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脐血中富含造血干细胞已为人们所熟知，且

脐血造血干细胞移植在临床上应用已有超过 10

年时间[1]，并已成为继骨髓之后造血干细胞移植的

又一重要来源。而对于脐血中是否含有间质干细
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摘 要：【目的】观察人脐血间质干细胞增殖能力、细胞表面分子标志及多向分化潜能。【方法】从人脐血

中分离出单个核贴壁细胞并进行体外培养。将细胞以单克隆抗体标记后用流式细胞仪进行检测。向培养细胞

中加入成骨、成软骨和成脂肪诱导剂，检测其多向分化能力。【结果】脐血间质干细胞原代培养时间为 7周。流

式细胞分析显示这些细胞CD29、CD13、CD44等表达为阳性，但是它们不表达造血干细胞表面标志物。加入成

骨诱导剂会导致细胞碱性磷酸酶的表达。采用微球培养法并加入软骨诱导剂对细胞进行诱导，用阿尔新蓝染

色显示有蛋白多糖表达。在加入成脂诱导剂后，会导致细胞形态学改变，且油红 O染色为阳性。【结论】通过体

外传代培养的方法可以从人脐血单个核贴壁细胞中得到纯化的间质干细胞，脐血有望成为间质干细胞的替代

来源。
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Abstract：【Objective】To investigate the cell proliferation, surface markers, and multilineage differentiation

potential of mesenchymal stem cells (MSC) from human umbilical cord blood. 【Methods】The mononuclear adherent

cells from human umbilical cord blood were isolated and cultured in vitro. Cells were labeled with monoclonal

antibodies and examined by flow cytometry. Multilineage differentiation potential was evaluated by incubating the

cells with osteogenic, chondrogenic, and adipogenic agents. 【Results】It spend 7 weeks to establish the MSC from

human umbilical cord blood in primary culture. Flow cytometry showed that these cells were positive for CD29,

CD13, and CD44 expression, but they failed to express hematopoictic cell surface markers. Exposure of these cells

to osteogenic agents resulted in expression of alkaline phosphatase. The cells were induced by micromass culture

method with chondrogenic agents; proteoglycans was visualized by Alcian blue staining. Incubation with adipogenic

agents resulted in cells morphological change and positive staining for Oil Red O. 【Conclusion】 Throμgh

subcultivation in vitro, it is possible to obtain purified MSC from human umbilical cord blood mononuclear cells,

and it can serve as an alternative source of MSC.
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胞（mesenchymal stem cells, MSC）这一问题上，学

者们却一直存在分歧。Erices等[2]的实验发现，从

脐血分离的贴壁细胞表达间质干细胞相关抗原。

而Mareschi等[3]研究却显示，从骨髓中容易分离出

间质干细胞，而脐血中却不能。而且还有研究发现

脐血中非造血干细胞表达内皮细胞[4]或树突状细

胞的表面分子[5]。由此可见，对于脐血中非造血干

细胞的定性方面，学术界仍无最终定论。本实验拟

从脐血中分离并培养间质干细胞，对其一般生物

学特性进行研究，同时对其进行成骨、成软骨以及

成脂肪等诱导，观察其多向分化的潜能。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和仪器

流式细胞仪 (Coulter- Elite)，荧光标记小鼠抗

人抗体：CD13 - PE 、CD106 - PE、 CD14 - PE、

CD45- PECY5、CD34- FITC、CD29- FITC、CD44-

FITC、CD54- FITC、CD49f- FITC、HLA- DR- FITC

（BD Pharmingen），TGF-β1 （PEPRO THCH）。

1.2 脐血间质干细胞的分离与培养

1.2.1 羟乙基淀粉沉淀法分离脐血间质干细胞

无菌条件下采集孕 33～41周顺产或剖宫产胎儿脐

血 50～80 mL，肝素抗凝。孕妇无传染性疾病，胎儿

无畸形，并征得家属及孕妇同意。将脐血与 6%的

羟乙基淀粉 4 ∶1 比例混匀，室温静置 60 min，待

红细胞与血清分界清楚，吸取上清以 400 ×g 离心

5 min，弃上清，有核细胞沉淀于管底，PBS 洗涤 2

次。

1.2.2 脐血间质干细胞的原代及传代培养 将

DMEM/F12+10%胎牛血清加入离心管中，吹打制

成单细胞悬液。以 5 ×106/cm2 密度接种于 T25 培

养瓶中，置于 37 ℃、饱和湿度，体积分数为 5%CO2
孵箱中培养。5 d首次全量换液，去掉未贴壁的悬

浮细胞。以后每周换液 1次，待细胞长到 80%汇合

时，按照 1 ∶2 的比例传代。传代后每周换液 2次，

细胞汇合达 80%时继续按 1 ∶2比例传代培养。

1.3 细胞表面标记物检测

将第 3代细胞以 0.25%胰酶消化后，PBS 洗涤

3 次，制成 1 ×106/mL的细胞悬液。将待检细胞样

品分为每管 0.1 mL，阴性对照管加入鼠 IgG- FITC、

IgG- PE 或 IgG - PECY5，其它管分别加入鼠抗人

CD13- FITC、CD106- FITC、CD14- FITC、CD45-

PECY5、 HLA - DR - FITC、 CD34 - FITC、 CD29 -

FITC、CD44- FITC、CD54- FITC、CD49f- FITC 各

20 μL，室温孵育 30 min，流式细胞仪计数 5 000～

10 000个细胞，仪器自带软件分析。

1.4 细胞周期测定

取第 3代细胞，用 0.25%胰酶室温消化，PBS

洗涤 3次，弃上清。向离心管中加入 1 mL预冷的

70%的酒精，充分吹打制成单细胞悬液，细胞浓度

约为 1 ×106/mL。于 4 ℃冰箱中固定 24 h 后，离

心，去上清，沉淀物重悬在 1 mL碘化丙啶染液中

（含 RNase A 10 μg/mL，碘化丙啶 50 μg/mL），4 ℃

孵育 20 min。上流式细胞仪检测分析细胞周期。

1.5 脐血间质干细胞向成骨细胞诱导

成骨细胞诱导培养基：DMEM/F12，10%FBS，

10- 8 mol/L地塞米松， l0 mmol/L !- 磷酸甘油和
50 mg/L抗坏血酸。取第 3 代细胞，以 5 ×103/ cm2

密度接种于预置盖玻片的 6孔板内。用成骨培养基

诱导 21 d取出盖玻片进行碱性磷酸酶染色（钙-钴

法）。

1.6 脐血间质干细胞向软骨细胞诱导

软骨细胞诱导培养基：高糖 DMEM，1%FBS，

胰岛素 6.25 μg/mL，维生素 C 50 μg/mL，地塞米松

10- 8 mol/L，10 ng/mg TGF-β1。将 2.5 ×105/mL细

胞加入 15 mL离心管内，150 ×g离心 15 min，使

细胞成微团。加入软骨诱导培养基，于 37 ℃，5%

CO2孵箱内培养，每 2 d换液。分别于第 1、2、3 周

将细胞微团取出，用 4%多聚甲醛固定。脱水，石蜡

包埋，行 5 μm切片，Alcian blue染色。

1.7 脐血间质干细胞向脂肪细胞诱导

脂肪细胞诱导培养基：DMEM/F12，10%FBS，

1 "mol/L 地塞米松，5 U/mL 胰岛素。取第 3代细
胞，以 5 ×103/cm2 接种于放置无菌盖玻片的 6孔

板内。 待细胞生长到 80%汇合时加入脂肪细胞诱

导培养基。观察到胞质中有脂滴形成时，弃培养

液，PBS洗涤，4%多聚甲醛固定 15 min，行油红 O

染色。

2 结 果

2.1 脐血间质干细胞培养倒置显微镜下形态观察

首次换液后，贴壁细胞缓慢生长，约 3周时形

成贴壁细胞集落。原代细胞呈梭形，平行排列，局

部形成漩涡状，混有部分圆形细胞.原代培养于 7
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周时细胞可达 80%汇合。传代细胞生长速度加快，

约 7 d可以传代。传至第 3 代时细胞形态均一，增

殖旺盛，折光性好（图 1）。

2.2 细胞表面分子表达特征

经流式细胞仪鉴定，第 3代脐血间质干细胞

不表达 CD14、CD45、CD34、HLA- DR、CD54、

CD49f，内皮细胞标记 CD106 表达率 33%，CD29、

CD13、CD44表达强阳性（图 2）。

2.3 细胞周期测定

第 3代脐血单个核细胞周期分析显示 82.2%

的细胞处在 G0/G1期（图 3）。

图 1 第 3代脐血间质干细胞

Fig.1 Morphological features of the third passage of

mesenchymal stem cells from human umbilical cord blood

（×100）

图 2 流式细胞仪检测脐血间质干细胞表面抗原的表达

Fig.2 Expression of sur face antigens of MSC from umbilical cord blood

Cells were cultured for 3 passages, harvested, and labeled with monoclonal antibodies against human antigens and examined by flow cytometry

2.4 脐血间质干细胞向成骨、软骨等细胞的分化

成骨诱导：成骨诱导约 2周时，细胞形态逐渐

由长梭形渐变为立方形、多边形，有聚集倾向；3周

时诱导细胞经碱性磷酸酶染色为阳性（图 4A）。软

骨诱导：细胞团约 2 d时与管壁分离成球形，并在

培养过程中逐渐长大，2周时经Alcian blue染色可

观察到细胞微团中有淡蓝色酸性蛋白多糖出现

（图 4B）。脂肪诱导：细胞于脂肪诱导 1周左右，细

胞形态逐渐由长梭形变为短胖梭形；于诱导约 14

d时细胞多数变为椭圆形、圆形；第 21天时部分细

胞胞质中出现强折光性的脂滴，并随着诱导时间

延长，胞质中的脂肪滴逐渐增多；28 天时油红 O

染色可见胞质中脂滴被染成红色（图 4C）。

3 讨 论

有关间质干细胞的研究至今已有超过 30 年

的时间，虽然陆续有研究显示可从不同组织中分

离出 MSC [6- 9]，但在目前，骨髓仍然是 MSC的主要

来源。同骨髓一样，脐血中同样富含造血干细胞，

但是脐血中是否也存在 MSC，不同的研究结果却

不尽相同。根据定义，MSC是应具有梭形外观，有

图 3 脐血间质干细胞的细胞周期测定

Fig.3 Cell cycle analysis of mesenchymal stem cells

from human umbilical cord blood by flow cytometry
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强大自我更新能力和具有向中胚层细胞，如骨、软

骨和脂肪细胞分化能力[10]等特点。根据这一概念，

我们拟从脐血单个核贴壁细胞中分离纯化出间质

干细胞，并对其一般生物学特性和多向分化潜能

进行研究。并从形态学、细胞表面分子表达以及分

化功能等方面对脐血间质干细胞进行观察和鉴

定。从实验结果可以看出，在倒置相差显微镜下观

察，可见脐血间质干细胞呈梭形外观。细胞形态和

排列与骨髓MSC十分相似。由于细胞表面分子表

达是反映细胞特征的一个重要指标，对于鉴别细

胞类型有着重要参考意义。因此我们对脐血间质

干细胞进行了表面标志物的检测。结果显示，该细

胞不表达造血细胞表面抗原 CD34、CD45 和

CD14，也不表达 HLA- DR，而黏附分子 CD44、

CD29、CD13的表达均为强阳性，这些结果与骨髓

MSC表面分子的表达非常相似 [11]。干细胞还有一

个最重要的特征就是它们具有多向分化潜能。我

们在实验中对此进行了研究，所采用的诱导方案

与人骨髓MSC三系诱导方案相同，并分别用钙-钴

法、阿尔新蓝染色以及油红 O染色等对诱导后细

胞进行检测。结果显示，经相应诱导后，脐血间质

干细胞中可见碱性磷酸酶的表达、蛋白多糖合成

和细胞中脂滴形成。说明经诱导的人脐血间质干

细胞已具有成骨细胞、软骨细胞和脂肪细胞的表

型。这种向中胚层多向分化的能力显示脐血间质

干细胞具有间质干细胞的标志性特征，而这也预

示着它在诸如细胞治疗及组织工程种子细胞选择

等实际应用中有着重要价值。

在实验中我们还发现，与骨髓MSC相比，脐血

间质干细胞的原代培养比较困难，对培养条件要

求较高。如在培养基的选择上，与一般细胞或骨髓

MSC的培养所需的常用的 DMEM培养基不同，对

脐血间质干细胞的培养要求养分更高的 DMEM/

F12培养基。而且在间质干细胞的分离方法也与骨

髓MSC不同。脐血类似外周血，含有大量红细胞，

如何有效将其去除而又最大程度地保留其中有活

力的单个核细胞是培养成功的关键。为了减少离

心次数对细胞产生的机械损伤和各种试剂对细胞

的化学影响，我们选择了羟乙基淀粉物理沉淀法

来去除标本中的大量红细胞，取得了较好的效果。

在实验中还发现，脐血标本的克隆样细胞集落开

始出现的时间较晚，约需要 3周的时间,而且整个

原代培养所需的时间长达 7周。而本实验室人骨

髓MSC原代培养时间约 3～4周。但是传代后，脐血

间质干细胞的增殖能力明显加快，显示出其强大

的自我更新能力。我们在细胞培养过程中以及对

细胞周期的测定等都证实了这一点。

从上述实验结果可以看出，脐血间质干细胞

具有与骨髓 MSC相似的梭形外观和细胞表型，有

着强大的增殖能力，具有向中胚层三系分化的能

力。这种形态和功能上的高度相似性说明脐血也

和骨髓一样，存在有间质干细胞。而近年来的研究

还发现，在一定条件下，脐血间质干细胞还可向神

经细胞和肝细胞分化[12]，这提示脐血中间质干细胞

具有跨胚层细胞分化的能力。可见，脐血间质干细

胞有更多生物学特性和功能有待我们去研究。而

且，脐血来源丰富，便于获得和保存[13]，这些都预示

着脐血间质干细胞将具有重要的临床实用价值。
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