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文章亮点： 

全骨髓贴壁法培养兔骨髓间充质干细胞，操作简单容易，通过换传代可以获得纯度较高且具有贴壁活性

的兔骨髓间充质干细胞，在体外经成骨诱导剂的作用下，骨髓间充质干细胞向成骨细胞分化后生长良好，

表现出与成骨细胞相似的形态学和生物学特性。 

关键词： 

干细胞；干细胞培养与分化；全骨髓贴壁法分离法；骨髓间充质干细胞；细胞培养；成骨分化；组织工

程骨；省级基金；干细胞图片文章 

 

摘要 

背景：流式细胞仪分离法和免疫磁珠分离法对细胞活性影响较大，密度梯度离心法虽然能够获得纯度高

的单核细胞，但由于多次离心可造成细胞的大量流失且对细胞活性有一定的影响使其应用值得商榷。 

目的：采用全骨髓贴壁法分离兔骨髓间充质干细胞进行成骨诱导分化及鉴定。 

方法：采用全骨髓贴壁法体外分离培养兔骨髓间充质干细胞，倒置显微镜下观察细胞形态学特征。在成

骨诱导剂作用下，通过碱性磷酸酶染色试剂盒行碱性磷酸酶染色,Ⅰ型胶原免疫细胞化学染色，Von 

Kossa法及茜素红进行矿化结节染色以及电镜下检测兔骨髓间充质干细胞成骨诱导后的形态结构。 

结果与结论：经诱导后细胞出现与成骨细胞相似的形态学特征，碱性磷酸酶染色阳性,Ⅰ型胶原免疫细胞

化学染色，Von-Kossa法及茜素红矿化结节染色阳性。表明经成骨诱导剂诱导后全骨髓贴壁法体外分离

纯化培养的兔骨髓间充质干细胞能向成骨细胞方向分化增殖。 

 

 

In vitro osteogenic differentiation and identification of rabbit bone marrow 

mesenchymal stem cells isolated and cultured with whole bone marrow 

adherent culture method  
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Abstract 

BACKGROUND: The flow cytometry and immunomagnetic separation method have greater impact on cell 

viability, and although the density gradient centrifugation method can be used to obtain the high purity 

monocytes, however, the multiple centrifugation may cause a huge loss of cells and has some impact on 

the cell activity, so the application is debatable.  

OBJECTIVE: To isolate and culture rabbit bone marrow mesenchymal stem cells with whole bone marrow 

adherent culture method for osteogenic differentiation and identification. 

METHODS: The rabbit bone marrow mesenchymal stem cells were isolated and cultured by whole bone 

marrow adherent culture method, then the morphological characteristics of rabbit bone marrow 

mesenchymal stem cells were observed under inverted microscope. Under the induction of osteogenic  
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inducer, alkaline phosphatase staining, typeⅠcollage immunocytochemical staining, alizarin red staining and 

Von-Kossa staining were performed to observe the morphology of rabbit bone marrow mesenchymal stem cells 

after osteogenic induction by electron microscope.  

RESULTS AND CONCLUSION: After in vitro induced differentiation, rabbit bone marrow mesenchymal stem cells 

exhibited the morphological and biological characteristics similar to typical osteoblasts, alkaline phosphatase staining, 

type Ⅰ collagen immunocytochemical staining, and Von-Kossa staining and alizarin red mineralization nodules 

staining were positive. All results indicate that rabbit bone marrow mesenchymal stem cells in vitro isolated and 

cultured with whole bone marrow adherent culture method can be induced to differentiate into osteoblasts after 

osteogenic induction.  

Key Words: stem cells; stem cell culture and differentiation; whole bone marrow adherent culture method; bone 

marrow mesenchymal stem cells; cell culture; osteogenic differentiation; tissue-engineering bone; provincial 

grants-supported paper; stem cell photographs-containing paper 

 

Xiao SH, Wei QJ, Zhao JM, Bo ZD, Wei JH, Li WA. In vitro osteogenic differentiation and identification of rabbit 

bone marrow mesenchymal stem cells isolated and cultured with whole bone marrow adherent culture method. 

Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2013;17(6):1069-1074.    

 

 

0  引言 

 

骨髓来源的间充质干细胞是一类具有高度自我更新和多向分化潜能的干细胞，在相应的

体外培养条件下具有向成骨、软骨、肌腱、肌肉、脂肪细胞分化的潜能，且增殖能力强
[1-3]
。

目前骨髓间充质干细胞是骨组织工程理想的种子细胞
[4-5]
。正常情况下骨髓中骨髓间充质干细

胞占有核骨髓细胞的0.000 1%-0.1%，含量很低。由于组织工程需要大量的种子细胞，从动

物骨髓分离骨髓间充质干细胞的技本术上的难度限制了许多实验的开展
[6]
。因此体外分离培

养纯度高、活力强、生物特性均一的骨髓间充质干细胞对组织工程及细胞的体内、体外实验

显得至关重要。实验采用全骨髓贴壁法将骨髓间充质干细胞从骨髓中分离出来，并在体外进

行培养和扩增，观察其增殖、生长特性和成骨诱导分化潜能。以此建立一套稳定有效、重复

性好的骨髓间充质干细胞体外分离、培养、扩增和成骨诱导分化的方法，为骨组织工程的种

子细胞的获取奠定实验基础。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞学体外观察实验。 

时间与地点：于2011年6月至2012年2月在广西医科大学医学实验中心完成。 

材料： 

主要试剂与仪器： 

Main reagents and instruments: 

 

 

 

 

 

 

 

 

试剂与仪器 来源 

低糖 DMEM                                        

胎牛血清                                   

青霉素、链霉素溶液、2.5 g/L胰酶 

1,25-(OH)2VitD3、地塞米松、左旋抗坏血酸、β-甘油磷酸钠 

碱性磷酸酶试剂盒                                

倒置相差显微镜                                  

透射电镜                                        

扫描电镜                                        

Hyclone 

浙江天杭生物科技有限公司 

北京吉诺恩泰生物科技有限公司 

Sigma 

GENERAY 

OLYMPUS 

日立 H7650 

VEGA3 TESCAN，捷克 
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实验动物：4周龄纯种新西兰大白兔1只，体质量1 kg，

购自广西医科大学实验动物中心提供，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
[7]
。 

实验方法： 

骨髓间充质干细胞的分离培养及纯化
[8]
：30 g/L戊巴比

妥钠按 1 mL/kg 剂量经兔耳缘静脉行全身麻醉。常规

消毒铺巾，于双侧胫骨近端作骨穿，穿刺成功后用含

有 0.5 mL 肝素钠盐水的注射器抽取骨髓 4.0-5.0 mL，

将骨髓转移至离心管，再加入等量的 PBS 洗涤后以    

1 000 r/min，离心 5 min，弃去上清液，加入培养基重

悬后接种于 100 mL的培养瓶中，于 37 ℃、体积分数

5%CO2的培养箱中培养，3 d后全量换液，去除悬浮细

胞。原代培养细胞长满瓶底面积 80%-90%时，加入  

2.5 g/L 胰蛋白酶消化 2.0-3.0 min，加入含有血清的

LG-DMEM 培养基终止消化。1 000 r/min离心 5 min，

弃上清液，吹打细胞后以 1∶3 接种。倒置相差显微镜

下观察细胞的形态及生长状况。 

骨髓间充质干细胞的鉴定：参考文献[6]的方法鉴定骨

髓间充质干细胞。 

兔骨髓间充质干细胞向成骨细胞诱导分化：取生长良好

的第 3代兔骨髓间充质干细胞，2.5 g/L 胰蛋白酶消化，

1 000 r/min，离心 5 min，一部分细胞重悬后接种在  

100 mL培养瓶中，剩余细胞重悬后计数，以 5×10
9
 L

-1

接种于放置有经多聚赖氨酸处理玻片的 6孔板中，待细

胞长到容器底部的 60%时加入含体积分数 10%胎牛血

清，0.01 μmol/L地塞米松、10 mmol/L β-甘油磷酸钠、

50 μmol/L左旋抗坏血酸和 0.1 μmol/L 1，25-(OH)2VitD3

的条件培养基，每 3 d 换液 1次。倒置相差显微镜下观

察细胞形态及钙结节的形成情况，于诱导 7 d后行Ⅰ型

胶原免疫细胞化学染色，诱导 14 d 后进行碱性磷酸酶

染色，诱导 21 d 后通过电镜检测诱导后兔骨髓间充质

干细胞的表面结构及超微结构，21 d 后行茜素红 S 染色

及 von-kossa染色对兔骨髓间充质干细胞成骨分化情况

进行鉴定。 

主要观察指标：①兔骨髓间充质干细胞培养及纯化

结果。②兔骨髓间充质干细胞成骨诱导分化后的鉴定结

果。 

   

2  结果 

 

2.1  兔骨髓间充质干细胞培养及纯化结果  原代培养

24 h后见部分细胞开始贴壁，48 h后见较多细胞贴壁，

细胞呈短小梭形或多角形，排列不规则，可发现较多的

造血细胞。培养5-7 d，细胞生长迅速并互相融合达

70%-80%，细胞形态以长梭形为主，见图1A，通过传

代，换液后可获得较高的细胞纯度，见图1B。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  兔骨髓间充质干细胞成骨诱导分化后的鉴定结果   

茜素红S染色及Von-kossa染色：见图2。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  倒置显微镜下观察到的兔骨髓间充质干细胞的细胞形

态(×100) 

Figure 1  Morphology of rabbit bone marrow mesenchymal 

stem cells observed under inverted microscope 

(×100) 

 

A：原代培养的兔骨髓间充质干细

胞形态以长梭形为主   

B：传代培养的兔骨髓间充质干细

胞可获得较高的细胞纯度  

图 2  兔骨髓间充质干细胞成骨诱导后钙结节的形成及染色

结果 

Figure 2  Calcium nodule formation and staining results after 

osteogenic induction of rabbit bone marrow 

mesenchymal stem cells 

 

A：兔骨髓间充质干细胞成骨诱导

后矿化结节形成(箭头) (×200)    

B：兔骨髓间充质干细胞茜素红 S

染色见典型红色矿化结节(箭头) 

(×200)  

C：兔骨髓间充质干细胞 Von-kossa 染色可见矿化结节被染成黑色(箭头) 

(×100) 
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成骨诱导培养后1周，细胞有梭形转变到多角形或

星形，且细胞体积有所增大，诱导21 d后出现矿盐沉积

形成矿化结节，见图2A；茜素红S染色见典型红色矿化

结节，见图2B；Von-kossa染色可见矿化结节被染成黑

色，见图2C。 

 

Ⅰ型胶原免疫细胞化学染色及碱性磷酸酶染色：成骨诱

导后7 d后Ⅰ型胶原表达出现阳性反应，细胞胞浆被染

成黄褐色，见图3A。 

 

成骨诱导14 d后碱性磷酸酶染色也出现阳性反应，

细胞胞浆呈蓝黑色，见图3B。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

兔骨髓间充质干细胞成骨诱导后的电镜检测：扫描电镜

下见细胞成星形，胞体增大，见图4A。 

 

透射电镜下见诱导后细胞核较规则，常呈圆形或

椭圆形。细胞连接紧密，具有丰富的微绒毛样突起，

交错样排列，见图4B，且细胞器丰富，粗面内质网发

达，线粒体明显增多，见图4C。 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

20世纪70年代，Friedenstein等
[9]
首先报道了成纤

维细胞的存在，这些细胞可以从成人骨髓中分离，能够

在塑料上形成克隆，当和适当的载体一起移植到皮下的

时候可以成骨并且重组一个造血微环境。Owen等
[10]
对

骨髓基质进行研究发现骨髓间充质干细胞伴随造血系

统细胞生长，且保持自我更新的能力。随着组织工程学

的发展，骨髓间充质干细胞由于来源广泛，取材方便且

具有多向分化潜能，在不同的培养条件下可向成骨细

胞、软骨细胞、肌细胞及神经细胞等分化，是组织工程

理想的种子细胞来源
[11-15]

。 

 

目前常用的分离方法有全骨髓贴壁筛选分离法、密

度梯度离心法、流式细胞仪和免疫磁珠分离法
[16]
。其中

流式细胞仪分离法和免疫磁珠分离法对细胞活性影响

较大，实验要求高且需要较多骨髓使其应用受到限制。

而密度梯度离心法虽然能够获得纯度高的单核细胞，但

由于多次离心可造成细胞的大量流失且对细胞活性有

一定的影响使其应用值得商榷。全骨髓贴壁法是根据骨

髓间充质干细胞具有在塑料组织培养瓶中贴壁生长的

图 3  兔骨髓间充质干细胞成骨诱导后的Ⅰ型胶原免疫细胞

化学染色及碱性磷酸酶染色结果   

Figure 3  Type Ⅰ collagen immunohistochemical staining and 

alkaline phosphatase staining of rabbit bone marrow 

mesenchymal stem cells after osteogenic induction 

 

A：兔骨髓间充质干细胞成骨诱导后 I 型胶

原免疫细胞化学染色阳性(箭头) (×400)   

B：兔骨髓间充质干细胞成骨诱导后碱

性磷酸酶染色阳性(箭头) (×200) 

图 4  兔骨髓间充质干细胞成骨诱导后电镜下的观察结果   

Figure 4  Electron microscope view of rabbit bone marrow 

mesenchymal stem cells after osteogenic induction 

 

A：兔骨髓间充质干细胞成骨诱导

后扫描电镜下细胞体积变大成多

角形(箭头，×1 000) 

B：兔骨髓间充质干细胞成骨诱导

后透射电镜下细胞连接(箭头， 

×6 000) 

C：兔骨髓间充质干细胞成骨诱导后细胞内的细胞器丰富，粗面内质网发

达，线粒体明显增多(箭头，×20 000) 
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特性对其进行分离，虽然在培养过程中混杂有一定数量

的造血干细胞、内皮细胞及成纤维细胞，但这些杂细胞

可通过传代换液去除。目前研究表明，细胞培养早期骨

髓中各种细胞的存在有利于保持骨髓间充质干细胞生

长的微环境
[17]
，且培养液中存在有少量的造血干细胞及

成纤维细胞可通过分泌相关细胞生长因子产生协同作

用促进骨髓间充质干细胞的生长存活。 

 

近年来，骨髓间充质干细胞作为骨组织工程的种子

细胞受到广泛关注，如何在体外将骨髓间充质干细胞成

功诱导成具有成骨细胞特性且仍保持细胞活力至关重

要。骨髓间充质干细胞在分化过程中受到很多因素的影

响，包括自身因素和环境因素。自身因素中最主要的是

控制基因表达的转录因子。 

 

目前研究较多的自身调控因素主要为Cbfa1转录因

子(急性骨髓性白血病因子3)，在生物进化中高度保守的

细胞核内转录因子Cbfa1是成骨细胞分化和骨形成过程

中的控制基因，在去除老鼠的Cbfa1基因后，成骨细胞

分化完全受抑制，使骨骼的软骨内骨化成骨和膜内骨化

成骨均不能发生
[18]
。 

 

环境因素主要包括骨形态发生蛋白、维生素、激素

和重力因素等。骨形态发生蛋白主要通过增加细胞内骨

桥蛋白、骨钙素及Ⅰ型胶原蛋白及增高碱性磷酸酶的活

性来促进细胞分化
[19]
。1，25(OH)2vitD3是维生素D活性

代谢产物，其作用通过维生素D受体介导，诱导其向成

骨细胞分化且能抑制成骨细胞凋亡，促进骨髓间充质干

细胞成骨标记物Ⅰ胶原蛋白、骨桥蛋白及碱性磷酸酶的

的分泌
[20-21]

。地塞米松是成骨诱导剂不可缺少的成分，

其不仅促进骨髓基质细胞生长和分化，而且调节成骨细

胞分泌胰岛素样生长因子，促进细胞外基质胶原合成。

值得注意的是骨髓间充质干细胞成骨分化对地塞米松具

有浓度依赖性，低浓度促进骨髓间充质干细胞向成骨细

胞分化，高浓度使其向脂肪细胞分化，研究表明      
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 mol/L时促成骨分化作用作用最明显
[22]
。β-甘油磷酸

盐和抗坏血酸同样也是成骨分化不可或缺的条件。因为

β-甘油磷酸盐可提供磷离子作为磷酸酶作用的底物，诱

导和激活碱性磷酸酶，促进有机磷向无机磷转化及矿盐

沉积及钙化，是骨髓间充质干细胞发生矿化结节沉积的

必要条件
[23]
。Coelho等

[24]
认为骨髓基质细胞只有在β-甘

油磷酸钠存在的情况下才可以发生矿化结节的沉积；抗

坏血酸是细胞合成胶原不可或缺的成分，不仅可以促进

细胞贴壁并调节碱性磷酸酶活性
[25]
。 

 

实验采用经典的成骨诱导方案，在体外二维培养体

系中加入含10 nmol/L地塞米松、50 μmol/L抗坏血酸、

10 mmol/L β-甘油磷酸钠、0.1 μmol/L 1，25-(OH)2VitD3

的成骨诱导剂，成骨诱导7 d后Ⅰ型胶原免疫细胞化学染

色呈阳性；诱导14 d后碱性磷酸酶染色阳性；诱导21 d

后细胞表面出现钙盐沉积及矿化结节，茜素红及

von-kossa染色均呈阳性，表明骨髓间充质干细胞在成

骨诱导剂的作用下具有向成骨分化的特性；同时在骨髓

间充质干细胞成骨诱导21 d后，作者在电镜下观察细胞

表面结构及内部超微结构，发现成骨诱导后的兔骨髓间

充质干细胞体积增大，呈平铺状态，细胞核较规则，常

呈圆形或椭圆形；细胞连接紧密，具有丰富的微绒毛样

突起，交错样排列；细胞内可见高电子密度且，细胞器

丰富，粗面内质网发达，线粒体明显增多。王志顺等
[26]

和潘生才等
[27]
的研究都发现骨髓间充质干细胞在成骨

诱导后细胞核及粗面内质网较丰富，可见线粒体，空泡，

糖原颗粒；经成骨诱导后线粒体及粗面内质网明显增

多，空泡及糖原颗粒增加，细胞内可见高电子密度。实

验结果与上述两位研究者的实验结果吻合。 

 

实验通过全骨髓贴壁法培养兔骨髓间充质干细胞，

操作简单容易，通过换传代可以获得纯度较高且具有贴

壁活性的兔骨髓间充质干细胞，在成骨诱导剂的作用

下，骨髓间充质干细胞可向成骨细胞分化，且体外诱导

分化的成骨细胞生长良好，表现出与成骨细胞相似的形

态学和生物学特性，证实骨髓间充质干细胞具有向成骨

细胞分化的潜能，表明骨髓间充质干细胞是可以作为骨

组织工程种子细胞，为进一步利用异种生物衍生骨支架

进行三维体系培养并构建生物衍生骨组织工程奠定实

验基础。 
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