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犬骨髓多能成体祖细胞体外培养、鉴定及诱导分化为平滑肌样细胞的实
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［摘要］　目的：探讨犬骨髓多能成体祖细胞（ＭＡＰＣ）的体外培养条件、生物学特性及其向平滑肌样细胞分化的可能性。方

法：观察体外培养犬骨髓多能成体祖细胞的形态、生长情况，检测其表面标志，利用流式细胞技术检测 ＭＡＰＣ的生长周期及特

异表面标志表达率；并以分化培养基诱导培养，采用ＲＴＰＣＲ方法检测骨髓多能成体祖细胞 ＯＣＴ４及分化细胞ＳＭＭＨＣ

（ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓｍｙｏｓｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎ）表达；检测分化细胞有无平滑肌细胞表面标志的表达。结果：光镜下观察犬骨髓多

能成体祖细胞体积偏大，长多角型，数个细长伪足，细胞核大，胞质丰富，细胞增殖能力旺盛；表达表面标志ＣＤ１３和ＳＳＥＡ１，不

表达ＣＤ４４、ＣＤ４５、ＣＤ１３３和 ＭＨＣⅡ；ＲＴＰＣＲ结果显示表达ＯＣＴ４。诱导分化后，分化细胞表达平滑肌细胞表面标志———α

ＳＭＡ、ｃａｌｐｏｎｉｎ、ＳＭＭＨＣ；ＲＴＰＣＲ结果显示表达ＳＭＭＨＣ。结论：体外成功培养犬骨髓多能成体祖细胞，具有与文献报道

类似的生物学特征；ＭＡＰＣ在一定诱导条件下具有向平滑肌样细胞分化的潜能。
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　　静脉的细胞成分除表面的内皮细胞外，间质内
主要有平滑肌细胞、成纤维细胞和肌纤维母细胞等。
平滑肌细胞合成分泌的胶原蛋白、弹力蛋白和蛋白
聚糖等细胞外基质是提供血管塑形及张力的最主要

成分，在血管的自我更新中起重要作用。因此，平滑
肌类细胞的种植是成功构建组织工程化静脉瓣的重

要环节，有必要找到一种合适的平滑肌类细胞来源。
目前用于构建组织工程静脉瓣间质的主要细胞为动

脉壁肌纤维母细胞、平滑肌细胞和成纤维细胞等［１］。

由于平滑肌细胞和成纤维细胞是成熟细胞、肌纤维
母细胞属于定向祖细胞，它们的寿命较短，不是理想
的种子细胞。作为骨髓间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙ
ｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣ）亚群的多能成体祖细胞
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（ｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎｔａｄｕｌｔｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＭＡＰＣ），由于
其具有取材方便、可自体来源、无排斥反应、易获得
和活性好等优点，理论上在合适的生长因子和生长
环境下可以诱导为需要的细胞［２５］，是一种良好的种
子细胞来源。但是，目前还缺乏成年犬新鲜骨髓中

ＭＡＰＣ的性状和培养条件的系统报道；ＭＡＰＣ能否
分化为平滑肌样细胞及其诱导条件还有待明确。

１　材料和方法

１．１　实验动物　杂交犬，雌性，６个月龄，体质量１５
ｋｇ，购于上海海军医学研究所［动物使用许可证号：

ＳＲＸＫ（军）２００２０４４］。

１．２　ＭＡＰＣ扩增培养基　６０％ＤＭＥＭＬＧ（Ｇｉｂｃｏ），

４０％ ＭＣＤＢ２０１（Ｓｉｇｍａ），１×胰岛素转铁蛋白硒（ｉｎ
ｓｕｌｉｎｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｓｅｎｉｕｍ，ＩＴＳ，Ｓｉｇｍａ），１０－９ｍｏｌ／Ｌ地
塞米松（ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ，Ｓｉｇｍａ），１０－４ｍｏｌ／Ｌ２磷酸抗
坏血酸（ａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄ２ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，Ｓｉｇｍａ），２％胎牛血
清（ｆｅｔａｌｃａｌｆｓｅｒｕｍ，ＦＣＳ，Ｈｙｃｌｏｎｅ），１０ｎｇ／ｍｌ重组人
表皮生长因子（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ｒｈＥＧＦ，Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍ），１０ｎｇ／ｍｌ重组人血小
板衍化生长因子ＢＢ（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｐａｌａｔｅｌｅｔｄｅ
ｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｒｈＰＤＧＦＢＢ，Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍ），１×
１０－６Ｕ／Ｌ白血病抑制因子（ｌｅｕｋｅｍｉａｉｎｈｉｂｉｔｏｒｆａｃｔｏｒ，

ＬＩＦ，Ｐｒｏｓｐｅｃ），１０－９ｍｏｌ／Ｌ纤维连接蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，

ＦＮ，Ｓｉｇｍａ），常规加入双抗（Ｇｉｂｃｏ）。

１．３　犬骨髓 ＭＡＰＣ培养及鉴定

１．３．１　ＭＡＰＣ培养　２．５％硫喷妥钠５ｍｌ腹腔注
射麻醉动物，无菌条件下，用骨穿针于实验犬髂后上
棘处进行多点穿刺，共抽取骨髓１０ｍｌ至含肝素的
注射器中，然后将骨髓直接注入含扩增培养基的培
养瓶中，进行全骨髓培养。５％ＣＯ２、３７℃孵箱中培
养１ｄ后换液，弃去未贴壁细胞，以后每２～３ｄ换液

１次。细胞长至８０％～９０％融合时，ＰＢＳ洗涤２次，

０．２５％胰酶３７℃消化１ｍｉｎ左右，吸管吹打至细胞
完全脱壁为单细胞悬液，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃
上清；扩增培养液重悬细胞，以（１～２）×１０５／ｍｌ重
新接种于２５ｃｍ２培养瓶中。

１．３．２　ＭＡＰＣ生物学特性的鉴定　①倒置相差显
微镜下观察细胞生长情况，并拍照。②绘制生长曲
线：０．２５％胰酶消化细胞，条件培养液重悬细胞；以

１．６×１０５／ｍｌ接种至２４孔板，每孔接种２００μｌ，共接
种２１孔，移入培养箱中。此后每天取３孔，锥虫蓝
染色，计数活细胞数，取３孔平均值，连做７ｄ，绘制
细胞生长曲线。③流式细胞术检测：将第２代骨髓

ＭＡＰＣ消化，ＰＢＳ多次洗涤后，分别加入荧光标记

的抗体，４℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗去未标记的抗体，

１％多聚甲醛固定，应用ＦＡＣＳｃａｎ流式细胞仪分析
样本中１×１０４个细胞的相应标记抗原的阳性表达
率，每个样本用ＦＩＴＣ标记，同型二抗作为相应的阴
性对照。④免疫荧光检测细胞表面标志：ＣＤ１３
（Ｇｉｂｃｏ）、ＣＤ４４（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）、ＣＤ４５（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）、

ＣＤ１３３（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）、ＭＨＣⅡ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）。

１．４　分化细胞培养及鉴定　配制分化培养基：在上
述 ＭＡＰＣ扩增培养基中减去ＥＧＦ、ＬＩＦ和ＰＤＧＦ
ＢＢ，加入１０μｇ／Ｌ碱性成纤维细胞生长因子（ｂａｓｉｃ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ，Ｇｉｂｃｏ），１０μｇ／Ｌ胰
岛素样生长因子１（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１，

ＩＧＦ１，Ｓｉｇｍａ）和１０μｇ／Ｌ血管内皮生长因子（ｖａｓ
ｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ，Ｓｉｇｍａ）。观
察分化细胞形态，并拍照。分化细胞表面标志鉴定：
一 抗 为 αＳＭＡ （Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ）、Ｃａｌｐｏｎｉｎ（Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ），ＳＭＭＨＣ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）。

１．５　ＲＴＰＣＲ检测　检测 ＭＡＰＣ的ＯＣＴ４基因
和分化细胞的 ＳＭＭＨＣ 基因的表达。ＯＣＴ４
ｍＲＮＡ引 物 ｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ：５′ＧＣＧ ＡＡＣ ＡＡＧ
ＴＡＴ ＴＧＡ ＧＡＡ ＣＣＧ３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ：５′
ＧＧＧＡＣＴＧＡＧＧＡＧＴＡＧＡＧＣＧＴＡＧ３′，退火
温度：５６．５℃。ＳＭＭＨＣｍＲＮＡ 引物ｓｅｎｓｅｐｒｉｍ
ｅｒ：５′ＣＴＧ ＣＧＧ ＣＡＡ ＧＴＡ ＧＧＡ３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ

ｐｒｉｍｅｒ：５′ＡＴＣＴＧＣＧＴＴＧＧＴＣＧＴ３′，退火温度
为４９℃。选择 ＧＡＰＤＨ 作为内参，其 ｍＲＮＡ 引物

ｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ：５′ＣＡＡＧＧＣＴＧＴＧＧＧＣＡＡＧＧＴ
３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ：５′ＣＧＡ ＡＧＧ ＴＧＧ ＡＡＧ
ＡＧＴＧＧＧＴ３′，退火温度为５５．３℃。

２　结　果

２．１　细胞原代培养　原代培养的细胞大部分在２４
ｈ以内贴壁，初时细胞较小，多角形。２４ｈ后首次换
液，以后，每３ｄ换液。一般１０ｄ内贴壁的非骨髓

ＭＡＰＣ相继死亡，剩下的细胞体积变大，以生长良
好的细胞为中心，呈克隆样生长，形态为长多角形，
达８０％～９０％融合约需１０～１４ｄ时间（图１）。

２．２　细胞传代培养　本文在培养时，未用ＦＮ包被
促进贴壁，而是将ＦＮ加入到培养基中，发现细胞仍
可贴壁。０．２５％胰酶３７℃消化２～３ｍｉｎ，效果较
好。传代后的细胞，生长潜伏期不到１ｄ，倍增时间
大约为２ｄ；以（１～２）×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍｌ重新接种于２５
ｃｍ２培养瓶中，６～７ｄ达６０％融合；经过２～３代后，
约可获得（１～２）×１０６个细胞，基本可达到移植和细
胞诱导分化要求的数量（图２）。
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图１　倒置显微镜下原代培养细胞形态

Ｆｉｇ１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｐｒｉｍａｒｉｌｙｃｕｌｔｕｒｅｄＭＡＰＣ（×１００）

Ａ：５ｄａｙｓ；Ｂ：１０ｄａｙｓ

图２　倒置显微镜下第３代细胞培养５ｄ时的形态

Ｆｉｇ２　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｐａｓｓａｇｅ３ＭＡＰＣ

ａｆｔｅｒ５ｄａｙｓｃｕｌｔｕｒｅ（×１００）

２．３　ＭＡＰＣ生长曲线　由生长曲线（图３）可以看
出，接种第２天细胞数量即已经开始增加，说明潜伏
期不到２４ｈ，对数生长期为４～６ｄ，至第６天数量达
到１．４６×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍｌ，之后进入平台期。

图３　ＭＡＰＣ生长曲线

Ｆｉｇ３　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆＭＡＰＣ

２．４　流式细胞仪检测阳性细胞百分比　由流式细
胞术检测结果（图４）看出，处于Ｓ期的细胞数量比
较少，仅占１．１３％，ＣＤ１３和ＳＳＥＡ１阳性细胞分别
为８．２７％和７．０３％（图５），说明得到的细胞大部分
是 ＭＡＰＣ，同时混有部分ＣＤ４４－、ＣＤ４５－、ＣＤ１３３－、

ＭＨＣⅡ－骨髓单个核细胞。

图４　分析选取的细胞范围（Ａ）及细胞周期（Ｂ）

Ｆｉｇ４　Ｔｈｅｓｅｌｅｃｔｅｄｃｅｌｌｒｇｅｉｏｎ（Ａ）ａｎｄｃｅｌｌｃｙｃｌｅ（Ｂ）ｏｆＭＡＰＣ

２．５　免疫荧光检测细胞表面标志　培养细胞免疫
荧光染色结果显示：ＣＤ１３＋（图６Ａ）、ＳＳＥＡ１＋（图

６Ｂ）、ＣＤ４４－、ＣＤ４５－、ＣＤ１３３－、ＭＨＣⅡ－。

２．６　诱导培养平滑肌样细胞形态、表面标志

２．６．１　诱导培养细胞形态观察　生长良好的１５代
细胞换分化培养基后，细胞形态变为长梭形，诱导培
养３ｄ细胞呈集落样生长，围绕集落呈放射状；传代
后为长多角形，５ｄ即可长成单层（图７）。

２．６．２　细胞表面标志检测　免疫荧光染色结果显
示：分化细胞表达αＳＭＡ、Ｃａｌｐｏｎｉｎ和 ＳＭＭＨＣ
（图８）。

２．６．３　ＲＴＰＣＲ检测结果　结果显示：ＭＡＰＣ表
达多能性干细胞标志物 ＯＣＴ４，不表达ＳＭＭＨＣ；
而分化细胞表达ＳＭＭＨＣ，失去ＯＣＴ４的表达（图

９）。

３　讨　论

　　本实验参照 Ｖｅｒｆａｉｌｌｉｅ实验室［６］的报道对骨髓

ＭＡＰＣ的分离方法、培养条件和免疫指标鉴定进行
了探索。首先，关于 ＭＡＰＣ的分离方法，目前多采
用流式细胞仪分选、淋巴分离液密度梯度离心、微小
磁珠分离等方法［７８］，但存在提纯后细胞量少、容易
污染、影响细胞的生物学特性和活力及难以存活等
缺点；加之所需设备昂贵、难以普及，未能用于大量
干细胞的制备［９］。为此我们采用了全骨髓直接接
种、条件培养基诱导培养的方法，操作简便、得到的
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图５　流式细胞技术分析结果

Ｆｉｇ５　ＦＡＣＳａｎａｌｙｓｉｓｏｆＭＡＰＣ
Ａ：Ｂｌａｎｋ；Ｂ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｃ：ＣＤ１３；Ｄ：ＳＳＥＡ１；Ｅ：ＣＤ４４；Ｆ：ＣＤ４５；Ｇ：ＣＤ１３３；Ｈ：ＭＨＣⅡ

图６　ＭＡＰＣ免疫荧光检测结果

Ｆｉｇ６　ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＣＤ１３ａｎｄ

ＳＳＥＡ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＭＡＰＣ（×２００）

Ａ：ＣＤ１３；Ｂ：ＳＳＥＡ１

图７　诱导培养细胞形态观察

Ｆｉｇ７　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｉｎｄｕｃｅｄＭＡＰＣ（×１００）

Ａ：Ｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅ；Ｂ：Ｐａｓｓａｇｅ４

图８　分化细胞表面标志鉴定结果

Ｆｉｇ８　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＳＭＡ，ＣａｌｐｏｎｉｎａｎｄＳＭＭＨＣ

ｉｎＭＡＰＣｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（×４００）

Ａ：αＳＭＡ；Ｂ：Ｃａｌｐｏｎｉｎ；Ｃ：ＳＭＭＨＣ

图９　ＲＴＰＣＲ扩增产物凝胶电泳分析

Ｆｉｇ９　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｂｙ
ａｇｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＭＡＰＣａｔｐａｓｓａｇｅ１５；２：ＩｎｄｕｃｅｄＭＡＰＣ
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细胞量大、细胞成活率高，传代后细胞形态渐趋同
一。其次，我们对培养方法进行了改进，未用纤维连
接蛋白包被培养瓶［１０］，而是将其加入到培养基中，
发现培养的成年杂交犬 ＭＡＰＣ能够贴壁和生长，原
代时呈小多角形，与文献［２６］报道不同；传代后为大
多角形，与文献［２６］报道一致。细胞生长曲线显示培
养的细胞潜伏期短，２４ｈ后已经开始增殖，倍增时间
为２ｄ，增殖力非常强，至第６天达到高峰，然后进入
平台期，与先前报道相似［１１１２］。最初几代，细胞增殖
能力仍然旺盛，平均５ｄ就可以传１代；但是，随传
代次数的增加，细胞形态发生改变，体积变大，变长，
有分化现象，增殖能力下降，我们共传了２０代，与

Ｖｅｒｆａｉｌｌｉｅ实验室报道可传代１００次以上有差异［６］，
原因可能是本文在原代培养后未能进行进一步筛

选，一直培养的是混合性未纯化细胞，随培养时间的
延长细胞易于发生分化，寿命缩短。所以在以后的
实验中，应进一步优化培养条件，并尽量纯化细胞。
免疫组化结果显示培养的细胞ＣＤ１３＋、ＳＳＥＡ１＋、

ＣＤ４４－、ＣＤ４５－、ＣＤ１３３－、ＭＨＣⅡ－符合 ＭＡＰＣ特
点，由流式细胞检测结果看出，处于Ｓ期的细胞数量
比较少，仅占１．１３％，ＣＤ１３和ＳＳＥＡ１阳性细胞分
别为８．２７％和７．０３％，符合干细胞特点，说明得到
的细胞大部分是 ＭＡＰＣ。ＲＴＰＣＲ结果显示第１５
代 ＭＡＰＣ仍表达多能干细胞特异标志物ＯＣＴ４，从
侧面反映出多次传代后 ＭＡＰＣ仍保持了干细胞的
特性。

　　来自于血管壁的平滑肌细胞数量比较少，在体
外培养过程中生长缓慢，且传代５～８代后迅速发生
衰老。到目前为止，还没有一种理想的平滑肌细胞
来源。本文对骨髓 ＭＡＰＣ能否诱导分化为平滑肌
样细胞进行了初步探讨。结果发现，换用诱导培养
基后，细胞形态发生变化，变为长梭形，并呈集落样
生长，分析原因可能为诱导培养基促进 ＭＡＰＣ向平
滑肌样细胞分化并优势生长，呈集落样；不能分化为
平滑肌样细胞的其他细胞则受到抑制，逐渐死亡。
免疫组化检测结果显示：分化细胞表达αＳＭＡ、Ｃａｌ
ｐｏｎｉｎ和 ＳＭＭＨＣ，ＲＴＰＣＲ 检测分化细胞表达

ＳＭＭＨＣ，提示骨髓ＭＡＰＣ有被诱导分化为平滑肌
样细胞的可能性［１］，即具有分化为血管中层细胞的
潜能。由此得出结论 ＭＡＰＣ可以作为心血管组织
工程的种子细胞［１３１４］。
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