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［摘要］　目的：对体外分离培养脐血间充质干细胞（ＵＣＢＭＳＣｓ）的传统方法进行改进，以提高培养成功率，同时观察其生物学

特性。方法：无菌条件下取２８份足月产新生儿脐血，以密度梯度离心法分离其中的单个核细胞，以含１０％ＦＢＳ的αＭＥＭ培

养基进行体外培养。原代培养５～７ｄ后半量换液，后每隔３～４ｄ全量换液１次。细胞贴壁之后按改良方法进行培养：方法

一，当皿底圆形巨核细胞融合、梭形成纤维样细胞脱落时将细胞悬液移入新的皿中培养；方法二，待皿底圆形巨核细胞渐渐占

取优势时，将培养基换为含１５％ＦＢＳ的αＭＥＭ，当圆形巨核细胞大部脱落后换回含１０％ＦＢＳ的αＭＥＭ 培养基。显微镜下

观察ＵＣＢＭＳＣｓ的形态，流式细胞仪测定细胞免疫表型，体外成骨及成脂诱导并进行细胞化学染色。结果：２８份脐血中２０份

培养出贴壁细胞，其中１３份培养出能融合且可稳定传代的成纤维样细胞，成功率为４６．４％，可传至２２代而无形态上的变化，

而且强烈表达ＣＤ１０５、ＣＤ２９等 ＭＳＣｓ表面标志，而ＣＤ３４、ＣＤ４５和ＣＤ１０６等表达呈阴性。在特定条件下，ＵＣＢＭＳＣｓ可分化

为成骨细胞和脂肪细胞。结论：脐血中存在 ＭＳＣｓ，培养方法经改良后可提高ＵＣＢＭＳＣｓ的培养成功率。ＵＣＢＭＳＣｓ具有与

其他来源的 ＭＳＣｓ类似的表型及分化潜能，且易于体外扩增、传代稳定，可望在骨组织工程学研究中有广阔的应用前景。

［关键词］　脐血；间充质干细胞；细胞，培养的；免疫表型分型
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　　近年来，骨组织工程学研究的发展为临床治疗
因伤病所致的骨缺损提供了新思路。骨髓间充质干
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细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）由于具有良
好的成骨潜能、且易于体外扩增等优点已广泛用作
骨组织工程学的种子细胞。但是骨髓取材存在来源
有限、属有创操作、有感染可能及干细胞随供体年龄
增大有老化倾向等问题［１］，因此，有必要为骨组织工
程学探索新的种子细胞。

　　脐血间充质干细胞（ｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｂｌｏｏｄｍｅｓ
ｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＵＣＢＭＳＣｓ）与骨髓 ＭＳＣｓ一
样具有多向细胞分化潜能，而且脐血的来源丰富，收
集方法简单易行，对供体无损伤，微生物和肿瘤细胞
污染的可能性小，所得干细胞较为原始，免疫原性
低［２］，因此，将 ＵＣＢＭＳＣｓ作为一种新的成骨细胞
来源，用于骨组织工程学的研究具有广阔的前
景。　　　　　
　　然而，ＵＣＢＭＳＣｓ培养成功率较低［３５］，有的作
者甚至认为脐血中不存在 ＭＳＣｓ［６８］。本研究试图
在体外从脐血中分离培养 ＭＳＣｓ，并对培养方法进
行改进，同进研究 ＵＣＢＭＳＣｓ的生物学特性，为建
立一种新的骨组织工程学种子细胞来源提供理论依

据和实验基础。

１　材料和方法

１．１　脐血的采集和单个核细胞的制备　脐血标本

２８份，５０～９０ｍｌ／份，枸橼酸抗凝，经产妇和家属同
意取自足月健康顺产新生儿。脐血采集后１２ｈ内，
采用密度梯度离心法分离出其中的单个核细胞，以
备实验用。

１．２　原代培养及培养方法的改良　上述制备的脐
血单个核细胞，接种于１００ｍｍ×２０ｍｍ培养皿中，
细胞密度为１×１０７／ｍｌ，培养体系为含１０％ ＦＢＳ
（ＢｉｏＳｏｕｒｃｅ公司）的αＭＥＭ 培养液（Ｇｉｂｃｏ公司）。
置于饱和湿度、５％ＣＯ２的３７℃孵育箱中培养，原代
培养５～７ｄ后半量换液，每隔３～４ｄ全量换液１
次。

　　细胞贴壁之后按处理方法不同分为两组：第一
组当皿底圆形巨核细胞融合、梭形成纤维样细胞脱
落时将细胞悬液移入新的皿中培养；第二组待皿底
圆形巨核细胞渐渐占据优势时，将培养基换为含

１５％ＦＢＳ（Ｇｉｂｃｏ公司）的αＭＥＭ，当圆形巨核细胞
大部脱落后换回含１０％ＦＢＳ的αＭＥＭ培养基。

１．３　传代扩增　细胞融合至８０％～９０％时，以

０．２５％的胰酶消化，按１２～１３传代培养。传至
第５代后进行ＵＣＢＭＳＣｓ的生物学特性的检测。

１．４　ＵＣＢＭＳＣｓ的生物学特性

１．４．１　细胞形态观察　将ＵＣＢＭＳＣｓ于培养皿中
传代培养，每次传代后均进行显微镜下形态观察、照
相。

１．４．２　细胞表型　收集培养第５代的ＵＣＢＭＳＣｓ，

ＰＢＳ洗涤，调整细胞密度到１×１０６／ｍｌ左右，分别加
入１５μｌ抗体（ＣＤ４５ＰＥ、ＣＤ１０５ＰＥ、ＣＤ１０６ＰＥ，

ＣＤ３４ＦＩＴＣ、ＣＤ２９ＦＩＴＣ、ＣＤ７１ＦＩＴＣ，美国ＢＤ公
司），４℃环境下孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤，离心（２０００
ｒ／ｍｉｎ，ｒ＝１２．５ｃｍ，５ｍｉｎ）后弃上清，ＰＢＳ重悬，抗
体标记细胞以ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（ＢＤ公司）
分析，结果以ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件（ＢＤ公司）进行处理。

１．５　ＵＣＢＭＳＣｓ诱导分化

１．５．１　成骨诱导　选取第５代ＵＣＢＭＳＣｓ，培养体
系为含有１０％ＦＢＳ和１００ｎｍｏｌ／Ｌ 地塞米松、１０
ｍｍｏｌ／Ｌβ甘油磷酸钠、５０μｍｏｌ／Ｌ维生素Ｃ（美国

Ｓｉｇｍａ公司）的αＭＥＭ 培养基。每３～４ｄ换液１
次。成骨诱导１周后，取标本进行碱性磷酸酶染色，
镜下观察，照相。

１．５．２　成脂诱导　选取第５代ＵＣＢＭＳＣｓ，培养体
系为含有１０％ＦＢＳ和０．５ｍｍｏｌ／ＬＩＢＭＸ、１μｍｏｌ／

Ｌ氢化可的松、０．１ｍｍｏｌ／Ｌ吲哚美辛（美国Ｓｉｇｍａ
公司）的αＭＥＭ培养基。每３～４ｄ换液１次。成
脂诱导２周后，取标本进行油红染色，镜下观察，照
相。

２　结　果

　　２８份脐血中有２０份于原代培养５～７ｄ后出现
贴壁细胞（第一组６份／１０份，第二组１４份／１８份），
其中１３份培养出能融合且可稳定传代的成纤维样
细胞（第一组４份，第二组９份），成功率为４６．４％，
高于国内其他作者及多数国外作者报道的结果。另
外８份原代培养时即未发现有贴壁细胞，其中１份
因离心机故障未成功取得单个核细胞层，１例于采
集脐血后１４．５ｈ进行分离，其他６份可能与取单个
核细胞时操作不当有关。

２．１　ＵＣＢＭＳＣｓ形态　原代培养５～７ｄ后贴壁细
胞呈两种形态（图１Ａ、１Ｅ）：梭形成纤维样细胞和圆
形巨核细胞，前者即ＵＣＢＭＳＣｓ。２～３周两种细胞
即可长满（图１Ｂ、１Ｆ）。改良第一组６份脐血中有４
份于原代培养４～５周形成成纤维样细胞集落（图

１Ｃ、１Ｇ）；改良第二组１４份脐血中有９份于原代培
养５周左右形成成纤维样细胞集落（图１Ｄ、１Ｈ），形
态与骨髓 ＭＳＣｓ相似，呈较均一的长梭形，经传代至

２２代形态无明显变化（图２）。
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图１　体外培养ＵＣＢＭＳＣｓ细胞的形态

Ｆｉｇ１　ＰｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｏｆＵＣＢＭＳＣｓ
Ａ，Ｅ：Ｏｎｔｈｅ５ｔｈｄａｙｏｆｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅ，ａｄｈｅｒｅｎｔｃｅｌｌｓａｐｐｅａｒｅｄａｆｔｅｒｈａｌｆｍｅｄｉｕｍｃｈａｎｇｅ，ａｎｄｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｔｉｌｌｍａｎｙｎｏｎａｄｈｅｒｅｎｔｃｅｌｌｓ（Ａ：×１００，

Ｅ：×２００）；Ｂ，Ｆ：Ｏｎｔｈｅ１７ｔｈｄａｙｏｆｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅ，ｔｈｅｒｅｗｅｒｅ２ｋｉｎｄｓｏｆａｄｈｅｒｅｎｔｃｅｌｌｓ，ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｌｉｋｅｃｅｌｌｓ，ａｎｄｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｌｉｋｅｃｅｌｌｓ（Ｂ：×４０，

Ｆ：×１００）；Ｃ，Ｇ：Ｏｎｔｈｅ３０ｔｈｄａｙｂｙｍｏｄｉｆｉｅｄｍｅｔｈｏｄⅠｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｃａｔｔｅｒｅｄａｄｈｅｒｅｎｔｃｅｌｌｃｏｌｏｎｉｅｓ（ｓｐｉｎｄｌｅｓｈａｐｅ）ｉｎｎｏｒｍａｌａｌｉｇｎｍｅｎｔ（Ｃ：×４０，Ｇ：×２００）；

Ｄ，Ｈ：Ｏｎｔｈｅ２７ｔｈｄａｙｂｙｍｏｄｉｆｉｅｄｍｅｔｈｏｄⅡｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｃａｔｔｅｒｅｄａｄｈｅｒｅｎｔｃｅｌｌｃｏｌｏｎｉｅｓ（ｓｐｉｎｄｌｅｓｈａｐｅ）ｉｎｎｏｒｍａｌａｌｉｇｎｍｅｎｔ（Ｄ：×４０，Ｈ：×２００）

图２　传代至２２代的ＵＣＢＭＳＣｓ
细胞形态无明显改变

Ｆｉｇ２　ＵＣＢＭＳＣｓｗｅｒｅｐａｓｓａｇｅｄ２２ｔｉｍｅｓ

ｗｉｔｈｏｕｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｈａｎｇｅｓｉｎｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ
Ａ：×４０；Ｂ：×２００

　　按传统方法培养，５～７ｄ后初次半量换液，后每
隔３～４ｄ全量换液１次，两种细胞同时增殖，但圆形

巨核细胞融合较快，逐渐占据优势，梭形成纤维样细
胞夹杂其间，无法伸展融合。约３周后，圆形成纤维
样细胞的“空间优势”越来越大，使得梭形成纤维样细
胞开始脱落，镜下观察部分梭形成纤维样细胞并未死
亡。继续换液，约４周后，皿底被圆形巨核细胞占满，
梭形成纤维样细胞数量少且变得狭细，无法融合。继
续观察数周，仍未见有梭形成纤维样细胞集落形成。
本实验中取５份采血８０ｍｌ以上的脐血标本中的４０
ｍｌ按照传统方法进行培养，结果都未获得成功。

２．２　ＵＣＢＭＳＣｓ表面抗原表达　ＵＣＢＭＳＣｓ可强
烈表达ＣＤ１０５、ＣＤ２９等 ＭＳＣｓ表面标志，而不表达

ＣＤ３４、ＣＤ４５和ＣＤ１０６等造血干细胞和内皮细胞标
志（图３）。

２．３　ＵＣＢＭＳＣｓ的诱导分化能力　成骨诱导后１
周碱性磷酸酶染色阳性（图４），表明其具有成骨能
力。成脂诱导后２周油红染色阳性（图５），表明其
具有成脂能力。
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图３　流式细胞仪考察ＵＣＢＭＳＣｓ细胞抗原表型

Ｆｉｇ３　ＩｍｍｕｎｏｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆＵＣＢＭＳＣｓｂｙＦＡＣＳＣＤ１０５ａｎｄＣＤ２９ｗｅｒｅｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ｉｎＵＣＢＭＳＣｓ，ｗｈｉｌｅＣＤ３４，ＣＤ４５ａｎｄＣＤ１０６ｗｅｒｅｎｏｔｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

图４　成骨诱导后１周碱性磷酸酶染色结果

Ｆｉｇ４　ＡＬＰｓｔａｉｎｉｎｇａｆｔｅｒｏｎｅｗｅｅｋｏｓｔｅｏｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ＡＤ：ＴｈｅｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆＵＣＢＭＳＣｓｗａｓｐｒｏｖｅｄｂｙｐｏｓｉｔｉｖｅＡＬＰｓｔａｉｎｉｎｇ．Ａ：×４０，Ｂ：×１００，Ｃ：×２００，Ｄ：×４００；Ｅ：Ｃｏｎｔｒｏｌ，×４０；Ｆ：Ｃｏｎｔｒｏｌ，×２０

图５　成骨诱导２周后油红染色结果

Ｆｉｇ５　Ｏｉｌｒｅｄｓｔａｉｎｉｎｇａｆｔｅｒｔｗｏｗｅｅｋａｄｉｐｏｉｎｄｕｃｔｉｏｎ（×２００）
ＴｈｅａｄｉｐｏｇｅｎｉｃｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆＵＣＢＭＳＣｓｗａｓｐｒｏｖｅｄｂｙｐｏｓｉｔｉｖｅｏｉｌｒｅｄ

ｓｔａｉｎｉｎｇ．Ａ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　ＵＣＢＭＳＣｓ的研究开展较晚，直到１９９９年，

Ｅｒｉｃｅｓ等［３］从脐血中分离培养出 ＭＳＣｓ。继Ｅｒｉｃｅｓ
之后，Ｇｏｏｄｗｉｎ等［９］、Ｌｅｅ等［１０］、Ｇａｎｇ等［２］也分别从

脐血中成功分离出 ＭＳＣｓ并对之进行鉴定。尽管文
献［６８］分别报道了从脐血中分离 ＭＳＣｓ失败的经历，
但是在越来越多已获成功的报道面前显然已经成了

个例。究其失败的原因，可能是由于 ＭＳＣｓ在脐血
中的出现频率本来就很低，因而其生存／死亡很大程
度上受到细胞培养条件的影响，而不同的实验室可
能存在一些差别。
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　　目前，多数作者已经证实了 ＵＣＢＭＳＣｓ的存在
及其多向分化的能力，对 ＵＣＢＭＳＣｓ的研究已经深
入到了蛋白质组学水平［１１］。但是 ＵＣＢＭＳＣｓ分离
培养的成功率很低这一问题仍未得到解决。Ｅｒｉｃｅｓ
等［３］报道的结果为２２．６％（７／３１），Ｒｏｓａｄａ等［４］的结

果为３３．３％（８／２４），Ｙａｎｇ等
［５］为２３．１％（９５／４１１），

Ｇｏｏｄｗｉｎ等［９］报道的结果最高，为６２．７％（３７／５９），
但未见后续重复该方法的文献报道。

　　细胞培养过程中发现，原代培养５～７ｄ即有细
胞贴壁，但存在两种细胞形态：梭形成纤维样细胞和
大的圆形巨核细胞，镜下所见与Ｅｒｉｃｅｓ等［３］报道的

结果相似，Ｅｒｉｃｅｓ将前者称为间充质样细胞（ｍｅｓｅｎ
ｃｈｙｍａｌｌｉｋｅｃｅｌｌｓ，ＭＬＣｓ），后者称为破骨样细胞（ｏｓ
ｔｅｏｃｌａｓｔｌｉｋｅｃｅｌｌｓ，ＯＬＣｓ），并经免疫表型分析及成
骨、成脂诱导证实了前者为间充质祖细胞（ｍｅｓｅｎ
ｃｈｙｍａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＭＰＣｓ）。

　　为从中得到成纤维样细胞，我们对培养方法进
行如下改良：

　　（１）改良方法一：当皿底圆形巨核细胞融合、梭
形成纤维样细胞脱落时（原代培养约３周后），将细
胞悬液移入新的皿中培养。这样，脱落的 ＭＬＣｓ（其
中混有少量的ＯＬＣｓ）在新的皿中有了贴壁融合的空
间，从而很快能够形成集落。

　　（２）改良方法二：待皿底圆形巨核细胞渐渐占取
优势时（原代培养约３周），将培养基换为含１５％
ＦＢＳ（Ｇｉｂｃｏ公司）的αＭＥＭ，当圆形巨核细胞大部
脱落后换回含１０％ＦＢＳ的αＭＥＭ 培养基。通过降
低培养条件，使在ＦＢＳ条件下增殖迅速的 ＯＬＣｓ凋
亡脱落，而使ＭＬＣｓ保留下来，再给以含１０％ＦＢＳ的
培养基，促使 ＭＬＣｓ增殖融合。

　　结果发现改良一组６份脐血中有４份于原代培
养４～５周形成成纤维样细胞集落；改良二组１４份
脐血中有９份于原代培养５周左右形成成纤维样细
胞集落，形态与骨髓 ＭＳＣｓ相似，呈较均一的长梭
形。两种改良方法在所选择的样本中成功率分别达
到了６６．７％和６４．３％。

　　而且所得的细胞增殖旺盛，每３～５ｄ即可融合
达９０％以上，传至２２代后形态没有明显变化。

　　取第５代 ＭＬＣｓ进行免疫表型分析，发现可强
烈表达ＣＤ１０５、ＣＤ２９等 ＭＳＣｓ表面标志，而不表达

ＣＤ３４、ＣＤ４５和ＣＤ１０６等造血干细胞和内皮细胞标
志。这一结果与已有报道相同［２５，１０］。表明该 ＭＬＣｓ
是不同于造血干细胞和内皮祖细胞的 ＭＳＣｓ———

ＵＣＢＭＳＣｓ。该ＵＣＢＭＳＣｓ对ＭＳＣｓ的另一表面标
记ＣＤ７１的表达呈阴性，可能与ＣＤ７１的表达率本身

较低有关。同时取第５代细胞分别进行成骨、成脂
诱导，发现在含特定诱导剂培养条件下，ＵＣＢＭＳＣｓ
可分化为成骨细胞和脂肪细胞，表明 ＵＣＢＭＳＣｓ与
其他干细胞一样具有多向分化潜能。在本组另一项
研究中，ＵＣＢＭＳＣｓ与支架材料复合后在支架内部
生长增殖良好，这为 ＵＣＢＭＳＣｓ在未来骨组织工程
学中作为种子细胞的应用提供了理论依据。

　　本实验通过对培养方法进行改良，提高了 ＵＣＢ
ＭＳＣｓ的分离培养成功率，证实了脐血中存在

ＭＳＣｓ，而且 ＵＣＢＭＳＣｓ具有良好的传代稳定性和
多向分化潜能，可望作为种子细胞在骨组织工程学
研究中有广阔的应用前景。
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