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三维培养小鼠骨髓间充质干细胞的生物学特性 
 
贺  鑫，李  雪，鲍会静，王仁峰，刘运德，宋士伟(天津医科大学医学检验学院，天津市  300000) 

 
文章亮点： 
实验采用壳聚糖包被的培养板培养小鼠骨髓间充质干细胞，使其呈现三维球体的生长状态，并且重点研究了

三维球体培养对于小鼠骨髓间充质干细胞凋亡和衰老等方面的作用，发现其除了可以维持骨髓间充质干细胞

的干性以外，还可以显著延缓其凋亡和衰老的进程。  
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树突状细胞产生的策略与机制》 
 
摘要 
背景：骨髓间充质干细胞具有自我更新和多向分化潜能而被用于多种疾病治疗及研究，但是在目前的培养条

件下，其极易发生老化和自分化而失去应用价值。 
目的：研究三维球体培养对骨髓间充质干细胞干性及衰老的影响。 
方法：取 3 周龄 C57/B6 小鼠，分离培养骨髓间充质干细胞，分别接种于包被有壳聚糖的培养板和普通培养

板。培养 5 d 后分别收集两组细胞，流式细胞术检测细胞表型及干性相关标志分子，应用 PI 和 Annexin-V 染

色检测细胞凋亡，β-Gal 染色鉴定衰老。 
结果与结论：小鼠骨髓间充质干细胞培养第 3 天就可以聚集成球状生长，球体状生长的细胞干性相关标志分

子CD44和Sca-1表达高于普通培养细胞，PI和Annexin-V染色可见球体培养细胞凋亡明显减少，且通过β-Gal
染色可见球体状态生长的细胞无明显衰老。上述结果表明，三维球体培养技术有益于维持间充质干细胞的干

性，减少其凋亡并延缓衰老。 
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Effects of three-dimensional spheroid culture system on biological characteristics of 
mouse bone marrow mesenchymal stem cells   
 
He Xin, Li Xue, Bao Hui-jing, Wang Ren-feng, Liu Yun-de, Song Shi-wei (School of Medical Examination, 
Tianjin Medical University, Tianjin 300000, China ) 
 
Abstract 
BACKGROUND: Bone marrow mesenchymal stem cells have attracted widespread attention for the capabilities 
of self-renewal and muti-differentiation, which have been used in treatment of various diseases. 
OBJECTIVE: To study the effect of three-dimensional spheroid culture system on the stemness and senescence 
of bone marrow mesenchymal stem cells.  
METHODS: Mesechyaml stem cells were isolated from the bone marrow of C57/B6 mice, 3 weeks old, and 
cultured onto the culture plates coated with or without chitosan. After 5 days of culture, the cell phenotype and 
expression of stemness related markers CD44 and Sca-1 were analyzed by flow cytometry. PI and Annexin-V 
staining were used to detect cell apoptosis. Also, β-Gal staining was applied for identification of aging. 
RESULTS AND CONCLUSION: The mouse mesenchymal stem cells began to form spheroids on day 3. The 
stemness-related markers, including CD44 and Sca-1, expressed higher in spheroid mesenchymal stem cells 
than the cells under normal culturing. Compared with the normal culture group, the apoptosis and senescence of 
cells from spheroid culture were lower. The results indicate that the formation of spheroids on chitosan films can 
increase the stemness, decrease the apoptosis and slow the senescence of mesenchymal stem cells.  
 
Subject headings: bone marrow; mesenchymal stem cells; chitosan; apoptosis; cell aging 
Funding: the Science Foundation of Tianjin Medical University, No. 2012KYQ12; the National High Technology 
Research and Development Program of China, No. 2012AA021003 
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0  引言  Introduction 
间充质干细胞是一种具有自我复制和多向分化能力的

多能干细胞，最早发现于骨髓，随后研究者分别从脂肪、

脐血等多种组织中分离出该细胞[1-2]。间充质干细胞在体外

特殊的诱导条件下可以分化为骨、软骨、脂肪以及其他组

织，其具有来源广泛、取材容易、体外增殖快等特点，可

用作神经组织、骨组织工程等的种子细胞，并且已应用于

多种疾病的治疗[3-5]。但是在目前体外培养条件下，间充质

干细胞的性状很难保持稳定，容易发生衰老和自分化[6]，

从而导致间充质干细胞的自我复制以及多向分化等能力受

损[7-9]。因此急需一种可以延缓间充质干细胞衰老并且能够

维持其干性的培养方法。 
人体内的细胞在正常生理状态下多以三维结构存在，

以保持其相应的活性与功能[10]。在一定的培养条件下，细

胞在体外会聚集成球形生长，这样有助于细胞功能的表达

与发挥，同时还可以增强细胞抵抗外界不良因素干扰的能

力[11-15]。 
壳聚糖是甲壳素的脱乙酰化产物，是众多天然多糖中

惟一的碱性多糖[16-17]，具有来源广泛、价格便宜等优点，

已广泛应用于生物领域[18]；同时由于其具有良好的组织相

容性，也被广泛应用于伤口敷料、药物缓释系统等[19-21]。

壳聚糖的结构和功能与葡萄糖胺聚糖相似，所以还被广泛

应用于组织工程领域[22]。近年来科学家们又发现，在壳聚

糖包被的培养板上，黑色素细胞等可以呈三维球体结构生

长，使得其黏附以及增殖的能力得到了增强[23]。 
本实验拟将小鼠骨髓间充质干细胞接种于预包被壳聚

糖的培养板上，首先观察骨髓间充质干细胞是否能呈现三

维球体的结构，进而研究球体状态生长对骨髓间充质干细

胞干性、衰老和凋亡的影响，力争找到一种可以为临床应

用和科学研究提供稳定合格细胞来源的培养方法。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  

设计：细胞学观察实验。 
时间及地点：2013至2014年在天津医科大学医学检验

学院中心实验室进行。 
材料： 

实验动物：3周龄雄性C57/B6小鼠20只，体质量15 g
左右，均购自解放军军事医学科学院实验动物中心。 

实验方法： 

骨髓间充质干细胞的分离、培养：取3周龄小鼠，脱颈

法处死后浸泡于体积分数为75%乙醇中10 min。在无菌条

件下分离双侧下肢，去掉肌肉和组织，分离出股骨和胫骨，

剪掉股骨和胫骨两端，用带有针头的注射器吸取完全培养

基，慢慢的将骨髓全部冲出并收集到一无菌离心管。离心 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

后加入红细胞裂解液，室温下裂解2 min，之后1 200 r/min
离心3 min。用含体积分数10%胎牛血清、100 U/mL青霉

素、100 g/L链霉素的DMEM/F12培养基重悬细胞后置于培

养瓶中，放置在37 ℃、体积分数为5%CO2培养箱中培养。

3 d后半量换液，此后每隔3 d换液1次。当细胞达到

80%-90%融合度时，用胰酶消化传代，并将细胞转移到新

的培养瓶中。细胞生长状态稳定后，进行后续实验。 

包被壳聚糖培养板的制备及细胞接种：取适量壳聚糖

溶解于1 mol/L的醋酸中，使终质量浓度为20 g/L。每个12
孔板培养孔中加入200 μL上述溶液，摇匀至全部覆盖孔底

后将培养板置于60 ℃烘箱中烘干24 h。完全烘干后每孔加

入0.1 mol/L的NaOH溶液中和15 min，之后将培养板浸泡

于体积分数为75%乙醇中12 h，最后紫外灯照射过夜。取

第3代小鼠骨髓间充质干细胞，以1×109 L-1细胞浓度接种于

上述预包被壳聚糖的培养板中，另取未包被的培养板作为

对照组，接种同等浓度的细胞。之后将细胞放置于37 ℃、

体积分数为5%CO2培养箱中培养，每隔2 d换新鲜完全培

养基，至第5天收获细胞进行后续实验。 
细胞免疫表型鉴定：取上述培养5 d的两组细胞，用胰

酶消化后制备成单细胞悬液。用PBS洗2次后计数，取

5×105个细胞重悬于100 μL PBS中，避光条件下加入

PE-CD44、FITC-Sca-1、PE-CD34抗体和IgG同型对照，

4 ℃避光孵育30 min，PBS洗1次，用500 μL PBS重悬，

流式细胞仪检测分析。 
流式细胞术检测细胞凋亡：收集细胞后PBS洗1遍，用

1×Annexin-V binding buffer调整细胞浓度为1×109 L-1。取

100 μL细胞悬液加入到新的EP管中，并加入 5 μL 

小鼠骨髓来源间充质干细胞分离培养实验所需主要试剂及仪器： 

试剂及仪器  来源 

壳聚糖  济南海得贝公司 

DMEM/F12培养基  Hyclone 

胎牛血清  Gibco 

胰蛋白酶  Amresco 

荧光标记抗小鼠单抗 CD44-PE 、 Sca-1-FITC 、

CD34-PE、CD45-PE、CD90.2-PECy7，同型阴性对

照IgG-FITC、IgG-PE、IgG-PECy7  

BD Biosciences 

Hochest33342染液  Invitrogen 

PI-Annexin-V染色试剂盒  南京凯基生物公司 

细胞衰老β-半乳糖苷酶染色试剂盒 上海碧云天生物公司 

红细胞裂解液  北京索莱宝公司 

流式细胞仪  BD Biosciences 

荧光显微镜    Nikon 
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FITC-Annexin-V和5 μL PI染液，室温下避光孵育15 min，
最后加入400 μL 1×Annexin-V binding buffer，流式细胞仪

检测分析。 
荧光显微镜观察细胞凋亡：取对数生长期细胞，以

1×109 L-1细胞浓度接种于两种培养板中。培养5 d后去除培

养基用PBS洗2遍，加入100 μL PBS；加入适量1 g/L 
Hochest 33342染液，使终质量浓度为5 mg/L，37 ℃避光

染色15 min，于荧光显微镜下观察。 
光学显微镜观察细胞衰老：取对数生长期细胞，以

1×109 L-1细胞浓度接种于两种培养板中。培养5 d后弃去培

养基，PBS洗1遍，加500 μL β-半乳糖苷酶染色固定液，室

温固定15 min，吸除固定液，用PBS洗涤细胞3次。加入过 
500 μL染色工作液37 ℃孵育过夜，用普通光学显微镜观察。 

主要观察指标：倒置显微镜观察细胞形态，流式细胞

仪检测细胞表面标志物及细胞凋亡情况，荧光显微镜观察

细胞活力。 
统计学分析：第一作者采用Graph prism 6.0版本软件

进行统计处理。实验数据用x
_

±s表示，采用配对t 检验分析，

P < 0.05为差异有显著性意义。 
 

2  结果  Results  
2.1  骨髓间充质干细胞的分离、培养  接种后3 d，倒置

显微镜观察可见有少数集落形成(图1A)；第7天左右可以形

成明显的细胞克隆(图1B)。传代后细胞生长速度较快，形

态均一，呈梭形或成纤维状(图1C)。 
2.2  细胞免疫表型鉴定  流式细胞仪分析结果表明(图2)，
分离培养的第 3 代细胞表达 CD44(84.8%) 、 CD90.2 
(75.4%)，不表达CD34(0.382%)和CD45(1.87%)，说明培

养得到的细胞是骨髓间充质干细胞。   
2.3  小鼠骨髓间充质干细胞三维球体状态的形成  骨髓

间充质干细胞接种于包被有壳聚糖的培养板上第1天即可

见细胞开始聚集(图3A)；第3天可见细胞聚集成明显的球体

(图3B)；培养至第5天，仍呈球体状态且悬浮生长。  
2.4  球体状态生长对干性相关标志分子的影响  包被壳

聚糖的培养板上呈三维球体状态生长的骨髓间充质干细胞

的干性相关标志分子CD44和Sca-1的表达[(69.3±5.7)%，

(27.9%±3.0)%]明显高于普通培养组[(54.4±4.3)%，(8.3± 
1.0)%]，差异有显著性意义(P < 0.05)(图4)[24]。 
2.5  球体状态生长对细胞凋亡的影响  在荧光显微镜下

可见：三维球体状态的骨髓间充质干细胞仅有少量凋亡细

胞(图5A)；普通培养板上贴壁生长的细胞则有相对较多的

凋亡细胞(图5B)。同时，经过PI和Annexin-V染色后，流式

细胞仪定量分析也验证了上述荧光染色的结果，即三维球

体状态生长的骨髓间充质干细胞(图5C)凋亡的比例要明显

低于对照组(P < 0.05，图5D)。 
2.6  球体状态生长延缓细胞的衰老  小鼠骨髓间充质干

细胞与人和大鼠的不同，极其容易衰老。采用球体培养后

可见：仅有少数细胞呈衰老状态(图6A)，而对照组中二维

平面生长的细胞，衰老现象非常明显(图6B)。由此可见，

采用三维球体培养可以明显延缓小鼠骨髓间充质干细胞的

衰老。 
 
3  讨论  Discussion 

骨髓间充质干细胞是干细胞家族的重要成员，具有多向

分化的潜能，在特定的诱导条件下可以分化为脂肪、软骨、

骨等[25]。除此之外，骨髓间充质干细胞还具有免疫调节功能，

其对于树突状细胞的成熟、分化及其抗原呈递功能都有明显

的抑制作用[26-27]。近年来，由于骨髓间充质干细胞具有较高

的体外基因转染率以及回输体内后可以高效稳定表达外源

性基因的特性，其已经成为组织工程中与支架材料相复合最

多的种子细胞，而被广泛应用于治疗骨质疏松、骨组织发育

不良等疾病以及组织修复工程等[28]。 
细胞在人体中呈三维状态生长，而目前常用的二维平

面培养环境改变了细胞在自然状态下的生长方式。使得骨

髓间充质干细胞在体外培养中极其容易发生衰老、凋亡以

及自分化，这就在一定程度上降低了骨髓间充质干细胞的分

化潜能、活性以及其干性的表达[29]，削弱了骨髓间充质干细

胞的归巢能力和细胞因子的分泌能力[23]。目前，国内外的研

究学者认为，引起造血干细胞等衰老的原因和机制有很多

种，主要包含细胞的内源性机制和外源微环境的作用两个方

面，例如DNA损伤、端粒缩短、活性氧水平升高、表观遗传

修饰、细胞极性改变、代谢及造血微环境等方面[7]。 
已有的研究发现，三维球体培养可以增强骨髓间充质

干细胞成骨、成脂分化能力[8，30]，其分化、分泌细胞因子

和修复受损组织的能力也得到了明显的增强[31-33]；即使在

无血清培养基中，骨髓间充质干细胞也可以分泌更多的基

质蛋白和细胞因子[31]，更好的抵御不良环境的影响[34]。

Bartosh等[35]的研究还表明，三维球体状态培养的骨髓间充

质干细胞移植到心脏受损部位后，可以抵御缺氧环境，并

能分泌更多的促进血管生成因子，也能更好的向血管分化。

Bhang等[36]还发现，在球体状态下培养的骨髓间充质干细

胞向受损组织迁移和抗炎能力均有增强。由此可以看出，

三维球体生长状态的骨髓间充质干细胞功能有明显的增

强，但是其对于骨髓间充质干细胞干性的维持以及抗衰老、

抗凋亡等方面是否同样发挥有积极的作用尚无报道。而骨

髓间充质干细胞早期出现的衰老乃至凋亡是限制其应用的

主要原因，因此实验针对三维球体培养对于骨髓间充质干

细胞的干性，特别是对于延缓骨髓间充质干细胞凋亡和衰

老是否发挥作用进行研究和探讨。 
本实验将壳聚糖包被于普通培养板上，在这种培养板上

骨髓间充质干细胞可以呈三维球体状态生长。在接种后的第

1天就出现明显的聚集生长的趋势，集落之间空隙加大。第3
天就开始形成明显的球体形态，大小不一，分部均匀，且由

半贴壁状态逐渐转变为悬浮状态，培养到第5天，仍呈球体 
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状态，余下保持贴壁状态的细胞形态良好，老化或凋亡现象

较少。将培养5 d之后的两组细胞分别收集后，利用流式细胞

仪检测其干性相关标志分子CD44和Sca-1的表达情况，可以

看出，对照组细胞表面两种分子的表达有明显的降低，这说

明球体状态可以保持骨髓间充质干细胞的干性。 
体外的这种三维球体生长方式不仅可以保持骨髓间充

质干细胞的干性，更重要的是可以减少其凋亡。为了验证这

一结论，实验分别将两组细胞进行PI和Annexin-V染色后用

流式细胞仪检测以及进行Hochest33342染色后用荧光显微

镜观察，可以明显的看出两组凋亡的细胞比例有明显的差

别：球体状态下的骨髓间充质干细胞仅有少数细胞发生了凋

亡而呈现亮蓝色；而反观对照组的细胞，可以看出大多数的

细胞呈现亮蓝色，说明凋亡的细胞占较大的比例；同样的，

通过细胞凋亡检测的结果也可以看出，对照组中凋亡的细胞

数目要高于三维球体培养的细胞。通过上述结果可以说明，

三维球体状态生长延缓了骨髓间充质干细胞的凋亡。

图 1  原代培养小鼠骨髓间充质干细胞 
Figure 1  The primary culture of mouse bone marrow mesenchymal stem cells 
图注：图中 A 为全骨髓贴壁培养 3 d 的照片(×4)，镜下可见有少数细胞集落形成；B 为贴壁培养 7 d 的照片(×4)，可见细胞集落明显变大；C 为

第 2 代培养第 3 天的照片(×10)，可见细胞形态较为均一，呈成纤维状。 

 A B  C 

图 2  小鼠骨髓间充质干细胞表面分子标志表达 
Figure 2  Surface molecular markers of mouse bone marrow mesenchymal stem cells tested by flow cytometer 
图注：图 A-D 分别为流式细胞仪检测骨髓间充质干细胞表面分子 CD44(84.8%)、CD90.2(75.4%)、CD34(0.382%)和 CD45(1.87%)的表达情

况。图中蓝色线为样品管结果，红色线为同型对照管结果。 
 

 A B  C D 

图 3  小鼠骨髓间充质干细胞呈球体状态(×10) 
Figure 3  The mouse mesenchymal stem cells formed spheroids 
(×10) 
图注：图中 A 为接种到包被壳聚糖的培养板第 1 天的骨髓间充质干细

胞，可见细胞已经开始聚集成堆；B 为培养 3 d 时已经形成明显的球

体状态(箭头所示)，四周仅有少数散在贴壁生长的细胞。 

 A B 

图 6  球体状态生长抑制细胞衰老(×10) 
Figure 6  Spheroidal state inhibited the senescence of bone 
marrow mesenchymal stem cells (×10) 
图注：通过 β-Gal 染色可以看出：小鼠骨髓间充质干细胞在三维球体状

态下生长时，仅有极少数细胞呈现衰老状态(图 A，箭头所示染色呈现

绿色细胞)，而在二维贴壁状态下生长的细胞则有较多衰老细胞(图 B)。

 A B 
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绝大多数正常细胞在不能分裂后就进入衰老状态，此

时细胞仍然是存活的，但细胞的基因和蛋白的表达谱发生

了很大改变。衰老的细胞不能在一些常规的刺激下再诱导

细胞分裂，并且衰老细胞的细胞周期分布也比较特殊，不

同于一些损伤诱导的细胞休眠，也不同于细胞生长接触抑

制的情况。衰老细胞通常体积变大，在弱酸性条件下β-半
乳糖苷酶高表达。因此采用β-半乳糖苷酶染色，观察两组

细胞在体外培养环境下是否会过早的出现衰老，通过染色

结果可以看出，二维状态下生长的细胞，大部分呈现出衰

老细胞所具有的绿色，而三维球体状态下的细胞仅有几个

细胞因衰老而被染成绿色。 
对于干细胞的研究主要包括自我复制和分化能力，其

中分化能力是干细胞非常重要的一个特点。已有研究已经

证明，三维球体培养可以提高间充质干细胞等各种干细胞

的分化能力[8-9，30]，其经过三维球体方式培养后成脂和成骨

的能力明显高于普通培养的间充质干细胞。 
本实验采用包被壳聚糖薄膜的培养板培养骨髓间充质

干细胞，可以使骨髓间充质干细胞呈现三维球体状态，并

且通过实验可以看出，这种培养方式不仅可以保持骨髓间

充质干细胞的干性，还降低了细胞凋亡比例并延缓了细胞

衰老进程。因此，三维球体状态培养有益于间充质干细胞

更好的发挥其在科研及临床中的应用价值。 
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