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临床治疗用人骨髓间充质干细胞保存条件的研究
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　　摘　要：目的　探讨不同输注液、保存时间及温度对临床治疗用人骨髓间充质干细胞（ｈＢＭＳＣｓ）存活率、表型及增殖能力等

状况的影响。方法　采用密度梯度离心法从人骨髓分离培养ｈＢＭＳＣｓ，流式细胞术检测细胞表型，并进行成骨、成脂等多向分化

能力鉴定。在４℃和２５℃条件下，将培养的第３代ｈＢＭＳＣｓ保存在３种临床常用输注液（９ｇ／Ｌ氯化钠注射液、５％人血清清蛋白

氯化钠注射液、５０ｇ／Ｌ葡萄糖氯化钠注射液）中，检测ｈＢＭＳＣｓ在不同时间点（０．５、１．０、２．０、４．０、６．０ｈ）的细胞存活率、细胞表型

和存活细胞的增殖能力。结果　ｈＢＭＳＣｓ间充质干细胞形态为均一的长梭形，表达ＣＤ２９、ＣＤ１０５，不表达ＣＤ３４。成脂诱导２周，

油红Ｏ染色，可见脂滴为红色。成骨诱导３周，茜素红Ｓ染色可见大量橘红色钙结节。４℃和２５℃条件下，保存不同时间后，５％

人血清清蛋白氯化钠注射液组细胞存活率和增殖能力均高于其余２组。同一组细胞４℃条件下保存不同时间后的增殖能力强于

２５℃条件下保存的细胞。不同输注液、保存温度及保存时间对细胞表型没有显著影响。结论　４℃条件下，将间充质干细胞保

存在５％人血清清蛋白氯化钠注射液中０．５ｈ内回输对细胞活力影响最小。
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　　人骨髓间充质干细胞（ｈＢＭＳＣｓ）是来源于中胚层的多能

干细胞，具有免疫调节、自我更新、多向分化等生物学特性，这

些特性使其成为组织工程和临床治疗研究的热点［１３］。在实验

室制备好干细胞注射液运送到临床输注的过程中，如何最大限

度保证细胞活力是临床至关重要的问题。本试验依据目前临

床应用的现有条件，探讨了不同输注液、保存时间及温度对干

细胞存活率和增殖能力等生物状况的影响，为提高ｈＢＭＳＣｓ

在临床上的疗效提供实验室数据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　健康志愿者骨髓由中山市人民医院提供。提

供骨髓志愿者对试验均知情同意。

１．２　仪器与试剂　二氧化碳恒温培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公

司）；倒置显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；流式细胞仪（美国

Ｂｅｃｋｍａｎ公司）；ＬＤＭＥＭ 培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；胎牛血清

（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；９ｇ／Ｌ氯化钠注射液、５０ｇ／Ｌ葡萄糖氯化钠注

射液（上海百特医疗用品有限公司）；人血清清蛋白（Ｇｒｉｆｏｌｓ公

司）；ＰＥ标记鼠抗人ＣＤ２９、ＣＤ３４和ＣＤ１０５单克隆抗体（美国

Ｂｅｃｋｍａｎ公司）。

１．３　方法

１．３．１　分离培养ｈＢＭＳＣｓ　在志愿者髂前上棘抽取骨髓１０

ｍＬ。采集的骨髓用生理盐水１∶１稀释，密度为１．０７７ｇ／Ｌ的

淋巴细胞分离液２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，收集白膜层，生理盐

水漂洗２次。以含１０％ＦＢＳ的ＬＤＭＥＭ作为完全培养液，以

一定密度接种于７５ｍＬ培养瓶中，置于３７℃，５％ＣＯ２ 饱和湿

度培养箱内培养，３ｄ后换液去除非贴壁细胞，以后每２～３ｄ

换液１次，待细胞达８０％融合时，用０．２５％胰酶＋０．０２％ ＥＤ
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ＴＡ消化，以１∶３的比例传代培养。

１．３．２　流式检测ｈＢＭＳＣｓ表型　ｈＢＭＳＣｓ用０．２５％胰酶＋

０．０２％ＥＤＴＡ消化，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，生理盐水洗涤，制

备成１×１０６／ｍＬ单细胞悬液，分别加入荧光标记的鼠抗人

ＣＤ３４、ＣＤ２９、ＣＤ１０５抗体，设置空白对照，避光冰育３０ｍｉｎ，生

理盐水洗涤３次后重悬细胞，上流式细胞仪检测。

１．３．３　鉴定ｈＢＭＳＣｓ多向分化潜能　以４×１０
３／ｃｍ２ 密度将

第３代ｈＢＭＳＣｓ接种于６孔板，每孔２ｍＬ。（１）成脂诱导及鉴

定：细胞达到完全融合后４ｄ，实验组加入脂肪诱导液（Ｈ

ＤＭＥＭ，１０％ＦＣＳ，０．５ｍｍｏｌ／ＬＩＢＭＸ，１０μｇ／ｍＬ牛胰岛素，

０．２ｍｍｏｌ／Ｌｉｎｄｏｍｅｔｈａｃｉｎ，１μｍｏｌ／Ｌ地塞米松）诱导３ｄ，再用

脂肪保持液（ＨＤＭＥＭ，１０μｇ／ｍＬ牛胰岛素，１０％ＦＣＳ）处理１

ｄ，循环３次，再用脂肪保持液处理２ｄ。对照组加入含１０％

ＦＣＳ的 ＨＤＭＥＭ，每３天换液１次。２周后油红Ｏ染色鉴定。

（２）成骨诱导及鉴定：细胞达到６０％～７０％ 融合后，实验组加

入成骨细胞诱导液（ＯＳ，含１×１０－７ ｍｏｌ／Ｌ 地塞米松，１０

ｍｍｏｌ／Ｌ甘油磷酸钠，５０ｇ／ｍＬ 维生素 Ｃ），对照组加入 Ｌ

ＤＭＥＭ完全培养液，置培养箱中，每２天换液１次，第２１天终

止诱导。茜素红Ｓ染色鉴定。

１．３．４　分组处理ｈＢＭＳＣｓ　采用０．２５％胰酶＋０．０２％ＥＤＴＡ

消化ｈＢＭＳＣｓ，用不同输注液制备单细胞悬液。根据输注液不

同分为生理盐水组（９ｇ／Ｌ氯化钠注射液）、糖盐组（５０ｇ／Ｌ葡

萄糖氯化钠注射液）、清蛋白组（含５％人血清蛋白的氯化钠注

射液）。分别在４℃和２５℃温度条件下置于不同时间点（０．５、

１．０、２．０、４．０，６．０ｈ）后进行以下检测。（１）取９０μＬ细胞悬液

与１０μＬ胎盘蓝混匀，３ｍｉｎ内计数活细胞（未染色）和死细胞

（染色），测定细胞存活率。（２）另取１×１０６／ｍＬ细胞行流式细

胞术检测细胞表型ＣＤ３４、ＣＤ２９、ＣＤ１０５。（３）再将不同分组细

胞悬液，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，采用含１０％ＦＢＳ的ＬＤＭＥＭ

作为完全培养液，以１×１０３／ｍＬ密度接种于９６孔板，每组设３

个复孔，置于３７℃，５％ ＣＯ２ 饱和湿度培养箱培养７ｄ。采用

ＣＣＫ８在酶联免疫检测仪上测定４５０ｎｍ各孔波长吸光度（Ａ）

值，以时间为横轴，Ａ值为纵轴绘制生长曲线。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０进行数据分析，结果用狓±

狊表示。采用狋检验进行两组均数间比较，采用单因素方差分

析进行多组均数间比较，采用犔犛犇最小显著差数法进行均数

间两两比较。犘＜０．０５表示差别有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ｈＢＭＳＣｓ形态观察　原代ｈＢＭＳＣｓ贴壁后，呈圆形，散在

分布。３ｄ后完全换液，去除未贴壁细胞，可见少量分散短梭

形贴壁细胞。第１４天时，贴壁细胞融合成单层，细胞排列有明

显方向性，呈漩涡状。见图１。

图１　　人骨髓间充质干细胞形态（光学显微镜，２００×）

２．２　ｈＢＭＳＣｓ的表型　流式检测第３代ｈＢＭＳＣｓ的表型发

现，ＣＤ１０５阳性率９８．７％，ＣＤ２９阳性率９７．７％，表达率极高；

ＣＤ３４阳性率为２．９％，表达呈阴性。

２．３　ｈＢＭＳＣｓ分化能力鉴定　ｈＢＭＳＣｓ成脂诱导２周后，光

学显微镜下可见大量融合成串珠状的圆形脂滴。油红Ｏ染色

可见被染成橙红色的脂滴，显示分离的ｈＢＭＳＣｓ可被诱导向

脂肪细胞分化。成骨诱导３周，细胞逐渐融合，失去细胞结构，

１４ｄ左右出现明显钙结节，茜素红Ｓ染色后可见散在大量橘红

色钙结节，显示培养的ｈＢＭＳＣｓ可被诱导向成骨细胞分化。

２．４　ｈＢＭＳＣｓ存活率检测　在５个时间点（０．５、１．０、２．０、

４．０、６．０ｈ）对保存在２５℃、４℃的３个实验组的细胞存活率检

测，结果见表１～２。结果显示，糖盐组细胞存活率最低，２５℃

保存４．０ｈ时只有约１０％细胞存活；而清蛋白组细胞存活率最

高，２５℃保存２．０ｈ时清蛋白组细胞存活率仍可达９０％，差异

有统计学意义（犘＜０．０５）。２５℃和４℃条件下，保存０．５ｈ

时，生理盐水组及清蛋白组细胞存活率都超过９０％，随着保存

时间延长，各组细胞存活率逐渐下降。

表１　　２５℃条件下分组处理后ｈＢＭＳＣｓ存活率比较（％，狓±狊）

分组 ０．５ｈ １．０ｈ ２．０ｈ ４．０ｈ ６．０ｈ

生理盐水组 ９５．３±１．２ ８０．１±２．７△ ７１．４±１．５△ ５６．８±１．４△ ４５．２±２．２

清蛋白组 ９８．１±０．７ ９０．２±１．８△ ８６．２±１．６△ ７４．２±１．３△ ６０．３±２．１△

糖盐组 ８０．２±２．６ ４２．５±１．８△ ２１．４±０．９△ １０．２±０．７△ ０．８±０．４△

　　：犘＜０．０５，与糖盐组比较。△：犘＜０．０５，与０．５ｈ比较。

表２　　４℃条件下分组处理后ｈＢＭＳＣｓ存活率比较（％，狓±狊）

分组 ０．５ｈ １．０ｈ ２．０ｈ ４．０ｈ ６．０ｈ

生理盐水组 ９７．２±１．５ ９０．５±２．２△ ８３．１±０．４△ ７８．２±０．１△ ６５．１±１．３△

清蛋白组 ９９．１±０．４ ９５．６±１．５△ ９２．３±０．５△ ８２．３±１．９△ ７３．７±０．３△

糖盐组 ８５．１±２．４ ６３．３±１．３△ ３２．１±０．４△ １５．２±０．７△ １．２±０．３△

　　：犘＜０．０５，与糖盐组比较。△：犘＜０．０５，与０．５ｈ比较。

２．５　不同分组细胞表型检测　２５℃和４℃条件下，在５个时

间点（０．５、１．０、２．０、４．０、６．０ｈ）对３个实验组的细胞表型检

测，结果见表３～５。结果表明，不同输注液、保存温度及保存

时间对细胞表型影响差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

·３４５１·国际检验医学杂志２０１４年６月第３５卷第１２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１２



２．６　细胞生长曲线测定　将不同分组处理后的细胞，采用Ｌ

ＤＭＥＭ完全培养液重新接种培养，检测细胞增殖能力，结果见

图２（见《国际检验医学杂志》网站“论文附件”）。５０ｇ／Ｌ葡萄

糖氯化钠注射液组保存的细胞增殖能力最差，保存４ｈ后细胞

失去贴壁和生长能力（无细胞贴壁无法完成生长曲线）。５％人

血清清蛋白氯化钠注射液组细胞增殖能力比９ｇ／Ｌ氯化钠注

射液组细胞增殖能力强。同一组细胞４℃条件下不同时间点

的增殖能力比２５℃条件下强。随着保存时间延长，各组细胞

增殖能力逐渐下降。

表３　　９ｇ／Ｌ氯化钠注射液在４℃和２５℃条件下保存

　　不同时间后细胞表型比较（％，狓±狊）

时间

（ｈ）

４℃

ＣＤ１０５ ＣＤ２９ ＣＤ３４

２５℃

ＣＤ１０５ ＣＤ２９ ＣＤ３４

０．５ ９７．７±１．５９８．７±１．２ ２．９±０．３ ９７．５±１．１９８．６±１．３ ２．２±０．４

１．０ ９７．３±１．３９７．６±１．１ ７．９±０．６ ９６．３±１．５９７．７±１．２ ２．４±０．６

２．０ ９７．４±１．６９８．６±１．５ ２．２±０．４ ９５．７±１．２９７．４±１．６ ２．９±０．５

４．０ ９７．０±１．２９８．３±１．３ ４．５±０．１ ９５．３±１．４９７．０±１．９ ２．５±０．３

６．０ ９７．６±１．７９７．２±１．６ ５．１±０．２ ９２．９±１．１９５．８±１．３ ２．６±０．４

表４　　含５％人血清清蛋白氯化钠注射液在４℃和２５℃

条件下保存不同时间后细胞表型比较（％，狓±狊）

时间

（ｈ）

４℃

ＣＤ１０５ ＣＤ２９ ＣＤ３４

２５℃

ＣＤ１０５ ＣＤ２９ ＣＤ３４

０．５ ９６．２±１．２９７．８±１．１ ２．４±０．３ ９６．７±１．６９８．４±１．１ ２．１±０．５

１．０ ９６．５±１．４９８．２±１．６ ０．９±０．６ ９５．６±１．３９８．０±１．２ ２．７±０．１

２．０ ９６．０±１．３９７．５±１．４ ２．１±０．１ ９４．５±１．６９７．７±１．８ ２．７±０．３

４．０ ８９．８±１．３９３．３±１．１ ４．１±０．４ ９２．１±１．７９６．８±１．３ ２．１±０．８

６．０ ９３．５±１．６９６．７±１．７ ３．１±０．２ ９１．８±１．０９６．６±１．２ ２．３±０．６

表５　　５０ｇ／Ｌ葡萄糖氯化钠注射液在４℃和２５℃条件下

　　保存不同时间后细胞表型比较（％，狓±狊）

时间

（ｈ）

４℃

ＣＤ１０５ ＣＤ２９ ＣＤ３４

２５℃

ＣＤ１０５ ＣＤ２９ ＣＤ３４

０．５ ９７．７±１．６９８．８±１．０ １．９±０．３ ９７．３±１．９９８．５±１．６ ２．１±０．９

１．０ ９７．９±１．７９９．２±１．３ １．４±０．６ ９７．３±１．２９８．７±１．４ ２．６±０．６

２．０ ９８．４±１．６９９．５±１．４ ２．６±０．４ ９８．１±１．４９７．１±１．５ １．９±０．５

３　讨　　论

ｈＢＭＳＣｓ是来源于骨髓的间质干细胞，不仅能分化成肝细

胞、胆管上皮细胞［４］、血管内皮细胞［５］、不同类型的皮肤细

胞［６］、神经样［７］细胞，还具有免疫调节、炎症趋化等特性，使其

在肝脏疾病、血管外科、烧伤整形外科及神经损伤等疾病治疗

中发挥越来越重要的作用。干细胞注射液从实验室制备到运

送至病房回输给患者具有一定时空距离，特别是随着异地移植

病例的增多，如何有效地保存干细胞注射液，对于细胞移植的

临床应用非常重要。目前相关研究更多集中于将干细胞冷冻

于－８０℃或液氮等进行长期保存的探讨
［８９］，有关短时保存条

件对干细胞生存和生长影响的研究不多。本实验探讨了几种

临床常用注射液在不同温度下短时保存干细胞对细胞存活率

和增殖能力等状况的影响。

形态学观察显示，培养的细胞呈均一长梭形，辐射状生长；

流式细胞术检测细胞表型显示ＣＤ３４表达阴性，ＣＤ２９、ＣＤ１０５

表达阳性；成脂诱导后出现大量脂滴，成骨诱导后出现钙结节，

表明该细胞确为ｈＢＭＳＣｓ。

通过３种注射液比较结果显示，在同等温度和时间条件

下，５０ｇ／Ｌ葡萄糖氯化钠注射液对细胞活力影响最大，可能与

细胞利用葡萄糖产生大量乳酸加重细胞损伤有关；能为细胞提

供营养物质的５％人血清清蛋白氯化钠注射液对细胞活力影

响最小。考虑到输注液对细胞活力的影响，建议使用含５％人

血清清蛋白氯化钠注射液作为输注液，如患者不宜使用，可选

择使用９ｇ／Ｌ氯化钠注射液，但不宜使用５０ｇ／Ｌ葡萄糖氯化

钠注射液作为输注液。２种温度比较结果显示，４℃保存对细

胞增殖能力的影响更小，可能相对低温可以降低细胞代谢速

度，延缓其凋亡。用于临床治疗的ｈＢＭＳＣｓ注射液室温保存

最好不要超过１．０ｈ，不能及时回输时需存放在４℃，但也不要

超过２．０ｈ。将干细胞保存在上述几种注射液中，随着保存时

间延长，其存活率、贴壁及增殖能力均显著下降，可能与注射液

营养成分及生长因子等细胞生长所需要的条件缺乏有关。不

同输注液、保存温度及保存时间对细胞表型影响差异无统计学

意义（犘＞０．０５），表明不同保存条件不会引起细胞表面物质的

脱落，仅引起细胞凋亡。

综上所述，临床常用注射液对细胞活力影响较大，ｈＢＭ

ＳＣｓ一旦制备成细胞注射液，应尽可能保存在４℃，及时运送

至临床回输给患者，这样才能保持细胞活力，满足临床需要。
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法的改进［Ｊ］．中国实验血液学杂志，２００３，１１（５）：５３０５３３．

［９］ 梁翠铭，黄敏．人干细胞的采集分离和保存及临床应用［Ｊ］．检验

医学与临床，２００７，１２（４）：１１９２１１９３．

（收稿日期：２０１４０１０９）
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