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人脐带间充质干细胞的新分离方法及其作为骨组织工程种子细胞的相关研究
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　　［摘要］　目的　探讨人脐带间充质干细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈＵＣ
ＭＳＣｓ）的新分离方法及其作为骨组织工程（ｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｂｏｎｅ，ＴＥＢ）种子细胞的特点。方法　处理
脐带组织，将含有杂质较多的组织去除，使剩余组织尽可能为 Ｗｈａｒｔｏｎ’ｓｊｅｌｌｙ。采用组织块培养皿（实
验组）及普通培养皿（对照组）分别分离脐带间充质干细胞，统计组织块培养成功率及获取原代脐带间

充质干细胞的数量。流式细胞仪检测３代细胞的表面分子，并进行成骨、成软骨、成脂诱导以鉴定其多
向分化潜能。将获取的３代脐带间充质干细胞与ＤＢＭ骨体外构建组织工程骨，并检测细胞与组织工程
骨的黏附率，激光共聚焦及总蛋白检测来确定细胞在支架材料上的生长情况。结果　实验组与对照组
培养１２ｄ时组织块漂浮数为０ｖｓ１３；培养成功率为（８６．０±２．７）％ ｖｓ（４４±４）％，细胞数量为（２４．７±
３．６）×１０４ｖｓ（５．１±１．０）×１０４，２组相比差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。Ｐ３细胞阳性表达 ＣＤ４４＋、
ＣＤ７３＋、ＣＤ９０＋、ＣＤ１０５＋，阴性表达ＣＤ３４＋、ＣＤ４５＋，具有向成骨、脂肪、软骨分化潜能。细胞在 ＤＢＭ上
的黏附率为（８１．３±４．７）％，相容性好，构建ＴＥＢ上的种子细胞随时间增殖。结论　新分离方法可以简
化、规范操作过程，提高组织块的利用率，获取大量细胞（提高１５～２０倍）。细胞与 ＤＢＭ相容性好，可
成功构建ＴＥＢ。
　　［关键词］　 脐带；脐带间充质干细胞；组织块分离法；骨组织工程
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　　种子细胞的成骨活性在一定程度上决定骨修复能
力。间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ），
具有多向分化潜能［１］，是目前骨组织工程（ｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉ
ｎｅｅｒｉｎｇｂｏｎｅ，ＴＥＢ）理想种子细胞。ＭＳＣｓ来源多种多
样［２］，较为常见的是骨髓、脐带、脂肪。但存在以下问

题：随着年龄的老化，干细胞数目显著降低、增殖分化

能力大幅度衰退；取材有创，供区有限，不易于大规模

获取以及异体移植引起免疫反应等。虽然骨髓及脂肪

来源的ＭＳＣｓ可以自体移植，但是在 ＴＥＢ的构建过程
中，所需种子细胞的数量较大（约为４×１０６／ｃｍ３），且
骨科手术植骨量巨大，那么所需种子细胞量也非常大。

所以选择合适的、可大量获取的种子细胞已经成为

ＴＥＢ产业化的瓶颈问题。
　　脐带中许多部位可以分离出人脐带间充质干细胞
（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ｈＵＣ
ＭＳＣｓ），从脐带血中分离 ＭＳＣｓ目前还存在着很多争
论［３－４］。文献［５－６］报道从脐带组织中分离出 ＭＳＣｓ
的成功率几乎达到１００％，根据提取方法和提取部位
不同，可分离出来不同部位 ＭＳＣｓ［７－１１］。这些细胞主
要表现出类似于骨髓来源的ＭＳＣｓ，并且展现自己独有
的特点：都表达间充质干细胞的表面标记，表达更原始

的表面分子如胚胎转录因子 Ｎａｎｏｇ、Ｏｃｔ４和 Ｓｏｘ２
等［１２－１３］，并且表达人类白细胞抗原ＤＲ的水平较骨髓
源ＭＳＣｓ低，它们的倍增时间，和维持干性的时间明显
较骨髓源ＭＳＣｓ要高［１４］，获取的细胞出现成纤维样集

落频率要远高于骨髓源ＭＳＣｓ［６，８］。
　　目前用来分离ｈＵＣＭＳＣｓ主要有酶消化法和组织
块培养法。酶消化法有应用胶原酶的基础上应用或不

用胰蛋白酶和玻璃酸酶［１３，１５］。但是酶消化法有致命

的缺点即损伤细胞，破坏细胞的表面标记和功

能［１６－１７］。为了避免酶消化法的弊端，开始研究脐带组

织块培养方法［１８－１９］。这种方法较酶消化法操作统一、

简单可控、成功率高、可重复，并且获取数量较多，但组

织块培养法培养时间较长，且因组织块无法牢固贴壁

而至大部分不能分离出细胞，使其分离率较低，且标本

容易污染。为提高组织块利用率及原代 ＭＳＣｓ的数
量，本研究设计组织块培养皿帮助 Ｗｈａｒｔｏｎ’ｓｊｅｌｌｙ贴
壁的新分离方法，旨在为骨组织工程获取大量种子细

胞奠定基础。

１　材料与方法

１．１　脐带横断面组织结构
　　脐带来源于济南军区总医院妇产科，经济南军区
总医院伦理委员会批准，所有提供脐带者签署知情同

意书。无菌切取足月剖宫产脐带组织１５ｃｍ，然后锐
性分离成５ｃｍ长两段，０．５ｃｍ左右长３段。将５ｃｍ
长的脐带放置到４℃的无菌 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基中，备
分离细胞用；将０．５ｃｍ左右脐带放置到４％的多聚甲
醛固定液中固定２４ｈ以上，行横断面的ＨＥ染色。
１．２　脐带组织的处理与组织块接种
　　分离过程保持无菌操作，取培养基中５ｃｍ长的脐
带组织，２０ｍＬ针管及ＰＢＳ溶液反复冲洗管腔及血管，
直到冲洗液清澈。眼科剪纵行剖开脐带，有齿镊将血

管、尿管、管周及内外膜组织钝性撕掉，小血管借助于

双目镜（图１）。剩余组织为 Ｗｈａｒｔｏｎ’ｓｊｅｌｌｙ，５ｃｍ长
脐带大约２５００ｍｇ。将Ｗｈａｒｔｏｎ’ｓｊｅｌｌｙ剪碎到１ｍｍ×
１ｍｍ×２ｍｍ大小的组织块，ＰＢＳ反复冲洗，４５０×ｇ，
４℃，离心１０ｍｉｎ，丢弃离心管下面的红细胞等杂质细
胞，然后加入 ＰＢＳ溶液过２００钼，进一步去除脐带血
中细胞，重复３次。将组织块间距１ｃｍ左右接种到组
织块培养皿中，９０ｍｍ培养皿接种５０块（图１）。滴加
少许培养液（ＤＭＥＭ／Ｆ１２，１０％的胎牛血清，１００Ｕ／ｍＬ
青链霉素）保持组织块湿润后，将培养皿放置到３７℃，
５％ ＣＯ２的孵箱中孵育４ｈ。４ｈ后培养皿中加入８ｍＬ
普通培养基。采用普通培养皿（购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公
司），接种密度同组织块培养皿，采用孵箱静置２ｈ后，
再反置２ｈ加培养基。两组均采用２ｄ换液１次，观察
漂浮组织块的个数及组织块培养成功数（组织块周边

有细胞游出），１０ｄ传代时对细胞进行计数。
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Ａ：Ｗｈａｒｔｏｎ’ｓｊｅｌｌｙ分离；Ｂ：组织块培养皿及组织块的接
种；Ｃ：分离的原代ｈＵＣＭＳＣｓ（×４０）

图１　脐带间充质干细胞的分离

１．３　分离细胞流式鉴定
　　将组织块培养皿获取的细胞进行传代培养，用Ｐ３
细胞制成细胞悬液，细胞计数后用适当的培养液重悬

细胞，浓度为１×１０７个／ｍＬ。分装为１００μＬ，采用直接
标记的一抗，分别加入 ＣＤ４４、ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＣＤ１０５、
ＣＤ３４、ＣＤ４５／ＦＩＴＣ抗体（１μｇ／１０６细胞）冰上孵育
１０ｍｉｎ，上机检测（抗体购自美国Ｓｉｇｍａ公司）。
１．４　分离细胞多向分化能力鉴定
　　ｈＵＣＭＳＣｓ有着向间质细胞进行多向分化的潜
能，为鉴定证明收获的细胞，对 Ｐ３进行成骨、成软骨、
成脂诱导分化，取 Ｐ３细胞按照５０００／ｃｍ２接种到６孔
培养皿中，按照 ＨｙＣｌｏｎｅ公司三系诱导液说明书进行
更换液体，２１ｄ后４％多聚甲醛固定培养皿中的细胞，
行茜素红、油红Ｏ、甲苯胺蓝染色。
１．５　构建组织工程骨的黏附率
　　骨松质来源于济南军区总医院，经济南军区总医
院伦理委员会批准，选取无疾病的捐献者股骨下端，经

脱脂、脱蛋白及脱钙处理即脱钙骨基质（ｄｅｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄ
ｂｏｎｅｍａｔｒｉｘ，ＤＢＭ），无菌辐照消毒。使用前 ＤＭＥＭ／
Ｆ１２培养基反复浸泡骨块，直到浸泡液不变色。取出
后放置到６孔培养板中，保持无菌状态使其稍干燥，将
获取的ｈＵＣＭＳＣｓ制成１×１０７个／ｍＬ细胞悬液，１００μＬ
正面接种到１０ｍｍ×１０ｍｍ×５ｍｍ骨块上，３７℃，５％
ＣＯ２的孵箱中静置２ｈ，翻转后同量接种及静置 ２ｈ。
转移到新６孔培养板中，添加培养基。消化原培养板
中细胞并计数，计算细胞上架率（Ｘ）。
　　Ｘ＝（接种前细胞－剩余细胞）／接种前细胞。
１．６　ｈＵＣＭＳＣｓ体外构建组织工程骨的检测
　　构建的组织工程骨体外培养５、８ｄ后，行激光共
聚焦显微镜观察，简单步骤如下：用 ＰＢＳ液漂洗体后

４％多聚甲醛固定，加入罗丹明（Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ）标记的鬼
笔环肽（Ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ）工作液（１∶１０），室温下反应中
６０ｍｉｎ，ＤＡＰＩ染色 ２０ｍｉｎ，脱脂牛奶封片，植入少量
ＰＢＳ液体中，上机观察。取同样培养５、８ｄ的 ＴＥＢ，提
取蛋白并检测 ＴＥＢ中蛋白水平：将２块 ＤＢＭ＋ｈＵＣ
ＭＳＣｓ约１ｃｍ３大小的 ＴＥＢ剪刀锐性剪碎，加液氮及
１０ｍｇ聚乙烯比咯烷酮（ＰＶＰ）研磨，加入１．５ｍＬ的提
取液在－２０℃条件下过夜，４℃ ８０００ｒ／ｍｉｎ，离心弃
上清，加入相等体积的冰浴丙酮，含０．０７％的 β硫基
乙醇，摇匀后离心，真空干燥沉淀备用，上样前加入裂

解液，室温放置３０ｍｉｎ，使蛋白充分溶解于液体中，然
后离心，１５℃ ８０００ｒ／ｍｉｎ。Ｂｒａｎｄｆｏｒｄ进行定量蛋白
质，测定其光密度值，计算出浓度。

１．７　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，计数资料以珋ｘ±ｓ表示，
两组之间比较采用ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验。

２　结果

２．１　脐带组织中ＭＳＣｓ分布
　　通过 ＨＥ染色我们可以大体了解脐带的组织结
构，在脐带的横断面中（图２Ａ），首先外周一圈是脐带
的外膜，与外膜相连的是Ｗｈａｒｔｏｎ’ｓｊｅｌｌｙ，在Ｗｈａｒｔｏｎ’ｓ
ｊｅｌｌｙ中分布着主要的３根大血管，即脐带的动静脉，还
散在一些小血管。在Ｗｈａｒｔｏｎ’ｓｊｅｌｌｙ中（图２Ｂ），可以
观察到组织较为松散。
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Ａ：脐带组织的横截面；Ｂ：放大后的Ｗｈａｒｔｏｎ’ｓｊｅｌｌｙ
图２　ＨＥ染色观察脐带组织的结构

２．２　组织块培养皿的培养结果
　　记录每次换液时组织块漂浮数，在培养１２ｄ时实
验组无组织块漂浮，而对照组共有 １３块组织漂浮。
２组细胞游出的组织块有统计学差异［（８６．０±２．７）％
ｖｓ（４４±４）％，Ｐ＜０．０１］。在１２ｄ将组织块移开进行
细胞传代，实验组与对照组原代细胞数有统计学差异

［（２４．７×１０４±３．６×１０４）ｖｓ（５．１×１０４±１．０×１０４），
Ｐ＜０．０１］。
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Ａ：ＣＤ７３；Ｂ：ＣＤ９０；Ｃ：ＣＤ１０５；Ｄ：ＣＤ４４；Ｅ：ＣＤ３４；Ｆ：ＣＤ４５
图３　脐带间充质干细胞的鉴定
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图４　诱导后茜素红（Ａ）、油红Ｏ（Ｂ）、甲苯胺蓝（Ｃ）染色证明ｈＵＣＭＳＣｓ具有多向分化潜能　（×１００）

２．３　ｈＵＣＭＳＣｓ的鉴定及多向分化潜能
　　 Ｐ３细胞阳性表达 ＣＤ４４＋、ＣＤ７３＋、ＣＤ９０＋、
ＣＤ１０５＋，阴性表达ＣＤ３４＋、ＣＤ４５＋，经鉴定获取细胞为
ｈＵＣＭＳＣｓ（图３）。细胞诱导２１ｄ后分别行茜素红、油
红Ｏ、甲苯胺蓝染色，结果显示获取的细胞被诱导后，
可分化为成骨细胞、脂肪细胞、软骨细胞，证明其具有

多向分化潜能（图４）。
２．４　组织工程骨的细胞黏附率计算及激光共聚焦显

微镜观察

　　构建后的组织工程骨移出后，将剩余培养板中的
细胞计数，应用公式计算细胞在 ＤＢＭ上的黏附率为
（８１．３±４．７）％。在荧光显微镜下可以观察到红色代
表细胞骨架，分布在ＤＢＭ表面，蓝染的细胞核镶嵌在红
色的细胞骨架中，呈不规则扁平状，胞质舒展，并随时间

而增殖（图５）。以上实验结果表明ＴＥＢ构建成功，细胞
与ＤＢＭ相容性好，大量增殖，爬满支架材料的表面。

!

"

Ａ：培养５ｄ；Ｂ：培养８ｄ
图５　激光共聚焦显微镜观察脐带间充质干细胞构建的

组织工程骨结构　（ＤＡＰＩ×１００）

２．５　总蛋白含量
　　２块ＤＢＭ骨体积为１ｃｍ３，经过蛋白提取液提取，
最后形成２００μＬ提取液，经过 Ｂｒａｎｄｆｏｒｄ检测后其浓
度，总蛋白的浓度随着培养时间的增加而逐步升高

（图６）。
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图６　组织工程骨总蛋白含量

３　讨论

　　从脐带 Ｗｈａｒｔｏｎ’ｓｊｅｌｌｙ中分离 ＵＣＭＳＣｓ是一个
复杂的过程，目前有许多方案被证明可以快速分离出

大量的细胞。主要有酶消化、组织块培养两种不同的

方法，最近，文献［１９］报道建议用 ０．２％的胶原酶在
３７℃消化１６～２０ｈ是一种非常简单和有效的方法。
但是一些研究也发现酶消化法可以影响细胞的表征和

功能，于是进行组织块培养法的研究，不是通过酶消化

而是通过 ＭＳＣｓ的塑料吸附性使其迁移到培养皿
中［１６，１８］。Ｈｕａ等［２０］最近比较３种组织块及３种酶消
化中原代细胞培养时间、细胞数量、细胞形态、免疫表

型、及分化潜能，其结论是组织块法均优于酶消化法。

　　在ＴＥＢ中能够及时获取大量高质量种子细胞是
关键也是难点，既需要取材广泛，又需要简易高效，并

且培养过程能够规模化及质控化。这正是目前组织块

法从脐带组织分离细胞所不具备的。首先在脐带横截

面的ＨＥ染色中，可以观察到脐带组织中分布着各种
各样的组织，有动静脉、尿管、内膜、羊膜及周围的

Ｗｈａｒｔｏｎ’ｓｊｅｌｌｙ。文献［９］报道ＵＣＭＳＣｓ分布在Ｗｈａｒ
ｔｏｎ’ｓｊｅｌｌｙ中，内皮细胞分布在血管内膜，所以需要将
细胞间连接较致密的外膜、羊膜、动静脉、尿管撕掉。

这样做一是便于细胞游出，二是可以去除杂质细胞如

内皮细胞、肌细胞等。

　　要保证组织块顺利的、尽早的游离出细胞，使其牢
固贴壁至关重要［２１］，间充质干细胞有塑料吸附

性［２２－２３］，所以牢固贴壁后的吸附力则可能成为其游出

的动力。而普通培养方法则贴壁比较困难，培养液的

冲击力、浮力，操作及观察时的晃动都影响其贴壁，导

致普通培养法有１３块漂浮［１７，２４］。而本研究的组织块

培养皿采用重力的作用促使所有的组织块贴壁，卡槽

的形式克服移动、换液时组织块的漂浮。组织块培养

皿牢固的贴壁保证细胞顺利的游出，在实验组有８６％
的组织块培养出细胞，而对照组仅为４４％，在１０ｄ传

代时，实验组收获的细胞数大约为对照组４．６倍。为
尽可能的获取间充质干细胞，我们对组织块进行反复

的培养，采用组织块培养皿只要整体移动培养支架即

可，不仅收获更多细胞，而且可以简化操作步骤，减少

标本污染发生率。从第２次培养开始，细胞游出时间
缩短到５ｄ左右，可能是由于细胞已经游离到组织块
四周的原因。本实验证明 ｈＵＣＭＳＣｓ表达 ＭＳＣｓ的经
典表面分子且具有多向分化潜能。

　　在体外构建的 ＴＥＢ中，通过５ｄ及８ｄ培养观察
发现细胞生长良好，胞浆舒展，组织相容性好，总蛋白

随着时间的增长而增长，说明细胞在ＤＢＭ支架材料上
进行增殖。组织工程骨有着良好的骨修复效果，很多

文献均有报道。ＴＥＢ的生物活性在一定程度上决定着
骨组织的修复效果，以细胞为中心构建的组织工程骨

取决于细胞的活性，即细胞的增殖、分化能力。文献

［２５］证明脐带ＭＳＣｓ接种７ｄ后增殖能力明显强于牙
髓来源的ＭＳＣｓ。并且细胞倍增时间是２２．２３ｈ，而牙
髓来源的是２７．５１ｈ。与ＢＭＳＣｓ相比，ＡｂｕＫａｓｉｍ等［２６］

发现ＷＪＭＳＣｓ在早期的几代增长速度明显要快，倍增
时间分别是２４ｈ和４０ｈ，脐带和牙髓的增长速度明显
快于骨髓和脂肪来源的；并且脐带来源的 ＭＳＣｓ比骨
髓来源的更容易形成集落，而一般认为集落形成主要

是依靠细胞的数量［２７］。最近的一项研究表明脐带和

脂肪来源的 ＭＳＣｓ在体外长期扩增时，脐带来源的
ＭＳＣｓ有着很高的分离率并且保持一个稳定的高增殖
能力，而脂肪来源的分化能力下降，并且早期的几代就

检测到细胞凋亡标记［２８］。所以以脐带间充质干细胞

为中心构建的组织工程的效果是值得期待的。

　　组织块培养皿可以简化、规范操作过程，提高组织
块的利用率，获取大量细胞（提高 １５～２０倍），根据
ＩＳＣＴ标准鉴定，是我们所需要的 ｈＵＣＭＳＣｓ。这在一
定程度上缓解种子细胞的来源问题，为 ＴＥＢ的产业化
奠定基础。虽然这种培养系统为 ＴＥＢ的大规模构建
提供了更多的期待，但是多次培养后的细胞体内安全

性问题需要进一步研究。
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