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　　［摘要］　目的　通过２种分离培养方法所得骨髓间充质干细胞（ＭＳＣｓ）的生长特征和微环境中细胞因子的比较，提供一种可

以快速、安全、高效地为临床和实验提供大量优质 ＭＳＣｓ的方法。方法　提取Ｃ５７ＢＬ／ｃ小鼠的骨髓，分别作密度梯度离心法和全

骨髓贴壁培养分离法分离培养 ＭＳＣｓ，通过流式细胞仪检测细胞表面ＣＤ２９＋、ＣＤ３１－、ＣＤ３４－、ＣＤ４５－表达水平，并比较各自所得

细胞的生长曲线；ＥＬＩＳＡ检测培养液中的血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、ＳＤＦ１α浓度并比较二者的差异。结果　与密度梯度离心

法比较，全骨髓贴壁分离法所得原代细胞有较快的生长速度，较短的生长周期；培养液中 ＶＥＧＦ和ＳＤＦ１α浓度也稍高于密度梯

度离心法。结论　全骨髓贴壁培养法可以快速、方便、有效地为临床和实验提供大量 ＭＳＣｓ，所得细胞的培养环境优于密度梯度

离心法，减少了对细胞功能的损害。
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　　骨髓间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）是具

有多向分化潜力的非造血干细胞，由于具有低免疫源性和取材

方便等特点，成为缺血心脏病干细胞治疗的首选干细胞。目

前，提取骨髓 ＭＳＣｓ方法包括全骨髓贴壁分离法、密度梯度离

心法、流式细胞仪和免疫磁珠分离法。后二者由于提取过程中

ＭＳＣｓ功能受到很大影响，费用昂贵，很难方便、快速地为临床

提供大量 ＭＳＣｓ，因此，全骨髓贴壁分离法、密度梯度离心法才

是比较常用的提取方法。Ｘｕｅ等利用富含血小板的血浆代替

胎牛血清来培养 ＭＳＣｓ，认为这种血浆为 ＭＳＣｓ提供了更为有

益、安全的生长条件；Ｌｕｃａｒｅｌｌｉ等
［１］证实富含血小板的血浆中

含有不同浓度的、微量的各种生长因子。凡此种种尝试让作者

提出了培养微环境的概念，不少文献也证实了少量生长因子可

以为 ＭＳＣｓ营造适宜生长环境，促进其增殖。本研究比较了密

度梯度离心法和全贴壁离心法，并将培养液中生长因子浓度作

比较，试图从微环境的角度评价２种方法的优劣。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　６周龄Ｃ５７ＢＬ／ｃ小鼠（由湖南省斯莱克达

实验动物有限公司提供）。

１．１．２　试剂　小鼠干细胞细胞分离液（中国生命科学院），青

霉素、链霉素（ＣＬＯＮＴＥＣＨ 公司），低糖 ＤＭＥＭ（Ｈｙｃｌｏｎｅ公

司），胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ公司），含０．０２％ＥＤＴＡ的０．２５％胰蛋白

酶（美国Ｓｉｇｍａ公司），兔抗鼠ＣＤ３１ＦＩＴＣ抗体、兔抗鼠ＣＤ４５

ＦＩＴＣ抗体、兔抗鼠ＣＤ２９ＦＩＴＣ抗体、兔抗鼠ＣＤ３４ＦＩＴＣ抗体

（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）。

１．２　方法

１．２．１　Ｃ５７ＢＬ／ｃ小鼠骨髓 ＭＳＣｓ分离、培养的２种方法　取

６周龄Ｃ５７ＢＬ／ｃ小鼠４只，体质量１６～２０ｇ，用１０％的水合氯

醛麻醉致死，浸泡在７５％乙醇中进行表面消毒５～１０ｍｉｎ；在

工作台无菌操作下切开皮肤、分离皮下组织、肌肉，暴露股骨、
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胫骨；截取胫骨和股骨，剪去干骺端，使用装有消毒磷酸盐缓冲

液（ＰＢＳ）的１ｍＬ一次性无菌注射器反复冲洗骨髓腔４～５遍，

直到骨髓腔变为白色。（１）密度梯度离心法：将冲洗液小心加

入到２倍体积小鼠干细胞细胞分离液Ｐｅｒｃｏｌ分离液的表面，

２８℃下２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，小心吸取第２层的细胞，移

入另一试管，加入２ｍＬＰＢＳ，２８℃下１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，

冲洗 ＭＳＣｓ，倒掉上清液，加入含有１５％ ＰＢＳ、链霉素１００Ｕ／

ｍＬ、青霉素１００Ｕ／ｍＬ的低糖ＤＭＥＭ培养液，反复吹打细胞，

制成单细胞悬液，滴一小滴细胞悬液于血小板计数仪上计数，

配成约１×１０６ 个／ｍＬ的细胞密度，接种于塑料培养瓶中。置

于３７℃、５％ＣＯ２ 温箱中培养。（２）全骨髓贴壁培养方法：将

冲洗液小心加入离心管，２８℃下２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；倒

掉上清液，如上述方法加入培养液（细胞密度１×１０６ 个／ｍＬ），

接种于塑料培养瓶中。置于３７℃、５％ＣＯ２ 温箱中培养。

１．２．２　骨髓 ＭＳＣｓ的扩增和传代　待 ＭＳＣｓ长到８０％～

９０％融合时，倾倒出瓶中培养液，用 ＰＢＳ液冲洗３次，滴入

０．２５％胰蛋白酶消化液，在３７℃恒温培养箱中消化２ｍｉｎ。显

微镜下可见细胞脱壁、团缩变圆，滴入１０％胎牛血清的低糖

ＤＭＥＭ培养液终止消化，吹打、轻拍瓶底后，收细胞入离心管，

１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，加入上述培养液４ｍＬ，吹

打管底，制成细胞悬液，按细胞密度１×１０６ 个／ｍＬ，重新接种

到培养瓶中，按１∶２的比例进行传代。置入恒温培养箱中继

续培养。

１．２．３　细胞生长曲线制作　（１）准备好计数板，取生长状态良

好的Ｐ３代细胞，制成单细胞悬液，细胞以４×１０４ 个／ｍＬ的密

度接种在２４孔培养板内，共接种２４个孔，每孔加入培养液

０．２ｍＬ。接种后第２天开始每隔２４ｈ对３个孔的细胞稍作胰

酶消化，制成混悬液，再利用计数板进行计数细胞，共计数８ｄ；

以培养时间为横轴，细胞数为纵轴，描绘在半对数坐标上。连

接成曲线后即成该细胞的生长曲线。

１．２．４　流式细胞仪骨髓 ＭＳＣｓ表面抗原鉴定　收集Ｃ５７ＢＬ／ｃ

小鼠间充质干细胞至少３瓶（１×１０６ 个／ｍＬ细胞密度），倒掉

培养基，用ＰＢＳ液冲洗２遍，加入消化酶１ｍＬ，３７℃孵育２

ｍｉｎ，轻拍后加入培养基３ｍＬ终止消化，收集细胞至１５ｍＬ离

心管，９００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ，弃上清液，ＰＢＳ６ｍＬ重悬，重复离

心再弃上清液，用４５０μＬ重悬，取６μＬ出来稀释１０倍，计数

细胞液浓度为１×１０５ 个／ｍＬ为好，取５００μＬ细胞悬液分入５

个流式管（此后均避光），各管分别加入 ＦＩＴＣ标记 ＣＤ２９、

ＣＤ３４、ＣＤ３１、ＣＤ４５抗体各２０μＬ，一管作为空白对照，４℃避

光孵育３０ｍｉｎ，各管内加入６００μＬＰＢＳ液，弹均或吹均，１５００

ｒ／ｍｉｎ离心８～９ｍｉｎ，弃上清液，若细胞数可达１０６ 个／管，则

加３００μＬＰＢＳ液重悬，吹均，若不能达此数目，可酌情加入

１００～２００μＬ，于流式仪机上分析，检测荧光值。

１．２．５　ＥＬＩＳＡ法检测培养液中血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、

ＳＤＦ１α的浓度　加入稀释好后的标准品５０μＬ于反应孔、加

入待测样品５０μＬ于反应孔内，立即加入５０μＬ的生物素标记

的抗体。盖上膜板，混匀，３７℃温育１ｈ；甩去孔内液体，加满

洗涤液，振荡３０ｓ，甩去洗涤液，用吸水纸拍干并重复３次。每

孔加入８０μＬ的亲和酶素ＨＲＰ混匀，３７℃温育３０ｈ。再次甩

去洗涤液、拍干３次（方法同前）。每孔加入底物 Ａ、Ｂ各５０

μＬ，混匀，３７℃温育１０ｍｉｎ，避光。取出酶标板，加入５０μＬ终

止液后测定结果。在４５０ｎｍ波长处测定各孔的光密度（犗犇）

值；根据标准品犗犇 值指定标准曲线，根据各检测样本的犗犇

值，按标准曲线计算得出各样本浓度。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行分析处理，计量

资料以狓±狊表示，多组间比较采用方差分析（ＡＮＯＶＡ），组间

两两比较采用ＡＮＯＶＡ中的狇检验法，两组之间比较采用狋检

验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　２种方法取得 ＭＳＣｓ的形态观察　细胞接种培养瓶２４ｈ

后，倒置相差显微镜下观察，可见大量悬浮细胞存在，全骨髓贴

壁培养法经过２～３次换液后可去除悬浮细胞，可见贴壁细胞

中有单个或几个细胞呈短棒状变化；观察中可见全骨髓贴壁原

代培养时，经几次换液后瓶底可见更多棒状细胞并渐出现较为

集中的集落，一般第２～５天为生长潜伏期，细胞增殖较慢，第

６～１４天为细胞的快速增殖期，集落中的细胞不断增殖并逐渐

增大变形，并向附近迁移扩大，较大集落可见细胞呈梭形且作

放射状排列，１５～１８ｄ细胞融合可达９０％；密度梯度离心法所

得细胞有更长的生长周期，增殖明显慢于全骨髓贴壁培养法，

有的要达９０％融合可能需要３～４周时间，方法差别的影响可

以影响２～４代，此后差别慢慢消失。细胞生长也渐趋均匀一

致，可呈菊花状和放射状生长（图１～８）。

图１　　密度梯度离心Ｐ０Ｄ１（×２０）

图２　　全骨髓贴壁培养刚从骨髓Ｐ０Ｄ０（×２０）

２．２　流式细胞仪鉴定骨髓 ＭＳＣｓ的表面抗原　流式细胞仪表

面抗原分析结果，检测显示培养第３代细胞表面抗原阳性表达

率分别为 ＣＤ２９（９３．０２％）、ＣＤ４５（５．７１％）、ＣＤ３１（９．５１％）、

ＣＤ３４（４．５７％），则所得细胞阳性表达ＣＤ２９，阴性表达ＣＤ４５、
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ＣＤ３１、ＣＤ３４，与以往文献报道的 ＭＳＣｓ表达的表面抗原特征

相符，见图９～１２。

图３　　密度梯度离心Ｐ０Ｄ３（×２０）

图４　　全骨髓贴壁培养刚从骨髓Ｐ０Ｄ３（×２０）

图５　　密度梯度离心Ｐ０Ｄ７（×２０）

２．３　骨髓 ＭＳＣｓ的生长曲线　原代代细胞培养有较长的生长

周期，全骨髓贴壁分离培养法可见有较快的增长速度；４代后

两组细胞潜伏期均缩短为２ｄ左右，从第３天起细胞增殖开始

加快，进入指数增殖期，至第６～７天，细胞增殖速度再次减慢，

处于增殖平台期，第４～１２代生长曲线渐趋一致（图１３）。多

次传代后细胞增殖缓慢，细胞变得阔大，折光性变差，细胞凋亡

逐渐增多。

图６　　全骨髓贴壁Ｐ０Ｄ７（×２０）

图７　　密度梯度离心Ｐ３Ｄ１６（×２０）

图８　　全骨髓贴壁Ｐ３Ｄ１２（×２０）

２．４　２、３代细胞培养液中的ＶＥＧＦ、ＳＤＦ１α的变化　留取２、

３代细胞培养换液时的培养液作 ＥＬＩＳＡ 检测其中 ＶＥＧＦ、

ＳＤＦ１α的浓度，可见培养液中始终维持着低浓度的 ＶＥＧＦ、

ＳＤＦ１α。全骨髓贴壁培养组的细胞培养液中的 ＶＥＧＦ、ＳＤＦ

１α平均浓度均高于密度梯度离心组，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。全骨髓贴壁培养组、密度梯度离心组比较，可见培养第

３天的ＶＥＧＦ、ＳＤＦ１α浓度低于第５天和第７天，差异有统计

学意义（犘＜０．０５），而第５天、第７天的ＶＥＧＦ、ＳＤＦ１α浓度比

较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。见图１２～１３、表１。
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图９　　ＣＤ３４
－

图１０　　ＣＤ４５
－

图１１　　ＣＤ２９
＋

表１　　２种方法细胞培养液中ＶＥＧＦ、ＳＤＦ１α

　　浓度比较（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ）

项目 时间 密度梯度离心法 全骨髓贴壁法 犘

ＶＥＧＦ 第３天 ３．８１±０．３８ ５．６８±０．３４ ＜０．０１

第５天 ５．７４±０．３８★ ８．４０±０．３７★ ＜０．０１

第７天 ６．３７±０．４２★ ８．１７±０．３４★ ＜０．０１

ＳＤＦ１α 第３天 ３．５８±０．２９ ７．２２±０．４２ ＜０．０１

第５天 ５．４８±０．４１★ ９．３２±０．４６★ ＜０．０１

第７天 ６．３９±０．４１★ ９．９６±０．２７★ ＜０．０１

　　★：犘＜０．０１，与第３天时比较。

图１２　　ＣＤ３１
－

图１３　　不同方法所得 ＭＳＣｓ的不同生长曲线

３　讨　　论

　　骨髓 ＭＳＣｓ是有着多向分化潜力的非造血干细胞，可以分

化成脂肪、骨骼肌、骨、软骨和结缔组织细胞，也能够分化成心

肌细胞，这一点对心脏修复是很有吸引力的，因而，其在缺血性

心脏病干细胞治疗中研究较多。除具有自我更新和多向分化

潜能外，该干细胞还具有来源充足、细胞培养成活率高、低免疫

排异反应、易于外源基因的转染和表达等优点，因此，引起学者

们的广泛关注。但人骨髓中的 ＭＳＣｓ水平极低，在骨髓单核细

胞所占比例仅为０．０１％，难以满足组织工程学的需要。因此，

需选择最有效率的方法进行体外扩增也成为干细胞治疗最为

关注的一方面。

本研究将Ｆｒｉｅｄｅｎｓｔｅｉｎ等
［２］建立的全骨髓贴壁细胞分离

法和密度梯度离心法做了比较，发现密度梯度离心法也可以有

效地将红细胞、白细胞、单核细胞分层且对细胞活性影响较小，

但也破坏了 ＭＳＣｓ生长的骨髓微环境；而全骨髓贴壁分离法操

作简便、快速；虽然所得细胞成分复杂，却可以根据 ＭＳＣｓ贴壁

生长而造血细胞悬浮生长的特性对二者进行分离，对细胞活性

影响小，且由于保留了骨髓中有利于生长的细胞因子和促黏附

物质，有着更为适宜的干细胞生长微环境，促使 ＭＳＣｓ生长增

殖旺盛，并且经换液传代２～３代后细胞纯度可达到９８％

以上。

骨髓 ＭＳＣｓ培养的适宜环境研究一直是众多研究者关心

的问题，包括选择适宜培基、适宜的细胞接种密度、各种信号分

子对骨髓 ＭＳＣｓ的增殖分化影响等。目前，研究培养基有α

ＭＥＭ、ＬＤＭＥＭ、ＩＭＤＭ 等，其中，以ＬＤＭＥＭ 和αＭＥＭ 为

佳。本研究采用ＬＤＭＥＭ 和１０％的胎牛血清获得了较好的

培养效果。另外，首次接种密度也很重要，接种密度太低会影

响细胞间信息传递而使细胞生长受限，本实验首次接种密度一

般在４．０×１０５～６个／ｍＬ左右。目前，对于首次换液的时间目

前无统一标准，本培养法采用１２ｈ后全量换液，这样便于更好
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地去除悬浮细胞，得到更为纯化的原代细胞。原代细胞生长缓

慢，细胞初成圆形，贴壁后呈梭形、多边形、集落样生长。本研

究中，全骨髓贴壁分离法约生长１４～１８ｄ左右可达８０％～

９０％细胞融合，可进行传代；而密度梯度离心法则需３～４周左

右可达８０％～９０％细胞融合，甚至更长，传３、４代后生长特性

方渐趋相近。本研究还观察到全骨髓贴壁法所得 ＭＳＣｓ传至

１０代仍可保持旺盛的生长，而密度梯度离心法细胞则变得宽

大、折光性差。本研究认为２种方法表现出的不同生长特性和

其两者的细胞生长微环境的差异有关。

ＭＳＣｓ培养中可以自分泌或旁分泌各种细胞因子、黏附分

子、生长因子，构成了培养中的微环境，促进 ＭＳＣｓ增殖和分

化。据研究，ＭＳＣｓ可以分泌表达ＩＬ１、ＩＬ６、ＳＤＦ１α、ＦＧＦ、

ＥＧＦ等
［３］。Ｌｕｃａｒｅｌｌｉ等

［１］实验显示ＦＧＦ、ＥＧＦ、ＰＤＧＦ信号促

进了 ＭＳＣｓ的生长，无这些生长因子，细胞生长缓慢、形态扁

平，可向纤维母细胞发展［４］。另有研究表明ＩＧＦ可提高增殖

速度，并缩短对数增长时间，而且这种促进作用呈浓度依赖

性［５］。ＭＳＣｓ分泌的各种细胞因子也可促进细胞迁移分布，不

同的生长因子对细胞特异分化方向也有重要意义，例如ＦＧＦ

和ＴＧＦ在向软骨细胞分化中起着一定作用
［６］，而 ＶＥＧＦ可促

进 ＭＳＣｓ向内皮细胞分化，有利于伤口或损伤的愈合
［７］。本研

究在可见全骨髓贴壁培养组的 ＶＥＧＦ、ＳＤＦ１α等的分泌水平

高于密度梯度离心分离组，这也说明了密度梯度离心方法对

ＭＳＣｓ细胞功能活性有一定的负面影响，考虑与分离液和高速

离心对细胞的损害有关。步骤复杂、提取时间较长也会使得一

部分 ＭＳＣｓ在这过程中失活、死亡。因此，密度梯度离心组的

细胞要达到适当的细胞融合度需更长的生长周期。实验中还

观察到两组细胞始终维持着低浓度的 ＶＥＧＦ、ＳＤＦ１α，相信这

对培养细胞维持持续的增长有重要的意义。对那些 ＭＳＣｓ培

养失败个别培养板做生长因子检测，发现在最初的几天

ＶＥＧＦ、ＳＤＦ１α可以维持一定的浓度，此后的过程中发现其

ＶＥＧＦ、ＳＤＦ１α浓度渐渐下降，细胞生长也难以维持。因此，

有研究者尝试在培养液中适当加以各种生长因子如 ＶＥＧＦ、

ＩＧＦ、ＦＧＦ、ＳＤＦ１α
［８９］，可促进 ＭＳＣｓ自分泌和旁分泌的作用，

也大大促进其增殖生长，成效可见。但有研究者认为，ＭＳＣｓ

在特定环境中有一定的生长因子分泌模式，某一因子分泌过多

会促使其向特定细胞群分化，例如成脂分化、成骨细胞分

化［１０１２］等，而且生长因子会对ＭＳＣｓ的表型产生的怎样影响也

需进一步探讨。微环境是 ＭＳＣｓ增殖生长的土壤，ＭＳＣｓ通过

旁分泌自分泌各种生长因子为自身营造最佳环境，密度梯度离

心过程中，各种因素对细胞的损害，也伤及其自分泌旁分泌的

作用，使得在其后的生长中难以营造最佳微环境。另外，有报

道认为全骨髓贴壁会增加污染的机会，这一点与作者观察的相

反，本研究中密度梯度离心却表现更多污染率，可能与复杂的

过程、提取时间过长有关，本研究则认为污染与操作的过程和

培养环节有关。
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ｃａｎｉｄｅｎｔｉｆｙｍａｒｋｅｒｓａｎｄｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓｉｍｐｏｒｔａｎｔｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆＭＳＣｓｉｎｔｏａｄｉｐｏｇｅｎｉｃ，ｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｉｃ，ａｎｄ

ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｌｉｎｅａｇｅｓ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２００８，１１２（２）：２９５３０７．

［５］ ＬｏｎｇｏｂａｒｄｉＬ，ＧｒａｎｅｒｏＭｏｌｔóＦ，Ｏ′ＲｅａｒＬ，ｅｔａｌ．Ｓｕｂｃｅｌ

ｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＩＲＳ１ｉｎＩＧＦＩｍｅｄｉａｔｅｄｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｉｃ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙｏｆｂｏｎｅｍａｒ

ｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒｓ，２００９，２７

（５）：３０９３２０．

［６］ ＲｏｎｚｉｅｒｅＭＣ，ＰｅｒｒｉｅｒＥ，ＭａｌｌｅｉｎＧｅｒｉｎＦ，ｅｔａｌ．Ｃｈｏｎｄｒｏ

ｇｅｎｉｃｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗａｎｄａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅｄｅｒｉｖｅｄ

ａｄｕｌｔｈｕｍａｎｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＢｉｏｍｅｄＭａｔｅｒ

Ｅｎｇ，２０１０，２０（３）：１４５１５８．

［７］ ＲｕｓｔａｄＫＣ，ＷｏｎｇＶＷ，ＳｏｒｋｉｎＭ，ｅｔａｌ．Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｏｆ

ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｃａｐａｃｉｔｙａｎｄｓｔｅｍｎｅｓｓ

ｂｙａｂｉｏｍｉｍｅｔｉｃｈｙｄｒｏｇｅｌｓｃａｆｆｏｌｄ［Ｊ］．Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ，２０１２，

３３（１）：８０９０．

［８］ ＨｕａｎｇＹＬ，ＱｉｕＲＦ，ＭａｉＷＹ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１ｏｎｔｈｅｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ

ｃｅｌｌｓｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ］．ＪＺｈｅｊｉａｎｇＵｎｉｖＳｃｉＢ，２０１２，１３（１）：２０

２８．

［９］ ＭｏｌｃｈａｎｏｖａＥＡ，ＢｕｅｖｅｒｏｖａＥＩ，ＳｔａｒｏｓｔｉｎＶＩ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｓｅｎｓｉ

ｔｉｖｉｔｙｏｆｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｔｔｉｍｅｓｏｆａｄｈｅｓｉｏｎｐｒｏｐｅｒｔｙｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎａｎｄｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍ

ｈｅｍｏｐｏｉｅｔｉｃｏｒｇａｎｓｔｏｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｓＥＧＦ，ｂＦＧＦ，ａｎｄＰＤＧＦ

［Ｊ］．ＩｚｖＡｋａｄＮａｕｋＳｅｒＢｉｏｌ，２０１１，２４（２）：１３３１４４．

［１０］ＣｏｕｔｕＤＬ，ＦｒａｎｃｏｉｓＭ，ＧａｌｉｐｅａｕＪ．Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｕｌａｒ

ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｂｙｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｌｙｒｅｇｕｌａｔｅｄＦＧＦｒｅｃｅｐｔｏｒｓ

ｉｎｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２０１１，１１７（２５）：

６８０１６８１２．

［１１］ＣａｐｌａｎＡＩ，ＣｏｒｒｅａＤ．ＰＤＧＦｉｎｂｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｒｅｇｅｎ

ｅｒａｔｉｏｎ：ｎｅｗｉｎｓｉｇｈｔｓｉｎｔｏａｎｏｖｅｌｍｅｃｈａｎｉｓｍｉｎｖｏｌｖｉｎｇ

ＭＳＣｓ［Ｊ］．ＪＯｒｔｈｏｐＲｅｓ，２０１１，２９（１２）：１７９５１８０３．

［１２］ＧｒａｈａｍＳ，ＬｅｏｎｉｄｏｕＡ，ＬｅｓｔｅｒＭ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇｔｈｅ

ｒｏｌｅｏｆＰＤＧＦａｓａｐｏｔｅｎｔｉａｌｄｒｕｇｔｈｅｒａｐｙｉｎｂｏｎｅｆｏｒｍａ

ｔｉｏｎａｎｄｆｒａｃｔｕｒｅｈｅａｌｉｎｇ［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｔＯｐｉｎＩｎｖｅｓｔｉｇＤｒｕｇｓ，

２００９，１８（１１）：１６３３１６５４．

（收稿日期：２０１４１０１６　修回日期：２０１４１２２５）
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