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［摘要］ 　 采用密度梯度离心法分离骨髓间质干细胞 ，差速贴壁法进行纯化 ，应用流式细胞仪 、激光共聚焦显
微镜等对纯化细胞进行鉴定 ，结果细胞表面抗原 CD２９ ， CD４４ ， CD１０５ ， CD１６６ 表达呈阳性 ， 而 CD１４ ， CD３４ ，
CD４５表达呈阴性 。采用 RT唱PCR鉴定了三个基因 ： nestin ， NST ， Oct唱４ ，前两者呈阳性表达 ，后者弱阳性表达 。这
些细胞特异抗原与基因表达综合起来 ，表明得到的细胞具备骨髓间质干细胞的特性 。密度梯度分离与差速贴壁
相结合 ，可获得较好均一性的骨髓间质干细胞 ，是一种简单可靠 、易于推广的骨髓干细胞获取方法 ，可为细胞
与组织工程研究提供种子细胞 。
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１ 　引言
骨髓 间 质 干 细 胞 （mesenchymal stem cells ，

MSCs） 最初是由 Friedenstein 等发现的一种具有贴
附于塑料培养板表面的成纤维样细胞

［１］ ，是一种来
源于骨髓的具有多向分化潜能的干细胞 ，不仅可以
分化为成骨细胞 、 脂肪细胞 、 肌肉细胞等间质组
织 ，还可跨越胚层界限 ， 分化为外胚层的神经元 、
神经胶质细胞及内胚层的肝细胞等 。 MSCs 不像胚
胎干细胞那样存在伦理问题 ， 更便于将来临床应
用 ， １９９２ 年 Haynesworth 等首次分离出 hMSCs 并证
实有多种分化潜能 ，可以分化为心肌细胞 、成骨细
胞 、成软骨细胞 、脂肪细胞以及神经细胞［２］ 。 目前
常用的方法是将来源于骨髓的细胞进行密度梯度离

心 ，利用差速贴壁法分离纯化得到 MSCs 。 MSCs可
以从骨髓获取并大量扩增 ，作为细胞与组织工程的
种子细胞 ，应用前景广阔 ，研究其分离 、纯化与鉴
定方法 ，对于基础与临床应用具有重要意义 。

２ 　材料和方法
2畅1 　材料
２畅１畅１ 　实验动物 　 Wistar 大鼠 ， 雄性 ， 体重 ５０ ～
６０ g ，购自北京维通利华实验动物技术有限公司 。
２畅１畅２ 　仪器 　 流式细胞仪 ， EPICS ELITE ， 美国贝
克曼 －库尔特公司 ； 激光共聚焦显微镜 ， LSM ５１０
META ，德国 Zeiss公司 ； CO２ 培养箱 ， 日本三洋公

司 ； 荧 光 显 微 镜 ， 德 国 Leica 公 司 ； PCR 仪 ，
Biometra 公司 （T唱Gragdient） ； 琼脂糖电泳仪 ， 日本
l唱Mupid公司 ；高速离心机 ， 德国 Hettich 公司 ； 细
胞培养瓶 、培养板 ，美国 Costar公司 。
２畅１畅３ 　试剂 　 DMEM桙F１２培养基 、胰蛋白酶 ，美国
Gibco公司 ；特优级胎牛血清 （FBS） ， 美国 Hyclone
公司 ； EDTA 钠 、 肝素钠 、 Percoll 分离液 ， 美国
Sigma公司 ； CD３４ － PE ， CD１６６ ， CD１０５ ， CD１４ 及
FITC标记的二抗 ， 美国 Santa Cruz 公司 ， CD４５ －
FITC ， CD２９ － PE ， 美国 BioLegend 公司 ， CD４４ －



FITC ，英国 Serotec 公司 ； AMV 逆转录酶 ， 美国
Promega公司 ； Taq 酶 、 Trizol 试剂 、 dNTP ， 北京天
为时代公司 ；琼脂糖 ，上海 YITO BIO唱INSTRUMENT
有限公司 。其他试剂均为分析纯 ；所有引物均由上
海生工生物工程技术服务有限公司合成 ；实验中所
有溶液都是由 Milli唱Q水配制而成 。
2畅2 　方法
２畅２畅１ 　骨髓 MSCs的分离 、原代培养与纯化扩增 　
大鼠用 １ ％戊巴比妥钠麻醉 ， 无菌取双下肢骨骨髓
（肝素抗凝） ， 经 Percoll 梯度分离 ， 收集低密度云
雾状细胞层 ， PBS 洗 ２ 次 ， 加入 １０ ％ 胎牛血清的
DMEM桙F１２培养基接种于培养瓶 ， ３７ ℃ ， ５ ％ CO２ 、

饱和湿度条件下常规培养 ， ２４ h 后除去不贴壁细
胞 。此后每 ３天换液 １次 ，形成片状克隆后开始第
一次传代 。 之后 ， 细胞长满瓶底２桙３时即可再次传
代扩增 ，利用差速贴壁法分离纯化 MSCs 。
２畅２畅２ 　 MSCs表面抗原的鉴定 　 鉴定的细胞表面抗
原 有 ： CD３４ ， CD４５ ， CD２９ ， CD４４ ， CD１６６ ，
CD１０５ ， CD１４ ，前 ４个为荧光染料直标抗体 ， 其余
为间标抗体 ， 需要接 FITC 标记的二抗 ， 分别用直
标法与间标法进行荧光标记 。

１） 流式细胞术
直标法 ： 收获培养细胞 ， ４ ℃ ２００ × g 离心 ５

min ，用 PBS （含 １ ％ BSA） 清洗细胞 ３ 次 ， 计数细
胞 ， 调节每个样品的最小浓度约为 １０６

个桙１００ μL ；
加入荧光标记抗体 ５ μL ，冰上孵育细胞 ３０ min （避
光） ，用 PBS洗细胞 ３ 次 ， ２００ × g 离心细胞 ５ min ，
用 ４００ ～ ５００ μL含 １ ％ BSA的 PBS重悬细胞 。

间标法 ： 细胞处理同直标法 ， 加完一抗后用
PBS洗细胞 ３次 ，然后加 ５ μL合适稀释度的二抗 ，
４ ℃孵育 ３０ min （避光） ，之后步骤同上 。

标记后将细胞适度稀释后 ，立即用流式细胞仪
检测 。

２） 免疫荧光化学法
直标法 ：细胞爬片浸入冷丙酮固定 １０ min ， 然

后用 PBS漂洗 ３次每次 ５ min ； ４ ％ BSA ３７ ℃ 湿盒封
闭 ３０ min ； 然后在玻片上滴加荧光标记抗体 （１∶
１００稀释） ， 湿盒中 ３７ ℃ 孵育 ３０ min ； PBS 漂洗 ３
次 ，每次 ５ min ， 不时振荡以洗去多余游离的荧光
标记抗体 。

间标法 ：加一抗处理后 ， 用 PBS 洗细胞 ３ 次 ，
然后加荧光标记二抗 （１∶００ 稀释） ， ３７ ℃ 孵育 ３０
min （避光） ，之后步骤同上 。

标记后立即在激光共聚焦或荧光显微镜下观察

拍照 。
２畅２畅３ 　 MSCs 表达干细胞标志基因的鉴定 　 采用
RT － PCR 方法鉴定 ３ 个干细胞标志基因 ： nestin ，
nucleostemin （NST） ， Oct － ４ ，引物序列如下 ：

Oct － ４ ： forward primer
５′唱TGTCCGCCCGCATACGAGTTC唱３′ ，长度 ２１ bp ；

reverse primer
５′唱CAGGGGCCGCAGCTTACACAT唱３′ ，长度２１ bp 。
NST ： forward primer
５′唱GGGAAAAGCAGTGTCATTA唱３′ ， 长度 １９ bp ；
reverse primer
５′唱GGGATGGCAATAGTAACC唱３′ ，长度 １８ bp 。
Nesstin ： forward primer
５′唱CAGAACTGGACTGGAACTCG唱３′ ，长度 ２０ bp ；
reverse primer
５′唱GATTGGGATGGGTGAACAGG唱３′ ，长度 ２０ bp 。
RT － PCR操作步骤 ：
１） 提取总 RNA ： １０７

个细胞 ，消化收集后室温
离心 （８００ × g ， ５ min） ， 去上清 ， PBS洗一次 （８００
× g ， ５ min 离心） ； 沉淀中加入 １ mL Trizol 试剂提
取 RNA ， ４ ０００ × g离心 １０ min后 ，将上清液分别用
２００ μL氯仿和 ５００ μL异丙醇提取 ， １４ ０００ × g 离心
１０ min ，弃上清 ，用 ７５ ％的乙醇洗涤沉淀 ， 室温晾
干 。加入适量 DEPC唱H２O溶解 ， － ８０ ℃ 保存 ， 或者

立刻进行反转录 。
２） 反转录合成 cDNA ： 每 ２０ μL 反转录体系包

括 ： 模版 RNA １ μL ， oligo （ dT ） １７ 引物 （０畅５

μg桙μL） １ μL ， ５ × AMV 缓冲液 ５ μL ， dNTP （１０
mmol桙L） ２畅５ μL ， AMV 反转录酶 １畅５ μL ， DEPC唱H２O
至终浓度 ２０ μL 。

反转录条件 ： ４２ ℃ 放置 ６０ min ， ７５ ℃ 放置 １０
min ，终止反应至冰上冷却 ， 可直接 PCR 或 － ８０ ℃
保存 。

３） PCR 扩增 ： 每 ５０ μL 反应体系包括 ： １０ ×
Taq 缓冲液 ５ μL ， dNTP （１０ mmol桙L） ４ μL ， Taq
DNA 聚合酶 ０畅５ μL ， ３′端引物 １ μL ， ５′端引物 １
μL ， cDNA 模板 １ μL ，加 H２O至总体积 ５０ μL 。

PCR扩增条件 ： a畅９４ ℃ 变性 ３ min ； b畅９４ ℃ 变
性 ３０ s ； c畅５５ ℃退火 ３０ s ； d畅７２ ℃ 延伸 １ min ； e畅３０
个循环 ； f畅７２ ℃延伸 １０ min 。

４） 琼脂糖凝胶电泳分析 PCR结果 ： １畅５ ％ 琼脂
糖凝胶电泳 ，保持电流 １００ mA 电泳 ２５ min ， 结束
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后紫外灯下观察结果拍照 。

３ 　结果
3畅1 　骨髓 MSCs的形态特征

MSCs贴壁生长后 ， 细胞完全舒展并呈现多种
形态 。大部分为成纤维样细胞 ， 长梭形 ， 带 ２ ～ ３
个突起 ，细胞核较大 、扁圆形 ；部分为扁平的不定
型细胞 ，呈现为三角形 、多边形 ，形态不规则 ，胞

浆可向不同方向伸出伪足 ；少量呈细小梭形 ，两极
突起如图 １所示 。
3畅2 　免疫细胞生物学鉴定

分别采用流式细胞仪 、荧光显微镜和激光共聚
焦显微镜鉴定细胞表面特异性抗原 （CD家族） 。 结
果显示细胞均一性较好 ， 细胞表面抗原 CD２９ ，
CD４４ ， CD１０５ ， CD１６６ 表 达 呈 阳 性 ， 而 CD１４ ，
CD３４ ， CD４５表达呈阴性如图 ２ ， ３ ， ４所示

0

。

图 1 　 MSCs形态特征
Fig畅１ 　

0

Morphological character of MSCs

图 2 　流式细胞术鉴定结果
Fig畅２ 　 The results of flow cytometry

　 　图 ３ 中 ， A （CD２９） ， C （CD４４） ， E （CD１０５） ，
G （CD１６６） ， I （CD１４） ， K （CD３４） ， M （CD４５） 为
荧光显微镜照片 ， B ， D ， F ， H ， J ， L ， N 为相应
同一视野的相差显微镜照片 ，细胞表面抗原 CD２９ ，
CD４４ ， CD１０５ ， CD１６６ 表 达 呈 阳 性 ， 而 CD１４ ，
CD３４ ， CD４５表达呈阴性 。 其中 E ， F 为细胞涂片 ，

余为贴壁细胞 （１００ × ） 。
图 ４中 ， A （CD２９） 、 B （CD４４） 、 C （CD１０５） 、

D （CD１６６） ，细胞被标记后荧光显示于细胞膜上
（２００ × ） 。
3畅3 　特异基因表达

采用 RT － PCR 的方法鉴定了三个基因 ：
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图 3 　细胞免疫荧光鉴定结果
Fig畅３ 　

0

The results of immunofluorescence

图 4 　激光共聚焦显微镜图
Fig畅４ 　 The results of laser confocal microscopy

nestin ， NST ， Oct － ４ 。扩增结果如图 ５ 所示 ， 三个
基因表达都为阳性 。 其中 nestin 产物约 ４００ bp ，
NST产物约 ４５０ bp ， 这两个基因电泳条带很清晰 ，
说明高表达 ， Oct － ４产物约 ４５０ bp ，第一次电泳条
带比较模糊 ， 说明 Oct － ４ 弱表达 。 为进一步证明
不是假阳性结果 ， 以第一次 PCR 的产物为模板 ，
其他条件不变的情况下进行第二次 PCR ， 得到产
物 ，电泳条带较第一次清晰 （图 ５ 所示为 Oct － ４

产物第二次 PCR电泳结果） ， 这是目标基因得到浓
缩的结果 ，可以证明 Oct － ４为弱表达基因 。

４ 　讨论
MSCs的表面标志物是通过一组 CD 表面标志

来确定的 ，流式细胞仪的研究显示 ， MSCs 的表面
抗原具有非专一性 ，它表达了间质细胞 、内皮细胞
和表皮细胞的表面标志 。主要包括以下四类［３］ ：

１） 粘 附 分 子 类 ： ALCAM （ CD１６６ ） ， ICAM唱１
（CD５４） ， ICAM唱２ （CD１０２） ， LFA唱３ （CD５８） ， NCAM
（CD５６） ，HCAM（CD４４） ，VCAM（CD１０６）等 ，但不表
达 P唱selectin（CD６２P）及 PECAM唱１（CD３１）等 。

２）生长因子和细胞因子受体 ： IL － １ 受体
（CD１２１） ，IL － ３受体（CD１２３） ， IL － ６受体（CD１２６） ，
IL － ７受体（CD１２７） ， IFNγ 受体（CDw１１９） ， TNFα受
体（CD１２０a） ，FGF受体 ，PDGF受体（CD１４０a）等 ，不
表达 IL唱２受体（CD２５） 。

３）整合素家族成员 ：包括 VLA － α１（CD４９a） ，
VLA － α２ （CD４９b） ， VLA － β （CD２９） ， β４ 整合素
（CD１０４） 等 ， 不表达 LFA１ － α （ CD１１a） 、 Macl
（CD１１b）等 。

４） 其他分子 ：如 SH２ ，SH３ ，SH４ ，Thy１（CD９０） ，
５＇末端核苷酸酶（CD７３） ， Endoglin（CD１０５）等 ，不表
达 CD３４ ，CD４５ ，MHC Ⅱ 类分子以及其刺激因子 B７
－ １（CD８０） ，B７ － ２（CD８６）等 。鉴定的 ７ 个 CD类标

２９ 中国工程科学 第 ９卷



　 　 　

图 5 　相关基因的 RT唱PCR鉴定结果
Fig畅５ 　 RT唱PCR of Nestin ，Oct唱４ and NST

志物 ，标志物表达特征与文献报道相符 。
所鉴定的三个基因 nestin ， NST ， Oct － ４ 都是

目前公认的多潜能母细胞的特异性标志基因 。其中
nestin的表达产物是一种中间丝 ， 在早期胚胎中 、
神经上皮干细胞中以及发育着的骨骼肌中都有强表

达 ；在成体组织中 ，仅表达于组织再生的区域 ，由
此可以确定表达 netsin的细胞都具有多潜能分化与
自我更新能力

［４］ ； NST主要在胚胎和成体干细胞以
及肿瘤细胞中表达 ， 而在成体细胞中不表达 。 Tsai
and McKay发现 NST在皮层干细胞中富集而在血清
诱导分化后的细胞中则缺少

［５］ ，而且在胚胎干细胞
和几种人类肿瘤细胞系中也存在 ， 他们通过 RNA
干涉实验发现该基因对于维持细胞的增殖状态是必

需的 ； Oct － ４ 属于 POU 转录因子中的一员 ， 它在
全能胚胎干细胞和生殖细胞高表达 ，对许多胚胎发
生的基因活动起到重要的调控作用 ，该基因的表达
对于维持干细胞的自我更新和多潜能分化是非常必

要的 ，近年来研究人员发现 Oct － ４ 基因能在正常
的成体干细胞中表达

［６］ 。 实验表明 ， 在大鼠 MSCs
中 ， nestin和 NST都为高表达基因 ， 而 Oct － ４为弱
表达 ，经过二次 PCR 进一步验证 ， Oct － ４ 是有表
达的 ，而不是假阳性反应 。

Strauer 等将人自体干细胞经冠状动脉移植到急
性心肌梗死的心脏 ，发现心肌细胞再生 ，这为干细
胞移植治疗心肌梗死开拓出美好的应用前景

［７］ 。 本
研究从分子生物学角度可以证明从大鼠骨髓中分离

培养纯化出来的细胞是骨髓间充质干细胞 ，具有多

潜能分化和不断自我更新的能力 。通过密度梯度分
离 ，差速贴壁法逐步纯化 ，是一种简单易行 、易于
推广使用的分离纯化方法 ，可为细胞与组织工程研
究提供种子细胞 。
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Separation ，Purification and Identification of Rat Bone
Marrow Mesenchymal Stem Cells

Zhang Rongli１ ，Feng Xue１ ，Zhang Huiliang１ ，２ ，Luo Guoan１ ，Li Lianda３ ，Wang Yiming１
（１畅 Institute of Biomedicine ， Tsinghua University ，Beijing 　 １０００８４ ， China ；

２畅 Life Science College ， Shandong Normal University ， Ji’ nan 　 ２５００１４ ， China ；
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［Abstract］ 　 Bone marrow mesenchymal stem cells （ BMMSCs ） were separated by density gradient
centrifugation and purified by different adherence speed ．BMMSC was identified by flow cytometry analysis and
laser confocal microscopy ．Cell surface antigen （CSA） CD２９ ，CD４４ ，CD１０５ ，CD１６６ were detected positive
expression and CD１４ ，CD３４ ，CD４５ were not positive ．The positive expression of the nestin ，NST ，and weakly
positive expression of Oct唱４ were confirmed by RT唱PCR ． The cells were verified as the BMMSC by the
expression of the CSA and the genes ．Using density gradient separation and different adherence speed could
harvest high quality BMMSC ．This is a simple and reliable method to obtain BMMSC as stem cell used in cell
and tissue engineering research ．
［Key words］ 　 rat ；bone marrow mesenchymal stem cells（BMMSCs） ；flow cytometry
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Learning Curve and Its Application in Production Operational Research
Chen Zhixiang

（ School of Business ， Sun Yat唱sen University ， Guangzhou 　 ５１０２７５ ， China）

［Abstract］ 　 Learning curve is one character function that improves output by the experience accumulation of
producer ．Learning curve can be used to establish scientific cost plan ， improve shop flow scheduling ， labor
quota and plan ，quality ，and so on ．This paper reviews the research literatures ， introduces different forms of
learning curve ，analyzes their characters ，and discusses the future directions of application of learning curve ．
［Key words］ 　 learning curve ； operational management ；behaviors research
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