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体外诱导犬骨髓间充质干细胞向上皮样细胞分化的初步研究
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［摘要］　目的：探讨体外诱导犬骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）向上皮样细胞分化的可行性和

基本条件。方法：抽取成年健康杂种犬的骨髓，用密度梯度离心及贴壁培养法分离纯化ＢＭＳＣｓ，培养扩增后，取第２代ＢＭＳＣｓ
在以下不同培养液中诱导培养：ＫＳＦＭ＋ＥＧＦ＋ＢＰＥ、ＤＭＥＭ＋ＥＧＦ、ＫＳＦＭ＋ＢＰＥ、ＤＭＥＭ＋ＦＢＳ，观察细胞形态的变化，绘制细

胞的生长曲线，诱导培养后第７、１４天，用免疫细胞化学染色和流式细胞仪鉴定上皮细胞特异性标志物细胞角蛋白（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ，

ＣＫ）和上皮膜抗原（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅａｎｔｉｇｅｎ，ＥＭＡ）的表达。结果：ＫＳＦＭ＋ＥＧＦ＋ＢＰＥ组诱导培养第７天，少量细胞形态变

为圆形或椭圆形，有突起，第１４天圆形或椭圆形细胞明显增多；诱导培养过程中ＤＭＥＭ＋ＥＧＦ、ＫＳＦＭ＋ＢＰＥ、ＤＭＥＭ＋ＦＢＳ组细

胞形态无明显变化。ＣＫ免疫细胞化学染色结果提示：ＫＳＦＭ＋ＥＧＦ＋ＢＰＥ组诱导培养第７天，少量细胞呈阳性表达，第１４天，阳

性细胞明显增多；ＤＭＥＭ＋ＥＧＦ、ＫＳＦＭ＋ＢＰＥ、ＤＭＥＭ＋ＦＢＳ组细胞均呈阴性表达。流式细胞仪检测发现ＫＳＦＭ＋ＥＧＦ＋ＢＰＥ
组诱导培养第１４天，部分细胞ＣＫ和ＥＭＡ呈阳性表达（＞７％），ＤＭＥＭ＋ＥＧＦ、ＫＳＦＭ＋ＢＰＥ、ＤＭＥＭ＋ＦＢＳ组细胞均为阴性。

结论：本实验提示ＫＳＦＭ＋ＥＧＦ＋ＢＰＥ联合培养液能够在体外诱导犬ＢＭＳＣｓ向上皮样细胞分化。
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　　近年来，食管组织工程的研究取得长足进展，其
中种子细胞的筛选是其重要的研究方向。种子细胞
主要来源于自体、同种异体以及异种组织细胞，自体
食管上皮细胞为首选，但存在数量上的局限性及长
期传代培养后细胞功能老化等问题，因此，其在食管
组织工程中的应用受到限制。骨髓间充质干细胞
（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）具
有自我更新、多系分化及体内组织的功能重建等优

秀的生物学特性，且取材方便，易于体外扩增，不存
在组织配型和免疫排斥反应等问题，是较为理想的
组织工程食管种子细胞。研究表明ＢＭＳＣｓ能分化
为中胚层的骨、软骨、腱、脂肪、骨骼肌、平滑肌、心
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肌、造血支持基质、血管内皮细胞以及外胚层的星形
胶质细胞、神经元、表皮细胞和内胚层的肺泡上皮细
胞、胃肠道的上皮细胞、肝卵圆性细胞等［１～３］。本实
验旨在探讨体外诱导犬ＢＭＳＣｓ向上皮样细胞分化
的可行性及其诱导条件，为其在食管组织工程中的
应用提供初步的理论依据。

１　材料和方法

１．１　实验动物和试剂　成年健康杂种犬，雌雄不限，
体质量１５～２０ｋｇ，由第二军医大学实验动物中心提
供。ＦｉｃｏｌｌＰａｑｕｅ淋巴细胞分离液（上海生化制剂厂），
磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ），０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ缓冲液（ＴＢＳ），

０．０５％胰蛋白酶／０．０２％ＥＤＴＡ（Ｓｉｇｍａ），青霉素钠（上
海先锋药业），硫酸链霉素（上海四药），ＦＢＳ、低糖

ＤＭＥＭ、表 皮 生 长 因 子 （ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，

ＥＧＦ）、牛垂体提取物（ｂｏｖｉｎｅｐｉｔｕｉｔａｒｙｅｘｔｒａｃｔ，ＢＰＥ）、
无血清角化细胞培养基（ＫＳＦＭ）（Ｇｉｂｃｏ），鼠抗人细
胞角蛋白单克隆抗体（Ｂｏｓｔｅｒ），鼠抗人上皮膜抗原单
克隆抗体、鼠抗人ＣＤ４４、ＣＤ７１抗体、ＤＡＢ显色试剂盒
（福州迈新公司），异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）标记的羊抗
鼠ＩｇＧ（上海鼎国）。

１．２　培养液配制　基础培养液：含１０％ＦＢＳ、１００Ｕ／

ｍ１青霉素和１００ｍｇ／Ｌ链霉素的低糖ＤＭＥＭ。诱导
培养液：由ＥＧＦ、ＢＰＥ和ＫＳＦＭ按比例配制成的培养
液，ＥＧＦ浓度为２０ｎｇ／ｍｌ，ＢＰＥ浓度为７５μｇ／ｍｌ，加
入青霉素（１００Ｕ／ｍｌ）和链霉素（１００ｍｇ／Ｌ）。

１．３　犬ＢＭＳＣｓ的分离纯化及培养扩增［４］　无菌条
件下，髂后上棘骨穿法采集成年健康杂种犬骨髓液
约１０ｍｌ（肝素２００Ｕ／ｍｌ抗凝）。采用密度梯度离
心法分离提纯骨髓有核细胞：室温下２０００ｒ／ｍｉｎ离
心骨髓液５ｍｉｎ，弃上清及脂肪组织，ＰＢＳ洗涤沉淀
物２次，用无血清ＤＭＥＭ 制成细胞悬液，贴壁缓慢
加入预先装有等体积１．０７７ｇ／ｍｌ的ＦｉｃｏｌｌＰａｑｕｅ淋
巴细胞分离液的离心管中，１２００ｒ／ｍｉｎ离心３０
ｍｉｎ。小心吸取界面云雾状有核细胞层细胞，用无血
清ＤＭＥＭ洗涤２次，收集细胞，重悬于基础培养液
中，血细胞计数板计数，以１×１０６／ｃｍ２接种于２５
ｃｍ２塑料培养瓶中，３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度条件下
静置培养，４８ｈ后首次换液，弃去未贴壁细胞，此后
每隔３～４ｄ换液，进一步除去未贴壁细胞。倒置相
差显微镜 （ＯｌｙｍｐｕｓⅨ７０）下观察细胞形态变化及
增殖情况，待细胞融合至９０％时，用０．０５％胰蛋白
酶／０．０２％ＥＤＴＡ室温消化，按１３比例传代培养，
留取第２代备用。

１．４　犬 ＢＭＳＣｓ的体外诱导培养　取第２代犬

ＢＭＳＣｓ，按５×１０４／ｍｌ的密度接种于２４孔培养板
中，分为４组，每组各６孔，２４ｈ后吸去基础培养液，
分别在以下４组培养液中培养：ＫＳＦＭ＋ＥＧＦ＋
ＢＰＥ、ＤＭＥＭ＋ＥＧＦ、ＫＳＦＭ＋ＢＰＥ、ＤＭＥＭ＋ＦＢＳ，
每３ｄ换液１次。

１．５　犬ＢＭＳＣｓ的生长增殖特点及细胞表型鉴定

１．５．１　形态学观察　细胞培养过种中每日在倒置
相差显微镜下观察细胞形态变化。

１．５．２　生长曲线　取第２代犬ＢＭＳＣｓ，按１×１０４／
孔的密度接种于９６孔培养板中，分为４组，每组２４
孔，分别加入上述４种不同的培养液，之后每日取３
孔细胞，胰酶消化后进行细胞计数，剩余细胞每３ｄ
换液１次，根据细胞计数结果求平均值以绘制细胞
生长曲线。

１．５．３　细胞表型鉴定　取第２代犬ＢＭＳＣｓ，采用

ＥｎＶｉｓｉｏｎ二步法染色进行免疫细胞化学染色，严格
按照 Ｍａｘｉｍ生物技术有限公司提供的免疫细胞化
学染色试剂盒说明书操作，一抗为鼠抗人 ＣＤ４４、

ＣＤ７１抗体，工作浓度１５０，二抗为羊抗鼠二抗，工
作浓度１５０，二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色，苏木素复
染，盐酸分化。

１．６　诱导培养后细胞成分的鉴定

１．６．１　免疫细胞化学染色　取诱导培养后第７、１４
天的各组细胞，方法同１．５．３，一抗为鼠抗细胞角蛋
白（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ，ＣＫ）单克隆抗体，工作浓度１５０，
二抗为羊抗鼠二抗，工作浓度１５０。

１．６．２　流式细胞仪检测　取诱导培养后第７、１４天
的各组细胞，０．０５％胰蛋白酶／０．０２％ＥＤＴＡ室温消
化，ＰＢＳ洗涤３次，重悬细胞至１００μｌ，各组分别加
入上皮细胞特异性标志物ＣＫ（工作浓度１１０）和
上皮膜抗原（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅａｎｔｉｇｅｎ，ＥＭＡ，工
作浓度１５０），４℃ 孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，加
入异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）标记的羊抗鼠ＩｇＧ（工作
浓度１１０），４℃避光孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次
后，重悬细胞至４００μｌ，密度为１×１０

６／ｍｌ，流式细胞
仪（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ）检测。空白对照：不加一抗和
对应ＦＩＴＣ标记的二抗。

２　结　果

２．１　倒置相差显微镜观察

２．１．１　原代培养犬ＢＭＳＣｓ的形态特征　骨髓有核
细胞悬液接种后２４ｈ出现贴壁细胞，形态均一，呈
短棒状，４８ｈ后首次换液，除去悬浮细胞，大部分细
胞已贴壁，呈相对静止状态；７２ｈ贴壁细胞明显增
殖，呈集落样生长，可见大小不等的细胞集落，每个
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集落由几个到几十个细胞组成，细胞呈梭形，少量呈
宽大扁平的星形或多角形，核居中，核仁多而明显，

８～１０ｄ时，细胞密集在集落中心，周围细胞呈旋涡
状或放射状排列（图１Ａ）。

图１　犬ＢＭＳＣｓ的形态特征

Ｆｉｇ１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｃａｎｉｎｅＢＭＳＣｓ
Ａ：１０ｔｈｄａｙａｆｔｅｒｐｒｉｍａｒｙｐｌａｔｉｎｇ（×１００），ａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈｅｃｅｎｔｅｒｏｆｃｏｌｏｎｙ；Ｂ：３ｔｈｄａｙａｆｔｅｒｐａｓｓａｇｅｐｌａｔｉｎｇ（×４００），ａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈｅｄｉ

ｖｉｄｉｎｇｃｅｌｌｓ；Ｃ：７ｔｈｄａｙａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ（×４００）．Ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｃｅｌｌｓｗｉｔｈｒｏｕｎｄｏｒｏｖａｌｓｈａｐｅ

２．１．２　传代培养犬ＢＭＳＣｓ的形态特征　传代培养
细胞接种后２ｈ开始贴壁，并很快铺展变大，呈不规
则的多角形，有短而薄的胞质突起，细胞核呈圆形或
椭圆形，有多个核仁，胞质中有黑色颗粒，增殖旺盛，
可发现双核分裂象细胞（图１Ｂ），生长速度较原代明
显增快，５～７ｄ即可铺满培养瓶底部。

２．１．３　诱导培养犬ＢＭＳＣｓ的形态特征　诱导培养
过程中 ＤＭＥＭ＋ＥＧＦ、ＫＳＦＭ＋ＢＰＥ、ＤＭＥＭ＋
ＦＢＳ组细胞形态无明显变化，呈梭形或多角形。Ｋ
ＳＦＭ＋ＥＧＦ＋ＢＰＥ组细胞诱导初期呈长条索状，形
态大小均一，无突起，诱导第７天少量细胞变为圆形
或椭圆形，周围有短的绒毛样突起，胞质丰富（图

１Ｃ）；第１４天圆形、椭圆形细胞明显增多。

２．２　细胞生长曲线　诱导培养各组细胞接种初期
生长速度相对缓慢，此后呈指数形式快速增殖，１０ｄ
左右达到 ８０％ ～９０％ 融合，呈典型的”Ｓ”形，

ＤＭＥＭ＋ＦＢＳ组扩增速度最快，ＫＳＦＭ＋ＥＧＦ＋ＢＰＥ
组次之，１０ｄ时可收获约１×１０６个细胞。根据不同培
养时间细胞数量绘制犬ＢＭＳＣｓ生长曲线（图２）。

图２　犬ＢＭＳＣｓ在不同培养基中的生长曲线

Ｆｉｇ２　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆｃａｎｉｎｅＢＭＳＣｓ
ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｄｉａ

２．３　免疫细胞化学染色结果　Ｆｉｃｏｌｌ密度梯度离

心法获得的骨髓单个核细胞经贴壁筛选、传代培养
后的免疫细胞化学染色大部分细胞ＣＤ４４、ＣＤ７１为
阳性（图３），提示所获取的细胞成分大部分为ＢＭ
ＳＣｓ。

图３　第２代犬ＢＭＳＣｓＣＤ４４（Ａ）和

ＣＤ７１（Ｂ）免疫细胞化学染色

Ｆｉｇ３　ＣＤ４４（Ａ，×４００）ａｎｄＣＤ７１（Ｂ，×２００）

ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｐａｓｓａｇｅ２ｃａｎｉｎｅＢＭＳＣｓ

　　诱导培养第７天，ＫＳＦＭ＋ＥＧＦ＋ＢＰＥ组少量

细胞ＣＫ免疫细胞化学染色阳性（图４Ａ），其他３组

细胞均为阴性。诱导培养第１４天，ＫＳＦＭ＋ＥＧＦ＋

ＢＰＥ组ＣＫ阳性表达细胞明显增多，阳性细胞呈椭

圆形或圆形，部分细胞有突起，胞质呈棕色着色（图

４Ｂ）。其余３组细胞胞质未着色。

２．４　流式细胞仪检测结果　诱导培养第７天，各组

细胞ＣＫ 和 ＥＭＡ 流式细胞仪检测阴性（＜１％）。

第１４天ＫＳＦＭ＋ＥＧＦ＋ＢＰＥ组流式细胞仪检测为

阳性，ＥＭＡ 阳性表达为７．８６％，ＣＫ 阳性表达为

７．６３％，其余３组ＣＫ和ＥＭＡ流式细胞仪检测均为
阴性。　　　　
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图４　犬ＢＭＳＣｓ诱导培养第７天（Ａ）和

第１４天（Ｂ）ＣＫ免疫细胞化学染色

Ｆｉｇ４　ＣＫｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｓｔａｉｎｉｎｇ
ｏｆｃａｎｉｎｅＢＭＳＣｓｏｎｔｈｅ７ｔｈｄａｙ（Ａ）ａｎｄ

１４ｔｈｄａｙ（Ｂ）ａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ（×２００）

３　讨　论

　　研究表明ＢＭＳＣｓ具有自我更新能力、多系分化
潜能、体内组织的功能重建等优秀的生物学特性，是
一种比较理想的组织工程种子细胞。目前，ＢＭＳＣｓ
分化潜能的机制尚不清楚。Ｔｒｅｍａｉｎ等［５］对ＢＭ
ＳＣｓ的基因表达进行分析，发现它不仅含有编码间
质组织成分的基因，还含有编码内皮及上皮组织的
基因，为其多分化潜能提供了理论依据。细胞分化
是基因有序表达与关闭的结果，但这一过程并非自
发产生，而是受细胞与细胞、细胞与环境，即微环境
“壁龛”（ｎｉｃｈｅ）［６］相互作用的影响，这个动态的可逆
过程能够程序性重调［７］。

　　实验表明与呼吸道上皮细胞间接接触共培养

ＢＭＳＣｓ可以分化为呼吸道上皮细胞［８］。食管上皮
细胞和呼吸道上皮细胞均来源于内胚层，与ＢＭＳＣｓ
属于不同的胚层来源，ＢＭＳＣｓ成功分化为呼吸道上
皮细胞提示其可以向上皮样细胞分化，具有跨胚层
分化的潜能。多种细胞因子、激素和化学药物都对

ＢＭＳＣｓ有诱导分化作用，可能是诱导ＢＭＳＣｓ获得
靶组织的表型、向不同细胞谱系分化的主要原因之
一。本实验尝试利用角化细胞的基础培养基 Ｋ
ＳＦＭ和ＥＧＦ、ＢＰＥ联合诱导犬ＢＭＳＣｓ向上皮样细
胞分化，结果提示：单纯应用 ＫＳＦＭ 或ＥＧＦ、ＢＰＥ
不能在体外诱导犬ＢＭＳＣｓ向上皮样细胞分化，而联
合应用则能使其表达上皮细胞特异性标志物ＣＫ，但
可能与诱导的时间和ＥＧＦ的浓度有关。ＥＧＦ是一
种广泛存在于各种组织体液中的低分子多肽，能促
进多种细胞的增殖，包括上皮细胞、间质细胞以及神
经干细胞等。ＥＧＦ与靶细胞表面的ＥＧＦ受体结合

后，能刺激受体自身磷酸化及细胞内其他蛋白质的
酪氨酸磷酸化，进而激活蛋白激酶Ｃ和磷脂酶Ｃ，通
过第二信使ｃＡＭＰ、Ｃａ２＋激活ｃＡＭＰ依赖的蛋白
酶，使细胞核内组蛋白对ＤＮＡ的阻遏作用解除，使
促有丝分裂信号向胞内传递，从而引起ＤＮＡ合成、
细胞的增殖［９］。研究表明，在一定浓度范围内，ＥＧＦ
对ＢＭＳＣｓ具有促增殖作用，当浓度过高时，可能激
发了不同的信号转导途径，促进细胞的分化而抑制
细胞的增殖。本实验中，含ＥＧＦ、ＢＰＥ的ＫＳＦＭ明
显促进细胞的分化，而促增殖作用却不明显。ＢＭ
ＳＣｓ的诱导分化是一个复杂的过程，是多种因素参
与的综合结果，单一因素不能成功诱导其分化。含

ＢＰＥ的ＫＳＦＭ是培养角化细胞的基础培养基，含
有上皮细胞生长增殖所必需的多种因子，如可以促
进上皮细胞增殖的转化生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）、胰岛素样生长因子（ｉｎｓｕ
ｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＩＧＦ）等，在与ＥＧＦ共同作用
下可能诱导ＢＭＳＣｓ向上皮组织分化。

　　ＢＭＳＣｓ取自自体骨髓，采集方便，接受治疗的
患者痛苦小，并且由于来源于自体，由它诱导的食管
上皮细胞在进行移植时不存在组织配型、免疫排斥
和医学伦理等问题［１０］，因此，其应用前景十分广阔。
本实验进一步验证ＢＭＳＣｓ具有多向分化的潜能，探
索了ＢＭＳＣｓ向上皮细胞分化的基本诱导条件，结果
提示犬ＢＭＳＣｓ体外定向诱导分化为上皮样细胞的
方法是可行的，但ＢＭＳＣｓ在分化为上皮样细胞后能
否长久保持上皮样细胞的表型，体外培养一段时间
后是否会重新恢复到ＢＭＳＣｓ的表型，以及ＢＭＳＣｓ
分化为上皮样细胞的过程中，发生了哪些基因的变
化，机制有哪些，涉及哪些信号通路的参与，有待进
一步研究。相信随着研究的深入，利用ＢＭＳＣｓ诱导
分化来的上皮样细胞作为构建组织工程食管的种子

细胞将是一种合理的选择。
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