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［摘要］ 人脐带间充质干细胞（hUCMSC）是来源于发育早期中胚层和外胚层、存在于脐带沃顿胶和血管周围组织中

的一类具有自我更新、增殖和多向分化潜能的干细胞。当前主要通过分离、扩增传代培养，然后超低温保存的方法提

取保存 hUCMSC。与其他来源的干细胞相比，hUCMSC 具有来源广泛、可塑性强、对供者无不利影响、无伦理争论限

制等优势，并且具有很强的向多组织分化的潜能，因此 hUCMSC 成为在组织工程、造血干细胞移植及基因治疗等研究

领域具有巨大潜力的种子细胞，在临床应用方面有十分广阔的前景。
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［Abstract］ Human umbilical cord mesenchymal stem cells（hUCMSC）, which originate from mesoderm and ecto⁃
derm at the early stage of embryonic development and inhabit the area of Wharton-jelly and perivascular tissue of
umbilical cord, have been classified as a self-renewal, proliferating and multi-potential differentiating cell line. Ac⁃
cording to current technique level, hUCMSC are preserved by means of cryopreservation following enzyme-diges⁃
tion, separation, and subcultural amplification. Being superior to stem cells from other sources, hUCMSC benefit an
abundant source, relatively higher plasticity while less ethical controversy, no adverse affection to donors during
harvest and naturally the multiple-differentiation potential like other stem cell families. Consequently, the stem cell
family of hUCMSC has become a clinic prospective candidate in field of tissue engineering, hematopoietic stem
cell transplantation and genetic therapy.
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胚胎干细胞的研究已被列为 20 世纪 90 年代世

界十大科技成就之首，因此干细胞的研究包括间充

质干细胞的研究已成为最具发展前景的领域之一。

间充质干细胞（mesenchymal stem cell，MSC）是干细

胞家族的重要成员，其在体内或体外特定的诱导条

件下，可分化为脂肪、骨、软骨、肌肉、肌腱、韧带、神

经、肝、心肌、内皮等多种组织细胞，连续传代培养和

冷冻保存后仍具有多向分化潜能 [1-2]，为临床治疗各

种疾病，如神经系统疾病、肾病、自身免疫性疾病、恶

性肿瘤等提供了新的途径。

依据其来源，间充质干细胞主要包括骨髓间充

质干细胞（bone marrow derived MSC，BMSC）、脂肪

间充质干细胞（adipose derived MSC，ADMSC）和脐

带间充质干细胞（umbilical cord MSC，UCMSC）[3-4]

等。目前研究最为深入广泛的是 BMSC，但随着供

体年龄的增长及身体健康状况的差异，BMSC 在数

量、扩增及分化能力上出现明显下降趋势，且骨髓提

取操作及过程中存在病毒、细菌感染的可能，使其研

究和应用受到一定限制。与 BMSC 相比，采自医疗

废弃物新生儿脐带的人脐带间充质干细胞（human
umbilical cord MSC，hUCMSC），具有来源丰富、成本

低、对捐献者无损害及不涉及伦理问题等优势，因而

成为未来干细胞在医疗应用上更具有潜力的理想选

择 [5]。对 hUCMSC 的最适培养条件、最为特征性的表

面标志及其诱导分化能力等的深入研究，将为其建

库、扩增、移植和基因治疗提供新的理论和技术保

证。
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1 脐带间充质干细胞的分离及培养

1.1 脐带间充质干细胞的分离

早在 2003 年，俄罗斯学者 Romanov[6]和巴西学者

Covas[7]分别从脐静脉内皮和内皮下膜分离出一种间

质干细胞，该细胞不含内皮组织或白血球特异性抗

原，表达α平滑肌肌动蛋白及一些间质细胞标记。

随后，Mitchell[8]及其他多位学者 [9-10]通过实验手段证

实了此类成纤维样细胞具有自我更新、增殖和多向

分化潜能，并命名为人脐带间充质干细胞。

该细胞的分离方法主要有 2 种，即组织块贴壁

法和酶消化法。组织块贴壁法操作简单，可利用间

质细胞完全培养基将切成小块的脐带组织浸泡，在

一定条件（5% CO2、37℃、饱和湿度）的培养箱中分

离培养，5~7 d 后将贴壁生长的单个长条梭形细胞

浆从组织中移出，再过 5~7 d 后即获得 hUCMSC。

酶消化法是将切成小块的脐带组织放入包含胶原酶

和透明质酸酶的酶液中消化，消化时间从 30 min 至

16 h 不等 [9]。比较而言，在分离培养早期，酶消化法

获得的细胞数量较大，但含有其他类型的细胞，须采

用标记技术分离纯化；而贴壁法操作简单，且传代后

的细胞形态及增殖活性更为稳定。也有将 2 种方法

结合用于 hUCMSC 分离培养的报道。

1.2 脐带间充质干细胞的传代及扩增培养等

常用的 hUCMSC 培养基为低糖 DMEM +或 a-
MEM。刘素芳 [11]比较了 4 种不同培养基，发现酸性

培养基 Mesencult 有利于脐血细胞的生长，并可形成

克隆，是一种较为合适的 hUCMSC 培养基。在适宜

培养基中培养，2~3 d 须更换一次培养液，以保持细

胞营养；经原代培养约 2 周，细胞可铺满瓶底 80%~
90%，此时可按 1∶3 进行传代培养，2~3 代后可得到

较为纯净且均匀一致的细胞系 [12]。研究表明，传代

培养的潜伏期为 24~36 h，对数增长期则为 4~6 d，
对数生长期后将进入生长平台期 [13]。

对数期细胞按常规方法消化后可制备单细胞悬

液，并可计算细胞总数。加入含高浓度胎牛血清的

二甲基亚砜或甘油等冷冻保护液中。可标明细胞代

数及冻存日期后进行分级冷冻，即先冻存于 4℃冷藏

室 约 40 min，转 入 -20℃冷 冻 室 30~60 min，再 置

于-70℃的超低温冰箱中，最后将冻存管投入液氮中

保存。需要使用 hUCMSC 时，可对细胞进行复苏操

作，即在 37℃环境中快速解冻，离心可去除冻存液后

加入完全培养基，吹散细胞团，置培养瓶中培养。

2 脐带间充质干细胞的特征

目前虽然对间充质干细胞的研究较多，但对其

判定仍无特异性标准，主要根据形态、生长特点、免

疫表型及诱导分化能力来判断。对 hUCMSC 的形

态、生长特点、免疫标记及诱导分化能力的深入研究

及总结，对 hUCMSC 的临床应用具有巨大作用。

2.1 形态及生长特点

分离得到 hUCMSC 后，培养 24 h，在倒置显微镜

下可观察到贴壁的形态相对均一的梭形细胞，也可

见到多角形细胞 [10]。传代后的细胞为形态相对均一

的梭形，呈平行排列或旋涡状排列生长。扫描电镜

下观察，细胞多呈长条状纤维样，表面不光滑。细胞

无明显凸起，细胞间无网络状连接。透射电镜观察

显示细胞核大，呈不规则圆形或椭圆形，位于胞浆的

中央，核仁明显，常染色质多，异染色质少，胞浆少，

细胞器以粗面内质网和线粒体为主，胞浆内有大量

游离核糖体。多次传代后，细胞的核型保持稳定。

2.2 免疫标记

hUCMSC 可形成表面蛋白作为抗原标记，4~8 代

的 hUCMSC 表 面 标 志 较 为 稳 定 [14]，可 表 达 CD10、
CD13、CD29、CD44、CD73、CD90、CD105、CD166 及

MHCⅠ等细胞标志 [15-16]，低量表达移植相关的表面

标记 CD80、CD86 和 HLA-ABC，不表达 CD14、CD31、
CD33、CD34、CD45、CD56 及 HLAⅡ类分子，也不表

达共刺激分子，可以逃逸异体的 T 淋巴细胞和 NK 细

胞的识别而在异体甚至异种体内长期存活。第 8 代

hUCMSC 只有少量表达 SH2、CD49e[15]。Hochedlinger
等 [17]检测示 OCT-4 mRNA 表达阳性。OCT-4 是胚

胎干细胞特异性基因，对维持干细胞未分化状态具

有重要作用，表明 hUCMSC 具有干细胞特性。这些

特性为它们作为组织工程的种子细胞提供了强大的

理论根据，为自身免疫性疾病、器官移植及各种替代

治疗方面的潜在应用价值提供了有力的支持。

2.3 诱导分化潜能

体内外实验显示 hUCMSC 具有强大的多向组织

分化能力，可向外胚层、内胚层和中胚层细胞分化。

体内研究发现可分化为神经细胞、内皮细胞、骨骼肌

细胞、心肌细胞、多巴胺能神经元细胞、光敏感感受

神经细胞等 [18]；体外诱导还可分化为脂肪细胞、成软

骨细胞、成骨细胞、神经胶质细胞、肝细胞、胰岛样细

胞、平滑肌细胞、生殖细胞等 [19-22]。这使得 hUCMSC
在临床适用的选择范围要远远宽于造血干细胞。

诱导 hUCMSC 向多巴胺神经元转化实验表明酪

氨酸羟化酶（TH）阳性标志率为 12.7%，培养基中有

多巴胺释放 [20]。hUCMSC 向成骨细胞诱导发现 ALP
活性增高，表达骨涎蛋白，有明显的钙沉积并形成钙

结节，表明其具有成骨细胞潜能 [23-24]。Kadner等分别

采用来自脐动脉、脐静脉和全部脐带的细胞进行体

外培养，发现 3 种来源的细胞均具有肌成纤维细胞
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活性 [25]。Baksh 等发现 hUCMSC 向脂肪细胞诱导时

可产生丰富的脂肪小滴 [26]。
但是，不同的分离方法和诱导体系有时会产生

不同的诱导分化结果。Wang 等证明来源于沃顿胶

的 hUCMSC 可诱导分化为神经细胞，而 Sarugaser 等
报道脐带血管周围组织的细胞无法诱导分化产生神

经细胞；Lee[27]和 Reyes[28]分别用诱导神经分化的诱导

体系和 EGF、PDGF-BB 诱导体系诱导 hUCMSC，后

者可见少突胶质细胞标志（MBP）阳性，而前者为阴

性。因此，对于 hUCMSC 的诱导分化还须深入系统

地研究，以为实际临床应用提供可靠依据。

3 脐带间充质干细胞的应用前景

如前所述，hUCMSC 具有许多优良的生物学特

性，与其他来源的间充质干细胞相比，hUCMSC 的应

用前景更为广泛（表 1）。多项研究证明 hUCMSC 在

心脑疾病 [29]、神经系统疾病 [30]、免疫疾病 [31]等的治疗

中有广阔的应用前景。

3.1 心脑疾病

已有研究表明 BMSC 改善心脑功能的机制主要

在于可分泌 sDF-1 和 VEGF 等局部细胞因子，这些

因子可诱导微血管的生成，进而改善缺血组织微环

境 [33]。而 hUCMSC 同样可表达 sDF-l 和 VEGF 因子，

这一发现表明 hUCMSC 具有治疗心脑梗死和脊髓损

伤的可能。

有研究者从脐动脉、脐静脉和全部脐带中分离

了 3 组细胞进行体外培养，发现 3 种细胞均是良好的

心血管组织工程自体细胞源。3 组细胞均为肌纤维

母细胞样形态，表达 ASMA 和中间丝波形蛋白，接种

聚合物有良好的组织和细胞外基质结构，含胶原蛋

白Ⅰ、Ⅲ和弹力蛋白。外源性 hUCMSC 对脑组织的

修复机理可能涉及到诱导内源性 VEGF 表达、局部

微血管增生、抑制细胞凋亡等。

3.2 神经疾病

研究显示，间充质干细胞除了可分化为各种间

叶组织的细胞外，也可产生非间叶组织的细胞如神

经细胞。因此间充质干细胞也可能被用于治疗帕金

森病、老年性痴呆等神经系统疾病。

在神经肌肉系统疾病中，hUCMSC 移植入卒中

模型大鼠脑内可明显改善其神经功能，提高皮质神

经元活性 [34]；将 hUCMSC 植入患帕金森病大鼠模型

的单侧受损纹状体内，移植的细胞 TH 染色阳性 [35]；
将 hUCMSC 移植入光感受器退变老鼠的视网膜下，

hUCMSC 分泌的大量神经营养因子对视觉细胞的修

复起很大的作用，尤其是脑源性神经营养因子，可有

效地修复视觉功能 [18]。
3.3 免疫疾病

随着对间充质干细胞研究的深入，其免疫学特

性引起了免疫学家和移植专家们的极大兴趣。间充

质干细胞本身的低免疫原性和自身所固有的免疫抑

制作用，大大扩展了其临床应用范围。因此，间充质

干细胞不仅可进行自体输注，也可在不需要组织配

型的情况下进行异体输注。将其应用于器官移植、

骨髓移植和自身免疫性疾病治疗中，可减少免疫抑

制药物的应用剂量和副作用。

3.4 存在问题

尽管间充质干细胞具有种种优点，但在能够安

全有效地将间充质干细胞应用于临床前，还有许多

问题需要解决。一是其自身致瘤性问题，目前存在

较大争议；二是免疫抑制作用持续时间长短、作用强

弱，是否会增加机体感染概率、提高机体内细胞恶性

病变的可能性还不明确；三是尽管体外实验表明间

充质干细胞在不同细胞因子的作用下可被诱导分化

为多种组织细胞，且这些由间充质干细胞诱导分化

而来的细胞具有这些组织细胞的形态和表型，但具

有这些组织细胞功能的报道还须进一步补充。

尽管存在以上问题，但许多体内研究已显示了

它在治疗多种疑难病症中的巨大潜力。间充质干细

胞的出现仍有着跨时代的意义，其已成为当代各国

科学界研究的中心内容。它不仅为组织工程和细胞

治疗提供了种子细胞，而且为各种疑难疾病的攻克

带来了希望和曙光，必将引导世界医学新潮流，引起

一场新的医学革命。
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