), CD34

+
 (1.45%), CD44

+
 (99.52%), CD45

+
 (1.41%). After osteogenic and adipogenic differentiation, 

mineralized nodules were orange under alizarin red staining, and lipid droplets were red under oil red O staining. Bone 

marrow mesenchymal stem cells have the multiple differentiation potential and can differentiate into osteoblasts and 

adipocytes. The multiple differentiation potential of bone marrow mesenchymal stem cells corresponds to the minimum 

standards for identifying the animal bone marrow mesenchymal stem cells raised by International Society of Cell 

Therapy and Mesenchymal and Tissue Stem Cells Committee. 
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0  引言 

 

骨髓间充质干细胞移植治疗肝纤维化及其

他各种疾病有着潜在的应用前景，多项研究显

示移植骨髓间充质干细胞是安全有效的
[1-4]

。但

骨髓间充质干细胞在骨髓中含量极少，贴壁的

骨髓间充质干细胞仅占骨髓中有核细胞的

0.001%。因此在体外成功分离培养，获得大量、

活性好及性能稳定的骨髓间充质干细胞是对其

深入研究的前提。本实验采用全骨髓细胞贴壁

法分离、培养SD大鼠骨髓来源的间充质干细

胞，观察其生物学特性，为下一步实验提供功

能稳定的种子细胞。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞学体外观察实验。 

时间及地点：于2011-05/11在广西医科大

学实验中心完成。 

材料： 

实验动物：体质量为80-100 g的SD雄性大鼠

10只，6-8周龄，由广西医科大学实验动物中心

提供。 

主要试剂与仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

骨髓间充质干细胞分离、培养、纯化及传代：采

用全骨髓细胞贴壁法在无菌条件下分离、培养健

康雄性SD大鼠骨髓间充质干细胞，具体操作如

下：将大鼠断颈处死，小心分离皮肤及皮下组织，

剔除股骨周围肌肉、肌腱、组织等，避免损伤

血管，将股骨浸泡在含有PBS的玻璃皿中，直

至将股骨表面的肌肉、软骨全部剔除，然后将

股骨移至分装有基础培养基的玻璃皿中，剪断

股骨，用L-DMEM基础培养基小心反复冲洗骨

髓腔至变白，收集骨髓混合液，1 000 r/min(离

心半径13.5 cm)离心4 min，弃上清液，加入体

积分数为10%胎牛血清L-DMEM培养基制成细

胞悬液，置于37 ℃，体积分数为5%CO2的培

养箱内培养。倒置相差显微镜下动态观察细胞

形态学变化。24-48 h后全部更换培养基，去除

未贴壁细胞，以后每2 d换液1次。待细胞长满

至瓶底80%-90%时，用0.25%胰蛋白酶消化  

3 min，在显微镜下观察发现细胞质回缩、细胞

间隙增大后加入胎牛血清五六滴终止消化，轻

柔吹打全部瓶底约3 min，避免产生气泡，将细

胞悬液移入带盖的无菌刻度离心管中，800-  

1 000 r/min(离心半径13.5 cm)离心4 min，按

1∶2比例传代，首次传代时间需五六天，两三

天可传代1次。使用第3，4代细胞用于实验。 

MTT法绘制骨髓间充质干细胞生长曲线：使用

对数生长期的第3代骨髓间充质干细胞，以

0.25%胰酶消化，计数，以0.5×10
8
 L

-1
浓度接

种于96孔培养板，每孔设有3个复孔，每孔加样

0.2 mL。待细胞贴壁后每孔加20 μL 5 g/L的MTT

溶液，以10%培养液为空白对照，置于37 ℃，

体积分数为5%CO2培养箱中培养4 h。4 h后吸

尽原培养液，每孔中二甲基亚砜150 μL，置室

温10 min，使结晶物充分溶解。15 min内用酶

标仪于490 nm处测定吸光度值。每次取1板，

取平均值，连续测8 d。以培养时间为横轴，吸

光度值为纵轴，绘制生长曲线。 

骨髓间充质干细胞的表面抗原鉴定：取处于对

数期生长期的第3代骨髓间充质干细胞，以

0.25%胰酶消化，收集1×10
5
细胞，制成细胞悬

液，低速离心4 min，将Annexin-V-FITC/PI双

染试剂盒中的Biding buffer 0.5 mL加入细胞

中，取0.2 mL加入混有缓冲液的细胞悬液，分

别加入CD29、CD34、CD44、CD45 FITC一

抗10 μL，室温孵育15-30 min，上机进行检测。

并将未加一抗的细胞悬液做空白对照。用FCS 

ExpressV 3.0软件分析。

试剂及仪器 来源 

低糖 DMEM 培养基  

优质胎牛血清  

成骨细胞、成脂细胞诱导液  

胰蛋白消化酶   

FITC anti- rat CD29、CD44  

Mouse anti rat CD45FITC  

Mouse anti rat CD34-FITC  

荧光倒置相差显微镜  

Gibco 公司 

Hyclone 公司 

广州赛业科技有限公司 

Sigma 公司 

Biolegend 公司 

AbD Serotec 公司 

BD 公司 

Zeiss 公司 
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骨髓间充质干细胞的成骨、成脂诱导分化： 

成骨诱导分化：骨髓间充质干细胞达到80%-90%

融合时，使用胰酶消化，接种于6孔板中，每孔约3×10
3

个细胞，每孔加入2 mL含体积分数为10%胎牛血清的

DMEM培养液。放入37 ℃，体积分数为5% CO2培养箱

中培养。24 h后，移去旧培养液，每孔加入2 mL的成骨

诱导液(地塞米松、维生素C、甘油磷酸钠)。每隔两三

天换液，诱导2周。2周后，钙结节形成，进行茜素红染

色。具体步骤如下：吸去原诱导液，PBS洗两次；加入

40 g/L多聚甲醛2 mL，固定30-60 min；吸去固定液，

PBS清洗，加入0.1%茜素红染色液数滴染色6-10 min；

用PBS洗2-5次，去除残留的染色液和残渣；苏木精复

染5 min左右，流水冲洗后在光学显微镜下观察染色情

况。以不加入诱导液的细胞为阴性对照。 

成脂肪细胞诱导分化：骨髓间充质干细胞达到

80%-90%融合时，使用胰酶消化，接种于6孔板，每孔

约2×10
4
个细胞，每孔加入2 mL完全培养液。放入37 ℃，

体积分数为5% CO2孵箱中培养；每3 d进行换液，待细

胞达到100%融合时，每孔加入2 mL成脂细胞诱导液(地

塞米松、胰岛素、消炎痛、IBXM)开始诱导；两三天更

换诱导液1次，第5天左右出现较多脂滴，但体积比较小，

继续诱导，此后脂滴逐渐增大，2周左右即可进行油红O

染色。具体步骤如下：吸去原诱导液，用PBS清洗2次；

加入40 g/L多聚甲醛2 mL，固定60 min；吸去固定液，

PBS洗数次，加入现配和过滤后油红O染色液数滴，以

覆盖培养板为宜，染色60 min；用PBS清洗2-5次，去

除残留的染色液和残渣；体积分数为50%乙醇清洗，加

入PBS，苏木精复染2 min左右；在光学显微镜下观察

染色情况。以不加入诱导液的细胞为阴性对照。 

   

2  结果 

 

2.1  骨髓间充质干细胞形态学观察  原代骨髓间充质

干细胞悬液接种至培养瓶内，在倒置相差显微镜下观察

刚接种时的细胞大小不等，呈圆形，并伴有许多血细胞，

如沙砾状，不能辨认细胞种类，4-6 h后细胞开始贴壁，

24-48 h后换液，可见少部分圆形、椭圆形细胞贴壁，

单个细胞存在，部分可形成克隆，此时可见较多漂浮不

贴壁细胞，见图1。48 h以后贴壁细胞开始增大，伸出

伪足，呈成纤维样，出现单个或多个细胞克隆增殖，形

成散在的集落，第3，4天贴壁的细胞伸展为梭形或多角

形等，5 d左右即可形成明显集落，六七天可铺满瓶底。

1∶2传代后8 h左右细胞贴壁生长，24 h后快速分裂增

殖，细胞为梭形，类似成纤维细胞，旋涡状或放射状生

长，平均两三天可传1代。传代3次后，细胞形态均一，

见图2，可用于后续实验。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  绘制骨髓间充质干细胞生长曲线  MTT法连续检

测8 d骨髓间充质干细胞的吸光度值，绘制生长曲线呈S

形，第1，2天细胞贴壁生长，增殖速度较慢，进入潜伏

期；第3-5天细胞生长迅速，呈指数增长，形成细胞克

隆进入对数生长期；第6-8天细胞生长处于平台期，进

入停滞生长的停滞期，见图3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  骨髓间充质干细胞表面抗原流式细胞仪鉴定结果  

Figure 1  Morphological observation of bone marrow 
mesenchymal stem cells after primary culture for 

          2 d 
图 1  原代培养第 2 天骨髓间充质干细胞形态学观察 

a: ×10 b: ×40 

Figure 2  Morphological observation of passage 4 bone 
marrow mesenchymal stem cells after culture for  
2 d 

图 2  第 4 代培养第 2 天骨髓间充质干细胞形态学观察 

a: ×10 b: ×40 

Figure 3  Growth curve of passage 3 bone marrow 
mesenchymal stem cells 

图 3  第 3 代骨髓间充质干细胞的生长曲线 
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流式细胞仪检测细胞表面抗原的表达率分别为：CD29
+
 

99.45%、CD34
+
1.45%、CD44

+
99.52%、CD45

+
1.41%。

CD29及CD44表达阳性，而CD34、CD45表达阴性。 

2.4  骨髓间充质干细胞成骨诱导分化茜素红染色及成

脂细胞诱导分化后油红O染色形态学变化  成骨诱导培

养第3天，细胞体积增大，呈短梭形，诱导第7天，细胞

呈多角形，细胞内颗粒增多，第14天胞质内充满颗粒，

细胞呈集落样生长，细胞内可见钙质沉积，随后钙结节

形成，经茜素红染色呈橘红色结节，见图4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

成脂细胞诱导分化培养第3天后，细胞内有小脂滴出

现，约第10天脂质增加并融合，细胞由长梭形变为圆形，

2周左右可见大量脂质沉积，油红O染色呈红色，见图5。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

骨髓间充质干细胞是一种来源于中胚层具有多向

分化潜能的骨髓内造血干细胞以外的非造血干细胞，在

特定的诱导条件下可诱导分化软骨、骨骼、肝脏、心肌、

脂肪等多种组织细胞
[5-7]

。新近研究表明骨髓间充质干细

胞移植后向损伤部位迁移并增殖，可转化为胰腺干细胞, 

参与组织再生，具有治疗急性胰腺炎的潜能
[8]
；本课题

组前期研究表明大鼠骨髓间充质干细胞在体外经肝细

胞生长因子诱导后可向肝样细胞分化
[9]
，表达肝细胞标

记物，如白蛋白、细胞角蛋白等。其还可通过调控肝星

状细胞RhoA、P27的表达抑制肝星状细胞的增殖
[10]

。目

前有4种获取骨髓间充质干细胞的方法：包括密度梯度

离心法、全骨髓贴壁培养法、流式细胞仪分离法和免疫

磁珠分离法
[11]

。但后两种分离方法价格昂贵，操作复杂，

影响细胞的活性及获得量，细胞被污染的风险较大，众

多学者通常采用全骨髓贴壁法和密度梯度离心法分离

纯化骨髓间充质干细胞。杨丽等
[12]

研究指出：密度梯度

离心法所获得的细胞纯度虽然相对较高，但贴壁细胞数

量较少，细胞生长缓慢且活性较低，该方法获取的原代

细胞首次融合需21 d以上。其中的原因可能在骨髓分离

的过程中失去了促进骨髓间充质干细胞贴壁的一些生

长因子及促黏附物质，丧失了骨髓中原有的微环境，因

此该法所分离的骨髓间充质干细胞生长速度较全骨髓

贴壁法慢。此外，密度梯度离心法在原代培养时所获得

的骨髓间充质干细胞虽然比全骨髓贴壁法纯，但在传代

后细胞的纯度并没有太大区别，特别是传代三四代后。 

本实验采用全骨髓贴壁培养法分离培养大鼠骨髓

间充质干细胞，该操作虽然相对简便，但在操作过程中

需注意以下事项：①将大鼠体质量控制在80-100 g，体

质量较大的大鼠骨髓分化能力欠佳，影响后续的传代。

②在取材过程中需严格掌握大鼠处死至将细胞悬液放

入培养箱内的时间，一般控制在40 min以内，时间过长

会影响骨髓干细胞的增殖及活性，故要求术者熟练掌握

大鼠股骨的解剖，分离股骨时避免损伤血管。③使用基

础培养基冲洗骨髓腔时力度适中且在骨髓腔内旋转数

次，可使骨髓细胞充分脱落，保证骨髓细胞的获得量。

作者还观察到了使用SD雌性大鼠分离后的细胞悬液因

含有较多脂滴，贴壁细胞不牢固且传代困难的现象，可

能与雌性大鼠体内的雄激素、雌激素等水平与雄性大鼠

存在差异有关。 

刚分离的骨髓细胞悬液接种至塑料培养瓶内，有利

于原代细胞的贴壁。在倒置相差显微镜下观察接种4-  

6 h后细胞开始贴壁，48 h以后贴壁细胞开始增大，伸出

伪足，呈成纤维样，多个细胞克隆增殖，形成散在的集

落，三四天时贴壁的细胞伸展为梭形或多角形等，5 d

左右呈放射性集落状生长，逐渐连接成片。1∶2传代，

此时可用玻璃培养瓶，传代后的细胞在玻璃及塑料培养

瓶中的生长状态无差异。传代时严格掌握消化时间，

Figure 4  Alizarin red staining of bone marrow mesenchymal 
stem cells after osteogenic differentiation (×10) 

图 4  骨髓间充质干细胞成骨诱导后茜素红染色结果(×10) 

a: After osteogenic 

differentiation for 14 d, the cells 

were stained into orange 

nodules by alizarin red staining 

b: Negative control group 

Figure 5  Oil red O staining of bone marrow mesenchymal stem 
cells after adipogenic differentiation (×10) 

图 5  骨髓间充质干细胞成脂诱导后油红 O 染色结果(×10) 

a: A large amount of lipid 

deposition could be seen after 

adipoegenic differentiation for  

2 wk 

b: Negative control group 
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0.25%的胰酶消化约3 min，吹打培养瓶底部的力度要轻

柔，时间为两三分钟，时间过长则会导致细胞受损难以

继续传代，传代3次后，细胞形态均一，生长性状稳定。

使用MTT法检测骨髓间充质干细胞的吸光度值大小可

反应细胞代谢活性的强弱。从绘制的生长曲线来看骨髓

间充质干细胞的生长经历了3个生长时期：第一二天细

胞贴壁生长，增殖速度较慢，进入潜伏期；第3-5天细

胞呈指数迅速增长并形成细胞克隆，进入对数生长期；

第6-8天细胞生长处于平台期，进入停滞生长的停滞期。

符合文献报道的细胞生长规律。目前尚未发现可作为骨

髓间充质干细胞标志物的特异性抗原
[13]

，不能仅通过骨

髓间充质干细胞的表面标记物对其进行鉴定。通过以下

3个特征来判断其是否为骨髓间充质干细胞
[14]

，分别是

细胞贴壁生长、流式细胞法检测细胞分化表型以及具有

多向分化潜能的重要特征。本实验利用流式细胞仪鉴定

表面抗原其结果为：CD29、CD44表达阳性，阳性率高

达99%以上，CD34、CD45表达阴性(< 2%)，充分证明

其不是来源于造血细胞及内皮细胞。同时使用成骨、成

脂诱导液对其进行诱导，结果表明骨髓间充质干细胞经

过两种诱导液诱导后使用茜素红及油红O染色可分别形

成橘红色矿化结节及红色椭圆形脂滴空泡，说明骨髓间

充质干细胞能向成骨、成脂分化，具有多向分化潜能，

符合国际细胞治疗学会间充质及组织干细胞委员会提

出的鉴定动物来源骨髓间充质干细胞的最低标准
[13]

。 

综上所述，本实验使用全骨髓细胞贴壁法成功的分

离培养和纯化了SD大鼠骨髓间充质干细胞，总结了操

作过程中的注意事项，观察了其生长规律、细胞形态等

一般生物学特性，鉴定了其细胞表面标记物及具有多向

分化的潜能，为深入研究骨髓间充质干细胞的功能提供

了良好的细胞基础。 
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