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中文摘要 

由於間葉幹細胞（mesenchymal stem cells）之低免疫源性（immunogenicity）、

低癌化風險（tumorigenic risk）及取得容易，因此較胚胎幹細胞（embryonic stem cells）

來得適合應用於臨床細胞療法。本試驗將探討由安樂死後犬隻大體取得兩種不同

來源之成體間葉幹細胞，以建立一套流程能有效率擴展並維持幹細胞庫存以供學

術研究、人類臨床前研究及伴侶動物臨床應用所需。 

從安樂死捐贈大體所取得之骨髓液，經由密度梯度離心後，可將骨髓液內之單

核細胞群（mononuclear cells）分離出，並於培養期間利用更換新鮮培養液之方式，

即可得到具貼附性之單核細胞群。骨骺間葉幹細胞之分離，則是以骨骺端海綿骨

組織剪碎後，未經任何酵素作用即可直接培養於培養皿中。對本試驗所分離之單

核細胞群進行定性分析，可發現此單核細胞群能行體外分化成硬骨細胞、脂肪細

胞及軟骨細胞，並經由流式細胞儀分析其表面抗原呈現間葉幹細胞特性（CD44+, 

CD90+, CD34-, CD45R-），證實其為間葉幹細胞。 

為了確認間葉幹細胞其捐贈個體之年齡與繼代次數對細胞特性是否造成影響，

利用群落形成單位（colony-forming unit）代表分離效率（isolation efficiency）、細

胞倍增時間（population doubling time, PDT）表示增殖能力（proliferation ability）、

分化潛能（differentiation potential）代表細胞幹性（stemness）、並調查表面抗原特

性是否穩定。並且檢測趨化因子配體 5（Chemokine ligand 5, CCL5）表現量以判定

內源性腫瘤轉移之風險。結果顯示，捐贈個體年齡（老年與幼年）與採集部位（肱

骨及股骨）並不影響安樂死後犬骨髓間葉幹細胞之分離效率與增殖能力，而細胞

幹性亦不受個體年齡影響。無論個體年齡差異，隨著繼代數增加則細胞增殖速率
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沒有明顯差異且表面抗原向性維持恆定，惟 CD44 陽性細胞比例於第 12 代（passage 

12, P12）顯著較第四代（passage 4, P4）升高；已知 CD44 與細胞癌化有關，故此

結果暗示 P12 之骨髓間葉幹細胞致癌率可能較高。而老年組之群落形成能力於 P12

相較於 P4 與 P8 則有顯著下降，暗示 P12 細胞轉化程度較高，因此其幹細胞特性

降低。 

綜合上述，以本試驗之分離法能成功取得安樂死後犬之間葉幹細胞，因此大體

捐贈可成為另一項成體幹細胞供應來源，且分離效率與細胞增殖速率不受限於個

體年齡及採集位置。以幹細胞特性分析，幼年個體與老年個體之骨髓間葉幹細胞

其分化能力沒有差異。另一方面，隨著繼代數增加，其間葉幹細胞之癌化風險亦

有可能增加。 

 

關鍵字：安樂死、犬、狗、骨髓間葉幹細胞、骨骺間葉幹細胞 
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ABSTRACT 

Compared to embryonic stem cells, mesenchymal stem cells （MSCs） are more 

suitable for clinical cell therapy due to the low immunogenicity, low tumorigenic risk 

and better accessibility.  In this study, two kinds of MSCs with different anatomical 

origins from canine body donations after euthanasia were investigated, aiming to 

establish a procedure to effectively expand and maintain the stem cell inventory for the 

potential clinical applications. 

The cells from aspirated bone marrow were separated by density gradient 

centrifugation.  Mononuclear cells were harvested from plasma interface and seeded in 

culture dish, while non-attached cells were removed by changing medium.  

Epiphysis-derived mesenchymal stem cells （EMSCs） can be harvested from epiphysis 

by directly culturing in dish without enzymatic digestion.  In confirming that the cells 

isolated from the body donors are MSCs, the isolated cells were successfully induced 

differentiation into three lineages: osteocytes, adipocytes and chondrocytes.  The flow 

cytometry of the surface markers showed consistent profiles as MSCs markers （CD44+, 

CD90+, CD34-, CD45R-）.  To elucidate the influence of age and anatomical origins on 

the harvest of MSCs, we collected MSCs from both humerus and femur with different 

ages.  No difference in the numbers of colony-forming units （CFUs） as well as 

population doubling time between two anatomical locations and two age groups 

indicated that these factors do not affect the harvest efficiency of BMMSCs.  Several 

tri-lineage marker genes were investigated by qPCR to assess the tri-lineage 

differentiation between age groups and no significant difference is detected.  However, 

in old group, the number of CFUs in P12 is significantly decreased compared to P1 and 

P4 implying the clonogenicity is losing though passage.  Among the surface markers, a 
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higher percentage of positive cells of CD44, which was associated with cell 

transformation, can be observed in passage 12 compared to passage 4 implying the 

higher tumorigenic risk in P12.  To evaluate the potential tumor promoting effects on 

endogenous tumors in the recipients, the expression of chemokine ligand 5 （CCL5） 

was detected by qPCR, and there is no difference in the expression of CCL5 between 

age groups and various passages.  

In summary, we successfully purified BMMSCs and EMSCs from canine after 

euthanasia in animal hospital and shelter.  Our results indicated that age and 

anatomical origin do not affect the isolation efficiency, cell proliferations and potential 

of tri-lineage differentiation in MSCs.  For clinical application, more studies such as 

nude mice inoculation are needed to confirm the tumorigenic risk of MSCs in the future.  

Furthermore, pathogen screening methods and profiles will be established as part of the 

cell donation protocol. 

 

Key words: euthanasia, canine, bone marrow-derived mesenchymal stem cells, 

epiphysis-derived mesenchymal stem cells 



 6 

目次 

頁次 

口試委員會審定書 .............................................................................................................  

中文摘要 ........................................................................................................................... 2 

ABSTRACT ...................................................................................................................... 4 

目次 ................................................................................................................................... 6 

圖次 ................................................................................................................................... 8 

表次 ................................................................................................................................... 9 

第 1 章 前言.......................................................................................................... 10 

1.1 幹細胞 .......................................................................................................... 10 

1.1.1 間葉幹細胞 ......................................................................................... 11 

1.1.2 骨髓間葉幹細胞 ................................................................................. 13 

1.1.3 骨骺間葉幹細胞 ................................................................................. 14 

1.2 犬間葉幹細胞之研究進展 .......................................................................... 17 

1.2.1 表面抗原分析 ..................................................................................... 17 

1.2.2 犬間葉幹細胞臨床應用之可行性 ..................................................... 18 

第 2 章 試驗目的.................................................................................................. 20 

第 3 章 試驗研究.................................................................................................. 22 

3.1 材料與方法 .................................................................................................. 22 

3.1.1 實驗動物 ............................................................................................. 22 

3.1.2 分組 ..................................................................................................... 22 

3.1.3 安樂死後犬間葉幹細胞之建立與定性分析 ..................................... 23 



 7 

3.1.4 流式細胞儀分析 ................................................................................. 25 

3.1.5 細胞三系分化之體外誘導及分析 ..................................................... 27 

3.1.6 總核醣核酸抽取 ................................................................................. 28 

3.1.7 反轉錄反應 ......................................................................................... 28 

3.1.8 即時定量聚合酶連鎖反應 ................................................................. 29 

3.1.9 群落形成能力分析 ............................................................................. 30 

3.1.10 噻唑藍比色法 ..................................................................................... 31 

3.2 試驗結果 ...................................................................................................... 33 

3.2.1 安樂死後犬骨髓間葉幹細胞之建立與定性分析 ............................. 33 

3.2.2 個體年齡差異與其骨髓間葉幹細胞特性之探討 ............................. 39 

3.2.3 安樂死後犬骨骺間葉幹細胞之建立與特性比較 ............................. 48 

第 4 章 討論.......................................................................................................... 55 

第 5 章 結論.......................................................................................................... 59 

第 6 章 未來展望.................................................................................................. 60 

REFERENCES ................................................................................................................ 61 

 



 8 

圖次 

頁次 

圖 1 安樂死後犬隻群組依據之牙齒示意圖。 ............................................................ 23 

圖 2 吉姆薩染色分析之群落形成單位。 .................................................................... 31 

圖 3 安樂死後犬隻骨髓間葉幹細胞分離法流程圖。 ................................................ 34 

圖 4 安樂死後犬骨髓間葉幹細胞之表面抗原分析。 ................................................ 36 

圖 5 三系細胞分化之染色結果。 ................................................................................ 38 

圖 6 安樂死後犬骨髓間葉幹細胞之群落形成能力。 ................................................ 40 

圖 7 安樂死後犬骨髓間葉幹細胞之增殖能力。 ........................................................ 42 

圖 8 個體年齡與繼代數對表面抗原分布之影響。 .................................................... 44 

圖 9 不同個體年齡之 cBMMSCs 其三系細胞分化標記基因表現量。 ................... 46 

圖 10 不同年齡與繼代數其 CCL5 相對表現量之分析。 .......................................... 47 

圖 11 安樂死後犬隻骨骺與骨髓間葉幹細胞分離法與細胞型態之比較。 .............. 51 

圖 12 安樂死後犬骨骺間葉幹細胞之表面抗原分析。 ............................................. 52 

圖 13 安樂死後犬骨骺間葉幹細胞之群落形成能力。 .............................................. 53 

圖 14 犬骨骺與骨髓間葉幹細胞之生長能力比較。 ................................................. 54 

 



 9 

表次 

頁次 

表 1 細胞表面抗原分析之抗體項目表 ....................................................................... 26 

表 2 細胞表面抗原分析之同型抗體項目表 ............................................................... 26 

表 3 三系細胞分化液之配方表 ................................................................................... 28 

表 4 qPCR 引子序列表 ................................................................................................ 30 

表 5 MTT 比色法之標準曲線接種示意表。 ............................................................. 32 

表 6 醫院捐贈大體採集紀錄。 ................................................................................... 48 

表 7 收容所大體採集紀錄。 ....................................................................................... 49 

 



 10 

第1章 前言 

1.1 幹細胞 

幹細胞（stem cells）可泛稱一群尚未分化的細胞，依其來源可定義為胚胎幹細

胞（embryonic stem cells）與成體幹細胞（adult stem cells）。其中胚胎幹細胞是由

胚胎發育至囊胚（blastocyst）期間之內質細胞群（inner cell mass）經體外培養而

來，其可分化為構築成胎兒的所有細胞，又稱多能幹細胞（pluripotent stem cells）。

而成體幹細胞可由多種組織器官分離出來，其可依分化為多種、少數幾種或單一

種細胞，又稱之複能幹細胞（multipotent stem cells）、寡能幹細胞（oligopotent stem 

cells）及單能幹細胞（unipotent stem cells）。 

這些具分化潛力的細胞群可於體內或體外經由生化與物理刺激(Caplan, 1991; 

Caplan and Bruder, 2001)而產生對稱分裂（symmetric cell division）行自我更新之能

力，以維持幹細胞幹性（stemness），或產生不對稱分裂（asymmetric cell division）

以形成一個或兩個特化細胞（specialized cells）。 

除了胚胎幹細胞存有道德考量（ethical considerations）而在學術研究上處處受限

外，研究累積至今，已發現多能性幹細胞之分子生物機制有部分與腫瘤細胞相同

(Ben-Porath et al., 2008; Chiou et al., 2008; Sperger et al., 2003; Wong et al., 2008)，暗

示了啟動多能性分化的同時亦有可能誘發腫瘤細胞之生成(Knoepfler, 2009)。相較

之下，成體幹細胞更適合於再生醫學及細胞療法研究。 

成體幹細胞之所以廣泛存在於多種組織器官內，如：周邊血（peripheral blood）

(Till and McCulloch, 1980)、骨髓（bone marrow）(Caplan, 1991)、肌肉（muscle）

(Williams et al., 1999)、脂肪組織（adipose tissue）(Wickham et al., 2003; Zuk et al., 
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2001)、甚至是神經系統（nervous system）(Alexanian and Sieber-Blum, 2003; Bottai 

et al., 2003; Goh et al., 2003)等，是由於生物體的一生中，細胞不斷地老化則需更新、

損壞亦須再生，直至生命終止，因此需要各種不同類群之成體幹細胞以供應組織

器官內細胞汰換所需。 

長久以來，成體幹細胞一直被認定其僅能分化為少數幾種或是單一種細胞，直

到近年來研究發現，某些特定來源之成體幹細胞除了能分化為預期的細胞外，甚

至能分化為其他系之組織細胞，如：造血幹細胞（hematopoietic stem cells; HSCs）

除了能分化成血球細胞（blood cells）外，尚可分化成肝臟卵母細胞（hepatic oval cells）

(Petersen et al., 1999)；神經幹細胞（neural stem cells）亦可分化為造血前驅細胞

（hematopoietic progenitors）(Bjornson et al., 1999)，證實了成體幹細胞於不同組織

內仍保留一部分幹細胞仍具有複能性分化能力，而間葉幹細胞（mesenchymal stem 

cells, MSCs）即為其中之一。 

 

1.1.1 間葉幹細胞 

間葉幹細胞於 1970 年首次被 Friedenstein 等人於骨髓中所發現（Friedenstein et 

al., 1970），為一具塑料貼附性（plastic-attached）且能自行分裂增生的細胞群，並

具有群落形成能力（clonogenicity）。研究至今，間葉幹細胞已被證實廣泛存在於

臍帶血（umbilical cord blood） (Erices et al., 2000)、羊水（amniotic fluid） (In 't Anker 

et al., 2003)、牙髓（dental pulp） (Gronthos et al., 2000)、脂肪組織（adipose tissue） 

(Zuk et al., 2001)、胎肺（fetal lung） (Fan et al., 2005)、胎肝（fetal liver） (Campagnoli 

et al., 2001)、骨骼肌（skeletal muscle） (Williams et al., 1999)等其他成體組織中。 

由於間葉幹細胞來源廣泛，細胞分離方式與體外培養條件各有不同，因此，間
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葉幹細胞的定義始終模糊並無一致性。直到 2006 年 Dominici 等人歸納出人類間

葉幹細胞最主要需符合三個條件：（1）此單核細胞群具有貼附性（plastic-attached），

且可以細胞培養液於體外穩定培養；（2）其細胞表面需表現特殊抗原，以流式細

胞分析法（flow cytometry）定量其細胞群於 CD105、CD73、CD90 呈陽性（positive, 

≥95%），且 CD34、CD45、CD11b 或 CD14、CD19 或 CD79a、HLA class Ⅱ呈陰

性（negative, ≤2%）；（3）並具有體外誘導分化成硬骨細胞、脂肪細胞與軟骨細胞

之能力(Dominici et al., 2006; Pittenger et al., 1999)。 

此細胞群須以細胞培養液貼附性培養於培養皿中，並能保持細胞型態

（morphology）穩定生長直至繼代或冷凍保存(Colter et al., 2000; Jiang et al., 2007)。

根據表面抗原（surface antigen）之呈現，能快速並有效地辨識此單核細胞群，而

研究至今尚無一間葉幹細胞特定標誌（specific marker），因此需要一系列特殊抗原

以茲證明，其中 CD105、CD73、CD90 與細胞貼附性有關，呈陽性；由於血球系

細胞亦有貼附培養的可能，因此需確認部分特定抗原為陰性，其中 CD34 為造血幹

細胞與內皮細胞標誌，CD45 為白血球標誌、CD11b 與 CD14 為單核球及巨噬細胞

標誌、CD19 與 CD79a 為 B 細胞標誌。而人類白血球抗原二型（human leukocyte 

antigen class Ⅱ, HLA class Ⅱ）之表現與否與干擾素-γ（Interferon gamma, IFN-γ

是否存在有關，可用以判定間葉幹細胞是否受到干擾素刺激而表現 HLA class Ⅱ。

依據不同物種及來源，其表面抗原表現亦有所不同，因此，特殊抗原群的選擇彈

性需要更多研究以茲佐證。此外，間葉幹細胞之三系細胞分化已被廣泛研究，其

中包含體外誘導分化條件及檢定方式都有完整定義，因此會以三系細胞分化能力

為間葉幹細胞所具備之基本幹性表現(Dominici et al., 2006)。 

除了基本的三系細胞分化能力，已知在特定培養條件下，間葉幹細胞亦可分化
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成類似肝細胞（hepatocyte） (Schwartz et al., 2002)、胰島（pancreatic islet） (Tang 

et al., 2004)、神經細胞（neural cell） (Kopen et al., 1999a; Munoz-Elias et al., 2004)、

皮脂腺導管細胞（sebaceous duct cell） (Fu et al., 2006)及腎小管細胞（renal tubular 

cell） (Morigi et al., 2004)等內胚層及外胚層系細胞形態及功能性，因此對組織損

傷之修復有治療效果。 

概觀成體幹細胞治療疾病模式動物之研究，常以骨髓與脂肪組織來源之間葉幹

細胞為研究對象，乃因其組織採集容易、具可恢復性，不易影響捐贈者健康；另

外，此二種來源之間葉幹細胞數量比例上較大於其他成體組織，體外培養後可於

相同時間內取得相對多量之細胞，則較易達成在短時間內細胞移植需求。 

 

1.1.2 骨髓間葉幹細胞 

由骨髓而來之幹細胞主要可分為造血幹細胞（hematopoietic stem cells; HSCs）

及間葉幹細胞（bone marrow-derived mesenchymal stem cells, BMMSCs），前者能分

化成所有血球系細胞，而後者能分化成構成造血微環境（ hematopoietic 

microenvironment）之所有細胞，如：類血管平滑肌基質細胞（vascular smooth 

muscle-like stromal cells）(Dezawa et al., 2005; Fujita et al., 2004)、成骨細胞

（osteoblasts）、脂肪細胞（adipocyte）及內皮細胞（endothelial cells）(Oswald et al., 

2004)。不僅如此，BMMSCs 尚可進行其他細胞之分化，包括源自中胚層（mesoderm）

之軟骨細胞與心肌（cardiac）及骨骼肌細胞（skeletal muscle cells）；神經外胚層

（neuroectoderm）之神經元（neuron）、星狀膠細胞（astrocytes）及寡樹突膠細胞

（oligodendrocytes）(Kopen et al., 1999b; Sanchez-Ramos et al., 2000)；內胚層之肝

細胞（hepatocytes）(Chagraoui et al., 2003; Chivu et al., 2009)。 
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相較於骨髓間葉幹細胞，造血幹細胞之移植已於 30 多年前應用於高劑量化療

法或放射線療法後之造血功能恢復(Thomas, 1982)。而骨髓間葉幹細胞之研究仍處

於臨床前及臨床試驗階段，已知於骨骼、肝臟、神經、心血管、免疫系統等不同

器官及組織功能缺失皆具有治療效果(Hughey et al., 2012; Jung et al., 2009; 

Kanazawa et al., 2011; Ozawa et al., 2011; Shimer et al., 2005)。且已有研究證實骨髓

間葉幹細胞與造血幹細胞共同移植至癌症病患有助於其造血功能之重建(Koc et al., 

2000)。 

骨髓間葉幹細胞於自體、異體移植研究上能產生治療效果，除了在於其能正確

返回（homing）至骨髓內(Devine et al., 2001; Wynn et al., 2004)或遷移（migrating）

至損傷部位(Herrera et al., 2007; Mahmood et al., 2003; Orlic et al., 2001)，藉由分化

或分泌滋養因子以幫助組織修復或再生外，尚可分泌多種細胞因子以抑制宿主免

疫系統，紓解發炎反應以減輕損傷程度(Aggarwal and Pittenger, 2005b; Bi et al., 

2007; Di Nicola et al., 2002; Raffaghello et al., 2008)。 

 

1.1.3 骨骺間葉幹細胞 

在 2008 年 Uccelli 等人提及骨髓中的骨小樑（trabecular bone）乃造血微環境之

所在，已被證實將骨髓間葉幹細胞移入骨髓腔內，可於體內分化為週細胞

（pericytes）、肌纖維細胞（myofibroblasts）、骨髓間質細胞（bone marrow stromal 

cells）、硬骨細胞（osteocytes）及內皮細胞等構成造血微環境的細胞，以支持造血

功能(Muguruma et al., 2006)。此造血微環境可分為兩種不同意義之微小環境

（niches），其中骨內微小環境（endosteal niches）存在於骨小樑骨內表面，主要在

於維持造血幹細胞自我更新，並保持一定數量於細胞靜止期（G0 phase），避免造
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血幹細胞分化(Calvi et al., 2003; Zhang et al., 2003)；而血管微小環境（vascular 

niches）存在於血竇（sinusoids），主要在於維持造血幹細胞增殖，並分化進入血液

中(Kiel and Morrison, 2008; Mitsiadis et al., 2007; Sacchetti et al., 2007; Wilson and 

Trumpp, 2006)。而支撐此二種微小環境所需之間葉細胞，即由骨髓間葉幹細胞分

化增生而形成。因此，骨髓間葉幹細胞在造血微環境中亦有不同分化需求以維持

兩種作用不盡相同之微小環境，暗示骨髓間葉幹細胞可能會因體內所在之原始位

置不同，導致其細胞幹性有所差別。此外，間葉幹細胞之細胞分裂屬於不對稱分

裂，每當經過一次細胞周期便產生一個或兩個特化的子代細胞，一旦處於長時間

體外培養，維持原有幹性之間葉幹細胞數量便大幅下降，以至於影響細胞增殖能

力與分化能力，甚至出現多核等不正常細胞型態即屬於細胞衰老。因此，尚有研

究嘗試由密質骨（compact bone）(Short et al., 2003; Zhu et al., 2010)與骨小粱

(Sakaguchi et al., 2004; Song et al., 2005)等分離出間葉幹細胞以克服血球系細胞汙

染及細胞老化的問題。 

骨骺間葉幹細胞（epiphysis-derived mesenchymal stem cells; EMSCs）於 2012

年被分離, 鄭等人發現從小鼠脛骨（tibia）及股骨（femurs）骨骺處，不用任何酵

素消化作用（enzymatic digestion），直接進行體外培養，即可分離出此新型間葉幹

細胞群。該研究指出，相較於小鼠骨髓間葉幹細胞，其有相似之表面抗原特性、

較優異之群落形成 （clonogenic formation）、細胞增殖（cell proliferation）效率及

分化能力、且保有細胞貼附性、免疫抑制（ immunosupression）與抗發炎

（anti-inflammatory）之間葉幹細胞固有特性，並在小鼠模式上：骨折（bone fracture）、

皮膚及後肢缺血性組織損傷（ischemic tissue damage），經由皮內（intradermal）及

肌內（intramuscular）注射細胞，能有效促進骨再生修復與血管新生以降低壞死區
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域，且皆具有優於骨髓間葉幹細胞之治療及減緩損傷的效果 (Cheng et al., 2012)。  
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1.2 犬間葉幹細胞之研究進展 

犬間葉幹細胞於 1997 年第一次由 Kadiyala 等人於骨髓中分離出來(Kadiyala et 

al., 1997)。近十幾年來，犬間葉幹細胞之研究如火如荼展開，除了骨髓外，亦可從

脂肪(Neupane et al., 2008) 、肌肉、骨膜（periosteum）(Kisiel et al., 2012)、牙周膜

（periodontal ligament）(Wang et al., 2012)、臍靜脈（umbilical cord vein）(Zucconi et 

al., 2010)、臍帶血（umbilical cord blood）(Kang et al., 2012)、Wharton's jelly(Seo et 

al., 2012)、羊膜（amniotic membrane）(Park et al., 2012)、羊水（amniotic fluid）、

臍帶基質（umbilical cord matrix）(Filioli Uranio et al., 2011)、胎犬之卵黃囊（yolk sac）

以及肝臟（liver）(Wenceslau et al., 2011)發現間葉幹細胞之存在。其除了能分化為

脂肪細胞、硬骨細胞、軟骨細胞外，尚有分化為類肝臟細胞（hepatocyte-like cell）

(Choi et al., 2012)、血管上皮細胞（vascular endothelial cell）(Li et al., 2007)，亦有

神經分化（neural differentiation）的潛能(Park et al., 2012)。由此可知，相較於人類、

小鼠，犬間葉幹細胞亦具有複能性分化能力，因此犬間葉幹細胞有潛力推動伴侶

動物再生醫學及細胞療法研究進程。 

 

1.2.1 表面抗原分析 

就細胞表面抗原（cell surface antigen）而言，常用以定義 MSCs 之抗原中，CD44

與 stro-1 呈陽性（positive）；而 HSCs 之抗原 CD34 與 CD45 則呈陰性（negative），

結合兩種特定抗原之分析，可以避免造血幹細胞之汙染（Dominici et al., 2006）。 

至於其他 MSCs 之標誌性抗原，如 CD73、CD90、CD105、CD146 常呈陽性者，

於犬間葉幹細胞系群（canine mesenchymal stem cells, cMSCs）中並無專一性，例

如 CD90 與 CD105 有呈現陽性與陰性之可能；CD73 於人類間葉幹細胞為一典型陽
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性抗原，於 cMSCs 則可能為陰性(Kamishina et al., 2006; Oh et al., 2011; Seo et al., 

2009)；CD146 於小鼠及人類間葉幹細胞之陽性標誌抗原，於 cMSCs 則可能為陰性

(Kisiel et al., 2012)，且犬造血幹細胞系群其 CD90 亦有呈陽性之可能 

(Lamerato-Kozicki et al., 2006)。 

而不同來源之犬間葉幹細胞其細胞表面抗原特性亦有可能不同，由 Vueira 等人

及 Oh 等人由脂肪所分離之間葉幹細胞，其 CD34 呈陽性 (Oh et al., 2011; Vieira et 

al., 2010)。從其他組織所分離之間葉幹細胞，如骨髓、羊水、羊膜等，CD34 則呈

陰性(Oh et al., 2011; Vieira et al., 2010)。綜合前人研究結果可知，犬間葉幹細胞之

表面抗原特性尚未歸納成一明確之定義，故犬間葉幹細胞之標誌抗原分析可能須

以來源分類並經由多方考證。 

 

1.2.2 犬間葉幹細胞臨床應用之可行性 

幹細胞療法中，常以自體幹細胞移植作為優先考量，卻有因免疫缺陷疾病、損

傷嚴重程度與治療時效等因素，須使用異體幹細胞移植以彌補幹細胞本身之缺陷

或數量不足。間葉幹細胞移植於臨床應用能產生功效之主要原因在於其重建胞外

基質（extracellular matrix），並藉由分泌滋養因子（trophic factors）及趨化因子

（chemokines），直接或間接刺激宿主細胞之增生及修復作用(Caplan and Dennis, 

2006)。有研究指出，間葉幹細胞可經由分泌基質金屬蛋白酶（Matrix 

Metalloproteinases, MMPs）改變損傷微環境，避免受損組織累積過多生長抑制因子，

以利於細胞自行修復及更生(Mias et al., 2009; Won et al., 2007)。更勝於此，其尚能

經由表面抗原直接接觸或間接分泌趨化因子抑制免疫細胞增生與活化，以降低免

疫反應所帶來之炎症與損傷組織纖維化(Aggarwal and Pittenger, 2005a; Akiyama et 
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al., 2012; Carrade and Borjesson, 2013)。研究至今，犬間葉幹細胞經體外培養後，

異體移植治療骨缺陷(Arinzeh et al., 2003; Jang et al., 2008; Kang et al., 2012)、脊髓

損傷(Lim et al., 2007)，常有減輕損傷程度、促進細胞修復與增生，以達成行為與

功能上的療效。甚至是異種移植於肝損傷小鼠，犬間葉幹細胞亦可藉由抗氧化活

性保護肝細胞，以降低肝纖維化程度(Quintanilha et al., 2013)。 

臨床研究於組織工程及細胞療法搭配疾病模式應用於犬，相較於齧齒類動物，

更符合人類疾病之實際狀況，且亦可模擬療法中可能出現之副作用。已證實利用

犬模擬心血管疾病（cardiovascular diseases）(Perin et al., 2008) 、骨缺陷（bone defect）

(Cui et al., 2007)、慢性骨關節炎（chronic osteoarthritis）(Guercio et al., 2012b)、脊

髓損傷（spinal cord injury）(Lim et al., 2007; Nishida et al., 2011; Park et al., 2011; Ryu 

et al., 2009)，並以間葉幹細胞合併醫工材料或基因療法，皆有助於細胞增生、損傷

減緩，甚至有修復作用(Guercio et al., 2012a; Yao et al., 2011)。 

另外，在犬的遺傳疾病中亦有部分與人類同源（Homologous），如 X 性聯遺傳

嚴重複合型免疫缺乏症（X-linked severe combined immunodeficiency, XSCID）

(Henthorn et al., 1994) 及裘馨氏肌肉萎縮症（Duchenne muscular dystrophy）

(Childers et al., 2001; Cooper et al., 1988; Sharp et al., 1992)，而幹細胞療法於犬裘馨

氏肌肉萎縮症中有實際療效(Rouger et al., 2011)，且在間葉幹細胞研究中亦暗示了

其抗炎性有助於治療(Ichim et al., 2010; Markert et al., 2009)。因此，無論是在人類

或伴侶動物之臨床應用上，犬間葉幹細胞皆有其重要性。 
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第2章 試驗目的 

近年來，大體捐贈成為重要的同種異體移植器官來源。相較於器官移植，幹細

胞移植之成功率與低風險是取代器官移植之優異條件；相較於胚胎幹細胞，成體

間葉幹細胞（adult MSCs）由於其低免疫原性（immunogenicity）、低癌化風險且較

易取得，更適合於臨床細胞治療（cell therapy）應用。 

另一方面，以犬模擬人類疾病模式之研究 (Ostrander et al., 2000; Songsasen and 

Wildt, 2007; Travis et al., 2009)常見於新藥測試、人類臨床前研究，且累積至今已有

超過 370 件犬遺傳缺陷之研究發表，其中多數與人類遺傳疾病發生進程相似 

(Songsasen and Wildt, 2007)，由此可見犬在未來再生醫學與臨床前細胞療法之應用

不容小覷。因此，本試驗將探討由安樂死後犬隻大體取得兩種不同來源之成體間

葉幹細胞，以建立一套流程能有效率擴展並維持幹細胞庫存以供學術研究、人類

臨床前研究及伴侶動物臨床研究所需。 

第一階段試驗目的在於取得安樂死後犬隻骨髓液樣本，從中養成單核細胞群並

以定性實驗：三系細胞分化、細胞表面抗原分析之結果證明其為間葉幹細胞，以

建立安樂死後犬骨髓間葉幹細胞（canine bone marrow derived mesenchymal stem 

cells, cBMMSCs）分離與培養標準程序。本階段試驗將參考豬骨髓間葉幹細胞之分

離法(Hsiao et al., 2011b)，取得安樂死後犬隻骨髓間葉幹細胞，經體外培養繼代取

得相對多量細胞後，以同等繼代數做相關定性分析。 

第二階段試驗目的在於探討不同採集部位所取得之骨髓間葉幹細胞數量多寡

及個體年齡是否造成分離效率之差異，並確立最佳之大體骨髓捐贈者年齡與採集

位置，以取得相對多量之間葉幹細胞；此外，亦調查不同捐贈年齡之大體其骨髓

間葉幹細胞特性：表面抗原分析、群落形成能力、細胞增殖速率、三系細胞分化
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能力、安全性分析，並隨其繼代數增長加以觀察，以確立不同年齡大體骨髓捐贈

者其骨髓間葉幹細胞繼代之安全代數，作為後續學術研究與臨床應用之參考。因

此，本階段試驗將安樂死後之犬骨髓間葉幹細胞分別自肱骨（humerus）及股骨

（femur）採集，並個別進行體外培養，以同等繼代數進行純化效率之評估。以股

骨來源之骨髓間葉幹細胞為分析對象，依年齡區分老年組（大於八歲）及幼年組

（小於三歲），且個別進行體外培養至 P4、P8、P12，對於個體年齡（age）及繼代

數（passage）進行若干幹細胞特性之評估。 

第三階段試驗目的在於探討安樂死後犬骨骺間葉幹細胞（canine epiphysis 

derived mesenchymal stem cells, cEMSCs）之建立，並比較其與骨髓間葉幹細胞之

特性是否有所差異，評估分離安樂死後骨骺間葉幹細胞之可行性後，以建立捐贈

大體骨骺間葉幹細胞分離之標準執行程序，使於間葉幹細胞臨床應用上提供另一

種新選擇。因此，本階段試驗將安樂死後之犬骨骺間葉幹細胞以股骨來源為分析

對象，並個別進行體外培養，以同等繼代數進行評估。 
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第3章 試驗研究 

3.1 材料與方法 

3.1.1 實驗動物 

基於人道關懷，病畜經獸醫診斷建議進行安樂死。在畜主的同意進行安樂死的

前提下，徵詢是否同意大體捐贈並取得畜主簽屬之台灣大學附設動物醫院大體捐

贈同意書後，隨即施以人道安樂，而後比照活體手術進行樣品採集。本試驗樣本

主要源自於國立台灣大學附設動物醫院（National Taiwan University Veterinary 

Hospital）之捐贈大體與台北市動物保護處（Taipei Animal Protection Office）日常

執行人道毀滅之大體。 

 

3.1.2 分組 

將樣本依其年齡分為老年（大於 7 歲）及幼年（小於 3 歲）兩組。若捐贈大體

生前沒有資料紀錄其絕對年齡，其年齡分組則以大體牙齒損耗比例與牙結石累積

程度進行推估，牙齒狀況較惡劣者歸為老年組（圖 1A）；反之則為幼年組（圖 1B）。  
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圖 1 安樂死後犬隻群組依據之牙齒示意圖。 

老年犬其牙結石累積嚴重，如圖 A 所示牙齒呈現黃褐色；幼年犬其牙型完整較無

牙結石累積，如圖 B 所示牙齒潔白且銳利。 

Fig. 1 The teeth analysis for grouping 

（A）The old groups were evaluated more than 8 year-old by serious teeth depletion and 

calculus accumulation, and（B）the young groups which were evaluated under 3 year-old 

had healthier teeth structure than old groups. 

 

3.1.3 安樂死後犬間葉幹細胞之建立與定性分析 

3.1.3.1 安樂死後犬骨髓間葉幹細胞之分離、培養與保存 

完成安樂死後立即執行樣品採集，其流程比照活體動物骨髓採取手術進行。於

肱骨（humerus）與股骨（femur）近體端（proximal）關節處開創，將關節囊與周

邊結締組織剝離移除後，以骨髓抽取針（T-LokTM Bone Marrow Biopsy Needle, 

DBMNJ1104TL）從關節面垂直長骨入針約三分之一針頭長度後，將內針抽出置換

成內含 5000 I.U./ mL肝素（heparin）（B.Braun Melsungen AG, D-34209）0.3 mL 之 

20 mL 針筒，利用負壓抽出骨髓液。 

取得之骨髓液以內含 2% FBS之PBS稀釋三倍，利用Ficoll-paque®（17-1440-02, 

A B 
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GE Healthcare）以密度梯度離心，起始轉速為 210 g，每 30 秒增加 30 g 至 510 g

後離心 25 分鐘，即可分離出存在於血清與 Ficoll-paque® 交界面之單核細胞群

（mononuclear cells, MNCs）。取得之 MNCs 以細胞培養液：α-MEM（minimum 

essential medium alpha-modification）（Sigma, M0894），其內含 100 單位/毫升（U/mL）

青黴素（penicillin）及 100 微克/毫升（μg/mL）鏈黴素（streptomycin）（Gibco, 15140）、 

3.7 毫克/毫升（mg/mL）碳酸氫鈉（sodium bicarbonate, NaHCO3）（Sigma, S5761）、 

及 20% 胎牛血清（fetal bovine serum, FBS）（SAFC bioscience, 12003C）稀釋六倍

後再次以 300 g 離心 5 分鐘，去除殘餘 Ficoll 上清液後，以每 2 mL 骨髓原液接種

於一個直徑 10 公分（cm）之細胞培養皿中，於細胞培養箱以攝氏 37 度（37℃）、

5 % 二氧化碳（Carbon dioxide, CO2）培養。爾後，每三天更換細胞培養液以去除

貼附能力較差之血球系細胞，待細胞成長至 80~90 % 滿盤程度時即可以 1:2~3 之

比例繼代。 

於繼代前使用磷酸鹽緩衝液（Phosphate Buffer Saline, PBS）沖洗盤面去除殘留

細胞培養液後，以 0.25% 胰蛋白酶-乙二胺四乙酸（trypsin-ethylenediaminetetraacetic 

acid, trypsin-EDTA）（Gibco, 2500056）37℃作用約 1 分鐘便使細胞懸浮，而後用等

量之培養液中止作用。細胞懸浮液以 300 g 離心約五分鐘，將細胞團（cell pellet）

以新鮮培養液再次懸浮（resuspend），即可以 1:2~3 之比例接種於培養液中。而細

胞需長期保存於液態氮桶中，乃先將細胞懸浮於內含 10% 二甲基亞碸（Dimethyl 

sulfoxide, DMSO）（Sigma, D2650）之 FBS，以每分鐘降溫 1℃之速率，待細胞凝

結後即可移置液態氮桶保存。  
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3.1.3.2 安樂死後犬骨骺間葉幹細胞之分離 

骨骺樣品之取得，以環鑽（trephine）從近體端生長板垂直下針以取出海綿骨

組織（spongy bone tissue）。將組織塊剪碎成直徑約 2 mm 之組織塊後，不經任何酵

素作用即可直接以細胞培養液：α-MEM，其內含 100 U/mL 青黴素及 100μg/mL 鏈

黴素，3.7 mg/mL 碳酸氫鈉及 20% 胎牛血清培養於細胞培養皿中，於細胞培養箱

以 37℃、5 % CO2 培養。爾後，每三天更換細胞培養液以去除貼附能力較差之血

球系細胞，待細胞成長至 80~90 % 滿盤程度時即可以 1:2~3 之比例繼代。 

於繼代前使用磷酸鹽緩衝液（Phosphate Buffer Saline, PBS）沖洗盤面去除殘留

細胞培養液後，以 0.25% 胰蛋白酶-乙二胺四乙酸（trypsin-ethylenediaminetetraacetic 

acid, trypsin-EDTA）（Gibco,2500056）37℃ 作用約 5 分鐘便使細胞懸浮，而後用

等量之培養液中止作用，並以 70 µm 細胞過濾器（cell strainer 70 µm Nylon）（BD 

FalconTM, REF352350）去除組織塊。細胞懸浮液以 300 g 離心約五分鐘，將細胞團

以新鮮培養液再次懸浮，即可以 1:2~3 之比例接種於培養液中。而細胞需長期保

存於液態氮桶中，乃先將細胞懸浮於內含 10 % DMSO 之 FBS，以每分鐘降溫 1℃

之速率，待細胞凝結後即可移置液態氮桶保存。 

 

3.1.4 流式細胞儀分析 

將待測細胞懸浮後，300 g 離心 5 分鐘，再以沖洗緩衝液（washing buffer：內

含 2% FBS 之 PBS）懸浮細胞，使 3×105顆細胞之懸浮液分別與特定抗體（表 1）

及其所對應之同型抗體（isotype）（表 2）混勻，並於 4℃靜置 30 分鐘。爾後，以

washing buffer 沖洗，離心後去上清液，使清除未結合之抗體，最後使用固定緩衝

液（fixing buffer：含 1%多聚甲醛（paraformaldehyde）之 washing buffer）懸浮細
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胞團即完成染色。其結果分析儀器使用為台灣大學生農學院共同儀器中心之流式

細胞分析儀（Beckman Coulter FC500），並使用 FCS express 4 flow research edition

軟體分析結果。 

表 1 細胞表面抗原分析之抗體項目表 

Table 1. The datasheet of antibody for flow cytometric analysis 

antibody Cat. No. Application test vender 

CD73-FITC 12-0340 5μL（0.25 μg）/105-8 cells eBioscience 

CD34-PE 12-5451 5μL（0.25 μg）/105-8 cells eBioscience 

CD45R-PE 11-5440 5μL（0.0075 μg）/105-8 cells eBioscience 

CD44-FITC 12-5900 5μL（0.125 μg）/105-8 cells eBioscience 

CD90-PE 11-1469 5μL（0.5 μg）/105-8 cells eBioscience 

 

表 2 細胞表面抗原分析之同型抗體項目表 

Table 2. The datasheet of isotype for flow cytometric analysis 

isotype Cat. No. Application test vender 

Mouse IgG1-PE 12-4714 5μL（0.125 μg）/105-8 cells eBioscience 

Rat IgG2b -PE 12-4031 5μL（0.5 μg）/105-8 cells eBioscience 

Rat IgG2a -FITC 553929 5μL（0.5 μg）/105-8 cells eBioscience 
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3.1.5 細胞三系分化之體外誘導及分析 

3.1.5.1 硬骨細胞體外誘導分化及染色分析 

培養細胞至 50% 滿盤程度時以硬骨細胞分化液（osteogenic differentiation 

medium）（表 3）取代細胞培養液，且每三天更換新鮮分化液，7 天後可觀察到細

胞型態改變（cell morphology shifting），即可以 10% 甲醛溶液（formaldehyde solution, 

10% in aqueous phosphate buffer）（MACRONTM chemicals, H121-08）固定細胞 10

分鐘後，以 PBS 清洗，加入適量茜素紅（Alizarin Red S, ARS）（Sigma, A5533）於

室溫靜置 20 分鐘後，以 PBS 沖洗殘留染劑即完成染色。 

 

3.1.5.2 脂肪細胞體外誘導分化及分析 

培養細胞至 50% 滿盤程度時以脂肪細胞分化液（adipogenic differentiation 

medium）（表 3）取代細胞培養液，且每三天更換新鮮分化液，約 30 天則細胞型

態改變，即可以 10% 甲醛溶液固定細胞 10 分鐘後，以 ddH2O 清洗，加入適量油

紅（Oil Red O）（SIGMA, O9755）於室溫靜置 20 分鐘後，以 ddH2O 沖洗殘留染劑

即完成染色。 

 

3.1.5.3 軟骨細胞體外誘導分化及分析 

將 2x105¸之細胞懸浮液接種於 15mL 尖底離心管內，以 300 g 離心 5 分鐘後，

使細胞聚積於管底，直接以軟骨分化液（chondrogenic differentiation medium） （表 

3）培養，21 天後收集細胞團塊。細胞團塊經石蠟切片後以苯胺藍（Toluidine Blue 

O）（SIGMA, 19816-1）染色。 

將切片先行脫蠟，以二甲苯（xylene）浸泡兩次，每次 10 分鐘，而後進行復
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水，依序浸泡 100 %、95 %、90 %、80 %、70 % 之酒精各 5 分鐘，最後至於 PBS

內即可開始染色。將適量 Toluidine blue O 覆蓋於組織上，室溫靜置三分鐘後，以

PBS 沖洗殘留染劑即完成染色。 

表 3 三系細胞分化液之配方表 

Table 3. The composition of differentiation medium 

differentiation medium composition 

adipogentic 
αMEM contain 10% FBS, 10μg/mL insulin, 1μM 

Dexamethasone, 0.5mM IBMX, 100μM Indomethacin 

osteogentic 

αMEM contain 10% FBS, 0.1μM Dexamethasone, 

10mM Glycerol-2-phosphate, 50μM 

Ascorbate-2-phosphate 

chondrogentic 
αMEM contain 1% FBS, 10ng/mL TGF-β1, 6.25μg/mL 

insulin, 50nM Ascorbate-2-phosphate 

 

 

3.1.6 總核醣核酸抽取 

將硬骨分化至第四天，脂肪分化第六天之細胞個別懸浮於 200 μL TRIzol 

reagent（ambion, 15596）中，室溫靜置 10 分鐘後加入 50μL 1-溴-3-氯丙烷

（1-Bromo-3-chloropropane, BCP）（MRC, BP151）震盪 15 秒並以 120000 g，於 4 

℃ 下離心 15 分鐘，收集上清液後加入等體積之異丙醇（isopropanol）（Merck, 

1.09634.1000）以沉澱 RNA，輕混勻並於室溫靜置 5 分鐘，以 12000 g 離心 15 分

鐘後去除上清液，加入 1 mL 70% 酒精漂洗沉澱物後，8500 g 離心 5 分鐘以去除

殘餘有機溶劑，風乾約 5 分鐘即將 RNA 沉澱回溶於 nuclease-free water 中。 

 

3.1.7 反轉錄反應 

取 1 μg 之總 RNA 以 QuantiTect®  Reverse Transcription Kit（Quiagen, 205314）
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反轉錄成互補去氧核醣核酸（complementary deoxyribonucleic acid, cDNA）。以 RNA

（1 μg）12 μL加入 2 μL 7× gDNA Wipeout buffer 混勻並於 42 ℃靜置 5 分鐘以去

除 DNA，爾後以總體積 20 μL（14 μL DNA-free RNA, 1 μL Reverse-transcription 

master mix, 4 μL 5× Quantiscript RT buffer, 1 μL RT primer mix ）進行反轉錄反應

（reverse transcription），42 ℃ 30 分鐘、95 ℃ 3 分鐘後之 cDNA 產物即可於 -20 

℃ 保存。 

 

3.1.8 即時定量聚合酶連鎖反應 

依照 DyNAmo™ Flash SYBRR Green qPCR Kit（FINNZYMES, F415）之說明，

將cDNA稀釋4倍後，以總反應體積10 μL，內含4 μL稀釋後之 cDNA、5 μL 2× qPCR 

master mix、1μL 之 20 μM 引子（primer）（表 4），進行即時定量聚合酶連鎖反應

（real-time quantitative polymerase chain reaction, qPCR），其反應起始於 95 ℃ 7 分

鐘，並以 95 ℃10 秒、60 ℃30 秒進行 40 個循環，而後以 60 ℃反應 1 分鐘，且

於 95 ℃終止反應。  
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表 4 qPCR 引子序列表 

Table 4. The primer sequence for qPCR 

Gene Primer sequence（5′–3′） Amplicon（bps） Tm（°C） 

FABP4 Forward ATCAGTGTAAACGGGGATGTG 117 52.4 

Reverse GACTTTTCTGTCATCCGCAGTA 53.0 

LPL Forward ACACATTCACAAGAGGGTCAC 132 52.4 

Reverse CTCTGCAATCACACGGATG 51.1 

Leptin Forward GCTCACCCAAACAAGACCAT 183 60.0 

Reverse AAAACCCAAGCCTCCTTGTT 60.0 

PPAR-γ Forword TTCTCCAGCATTTCCACTCC 123 51.8 

Reverse AGGCTCCACTTTGATTGCAC 51.8 

COL2A Forward GAAACTCTGCCACCCTGAATG 156 54.1 

Reverse GCTCCACCAGTTCTTCTTGG 53.8 

SOX9 Forward GCTCGCAGTACGACTACACTGAC 101 58.8 

Reverse GTTCATGTAGGTGAAGGTGGAG 54.8 

AGC Forward ATCAACAGTGCTTACCAAGACA 122 51.1 

Reverse ATAACCTCACAGCGATAGATCC 53.0 

OPN Forward CATATGATGGCCGAGGTGATAG 114 54.8 

Reverse CAAGTGATGTGAAGTCCTCCTC 54.8 

COL1A1 Forword CTGGTGAACAGGGTGTTCCT 158 60.0 

Reverse ACCCTTAGCACCATCATTGC 60.0 

OPG Forword TGTCTATACTGCAGGCCGGTG 120 56.3 

Reverse TCAGGCAGAACTCAAGCTCCA 54.4 

GAPDH Forword AAGGTCATCCCTGAGCTGAA 192 59.8 

Reverse ACCACCTGGTCCTCAGTGT 60.1 

CCL5 Foword CACCCACGTCCAGGAGTATT 168 59.8 

Reverse TCAGGTTCCAGATGCCCTAC 60.0 

FABP4, fatty acid binding protein 4; PPAR-γ, peroxisome proliferator-activated 

receptor gamma; COL1A1, collagen type I alpha 1; OPG, osteoprotegerin; OPN, 

osteopontin; COL2A, collagen type Ⅱ alpha; SOX9, SRY（sex determining region Y）

-box 9; AGC, aggrecan; CCL5, chemokine（C-C motif）ligand 5, also called RANTES

（Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted） 

 

3.1.9 群落形成能力分析 

將細胞懸浮後，以 200 顆細胞接種於 6 孔盤中，培養 10 天後以吉姆薩染液染

色（Giemsa stain）（Invitrogen, 10092-013）使細胞群落呈紫色（圖 2），即可肉眼

觀察，直徑 2 mm 以上之群落形成單位（colony-forming unit, CFU）得以計數。 



 31 

圖 2 吉姆薩染色分析之群落形成單位。 

細胞群落呈紫色，即可肉眼觀察，直徑 2 mm 以上之群落形成單位（colony-forming 

unit, CFU）得以計數。 

Fig. 2 The colony-forming units with Geimsa staining. 

The colony-forming units were counted by visual that could indicate the numbers of 

stem cells we harvested from primary culture. 

 

3.1.10 噻唑藍比色法 

以 1000 顆細胞接種於 96 孔盤中，持續觀察六天。每隔 24 小時添加噻唑藍（3-

（4, 5-dimethylithiazol-2-yl）-2,5-diphenyl tetrazolium bromide, MTT.）（Sigma, M5655）

10 μL（5 mg/mL）培養 4 小時後，以 200 μL 之 DMSO 替換培養液。以分光光度

計測量 OD570-690，其所測得之吸光值即可以標準曲線回推相對應之細胞數。細胞標

準曲線之接種如表 5 所示，與待測細胞同時處理，其所測得知吸光值與細胞數呈

線性正相關。其結果可得一細胞之生長曲線並在其指數生長期（log phase）推得一

天內細胞倍增時間（population doubling time, PDT），其公式為 doubling number=

log⁡（Nt−No）

𝑙𝑜𝑔2
/𝑡。（Nt=t 時間後細胞數量，No=t 時間前細胞數量，t unit=days）。  
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表 5 MTT 比色法之標準曲線接種示意表。 

Table 5. Standard curve of MTT assay for cell proliferation 

unit：μL 

103 Cells seeding in 96-well. 

Treat MTT 10 μL/well/day, after 4hrs was detected under OD 570-690.  

Cell num.（×104 cells） 106 cells/mL 105 cells/mL 104 cells/mL Medium 

2 20 - - 80 

1 - 100 - - 

0.5 - 50 - 50 

0.1 - - 100 - 

0.05 - - 50 50 
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3.2 試驗結果 

3.2.1 安樂死後犬骨髓間葉幹細胞之建立與定性分析 

本階段試驗設計在於探討安樂死後犬骨髓間葉幹細胞之分離流程之可行性，利

用定性分析證實分離所得之單核細胞群為間葉幹細胞群，以建立捐贈大體骨髓間

葉幹細胞分離之標準執行程序。 

 

3.2.1.1 犬骨髓間葉幹細胞之建立 

安樂死後犬骨髓液之抽取比照活體動物手術施行，而犬骨髓間葉幹細胞之分離

則以豬骨髓間葉幹細胞之分離法做為參考，流程如圖 3A 所示。將骨髓液稀釋後

經由 Ficoll 以密度梯度離心方式取得之單核細胞群除了間葉幹細胞外，淋巴球

（lymphocyte）及單核球（monocyte）亦存在於其中，則需利用塑料貼附之差異性

並配合更換細胞培養液以避免血球系細胞汙染。 

第一代培養約 5 天即可看見貼盤生長之細胞，其細胞型態成紡錘型（圖 3B）

並能自我更新且具群落形成能力，與 Friedenstein 等人(Friedenstein et al., 1970)所發

現之細胞特性相符。  
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圖 3 安樂死後犬隻骨髓間葉幹細胞分離法流程圖。 

（A）（a）取得之骨髓液以內含 2% FBS 之 PBS 稀釋三倍（紅色），（b）利用

Ficoll-paque® 以密度梯度離心分離出存在於血清（黃色）與 Ficoll-paque®（淺藍色）

交界面之單核細胞群（白色），（c）此單核細胞群以每 2mL 骨髓原液接種於一個

直徑 10 cm 之細胞培養皿中，每三天更換細胞培養液以去除貼附能力較差之血球

系細胞，待細胞成長至 80~90 %滿盤程度時即可以 1:2~3 之比例繼代。（B）第一代

培養之單核細胞群可貼盤並形成群落，且細胞外形成紡錘狀者即為 BMMSCs。 

Fig.3 The method flowchart for the preparation of BMMSCs from canine body 

donors after euthanasia. 

A.（a）Aspirated bone marrow was diluted with PBS containing 2% FBS（red）which 

is on the top of ficoll-paque® （light blue）. （b）The cells were separated by 

centrifugation: plasma（yellow）, mononuclear cells（white）and red cells（dark red）.  

（c）Mononuclear cells were harvested from plasma interface and seeded in 10 

cm-dish/2 mL bone marrow at 37°C with 5% CO2. B. Plastic-attached cells with spindle 

shape can be observed in primary culture.  Scale bar represents 100 μm. 
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3.2.1.2 犬骨髓幹細胞之定性分析 

為了確認本試驗所使用之分離流程能確實取得間葉幹細胞，即利用血球系細胞

之特定表面抗原：CD34（造血幹細胞標記）與 CD45R（淋巴球抗原）與間葉幹細

胞常見表面抗原：CD44（基質貼附分子）與 CD90（胸腺細胞抗原）以流式細胞

儀分析其表面抗原分布；而後以三系細胞分化液進行體外誘導分化後，使用特定

染劑：Oil Red O、Alizarin Red S 及 Toluidine Blue O，個別使脂肪細胞內油滴分子

呈紅色、硬骨細胞所分泌之鈣離子呈紅色、軟骨細胞所分泌之蛋白多醣

（proteoglycans）與醣胺多醣（glycosamioglycans）呈紫色，以佐證其擁有至少三

系分化之潛能。 

第一代培養之貼附性紡錘狀細胞經體外培養至第 4 代，其表面抗原以螢光染色

並經由流式細胞儀分析之結果顯示（圖 4），CD34（0.02 % of positive cells）與 CD45

（0 % of positive cells）為陰性，證明經本試驗之分離法所得到之單核細胞群並非

血球系細胞；而CD44（97.31 % of positive cells ）與CD90（98.26 % of positive cells）

為陽性，證明經本試驗之分離法所得到之單核細胞群來自於間葉幹細胞系群。  
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圖 4 安樂死後犬骨髓間葉幹細胞之表面抗原分析。 

結果顯示依本試驗分離方式所得之單核細胞群其 CD34 與 CD45R 為陰性；CD44

及為陽性。且此表面抗原分布性向不會因個體年齡或細胞繼代數而有所差異。 

Fig.4 Identical immunophenotypes as defined MSCs. 

The immunophenotypes were examined by flow cytometric analysis. Both CD90

（thymus cell antigen）and CD44（matrix adhesion molecule）are known as positive 

makers in BMMSCs, whereas CD45R（an isoform of CD45 which is lymphocyte 

common antigen）and CD34（hematopoietic stem cell marker）are negative.  Our data 

showed BMMSCs harvested from euthanized dogs possessed consistent profile pattern 

as defined MSCs and identical results throughout individuals and cell passages.  



 37 

安樂死後犬骨髓間葉幹細胞經體外培養至第五代，即分別處理不同分化液，並

以特定染色法個別分析。結果顯示，脂肪細胞分化至第 30 天，細胞外觀從紡錘狀

轉變為渾圓且貼附性稍差的型態，以 Oil Red O 染色可發現其渾圓細胞內含有較多

紅色染劑累積，表示其油滴分子累積旺盛（圖 5A）；硬骨細胞分化至第 7 天，細

胞型態轉變為平板狀，以 Alizarin Red S 染色可發現細胞外有紅色染劑累積，表示

其分泌之鈣離子堆積於胞外基質中（圖 5B）；軟骨細胞分化至第 21 天，透過石蠟

切片以 Toluidine Blue O 可發現細胞外有部分紫色染劑，表示其分泌之蛋白多醣與

醣胺多醣累積於胞外基質中（圖 5C）。茲可證明由此分離法所取得之單核細胞群

具有三系細胞分化之潛能。 

綜合上述，本試驗所使用之骨髓間葉幹細胞分離法所取得之具有塑料貼附性且

成紡錘狀之細胞群，能自我更新且具群落形成能力，與前人所發現之細胞特性相

符。經由表面抗原分析，可證實此細胞群之表面抗原分布與間葉幹細胞相符，且

能以體外誘導分化成至少三系細胞，更進一步證實此細胞群擁有間葉幹細胞特有

之三系分化潛能，即可證實本試驗所使用之分離法所取得之單核細胞群為骨髓間

葉幹細胞群。  
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圖 5 三系細胞分化之染色結果。 

(A)  脂肪分化：經油紅呈色之油滴分子累積於細胞內，且細胞外型轉變為圓形。

（B）硬骨分化：經茜素紅呈色之鈣離子堆積於胞外基質中，且細胞外型轉變為平

板狀。（C）軟骨分化：經苯胺藍呈色之膠原蛋白累積於胞外基質中。比例尺為 100 

μm。 

Fig.5 Tri-lineage differentiation potentials.  

BMMSCs collected from euthanized dogs could be induced to differentiate into（A）

adipocytes as stained by Oil Red O,（B）osteocytes as stained by Alizarin Red S, and（C）

chondrocytes as stained by Toluidine Blue O.  Scale bar represents 100 μm  
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3.2.2 個體年齡差異與其骨髓間葉幹細胞特性之探討 

本階段試驗設計在於探討安樂死大體之個體與其骨髓間葉幹細胞特性是否存

在年齡差異，針對分離效率（isolation efficiency）、生長能力（cell proliferation）、

表面抗原穩定性（surface marker stability）、分化潛能（differentiation potential）及

安全性進行分析，以找出最適捐贈個體之年齡範圍及臨床細胞療法應用之安全繼

代數。  

 

3.2.2.1 分離效率分析 

安樂死後犬之間葉幹細胞依捐贈個體年齡及採集位置個別進行體外培養後，利

用 Giemsa 染色計算群落形成單位以代表其群落形成能力，暗示在同等細胞數中其

具有自我更新能力之細胞數量，以茲表示不同部位（humerus and femur）與個體年

齡（old and young）之分離效率，並探討不同繼代數間自我更新之能力。 

結果顯示，不同個體年齡及採集部位之安樂死後犬骨髓間葉幹細胞皆可形成群

落形成單位，經過肉眼計算其數量並進行統計分析，可得知在肱骨（24.45±4.882 

CFUs）及股骨（23.25±4.371 CFUs）所取得之骨髓間葉幹細胞其群落形成單位數

量沒有顯著差異（圖 6A），且於不同個體年齡亦無顯著差異（圖 6B）；在老年組

則可發現其 P12 群落形成單位數量（6.178±3.847 CFUs）顯著低於 P1（32.87±6.210 

CFUs）與 P4（33.89±10.86 CFUs）。 
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圖 6 安樂死後犬骨髓間葉幹細胞之群落形成能力。 

(A) 安樂死後犬骨髓間葉幹細胞之群落形成數量在採集位置（humerus and femur）

上無顯著差異，（B）而個體年齡亦不影響其群落形成能力。在老年組則可發現 P12

之群落形成能力顯著低於 P1 及 P4（P<0.01）。 

Fig.6 Clonogenicity of cBMMSCs  

A, The numbers of colony-forming unit from cBMMSCs have no difference among 

different sites. B, there is no difference in the number of CFU from cBMMSCs between 

ages.  However, the CFUs in P12 of old group are significant lower than P1 and P4 

（P<0.01）.（mean±SD;  A, n=4, unpaired t-test; B, n=3; one way- ANOVA, Tukey's 

Multiple Comparison Test, * represent P<0.05 ）  
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3.2.2.2 生長能力分析 

個別將犬骨髓間葉幹細胞體外培養至不同的繼代數（P4、P8、P12），以同等

細胞數接種，並利用 MTT 比色法分析特定時間點內細胞之總數，即可得一細胞之

生長曲線，並可推算出細胞倍增時間（population doubling time, PDT），以探討不

同個體年齡與繼代數對 MSCs 生長能力之影響。 

由細胞生長曲線可知，不同採集位置之骨髓間葉幹細胞其生長曲線相似（圖 

7A），因此細胞倍增時間無差異（圖 7B）；且無論個體年齡差異，骨髓間葉幹細胞

在 P4（圖 7C）及 P8（圖 7D）皆在接種後 48 小時觀察到細胞數量急遽上升，表

示進入指數生長期，而 P12（圖 7E）須待 72 小時才能觀察到此現象發生。取其指

數生長期推算細胞倍增時間（圖 7F），可得知犬骨髓間葉幹細胞約 24 小時倍增一

次，且個體年齡與繼代數於細胞倍增時間沒有顯著差異。 
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圖 7 安樂死後犬骨髓間葉幹細胞之增殖能力。 

由生長曲線（A）可知，骨髓間葉幹細胞其細胞倍增殖時間於不同採集部位（B）

沒有顯著差異，繼代數間（C, D, E）其個體年齡有相似之走向，進而推算其細胞

倍增時間（F）可知於繼代數與個體年齡間皆無顯著差異。 

Fig 7. Cell proliferation of cBMMSCs 

We can observe the growth curve in BMMSCs between different isolation location , 

ages and passages（A, C, D, E）shared the same trend.  According to log phase of 

growth curve, the PDT of BMMSC（B, F）, with no difference between locations, ages 

and passages.（mean±SD;  A, n=3, unpaired t-test; B, n=3 unpaired t-test; C, n=3 

unpaired t-test; D, n=2, 3 unpaired t-test; D, n=3,3,3 two way- ANOVA） 
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3.2.2.3 表面抗原穩定性分析 

將各年齡層之骨髓間葉幹細胞個別進行體外培養至 P4、P8、P12 後，進行表

面抗原染色並以流式細胞儀分析，以調查在骨髓間葉幹細胞於體外培養一段時間

後其細胞之穩定性。 

結果顯示，各年齡層之細胞隨著繼代數增加其 CD34、CD45R 維持恆定地呈陰

性，而 CD90、CD44 除了恆定地呈陽性外，CD44 尚有隨著繼代數而改變之陽性細

胞比例（percentage of positive gated cells），相較於 P12，P4 其所佔之陽性細胞比

例較低且有顯著差異（P<0.05）（圖 8A）。若將 CD44 資料呈現以年齡區分，則可

發現幼年組有隨繼代數增加，其陽性細胞比例亦增加之趨勢；而老年組亦然，惟

P4 時略高於 P8（圖 8B）。 
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圖 8 個體年齡與繼代數對表面抗原分布之影響。 

（A）安樂死後骨髓間葉幹細胞以體外培養直至 P12 亦維持穩定的向性：CD34 及

CD45R呈陰性；CD44、CD90呈陽性。唯P12之CD44陽性細胞比例（89.84±8.858%）

高於 P4（47.38±20.35%）且具有顯著差異（P<0.05）；（B）而在個體年齡則不具差

異。 

Fig.9 The immunophenotyping profile between ages and passages in cBMMSCs 
A, The profile of cBMMSCs shows a consistent pattern until passage 12. Both CD45R 

and CD34 are negative; CD90 and CD44 are positive. Compare to P12（89.84±8.858%）, 

the percentage of CD44 positive cells in P4（47.38±20.35%）was lower than P12. B, the 

percentage of CD44 positive cells in cBMMSCs was no difference between ages

（mean±SD, n=6, 6, 5; one way-ANOVA, Tukey's Multiple Comparison Test, * 

represent P<0.05） 
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3.2.2.4 分化潛能分析 

依據個體年齡不同探討其安樂死後骨髓間葉幹細胞之分化潛力。以相同繼代數

處理硬骨及脂肪分化液，進行體外誘導分化，而後以 qPCR 個別進行不同分化階段

之標誌基因（marker genes）表現量之相對定量，以茲代表其分化程度。 

硬骨分化於分化第四天取樣，標誌基因以分化早期 COL1A1（collagen type I 

alpha 1），中期 OPN（osteopontin）、OPG（osteoprotegerin），晚期 osteocalcin 進行

相對表現量定量（圖 9A）。結果顯示，不同個體年齡之骨髓間葉幹細胞其不同硬

骨分化階段之標誌基因表現量沒有顯著差異。 

脂肪分化於分化第六天取樣，標誌基因以分化早期 PPAR-γ（peroxisome 

proliferator-activated receptor gamma）、LPL（lipoprotein lipase），中期 FABP4（fatty 

acid binding protein 4），晚期 leptin 進行相對表現量定量（圖 9B）。結果顯示，不

同個體年齡之骨髓間葉幹細胞其不同脂肪分化階段之標誌基因表現量沒有顯著差

異。 

軟骨分化於分化第四天取樣，標誌基因以分化早期 SOX9（sex determining 

region Y-related high mobility group-box gene 9），中期 AGC（aggrecan），晚期 COL2A

（collagen type Ⅱ alpha）進行相對表現量定量（圖 9C）。結果顯示，不同個體

年齡之骨髓間葉幹細胞其不同軟骨分化階段之標誌基因表現量沒有顯著差異。 
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圖 9 不同個體年齡之 cBMMSCs 其三系細胞分化標記基因表現量。 

不同個體年齡之骨髓間葉幹細胞分化後於（A）硬骨分化標誌基因：早期 COL1A1，

中期 OPN、OPG，晚期 osteocalcin；（B）脂肪分化標誌基因：早期 PPAR-γ、LPL、

中期 FABP4、晚期 leptin 及（C）軟骨分化標誌基因：早期 SOX9、中期 AGC，晚

期 COL2A 之表現量沒有顯著差異。 

Fig.9 The expression profile of differentiation marker genes in cBMMSCs between 

ages. 

The data show no difference in the expression profiles of（A）osteogenesis,（B）

adipogenesis,（C）chondrogenesis  marker genes between ages.（mean±SD, n=3, 

unpaired t-test）  
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3.2.2.5 安全性分析 

根據前人於小鼠之研究，CCL5 於骨髓間葉幹細胞之表現與移植受體內源性腫

瘤細胞增生與轉移有密切之正相關(Karnoub et al., 2007)。故利用測定 CCL5 之表現

量以推估不同個體年齡其相對安全之繼代數。結果顯示如圖 10，以幼年組 P4 為

依準而得之各組 CCL5 表現相對量，幼年組經體外培養後其 CCL5 表現量皆略高於

年老組且 CCL5 並不會隨繼代數而有表現量之差異。 

 

圖 10 不同年齡與繼代數其 CCL5 相對表現量之分析。 

結果顯示，各組別相對於幼年組 P4 CCL5 之相對表現量並沒有差異，且隨著繼代

數增加，其 CCL5 表現量亦沒有顯著變化。 

Fig.10 The CCL5 expression level in cBMMSCs between ages and passages 

The result indicates CCL5 expression level of old group is lower than young group, and 

there is no difference between ages and passages.（mean±SD, n= 3; two way-ANOVA）  
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3.2.3 安樂死後犬骨骺間葉幹細胞之建立與特性比較 

在樣本數累積期間，由台大動物醫院捐贈大體採集紀錄可知（表 6），於兩年

多來共有 11 位捐贈大體，成功獲取 cBMMSCs 的案件有 6 例（54.55 %），剩餘 5

例（45.45 %）骨髓抽取失敗；而成功獲取 cEMSCs 的案件有 8 例（72.73 %），剩

餘 3 例（27.27 %）則受到微生物汙染。11 位大體安樂死之原因中，有 6 例（54.55 

%）患有惡性腫瘤，接受長期藥物治療的則有兩例（18.18 %）。由收容所執行安樂

死之大體紀錄可知（表 7），7 位大體捐贈中，成功獲取 cBMMSCs 的案件有 6 例

（85.79 %），剩餘 1 例（14.28 %）骨髓抽取失敗；而成功獲取 cEMSCs 的案件有

5 例（71.43 %），剩餘 2 例（28.57 %）則受到微生物汙染。 

表 6 醫院捐贈大體採集紀錄。 

Table 6 Background information of the euthanasia case from hospital. 

case BMMSC EMSC The reason of euthanasia  

20110115 - + CNS inflammatory disease（NME）*  

20110225 + + Tumor（Bladder&Testicles）  

20111102 - + Spinal fracture and subluxation  

20120418 + + spinal subluxation  

20110125 + + Brain disease  

20111220 - + suspected spinal meningioma*  

20111201 - × cryptorchidism, testical tumor  

20120712 + × suspected meningioma  

20111020 - × tumor（Brain）  

20120830 + + T13 spinal fracture  

20121201 + + tumor metastasis  

+ represent MSCs isolation is successful, - represent none bone marrow 

harvested or isolated, * represent long-term medication, × represent 

microorganism contamination.  
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表 7 收容所大體採集紀錄。 

Table 7 Information of euthanasia case from shelter. 

case BMMSC EMSC 

1 + + 

2 + + 

3 + + 

4 - × 

5 + + 

6 + × 

7 + + 

+ represent MSCs isolation is successful, - represent none bone marrow 

harvested, × represent microorganism contamination. 

由此可知安樂死後犬骨髓液之取得，可能因血液凝結等因素而導致取樣較受限

制，因此參考鄭等人(Cheng et al., 2012)於小鼠研究中發現，骨骺亦可分離出間葉

幹細胞，且骨骺來源之間葉幹細胞生長與分化能力皆優於骨髓間葉幹細胞。本階

段試驗設計在於調查安樂死後犬骨骺間葉幹細胞之分離流程之可行性，並探討其

細胞特性是否與異於骨髓間葉幹細胞，以建立捐贈大體骨骺間葉幹細胞分離之標

準執行程序，並於間葉幹細胞臨床應用上提供另一種新選擇。 

 

3.2.3.1 犬骨骺間葉幹細胞之建立與定性分析 

骨骺樣品源自於骨骺內生長板之海綿組織，將其剪碎後不需經由任何酵素作用

即可直接培養於細胞培養液中， 流程如圖 11A 中之虛線框線內所示。由於是以

組織塊直接培養，可發現在第一代培養過程中有其他型態之細胞參雜其中，須利

用塑料貼附性差異經由更換培養液來去除脂肪油滴及其他貼附性較差之血球細胞；

並於繼代時利用 trypsin 作用，將貼附性較強之血球細胞去除。相較於骨髓間葉幹

細胞，其第一代培養約 5 天亦可看見貼盤生長之細胞，其細胞型態相似於骨髓間

葉幹細胞（圖  11B），能自我更新且具群落形成能力，與 Friedenstein 等人



 50 

(Friedenstein et al., 1970)所發現之細胞特性相符。 

骨骺間葉幹細胞經體外培養至第 4 代，而後以相同方式進行表面抗原染色並以

流式細胞儀分析。結果顯示（圖 12），血球系細胞標誌抗原 CD34（0.01 % of positive 

cells）與 CD45R（0.73 % of positive cells）呈陰性；間葉幹細胞常見抗原 CD44（92.92 

% of positive cells）與 CD90（99.92 % of positive cells）呈陽性，與骨髓間葉幹細

胞表面抗原分布情形相同。  
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圖 11 安樂死後犬隻骨骺與骨髓間葉幹細胞分離法與細胞型態之比較。 

(A) 虛線框線：骨髓液採取完畢之後，以環鑽從近體端生長板垂直下針將骨骺剖

開，以取出海綿骨組織。將組織塊以含 2% FBS 之 PBS 沖洗並清除周圍結締組織

後，剪碎成直徑約 2 mm 之組織塊後，不經任何酵素作用即可直接以細胞培養液。

（B）第一代培養之 EMSCs 與 BMMSCs 有相同的細胞特性與相似的細胞型態。 

Fig. 11. The comparison of both isolation method and cell morphology in cEMSCs 

and cBMMSCs.  

A. Dash-line figure: After bone marrow harvest, sponge bone tissue was harvested by 

trephine from proximal humerus and femur.  Tissue was washed with PBS contained 

2% FBS and cut into 2 mm diameter pieces, then cultured directly in culture medium 

without enzymatic digestion. B. Plastic-attached cells of primary culture shared the 

same morphology of BMMSCs were called EMSCs. Scale bar represents 100 μm. 
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圖 12 安樂死後犬骨骺間葉幹細胞之表面抗原分析。 

結果顯示骨骺間葉幹細胞之表面抗原分布情形與骨髓間葉幹細胞相同。 

Fig.12 The immunophenotype profile of cEMSCs 

The surface marker profile of cEMSCs is the same as cBMMSCs.  
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3.2.3.2 犬骨骺與骨髓間葉幹細胞之特性比較 

將骨骺間葉幹細胞依採集位置個別進行體外培養後，利用 Giemsa 染色計算群

落形成單位以代表其群落形成能力，暗示在同等細胞數中其具有自我更新能力之

細胞數量，以茲表示不同部位之分離效率，並與骨髓間葉幹細胞比較。結果顯示，

骨髓間葉幹細胞（30.53±9.010 CFUs）與骨骺間葉幹細胞（24.32±8.357 CFUs）其

群落形成能力沒有顯著差異（圖 13A），而骨骺間葉幹細胞在部位（圖 13B）及個

體年齡（圖 13C）間其群落形成能力亦沒有顯著差異。 

 

圖 13 安樂死後犬骨骺間葉幹細胞之群落形成能力。 

骨髓與骨骺間葉幹細胞其群落形成能力（A）沒有明顯差異，在部位（B）及個體

年齡（C）間，骨骺間葉幹細胞之群落形成能力亦沒有明顯不同。 

Fig.13 Clonogenicity of cEMSCs 

A, There is no difference in clonogenic formation ability between cEMSCs and 

cBMMSCs.  B, C There is no difference in clonogenicity of cEMSCs from various 

anatomical origins（B）and ages of donors（C）.（mean±SD; A, n=6,5; unpaired t-test;  

B, n=4,4; unpaired t-test; C, n=2,3; unpaired t-test）  
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將骨骺間葉幹細胞經體外培養至第 4 代後以同等起始細胞數培養，並以 MTT

比色法測定細胞總數，以比較骨骺與骨髓間葉幹細胞之生長能力。由生長曲線可

知（圖 14A）骨骺與骨髓間葉幹細胞於 48 小時起進入指數生長期且骨骺間葉幹細

胞之細胞增殖速度於 72 小時有略高於骨髓間葉幹細胞之傾向。從指數生長期推算

之細胞倍增時間可發現，骨骺間葉幹細胞之倍增時間（17.58±6.290 hrs）與骨髓間

葉幹細胞（24.48±4.464 hrs）沒有差異（圖 14B）。 

 

圖 14 犬骨骺與骨髓間葉幹細胞之生長能力比較。 

由生長曲線（A）可知骨骺與骨髓間葉幹細胞於 48 小時後進入指數生長期，進而

推算其細胞倍增時間（B）可知骨骺間葉幹細胞之倍增時間（12.21±1.366 hrs）與

骨髓間葉幹細胞（25.82±4.554 hrs）沒有差異。 

Fig.14 Cell proliferation of cEMSCs 

A, After 48 hours, we can observe the growth curve in both cBMMSCs and cEMSCs 

the entered log phase.  B, According to log phase of growth curve, the PDT is no 

difference between cBMMSCs and cEMSCs.（mean±SD; A, n=4; unpaired t-test; B, n=4; 

unpaired t-test） 
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第4章 討論 

由以上試驗可知，安樂死過後取得之犬骨髓液，以參考豬骨髓間葉幹細胞分離

法(Hsiao et al., 2011a)可以成功分離出具塑材貼附性之單核細胞群，並能在體外培

養與保存，且具有分化為三系細胞之潛能，其表面抗原之分布型態更證明此細胞

群並非來自造血幹細胞系，而是屬於間葉幹細胞之系群。而與骨髓液採集過後所

取得之骨骺樣本，以模擬小鼠骨骺間葉幹細胞分離法(Cheng et al., 2012)亦可成功

分離出犬骨骺間葉幹細胞，其細胞外型與犬骨髓間葉幹細胞相似且具有相同表面

抗原特性。 

由醫院採集之樣本紀錄可發現（表 6），綜觀醫院大體捐贈數量不足且獲取

cBMMSCs 的健康程度令人存疑。另一方面而言，基於撫卹捐贈大體畜主情緒考量

下，使得安樂死後的骨髓抽取手術延宕推測為骨髓液樣本因血液凝固而較難取得

的因素之一，另有因疾病或藥物治療導致骨髓生成受到抑制的可能。種種因素之

相較，cEMSCs 相對高的採集成功率，在建立醫院間葉幹細胞庫期間亦是值得收集

的幹細胞來源之一。但是，病犬本身之疾病對其間葉幹細胞的影響，是否會對受

贈犬帶來副作用，則需要進一步研究證明之。 

反觀收容所大體採集紀錄（表 7）則可發現，由於安樂死後隨即進行骨髓採集

以至於採集成功率相較於醫院有增加的趨勢；但骨骺間葉幹細胞的養成率則低於

骨髓間葉幹細胞，可能原因在於收容所採集環境為室外露天開放場所，相較於醫

院手術室，易受外源微生物汙染。更有甚者，收容所安樂死之大體其病歷亦未如

醫院般周全。然而，其個體健康程度一般而言應較優於醫院安樂死之大體，因此，

收容所例行安樂死之大體亦可是大體來源之一。 

骨髓液存在於紅骨髓中，主要存在於扁骨（flat bone）與長骨（long bone）骨
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骺端鬆骨質（spongy substance）內。採集位置之決定，除了須能採集到足夠骨髓

液外，更要求避開臟器且穿刺部位需貼近表皮以便於定位，故於人類臨床常見之

採取位置為髂骨（ilium），其密骨質（compact substance）薄使進針容易、骨髓腔

大使骨髓液豐富較不易被周邊血稀釋。本試驗初期亦曾嘗試自安樂死後犬隻之髂

骨採集骨髓液，但發現犬髂骨骨型複雜不如人類，且採集成功率遠較股骨與肱骨

低，與臨床活體採集情況並不相符，故於後續實驗中骨髓液採集位置僅為股骨與

肱骨，並不包含髂骨。 

人類骨髓捐贈者有適當年齡之考慮，在於年長者在損失一定量骨髓後有恢復不

良之風險，因此進而探討年齡老化對於其間葉幹細胞特性是否存有差異，有研究

發現年齡老化會使其骨髓間葉幹細胞之增殖能力與硬骨分化能力下降(Zhou et al., 

2008)，亦有研究指出此種差異於長期體外培養下而消失(Fickert et al., 2011)。本試

驗之樣本源自動物醫院與收容所，在樣本累積的過程中可發現源自動物醫院之安

樂死大體年齡偏向老年，而源自收容所之安樂死大體年齡偏向壯年。為排除疾病

與藥物干擾以求樣本之一致性，本試驗以收容所來源為主，其年齡分組以壯年（3

歲以下）與老年（7 歲以上）作為比較，體外培養則於本試驗培養條件下，以細胞

外形正常為基準，訂定特定培養代數作為比較，以代表體外培養時間長短。由群

落形成單位分析可知所分離之細胞其具有幹細胞特性：自我再生之複製能力，而

可產生群落形成單位以推估第一代培養之單核細胞群含有幹細胞之比例，其群落

形成單位與幹細胞比例呈正相關，若群落形成單位較多則於相同細胞數中所含幹

細胞比例較高。故從試驗結果可知，第一代培養之犬骨髓與骨骺間葉幹細胞之群

落形成能力並不會受個體年齡差異與採集位置而有所影響，可暗示年齡與採集位

置並不會影響安樂死後之犬間葉幹細胞密度。由年老組可知，經過體外培養至第
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12 代，其間葉幹細胞之群落形成能力顯著變差，表示隨著繼代數增加，幹細胞喪

失其幹細胞特性。 

由細胞生長曲線所推估之細胞倍增時間可知細胞增殖能力，其群落形成單位與

細胞增殖能力呈負相關，若細胞倍增時間較短則細胞增殖速率較快，表示其細胞

增殖能力較佳。而安樂死後犬骨骺間葉幹細胞之細胞倍增時間與骨髓間葉幹細胞

相較之下沒有差異，且骨髓間葉幹細胞在年齡與採集位置上亦無顯著差異，表示

年齡與採集位置並不會影響犬間葉幹細胞之細胞增殖速率。就骨髓採集位置而言，

犬肱骨及股骨近體端之骨髓間葉幹細胞其數量與增殖速率沒有差異，可視為一相

似骨髓間葉幹細胞群，於往後單一大體骨髓之採集量有加成效果。 

經過體外培養，無論個體年齡差異，其犬骨髓間葉幹細胞仍具有穩定的表面抗

原特性直到第 12 代，且發現 CD44 陽性細胞之比例會隨著繼代數增加而增長。根

據前人之研究，CD44 除了為間葉幹細胞常見表面抗原外，亦與細胞癌化有關；因

此，隨著繼代數增加其間葉幹細胞 CD44 陽性細胞比例之增加，可暗示其誘發細胞

癌化之風險越高。故對安樂死後骨髓間葉幹細胞於臨床應用上而言，CD44 之表現

量亦可成為篩選條件之一。 

由分化能力分析可知，不同年齡個體之犬骨髓間葉幹細胞皆具有硬骨及脂肪分

化之潛能，表示其所分離出之間葉幹細胞系群仍保有一定程度之幹性（stemness）。

經由檢測不同分化時期其標誌基因表現量以表示其在相同時間內之分化程度，若

分化程度較高則分化潛能較佳，表示其幹細胞轉化程度較低，保留有較原始之幹

性。故以分化能力分析，可發現犬間葉幹細胞之分化能力與個體年齡沒有顯著差

異，可暗示個體年齡的老化並不會影響其幹細胞分化能力，此與 Zhou 等人於人類

骨髓間葉幹細胞的研究發現年齡老化會使硬骨分化能力下降(Zhou et al., 2008)不
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符，但有 Fickert 等人之研究指出此種差異於長期體外培養下而消失(Fickert et al., 

2011)，因此若縮短體外培養時間，亦有可能出現與 Zhou 等人相同的結果。 

根據前人之研究(Karnoub et al., 2007)，小鼠骨髓間葉幹細胞所分泌 CCL5 會藉

由CCR5（chemokine receptor 5）增加移植受體內源性乳癌細胞的行動力（mobility）、

侵入（invasion）及轉移（metastasis）。因此，藉由觀察 CCL5 表現量以評估犬間

葉幹細胞經體外培養一段時間後於臨床應用之安全性。由本試驗結果可知，安樂

死後犬骨髓間葉幹細胞之 CCL5 表現量並不會隨繼代數增加與個體年齡不同而有

所差異，幼年組之 CCL5 表現量綜合而言有略高於老年組之趨勢，暗示間葉幹細

胞經體外培養後其誘發移植受體罹癌風險不受個體年齡的影響。 

將以上各試驗結果作圖分析，可看出各樣本數據之標準偏差頗大，乃因於捐贈

個體並非實驗動物，因此個體年齡差異之因素並非絕對單純，亦可能有疾病或藥

物治療等其他因素介入，尚需要更多的樣本數以確定實驗真實性。 
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第5章 結論 

本試驗參考豬骨髓間葉幹細胞及小鼠骨骺間葉幹細胞之分離方式所取得之安

樂死後犬間葉幹細胞，並不會受個體年齡、採集位置而影響到分離效率與細胞增

殖速率。 

伴隨體外培養，其細胞表面抗原特性仍維持恆定且與個體年齡無關，且 CD44

之陽性細胞比例無論個體年齡皆會與繼代數呈正相關，以 CD44 之作用而言，其表

現量增加亦有可能增加癌化風險，可作為選拔條件之一。以分化能力分析得知，

本試驗分離出之安樂死後骨髓間葉幹細胞仍保有一定程度之幹性，且其分化能力

與個體年齡老化沒有關係。而 CCL5 之表現量並未隨繼代數與個體年齡增加而有

所差異，幼年個體之 CCL5 表現量有略高於老年個體之趨勢。 

綜合上述，以本試驗之分離法能成功取得安樂死後犬之間葉幹細胞，於此大體

捐贈成為另一項成體幹細胞供應來源，且分離效率與細胞增殖速率不受限於個體

年齡。以幹細胞特性分析，幼年個體與老年個體之骨髓間葉幹細胞其分化能力沒

有差異，且隨著繼代數增加，其間葉幹細胞之癌化風險亦有可能增加。 
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第6章 未來展望 

本試驗所分離出之骨骺間葉幹細胞其細胞特性仍有許多尚未明瞭之處。根據前

人之研究，相較於小鼠骨髓間葉幹細胞，小鼠骨骺間葉幹細胞其細胞增殖效率、

分化能力皆較優異，可視為另一群潛力較高之間葉幹細胞系群。且安樂死後犬骨

髓液在一段時間之後便難以取得，於此，骨骺組織之取得則容易許多。因此，骨

骺間葉幹細胞於安樂死後之個體採集之成功率是大於骨髓間葉幹細胞，其仍有一

定程度之重要性。而個體年齡差異是否確實造成其骨髓間葉幹細胞分化能力之差

異，仍需要更多的樣本數以期達成統計上之分析。至於安全性分析尚有不足，檢

測其端粒酶活性、活體皮下注射分析腫瘤生成之可能性是未來勢必要探討的試驗

之一。 

另外，相似於人類骨髓捐贈中心，捐贈者會先以血樣做特定病原分析以避免受

贈者傳染疾病之風險；安樂死後犬隻生前若無詳盡病歷可循，如：來自收容所安

樂死之大體，亦可比照人類以血樣先做病原分析。由於骨髓為造血中心，有遭受

經血液傳播之病原感染的可能性及採集骨髓液過程中亦有可能受到周邊血汙染，

因此，感染篩檢病原之選擇，應以會藉由血液傳播之病原為主要篩檢對象，而後

進一步做到特定病原分析。 
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