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文题释义： 

细胞膜片技术：是通过物理的方法将扩增融合的细胞从培养皿底壁分离，获得膜片状细胞结构的一种技术方

法。一方面不用对细胞进行胰蛋白酶消化，既保持了细胞的活性又提高了细胞接种浓度，含有丰富的细胞外

基质；另一方面保留了体外培养过程中细胞自身分泌的细胞外基质，细胞自身作为种子细胞，更接近人的正

常组织。 

间充质干细胞：属于中胚层的一类多能干细胞，具有来源广泛、强大的增殖能力、多向分化潜能及免疫排斥

反应低等特性，作为种子细胞构建细胞膜片具有广阔的应用前景。 

 

摘要 

背景：细胞膜片技术是近年来热门的组织工程学技术，但是膜片中间部位的营养供给和移植后血供问题易导

致失败，所以预血管化是提高组织工程材料移植后存活率的关键。 

目的：比较在不同氧含量下，人骨髓间充质干细胞和脐静脉内皮细胞共培养形成预血管化骨髓间充质干细胞

膜片的生物学性能。 

方法：实验分 2 组：常氧共培养组即常氧(体积分数 20%O2)条件下形成人骨髓间充质干细胞膜片，常氧条件

下加入人脐静脉内皮细胞共培养；低氧共培养组，即低氧(体积分数 2%O2)条件下形成人骨髓间充质干细胞膜

片，常氧条件下加入人脐静脉内皮细胞共培养。采用免疫荧光染色技术观察并比较共培养 7 d 两组的微血管

生成情况，并通过 ELISA 法比较不同氧含量下骨髓间充质干细胞膜片内血管内皮生长因子的水平。 

结果与结论：①与常氧共培养组比较，低氧共培养组的血管更长、血管密度更高、管间交互连接更多(P < 0.05)；

②低氧共培养组的血管内皮生长因子水平高于常氧共培养组(P < 0.05)；③结果证实，低氧共培养组较常氧共

培养组膜片更利于血管生长，对于建立优化的预血管化膜片具有可行性。 

关键词： 
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骨髓间充质干细胞和脐静脉内皮细胞共培养 

接种骨髓间充质干细胞 

骨髓间充质干细胞膜片(常氧) 骨髓间充质干细胞膜片(低氧) 

 

37 ℃，体积分数20%O2条件培养，
隔日换液，孵育 4 周 

37 ℃，体积分数 2%O2 条件培养，
隔日换液，孵育 4 周 

分别接种脐静脉内皮细胞，37 ℃，体积分数 20%O2 条件下培养，隔日换液，孵育 7 d 

常氧共培养组 

免疫荧光染色和微血管定量检测： 

微血管总长度、微血管的平均长度、微血管分支数量及微血管直径 

血管内皮生长因子水平检测  

低氧共培养组 



周震，王亚敏，任飞，张兆强，曾曙光，杨熙. 骨髓间充质干细胞膜片和脐静脉内皮细胞共培养模型的构建及鉴定[J]. 

中国组织工程研究，2019，23(25):3951-3955. DOI:10.3969/j.issn.2095-4344.1773 

 ISSN 2095-4344  CN 21-1581/R   CODEN: ZLKHAH 3952 

Co-culture model of bone marrow mesenchymal stem cell sheet and umbilical vein endothelial cells: 

establishment and identification    
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Guangzhou 510280, Guangdong Province, China) 

 
Abstract 

BACKGROUND: Cell sheet technology is a recent popular technique for tissue engineering. However, a failure is prone to occur because of 

poor nutrient supply in the middle part of the membrane and post-transplantation blood supply, so pre-vascularization determines the survival 

rate of tissue engineering materials after transplantation. 

OBJECTIVE: To investigate the pre-vascularization of bone marrow mesenchymal stem cell sheets co-cultured with human umbilical vein 

endothelial cells under different oxygen tensions.  

METHODS: Bone marrow mesenchymal stem cell sheets were prepared under physiological hypoxia (2% O2) and normoxia (20% O2), and 

then co-cultured with human umbilical vein endothelial cells under normoxia. At 7 days of co-culture the angiogenesis was observed and 

compared by immunofluorescence staining. The level of vascular endothelial growth factor was compared under different oxygen tensions 

using ELISA.  

RESULTS AND CONCLUSION: Compared with the normoxia co-culture group, there were longer microvessels, higher vessel density and 

more microvessel networks in the hypoxia co-culture group (P < 0.05). The expression of vascular endothelial growth factor in the hypoxia 

co-culture group was higher than that in the normoxia co-culture group (P < 0.05). Therefore, the hypoxia co-culture is more beneficial to the 

growth of microvessels than the normoxia co-culture, and it is feasible to construct an optimized prevascularized cell sheets. 

Key words: hypoxia; normoxia; cell sheet; bone marrow mesenchymal stem cells; immunofluorescence staining; umbilical vein endothelial 

cells; vascular endothelial growth factor; stem cells; vascularization; tissue engineering 
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0  引言  Introduction 

随着组织工程学和再生医学的快速发展，牙槽骨缺损

的修复和牙周组织再生成为当下口腔医学研究的热点[1-3]。

细胞膜片技术是近年来热门的组织工程学技术，与其他组

织工程方法相比，膜片易控制形状、位置、大小，低或无

免疫原性[4-5]。但是随着培养时间增长，细胞膜片中间部位

的细胞易因营养供给不足而失去活性甚至凋亡，移植后也

常因无法快速构建有效的血供而导致移植失败[6-7]。所以，

构建一种低免疫原性、血运良好、同时携带种子细胞的膜

片成为实验的目的。 

间充质干细胞属于中胚层的一类多能干细胞，具有来

源广泛、强大的增殖能力、多向分化潜能及免疫排斥反应

低等特性，作为种子细胞构建细胞膜片具有广阔的应用前

景[8-10]。 

内皮细胞与成骨细胞之间的关联可能可调节血管形成

以及骨形成细胞的分化从而调节骨代谢[11-15]。 

实验拟将骨髓间充质干细胞和脐静脉内皮细胞共培养

形成预血管化骨髓间充质干细胞膜片，比较不同氧含量对

预血管化骨髓间充质干细胞膜片生物学性能的影响，目的

在于建立优化预血管化的共培养模型，为提高牙槽骨缺损

修复效果、牙周组织再生等奠定理论基础。 

 

1  材料和方法  Materials and methods 

1.1  设计  细胞学实验。 

1.2  时间及地点  于2017年11月至2018年4月在南方医

科大学口腔医院实验室完成。 

1.3  材料  骨髓间充质干细胞和脐静脉内皮细胞均购自

ATCC公司。 

1.4  实验方法 

1.4.1  不同氧含量下骨髓间充质干细胞膜片的制作  将

第3或4代骨髓间充质干细胞以1×10
4
/cm

2均匀接种在铺有 

20 mg/L的Ⅰ型胶原的圆形玻片上，放置于培养皿中，含体

积分数20%胎牛血清、100 U/mL青霉素和100 mg/L链霉素

的人骨髓间充质干细胞完全培养基中培养，分别置于37 ℃

恒温箱体积分数20%O2条件和2%O2条件中培养[16]，其他

培养环境均一样，隔日换液，孵育4周[17]。 

1.4.2  骨髓间充质干细胞膜片和脐静脉内皮细胞的共培

养  将脐静脉内皮细胞以2×10
4
/cm

2的浓度接种在两组骨

髓间充质干细胞膜片上，在内皮细胞培养基EGM-2中培

养，在37 ℃恒温箱体积分数20%O2条件下培养，隔日换

液，孵育7 d。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验2组分别标记为：常氧共培养组，即常氧下形成骨

骨髓间充质干细胞膜片和脐静脉内皮细胞的共培养及鉴定 

细胞来源： 人，ATCC公司购买 

培养方法： 骨髓间充质干细胞膜片和脐静脉内皮细胞的共培养 

基础培养基： 骨髓间充质干细胞：人骨髓干细胞完全培养基CCM；脐静脉内

皮细胞：内皮细胞培养基EGM-2 

添加材料： 体积分数20%胎牛血清，100 U/mL青霉素和100 mg/L链霉素 

共培养时间 接种骨髓间充质干细胞4周后加入脐静脉内皮细胞共培养1周 

细胞传代： 骨髓间充质干细胞生长至80%-90%时，体积分数0.25%胰蛋白

酶消化收集细胞以1∶2进行传代，取P4细胞进行实验 

细胞鉴定： 免疫荧光染色 
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髓间充质干细胞膜片，常氧下加入脐静脉内皮细胞共培养；

低氧共培养组，即低氧下形成骨髓间充质干细胞膜片，常

氧下加入脐静脉内皮细胞共培养。每组12个样本，每组实

验重复3次，见图1。 

1.4.3  免疫荧光染色和微血管定量检测  将共培养7 d的

两组膜片用PBS冲洗，40 g/L多聚甲醛室温固定30 min，

PBS冲洗，加入体积分数0.2%Triton X-100裂解5 min，PBS

冲洗，牛血清封固。加入一抗鼠抗人CD31IgG(1∶500，

Abcam，美国)，湿盒4 ℃孵育过夜，吸除一抗，PBS冲洗，

加入二抗Alexa Fluor488标记的马抗鼠 IgG(2 mg/L，

Abcam，美国)，室温孵育1 h，吸除二抗，PBS冲洗后加

入DAPI复染细胞核，封固。 

采用Leica荧光显微镜观察，同时设阴性对照实验：以

抗体稀释液代替一抗，结果镜下不显色，为阴性结果。分

别随机取2组中的3个样本检测。荧光显微镜20倍物镜下摄

片测量，每组选出3个样本，每个样本分为4个视野摄片，

每个视野重复3次，计算微血管总长度、每个微血管的平均

长度、微血管分支数量及微血管直径。其中微血管直径测

量需在100倍物镜下摄片测量。 

1.4.4  骨髓间充质干细胞膜片内血管内皮生长因子水平

的ELISA检测   将第3或4代骨髓间充质干细胞以1×    

10
4
/cm

2均匀接种在12孔板，加入人骨髓间质干细胞完全培

养基培养，37 ℃恒温箱体积分数20%O2和2%O2培养4周，

两种培养箱其他环境完全一致，吸除培养液，在4 ℃条件

下以12 000×g离心30 min，取上清液。 

按照试剂盒(R＆D Systems，英国)标准操作，酶标仪

测紫外线450 nm吸光度值，分别以标准曲线和样品的吸光

度值计算血管内皮生长因子水平[18]，每组12个，实验重复

3次。 

1.5  主要观察指标  各组免疫荧光染色图像、微血管定量

检测及血管内皮生长因子水平。 

1.6  统计学分析  实验中连续型变量以x
_

±s表示。采用

SPSS 17.0软件进行数据分析，组间变量采用t 检验比较，

P < 0.05表示差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  不同氧含量下骨髓间充质干细胞和脐静脉内皮细胞

共培养形成预血管化骨髓间充质干细胞膜片的血管生成情

况  低氧和常氧共培养组在共培养7 d的微血管形成情况

见图2。绿色荧光标记CD31阳性血管，蓝色荧光标记细胞

核的DAPI染色。低氧共培养组均较常氧共培养组有更长以

及更密的微血管分布。 

免疫荧光染色结果可见不同氧含量对骨髓间充质干细

胞和脐静脉内皮细胞共培养形成预血管化骨髓间充质干细

胞膜片的血管形成产生影响。培养7 d，低氧共培养组、常

氧共培养组的微血管总长度及血管网中平均微血管长度、

微血管的平均分支数目差异均有显著性意义(P < 0.05)，微

血管直径组间差异无显著意义(P > 0.05)，见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  不同氧含量下骨髓间充质干细胞膜片本身血管内皮

生长因子水平比较  低氧和常氧培养下骨髓间充质干细胞

膜片本身的血管内皮生长因子浓度差异有显著性意义(P < 

0.05)，见表1。 

 

3  讨论  Discussion 

实验通过比较两组骨髓间充质干细胞膜片上接种脐静

脉内皮细胞，免疫荧光结果显示两组均有血管样结构的形

成和网络形成，而低氧培养的骨髓间充质干细胞接种脐静

脉内皮细胞获得的细胞膜片血管样结构更密更长；ELISA

结果显示，低氧下培养的骨髓间充质干细胞膜片产生的血

管内皮生长因子水平更高，这提示骨髓间充质干细胞膜片

和脐静脉内皮细胞共培养在血管化过程中起关键作用，并

且低氧培养的骨髓间充质干细胞膜片提供了更优的血管化

的微环境促进了脐静脉内皮细胞形成更多微腔。 

以往研究显示，氧浓度是调节细胞生物功能的重要因 

素[19-20]，体外模拟细胞生理性低氧环境下培养细胞以更好

地保持细胞的生理特性[21-22]。 

以往研究证实，不同氧浓度对干细胞存在不同影响，

低氧环境下培养的干细胞分泌更多的细胞外基质从而保持

良好的干细胞特性[23-24]。 

结合实验结果发现，低氧环境下骨髓间充质干细胞膜

片产生细胞外基质增多可能为脐静脉内皮细胞的增殖、迁

移和血管网形成提供适当的微环境，从而内皮细胞能到更

好的生长，与多个文献报道一致[25-26]。 

骨髓间充质干细胞膜片会表达多种的生长因子，血管

内皮生长因子作为重要的促血管内皮细胞生长因子之一，

其增高可促进血管内皮细胞迁移、增殖和血管形成等作  

用[27-29]，实验结果也显示低氧培养的骨髓间充质干细胞膜

片产生的血管内皮生长因子水平更高，从而影响后续共培

养的血管生成。 

综上所述，低氧培养的骨髓间充质干细胞膜片不仅具

有组织分化潜能，又能促进脐静脉内皮细胞形成血管网络；

血管化膜片作为良好的组织工程移植物基础，为组织生长 

表 1  两组单位面积微血管长度、微血管平均长度、微血管分支数、

微血管直径及血管内皮生长因子水平变化             (x
_

±s，n=12) 

Table 1  Descriptive statistics for total microvessel length, average 

microvessel length, average number of branches, microvessel 

diameter and vascular endothelial growth factor level in two groups     

指标 低氧共培养组 常氧共培养组 

微血管总长度(mm/mm
2
) 12.92±0.72 8.52±0.43

a
 

血管网中平均微血管长度(mm) 0.98±0.07 0.62±0.03
a
 

微血管的平均分支数目(n) 2.33±0.24 1.42±0.45
a
 

微血管直径(μm) 11.00±2.36 10.33±4.06 

血管内皮生长因子质量浓度(ng/L) 309.25±2.31 232.42±4.37
a
 

 
表注：与低氧共培养组比较，a

P < 0.05。 
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提供必需的干细胞和充分血供从而保证移植的成功率。该

研究模型的成功建立为组织工程黏膜植入后与宿主的血管

网建立联系打下了基础，如何与宿主血管功能性吻合、血

管再生及血管生成仍需进一步实验研究和探讨。 
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