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骨髓基质干细胞 - 80 ℃保存的初步研究
蓝旭 ,文益民 ,葛宝丰 ,刘雪梅
(解放军兰州军区总医院脊柱外科 ,甘肃 　兰州 　730050)

　　【摘要 】　目的 :探索适合于人骨髓基质干细胞 - 80 ℃冷冻保存的条件和方法。方法 :体外分离培养人骨髓基质

干细胞 ,以含不同浓度二甲亚砜的冻存液和不同细胞浓度 - 80 ℃深低温保存。3个月后复苏接种培养 ,观察细胞形

态、存活率和贴壁率 ;通过 3 H2胸腺嘧啶脱氧核苷 (3 H2TdR)掺入实验比较细胞分裂增殖能力 ; 3 H2脯氨酸 (3 H2Proline)

掺入实验检测胶原合成能力 ; RT2PCR法检测 Ⅰ型胶原和骨钙素 mRNA表达。结果 :不同二甲亚砜浓度保存骨髓基质

干细胞复苏后的细胞形态和功能有所不同 ,其中含 5%二甲亚砜冻存液组保存效果最差 , 15%组最佳。15%二甲亚砜

冻存液组复苏后骨髓基质干细胞的形态与未冻存组相似 ,存活率为 (85% ±3% ) ,贴壁率为 (81% ±5% )。骨髓基质

干细胞保持较强的分裂增殖和胶原合成能力 , Ⅰ型胶原和骨钙素 mRNA表达与 5%或 10%二甲亚砜冻存液组比较有

统计学差异 ( P < 0105)。冻存骨髓基质干细胞浓度为 (5～10) ×106 个 /m l组复苏后细胞存活率明显优于 (1～215) ×

106 个 /m l组。结论 :含 15%二甲亚砜的冻存液适合于骨髓基质干细胞长期保存 ,高浓度组骨髓基质干细胞冻存效果

优于低浓度组。
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ABSTRACT　O bjective: To exp lore the condition and method for cryop reservation of marrow stromal cells (MSCs) at

- 80 ℃. M ethods:Human MSCs were isolated, cultured and stored in cryop reservation medium of different dimethylsulfoxide

(DMSO) concentration and different concentration of MSCs at - 80 ℃ in the condition of p rofound hypotherm ia. After 3

months cryop reservation, the MSCs were thawed and inoculated for culture. The morphology, viability and attachment rate of

MSCs were observed. The p roliferative ability of MSCs was detected by 3 H2TdR incorporation test, the collagen synthesis was

studied by 3 H2Proline incorporation test, the mRNA exp ression of type Ⅰcollagen and osteocalcin was detected by RT2PCR

technique. Results: There were differences in cell morphology and function between different DMSO concentration group s for

cryop reservation of MSCs. The p reservation effect was the worst after stored in 5% DMSO group and best in 15% DMSO

group. The morphology ofMSCs stored in 15% DMSO group was sim ilar with the group without cryop reservation. The cell via2
bility rate was (85% ±3% ) and attachment rate was (81% ±5% ). MSCs kep t the better p roliferative ability and collagen

synthesis. The difference of mRNA exp ression of type Ⅰcollagen and osteocalcin was significantly as compared with 5% and

10% DMSO group. The viability rate ofMSCs in (5 - 10) ×106 /m l cryop reservation concentration was better than MSCs in (1

- 215) ×106 /m l. Conclusion: 15% DMSO cryop reservation solution is ideal for long2term p reservation of MSCs, the cryop r2
eservation effect ofMSCs in high concentration is better than that in low concentration.
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　　骨髓基质干细胞 (marrow stromal cells,MSCs)是目前组织

工程骨的主要种子细胞 ,随着骨组织工程研究的不断深入 ,迫

切需要有效的保存方法以促进组织工程骨在临床上的应

用 [ 1 ]。本实验采用含不同二甲亚枫 ( dimethylsulfoxide, DM2
SO)浓度的保存液和细胞浓度 ,在 - 80 ℃下对人骨髓基质干

细胞冷冻保存 ,从形态学和生物学方面进行比较 ,以期筛选出

合适的保存条件和方法。

1　材料和方法

111　材料和试剂 　DMSO为美国 Sigma公司产品 ;达尔伯克

氏必需基本培养基 (Dulbecco′s m inimum essential medium,

DMEM培养基 )、淋巴细胞分离液和胎牛血清为美国 Gibco公

司产品 , 经灭活过滤除菌和去支原体处理 ; 3 H2TdR 和
3 H2Proline购自中国原子能研究所 ;骨钙素 EL ISA试剂盒为美

国Dako公司产品。

112　MSCs的分离培养与诱导 　骨髓取自捐赠的 6月龄水囊

引产胚胎 ,无菌条件下穿刺抽取四肢长管骨骨髓组织 10 m l,

·457· 中国骨伤 2007年 11月第 20卷第 11期　China J O rthop & Trauma, Nov. 2007, Vol. 20, No. 11



加入含肝素的 DMEM培养液 ,混匀后加入 3 m l淋巴细胞分离

液 , 1 800 r/m in离心 10 m in,吸除中间层细胞后再离心 ,所得

细胞沉淀以 1 ×106 /m l密度接种于含 15%胎牛血清的 DMEM

培养液中 ,于 37 ℃、5% CO2 饱和湿度条件下培养。待细胞相

互融合达 90%生长面积时用 0125%胰蛋白酶消化传代培养。

细胞传至 3代时 ,移入含 10 - 8 mol/L地塞米松、50 mg/L维生

素 C和 10 - 8 mol/Lβ2磷酸甘油钠的 DMEM培养液诱导培养

3 d,诱导后的细胞表型经鉴定为成骨样细胞。以 1 ×106 /m l

密度的 MSCs接种于培养瓶中常规培养 ,基础培养液为含

15%胎牛血清 DMEM培养液。于 37 ℃、5% CO2 饱和湿度的

孵箱中培养 , 24 h后更换培养液 ,上清液离心后计数 ,计算贴

壁率 ,以后每 24 h后更换培养液 1次。

113　MSCs的冻存和复苏 　以含 15%胎牛血清 DMEM培养

液为基本冻存液 ,其中分别含 5%、10%、15%和 20%浓度的

DMSO (简称 5% DMSO 组、10% DMSO 组、15% DMSO 组和

20%DMSO组 )。将 5 ×106 个 /m l的 MSCs重悬于含 5% ～

20%DMSO的冻存液中 ,缓慢加入 ,轻轻摇匀。另以含 15%

DMSO的冻存液分别保存浓度为 (1 ×106 )、(215 ×106 )、(5 ×

106 )、(715 ×106 )、(10 ×106 ) /m l的 MSCs。具体的降温步骤

如下 :分装入 1 m l冻存管 ,室温下放置 10～15 m in,然后置于

4 ℃20 m in,以 - 1 ℃ /m in降至 - 20 ℃,保存 30 m in,再以

- 1 ℃ /m in降至 - 80 ℃,放入深低温冰箱保存。3个月后取

出冻存管 ,快速置于 37 ℃水浴 1～2 m in,震荡直至细胞悬液

完全融化。等倍缓慢稀释 ,共加入培养液 20～30 m l, 4 ℃,

30 ×g离心 3 m in,弃上清液 ,重新混悬于含 15%胎牛血清

DMEM培养液中 ,用台盼蓝拒染法计算细胞存活率。复苏

MSCs的接种培养和贴壁率计算均同未冻存的空白对照组。

114　MSCs功能检测

11411　3 H2TdR掺入实验 　不同方法冻存的 MSCs培养 24 h

细胞贴壁后 ,用无血清培养基相对同步化 ,至指数增殖期 ,每

孔中加入 37 kBq 3 H2TdR,收集细胞于玻纤滤纸 ,用闪烁仪检

测样品每分钟脉冲数 ,即 m in - 1值 ,结果以 6孔均值表示。

11412　3 H2Proline掺入实验 　不同方法冻存的 MSCs按 5 ×

104 /孔接种于 24孔培养板 ,同步化后每孔加入 016 m l培养

液 ,其中含 370 kBq 3 H2Proline,检测 m in - 1值 ,作对数转换后

行统计学分析。

11413　RT2PCR检测 Ⅰ型胶原 mRNA表达 　按 Taira等 [ 2 ]的

方法设计人 Ⅰ型胶原α1 (Ⅰ)链的上、下游引物 ,上游引物为

CTTGGTCTCGTCACAGATCA,下游引物为 CTTTTAACGTTG2
GAGGATGTGCTATTTGGC,扩增物大小为 235 bp。内对照基

因选用 β2actin,上游引物为 TAATAGTCACTCCAAGTATC,下

游引 物 为 GAAGGTGGGGTATTTATGAG, 扩 增 物 大 小 为

535 bp。细胞同步化后 ,按 H igh Puke RNA Isolation Kit试剂

盒提供的方法提取总 RNA, Supurscrip t Ⅱ System试剂盒方法

行逆转录反应 ,采用 PCR Reagent System进行 PCR反应。

11414　RT2PCR 检测 OCmRNA 表达 　细胞同步化后 ,按

Frank等 [ 3 ]的方法设计 OC引物 ,上游引物为 ATGAGAGCCCT2
CACACTCCTC,下游引物为 CTAGACCGGGCCGTAGAAGCG,扩

增物大小为 303 bp,内对照基因选用 β2actin,上游引物为

TAATAGTCACTCCAAGTATC, 下 游 引 物 为 GAAGGTGGGG2

TATTTATGAG,扩增物大小为 535 bp。

115　统计学分析 　实验结果以 �x ±s表示 ,采用 SPSS 1010软

件包对检查结果行多个样本均数的方差分析和两两比较的 q

检验 , P < 0105为差异有统计学意义。

2　结果

211　冻存前后 MSCs形态结构变化 　倒置显微镜下观察 ,

15%DMSO组 MSCs贴壁率高 ,细胞生长旺盛 ,细胞膜完整 ,胞

浆内有丰富的颗粒 ,可见较多双核细胞 ,核仁清楚 ,少数细胞

内出现空泡 ,与空白对照组 MSCs的形态相似。5%DMSO组

MSCs细胞形态最差 ,未见双核细胞。

212　MSCs存活率和贴壁率

　　 (1) 刚分离收集的 MSCs存活率为 (92% ±5% ) , 24 h贴

壁率为 (88% ±6% )。复苏 MSCs的存活率和 24 h贴壁率见

表 1。实验组存活率或贴壁率经统计学分析 , 15%或 20%

DMSO组分别与 5%或 10% DMSO 组比较 ,有统计学差异

( P < 0105)。15%DMSO组与 20%DMSO组比较 ,无统计学差

异 ( P > 0105)。

表 1　冻存复苏后骨髓基质干细胞的存活率与

贴壁率 ( n = 6, �x ±s, % )

Tab. 1　The v iab ility and a ttachm en t ra te of

M SC s cryopreserva ted and thawed ( n = 6, �x ±s, % )

项目 5%DMSO组 10%DMSO组 15%DMSO组 20%DMSO组

存活率 51 ±3 71 ±4 85 ±53 81 ±5

贴壁率 31 ±6 70 ±6 81 ±43 78 ±6

注 :与 5%和 10%DMSO组比较 , 3 P < 0105

Note: A s compared with the group 5% and 10% DMSO, 3 P < 0105

(2) 冻存细胞浓度为 (1 ×106 )、(215 ×106 )、( 5 ×106 )、

(715 ×106 )、( 10 ×106 ) /m l的 MSCs复苏后存活率分别为

(64% ±5% )、( 71% ±6% )、( 86% ±5% )、( 81% ±3% )、

(79% ±5% ) ,细胞浓度为 (5～10) ×106 /m l组复苏后存活率

明显优于 ( 1～215 ) ×106 /m l组 ( P < 0105 ) ,但 ( 5～10 ) ×

106 /m l三组间差异无统计学意义 ( P > 0105)。

213　MSCs功能检测

21311　3 H2TdR掺入实验 　5%、10%、15%和 20%MDSO组

m in - 1值 分 别 为 ( 279112 ±30183 )、( 302137 ±18172 )、

(375119 ±15147)、(362113 ±25177) , F = 81426。经统计学分

析 , 15%或 20%MDSO组分别与 5%或 10%DMSO组比较 ,差

异有统计学意义 ( P < 0105)。

21312　3 H2Proline掺入实验 　5%、10%、15%和 20% DMSO

组 m in - 1值分别为 (61429 3 ±01019 7)、(71325 6 ±01019 2)、

(91735 6 ±01019 4)、(91723 5 ±01012 9) , F = 241756。经统

计学分析 , 15%或 20% DMSO组分别与 5%或 10% DMSO组

比较 ,差异有统计学意义 ( P < 0105)。

21313　Ⅰ型胶原 mRNA 表达结果 　Ⅰ型胶原 mRNA 与

β2actin mRNA比值 , 5%、10%、15%和 20%DMSO组 m in - 1值

分别为 (31800 ±01600)、(41200 ±01655)、(121300 ±11500)、

(81300 ±01955) , F = 411253 6。经统计学分析 , 15% DMSO

组分别与 5%、10%或 20%DMSO组比较 ,差异有统计学意义

( P < 0105)。实验组 MSCs表达 Ⅰ型胶原 mRNA的强弱关系依
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次为 15%DMSO组 > 20%DMSO组 > 10%DMSO组 > 5%DM2
SO组。

21314　OCmRNA 表达结果 　OCmRNA 与 β2actin mRNA 比

值 , 5%、10%、15%和 20% DMSO组 m in - 1值分别为 ( 11126 7

±01289 6 )、( 11573 2 ±01531 5 )、( 31639 7 ±01435 2 )、

(21523 3 ±01265 4) , F = 321253 6。经统计学分析 , 15%DM2
SO组分别与 5%、10%或 20%DMSO组比较 ,差异有统计学意

义 ( P < 0105)。实验组 MSCs细胞表达 OCmRNA的强弱关系

依次为 15%DMSO 组 > 20% DMSO 组 > 10% DMSO组 > 5%

DMSO组。

3　讨论

超低温保存是储存种子细胞的重要方法 ,目前认为 :冻存

效果主要与降温复温速率、冻存剂种类和浓度、冻存前细胞活

力和功能等方面有关 [ 4 ]。降温步骤是成功进行细胞低温保

存的关键 ,降温速度直接影响细胞内外水分结冰的先后顺序 ,

进一步影响细胞内外渗透压。目前认为冻存细胞的损伤主要

为“溶质反应 ”所致 ,后者引起渗透压和 pH值变化导致细胞

膜渗漏 ,复苏时水分进入细胞内 ,造成细胞水肿变性而死

亡 [ 5 ]。如降温速度过快 ,细胞内外都形成冰晶 ,造成细胞器

损伤、染色质空间构型改变和细胞内蛋白质变性而导致细胞

死亡。如降温速度过慢 ,细胞外的水分预先结冰 ,细胞内外渗

透压差过大造成细胞膜受损 ,大分子物质外漏而导致细胞死

亡。分阶段降温比匀速降温对细胞影响小 ,目前国内外多采

用分阶段降温措施 ,降温速度在 1～115 ℃,可较好保持细胞

活力和功能 [ 6 ]。选择适宜的冻存剂有助于细胞克服低温保

存过程中细胞内外渗透压剧烈变化引起的损伤 ,长期冻存细

胞常采用的 DMSO是一种小分子量、渗透性强的化学物质 ,是

目前最常采用的细胞冻存保护剂 [ 7 ]。其作用机制是 : DMSO

在细胞冷冻前渗透到细胞内 ,可降低培养液冰点并防止游离

蛋白质聚集 ,提高细胞膜对水的通透性。水分在冻结前透出

细胞外并形成冰晶 ,从而减少细胞内冰晶形成 ,提高细胞复苏

后存活率 ;冷冻前渗透到细胞内的 DMSO在细胞内外产生一

定的摩尔浓度 ,降低细胞内外未结冰溶液中电解质浓度 ,从而

保护细胞免受高浓度电解质损伤 ,同时细胞内水分不会过度

外渗 ,避免细胞结构过度脱水皱缩 [ 8 ]。

本研究在血清浓度和降温复温速度等条件相同情况下 ,

采用不同 DMSO浓度的冻存液对人 MSCs在液氮中长期保

存 ,复苏后接种培养 ,观察其生长情况、形态结构和细胞功能。

结果显示 15%DMSO组保存效果最佳 ,该组冻存 3个月后再

接种培养的 MSD s生长和代谢等功能均类似于未冻存 MSD s,

而且明显优于 5%和 10%DMSO组。当 DMSO浓度增至 20%

时 ,复苏后细胞活力反而稍有下降。推测原因 ,可能与高浓度

的冻存剂引起较高的细胞外渗透压有关 [ 8 ]。因此 , 15%

DMSO浓度作为长期冻存 MSCs的冻存保护剂较为适宜。此

外 ,对不同细胞浓度的 MSCs进行冻存时发现 ,高细胞浓度组

的保存效果优于低细胞浓度组。当细胞浓度低于 215 ×

106 /m l时 ,复苏后细胞的存活率显著降低 ,但当细胞浓度大

于 5 ×106 /m l时 ,MSCs细胞活力也未明显增加。说明冻存细

胞浓度对冻存效果有较大影响 ,细胞浓度太低 ,复苏后细胞活

力明显下降。进一步优化 MSCs的冻存技术 ,可使复苏后的

MSCs保持较好的细胞活力和功能。及时有效保障种子细胞

的数量和质量 ,则建立能制备、保存和提供组织工程骨的综合

骨库在不远的将来有可能成为现实。
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素 /英寸 ) ,线条图最小 1 200 pp i,图像大小 5 in ×7 in (127 mm ×178 mm)。图片应按其在正文中出现的顺序命名 ,采用
JPEG格式单独存储 ,请勿插入正文文档中 (如 Word文档 )。若刊用人物像 ,应征得本人的书面同意 ,或遮盖其能被辨认
出系何人的部分。
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