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人脐带间充质干细胞培养上清液促口腔黏膜愈合

赵 强，杨 柯，豆兴芳，孙宥涵，蔡永刚，杨文娟，郭凤霞，赵 慧，蔺 莉　（甘肃省中心医院血液科，甘肃 兰州 730050）

［摘 要］　目的　探讨人脐带间充质干细胞（hUCMSCs）培养上清液对口腔黏膜愈合的促进作用。方法　取1例足月生产健康

产妇的新鲜脐带，分离 hUCMSCs并培养，获取 hUCMSCs培养上清液。取 20只 SD大鼠，在其口腔黏膜内局部注射顺铂注射液制备口

腔黏膜炎模型，共 18 只造模成功。将造模成功的大鼠按照随机数字表法分为上清液治疗组（n=9）和对照组（n=9），分别予以

hUCMSCs培养上清液、生理盐水治疗。观察干预前后溃疡数量、总溃疡面积和干预后溃疡愈合率，并采用HE染色观察2组残留溃疡

组织病理改变。结果　细胞形态学和分子表型流式细胞仪测试结果证实 hUCMSCs分离成功。与干预前比较，干预后对照组溃疡数

量、总溃疡面积变化无统计学差异（P>0. 05），上清液治疗组溃疡数量减少、总溃疡面积缩小（P<0. 05），且干预后上清液治疗组溃疡

数量少于对照组、总溃疡面积小于对照组、溃疡愈合率高于对照组（P<0. 05）。上清液治疗组大鼠口腔黏膜细胞层次基本恢复、界限

清晰，小血管数目多；对照组上皮全层丧失，符合顺铂导致的口腔黏膜炎病理改变。结论　hUCMSCs培养上清液可促进化疗所致的

口腔黏膜炎大鼠创面愈合，减轻病理改变。
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Human umbilical cord mesenchymal stem cell culture supernatant promotes oral mucosal healing
ZHAO Qiang，YANG Ke，DOU Xing-fang，SUN You-han，CAI Yong-gang，YANG Wen-juan，GUO Feng-xia，ZHAO Hui，
LIN Li　（Hematology Department， Gansu Provincial Central Hospital，Lanzhou Gansu 730050，China）

Abstract: Objective　To explore the promoting effect of human umbilical cord mesenchymal stem cells （hUCMSCs） culture supernatant 
on oral mucosal healing. Methods　Fresh umbilical cord tissue was obtained from one healthy full-term parturient.  hUCMSCs were isolated 
and cultured， and then the culture supernatant of hUCMSCs was collected.  Twenty SD rats were selected， and the model of oral mucositis 
was established by local injection of cisplatin into the oral mucosa.  A total of 18 rats were successfully modeled. The rats with successful 
modeling were divided into the supernatant treatment group （n=9） and the control group （n=9） according to the random number table 
method， and were treated with hUCMSCs culture supernatant and normal saline， respectively.  The number of ulcers， the total ulcer area 
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before and after the intervention， and the ulcer healing rate after the intervention were observed.  HE staining was used to observe the 
pathological changes of the residual ulcer tissues in the two groups. Results　The results of flow cytometry tests on cell morphology and 
molecular phenotype confirmed the successful isolation of hUCMSCs.  Compared with before intervention， the changes in the number of 
ulcers and total ulcer area in the control group after intervention showed no statistically significant difference （P>0. 05）.  In the supernatant 
treatment group， the number of ulcers decreased and the total ulcer area shrank （P<0. 05）.  Moreover， after intervention， the number of 
ulcers in the supernatant treatment group was less than that in the control group， the total ulcer area was smaller than that in the control 
group， and the ulcer healing rate was higher than that in the control group （P<0. 05）.  In the supernatant treatment group， the layers of rat 
oral mucosal cells were basically restored with clear boundaries and an increased number of small blood vessels.  In the control group， the 
entire epithelium was lost， consistent with the pathological changes of cisplatin-induced oral mucositis. Conclusion　The hUCMSCs culture 
supernatant can promote wound healing and alleviate pathological changes in rats with chemotherapy-induced oral mucositis.

Keywords: human umbilical cord mesenchymal stem cells；oral mucositis； ulcer area； ulcer healing

口腔黏膜炎是化疗患者常见的不良反应，发生率

为 40%~70%，其中持续和反复发作者超 50%，可影响

进食及营养状态，加重患者的痛苦[1]。但是目前针对

口腔黏膜炎常用的细胞因子、激光、冷冻、抗氧化剂与

抗微生物肽疗法的效果难以令人满意[2-3]，仍需探索新

的治疗方案。人脐带间充质干细胞（human umbilical 
cord mesenchymal stem cells，hUCMSCs）是一类多能干

细胞，具有高度自我更新能力，还可多向分化，且

hUCMSCs 较骨髓间充质干细胞及其他组织来源间充

质干细胞的生物学特性更佳，在组织修复方面已得到

了应用与肯定[4-5]。有报道指出，hUCMSCs条件培养基

可促进白血病患儿口腔黏膜炎的创面愈合，且其效果

优于重组人粒细胞巨噬细胞刺激因子凝胶[6]；也有研

究证实，hUCMSCs的细胞外囊泡可促进大鼠口腔黏膜

炎愈合[7]；另有研究表明，间充质干细胞条件培养液存

在抗炎、促进细胞增殖等作用，在炎症性疾病中的应

用效果确切[8]。据此推测，将 hUCMSCs 培养上清液用

于治疗化疗引起的口腔黏膜炎可能有利于促进口腔

黏膜愈合，但该推论仍需验证，且其作用机制也需要

进一步探讨。基于此，本研究开展大鼠实验分析上述

问题，旨在为化疗所致的口腔黏膜炎的临床防治研究

提供新思路。

1　材料与方法

1. 1　材料

健康产妇 1例，28岁，单胎，足月经阴道分娩（孕周

40 周），取脐带于一次性无菌袋中保存备用。本研究

已经过我院伦理委员会审批（批准号：院准字 2023年

第014号）。孕妇本人对本研究知情同意。

20 只 SD 大鼠，雌雄各半，6~9 周龄，体质量 180~
270 g，购自北京希诺因生物技术有限公司[许可证号：

SCXK（京）2022-0006]，常规适应性喂养 1 周。本实验

已经过甘肃省实验动物管理委员会审批（批准号：

GSPEAMC2023-007）。

顺铂注射液（江苏豪森药业，批号：202305118）；

DMEM 培养基（美国 Gibco 公司，批号：2304125071）；

胎牛血清（上海一研生物科技有限公司，批号：

C2023011）；乙醇溶液（国药集团化学试剂有限公司，

批号：u202302603）；磷酸盐缓冲液（phosphate buffer 
saline，PBS；深圳子科生物科技有限公司，批号：

2317133A）；胰蛋白酶-乙二胺四乙酸溶液（深圳子科

生物科技有限公司，批号：2023147C）；藻红蛋白

（phycoerythrin，PE）荧光素（上海士锋生物科技有限公

司，批号：2301052）；苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，
HE）染色试剂盒（武汉百浩天生物科技有限公司，批

号：2212157）。

HF90/HF240型CO2培养箱（上海力申科学仪器有

限公司）；CTL535R型离心机（湖南湘立科学仪器有效

公司）；primovert. iLED 型倒置显微镜（卡尔蔡司上海

管理有限公司）；流式细胞仪（美国 BD 公司）；MDF-

86v588型超低温冰箱（安徽中科都菱商用电器股份有

限公司）；OLYMPUS BX43型光学显微镜（奥林巴斯中

国有限公司）。

1. 2　方法

hUCMSCs 的分离、培养与鉴定方法：产妇分娩完

成后取新鲜脐带 1 cm，4 h 内采用含 10% 胎牛血清的

DMEM 培养基于 4 ℃、5%CO2培养箱中培养。于超净

工作台将脐带组织浸入 75% 乙醇溶液 30 s，PBS 重复

冲洗，去除表面的血液、脂肪和杂质。按照上述条件

继续培养，剔除血管与内膜组织并用 PBS 冲洗数次。

将组织块剪碎，大小约 1 mm3，接种于 15 cm 直径的大

培养皿。加入上述培养液 5 mL，于 37 ℃、5% CO2培养

箱中过夜。次日加入上述培养液 10 mL，继续同等条

件下培养3~5 d。待组织块贴壁后，半量换液，每7 d更
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换 1 次培养液，14 d 后将组织块剔除。全血细胞贴壁

融合至 80%时，取胰蛋白酶-乙二胺四乙酸消化细胞，

按照 1∶3传代培养。细胞融合度达 90% 时，再传代培

养至第 5 代。取第 3 代细胞于倒置显微镜下观察形

态，并用流式细胞仪检测分子表型，撇去培养液，消

化、收集细胞，加入 PBS，以 1 000 r/min 离心 5 min，弃
上清，重复 2 次。重悬细胞，测定分子表型，包括

CD19、CD34、CD45、CD73、CD90、CD105，均以 PE 荧光

素标记分子抗体，振荡混匀后避光孵育 20 min，上机检

测，设对应荧光素标记的鼠 IgG抗体为同型对照。

hUCMSCs培养上清液制备：将生长良好的hUCMSCs
接种于细胞培养瓶内，细胞融合度达 80%后加入无血

清DMEM培养液，于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养 72 h。
取上清液经 0. 22 μm滤膜过滤、分装，于-80 ℃超低温

冰箱保存备用。

化疗所致口腔黏膜炎模型制备：取 20只 SD大鼠，

在每只大鼠右侧口腔颊膜黏膜内注射顺铂注射液

1. 25 mg/kg，每只注射 50 μL[9]。禁食 24 h，观察口腔溃

疡形成情况，共 18只造模成功，仅注射等量生理盐水

的8只大鼠均未见口腔溃疡形成。

样本量计算、分组及干预：本实验属于优效性检

验，样本量计算公式：n=（Zα/2+Zβ）2×p×（1-p）/△2，其中

Zα/2、Zβ查表可得（分别取值 1. 96、0. 84），p为预计事件

发生概率[根据预实验取溃疡愈合率为 0. 529（18/34）]，
△为预期效应的最小差异（取 0. 35），脱落率设为

10%，故 n至少为 18。本研究中共 18 只大鼠造模成

功，符合上述样本量计算结果，因此研究结果可靠。

将造模成功的 18只大鼠按照随机数字表法分为上清

液治疗组和对照组，每组 9只大鼠。上清液治疗组予

以 hUCMSCs 培养上清液均匀涂抹于大鼠口腔溃疡处

和周围组织，对照组予以生理盐水均匀涂抹于大鼠口

腔溃疡处和周围组织，每天 3 次，共 7 d。统计干预前

后溃疡数量、总溃疡面积和干预后溃疡愈合率。

干预后残留溃疡组织病理改变观察：取各组残留

的口腔溃疡组织置于福尔马林中固定 24 h，脱水后制

成石蜡组织块并切片（片厚 4 μm）。HE染色试剂盒染

色，氨水返蓝，苏木精复染，PBS冲洗，光学显微镜下观

察残留溃疡组织病理改变情况。

1. 3　统计学分析

数据采用 SPSS 21. 0 软件分析。以 K-S法检验计

量资料的正态性分布，服从正态分布的计量资料以均

数±标准差（x̄±s）表示，组间比较采用独立样本 t检验，

组内比较采用配对 t检验。不服从正态分布的计量资

料以中位数（四分位间距）[M（Q1，Q3）]表示，组间比较

采用秩和检验，组内比较采用配对设计的秩和检验。

计数资料以率（%）表示，组间比较采用 χ2 检验。

P<0. 05为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　hUCMSCs的鉴定

倒置显微镜下可见细胞呈长梭形、多边型、纺锤

样，符合典型间充质干细胞形态，见图 1；流式细胞仪

检测发现，细胞 CD19、CD34、CD45 表型均呈低表达

（1. 08%、0. 76%、2. 78%），而 CD73、CD90、CD105 表型

均呈高表达（89. 39%、90. 28%、88. 43%），见图2。

2. 2　2 组大鼠干预前后溃疡数量、总溃疡面积和干预

后溃疡愈合率比较

与干预前比较，干预后对照组大鼠溃疡数量、总

溃疡面积变化无统计学差异（P>0. 05），上清液治疗组

大鼠溃疡数量减少、总溃疡面积缩小（Z=4. 583，
P=0. 026；t=7. 697，P<0. 001），且干预后上清液治疗组

大鼠溃疡数量少于对照组，总溃疡面积小于对照组，

溃疡愈合率高于对照组（P<0. 05），见表1。
2. 3　2 组大鼠干预后残留溃疡组织病理改变情况

比较

上清液治疗组大鼠口腔黏膜结构基本正常，有增

厚，上皮钉突多，细胞层次基本恢复，界限清晰，小血

管数目多，有散在炎性细胞；对照组大鼠上皮全层丧

失，棘细胞层崩解，钉突不明显，溃疡底部深入肌层，

肌纤维灶性坏死，部分血管扩张，有点状出血灶，在坏

死灶周围有大量炎性细胞浸润，见图3。
3　讨论

顺铂是常用的化疗药物，但是在杀灭癌细胞的同

时也会对正常细胞造成损伤，不仅能阻断口腔上皮细

图1　细胞形态学观察（×100）
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胞生长和增殖，还会影响口腔黏膜上皮细胞的分裂与

增殖，进而引起口唇、双颊、口底和上颚等部位黏膜溃

疡[10-12]。本研究中对照组大鼠干预后残留口腔溃疡组

织 HE 染色结果符合化疗所致口腔黏膜炎的病理特

征[13]，也证实了本研究采用顺铂注射法可建立化疗所

致的口腔黏膜炎模型。

本研究中细胞形态学观察和流式细胞仪检测结

果均证实 hUCMSCs 被成功分离，同时本研究还发现，

hUCMSCs 培养上清液可促进化疗所致的口腔黏膜炎

创面修复，减小溃疡面积，促进溃疡愈合。hUCMSCs
可激活体内本处于休眠状态的干细胞，参与受氧化或

有害代谢物质损伤的组织修复，并调控自由基应激反

应，使得损伤组织快速愈合[14]；hUCMSCs 还可分泌营

养因子，促使损伤组织内细胞增殖，迅速恢复组织功

能，并能通过调节免疫功能减轻创伤组织的炎症反

应[15]。另外，hUCMSCs 可调节代谢，提高机体的代谢

效率，进而加快代谢废物运转与排泄，并促进营养因

子吸收和利用，这也是修复创伤组织的重要途径。本

研究中 HE 染色结果也显示，hUCMSCs 上清液治疗可

减轻口腔黏膜炎形态学改变，与上述报道及相关分析

一致。既往多采用 hUCMSCs修复外伤创面、促进牙再

生[16-18]，也有研究发现 hUCMSCs 可通过 Wnt 通路加速

肠干细胞与上皮细胞再生、并促进结肠炎肠黏膜愈

合[19]，但利用 hUCMSCs 培养上清液修复口腔黏膜炎

溃疡创面的报道鲜见，本研究在该方面具有创新

性。分析 hUCMSCs 培养上清液发挥疗效的原因，可

能是由于上清液中不仅含有 hUCMSCs，具有促进创面

愈合的能力，并且还存在大量的生物活性因子，包括

碱性成纤维细胞生长因子、转化生长因子、血管内皮

生长因子、肝细胞生长因子、胰岛素样生长因子等，而

且 hUCMSCs培养上清液中还有大量外泌体，其中含有

大量蛋白质、mRNA与miRs，不仅能传递遗传信息，还

可调控靶细胞功能，从而促进创面愈合[20-21]。
综上，本研究成功分离了 hUCMSCs，hUCMSCs 培

养上清液可促进化疗所致的口腔黏膜炎大鼠创面

愈合，减轻病理改变。然而本研究仍有一些不足：

hUCMSCs 培养上清液促进口腔黏膜炎大鼠溃疡愈合

图2　细胞分子表型鉴定

表1　干预前后大鼠溃疡数量、总溃疡面积和干预后溃疡愈合率比较

组别

上清液治疗组

对照组

Z/t/χ 2

P

n

9
9

溃疡数量（个）

干预前

4（3. 0，4. 0）
4（3. 0，4. 5）

0. 176
0. 854

干预后

0（0，1. 0）*

3（3. 0，4. 0）
4. 769
0. 024

总溃疡面积（cm2）
干预前

1. 15±0. 22
1. 09±0. 20

0. 605
0. 553

干预后

0. 53±0. 10*

0. 98±0. 18
6. 556

<0. 001

溃疡愈合[个（%）]
30/34（88. 24）
6/34（17. 65）

34. 000
<0. 001

*：与干预前比较，P<0. 05

紫色箭头：上皮层；红色箭头：炎性细胞浸润

图3　干预后大鼠残留溃疡组织病理改变观察
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的具体作用机制仍有待进一步探讨，可作为后续的研

究方向；同时，本研究未观察远期疗效，该方案的远期

疗效尚不能确定，后续应延长观察时间以评价其远期

疗效（如瘢痕形成、功能恢复等）；化疗所致的口腔黏

膜炎动物模型与患者有明显不同，如各种生长因子及

细胞因子的序列与结构差异等，可能会干扰研究结

果，故 hUCMSCs培养上清液在化疗所致的口腔黏膜炎

患者中应用的可行性仍需要进一步探讨；本研究仅取

1 例产妇的新鲜脐带进行实验，可能存在样本选择偏

倚，且实验结果也受个体差异的影响，建议后续扩充

临床样本，以获得更可靠的结果。

［参考文献］
［1］ Colella G，Boschetti CE，Vitagliano R，et al. Interventions for the 

prevention of oral mucositis in patients receiving cancer treatment：
evidence from randomised controlled trials［J］. Curr Oncol，2023，30
（1）：967-980. doi：10. 3390/curroncol30010074.

［2］ Sahebnasagh M，Aksi V，Eslami F，et al. Prevention of radiotherapy-

related oral mucositis with zinc and polyherbal mouthwash：a double-

blind，randomized clinical trial［J］. Eur J Med Res，2023，28（1）：109.
doi：10. 1186/s40001-023-01015-8.

［3］ Liao Z，Xiong X，Zhao L，et al. Bacterial decolonization with mupirocin 
ointment for acute radiation oral mucositis prevention：a phase 3 
randomized clinical trial［J］. JAMA Oncol，2025，11（10）：1141-1149.
doi：10. 1001/jamaoncol. 2025. 2361.

［4］ Lombardo MT，Gabrielli M，Julien-Marsollier F，et al. Human umbilical 
cord-mesenchymal stem cells promote extracellular matrix remodeling 
in microglia［J］. Cells，2024，13（19）：1665. doi：10. 3390/cells 
13191665.

［5］ Jiang E，Qian K，Wang L，et al. Efficacy and safety of human umbilical 
cord-derived mesenchymal stem cells versus placebo added to second-

line therapy in patients with steroid-refractory acute graft-versus-host 
disease：a multicentre，randomized，double-blind，phase 2 trial［J］.
BMC Med，2024，22（1）：555. doi：10. 1186/s12916-024-03782-5.

［6］ Chen Y，Xu Y，Chi Y，et al. Efficacy and safety of human umbilical 
cord-derived mesenchymal stem cells in the treatment of refractory 
immune thrombocytopenia：a prospective，single arm，phase I trial［J］.
Signal Transduct Target Ther，2024，9（1）：102. doi：10. 1038/s41392-
024-01793-5.

［7］ Chen J，Jin W，Zhong C，et al. Human umbilical cord mesenchymal 
stem cells promote steroid-induced osteonecrosis of the femoral head 
repair by improving microvascular endothelial cell function［J］. Aging 
（Albany NY），2024，16（9）：7928-7945. doi：10. 18632/aging.  
205794.

［8］ Yang H，Zhou Y，Ying B，et al. Effects of human umbilical cord 
mesenchymal stem cell-derived exosomes in the rat osteoarthritis 
models［J］. Stem Cells Transl Med，2024，13（8）：803-811. doi：
10. 1093/stcltm/szae031.

［9］ 董克臣，张 萌，梁 毅，等 . 康复新液调控巨噬细胞极化防治大鼠

急性放射性口腔黏膜炎［J］. 安徽医药，2023，27（12）：2366-2370.
doi：10. 3969/j. issn. 1009-6469. 2023. 12. 008.

［10］ Frey-Furtado L，Magalhães I，Sampaio-Maia B，et al. Oral microbiome 
characterization in oral mucositis patients：a systematic review［J］. J 
Oral Pathol Med，2023，52（10）：911-918. doi：10. 1111/jop. 13492.

［11］ Bruno JS，Al-Qadami GH，Laheij AMGA，et al. From pathogenesis to 
intervention：the importance of the microbiome in oral mucositis［J］.
Int J Mol Sci，2023，24（9）：8274. doi：10. 3390/ijms24098274.

［12］ de Arruda JAA ，Heimlich FV ，Drumond VZ，et al. Association of 
anxiety and depression with oral mucositis：a systematic review［J］.
Oral Dis，2023，29（7）：2538-2551. doi：10. 1111/odi. 14355.

［13］ Villa A，Sonis ST. Radiotherapy-induced severe oral mucositis：
pharmacotherapies in recent and current clinical trials［J］. Expert 
Opin Investig Drugs，2023，32（4）：301-310. doi：10. 1080/
13543784.  2023. 2193324.

［14］ Ali M，Kerio AA，Khattak TA，et al. Oral mucositis in patients under⁃
going hematopoietic stem cell transplantation［J］. J Coll Physicians 
Surg Pak，2023，33（7）：804-808. doi：10. 29271/jcpsp. 2023.  
07. 804.

［15］ Wang Y，Liu J，Wang H，et al. Mesenchymal stem cell-derived 
exosomes ameliorate diabetic kidney disease through the NLRP3 
signaling pathway［J］. Stem Cells，2023，41（4）：368-383. doi：
10. 1093/stmcls/sxad010.

［16］ Liu Y，Zhang M，Wang C，et al. Human umbilical cord mesenchymal 
stromal cell-derived extracellular vesicles induce fetal wound healing 
features revealed by single-cell RNA sequencing［J］. ACS Nano，
2024，18（21）：13696-13713. doi：10. 1021/acsnano. 4c01401.

［17］ Jenner F，Wagner A ，Gerner I，et al. Evaluation of the potential 
of umbilical cord mesenchymal stromal cell-derived small extracellular 
vesicles to improve rotator cuff healing：a pilot ovine study［J］. Am J 
Sports Med，2023，51（2）：331-342. doi：10. 1177/03635465221 
145958.

［18］ Jafari N，Seyed Habashi M，Afshar A，et al. The effect of exosomes 
derived from human umbilical cord mesenchymal stromal/stem cells 
on the regeneration of human pulpectomized tooth：a case report［J］.
Iran J Med Sci，2025，50（1）：54-58. doi：10. 30476/ijms. 2024.  
103117. 3638.

［19］ Liang X，Li C，Song J，et al. HucMSC-Exo promote mucosal healing in 
experimental colitis by accelerating intestinal stem cells and 
epithelium regeneration via Wnt signaling pathway ［J］. Int J 
Nanomedicine，2023，18：2799-2818. doi：10. 2147/IJN. S402179.

［20］ Rajput SN，Naeem BK，Ali A，et al. Expansion of human umbilical 
cord derived mesenchymal stem cells in regenerative medicine［J］.
World J Stem Cells，2024，16（4）：410-433. doi：10. 4252/wjsc. v16.
i4. 410.

［21］ Yang Q，Huang J，Liu Y，et al. Human umbilical cord mesenchymal 
stem cells promote anti-inflammation and angiogenesis by targeting 
macrophages in a rat uterine scar model［J］. Stem Cell Rev Rep，
2024，20（6）：1555-1568. doi：10. 1007/s12015-024-10730-6.

（编辑：魏 源）

332


