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摘要!目的 探讨连续培养的骨髓间充质干细胞!L*=H"的 )$ 溴脱氧尿嘧啶核苷!J.1K"最佳标记时间$剂量% 方法 差

速贴壁法对 *M 鼠 L*=H 进行体外传代培养&第 N 代细胞行流式细胞仪鉴定细胞的表面抗原&以终浓度分别为 )$%"$%)O
!C-9PQ 的 J.1K 检测最佳标记剂量&在细胞生长融合前 (!$#&$’N$!#$%!$’2> 加入 J.1K#使终浓度为 %"2!C-9PQ#并分

别孵育至细胞融合#测定 J.1K 的标记率#找出最佳标记时间&免疫组化分析 J.1K 标记率% 结果 流式细胞仪检测所标

记的细胞表达 =M!A 和 =M###不表达 =M%%3 和 =M#)&终浓度为 %"2!C-9PQ 和孵育 #&2>2J.1K 标记率均 RA&S#并且连

续传 ) 代均可检测到% 结论 传代后贴壁生长的梭形细胞为 L*=H# 终浓度为 %"2!C-9PQ 和孵育 #&2>2J.1K 标记率均

RA&S#且可以连续检测到#提示 J.1K 标记可用于 L*=H 移植入体内后存活$生长和分化的动态观察%

关键词!尿嘧啶核苷酸类&流式细胞术&细胞#培养的&细胞分离&造血干细胞&骨髓细胞
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)$ 溴脱氧尿嘧啶核苷!J.1K"标记法作为一种简

便$敏感$特异的检测方法#在肿瘤生物学$分子生物

学$遗传学$药物代谢动力学$核医学等领域得到广泛

应用%J.1K 是胸腺嘧啶核苷的类似物#可与内源性胸

腺嘧啶核苷竞争掺入细胞 f 期核酸序列# 与氚胸腺

嘧啶核苷!’‘$_1T"掺入机制相似#因此作为反映细

胞增殖活性的指标确切可靠% 本实验的目的是应用

J.1K 体外标记连续传代的大鼠骨髓间充质干细 胞

!C0H08:>4C69OH/0CO:099H#L*=H"#观察最佳标记时间

及标记剂量#从而为追踪 J.1KO标记的 L*=H 移植入

体内后的存活$ 生长及分化的动态变化过程打下基

础%

%O材料和方法

%I%O主要试剂

MLBL 培养基 !W737:- 公司"#%"S优质胎牛血

清!杭州四季青"#胰酶!*7GC6 公司"#J.1K!*7GC6 公

司"#抗 $J.1K 抗体及山羊抗小鼠 $:4’ 均购自武汉博

士德公司%
%I!O实验动物

健康 *M 大鼠#体质量 N"g&"OG#购于中山大学北

校区动物实验中心%
%I’O主要仪器

=[! 培养箱# 荧光倒置显微镜 ![94C,+H 公司"
等%
%I#OO方法

%I#I%O大鼠骨髓 L*=H 的体外分离培养 将 *M 大鼠

引颈处死后置于 ()S酒精浸泡约 %OC78#无菌条件下

分离出大鼠的股骨和胫骨#用注射器冲出骨髓细胞后

经 # 号针头吹打#制成单细胞悬液% %O"""O.PC78 离心

)OC78#弃去上清% 用加有 %"S胎牛血清的 MLBL 重
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悬细胞!接种于 !"#$%! 的培养瓶!置于 &’#!""()*!

饱和湿度培养# &+, 后更换培养液!以后每 &-.+, 换液

/次$ ’-/0+, 细胞生长融合!经 01!"(胰酶消化!以 /"
/0"2%3 密度传代培养$ 其后一般 &+, 传代 / 次!至 4.
代时杂细胞较少!选取生长良好的 45 代细胞进行下

列实验$
/1.1!++传代后大鼠 67)8 的鉴定 胰酶消化 45 代细

胞!497 洗涤 & 次! 加入荧光标记抗体! 室温避光孵

育$ 应用流式细胞仪检测 67)8 的表面标记$
/1.1&##9:,; 标记方法 每日观察细胞生长状况! 绘制

大鼠 67)8 的生长曲线$ 以 /"/0"2%3 将 67)8 接种

于爬片处理的 5 孔板中!并以终浓度分别为 "%/0"/"#
!%<32= 的 9:,; 检测 67)8 最佳标记剂量&在细胞生

长融合前 ’!%.>%&5%!.%/!%&+? 掺入 9:,;!使终浓度

为 /0+!%<32=!并分别孵育至细胞融合!测定 9:,; 的

最佳标记时间&以 /0+!%<32= 的 9:,; 标记 67)8+45
代细胞!待 >0(融合时!/#! 传代观察 9:,; 在连续分

裂细胞内的标记时间$ 设正常对照组观察 9:,; 有无

细胞毒性$ 随机数取 /0 个非重叠视野’"/00(!计算

9:,; 阳性细胞数占总细胞数的比例#
/1.1.++9:,; 标记免疫组化染色 操作步骤)’/(.(多

聚 甲 醛 固 定 &0+%@A!497 冲 洗 "+%@A!& 次 & ’!(&(+
B!*! 于室温封闭内源性过氧化氢酶 /0+%@A!497 冲

洗 "+%@A!& 次 &’&(!C+B)3 于 室 温 变 性 &0-."+%@A!
497 冲 洗 "+%@A!& 次&’.(/ $!0 正 常 山 羊 血 清 封 闭

!0+%@A!甩 去 多 余 的 液 体 不 洗&’"(抗 9:,; 一 抗’/$

!00(.+!湿盒中过夜!497 冲洗 "+%@A!& 次&’5( 山羊

抗 小 鼠 D$E& 孵 育 ."+%@A!497 冲 洗 "+%@A!& 次&’’(
FG4H 复染!荧光倒置显微镜观察#
/1.1"++对照试验 阳性对照为 9:,; 标记的 67)8!阴

性对照为未经 9:,; 标记的 67)8! 空白对照以 497
替代一抗#
/1"++统计学处理

各组 9:,;+标记率的比较采用 "! 检验#

!++结果

!1/ +67)8 的传代!扩增与纯化

单个骨髓细胞悬液接种于 !"+$%! 塑料培养瓶!
发现细胞 !.+? 开始贴壁!在瓶底呈 散 在 圆 形 分 布&
’!+? 后可见球形和梭形细胞贴壁生长! 换液去除未

贴壁细胞# 培养 "-’+, 后细胞分裂增殖明显!出现形

态均一的细胞增殖集落# 培养至 /0+, 左右!I0(以上

细胞趋于融合# 经胰酶消化后 /$! 传代!传代后 5->+?
内细胞基本贴壁!!.+? 后开始增殖!细胞集落增多!呈

*旋涡状+生长$&+, 可传代!连续传 .-" 代 67)8 趋于

纯化!45 代细胞传代 / 次细胞数目增加约 !1" 倍!群

体倍增时间约为 &.+?$
!1!++67)8 表面标志测定

流式细胞仪结果显示细胞均一性较好! 达 I"(
以上$ 造血干细胞的表面标记 )F//J 和 )F." 表达

阴性!而 )F!I 和 )F.. 表达阳性!说明传代贴壁生

长的梭形细胞为 67)8’图 /($

图 /++大鼠 67)8 表面标志抗原表达

!"#$% &’()*++",-+ ,. /*00 +1).2/*
2-3"4*-+ ,- )23 567+

!1&++9:,; 标记率

以不同浓度标记发现!/0+!%<32= 的 9:,; 标记率

KI>(!与 /"+!%<32= 的 9:,; 没有显著差别’!K010"(!
与 "+!%<32= ’=H 约 ’0( (有 显 著 差 异 ’=H 约 ’"( !
!L010"($ 不同孵育时间标记发现’图 !(!孵育 &+? 即

可见较多 9:,; 阳性染色细胞! 标记率约为 /!(&随

着标记时间延长阳性细胞数增多! 标记 .>+? 细胞阳

性率 KI>($ 但标记时间继续延长标记细胞数目无明

显增多! 标记 ’!+? 组与 .>+? 组之间的阳性细胞数无

差异’!K010"($ 为此!我们发现选用标记 .>+?"终浓度

为 /0+!%<32= 作为最佳标记时间和浓度进行后续试

验!完全能够满足移植细胞的标记需要!连续传代 "
次后仍可见 9:,; 免疫染色阳性$ 在相差显微镜下观

察细胞的形态"生长"增殖与对照组相比未见差异$
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图 !""细胞融合前 #$%& 与 ’()* 孵育不同时间的阳性细胞 +原放大倍数!!!,,-
!"#$% &’(")"*+ ,-.( /01’20 20345"67 4’618906:0 "6:9;3)0< =")5 >2<? 1’2 <"110206) 8067)5( ’1 )"@0 +.$/0/123"4201/5/627/819!!!,,-

:9";"<="#9"!>"<=")9">?"<

;""讨论

’()* 是一种多能干细胞"具有自我更新和多向

分化潜能" 同时也是一组遗传异质性的细胞群体"兼

有间质细胞#上皮细胞和内皮细胞的特点"表达整合

素家族成员 )@!A# 粘附分子 )@>>#)@B,C#)@BDD"
而不表达淋巴细胞表面抗原 )@BB2#)@BBE" 也不表

达造血干细胞标志抗原 )@;># 泛白细胞标志抗原

)@>C 等$B%& 本研究显示体外培养细胞经流式细胞仪

检测细胞均一性好" 表达 )@!A 和 )@>>" 但不表达

)@BBE 和 )@>C"符合 ’()* 的特点& 由于 ’()* 在

体内外特定环境诱导下可分化成骨细胞 $!F>%#软骨细

胞$!";"C%#脂肪细胞$B"D%#神经细胞$G%#骨骼肌细胞$?"A%等多

种组织细胞"故可利用 ’()* 作为各种组织工程的细

胞来源"但是体内细胞移植的问题之一是如何简便有

效地标记移植细胞并跟踪其在体内的存活#生长和分

化过程&
细胞标记方法有酶联标记#;HIJ%K 标记#荧光标

记##$%& 标记及特定基因标记等& #$%& 是一种嘧啶

类似物" 其胸腺嘧啶的碱基嘧啶环与 C 位 ) 原子连

接的甲基被溴代替& 当细胞处于 @L: 合成期而同时

又有 #$%& 存在时"#$%& 就会掺入到新合成的 @L:
中&与同位素和荧光标记技术相比较"#$%& 抗体不与

胸腺嘧啶发生交叉反应"经免疫组织化学染色可观察

#$%& 在细胞内的掺入情况" 故 #$%& 标记和检测的

准确性高#标记率高#方法简便#安全"是反映细胞增

殖及跟踪监测移植细胞动态变化的理想指标 $G"B,"BB%&
本实验采用 #$%& 标记 ’()*" 并用抗 #$%& 单克隆

抗体进行免疫细胞化学染色"细胞的形态#生长#增殖

及分化均不受影响"故应用 #$%& 标记细胞较为安全可

靠&#$%& 标记细胞 >?"<#终浓度为 B,"!483MN 时标记率

OA?P"且传代细胞可连续标记"提示移植细胞可在体

内连续追踪观察"为进一步追踪活体内的移植细胞的

动态变化提供了理论指导&
总之"用 #$%& 标记 ’()* 的优点是!’B(简单#

快速#安全"检测敏感性好)’!(#$%& 既可用于活体标

记"亦可用于细胞或组织细胞增殖#分化的标记)’;(

使用 #$%& 对标记细胞#活体动物无毒副作用"为动

态观察移植细胞在动物体内的生存#生长和分化过程

提供了理论依据&
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