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文章亮点： 
1 目前还缺乏前列腺素 E1对骨髓间充质干细胞增殖影响的研究。实验首次利用临床药物前列腺素 E1在体外
干预骨髓间充质干细胞，观察增殖生长情况，为临床应用提供治疗靶点。 
2 实验结果发现在体外分离培养大鼠骨髓间充质干细胞后，使用不同浓度的前列腺素 E1对 P3代的骨髓间充
质干细胞进行干预后，能显著增加骨髓间充质干细胞的增殖能力，呈一定的量效关系，并以质量浓度为 10 μg/L
时最为显著。  
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摘要 
背景：目前还缺乏前列腺素 E1对骨髓间充质干细胞增殖影响的研究。 
目的：观察前列腺素 E1与骨髓间充质干细胞共培养对细胞增殖作用的影响。 
方法：体外培养 SD大鼠骨髓间充质干细胞。取第 3 代细胞利用流式细胞仪鉴定细胞表面表型。以每孔 1×104

数量接种于 96 孔板，将前列腺素 E1分别以 0(对照组)，1，2，5，10，20，40，100 μg/L的浓度作用骨髓
间充质干细胞 72 h，以 CCK-8法检测细胞增殖情况，观察最佳增殖浓度 10%的前列腺素 E1在不同时间(24，
48，72 h)对骨髓间充质干细胞增殖的影响。 
结果与结论：P3 代骨髓间充质干细胞表面阳性率 CD11b/c 为 4.93%，CD29 为 99.93%，CD45 为 0.1%，
CD90 为 99.58%，符合骨髓间充质干细胞特征。质量浓度为 1，2，5，10，20，40，100 μg/L的前列腺素
E1均可以促进骨髓间充质干细胞在体外的增殖，以 10 μg/L的作用最强。10 μg/L前列腺素 E1在作用 48 h
后能显著促进大鼠骨髓间充质干细胞增殖(P < 0.05)，其作用呈一定程度的时间依赖性，72 h达最高。 
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Abstract 
BACKGROUND: Currently, there are few studies about prostaglandin E1 on the proliferation of bone marrow 
mesenchymal stem cells. 
OBJECTIVE: To explore the effects of prostaglandin E1 on the proliferation of bone marrow mesenchymal stem 
cells.  
METHODS: Bone marrow mesenchymal stem cells isolated from Sprague Dawley rats were cultured in vitro. 
Passage 3 cells were selected to identify cell surface phenotypes by flow cytometry. Cells were seeded onto 
96-well microtiter plates at a density of 1×104 cells/well, and then treated with prostaglandin E1 at concentrations 
of 0, 1, 2, 5, 10, 20, 40, 100 μg/L for 3 days. Cell counting kit-8 assay was applied to assess cellular proliferation, 
and detect the optimal proliferative concentration of prostaglandin E1 (10%) effects on the proliferation of bone 
marrow mesenchymal stem at 24, 48 and 72 hours. 
RESULTS AND CONCLUSION: The positive rates of passage 3 cells were 4.93% for CD11b/c, 99.93% for CD29, 
0.1% for CD45, 99.58% for CD90. In vitro proliferation of bone marrow mesenchymal stem cells could be 
promoted by prostaglandin E1 at concentrations of 1, 2, 5, 10, 20, 40 and 100 μg/L, and the optimal concentration 
was 10 μg/L. The proliferation of bone marrow mesenchymal stem cells was promoted dramatically after 
intervention with 10 μg/L prostaglandin E1 for 48 hours (P < 0.05), and peaked at 72 hours in a time-dependent 
manner.  
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0  引言  Introduction 
心肌细胞是一种高度分化的终末细胞，坏死后绝大

部分都不能再生。缺血性心脏病传统的治疗原则包括预

防和阻止血管病变发展及血运重建等, 但却无法逆转或
修复已坏死的心肌。近年来随着干细胞技术的迅速发展，

细胞治疗正在成为一个修复或再生受损心肌的新疗法。 
骨髓间充质干细胞是存在于骨髓中的非造血干细

胞，具有分化心血管组织的潜能及其他的横向分化功能，

因获取容易、扩增能力强、避免伦理学争议，已被广泛

的应用在缺血性心脏病及其他再生疾病的治疗中[1-3]
。但

是移植后的骨髓间充质干细胞存活率很低，这可能与移

植区域心肌微环境有关
[4]
。因此如何改善骨髓间充质干细

胞的生存能力，是目前细胞移植治疗缺血性心脏病研究

亟待解决的难题。 
间充质干细胞在骨髓中含量极少，仅占骨髓有核细胞

总数的0.001%-0.1%，单纯分离后进行移植，效果欠佳。
有学者研究发现增加一定数量的细胞，是提高移植疗效的

有效途径之一
[5-6]
。由于组织工程研究需要大量的种子细

胞，因此培养出足够数量的骨髓间充质干细胞对细胞在体

内、体外实验及改善移植效果显得至关重要。 
前列腺素E1是一种血管活性药物，具有扩张血管，

降低周围血管阻力，稳定生物膜降低血小板黏附率，改

善血液黏度和红细胞变形能力，抑制血小板黏附聚集及

血栓素A2生成，抑制炎症反应等作用[7-9]
，有保护缺血性

心肌，缩小心肌梗死面积等作用，还有排钠、利尿及对

肝、肾、肺、胃病变均有治疗、保护作用。 
前列腺素E1对不同的组织和细胞产生效应的机制不

同，如对人类胃肠道及皮肤成纤维细胞，血管内皮细胞

增殖呈现抑制作用，前列腺素E1刺激这些细胞内环磷腺
苷的积累作用，而环磷腺苷的作用是抑制细胞的有丝分

裂，从而使细胞增殖数量降低。对人前脂肪细胞的增殖

和分化均有较强的刺激作用，因为人类前脂肪细胞中存

在大量前列腺素受体，前列腺素E1可以结合这些受体降
低细胞内环磷腺苷，促进前脂肪细胞分化的作用。前列

腺素E1还可以促进人类真皮纤维母细胞的增殖作用，机
制是通过调节该细胞白细胞介素6和白细胞介素8的产
生，刺激细胞的增殖

[10]
。 

目前尚未有前列腺素E1对骨髓间充质干细胞增殖影
响的研究。实验研究通过体外细胞培养技术，以间充质干

细胞移植后发挥疗效密切相关的细胞移植数目为研究目

的，选择临床上治疗缺血性心脏病的常用药物前列腺素E1
进行干预，通过增加骨髓间充质干细胞数量，为干细胞移

植治疗缺血性心脏病提供理论依据和实践经验。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  

  设计：细胞学水平，随机分组，对比观察实验。 
时间及地点：实验于2012年11月至2013年5月在中山

大学病理生理实验室和中山大学孙逸仙纪念医院医学研究

中心完成。 
材料： 
实验动物：2周龄清洁级SD大鼠，体质量80-120 g，

雌雄不拘，购自中山大学动物实验中心，无人畜共患疾病。

实验过程中对动物处置符合动物伦理学标准。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 

骨髓间充质干细胞的分离和培养：SD大鼠麻醉后颈椎
脱臼处死后，无菌条件下取其两只股骨，PBS反复冲洗骨
髓腔，然后收集冲洗液收集于10 mL离心管，1 000 r/min
离心5 min，弃尽上液，用DMEM/F12(体积分数10%胎牛
血清)培养液重新悬浮细胞，将其接种于25 cm2

的塑料培养

瓶中，密度为每瓶2×107
个细胞，放置体积分数5%CO2、

37 ℃、饱和湿度中培养。根据细胞生长代谢情况，两三天
半量换液1次，逐渐去除悬浮细胞。待细胞生长达80%-90%
融合后予以传代，用0.25%胰酶37℃消化贴壁细胞，1∶2
接种传代。选用第3代细胞，按实验室常规做流式表面标志
鉴定。 
骨髓间充质干细胞的鉴定：选取P3代间充质干细胞，

将待测的细胞用PBS洗涤3次，然后使用0.25%胰酶+ 
0.02%EDTA液消化细胞5 min。显微镜下观察细胞变圆后，

前列腺素E1对大鼠骨髓间充质干细胞增殖的影响的主要试剂及仪器： 

试剂及仪器 来源 

FITC标记抗大鼠CD29抗体、FITC标记抗 
大鼠CD45抗体、APC 标记CD45抗体、 
PE标记CD11b/c抗体       

美国BD公司 

DMEM培养液，优质胎牛血清、0.25% 
胰蛋白酶-EDTA        

美国Gibco公司 

双抗：青霉素、链霉素                       Solarbio 公司 

前列地尔粉剂                               德国许瓦兹制药集团 

Cell Counting Kit-8试剂盒                     Dojindo公司 

台式高速离心机                             Eppendorf公司 

流式细胞仪                                 美国Becton Dickinson公司 

自动拍摄光学显微镜、BX51型光学显微镜、   日本Olympus公司   

自动摄影倒置相差显微镜 、二氧化碳恒温 
培养箱、Thermo Multiskan MK3 酶标仪        

美国Thermo公司 
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终止消化，转离心管予500×g/min，离心5 min，收集细胞沉
淀，弃上清，PBS洗涤3次，调整细胞浓度至1×109 L-1

，取

含1×105
细胞的细胞悬液100 μL分别加入荧光标记的

CD11b/c，CD29，CD45，CD90抗体，4 ℃避光孵育30 min，
PBS洗去标记的抗体2遍，加入500 μL PBS重悬细胞，流
式细胞仪检测样。 

实验分组：实验分为8组，每组6个孔。对照组使用
体积分数10%胎牛血清的DMEM培养基100 μL培养，即 
0 μg/L组；前列腺素E1处理组分为 1，2，5，10，20，40，
100 μg/L含有前列腺素E1的体积分数10%胎牛血清的低糖
DMEM培养基100 μL。 

CCK-8实验：Cell Counting Kit简称CCK试剂盒是广
泛应用于细胞增殖和细胞毒性的快速高灵敏度检测试剂

盒。CCK-8属于MTT的升级产品，工作原理为：在电子耦
合试剂存在的情况下，可以被线粒体内的脱氢酶还原生成

高度水溶性的橙黄色的甲臜产物。颜色的深浅与细胞的增

殖成正比与细胞毒性成反比。使用酶标仪在450 nm波长处
测定A值，间接反映活细胞数量。CCK-8是目前测定细胞
活性的一种较稳定和灵敏的实验方法。 

细胞处理：将P3代骨髓间充质干细胞以1×104/孔细胞
100 μL接种至96孔板共60孔，最外一圈36孔加PBS 200 μL
以防止边缘效应。置于37 ℃、体积分数5%CO2细胞培养

箱培养，细胞接种24 h贴壁生长后，全部培养孔内的细胞
换液，PBS洗3遍。按照实验分组分别加入质量浓度0，1，
2，5，10，20，40，100 μg/L的前列腺素E1给予不同处理。
根据实验设计24，48，72 h后每培养孔加入CCK-8工作液
10 μL，放入37 ℃细胞培养箱内孵育2 h，用酶联免疫检测
仪在450 nm波长处测定其吸光度值。每组设6个重复孔，取
平均值，实验重复3次。各组细胞48，72 h A值与其24 h对
照组A值相比得出48 h、72 h的相对增殖率。各组细胞的相
对活力=前列腺素E1组A450值/对照组A450值×100%。 
主要观察指标：CCK-8法检不同前列腺素E1质量浓度

(0，1，2，5，10，20，40，100 μg/L)和最佳增殖浓度的
前列腺素E1在不同时间(24，48，72 h)对骨髓间充质干细
胞增殖的情况。 

统计学分析：使用SPSS 17.0 for windows统计软件进
行统计学处理。计量资料数据用x

_

±s表示，统计方法使用采
用方差分析中的Kruskal Wallis检验及秩和检验u-test分
析。 

 
2  结果  Results  
2.1  骨髓间充质干细胞形态及鉴定结果  获取的骨髓间
充质干细胞在24 h后细胞已大量贴壁，呈圆球形生长，培
养基表面可见大量的悬浮未贴壁细胞。48 h后首次全换液
去除悬浮和沉降瓶底的造血细胞和血细胞。五六天造血细

胞成分大量减少，细胞排列有一定的方向性，呈“旋涡样”

生长，7-12 d细胞为快速增殖期，呈放射样增长，经传代
以后黏附在瓶壁上的造血细胞和血细胞即可逐渐被清除，

P3代后即可得到较纯化的细胞。经过传代后P3代的间充质
干细胞见典型的纺锤形或短梭形生长，呈放射状排列，见

图1。 
2.2  大鼠骨髓间充质干细胞表面标志鉴定  流式细胞仪
对间充质干细胞表面抗原鉴定结果示：P3代间充质干细胞
表面阳性率CD11b/c 为4.93%、CD29为99.93%、白细胞
标志抗原CD45为0.1%、基质细胞抗原CD90为99.58%。
结果提示获取的细胞表面抗原与文献报道相符，可确定实

验所鉴定的细胞为骨髓间充质干细胞，见图2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

图 2  流式细胞仪检测 P3代细胞表面抗原表达结果 
Figure 2  Flow cytometric analysis of surface antigens in passage 3 bone marrow mesenchymal stem cells  
图注：细胞表面阳性率 CD11b/c 为 4.93%、CD29为 99.93%、白细胞标志抗原 CD45为 0.1%、基质细胞抗原 CD90为 99.58%。提示获取的
细胞表面抗原与骨髓间充质干细胞相符。 

图 1  P3代骨髓间充质干细胞的形态(倒置相差显微镜，×100) 
Figure 1  Morphology of passage 3 bone marrow mesenchymal 
stem cells (inverted phase contrast optical microscopy, ×100) 
图注：P3代的间充质干细胞见典型的纺锤形或短梭形生长，呈放射
状排列。 
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2.3  不同质量浓度前列腺素E1对大鼠骨髓间充质干细胞
增殖的影响  为观察前列腺素E1对间充质干细胞增殖影
响的量效关系，应用不同质量浓度(0，1，2，5，10，20，
40，100 μg/L)前列腺素E1与间充质干细胞共培养72 h，使
用CCK-8法检测其对间充质干细胞增殖的影响。在作用骨
髓间充质干细胞72 h后，可不同程度的促进骨髓间充质干
细胞的增殖，各质量浓度前列腺素E1作用骨髓间充质干细 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
胞72 h较对照组(0 μg/L)均有显著促进增殖作用，组间比较
分析可得10 μg/L前列腺素E1组增殖的效果高于其他浓度
组，见图3A及表1。 
2.4  不同时间10 μg/L前列腺素E1对大鼠骨髓间充质干细
胞增殖的影响  为观察10 μg/L前列腺素E1对大鼠骨髓间
充质干细胞增殖影响的时－效关系，使用前列腺素E1与大
鼠骨髓间充质干细胞共培养24，48，72 h。CCK-8法检测
结果显示，10 μg/L前列腺素E1在作用48 h后能显著促进大
鼠骨髓间充质干细胞增殖(P < 0.05)，其作用呈一定程度的
时间依赖性，72 h达最高(P < 0.01，图3B及表2)。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

表 2  CCK-8法检测 10 μg/L前列腺素 E1与骨髓间充质干细胞共培
养不同时间对细胞增殖的影响 
Table 2  Effects of 10 μg/L prostaglandin E1 on proliferation of 
bone marrow mesenchymal stem cells at different time after 
co-culture using cell counting kit-8 assay                   (x

_

±s) 

表注：10 μg/L前列腺素 E1在作用 48 h后能显著促进大鼠骨髓间充质干细胞

增殖(P < 0.05)，其作用呈一定程度的时间依赖性，72 h达最高。与 24 h比较，
aP < 0.05，bP < 0.01。 

时间(h)     前列腺素 E1(A)    对照组(A)     相对活力(%) 

24 
48  
72         

0.92±0.17 
1.31±0.14a 
1.96±0.09b        

0.81±0.11 
1.04±0.18  
1.15±0.16           

112.77±19.07 
125.97±13.38a 
170.91± 7.45b 

表 1  CCK-8法检测不同浓度前列腺素 E1与间充质干细胞共培养 
72 h对细胞增殖的影响 
Table 1  Proliferation of bone marrow mesenchymal stem cells 
co-cultured with different concentrations of prostaglandin E1 for  
72 hours detected by cell counting kit-8 assay              (x

_

±s)

表注：可见 10 μg/L前列腺素 E1组增殖的效果高于其他浓度组。与 0 μg/L比

较，
aP < 0.05，b P < 0.01。 

前列腺素 E1质量浓度(μg/L)    A450          相对活力(%) 

0  
1 
2 
5 
10 
20 
40 
100  

1.15±0.16  
1.75±0.35b 
1.82±0.21b 
1.82±0.15b  
1.96±0.09b 
1.66±0.42b  
1.59±0.22a   
1.41±0.22a        

100.00±13.63 
152.83±27.60b 
158.49±16.99b 
158.89±11.94b 
170.91± 7.45b 
144.79±33.49b 
138.98±17.72a 
122.77±27.93a 
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图 3  前列腺素 E1与间充质干细胞共培养 72 h对细胞增殖作用的量效关系及 10 μg/L前列腺素 E1对细胞增殖作用的时效关系 
Figure 3  Dose-dependent effect of prostaglandin E1 on the proliferation of bone marrow mesenchymal stem cells after co-culture for 72 hours as 
well as time-effect relationship of 10 μg/L prostaglandin E1 with cell proliferation 
图注：①图中 A为细胞体外增殖作用的量效关系；B为细胞体外增殖作用的时效关系。②各质量浓度前列腺素 E1作用骨髓间充质干细胞 72 h
较对照组均有显著促进增殖作用，10 μg/L前列腺素 E1组增殖的效果高于其他浓度组。③10 μg/L前列腺素 E1作用 48 h后能显著促进大
鼠骨髓间充质干细胞增殖(P < 0.05)，其作用呈一定程度的时间依赖性，72 h达最高。与对照组比较，aP < 0.05，bP < 0.01。 
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3  讨论  Discussion 
骨髓间充质干细胞是存在于骨髓中的非造血干细胞，

具有横向分化功能，在一定诱导因子作用下能够分化为骨、

软骨、肌肉和脂肪等各种间治疗组织[11-14]，在某些诱导因

子作用下能在体内外分化为心肌细胞[15-16]，在再生医学领

域里的应用倍受关注[14]。 
目前分离纯化间充质干细胞的方法主要有贴壁分离

法、密度梯度离心法、流式细胞仪分选法和免疫磁珠分选

法[17-18]。这些方法既可独立应用，又可联合使用提取更纯

化的间充质干细胞，各有优势。 
实验采用贴壁分离法，结合胰酶消化细胞后离心传代，

去除造血细胞，短期内获得大量形态均一成纤维样生长的

间充质干细胞，传代后纯度高达95%以上，方法简单、高
效，为进一步实验提供良好的种子细胞。目前仍未发现间

充质干细胞的特有表面标记，它表达间质细胞、内皮细胞、

表皮细胞的等多种表面标志，主要包括：CD102，CD73，
CD29，CD44，CD54，CD90，CD106，CD120a，CD124，
CD106。不表达造血前体细胞标志CD34、白细胞标记抗
原CD45、淋巴细胞标记CD11a等[19]。虽然目前仍未有单

一方法进行骨髓间充质干细胞的鉴定，但常使用显微镜下

观察大体细胞形态，然后使用流式细胞仪进行细胞表面抗

原测定[20]。 
实验使用流式细胞仪对P3代的间充质干细胞进行表

面抗原测定，结果提示：CD11b/c表达(-)、CD29表达(+)、
白细胞标志抗原CD45表达(-)、基质细胞抗原CD90表达
(+)，CD90表达率应大于95%，CD11b、CD45的表达率应
低于2%，结果与文献报道相符，因此可证实所获得的细胞
即为骨髓间充质干细胞

[21-24]
。 

尽管骨髓间充质干细胞的生物治疗取得了举目的成

就，然而移植到心梗区后的细胞数量少，低存活率仍然是

待需解决的问题。因此实验从骨髓间充质干细胞治疗缺血

性心脏病有关机制进行探讨，研究前列腺素E1对细胞增殖
的影响。 
前列腺素E1是广泛存在体内的生物活性物质，1960

年由Bergsrtoem等首先分离出并详细研究其分子结构。
临床上常用的前列腺素E1药物又名前列地尔，具有保护
冠状动脉血管内皮，防止损伤，促进动脉粥样硬化斑块

的稳定，促进再灌组缺血心肌微血管的开放，改善微循

环作用[25-26]。在动物实验中观察到可以减轻急性心肌梗

死后的炎症反应，减少心肌无复流面积等心肌保护作  
用[27]。前列腺素E1在心血管疾病、缺血性心脏病、血管
重塑中得到广泛应用。 
有研究证实前列腺素E1可促进不同细胞的增殖效应。

有学者将人正常脂肪组织分离培养脂肪源性基质细胞，用

的前列腺素E1 处理培养的细胞24 h后，观察到促进脂肪
源性基质细胞的增殖作用[10]。Jia等[28]发现前列腺素E1通过
cAMP/PKA信号通路,激活细胞内转录因子CREB1，上调

CyclinD1/CDK4和CyclinE/CDK2 mRNA的表达，促进了鸡
卵泡外膜层细胞的增殖。前列腺素E1可通过血管内皮生长
因子促进血管内皮细胞增生[29]。 

实验发现在1，2，5，10，20，40，100 μg/L质量
浓度范围内前列腺素E1作用骨髓间充质干细胞72 h后可
明显促进增殖(P < 0.05)，并以10 μg/L浓度效果较为明显。
因此作者对最佳增殖浓度的前列腺素E1进行药物时效的
研究，结果提示前列腺素E1在作用骨髓间充质干细胞24 h
后细胞活力开始升高，并在48 h明显升高(P < 0.05)，72 h
显著升高(P < 0.01)。根据2次实验结果可明确前列腺素E1
促增殖效果有一定浓度依赖性及时效性，但是前列腺素E1
究竟通过那些信号通路影响间充质干细胞的增殖还需进一

步的研究，另外药物的浓度范围药效时间，及对骨髓间充

质干细胞远期的增殖影响依然具有研究潜力，结果提示若

在临床移植骨髓间充质干细胞时联合使用前列腺素E1治
疗，不仅可以改善移植的宿主微环境，且可促进骨髓间充

质干细胞增殖，有望提高移植疗效的作用，具有可观的临

床应用前景。 
 
作者贡献：实验设计及评估为通讯作者，实施为第一、二、

三作者，均经过正规科研培训。 

利益冲突：文章及内容不涉及相关利益冲突。 

伦理要求：实验过程中对动物的处置符合 2009 年《Ethical 

issues in animal experimentation》相关动物伦理学标准的条例。 
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质，具有抑制血小板聚集、血栓素 A2 生成、动脉粥样硬化、

脂质斑块形成及免疫复合物的作用，能扩张外周血管和冠状血

管，降低外周阻力和血压，有保护缺血性心肌，缩小心肌梗死

面积等作用，还有排钠、利尿及对肝、肾、肺、胃病变均有治

疗、保护作用。 
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