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小鼠骨髓间充质干细胞的培养尧 鉴定和 Survivin的
表达研究

周青松袁 苟 欣*

（重庆医科大学 附属第一医院 泌尿外科，中国重庆 400016）

摘 要院 为培养及鉴定小鼠来源骨髓间充质干细胞袁 并测定细胞中 Survivin的表达情况袁 采用全骨髓培养法
获取骨髓间充质干细胞袁 绘制生长曲线袁 流式细胞仪检测细胞表面标志物袁 行成骨尧 成脂检测袁 RT鄄PCR测定
Survivin 表达情况. 结果表明培养出的细胞呈长梭状成纤维细胞样袁 经流式细胞仪检测细胞表面高表达
CD29尧 CD34尧 CD44尧 SCA鄄1袁 低表达 CD117曰 细胞曲线显示传代细胞培养 1~3 d生长缓慢袁 第 4 d生长加快
并于第 7 d达到高峰曰 成骨诱导 20 d经茜素红染色呈红色结节袁 成脂诱导 14 d油红 O染色显示有大量脂质
沉淀曰 RT鄄PCR结果显示 Survivin mRNA阳性表达. 经全骨髓培养法可以培养出大量骨髓间充质干细胞袁 同时
survivin在小鼠骨髓间充质干细胞中正常表达袁 提示可能参与骨髓间充质干细胞抗凋亡过程.
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Abstract：To culture and identify mice bone marrow mesenchymal stem cells（BMSCs），and to detect the
expression of Survivin，BMSCs by whole bone marrow adherence method was adopted，charted the growth
curves of the passage BMSCs，the specific surface markers were detected by flow cytometry（FCM），
osteogenic and adipogenic induction was performed on BMSCs，expression of Survivin mRNA in BMSCs
determined by RT鄄PCR. The results showed that the cells displayed fusiform shape as fibroblasts，the
surface highly express CD29，CD34，CD44，SCA鄄1，lowly express CD117；the growth curve showed that
cells grew slowly in the first three days，then growth accelerated and reached the top at the seventh day；
after 20 days of osteogenic induction，alizarin red stain showed that alizarin red was positive in cells，and
after 14 days adipogenic induction，oil red O stain showed that lipide sediment existed；Survivin mRNA
was positive in BMSCs by RT鄄PCR. So BMSCs can be cultured abundantly by whole bone morrow
adherence method，and expression of Survivin is positive，and indicating that Survivin may participate in
the anti鄄 apoptotic of BMSCs.
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间充质干细胞（mesenchymal stem cells，MSCs）
具有强大的增殖和多向分化的能力，尽管间充质

干细胞最初是从骨髓中提取出来咱1袁2暂，但随后在许
多组织中相继发现和分离出间充质干细胞，如脂

肪组织咱3暂、脐带血咱4~7暂、外周末梢血咱8袁9暂、骨骼肌咱10暂

等等. 正是由于间充质干细胞有强大的增殖和多
向分化能力，让其在多方面、多领域有着广泛的

应用，诸如Wakitani等研究显示间充质干细胞的
植入在一定程度上改善了软骨组织的再生咱11袁12暂、
Trinity J. Bivalacqua 等研究表明在海绵窦内单独
注射间充质干细胞或者 eNOS鄄MSC 能显著增强
内皮来源的 NO的合成同时还能改善神经源性勃
起功能障碍咱13暂. 但是在体内的增殖能力有限限制
了其在科研上面的应用咱14暂.

Survivin基因是近年来发现的凋亡抑制蛋白
（inhibitor of apoptosis protein，IAP）家族最小成员，
具有强大的抗凋亡以及调节细胞增殖功能咱15暂. 国
内鲜有骨髓间充质干细胞中 Survivin的表达的报
道. 因此我们培养小鼠骨髓间充质干细胞并测定
其中 Survivin表达情况，以期找到 Survivin 在骨
髓间充质干细胞中的生物学作用.
1 材料与方法

1.1 材料

4耀6 周龄 SPF级健康雌性 C57BL / 6 小鼠购
自于重庆医科大学实验动物研究中心；LG鄄
DMEM细胞培养基购自美国 Hyclone公司；胰蛋
白酶、优质胎牛血清购自美国 Gibco公司；C57
BL / 6骨髓间充质干细胞成骨诱导分化完全培养
基、成脂诱导分化完全培养基 A、成脂诱导分化
完全培养基 B、中性甲醛、油红 O 储液、茜素
红染液购自 Cyagen 公司；流式抗体均为
Biolegend产品；TRI REAGENT购自美国 MRC公
司；RQ1 RNase鄄Free Dnase购自美国 Promega公司；
RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit，Taq
DNA Polymerase，dNTP Mix，GeneRulerTM 100 bp
DNA Ladder购自美国 Fermentas公司.
1.2 方法

1.2.1 小鼠骨髓间充质干细胞的分离及培养

采用全骨髓培养法培养骨髓间充质干细胞，

无菌条件下完整取出 C57BL / 6 小鼠双侧股骨、
胫骨，1 mL注射器吸取无血清的 LG鄄DMEM 培
养液并反复冲洗骨髓腔制备骨髓细胞，1 500 g
离心 8~10 min后弃上清，加入 5 mL含 10%胎牛

血清、100 U / mL 青霉素、100 mg / L 链霉素的
LG鄄DMEM完全培养液重悬前体细胞，用巴氏管
吹打混匀后接种至塑料培养瓶内，将培养瓶放入

37 益、5% CO2的培养箱培养，首次换液于 48 h
后去除非贴壁细胞，以后每隔 3 d更换一次培养
液，待细胞融合到 80%~90%时用 1%胰酶消化，
按 1 颐 2比例传代培养. 取第 11代细胞进行相关
实验.
1.2.2 小鼠间充质干细胞形态学观测

在倒置显微镜下观察原代及传代细胞骨髓

间充质干细胞的形态及结构.
1.2.3 传代细胞生长曲线的绘制

消化一瓶细胞，计数. 按每孔 2伊104的细胞
量种植到 12孔板中，每天消化计数一次，一共
计数 8 d.
1.2.4 流式细胞仪检测 DC表面分子的表达

收集细胞，250 g 离心 4 min 后弃去上清 .
以 Buffer溶液重悬，吸取 100 滋L细胞悬液（约
3.0伊105个细胞）加入 Ep管内. 按量加入抗体，
避光孵育 30 min. 每样品管加入 1.5~2 mL Buffer
溶液，250 g 离心 4 min后弃去上清. 每样品管
加入 300 滋L Buffer 溶液重悬，FACScan 流式细
胞仪进行检测.
1.2.5 向成骨细胞诱导分化

待细胞达到 80%~90%融合时，吸去旧培养
液，常规消化后以 1伊105接种于 6孔板中，加入
每孔 2 mL的 C57BL/6骨髓间充质干细胞完全培
养基，放入 37 益，5% CO2孵箱中培养 1 d. 诱
导组加入每孔 2 mL 的成骨诱导分化完全培养
基，对照组加入等量完全培养液. 每 3 d换液一
次，2~3周后，进行茜素红染色.
1.2.6 向成脂细胞诱导分化

待细胞达到 80%~90%融合时，吸去旧培养
液，常规消化后以 1伊105接种于 6孔板中，加入
每孔 2 mL的 C57BL/6 骨髓间充质干细胞完全培
养基，放入 37 益，5% CO2孵箱中培养 1 d. 待细
胞达到 100%融合时，吸去旧培养液，加入每孔
2 mL的成脂诱导完全培养基 A开始诱导，3 d后
更换为成脂诱导完全培养基 B，维持 24 h后，再
次更换为成脂诱导完全培养基 A，如此进行 3个
循环，对照组加入等量完全培养液. 14 d后进行
油红 O染色.
1.2.7 RT鄄PCR检测 Survivin的表达情况

根据 GenBank 上报道的小鼠 Survivin 序列
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图 2 传代骨髓间充质干细胞的生长曲线
Fig.2 Growth curves of the passage bone marrow mesen鄄
chymal stem cells

图 1 光镜下骨髓间充质干细胞形态观察
Fig.1 Observation of BMSCs by microscope
（A）2 d，伊100；（B）8 d，伊100；（C）P11伊100.

（NM鄄009689）设计一对引物，上游序列 5忆鄄CTGG
GAACCCGATGACAACCC鄄3忆，下游序列 5忆鄄GCAG
CCAGCTGCTCAATTGACT鄄3忆，产物长度 222 bp；
以 三 磷 酸 甘 油 醛 脱 氢 酶（Glyceraldehyde鄄3鄄
phosphate dehydrognase，GAPDH）作为内参，引
物上游序列 5忆 鄄 TCG TCC GGT AGA CAA AAT
GG鄄3忆，下游序列 5忆鄄 GAG GTC AAT GAA GGG
GTC GT 鄄3忆，产物长度 130 bp. 按照试剂说明书提
取 RNA后逆转录为 cDNA，PCR反应体系：10 伊
Taq Buffer with （NH4）2SO4 3 滋L；2 mmol/L dNTP
Mix 3 滋L；25 mmol / L MgCl2，2 滋L；10 滋mol / L
上游引物，1.5 滋L；10 滋mol / L下游引物 1.5 滋L；
Taq DNA Polymerase，1.5 U；cDNA template，
0.6 滋L （0.01~1 滋g）；补加水至总体积 30 滋L；
PCR条件：94 益 3 min，94 益 30 s，60 益 1 min，

72 益 1 min，30个循环，4 益保存. 反应结束后，
所有 PCR产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳、溴化乙
啶染色鉴定，应用 BIO鄄RAD系统进行分析.
2 结果

2.1 小鼠骨髓间充质干细胞的分离尧培养结果
刚接种的骨髓间充质干细胞呈圆形，单细胞

分布. 48 h后见细胞基本贴壁，有集落形成，进
行第一次换液（图 1A）. 换液后清除悬浮细胞，
骨髓间充质干细胞开始贴壁生长，约第 8 d 左
右，细胞铺满瓶底（图 1B）. 传代后细胞依然贴
壁生长，但生长较原代迅速，第 3代时可见细胞
以梭形为主. 传代至第 11代仍可见细胞生长旺
盛，呈长梭、漩涡状排列（图 1C）.

（A） （B） （C）

2.2 传代小鼠MSCs生长曲线结果
传代细胞培养前 3 d细胞生长缓慢，甚至第

1 d细胞数比接种时少，但自第 4 d起细胞生长
迅速，到第 7 d时达到高峰，见图 2.

2.3 MSCs流式细胞检测结果
流式细胞仪检测结果显示小鼠 MSCs表面高

表达 CD34、CD29、CD44、SCA鄄1，表达率分别
为 99.95%、97.19%、86.90%、99.16%；低表达
CD117，表达率为 14.65%，见图 3.
2.4 MSCs成骨诱导分化结果

诱导约 7 d细胞呈多角形，胞质内细胞颗粒
增多；13 d，胞质内充满颗粒，细胞呈集落样生
长，细胞间可见钙质沉积；17 d，细胞结节中心
的细胞逐渐融合失去细胞结构，钙结节形成明

显，20 d，经茜素红染色呈红色结节，见图 4.
2.5 MSCs成脂诱导分化结果

成脂诱导 72 h后，镜下观察可见细胞立体
感增强，细胞内有小脂滴出现，约一周后脂滴数

量增加并相互融合，细胞由长梭形变为圆形或多

边形，油红 O染色显示有大量脂质沉淀，见图 5.
2.6 RT鄄PCR检测 Survivin的表达情况

BIO鄄RAD 凝胶图像扫描结果显示，200 bp
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图 6 MSCs中 Survivin的表达
Fig.6 Expression of Survivin in BMSCs
1：Survivin；M：Marker；2：GAPDH.

图 5 油红 O染色渊伊100冤
Fig.5 Oil red O stain渊伊100冤

图 4 茜素红染色（伊100）
Fig.4 Alizarin red stain（伊100）

图 3 BMSCs表型分析
Fig.3 The analysis of BMSCs爷s phenotypes
（A）Control；（B）CD34 PE；（C）CD29 PE；（D）CD44 FITC；（E）SCA鄄1；（F）CD117 FITC.

附近的目的条带和 130 bp附近的内参条带与实
际设计的 Survivin 基因（222 bp）和 GAPDH 基因

（130 bp）大小相一致，见图 6.

3 讨 论

自从 Friedenstein咱1暂等于 1968年第一次就间
充质干细胞进行描述以来，在其后的几十年里间

充质干细胞受到了广泛的关注，关注点不仅着重

于其多向分化的能力，还就起免疫抑制和组织工

程方面进行了广泛的研究. 虽然间充质干细胞具
有强大的增殖能力，但由于其在体内含量只占骨

髓中有核细胞的十万分之一咱16暂，且在体内的增殖
能力有限咱14暂，严重限制了间充质干细胞在科研中
的应用，因此，建立一种高效的体外、体内增殖

方法就显得尤为重要.
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现在骨髓间充质干细胞的培养主要有全骨髓

培养法、密度梯度离心法、流式细胞仪分离法、

免疫磁珠法咱17暂. 本实验选取全骨髓培养法进行骨
髓间充质干细胞的培养，既避免了密度梯度法对

细胞定性分化和活力的影响，又避免了流式细胞

仪分离法和免疫磁珠法对细胞活性的损害. 全骨
髓培养法几乎可以保留所有的骨髓前体细胞，还

能提供细胞生长所需要的细胞因子. 利用骨髓间
充质干细胞贴壁生长的特性，在以后的换液过程

中逐步清除悬浮细胞以达到纯化的目的. 本实验
的结果也说明此方法的可行性，在刚接种的 48 h，
可见既有贴壁也有悬浮细胞，到第 8 d几乎所有
都是贴壁细胞. 传代至 11代仍可见细胞生长速
度快，在 7~8 d达到峰值. 进行成骨、成脂诱导实
验测定显示所培养的MSCs能很好的分化为成骨、
成脂细胞，同时流式细胞分析可以发现，细胞表

面高表达 CD34、CD29、CD44、SCA鄄1，低表达
CD117，这与 Alexandra Peister咱18暂等研究结果一致.

Survivin是 IAP家族中最小成员，能编码产
生一个由 142个氨基酸组成的相对分子量为 16.5
kD的蛋白，具有强大的抗凋亡和调节细胞增殖
功能 咱15暂. 其调节细胞凋亡的功能主要通过抑制
线粒体依赖途径的 capase鄄3、capase鄄7、capase鄄9
等的激活、与周期蛋白激酶 Cdk4、p34cdc2相互
作用阻断凋亡信号的转导等途径而抑制细胞凋

亡咱19暂. 随着检测技术的进步，我们不仅可以在各
种胚胎、肿瘤等具有增殖能力的组织中检测到

Survivin咱20暂，同时还在部分正常分化成熟的组织和
细胞中检测到 Survivin的表达咱21暂. 本实验通过RT鄄
PCR技术的测定显示在 MSCs中 survivin也正常
表达，表明 Survivin可能参与到骨髓间充质干细
胞的生物学行为中.

本研究通过对骨髓间充质干细胞的培养、鉴

定说明全骨髓培养法在体外可以获得增殖能力

强、数目多、纯度高的间充质干细胞，但骨髓间

充质干细胞在体内有限的增殖能力限制了其在

科研上面的应用咱14暂. Survivin在 MSCs中的表达为
我们提供了一种可能，利用其抗凋亡的特性，通

过载体转入细胞中让其高表达，使 MSCs在体内
存活时间延长，可以有效的增加病灶细胞浓度，

以达到治疗的目的，但仍需进一步的实验证实.
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