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文章亮点： 
研究创新点在于利用层粘连蛋白构建体外培养体系，为鸡骨髓间充质干细胞的扩增提供合适的微环境。实验

证实层粘连蛋白培养体系能快速地扩增出大量增殖能力强和未分化性能良好的鸡骨髓间充质干细胞，效果显

著优于传统的二维培养体系。  
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摘要 
背景：鸡骨髓间充质干细胞是胚胎发育学、免疫学和肿瘤学研究重要的细胞模型，但如何大规模扩增并使其

保持良好的未分化潜能是鸡骨髓间充质干细胞应用中亟待解决的难题。 
目的：建立扩增鸡骨髓间充质干细胞的层粘连蛋白培养体系。 
方法：将体外分离得到的鸡骨髓间充质干细胞分别接种在包被层粘连蛋白培养皿和传统二维培养皿上。经过

体外扩增，比较两种培养体系下，鸡骨髓间充质干细胞的形态特征、表面标志物、扩增性能和成脂分化潜能。 
结果与结论：层粘连蛋白培养体系和常规培养体系中骨髓间充质干细胞的形态学特征和表面标志物表达没有

显著差异，但层粘连蛋白培养体系获得的骨髓间充质干细胞增殖能力和分化潜能都明显优于传统培养体系。

可见层粘连蛋白培养体系能快速地扩增出大量增殖能力强和未分化性能良好的鸡骨髓间充质干细胞，为鸡骨

髓间充质干细胞的进一步深入研究和应用提供生物学基础。 
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Expansion of chicken bone marrow mesenchymal stem cells by laminin culture 
system   
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Abstract 
BACKGROUND: Bone marrow mesenchymal stem cells from chickens are important cell models for embryonic 
developmental biology, immunology and oncology research. However, it is difficult to keep bone marrow 
mesenchymal stem cells with good undifferentiated potential in a large-scale expansion system.  
OBJECTIVE: To establish a culture system in vitro with laminin coating to expand bone marrow mesenchymal 
stem cells from chickens. 
METHODS: Isolated bone marrow mesenchymal stem cells from chickens were seeded in laminin-coated plates 
and traditional two-dimensional plates, respectively. After expansion in vitro, the morphological characteristics, 
expression of surface markers, expansion characteristics and adipogenic differentiation of bone marrow 
mesenchymal stem cells in both conditions were analyzed and compared.  
RESULTS AND CONCLUSION: There were no statistical differences in the morphological characteristics and 
expression of surface markers of bone marrow mesenchymal stem cells expanded by laminin-coated plates and 
traditional two-dimensional plates. But, the expansion characteristics and adipogenic differentiation of bone 
marrow mesenchymal stem cells cultured in laminin-coated plates were better than those in traditional 
two-dimensional plates. Laminin culture system could quickly amplify out of a large number of chicken bone 
marrow mesenchymal stem cells with better proliferation ability and undifferentiated performance. All above 
results indicated that a more efficient expansion system with laminin coating is established. 
 
Subject headings: mesenchymal stem cells; laminin; extracellular matrix; cell proliferation; chickens 
Funding: the National Natural Science Foundation of China, No. 81102160, 81273038 
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0  引言  Introduction 
自1976年Friedenstein等首次报道在长期培养的骨髓

中存在一种可贴壁生长的成纤维样细胞后，科学工作者们

陆续在脂肪、肝脏、脐带、胎盘、肌肉和骨实质等组织中

分离出这种具有多向分化潜能的成体干细胞，并命名为间

充质干细胞[1-2]。间充质干细胞已成为细胞移植、组织再生

和组织工程领域重要的细胞来源，在创伤修复、细胞治疗、

组织结构/功能重建及人工器官等方面具有巨大的应用前

景[3-6]。间充质干细胞的研究目前多集中于大鼠、小鼠和人，

鸡骨髓间充质干细胞的相关报道不多见[7-9]。鸡是胚胎发育

学、免疫学和肿瘤学研究重要的动物模型，鸡骨髓间充质

干细胞具有扩增迅速、来源方便和可塑性强等特点，已成

为相关研究不可替代的细胞模型[10-12]。 
课题组在前期实验中已证实，可通过差速贴壁法分离、

纯化罗曼鹤鸡骨髓来源的间充质干细胞[13]。然而，在对鸡

骨髓间充质干细胞进行应用转化过程中发现，鸡骨髓间充

质干细胞极易老化或自我分化，利用常规培养体系难以获

得大量的未分化性能保持良好的干细胞，其他实验室培养

人和大鼠间充质干细胞也曾有类似报道[14-16]。这提示，现

有的培养体系中可能缺乏维持间充质干细胞未分化特性的

关键成分。 
在体内，骨髓间充质干细胞特性的维持依赖于其所处的

干细胞微环境。细胞外基质是骨髓微环境重要的组成成分，

由大量的胶原蛋白、层粘连蛋白、纤维连接蛋白和多种糖蛋

白及基质膜蛋白构成，为细胞黏附、迁移提供支架，从而传

递细胞外信号，调节骨髓间充质干细胞的生命活动[17-20]。层

粘连蛋白是细胞外基质中一种可溶的大分子蛋白，对间充

质干细胞的生长分化具有重要的调节作用[21-22]。Lai等[23]

报道，层粘连蛋白在体外可部分重构间充质干细胞微环境，

有助于间充质干细胞特性的维持和快速扩增。 
本实验通过比较鸡骨髓间充质干细胞在常规培养体系

和层粘连蛋白培养体系中的形态特征、表面标志物、扩增

性能和成脂分化潜能，检验层粘连蛋白培养体系是否能高

效地扩增未分化性能保持良好的鸡骨髓间充质干细胞，以

期为鸡骨髓间充质干细胞的进一步深入研究和应用提供生

物学基础。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  

  设计：细胞学实验。 
时间及地点：于2013年4至12月在大连医科大学公共

卫生学院实验室完成。 
材料： 

实验动物：1-14 d龄罗曼鹤鸡，雌雄不限，体质量

15-80 g，购自大连韩伟集团。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 

鸡骨髓间充质干细胞的分离、纯化和培养[13，24-25]：鸡

断颈处死，体积分数为75%乙醇浸泡10 min后无菌分离股

骨和胫骨，仔细去除骨表面附着的肌肉，PBS冲洗后，剪

开干骺端，暴露骨髓腔，用PBS反复冲洗骨髓腔和干骺端，

将冲洗液反复吹打后过200目筛网，制成单细胞悬液，   
1 000 r/min离心5 min，离心后用含体积分数为10%胎牛

血清的DMEM培养液重悬，接种于培养皿中，在37 ℃、

体积分数为5% CO2的培养箱中静置培养。1 d后首次换液，

之后每3 d换液1次。待细胞生长、覆盖培养皿表面面积

80%-90%时，0.25%胰酶消化，按1∶3的比例传代培养。

用传至第3代的骨髓间充质干细胞进行实验。 
实验分组：用10 mg/L层粘连蛋白包被培养皿4 h后，

弃去残余液体并用PBS漂洗3次，实验组骨髓间充质干细胞

接种于其上，对照组骨髓间充质干细胞接种于常规培养皿，

进行体外培养。 
显微镜下观察：在倒置显微镜下观察细胞贴壁情况及

形态学变化。 
增殖能力检测：用MTT法检测不同体系中鸡骨髓间充质

干细胞的增殖能力。分别取第5代经层粘连蛋白体系和常规

体系培养的鸡骨髓间充质干细胞接种于各自对应的96孔板，

每组6个复孔，每天加20 μL MTT(5 g/L)溶液于相应复孔，孵

育4 h后，弃上清液并加入150 μL二甲基亚砜，结晶物充分

振荡溶解后，检测490 nm波长处各孔吸光度值，共检测7 d。 
表面标志物检测：收集不同体系中第3代生长状态良好

的鸡骨髓间充质干细胞，1 000 r/min室温离心5 min，PBS
洗涤细胞3次，过筛网并轻轻吹打制成单细胞悬液，待检测

样本分别加入单克隆抗体FITC-CD29和PE-CD34，同时每

管样品设立同型阴性对照，4 ℃避光孵育20 min，PBS洗涤

细胞3次，以去除未结合抗体，用500 μLPBS重悬细胞后上

流式细胞仪检测分析。 
成脂诱导分化：分别向对数生长期的不同体系中的鸡骨

髓间充质干细胞中加入成脂诱导培养液(DMEM培养液含体

积分数为10%胎牛血清、600 nmol/L吲哚美辛、5 mg/L胰岛 

层粘连蛋白扩增罗曼鹤鸡骨髓间充质干细胞实验所用主要试剂与仪器： 

试剂及仪器  来源 

DMEM培养基、胎牛血清、胰蛋白酶  H yclone公司，美国 

层粘连蛋白  BD公司，美国 

FITC-CD29抗体、PE-CD34抗体  e-BIOSCIENCE公司，美国 

β-磷酸甘油、谷氨酰胺、地塞米松、抗坏血

酸、异丁基甲基黄嘌呤、胰岛素、吲哚美辛 
Sigma公司，美国 

倒置显微镜  Olympus公司，日本 

流式细胞仪  COULTER公司，美国 
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素、10 mmol/L异丁基甲基黄嘌呤、1 μmol/L地塞米松)，
对照孔加含体积分数为10%胎牛血清的DMEM培养液，每 
3 d换液1次，均于第14天进行油红O染色。 

主要观察指标：①倒置显微镜下观察不同体系中鸡骨

髓间充质干细胞形态。②MTT法检测不同体系对鸡骨髓间

充质干细胞增殖的影响。③流式细胞仪检测不同体系对鸡

骨髓间充质干细胞表面标志物表达的影响。④利用成脂诱

导分化液和油红O染色检测不同体系对鸡骨髓间充质干细

胞分化潜能的影响。 
 

2  结果  Results  
2.1  层粘连蛋白对鸡骨髓间充质干细胞形态学的影响  见
图1。两种体系中骨髓间充质干细胞均为梭形或多边形，形

态均一，有序排列，层粘连蛋白对鸡骨髓间充质干细胞的形

态学无显著影响。但光镜下可见相同大小视野内，层粘连蛋

白培养体系中的骨髓间充质干细胞数量明显多于常规培养

体系，层粘连蛋白能明显促进骨髓间充质干细胞的增殖。 
2.2  层粘连蛋白对鸡骨髓间充质干细胞增殖的影响  结果

显示，两种培养体系中鸡骨髓间充质干细胞的生长潜伏期

均为1-3 d，之后开始进入对数生长期。但常规培养体系中

的骨髓间充质干细胞第6天就进入平台期，之后增殖速度逐

渐减慢。而层粘连蛋白组细胞在培养4 d后，其增殖速度明

显快于对照组，至培养第7天仍在快速增殖(图2)。 
2.3  层粘连蛋白对鸡骨髓间充质干细胞表面标志物的影

响  流式细胞仪检测结果显示，常规培养体系中，骨髓间

充质干细胞表面标志物CD29阳性表达率为90.81%，CD34
阳性表达率仅为0.75%；而在层粘连蛋白培养体系中骨髓

间充质干细胞CD29和CD34阳性表达率分别为93.27%和

0.56%。层粘连蛋白组骨髓间充质干细胞的CD29表达阳性

率虽高于对照组，但差异无显著性意义(图3)。 
2.4  层粘连蛋白对鸡骨髓间充质干细胞成脂分化的影响  
两个培养体系中的骨髓间充质干细胞在成脂诱导培养液下

均出现不同程度的细胞间空隙增大，细胞密度降低，部分

细胞呈圆形或椭圆形、内有呈串珠样分布的脂滴，细胞亮

度增高。油红O检测发现大量强阳性脂肪样细胞，胞浆内

含有红色串珠样排列脂滴，部分脂滴已融合，细胞体积变

大。层粘连蛋白组骨髓间充质干细胞的成脂分化能力明显

高于对照组，见图4。 
 
3  讨论  Discussion 

自2009年，Khatri等[24-29]首次分离纯化出鸡骨髓间充

质干细胞以来，鸡骨髓间充质干细胞已被应用于多个领域。

目前，鸡骨髓间充质干细胞的培养扩增主要是通过密度梯

度离心法在传统的二维培养体系(如培养瓶、培养皿等)上
进行。梯度离心法可去除与单个核细胞密度不同的其他细

胞，并分离出单个核细胞进行培养，从而获得骨髓间充质

干细胞。但已有多篇文献报道，密度梯度离心法操作复杂，

耗时较长，对细胞损伤较大，骨髓间充质干细胞的获得量

较低。而差速贴壁培养法是通过定期换液去除骨髓组分中

的不贴壁细胞和贴壁性能较弱的细胞，从而筛选出骨髓间

充质干细胞。该方法操作简单，耗时短，对细胞损伤小，

而且骨髓中其他细胞分泌的营养组分可 大限度地保留在

培养体系内，促进骨髓间充质干细胞扩增。本实验室已通

过前期工作，建立起鸡骨髓间充质干细胞的差速贴壁培养

体系，获得的鸡骨髓间充质干细胞增殖能力强，并具有良

好的未分化潜能[13]。 
干细胞特性的维持依赖于其所处的生长微环境，细胞

外基质是干细胞微环境重要的组成成分，并为干细胞的生

命活动提供关键的物理和生化信号，这一点常被传统的二

维培养体系所忽略。传统的二维培养体系由于在体外难以

重建骨髓间充质干细胞的体内微环境，极易使培养的骨髓

间充质干细胞丧失其未分化性能，趋向分化。 
近年来，部分实验室已开始尝试利用细胞外基质的生

物学特性来调控骨髓间充质干细胞的增殖。苏约翰等[30]报

道利用细胞外基质可大规模扩增人脂肪来源的间充质干细

胞，细胞在传至15代后仍具有良好的增殖能力和分化潜能。

Yang等[31]研究层粘连蛋白、Ⅰ型胶原酶、Ⅴ型胶原酶和纤

维连接蛋白等细胞外基质组分对猪来源干细胞的体外富集

作用，结果发现层粘连蛋白培养干细胞纯度远远高于常规

培养的对照组。Nasiri等[32]报道，牛来源干细胞克隆在层粘

连蛋白上的生长面积、生长数量和未分化性能都显著优于

常规的二维培养体系。Kanatsu-Shinohara等[33]用层粘连蛋

白包被的孔板培养小鼠干细胞，结果显示，层粘连蛋白可

显著提高干细胞的增殖能力。这些研究提示，层粘连蛋白

可能通过对微环境中细胞外基质的体外重构，实现干细胞

未分化性能的维持和快速扩增。但鸡来源骨髓间充质干细

胞的相关研究尚未见报道。本研究尝试将鸡骨髓间充质干

细胞接种于层粘连蛋白包被的培养皿中，并对其形态学特

征、表面标志物表达、增殖速度和分化能力进行检测，结 
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图 2  鸡骨髓间充质干细胞在常规培养体系和层粘连蛋白培养体系中

增殖性能的比较 
Figure 2  Proliferation of bone marrow mesenchymal stem cells in 
laminin-coated plates and traditional two-dimensional plates 
图注：层粘连蛋白组与对照组比较，

aP < 0.05。 
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果显示，层粘连蛋白培养体系和常规培养体系中骨髓间充

质干细胞的形态学特征和表面标志物表达没有显著差异，

但层粘连蛋白能显著提高骨髓间充质干细胞的增殖能力和

分化潜能。 
骨髓间充质干细胞属于非造血谱系干细胞，但由于其

缺乏特异性表面标志物，对骨髓间充质干细胞的鉴别尚缺

乏统一标准。本研究选择CD34和CD29这一对表面分子进

行检测，发现所得细胞绝大多数都表达CD29，却几乎都不

表达CD34，证明所得细胞即为骨髓间充质干细胞。虽然结

果显示层粘连蛋白组骨髓间充质干细胞的CD29表达阳性

率高于常规培养组，但差异无显著性意义，这可能是由于

此时干细胞传代次数较少(本次实验检测的是不同体系培

养至第3代间充质干细胞)，仍能较好的保持干细胞表型。

其他课题组的报道也显示，培养时间较短(少于5代)时，常

规培养体系可较好的保持间充质干细胞性能[34-35]。 
本实验利用层粘连蛋白培养体系成功扩增出大量未分

化潜能和增殖能力强的鸡骨髓间充质干细胞，在下一步实

验中，将对获得的鸡骨髓间充质干细胞进行动物疾病模型

体内移植，从功能水平评价层粘连蛋白培养体系获得骨髓

间充质干细胞的有效性和安全性。 
 
作者贡献：实验设计为第七作者，实验具体实施为第二、四、

五作者，实验评估为第五、六作者。第一作者成文，第三作者审校。 
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是专指干细胞定居及进行自我更新并能产生大量祖细胞的特定场

所，由一些维持干细胞功能的细胞、信号分子等构成，是组织结

构和功能的基本单位。 

作者声明：文章为原创作品，无抄袭剽窃，无泄密及署名和
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