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Abstract
AIM: To investigate the optimal dosage and 
treatment duration of bromodeoxyuridine (BrdU) 
for labeling of porcine adipose-derived stem cells 
(ADSCs) in vitro and explore the feasibility of 
using BrdU as a tracer to label stem cells. 

METHODS: ADSCs were isolated from swine fat 
tissue by type I collagenase digestion and puri-
fied by differential adhesion. ADSCs at passage 
3 were labeled with BrdU at different concentra-
tions (10, 15, 20, 25 and 30 μmol/L). The labeling 
rates were determined by immunofluorescence 
at 12, 24, 48, 72 and 96 h after incubation with 
BrdU to find the optimal labeling parameters. 

The impact of BrdU on the growth of ADSCs 
was examined by trypan blue exclusion, methyl 
thiazoly tetrazolium (MTT) assay and cell apop-
tosis assay. ADSCs at passage 3 were labeled 
with BrdU using the optimal labeling param-
eters and then cultured and passaged in essen-
tial medium without BrdU. The labeling rates in 
ADSCs between 4-8 passages were determined 
to observe the attenuation of BrdU incorpora-
tion.

RESULTS: The majority of primary ADSCs 
were fusiform in shape. After BrdU labeling, 
the nuclei of ADSCs showed red fluorescence. 
With the increase in labeling concentration and 
duration, the BrdU labeling rate gradually in-
creased. After labeling with 20 μmol/L BrdU for 
48 hours, the labeling rate exceeded 90%. The 
labeling rate decreased with increased passages, 
declining to 40% after 5 passages. MTT assay, 
trypan blue exclusion and cell apoptosis assay 
showed that BrdU labeling had no significant 
impact on the growth of ADSCs.

CONCLUSION: The optimal labeling dosage 
and duration of BrdU are 20 μmol/L and 48 
hours, respectively. The BrdU-labeling method 
achieves a high labeling rate, has little impact on 
the growth of ADSCs and can therefore be used 
for dynamic observation of the survival, growth 
and differentiation of implanted ADSCs.
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摘要
目的: 研究BrdU标记猪脂肪干细胞(adipose-
derived stem cells, ADSCs)的最佳剂量及时间, 
探讨其作为干细胞标记示踪方法的可行性. 

方法: 自中华实验猪背部提取脂肪组织, 采用
贴壁法分离培养ADSCs, 取第3代细胞以终浓
度分别为10、15、20、25及30 μmol/L BrdU

®

■背景资料
近年来, 细胞移植
为急性肝衰竭的
治疗提供了一条
新途径, 但仍存在
着许多问题, 如细
胞移植后, 常常不
能区分供体细胞
和宿主细胞, 不能
观察植入的存活
和生长情况, 也就
难以对细胞移植
的功效作出一个
客观评价 .  BrdU
作为近年出现的
一种标志物 ,  具
有操作简便、迅
速、敏感等特点, 
在肿瘤生物学、
遗传学、分子生
物学、药物代谢
动力学及核医学
等领域得到广泛
应用.

■同行评议者
余宏宇, 教授, 中
国人民解放军第
二军医大学第二
附属医院(上海长
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进行标记; 另一孔不含BrdU作为对照组, 分别
培养12、24、48、72及96 h. 免疫荧光法检测
各组细胞BrdU标记率, 找出BrdU的最佳标记
方法, 通过台盼蓝排斥试验、MTT及细胞凋
亡检测, 观察BrdU对ADSCs生长情况的影响. 
对第3代的ADSCs采用最佳标记方法后更换
普通培养基继续培养, 适时传代, 连续检测第
4、5、6、7、8代ADSCs的BrdU标记率. 

结果: 原代培养的ADSCs的形态主要为长梭
形, 第3代ADSCs经BrdU标记后胞核呈红色荧
光, 随浓度的升高及时间的延长, BrdU阳性标
记率逐渐升高, 以终浓度20 μmol/L BrdU标记
48 h后阳性率达90%以上, 且连续传5代标记率
仍达40%. MTT、台盼蓝排斥试验及细胞凋亡
检测发现BrdU对ADSCs生长增殖基本无影响.

结论: BrdU标记ADSCs的最佳剂量和时间为
20 μmol/L和48 h, 该方法标记率高, 对细胞影
响小, 可用于动态研究ADSCs在移植体内生
长、分化.

关键词: 脂肪干细胞; 5-溴脱氧尿嘧啶核苷; 标记
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0  引言

急性肝衰竭是一个非常严重的临床综合征, 死
亡率高达80%-90%[1]. 近年来, 细胞移植为急性

肝衰竭的治疗提供了一条新途径[2], 但仍存在着

许多问题, 如细胞移植后, 常常不能区分供体细

胞和宿主细胞, 不能观察植入的存活和生长情

况, 也就难以对细胞移植的功效作出一个客观

评价. 5-溴脱氧尿嘧啶核苷(bromodeoxyuridine, 
BrdU)作为近年出现的一种标志物, 具有操作

简便、迅速、敏感等特点, 在肿瘤生物学、遗

传学、分子生物学、药物代谢动力学及核医学

等领域得到广泛应用. 因此, 本实验采用BrdU
标记猪脂肪干细胞(adipose-derived stem cells, 
ADSCs), 探索BrdU对连续传代的ADSCs的标记

方法及其条件, 为进一步研究ADSCs在宿主体

内的分布、增殖和分化研究奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 中华实验猪, ♂, 体质量15-20 kg, 由
南京鼓楼医院动物中心提供 .  Ⅰ型胶原酶、

BrdU、小鼠抗BrdU一抗、MTT购自美国Sigma
公司; 山羊抗小鼠IgG-TRITC购自Bioworld公司; 

DMEM/F12培养基、FBS、2.5 g/L胰酶、双抗

购自美国Gibco公司; 倒置荧光显微镜购自德国

Zeiss公司.
1.2 方法 
1.2.1 ADSC的分离、培养: 动物麻醉后, 于无菌

条件下切取背部皮下脂肪5-10 mL, 剔除血管后, 
PBS反复冲洗, 剪成1 mm×1 mm×1 mm大小颗

粒, 0.1% Ⅰ型胶原酶37 ℃消化60 min, 400 g离
心10 min后去除上层脂肪细胞及上清液, 沉淀重

悬后200目筛网过滤, PBS清洗3次后, 以5×104

细胞的密度种植于含100 mL/L胎牛血清DMEM/
F12培养液中, 24 h后首次换液弃除未贴壁细胞, 
以后每2-3 d换液, 并于倒置显微镜下观察细胞

生长, 待细胞生长融合到80%-90%时用2.5 g/L胰
酶消化、传代. 第3代的ADSCs用于BrdU标记. 
1.2.2 Brdu标记: 取第3代ADSCs, 以1×105的密

度种植于预置盖玻片的6孔板中, 共5块, 培养箱

中孵育48 h后, 每块分别加入终浓度为10、15、
20、25和30 μmol/L的BrdU, 其中有一孔不含

BrdU作为空白对照组, 分别孵育12、24、48、
72及96 h后取出, 行免疫荧光染色. 
1.2.3 免疫荧光染色: 细胞爬片取出后, 用40 g/L
多聚甲醛固定30 min, PBS冲洗5 min, 3次; 2 mol/L
的HCl室温下变性20-30 min, 0.1 mol/L的硼酸钠

中和10 min, PBS冲洗5 min, 3次; 37 ℃预热的1.0 
g/L胰酶消化20 min, PBS冲洗5 min, 3次; 5%的

山羊血清封闭20 min, 去除多余的液体不洗; 抗
BrdU一抗4 ℃湿盒过夜, PBS冲洗5 min, 3次; 山
羊抗小鼠IgG-TRITC于37 ℃孵育1 h, PBS冲洗

5 min, 3次; 加入适量抗荧光淬灭剂后封片, 荧
光倒置显微镜下观察. 阳性对照为BrdU标记的

ADSCs, 阴性对照为未经BrdU标记的ADSCs, 空
白对照为PBS代替一抗. 
1 .2 .4  M T T实验测定细胞增殖 :  取第3代的

ADSCs, 以5×103细胞的密度种植于96孔板中孵

育48 h后, 加入20 μmol/L的BrdU继续培养, 以不

含BrdU的细胞作为空白对照, 分别于实验第1、
3、5、7、9天取出1个孔板, 换液后每孔加入20 
μL 5 g/L的MTT, 37 ℃继续孵育4 h, 取出孔板, 
加入150 μL的DMSO, 振荡10 min, 用酶标仪于

490 nm波长处测定吸光值, 绘制细胞生长曲线. 
1.2.5 台盼蓝排斥试验: 收集以浓度为20 μmol/L 
BrdU标记48 h的ADSCs, 制成单细胞悬液, 随机

分成5份, 加入预先配制的0.4%台盼蓝溶液, 以
未标记的ADSCs作为对照组, 光镜下观察细胞

成活率. 

■研发前沿
近年来研究较多
的细胞为胚胎干
细胞和骨髓间充
质干细胞, 但胚胎
干细胞存在着免
疫排斥及伦理问
题, 骨髓间充质干
细胞的获取具有
创伤 ,  且来源有
限, 限制了临床的
广泛应用.
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1.2.6 细胞凋亡分析: 将BrdU标记与未标记的

ADSCs用不含EDTA的胰酶消化制成单细胞悬

液, 每个样品约含5×105个细胞, 加入500 μL的
Binding Buffer及5 μL Annexin V-FITC混匀后, 再
加入5 μL PI混匀, 室温避光反应15 min后立即

用FACScan行流式细胞术定量检测, 同时以不加

Annexin V-FITC及PI的标本作阴性对照. 
1.2.7 BrdU标记后细胞生长观察: 将以浓度为20 
μmol/L、BrdU标记48 h的第3代ADSCs进行传

代培养, 以未经BrdU标记的细胞作为对照, 倒置

显微镜下观察连续传代细胞的生长情况, 免疫

荧光法观察细胞传代后的BrdU标记情况.
统计学处理 实验结果用mean±SD表示. 两

组间采用成组资料t检验, 多组间比较采用单因

素方差分析. 所有数据比较均采用SPSS15.0软件

处理, P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 ADSCs的分离培养 原代细胞培养: 24 h后有

少量梭形细胞贴壁, 形态不一; 2-3 d细胞呈短梭

形, 形态不一, 并有小集落形成; 7 d后细胞生长

融合成片, 聚集形式有一定的方向性, 但杂质细

胞仍较多(图1A). 传至第3代时细胞呈长梭形, 纯
度较高(图1B, C). 
2.2 BrdU标记ADSCs 免疫荧光结果显示: 不同

浓度BrdU标记ADSCs, 10、15 μmol/L组的标记

率远低于20、25、30 μmol/L组, 除12 h外有统

计学差异(P <0.05), 但后3组之间无统计学差异

(P >0.05); 不同标记时间显示, BrdU标记率随时

间延长均有所增加, 48 h时BrdU标记率达90%以

上(图2A). 不同浓度BrdU在不同时间的阳性标

记率见表1. 
2.3 MTT法测定细胞增殖 两组细胞生长曲线均

呈倒“S”型, BrdU标记与未标记的细胞在各时

间点均无统计学差异(P >0.05), 两者生长趋势基

本一致(图3). 
2.4 台盼蓝排斥试验 BrdU标记后的ADSCs活细

胞率为95.1%±2.0%; 未标记的ADSCs, 活细胞

率为96.2%±1.5%, 两者无统计学差异(P >0.05). 
2.5 细胞凋亡的检测 流式细胞仪检测结果显示

(图4), BrdU标记的ADSCs中凋亡细胞(Q2+Q4)
约占6.1%, 与未标记的ADSCs的凋亡细胞(约占

5.7%)结果基本一致. 
2.6 BrdU标记后细胞生长情况 倒置显微镜下观

察标记与未标记的ADSCs, 其形态与生长速度

■相关报道
有研究表明BrdU
标记和检测是反
映细胞增殖及跟
踪检测移植细胞
动态变化的理想
指标.

A

B

C

图  1  ADSCs形态学. A: P0(×40); B: P3(×40); C: P3(×100).

图  2  BrdU标记ADSCs(荧光显微镜×100). A: 20 μmol/L的
BrdU标记48 h; B: 阴性对照.

B

A
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无明显差异, 随着传代的增加, BrdU标记率逐渐

下降, 连续传5代仍可见阳性细胞, 标记率约为

40%.

3  讨论

目前, 细胞移植是延长急性肝功能衰竭患者生

命、并向肝移植手术过渡的一种替代性治疗手

段. 近年来研究较多的细胞为胚胎干细胞和骨

髓间充质干细胞, 但胚胎干细胞存在着免疫排

斥及伦理问题, 骨髓间充质干细胞的获取具有

创伤, 且来源有限, 限制了临床的广泛应用. 自
从Zuk等[3]首次从抽脂术中抽取的脂肪组织分离

出干细胞以来, 一些学者也先后从动物或者人

的脂肪组织中分离出ADSCs[4-6], 在体外培养中, 
ADSCs表现出与MSCs类似的分化潜能[7,8], 能分

化为多种不同的细胞, 如成骨细胞[9]、软骨细 
胞[4], 神经细胞[10]、内皮细胞[11]、心肌细胞[12]及

肝细胞[13]等. 由于ADSCs容易大量获取, 且体外

具有强大的增殖和分化能力, 是细胞移植中细

胞的理想来源. 
为了证实移植细胞能够在宿主体内存活及

移植后宿主局部的组织形态、功能的改变是

由移植细胞引起的, 需要对移植细胞在体内的

存活、分布及增殖、分化进行检测. 为区分移

植细胞和宿主细胞, 需要有效的方法对移植细

胞进行标记. 目前细胞标记主要有荧光染料标

记(DAPI标记、Dil标记)、核素标记(3H-TdR标
记)、Y染色体标记、基因转染(GFP)、磁标记

细胞MRI活体示踪成像及BrdU标记法等. BrdU
作为一种嘧啶类似物, 在细胞周期S期他可与内

源性胸腺嘧啶核苷竞争掺入DNA中, 并随标记

细胞增殖传代; 有研究表明BrdU标记和检测是

反映细胞增殖及跟踪检测移植细胞动态变化的

理想指标[14]. 与GFP标记方法相比, BrdU标记法

操作简单, 费用低廉. 另有报道GFP对肝细胞、

心肌及神经干细胞等有一定的细胞毒性[15]; 与
核素标记法相比其避免了放射性污染, 安全性

高; 与荧光染料相比, BrdU抗体不与胸腺嘧啶

发生交叉反应, 有很高的特异性, 其在冰冻或石

蜡切片中均可被显示; 在研究干细胞体内移植

后的分化时, 更可采用双标法显示干细胞的其

他特性, 故能对所标记的移植细胞起着很好的

“跟踪”作用. 
本实验利用 B r d U 标记连续培养的猪

ADSCs, 由于细胞处于S期时BrdU才能掺入到

DNA中, 所以在细胞进入对数生长期时, 给予

10、15、20、25及30 μmol/L浓度BrdU标记, 在
标记12, 24, 48, 72, 96 h后进行免疫荧光染色鉴

定, 结果显示10、15 μmol/L组的标记率远低于

20、25、30 μmol/L组, 而后3组的标记率没有统

计学差异, 说明BrdU的标记率随着BrdU浓度的

增加而增大, 浓度为20 μmol/L时达到最大. 可能

是因为10、15 μmol/L组内所含BrdU量相对不

足, DNA分子周围分布的BrdU量较少, 从而减慢

了BrdU插入DNA分子的速度, 而20 μmol/L组内

的BrdU含量充足, 所以即使浓度再增加, 也不能

使标记率明显提高; 20 μmol/L组内标记不同时

间结果显示, 48、72、96 h组的标记率远高于前

■同行评价
本研究方法合理, 
结果可信 ,  结论
可靠 ,  学术价值
较好.

图  3  MTT测定ADSCs增殖曲线.
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表  1  BrdU不同时间不同浓度的标记率 (%)

     
浓度(μmol/L)	 12 h		    24 h		     48 h		      72 h		       96 h

10 	          32.52±3.35              59.62±2.72              88.38±2.24              90.68±2.54              91.38±2.69

15 	          33.06±3.55              61.56±2.83              89.22±2.55              91.36±2.53              92.58±2.27

20 	          35.44±3.82              65.86±1.15a             92.74±2.58a             94.80±2.20a             95.52±1.51a

25 	          36.10±4.88              67.78±2.28              93.12±2.48              94.92±2.20              95.90±1.23

30 	          37.48±4.31              67.98±3.52              94.80±1.63              95.68±2.61              96.16±1.14

0 	            0 		              0 		              0 		                0 		  0 

aP<0.05 vs  10、15 μmol/L组.
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两组, 说明BrdU的标记率随着时间的延长而增

大, 48 h时达到90%以上. 因为BrdU插入DNA时

需要一定的时间, 12、24 h时间相对较短, 而48 h
已基本达到了在此种条件下应用此种方式进行

标记所能达到的最大标记率, 考虑到随着时间

的延长, 培养液中养分的减少及代谢产物的增

加将影响细胞的增殖, 因此我们选择猪ADSCs
的最佳标记浓度和时间为20 μmo/L和48 h, 与文

献报道基本相似[16-18]. 通过MTT、台盼蓝排斥试

验及细胞凋亡检测BrdU标记对细胞增殖的影响, 
MTT结果显示, BrdU标记和未标记的两组细胞

标记率在各时间点均无统计学差异, 两组细胞

生长曲线接近, 活细胞率、细胞凋亡检测结果

显示两组亦无统计学差异, 表明BrdU对细胞的

生长增殖基本无影响. 标记后的细胞在传代的

过程中BrdU标记率不断衰减, 但经过4 wk的体

外扩增, 细胞的标记率约为40%, 提示移植细胞

可在体内连续追踪观察, 为进一步追踪移植细

胞在体内的动态变化提供理论指导. 
总之, 利用BrdU标记的ADSCs的方法简单, 

安全, 标记率高, 可作为跟踪监测ADSCs移植治

疗急性肝衰竭的理想指标, 为今后进一步研究

ADSCs在移植体内的增殖分化奠定基础.
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汤姆森 - 路透公布 2008 年WJG 影响因子 2.081

本刊讯 据汤姆森-路透科技信息集团2009-06-19发布《期刊引证报告》(Journal Citation Reports )的统计结果: 

World Journal of Gastroenterology (WJG )的总被引次数(TC): 10 822; 影响因子(IF): 2.081; 即年指数: 0.274; 论文

数量: 1112; 半衰期: 3.1; 特征因子(EF): 0.05006. 特征因子这个指标是今年期刊引证报告里新加的一个指标. 与

影响因子不同的是, 这个指标不仅考察了引文的数量, 而且考虑了施引期刊的影响力, 即: 某期刊如果越多地

被高影响力的期刊引用, 则该期刊的影响力也越高. 正如Google考虑超链接的来源, 特征因子也充分考虑引文

的来源, 并在计算中赋予不同施引期刊的引文以不同的权重. 特征因子分值的计算基于过去5年中期刊发表的

论文在期刊引证报告统计当年的被引用情况. 与影响因子比较, 期刊特征因子分值的优点主要有: (1)特征因子

考虑了期刊论文发表后5年的引用时段, 而影响因子只统计了2年的引文时段, 后者不能客观地反映期刊论文的

引用高峰年份; (2)特征因子对期刊引证的统计包括自然科学和社会科学, 更为全面、完整; (3)特征因子的计算

扣除了期刊的自引; (4)特征因子的计算基于随机的引文链接, 通过特征因子分值可以较为合理地测度科研人

员用于阅读不同期刊的时间. 在55种国际胃肠病学和肝病学期刊中, WJG的EF, TC和IF分别名列第6, 9, 32位. 

(WJG编辑部主任: 程剑侠 2010-01-08)


