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无血清条件下骨髓间充质干细胞增殖及分泌ＶＥＧＦ的实验研究
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（１．广州医学院第三附属医院心内科，广州５１０１５０；２．南方医科大学，广州５１０５１５）

　　摘　要：目的　探讨大鼠骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）在不同无血清培养时间下增殖及分泌血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）的规

律。方法　采用贴壁培养法纯化ＢＭＳＣｓ，流式细胞仪鉴定第３代（Ｐ３）ＢＭＳＣｓ的细胞表型；比较ＢＭＳＣｓ在不同无血清培养时间

下的细胞凋亡率；将ＢＭＳＣｓ分为无血清培养１２、２４、３６、４８及７２ｈ组，用ＥＬＩＳＡ方法检测ＶＥＧＦ的分泌。结果　原代ＢＭＳＣｓ培

养２４ｈ后贴壁生长良好；经流式细胞仪检测，ＢＭＳＣｓ表面ＣＤ３４、ＣＤ４５阴性，而ＣＤ２９、ＣＤ４４、ＣＤ９０阳性，符合ＢＭＳＣｓ特征；无血

清培养１２、２４、３６、４８、７２ｈ后细胞凋亡率组间比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５），培养９６ｈ后凋亡率与其余各组比较差异有统

计学意义（犘＜０．０５）；随着无血清培养时间的延长，ＢＭＳＣｓ分泌ＶＥＧＦ逐渐增多（犘＜０．０５），无血清培养７２ｈ组分泌ＶＥＧＦ水平

最高。结论　大鼠ＢＭＳＣｓ在无血清培养条件下，７２ｈ内细胞凋亡无明显增多，且随着无血清培养时间的延长，分泌 ＶＥＧＦ逐渐

增多。
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　　 骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍｏｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ

ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）具有多向分化、自我增殖的能力，且取材方便、易

于培养增殖，成为目前医学组织工程学理想的种子细胞［１２］。

心肌梗死的治疗与血管新生密切相关，ＶＥＧＦ是一种促进血管

生成的重要细胞因子。因此，能够旁分泌血管内皮生长因子

（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）是ＢＭＳＣｓ移植治

疗心肌梗死取得疗效的另一个重要因素［３４］。目前，越来越多

研究证实，ＢＭＳＣｓ在移植治疗心肌梗死方面具有确切疗效，然

而对于ＢＭＳＣｓ移植到缺血缺氧组织后，细胞生存及功能状态

的变化尚不清楚。本实验通过无血清培养模拟体内缺血环境，

探讨ＢＭＳＣｓ在缺血环境下自身增殖及分泌 ＶＥＧＦ的规律，为

ＢＭＳＣｓ在治疗心肌梗死方面提供理论及实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料　３周龄ＳＤ大鼠，雌雄不限，体质量１１０～１３０ｇ，由

广东省医学实验动物中心提供。

１．２　主要试剂　胎牛血清、胰蛋白酶、ＨＧＤＭＥＭ培养基（美

国Ｇｉｂｃｏ公司）；大鼠ＩｇＧ１ＰＥ、大鼠ＩｇＧ１ＦＩＴＣ、仓鼠ＩｇＧ１

ＰＥ、ＣＤ２９ＰＥ、ＣＤ４４ＰＥ、ＣＤ９０ＦＩＴＣ、ＣＤ３４ＰＥ、ＣＤ４５ＰＥ（美

国Ｓｉｇｍａ公司）；ＶＥＧＦ１６５ＥＬＩＳＡ试剂盒（美国Ｒ＆Ｄ公司）；

ＡｎｎｅｘｉｎＶＡｐｏｔｏｓｉｓＤｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔ（美国ＢＤＰｈａｒｍｉｇｅｎ公司）。

１．３　主要仪器　ＦＯＲＭＡ３１１１水套ＣＯ２ 培养箱（美国Ｔｈｅｒ

ｍｏ公司）；倒置相差显微镜（重庆奥特光学仪器有限公司）；流

式细胞仪（美国ＢＤ公司）。

１．４　方法

１．４．１　ＢＭＳＣｓ的分离　取ＳＤ大鼠，３％戊巴比妥钠２ｍＬ／ｋｇ

腹腔注射麻醉，将其置于７５％乙醇中浸泡１５ｍｉｎ。无菌条件

下去除大鼠双下肢皮肤，钝性分离肌肉组织，完整取出股骨。

将取出的骨头置于装有无菌磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄ
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ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）溶液的培养皿中反复冲洗除去骨头外面的血液及

残留肌肉组织；钳剪股骨两端软骨，剩下骨干。用１０ｍＬ注射

器抽取含２０％胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）的 ＨＧ

ＤＭＥＭ培养基６ｍＬ，将注射器针头插入骨髓腔内反复冲洗，

直至骨髓腔无骨髓组织残留。收集骨髓悬液于１５ｍＬ离心管

中，１５００ｒ／ｍｉｎ室温离心８ｍｉｎ，弃上清，用１０ｍＬ含２０％ＦＢＳ

新鲜 ＨＧＤＭＥＭ培养基重悬细胞，转移至２个Ｔ２５ｃｍ２ 细胞

培养瓶中。

１．４．２　大鼠ＢＭＳＣｓ的原代培养　置于５％ＣＯ２、３７℃的饱和

湿度培养箱中培养。２４ｈ后用含１０％ＦＢＳ新鲜 ＨＧＤＭＥＭ

培养基更换旧培养液，同时弃去未贴壁细胞，以后每３天更换

培养基１次。细胞长满瓶底接近９０％时，进行传代培养。

１．４．３　大鼠ＢＭＳＣｓ传代扩增培养　原代细胞长满至培养瓶

底约９０％时，除去旧培养基，加入无菌ＰＢＳ溶液以去除残留培

养基，再除去ＰＢＳ溶液。加入０．２５％胰蛋白酶１ｍＬ消化细

胞，镜下观察细胞之间突起消失、细胞变圆钝后，除去胰蛋白

酶；接着加入含１０％ＦＢＳ的 ＨＧＤＭＥＭ 细胞培养基，并用吸

管轻柔吹打瓶底贴壁细胞成单细胞悬液。按１∶２传代，传代

后细胞置于３７℃，５％ＣＯ２ 的培养箱中继续培养。第１次传代

细胞为Ｐ１（第１代），以后每隔３～４ｄ传代１次。

１．４．４　大鼠ＢＭＳＣｓ的鉴定　Ｐ３代细胞长至瓶底约９０％，用

胰蛋白酶将细胞消化成单细胞悬液，细胞计数仪辅助下，调整

每支检测管为５×１０５ 的细胞数目。室温下１０００ｒ／ｍｉｎ离心５

ｍｉｎ，去除上清液。用无菌ＰＢＳ洗涤检测管细胞２遍，最后每

个检测管各加入１００μＬ无菌 ＰＢＳ溶液，加入 ＣＤ２９、ＣＤ３４、

ＣＤ４４、ＣＤ４５、ＣＤ９０一抗及同型阴性对照各１０μＬ，小心摇晃均

匀。室温下避光孵育１５ｍｉｎ，每检测管再加入无菌ＰＢＳ１ｍＬ

后于流式细胞仪检测各项指标。

１．４．５　无血清培养下ＢＭＳＣｓ凋亡情况　取Ｐ３代ＢＭＳＣｓ，按

１×１０４ 个／孔接种于２４孔培养板中，接种后先用含１０％ＦＢＳ

培养１２ｈ，待细胞贴壁后，换为无血清ＤＭＥＭ 培养基继续培

养，然后在第１２、２４、３６、４８、７２、９６ｈ随机抽取３孔（实验重复５

次），消化细胞离心后转移到流式细胞仪专用检测管，并按凋亡

检测试剂盒说明操作（ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＥ及７ＡＡＤ双染），上机检

测细胞凋亡情况。

１．４．６　ＶＥＧＦ表达水平　根据无血清培养的时间，将骨髓间

充质干细胞分为无血清培养１２、２４、３６、４８、７２ｈ组，每组细胞

均独立培养在一个２４孔细胞培养板，每次检测均做副孔，实验

重复３次，以ＥＬＩＳＡ法检测 ＶＥＧＦ的分泌水平，ＥＬＩＳＡ操作

步骤依照说明书进行。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊，组间比较采用单因素方差分析，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　大鼠ＢＭＳＣｓ的培养　刚转移至培养瓶时ＢＭＳＣｓ为悬

浮呈球形的单个核细胞。６～８ｈ显微镜下可观察到部分细胞

开始沉降至瓶底并贴壁生长。２４ｈ首次更换培养液，多数细

胞已贴于瓶底生长，不随换液而流失。但贴壁细胞数目较少，

可呈短梭形或多角形（图１Ａ）。首次换液后细胞生长增殖加

快，细胞偶有双核，细胞集落形成可于接种后第３天开始出现，

细胞形态也发生变化，可为短棒状或纤维样，旋涡状或平行排

列（图１Ｂ）。传代后细胞生长迅速，６ｄ后相邻集落可融合成

片，类似纤维细胞状长满培养瓶底，细胞间界限可变模糊，Ｐ３

细胞第６天，见图１Ｃ。

２．２　大鼠ＢＭＳＣｓ细胞表型　Ｐ３ＢＭＳＣｓ细胞表面标志物经

流式细胞仪鉴定结果：ＣＤ２９、ＣＤ４４、ＣＤ９０阳性，而ＣＤ３４、ＣＤ４５

阴性，符合大多数文献所报道的ＢＭＳＣｓ表面特征。

图１　　大鼠ＢＭＳＣｓ培养（１０×１０）

２．３　无血清培养下 ＢＭＳＣｓ凋亡情况　ＢＭＳＣｓ无血清培养

１２、２４、３６、４８、７２ｈ后细胞凋亡率分别为（７．９３±０．４１）％、

（８．５１±０．５５）％、（８．５８±０．３１）％、（８．６７±０．２５）％、（８．４３±

０．４１）％，组间比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）；在培养９６ｈ

后凋亡率为（９．９３±０．４４）％，与其余各组比较差异有统计学意

义（犘＜０．０５）。

２．４　ＶＥＧＦ表达水平　ＢＭＳＣｓ无血清培养１２、２４、３６、４８、７２

ｈ后ＶＥＧＦ浓度分别为（３５４．３±１２．９）ｐｇ／ｍＬ、（３９５．８±１１．２）

ｐｇ／ｍＬ、（４３２．７±１６．１）ｐｇ／ｍＬ、（４７２．９±１３．５）ｐｇ／ｍＬ、（５１２．１±

１２．３）ｐｇ／ｍＬ，随着无血清培养时间的延长，ＢＭＳＣｓ分泌ＶＥＧＦ

逐渐增多（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

ＢＭＳＣｓ移植治疗心肌梗死等缺血性心脏病取得疗效包括

以下几方面因素［５７］：分化为心肌样细胞、血管内皮样细胞、旁

分泌多种细胞因子、促进新生血管形成，从而增加缺血部位血

液供应、改善心脏功能，达到治疗目的。

已经证实ＢＭＳＣｓ在体内或体外都能分泌一些促进血管

生成的细胞因子［４］，其中就包括了ＶＥＧＦ。ＶＥＧＦ是一种强效

促进血管生成的细胞因子，可促进心肌缺血区血管新生，形成

新的毛细血管网，增加侧支循环，改善血供，缩小心肌梗死面

积。ＶＥＧＦ存在多种亚型，其中 ＶＥＧＦ１６５是其主要活性形式

之一，在机体中最常见、浓度最高，为可溶性，可以分泌到细胞

外基质中发挥作用，故本实验以ＶＥＧＦ１６５作为检测ＶＥＧＦ分

泌水平的指标［８］。

无论在急性心肌梗死区域还是在慢性心肌缺血部位，缺血

都是引起心肌细胞坏死凋亡的首要因素。若（下转第１２６２页）
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感等呼吸性传染病事件，托幼机构则主要是手足口病等接触性

传染病事件，这与其他省市类似［７８］。中小学校和托幼机构是

一个特殊场所，具有明显的聚集性、流动性和社会性，为传染病

的传播提供了有利条件［３］，一旦卫生设施不足、防病意识不够，

很容易导致传染病疫情的传播。因此预防控制学校类突发公

共卫生事件，（１）要大力改善学校的环境、饮水、食堂等卫生设

施；（２）要大力强化卫生防病健康教育，提高学生自我防病意识

和能力；（３）要切实落实学校的晨检和缺勤登记制度，及时发现

和隔离救治患病学生；（４）疾病预防控制机构关口前移，加强对

学校各项防病措施的指导和督促落实。

突发公共卫生事件的报告质量和处置能力亟待提高。

２００７～２０１１年，本市达到及时报告的事件数仅占２３．４％，与报

告规范有较大距离，也低于安徽（２８．７％）
［６］、江苏（４９．６％）

［８］

等地的报道。另外，研究结果显示传染病类事件处置持续时间

较长，控制效果不佳。因此要进一步加强各级医疗卫生人员对

突发公共卫生事件的早期识别、及时报告的能力和意识，加强

与教育等其他部门的联防联控，建立健全敏感的监测体系，提

高及时报告水平和处置效果，尽可能预防事件的发生和将事件

控制在未分级或低等级事件中，降低事件造成的危害。
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周围血管可以形成侧支循环，则可以挽救濒死心肌细胞，而且，

侧支循环血管越早形成，血液越早供应至缺血部位，损伤心肌

细胞就可以越快恢复功能。血管的形成与血管内皮生长因子

密切相关，故移植ＢＭＳＣｓ至缺血梗死部位后，若能分泌更多

的ＶＥＧＦ，则可以更快地促进血管的形成，以改善心肌供血。

但对于ＢＭＳＣｓ的移植时机尚存在争议，因为ＢＭＳＣｓ移植到

梗死部位后必定面临一个缺血的微环境，移植后其存活及作用

能持续多长时间，何时需进行第二次移植，尚未有明确结论。这

有赖于对ＢＭＳＣｓ在缺血环境下的功能状态有着深入了解。由

于移植后ＢＭＳＣｓ整合于心肌组织内，对其功能状态的测定不易

进行。故本实验通过体外无血清培养模拟体内缺血微环境，以

确定ＢＭＳＣｓ在这种环境下可存活时间及分泌ＶＥＧＦ的时间曲

线。实验结果提示７２ｈ内ＢＭＳＣｓ在无血清环境下凋亡率未明

显增加，且在７２ｈ内ＶＥＧＦ随时间延长分泌逐渐增加。

总之，本实验采用贴壁筛选法纯化扩增ＢＭＳＣｓ，获得了足

够数量且活力良好的细胞进行实验。通过体外无血清培养条

件下，对ＢＭＳＣｓ的凋亡及分泌 ＶＥＧＦ的情况进行观察，表明

ＢＭＳＣｓ在一定时间内对无血清培养耐受良好，凋亡无明显增

加，并且很好地分泌ＶＥＧＦ，这对我们下一步体内移植实验在

移植时机及移植细胞预处理方面提供了良好的科学依据。

参考文献：

［１］ ＭｅｚｅｙＥ．Ｔｈｅｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅ

ｒｉｖｅｄｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＢｉｏｃｈｅｍ，２０１１，１１２（１０）：

２６８３２６８７．

［２］ ＴｏｍａｒＧＢ，ＳｒｉｖａｓｔａｖａＲＫ，ＧｕｐｔａＮ，ｅｔａｌ．Ｈｕｍａｎｇｉｎｇｉ

ｖａｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓａｒｅｓｕｐｅｒｉｏｒｔｏｂｏｎｅ

ｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｆｏｒｃｅｌｌｔｈｅｒａｐｙ

ｉｎｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｍｅｄｉｃｉｎｅ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍ

ｍｕｎ，２０１０，３９３（３）：３７７３８３．

［３］ ＨｕａｎｇＮＦ，ＬａｍＡ，ＦａｎｇＱ，ｅｔａｌ．Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄ

ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｉｎｆｉｂｒｉｎａｕｇｍｅｎｔａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎ

ｔｈｅｃｈｒｏｎｉｃａｌｌｙｉｎｆａｒｃｔｅｄ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ［Ｊ］．Ｒｅｇｅｎ Ｍｅｄ，

２００９，４（４）：５２７５３８．

［４］ ＭｕＹ，ＣａｏＧ，ＺｅｎｇＱ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｏｆｉｎｄｕｃｅｄｂｏｎｅ

ｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｉｍｐｒｏｖｅｓｔｈｅｃａｒｄｉａｃｆｕｎｃｔｉｏｎ

ｏｆｒａｂｂｉｔｓｗｉｔｈｄｉｌａｔｅｄｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙｖｉａｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆ

ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒａｎｄｉｔｓｒｅｃｅｐｔｏｒｓ［Ｊ］．Ｅｘｐ

ＢｉｏｌＭｅｄ（Ｍａｙｗｏｏｄ），２０１１，２３６（９）：１１００１１０７．

［５］ ＷａｎｇＴ，ＴａｎｇＷ，ＳｕｎＳ，ｅｔａｌ．Ｉｍｐｒｏｖｅｄｏｕｔｃｏｍｅｓｏｆｃａｒ

ｄｉｏｐｕｌｍｏｎａｒｙｒｅｓｕｓｃｉｔａｔｉｏｎｉｎｒａｔｓｗｉｔｈｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃ

ｔｉｏｎｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈａｌｌｏｇｅｎｉｃｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ

ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣｒｉｔＣａｒｅＭｅｄ，２００９，３７（３）：８３３８３９．

［６］ ＷｅｎＺ，ＺｈｅｎｇＳ，ＺｈｏｕＣ，ｅｔａｌ．Ｒｅｐａｉｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｂｏｎｅ

ｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｉｎｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ

［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＭｏｌＭｅｄ，２０１１，１５（５）：１０３２１０４３．

［７］ ＮｇｕｙｅｎＢＫ，ＭａｌｔａｉｓＳ，ＰｅｒｒａｕｌｔＬＰ，ｅｔａｌ．Ｉｍｐｒｏｖｅｄｆｕｎｃ

ｔｉｏｎａｎｄｍｙｏｃａｒｄｉａｌｒｅｐａｉｒｏｆｉｎｆａｒｃｔｅｄｈｅａｒｔｂｙｉｎｔｒａｃｏｒｏ

ｎａｒｙｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒｓ［Ｊ］．ＪＣａｒｄｉｏｖａｓｃＴｒａｎｓｌＲｅｓ，２０１０，３（５）：５４７５５８．

［８］ ＮｅｕｆｅｌｄＧ，ＣｏｈｅｎＴ，ＧｅｎｇｒｉｎｏｖｉｔｃｈＳ，ｅｔａｌ．Ｖａｓｃｕｌａｒｅｎ

ｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＶＥＧＦ）ａｎｄｉｔｓｒｅｃｅｐｔｏｒｓ［Ｊ］．

ＦＡＳＥＢＪ，１９９９，１３（１）：９２２．

（收稿日期：２０１２１２０９　修回日期：２０１３０１２２）

２６２１ 重庆医学２０１３年４月第４２卷第１１期




