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胚胎在发育过程中形成胎膜，胎膜的最内层为羊膜，羊

膜由厚的基底膜和无血管基质组成。电镜下，羊膜从内而

外可分为 5 层：上皮层、基底膜层、致密层、纤维母细胞层和

海绵层。人羊膜上皮细胞 （human amniotic epithelial cells，
hAECs）来源于上皮层，由胚泡内细胞团发育而来，上皮层

与羊水直接接触；基底膜层由狭窄的无细胞网状纤维构成；

致密层决定羊膜的张力，由大量的胶原纤维和网状纤维组

成，占羊膜厚度的 90 ﹪左右。人羊膜间充质干细胞 （human 
amniotic mesenchymal stem cells，hAMSCs）来源于纤维母细

胞层，纤维母细胞层由疏松纤维母细胞和网状纤维构成；海

绵层由波浪状网织纤维构成，具有一定的弹性 [1]。hAECs 和
hAMSCs 的免疫排斥作用小，羊膜取材方便属无创操作，胎儿

娩出后胎盘羊膜和脐带常被“废弃”，因此从羊膜的上皮层和

纤维母细胞层分离 hAECs 和 hAMSCs，用作细胞替代治疗和

再生医学研究已成为本领域的热点。

一、羊膜细胞的基础研究

（一）羊膜细胞的生物学特性

原代 hAECs 呈多个小片状生长，P1 ~ P3 代的细胞呈铺

路石状生长，排列紧密，传至 P4 代以后细胞逐渐衰老，最多

可传至P5代。hAECs不表达端粒酶基因，因此不能无限增殖，

不具有致瘤性。Yang 等 [2] 对非肥胖糖尿病 / 重症联合免疫

缺陷小鼠进行皮下注射适量 hAECs，结果小鼠未形成肿瘤。

此外，他们还将 hAECs 与海拉细胞 （Hela cells）、人 Burkitt's
淋巴瘤细胞联合注射入实验小鼠体内，结果表明，hAECs 对
肿瘤的形成几乎没有影响。

原代 hAMSCs 呈短梭型或多角形贴壁生长，P3 代的细

胞大部分呈长梭形，细胞可传至 P30 代左右。hAMSCs 同
hAECs 一样不具有致瘤性 [3]。hAMSCs 免疫原性低，免疫
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排斥作用小，具有降低移植物抗宿主反应的作用。帅华洲

等 [4] 建立异种移植的急性移植物抗宿主病小鼠模型，并注射

hAMSCs 加以治疗。结果表明，输注 hAMSCs 能减轻小鼠的

移植物抗宿主病表现及靶器官的病理损伤。

（二）羊膜细胞的分离方法

胰蛋白酶 /EDTA技术是目前获得 hAECs最有效的方法。

在无菌条件下剥离羊膜组织，洗净表面后均分成小块，采用

胰酶分步消化方法分离 hAECs。每次胰酶消化完后，搅拌并

过滤筛去未消化组织，收集滤液，用胎牛血清终止消化。消化

结束后合并滤液，离心收集细胞并接种培养 [5]。胰酶分步消

化法能够在保证细胞不被酶损伤的前提下，较大程度获得未

分化的 hAECs。
hAMSCs 的分化和增殖能力强，常见的培养方法有酶消

化法、percoll 液分离法和组织块贴壁法等。酶消化法是使用

胰蛋白酶消化去除 hAECs，再往剩余组织中加入胶原酶进一

步消化，从而获得 hAMSCs[6]。Marongiu 等 [7] 使用 percoll 液
分离法，即利用密度梯度离心来获得纯度较高的 hAMSCs。
组织块贴壁法是将剪碎的羊膜组织块直接放入培养瓶中培

养，利用 hAMSCs 的贴壁速度先于 hAECs 来获得 hAMSCs。
最新研究表明，在 hAMSCs 的体外培养过程中，加入适宜浓

度的雌二醇可以维持 hAMSCs 的体外分裂增殖能力 [8]。

（三）羊膜细胞的表面标记物

hAECs 目前尚无特异性表面标记，新分离的 hAECs 表
达上皮细胞特异性表面标志物 CK19、人类多能干细胞标志

物 CD324[9] 以及除端粒酶基因外的胚胎干细胞的其他表面

标志物，如 SSEA-3、SSEA-4、TRA1-60、TRA1-81、OCT-4、
SOX-2和NANOG等 [10]。此外，hAECs还表达间充质干细胞的

表型如 CD90、CD73，且不表达造血细胞表面标记 CD45、
CD34、CD14 和 人 类 白 细 胞 抗 原 -DR （human leukocyte 
antigen，HLA-DR）、HLA-A、HLA-B 和 HLA-C[11]。

hAMSCs 阳性表达间充质干细胞的表面标志物如

CD90、CD105、CD73 和 CD271 等 [12]；表达胚胎干细胞的

表面标志物 OCT-3/4、SSEA-3、SSEA-4、SOX-2、NANOG、

REX-1 和 BMP-4，这说明 hAMSCs 的分化能力可能是介于胚

胎干细胞和成体干细胞之间；与 hAECs 一样不表达 CD45、
CD34、CD14 和 HLA-DR[13]；但不同的是，hAMSCs 不表达上

皮特异性表面标志物 CK19、CD324 等，由此可以与 hAECs
相区别。

（四）羊膜细胞的分化潜能

hAECs 的分化能力介于胚胎干细胞与成体干细胞之间，

具有较全面的分化潜能。Yang 等 [14] 用剥落的结膜基质和结

膜匀浆液诱导培养 hAECs，发现培养后的 hAECs 表达结膜

上皮细胞表型。hAECs 和神经细胞共同起源于桑椹胚的外

胚层细胞。最近的一项研究表明迷迭香酸可以诱导 hAECs
发生神经元分化 [15]。Maymó 等 [10] 研究报道，通过地塞米

松、肝细胞生长因子、胰岛素样生长因子等联合作用，可诱导

hAECs 成功向肝细胞样细胞分化。此外还发现 hAECs 在动

物体内可响应促血管生成信号，形成毛细血管样结构，并在

体内分化为肝窦内皮细胞 [16]。此外，hAECs 还可以诱导其分

化为成骨细胞、心肌样细胞等。

与 hAECs 相似，hAMSCs 同样具有明显的可塑性和多

向分化潜能，能够向 3 个胚层不同组织来源的细胞分化。金

瑛等 [17] 采用转化生长因子 -β1、bFGF 及透明质酸联合或单

独诱导 hAMSCs向韧带细胞分化。Zhu等 [18] 用高度特异性的

肌腱细胞标记物 Scx 作为阳性调控因子，促进 hAMSCs 定向

分化为肌腱细胞，并且提高了包括胶原Ⅰ和Ⅲ、纤连蛋白、基

质金属蛋白酶 -2 等肌腱相关分子的表达。此外，hAMSCs 还
可以分化为成骨细胞和肌细胞等 [19-20]。

二、羊膜细胞对相关疾病的研究进展

近年来，随着人们对干细胞的特性与功能不断深入的

研究，干细胞已经成为治疗许多疑难杂症的研究热点与新方

向。如前所述，羊膜来源的细胞取材无创、来源广泛，免疫原

性低、不具有致瘤性且可塑性强，可以向不同组织来源的细

胞分化，因此可作为良好的“药物”应用于临床疾病的治疗。

目前已有许多关于羊膜细胞治疗各种疾病的报道，如肺损

伤、阿尔兹海默症、肾损伤、心肌梗死、脑梗死、关节炎、肝损

伤、创面愈合和睾丸修复等。治疗的原理大多与羊膜细胞分

泌一些活性细胞因子、发挥免疫调节作用和向病理组织细胞

分化有关。

（一）肺损伤

肺的生理结构特殊，容易因其他组织的炎性创伤而受累

及。hAECs 可以用于减轻博来霉素 [21]、脂多糖 [22] 和高氧等

因素引起的肺损伤已得到证实。其机制是通过减少肺内炎性

因子的释放、表达Ⅱ型肺泡细胞表型等作用减轻肺部炎症及

纤维化。Tan 等 [23] 研究发现，hAECs 来源的外泌体可以减轻

博来霉素诱导的肺损伤并且能够促进内源性肺修复。其机制

可能是通过增强巨噬细胞的吞噬作用，减少中性粒细胞过氧

化物酶，直接抑制 T 细胞增殖等，从而减轻肺部炎症及纤维

化。 Malhotra 等 [24] 报道了 6 例患有支气管肺发育不良的早

产儿经 hAECs 治疗后对近期安全性和新生儿预后进行评估，

发现 hAECs 移植对早产儿安全、有效。移植 hAECs 除了可

以下调一些炎性因子，也可能通过调节巨噬细胞的功能来修

复肺损伤。移植 hAECs 可减少肺内巨噬细胞的浸润，并促进

肺泡巨噬细胞从促炎性M1表型向促修复性M2表型分化 [25]。

此外，hAMSCs 可用于减轻体外循环缺血再灌注所致的肺损

伤，其作用机制可能与抑制促炎因子肿瘤坏死因子 α （tumor 
necrosis factor-α，TNF-α）、白细胞介素 8 表达，降低基质金属

蛋白酶 9 表达，加强抗炎因子白细胞介素 10 表达等有关 [26]。

（二）阿尔茨海默症 （Alzheimer's Disease，AD）

AD 的主要症状为记忆力减退和认知障碍等，目前治疗

该疾病的方法较多，但疗效均不理想。高明龙等 [27] 建立了

AD 大鼠模型，将 hAMSCs 以及脑源性神经营养因子修饰的

hAMSCs 注射入 AD 大鼠模型内，发现 hAMSCs 移植可提高

AD 大鼠的斜角带和内侧隔核和 p75 NGFR 阳性神经元数，

能增强 AD 大鼠的学习记忆能力。脑源性神经营养因子可以

诱导皮质神经干细胞定向转化为胆碱能神经元，其修饰的干
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细胞移植可提高治疗神经损伤性疾病疗效；同时 hAMSCs 分
泌的细胞因子可以在一定程度上通过和 p75 NGFR 结合对

退变神经元发挥保护作用，减少神经元的丢失，从而提高 AD
大鼠的学习记忆能力。Jiao 等 [28] 将 hAMSCs 静脉注射入转

基因 AD 模型小鼠体内，发现 hAMSCs 治疗可以通过调节氧

化应激来改善 AD 小鼠病理状态以及学习记忆功能。Zheng
等 [29] 以淀粉样前体蛋白 （amyloid precursor protein，APP）和
早老素 1 （presenilin 1，PS1）双转基因小鼠来评估 hAMSCs
移植对 AD 相关神经病变和认知功能障碍的影响。研究发现

移植 hAMSCs 能够提高 APP/PS1 小鼠的小胶质细胞水平、

增强淀粉样 β 肽 （amyloid-β peptide，Aβ）清除率、降低神经

毒性细胞因子水平、上调皮质和海马区的神经保护性细胞因

子，从而减轻认知功能下降，并修复空间学习记忆缺陷。因

此，hAMSCs 移植可能是治疗 AD 的一种新的方法。此外，

hAECs 移植同样被研究用于治疗 AD。Kim 等 [30] 将 hAECs
移植入 AD 模型小鼠体内，通过水迷宫和 Y 迷宫评估其认

知功能。结果发现与对照组相比，移植 hAECs 可以显著减

轻 AD 小鼠的认知障碍和减少脑内淀粉样斑块的形成并降低

β- 分泌酶活性，这表明 hAECs 移植是治疗 AD 的有效方法。

（三）肾损伤

肾损伤会导致尿潴留、肾小球滤过率下降和电解质紊

乱等，严重时会出现尿毒症。导致肾损伤的原因有很多，如

暴力损伤、病理损伤及药物损伤等。临床上许多药物如化

疗药物、烷化剂和抗代谢药等通过损伤 DNA 或干扰核酸

合成、阻滞有丝分裂等作用导致肾损害。牟欢等 [31] 研究了

hAMSCs 对严重烧伤大鼠早期肾损伤的治疗作用。结果表

明，经 hAMSCs 治疗后的烧伤大鼠，其血清肌酐、尿素氮水

平显著降低；促炎因子 TNF-α、IL-1β 的表达也明显降低，

而抗炎因子 IL-10 的 mRNA 表达显著高于单纯烧伤组；此

外，hAMSCs 可显著减轻肾脏组织凋亡蛋白半胱氨酸天冬

氨酸特异性蛋白酶 -3 的表达。综上，hAMSCs 对严重烧伤

大鼠肾脏损伤具有保护作用。hAECs 在治疗肾损伤方面

也有研究。Ren 等 [32] 证实在急性肾损伤动物模型中，静脉

注射 hAECs 可减轻肾小管毛细血管的丢失、减轻肾小管细

胞的凋亡坏死、促进细胞增殖。hAECs 促进巨噬细胞 M1 型

极化为 M2 型，导致抗炎因子 IL4、IL13 水平升高，促炎因子

TNF-α 和 IFN-γ 水平降低，这有助于减轻炎症反应。因此，

hAECs 的抗炎、抗凋亡和促血管生成作用使肾损伤小鼠肾功

能快速恢复，提高生存率。

（四）心肌梗死 （myocardial infarction，MI）
MI 是冠状动脉闭塞或痉挛所致的血流供应出现急剧

减少或中断时间较长，使得部分心肌因严重缺血、缺氧发生

局部坏死。近年来，细胞替代治疗 MI 成为研究热点。Fang
等 [33] 将 hAMSCs 移植入 MI 模型大鼠体内，1 个月后，移植的

hAMSCs 表达心肌细胞特异性 MHC 标记，表明 hAMSCs 已
经分化为心肌样细胞。并且 MI 大鼠在移植 hAMSCs 后，其

心肌梗死面积有效减少，其心脏功能也有部分恢复。张臣臣

等 [34] 认为，hAECs 能够向来源于中胚层的心肌细胞分化，使

用 hAECs 对 MI 进行治疗可以有效减少梗死面积，并且能够

通过旁分泌机制来提高心肌细胞生理功能。Maryam 等 [35]

研究揭示 hAMSCs 还可通过炎性 MAPK/NF-κB 通路机制，

使 NF-κB 和磷酸化 p38 MAPK 表达水平显著降低，从而改善

心功能，抑制心肌损伤部位炎症反应，达到治疗心肌梗死的

目的。

（五）脑梗死

脑梗死是神经系统中常见疾病，病死率和致残率高且易

复发。目前传统治疗方法仅能改善脑梗死部分临床症状，对

脑梗死缺血、坏死组织修复治疗仍缺乏有效手段。hAMSCs
具有干细胞特性，具有向神经细胞分化的能力，其在特定条

件下诱导后，能表达神经元特异性烯醇化酶、胶质纤维酸性

蛋白、神经丝蛋白、微管蛋白、微管相关蛋白 -2 及神经元特异

核蛋白。

王钰莹等 [36] 采用线栓法制作大脑中动脉闭塞大鼠模型，

造模后 1 d，于受损纹状体和皮质两点原位植入 hAMSCs。结

果表明，实验组大鼠体重缓慢下降；与模型组相比神经功能

损伤评分明显降低，实验组脑梗死面积小于模型组，并且实

验组梗死灶缩小，炎症细胞减少，神经细胞坏死数量减少。

hAMSCs 移植后 2 周，在梗死灶周围可检测到抗人细胞核特

异性抗体 （MAB1281）阳性细胞，同时表达 NeuN，说明原位

移植的 hAMSCs 在脑梗死区域能存活较长时间并且在受损

脑内已分化为神经样细胞。以上结果提示 hAMSCs 具有治

疗脑梗死的巨大潜能。童宁等 [37] 研究在异氟烷干预下，移

植 hAMSCs 用于治疗脑梗死的作用。结果表明 hAMSCs 移
植联合异氟烷干预对大鼠脑梗死有明显的改善，可促进神经

系统修复，提高大鼠的学习和记忆能力，促进脑损伤部位的

细胞和组织结构恢复。值得关注的是，该研究是通过尾静脉

注射 hAMSCs 进行移植的。尽管在脑梗死后血脑屏障有一

定程度的开放，允许移植细胞通过，而异氟烷的干预可以促

进更多的 hAMSCs 通过血脑屏障到达梗死部位，进而发挥作

用。Yasunori 等 [38] 在最新研究中表示，静脉给药也可治疗脑

亚急性期心肌梗死小鼠，他们通过实验发现 hAMSCs 可以改

善心肌梗死引起的神经功能缺损；降低梗死区周围促炎细胞

因子的 mRNA 和蛋白表达水平；抑制 INOS 阳性促炎免疫细

胞的增殖及活性；保护血脑屏障免受缺血性梗死引起的潜在

损伤；延长梗死区周围神经元细胞的生命周期。这些均提示

了 hAMSCs 对于治疗脑梗死有非常显著的作用。

（六）关节炎

Shu 等 [39] 腹腔注射 hAMSCs 进入胶原诱导性关节炎

（collagen-induced arthritis，CIA）大鼠体内，并且对CIA大鼠的

关节炎进行宏观和微观评价。结果表明，注射 hAMSCs 可明

显改善 CIA 大鼠关节炎的严重程度，降低组织病理学改变；

可以显著抑制促炎因子 IFN-γ 和 TNF-α 等的产生；显著提高

超氧化物歧化酶、谷胱甘肽过氧化物酶、总抗氧化能力和降

低丙二醛的水平，从而发挥抗氧化作用。因此，hAMSCs 对
CIA 大鼠关节中的炎症因子有明显的抑制作用，可能成为治

疗关节炎的一种新的来源。
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（七）肝损伤

许多严重性肝病的治疗需要肝移植或肝细胞移植。由于

移植的器官和肝细胞的供体稀缺，使这方面治疗很难满足临

床需求。hAMSCs 因其免疫原性弱，致瘤性低等优点，使其在

肝损伤的治疗中备受关注。Wang 等 [40] 将 hAMSCs 诱导为

干细胞源性肝细胞样细胞 （stem cells derived hepatocyte-like 
cells，HLCs），并且将 HLCs 与 hAMSCs、人脐静脉内皮细胞

共培养于 3D 胶原支架中，结果共培养的 HLCs 在类器官中的

功能得到了改善。此外，将非均质细胞移植入肝纤维化的宿

主动物中，表现出更好的移植物存活率，且肝纤维化的程度

明显减轻。这表明 hAMSCs 来源的 HLCs 能够改善肝纤维

化程度，并且联合移植可提高细胞治疗的效率。此外，hAECs
可通过旁分泌作用，抑制单核细胞 / 巨噬细胞的聚集，促进巨

噬细胞向修复表型分化，诱导调节性 T 细胞分化等，进而修

复肝损伤和减轻肝纤维化 [41]。甚至 hAECs 可能支持内源性

肝再生，这个理论尚需更多的证据。

（八）创面愈合

Gao 等 [42] 研究了 hAMSCs 对于小鼠创面愈合能力的

影响。发现创面多点注射 hAMSCs 可有效提高小鼠创

面愈合能力，且高剂量组（1×106/mL）效果优于低剂量组

（1×104/ mL）。研究者还进一步研究了羊膜间充质干细胞外

泌体 （hAMSCs-EXOSOMES，hAMSCs-EXO）对伤口愈合的

效果，表明 hAMSCs-EXO 也可促进小鼠创面愈合，其主要机

理为 hAMSCs-EXO 中的 miR-135a 通过下调细胞迁移相关

蛋白 E-cadherin、N-cadherin 和 LATS2 的表达，从而增强成纤

维细胞的增殖及迁移能力，促进伤口愈合。

（九）睾丸修复

Qian 等 [43] 使用白消安持续给药 4 周，使小鼠产生睾丸

毒性并丧失产生精子能力，而后通过局部注射 hAMSCs 给
予治疗。结果表明 hAMSCs 治疗组小鼠睾丸恢复了精子产

生能力，大部分精原细胞、精母细胞、圆形精子细胞和健康

精子在精小管中重现，精小管的空泡数量减少；睾酮水平

升高；睾丸大小和重量恢复到正常水平。并且 hAMSCs 证
实可显著提高被白消安损伤的细胞的增殖能力，抑制其凋

亡能力，大幅降低小鼠氧化应激水平。另外，研究还发现经

过 hAMSCs 治疗的小鼠其 GCS 基因 Dazl、Ddx4、Miwi 和
减数分裂基因 Scp3、Cyclin A1、Stra8 的 mRNA 及蛋白表达

量均明显上调，这些基因都与促进精子产生能力相关。其机

制为 hAMSCs 通过上调增殖标志物 Ki67 和抗凋亡标志物

BCL2 和 SURVIVIN，下调凋亡标志物 TUNEL、Annexin V、

CASPASE3 和 CASPASE9 来抵抗凋亡。综上所述，hAMSCs
对睾丸修复及产生内源性精子能力具有治疗作用。

hAECs 与 hAMSCs 作为同一来源的细胞，彼此之间相

互联系但又有所区别。从生物学特性的角度来看，二者虽然

细胞形态不同，但都具有不对称分裂的特点，并且都不具有

致瘤性。培养两种细胞有很大的区别：hAECs 贴壁时间长于

hAMSCs，并且难以消化，迁移和增殖能力远弱于 hAMSCs，
hAECs 不能无限增殖，最多可以传至 P5 代，而 hAMSCs 传

至 P30 代也未见其衰老。hAECs 和 hAMSCs 都表达胚胎干

细胞的特异性标志物 SSEA-3 和 SSEA-4，这是二者与其他

来源细胞最大的区别。此外二者皆表达一些间充质干细胞

表面标志物如 CD73 和 CD90 等，不表达与免疫排斥密切相

关的 HLA-DR、HLA-A、HLA-B 和 HLA-C。但 hAECs 是具

有干细胞特性的上皮细胞，其表达上皮细胞特异性表面标

志 CK19，不表达间充质干细胞的特异性表面标记物波形蛋

白 Vimentin 和 CD105，这是 hAECs 与 hAMSCs 的不同之处。

从可塑性的角度来看，二者都具有干细胞特性，都可以进行

三系分化，但 hAECs 更倾向于上皮细胞的分化，如角膜上皮

细胞、结膜上皮细胞等，而 hAMSCs 具有更大的向中胚层细

胞分化的能力 [44]。从疾病治疗方面来说，他们都能够改善一

些当下十分棘手的疾病，作为干细胞治疗的“药物”，这两类

细胞都有强大的潜能。

随着生物技术水平的提升，人们对 hAECs 和 hAMSCs 的
研究也逐渐深入，羊膜干细胞的生物学特性、分离方法以及

疾病研究方面也有了更多的报道。羊膜来源的干细胞比一般

干细胞具有更多的优点，可以替代许多细胞进行治疗，今后

或可为临床上许多疾病的治疗提供方向。
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