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长白猪骨髓和脂肪间充质干细胞复制性衰老过程中 

生物学特性和抗氧化损伤能力的比较 
 

车丽娜，李凤娇，赵崇杰，黄 磊，许 慧，王 楠 
(天津科技大学生物工程学院，天津 300457) 

 

摘  要：为研究对比长白猪骨髓间充质干细胞(bone marrow derived mesenchymal stem cells，BMSCs)和脂肪间充质干

细胞(adipose derived mesenchymal stem cells，AMSCs)在体外衰老过程中的生物学特性和抗氧化损伤能力，分别利用

贴壁筛选法、Ⅰ型胶原酶消化法分离获得 BMSCs 和 AMSCs，利用流式细胞术鉴定细胞，EdU 检测细胞增殖能力，实

时荧光定量聚合酶链反应(RT-qPCR)检测基因表达，β-半乳糖苷酶(β-galactosidase，β-gal)染色检测细胞衰老情况，油

红 O 和茜素红染色检测细胞的成脂和成骨分化能力，TUNEL 检测细胞的凋亡情况．分离的 BMSCs 和 AMSCs 均高表

达 CD44 和 CD90，不表达 CD45 和 CD34．与 AMSCs 相比，P8 代 BMSCs 增殖能力强，OCT4 和 Ki67 表达高，β-gal 阳

性细胞数少，成骨分化能力高．但在成脂分化能力方面，AMSCs 强于 BMSCs．进一步发现 H2O2 处理 P8 代细胞时，

AMSCs 比 BMSCs 对氧化损伤更敏感，细胞凋亡率显著增加，究其原因可能与抗氧化损伤基因表达的显著降低有关．
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Comparative Study of Biological Characteristics and Anti Oxidative  

Damage Ability of Porcine Bone Marrow and Adipose Derived  

Mesenchymal Stem Cells During the Replicative Senescence 

CHE Lina，LI Fengjiao，ZHAO Chongjie，HUANG Lei，XU Hui，WANG Nan 

(College of Biotechnology，Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：In order to study and compare the biological characteristics and antioxidant capacity of bone marrow derived 

mesenchymal stem cells(BMSCs)and adipose derived mesenchymal stem cells(AMSCs)from Landrace pigs during aging in 

vitro，BMSCs and AMSCs were isolated by adherent screening method and typeⅠcollagenase digestion method respectively. 

MSCs were identified by using flow cytometry and it’s proliferation capacity was detected with EdU. The expression of gene 

was detected by RT-qPCR，cell senescence was detected by β-galactosidase(β-gal) staining，the abilities of adipogenic and 

osteogenic differentiation of these cells were identified by oil red O staining and alizarin red staining，respectively. The apop-

tosis of cells was detected by TUNEL method. Both the isolated BMSCs and AMSCs highly expressed CD44 and CD90，but 

not CD45 and CD34. Compared with AMSCs，BMSCs at P8 had strong proliferative ability，increased expression of OCT4 

and Ki67，lower numbers of β-gal positive cells，and higher osteogenic differentiation ability. However，adipogenic differen-

tiation ability of AMSCs were stronger than that of BMSCs. Moreover，when P8 cells were treated with H2O2，AMSCs were 

more sensitive to oxidative damage than BMSCs，and the apoptosis rate increased significantly. This may be due to the sig-

nificant reduction of antioxidant gene expression. 
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基于对可持续发展、环境负担和动物福利的关

注，越来越多的人认为传统肉类需要替代品．细胞培

养肉是在健康环保、节能减排等方面均较传统养殖肉

类有显著优势的一项变革创新性肉类生产技术[1]．培

养肉的概念由英国前首相丘吉尔于 1931 年首次提 

出[2]，经过多年的探索和研究才逐渐变成现实．南京

农业大学周光宏教授团队使用第六代长白猪肌肉干

细胞经过 20 d 左右的培养，研发生产出我国第一块

肌肉干细胞培养肉[2]．细胞培养肉的生产过程包括种

子细胞获取、干性维持、扩大培养和大规模分化等[2]. 

间充质干细胞(mesenchymal stem cells，MSCs)最早

发现于骨髓，具有较强的增殖能力和分化为成骨细

胞、脂肪细胞、成肌细胞和软骨细胞等潜能[3-6]. MSCs

具有向肌肉细胞分化的能力，但分化效率较低[7]，尚

需研究提高其向肌源性定向分化效率的方法．MSCs

也可以作为脂肪组织的种子细胞，用来开发含有脂肪

细胞的培养肉组织[2]．然而，间充质干细胞在体外短

期培养后会迅速失去黏附、增殖和分化的能力，这严

重限制了细胞培养肉的规模化生产．目前关于间充

质干细胞的研究多集中于人类和啮齿类动物，对于畜

禽 MSCs 的生物学特性的研究有限，且已经报道的长

白猪间充质干细胞的研究大多集中在适用于生物医

学和组织工程的小型长白猪[8-9]，而对于长白猪的间

充质干细胞特性及复制性衰老研究较少．因此，研究

对比长白猪脂肪间充质干细胞(adipose derived mes-

enchymal stem cells，AMSCs)和骨髓间充质干细胞

(bone marrow derived mesenchymal stem cells ，

BMSCs)在体外衰老过程中的生物学特性和抗氧化

损伤能力，对筛选具有相对优势的种子细胞具有重要

的意义． 

现有研究[9-10]表明，间充质干细胞高表达阳性表

面标志物 CD44 和 CD90，而不表达阴性表面标志物

CD34 和 CD45．研究[11]发现细胞的生物学特性由多

种因素决定，组织来源是其中较为重要的影响因素之

一．由于组织来源的不同，间充质干细胞的增殖能

力、细胞活性、干性和多向分化潜能等生物学特性差

异较大[12-16]．近年来，研究人员已经可以从骨髓[17]、脂

肪组织[18]、皮肤[19]和脐血[20]等多种组织中分离获得

长白猪的 MSCs．关于 AMSCs 与 BMSCs 的生长特

性也存在争议．He 等[21]证实大鼠 BMSCs 比 AMSCs

具有更强的增殖和集落形成能力．与之相反，也有研

究[22]表明 AMSCs 可能具有更强的增殖潜能．目前针

对不同组织来源的长白猪 MSCs，尤其是长白猪

MSCs 在体外的扩增情况和生物学特性等方面的差

异尚未得到充分证明． 

随着传代次数的增多，MSCs 的生物学特性发生

显著改变：一方面，细胞增殖能力显著下降，出现复

制性衰老[23]，子代细胞数量锐减，导致干细胞应用效

率下降；另一方面，细胞多向分化潜能、DNA 损伤修

复能力[24]、抗氧化损伤能力[24]、免疫调节能力[25]均下

降，细胞内基因表达的变化和氧化损伤的积累，导致

细胞质量降低．这些生物学特性的改变将极大影响

MSCs 作为培养肉种子细胞的安全性．在长期体外培

养过程中，长白猪 MSCs 的抗氧化损伤能力及抗氧化

损伤相关基因表达情况也仍不清楚．因此，本研究分

别以长白猪 BMSCs 和 AMSCs 为研究对象，分离获

得并长期培养 BMSCs 和 AMSCs，比较两者在增殖

和分化能力方面的特征差异，同时研究其抗氧化损伤

能力及抗氧化损伤相关基因的表达情况，探讨其生物

学特性与细胞组织来源之间的关系；筛选出在增殖能

力、分化能力和抗氧化损伤能力等方面具有相对优势

的种子细胞，旨在为细胞培养肉的体外大规模培养提

供理论依据． 

1 材料和方法 

1.1 材料 

1.1.1 实验动物 

1 周龄长白猪购自天津市福圣源畜禽养殖场． 

1.1.2 主要试剂 

DMEM/F12 培养基，Gibco 公司；胎牛血清，

AusGeneX 公司；Ⅰ型胶原酶、油红 O、茜素红、地塞

米松、抗坏血酸和胰岛素，北京索莱宝科技有限公

司；胰酶，杭州浦泰生物科技公司；青霉素、链霉素，

上海纪宁实业公司；β-甘油磷酸钠，北京酷来搏科技

有限公司；吲哚美辛，MCE 公司；抗 CD44-APC、

CD90-FITC 和 CD34-PE 抗体，BioLegend 公司；抗

CD45-PerCP 抗体，BD 公司；Trizol，Invitrogen 公司；

M-MLV 逆转录酶，Promega 公司；Bestar SYBR 

Green qPCR Master Mix，上海星汉生物科技有限公

司；EdU 细胞增殖检测试剂盒，Meilunbio 公司；

TUNEL 细胞凋亡检测试剂盒和细胞衰老 β-半乳糖

苷酶染色试剂盒，上海碧云天生物技术有限公司；所

用引物由金唯智生物科技(北京)有限公司根据设计

合成． 
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1.2 实验方法 

1.2.1 细胞的分离、纯化和培养 

  (1)BMSCs 的分离、纯化和培养 

取 1 周龄新生小长白猪，用 3%戊巴比妥钠麻醉

致死，在后肢与躯干部位连接处周围切开一个切口，

在髋关节处将躯干与后肢分离．在脚踝处切断踝关

节去掉脚掌，沿骨干刮去骨骼末端结缔组织．将胫骨

和肱骨保存在添加了 5%青霉素/链霉素的冷 PBS

中．在无菌环境下剪掉股骨和胫骨末端，用完全培养

基(含有 10%胎牛血清的 DMEM/F12 培养基)从切口

处冲刷骨髓填充物，收集 BMSCs．用 200 目筛网过

滤细胞悬浮物，去除骨髓针状物、肌肉和细胞块．将

稀释至 1×10
6

mL
-1 的细胞悬液接种在 100 mm

2 培养

皿中，在 37 ℃、5%  CO2 细胞培养箱中培养 24 h 后，

先用 PBS 冲洗贴壁细胞 2～3 次，更换新鲜的完全培

养基，随后每隔 3～4 d 更换新鲜培养基．当细胞含量

达到 90% 左右时，用 0.25%胰酶消化并传代培养．当

细胞传至 P3 代时可获得纯化的 BMSCs． 

  (2)AMSCs 的分离、纯化和培养 

将提取的 1 周龄新生小长白猪的脂肪组织用含

有 3%双抗的 PBS 冲洗 2～3 次，用干净手术剪将其

剪成大小约 1 mm
3 的组织块．将组织块(约 10 g)移入

50 mL 离心管并加入 8 mL 预冷的 0.1%Ⅰ型胶原酶，

用无菌胶布密封离心管口，37 ℃、180 r/min 恒温振荡

消化 1 h．取出离心管，800 r/min 离心 10 min，弃去上

清液，加入 8 mL 完全培养基并将细胞吹悬．将上述

细胞悬液用定制的 100 目不锈钢筛网过滤，用移液枪

移入培养皿中，将稀释至 1×10
6

mL
-1 的细胞悬液接

种在 100 mm
2 培养皿中培养 24 h 后，先用 PBS 冲洗

细胞 2～3 次，更换新鲜的完全培养基，随后每隔 3～

4 d 更换新鲜培养基．当细胞含量达到 90% 左右时传

代培养．当细胞传至 P3 代时可获得纯化的 AMSCs． 

1.2.2 流式细胞术鉴定 BMSCs 和 AMSCs 

将 P3 代的长白猪 BMSCs 和 AMSCs 以 5×

10
4

mL
-1 的细胞密度接种到 6 孔板中，过夜培养，胰

酶消化后收集到 15 mL 离心管中，800 r/min 离心

5 min．用 400 μL PBS 吹悬并将细胞悬液转移至流式

管中．在流式管中分别加入阳性表面标志物 CD44-

APC 和 CD90-FITC 抗体以及阴性表面标志物 CD34-

PE 和 CD45-PerCP 抗体后充分振荡，4 ℃避光孵育

30 min，800 r/min 离心 5 min，弃上清液，重复 2 次

后，每管加入 400 µL PBS，制成细胞悬液．用流式细

胞仪检测后采用 FlowJo-V10.7 软件对结果进行定量

分析． 

1.2.3 检测 BMSCs 和 AMSCs 的生长情况 

取 P4 代和 P8 代长白猪 BMSCs 和 AMSCs，以 

1×10
4个/孔的密度分别接种于 24 孔板中．每天取 3

孔细胞，0.25%胰酶消化后用血球计数板计算每孔细

胞数，取 3 孔细胞数的平均值，连续计数 7 d，以培养

时间为 x轴，细胞数为 y轴，使用 GraphPad Prism 6.0

统计软件分析并绘制 P4 代和 P8 代长白猪 BMSCs

和 AMSCs 细胞生长曲线． 

1.2.4 EdU 染色检测 BMSCs 和 AMSCs 的增殖能力 

取 P4 代和 P8 代长白猪 BMSCs 和 AMSCs 细

胞，分别接种于 24孔板中，待细胞含量达到 60% 后，

根据 EdU 试剂盒说明书进行后续实验．在荧光显微

镜下观察细胞并拍照．用 Image J 软件计算增殖细胞

数(红色)和总细胞数(蓝色)，其中*表示差异显著 

(P＜0.05)，**表示差异极显著(P＜0.01)，***表示差

异极其显著(P＜0.001)． 

   p

p

t

100%
N

r
N

= ×  (1)

 

式中：
p
r 为增殖率，

p
N 为增殖细胞数，

t
N 为总细  

胞数． 

1.2.5 β-半乳糖苷酶染色检测 BMSCs 和 AMSCs 的

衰老情况 

取 P4 代和 P8 代长白猪 BMSCs 和 AMSCs 细

胞，分别接种于 6 孔板中，待细胞生长融合度约为

80%时，根据 β-gal 染色试剂盒说明书检测细胞衰老

情况，并在倒置显微镜下观察细胞并拍照．用 Image 

J 软件进行定量分析． 

1.2.6 成骨和成脂分化诱导及鉴定 

成骨分化诱导及鉴定：将 P4 代和 P8 代长白猪

BMSCs 和 AMSCs 细胞接种于 6 孔板中，当细胞含

量达到 90% 后用成骨诱导培养基(10 μmol/L β-甘油

磷酸钠＋0.1 μmol/L 地塞米松＋50 μmol/L 抗坏血 

酸＋1%双抗＋10%  FBS＋DMEM/F12 培养基)培养

21 d，每 3 d更换一次新鲜成骨诱导培养基，用茜素红

对诱导细胞进行染色．在倒置显微镜下观察染色结

果．采用 Image J 软件进行定量分析． 

成脂分化诱导及鉴定：将 P4 代和 P8 代长白猪

BMSCs 和 AMSCs 细胞接种于 6 孔板中，当细胞培

养至融合度约为 80%时进行成脂诱导分化．首先用

成脂诱导培养基(10 μmol/L 胰岛素＋200 μmol/L 吲

哚美辛＋10 μmol/L 地塞米松＋1%双抗＋10% FBS＋

DMEM/F12 培养基)诱导 3 d，之后改用成脂维持培
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养 基 (2 nmol/L 胰岛素＋ 1% 双抗＋ 10% FBS＋

DMEM/F12 培养基)维持 3 d；然后每隔 3 d 交替更换

新鲜成脂诱导培养基和维持培养基．培养 21 d 后利

用油红 O 染色鉴定细胞成脂分化能力．在倒置显微

镜下观察染色结果．采用 Image J 软件进行定量分析. 

1.2.7 TUNEL 染色检测 BMSCs 和 AMSCs 的凋亡

情况 

取 P4 代和 P8 代长白猪 BMSCs 和 AMSCs 细

胞，接种于 24孔板中，待细胞含量达到 70% 后，用含

有 400 μmol/L H2O2 的完全培养基培养 4 h．后续实验

步骤根据 TUNEL 细胞凋亡试剂盒说明书进行．荧光

显微镜下观察细胞并拍照．用 Image J 软件计算凋亡

细胞数(红色)和总细胞数(蓝色)． 

   ( )
a a t

/ 100%= ×r N N  (2)
 

式中：
a
r 为凋亡率，

a
N 为凋亡细胞数，

t
N 为总细胞数. 

1.2.8 RNA 提取及相关基因的实时荧光定量聚合酶

链反应(RT-qPCR)检测 

使用 Trizol 试剂从细胞中提取总 RNA，每管

RNA 样品中加入 200 µL 氯仿进行抽提，提取结束后

加入 20 µL DEPC 水进行溶解并定量．使用 M-MLV

逆转录酶对 RNA 样品(4 µg)进行逆转录，最后以

cDNA 为模板，采用 Bestar Sybr Green qPCR Master 

Mix 进行扩增和检测．引物序列见表 1．反应条件：

95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，40个循环．GAPDH 为内参照，

结果采用 2
−ΔΔCt 法进行相对定量分析． 

表 1 引物序列 

Tab. 1 Primer sequence 

名称 序列 

GAPDH 
上游 5'-TGAAGGTCGGAGTGAACG-3' 

下游 5'-CGTGGGTGGAATCATACTGG-3' 

OCT4 
上游 5'-GTCGCCAGAAGGGCAAAC-3' 

下游 5'-CAGGGTGGTGAAGTGAGGG-3' 

Ki67 
上游 5'-ACCTGGTCTTAGTTCCGTTGA-3' 

下游 5'-TGGTTGGCGTTTCTCCTC-3' 

SOD-1 
上游 5'-GGTCCTCACTTCAATCCTG-3' 

下游 5'-CTTCATTTCCACCTCTGC-3' 

CAT 
上游 5'-CCCAGCCCTGACAAGATG-3' 

下游 5'-CTGTTCGGGAGCACTAAA-3' 

GSR 
上游 5'-TGCGTGAATGTCGGATGT-3' 

下游 TGGATGATTTCTATGTGGG-3' 

NQO-1 
上游 5'-CCCGTCATCTCCAGAAAG-3' 

下游 5'-CAGGGACTCCAAACCACT-3' 

2 结果与分析 

2.1 长白猪 BMSCs和 AMSCs的细胞形态观察 

在倒置相差显微镜下观察 BMSCs 和 AMSCs，

P4 代和 P8 代长白猪骨髓和脂肪间充质干细胞的细

胞形态如图 1 所示．最初的单个贴壁细胞呈长梭

状．3～5 d 后细胞开始融合，1 周内细胞融合率达

65%～70% ．P4 代的 BMSCs 和 AMSCs 细胞形态均

呈长梭形．与 P4 代的 BMSCs 相比，P8 代的 BMSCs

细胞形态仍呈长梭形，细胞形态并未发生太大变

化．而与 P4 代的 AMSCs 和 P8 代的 BMSCs 比较，

P8 代 AMSCs 细胞呈现胞体扁平、肥大等不规则形态

和折光性弱的特点，细胞基本失去增殖能力呈现出衰

老的趋势．8 代以内的 BMSCs 均在 3 d内即可传代，

而 AMSCs 在 8 代后其传代时间逐渐延长，需 5～6 d

才可传代． 

 

(a) P4 代长白猪 AMSCs       (b) P8 代长白猪 AMSCs 

 

(c) P4 代长白猪 BMSCs       (d) P8 代长白猪 BMSCs 

图 1 长白猪骨髓和脂肪间充质干细胞的细胞形态 

Fig. 1 Morphology of porcine BMSCs and AMSCs 

2.2 长白猪 BMSCs和 AMSCs的表型鉴定 

流式细胞仪检测结果显示，P3 代长白猪 BMSCs

和 AMSCs 均 高 表 达 阳 性 表 面 标 志 物 CD44 和

CD90(＞97% )，而不表达阴性表面标志物 CD34 和

CD45(＜0.5% )(表 2)． 

表 2 P3代长白猪 BMSCs和 AMSCs的表型鉴定(n＝3)

Tab. 2 Phenotype identification of porcine BMSCs and 

AMSCs at P3(n＝3)                                                %
 

组别 CD44 CD90 CD34 CD45 

BMSCs 98.17±0.03 99.97±0.03 0.09±0.12 0.08±0.04

AMSCs 97.63±0.23 100±0 0.21±0.13 0.34±0.13
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2.3 长白猪 BMSCs 和 AMSCs 体外多次传代后的

增殖能力 

P4 代和 P8 代 BMSCs 和 AMSCs 的生长曲线如

图 2所示，P4 代 BMSCs 和 AMSCs 培养的 1～2 d 为

潜伏生长期，增殖较慢；2～4 d 为对数生长期，此期

细胞生长活跃，增殖较快；此后由于细胞密度增大，

细胞间发生接触抑制，增殖速率逐渐减慢，进入平台

期. 与 P4 代的细胞相比，P8 代的 AMSCs 和 BMSCs

增 殖 速 率 均 减慢．相 较 于 P8 代 BMSCs ，P8 代

AMSCs 的对数生长期延长，增殖能力显著下降． 

 

图 2 长白猪骨髓和脂肪间充质干细胞的生长曲线 

Fig. 2 Growth curve of porcine BMSCs and AMSCs  

利用 EdU 染色检测长白猪 BMSCs 和 AMSCs

的增殖能力，实验结果如图 3所示． 

 

(a) EdU 染色检测 

 

(b) 定量分析 

图 3 长白猪骨髓和脂肪间充质干细胞的增殖能力 

Fig. 3 Proliferation of porcine BMSCs and AMSCs  

  P4 代的 BMSCs 和 AMSCs 的增殖率分别为

(41.36±3.35)% 和(39.22±3.31)% ，不存在显著性差

异．随着传代次数的增加，与 P4 代的细胞相比，P8

代的 BMSCs(P＜0.05)和 AMSCs(P＜0.01)的增殖率

均呈现显著下降的趋势．细胞传至 P8 代时，BMSCs

的 增 殖 率〔 (26.11± 4.92)% 〕显 著 高 于 AMSCs

〔(12.37±1.86)%〕(P＜0.01)． 

进一步利用 RT-qPCR 检测干性标志基因 OCT4

和增殖标志基因 Ki67 的 mRNA水平，实验结果如图

4 所示．由图 4 可知：增殖基因 OCT4 和 Ki67 在 P4

代和 P8 代的 BMSCs 和 AMSCs 中均有不同程度表

达；细胞传代过程中 BMSCs 和 AMSCs 内 OCT4 

(P＜0.05，P＜0.01)和 Ki67(P＜0.01)的 mRNA 水平

均呈现下降趋势．传至 P8 代后，BMSCs 的 OCT4 

(P＜0.01)和 Ki67(P＜0.05)的 mRNA 水平均显著高

于 AMSCs． 

 

(a) OCT4 

 

(b) Ki67 

图 4 长白猪骨髓和脂肪间充质干细胞 OCT4 和 Ki67 的

mRNA水平 

Fig. 4 mRNA levels of OCT4 and Ki67 in porcine BMSCs 

and AMSCs 

以上结果证实：随着体外传代次数的增加，长白

猪 BMSCs 和 AMSCs 的增殖能力均显著下降，其中

多 次 传 代 后 的 BMSCs 的 增 殖 能 力 显 著 高 于

AMSCs． 

2.4 长白猪 BMSCs 和 AMSCs 体外多次传代后的

衰老情况 

采用 β-半乳糖苷酶染色方法对衰老细胞进行染

色，实验结果如图 5 所示，P4 代 的 BMSCs 和
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AMSCs 中 β-半乳糖苷酶阳性细胞较少，无显著性差

异．随着细胞传代次数的增加，阳性细胞比例增大，

P8 代的 BMSCs 和 AMSCs 阳性细胞率均大于 P4 代

细胞，有显著性差异(P＜0.01)．在第 8 代时，BMSCs

的阳性细胞率〔(62.34±8.34)%〕小于 AMSCs 的阳

性细胞率〔(87.33±7.34)%〕，有显著性差异(P＜

0.05)．这些结果证实，随着体外传代次数的增加，长

白猪 BMSCs 和 AMSCs 均出现衰老情况，与 BMSCs

相比，AMSCs 在体外传代过程中更易衰老． 

 

    P4 代长白猪 AMSCs     P8 代长白猪 AMSCs 

 

    P4 代长白猪 BMSCs     P8 代长白猪 BMSCs 

(a) β-gal 染色 

 

(b) 定量分析 

图 5 长白猪骨髓和脂肪间充质干细胞的衰老情况 

Fig. 5 Senescence of porcine BMSCs and AMSCs  

2.5 长白猪 BMSCs 和 AMSCs 体外多次传代后的

成骨和成脂分化能力 

成骨诱导后用茜素红染色，显微镜下可见形成不

同程度的红色钙化结节，说明部分间充质干细胞已分

化为成骨细胞，红色钙化结节的形成率即为成骨分化

率．长白猪骨髓和脂肪间充质干细胞的成骨分化能

力如图 6 所示．由图 6 可知：P4 代 BMSCs 和

AMSCs 钙结节形成 率并无显 著 性 差 异；P4 代

BMSCs 和 AMSCs 钙结节形成率均大于 P8 代细胞，

有显著性差异(P＜0.01)；P8 代 BMSCs钙结节形成率

为(35.35±5.23)%，显著高于 AMSCs〔(11.83%±

1.34% )〕(P＜0.05)． 

 

    P4 代长白猪 AMSCs         P8 代长白猪 AMSCs 

 

    P4 代长白猪 BMSCs        P8 代长白猪 BMSCs 

(a) 茜素红染色 

 

(b) 定量分析 

图 6 长白猪骨髓和脂肪间充质干细胞的成骨分化能力

Fig. 6 Osteogenic differentiation potential of porcine 

BMSCs and AMSCs 

油红 O 染色后在显微镜下可见细胞内形成红色

脂滴，说明部分间充质干细胞已分化为脂肪细胞，脂

滴形成率即为成脂分化率．长白猪骨髓和脂肪间充

质干细胞的成脂分化能力如图 7所示． 

  由图 7 可知：P4 代 BMSCs 和 AMSCs 的红色脂

滴形成率并无显著性差异；P4 代BMSCs 和AMSCs 的

红色脂滴形成率均大于 P8 代细胞，有显著性差异(P＜

0.01)；P8 代 AMSCs 脂滴形成百分率〔(12.68±

1.35)%〕显著高于 BMSCs〔(6.88±1.55)%〕(P＜

0.05).  

  以上结果证实：随着体外传代次数的增加，长白

猪 BMSCs 和 AMSCs 的成骨和成脂分化能力均下

降，在多次传代后 AMSCs 的成骨分化能力弱于

BMSCs 的，而成脂分化能力高于 BMSCs 的． 
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P4 代长白猪 AMSCs         P8 代长白猪 AMSCs 

 

P4 代长白猪 BMSCs         P8 代长白猪 BMSCs 

(a) 油红 O 染色 

 

(b) 定量分析 

图 7  长白猪骨髓和脂肪间充质干细胞的成脂分化能力

Fig. 7  Adipogenic differentiation potential of porcine

BMSCs and AMSCs 

2.6 长白猪 BMSCs 和 AMSCs 体外多次传代后的

抗氧化损伤能力 

为了研究体外多次传代后的 BMSCs 和 AMSCs 

抗氧化损伤能力方面的差异，利用 H2O2处理 BMSCs

和 AMSCs，TUNEL染色检测细胞凋亡情况．P4 代和

P8 代长白猪骨髓和脂肪间充质干细胞对抗氧化损伤

能力结果如图 8 所示，与 P4 代的细胞相比，H2O2处

理后，P8 代的 BMSCs 和 AMSCs 细胞凋亡均显著升

高，而相较于 P8 代的 BMSCs，P8 代 AMSCs 对氧化

损伤更敏感，凋亡率更高，具有显著性差异．这些结

果说明，衰老的细胞抗氧化损伤能力下降，对氧化损

伤更敏感，长期传代后 AMSCs 的抗氧化损伤能力弱

于 BMSCs． 

2.7 长白猪 BMSCs 和 AMSCs 体外多次传代后抗

氧化损伤基因的表达 

  为了进一步分析细胞衰老过程中抗氧化损伤能

力减弱的原因，检测了不同代数细胞中抗氧化损伤基

因超氧化物歧化酶 1(superoxide dismutase 1，SOD-

1)、过氧化氢酶(catalase，CAT)、谷胱甘肽还原酶

(glutathione reductase ，GSR) 和醌氧 化还原酶 1 

(quinone oxidoreductase 1，NQO-1)的 mRNA 水平，

结果如图 9所示． 

  由图 9 可知：在多次传代后，BMSCs 和 AMSCs

细胞内 SOD-1(P＜0.05，P＜0.01)、CAT(P＜0.01)、

GSR(P＜ 0.01) 和 NQO-1(P＜ 0.05 ，P＜ 0.01) 的

mRNA 水平均呈现下降趋势．传至 P8 代后，与

BMSCs 相比，AMSCs内 SOD-1(P＜0.01)、CAT(P＜

0.05、GSR(P＜0.05)和 NQO-1(P＜0.05)的 mRNA

水平均显著降低．这些结果说明，衰老的细胞抗氧化

损伤能力下降的原因可能与抗氧化损伤基因表达水

平的降低有关． 

 

 

(a) TUNEL 染色检测                                                (b) 定量分析 

图 8 长白猪骨髓和脂肪间充质干细胞的抗氧化损伤能力 

Fig. 8 Anti oxidative damage potential of porcine BMSCs and AMSCs 
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              (a) SOD-1                             (b) CAT 

   

               (c) GSR                              (d) NQO-1 

图 9 长白猪骨髓和脂肪间充质干细胞 SOD-1、CAT、GSR和 NQO-1的 mRNA水平 

Fig. 9 mRNA levels of SOD-1，CAT，GSR and NQO-1 in porcine BMSCs and AMSCs 

 

3 讨 论 

干细胞的获取和体外培养是培养肉大规模生产

首先需要解决的关键性问题．研究[22]表明，间充质干

细胞除了有较强的自我更新和多向分化的能力，还具

有获取简便和来源广泛等特点，因此作为培养肉的种

子细胞具有广阔的应用前景．间充质干细胞可以从

多种不同组织来源中获得，不同组织来源的间充质干

细胞在某些生物学特性方面呈现出差异．骨髓和脂

肪组织都被认为是间充质干细胞的主要来源．因此，

本文对长白猪的 AMSCs 和 BMSCs 的分离培养方

法、细胞表型、细胞生长特性、多向分化能力和抗氧

化损伤能力进行了研究． 

与本研究的结果一致，多项研究也证实了随着

MSCs 传代次数的增加，增殖率和生长速率逐渐下 

降[24, 26-27]．然而，在脂肪间充质干细胞和骨髓间充质

干细胞的细胞增殖能力方面，目前研究结果并不一

致．文献[28-29]证实人的脂肪间充质干细胞增殖能

力高于骨髓间充质干细胞．而 He 等[21]和 Jervis 等[30]

分 离 获 得 了 来自大鼠和牛胎儿的 AMSCs 和

BMSCs，证实 BMSCs 比 AMSCs 具有更强的增殖和

集落形成能力．本研究的结果证实，在体外培养早

期，两种组织来源的 MSCs 的增殖能力没有明显区

别，而在长期传代后，BMSCs 比 AMSCs 具有更强的

增殖能力．总之，这些研究结果的不同可能与物种、

取材位置、初始细胞数量等条件的不同有关． 

本研究发现相对于 BMSCs，长白猪 AMSCs 在

体外长期培养后，仍呈现出较高的脂肪细胞分化能

力，而 BMSCs 的成骨分化能力更强．与本研究结果

相似，Lee 等[9]分别分离获得来自白尤卡坦小型长白

猪的脂肪、骨髓、耳朵皮肤、腹部皮肤和肺的 MSCs，

证实在传至 P10 代时，只有来自脂肪的 MSCs 具有

向脂肪细胞分化的能力，而其他组织来源的 MSCs都

丧失了向脂肪细胞分化的能力．卓丽丹等[31]比较了

大鼠的骨髓和脂肪间充质干细胞的成骨分化能力，发

现骨髓间充质干细胞的成骨分化能力高于脂肪间充

质干细胞的．因此这种分化能力的差异可能与其组

织来源有关． 

众所周知，在正常条件下细胞中会有活性氧

(ROS)的产生，但细胞中也存在多种抗氧化损伤酶

类，用来维持细胞的氧化还原环境的平衡．有研究证

实，随着年龄的增长[32]及体外传代次数的增加[33]，间

充质干细胞产生的 ROS 逐渐增加，而过量 ROS或外

源性 H2O2 均可损伤间充质干细胞的增殖分化能力，

导致各种类型的 DNA 损伤，诱发细胞衰老．因此，间

充质干细胞老化过程中 ROS 的累积可能是由于细胞

的抗氧化损伤能力缺陷所致，而这些抗氧化损伤酶可
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以对抗氧化损伤，是防止细胞衰老的关键因素．然

而，目前关于长白猪的间充质干细胞在体外长期培养

过程中抗氧化损伤能力的变化情况研究较少，哪些抗

氧化损伤基因在维持长白猪 MSCs 的抗氧化损伤能

力 方 面 比 较 重 要 尚 不清楚．本研 究 发 现 衰 老 的

BMSCs 和 AMSCs 的抗氧化损伤能力均显著下降，

细胞凋亡增加．与 BMSCs 相比，衰老的 AMSCs 对

H2O2更敏感，细胞凋亡率显著增加．与抗氧化损伤能

力实验结果相一致，本研究发现与长白猪 BMSCs 相

比，AMSCs 的几个重要的抗氧化损伤基因 SOD-1、

CAT、GSR 和 NQO-1 的表达水平显著降低．SOD-1、

CAT、GSR 和 NQO-1 是生物体内抗氧化损伤体系的

重要组成部分，这些抗氧化损伤酶的 mRNA 水平可

以间接反映细胞的氧化应激情况[34-35]．因此，抗氧化

损伤基因表达的降低可能是间充质干细胞体外培养

过程中抗氧化损伤能力下降和细胞衰老的重要因素，

而在细胞中添加具有抗氧化损伤活性的物质可能有

利于抑制间充质干细胞的复制性衰老． 

本实验成功分离长白猪骨髓和脂肪间充质干细

胞，通过流式细胞术对间充质干细胞的阳性和阴性标

志基因进行了鉴定，同时对比了长白猪骨髓和脂肪间

充质干细胞在体外培养过程中增殖能力、多向分化潜

能和抗氧化损伤能力的差异．结果发现，在体外长期

培养后，长白猪骨髓间充质干细胞的增殖能力、成骨

分化能力和抗氧化损伤能力强于脂肪来源的间充质

干细胞，而脂肪来源的间充质干细胞在脂肪分化能力

方面表现更优．这些研究结果对基因工程和组织工

程具有一定的科学意义，也为后续实现间充质干细胞

在细胞培养肉中的应用提供了理论支撑． 
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