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免疫磁珠法分选人骨髓多能成体祖细胞及初步鉴定
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[摘要 ] 　目的 :应用免疫磁珠法分选人骨髓多能成体祖细胞 ,观察其分选效果 ,建立体外分选纯化及培养人骨髓来源多能成

体祖细胞 (hMA PCs)的方法。方法 :取健康成人志愿者适量骨髓后采用梯度密度离心法分离获取单个核细胞 ,在自制培养基

下贴壁培养后 ,将获取的骨髓贴壁细胞通过 CD45、血糖蛋白 A ( GlyA) 免疫微磁珠 (miniMACS) 负分选 ,锥虫蓝拒染实验计数

MACS分选前后细胞活力。流式细胞仪鉴定分选后细胞纯度 ;流式细胞仪分析培养细胞 CD29、CD44、CD34 和 HLA2DR 表达

情况。结果 :通过 MACS 分选 ,平均每 1 ×106 / ml 骨髓贴壁细胞可分选出约 (5～10) ×104 / ml hMAPCs ,分选后的 hMA PCs

细胞生长良好 ,最长传代到第 20 代。分选前后细胞活力分别为 (96. 7 ±1. 7) %和 (96. 0 ±2. 4) % ,无明显差异 ;流式细胞仪分

析获取的 CD45 - 、GlyA - 细胞纯度大于 98 % ;流式细胞仪检测 hMA PCs 中 CD29 阳性表达细胞比率为 99. 2 % ,CD44 阳性细胞

比率为 98. 3 % ,CD34 阳性细胞比率为 1. 2 % , HLA2DR 阳性细胞比率为 5. 3 %。结论 :CD45、GlyA 免疫微磁珠负分选可从骨

髓中分离高纯度的 hMA PCs ;分选后 hMA PCs 在自行研制的培养基中有较强的增殖能力。
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I n vit ro purif ication and culture of multipotent adult progenitor cells from human bone marrow by magnetic

activated cell sorting
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[ ABSTRACT] 　Objective :To establish a method for isolation , purification , and culture of human multipotent adult progenitor

cells (MA PCs) i n vit ro , so as to lay a foundation for the application of hMA PCs in tissue2engineering research and clinical med2
icine. Methods : The mononuclear cells were obtained f rom bone marrow of healthy volunteers by gradient cent rifugation and

were subjected to adherence culture. The adherent cells were then subjected to magnetic activated cell sorting (MACS) (deple2
tion selection with CD45 and GlyA microbeads) . Then the purity of selected cells was identified by flow cytometer. The growth

of the purified cells was observed and the expression of CD29 , CD44 , CD34 , and HLA2DR was analyzed by flow cytometers.

Results : (1) Averagely (5210) ×104 / ml hMAPCs could be separated f rom 1 ×106 / ml bone marrow mononuclear cells by MACS.

The cell viability was similar before ( [96. 7 ±1. 7 ] %) and after ( [96. 0 ±2. 4 ] %) isolation. (2) The isolated MA PCs grew well

in the self2designed culture medium and could be passaged for 20 generation. (3) The purity of the CD45 - and GlyA - cells sepa2
rated f rom bone marrow adherent cells was more than 98 % as determined by flow cytometer. (4) In hMA PCs , the positive rate

was 99. 2 % for CD29 , 98. 3 % for CD44 , 1. 2 % for CD34 , and 5. 3 % for HLA2DR. Conclusion : (1) The bone marrow2derived

hMA PCs can be purified by MACS through depletion selection of CD45 and GlyA microbeads. (2) The hMAPCs can be expanded

i n vit ro in self2designed medium , maintaining a non2differentiation state for a long time.
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　　骨髓源干细胞具有多向分化潜能[1 ] ,特别是具

有向肝脏干细胞、肝细胞及血管内皮细胞分化的潜

能。由于其取材方便 ,可以来自患者自身 ,无排斥反

应 ,具有重要的临床应用价值 ,因此成为当前肝组织

工程学中的一大热点。Reyes 等[ 2 ] 从骨髓中分离出

多能成体祖细胞 (multipotent adult p rogenitor cells

f rom bone marrow ,MA PCs) ,发现其具有很强的可

塑性。本实验应用免疫磁珠分离 ( magnetic activa2

ted cell sorting ,MACS) 方法分选人骨髓间充质干

细 胞 ( mesenchymal stem cells , MSCs ) 亚 群

hMA PCs ,在自制细胞培养基中进行培养 ,应用流式
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细胞仪观察分选效果和培养情况 ,为寻找杂交型生

物人工肝 ( hybrid bioartificial liver , HBAL ) 及肝细

胞移植新的种子细胞奠定基础。

1 　材料和方法

1. 1 　材料和试剂 　骨髓取自健康成年志愿者 ,min2
iMACS ( CD45 cell isolation kit 、Glycop horinA cell

isolation kit 、Anti FITC Microbeads) 、MACS 阴性

选择柱 AS 购自德国 Miltenyi Biotec 公司 ,胰蛋白

酶、乙二胺四乙酸钙钠盐 ( ED TA) 购自 Gibco 公司 ,

细胞分离液 ( CSM) 、低糖 DM EM、MCDB2201、胰岛

素、转铁蛋白、牛血清白蛋白、地塞米松、硒酸钠、抗

坏血酸 22磷酸盐、L2谷氨酰胺、亚油酸均购自美国

Sigma 公司 ,多聚甲醛、氯仿、乙醇、异丙醇购自广州

化学试剂厂 ,胎牛血清 (杭州四季青) ,表皮生长因子

(rh EGF) 、血小板生长因子 (rhPD GF2BB) 、白血病抑

制因子 ( rhL IF) 购自 Sigma 公司 , Goat2Anti2Mouse

Ig G2FITC、Goat2Anti2Mouse Ig G2PE 购自 KPL (晶

美分装) ,鼠抗人 CD292FITC、鼠抗人 CD442FITC、

鼠抗人 CD342FITC、鼠抗人 HL A2DR2FITC 购自

Sigma 公司 ,Beckman Epcs2XL 流式细胞仪 (美国) 。

1. 2 　方法

1. 2. 1 　人骨髓基质细胞的获取和培养 　采集临床

健康志愿者髂骨内骨髓 ,按临床常规骨髓穿刺操作

取得红骨髓 5～20 ml。所获骨髓加 PBS 液摇匀 ,细

胞悬液按 2 ζ1 比例加入到淋巴分离液中一次密度

梯度离心。所获单个核细胞以 1 ×106 / ml 加入自行

配制的 hMA PCs 培养基中 ,接种于 75 ml 培养瓶

内。贴壁细胞即为骨髓基质细胞[3 ] 。自制 hMA PCs

培养基组成 (1 000 ml) :低糖 DM EM 600 ml ; MC2
DB2201 400 ml ;胰岛素 5 mg ;转铁蛋白 100 mg ;牛

血清白蛋白 1 g ;地塞米松 0. 039 25 mg ;硒酸钠

0. 05 mg ;抗坏血酸 22磷酸盐 25. 62 mg ; 亚油酸

4. 7 mg ;谷氨酰胺 3. 9 mg ; rh EGF、rhPD GF2BB、

rhL IF各按 10 ng/ ml、FCS 按 5 %浓度加入。

1. 2. 2 　MACS 分选骨髓多能成体祖细胞 　原代培

养 1 周后将骨髓基质细胞用 0. 25 %胰酶消化 ,用标

准 Buffer 重悬为单细胞悬液 ,将密度调整到 1 ×

106 / ml。按 Reyes 等[2 ] 方法 ,分别用 CD45、Glyco2
p horin A ( GlyA)微型免疫磁珠 ,进行两次阴性选择

得 CD45 - 、GlyA - 细胞。调整细胞密度为 (1～5) ×

104 / ml ,连续培养。在分选前后不同时期进行形态

学观察。锥虫蓝拒染实验计数 MACS 分选前后细

胞活力。

1. 2. 3 　流式细胞仪检测 hMAPCs 细胞纯度及其表

面分子标志表达　吸取上述部分样品 ,参照文献[2 ] 检

测分选细胞纯度 ;于传至第 4、8、12 代分别以流式细

胞仪检测其 CD45、GlyA 阴性细胞的纯度 ,以评价传

代 hMAPCs 的免疫学稳定性 ;检测分选后 hMAPCs

表面 CD29、CD44、CD34 和 HLA2DR 表达。

1. 3 　统计学处理 　采用 SPSS 10. 0 统计软件 ,计量

数据以珚x ±s 表示 ,显著性检验采用 t 检验 ,显著性

水平为 0. 05。

2 　结 果

2. 1 　相差显微镜下观察不同时期细胞生长情况 　

初接种的骨髓单个核细胞呈圆球状分散悬浮于培养

液中 ,有少量造血细胞 ,48 h 后换液去除非黏附细

胞 ,留下来的细胞大多贴壁成梭型生长。培养 1 周

左右时 ,梭型细胞基本铺满瓶底 (图 1A) 。分别计数

MACS 分选前后细胞数 ,平均每 1 ×106 / ml 贴壁细

胞可 分 选 出 约 ( 5 ～ 10 ) ×104 / ml 数 量 级 的

hMA PCs。经 MACS 分选出的 hMA PCs ,培养 24 h

内 ,即可见贴壁细胞 ,数目不断增加 ,48 h 后细胞基

本贴壁 ,更换培养基 ,细胞形态和骨髓基质细胞接

近 ,贴壁生长 ,呈长梭型 ,但细胞纯度高 ,几乎无其他

类型细胞 (图 1B) ,约 5 d 后有细胞克隆团形成。平

均 9～14 d 传代 1 次 ,体外扩增 5 代细胞数大约能

达到 1 ×108 。本研究传至 20 代 ,镜下观察传代的、

未行诱导分化的 hMA PCs 细胞形态稳定 ,未出现异

常分化现象 (图 1C) 。

2. 2 　分选前后细胞活力的测定 　MACS 分选前后 ,

锥虫蓝拒染试验计数 MACS 细胞活力 ,细胞存活率

( %)分别为 96. 7 ±1. 7、96. 0 ±2. 4 ,无显著差异 ,证

明 MACS 分选技术对细胞活力无损伤。

2. 3 　流式细胞仪检测分选后 CD45 - 、GlyA - 细胞

纯度 　流式细胞仪检测经 MACS 分选获取的

CD45 - 、GlyA - 细胞纯度大于 98 %。传代第 4、8、12

代细胞经流式细胞仪检测 ,CD45 - 、GlyA - 细胞比率

仍大于 98 %。

2. 4 　流式细胞仪检测分选后 CD29、CD44、CD34 和

HL A2DR 表达情况 　流式细胞仪检测传代 MA PCs

中 CD29 阳性表达细胞比率为 99. 2 % ,CD44 阳性细

胞比率为 98. 3 % , CD34 阳性细胞比率为 1. 2 % ,

HL A2DR 阳性细胞比率为 5. 3 %(图 2) 。

3 　讨 　论

　　自从 Petersen 等[4 ]首次证明骨髓来源的细胞可

分化为肝细胞以来 ,从骨髓源中寻找具有向肝细胞

方向分化能力细胞的研究成为近年来的研究热点。
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图 1 　分选前后细胞形态学观察

Fig 1 　Morphology of cells before and after seperation( ×100)

A : Morphology of marrow st romal cells before hMAPCs seperation (7 d of primary culture) ;B :Morphology of hMAPCs(3 d of primary culture) ;

C :Morphology of hMAPCs (12 th passage)

图 2 　分选后 hMAPCs CD29、CD44、CD34 和 HLA2DR表达情况检测

Fig 2 　Expression of CD29 ,CD44 ,CD34 ,and HLA2DR after isolation in hMAPCs

Fridenstein 等[ 5 ]发现了在骨髓中存在能贴附塑料培

养皿 ,呈长梭形成纤维细胞样的细胞 ,由于其来自于

骨髓基质 ,具有支持诱导造血干细胞分化的功能 ,所

以被称 BMSCs。骨髓基质细胞具有快速黏附、克隆

样增殖的特性。有研究[ 2 ,6 ] 从成年臼齿类动物和人

类骨髓中通过梯度离心及免疫磁珠筛选出的作为

MSCs 一个亚群的 hMA PCs ( CD45 - 、GlyA - ) 具有

多向分化潜能 ,在一定诱导、培养条件下能分化为内

皮组织细胞和内胚层组织细胞 ,如具有肝功能样肝

细胞。由于 hMA PCs 具有供源丰富、易于获得、易

于调控、有自体供源、避免免疫排斥等优点 ,具有成

为肝组织工程学细胞来源的较好的条件。

　　传统的 MSCs 提纯方法多采用体外培养传代筛

选 ,存在着提纯后细胞纯度不高、一次分选细胞量

少、耗费时间长等缺点。有报道还可采用流式细胞

仪、差速离心等方法分选 ,但对细胞活力有一定影

响 ,而且所需设备昂贵 ,因此未能用于大量干细胞的

制备。MACS 是利用包被了单克隆抗体的免疫磁性

微粒与靶物质特异性结合 ,使结合后的磁珠细胞复

合体具有磁顺应性 ,继而在外加磁场的作用下复合

体被滞留在磁场中 ,从而与其他非磁性成分分离 ,达

到富集纯化的目的[7 ] 。微小磁珠可直接将筛选所得

的细胞用于下一步实验而不影响细胞的生物学特

性。与传统技术相比 ,它具有省时、简便、分离纯度

好、分离容量大等优点。

　　寻找合理的细胞表面标记是 MACS 成功分选

的前提。由于 MSCs 不表达 CD34、CD45 及 GlyA

等造血、淋巴系细胞的表面标志[8 ,9 ] 。有研究[ 2 ] 通过



© 1994-2009 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

第 10 期. 慕　宁 ,等. 免疫磁珠法分选人骨髓多能成体祖细胞及初步鉴定 ·1051　 ·

阴性筛选 ,用 MACS 剔除骨髓中 CD45、GlyA 阳性

细胞 (造血和淋巴系细胞) ,保留 CD45、GlyA 阴性细

胞进行体外培养及扩增获得 hMA PCs ,并证明该细

胞和 MSCs 的特性是一致的 ,虽然没有明确说明

hMA PCs 就是 MSCs ,但认为该细胞是 MSCs 的一

个亚群细胞[6 ] 。因此 ,本研究选择 CD45、GlyA 作为

表面标记物。

　　本研究在实验过程中对有关文献报道[2 ] 的方法

略作改进 :获取骨髓单个核细胞后 ,没有按常规直接

行 MACS 分选 ,而是先行贴壁培养 ,初步去除不贴

壁造血系细胞 ,待贴壁细胞长满瓶底后 ,消化收集 ,

再行 MACS 分选 ,即通过密度梯度离心2贴壁培养

筛选2MACS 分选 3 个步骤成功筛选出具有 MSCs

特性的 hMA PCs。结果发现该方法较优 : (1)本研究

从每1 ×106 / ml 贴壁细胞可分选出约 (5～10) ×104 /

ml 数量级的 hMA PCs ;而直接用 MACS 分选 ,每

1 ×106 / ml单个核细胞仅能分出约 (1～5) ×103 / ml

数量级的 hMA PCs[4 ] ,分选效率高于常规约一个数

量级。(2)仅用密度梯度离心的物理方法分离收集

的细胞 ,纯度低 ,而流式细胞仪结果显示 ,本研究分

选的细胞纯度仍保持在 98 %以上 ,与文献[2 ] 报道的

分选效果相当。有利于保持后续研究中进一步观察

其细胞生物学特性的准确性和一致性。

　　李秀森等[ 10 ] 指出 , MSC 具有独特的表征 ,即

CD29、CD44、CD166 阳性 ,CD34、CD45、人类白细胞

抗原 HL A2DR 和荆豆素阴性。由于在骨髓贴壁细

胞中最常见的除了 MSC 外 ,还有成纤维细胞及造血

细胞 ,因此本实验选择了目前较为广泛认同的 MSC

具有代表性的阳性抗原 CD29、CD44 ,以及阴性抗原

CD34 (造血干细胞阳性) [11 ] 、HLA2DR (抗原递呈细

胞及成纤维细胞阳性) [12 ] 进行检测 ,结果流式细胞

仪检测 CD29 阳性表达细胞比率为 99. 2 % ,CD44 阳

性细胞比率为 98. 3 % , CD34 阳性细胞比率仅为

1. 2 % , HLA2DR 阳性细胞比率为 5. 3 %。上述结果

说明本研究分离纯化的 hMA PCs 具有间充质干细

胞的特征 ,且纯度较高。结果中 HL A2DR 略高 ,可

能是由于传代培养过程中小部分细胞分化为成纤维

细胞所致。

　　虽然 hMA PCs 可长期增殖而保持不分化 ,但由

于其在骨髓细胞中含量极微 ,仅占骨髓单个核细胞

的 0. 5 %左右[ 2 ] 。因此 ,在分选成功的基础上 ,如何

培养、扩增也是一个难题。本研究通过参照相关文

献[13 ,14 ] ,自行研制了 hMA PCs 培养基 ,对 hMA PCs

进行培养。实验结果显示 , hMA PCs 平均 9～14 d

传代 1 次 ,体外扩增 5 代细胞数大约能达到 1 ×108 ,

本研究传代周期为 20 代。在获得高纯度的

hMA PCs 及静止培养扩增成功的基础上 ,可以通过

微载体实现 hMA PCs 体外的大量扩增[15 ] 。

　　hMA PCs 体外纯化和大量扩增 ,为研究其在诱

导因素作用下向肝细胞的定向分化能力 ,进而为

HBAL 和肝细胞移植等肝细胞组织工程提供了充足

的肝细胞源。但本实验仅仅是初步探讨 , 对

hMA PCs 在长期增殖过程中的细胞生物学及遗传

稳定性的观察还需进一步的研究。
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