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间充质干细胞属于中胚层的一类多能干细胞，主要存在
于结缔组织和器官间质中，以骨髓组织中含量最为丰富，因此
统称骨髓间充质干细胞（Bone mesenchymal stem cells，BM-

SCs）。BMSCs具有来源方便且易于分离、培养、扩增和纯化等
特点，多次传代扩增后仍具有干细胞特性，在一定的诱导条件
下可分化为成骨细胞、软骨细胞、肌肉细胞、神经细胞和脂肪
细胞等多种组织细胞，且免疫原性弱。因此，BMSCs作为组织
工程学中的理想种子细胞受到了越来越多学者的重视[1-4]。

研究表明，生产组织工程化产品要获得临床的广泛应用，

需要大量的种子细胞 [5]。尽管骨髓中 BMSCs 的含量相对较
多，但在正常状态下生长缓慢，而且随着年龄增加BMSCs的数
量将逐渐减少。因此，要想获得数量多、活性高、分化功能良
好的种子细胞以满足组织工程学应用要求，就必须对BMSCs

进行扩增。因此，如何通过有效的技术手段来获得大规模、具
有再生活力的种子细胞，成为了当前组织工程研究亟需解决
的关键问题。本文以“骨髓间充质干细胞”“种子细胞”“组织

工艺学”“细胞增殖”等的中、英文词汇为关键词，组合检索

2000－2013年中国知网、万方数据库、PubMed等中的文献，结

果共查询到文献106篇，其中有效文献27篇，现对有关促进骨

髓间充质干细胞增殖的方法进行综述。

1 中药对BMSCs增殖的影响

目前，中药促进BMSCs的增殖研究取得了很大进展。中
药具有滋阴补阳、强身壮体、增智健脑、抗衰老和调节免疫功
能、毒副作用小、疗效好等特点，被广泛应用于诱导BMSCs增
殖研究中，并已形成产品应用于临床中以促进BMSCs增殖，如
将中药用于治疗骨质疏松和骨折修复等。中药主要通过调动
或调整机体细胞内在机制以促进BMSCs增殖。Chen DF等[6]

研究发现，龟板提取物能够促进BMSCs增殖，细胞增殖活性明
显活跃。同时，筛选龟板提取物有效浓度范围为 0.01～3.0

mg/ml，经细胞周期分析表明，龟板提取物能增加处于S期（增
殖期）BMSCs 的比例，并证明了龟板提取物的主要化学成分
（主要含有脂肪酸、类固醇及氨基酸等）和药理活性的机制。

刘国岩等 [7]利用不同质量浓度骨碎补（0.2、2、20 mg/ml）促进
BMSCs增殖，研究表明增殖活性因子之一碱性成纤维细胞生
长因子（bFGF）表达增加，成骨能力明显增强，从而加速了BM-

SCs增殖，其中以质量浓度 2 mg/ml促进作用最为明显。黄进
等[8]利用黄芪多糖体外促进BMSCs增殖，1、2、3 mg/ml黄芪多
糖组均具有促进BMSCs增殖，MTT检测细胞吸光值（0.499 8±

0.005）、（0.496 3±0.005）、（0.472 5±0.005）明显高于空白对照
组（0.360 8±0.005），其中以 1 mg/ml 促进作用最为明显（P＜

0.01）。

虽然中药促进BMSCs的增殖取得了很大进展，但是中药
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促进BMSCs增殖尚存在以下问题：中药强调的是多靶点体系
与分子之间的协同作用，而且中药组织成分复杂，多为复方用
药，其有效化学成分难以明确，不能高效利用；再者，中药与
BMSCs 的量效关系、药理作用及其作用机制尚不十分清楚。

因此，今后应加强对此类中药进行有效分子水平活性成分提
取，以确定中药的有效成分，并对其作用机制进行深人研究，

从细胞水平、分子水平或基因水平方面揭示中药促进BMSCs

增殖的机制具有重要意义。

2 电磁场对BMSCs增殖的影响
研究表明，脉冲电磁场（Pulsed electromagnetic fields，

PEMFs）可促进骨组织的愈合和重建，具有促进种子细胞增殖
及转化、刺激骨局部生长因子分泌、合成细胞外基质（Extracel-

lular matrix，ECM）和加速骨的发育等多种作用。目前，临床上
利用电磁场设备进行骨折延迟愈合、骨不连结、骨质疏松等治
疗，具有效果显著、操作简便、费用低廉等特点[9-11]。

电磁场频率在 1～100 Hz范围时会对组织和细胞产生生
物学效应，而人体骨骼系统的内生性活动频率范围在步态频
率（1～5 Hz）到肌肉收缩的动力频率（10～100 Hz）间变化。

Lee JH等[12]认为，最有效的电磁场频率范围应该与机体正常功
能活动频率相接近，才能使电磁场发挥最大的刺激功效作
用。Liu C等[13]利用电磁场强度1 mT，频率为10、30、50、70 Hz

刺激体外培养的第3代BMSCs，刺激时间2 h，发现电磁场频率
10 Hz时能够大幅提升BMSCs增殖标志物碱性磷酸酶（ALP）

和骨钙素的表达，BMSCs增殖活性明显增强。然而，电磁场频
率在50、70 Hz时，BMSCs细胞增殖活性反而下降。

目前，PEMFs作用于BMSCs的增殖机制还不够明确，虽
然已形成产品并应用于临床，但是仅在小范围内应用，如何获
得更大规模、安全高效的应用，还有待进一步研究。

3 ECM对BMSCs增殖的影响
ECM由大分子构成，其构成错综复杂，能为细胞的生长及

活动提供适宜的场所。研究表明，ECM可通过自身所带电荷
先吸附到培养仪器表面，然后BMSCs再与ECM结合，从而加
速BMSCs黏附和贴壁，细胞与基质这种黏附对于调节细胞生
长和增殖行为十分重要[14]。

Jager M 等 [15]将 BMSCs 分别接种到 D，D，L，L-聚交酯
（PLLA）、Ⅰ/Ⅲ型胶原以及聚乳素-910/聚二氧环己酮（PGPD）3

种支架上。结果发现，4 h后镜下观察Ⅰ/Ⅲ型胶原上BMSCs

的贴壁数量明显多于其他两个支架细胞（胶原＞PLLA＞

PCPD）。ECM促进BMSCs增殖的机制目前还不完全清楚，但
Larsen M[16]等推测其促进增殖的机制可能与化学信号通过整
合素-黏着斑（Focal adhesion plaques，FAP）激酶-胞外信号调节
激酶（Extracellular signal-regulated kinase，ERK）途径传递有
关。整合素的胞外区与ECM相连，胞内区与细胞骨架相接，形
成FAP，由此将ECM 产生的化学信号传递到细胞内，调节BM-

SCs的生长、增殖、迁移等过程。但是，ECM这种促进BMSCs

增殖的机制还有待证实，相应的技术路线仍需进一步完善。

4 机械刺激对BMSCs增殖的影响
机械刺激对BMSCs的体外增殖也有重要的调节作用。机

体细胞和组织器官处于一种复杂的力学微环境中，BMSCs的
增殖和分化高度依赖其所处的微环境[17-18]。Song G等[19]研究
发现，不同机械刺激的大小、作用方式及作用时间对BMSCs增
殖分化的调节作用不尽相同。当机械刺激频率为 1 Hz、形变
量为 5％并分别拉伸 15、30、60 min 时，机械刺激能显著促进
BMSCs增殖；当形变量增加至10％、拉伸60 min时，细胞增殖

会受到抑制；继续增加形变量至15％、拉伸15 min时则会抑制
BMSCs 增殖；将拉伸时间延长至 30、60 min 时却会再次促进
BMSCs增殖；然而长时间的机械拉伸（12 h或 24 h）对BMSCs

增殖将起到抑制作用。经李晓娜等[20]证实，机械拉伸刺激能影
响大鼠BMSCs的迁移行为，基质金属蛋白酶2（Metalloprotein-

ases，MMP-2）、MMP-9在此过程中可能起着重要的介导作用，

但具体机制目前还不够明确。

适当的机械力学刺激可促进体外细胞的增殖和功能的维
持，但过度或持续时间过长的机械刺激又会对细胞的结构和
功能造成损害[21]。目前，这种机械力作用的大小及作用机制还
有待进一步研究。

5 生长因子对BMSCs增殖的影响
细胞因子是组织工程中的重要因素，其通过细胞间的信

号传递来影响细胞活动，具有促进或抑制细胞分裂、增殖、迁
移和基因表达等作用。生长因子的合理应用对组织工程起着
关键作用，目前在骨组织中发现了十几种生长因子。其中，bF-

GF、转化生长因子（TGF）、胰岛素样生长因子（IGF）、血小板衍
生生长因子（PDGF）和表皮生长因子（EGF）等多种细胞因子对
BMSCs具有重要的调节作用，可促进细胞增殖和胶原合成、加
速血管生长及在骨吸收改建方面发挥作用。因此，在组织工
程对细胞因子合理使用或调控BMSCs的适时适量表达十分重
要。研究表明，bFGF 是目前已知最强的促细胞生长因子 [22]。

Yuan S等[23]研究发现，骨形态发生蛋白-4/7（Bone morphogenet-

ic protein，BMP-4/7）能显著促进骨髓基质细胞的增殖（P＜

0.05）；同时，也能促进BMSCs的成骨分化。BMP-4/7和 bFGF

在促进细胞增殖时具有显著的协同作用。

随着分子生物学、生物化学不断深入研究，各种生长因子
在组织工程中的作用日益受到重视。但其使用过程中还存在
诸多问题：（1）生长因子与细胞增殖之间的量效关系、相互作
用、协同或拮抗作用及其作用机制都不十分明确，因此细胞增
殖是一个极其复杂的过程。经李斌等[24]证实，TGF-β1分别与
bFGF、IGF-I在诱导BMSCs形成软骨细胞的过程中具有协同
作用。但各种生长因子之间的相互作用机制及量效关系目前
尚不明确，需要长期的探究。（2）生长因子的生物活性难以控
制，极易使种子细胞发生定向分化而变性，造成细胞基因突
变，从而导致危险。（3）生产生长因子的费用较高。

6 转基因技术对BMSCs增殖的影响
转基因（Gene transfer）是指将外源目的基因通过载体转移

到靶细胞内，以补偿靶细胞的基因缺陷。其主要作用是调节
靶细胞蛋白质分泌水平，使靶细胞获得新的生物学行为和功
能。利用转基因方法促进种子细胞增殖是当今组织工程研究
中的又一热点。蒋柳宏等[25]利用脂质体转染法，将真核重组表
达质粒（bFGF-pcDNA3）转染至体外培养的BMSCs，筛选出稳
定表达bFGF的BMSCs细胞株，并发现自身表达的bFGF可促
进 BMSCs 增殖。Lin WP 等 [26]利用转基因技术将生长因子
Neuroglobin植入实验兔的BMSCs，结果发现兔的损伤组织重
塑和纤维束生长显著增快。目前，利用转基因技术已将人端
粒逆转录酶（hTERT）基因成功转入中国贵州小猪的 BMSCs

内，发现转染后的BMSCs与正常培养的BMSCs具有相同的增
殖活性，同时转染后的BMSCs寿命得到延长[27]。但是，这项技
术也面临一些难题需要解决，如基因转染效率低、体内表达时
间短、是否会导致恶变及转基因后能否保持原来的生物学特
性等。目前，转基因技术还处于初步研究阶段，技术条件的不
完善决定了其在短时间内难以全面推广应用。
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7 结语
BMSCs作为组织工程学中的理想种子细胞，近年来受到

学者们的广泛关注，已成为医学领域乃至整个生命科学领域
的研究热点，如中药、电磁场扩增种子细胞都已形成产品应用
于临床。对种子细胞的大量扩增是其要解决的关键问题。上
述几种促进BMSCs增殖的方法，虽然在种子细胞的扩增方面
起到了一定作用，但是每种方法都存在或多或少的缺陷，需要
更加深入地进行探究。当前，利用上述方法对种子细胞进行
大量扩增仍存在一定的局限性，还无法在短期内推广应用。

展望未来，寻找一种更为简便、经济、安全、有效的扩增种子细
胞的方法显得尤为重要。
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