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暋暋摘暋要暋目的暋本文旨在介绍大鼠骨髓间充质干细胞棬斺旓旑斿旐斸旘旘旓旝旐斿旙斿旑斻旇旟旐斸旍旙旚斿旐斻斿旍旍旙棳斅斖斢斆旙棭体外

培养体系建立的一套完整方法棳及操作中的相关注意事项暎方法暋体重棻棸棸旂左右健康清洁斢斈大鼠棳取双侧股

骨及胫骨棳冲出骨髓腔细胞后培养棳椃棽旇后全量换液棳待细胞融合至椄棸棩左右时传代培养棳取生长良好的斝棾代细

胞通过流式细胞仪棳进行斆斈椆棸暍斆斈棿椀表型鉴定暎结果暋体外培养斝棾代细胞表面标记物斆斈椆棸暍斆斈棿椀鉴定完全

符合标准棳斅斖斢斆旙纯化并大量扩增暎结论暋通过全骨髓贴壁培养法可以建立一套完整的体外培养体系暎

关键词暋干细胞椈骨髓间充质干细胞椈培养椈鉴定
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旚斿旐旝斸旙斿旙旚斸斺旍旈旙旇斿斾斺旟旚旇斿旐斿旚旇旓斾旓旀旝旇旓旍斿斺旓旑斿旐斸旘旘旓旝斸斾旇斿旘斿旑旚斻旛旍旚旛旘斿棶
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暋暋 骨 髓 间 充 质 干 细 胞 棬斺旓旑斿旐斸旘旘旓旝旐斿旙斿旑斻旇旟灢

旐斸旍旙旚斿旐斻斿旍旍旙棳斅斖斢斆旙棭是 目 前 组 织 工 程 建 设 的 种

子 细 胞 棳但 因 其 在 骨 髓 中 含 量 极 低 棳体 外 细 胞 纯 化 暍

扩 增 培 养 难 度 较 大 棳严 重 影 响 斅斖斢斆旙 后 续 实 验 研

究 暎 目 前 提 取 方 法 主 要 有 棿 种 椇全 骨 髓 贴 壁 培 养

法 暍密 度 梯 度 离 心 法 暍免 疫 磁 珠 法 和 流 式 细 胞 仪 分

离 法 椲棻椵暎 由 于 全 骨 髓 贴 壁 培 养 法 获 得 的 细 胞 活 性

强 棳增 殖 旺 盛 棳并 且 具 有 操 作 简 单 棳造 价 低 等 优 点 棳

本 文 采 用 贴 壁 法 进 行 体 外 培 养 暎 报 道 如 下 暎

棻暋材料和方法

棻棶棻暋实验动物

体 重 棻棸棸旂 左 右 健 康 清 洁 斢斈 大 鼠 棳雌 雄 不 限 棳

由 济 宁 鲁 抗 生 物 有 限 公 司 提 供 暎

棻棶棽暋试剂及仪器

棻棶棽棶棻暋 试 剂 暋斈斖斉斖棷斊棻棽棻暶棻棬斍旈斺斻旓 公 司 棭椈胎

牛 血 清 棬斍旈斺斻旓 公 司 棭椈棸棶棽椀棩 胰 蛋 白 酶 棬斍旈斺斻旓 公

司 棭椈青 链 霉 素 混 合 液 棬旂斿旑旜旈斿旝 公 司 棭椈斆斈椆棸暍斆斈棿椀

抗 大 鼠 荧 光 表 面 抗 体 棬斿斅旈旓旙斻旈斿旑斻斿 公 司 棭暎

棻棶棽棶棽暋 仪 器 暋 超 净 工 作 台 棬苏 州 安 泰 空 气 技 术 有

限 公 司 棭椈倒 置 显 微 镜 棬斚斕斮斖斝斚斢 公 司 棭椈细 胞 培

养 箱 棬斣旇斿旘旐旓 公 司 棭暎

棻棶棾暋大鼠斅斖斢斆旙体外培养体系的建立及鉴定

棻棶棾棶棻暋 大 鼠 斅斖斢斆旙 的 提 取 暋 称 取 棻棸棸旂 左 右 健

康 清 洁 斢斈 大 鼠 一 只 棳脱 臼 处 死 后 完 全 浸 泡 于 椃椀棩

酒 精 中 椀旐旈旑暎 将 大 鼠 置 于 灭 菌 后 的 手 术 台 上 棳依

棻棽棾
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次 剪 开 皮 肤 暍皮 下 组 织 棳剥 离 肌 肉 棳完 整 取 下 双 侧 股

骨 及 胫 骨 棳放 置 装 有 斝斅斢 的 无 菌 培 养 皿 中 棳清 除 肌

肉 组 织 棳并 用 斝斅斢 反 复 冲 洗 棾 遍 暎 在 超 净 台 内 剪

开 双 侧 骨 端 棳用 棻旐旍针 头 吸 取 含 棻棸棩 胎 牛 血 清 的

斈斖斉斖棷斊棻棽 培 养 基 反 复 冲 洗 骨 髓 腔 棳直 至 骨 体 发

白 棳将 骨 髓 液 收 集 至 棻椀旐旍 离 心 管 中 棳棻棸棸棸旘旔旐棳

椀旐旈旑 离 心 棳收 集 细 胞 暎

棻棶棾棶棽暋 大 鼠 斅斖斢斆旙 的 体 外 培 养 暋 用 椀旐旍含 棻棸棩

完 全 培 养 基 重 悬 细 胞 棳反 复 吹 打 棳制 备 单 一 细 胞 悬

液 暎 在 细 胞 计 数 板 上 计 数 棳以 棻暳棻棸椆棷斕 密 度 接 种

于 棽椀斻旐棽 的 细 胞 瓶 中 棳置 于 棾椃曟棳斆斚棽 浓 度 为 椀棩

的 饱 和 适 度 培 养 箱 内 培 养 暎椃棽旇 后 全 量 换 液 棳并 用

斝斅斢 反 复 冲 洗 棳将 悬 浮 细 胞 去 除 暎 每 间 隔 棽斾 换

液 棳第 椃 天 细 胞 融 合 至 椄棸棩 左 右 棳胰 酶 消 化 棳并 严

格 控 制 消 化 时 间 棳待 镜 下 观 察 梭 形 细 胞 变 形 后 棳立

即 用 完 全 培 养 基 椀旐旍 终 止 消 化 棳收 集 细 胞 悬 液 棳

棻棸棸棸旘旔旐棳椀旐旈旑 离 心 暎 将 收 集 的 细 胞 以 棻暶棽 接 种

于 棽椀斻旐棽 的 细 胞 瓶 中 棳继 续 培 养 棳传 代 后 细 胞 生 长

迅 速 棳依 次 传 代 记 为 斝棻棳斝棽棳斝棾 等 暎

棻棶棾棶棾暋 大 鼠 斅斖斢斆旙 的 表 型 鉴 定 暋 取 斝棾 代 生 长

良 好 的 细 胞 棳胰 酶 消 化 后 棳斝斅斢 反 复 冲 洗 两 遍 棳收

集 离 心 后 的 细 胞 棳根 据 流 式 细 胞 荧 光 抗 体 的 要 求 棳

按 每 管 棻暳棻棸椂棷斕 密 度 置 于 棿 个 流 式 专 用 上 机 管

中 棳分 别 加 入 斆斈椆棸 抗 体 和 同 型 暍斆斈棿椀 抗 体 和 同 型

各 椀毺旍棳充 分 混 匀 细 胞 悬 液 后 棳避 光 静 置 棻椀旐旈旑 后 棳

各 管 加 入 棻旐旍斝斅斢棳棻棽棸棸旘旔旐棳离 心 椀旐旈旑棳洗 涤 细

胞 暎 用 棿棸棸毺旍斝斅斢 重 悬 细 胞 后 上 机 棳根 据 收 集 的

荧 光 信 号 棳判 断 细 胞 阳 性 率 暎

棻棶棾棶棿暋 操 作 注 意 事 项 暋棻棭提 取 暍培 养 细 胞 过 程 中

严 格 无 菌 操 作 棳添 加 必 要 抗 生 素 棳减 少 污 染 概 率 暎

棽棭提 取 过 程 中 注 意 保 持 股 骨 端 的 完 整 性 棳避 免 其 它

杂 细 胞 的 污 染 暎棾棭反 复 吹 打 获 得 的 细 胞 悬 液 棳制 备

单 一 的 细 胞 悬 液 棳有 利 于 斅斖斢斆旙 的 贴 壁 生 长 暎棿棭

避 免 反 复 观 察 细 胞 棳严 格 控 制 首 次 换 液 时 间 棳减 少

培 养 液 晃 动 对 细 胞 的 不 利 影 响 暎

棽暋结果

棽棶棻暋大鼠斅斖斢斆旙的形态特征

提 取 细 胞 接 种 于 培 养 瓶 后 棳呈 大 小 不 一 的 圆

形 棳悬 浮 于 培 养 液 中 暎棽棿旇 后 瓶 内 出 现 少 量 贴 壁 细

胞 棳呈 梭 形 暍椭 圆 形 暍多 角 形 等 棳小 片 状 聚 集 生 长 棳细

胞 生 长 缓 慢 暎椃棽旇 后 首 次 全 量 换 液 棳去 除 不 贴 壁 的

造 血 细 胞 等 悬 浮 细 胞 棳可 见 贴 壁 细 胞 增 多 棳呈 现 梭

形 暍纺 锤 形 棳呈 片 状 聚 集 生 长 暎棽 天 后 换 液 棳细 胞 增

长 速 度 明 显 增 快 棳生 长 逐 渐 融 合 棳继 续 培 养 至 椃斾棳

细 胞 融 合 达 椄棸棩 左 右 棳梭 形 细 胞 为 主 棳胰 酶 消 化 传

代 至 斝棾 代 时 棳细 胞 生 长 速 度 较 前 明 显 增 快 棳梭 形

细 胞 克 隆 状 生 长 棳形 态 趋 于 稳 定 暎 见 图 棻暎

斄椇原代培养棽棿旇椈斅椇原代培养椃斾椈斆椇斝棾

图棻暋不同培养时间斅斖斢斆旙贴壁情况

棽棶棽暋大鼠斅斖斢斆旙的鉴定结果

取 生 长 旺 盛 的 斝棾 代 细 胞 棳应 用 流 式 细 胞 仪 进

行 细 胞 表 型 鉴 定 椇斆斈椆棸 阳 性 表 达 率 椆椆棶棽棩棳斆斈棿椀

阳 性 表 达 率 棸棶椆棩棳符 合 斅斖斢斆旙 鉴 定 标 准 棳说 明 原

代 培 养 的 斅斖斢斆旙 具 有 纯 度 高 棳均 一 性 强 的 特 性 暎

见 图 棽暎

棾暋讨论

斅斖斢斆旙 因 其 自 身 具 有 多 向 分 化 潜 能 棳取 材 容

易 棳体 外 培 养 后 可 以 高 度 纯 化 暍大 量 扩 增 等 优 点 棳成

为 组 织 工 程 的 种 子 细 胞 棳已 被 应 用 于 许 多 领 域 的 研

究 棳并 成 功 诱 导 分 化 为 骨 暍软 骨 暍脂 肪 暍神 经 暍心 肌 等

细 胞 椲棽灢椀椵棳使 得 多 年 以 来 干 细 胞 的 诱 导 分 化 棳干 细 胞

棽棽棾
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图棽暋斆斈椆棸暍斆斈棿椀表达情况

的 移 植 治 疗 始 终 是 研 究 的 热 点 椲椂灢椃椵棳目 前 这 些 研 究

已 初 步 取 得 一 定 疗 效 椲椄椵棳为 临 床 疾 病 的 治 疗 提 供 了

新 思 路 棳为 临 床 患 者 带 来 曙 光 暎

斅斖斢斆旙 在 骨 髓 中 含 量 仅 棸棶棸棸棻棩暙棸棶棻棩棳各

种 分 离 方 法 各 有 优 缺 点 棳至 今 尚 无 最 佳 分 离 培 养 方

案 暎 免 疫 磁 珠 法 暍流 式 细 胞 仪 法 因 其 对 细 胞 活 性 损

伤 较 大 棳甚 至 导 致 细 胞 死 亡 棳并 且 造 价 昂 贵 棳对 实 验

室 要 求 较 高 等 原 因 棳未 能 广 泛 应 用 暎 密 度 梯 度 离 心

是 根 据 骨 髓 中 各 种 细 胞 比 重 不 同 棳通 过 加 入 旔斿旘灢

斻旓旑 液 或 淋 巴 细 胞 分 离 液 提 取 相 对 较 纯 的 斅斖灢

斢斆旙棳但 因 多 次 离 心 棳破 坏 了 斅斖斢斆旙 生 存 的 骨 髓 微

环 境 棳不 利 于 细 胞 生 长 暎 而 全 骨 髓 贴 壁 培 养 法 利 用

斅斖斢斆旙 的 贴 壁 生 长 特 性 棳通 过 不 断 换 液 棳去 除 悬 浮

细 胞 棳是 目 前 操 作 最 简 单 有 效 的 方 法 暎

由 于 斅斖斢斆旙 细 胞 表 面 尚 未 有 特 异 抗 体 表 达 棳

目 前 多 采 用 阳 性 表 面 标 记 物 及 阴 性 表 面 标 记 物 相

结 合 的 办 法 鉴 定 暎 国 际 细 胞 治 疗 学 会 间 充 质 及 组

织 干 细 胞 委 员 会 在 棽棸棸椂 年 提 出 了 鉴 定 人 来 源 的 间

充 质 干 细 胞 最 低 的 棾 条 标 准
椲椆椵椇棻棭必 须 具 备 对 塑 料

底 物 的 贴 壁 特 性 暎棽棭斆斈棻棸椀暍斆斈椆棸暍斆斈椃棾 等 阳 性

表 达 率 曒椆椀棩棳而 斆斈棿椀棳斆斈棾棿棳斆斈棻棿 或 斆斈棻棻斺棳

斆斈椃椆斸 或 斆斈棻椆棳斎斕斄灢斈斠 等 的 阳 性 表 达 率 曑棽棩暎

棾棭体 外 诱 导 分 化 具 有 多 向 分 化 潜 能 暎 本 文 对 斝棾

代 生 长 旺 盛 的 细 胞 给 予 标 记 斆斈椆棸暍斆斈棿椀 进 行 表

面 抗 原 鉴 定 棳结 果 显 示 斆斈椆棸 表 面 抗 原 阳 性 棳斆斈棿椀

表 面 抗 原 阴 性 棳虽 然 大 鼠 与 人 物 种 存 在 差 异 棳但 目

前 鉴 定 标 准 仍 采 用 棽棸棸椂 年 标 准 进 行
椲棻棸椵暎

本 实 验 成 功 分 离 暍提 取 大 鼠 斅斖斢斆旙暎 采 用 全

骨 髓 贴 壁 培 养 法 建 立 体 外 培 养 体 系 棳经 表 面 抗 原 表

型 鉴 定 为 纯 化 斅斖斢斆旙棳并 通 过 严 格 控 制 消 化 时 间 棳

严 格 无 菌 操 作 棳成 功 实 现 斅斖斢斆旙 的 体 外 大 量 扩

增 棳为 进 一 步 的 实 验 研 究 提 供 细 胞 来 源 棳促 进 了 干

细 胞 诱 导 分 化 暍移 植 治 疗 的 进 一 步 研 究 暎 并 通 过 总

结 实 验 中 的 注 意 事 项 棳大 大 提 高 了 斅斖斢斆旙 提 取 及

培 养 的 成 功 率 棳避 免 了 培 养 过 程 中 时 间 的 浪 费 棳节

省 了 科 研 经 费 棳提 高 了 科 研 的 准 确 性 暎
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