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骨髓间充质干细胞的研究进展

邱丽燕" 王金福
（浙江大学生命科学学院，杭州 %!$$!#）

摘 要 骨髓间充质干细胞是存在于骨髓中的具有高度自我更新能力和多向分化潜能的干细胞群体，具有支持造

血、多向分化潜能以及在细胞和基因工程中具有潜在应用前景等特点，将在医学上具有重要的临床应用价值。
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骨髓中除含有能分化发育成各种血细胞的造血干细胞

之外，还含有产生非造血组织的间充质干细胞（+4A4=./<8,(
AB48 .4((A，+C@A），因其比较容易贴壁和形成成纤维样的克

隆，因此有的文献也把 +C@A 称做贴壁细胞（D(,AB9.0,E/4-4=B
.4((）或者成纤维细胞集落形成单位（@’(’=<0F’-89=G0;=9BA F9H-’0
H(,ABA，@IJ0I）。由于它们来自骨髓的支持结构，并且可以作

为滋养层支持造血干细胞的生长，因此也有人称其为骨髓基

质细胞（K’=4 8,--’L AB-’8,( .4((A，K+C@）。鉴于骨髓 +C@A 的

以下特点而日益引起人们的兴趣：!M 在不同的理化环境和

细胞因子的诱导下，+C@A 具有可分化为成骨细胞、软骨细

胞、脂肪细胞、肌肉细胞甚至神经元样细胞等多系分化潜

能［! N %］；#M+C@A 是造血支持细胞，作为滋养层支持造血干细

胞的生长。由于具有易分离、扩增以及体外操作简便等特

点，骨髓间充质干细胞在组织工程、细胞移植、基因治疗等领

域的应用前景十分广阔。

! 骨髓 +C@A 的分离、扩增和鉴定

从骨髓中分离 +C@A 的方案主要有：!根据骨髓 +C@A
的底物粘附特性来实现分离的贴壁筛选法；"根据 +C@A 与

其他细胞的密度不同来分离的密度梯度离心法；#根据细胞

大小不同或者根据细胞表面的一些特殊标志来分离的流式

细胞仪分选法。现在广泛采用的是利用 D4-.’(( 或 I9.’(( 密度

梯度离心法来分离纯化 +C@A，其中用 D4-.’(( 方法分离与培

养的 +C@A 大小均匀，纯度较高。为了分离更均一的 +C@A，

O;=G 等［P］利用一种独特的培养装置建立了一种简单、高效、

经济的分离 +C@A 的方法，即利用一种具有 %$8 小孔的塑料

培养皿从骨髓中筛选 +C@A，通过这种方法筛选出来的 +C@A
叫做 CC（C9Q40A94R4E AB48）细胞，其均质性大于 "5S，CC 细胞具

有增殖和自我更新的能力，并具有向骨、脂肪、软骨组织分化

的潜能。

在培养中形成成纤维集落的初始骨髓基质细胞称为

@IJ0I，由骨髓 +C@A 和祖细胞组成。一般来说每个克隆都

被认为是由一个 @IJ0I 产生的［2］。克隆之间在大小、形态、

生长和分化潜能方面变动较大，因为它们是由不同发育阶段

的细胞产生的。

以每平方厘米 !M2 或 % 个细胞的低密度接种 +C@A 后产

生的克隆是异质的，至少含有两种在形态上有显著差别的细

胞：纺锤状的细胞和扁平或立方形的细胞。T,R9E 等［1］发现

除了这两种细胞外，还含有一种非常小的圆形的细胞：UC 细

胞（U,V9E(< A4(F0-4=4L9=G .4((），这种细胞能快速地自我更新，

可能是培养中最早期的祖细胞，具有最大的多系分化潜能。

流式细胞仪检测发现 UC 细胞又可分为无颗粒的细胞（UC0!）

和有颗粒的细胞（UC0#）两种类型。UC0! 细胞出现在稳定期

和后对数期，而 UC0# 细胞基本出现在对数期的末期，它可能

是有丝分裂的 UC0! 细胞。

（$M! W !$1）X（!M$ W !$1）个骨髓有核细胞中约含有 ! 个

+C@A，并且随着年龄的增加或体质的衰弱，细胞的数量逐渐

减少［6］，因此要获得足量的 +C@A，大量扩增纯化是十分必要

的。对 +C@A 的细胞周期的研究表明，大约有 #$S的 +C@A
处于静止期，即 Y$ 期，这表明 +C@A 具有强大的增殖能力。

D9BB4=G4- 等［!］观察到人 +C@A 体外培养 !# 代仍能保持正常的

染色体表型和端粒酶活性。K-;E4- 等［5］研究表明，人骨髓

+C@A 在原代培养的初始约为 2$$ 个Z培养皿，到原代培养末

期能扩增到 1M! W !$2，传代后以每两天倍增一次的速度扩

增，这种几何级数的扩增能持续 !$ 代左右。O;=G 等［P］设计

的分离条件下，每 !$8[ 骨髓分离出来的 CC 细胞在体外培养

!2 周后就可收集到 !$!P 以上的细胞量。我们发现在原代培

养中首次换液后，每天更换培养液比国内外报道的每隔 % X



! 天换液一次更有利于 "#$% 的增殖，原代长满培养瓶底比

每隔 & ’ ! 天换液一次平均提前 ( 天，推测与及时更新存在

于血清中的促进 "#$% 增殖的细胞因子有关（尚未整理发

表）。

血清一直在 "$#% 的体外生长中扮演十分重要的角色。

)*+,-%./012等［3］早就发现筛选的合适批号的胎牛血清有助

于 "#$% 的贴壁、扩增以及多系潜能的维持。同样，不同浓度

的血清对培养 "#$% 纯度的影响亦较大。一般来说，456的

胎牛血 清 最 有 利 于 "#$% 的 培 养。浓 度 过 高 反 而 不 利 于

"#$%的生长，因为高浓度血清中含有大量促进细胞增殖分

化的因子，容易使细胞过早出现老化。最近有使用自体血清

或无血清培养基培养 "#$% 的报道。自体血清也有很好的产

生 $78 9 7% 的能力：用自体血清产生的 $78 9 7% 更加紧密，

并且其中的成纤维细胞更加密集。在人和兔的 "#$% 的体外

培养中，自体血清的应用还可以诱导 "#$% 向成脂肪细胞分

化［45］。

"#$%的体外扩增与种植密度关系很大。:0;<-0 等［=］报

道，人 "#$% 传代时，以 >555 个细胞?@A( 相对较高的密度接

种，大约 ( 周后能扩增为 & ’ > 倍的单层。但 B*CD<［E］等报道，

如果以每平方厘米 4F> ’ & 个细胞的极低密度培养，人 "#$%
将以十分快速的方式增殖。更低的密度接种后，细胞在 ( 周

内能平均扩增 G55 倍。高密度接种后细胞生长较慢的原因

可能是由于细胞间的相互接触，或者是因为细胞释放到培养

基中的因子影响了 "#$% 的生长。H*C*I/, 等［44］发 现 小 鼠

"#$% 对低密度接种的反应更加敏感，以 ( 个细胞?@A( 的密

度接种以后细胞在 4( 天内平均扩增了 !55 倍，其最大扩增

倍数大约是人 "#$% 的 ( 倍，而且低密度接种 ! 周以后小鼠

"#$% 形成的克隆几乎可以汇合成单层，而人的在 ( ’ & 周以

后即停止了生长，不能形成单层。J-,,/, 等［3］观察到血小板

衍生生长因子（KBL7，45!M?J）和碱性成纤维细胞生长因子

（N7L7，4!M?J）对大鼠的 "#$% 有较强的促增殖作用，而转化

生长因子O"（PL7O"）、表皮生长因子（QL7）、酸性成纤维细胞

生长因子（*7L7）对 "#$% 的增殖没有明显的作用。N7L7 对

"#$% 的增殖尚有争议，有的实验结果是促进 "#$% 的增殖，

而有的是起抑制作用，我们的实验结果是 N7L7（任何浓度）

对 "#$% 的增殖均起抑制作用，推测这与分离到的 "#$% 的

纯度以及使用的血清批号不同等原因有关（尚未整理发表）。

"#$% 的扩增能力并不能根据第一代或第二代的初始生

长率来确定，而是根据对 $78O7% 的检验为依据来确定。因

此从前几代培养中取得的 $78O7% 的数量可能反映 "#$% 的

数量。

"#$% 的表型不均一，分别具有间充质细胞、上皮细胞和

内皮细胞的特点。目前，"#$% 鉴定的方法都是通过在培养

过程中出现分化表型，然后逆推得知是否为 "#$%，尚无直接

方法可鉴定得到 "#$%，它对 #:O45、#)O(、#)O&、#)O!、$B(3、

$B!!、$BE4、$B35、$B45G、$B4(5* 和 $B4(! 等都呈阳性反应，

而 $B4*、$B&4、$B&!、$B4!、$B!>、$B>G、Q#R 则为阴性［4，4(］。

由于在骨髓贴壁细胞中最常见的为成纤维细胞及造血细胞，

因此实验中一般选择这些细胞具有代表性的抗原进行检测。

! "#$% 的多向分化潜能

"#$% 具有多向分化潜能已经被体内 外 试 验 所 验 证。

70D-<-,%1-D,［4&］首先证实了 "#$% 具有分化为骨、软骨、纤维组

织的能力。4333 年 KD11-,M-0 等［4］从人的髂骨骨髓样本中分

离得到了 "#$%，在体外不同分化条件的诱导下，可以形成成

骨细胞、软骨细胞或脂肪细胞，并且克隆以后的细胞具有类

似的分化特性，充分证明骨髓 "#$% 是多潜能干细胞。但是，

KD11-,M-0 等人的实验尚不能证实分离到的 "#$% 是否是定型

祖细胞的混合物，骨髓中是否真的存在具有多向分化潜能的

单个干细胞。)*SS-;T 等［4!］将分离到的间充质细胞稀释后以

低密度接种，结果由单个细胞生长而成的克隆能在体外连续

扩增培养 (5 多代，并可分化为成骨细胞、成软骨细胞、成脂

肪细胞，从而证实了骨髓中分离出来的间充质细胞中含有具

有干细胞特性即高度自我更新能力和多系分化潜能的单个

细胞。R,D1* 等［4>］通过使用骨髓基质细胞的克隆培养，分析

了 4=> 个非无限增殖的人骨髓基质细胞克隆分化为成骨、成

软骨、成脂肪细胞的能力，证实了 "#$% 的体外分化模型：能

分化成这三个细胞系的细胞是早期的间充质祖细胞，其分化

潜能的有序丢失使得分化的方向逐步减少。近 (5 年来关于

"#$% 多潜能性的报道很多，这类体外研究试验均是针对不

同分化方向采用了各种不同的诱导剂，分别使 "#$% 向不同

的终末细胞例如成骨、成软骨、成脂肪、成肌细胞等分化（图

4）［4G］。最近对 "#$% 特性的研究又有了新的进展。U//<N;0+
等［&］以 N7L7、BV#V、:)R 为诱导剂，将成年大鼠和成人的骨

髓基 质 细 胞 在 体 外 培 养 传 代 后 定 向 诱 导 为 神 经 细 胞。

#*,@2-IOW*A/% 等［4E］用神经营养因子 > 及 WPWR 为诱导剂建

立了体外诱导 "#$% 向神经细胞分化的培养体系。#-XD+*
等［4=］在 H/2,%1/,- 等人实验的基础上，在培养基中添加 :"KOG

（:/,- A/0Y2/M-,-1D@ Y0/1-D,OG）增强了人 "#$% 亚群成软骨的分

化能力，如果同时使用富含 W# 细胞的人 "#$% 来培养则更

有利于软骨的发生。"*Z;A<*0 等［43］利用 2"#$% 作靶细胞，

发现 在 不 添 加 血 清 的 B"Q" 高 糖 培 养 基 中 加 入 :"KO(
（455,M?AJ）和 :"KO3（455,M?AJ）能诱导 [[ 型胶元 AW\R 的转

录，还 增 强 了 聚 集 蛋 白 聚 糖 和 软 骨 寡 聚 基 质 蛋 白 质 的

表达。

值得注意的是，经大量传代以后，有些细胞仍能保持其

多潜能性，而有的细胞则向特定的方向分化或者开始衰老。

在培养扩增中，"#$% 的有些分化潜能丢失，这对于将扩增的

"#$% 用于细胞和基因治疗时产生很大的影响［4G］。:0;<-0［=］

报道，人 "#$% 在培养了 4> 代之后仍保持其成骨的分化潜

能，其成骨潜能一直保持到细胞衰竭前，并且许多后代的

2"#$% 自发地分化为成骨细胞，推测培养基中的胎牛血清的

细胞因子或其他因子选择性地作用于成骨细胞的祖细胞。

BDMD0/S*A/ 等［>］报道，大量扩增后有些潜能性丢失，当细胞接

近衰老时失去分化成脂肪细胞的能力。R,D1* 等［4>］也发现随

着细胞倍增倍数的增加，基质细胞形成的克隆逐渐丢失成脂
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肪和成软骨的能力。所以，如果准备在临床上使用扩增培养

的 !"#$，验证其经过大量的扩增后是否仍保持分化潜能是

十分重要的。经大量扩增后如何保持 !"#$ 的生物学特性的

问题仍需进一步研究。

图 % 骨髓 !"#$ 的分化途径［%&］

’()*% +,- .(//-0-12(32(41 5046-$$ 4/ 741- 830049 8-$-16,:83; $2-8 6-;;$（!"#$）

! !"#$ 的临床应用及前景

!"#$ 具有取材方便，在体外培养能保持其多向分化潜

能，遗传背景稳定，植入体内无免疫排斥反应，易于临床应用

等特点，是组织工程中理想的种子细胞。虽然 !"#$ 的多向

分化潜能已经被广泛的证实，但是它的体内试验仅限于用小

动物 !"#$ 来修复自身的组织缺损。为了将 !"#$ 用于大动

物和与人类接近的灵长目动物，傅文玉等［<=］将培养的人骨

髓 !"#$ 注入裸鼠皮下，一个月后在注射局部观察到了人

!"#$ 分化的骨、软骨、脂肪、骨骼肌、肌腱样组织等多种组织

类型。+(55( 等［<%］建立了异基因的人胎羊模型，将人 !"#$ 植

入到胎羊中，观察到人 !"#$ 在胎羊中存活长达 %> 个月，并

且部位特异性地分化为脂肪、软骨、肌细胞等，进一步证实了

移植以后 !"#$ 仍具有多系分化潜能，还观察到在人胎羊模

型的损伤部位，人 !"#$ 分化的细胞量增加，推测可能是植入

的 !"#$ 在这种损伤环境下被诱导扩增和参加组织修复或者

再生反应。该研究为那些在子宫中就可以诊断出来的骨生

成缺损，肌肉萎缩症等疾病的临床治疗奠定了基础。

!"#$ 比较容易从病人的骨髓中分离出来，在体外多倍

扩增以后，进行多种目的性操作，然后重新输回病人体内。

同时，!"#$ 可以作为基因操作的干细胞平台，进行相应的目

的基因操作，并利用 !"#$ 的可扩增性，大量增殖经过基因操

作的 !"#$，这将在基因治疗中有着十分诱人的前景。人和

动物的 !"#$ 在培养中均被成功转入几种不同外源基因，且

未引起干细胞性能的明显缺陷，这就允许可以在体外跟踪含

遗传标记的 !"#$，并且将正常基因转导入发生异常突变的

动物体内。例如，将转入胶原 % 基因的 !"#$ 输入到动物体

内修复了骨生成缺损［<<］。另外有人将标记 0,?!@A< 的基因

导入动物的 !"#$ 内，将 !"#$ 移植回动物大腿骨的大量骨

缺损部位，在 B 周内观察到了实质性的恢复［<>］。

!"#$ 通过表达大量的受体与造血干细胞表面蛋白直接

反应，同 时 分 泌 CDA&、CDAE、CDAB、CDA%%、CDA%<、CDA%F、CDA%G、

!#"’、’;2A> 和 "#’ 等细胞因子，也可以被 CDA%!诱导产生 CDA
%!、DC’、HA#"’ 和 H!A#"’，这些细胞因子对于造血具有调控

作用［<F］。I46 等［<G］在治疗接受大剂量化疗的乳癌病人时，

协同输入体外大量扩增的自体 !"#$ 和外周血造血干细胞，

观察到了快速的造血恢复，该实验证实了协同输入造血干细

胞和自体 !"#$ 是安全的和可行的。杨吉成等［<&］观察到体

外长期培养的胎儿、儿童、成人的 !"#$ 对脐血中的造血干细

胞具有造血支持作用，能长期维持脐血中长期培养起始细胞

（D41)A2-08 6J;2J0- (1(2(32(1) 6-;;$，D+#AC#）的生存，尤其是在加

入 CDA&、CDA> 和 "#’ 的 扩 增 体 系 中，这 种 长 期 维 持 和 扩 增

D+#AC# 的效果更为明显，比无基质细胞的对照组所形成的

D+#AC# 的产率高 < K F 倍。我们实验室［<E］以人 !"#$ 做滋养

层，加入 0,"#’、0,HA#"’ 和 0,!HL’ 后，采取阶段扩增方法培

养来自脐带血的单个核细胞和 #L>FM 细胞，并用无骨髓间充

质干细胞的培养体系做对照。扩增的结果表明，与非共培养

体系相 比 较，单 个 核 细 胞 扩 增 效 率 提 高 了 大 约 <N<B 倍，

#L>FM 细胞的扩增效率提高了大约 %NEO 倍；在单个核细胞

扩增中 H!A#’# 和 P@@A#’# 的 扩 增 效 率 分 别 提 高 了 大 约

%NE% 倍和 %N>B 倍，#L>FM 细胞扩增中的 H!A#’# 和 P@@A#’#
的扩增 效 率 分 别 提 高 了 大 约 %NF& 倍 和 %NGF 倍。D3Q30J$
等［<B］对病人进行骨髓移植的同时输入其自体 !"#$，发现移

植物抗宿主疾病的发病率显著降低。因此利用 !"#$ 在体外

可以长期传代培养，扩增并能够支持造血的特性，临床上可

以将体外扩增的 !"#$ 回输给化疗后以及骨髓移植的病人，
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以利造血功能的尽快恢复。

! 存在问题和展望

尽管近年来对骨髓 !"#$ 的研究取得了很大进展，但仍

然存在以下问题尚待解决：（%）到目前为止仍没有十分完善

地获得和培养扩增 !"#$ 的方案，大多数实验室都是根据

&’()*)+$,)(+ 等报道的 !"#$ 的贴壁性来分离的。尽管许多实

验室报道了可以获得更均一的细胞群的方案，但没有一个被

广泛的接受。我们目前正在试图通过制备间充质干细胞特

异性单克隆抗体的方法，建立间充质干细胞磁珠分离系统，

以达到分选间充质干细胞类群的目的。（-）目前尚未能建立

鉴定 !"#$ 的统一标准，至今还未能筛选到 !"#$ 特异性的

标记分子，因此不同实验室的数据之间的可比性差。随着培

养 !"#$ 的临床应用，!"#$ 的鉴定也变得尤其紧迫。（.）由

于使用血清的批号不同等原因，有些实验室的结果不能被其

他人所重复，因此寻求 !"#$ 的稳定的培养条件还有待进一

步的研究。（/）骨髓 !"#$ 具有多系分化潜能，但向多系分化

的效率尚不太理想，尤其是在体外的分化是否会引起 !"#$
遗传特性的改变还有待进一步证实。（0）是何种信号诱导了

骨髓 !"#$ 向多系分化，其诱导分化的分子机制尚不明了。

这些问题都有待于进一步研究和探讨。

尽管如此，由于 !"#$ 具有多组织分化潜能和高增殖特

性，容易获取，便于自体移植等特点，不像胚胎干细胞移植时

有免疫排斥反应，以及涉及伦理政治等问题，因此我们深信

!"#$在组织工程、基因工程以及临床应用上有着光明的前

景。
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噬菌体及其酶用于治病

噬菌体通常指的是细菌病毒，形体微小，似蝌蚪状，能通过细菌滤过器，具有裂解细菌的特定功能。如能利用其感染细菌

的机制来控制病原菌的危害，将为战胜疾病提供新型的有力武器。凡是有细菌存在的地方，不论是致病者或是非致病者，都

有可能找到它们的自然天敌———噬菌体。基于此，对噬菌体及其酶功能的研究近来非常活跃，并取得了新的进展。

# 曾报道利用肺炎链球菌噬菌体产生的水解酶即酰胺酶有效地杀灭肺炎链球菌，不影响体内正常菌群（生物工程学报，

%==%，!$（L）：K==）。因此，有望研制酰胺酶制剂用于治病。

# 已从一种杀伤力很强的人畜共患的炭疽芽孢杆菌（A(,+//3. (4$%#(,+.）（注：细菌战中重要成员之一）中分离到一种 .$噬菌

体，含有一种叫 &4FP 的细胞溶解酶，这种酶不论在体内或体外，对炭疽芽孢杆菌和正在萌发的芽孢均专一性地具有杀伤力，表

现特异；如果利用这种 &4FP 酶溶解特性作为识别炭疽芽孢杆菌的快速方法，对炭疽病防治很有用处。

# 美国斯坦福大学研究人员利用噬菌体感染机制，并借助一种酶（整合酶），将自己的基因、带有外源基因如凝血蛋白因

子的基因（!因子基因，血友病患者缺少这种基因），一并组入实验鼠染色体 ENC 受体，不到一周时间，发现注入这两种基因的

实验鼠体内!因子含量比注入单一基因的增加 9% 倍，并成功地与体内基因组合为一体，为治疗这种遗传性“血友病”找到了一

条新途径。这种方法有望用于人的其它一些疾病的基因治疗，其优越性在于这种疗法不用病毒做载体，而用其整合酶取而代

之。

总之，随着临床上长期使用抗菌素所碰到的致病菌产生耐药性、抗药性，甚至发展到赖药性等难题，需要有针对性地对不

同类型的致病菌实施新的生物治疗技术，即有效运用噬菌体及其酶的特定功能作用，为战胜那些顽强抵抗的致病菌开辟新的

治疗途径。

（柯 为 供稿）
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