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摘 要：【目的】比较人中期胚胎脐血、新生儿脐血以及成人骨髓 #种来源的间质干细胞 （’()）生物学特
性，为临床治疗选择细胞来源提供实验依据。【方法】采用 !*+’,’培养液分离培养 # 种来源 ’()，流式细胞仪
进行细胞表型、细胞周期、细胞凋亡分析，成骨、成脂诱导液分别诱导细胞分化，携带绿色荧光蛋白报告基因的重

组腺病毒转染 ’()，荧光显微镜和流式细胞仪检测 # 种细胞表达外源基因特性。【结果】# 种来源标本中均可分
离培养出 ’()，但新生儿脐血中阳性获得率最低，为 "-. !/0 1/ 2 "3 4；# 者细胞形态、表面抗原表达、体外分化特
性相似，但 "种脐血 ’()原代培养时间长达 #% 5左右，处于 "% 2 "! 期细胞百分比大于成人骨髓；#者均能转染
表达外源基因，但胚胎脐血 ’()中表达率最高，达（$6. #" 7 #. "&）0。【结论】胚胎、新生儿脐血以及成人骨髓中均
可分离培养出 ’()；中期胚胎脐血 ’()适用于胎儿自体宫内基因转移 2治疗（89:;）靶细胞；成人骨髓 ’()在组织
工程、细胞治疗、基因治疗等领域具有广阔的临床应用前景；而新生儿脐血 ’()的临床应用有待进一步研究。
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已有研究证明间质干细胞（DE?）具有高度增殖
和多向分化潜能，是一种理想的组织工程种子细

胞，能高效转染表达外源性目的基因，在基因治疗

领域具有广阔的应用前景 J T Q 9 S。来源广泛，从骨髓、

脐血、血液、皮肤、脂肪等不同组织分离出 DE?已相
继报道。那么不同来源 DE?生物学特性和临床适用
性是否存在差异？近年来，宫内基因转移 F治疗（4&
2#)$@ /)&) #$%&’()$ F #.)$%-G0 ULVW）治疗重度地中海
贫血、重症联合免疫缺陷病等多种胎儿遗传性疾病

越来越受到重视，是否某种来源的 DE?适合 ULVW
靶细胞？为此，本课题探讨比较胚胎、新生儿脐血与

成人骨髓 DE?生物学特性，旨在为临床治疗时选择
细胞提供实验依据，报告如下。

T 材料和方法

TX T 标本来源
水囊引产中期胚胎 ! 份：胎龄 TR Y 9 周至 :: Y :

周，平均 :" Y O周；:O份新生儿胎盘脐带血；!份成人
骨髓抽取液；均获得供者同意。

TX : 主要试剂
高糖 F低糖达乐伯克改良必需基本培养基

（ACZD[D F \CZD[D），胰蛋白酶，胎牛血清 （]^E）
（美国 VU^?_ ^‘\ 公司）；鼠抗人单克隆抗体包括：
A\a Z‘ C]UW?、?Z:bCc[、?Z9OCc[、?ZO:%C]UW?、
?ZOOC]UW?、 ?ZO!Cc)$*c、 ?Z!bCc[、 ?Z<"C]UW?、
?Z<7C]UW?、?ZT"!Cc[、?ZT77Cc[、a&&),4&CdC]UW?、
cU（美国 c.%$B4&/4& 公司）；抗坏血酸、地塞米松、!C
甘油磷酸钠、9C异丁基 CTC甲基黄嘌呤（U^De）和吲
哚美辛（美国 E4/B%公司）；:b9细胞引自 aW??，经
本室传代保存；携带绿色荧光蛋白报告基因的重组

腺病毒 （%+)&@54$2’ 5)*#@$ +)345)$)+ /$))& (32@$)’*)&#
-$@#)4& /)&)0 a+CV]c）由军科院微生物流行病学研
究所周育森博士惠赠；胰岛素 6宏业生化制药厂 >、
油红 _、茜素红（中国医药集团上海化学试剂公司）。
TX 9 *+,分离、培养
水囊引产胚胎脐静脉处抽取脐血 9 f :" B\，采

用 ]4*@33 分离液梯度离心方法分离获取脐血中有
核细胞 （包括大量有核红细胞），加入含体积分数

T"= ]^E的 \CZD[D培养液，调整有核细胞密度为
T"7 F *B: 后接种在培养瓶中，9R g，体积分数 !=
?_:，全饱和湿度环境下培养；9 +后全量换液，弃除
非贴壁细胞，以后每 ! +换液 T次，细胞达 <"= f
b"=融合时，加入胰酶，室温消化，按 T h 9比例传
代。新生儿脐血和成人骨髓 DE?分离培养方法按本
实验室以往报道方法进行 J O0 ! S。

TX O 流式细胞仪分析细胞表型
胰酶常规消化 9种来源 DE?，血清灭活胰酶活

性，加流式细胞仪专用鞘液洗涤细胞 :次，按不同
荧光抗体的使用说明分别加入抗体，O g孵育 9"
B4&，鞘液洗除未标记抗体，T" / F \多聚甲醛固定或
即刻在流式细胞仪上检测细胞表面多种抗原的表

达。

TX ! 细胞周期分析
细胞生长融合达 R"=时，消化细胞，加入终体

积分数 R"=冷乙醇，充分混匀后在 O g固定 :O .，
离心去乙醇，鞘液洗涤细胞 :次后，在细胞沉淀中
加入 "8 O B\ 鞘液，充分悬浮细胞后加入 T" / F \
‘&%’) a T" !\0 9R g水浴 T" B4&0加入 "8 T / F \碘
化丙啶（cU）避光染色 9" B4&，用流式细胞 ?)33i2)’#
检测，用 D@+]UW软件分析结果。
TX 7 细胞凋亡分析

c!、cT"、cT!融合达 R"=时，常规消化细胞，离
心，在细胞沉淀中无菌加入 "8 O B\ ZD[D充分混
匀细胞，按试剂盒使用说明加入 a&&),4& dC]UW?和
cU各 ! !\避光染色 9" B4&，加入流式鞘液洗涤细
胞中未结合的抗体和 cU后，上机检测，?)33i2)’#分
析结果。

TX R 细胞多向诱导分化
向 9 种来源 c!细胞中分别加入脂肪细胞诱导

液 （含 T j T" Q 9 BB@3 F \地塞米松，! j T" Q 9 / F \胰
岛素，"8 ! BB@3 F \ 9C异丁基 CTC甲基黄嘌呤，7" j
T" Q 9 BB@3 F \吲哚美辛）和成骨细胞诱导液（含 T j
T" Q O BB@3 F \ 地塞米松，T" BB@3 F \ ! C 甘油磷酸
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钠，!" $ %" & ’ ( ) *抗坏血酸），观察细胞形态变化，
油红 +染色评估细胞向脂肪细胞分化情况，茜素红
染色检测钙化基质沉淀。

%, - !"#转染、表达 $%&
细胞融合达 -".时，去培养液，加入病毒滴度

（/+0）为 % """的 123456吸附细胞 7 8后，加入含
体积分数 7.59: !3;/</ 维持培养液 ’ =*，’>
?，体积分数 !. @+7，全饱和湿度环境下培养。逐天

观察细胞荧光表达情况，第 ’"天收获细胞，流式细
胞仪检测细胞表达转基因 456阳性率。

7 结 果

7, % !"#分离培养和生长特点
采用 *3;/</<完全培养液，能从中期胚胎、

新生儿脐血和成人骨髓中分离培养出 /:@。原代
培养时，中期胚胎脐血中混杂有大量有核红细胞

且部分破碎，多次换液后碎片被弃除，/:@ 呈长
梭形漩涡状生长A长满时间为 7- B ’! 2；新生儿脐
血原代培养首次换液后可见梭形细胞呈单个散在

存在、多个细胞呈集落样或与其它圆形、扁平

形、多边形等细胞交织呈混杂性集落生长，生长

缓慢，经 7 B ’ 次换液后，混杂细胞脱落，留下形
态均一的梭形细胞，长满时间为 7! B ’! 2；骨髓
经首次换液后，可见梭形细胞散在分布，细胞浆

丰富，核大，核染色质细，长满时间为 %" 2；’者
传代培养 %! 代，细胞形态不发生改变，仍呈长梭
形 C图 % D。中期胚胎脐血 ’ =* 即可分离培养出细
胞，而新生儿脐血中 /:@ 阳性获得率最低，仅为
7EF %>. C> ) 7G D。

7, 7 细胞表型分析
采用流式细胞仪技术分析 ’ 种来源 /:@细胞

免疫分子表达情况，结果显示胚胎和新生儿脐血

/:@ 在原代时弱表达 @;’G H，随着传代增加，
@;’G H由弱转阴，而 @;7E，@;GG等分子表达由弱
向强，至 6!，’ 者均强表达 @;7E，@;GG，@;!E，
@;E"，@;%"!，@;%##；不表达 @;’G，@;G!，@;%G，
@;-"，@;-#。
7, ’ 细胞周期分析
流式细胞仪技术检测 ’ 种来源第 ’ 代 /:@ 内

;I1含量，胚胎、新生儿脐血 /:@增殖指数（6J0）分
别为：C ’F ’% K "F #7 D.和 C !F !’ K "F !- D.，成人骨
髓 /:@为 C %"F ’E K %F 7# D.。
7, G 细胞凋亡分析
流式细胞仪技术分析生长接近融合时 ’种细胞

凋亡发生率，结果显示凋亡蛋白 1LLMNOL3P的表达在
/:@传代过程中不发生明显变化，成人骨髓、新生儿

脐血及中期胚胎脐血表达分别为（%"F E- K "F -E）.，
（%%F ’# K %F -7）.和（>F #> K 7F 7%）.。
7, ! 细胞多向诱导分化
将 6!代 /:@培养体系转换成脂肪细胞诱导体

系，可见 ’者 /:@均具有向脂肪细胞转化能力，随
着培养时间延长，胞内出现脂滴、脂泡，油红 +染色
阳性。经成骨诱导后，细胞形态由原来的梭形向立

方形转变，形成结节，茜素红染色阳性。

7, # 外源基因转染、表达
向 /:@ 中滴加 123456 后在维持培养液中生

长，于 G- 8，荧光显微镜下均出现绿色荧光，以
后逐天增强，第 !天达高峰后维持表达 C图 7 D；流
式细胞仪分析第 ’" 天 456在 ’者细胞中表达，胚
胎、新生儿脐血 /:@ 中阳性率分别为 （!#F ’7 K
’F 7-）.和 !%F 7- K ’F #G）.，成人骨髓为（GGF ’7 K
7F EG）.。

图 ’ &’( !"#生长形态

%)*+ ’ ,-. /012-0/.31)45 06 &’( /.5.74-8/9: 53./ 4.::5 CQJO(8RS SRTOLOL(A $ G" D
1U SMVWL23RJO=MSRMJ XMRTY VWJ2 ZYWW2[ 9U LM\ZWJL VWJ2 ZYWW2[ @U T2]YR ZWLM =TJJW\
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$ 讨 论

%&’的独特生物学特性，已引起人们的重视，
尤其是对于组织工程、临床细胞治疗、()*+等基因
治疗专家来说，%&’的发现给他们各自研究领域取
得突破性进展带来希望。他们希望找到最能满足他

们需求的 %&’来源，因为已有研究证明，人 %&’的
来源非常广泛，但其生物学特性不尽相同 , - .。本研究

比较胚胎脐血、新生儿脐血和成人骨髓 %&’生物学
特性，为临床治疗时选择细胞提供了实验依据。

实验中采用含体积分数 /"0 12& 345%6% 培
养液，能从 $种来源中分离培养出 %&’，但是发现
%&’含量不一致，胚胎脐血中含量最高，$ 73脐血
即可成功分离培养出细胞，而新生儿脐血含量低，

%&’阳性分离率仅为 89: /#0；8种脐血 %&’原代
培养时间长，经 8个月体外培养，$ 73胚胎脐血只能
培养出 ": / ; /"9 %&’，8" 73成人骨髓则能培养出
/"9 < /"/" %&’；实验结果表明，经短期细胞培养后，在
数量上，中期胚胎脐血 %&’只能满足低体重患者治
疗需求，骨髓 %&’能满足范围更广病人的需求，而新
生儿脐血因为其分离成功率低，只适用于科研。

采用流式细胞仪技术分析 $者细胞表型、细胞
周期、细胞凋亡，结果显示，$者细胞表型一致，虽然
在胚胎和新生儿脐血 %&’ 培养过程中，’5$= >由
弱表达向阴性转变，这可能是 %&’中混杂有造血干
细胞。细胞周期分析结果显示，胚胎和新生儿脐血

%&’增殖指数低于成人骨髓，这与 %&’原代以及最
初几代生长缓慢现象吻合，随着代数增加，脐血增

殖指数增加，?!以后与骨髓同代细胞比较，不存在
显著性差异。细胞凋亡分析结果也显示，?!后 $者
%&’凋亡率接近，该两方面实验结果均与 ?!后胚
胎、新生儿、成人骨髓 %&’生长速度相近吻合。但是
为什么胚胎以及新生儿脐血 %&’在原代培养以及最

初几代培养过程中生长均缓慢，而成人骨髓 %&’却
生长快速？原因不明确，可能骨髓与脐血 %&’在生物
学特性方面确实存在目前尚未明确的重大差异，有待

进一步深入研究。体外诱导分化结果显示，$者均具
有成脂肪、成骨细胞功能。外源基因转染结果显示 $
者均能有效表达外源性目的基因 *1?，但是 *1?在
胚胎脐血 %&’阳性表达率高达 @!-: $8 A $: 8BC0，高
于新生儿脐血和成人骨髓，这为中期胚胎脐血 %&’
应用于胚胎自体 ()*+提供了重要的实验依据。
根据以上实验结果，认为成人骨髓 %&’在组织

工程，成人自体细胞治疗、基因治疗方面具有广阔

的临床应用前景；而胚胎脐血 %&’较其它来源 %&’
更适用于自体宫内基因转移 D治疗 （()*+）靶细胞；
新生儿脐血 %&’的临床应用有待进一步研究。
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