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人脐带间充质干细胞的体外分化及对犬

外周血淋巴细胞增殖的影响
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　　【摘要】　目的　通过体外实验检测人脐带间充质干细胞的体外多向分化及对犬 Ｔ淋巴细胞增殖的影
响，探讨其作为组织工程种子细胞的可能性。 方法　 体外培养人脐带间充质干细胞，分别使用含有地塞米
松、转化生长因子、３唱异丁基唱１唱甲基黄嘌呤的培养基诱导其成骨、成软骨、成脂肪三系分化后进行染色鉴定，
并将经丝裂霉素处理的人脐带间充质干细胞与植物凝集素刺激下的犬外周血 Ｔ淋巴细胞共培养，５ ｄ后多功
能酶标仪检测吸光度值。 结果　 人脐带间充质干细胞体外生长良好，呈长梭形，形态均一，使用成骨、成软
骨和成脂培养基分别诱导分化后碱性磷酸酶（ＡＬＰ）染色、骨钙素免疫细胞化学染色、茜素红染色、亚甲基蓝
染色和油红 Ｏ染色分别呈阳性，人脐带间充质干细胞与犬外周血 Ｔ 淋巴细胞混合组吸光度值较单纯犬外周
血 Ｔ 淋巴细胞组吸光度值明显降低。 结论　 人脐带间充质干细胞具有多向分化能力，并能够抑制犬外周血
淋巴细胞的增殖，有望成为创伤组织及骨组织修复的种子细胞。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｎ ｃａｎｉｎｅ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ
ｂｌｏｏｄ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ in vitro ｏｆ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ （ＵＣＭＳＣｓ），ｓｏ ａｓ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅｉｒ
ｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｂｅｉｎｇ ａｓ ｓｅｅｄ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ．Methods　ＵＳＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ in
vitro ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅ ｉｎｔｏ ｏｓｔｅｏｃｙｔｅｓ ， ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅｄｉａ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ，ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ａｎｄ ３唱ｉｓｏｂｕｔｙｌ唱１唱ｍｅｔｈｙｌｘａｎｔｈｉｎｅ，Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ｆｒｏｍ ｃａｎｉｎｅ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ
ｂｌｏｏｄ ｗｅｒｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｐｈｙｔｏｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ ａｎｄ ｃｏ唱ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｔｏｍｙｃｉｎ唱ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＵＣＭＳＣｓ ａｎｄ ａ ｖａｌｕｅ ｗｅｒｅ
ｍｅａｓｕｒｅｄ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ５ ｄａｙｓ ｕｓｉｎｇ ｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ ｒｅａｄｅｒ．Results　ＵＣＭＳＣｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅｄ ａｃｔｉｖｅｌｙ ａｎｄ
ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｓｐｉｎｄｌｅ唱ｓｈａｐｅｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ in vitro， Ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ （ ＡＬＰ ） ｓｔａｉｎｉｎｇ， Ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ （ ＯＣＮ ）
ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ，Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ，Ａｌｃｉａｎ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｅｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ，ｔｈｅ Ａ
ｖａｌｕｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏ唱ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ＵＣＭＳＣｓ ａｎｄ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ａｌｏｎｅ ｇｒｏｕｐ ．
Conclusions　 ＵＣＭＳＣｓ ｈａｖｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ， ａｎｄ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｎｉｎｅ
ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ，ｔｈｅｙ ａｒｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｅｌｌ ｓｏｕｒｃｅ ｆｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ．

【Key words】　Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ； 　Ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ； 　Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ

　　间充质干细胞（ＭＳＣｓ）由于其易于分离和扩增，具
有迁徙能力、多向分化潜能、旁分泌功能和免疫调节能
力而在多种疾病的生物治疗中拥有广泛的应用前景。
ＭＳＣｓ在多种组织中均有分布，包括骨髓、脂肪组织、胎
盘、肝脏，并在心血管、中枢神经、胃肠、肾、骨和造血系
统的多种疾病中广泛应用［１］ 。 其中，骨髓间充质干细
胞（ＢＭＳＣｓ）的研究最为深入，并被视为肌肉骨骼系统

组织工程细胞种子来源的“金标准”，然而，由于骨髓中
ＢＭＳＣ含量较少，收集过程会引起机体损伤和并发症，
且细胞的增殖和分化能力会随着年龄的增长显著下

降［２］等缺点，限制了其在临床的进一步应用。 人脐带
间充质干细胞（ＵＣＭＳＣｓ）来源充足，收集过程无侵入，
不会产生供区的缺损并具有更强自我更新能力［３］ ，而
脐带作为医疗废弃物较少受到伦理道德的限制而得到

了广泛的关注。
本实验拟通过检测 ＵＣＭＳＣｓ 的体外分化及其对犬

淋巴细胞增殖的影响，探讨其作为创伤组织及骨组织
修复种子细胞的可能性，为进一步的应用奠定实验
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基础。

材料和方法

１．主要试剂与仪器：ＵＣＭＳＣｓ 由北京英默生物科
技有限公司提供，ＤＭＥＭ 低糖培养基、标准胎牛血清
（ＦＢＳ）、胰蛋白酶唱ＥＤＴＡ、ＲＰＭＩ唱１６４０ 基础培养液购于
ＨｙＣｌｏｎｅ 公司（Ｕｔａｈ，ＵＳＡ），碱性成纤维生长因子（ｂＦ唱
ＧＦ）购自 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公司，地塞米松、β唱磷酸甘油钠、Ｌ唱
２唱磷酸抗坏血酸、３唱异丁基唱１唱甲基黄嘌呤（ ＩＢＭＸ）、茚
甲新、植物血凝素 （ ＰＨＡ）购自 Ｓｉｇｍａ 公司 （ Ｓｉｇｍａ，
ＵＳＡ），转化生长因子（ＴＧＦ）购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，Ｃｅｌｌ唱
Ｔｉｔｅｒ ９６瞮ＡＱｕｅｏｕｓ 单溶液细胞增殖检测试剂盒购自
Ｐｒｏｍｅｇａ公司。

２．实验方法：（１）ＵＣＭＳＣｓ 的体外培养：取第 ４ ～９
代的冻存 ＵＣＭＳＣｓ，复苏后将细胞悬液按 １畅２ ×１０５ ／ｃｍ２

的密度接种于 １００ ｍｍ２
培养皿，用脐带间充质干细胞

基础培养基（即含有 １０％ＦＢＳ、５ ｎｇ／ｍｌ ｂＦＧＦ、１００ Ｕ／ｍｌ
青霉素、１００ μｇ／ｍｌ链霉素的 ＤＭＥＭ 低糖基础培养基）
置于 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养箱内培养。

（２） ＵＣＭＳＣｓ 的体外成骨分化及鉴定：取培养第
４ ～９代处于对数生长期的 ＵＣＭＳＣ，按 ３ ×１０３ ／ｃｍ２ 接

种在 ６ 孔板中，用脐带间充质干细胞基础培养基培养
至 ８０％融合，换用成骨细胞诱导培养液（即含有 １０％
ＦＢＳ，０畅２１６ ｇ／Ｌ ＮａＨＣＯ３ ，１００ Ｕ／ｍｌ 青霉素，１００ μｇ／ｍｌ
链霉素，１００ ｍｍｏｌ／Ｌ地塞米松，１０ ｍｍｏｌ／Ｌ β唱甘油磷酸
钠，０畅２ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｌ唱抗坏血酸盐的低糖 ＤＭＥＭ 细胞培养
液），每 ３ ｄ更换一次培养液，诱导 １４ ｄ后固定，进行碱
性磷酸酶（ＡＬＰ）染色，诱导 ２１ ｄ 后固定，进行骨钙素
（ＯＣＮ）免疫细胞化学染色，诱导２８ ｄ后固定，进行茜素
红染色。

（３）ＵＣＭＳＣｓ的体外成软骨分化及鉴定：取培养第
４ ～９ 代处于对数生长期的 ＵＣＭＳＣｓ，取 ２畅５ ×１０５ 个细

胞放入 １５ ｍｌ离心管离心（１５０ ×g，５ ｍｉｎ），使细胞在离
心管底部形成小球，然后用成软骨分化诱导培养基（即
含有 １％胰岛素铁硒传递蛋白，ＦＢＳ １畅２５ ｍｇ／ｍｌ，地塞
米松 １０ －７ ｍｏｌ／Ｌ，维生素 Ｃ磷酸酯 ５０ μｇ／ｍｌ，Ｌ唱脯氨酸
４０ μｇ／ｍｌ，丙酮酸钠 １００ μｇ／ｍｌ，转化生长因子 １０ ｎｇ／
ｍｌ，青霉素 １００ Ｕ／ｍｌ，链霉素 １００ μｇ／ｍｌ的低糖 ＤＭＥＭ
细胞培养液），每 ３ ｄ 更换一次培养液，２８ ｄ 后将细胞
固定，石蜡包埋切片后进行亚甲基蓝染色。

（４）ＵＣＭＳＣｓ的体外成脂肪分化及鉴定：取培养第
４ ～９代处于对数生长期的 ＵＣＭＳＣｓ，按 ２ ×１０４ ／ｃｍ２ 接

种在 ６ 孔板中，用脐带间充质干细胞基础培养基培养
至 ８０％融合，换用成脂分化诱导培养基［即含有 １０％
ＦＢＳ，Ｌ唱谷氨酰胺 ２ ｍｍｏｌ／Ｌ，青霉素 １００ Ｕ／ｍｌ，链霉素

１００ μｇ／ｍｌ，茚甲新 ６０ μｍｏｌ／Ｌ，地塞米松 １ μｍｏｌ／Ｌ，３唱
异丁基唱１唱甲基黄嘌呤 （ ＩＢＭＸ） ０畅５ ｍｍｏｌ／Ｌ，胰岛素
５ μｇ／ｍｌ的低糖 ＤＭＥＭ 细胞培养液］，每 ３ ｄ 更换一次
培养液，２８ ｄ后进行油红 Ｏ染色。

（５）混合淋巴细胞反应：普通级成年 Ｂｅａｇｌｅ犬常规
备皮、消毒、铺巾，抽取静脉血 １０ ｍｌ，取 ３ ｍｌ 静脉血加
入等量 Ｈａｎｋ′ｓ 液混匀，制成静脉血稀释液，将 ３ ｍｌ
１畅０７７ ｇ／ｍｌ Ｆｉｃｏｌｌ 液加入 １５ ｍｌ 离心管中，小心加入静
脉血稀释液，２０００ ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ ｍｉｎ，小心吸取中间白
色淋巴细胞层，加入 ５ ～８ ｍｌ 生理盐水离心洗涤 ２ 次
（１２００ ｒ／ｍｉｎ，５ ｍｉｎ），得到犬外周血单个核细胞（ＰＢ唱
ＭＣｓ）。
犬 ＰＢＭＣ细胞计数后以 ５ ×１０４ ／孔接种于 ９６ 孔

板，加入细胞培养液 （ ＲＰＭＩ唱１６４０ 基础培养液，
２５ ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＨＥＰＥＳ，１００ Ｕ／ｍｌ 青霉素，１００ μｇ／ｍｌ 链
霉素，２ ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺，１０％ＦＢＳ），并加入 １ μｇ／ｍｌ
植物血凝素（ＰＨＡ），ＵＣＭＳＣ 经 １０ μｇ／ｍｌ 丝裂霉素唱Ｃ
处理后以 １ ×１０４ ／孔与犬 ＰＢＭＣ 混合后共培养 ５ ｄ，５ ｄ
后加入 ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ ９６瞮ＡＱｕｅｏｕｓ 单溶液细胞增殖检测试
剂，并使用多功能酶标仪检测吸光度值（Ａ 值）。 实验
分组：（１）对照组：犬 ＰＢＭＣ ＋ＰＨＡ。 （２）实验组：脐带
间充质干细胞＋犬 ＰＢＭＣ＋ＰＨＡ。 （３）脐带间充质干细
胞组。 每组取 ３ 个复孔。 脐带间充质干细胞抑制率
（％） ＝［１ －（实验组 Ａ值－间充质干细胞组 Ａ值）／对
照组 Ａ值］ ×１００％。

３．统计学分析：采用 ＰＡＳＷ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ １８ 统计软件
对结果进行 t 检验分析，P ＜０畅０５ 为差异具有统计学
意义。

结　　果

１．ＵＣＭＳＣｓ的体外形态观察：细胞接种后 ４ ～６ ｈ
即可贴壁，在倒置相差显微镜下贴壁的脐带间充质干
细胞单个细胞呈纺锤状，整体细胞生长呈螺旋状。 ３ ～
４ ｄ可达 ８０％融合（图 １）。

２．ＵＣＭＳＣｓ体外成骨分化鉴定：（１）细胞在成骨细
胞诱导培养基中培养 １４ ｄ后，碱性磷酸酶染色呈阳性，
细胞胞浆呈蓝、绿色（图 ２）。 （２）细胞在成骨细胞诱导
培养基中培养 ２１ ｄ后，骨钙素呈阳性表达，免疫细胞化
学显示棕黄色（图 ３）。 （３）细胞在成骨细胞诱导培养
基中培养 ２８ ｄ后，细胞生长密集，显微镜下可见明显钙
化结节，茜素红染色呈阳性（图 ４）。

３．ＵＣＭＳＣｓ 体外成软骨分化鉴定：细胞小球在成
软骨分化诱导培养基中培养 ２８ ｄ 后，细胞基质中富含
蛋白多糖，并且在胞外基质中分泌较多的Ⅰ型胶原，亚
甲基蓝染色呈阳性（图 ５）。
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　　４．ＵＣＭＳＣｓ体外成脂肪分化鉴定：细胞在成脂分
化诱导培养基培养中 ２８ ｄ 后，分化的细胞胞质中均能
形成中性油滴，油红 Ｏ染色呈阳性（图 ６）。

５．混合淋巴细胞反应：多功能酶标仪检测各组 Ａ
值见图 ７，表 １，ＵＣＭＳＣ 与犬 ＰＢＭＣ共培养后，对犬 ＰＢ唱
ＭＣ的增殖产生了抑制作用，脐带间充质干细胞抑制率
为 ７５畅６％，差异具有显著性意义（P ＜０畅０１）。

表 1　多功能酶标仪检测各组 Ａ值
组别 珋x ±s

ＵＣＭＳＣ ２  ．４９５ ±０．１２９

实验组 ３  ．０１８ ±０．０４２

对照组 ２  ．１４２ ±０．０８２

实验组唱ＵＣＭＳＣ ０  ．５２３ ±０．１１０

讨　　论

脐带间充质干细胞在胚胎发育的第 ４ ～１２ 天进入
Ｗｈａｒｔｏｎ′ｓ ｊｅｌｌｙ并存活于整个妊娠期，因此可在新生儿
出生后轻易获得。 它同时具有胚胎干细胞（ＥＳＣｓ）和脂
肪基质干细胞（ＡＳＣｓ）的特征：既有多向性分化潜能，又
能在分化后维持分化组织的特性［４］ 。 ＵＣＭＳＣｓ 能够表
达 ＣＤ１０５、ＣＤ７３ 和 ＣＤ９０ 等 ＭＳＣ 特征性细胞表面标
志，且并不表达 ＣＤ４５、ＣＤ３４ 和人白细胞抗原（ＨＬＡ）唱
ＤＲ等造血干细胞标志［５］ ，更重要的是，ＵＣＭＳＣｓ 能够
表达 ＥＳＣｓ 表面标志物如 Ｔｒａ唱１唱６０、Ｔｒａ唱１唱８１、 ＳＳＥＡ唱１
（阶段特异性胚胎抗原 １）、ＳＳＥＡ唱４、碱性磷酸酶，甚至
能够在体外形成胚胎小体［６］ 。 此外，ＵＣＭＳＣｓ还能够表
达 Ｏｃｔ唱４、Ｓｏｘ唱２、Ｎａｎｏｇ 等多潜能性标志，并在传代培养
中至少能够保持九代而不发生改变

［７］ ，而这些标志在
包括 ＢＭＳＣｓ在内的成人干细胞（ＡＳＣｓ）中是不能够表

达的
［４］ 。 由于 ＵＣＭＳＣｓ 在个体发育的早期形成，而

ＢＭＳＣ在骨髓内含量较少且增殖能力随着年龄的增长
而显著下降

［８］ ，因此 ＵＣＭＳＣｓ 的增殖潜能与 ＢＭＳＣ 相
比有着明显的优势［９］ 。 ＵＣＭＳＣｓ 能够分化成中胚层和
上胚层起源的多种细胞谱系，最近的研究更表明 ＵＣＭ唱
ＳＣｓ可在体内和体外分化成内胚层起源的肝样细胞和
胰岛前体细胞［１０］ ，本实验通过体外实验观察到细胞贴
壁生长良好，并成功诱导了 ＵＣＭＳＣｓ 向成骨细胞、成软
骨细胞、成脂肪细胞方向进行分化，经染色鉴定成骨细
胞中 ＡＬＰ、ＯＣＮ 显著表达，基质中有钙盐沉积，成软骨
细胞外基质中分泌大量Ⅰ型胶原，成脂肪细胞胞质中
形成中性油滴，表明脐带间充质干细胞满足国际细胞
治疗协会颁布的间充质干细胞的定义标准［５］ 。

与组织工程中其他来源的细胞相比，ＭＳＣｓ 在免疫
学方面具有很大的优势。 ＭＳＣｓ 表面 ＭＨＣⅠ、ＭＨＣⅡ
分子低表达，使 ＭＳＣｓ 在同种异体或异种移植中，因其
低免疫原性较少发生宿主排斥移植细胞反应和（或）移
植物抗宿主病，同时 ＭＳＣｓ可以通过与多种免疫细胞直
接相互作用，释放免疫调节因子如 ＴＧＦ唱β、干细胞生长
因子（ＨＧＦ）并诱导合成吲哚胺 ２，３唱二氧化酶（ ＩＤＯ）来
发挥免疫抑制作用，在动物实验中，相关研究表明
ＭＳＣｓ可以治愈鼠实验性自身免疫性脑脊髓炎，并能够
逆转鼠移植物抗宿主病（ＧＶＨＤ）的病情进展［１１］ 。 对于
ＵＣＭＳＣ，其免疫学特性也得到了一定的阐述：Ｓｅｌｍａｎｉ
等［１２］表明 ＵＣＭＳＣｓ可以合成 ＨＬＡ唱Ｇ６———一种 ＨＬＡ的
免疫抑制亚型，Ｐａｔｅｌ等［１３］发现 ＵＣＭＳＣｓ 能够合成免疫
调节因子 ＩＬ唱６。

ＵＣＭＳＣｓ在异种移植方面的作用也得到了一定程
度的研究，Ｗｅｉｓｓ 等［１４］将 ＵＣＭＳＣｓ 移植到帕金森症大
鼠模型中，发现其并没有受到免疫抑制，并能够明显缓
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解帕金森症大鼠的症状，Ｙａｎｇ等［１５］
对脊髓横断大鼠进

行 ＵＣＭＳＣｓ 异种移植后，观察到大鼠症状的明显改善，
而未发生免疫排斥反应。 然而，ＵＣＭＳＣｓ对异种动物的
免疫调节能力机制目前还尚不清楚，本实验将 ＵＣＭＳＣｓ
与犬 ＰＢＭＣ 混合培养后，发现了 ＵＣＭＳＣｓ 对犬 ＰＢＭＣ
增殖的明显抑制，证明其可能对犬淋巴细胞具有免疫
抑制作用，然而，由于免疫调节涉及众多细胞因子，其
免疫机制还有待于进一步探讨。
综上所述，ＵＣＭＳＣｓ不仅具有成骨、成软骨、成脂肪

的多向分化潜能，ＭＳＣｓ 低免疫原性，同时可能对犬淋
巴细胞具有免疫调节能力，有望成为理想的修复骨缺
损，促进骨折愈合种子细胞和免疫调节治疗手段，实验
的结果也可为细胞移植治疗相关疾病奠定体外实验基

础，为 ＭＳＣｓ治疗免疫相关疾病提供理论支持。
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