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标记示踪间充质干细胞可行性的体外试验$
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四甲基吲哚羰基花青高氯酸盐!
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#体外

标记骨髓间充质干细胞的可行性$方法
!

分离培养并鉴定大鼠骨髓间充质干细胞"分别用
!
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的

QX3B-:

标记间充质干细胞"观察标记后
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代的标记率'用流式细胞仪检测标

记前后细胞周期的变化'用细胞计数
R-83(
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#法检测细胞增殖能力$结果
!

采用全骨髓贴壁法分离培养

大鼠骨髓间充质干细胞
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组间生长曲线趋势大致相同"且
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期细胞百分比差异无统计学意义!

"

"

%.%#

#$结论
!

)

"

7

,

GPQX3B-:

细胞标记率高"无细胞毒性"可作为一种高效而稳定的体外标记间充质干细胞

的方法$
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干细胞是一类能自我增殖$具有多向分化潜能的

细胞#由于其临床应用的可行性及其生物学的重要特

性#干细胞治疗成为现代医学研究领域的热点(

!

)

%间

充质干细胞!

GF1F2>@

A

G9:18FG>F::1

#

XCQ1

"具有取

材容易$可自身移植避免免疫排斥等优点#已被广泛

应用于组织工程和细胞治疗的研究中(

&

)

%而在深入

进行细胞移植实验前应对移植的
XCQ1

进行标记以

起到体内示踪的作用%本试验采用细胞膜荧光染料

氯苯甲酰氨
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#
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双十八烷基
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四甲基吲哚

羰基花青高氯酸盐!
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"标记大鼠骨髓间充质干

细胞#并进行体外传代培养#观察其标记情况#为进一

步利用
XCQ1

进行移植研究提供实验基础%
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材料与方法
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实验动物
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材料
!

S-189=

大鼠骨髓间充质干细胞及其完全

培养基购自广州赛业生物科技有限公司$
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液购自
H
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>:,2F

公司$胰蛋白酶购自
M-<>,

公 司$
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标记液购自
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公司$

细胞计数
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"试剂盒购自日本
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公司%
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方法
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骨髓间充质干细胞的分离培养
!

无菌条件下

分离大鼠双侧股骨及胫骨#用剪刀从中间剪断股骨及

胫骨#用
#GP

注射器抽取适量含
!%6

胎牛血清的专

用培养基冲洗骨髓腔#将所得细胞悬液直接接种于
\3

&#>G

& 培养瓶中#细胞浓度约为
!d!%

"

'

P

%置于

*'e

$

#6 QN

&

培养箱中常规培养%

)(@

后半量更换

完全培养基%以后每
&

!

*

天全量更换新鲜培养基#

待细胞融合约
(%6

时可进行
!f&

传代#用
%.&#6

胰

酶消化#以
#d!%

)

'

>G

& 细胞浓度传代扩增%用倒置

显微镜观察细胞形态#取第
*

代细胞用于以下试验%

!.#."

!

骨髓间充质干细胞的鉴定
!

将贴壁细胞制成

单细胞悬液#用流式细胞仪检测细胞表面标记
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标记骨髓间充质干细胞
!

试验分
)

组&

XCQ

组$标记组
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!
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"$标记组
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"$标记组
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"%将细胞消化制成细胞浓

度约为
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GP

的细胞悬液#标记组
!

!
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分别加

入适量
!G

7

'

P

的
QX3B-:

存储液#使其最终浓度分

别达
!
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#随后置于培养箱
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下孵育
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#
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离心
#G-2

#弃上清液#

IEC

冲洗
&

遍#用完全培养基重悬接种于培养瓶%

!.#.$
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标记率的观察
!

标记完成后
!#G-2

继续孵育
&)

$

)(

$

'&@

在荧光显微镜下观察各组细胞

形态并检测骨髓间充质干细胞的
QX3B-:

阳性标记

率#阳性标记率为随机取
!%

个非重叠视野!

d!%%

"#

计算
QX3B-:

阳性细胞数占总细胞数的比例%细胞融

合约
(%6

时消化传代培养#每次传代后观察细胞形态

及标记率%
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标记细胞增殖能力检测
!

细胞标记

后直接以细胞浓度为
!d!%

)

'

GP

接种于
"/

孔板中#

每组
*#

孔细胞#每孔体积
!%%

"

P

%每天
%(
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%%

每组

各取
#

孔细胞#加入
!%

"
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孵育
)@

后#用全自

动酶标仪检测
)"%2G

吸光度!

NB

"值#连续
'+

#并绘

制生长曲线%
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标记细胞周期检测
!

细胞标记后
)(

@

制备成细胞悬液#利用
IK3

流式细胞仪技术检测细胞

周期%

!.$

!

统计学处理
!

用
CICC!".%

统计软件进行数据

处理#正态分布的计量资料以
Kc>

表示#多组间比较

用单因素方差分析!

5JNZ5

"#组间两两比较采用

CJR3

L

检验#检验水准
$

D%.%#

#以
"

#

%.%#

为差异

有统计学意义%
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结
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果
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骨髓间充质干细胞培养
!

采用全骨髓贴壁法分

离培养大鼠骨髓间充质干细胞#刚分离接种时细胞为

圆形$椭圆形#接种
&)@

后在倒置显微镜下观察发现#

开始有少部分细胞贴附于瓶底%

'&@

后绝大部分细

胞贴壁#呈梭形或多角形#呈集落样生长%培养
#

!

'

+

后#细胞达
(%6

融合#可进行细胞的首次传代%传

代后细胞较原代略大#经
)

!

#+

即可达
(%6

融合%

经传
*

!

)

代后#细胞为长梭形#形态均一#排列有序

!图
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第
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天!

d!%%
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&第
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代
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!

d!%%
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图
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!!

原代及第
*

代大鼠骨髓间充质干细胞
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!

XCQ1

鉴定
!

经流式细胞仪检测#

"%6

以上细胞

QB*)

和
QB)#

表达阴性#

QB))

和
QB&"

表达阳性%
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标记后细胞荧光表达情况及形态变化
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浓度为
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标记后
!#G-2

即见

到红色荧光!图
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"#标记率分别为!
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组标

记率明显高于其他两组#经
5JNZ5

分析#

*

组间差

异有统计学意义!
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"%采用
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法进行两组间比较#
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组与
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GP

组比较差异均具有统计学意义!
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组比较差异也具有统计学意义!
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"%而各组染色后
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的细胞标记率进行

组内比较则差异无统计学意义!
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"%细胞标记

后传代至第
/

代时荧光表达仍较强#之后荧光强度开

始衰减%标记的细胞在绿色荧光激发下呈现红色荧

光#且细胞形状同未染色细胞大致相同%
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重庆医学
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年
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月第
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卷第
!!
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&贴壁
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第
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图
&
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XCQ

用
QX3B-:

标记后的荧光表达情况

".$

!

标记细胞增殖能力的检测
!

)

组
XCQ1

的生长

曲线如图
*

所示%细胞增殖能力的检测结果表明不

同标记浓度组与未标记组的细胞生长趋势相似#表明

QX3B-:

标记后
XCQ1

的增殖不受影响%

图
*

!!

)

组
XCQ1

的生长曲线

".%

!

标记细胞细胞周期的检测
!

由表
!

可见#

)

组间

细胞周期
M

!

期$

C

期及
M

&

'

X

期百分比比较差异无

统计学意义!

#D!.//#

#

"D%.&#!
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#D!.*!'

#

"D

%.**#

,

#D&.!#"

#

"D%.!'!

"#表明标记后细胞周期

并没有改变#无细胞增殖阻滞#提示
QX3B-:

对
XCQ1

无细胞毒性%

表
!
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)

组细胞细胞周期比较%

Kc>

&

6

'

组别
M

!

期
C

期
M

&

'

X

期

XCQ

组
'#.//c!.&! !!.')c!.&' !&./*c!.#!

标记组
! ').*/c%./*

$

!&./#c%.)/

$

!*.&"c%.)&

$

标记组
& '*.&&c!.*%

$

!&.*%c!.!(

$

!).)(c%.!"

$

标记组
* ').#(c!."&

$

!!.&'c%.*(

$

!).!#c!.#)

$
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&
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"

%.%#

#与
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组比较

#

!

讨
!!

论
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骨髓间充质干细胞是一种成体干细胞#具有多向

分化的潜能#在特定环境下可分化为神经系统细胞$

成骨细胞$软骨细胞$脂肪细胞等#其应用前景不可估

量%目前骨髓间充质干细胞的分离培养方法主要有&

全骨髓贴壁分离法$密度梯度离心分离法等(

*3)

)

%本

试验采用全骨髓贴壁分离法成功分离大鼠骨髓间充

质干细胞%全骨髓贴壁法不仅根据不同细胞的贴壁

性来去除杂质细胞#而且还通过不同细胞所需的消化

时间不同来达到纯化骨髓间充质干细胞的目的(

#

)

%

利用造血系细胞悬浮生长#而骨髓间充质干细胞贴壁

生长的特性#每次换液去除造血系细胞,再根据骨髓

间充质干细胞较成纤维细胞易脱落的特点#传代时严

格掌握消化酶的量和消化时间#待细胞稍见回缩即终

止消化#这样不仅能使骨髓间充质干细胞得到进一步

纯化#还能保持细胞的活性%经数次传代#可获得平

行状或辐射状的形态均一的梭形骨髓间充质干细胞%

经流式细胞仪鉴定证实全骨髓贴壁法获得的大鼠骨

髓间充质干细胞纯化程度高#且增殖能力活跃#具有

骨髓间充质干细胞的一般生物学特性%

细胞标记在干细胞移植及分化研究中是必不可

少的环节%这就需要一种尽可能操作简便$技术可

靠$结果可信$便于检测的细胞标记示踪技术%至今

为止已有多种细胞标记示踪方法#包括绿色荧光蛋

白$

#3

溴脱氧尿嘧啶核苷$细胞膜或核染料等(

/3(

)

#它们

各有优缺点%绿色荧光蛋白标记稳定性强#是目前被

较为广泛接受的标记方法#但其标记程序复杂繁琐#

而且延长组织固定时间荧光信号会受影响(

"

)

,

)

#

/3

联

咪
3&3

苯基吲哚!

B5IK

"标记时间短#且标记后细胞停

止增殖#不适合体内试验(

!%

)

,而
#3

溴脱氧尿嘧啶核苷

的移植细胞死亡后#其中的
E=+Y

将会释放出来#并被

(*)!
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邻近细胞摄取而导致出现假阳性(

!!

)

%

QX3B-:

是一种亲脂性羰花青荧光膜染料#是目

前较好的荧光染料%目前可用的亲脂性羰花青#包括

B-:

和
B-,

#

IRH&

及
IRH&/

染料#在标记悬浮细胞

过程中有时需要渗透压调节剂或去盐来避免在标记

过程中形成染料沉淀%此外#

B-:

标记不能在常规组

织固定过程中兼容而进行长期保存%与
B-:

不同#

QX3B-:

的
QX

基团能与多肽及蛋白上的巯基反应从

而使该分子在醛类物质中保持稳定#因此标记后进行

固定$脱水及石蜡包埋等操作并不影响其荧光效果%

QX3B-:

可在绿色荧光激发下#发射出波长为
#'%2G

的红色荧光%本研究对
QX3B-:

标记后细胞进行显微

镜下形态观察#发现标记后细胞与未标记细胞的形态

无明显异常%另外#

QX3B-:

标记后细胞生长曲线的

分析说明
QX3B-:

标记后细胞的增殖不受影响#而且

细胞周期检测结果表明细胞标记后无细胞阻滞%研

究结果提示低浓度
QX3B-:

对细胞没有毒性作用#与

马慧雨等(

!&

)的研究结果一致%此外#张雅妮等(

!*

)的

研究还显示#

QX3B-:

标记后对大鼠骨髓间充质干细

胞的迁移能力并无明显影响%本试验通过比较不同

浓度
QX3B-:

对
XCQ1

的标记率#发现
)

"

7

'

GPQX3

B-:

浓度具有较高的标记率#标记率可达
"/6

以上%

标记后
!#G-2

在荧光显微镜下即可看到很强的荧光

表达%传至第
/

代时荧光表达仍较强#之后荧光强度

开始减弱%荧光强度衰减可能与操作过程中未能完

全避光$细胞分裂膜染料减少等有关%

综上所述#本试验通过全骨髓贴壁法获得较高纯

度$生物学特征稳定的大鼠骨髓间充质干细胞%全骨

髓贴壁法分离培养骨髓间充质干细胞方法简单#成功

率高#可作为分离$培养人类骨髓间充质干细胞的可

借鉴方法之一#为日后临床应用骨髓间充质干细胞移

植治疗疾病提供实验基础%利用
)

"

7

'

GPQX3B-:

标

记细胞#标记率高#方法简单可靠#荧光淬灭时间较

长#检测方法简便#可直接在荧光显微镜下观察%

QX3B-:

标记作为一种高效稳定$用于一定时期内追

踪间充质干细胞的标记方法#可用于追踪间充质干细

胞体内移植后能否在靶器官定植及分化#在组织工程

中有较好的应用前景%
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