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组织工程和细胞培养                                                               

骨髓间充质干细胞无血清培养 

吴伟, 周燕, 谭文松 
华东理工大学生物反应器工程国家重点实验室, 上海 200237 

摘  要: 为建立一种化学成分明确的、能用于体外扩增骨髓间充质干细胞的无血清培养基, 且骨髓间充质干细胞经无血

清培养扩增后仍能保持其多向分化的潜能。采用密度梯度离心结合贴壁法从 1 月龄新西兰大白兔股骨中分离骨髓间充

质干细胞, 比较在含 10%胎牛血清的培养基(SCM)和自制的化学成分明确的无血清培养基(CDSFM)中骨髓间充质干细

胞的形态、增殖能力, 以及扩增后的骨髓间充质干细胞的细胞周期、集落形成能力和成骨、成脂肪分化能力。经过 10 d

的培养, 骨髓间充质干细胞在自制的无血清培养基中扩增了 50 倍, 在含 10%胎牛血清的培养基中扩增了 40 倍。在无血

清和有血清培养基中扩增后的细胞中 G0/G1 期比例分别为 (80.31%±0.58%)和 (75.24%±4.05%), 两者无显著差异

(P>0.05)。无血清培养扩增后的骨髓间充质干细胞集落形成率(12.7%±4.0%)低于有血清培养组(28.7%±4.2%), 两者比较

差异显著(P<0.01)。经过无血清培养扩增的骨髓间充质干细胞在成骨、成脂肪诱导分化培养基中能够分化成成骨和脂肪

细胞。自制的化学成分明确的无血清培养基能够在体外培养扩增骨髓间充质干细胞, 并且维持其干细胞特性, 可以用于

细胞治疗以及生物医学研究。 

关键词 : 骨髓间充质干细胞 , 无血清培养基 , 增殖 , 多向分化 , 组织工程  

In vitro culture of bone marrow-derived mesenchymal stem 
cells in a chemically-defined serum-free medium 
Wei Wu, Yan Zhou, and Wensong Tan 

State Key Laboratory of Bioreactor Engineering, East China University of Science and Technology, Shanghai 200237, China 

Abstract: This study is aimed to design a chemically-defined serum free medium (CDSFM) to support in vitro culture of bone 
marrow-derived mesenchymal stem cells (BM-MSCs). BM-MSCs were isolated from the femoral bones of one month old New 
Zealand Rabbits with density gradient centrifugation. We compared the proliferation capability, cell cycle, colony-forming efficiency, 
osteogenic and adipogenic differentiation capabilities of BM-MSCs cultured in CDSFM with those cultured in serum-containing 
medium (SCM). After 10 days culture, BM-MSCs were expanded by 50 folds in CDSFM, while only 40 folds in SCM. EGF, bFGF 
and hy-drocortisone were the most important additives and significantly stimulated BM-MSCs proliferation. The percentage of cells 
at G0-G1 cell cycle was 80.31% ± 0.58% after CDSFM culture, with no significant difference (P>0.05) compared to 75.24% ± 
4.05% for SCM culture. However, the cloning efficiency of BM-MSCs cultured in CDSFM was significantly lower than that in SCM 
(P<0.01). The expanded BM-MSCs in CDSFM preserved differentiation potentials into mesenchymal lineages in vitro, including 
adipocytes and osteoblasts. We have designed a chemically-defined serum free medium that could support in vitro proliferation and 
maintain the properties of BM-MSCs as stem cells, which could be applied to cell-based therapy and biomedical research. 
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骨 髓 间 充 质 干 细 胞 (Bone marrow-derived 
mesenchymal stem cells, BM-MSCs)是存在于骨髓基

质系统中非造血性的成体干细胞, 能在体内和体外

诱导分化成骨、软骨、脂肪、肌肉[1]等组织, 且具有

免疫调节功能 [2], 因而可以作为组织工程理想的种

子细胞来源。但骨髓中间充质干细胞含量极少, 必
须在体外进行扩增以获得足够的细胞数量来满足应

用需求。 
添加了胎牛血清(Fetal bovine serum, FBS)的培

养基被认为是体外扩增骨髓间充质干细胞最有效的

培养基[3]。然而, 血清成分不明确, 其中可能含有动

物携带的已知的或未知的病原体, 在临床应用中具

有潜在的危险, 因而研究人员致力于开发适合骨髓

间充质干细胞的无血清培养基。早期开发的无血清

培养基通常缺乏贴壁因子 [4], 细胞需要在含血清的

培养基中贴壁完全后, 再更换无血清培养基进行培

养, 因此不是严格意义上的无血清培养。如今, 人们

通常在间充质干细胞的无血清培养基中添加血清替

代物以促进细胞贴壁和增殖 [5], 但这些血清替代物

的成分并不明确 , 不利于进一步的分析研究 , 且含

有未知的动物来源的蛋白, 仍具有潜在的危险性。 

近年来 , 有报道使用浓缩的血小板裂解物

(Platelet Lysates, PL)作为安全的血清替代物在体外

扩增骨髓间充质干细胞[6], 但其化学成分仍不明确, 

且应用过程中需要大量的外周血, 无法满足大规模

扩增骨髓间充质干细胞的需求。因此迫切需要开发

能够大量扩增骨髓间充质干细胞的化学成分明确的

无血清培养基。本研究旨在建立一种化学成分明确

的无血清培养基, 在实现骨髓间充质干细胞体外扩

增的同时, 能够维持其自我更新和多向分化潜能。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
兔骨髓间充质干细胞取自于 1 月龄新西兰大白

兔股骨和胫骨, α-MEM 培养基、DMEM 培养基和胰

蛋白酶均购自 Gibco 公司, 胎牛血清购自 Biochrom 

AG 公司, 氨基酸浓缩液(由本实验室自行配制, 含

20 种氨基酸, 均购自 Sigma), 胰蛋白酶抑制剂、碱

性成纤维生长因子(bFGF)、表皮生长因子(EGF)、牛

血清白蛋白(BSA)、还原型谷胱甘肽、β-巯基乙醇、

地塞米松、氢化可的松、SITE(亚硒酸钠、胰岛素、

转铁蛋白、乙醇胺)、I 型鼠尾胶原、抗坏血酸、地

塞米松、β-甘油磷酸钠、IBMX、消炎痛、茜素红、

油红-O、EDTA、二甲基亚砜(DMSO)均购自 Sigma。 

1.2  方法 
1.2.1  BM-MSCs 的分离、培养和扩增 

空气栓塞法处死 1 月龄新西兰大白兔, 无菌分

离股骨和胫骨, 并在 75%乙醇中浸泡 5 min。PBS 冲

洗 3~5 遍, 用碎骨钳去除骨两端骨骺, 用注射器反

复冲洗骨髓腔 , 获得骨髓细胞悬液 , 将得到的骨髓

细胞悬液离心后重悬, 缓慢铺到离心管中预先加好

的等体积的 Ficoll 淋巴细胞分离液(密度 1.077 g/mL)

液面上, 3000 r/min 离心 30 min, 以尖头吸管小心吸

取中间云雾状细胞层, 加入 PBS 冲洗并离心除去残

留 Ficoll, 即得单个核细胞。台盼蓝染色进行活细胞

计数后用含 10%胎牛血清的 α-MEM 培养基调整单

个核细胞密度至 1×106 cells/mL, 接种到 100 mm 培

养皿(Nunc)中, 每皿 10 mL, 置于 37°C、5% CO2、

饱和湿度培养箱(REVCO)中培养。24~48 h 后倒置相

差显微镜(Nikon)下观察细胞贴壁, 换液除去悬浮细

胞。之后每 3 d 换液, 待培养皿中的原代 BM-MSCs

生长至 80%汇合后, 用含 0.02% EDTA 的 0.25%胰酶

溶液消化, 加入含 FBS 的培养液终止胰酶作用, 以

1:(3~4)进行传代培养。 

1.2.2  细胞增殖能力检测和传代培养 

原代 BM-MSCs 生长至 80%汇合后, 用含 0.02% 

EDTA的 0.25%胰酶溶液消化, 10 mg/mL胰酶抑制剂

中和胰酶活性, PBS 洗涤后制备 BM-MSCs 单细胞悬

液, 调整细胞密度为 0.5×104 cells/mL, 接种于预铺

了 I 型鼠尾胶原的 24 孔板(Nunc)中, 每 3 d 换液, 每

天取样, 血球计数板计细胞数, 绘制细胞生长曲线。

每组实验设 3 个平行样本, 共进行 2 批实验, 进行统

计分析。有血清培养体系(SCM)为α-MEM 培养基添

加 10%胎牛血清 , 无血清培养体系 (CDSFM)为
α-MEM 培养基添加 10 mg/L bFGF、10 mg/L EGF、

5 g/L BSA、1.5 mg/L 还原型谷胱甘肽、0.1 mmol/L 
β-巯基乙醇、1% (V/V) SITE、10 mg/L 氢化可的松、

10 nmol/L 地塞米松和氨基酸浓缩液。按下列公式计
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算各生长参数:  

扩增倍数: 扩增倍数(Dn)=n 代收获的细胞数/n

代接种的细胞数 

平均倍增时间 : 平均倍增时间 (ADT)=(t2−t1)/ 
log2(N2/N1) 

为了检测 BM-MSCs 在无血清的连续传代能力, 

同上制备 BM-MSCs 的 单细胞悬液 , 以 1×105 

cells/well 的接种密度, 接种于预铺了 I 型鼠尾胶原

的 6 孔板中, 每组实验设 3 个平行样本, 每 3 d 进行

传代培养, 计细胞数, 并计算累积扩增的细胞总数。 

1.2.3  有效因子分析 

BM-MSCs 在无血清培养 1 代后, 取细胞密度为

1×104 cells/mL 的单细胞悬液, 每孔 1 mL 接种于预铺了

I 型鼠尾胶原的 24 孔板中。将 bFGF、EGF、地塞米松、

氢化可的松两两添加至不含这 4 种组分的 CDSFM 中, 

对照组为无血清的 α-MEM 培养基和 CDSFM, 每组实

验设 3 个平行样本。培养 3 d 后计细胞数。 

1.2.4  细胞周期检测 

BM-MSCs 在无血清和有血清培养 1 代后, 以

0.5×104 cells/mL 的密度接种于 100 mm 培养皿中, 

分别经过无血清和有血清培养 6 d 后收获细胞, 以

−20°C预冷的 70%乙醇固定, 50 μg/mL 碘化丙锭(PI)

染色, 流式细胞仪(BD 公司)检测 DNA 含量。每组实

验均取 3 个样本, 进行显著性差异分析。 

1.2.5  集落形成检测 

BM-MSCs 在无血清和有血清中分别培养 1 代、

2 代、3 代后, 以 200 cells/well 的密度接种于预铺了

I 型鼠尾胶原的 6 孔板(Nunc)中, 每 3 d 换液, 7 d 后

结晶紫染色集落, 相差显微镜下计集落数, 超过 50

个细胞计为一个集落。每组实验设 3 个平行样本。

按下面公式计算集落形成率:  

集落形成率(Colony-forming efficiency, CFE) (%) 

= (集落数/接种细胞数) × 100% 

1.2.6  诱导 BM-MSCs 成骨分化 

BM-MSCs 在无血清和有血清培养 1 代后, 以

1×105 cells/well 接种于预铺了 I 型鼠尾胶原的 6 孔板

中, 待细胞达到 50%汇合时更换培养基为成骨诱导

培养基。成骨诱导培养基为 DMEM 培养基添加 10%

胎牛血清、1 μmol/L 地塞米松、50 μg/mL 抗坏血酸、

0.01 mol/L β-甘油磷酸钠。对照组为添加 10%胎牛血

清的 DMEM 培养基。每 3 d 换液, 诱导 14 d 后, 95%

乙醇固定 , 茜素红染色 , 显微镜下观察胞外钙基质

沉积。钙测定试剂盒(南京建成)测定胞外钙基质沉

积。每组实验设 3 个平行样本。 

1.2.7  诱导 BM-MSCs 成脂肪分化 

BM-MSCs 在无血清和有血清培养 1 代后, 以

1×105 cells/well 接种于预铺了 I 型鼠尾胶原的 6 孔板

中, 待细胞达到 80%汇合时更换培养基为脂肪诱导

培养基。脂肪诱导培养基为 DMEM 添加 10%胎牛血

清、 10 μg/mL 胰岛素、 1 μmol/L 地塞米松、      

0.5 mmol/L IBMX、0.1 mmol/L 消炎痛。对照组为

添加 10%胎牛血清的 DMEM 培养基。每 3 d 换液, 诱

导 14 d 后, 10%多聚甲醛固定, 饱和油红-O 染液染

色, 显微镜下观察胞内着色脂滴。异丙醇萃取脂滴

内的油红-O, 在 510 nm 下测定光吸收值, 进行脂滴

定量分析。每组实验设 3 个平行样本。 

1.2.8  统计学处理 

数据结果均以 x ±s 表示, 采用 SPSS 13.0 软件

进行统计分析, 组间差别采用双尾 t 检验和方差分

析(结果以 P<0.05 为有较显著性差异, P<0.01 为显著

性差异)。 

2  结果 

2.1  形态学观察结果 
接种 24 h 后(图 1 a, b), 无血清和有血清培养的

BM-MSCs 均呈典型的短小梭形, 形态均一, 轮廓清

晰 , 两者无明显差异 , 无血清组较有血清组漂浮的

细胞少, 贴壁效果理想。培养至汇合时(图 1c, d), 无

血清培养的细胞密度较高 , 细胞较短小 , 而有血清

培养的细胞则较细长。 

 
图 1  骨髓间充质干细胞的形态 (×100) 
Fig. 1  Morphology of BM-MSCs in CDSFM and SCM (×100). 
Cultured for (a) 1 day in CDSFM; (b) 1 day in SCM; (c) 4 day 
in CDSFM; (d) 4 day in SCM. 
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2.2  增殖能力比较 
如图 2 所示, 无血清培养前期细胞生长较缓慢, 

延滞期较长, 第4天进入对数生长期, 培养至第10 天, 

细胞数量达(24.7±1.1)×104, 较接种时扩增了约 50 倍, 

平均倍增时间 42.6 h。有血清培养时细胞生长延滞

期短, 培养至第 8 天, 细胞数量达(20.6±0.1) ×104, 

较接种时扩增了约 40 倍, 平均倍增时间 35.8 h。 

 

图 2  BM-MSCs 在 CDSFM 和 SCM 中的生长曲线 
Fig. 2  Growth curve of BM-MSCs cultured in CDSFM and 
SCM. n=2, Error bars represent standard deviations. 
 

如图 3 所示, BM-MSCs 在前 3 代的培养中, 经

无血清培养获得的累积细胞总量均高于有血清培

养。培养至第 4 代, 二者累积的细胞总量持平。经

过 5 代的连续培养, BM-MSCs 在无血清培养中扩增

了约 1000 倍, 10%胎牛血清培养扩增了约 2000 倍。 

 

图 3  BM-MSCs 在 CDSFM 和 SCM 中的传代培养的生

长曲线 
Fig. 3  Growth curve of cumulative BM-MSCs proliferation in 
CDSFM and SCM through a series of passages. n=3, Error bars 
represent standard deviations. 

2.3  有效因子分析 
在前期的研究中, 考察了无血清培养基中各添

加组分分别对 BM-MSCs 增殖的促进作用 , 其中

bFGF、EGF、地塞米松(Dex)和氢化可的松(Hyd)4

种组分促增殖作用较为明显, 且这 4 种组分促增殖

作用相当(数据未显示)。为了进一步分析无血清培养

基中对促进细胞增殖贡献最大的因子, 且考虑到各

因子间可能会相互作用, 本研究设计 4 因子 2 水平

的因子分析实验, 实验组合如表 1 所示。 

表 1  有效因子分析 
Table 1  Factorial design and experimental results 

bFGF EGF Dex Hyd Total cells (×104) 

+ + − − 2.74±0.27 

+ − + − 4.13±0.20 

+ − − + 5.03±0.34 

− + + − 3.92±0.56 

− + − + 4.97±0.97 

− − + + 2.62±0.10 

− − − − 1.17±0.13 

+ + + + 5.13±0.97 

10% FBS 5.15±0.16 

+: addition; −: no addition; n=3, results are expressed as mean 
value ± standard deviation. 
 

结果表明, bFGF 或 EGF 联合氢化可的松对于促

细 胞 增 殖 的 作 用 最 明 显 , 获 得 细 胞 数 分 别 为

(5.03±0.34)×104 和(4.97±0.97)×104, 接近于 CDSFM

和 SCM 组。 

2.4  细胞周期比较 
流式细胞仪检测细胞周期(图 4), 无血清培养的

细胞 G0/G1 期、G2/M 期和 S 期所占百分比(80.31% ± 

0.58%、10.00% ± 0.56%、9.68% ± 1.08%)与有血清

培养的细胞 (75.24% ± 4.05%、9.74% ± 0.99%、

15.03% ± 4.35%)比较 , 组间均无明显差异 (n=3, 

P>0.05)。 

2.5  集落形成比较 
如图 5a 所示, 无血清扩增后的 BM-MSCs 的集

落 形 成 率 为 (12.67%±4.04%), 低 于 有 血 清 组

(28.00%± 2.00%), 二者比较差异显著(n=3, P<0.01)。

随着无血清培养代次的增加, 细胞的集落形成能力

略有下降, 培养了 2 代、3 代后细胞的集落形成率分

别为(11.00% ± 2.64%)、(7.50% ± 1.73%), 而有血清

组则维持在 28%左右。等渗结晶紫染色细胞集落, 可

见有血清组细胞的集落尺寸较无血清培养组大(图 5b)。 
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图 4  BM-MSCs 在 CDSFM 和 SCM 中的细胞周期比较 
Fig. 4  Comparison of cell cycle of BM-MSCs expanded in CDSFM and SCM. 
 

 

 

图 5  BM-MSCs 经 CDSFM 和 SCM 扩增后的集落形成

比较 
Fig. 5  Colony-forming of BM-MSCs cultured in CDSFM and 
SCM. a: colony-forming efficiency for 3 passages; b: 
representative crystal violet staining of BM-MSCs colonies; 
n=3, *P<0.05, **P<0.01. Error bars represent standard 
deviations. 
 

2.6  成骨分化比较 
经过无血清或有血清培养扩增后的骨髓间充质

干细胞在成骨诱导培养基中诱导 3 d 后均可见钙结

节形成, 14 d 后茜素红染色呈阳性(图 6), 箭头所示

为阳性区域。 

 

图 6  BM-MSCs 经 CDSFM 和 SCM 扩增后的成骨分化

比较 
Fig. 6 Osteogenesis of BM-MSCs after expanded in CDSFM 
and SCM at day 14 (×100). The phase contrast images of 
BM-MSCs grown in (a) CDSFM and in (d) SCM. Calcium 
nodules formation in osteogenesis of BM-MSCs expanded in (b) 
CDSFM and (e) SCM. Alizarin red staining of calcium nodules 
in osteogenesis of BM-MSCs expanded in (c) CDSFM and (f) 
SCM. 
 

钙试剂盒检测细胞外钙沉积的结果见图 7, 无

血清组钙含量(2.08±0.03) μmol/106 cells 较有血清组

(2.29±0.02) μmol/106 cells 略低, 二者相比差异较显

著(n=3, P<0.05)。 

2.7  脂肪分化比较 
如图 8 所示, 骨髓间充质干细胞在成脂肪诱导

过程中 , 随着诱导时间的延长 , 细胞形态逐渐变得

宽大扁平 , 扩增速度变慢 , 胞内开始逐渐积聚大量

镜下可见的脂滴。诱导 14 d 后, 油红-O 染色呈阳性, 

箭头所示为阳性区域。 

胞内的油红经异丙醇萃取后, 在 510 nm 下测

定吸光度, 对脂滴进行定量分析(图 9)。无血清组的

油 红 含 量 略 高 于 有 血 清 组 , 二 者 差 异 较 显 著

(P<0.05)。 
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图 7  BM-MSCs 经 CDSFM 和 SCM 扩增后的成骨诱导

14 d 后钙含量定量分析 
Fig. 7  Calcium content of BM-MSCs constructs in osteo-induced 
(osteogenesis) and complete media (control) at day 14. n=3, 
*P<0.05. Error bars represent standard deviations. 

 

图 8  BM-MSCs 经 CDSFM 和 SCM 扩增后的成脂肪分

化比较 
Fig. 8  Adipogenesis of BM-MSCs after expanded in CDSFM 
and SCM at day 14 (×100). The phase contrast images of 
BM-MSCs grown in (a) CDSFM and (d) SCM. Adipocyte 
lipid-vacuole formation in adipogenesis of BM-MSCs expanded 
in (b) CDSFM and (e) SCM. Oil red-O staining of lipid-vacuole 
in adipogenesis of BM-MSCs expanded in (c) CDSFM and (f) 
SCM. 

 

图 9  BM-MSCs 经 CDSFM 和 SCM 扩增后的成脂肪诱

导 14 d 油红-O 染色定量分析 
Fig. 9  Adipocyte lipid-vacuole quantitative analysis of BM- 
MSCs after expanded in CDSFM and SCM at day 14. n=3, 
*P<0.05. Error bars represent standard deviations. 

3  讨论 

骨髓间充质干细胞因其具有多向分化潜能和免

疫调节功能, 成为组织工程良好的种子细胞。目前, 

体外扩增 BM-MSCs, 不论是实验研究还是临床应

用 , 通常在基础培养基中添加胎牛血清 , 这被认为

是培养 BM-MSCs 的最佳条件[3]。但是使用动物血清

具有两面性, 一方面血清含大量的蛋白、丰富的营

养成分、细胞因子、微量元素以及贴壁因子等, 能

很好地支持细胞的生长; 另一方面, 血清的生物安

全性受到人们普遍质疑, 其可能含有动物来源的病

原体 , 在生产临床级别的人用细胞产品时 , 理论上

会导致这些病原体的传播。此外, 细胞的吞噬作用

使牛血清中的蛋白分子细胞内在化, 当进行细胞移

植时将导致宿主产生免疫反应 [7], 因而本研究旨在

构建一种化学成分明确的、适合骨髓间充质干细胞

生长的无血清培养体系, 以避免这些潜在的威胁。 

骨髓间充质干细胞无血清体外扩增, 要解决 2
个关键问题: 促进细胞贴壁和增殖。在早期关于骨

髓间充质干细胞无血清培养的研究中, 往往通过有

血清培养贴壁完全后, 更换为无血清培养基进行培

养[4], 这样会残留血清成分, 具有潜在的危险。在本

研究中, 通过在培养基中添加或者在培养介质表面

预铺一层胶原, 可以有效地促进细胞贴壁。在无血

清培养中 , 由于培养皿表面铺有一层胶原 , 有利于

细胞贴壁铺展, 因而无血清培养中飘浮的细胞少于

有血清培养。由图 2 生长曲线可见无血清培养的延

滞期较长, 说明细胞需要较长的时间适应无血清环

境 , 而在有血清培养中 , 部分贴壁较早的细胞可能

开始增殖, 计算接种 24 h 后细胞的贴壁率, 无血清

组(50.50%±6.36%)低于有血清组(57.50%±5.30%), 
因而需要进一步考察 BM-MSCs 在无血清环境中   
24 h 内的贴壁动力学。对于促进细胞增殖, 主要通

过生长维持、损伤保护和刺激增殖来实现。生长维

持主要通过补充氨基酸和 SITE 来实现, SITE 是各种

动物细胞的无血清培养基中必需组分, 对细胞在无

血清条件下生长的维持至关重要 [8]。血清白蛋白、

还原型谷胱甘肽、β-巯基乙醇等可以保护细胞在无

血清环境中免受各种毒素和氧化损伤。 
为了促进骨髓间充质干细胞增殖, 本研究所采

用的无血清培养基在基础培养基添加蛋白、微量元

素和抗氧化剂的基础上, 进一步添加了在有血清培
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养中能刺激骨髓间充质干细胞增殖并维持其干细胞

特性的物质。在有血清培养中, bFGF 和地塞米松能

够促进骨髓间充质干细胞集落形成和增殖, 维持成

骨分化潜能[9]。此外, EGF 也被认为是骨髓间充质干

细胞集落形成所必需的[10]。关于氢化可的松影响细

胞增殖的报道较少, Paulsen 等[11]在化学成分明确的

培养基中添加氢化可的松, 用来维持鸡和鼠的间充

质细胞高密度培养。Ye 等[12]在有血清培养造血祖细

胞的培养中也添加了氢化可的松。考虑到无血清培

养基的成本, 本研究仅选取 bFGF 和 EGF 这两种文

献报道较多的生长因子, 以及氢化可的松和地塞米

松这 4 种添加剂, 考察它们对骨髓间充质干细胞的

促增殖作用。实验结果表明这 4 种添加剂均能在无

血清培养环境中促进骨髓间充质干细胞增殖(数据

未显示)。 

为了进一研究这 4 种添加剂对骨髓间充质干细

胞增殖的促进作用, 并假设各添加剂不独立发生作

用, 而是受到其他添加剂的影响, 对 bFGF、EGF、

氢化可的松和地塞米松进行因子分析。结果表明 , 

bFGF 或 EGF 与氢化可的松联合使用能够显著地刺

激骨髓间充质干细胞增殖, 这与刘继贤等报道[13]的

脐 血 间 充 质 干 细 胞 无 血 清 培 养 的 结 果 相 似 。

Mansukhani 等[14]认为 FGF 与其受体(FGFR)结合后, 

通过激活丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)旁路 , 促进

细胞增殖。Bianchi 等[15]认为 FGF-2 在骨髓间充质干

细胞的培养中选择了端粒较长的亚群, 因而在培养

基中添加 FGF-2, 表现出其增殖能力的提高。EGF

则通过与 EGFR 结合 , 激活细胞外信号调节激酶

(ERK)和蛋白激酶(AKT)途径, 促进骨髓间充质干细

胞增殖[16]。Almawi 等[17]研究表明糖皮质激素能够促

进生长因子受体表达, Scutt 等[9]发现在有血清培养

中, bFGF 和地塞米松联合使用能促进骨髓间充质干

细胞增殖和成骨分化。本研究表明 bFGF 或 EGF 和

氢化可的松的联合使用在无血清培养中促增殖效果

更好, 下一步的研究重点将是考察氢化可的松是否

可能通过促进 bFGFR 和 EGFR 表达来协助生长因子

刺激骨髓间充质干细胞增殖。 

本研究所采用的无血清培养基在体外扩增骨髓

间充质干细胞, 尽管平均倍增时间(42.6 h)较有血清

时间(35.8 h)长, 但远低于 Marshak 等[18]建立的无血

清培养基(96 h), 且与有血清组对照, 培养液中飘浮

的死细胞较少, 最终经 10 d 培养, 无血清组获得较

高的细胞扩增倍数。在连续传代培养中, 无血清培

养的细胞在前 3 代能保持较高的增殖能力。但随着

代次的增加 , 无血清培养的细胞增殖能力有所下

降。4 代以后, 无血清培养的细胞增殖能力已不如有

血清培养, 但经过 5 代的无血清培养, 细胞扩增了

1000 倍, 而在 Lennon[4]和 Marshak[18]等的研究中并

无传代培养的数据描述。 

经无血清扩增的骨髓间充质干细胞 80%以上处

于 G0/G1 期, 略高于有血清组, 但组间无明显差异, 

符合干细胞的慢周期特性。但前者集落形成率仅为

有血清组的一半, 表明该无血清培养基中可能还缺

乏促进集落形成的细胞因子。因此, 培养基组分和

各组分的有效浓度还需进一步优化, 以促进干细胞

的自我更新。 

经过成骨和成脂肪诱导 14 d 后, 茜素红和油红

-O 染色均呈阳性, 表明无血清培养基扩增后的骨髓

间充质干细胞能够分化成成骨和脂肪细胞。同时 , 

无血清组成骨诱导后的胞外钙基质沉积略低于有血

清组, 而成脂肪诱导后脂滴附着的油红则略高于有

血清组。经无血清培养扩增的骨髓间充质干细胞其

分化能力在不同方向上有何变化, 还需进一步的实

验验证。 

本研究表明, 该无血清培养基能够在体外进行

骨髓间充质干细胞的扩增, 扩增后的细胞仍能保持

其干细胞特性, 包括慢周期特性、自我更新能力(集

落形成能力)以及多向分化潜能。 
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