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要"目的
!

探讨低温保存对人绒毛膜来源的间充质干细胞"

E+*-.+

#体外生长特性和多向分化潜能的影响!验证冻存后

E+*-.+

作为组织工程种子细胞的可行性$方法
!

用胶原酶和胰蛋白酶法消化胎盘组织基蜕膜!传代培养!取第
/

代细胞置于

液氮深低温"

f!>$^

#条件下冻存
"

个月后复苏!采用
-%%

法测定复苏
E+*-.+

的增殖活性!茜素红和油红
\

染色检测其成

骨'成脂诱导分化情况$未经低温保存的
E+*-.+

作为对照$结果
!

低温保存复苏后的
E+*-.+

增殖活性'多向诱导分化能力

与未冻存细胞比较!差异无统计学意义!细胞的茜素红和油红
\

染色呈阳性反应$结论
!

低温保存对
E+*-.+

体外生长能力和

多向诱导分化能力没有影响!冻存后
E+*-.+

可以作为组织工程的种子细胞$
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间充质干细胞$
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%是最早来源

于人骨髓组织的一类具有多向分化潜能的干细胞#随后在人脂

肪组织)外周血)肌肉和结缔组织中也发现了
-.+

*目前

-.+

是临床研究最普遍的细胞来源#在组织工程及肿瘤治疗

等方面应用广泛*它具有自我更新和多向分化潜能#能在特定

诱导条件下分化为多种类型的组织细胞*但成体干细胞在骨

髓)外周血及脂肪组织中的含量极低#随着人的年龄增长#其含

量逐渐降低#且细胞增殖分化能力也大大下降&

!

'

*因此国内外

学者探索从更幼稚的组织中$如胎盘)胚胎中%分离
-.+

&

B("

'

*

胎盘是妊娠期存在的特殊器官#对胚胎起屏障)营养)呼吸)排

泄和免疫等作用#同时还有一定的内分泌功能#是维持妊娠和

胎儿生长发育的重要器官&

/

'

*胎盘中的绒毛膜由滋养层和衬

于其内面的胚外中胚层组成#从人绒毛膜的基蜕膜中可以分离

出
-.+

#但是
-.+

在体外长期培养易发生自发分化#而失去

多向分化的潜能*因此#为保证整个实验的顺利进行和实验中

供体的一致性#随时提供大量的种子细胞#必须对培养的细胞

及时冻存#需要时进行复苏*目前很少有低温冻存对人绒毛膜

来源的
-.+

$

EC4H@2E=I)=@(<FI)MF<-.+

#

E+*-.+

%的特性以

及分化诱导能力影响的报道#故本文就此进行研究#为下一步

实验做准备*
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材料与方法
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人足月健康胎盘在符合国家相关法律要求下#经

产妇及家属知情同意后获得(
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细胞的分离和表面分子鉴定
!

按照参考文献&

"

'的方法#

取胎盘靠近母面的基蜕膜面组织#剪碎#经
)

型胶原酶和胰蛋

白酶消化后#人淋巴细胞分离液离心吸取中间白膜层#接种于

含
;418ZV-'

培养液中的六孔板#置于
"A^

)

;]+\

B

饱
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重庆医学
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年
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月第
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卷第
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期



和湿度培养箱培养#每
"

$

/<

换液#待
>#]

细胞铺满培养瓶底

时#用
#:B;]

胰蛋白酶消化#每
"

$

;<

传代
!

次*取长满

>#]

的细胞#去掉培养液后#加入
B:;

N

"

1

胰酶消化#形成的细

胞悬液
9##Y

N

离心
;4)@

#去上清液#加入
8ZV-'

完全培养

基
B41

重悬细胞#调整细胞密度为
/Y!#

; 个"
41

*加入白细

胞分化抗原$
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一抗#室温避光反应
!E

#上流式细胞仪检测*

@:B

!

E+*-.+

的冷冻保存与复苏
!

按照+慢冻速融,的方

法&

;

'将体外扩增至第
/

代的
E+*-.+

用
#:B;]

胰蛋白酶及
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乙 二 胺 四 乙 酸 $
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B#] 'U.

及
A#] 8ZV-'

的冻存保护剂#细胞终浓度为
!Y!#

$ 个"
41

*细胞用二步法

冻存#细胞冻存管置
fA#^

冰箱
!BE

#然后直接移入
f!>$^

液氮罐内保存*在
f!>$^

液氮深低温条件下冻存
"

个月#取

出细胞于
"A^

的恒温水浴箱快速复苏#用
8ZV-'

完全培养

基悬浮细胞#置于
"A^

)
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饱和湿度培养箱培养*以后

每
"

$

;<

换液一次#传代后行下一步实验*
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细胞增殖和细胞活力的检测
!

未冻存和冻存复苏传至第

/

代的
E+*-.+

以
!Y!#

/

2FJJ,

"

41

密度接种于
>$

孔板中#置

于
"Â

)

;]+\

B

饱和湿度培养箱培养*每组
B#

孔细胞#分别

在第
B

)

/

)

$

)

9

天各取
;

孔细胞#加入
"(

$
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二甲基噻唑
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(B

#

;(
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在
"Â

培养
/E

后#

吸出液体#加入
*-.\

溶解#在
/>#@4

读值并绘制生长曲线*

未冻存和冻存复苏传至第
/

代的细胞活力分别在第
B

)

/

)

$

)

9

天采用台盼蓝拒染法进行活细胞计数!取
#:;

&

1

细胞悬液置

于
65

管#再加入
#:!41#:;]

台盼蓝染液#混合
B4)@

后制

片镜检#采用血细胞计数板计数*

@:D

!

E+*-.+

成骨和成脂诱导
!

将复苏后传至第
/

代的细

胞接种于六孔板#分别行成骨和成脂诱导*成骨诱导顺序如

下!每孔加入
B418ZV-'

培养基#

B/E

后换为成骨诱导剂#

每
"<

换
!

次液#共需
"

周左右#茜素红染色*成脂诱导顺序

如下!细胞长满
9#]

后#换为成脂诱导培养基
7

#

"<

后加入成

脂诱导剂
U

#

B/E

后加入成脂诱导培养剂
7

#反复
"

次后用成

脂诱导剂
U

再培养
A<

#每
"<

换
!

次液#油红
\

染色*

@:E

!

统计学处理
!

应用
.5..!B:#

软件进行统计学分析#计

量数据以
E :̀

表示#采用单因素方差分析#以
%

$

#:#;

为差异

有统计学意义*

A

!

结
!!

果

A:@

!

人
E+*-.+

形态及其表面分子的鉴定
!

初接种的细胞

种类较多#大部分呈圆形*接种
B/E

后可见部分圆形单核细

胞贴壁*原代培养
"$

$

/9E

后贴壁的单核细胞开始增多#但

仍保留圆形*

ABE

后细胞开始迅速增殖并出现多种形态*反

复换液和传代培养去除非贴壁细胞#至第
/

代的骨膜间质干细

胞$

P

FI)=,DFHJ4F,F@2E

L

4HJ,DF42FJJ

#

5-.+

%形态基本一致#为

梭形或扁平形#增殖至细胞融合时#倒置相差显微镜下观察呈

漩涡状排列$见封
"

图
!

左图%*复苏后细胞仍呈克隆性生

长#可见长梭形)多角形结构#以长梭形结构为主#核仁明显$见

封
"

图
!

右图%*表面分子鉴定结果为
+*"/

$

f

%)

+*/;

$

f

%)

+*A"

$

e

%及
+*!#;

$

e

%#证实分离的细胞不表达造血干细胞

标志物#具有
-.+

的表型特征*

A:A

!

复苏细胞的增殖能力检测
!

复苏
"<

后
E+*-.+

台盼

蓝染色结果见表
!

*低温冻存组和未冻存组细胞在接种后
B<

为细胞的贴壁生长阶段#第
/

$

9

天为对数生长期#增殖活跃

$图
B

%*

表
!

!!

未冻存和冻存复苏细胞台盼蓝拒染率比较

组别 培养第
B

天 培养第
/

天 培养第
$

天 培养第
9

天

未冻存细胞
>;:B!̀ /:/; >/:!!̀ ;:"$ >":>#̀ /:"B >B:A9̀ ;:AB

冻存细胞
>;:!#̀ $:BB

"

>":9>̀ /:BB

"

>":$#̀ ;:B#

"

>B:;#̀ ":9>

"

!!

"

!

%

%

#:#;

#与未冻存细胞组比较*

图
B

!!

冻存和未冻存第
"

代
E+*-.+

的生长曲线 $

-%%

%

A:B

!

成骨诱导
E+*-.+

的形态观察
!

E+*-.+

成骨诱导
"<

后#细胞呈多中心#放射状排列#位于中心的细胞体积增大*诱

导
A<

后#细胞形态变为卵圆形或多角形#细胞形态均一#体积

明显增大*诱导
!/<

#细胞体积增大更为明显#有多角形结构#

扁平突起变短#细胞质内颗粒状物质增加$见封
"

图
"

左图%*

茜素红染色后可见细胞变成橙红色#可见染成红色的钙结节

$见封
"

图
/

左图%*

A:C

!

成脂诱导
E+*-.+

的形态观察
!

E+*-.+

成脂诱导
"<

后#倒置显微镜观察细胞由梭形变成圆形或多角形#体积增大#

小部分细胞质内开始出现很小的折光性很强的脂滴#位于核

周*诱导
A<

后#部分细胞脂滴增加#诱导
!/<

后脂滴进一步

增多#细胞呈圆形或椭圆形#体积增大$见封
"

图
"

右图%*油

红
\

染色鉴定脂肪细胞中含有大小不等脂肪滴#脂滴被染成

橙红色$见封
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染色发现细胞中含有大小不等脂肪滴#脂滴被染成橙红色#进

一步证实了低温冻存不会影响
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的多向分化诱导

能力*
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后的细胞活力)增殖以及多向诱导分化能力没有影响#在实际

应用中具有可行性#这项研究为组织工程中具有潜力的种子细

胞
((E+*-.+

的大量及长期保存积累了实验资料*

参考文献"

&

!

'

'FEIFI+

#

1F

PP

FI<)@

N

FI&:-F,F@2E

L

4HJ,DF42FJJH

N

)@

N

&

a

'

:6S

P

&FI=@D=J

#

B##;

#

/#

$

!B

%!

>B$(B"#:

&

B

'

5HI=J)@)\

#

+HIC,=-:XFM)FO

!

5IF2J)@)2HJ,DC<)F,=@

P

JH(

2F@DH(<FI)MF<2FJJ,H@<H4@)=D)2 4F4KIH@F

!

H@C

P

<HDF

&

a

'

:5JH2F@DH

#

B#!!

#

"B.C

PP

JB

!

.!9$(!>;:

&

"

'

5HI=J)@)\

#

7JM)H@='

#

UH

N

@HIH&5

#

FDHJ:+=@2),FIFM)FO

!

),=JHD)=@H@<2EHIH2DFI)RHD)=@=G2FJJ,GI=4 EC4H@DFI4

P

JH2F@DH

!

=CD2=4F=GDEFG)I,D)@DFI@HD)=@HJT=IQ,E=

P

=@

5JH2F@DH*FI)MF<.DF4+FJJ,

&

a

'

:.DF4+FJJ,

#

B##9

#

B$

$

B

%!

"##("!!:

&

/

'

'CQC2E)b

#

3HQH

?

)4H8

#

.C

N

)

L

H4H*:FDHJ:8C4H@

P

JH(

2F@DH(<FI)MF<2FJJ, EHMF 4F,F@2E

L

4HJ,DF4

"

P

I=

N

F@)D=I

2FJJ

P

=DF@D)HJ

&

a

'

:.DF4+FJJ,

#

B##/

#

BB

$

;

%!

$/>($;9:

&

;

' 樊艳#张卫泽#陈永洁#等
:

成人脂肪间充质干细胞冻存前

后的生物学特性&

a

'

:

中国组织工程研究与临床康复#

B##9

#

!B

$

B;

%!

/99B(/99$:

&

$

' 沙文琼#王自能#王冬菊
:

人胚胎滋养细胞和胎盘间充质

干细胞的分离与纯化&

a

'

:

中国组织工程研究与临床康

复#

B#!#

#

!/

$

!#

%!

!9""(!9"A:

&

A

'

.=@2)@)-

#

iFIDCH6

#

&)KFJJ)1

#

FDHJ:0,=JHD)=@H@<2EHIH2(

DFI)RHD)=@=G4F,F@2E

L

4HJ2FJJ,GI=4EC4H@GFDHJ4F4(

KIH@F,

&

a

'

:a%),,CF6@

N

XF

N

F@-F<

#

B##A

#

!

$

/

%!

B>$("#;:

&

9

' 刘志辉#周延民#万博蔚#等
:

体外定向诱导人胎盘源间充

质干细胞向内皮细胞分化&

a

'

:

吉林大学学报!医学版#

B#!#

#

"$

$

"

%!

;##(;#A:

&

>

'

-=EI.

#

5=ID4H@@(1H@R+U

#

.2E=FKFIJF)@7

#

FDHJ:&F@F(

IHD)=@=GH@=,DF=

N

F@)2

N

IHGDGI=4 EC4H@

P

JH2F@DHH@<

P

JH2F@DH(<FI)MF<4F,F@2E

L

4HJ,DF42FJJ,

&

a

'

:XF

P

I=<.2)

#

B#!#

#

!A

$

!!

%!

!##$(!#!;:

&

!#

'

UHIJ=O.

#

UI==QF&

#

+EHDDFI

?

FFW

#

FDHJ:+=4

P

HI),=@=G

EC4H@

P

JH2F@DH(H@<K=@F 4HII=O(<FI)MF< 4CJD)

P

=DF@D

4F,F@2E

L

4HJ,DF42FJJ,

&

a

'

:.DF4+FJJ,*FM

#

B##9

#

!A

$

$

%!

!#>;(!!#A:

&

!!

'

bF@U1

#

8CH@

N

80

#

+E)F@++

#

FDHJ:0,=JHD)=@=G4CJD)

P

=(

DF@D2FJJ,GI=4 EC4H@DFI4

P

JH2F@DH

&

a

'

:.DF4 +FJJ,

#

B##;

#

B"

$

!

%!

"(>:

&

!B

'

TH@

N

b

#

3HDEH@,=@1

#

-23)F2F0W:*)GGFIF@D)HJ8F4HD=(

P

=)FD)2.C

PP

=ID)MF5=DF@D)HJH@<&F@F6S

P

IF,,)=@=G.DI=(

4H+FJJ1)@F,GI=4 -)<

N

F,DHD)=@ -=C,F5JH2F@DHH@<

7<CJDU=@F-HII=O

&

a

'

:+FJJ%IH@,

P

JH@D

#

B#!#

#

3=M;:

&

!"

'邹旭凤#于润红#刘玉峰
:

胎盘间充质干细胞对骨髓)脐

血)胎盘不同来源造血干细胞的体外扩增支持作用比较

&

a

'

:

中国实用医刊#

B##>

#

"$

$

!>

%!

"B("":

&

!/

'霍思维#苏永锋#刘元林#等
:

人胎盘间充质干细胞对脐血

+*"/

e细胞迁移作用的影响&

a

'

:

中国科学生命科学#

B#!#

#

/#

$

;

%!

">>(/#A:

&

!;

'

3CI'HI)EH--

#

+ECHW8

#

%H@&+

#

FDHJ:8C4H@2E=(I)=@(

<FI)MF<,DF42FJJ,

!

2EH@

N

F,)@,DF42FJJ

P

I=

P

FID)F,<CI)@

N

,FI(

)HJ

P

H,,H

N

F

&

a

'

:+

L

D=DEFIH

PL

#

B#!!

#

!"

$

;

%!

;9B(;>":

$收稿日期!

B#!!(#B(!$

!

修回日期!

B#!!(#/(!!

%

$上接第
!A"B

页%

!!

=S)<H@DH@<H@D)()@GJH44HD=I

L

H2D)M)D)F,=G4H2FJ)

N

@H@)@

4CI)@FE)

PP

=2H4

P

HJ2FJJJ)@FH@<

P

I)4HI

L

2CJDCIF=GIHD

4)2I=

N

J)HJ2FJJ,

&

a

'

:U)=2EF4U)=

P

E

L

,XF,+=44C@

#

B##;

#

""!

$

/

%!

!B$/(!B$>:

&

$

'

-Ha

#

8OH@

N

bW

#

+E=T8

#

FDHJ:-H2FJ)

N

@H@HDDF@CHDF,

H2D)MHD)=@, =G 4)D=

N

F@(H2D)MHDF<

P

I=DF)@ Q)@H,F, H@<

@C2JFHIGH2D=IQH

PP

HU)@<C2F<K

L

J)

P

=

P

=J

L

,H22EHI)<F)@

4)2I=

N

J)HJ2FJJ,

&

a

'

:U)=J5EHI4UCJJ

#

B##>

#

"B

$

$

%!

!#9;(

!#>#:

&

A

'

7Q)

L

H4H8

#

UHI

N

FI.

#

UHI@C4.

#

FDHJ:0@GJH44HD)=@H@<

7JREF)4FIh,<),FH,F

&

a

'

:3FCI=K)J=7

N

)@

N

#

B###

#

B!

$

"

%!

"9"(/B!:

&

9

'

iHI

N

H,*1

#

3H,2)4KF@F+

#

WI),E@H@+

#

FDHJ:3FCI=

N

J)HJ

H2D)MHD)=@H@<@FCI=)@GJH44HD)=@)@DEFKIH)@=G

P

HD)F@D,

O)DEHCD),4

&

a

'

:7@@3FC=J

#

B##;

#

;A

$

!

%!

$A(9!:

&

>

'

UJ=2Q-1

#

jF22H1

#

8=@

N

a.:-)2I=

N

J)H(4F<)HDF<@FCI=(

D=S)2)D

L

!

C@2=MFI)@

N

DEF4=JF2CJHI4F2EH@),4,

&

a

'

:3HD

XFM3FCI=,2)

#

B##A

#

9

$

!

%!

;A($>:

&

!#

'

UJ=2Q-1

#

8=@

N

a.:-)2I=

N

J)HH@<)@GJH44HD)=@(4F<)HDF<

@FCI=<F

N

F@FIHD)=@

!

4CJD)

P

JF DI)

NN

FI, O)DE H 2=44=@

4F2EH@),4

&

a

'

:5I=

N

3FCI=K)=J

#

B##;

#

A$

$

B

%!

AA(>9:

&

!!

'

-2&FFI6&

#

-2&FFI51:0@GJH44HD=I

LP

I=2F,,F,)@7JREF)(

4FIh,<),FH,F

&

a

'

:5I=

N

3FCI=

P

,

L

2E=

P

EHI4H2=JU)=J5,

L

2E)H(

DI

L

#

B##"

#

BA

$

;

%!

A/!(A/>:

&

!B

'

+H

P

H,,=X

#

5)@D=1

#

iC=DD=-1

#

FDHJ:5IFMF@D)MFFGGF2D=G

FC

N

F@=J=@ 57' H@<FDEH@=J()@<C2F<

N

H,DI)2 4C2=,HJ

<H4H

N

F

&

a

'

:')D=DFIH

P

)H

#

B###

#

A!.C

PP

J!

!

.!"!(!"A:

&

!"

'

-=I)DH%

#

a)@@=W

#

WHOH

N

),E)8

#

FDHJ:8F

P

HD=

P

I=DF2D)MF

FGGF2D=G4

L

I),D)2)@GI=4@CD4F

N

$

-

L

I),D)2HGIH

N

IH@,

%

=@

J)

P

=

P

=J

L

,H22EHI)<F

"

<(

N

HJH2D=,H4)@F()@<C2F< J)MFI )@

?

CI

L

&

a

'

:a7

N

I)2'==<+EF4

#

B##"

#

;!

$

$

%!

!;$#(!;$;:

&

!/

'

.=@HMH@F&.

#

.HIMF)

L

Hi5

#

WH,DCIFi.

#

FDHJ:7@S)=

N

F@)2

H2D)M)D

L

=G-

L

I),D)2HGIH

N

IH@,,FF<,

&

a

'

:5EHI4H2=JU)=(

2EF4UFEHM

#

B##B

#

A!

$

!

"

B

%!

B">(B//:

&

!;

'王世飞#安伟
:+\V(B

)

i6&'

在鼻息肉中的表达及其临

床意义&

a

'

:

重庆医学#

B#!#

#

">

$

9

%!

>#;(>#$:

$收稿日期!

B#!#(!B(#>

!

修回日期!

B#!!(#!(B9

%

;"A!

重庆医学
B#!!

年
$

月第
/#

卷第
!A

期


