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［摘要］ 目的 分离、体外培养、鉴定兔的骨髓间充质干细胞（mesenchymal stem cells，MSCs）及诱导分化

为脂肪细胞．方法 采用健康幼龄日本大耳白兔，麻醉致死后冲洗骨髓收集骨髓液，采用直接贴壁法分离培养

MSCs，对 MSCs进行形态学观察，同时通过流式细胞分析术对 CD34、CD44、CD45、CD90 4种表面抗原进行鉴

定．取第 5 代 MSCs，加入 50 滋mol/L 抗坏血酸盐 2 磷酸盐，50 滋mol/L 消炎痛和 0.5 滋mol/L地塞米松诱导其分

化．结果 第 2代 MSCs经流式细胞技术鉴定出细胞的 CD34（-）、CD45（-）、CD44（+）、CD90（+）符合 MSCs

的表面抗原．第 5代骨髓间充质干细胞，成脂诱导 10 d后油红 O染色显示有大量脂质沉积并相互融合，细胞由

长梭形变为多边形．结论 本研究证实了体外培养的细胞为间充质干细胞且成分单一，具有干细胞特性，能分化

为脂肪细胞，可作为一个细胞资源，为组织工程和动物模型研究细胞分化机制．
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［Abstract］ Objective To isolate，culture in vitro and identify the rabbit bone marrow mesenchymal stem

cells （MSCs mesenchymal stem cells） and induce them to differentiate into adipocytes．Methods Health

juvenile Japan big-eared white rabbits were used，and the bone marrow was collected after rabbits were euthanized

by anesthesia．MSCs were isolated and cultured by direct adherent culture， then the morphology of MSCs was

observed. At the same time，MSCs were indentified by detecting the four surface antigens including CD34，CD44，

CD45 and CD90 through flow cytometry. The fifth generation of MSCs were induced to differentiate by addition of 50

滋mol/L ascorbate2phosphate， 50 滋mol/L indomethacin and 0.5umol/Ldexamethasone．Results Flow cytometry

showed CD34 (-)， CD4 (-)， CD44 (+) and CD90 (+) in the second generation of MSCs，which were in accordance

with the surface antigens of MSCs. After the fifth generation of MSCs were induced for ten days to differentiate into

adipocytes， oil red O staining showed that a large number of lipid deposition and mutual confluence， and the shape

of cells became polygon from long shuttle．Conclusions The cells cultured in vitro by our method are pure

mesenchymal stem cells，have the typical characteristics of stem cells，and can differentiate into adipocytes．The
mesenchymal stem cells cultured in vitro can be used to study the cell differentiation mechanisms in tissue

engineering and animal models.

［Key words］ Bone marrow mesenchymal stem cells；Isolation；Culture；Identification；Induction；Rabbit

Journal of Kunming Medical University
CN 53 - 1221 R昆明医科大学学报 2013，（1）：28耀 31

［基金项目］云南省应用基础研究基金资助项目（09CD088）

［作者简介］戚宗泽（1986～），男，回族，云南寻甸县人，在读硕士研究生，主要从事肝胆外科及器官移植的基础与

临床研究工作．

［通讯作者］朱洪．E-mail:zhhong519@163.com

mailto:E-mail:zhhong519@163.com


图 2 P0代MSCs培养 4 d

Fig. 2 P0 MSCs culture for 4 day

骨髓是一个复杂的组织，包含不同种类的干细

胞：造血干细胞、骨髓间充质干细胞（骨髓基质干

细胞）和内皮干细胞[1]．间充质干细胞是来源于中

胚层的成体干细胞，是造血微环境中的一种重要细

胞成分，在不同诱导条件下，能够向成骨细胞、成

软骨细胞、成肌细胞、脂肪细胞及基质细胞等不同

的细胞系分化[2]．近来研究发现骨质疏松、激素性

骨坏死等疾病中骨髓脂肪细胞形成增加，脂肪细胞

来源于脂肪前体细胞，脂肪前体细胞又是由间充质

干细胞分化而来．本研究建立体外诱导 BMSCs分

化为脂肪细胞方法，旨在为骨质疏松、激素性骨坏

死、肥胖症等疾病的发病机制及防治药物研究提供

细胞模型，可以作为一个细胞资源，为组织工程和

动物模型研究细胞分化机制[3]．

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 主要试剂 DMEM-F12液体培养基（北京

索莱宝），胎牛血清 （FBS， Gibco）， PBS 液

（Hyclone），0.25%胰蛋白酶（Gibco），抗坏血酸盐

2磷酸盐（ALEXIS），消炎痛（ALEXIS），地塞米

松（ SIGMA），鼠抗兔CD44-FITC（serotec），鼠抗兔

CD90-FITC（serotec），鼠抗兔CD34-PE（serotec），鼠

抗兔CD45-PS5（serotec），羊抗鼠IgG（H+C）-FITC
（becoknew），油红O（SIGMA）．

1.1.2 实验动物 5周龄健康日本大耳白兔，体

重 0.8～1.0 kg，由昆明医科大学实验动物中心提

供．

1.2 方法

1.2.1 兔 MSCs的分离和原代培养 3%戊巴比妥

钠按 2 mL/kg剂量经耳缘静脉全身麻醉致死，70%

的酒精浸泡 15 min，在无菌操作台下，取出其双侧

股骨、胫骨，用 PBS液漂洗后切去两端骨骺，用 3

号针头吸取 DMEM培养液反复冲洗髓腔至澄清，

将细胞混液移至离心管中，1 000 r/min 离心 10

min，弃上清得到重悬细胞液，再加入 DMEM液洗

涤、离心得到重悬细胞液．

将上述重悬细胞液各取 4 mL 接种于 2 个 25

mL培养瓶中，加入 11 mL含 10%FBS的 DMEM培

养基（添加青霉素 100 IU/mL、链霉素 100 滋g/mL）
混匀后，置于 37℃、5%CO2培养箱中恒温培养．

48 h后换液去除未贴壁细胞，以后每隔 3 d换液 1

次，待细胞融合达 80%进行消化传代．

1.2.2 兔MSCs的传代培养 待细胞 80%汇合后，

加入 0.25%胰蛋白酶（一般 25 mL培养瓶加 1 mL

消化液即可）进行消化．在倒置显微镜下进行观

察，发现贴壁细胞胞体回缩，细胞间隙增大，细胞

漂浮增多时，立即加入适量含 10%FBS的 DMEM

的培养液终止消化，并用无菌吸管轻柔吹打瓶壁细

胞，促进细胞脱壁．待多数细胞脱离瓶壁形成细胞

悬液后，离心后弃上清液按照 1:2接种至 25 mL培

养瓶中，以后 3 d换液 1次．

2 结果

2.1 兔MSCs的形态学鉴定
贴壁生长的 MSCs形态均一，为长梭形，第 1

周期生长较缓慢，多为散在的较小集落；至第 2周

期后生长迅速，细胞排列有一定的方向性，呈旋涡

样生长，集落大，约数百至数千个细胞．随着细胞

进一步的增加，集落之间细胞个弧线重叠，漩涡中

心的细胞可以形成多细胞层[4]．本实验中原代（P0

代） MSCs培养 2 d后可以观察到细胞附壁铺伸，

呈梭形，数量较少，局部呈多个散在分布的细胞集

落（见图 1）．第 3天开始形成典型的、均匀分布

的 MSCs簇状，细胞数量增多，细胞形态呈长梭

形，紧密排列，第 4天后 MSCs数量迅速扩增，细

胞簇状增生灶数量增加，范围扩大（见图 2）．第

6天细胞生长即可达 70%~80%的融合，呈长梭形，

紧密排列类似旋涡状（见图 3）．

图 1 P0代 MSCs培养 2 d

Fig. 1 P0 MSCs culture for 2 day
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图 4 P2代MSCs流式细胞仪检测

Fig. 4 P2 generation MSCs detected by Flow cytometry

图 3 P0代MSCs培 6 d

Fig. 3 P0 MSCs culture for 6 days

2.2 兔MSCs的表型鉴定
MSC 表型为 CD11a、 CD14、 CD33、 CD34、

CD28、CD45、CD80、CD86、CD117阴性，CD29、

CD44、CD59、CD90、CD105、CD166 阳性 [4]．本

实验通过流式细胞仪分析术对 CD34（-）、CD45

（-）、CD44（+）、CD90（+） 4种表面抗原进行鉴

定，验证所培养的细胞是 MSCs[4]．方法如下：第 2

代 MSCs经 PBS液洗 2遍后 0.25%胰蛋白酶消化，

用含 10%FBS的 DMEM培养液终止消化．将细胞

悬液移至离心管中，2 000 r/min离心 5 min，弃上

清，得到重悬细胞．取 4支 EP管，每管各标记为

CD34、CD44、CD45、CD90，每管各加入 10 滋L细

胞悬液，CD44管中加入 20 滋L CD44-FITC 抗体，

CD90 管中加入 20 滋L CD90-FITC 抗体、CD34 管

中加入 20 滋L CD34-PE 抗体，CD45 管中加入 20

滋L CD45-PS5，避光 4℃下孵育 60 min，加入 PBS

液，2 000 r/min离心 3 min，反复洗涤 3次．CD34

管和 CD45 管中加入 20 滋L 荧光二抗羊抗鼠

IgG(H+C)-FITC振荡 5 s放入湿盒内置 4℃作用 45

min后，PBS液洗涤 3次，上机检测，见图 4．

图 4所示，所鉴定的细胞，99.1%的细胞表达
CD90，99.8%的细胞表达 CD44，而仅有 0.2%的细

胞表达 CD34，0.1%的细胞表达 CD45，符合 MSCs

的抗原表型．

2.3 兔MSCs的成脂诱导分化
取第 5代 MSCs，以 4×104/cm2接种于培养瓶

中，24 h 后添加含 50 滋mol/L 抗坏血酸盐 2 磷酸

盐，50 滋mol/L消炎痛和 0.5 滋mol/L地塞米松的完

全培养液定向诱导骨髓间充质干细胞分化为脂肪细

胞．每 3 d换液 1次，10 d后去除培养液，用 PBS

液洗涤 2次 [5]，常温下加入 10%福尔马林孵化 10

min，弃去福尔马林，加入新鲜的福尔马林室温下

固定 1 h，去除福尔马林后用 60%异丙醇清洗细

胞[6]，待细胞完全干燥后，加入油红 O工作液染色

10 min，除去油红 O工作液，加水清洗，拍照，见

图 5.

由图 5所示，P5MSCs成脂诱导 10 d后油红 O

染色显示大量脂质沉积并相互融合，细胞由长梭形
变为多边形．
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图 5 P5MSCs诱导 10 d后油红 O染色（10×40）

Fig. 5 P5 MSCs induced for ten days and oil red O

staining（10×40）

3 讨论

目前 MSCs的体外培养方法主要有密度梯度离

心法、直接贴壁分离法、流式细胞分离法和免疫

磁珠分离法[7]．其中后 2种方法所获得的骨髓间充

质干细胞纯度较高，但操作复杂，费用高．所以，

密度梯度离心法和直接贴壁分离法为分离 MSCs最

常用的两种方法．本研究证实了直接贴壁法分离

出来的 BMSCs纯度高，相比密度梯度离心法等其

他分离法，是一种简单有效的分离纯化 BMSCs的

方法[8]．如何鉴定骨髓间充质干细胞，尚未发现其

特异性表面标志，因此还没有理想标志性分子或
方法，目前主要依靠细胞的形态观察和免疫组织

化学检查进行鉴定．鉴于骨髓中分离的有核细胞

主要包括骨髓成纤维细胞、造血干细胞及骨髓间

充质干细胞，CD34为骨髓成纤维细胞、造血干细

胞标志抗原，CD44则主要在骨髓间充质干细胞表

达，在造血干细胞表面不表达，因此 CD34阴性、

CD44阳性表达已成为鉴定骨髓间充质干细胞的一

种通用的方法[9]．本实验中 MSCs表面抗原 CD44、

CD90 呈高表达，而 CD34、CD45 表达水平较低，

证明所培养的细胞为骨髓间充质干细胞．有报道

认为激素对于脂肪细胞分化的诱导主要是通过 3
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条信号通路进行的：一条是 cAMP-PKA 的途径；

一条是甾醇类激素的核受体途径；还有一条是胰

岛素样生长因子 1受体的磷酸酪氨酸激酶途径．

这 3 条通路对于诱导细胞分化的作用是不同的，

以胰岛素样生长因子 1受体激酶的通路最重要[10]．

本研究成功将 MSCs分化为脂肪细胞，揭示了间充

质干细胞分化机制，提供了一种新的思路来防止

骨质疏松、激素性骨坏死和肥胖症．
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