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年代中期!已经证实在哺乳动物的骨髓基

质中!存在具有形成骨"软骨"脂肪"肝细胞"神经和成肌细胞能

力的多种分化潜能的细胞亚群!称之为骨髓间充质干细胞
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*#目前!国内外已有大量

关于以骨髓间充质干细胞做为种子细胞!在体外成功培养"分

化为神经干细胞"血管内皮细胞"肝细胞"软骨组织"骨组织等

的报道#随着临床上组织工程应用的推广!种子细胞的来源"

培养活性以及生长速度成为临床最为关注的问题'
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#虽然胚

胎干细胞以其全能性和无限增殖能力有望成为组织工程中种

子细胞的新来源!但其伦理问题"提纯和分化控制的技术难题

等限制了胚胎干细胞的应用!人体骨髓间充质干细胞)
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细胞来源!但不同年龄的
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体外增殖"分化特点有很大差

异#所培养的自体
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的增殖"分化为所需要的细胞的能

力是否能满足临床修复不同类型疾病损伤的需要!怎样把握培

养不同年龄阶段的
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的生物学特点以获取生长活力好"

足够的种子细胞!确定不同年龄阶段患者骨髓间充质干细胞体

外增殖特点!目前尚缺少对这方面的系统研究#
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量取右侧髂后上嵴采集骨髓
&

"

!!8D

!骨髓收集管中按
"##

Z

%

8D

加入肝素抗凝!骨髓样分装到多支
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!离心
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离心结束!小心取出!用移液管抽取上层液体!弃掉!用细管抽

取中间白膜层)尽量少带入红细胞*!抽到新管内!加入
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清

洗
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"

个培养皿中标记
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皿#根据骨髓
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$&@
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换液#
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次
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的
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倒置相差显微镜逐日观察原代及

传代细胞生长情况和形态特征#
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的细胞标志检测
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次
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不同年龄段细胞生长情况
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可见贴壁生长!先呈圆点形!逐渐伸出触角成梭形!原代细胞贴

壁较慢!
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后逐渐贴壁!换液培养!去除
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形成集落#
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岁以下患者供体形成集落明显!细胞数较多!细

胞呈长梭形较集中!生长密集!生长速度快!死细胞较少#
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岁以上患者形成集落小!细胞数较少!细胞较大呈短梭形散在
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移植细胞的数量分析
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患者达到治疗数量细胞所需时间比较差异无统计意义)
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'

#'#!

.

9]$'#)

!

F

&

#'#"

.

(

$

与
I

组和
S

组比较!
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论

由于骨髓间充质干细胞可分离与体外培养和扩增!使其在

组织修复治疗上具有广阔的应用前景#细胞治疗能否获得理

想效果!间充质干细胞的实验室细胞工程质量是关键因素!研

究显示骨髓
@E?I,

的含量"质量"活性等随着年龄的增长而下

降'

!/.

(

#

@E?I,

的克隆数量随年龄的增长而逐渐减少!具体表

现为新生儿"青少年"

!#

岁及
&#

岁成年人骨髓中
@E?I,

克隆

与骨髓有核细胞数的比率分别为
"_"####

"

"_"#####

"

"$#####

和
"_"######

"

"_0######

'

&

(

#黄科等'

(

(对胚

胎"

#

"

"(

岁"

0#

"

$#

岁以及
$#

岁以上
@E?I,

体外培养细胞

培养增殖速度与传代时间进行观察!显示
#

"

"(

岁和
0#

"

$#

岁有差异!而胚胎
E?I,

原代培养时间平均为
"!5

!明显长于

其他年龄组的骨髓
E?I,

原代培养时间#有学者报道胎儿

E?I,

的体外扩增速度与成人
E?I,

差异无统计学意义!且融

合后无接触抑制!细胞重叠生长!生长速度不受影响'

"#/""

(

#鉴

于
#

"

%

岁是生长发育的快速期!本组将
#

"

0#

岁范围细分为

#

"

%

岁和
$

"

0#

岁分组!结果显示
0

个年龄段细胞培养过程

中传代时间和培养达到治疗数量细胞的时间均相似!表现为细

胞培养满
%

周时显微镜下可见细胞较密集!呈长梭形!而
0#

岁

以上患者细胞呈短梭形!不密集#

#

"

%

岁组和
$

"

0#

岁组患

者原代培养
)

"

(5

传代后每隔
$

"

!5

传代
"

次!

0

"

%

周后可

达到治疗所需的细胞数量.而
0#

岁以上患者治疗所需的细胞

数量则需要
%

"

$

周时间#

I@4P8<7+9-4P

等'

"0

(研究发现儿童

骨髓来源的
@E?I,

与成人相比倍增时间短!形成的集落多!认

为儿童
E?I,

是组织工程和细胞治疗较为理想的来源#本研

究再次表明
#

"

%

岁组和
$

"

0#

岁组骨髓
E?I,

培养的生长特

征是类似的!

#

"

%

岁组并没有显示骨髓
E?I,

培养更快速和

生长高效率!综合现有报道资料表明
#

"

0#

岁骨髓
E?I,

在短

时间内培养可获取足够细胞数!是细胞治疗的的理想供体#另

外在培养过程中本组还发现细胞的生长速度"传代时间与患者

的病种明显有关!如脑瘫患儿细胞增殖速度明显快于其他疾病

患者!运动神经元疾病患者的细胞增殖速度明显减慢!但因病

例数较少!需要进一步积累临床病例资料#
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