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Abstract Objective To study the effect on human coronary artery endothelial cells ( HCAEC) gp91Phox in the
process of oxidative stress by valsartan． Methods The control group: adherent culture HCAEC in vitro，no other
intervention; the experimental group: under the same conditions with valsartan ( 10 μmol /L) train for 24 hours． U-
sing Western blot and cell immunofluorescence measure gp91Phox levels in two groups of cells． The results were sta-
tistically analyzed and compared in both groups． Ｒesults The experimental group gp91Phox level significantly lower
than the control group in HCAEC( P ＜ 0. 01 ) ，the difference was statistically significant． Conclusion Valsartan
can significantly decrease the nicotinamide adenine dinucleotide phosphate ( NADPH) oxidase subunit gp91Phox ex-
pression in HCAEC，thus reduce oxidative stress level．
Key words valsartan; HCAEC; oxidative stress; gp91Phox

不同浓度的胎牛血清对骨髓间充质干细胞纯度及周期的影响
陈小丹，何家才

摘要 目的 比较含有体积分数为 0． 10、0． 15、0． 20 的胎牛
血清( FBS) 的完全培养基对体外培养的大鼠骨髓间充质干
细胞( BMSCs) 纯度及细胞周期的影响，寻求适宜干细胞培养
的 FBS浓度。方法 用颈椎脱臼法处死 SD 大鼠，采用全骨
髓贴壁法分离培养大鼠 BMSCs。实验分为 A、B、C 3 组，分
别为 FBS体积分数是 0． 10、0． 15、0． 20 的完全培养基培养的
BMSCs，比较各组细胞在第 2、3、4、5 代 ( P2，P3，P4，P5 ) 的
CD45、CD29、CD90、CD44 的表达情况;消化 A 组 P3 细胞，用
3种不同浓度的完全培养基连续培养 4 d，用流式细胞仪测
其在培养后的 24、48、72、96 h 的细胞周期; 收集 P3 BMSCs

制备细胞悬液接种到 6 块 96 孔板，每块板接种的 BMSCs 分
别用 FBS体积分数是 0. 10、0. 15、0. 20 的完全培养基进行培
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养，每天取 1 块培养板用 CCK-8 检测其吸光度值( OD) 。结
果 CD45 阴性表达，CD29、CD90、CD44 阳性表达，3 种完全
培养基培养的 BMSCs 的表面标志物在前 2 代时差别较大，

但在 P3，P4 时差别已较少，P4 时均可以获得较纯的 BMSCs;

细胞周期结果显示，在同一时间点，G0 /G1 期: A、B、C 3 组随
着 FBS浓度的增加，G0 /G1 期降低且差异无统计学意义; G2 /
M期:在培养后的 24 h，A、B、C 3 组差异有统计学意义( P ＜

0. 05，F = 12. 412) ，但随着时间的延长，差异消失; S 期，3 组
均无差别; S + G2 /M 期随 FBS 浓度的增加而增高。细胞活
力结果显示，在 24 h时 A、B、C 3 组的 OD值依次增大，差异
有统计学意义( P ＜ 0. 05，F = 5. 002 ) ，随时间的延长 3 组之

间无明显差异。结论 这 3 种培养基在 P4 能获得较纯的
BMSCs;细胞周期及活力结果显示，3 种完全培养基均能促进
BMSCs的增长，3 组之间不存在差异。体积分数为 0. 10 的
FBS已满足 BMSCs 的分离和扩增，要想在短期内获得较纯

的 BMSCs，原代培养使用体积分数为 0. 15，传代用 0. 10 FBS

的完全培养基。
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骨髓间充质干细胞 ( bone mesenchymal stem
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cells，BMSCs) 是成熟体细胞的亚群，又称为基质干
细胞，是治疗中应用间充质干细胞 ( mesenchymal
stem cells，MSCs) 的基础。MSCs 具有黏附能力并
且能够在体外扩增;多分化潜能:在特定的生理或是

实验条件下能分化为特定的功能细胞、组织、器官，
同时免疫抑制的能力［1］; 这些特点使其成为组织工

程再生医学中理想的种子细胞［2］。然而 BMSCs 的
含量极低，因此很难在短期内获得大量的 BMSCs。
分离扩增大量的原始干细胞成为研究和应用干细胞

的先决条件。但其增殖和生长受很多因素影响，因
此找到一个既简单又可行的方法是在短期内获得大

量 BMSCs 的重要问题。目前，体外培养 BMSCs 的
完全培养液中大部分都加 FBS，而文献［3 － 6］报道中

关于 BMSCs 体外培养的胎牛血清 ( fetal bovine ser-
um，FBS) 的浓度不尽一致。不同浓度的 FBS 对其
生物学特性研究较少，该文探讨 3 种不同浓度的
FBS对 BMSCs的纯度及细胞周期的影响。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 实验动物 健康 SD 大鼠 15 只，4 周龄，普
通级，体重 75 ～ 100 g，由安徽医科大学实验动物中
心提供。
1． 1． 2 主要试剂及仪器 L-DMEM培养基、FBS、胰
蛋白酶 ( 澳洲 Hyclone 公司 ) ; 荧光标记抗大鼠
CD29-PE、CD45-PE ( 美国 Biolegend 公司 ) ; CD44-
FITC、CD90-FITC ( 美国 Santa Cruz 公司 ) ; Axio-
vert200 倒置相差显微镜( 德国 Zelss 公司) ; 流式细
胞仪( 美国 BD公司) ;超净工作台( 中国苏州净化公
司) 、CO2 细胞培养箱 ( 美国 Thermo 公司) ; 冷冻离
心机( 美国 Beckman 公司) ; 酶联免疫检测仪( 美国
BioTek 公司) ; CCK-8 细胞增殖及细胞毒性检测试
剂盒( 上海贝博生物试剂公司) ; 细胞周期检测试剂

盒( 南京凯基生物科技发展有限公司) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 BMSCs 分离、培养 以颈椎脱臼法处死大
鼠，置于体积分数为 75% 乙醇溶液中消毒 5 ～ 7
min，在超净台中取出股骨和胫骨，然后放到另一杯
乙醇溶液内消毒 5 ～ 6 s 后用 PBS 洗 3 遍，再置于
PBS内。用注射器抽吸完全培养基反复冲洗骨髓
腔，直至股骨和胫骨两端发白，然后按细胞浓度 1 ×
109 /L将细胞悬液加入至培养瓶内，随后将培养瓶
置于 37 ℃、5%CO2 细胞培养箱内培养。2 d后首次

半量换液，以后每 3 d全量换液 1 次，每次换液去除
悬浮的杂细胞。
1． 2． 2 BMSCs的传代培养 当细胞生长至 80% ～
90%融合时，用 PBS 洗细胞 2 ～ 3 次，然后加入胰蛋
白酶 1 ml消化 1． 5 ～ 2. 0 min，在镜下见间隙增宽，
细胞变圆，有少量细胞悬浮时立刻加含体积分数为

0. 10 FBS 的完全培养基终止消化。然后制备成细
胞悬液，离心，去上清液，以相应的培养基重悬细胞

后并按 1 × 107 /L 传代，记为第 1 代( P1) ，以此类推
第 2、3、4、5 代记为 P2、P3、P4、P5。传代时严格控制
胰酶的时间，将淋巴细胞、单核细胞等去除。
1． 2． 3 BMSCs 的鉴定 实验分为 A、B、C 3 组分别
为用 0． 10、0． 15、0． 20 的完全培养基培养的 BMSCs，
取 A、B、C原代第 72小时和第 9 天的细胞，在倒置显
微镜下观察细胞的生长情况并拍照记录细胞形态。
1． 2． 4 流式细胞仪检测 BMSCs 表面标志 取 A、
B、C 3 组原代细胞，2 d后首次半量换液，以后 2 ～ 3
d全量换液 1 次，当细胞长至 80% ～90%融合时，用
0． 25%的胰酶消化传代记为 P1，然后依次传代下去
记为 P2、P3、P4、P5。用 PBS洗洗涤这 3 种培养基培
养的 2、3、4、5 代细胞 2 ～ 3 次，弃上清液，余 100 μl，
配成终浓度为 1 × 106 /ml 的细胞悬液。分别加入
CD29-PE、CD45-PE ( 1. 25 μl ) ，CD44-FITC、CD90-
FITC( 20 μl) ，及同型对照，4 ℃避光孵育 30 min，之
后再用 PBS洗细胞 2 ～ 3 次，弃上清液，加入 500 μl
PBS，制备成单细胞悬液，上流式细胞仪，检测 PE、
FITC标记的细胞占细胞总数的百分比进行表面抗
原测定。
1． 2． 5 不同浓度的 FBS对 BMSCs细胞周期的影响
取生长转态良好的 P3 细胞，用 PBS 洗细胞 2 次，
然后用 0. 25%的胰酶消化 1. 5 ～ 2. 0 min，按细胞浓
度为 1. 0 × 109 /L 传代至 12 个一次性细胞培养瓶，
每 4 瓶分为一组，随机分为 3 组，3 ～ 5 h后细胞铁贴
壁，弃去原培养液，分别加入含体积分数为 0. 10、
0. 15、0. 20 的 FBS 的 L-DMEM 培养液，在 5% CO2、
37 ℃培养箱内孵育，分别将相应培养基孵育 24、48、
72、96 h的 BMSCs用 PBS洗洗涤细胞 2 ～ 3 次，70%
乙醇固定过夜，次日 PBS 冲洗去乙醇，加入 100 μl
ＲnaseA，混匀，37 ℃水浴 30 min，然后加入 40 μl PI
染液，4 ℃避光 30 min，然后上机检测相应培养基孵
育后的 24、48、72、96 h的 BMSCs的周期。
1． 2． 6 不同浓度的 FBS对 BMSCs活力的影响 收
集 P3 BMSCs，调整细胞数制备细胞悬液，以密度为
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5 × 104 /ml接种于 6 个 96 孔板中，每孔加 FBS 体积
分数是 0． 10、0． 15、0. 20 的完全培养基制备的细胞
悬液 100 μl，置 5%CO2、37 ℃培养箱内孵育。于第
1、2、3、4、5、6 天各取 1 块板，每孔加 10 μl CCK-8 溶
液，37 ℃孵育 3 h，用酶联免疫检测仪测定波长为
450 nm时各孔的吸光度值( optical density，OD) 。
1． 3 统计学处理 应用 SPSS 16. 0 统计软件分析，
数据以 珋x ± s 表示，采用单因素方差及 t 检验分析多
组间的差异。

2 结果

2． 1 流式细胞术检测 BMSCs 表面标志 BMSCs
经流式细胞仪检测结果显示，单标时 CD29 阳性率
97. 77%，CD90 阳 性 率 98. 04%，CD44 阳 性 率
99. 38%，CD45 阳率 1. 96% ; 双标结果进一步显示
BMSCs高表达 CD29、CD90、CD44，低表达 CD45，见
图 1。取分别用含体积分数为 0. 10、0. 15、0. 20 3 种
完全培养基培养的 P2 ～ P5 BMSCs进行流式细胞术
进行分析，A、B、C 3 组细胞表面标志物在 P3、P4 均
能获得较纯的 BMSCs，其表达率依次为: CD45 平均
表 达 率 为 4. 29%、3. 28%、1. 80% ; CD29 为
93. 23%、 95. 43%、 93. 94; CD44 为 91. 27%，
95. 31%、 94. 92; CD90 为 95. 55%、 95. 66%、
95. 05%，见表 1。
2． 2 BMSCs的形态学观察 原代培养:用 3 种含

表 1 3 种不同浓度的胎牛血清中第 2、3、4、5 代
BMSCs免疫表型流式检测结果

表面标志
FBS

体积分数

传代次数

2 3 4 5
平均

值

CD45( % )

CD29( % )

CD44( % )

CD90( % )

0． 10

0． 15

0． 20

0． 10

0． 15

0． 20

0． 10

0． 15

0． 20

0． 10

0． 15

0． 20

14． 44

10． 98

5． 94

81． 96

89． 38

94． 31

68． 43

86． 61

87． 11

89． 97

90． 51

89． 72

1． 96

1． 41

0． 80

97． 77

97． 13

91． 19

99． 38

98． 03

97． 30

98． 04

97． 35

98． 03

0． 55

0． 54

0． 31

97． 60

97． 74

96． 81

99． 13

98． 29

96． 80

98． 85

99． 07

99． 06

0． 22

0． 20

0． 18

95． 59

97． 48

93． 45

98． 10

98． 30

98． 47

95． 35

95． 72

93． 39

4． 29

3． 28

1． 80

93． 23

95． 43

93． 94

91． 27

95． 31

94． 92

95． 55

95． 66

95． 05

不同体积分数的完全培养基培养的 BMSCs 在刚接
种到各自的培养瓶时，细胞呈大小不一的圆形，悬浮

于培养液内。72 h 后半量换液去除没有贴壁的细
胞，此时可见到多数细胞贴壁，呈圆形、类圆形，多角
形，少数细胞伸展成长梭形，A、B、C 3 组的贴壁细胞
数依次增加，见图 2a、b、c。以后每 2 d全量换液，不
断地去除杂细胞。到第 9 天时，细胞已铺满瓶底，呈
现形态均一的长梭形，排列成漩涡状，鱼群状，A、B、
C 3 组均已铺满瓶底，C 组密度最大，其次 B 组，A
组相对 B、C两组较疏，见图 2d、e、f。

图 1 流式细胞术检测细胞( P3)表面标志结果
A、B、C、D分别为单标时 BMSCs表面抗原 CD45、CD29、CD90、CD44 的表达情况; E、F、G、H分别为双标时 CD45 与 CD90、CD29 与 CD44、

CD29 与 CD90、CD45 与 CD44 表达情况
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图 2 BMSCs的形态学观察图 × 100

a、b、c: A、B、C 3 组 BMSCs培养后 72 h; d、e、f: A、B、C 3 组 BM-

SCs第 9 天

2． 3 流式细胞仪检测 BMSCs 周期变化 表 2 显

示，3 种完全培养基中的 BMSCs 的 G0 /G1 期随浓度

的增加而降低，但差异无统计学意义，同一浓度随时

间的延长也是降低; G2 /M期在 24 h后 0. 10 与 0. 15
组无差异，0. 15 与 0. 20 和 0. 10 与 0. 20 组有差异
( F = 12. 412，P ＜ 0. 05 ) ，但随时间的延长无差异。
24、48、72、96 h 4 个时间点 S 期的结果在 3 种完全
培养基中差异无统计学意义，S + G2 /M 期在 4 个时
间点随浓度的增加而增加。3 种完全培养基培养
24、48、72、96 h的 BMSCs的细胞周期见图 3。
2． 4 随着时间变化 3 种不同浓度培养基中的 BM-
SCs的活力情况 在接种到 96 孔板的第 1 天 A、B、
C 3 组的 OD值依次增大，三者之间差异有统计学意
义( P ＜ 0. 05，F = 5. 002 ) ，随着时间的延长三者的
OD值无明显差异，见图 4。

3 讨论

MSCs存在于许多组织器官内，首次是在骨髓内
被鉴定出来，主要特点是体外培养时具有黏附、自我
更新能力，保持未分化特点，分化为成骨、成软骨和
脂肪细胞［7］，这是 MSCs最基本的功能，此外还可以
向管状上皮细胞［8］，肝细胞等［9］分化，因具有以上

图 3 流式细胞术检测 3 种完全培养基中 24、48、72、96 h的 BMSCs的细胞周期
24 h: A( 0． 10) 、B( 0． 15 ) 、C ( 0． 20 ) ; 48 h: D ( 0． 10 ) 、E ( 0． 15 ) 、F ( 0． 20 ) ; 72 h: A1 ( 0． 10 ) 、B1 ( 0． 15 ) 、C1 ( 0． 20 ) ; 96 h: D1 ( 0． 10 ) 、E1

( 0. 15) 、F1( 0. 20)
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表 2 细胞周期结果( n = 4，%，珋x ± s)

细胞周期

分布

FBS

体积分数

时间( h)
24 48 72 96

G0 /G1

G2 /M

S

0． 10

0． 15

0． 20

0． 10

0． 15

0． 20

0． 10

0． 15

0． 20

90． 80 ± 0． 76

90． 19 ± 1． 13

88． 45 ± 1． 96

2． 74 ± 0． 36*

1． 82 ± 1． 11*

4． 77 ± 0． 53

6． 46 ± 1． 09

7． 89 ± 1． 61

6． 78 ± 1． 88

89． 53 ± 0． 94

87． 55 ± 1． 58

86． 60 ± 1． 75

0． 81 ± 0． 43

0． 90 ± 1． 18

1． 48 ± 1． 07

9． 66 ± 0． 66

11． 55 ± 2． 25

11． 92 ± 2． 26

83． 88 ± 2． 84

80． 23 ± 3． 35

80． 09 ± 3． 19

1． 40 ± 0． 59

1． 67 ± 0． 72

1． 82 ± 0． 13

14． 72 ± 2． 26

18． 10 ± 2． 68

18． 08 ± 3． 10

68． 11 ± 3． 17

63． 80 ± 3． 63

62． 09 ± 2． 25

7． 53 ± 0． 69

10． 40 ± 0． 59

11． 54 ± 3． 55

24． 36 ± 2． 74

25． 81 ± 3． 20

26． 37 ± 3． 39

与体积分数( 0． 20) 比较: * P ＜ 0． 05

图 4 3 种培养基中的 BMSCs在

培养 1、2、3、4、5、6 d的活力变化情况

功能因此被广泛的应用于组织工程、基因治疗、细胞
治疗，被用来运送生物制剂和检测新植入材料的生

物相容性。
目前分离 BMSCs的方法有全骨髓贴壁法、密度

梯度离心法、流式细胞仪分离法、免疫磁珠法、骨髓
过滤装置［10］，后 3 种方法易损伤细胞活性，过程繁
杂，前 2 种方法培养的细胞在前 2 代有差别，但至
P3 均已无差异。因此该文选取简单易行且能够获
得足够数量与纯度的第一种方法。
至目前，对 BMSCs 的鉴定尚没有统一的方案。

一般是通过以下方法来鉴定:首先，黏附能力;其次:

多分化潜能;最后:表面标志，BMSCs 无特异性表面
标志，因属于非造血干细胞所以不表达 CD11、
CD14、CD34 和 CD45，高表达 CD29［11］、CD44、
CD73、CD271［12］、CD90、STＲO-1 和 CD1 偶 05 /SH2。
因为抗大鼠的抗体非常少，因此本文选择 CD45-PE、
CD29-PE、CD44-FITC、CD90-FITC 做为鉴定干细胞

的标志。本文实验结果显示，CD45 呈低表达而
CD44、CD90、CD29 高表达。细胞周期结果显示，P3
细胞 85%以上处于 G0 /G1 期，说明是干细胞。

FBS含有 BMSCs 生长和增殖所需要的物质如
生长因子: TGF-β1、β3、FGF-2 等，因此都要在基础
培养液里加 FBS ［13］，但是关于适宜浓度，不同的文
献报道不尽一致。有的实验结果显示 11% FBS 的
完全培养基最适合 BMSCs的增殖［3］，有的研究结果
显示 15%［4］、20%［5］的完全培养基中 BMSCs 显示
出最高的增殖能力，还有报道 10% ～ 20%有利于
BMSCs的增殖，传统的培养基是 DMEM 加 10%的
FBS。本实验结果与传统的结论一致，10%的完全
培养基已经适合 BMSCs 的体外扩增培养。不同的
结果也许是由于每 1 批次的 FBS 不同，枪头准确
性，或是 BMSCs 培养传代的过程中胰酶消化时间，
传代方法不同等原因，这些都会影响其相关特性和

分化的能力，进行实验前建议进行 FBS 批次的检
测。
细胞周期包括间期和分裂期 2 个阶段，间期包

括 G0 /G1 期、S期、G2 /M 期，在此期间进行着复杂的
物质合成和能量储备。不同浓度 FBS 对 BMSCs 周
期的影响是不同的，主要发生在间期内。该实验结
果显示随着时间的增加，3 种完全培养基 G0 /G1 期

减少，S 期 + G2 /M 期减低，均能促进 BMSCs 的增
殖，3 期中只有 G2 /M 期在 24 h 时 3 组之间差异有
统计学意义，3 组的 G0 /G1 期、S 期、G2 /M 期在其余
各个时间点差异均无统计学意义。

FBS内含有营养物质和生长因子，浓度的不同
会影响 BMSCs的增殖、分化、基因表达、稳定性和活
力。OD值可以间接反应细胞的活力。不同浓度的
FBS对 BMSCs活力的影响在第 1 天有差异，但在以
后的 5 d 3 组活力相当，没有差异，说明含体积分数
为 0. 10 FBS 的完全培养基已满足 BMSCs 的活力，
与细胞周期结果吻合。
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Effect of different concentrations of fetal bovine serum on bone marrow
mesenchymal stem cell purity and cycle

Chen Xiaodan，He Jiacai
( Stomatologic Hospital ﹠ College，Anhui Medical University，Key Lab． of

Oral Diseases Ｒesearch of Anhui Province，Hefei 230032)
Abstract Objective To compare the influence of three kinds of complete media with 0. 10，0. 15，0. 20 fetal bo-
vine serum( FBS) on purity and cycle of rat bone marrow mesenchymal stem cells ( BMSCs) cultured in vitro and to
seek suitable FBS concentration for the cultivation of the stem cells． Methods SD rats were executed by cervical
dislocation method and used whole bone marrow adherence to isolate rat BMSCs． Experiment was divided into A，
B，C，3 groups． Compared the expression of CD45，CD29，CD90，CD44 in the three groups in 2，3，4，5 passages
( P2，P3，P4，P5) ; the cells of P3 in group A were digested and cultured in three different concentration of com-
plete culture media for four days，measuring cell cycle in 24，48，72，96 h by flow cytometry instrument． BMSCs of
P3 were collected and inoculated to 6 pieces of 96-well plates，then vaccinated with complete media with 0. 10，
0. 15，0. 20 FBS in every plate，one culture plate was taken out for optical density ( OD) meaturement every day
with CCK-8． Ｒesults CD45 was negative，CD29，CD90，CD44 were positive． The difference of BMSCs surface
markers cultured in the three kinds of complete media was bigger in the first two passages，but the difference was
less in P3，P4，all could obtain pure BMSCs in P4 relatively; according to the results of the cell cycle at the same
time，G0 /G1 phase: with the increase of concentration of fetal bovine，G0 /G1 phase reduced and had no diference
in A，B，C groups; G2 /M phase: there was difference between them after 24 h( P ＜ 0. 05，F = 12. 412) ，but with
the extension of time，the differences disappeared; S phase: there was no difference in the three groups; S + G2 /M
phase increased with the concentration of FBS． According to the result of cell vitality，the OD of ABC three groups
increased in turn in 24 h，and there was difference( P ＜ 0． 05，F = 5. 002) ，but with the extension of time，there
was no obvious difference between them． Conclusion The three kinds of culture media in P4 can obtain pure BM-
SCs，cell cycle and vitality show three complete media can promote the growth of BMSCs． There is no difference
between them． Culture media with 0． 10 FBS can satisfy the isolation and amplification of BMSCs，in order to ob-
tain pure BMSCs in the short term，using culture media with 0． 15 and 0． 10 FBS in the primary culture and subcul-
ture respectively．
Key words bone marrow mesenchymal stem cells; fetal bovine serum; cell cycle; surface marker
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