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!!"摘要#!目的!建立巴马香猪骨髓间充质干细胞".>9>3;62./19?>.;>119$@AB9#分离&培养&扩增的方
法$并进行鉴定% 方法!采用梯度离心法分离并结合贴壁筛选法传代纯化培养猪的@AB9’采用倒置相差显微
镜观察@AB9的形态学特征’流式细胞仪检测第 ’ 代细胞表面标志抗原 BC&)&BC’$ 的表达率% 结果!原代
培养的@AB9于 # 6后贴壁$贴壁细胞呈集群生长趋势% 培养 & D* E后可见细胞融合$)$ D() E达到 *%F融
合% 第 ’ 代细胞表面标记物BC&) 阳性率为 *%F$BC’$ 阳性率为 "F% 结论!采用全骨髓梯度离心法分离并
结合贴壁筛选法能够成功分离和培养巴马香猪的@AB9$在第 ’ 代可获得高纯度@AB9%
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!!骨髓间充质干细胞 ".>9>3;62./19?>.;>119$
@AB9#因其易获取&易生长和有较强的增殖能力$并
能多向诱导分化$从而成为组织工程常用的种子细
胞))* % 但骨髓中@AB的数量少&含量极低$通常 )"%

D)"# 个骨髓有核细胞中仅有 ) 个 @AB)(* % 为研究
经皮冠状动脉植入@AB9治疗巴马香猪急性心肌梗
死"/;O?>.27;/<E0/103N/<;?073$H@V#模型的疗效$我

们探讨了巴马香猪 @AB9的分离和体外培养扩增$
并对其表型特征进行初步鉴定% 旨在为 @AB9植入
治疗巴马香猪H@V模型的应用奠定基础%
@5材料与方法
@A@5试验动物来源5选取健康小型雄性巴马香猪$
’ D$ 月龄$体重 (" D’" U4$由广西大学动物实验中
心提供%
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@AB5主要试剂与仪器5")#分离试剂!W0;711-T/XO>
细胞分离液"A04./产品#$C@,@培养基"CO1M>;-
;7(9.7E0N0>E >/41>.>E0O.$Y0M;7产品#$胰蛋白酶
"A04./产品#% "(#流式相关抗体!/3?0-BC’$-WVLB&
/3?0-BC&)-T,"均为 PCT6/<@04>3 产品#% "’#主要
仪器!流式细胞仪"WHBA B/10MO<$P>;?73 C0;U03973
产品#&倒置相差显微镜"Z12.QO9#&荧光显微镜"Z-
12.QO9#&细胞培养箱&低温离心机&细胞培养瓶
"B7<3034#&超净工作台%
@AC5方法
)[’[)!干细胞的分离!在猪耳后肌肉注射异丙嗪
(% D’" .4&氯胺酮 )" .4JU4&阿托品 (% !4JU4及安
定 % .4% 实验猪站立不稳而卧倒后$仰卧位固定$
碘酒-酒精消毒皮肤$铺巾% 无菌条件下髂后上棘穿
刺$双侧多点抽取骨髓液 $" DI" .1置于含肝素的
%" .1离心管中混匀$("" 目滤网过滤后$室温以
( %"" <J.03离心 % .03$平头吸管反复抽吸吹打制成
单细胞悬液$将骨髓液沿壁轻轻叠加到密度 )["&&
4J.1的淋巴细胞分离液上$$ \以 ( """ <J.03梯度
离心 ’" .03$吸出中间 ( D’ ..厚的白绒层$TPA离
心洗涤$去除残留的W0;711-T/XO>分离液%
)[’[(!原代培养&传代与纯化!以 ) ])"# J.1的浓
度接种于含胎牛血清的 C@,@的培养瓶中$置于
’& \$%F BZ( 饱和湿度培养箱中培养 ’ E 后换培
养液$弃去未贴壁细胞% 此后每隔 ’ E 换培养液%
约接种 )" E 后$贴壁细胞铺满培养瓶底约 I"F D
*"F时$用 "[)%F胰蛋白酶-,CLH消化$按 ) ’̂ 的
比例重新传代$搜集第 ’ 代的@AB9进行实验%
)[’[’!@AB9流式细胞仪鉴定!取第 ’ 代 ) ])"#

的@AB9$均分为 ’ 管$每管分别加入 )" !1荧光标
记抗体 /3?0-BC’$-WVLB&/3?0-BC&)-T,$另设一管为
空白对照$室温避光孵育 ’" .03 后用 TPA 洗涤 (
次$以减少非特异性结合$之后加入 ("" !1TPA 混
匀细胞$用流式细胞仪检测%
B5结果
BA@5巴马香猪 @AB9的分离与原代培养结果!梯
度离心分离后的单个核骨髓细胞中培养 # 6 即可见
到有成纤维细胞样细胞贴壁生长% &( 6 换液后去
除非粘附细胞后$可见贴壁生长的细胞部分成梭形$
个别呈多角形$细胞核居中% 培养 & E 时$贴壁生长
的细胞呈梭形&星形$呈团簇状% )$ D() E 达到
*%F融合"见图 )#%

图 )!培养第 & 天! ]("""

BAB5巴马香猪 @AB9的传代培养与纯化结果!细
胞传代后生长较前迅速$一般 & D)( E 可传代一次$
传代细胞仍呈多角形&短梭形$随着传代次数增加$
细胞突起增多$以多角形为主% 第 $ 代以后细胞生
长速度开始减慢$细胞的折光度逐渐下降$说明细胞
开始衰老% 传代的细胞克隆形成率降低$细胞体积
增大"见图 (#% 但培养扩增至第 & 代$细胞仍有增
殖能力%

图 (!第 $ 代细胞! ]("""#培养约 % D# 周

BAC5巴马香猪 @AB9的流式细胞仪分析与鉴定结
果!经流式细胞仪分析$在 WA 和 AA 双参数点图上
选取目的细胞群$采用 609?74</.图表示% 结果第 ’
代细胞表面标记物BC&) 阳性率为 *%F$BC’$ 阳性
率为 "F"见图 ’$$#%

图 ’!BC’$-WVLB流式细胞检测示BC’$ _细胞为 "
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图 $!BC&)-T,流式细胞检测示BC&) _细胞占 *%F

C5讨论
CA@5骨髓中存在造血组织和非造血组织两种成分$
机体内正常造血功能的维持依赖于造血干细胞的自

我更新和造血微环境的完整与稳定% (" 世纪 &" 年
代W<0>E>39?>03等发现从骨髓分离出的单个核细胞
在一定的条件下可诱导分化成为成骨细胞&成骨软
细胞&脂肪细胞和肌母细胞% 这些细胞在扩增 (" D
’" 代后仍能保持多分化潜能% 这类细胞就是骨髓
间充质干细胞"M73>./<<7=.>9>3;62./19?>.;>119$
P@AB9# )’$$* % @AB9作为多种骨髓基质细胞的前体
细胞$参与造血微环境的稳态调控$并为机体新陈代
谢及组织损伤修复提供,库存-细胞% 其不表达造
血细胞的相关标志$具有向多种中胚层和神经外胚
层来源的组织细胞分化的能力% 其取材方便&容易
分离&易于外源基因的转染和表达$是临床常用的移
植干细胞$在干细胞移植和组织工程中具有广泛的
应用前景% 但由于其在骨髓中的含量低$因此需要
将体内的@AB9在离体条件下进行分离纯化并进行
体外扩增% @AB9研究中$特别是临床应用中仍存在
诸如 @AB9分离纯化&@AB9增殖分化条件的控制&
结构分化与功能分化&@AB9与造血干细胞间相互作
用&植入后的归巢等问题$如何解决这些问题成为目
前@AB9研究的重点%
CAB5目前对于@AB9尚无很好的纯化培养方法$而
较为常用的纯化培养方法有贴壁筛选法)%* &密度梯
度离心法)#* &特制培养板筛选法)&* &免疫磁珠分离
法)I*等% 用单纯直接贴壁法获得的骨髓基质细胞
主要包含成纤维样间质干细胞&小的非粒性细胞
"循环干细胞$cA-)#&小的粒性细胞"cA-(#及内皮
细胞等多种细胞成分)** % 梯度离心是目前应用最
多的一种方法$虽然有研究认为应用 )["&’ 4J.1的
T><;711较 )["&& 4J.1的 W0;711能得到更单一的
@AB9))"* $但有研究发现通过 T><;711法得到的单一
的@AB9量小&增殖速度慢$认为 @AB9增殖能力与
cA-) 有关$其对维持 @AB9的增殖能力起到关键的
作用% @/KO.E/<等)))*认为cA-) 实际上就是进入循

环的非定向的 @AB9% d09043710等))(*指出使用密度

梯度离心法易使P@AB9向成骨细胞分化$而降低了
向其他方向分化的能力% 由于 @AB9含量低$分离
纯化存在难度$而且单用以上的任一种方法分离得
到的细胞中常含有多种祖细胞$部分特征与 @AB9
相似$从而对进一步研究带来一定的影响% 本试验
应用W0;711梯度离心法分离并结合贴壁筛选法传代
纯化培养P@AB9$研究发现应用 W0;711梯度离心分
离后的单个核骨髓细胞中培养 # 6 即可见到有成纤
维细胞样细胞贴壁生长% 应用贴壁筛选法去除非粘
附细胞$得到可传代的贴壁生长的细胞大部分成梭
形$细胞核居中$呈单层生长$细胞呈团簇状$呈集群
生长趋势% 应用流式细胞仪分析证实所得到的细胞
为BC’$ +JBC&) _细胞)))* $提示反复贴壁筛选法
代培养获取的细胞非造血干细胞$是纯度较高的
P@AB9%
CAC5目前认为 @AB9表面存在多种特异性抗原以
及多种细胞因子和生长因子受体$如 Ae-(&BC(*&
BC$$&BC&)&BC*"&BC)"#&BC)("/&A?<7-) 等$其中
BC&) 被认为是成熟@AB9的标志))($)’* $而作为造血
细胞的典型的表面抗原如 BC’$&BC$% 及 BC)$ 则
不表达))$ D)#* % @AB9具有表型稳定的生物学特性$
本试验中采用 BC’$ +JBC&) _来鉴定 @AB9$经流
式细胞仪免疫细胞化学鉴定$细胞强表达 BC&) 而
不表达BC’$$证实所得到的细胞为BC’$ +JBC&) _
细胞)))$)%$)#* % 本实验中发现传代培养 $ 代后$细胞
虽仍有增殖能力$但生长速度减慢&增殖速度下降&
细胞的折光度逐渐下降&传代的细胞克隆形成率降
低&细胞体积增大和胰酶消化时间延长$说明细胞开
始衰老% 林楚伟等))&*比较了全骨髓贴壁并差速传

代分离纯化 @AB9与密度梯度离心法分离纯化
@AB9$结果发现两种方法均能得到 *"F左右纯度的
@AB9$但前者所得的 @AB9的生长增殖能力更为旺
盛% 本实验显示应用W0;711梯度离心法分离并结合
贴壁筛选法传代纯化培养 P@AB9$该方案具有操作
简单&易于掌握&实验周期短等特点$并可避免常规
密度梯度分离法所采用的多次离心操作$且离体分
离@AB9时所需时间较短的不足$保持了体外 @AB9
的活性更多$从而使 @AB9的细胞活力及其增殖能
力更强$结果为下一步实验研究及将来应用于临床
治疗奠定了基础% 流式细胞仪免疫细胞化学分析鉴
定结果显示细胞强表达 BC&) 而不表达 BC’$% 研
究结果表明采用全骨髓梯度离心法分离并结合贴壁

筛选法能够成功分离和培养巴马香猪的@AB9$传代
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培养第 ’ 代可获得高纯度@AB9$显示本方法可用于
@AB9植入治疗巴马香猪 H@V模型自体 @AB9的
准备%
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