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Abstract
AIM: To study biological characteristics of 
immortalizing bone marrow mesenchymal stem 
cells (BMSCs).

METHODS: Plasmid pCMVSV40T/PUR con-
taining the simian virus 40 large T antigene gene 
(SV40Tag) was transfected into BMSCs. The cell 
shape of immortalized BMSCs was observed. 
Its capacity to differentiate into osteoblast cells 
was detected through the activity of ALP. Its tu-
morigenicity was examined using the nude mice 
experiment. Growth curve of cells in different 
serum concentration culture was described and 
its activity was measured. 

RESULTS: Untreated BMSCs, after fifteenth 
passages, could not passage, while immortalized 
BMSCs of this passage preserved good activ-
ity but with contact inhibition. Immortalized 
BMSCs differentiated into osteoblasts. The cells, 

which were injected into nude mice, had no 
tumorigenicity. The immortalized BMSCs, cul-
tured in 20% serum concentration, growed faster 
than that in other serum concentrations. The 
activity of immortalized BMSCs, which were 
frozen by 50% and 90% of serum concentration, 
were higher than that of 20%. 

CONCLUSION: In vitro, the immortalized BM-
SCs, with pCMVSV40T/PUR, have good activ-
ity, but no tumorigenicity. The immortalized 
BMSCs can provide a large number of cells. 
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摘要
目的: 探讨永生化骨髓间充质干细胞(b o n e 
marrow mesenchymal stem cells, BMSCs)的生
物学特性.

方法: 通过质粒pCMVSV40T/PUR导入大鼠
BMSCs, 建立永生化BMSCs. 在倒置显微镜下
观察细胞形态; 采用检测碱性磷酸酶的活性, 
了解永生化BMSCs是否可分化为成骨细胞; 
采用裸鼠皮下接种实验检测细胞的致瘤性; 
应用不同血清浓度进行细胞培养及冻存, 描绘
其生长曲线及复苏后的活性.  

结果: 未导入质粒的BMSCs培养至15代后细
胞不能继续传代, 呈明显衰老迹象, 而永生化
BMSCs培养至5代后仍可保持较好的活性, 但
具有明显接触抑制; 永生化BMSCs具有分化
为成骨细胞的能力; 裸鼠接种后无致瘤性; 与
其他血清浓度相比, 20%血清培养组的细胞
生长速度较快; 50%及90%血清组其复苏后较
20%血清组活性高(P <0.05). 

结论: 在体外, pCMVSV40T/PUR构建的永
生化BMSCs具有活性较好等特性, 且无成瘤
性, 可为BMSCs的研究及应用提供大量的细
胞来源. 

®

■背景资料
越来越多的研究
表明, 骨髓间充质
干细胞(BMSCs) 
治疗器官功能衰
竭有很好的疗效. 
同时发现BMSCs
具有体外易衰老
等缺点, 这严重影
响了BMSCs进一
步研究及临床应
用.
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0  引言

越来越多的研究表明, 骨髓间充质干细胞(bone 
marrow mesenchymal stem cells, BMSCs) 治疗器

官功能衰竭有很好的疗效[1]. 同时发现BMSCs
具有体外易衰老等缺点, 这严重影响了BMSCs
进一步研究及临床应用 [2].  本研究通过质粒

pCMVSV40T/PUR导入永生化基因SV40T建立

了永生化BMSCs, 并对其特性进行分析. 

1  材料和方法

1.1 材料 DMEM培养基购自Hyclone公司, 胰
蛋白酶购自Amersco公司, 胎牛血清购自美国

Gibco公司, 胎盘蓝为Amersco公司产品, 碱性磷

酸酶(ALP)检测试剂购置盒晶美生物工程公司, 
倒置生物显微镜购置重庆光学仪器厂, 脂质体

Lipofectamine2000和小剂量质粒提取试剂盒购

自美国Gibco公司, pCMVSV40T/PUR质粒由瑞

典Jan Holgersson教授惠赠. 
1.2 方法 
1.2.1 pCMVSV40T/PUR的鉴定及转染: 采用

percol l梯度离心法分离纯化大鼠的BMSCs[3]. 
挑选生长状态良好、80%汇合的第3代BMSCs, 
以脂质体L i p o f e o t i n2000为载体通过质粒

pCMVSV40T/PUR转染后, 细胞通过嘌呤霉素筛

选后, 克隆扩大培养, 建成永生化BMSCs.  
1.2.2 ALP检测成骨细胞: 取永生化BMSCs细胞, 
以1×105/cm2的种植密度接种到预置盖玻片的

六孔培养板中培养, 使用成骨添加剂的条件培

养基(高糖DMEM完全培养液中加入地塞米松

100 nmol/L、β-甘油磷酸钠10 mmol/L、维生

素C 50 mg/L)持续培养, 细胞培养3 d后, 取出六

孔培养板中的盖玻片, PBS冲洗5 min, 3次, 将
ALP底物(按照ALP试剂盒配制: A液为2 mol/L
乙二醇胺缓冲液, 每50 mL含乙二醇胺10 mL、
MgCl2·6H2O 100 mg, 用浓盐酸约1.95 mL调pH至

10.0; B液为30 mmol/L磷酸对硝基苯酚, 临用前

将A、B液等量混合), 加2滴于盖玻片上, 和细胞

内ALP直接反应, 镜下观察, 阳性细胞呈蓝黑色.  
1.2.3 裸鼠接种检测细胞致瘤性: 取第15代永生

化BMSCs, 用无血清培养基制备成单细胞悬液

(1×1010/L). 在无菌条件下分别接种于5只周龄

为4-6 wk的BALB/c-nu/nu裸小鼠腋窝皮下, 每只

0.2 mL, 观察4 wk. 
1.2.4 绘制永生化BMSCs生长曲线: 将永生化

BMSCs以1.2×104/cm2密度置于24个6孔板内, 
每板为一个单位. 根据不同的血清浓度培养分

为4个组, 每组6个单位, 培养24 h后每天取各

组1个单位进行计数, 取平均数, 绘制其生长曲

线, 实验重复3次. 通过预实验发现下列各组细

胞传代时间较短, 细胞活性较好: (1)5%胎牛血

清+95% DMEM培养基(简称5%血清培养组); 
(2)10%胎牛血清+90% DMEM培养基(简称10%
血清培养组); (3)20%胎牛血清+80% DMEM培

养基(简称20%血清培养组); (4)30%胎牛血清

+70% DMEM培养基(简称30%血清培养组). 本
实验采用上述几组血清浓度进行细胞培养, 找
到最佳的血清培养浓度.  
1.2.5 检测永生化BMSCs复苏后的活性: 永生化

BMSCs采用以下不同的血清浓度组进行细胞冻

存: 10% DMSO+20%胎牛血清+70% DMEM培

养基(简称20%血清组); 10% DMSO+50%胎牛血

清+40% DMEM培养基(简称50%血清组); 10% 
DMSO+90%胎牛血清(简称90%血清组), 每组5
个单位. 复苏后采用胎盘蓝染色进行细胞活性

检测.  
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件包进行

统计分析, 计量资料以mean±SD表示, 当不同组

间方差齐时, 采用F检验分析, 并通过SNK-q进行

两两比较; 当方差不齐时, 采用近似F检验-Wilch
法, 通过Dunnett's T3进行两两比较. P <0.05为差

异有显著性. 

2  结果

2.1 BMSCs的生物学性状 永生化BMSCs随着传

代次数的增加其形态未见明显改变, 细胞传代

至15代时, 细胞增长速度无减慢趋势, 图中箭头

所示: 形态胞核明显, 胞质丰富, 清晰(图1A), 与
4-5代未转染pCMVSV40T/PUR质粒的细胞相似

(图1B), 约7-9 d传代一次, 但仍具有生长抑制特

性. 未转染的BMSCs在第7代时细胞增长速度减

慢, 约10 d传一代, 且细胞形态有所改变. 图中箭

头所示: 当细胞传至15代时, 细胞表现出皱缩, 
体积增大, 胞体变平, 很难继续传代(图1C). 
2.2 成骨诱导后细胞内A L P活性检测 永生化

BMSCs在条件培养基培养1 wk后, 细胞变为多

角形, 细胞周边出现长丝状突出; 胞质中可见蓝

黑色的细小颗粒, 数个细胞连成块状, 染色较强, 

■相关报道
Zhang et al 通过
将pCMVSV40T/
PUR质粒导入前
软 骨 细 胞 后 ,  细
胞可在体外大量
培 养 .  但 永 生 化
BMSCs尚无进一
步报道.
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而散在的细胞染色略弱, 细胞边界清楚. 诱导2 
wk以上, 细胞基质中可见钙沉积, 逐渐出现的矿

化物至4 wk时已形成明显骨结节, 染色将结节中

沉积的钙染成黑色(图2). 
2.3 致瘤性检测 永生化BMSCs接种接种于4-6 
wk的BALB/c-nu/nu裸小鼠后, 观察4 wk, 未见肿

瘤形成. 
2.4 血清培养浓度对细胞生长速度的影响 各血

清培养组均呈“S”形(图3), 其中以20%血清组

生长速度最快 . 
2.5 血清浓度对细胞复苏后活性的影响 各组细

胞冻存1 mo后进行复苏, 通过胎盘蓝拒染率计

算细胞存活率. 通过方差齐性分析发现各组间

方差齐(P >0.05). 采用方差及SNK-q分析: 不同

浓度组之间永生化BMSCs复苏后的存活率进

行方差分析示差异有显著性意义(P <0.01). 进一

步SNK-q两两比较显示: 90%血清组、50%血清

组细胞存活率显著性高于20%血清组(P <0.01); 
50%血清组与90%血清组存活率差异无统计学

意义(P >0.05). 

3  讨论

研究表明, BMSCs具有极强的自我复制能力和多

向分化潜能, 来源广泛, 易于获取, 而且BMSCs具
有低免疫原性, 应用方便[4-5]. Ozawa et al [6-7]表明, 

BMSCs暴露于受损的肝脏组织中时, 可帮助修复

受损的肝脏; 同时有研究发现BMSCs在体外仍可

分化为肝细胞[8-9]; Dasa et al [10-11]发现人BMSCs移
植入受损的大鼠神经系统中, 可分化为少突神经

胶质细胞, 使神经系统恢复较好; 还有研究表明

人BMSCs可分化为软骨细胞[12-13]. 因此, BMSCs
的诱导分化和移植是目前研究的热点之一. 

虽然如此, 但有研究表明BMSCs传代至6代
后细胞生长逐渐缓慢,呈现衰老现象[14]. 本研究

室通过BMSCs细胞培养发现当传代至7代后, 细
胞呈明显的衰老, 传代时间明显延长. 故细胞存

在数量不足、体外扩增困难、体外传代、保存

及复苏后增殖及分化能力下降等问题, 严重影

响其进一步广泛应用. 
Zhang et al [15]发现SV40T具有避免细胞凋亡

及延长细胞寿命的特性, 通过将pCMVSV40T/
PUR质粒导入前软骨细胞后, 发现细胞的生长呈

S形, 随着培养时间的延长, 细胞数量随之增加, 
端粒酶长度也未见明显减短, 且在无细胞生长

因子的情况下当传代至30代时仍无向其他细胞

分化的趋势. 但永生化BMSCs尚无进一步报道. 
本研究室成功通过pCMVSV40T/PUR质粒

将永生化基因SV40T导入BMSCs中, 建立了永

生化BMSCs, 并传代至15代, 发现永生化BMSCs
胞核明显, 胞质丰富, 活性较好, 与4代细胞相似, 
而第15代未处理的BMSCs出现细胞皱缩等衰

老形态, 且很难继续扩增, 表明导入永生化基因

SV40T后可体外大量获取BMSCs. 
实验还通过永生化BMSCs置于成骨添加剂

的条件培养基中培养后可分化为成骨细胞, 由
此可见其仍保留BMSCs的基本特性-分化为成

骨细胞能力. 通过不同的血清浓度培养该细胞

发现当血清浓度为20%时细胞生长速度最快且

活性较好; 永生化BMSCs通过50%血清冻存复

苏后细胞的活性与90%血清组无显著性差异, 但

图  2  成骨诱导4 wk后的永生化BMSCs碱性磷酸酶染色
(×200).
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图  3  各血清浓度组永生化BMSCs的生长曲线.

■应用要点
本 研 究 通 过
p C M V S V 4 0 T /
PUR质粒建立永
生化BMSCs可在
体外提供大量的
活性较好的细胞, 
为其进一步研究
及应用提供细胞
来源.

图  1  BMSCs的生物学性状(×200). A: 经质粒转染后15代

的BMSCs; B: 未转染的4代的BMSCs; C: 未转染的15代的

BMSCs.
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显著性高于20%血清组. 
本研究镜下观察发现永生化BMSCs细胞间

仍存在接触抑制, 且通过裸鼠皮下注射永生化

BMSCs后, 观察4 wk后, 未见瘤体的出现, 表明

细胞为良性细胞可能性大. 
体外将pCMVSV40T/PUR质粒的导入, 使得

BMSCs其具有体外大量扩增等优点, 且不具有

成瘤性, 为今后BMSCs的研究及应用提供大量

的细胞来源. 
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言表达流畅简洁.
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《世界华人消化杂志》入选北京大学图书馆
2008 年版《中文核心期刊要目总览》 

本刊讯 《中文核心期刊要目总览》(2008年版)采用了被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、影响因

子、获国家奖或被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评价指标, 选作评价指标统计源

的数据库及文摘刊物达80余种, 统计文献量达32400余万篇次(2003-2005年), 涉及期刊12400余种. 本版还加大

了专家评审力度, 5500多位学科专家参加了核心期刊评审工作. 经过定量评价和定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1980余种核心期刊, 分属七大编73个学科类目. 《世界华人消化杂志》入选本版核心期刊库

(见R5内科学类核心期刊表, 第66页). (常务副总编辑: 张海宁 2009-03-28)


