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短期冻存兔骨髓间充质干细胞对其生物特性的影响

武成聪，李　强△，陈佳滨，茹　嘉，蔡伟良，宁寅宽

（桂林医学院附属医院骨科二病区，广西桂林５４１０００）

　　摘　要：目的　探讨短期冻存对兔骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）的增殖、生物特征及成骨能力的影响。方法　选取第５代兔

ＢＭＳＣｓ冻存，３０ｄ后复苏、体外培养至第１０代作为实验组，设相同代数未冻存的ＢＭＳＣｓ为对照组。ＭＴＴ、细胞周期、细胞表面

标志及成骨诱导分化后碱性磷酸酶（ＡＬＰ）水平、Ⅰ型胶原及钙结节染色作为其增殖、生物特征及成骨能力的评价指标。结果　冻

存后ＢＭＳＣｓ生长潜伏期延长，但生长状态无明显影响；增殖指数和Ｇ１ 期细胞所占比例分别为４２．９％±３．４％、５７．０％±３．４％，

细胞表面标志ＣＤ４４阳性率为９３．６２％±１．０５％，不表达ＣＤ４５；成骨诱导第７、１４天 ＡＬＰ水平（Ｕ／ｇｐｒｏｔ）分别为６．７３±１．９２、

１５．９９±４．３６，第１４、２１天，Ⅰ型胶原、钙结节茜素红染色阳性；以上结果与对照组比较差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　短

期冻存对兔ＢＭＳＣｓ增殖、生物特征及成骨分化潜能无明显影响，冻存后可继续进一步研究。
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　　 骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ

ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）是组织工程中重要的种子细胞之一，大量具有良

好分化能力的干细胞经多次传代后老化、分化能力下降或者死

亡［１］。将良好分化能力ＢＭＳＣｓ冻存则可在需要时及时复苏

应用。而冻存复苏过程是否会对ＢＭＳＣｓ生物特性、骨化潜能

造成影响。本实验旨在探讨短期冻存兔ＢＭＳＣｓ对其生物特

征及其成骨分化能力的影响，为后期组织工程骨构建奠定

基础。

１　材料与方法

１．１　材料　清洁级新西兰白兔３只，１月龄，体质量约０．５

ｋｇ，购于桂林医学院动物实验中心，实验过程符合动物伦理学

要求［２］。

１．２　主要试剂　低糖ＤＭＥＭ、胰蛋白酶、胎牛血清购于美国

Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；ＭＴＴ、维生素Ｃ、β磷酸甘油、地塞米松购于韩

国ＢＩＯＳＨＡＲＰ公司；小鼠抗兔ＣＤ４４／ＣＤ４５单克隆抗体、小鼠

抗兔ＩｇＧ１、ＰｅｒＣＰ生物素标记山羊抗小鼠ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）分别购

于美国ＡＮＴＩＧＥＮＩＸ、ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ、ＪａｃｋｓｏｎＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ公

司；小鼠抗兔ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ购于武汉博士德生物工程有限公司；

山羊抗小鼠ＩｇＧ／辣根酶标记、ＤＡＢ显色试剂盒购于北京中杉

金桥公司；茜素红购于国药集团化学试剂有限公司；碱性磷酸

酶（ＡＬＰ）测试盒购于南京建成生物工程研究所。

１．３　方法

１．３．１　细胞分离、冻存　无菌条件下穿刺股骨大转子抽取骨

髓、分离，界面层细胞以含１５％胎牛血清的完全培养基，３７℃、

５％ＣＯ２、饱和湿度培养。４８ｈ后首次换液，细胞铺满瓶底

８０％左右传代。第５代加入冻存保护液，程序降温后液氮保

存。３０ｄ后复苏培养，冻存后第１０代ＢＭＳＣｓ作为实验组；冻

存期间再次分离原代细胞第１０代ＢＭＳＣｓ作为对照组。

１．３．２　ＭＴＴ比色法测定吸光度（犗犇）　实验组、对照组各以

２．５×１０３ 个／孔 ＢＭＳＣｓ接种９６孔板，每组８个复制孔，按

ＭＴＴ检测流程操作，波长４９０ｎｍ下测定犗犇 值，连续检测７

ｄ，每天犗犇均值代表细胞增殖情况。

９５４重庆医学２０１４年２月第４３卷第４期

 基金项目：国家自然科学基金资助项目（３１１６０１９９）。　作者简介：武成聪（１９８７－），在读硕士，主要从事骨与软骨组织工程、生物材料研

究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：（０７７３）２８２７７５９；Ｅｍａｉｌ：ｌｉ．ｑ１２２５１９７０＠１６３．ｃｏｍ。



１．３．３　细胞周期检测　随机收集实验组、对照组各３皿细胞固

定，流式细胞仪进行细胞周期检测。重复３次，得出细胞各周期

的百分率并计算增殖指数（ＰＩ）＝（Ｓ＋Ｇ２Ｍ）／（Ｇ０／１＋Ｓ＋Ｇ２Ｍ）。

１．３．４　ＢＭＳＣｓ表型检测　选取实验组、对照组每组各３皿细

胞，设空白管、同型对照管、实验管，按操作说明分别标记

ＣＤ４４／４５ＰｅｒＣＰ，流式细胞仪检测。重复３次，各组阳性率做

统计分析。

１．３．５　成骨分化检测　实验组和对照组各以１０
５ 个／孔接种

６孔板（免疫组织化学、茜素红组作爬片处理）。细胞铺满瓶底

８０％后更换成骨诱导液（含１０ｎｍｏｌ／Ｌ地塞米松，１５ｍｍｏｌ／Ｌ

维生素Ｃ，１０ｍｍｏｌ／Ｌβ磷酸甘油）作不传代培养诱导７、１４ｄ，

各组取３孔，按ＡＬＰ试剂盒说明操作，计算 ＡＬＰ水平。第１４

天，每组３张细胞爬片，Ⅰ型胶原免疫组织化学染色（ＳＰ法）。

ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ（ＩＰＰ）图像软件取３个区域测量（１００倍，九点

法），平均光密度代表单位面积Ⅰ型胶原水平。第２１天茜素红

染色，ＩＰＰ以红色结节为标志分析钙结节面积（总像素数）。均

重复３次。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行分析，对各

组数据作两独立样本狋检验，计量资料以狓±狊表示，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＢＭＳＣｓ培养情况　原代分离４８ｈ后首次换液，镜下贴

壁细胞即为ＢＭＳＣｓ，数量较少，呈短梭状，散在集簇状分布，随

培养时间延长及传代后细胞形成大量的小集落，呈长梭状，汇

合成片，旋涡状排列（图１Ａ）；实验组细胞复苏后２４ｈ内细胞

可贴壁，不贴壁细胞数目较对照组增加，细胞梭形，较瘦长，部

分细胞出现老化，总体而言细胞生长情况影响不大（图１Ｂ）。

　　Ａ：对照组第５代ＢＭＳＣｓ；Ｂ：实验组第１０代ＢＭＳＣｓ。

图１　　冻存前后兔ＢＭＳＣｓ生长情况（×４０）

２．２　ＭＴＴ检测犗犇 值　实验组细胞生长潜伏期延长，ＭＴＴ

检测犗犇值从第３天开始增加（即细胞增殖速度），第４天后增

殖速度能够与对照组持平，差异无统计学意义（犘＞０．０５，狀＝

８），随后进入平台期，见表１。

２．３　ＢＭＳＣｓ表面标志　实验组、对照组表面抗原阳性率分别

为 ＣＤ４４：９３．６２％ ±１．０５％、９３．９５％ ±０．７１％；ＣＤ４５：

０．２４％±０．１１％、０．２９％±０．１０％，二者差异无统计学意义

（犘＞０．０５），冻存复苏对ＢＭＳＣｓ表面抗原无明显影响，细胞并

未因冻存而发生变异，见图２。

表１　　ＭＴＴ检测犗犇值（狓±狊）

组别 １ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ ５ｄ ６ｄ ７ｄ

实验组 ０．０３±０．００ ０．０３±０．００ ０．０８±０．０１ ０．２９±０．０５ ０．４０±０．１３ ０．４７±０．０６ ０．５３±０．０７

对照组 ０．０３±０．００ ０．０６±０．００ ０．１８±０．０４ ０．３８±０．０３ ０．４８±０．０７ ０．５３±０．０８ ０．５４±０．０７

犘 ０．２１ ０．００ ０．００ ０．００ ０．１４ ０．１７ ０．８１

　　Ａ：实验组ＣＤ４４；Ｂ：实验组ＣＤ４５；Ｃ：对照组ＣＤ４４；Ｄ：对照组ＣＤ４５。

图２　　第１０代ＢＭＳＣｓ表面标志表达情况

２．４　ＢＭＳＣｓ周期检测　实验组与对照组Ｇ１、Ｓ、Ｇ２／Ｍ期的细

胞比例及ＰＩ比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表２。

表２　　第１０代ＢＭＳＣｓ各期细胞比例（狓±狊，％）

组别 Ｇ１ Ｓ Ｇ２ ＰＩ

实验组 ５７．００±３．４７ ３３．７０±３．１７ ９．２９±０．５２ ４２．９±３．４

对照组 ５６．８４±２．２７ ３４．２０±０．９４ ８．９３±２．４１ ４３．０±２．３

犘 ０．９３３ ０．７５６ ０．７６８ ０．９６０

２．５　ＡＬＰ表达情况　实验组和对照组经成骨诱导后７、１４ｄ，

随诱导时间增加ＡＬＰ水平呈递增趋势，两个时间点实验组和

对照组ＡＬＰ水平变化差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表３。

２．６　Ⅰ型胶原ＳＰ法检测　成骨诱导１４ｄ，实验组和对照组

Ⅰ型胶原染色均呈阳性表达，细胞胞质出现棕黄色颗粒，大小

形态均一（图３）。经冻存后ＢＭＳＣｓⅠ型胶原蛋白表达量（平均

光密度分析）变化与未冻存组相比，差异无统计学意义（犘＞

０．０５），见表４。

表３　　成骨诱导后第７、１４天ＡＬＰ水平（狓±狊，Ｕ／ｇｐｒｏｔ）

组别 ７ｄ １４ｄ

实验组 ６．７３±１．９２ １５．９９±４．３６

对照组 ６．７６±０．９１ １６．４１±２．２２

犘 ０．９７ ０．７９

２．７　钙结节茜素红染色　实验组和对照组成骨诱导分化培养

到约１０ｄ细胞呈梭形表面粗糙，细胞间隙紧密，细碎颗粒、扁

平样改变，１４ｄ左右漩涡中心形成细胞团，２１ｄ形成钙化结

节，肉眼可见培养皿底散在白色状物，染色后均为红色（图４），
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两组钙结节面积差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表４。

　　Ａ：实验组；Ｂ：对照组。

图３　　成骨诱导后１４ｄⅠ型胶原染色（ＳＰ×１００）

表４　　Ⅰ型胶原、钙结节染色情况（狓±狊）

组别 平均光密度 钙结节面积（像素）

实验组 ０．４４２±０．０２２ １０５５８１１．０±１９９７９８．５

对照组 ０．４５６±０．０１５ １１５５８７４．０±２２２１５７．３

犘 ０．１６ ０．３２

　　Ａ：实验组；Ｂ：对照组。

图４　　导后２１ｄ钙结节茜素红染色（×１００）

３　讨　　论

ＢＭＳＣｓ在特定的条件下能向骨、软骨、脂肪、肌等细胞分

化［３］。本研究采用密度梯度离心法［４］成功分离兔ＢＭＳＣｓ，其

生长状态良好，能够满足后期骨组织工程种子细胞的要求。而

ＢＭＳＣｓ体外实验中，其随传代增加会使细胞老化、分化能力逐

渐下降或者死亡［５］。低温冻存ＢＭＳＣｓ则是存贮种子细胞的

有效途径，理论上在－１９６℃及冻存保护液作用下细胞生化反

应与活力代谢基本静止，可无限期冻存细胞［６］。但实际效果不

佳，冻存时细胞所处环境对细胞影响较大，其机制可能为溶质

反应导致［７］。本实验中，短期冻存ＢＭＳＣｓ后，虽然生长增殖

速度较对照组缓慢，但细胞状态并未发现明显变化，其增殖能

力能与对照组相当。细胞周期中实验组和对照组的绝大部分

ＢＭＳＣｓ处于Ｇ１ 期，具有较强的增殖分化能力，冻存后仍具有

典型的干细胞增殖特点。

骨髓由多组细胞系组成，对于实验分离得到及后续冻存复

苏后的ＢＭＳＣｓ，是否是种子细胞或者其生物特征是否因细胞

冻存过程而改变［８］。本研究通过标记细胞阳性表达的ＣＤ４４

和阴性表达的ＣＤ４５检测发现，通过密度梯度离心法获得的靶

细胞为ＢＭＳＣｓ，实验组对照组ＣＤ４４阳性率均超过９０％，不表

达的ＣＤ４５，经统计分析说明了经过短期冻存后的ＢＭＳＣｓ并

没有发生分化或变异。

ＢＭＳＣｓ成骨、成软骨、成脂分化这一生物特性可以用来鉴

定其多向分化潜能［９１０］。ＢＭＳＣｓ的成骨分化必须在特定条件

下进行，特定的化学物质（β磷酸甘油、地塞米松、维生素Ｃ等）

可促使ＢＭＳＣｓ向成骨细胞分化并能通过骨化标志性产物

ＡＬＰ、Ⅰ型胶原、矿化结节等验证
［１１］。ＡＬＰ高表达是成骨过程

中成熟成骨细胞特异性标志之一［１２］；Ⅰ型胶原蛋白分泌量增

加标志着ＢＭＳＣｓ向成骨细胞系分化
［１３］；细胞外基质钙化与

Ｃａ２＋沉积是成骨分化的终末期表现
［１４］。本研究发现，实验组

和对照组的ＢＭＳＣｓ，其ＡＬＰ表达量均随诱导时间的增加而相

应增加；在相同时间点，实验组、对照组Ⅰ型胶原蛋白均呈阳性

表达，对比光密度发现其表达量并未因冻存细胞而改变。同

样，钙结节染色也印证了低温冷冻过程并未使ＢＭＳＣｓ成骨分

化能力发生质的改变。

综上所述，本实验旨在为临床或实验研究缩短反复培养鉴

定ＢＭＳＣｓ的实验周期，采用密度梯度离心法成功获得纯度较

高的兔ＢＭＳＣｓ，在其处于最佳状态时给予冻存复苏检测其生

物特征及成骨能力是否受到影响。本研究结果显示，兔ＢＭ

ＳＣｓ在短期冻存后其增殖、生物特征及成骨分化潜能无明显变

化，复苏后可用于进一步研究和应用。
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３　讨　　论

深层海水一般是指海平面２００ｍ以下的海水，水质稳定而

洁净、富含人体细胞所需、成分比例组合与人体体液相似、人体

极易吸收的矿物质成分，病原菌也极少。１９９６年日本学者

Ｙｏｓｈｉｙｕｋｉ
［３］检测发现，深层海水含有８２种元素，同时测出了

各元素的含量。当前，深层海水已经应用在食品、农业、化妆

品、医学等各领域，也有利用深层海水改善微量元素失衡来治

疗特应性皮炎的报道［４］，而深层海水应用于创面的修复，目前

国内外尚未见相关研究报道。

微量元素作为人体内重要代谢介质，参与人体数量众多的

酶类和激素的合成与活化，除对机体的代谢、免疫、细胞分裂增

殖等具有调控作用外，还可影响体内氧化还原反应，并参与细

胞外基质合成与分解、成纤维细胞的形成与增生及细胞因子的

生成与释放，其含量的变化一定程度上影响着机体的新陈代谢

和创面的愈合。近年来国内学者发现，严重烧伤后血、尿液和

局部组织中微量元素的含量均发生一些异常变化，这些变化可

能对创面的修复过程带来许多不利影响，并认为诸多微量元素

的变化，可能与创面修复期需求量增加、持续丢失与摄入不足

等因素有关，及时补充微量元素，有利于恢复其正常浓度，促进

创面愈合［５８］。

创伤后血液和创面局部组织均可发生微量元素的异常，这

一观点在医学界已基本得到认可。现市场出现各种补充微量

元素的人工合成品（如：微量元素片），含量只有几种或几十种

元素，人体内所有的微量元素都存在有直接或间接的关系，彼

此相互影响，其相互作用错综复杂，因此，补充部分微量元素必

然达不到预期效果，有时反而适得其反。深层海水含有人体所

需、易吸收、平衡的所有元素，通过口服深层海水可以达到改善

机体微量元素平衡。本研究中，首先给予小鼠口服深层海水

１４ｄ，恢复机体的微量元素平衡后，在１５ｄ建立创伤创面模型，

继续给予口服深层海水，改善因创伤导致的微量元素失衡，实

验设计目的就是要充分利用深层海水来调节小鼠机体微量元

素平衡。实验结果显示，在创伤后第３天就出现深层海水的促

创伤愈合的优势，但此时差异无统计学意义（犘＞０．０５），考虑

原因为微量元素是逐步调整的过程。在５ｄ以后，深层海水组

的创面愈合率较自来水组有明显提高。行组织学观察同时也

发现深层海水组成熟的成纤维细胞数量增多，细胞排列成束

状，较为整齐。

综上所述，深层海水可以促进创面的愈合，深层海水发挥

作用的原因目前考虑为其丰富、易吸收、平衡的微量元素，下一

步本研究将设计检测实验组和对照组创伤前后血液和局部微

量元素的变化，以验证其理论。
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