
·552-

人骨髓间充质干细胞体外长期传代培养及恶性
转化趋势实验研究

黄英华， 韦 瑛， 蔡捷， 朱名毅， 李小平， 邹维艳， 温冠媚， 邝晓聪

基金项目：广西自然科学青年基金项目(青0447026)，广西留学回国人员科学基金项目(桂科回0731016)

作者单位：530021南宁，广西医科大学病理生理学教研室(黄英华，韦瑛，朱名毅，邝晓聪)；广西医科大学实验中心(蔡捷，李小平)；

510182广东，广州医学院病理生理学教研室(温冠媚)；233003安徽，蚌埠医学院组织胚胎学教研室(邹维艳)

作者简介：黄英华(1982一)，男，在读硕士研究生，研究方向：肿瘤干细胞与肿瘤耐药

通讯作者：邝晓聪，广西医科大学病理生理学教研室，副教授。E—mail：bskxc@yahoo．com．L*n

[摘要】 目的探讨人骨髓间充质干细胞体外长期传代培养、扩增及其生物学特性，观察其恶性转化趋

势的可能性。方法采用密度梯度离心差速贴壁法对人骨髓来源的间充质干细胞进行分离纯化，并进行体外

长期传代，观察细胞形态及生长方式；鉴定细胞分化能力；相关癌标志P53、Ki67的表达与成瘤性检测。结果

经过长期体外培养的人间充质干细胞，至36代时，细胞逐渐老化；成骨分化诱导能力丧失；相关癌标志表达阴

性；无成瘤性。结论人骨髓间充质干细胞在体外可以有限传代，无显著恶性转化趋势。
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Investigation of long term in vitro culture and malignant transformation of human mesenchymal stem cell
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ning 530021，China

[Abstract]Objective To discuss the biological properties of human bone maiTow derived mesenchymal stem

cell(hBMSC)after long term in vitro culture and it’8 malignant transformation．Methods hBMSCs were isolated

and enriched by the gradient centrifugation protocol and cultured in vitro for long term．During in vitm culture，the

cell llne’8 morphology were observed；It’s differentiation were evaluated；The expression of cancer relative nlarker8：

P53、IG67 were detectived，and the tttmor—initiate ability were assessed．Results When culture to the 36th passage，

hMSC Were gradually aging，cannot differentiate to ossification，cancer relative markers were still negative，there waft

no tumor initiation．Conclusion hBMSCs Call be cultured in vitro for limited time，there WaS no significantly malig-

nant transformation during the limited term．

[Key words]Human bone maITOW derived mesenchymal stem cell； Cell culture； Malignant transformation

人类间充质干细胞(human mesenchymaI stem

cell，hMSC)是一种成体多能干细胞，具有多种分化

能力，能够分化成各种血液细胞、成骨细胞、软骨细

胞、脂肪细胞、心肌细胞、神经细胞等⋯。因此，在

组织工程和细胞再生治疗中起着重要的作用，成为

研究的热点。但目前对hMSC的体外研究大都是短

期研究，对hMSC的体外的长期培养以及相关研究

国内外鲜有报道。为此，我们在对成人骨髓来源的

MSC进行分离、纯化的基础上，将其进行体外长期

传代培养，以及对其相关生物学特性进行研究，并着

重关注其恶性转化趋势，为MSC的临床应用提供进

一步的实验基础。

1材料与方法

1．1标本来源骨髓标本来源于广西医科大学附

属医院无血液病知情同意的自愿捐献者。骨髓取自

髂后上棘，采集量5一10 lIll，肝素抗凝终浓度为60

U／ml，样品在采集后2 h内分选。共7例，患者年龄

25-50岁。

1．2试剂来源 低糖的DMEM(L_DMEM，美国

GIBCO公司)、胎牛血清(FBS，美国Hyclone公司)、
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Ficoll分离液(中国医学科学院生物工程所灏洋生

物公司)、肝素(上海生化药业公司)、青、链霉素(华

北制药股份有限公司)、胰蛋白酶(Amresco公司)、L

一谷胺酰胺(Samland—chem International Inc．)、磷

酸盐缓冲液(福州迈新生物技术开发有限公司)、噻

唑蓝(MTr，华美公司)，抗人P53、Ki67抗体(迈新

公司)。

1．3 hMSC的分离、培养和扩增【21 将无菌肝素化

骨髓5ml加入等体积的DMEM—LG一10％FBS培

养液混合，轻轻吹打分散细胞；室温下离心，800转／

min×5 min，弃上清液。加入6—8 ml DMEM—LG一

10％FBS培养液，重悬细胞。在离心管中加入等体

积Ficoll(1．077 s／m1)分离液，然后将上述骨髓细胞

悬液分别轻轻叠加至分离液上。2 000转／min×20

min，室温下离心。轻轻吸取离心管中的云雾状单核

细胞层，转移至另一离心管中。加人5 ml PBS溶液

混合，室温下离心，1 000转／min×5 min×2次，弃上

清液；用DMEM—LG一10％FBS培养液重悬离心管

中的单核细胞，计数单核细胞数量，以l×106／ml的

密度接种于塑料培养瓶中，置37℃、5％C02、100％

饱和湿度的培养箱中培养，48 h后换液，以后每3—

4 d换液1次。当细胞生长融合达90％时，记录培

养天数，用0．25％胰蛋白酶消化分散细胞，1：2传代

培养。此时记为第1代，每3—4 d换液1次。此后

的细胞传代同此方法进行，并计数所得细胞数及每

代扩增所需时间。

1．4形态学分析

1．4．1置倒置相差显微镜下逐日观察培养细胞的

生长状况、方式和形态变化特点。

1．4．2 HE染色和瑞氏染色形态学分析：细胞悬液

涂片用0．25％胰蛋白酶消化液收获第4代hMSCs，

取一滴细胞悬液做细胞推片，待其自然风干后按常

规行瑞氏染色(滴加瑞氏染液l min后，加入瑞氏染

液缓冲液与之混匀共同染色10—12 min，缓冲液洗

3次，封片)，光学显微镜下观察并拍照。

1．5成骨细胞诱导分化及鉴定 取第4代hMSC

与第30代hMSC，以1 X 105／孔的密度接种于6孔板

中，实验组和对照组各3孔，48 h后全量换液，实验

组加入成骨细胞诱导培养液(DMEM—LG培养液、

10％FBS、8—10 mol／L地塞米松、50 mg／L维生素

C、10 mmol／L B一甘油磷酸钠)，对照组加人DMEM

—LG一10％FBS培养液，每3-4 d换液。诱导18 d

后，PBS洗涤2次行茜素红染液浸染10 min，再次

PBS洗涤3次，显微镜下观察细胞形态。
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1．6裸鼠体内成瘤性实验与P53、Ki67蛋白免疫组

织化学染色：分别取第5代、第10代、第20代、第30

代hMSC，将培养瓶中培养液去掉，用无血清LG—

DMEM培养液洗一遍，再将其弃掉。用0．25％胰蛋

白酶消化细胞，镜下观察待细胞变圆，细胞与培养瓶

底脱离时，用含10％胎牛血清的LG—DMEM终止

消化。移人离心管，离心(800 rpm，5 min)，弃掉上

清液，用10％胎牛血清的LG—DMEM培养液重悬，

调整细胞密度至2×106／ml，0．2 ml注射至裸鼠右

腋窝皮下，观察成瘤性，并同时取相应的细胞爬片进

行P53、Ki67蛋白的免疫组织化学染色，操作流程严

格按试剂盒步骤进行。

2结果

2．1 hMSC的分离、培养和扩增 倒置显微镜下观

察，骨髓MNC接种于50 ml培养瓶后，12—24 h后

细胞大部分已贴壁。48 h更换培养液，偶见细胞展

开呈小短梭形。此后，贴壁细胞数量逐渐增多，呈梭

形或多角形，核居中，1至多个核仁不等。第7天贴

壁细胞数量明显增多，细胞形态多为长梭形，呈结节

状或并列生长。第10天后，细胞呈集落生长方式，

数量较前迅速增加。第15—17天细胞生长即可达

80％一90％融合，贴壁细胞紧密排列成漩涡状、放射

状，有一定的方向性，非贴壁细胞经换液绝大部分可

被去除(图l—1)。传代细胞接种后1—2 h即开始

图1—1骨髓基质细胞贴壁培养D17 100×

附壁，初为类圆形，12 h内完全贴壁，部分细胞展开

呈长梭形，24 h内增殖缓慢，第3天进入对数生长

期，第7—8天即可达到完全融合。P15代细胞仍可

呈高度均质梭形细胞群，平行或漩涡方式生长。细

胞爬片经瑞士染色后，于光镜下可见成纤维细胞样

和上皮细胞样两种形态，呈梭形或多角形，以梭形较

多，成平行排列生长或漩涡状生长，胞浆淡染，核大、

居中，核染色质粗，并可见双核细胞。7例人骨髓间

充质干细胞系的细胞传代培养为30代至36代，细
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胞逐渐变宽大扁平、形状不规则，胞浆空泡化，出现

衰老现象，36代后细胞无传代能力(图1—2)。

图1—2传至第36代的骨髓基质细胞100×

2．2 hMSC体外诱导成骨分化实验第4代hMSC

经成骨细胞诱导培养液孵育18 d后，多角形、不规

则形细胞增多，体积变大，含较多胞浆颗粒，茜素红

染色可见胞质内矿化结节呈橙红色(图2)。但是，

第36代hMSC诱导失败。

图2人骨髓间充干细胞成骨诱导(茜素红染色，100×)

2．3细胞成瘤实验与P53、Ki67的表达第5代、

第10代、第20代、第30代hMSC人骨髓基质细胞

注射于裸鼠腋窝皮下，未见成瘤。免疫组化结果显

示各代细胞P53与Ki67表达均阴性。

3讨论

3．1骨髓中存在一类具有独特的干细胞生物学特

性的基质细胞群，它们可进行自我更新，能在体外长

期扩增，并具有多向分化潜能，如可分化为骨、软骨、

肌腱、肌肉、脂肪以及骨髓造血基质等中胚层起源的

组织细胞。此外，骨髓基质细胞还具有免疫原性低

的优点，Liechty等【31用人的骨髓基质细胞移植绵

羊，细胞能在异基因的环境中存活。而且由于人骨

髓基质细胞独特的增殖分裂模式使外源基因易于导

人和表达。因此，骨髓基质细胞有望成为细胞治疗

中的理想干细胞来源和基因治疗的靶载体。

3．2在本实验中，采用密度梯度离心法分离骨髓人

骨髓基质细胞，所用的分离介质是Fieoll，可以成功

分离出人骨髓基质细胞群。再结合差速贴壁法，在

细胞传代过程中进一步去除造血细胞。对培养液的

选择，我们选择了DMEM—LG，其培养的MSC在7

代以内增殖速度保持稳定，细胞形态并不随传代次

数增加而发生明显改变，提示DMEM—LG适合人骨

髓基质细胞的培养液。这与何少键等H’报道的适

宜人骨髓基质细胞的培养条件相似。其次，培养液

中血清的含量也是影响细胞生长的重要因素，我们

用了10％、15％、20％三个浓度的胎牛血清培养人

骨髓基质细胞。通过比较，10％和15％的胎牛血清

对细胞增殖的速度并无明显差异，而采用20％胎牛

血清培养的细胞在第5代以后细胞增殖速度逐渐减

慢。提示10％一15％的胎牛血清较适于人骨髓基

质细胞培养。

3．3在倒置相差显微镜下逐日观察细胞的生长情

况可见，人骨髓基质细胞分离接种于培养瓶24 h后

细胞大部分已贴壁，此后细胞逐渐展开，数量增多，

多为长梭形，也有多边形细胞，核居中，1至多个核

仁不等，呈集落生长方式，生长有一定方向性，紧密

排列成漩涡状、放射状，非贴壁细胞经换液可被去

除。第15一18天细胞生长即可达80％一90％融

合，可进行传代培养。传代后1～2 h细胞即开始附

壁，初为类圆形，12 h内完全贴壁，部分细胞展开呈

长梭形，24 h内增殖缓慢，第3天进入对数生长期，6

-7 d细胞生长可达90％融合。第1代到第7代细

胞形态无明显区别，人骨髓基质细胞瑞氏染色后，细

胞为梭形的成纤维样细胞，胞浆丰富、颗粒少或无，

核居中或偏于一侧，核仁清晰，染色质疏松。第4代

人骨髓基质细胞经诱导，可分化为成骨细胞，经茜素

红染色钙结节呈红色，提示仍保持其分化潜能。

3．4王忠等”1同样采用密度梯度分离与差速贴壁

法培养的人骨髓基质细胞在7代之前具有较好的生

长特性，7代以后细胞增殖速度下降较为明显，与我

们的实验相符。．国内外学者也常选用生长良好、细

胞均质性高的第4—6代骨髓基质细胞研究其生物

学特性，特别是用其作为动物细胞移植模型的“种

子”细胞。

综上所述，大量对hMSC的体外实验研究都是

短期研究，细胞代数大都是在10代左右，而hMSC

在体外的长期传代过程中，间充质干细胞的特性是

否逐渐丢失，细胞是否发生变化，甚至是恶变。我们
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对其进行了相关研究。首先是36代的hMSC与较

早代数(第5代)的hMSC进行比较，镜下观察其生

长方式，细胞形态等细胞形态学表现，发现第36代

hMSC细胞，逐渐变宽大扁平、形状不规则，胞浆空

泡化等细胞老化表现。传至36代的hMSC无法进

行成骨分化诱导，也说明了细胞老化。最后，癌相关

基因，如p53、ki67在各代细胞的表达均为阴性。第

36代的hMSC在裸鼠成瘤性实验中仍然没有显示

出成瘤性。提示hMSC即使在体外长期传代仍未恶

变。因此，人骨髓间充质干细胞在体外可以有限传

代，无显著恶性转化趋势。
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[摘要】 目的探讨年轻恒牙冠折everStick高强度可塑纤维桩核冠修复治疗的临床效果。方法 临

床选择48例年轻恒牙冠折的患儿共62颗患牙，先用Vitapex进行根尖诱导成形术，再对残冠残根进行高强度

可塑纤维桩核冠修复，并进行定期临床检查。结果在临床观察时间内，62个修复体有58个完好，成功率为

93．5％。结论对于年轻恒牙患者根尖诱导完成后进行everStick可塑高强度纤维桩修复可以满足临床要求，

有一定的临床价值，值得大力推广。

【关键词】玻璃纤维；年轻恒牙；根尖诱导成形术

【中图分类号】R 783．3【文献标识码】A【文章编号】 1674—3806(2009)06—0555一04

doi：10．3969／j．issn。1674—3806．2009．06．04

The application of everStick high—strength glass fibers post core grown for crowil fracture restoration of im-
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[Abstract】 Objective To investigate the clinical effect of everStick high—strength glass fibers posts core

crown Oil crown fracture restoration of immature permanent tooth．Methods Forty—eight patients with 62 crown

fracture were selected．Vitapex waft used in apexification，and the residual clDwn8 and roots were restored with the
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