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大鼠骨髓间充质干细胞增殖及定向分化能力的增龄性变化 
 
李海瑞，郑  栋，江  灿，郭  军，张爱东，李自成(暨南大学附属第一医院心血管内科，广东省广州市  510630) 

 
文章亮点： 
1在众多的供体细胞中，骨髓间充质干细胞倍受研究者的关注，其具有与宿主心肌细胞之间形成良好的电-机

械耦连，不存在免疫排斥反应，无伦理道德方面争议，取材方便等各种优势，因此具有大规模应用于临床的

潜力。但是目前对不同年龄段患者的骨髓间充质干细胞的各种特性如增殖及分化能力特别是向心肌样细胞方

向的分化能力尚缺少深入的研究。 
2流式细胞仪分析细胞周期显示处于 G0/G1期大鼠骨髓间充质干细胞的百分率随年龄的增加而增加，细胞免疫

荧光技术分析显示大鼠骨髓间充质干细胞的肌钙蛋白 T表达率亦随年龄的增加而减少，说明大鼠骨髓间充质
干细胞的增殖与定向分化能力随着年龄的增长而下降，为骨髓间充质干细胞移植治疗心血管疾病的临床应用

提供了一定的依据。  
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助计划项目(2012J2200063)；广东省科技厅博士启动项目资助(S2011040001392) 
 
摘要 
背景：自体骨髓间充质干细胞移植治疗心血管疾病已经成为当前研究的热点之一，但是患者自体骨髓间充质

干细胞的增殖能力及向心肌样细胞方向分化的能力是否随年龄的改变而有所变化尚不清楚。 
目的：探讨大鼠骨髓间充质干细胞生物学特性的增龄性差异。 
方法：纯化培养不同年龄组 SD 大鼠骨髓间充质干细胞，流式细胞仪分析其细胞周期，同时骨髓间充质干细
胞与乳鼠心肌细胞共培养，细胞免疫荧光技术分析骨髓间充质干细胞心肌肌钙蛋白 T的表达。  
结果与结论：流式细胞仪分析显示处于 G0/G1期骨髓间充质干细胞的百分率随年龄的增加而增加；骨髓间充

质干细胞的肌钙蛋白 T 表达率亦随年龄的增加而减少。结果表明大鼠骨髓间充质干细胞的增殖与定向分化能
力随着年龄的增长而下降。 
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Age-associated proliferation and differentiation changes of rat bone marrow 
mesenchymal stem cells     

 

Li Hai-rui, Zheng Dong, Jiang Can, Guo Jun, Zhang Ai-dong, Li Zi-cheng (Department of Cardiology, the 
First Affiliated Hospital of Jinan University, Guangzhou 510630, Guangdong Province, China) 
 

Abstract 
BACKGROUND: Autologous bone marrow mesenchymal stem cell transplantation for the treatment of 
cardiovascular disease has become one of the hotspots, but it is unclear whether the proliferation and directional 
differentiation of autologous bone marrow mesenchymal stem cells varies changes with age. 
OBJECTIVE: To explore the proliferation and differentiation changes of rat bone mesenchymal stem cells in 
different ages.  
METHODS: The bone marrow mesenchymal stem cells from Sprague-Dawley rats in different age groups were 
purified and cultured, and then examined by flow cytometry in terms of cell cycle. Meanwhile, neonatal rat 
cardiomyocytes were co-cultured with bone marrow mesenchymal stem cells. The morphologic changes of bone 
marrow mesenchymal stem cells and the protein expression of troponin T were detected with 
immunofluorescence technique.  
RESULTS AND CONCLUSION: The percentage of bone marrow mesenchymal stem cells in G0/G1 phase was 
increased with age; while the percentage of expression of troponin T proteins-positive bone marrow 
mesenchymal stem cells were decreased with age. These findings indicate that the proliferation and 
differentiation abilities of rat bone marrow mesenchymal stem cells descend with age. 
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0  引言  Introduction 
在众多的供体细胞中，骨髓间充质干细胞倍受研究者

的关注，因为相比之下，骨髓间充质干细胞具有较多优点，

如可以与宿主心肌细胞之间形成良好的电-机械耦连
[1-3]
，

不存在免疫排斥反应
[4-6]
，无伦理道德方面争议，取材方便

等。自体骨髓间充质干细胞移植治疗心血管疾病已经成为

当前研究的热点之一
[7-10]
。但是，患者自体骨髓间充质干细

胞的增殖能力及向心肌样细胞方向分化的能力是否随年龄

的改变而有所变化尚不清楚，因此，研究不同年龄段供体

骨髓间充质干细胞的增殖分化能力对骨髓间充质干细胞的

临床应用具有指导作用。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  
    设计：细胞学实验研究。 
时间及地点：实验于2013年12月至2014年6月在暨南

大学医学院田家炳医学实验中心完成。 
材料： 
实验动物及分组：SD大鼠40只，雌雄不拘，按年龄段

分别分为青年组[三四个月龄，体质量(200±15) g]、成年组[七
八个月龄，体质量(375±10) g]、中年组[13-15月龄，体质量
(486±15) g]及老年组[24月龄以上，体质量(570±25) g]，每
组10只，均由暨南大学医学院实验动物中心提供。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 

骨髓间充质干细胞的培养
[11]
：SD大鼠乙醚麻醉后浸泡

于体积分数为75%乙醇中，5 min后取股、胫骨，剪开两端，
1 500 r/min离心5 min冲出骨髓，弃上清，加入培养基
(H-DMEM、体积分数为10%胎牛血清、2 mmol/L谷氨酰胺、
100 U/mL青霉素G、100 g/L链霉素、85 mg/L两性霉素B)，
吹打成悬液，按1×108 L-1

细胞浓度接种于35 mm塑料培养
皿，置于37 ℃、体积分数为5%CO2培养箱培养，24 h后换

液，以后每3 d换1次液，待细胞接近70%融合时用0.25%
胰蛋白酶+0.04%EDTA消化，制成单细胞悬液，按1︰3传
代，通过不断的换液与传代逐渐纯化扩增骨髓间充质干细

胞，共传4代。 
细胞生长曲线的检测

[12]
：取接种于24孔板中培养的第

4代骨髓间充质干细胞，每隔2 d取3孔细胞，D-Hank’s液洗
涤3次，去除未贴壁的细胞，加入0.125%胰蛋白酶+0.02% 
EDTA消化液消化贴壁细胞，收集细胞悬液，1︰10 000稀
释，用细胞计数板进行细胞计数，计数每孔细胞总数，取3
孔细胞数均值，绘制细胞生长曲线。 
流式细胞仪(FACS)分析骨髓间充质干细胞的细胞周

期
[13]
：取第4代处于对数生长期的骨髓间充质干细胞，用

0.25%胰蛋白酶消化并吹打成细胞悬液置于EP管中离心 
5 min(1 200 r/min)；重悬后用体积分数为70%乙醇固定，
RNA酶处理，PI(1 g/L)染色30 min后上机检测。 
心肌细胞的分离培养，建立体外心肌微环境

[14]
：于无

菌操作下，将乳鼠的心室肌剪成1 mm3
大小的碎块，弃去

带血的上清液，组织碎块中加入含0.125%胰蛋白酶，0.1%
胶原酶消化，37 ℃，每次4 min。首次消化液弃去，细胞
悬液转移到含有20 mL DMEM培养液的无菌试管中，并以 
1 000 r/min离心5 min，弃上清液，细胞沉淀再次用培养液
重悬。细胞悬液置于平皿中37 ℃静置。1 h后，小心吸出细
胞悬液，接种到另一培养皿中，细胞浓度为1×107 L-1

，3 d
后用于实验。 
核荧光染料标记骨髓间充质干细胞：用DAPI(25 mg/L)

标记拟做共培养的第4代骨髓间充质干细胞，2 h后将DAPI
标记的骨髓间充质干细胞用D-Hank’s液小心的洗10遍，在
荧光显微镜下用紫外光激发(激发波长340-380 nm)，观察
标记效果。 
心肌细胞与骨髓间充质干细胞混合培养

[15]
：消化DAPI

标记的骨髓间充质干细胞(DAPI-MSCs)与未标记的培养第
3天的心肌细胞，吹打成细胞悬液，计数板计数，将DAPI
标记的骨髓间充质干细胞与心肌细胞按细胞数量比1︰2混
匀，按5×107 L-1

接种于覆盖有盖玻片的24孔板。 
免疫细胞化学技术分析

[16]
：在共培养的第6天对混合培

养的细胞做免疫荧光化学分析，取出盖玻片，PBS       
(0.01 mol/L，pH 7.2)洗3遍，冷甲醇固定30 min，1% 
TritonX-100破膜，PBS振洗3次，1%牛血清白蛋白(BSA)
封闭30 min，然后加入相应的一抗(小鼠抗大鼠Tn T 1∶50
单克隆抗体)，4 ℃孵育过夜，二抗用TRITC连接山羊抗小

大鼠骨髓间充质干细胞增殖及定向分化实验所用试剂与仪器： 

试剂与仪器  来源 

DMEM、胶原酶、胰蛋白酶  Sigma 

胎牛血清  Hyclone 

荧光染料DAPI(4,6-diamidino-2- phenylindole, DAPI)、 
TRITC标记的羊抗小鼠IgG  

Gibco 

小鼠抗大鼠Troponin T单克隆抗体  Neomarkers 

荧光显微镜、倒置相差显微镜  Olympus 
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鼠IgG，缓冲甘油封固，荧光镜下观察。每组随机取12个
非重叠视野(×100)，计数胞浆发出红色荧光的蓝色胞核(即
表达TnT的DAPI标记的骨髓间充质干细胞)的数量及所有
发蓝色荧光的细胞核(即DAPI标记的骨髓间充质干细胞)的
数量，两者相比取平均值即为DAPI标记的骨髓间充质干细
胞向心肌样细胞分化的百分率。 
主要观察指标：骨髓间充质干细胞形态、生长曲线、

细胞周期、向心肌细胞分化率。 
统计学分析：用SPSS 11.0软件进行统计学处理，数

据以x
_

±s表示，采用方差分析。 
 

2  结果  Results  
2.1  观察骨髓间充质干细胞生长情况  原代细胞接种后
24 h换液换掉大部分非贴壁细胞，倒置相差显微镜下可见
稀少的呈长梭形的贴壁细胞。3 d后梭形贴壁细胞开始增
多，集落周围的贴壁细胞逐渐开始融合(图1)，进入对数增
长期，8-12 d达到80%的融合，10-12 d后基本进入细胞生
长的平台期。 
传代细胞增殖更加迅速，8-10 d即可长满整个皿底。

随着换液与传代的次数增加，骨髓间充质干细胞逐渐得到

纯化，表现为圆形和不规则形细胞明显减少，三四代后基

本除尽，镜下可见以梭形为主，大小均一的贴壁骨髓间充

质干细胞(图2)。 
青年组大鼠的骨髓间充质干细胞增殖能力强于对照

组，具体表现为无论是原代或是传代细胞的贴壁时间均缩

短，细胞集落形成早且集落较多，细胞形态较规则，形成

细胞单层的时间缩短，每六七天即可传代1次，从第4代骨
髓间充质干细胞生长曲线来看，青年组较其他组骨髓间充

质干细胞提前2 d左右进入对数生长期，老年组第4代骨髓
间充质干细胞对数生长期表现相对不甚明显，进入平台期

的细胞数量亦随年龄的增加而降低(图3)，并且细胞体形较
大，部分细胞呈不规则形，经过6代以后的长期传代容易老
化(图4)。 

 
 
2.2  骨髓间充质干细胞的细胞周期检测结果  与其他各
组比较，老年组骨髓间充质干细胞的G0/G1期细胞百分率显

著升高(P < 0.01)，S期、G2/M期细胞百分率及增殖指数较
其他各组显著降低(P < 0.01)；总的说来，骨髓间充质干细
胞处于G0/G1期的细胞百分率随年龄的增加而增加，增殖指

数随年龄的增加而减少(P < 0.01)，见表1，图5。 
2.3  混合培养后骨髓间充质干细胞向心肌细胞分化的测
定  DAPI的激发光波长为358 nm，发射光波长为461 nm，
荧光激发下发蓝光；TRITC的激发光波长为550 nm，发射
光波长为570 nm，荧光激发下发红光，两者的激发光谱并
不重合。通过在同一视野下转换激发光，查找有TnT表达
的DAPI标记的骨髓间充质干细胞，镜下可见部分蓝色细胞
核周围的胞浆发出红色荧光。高倍镜下，部分发生向心肌

细胞分化的骨髓间充质干细胞可见较清楚的心肌细胞的肌

丝结构，有的可见较清楚的心肌细胞特征性横纹结构；这

些心肌细胞特异性蛋白表达阳性的骨髓间充质干细胞均与

相邻心肌细胞直接接触。 
在混合培养的第6天青年组骨髓间充质干细胞的TnT

阳性率为(1.35±0.14)%，显著高于其他组(P < 0.01)，成年
组与中年组TnT阳性率差异无显著性意义(P > 0.05)，老年
组骨髓间充质干细胞的TnT阳性率为(0.47±0.08)%，显著
低于其他各组，差异有显著性意义(P < 0.01)。总的来看，
各组骨髓间充质干细胞的成心肌样细胞的分化率随年龄的

增长而减少(图6)。 
 
3  讨论  Discussion 
近年来人们提出了细胞水平心肌移植术，即用细胞移

植的手段增加心肌细胞的数量，修复坏死的心肌，从而改

善心功能，降低病死率。在众多的供体细胞中，骨髓间充

质干细胞倍受研究者的关注，因为与其他替代细胞如成纤

维细胞、骨骼肌卫星细胞、胎心细胞、胚胎干细胞等相比，
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图 3  不同年龄组第 4代骨髓间充质干细胞生长曲线图 
Figure 3  Growth curves of passage 4 bone marrow mesenchymal 
stem cells from different age groups 
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图 6  不同年龄组大鼠第 4代骨髓间充质干细胞成心肌样分化率 
Figure 6  Cardiomyocyte differentiation ratio of bone marrow 
mesenchymal stem cells at passage 4 from different age groups 
图注：不同年龄组骨髓间充质干细胞成心肌样分化率存在明显差异

(青年组>成年组>中年组>老年组)，说明骨髓间充质干细胞成心肌样
分化率随供体年龄增大而下降。 
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骨髓间充质干细胞具有较多优点如可以与宿主心肌细胞之

间形成良好的电-机械耦连，不存在免疫排斥反应，无伦理

道德方面争议，取材方便等各种优势，因此具有大规模应

用于临床的潜力[1-6]
。这种细胞能向心肌细胞分化的特性为

自体移植治疗某些心血管疾病提供了实验论据[17-21]。但是

目前对不同年龄段患者的骨髓间充质干细胞的各种特性如

增殖及分化能力特别是向心肌样细胞方向分化能力的改变

尚缺少深入的研究。 
本实验采用全骨髓培养并通过不断的换液与传代的方

法逐渐纯化细胞，传至第4代就可以获得纯度较高的骨髓间
充质干细胞。本实验发现随着供体年龄的增加，体外培养

骨髓间充质干细胞的状态逐渐发生改变，具体表现为老年

组骨髓间充质干细胞的集落出现时间晚而少，细胞形态较

大，出现不规则形；而青年组骨髓间充质干细胞的集落出

现早而多，细胞形态规则，多为长梭形。在细胞生长曲线

中发现青年组骨髓间充质干细胞较其他组提前2 d左右进
入对数生长期，而老年组骨髓间充质干细胞的对数生长期

不明显。在流式细胞周期分析中发现处于S期即合成期的
细胞百分率随着年龄的增加而降低，G0/G1期即静止期的细

胞百分率随着年龄的增加而增加，这进一步表明骨髓间充

质干细胞的增殖能力随着供体年龄的增加而下降。 
近年来有越来越多的研究表明心肌微环境是诱导骨髓

间充质干细胞定向分化为心肌细胞的天然诱导剂[22-26]。虽

然其分化机制尚不确切，但可以肯定的是骨髓间充质干细

胞所处的微环境对其分化起决定作用。Fukuhara等[23]通过

体外细胞培养实验证实了骨髓间充质干细胞与心肌细胞直

接的电-机械刺激是骨髓间充质干细胞心肌环境依赖性分

化的必要条件，他们发现随着共培养时间的增加，骨髓间

充质干细胞表达心肌特异性蛋白的阳性率也随之增加。本

实验通过体外微环境诱导的方法促使骨髓间充质干细胞向

心肌样细胞分化，研究发现青年组骨髓间充质干细胞成心

肌样分化率为 (1.35±0.14)%，较老年组分化率 [(0.47± 
0.08)%]显著增高，骨髓间充质干细胞的定向分化能力明显
呈现出随着供体年龄的增加而下降的趋势。目前关于年龄

因素影响骨髓间充质干细胞成骨化方向的分化能力方面有

所报道[27-29]，但有关年龄影响骨髓间充质干细胞增殖及成

心肌样分化能力的机制尚不清楚，作者推测可能是因为随

着供体年龄的改变，骨髓间充质干细胞定居的骨髓微环境

如骨髓基质分泌的细胞因子亦随之发生改变，从而对骨髓

间充质干细胞的生物学特性产生了影响
[30-31]
，骨髓间充质

干细胞的增殖能力减退也有可能是细胞本身的端粒酶活性

发生了变化
[32-34]
，这些推测有待于后续实验的进一步证实。 

最近，有学者认为，干细胞的多向分化性和可塑性可

能是细胞融合的结果，干细胞有自发和其他细胞融合的倾

向
[35-36]
。如果发生融合，杂合细胞亦可表达DAPI或TnT阳

性，但亦有报道细胞融合的发生率为1/(104
-105)[37]

，这个

数值远远低于本实验TnT阳性的最低值。因此，即使存在

细胞融合现象，对本实验结果的影响也是微乎其微的。 
根据以上实验结果总的来说，骨髓间充质干细胞的增

殖和定向分化能力随着供体年龄的增加而下降，青年组供

体的骨髓间充质干细胞具有良好的增殖及定向分化能力，

最适合作为心肌修复的种子细胞。本实验通过对不同年龄

段大鼠骨髓间充质干细胞的增殖及定向分化能力进行对比

研究，证实了年龄是影响骨髓间充质干细胞生物学特性的

重要因素之一，这为骨髓间充质干细胞移植治疗心血管疾

病的临床应用提供了一定的依据。 
 
作者贡献：实验设计及审校为通讯作者，实验实施及成文为

第一作者，实验评估为第二作者，资料收集为第二、第三作者，

第一作者对本文负责。 

利益冲突：文章及内容不涉及相关利益冲突。 

伦理要求：实验过程中对动物处置符合 2009 年《Ethical 

issues in animal experimentation》相关动物伦理学标准的条例。 

学术术语：细胞水平心肌移植(cellular cardiomyoplasty，

CCM)-即用细胞移植的手段增加心肌细胞的数量，修复坏死的心

肌，从而改善心功能，降低病死率。 

作者声明：文章为原创作品，无抄袭剽窃，无泄密及署名和

专利争议，内容及数据真实，文责自负。 

 
4  参考文献  References 
[1] Ma Z, Liu Q, Liu H,et al.Cardiogenic Regulation of Stem-Cell 

Electrical Properties in a Laser-Patterned Biochip.Cell Mol 
Bioeng. 2012;5(3):327-336. 

[2] Ma Z, Liu Q, Liu H,et al.Laser-patterned stem-cell bridges in a 
cardiac muscle model for on-chip electrical conductivity 
analyses. Lab Chip. 2012;12(3):566-573. 

[3] Peters NS, Wit AL.Gap junction remodeling in infarction: does 
it play a role in arrhythmogenesis.J Cardiovasc Electrophysiol. 
2000;11(4):488-490. 

[4] Qi BD, Meng BX, Yang Y,et al.Study of immuno-tolerance 
mechanism of the third-party bone marrow-derived 
mesenchymal stem cells in allogenic transplantation. 
Zhonghua Zheng Xing Wai Ke Za Zhi. 2011;27(3):207-212. 

[5] Wang Y, Liu J, Xu C,et al.Bone marrow transplantation 
combined with mesenchymal stem cells induces immune 
tolerance without cytotoxic conditioning.J Surg Res. 2011; 
171(1):e123-131. 

[6] Pan H, Zhao K, Wang L,et al.Mesenchymal stem cells 
enhance the induction of mixed chimerism and tolerance to 
rat hind-limb allografts after bone marrow transplantation.J 
Surg Res. 2010;160(2):315-324. 

[7] Pittenger MF, Mackay AM, Beck SC,et al.Multilineage 
potential of adult human mesenchymal stem cells.Science. 
1999;284(5411):143-147. 

[8] Qayyum AA, Mathiasen AB, Kastrup J.Stem cell therapy to 
treat heart ischaemia: implications for diabetes cardiovascular 
complications.Curr Diab Rep. 2014;14(12):554. 

[9] Yamawaki-Ogata A, Hashizume R, Fu XM, et al. 
Mesenchymal stem cells for treatment of aortic aneurysms. 
World J Stem Cells. 2014;6(3):278-287. 

 



 
李海瑞，等. 大鼠骨髓间充质干细胞增殖及定向分化能力的增龄性变化 

P.O. Box 10002, Shenyang   110180   www.CRTER.org 22

www.CRTER.org 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 1  原代培养第 3天的青年组 SD大鼠骨髓间充质干细胞形成的集
落，呈“太阳光芒样”(×200) 
Figure 1  Colonies of primary-cultured mesenchymal stem cells at 
3 day, presenting with the sunray-like morphology (×200) 

图 2  形态较单一，纯度较高的青年组 SD大鼠第 4代骨髓间充质干
细胞(×200) 
Figure 2  Highly purified passage 4 bone marrow mesenchymal 
stem cells with homogenous morphology in the young group (×200)

图 4  传 6代以后老化的骨髓间充质干细胞(×200) 
Figure 4  Bone marrow mesenchymal stem cells at passage 6 or 
above became senescent (×200) 
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图 5  流式细胞仪检测各组骨髓间充质干细胞的细胞周期 
Figure 5  Cell cycle analysis of bone marrow mesenchymal stem cells from different age groups by flow cytometry 
图注：A为青年组；B为成年组；C为中年组；D为老年组。 
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表 1  流式细胞仪检测骨髓间充质干细胞的细胞周期     (x
_

±s，%) 
Table 1  Cell cycle of bone marrow mesenchymal stem cells by 
flow cytometry     

表注：与青年组比较，
aP < 0.01；与成年组比较，bP < 0.05；与其他各组比较，

cP < 0.01。 

细胞周期 增殖指数 组别 标本数 

G0/G1 S G2/M  

青年组 10 65.2±3.4 26.4±3.2 8.4±1.6 34.8±1.3 
成年组 10 68.5±2.2a 23.6±2.7a 7.9±2.5 31.5±2.7 a 
中年组 10 73.4±3.5ab 21.5±1.4ab 5.1±2.2b 26.6±2.0b 
老年组 10 80.5±2.6ac 13.8±1.5ac 5.7±1.2ac 19.5±1.4ac 
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