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摘 要:目的 在二维、三维培养体系中探讨骨髓间充质干细胞(BMSCs)分裂、增殖的特性,为构建组织工程提供足够

的种子细胞。方法 密度梯度离心结合全骨髓贴壁法培养BMSCs,采用流式细胞仪检测细胞表面标志;将壳聚糖、β-
甘油磷酸钠及羟乙基纤维素按比例混合制备三维支架。选取第3代骨髓间充质干细胞分别在传统二维培养体系以及在

三维支架上接种培养2周。倒置相差显微镜下连续观察细胞形态变化的特征,收集细胞支架复合物行苏木精-伊红染

色,并通过扫描电镜观察BMSCs的超微结构。结果 传统二维条件下BMSCs培养2d,贴壁细胞开始展开,呈长梭形,3
d后细胞以集落样方式分布,出现许多圆、亮的细胞,呈“放气球样”黏附于表面。在三维培养体系中,扫描电镜可观察

BMSCs呈球形,细胞贴附于支架纤维上生长;HE染色可见大量圆形的细胞沿着支架纤维生长。结论 在三维培养体系

中,支架、胶冻状物质、BMSCs、相关的细胞因子共同构成三维培养体系的微环境,与BMSCs共培养具良好的组织相容

性,BMSCs表现出活跃的增殖能力。
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  骨髓间充质干细胞(bonemarrowmesenchymalstemcells,
BMSCs)作为组织工程研究中最常用的种子细胞,拥有容易获

得,具有高度增殖能力及多向分化潜能等优势[1]。组织工程的

三大要素包括种子细胞、三维支架和细胞生长因子[2]。三维支

架有利于种子细胞的粘附生长,其形态、结构、机械力、材料性

质等与干细胞的生长有密切关联,能够为组织的形成提供支

撑。近年来,如何获取数量更多、纯度更高,保持干细胞特性的

BMSCs,越来越成为科学家们研究的焦点。本研究将BMSCs
作为种子细胞,分别在传统的二维培养体系和三维培养体系进

行培养,通过比较两种微环境下BMSCs的生长情况,分析、评
价BMSCs在二维、三维培养体系中分裂增殖的能力,探讨构建

组织工程所需的种子细胞的途径。
1 材料和方法

1.1 实验动物 SPF级SD乳鼠30只,体质量8~15g,雌雄

不拘,由广西医科大学实验动物中心提供。实验过程中对动物

的处置符合中华人民共和国科学技术部2006年颁布的《关于

善待实验动物的指导性意见》标准[3]。
1.2 主要试剂及仪器 低糖DMEM 培养基、高糖DMEM 培

养基、胎牛血清(美国 Hyclone公司),JSM-T300型扫描电子

显微镜(日本JEOL公司),超净工作台(苏州净化,ST-CT-
1F型),CO2 恒温恒湿培养箱(新加坡ESCO公司,CCL-170B
-8),倒置相差显微镜(Olympus)。
1.3 方法

1.3.1 BMSCs的分离和培养 采用全骨髓贴壁培养法培养

BMSCs,并用流式细胞仪对培养的BMSCs进行鉴定。选取第

三代生长良好的BMSCs,在倒置相差显微镜下观察细胞的形态

变化规律。
1.3.2 BMSCs的鉴定 选第三代BMSCs,以胰蛋白酶和ED-
TA混合消化液消化,离心弃上清收集细胞,以PBS重悬,1000
r/min,离心5min,PBS漂洗2次制成细胞悬液,细胞计数板调

节密度为1×107 个/毫升,分别将细胞悬液转移至流式细胞仪

检测管中,加抗体CD34、CD45、CD29、CD90,4℃避光孵育30
min,PBS漂洗2次,1000r/min,离心5min,添加500μlPBS
吹打混匀,流式细胞仪检测。
1.3.3 三维支架的制备 ①壳聚糖溶液:在浓度为2%的100
ml乙酸中充分溶解2g壳聚糖,高压灭菌消毒,低温保存备用。

②β-甘油磷酸钠溶液:在10mlL-DMEM 培养液中溶解β-
甘油磷酸钠粉末3.5g,形成35%β-甘油磷酸钠溶液,0.22
μm滤膜过滤,4℃冰箱保存备用。③羟乙基纤维素溶液:0.25
g羟乙基纤维素经过紫外线照射连续灭菌24h。充分溶解于

10mlL-DMEM培养基中,4℃冰箱保存备用。④将2%壳

聚糖、35%β-甘油磷酸钠、2.5%羟乙基纤维素按照8∶3∶2.5
的体积比在室温下混合成液态(pH=7.2),然后浇注于24孔板

中,放置到37℃培养箱中30min左右即可凝结。⑤构建三维

微环境培养体系:三维支架在培养基里浸泡24h,使用前吸干

培养基备用。选取生长良好的第3代BMSCs,调整细胞密度为

1×106/mm3 的细胞悬液,每孔加入0.1ml,在三维支架中接

种。放入体积分数为5%CO2、37℃孵箱内进行连续培养。倒

置相差显微镜、HE染色方法、扫描电镜观察并拍照。
2 结果

2.1 BMSCs的 鉴 定 流 式 细 胞 仪 检 测 结 果 显 示,BMSCs
CD34的阳性率为0.25%,CD45的阳性率为0.21%,CD90的

阳性率为98.20%,CD29的阳性率为98.9%。
2.2 二维培养体系 培养24h可见圆形或卵圆形细胞贴壁;
BMSCs培养2d后,已贴壁的细胞慢慢出现伸展,呈短杆状、长
梭形;3d后大量细胞开始聚集,形成集落,细胞折光性好,胞浆

丰富,许多又圆又亮的细胞出现在贴壁细胞上方(见图1),第7
d后,BMSCs开始老化,形态发生明显改变。
2.3 三维培养体系 通过倒置相差显微镜观察,BMSCs48h
内生长缓慢,72h后球形细胞逐渐增多,折光性良好,细胞紧密

贴附于三维支架纤维和孔隙中。培养5d后,细胞生长旺盛,呈
“8”、“品”字形增殖。培养14d,少量细胞开始变形、拉伸,大部

分细胞依旧保持低分化的状态(见图2)。对支架-细胞复合物

进行苏木精-伊红染色,BMSCs贴附生长,分布于支架纤维及

孔隙中(见图3)。扫描电镜显示支架呈多层立体、纤维互相交

错盘结的结构,孔隙直径在5.46~16.71μm,还可见部分细胞

呈串珠状,蟠曲围绕于支架纤维,吸附于凹凸不平的支架表面。
3 讨论

BMSCs具有多向分化潜能[4],具有易于获得、分离简便、免
疫原性低等优点,在不同的诱导条件下可以分化为许多不同的
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    图1      图2       图3
图1 BMSCs呈“放气球样”黏附于表面(×10);图2 BMSCs
在三维支架上为球形,保持活跃增殖能力(×2000);图3 HE
染色可见支架呈网状结构,BMSCs呈圆形,处于支架纤维的孔

隙内(×40)

组织,如骨[5]、软骨[6]、肝[7]等,其高度增殖能力可满足组织工

程种子细胞的需要。本实验以BMSCs为种子细胞,采用全骨

髓贴壁法,在传统的二维培养体系和三维培养体系中进行体外

培养,探讨两种微环境对BMSCs生物学特性的影响。实验表

明,采用壳聚糖、β-甘油磷酸钠为原料,羟乙基纤维素为交联

剂制备的三维支架为纵横交错的网格纤维样结构,纤维间孔隙

内含无色透明胶冻样物质。将BMSCs接种于三维支架中,细
胞不仅沿着支架纤维表面黏附生长,还渗入孔隙内的胶冻状物

质。干细胞有对称分裂和不对称分裂两种形式,与三维支架联

合培养的BMSCs,大部分细胞在培养过程中以对称分裂方式为

主,分裂增殖活跃,细胞数量迅速增加。提示以壳聚糖为主要

原料配制形成的三维支架,细胞毒性低,理化性质稳定,并且

BMSCs与支架生物相容性良好。三维支架是提供BMSCs生长

的良好载体,有利于促进BMSCs粘附、分裂、增殖。在传统二

维培养体系中,BMSCs培养虽贴壁生长,并在第3d开始大量

增殖,但二维培养体系不足以模拟体内三维微环境,因此在培

养10d后细胞开始变形,胞浆宽大呈扁平状。干细胞具有“环
境依赖性分化”特性[8],细胞的分裂或分化,与其所在的微环境

有密切的关系。微环境中的细胞、细胞外基质、细胞因子、蛋白

等对干细胞的分化有一定的影响。将BMSCs在两种微环境中

的培养进行对比,传统二维培养体系存在BMSCs纯度较低、易
分化等问题。在三维培养体系中,支架、胶冻状物质、BMSCs、
相关的细胞因子共同构成三维培养体系的微环境,与BMSCs
共培养具良好的组织相容性,BMSCs表现出活跃的增殖能力。
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SOX2在成年小鼠室周器官细胞的表达及其意义
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摘 要:目的 探讨SOX2在成年小鼠室周器官(CVOs)细胞的表达及其意义。方法 应用免疫组织化学法检测成年

C57BL/6小鼠脑CVOs细胞中SOX2的表达情况。结果 SOX2在最后区(AP)、正中隆起(ME)、穹窿下器(SFO)、联合

下器(SCO)和脉络丛(ChP)细胞均有强表达,且室管膜上皮细胞几乎都100%阳性表达SOX2,除SCO外,CVOs表达

SOX2阳性的细胞数量明显少于侧脑室的室下区表达SOX2阳性的细胞数量(P<0.05)。结论 在成年小鼠脑CVOs
分布有大量的SOX2阳性细胞,表明成年小鼠CVOs可能存在具有增殖和分化潜能的神经干细胞和/或神经祖细胞。
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  SOX2属于SOX(sry-relatedHMGbox)基因家族中的一
员,定位在染色体的3q26.3-q27位点上。它是一种高度保守
的转录因子,具有调节胚胎干细胞自我更新的作用,是目前研
究发现的唯一对维持胚胎干细胞分化潜能起重要作用的SOX
基因,也是诱导成体细胞成为多能干细胞的一种关键因子[1-2]。
从胚胎到成年,SOX2在中枢神经系统(centralnervoussystem,
CNS)中的多能神经干细胞中持续表达,从而可以将SOX2作为
分辨神经干细胞和神经祖细胞的生物标志物[3]。而成年脑的

许多部位,如大脑皮层、小脑、脊髓等存在有神经干细胞和/或
神经祖细胞,可以增殖分化为神经元和/或胶质细胞[4-5]。室周
器官(circumventricularorgans,CVOs)是位于第三、第四脑室室
壁上的微小器官,由特化的室管膜细胞组成,血脑屏障缺乏,其
主要功能是参与调节脑脊液分泌、传递脑与脑脊液和血液之间
的信息,包括终板血管器(organumvasculosumoflaminatermi-
nalis,OVLT)、穹窿下器(subfornicalorgan,SFO)、正 中 隆 起
(medianeminence,ME)、联 合 下 器 (subcommissuralorgan,

—653—

2014年             右江民族医学院学报              第3期


