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人脐带间充质干细胞的培养鉴定及其向神经元细胞分化的研究
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［摘要］目的 研究脐带间充质干细胞（UC-MSCs）在体外分离、培养、扩增和鉴定以及向神经元分化的

方法．方法 30例符合入选标准的脐带采用贴壁法分离得到 UC-MSCs，选用 20% FBS血清培养液进行原代培

养，再选用 10% FBS扩增培养液进行一般传代．用神经分化培养基诱导 UC-MSCs向神经细胞分化，在荧光显

微镜下观察细胞形态，透射电镜观察 UC-MSCs超微结构，用流式细胞仪分析其表面特性，采用直接和间接免

疫荧光法检测细胞悬浮液的表型特征，用抗人神经纤维 M、突触素、微管蛋白、半乳糖神经酰胺的单克隆抗体

检测各代之间神经诱导形成率．结果 12 h后细胞开始贴壁生长，超微结构观察表现出未分化细胞的特征，

CD123、 CD49、CD29、CD73 和 CD166 均为阳性，免疫荧光检测人 UC-MSCs 分化成神经细胞．结论

UC-MSCs长期传代培养，生物学特性稳定，具有向神经细胞分化的潜能．
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［Abstract］ Objective To establish an useful method to isolate and culture umbilical cord mesenchymal

stem cells（UC-MSCs） and induce it to neural differentiation．Methods Thirty human umbilical cords

（UCs） were obtained from pregnant women with their written consent and the approval of the Clinic Ethnics

Committee， the primary UC-MSCs were isloated by adherent culture in the medium contains 20% fetal bovine

serum（FBS）， then they were maintained in the medium contains 10% FBS and induced to neural cells in neural

differentiation medium．Their formations were observed by fluorescence microscope， their ultrastructure were

detected by transmission electron microscope，and their surface markers were checked by flow cytometry．The
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脐带间充质干细胞是一类存在于人脐带中，

具有多向分化潜能和自我更新能力的细胞群．它

取材方便，来源广泛，其使用属“废物利用”，不

受伦理、道德限制，可以为实验和临床提供充足

的细胞来源，特别能为神经系统疾病的治疗带来
新的希望．然而脐带间充质干细胞的生长、分化

过程的内部作用机制尚有很多问题不明，而且其

临床应用必须以在体外获得高数量和高纯度的脐

带间充质干细胞为基础．笔者对如何在体外培养、

扩增和鉴定脐带间充质干细胞，以及脐带间充质

干细胞在体外能否分化为神经元进行研究，以期

为将来应用脐带间充质干细胞修复神经损伤打下
基础．

1 材料与方法

30例脐带在征得产妇同意后采集，所有待产
产妇的输血前九项检测必需阴性，实验经医院伦

理委员会批准．

1.1 试剂耗材

胎牛血清，α-MEM完全培养基．含有 1 000

g/L葡萄糖和谷氨酰胺的 DMEM，2%FCS，10-7M

的地塞米松，0.5 滋M亚油酸，10 ng/mL血小板衍

生生长因子， 10 ng/mL 表皮生长因子 （R&D

Systems），50 滋g/mL庆大霉素，8孔的细胞腔室培

养系统（NUNC）．

1.2 分化检测试剂

Abs抗人 M神经丝，突触素，微管素，半乳

糖神经酰胺（Chemicon），PE标记的羊抗鼠免疫

球蛋白抗体.

1.3 细胞表面标志检测试剂

抗人的单克隆抗体 （Abs） CD14，CD29，

CD34， CD44， CD45， CD90， CD73， CD105，

CD106，HLA-ABC和 HLA-DR，荧光标记的鼠抗

免疫球蛋白（serotec （oxford，UK）（immunotech

beckman coulter，Paris，France）．适当的同型对照

从 BD Pharmingen公司获得．

1.5 UC-MSC的分离培养
将符合入选标准的脐带用含 PS 的 PBS 洗 3

次，然后剔除动脉，将静脉剪开，然后用刀片刮

除静脉内膜．加入 PS的 PBS洗 3次．将脐带剪

成小块，用眼科剪剪碎至 1 mm×1 mm×1 mm大

小，用 0.1%胶原酶Ⅳ，40℃ 30 min消化，再加

0.25%胰酶 40℃消化 30 min，小牛血清终止消化，

滤网过滤，离心，沉淀用含 20％胎牛血清的

α-MEM完全培养基放入 175 cm×175 cm培养瓶

于 5% CO2，37℃培养．

1.6 UC-MSC的传代培养
将长成单层的细胞用 0.062 5％胰酶 /EDTA消

化后制备细胞悬液按一定比例传代，大约 5 d左

右成单层，继续传代，每 3代检测细胞表面标志

1次，第 3代和 23代进行染色体的检测，并在第

5代进行致瘤实验和安全性实验．

1.7 超微结构观察

透射电镜观察脐带间质干细胞超微结构，取
生长良好的第 3、7、20代对数期细胞，经胰蛋白

酶常规消化，生理盐水洗涤 1次，制成单细胞悬

液，计数细胞，调整浓度为 1.0×10 6个 /mL，取

1 mL细胞悬液，缓慢加入电镜专用固定液，送电

镜室进行检测．

1.8 UC-MSC的鉴定
细胞悬浮液的表型特征采用直接和间接免疫

荧光检测法，操作流程按说明书进行．

1.9 向神经细胞诱导分化培养方案

（1） 计数 UC-MSCs 并用完全 α-MEM 培养

基调整细胞浓度为 20 000/mL；（2）分配细胞悬

液到腔室培养系统中，10 000个 /cm2；（3）第 2

天，倒弃培养基并用相同体积的神经分化培养基

neural cells phenotypes were monitored by direct or indirect immunofluorescence，and the ratio of neural cells were

measured by monoclonal antibodies to human neurofilament M， synaptophysin， tubulin， and

galactoserebroside．Results The primary UC-MSCs were adherent after 12 h culture，and their ultra-structure

were similar to undifferentiated cells．The surface markers were CD123+、 CD49+、 CD29+、 CD73+ and
CD166+．The neural cells were detected by immunofluorescence．Conclusions It is a convenient method to

isolate and culture of UC-MSCs by adherent culture．UC-MSCs are stable in the growth medium after long-term

passage．UC-MSCs have the potential to differentiate into neural cells.

［Key words］ Umbilical cord mesenchymal stem cells；Neural cells；Differentiation
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更换或者是完全 α-MEM培养基； （4） 培养 2

周，在此期间每周 2次更换新鲜相同的培养基．
1.10 向神经细胞诱导分化鉴定

（1）从载玻片上分离腔体并用 PBS洗涤载玻

片 2次；（2）固定加入甲醇 10 min -20℃孵育；

（3）用 PBS洗涤 3次；（4）分别滴加适当浓度

的一抗（鼠抗人 M神经丝、突触素、微管素、半

乳糖神经酰胺，每个抗体 2复孔，对照加兔抗人

多克隆抗体，37℃孵育 1 h；（5） PBS洗 2次；

（6） 加 PE 标记的兔抗小鼠 IgG 或山羊抗兔 IgG

（二抗） 室温孵育 40 min；（7） PBS 冲洗 2 次；

（8）荧光显微镜下观察（波长＝570 nm），拍照．

2 结果

2.1 UC-MSC的分离和传代结果
消化组织块 12 h后细胞开始贴壁，72 h形成

散在的纺锤状细胞．72 h后出现散在的纺锤状、

梭形贴壁细胞，第 7天细胞数量陡增，多数细胞

成梭形，少数细胞呈三角形．第 10～14天，细胞

呈片状融合达到 80%～90%，呈现规则平行排列

生长，细胞的两极有规律地排列成束状，有的呈

漩涡状，见图 1.

图 1 脐带间充质干细胞病理切片和原代细胞

Fig. 1 The pathological section of umbilical cord mesenchymal stem cells and the primary cells

A:脐带病理切片低倍镜下 20×；B:脐带病理切片高倍镜下 40×；

C:原代脐带消化接种后 72 h，分裂相增多 40×；D:原代脐带生长至 7～8 d时，呈致密单层，束状、漩涡状排列 40×．

A

B

C

D

2.2 超微结构观察结果

细胞呈椭圆形，单细胞核，核质比较大，核

仁大而明显；胞质丰富，有大量微丝，胞浆内可

见核糖体和线粒体，其他细胞器较少，常染色质

较少，异染色质较多；细胞表面有微绒毛．表现

出未分化细胞的特征．考虑为非幼稚细胞，称为

干细胞样细胞，图 2 .

2.3 UC-MSC的鉴定
2.3.1 UC-MSC表面标志检测 从培养的 3～23

代，CD123、CD49、CD29、CD73和 CD166 均为

阳 性 ， 造 血 干 细 胞 标 志 CD34、 CD45RA、

CD45RB、 CD45RO 阴性，组织相容性抗原

HLA-DR阴性，见表 1，图 3.

2.3.2 UC-MSC的神经分化结果 人脐带间充质

干细胞能够分化成神经细胞，通过抗人神经纤维

M，突触素，微管蛋白，半乳糖神经酰胺的单克

隆抗体可以检测到，见图 4.
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图 4 人脐带间充质干细胞成神经细胞分化图（免疫荧光检测）

Fig. 4 The differentiation of UC-MSC to neural cells(immunofluorescence)
A:M神经丝结合；B:突触素结合；D:微管素结合；E: 半乳糖神经酰胺结合；C、 F:对照.

图 3 UC-MSC流式细胞检测图
Fig. 3 The flow cytometric results of UC-MSC

图 2 透射电镜示 UC－MSCs的超微结构
Fig. 2 The ultrastructure of UC－MSCs under transmission electron microscope
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3 讨论

间质干细胞（mesenchymal stem cells，MSCs）

来源于中胚层，也称多能间充质基质细胞

（multipotent mesenchymal stromal cells），为多能干

细胞的一种，它最早发现于骨髓中，具有向三种

胚层细胞分化的多向分化潜能 [1]，具有低免疫原

性、不刺激产生同种异体免疫反应、不被细胞毒

性 T 细胞和 NK 细胞杀伤，以及免疫调节作用
[2，3]．1976 年，Friedenstein [4]和他的同事第一次发

现并成功用贴壁培养的方法分离了这群细胞．间

质干细胞这一概念是由 Mauren Owen[5]及其同事在

Friendenstein 工作的基础上提出来的，又因

Arnold Caplan[6]的关系得以在 20世纪 80年代末及

90年代被科学界广为接受而得到普遍应用．随着

研究的深入，证明该群细胞并非是一个单一的细

胞群体，而是一个包含了许多干 /祖细胞的混合
群 体 ．2005 年 “ 国 际 细 胞 治 疗 协 会 ”

（international society for cellular therapy，ISCT） 将

这群细胞命名为 MSCs，并提出并不是所有的

MSCs均是干细胞[7]．ISCT还规定了 MSCs鉴定的

3个标准[3]：（1） MSCs在标准培养条件下粘附于

塑料制品生长； （2） MSCs表达 CD105， CD73

和 CD90；不表达 CD45， CD34， CD14（或

CD11b）， CD79a （或 CD19），也不表达主要组织

相容性抗原 HLA-DR；（3） MSCs在体外培养，

分子标志
培养代次

P3 P8 P23

CD11 0.11 0.24 0.15

CD13 92.25 95.12 96.14

CD166 99.41 98.65 95.80

CD49b 95.19 99.0 94.6

CD73 97.42 99.73 95.25

CD29 92.80 100 97.70

CD123 2.46 1.57 2.12

HLA-DR 3.88 3.76 0.29

CD34 0.13 0.03 4.71

CD45RA 0.37 0.51 0.42

CD45RB 0.32 0.28 0.36

CD45RO 0.41 1.27 1.58

表 1 UC-MSC培养第 3代、第 8代、第 23代表面标志

Tab. 1 The surface marker of UC-MSC at the 3rd,

8th, and 23rd generation

能分化成为骨细胞、软骨细胞和脂肪细胞．2003

年 Romanov [8]等从脐静脉内皮下层成功分离出
MSCs，2004年台湾学者 Hwai-Shi [9]也成功的在脐

带中分离并培养成功 MSCs，国内细胞产品国家工

程研究中心也于 2006年从脐带中成功分离出大量

的 MSCs[10]．脐带 MSCs的优势在于： （1）脐带

为分娩后的废弃物，取材方便，来源广泛，易于

收集、保存、冷冻，不受伦理、道德及法律方面

的争论与限制；（2）相对纯净，与干细胞输注相

关的病毒和病原微生物感染率远低于骨髓移植；

（3）人脐带 MSCs含量丰富，较为原始，分化能

力强，可在体外进行分离、培养，扩增迅速，且

生物性能稳定，多次传代扩增仍能保持旺盛功能，

可以为实验和临床提供充足的细胞来源；（4）人

脐带 MSCs不表达或低表达组织相容性标记，免

疫原性低，异体移植无免疫排斥反应或反应较弱，

不须经过严格配型即能使用，适宜于不同个体之

间的移植；（5）易于转染外源基因，可作为携带

自杀基因或抗癌药物的载体细胞用于抗癌治疗，

是细胞治疗和基因治疗的理想靶细胞；（6）脐带

MSCs具有跨胚层向多组织细胞分化的潜能和自我

更新的高增殖潜能，有向神经细胞、成骨细胞、

软骨细胞、肌肉细胞、脂肪细胞等分化的能力使

其拥有广泛的临床应用前景，为神经系统疾病、

心血管疾病、自身免疫性疾病、糖尿病、骨缺损

等的治疗带来新的希望．然而，无论哪一种组织

来源的 MSCs，要为组织工程、修复和免疫调节提

供种子细胞，都必须以高数量和高纯度的细胞为

基础．因此，本研究着重探索建立脐带间质干细

胞的体外分离纯化和培养扩增体系，系统研究了

培养 30代次内的 UC-MSCs的细胞生物学特性．

3.1 UC-MSCs的分离、纯化
目前，在体外从脐带分离获得 UC－MSCs方

法主要有： （1） 酶消化法，脐带剪碎至约 1

mm3，经 0.1 %胶原酶和 0.125%的胰酶 37℃消化，

去除未消化的组织后贴壁培养．此种方法细胞单

层形成时间早，约 7 d左右，但成本较高；（2）

组织块贴壁法：脐带剪碎至约 1 mm×1 mm×1

mm后贴壁培养，此种方法第一代细胞单层形成

时间较晚，约 12 d左右，但成本较低．本实验采

用脐带贴壁法分离得到 UC-MSCs，笔者认为该方

法具有操作简便、细胞较纯，并能保持 UC-MSCs

生物学特性及免疫学特性的优点．



3.2 UC-MSCs的传代培养及生长特性
目前，间质干细胞培养液的配方并不统一，

包括含血清和无血清培养基两种．基础培养基包

括 a-MEM、 IMDM、 DMEM-LG、 DMEM/ F12、

RMPI- 1640．在间质干细胞培养中，前 3种基础

培养基应用较多．含血清培养基主要有 20%胎牛

血清或 9%胎牛血清加 9%马血清，再配上基础培

养基，一般不再添加辅助的干细胞生长因子或其

他微量添加剂．而无血清培养基或低血清培养基，

由于缺少细胞生长的必需成分及细胞增殖所必需
的生长因子，必须补充一些生长因子[4，5]．本实验

在间质干细胞的原代培养时选用 20% FBS血清培

养液，一般传代后选择 10% FBS扩增培养液．在

培养 UC-MSCs的过程中发现，血清对 MSCs的生

长有一定的影响．在同一浓度下，加入胎牛血清

培养的 MSCs比加入小牛血清培养的 MSCs生长得

快；对于同一种血清，血清浓度对 MSCs的生长

也有影响，20%胎牛血清培养的 MSCs比 10%胎

牛血清培养的 MSCs生长得快．综合细胞生长情

况，笔者认为 10%～15% FBS为 MSCs的最佳血

清浓度，10% FBS是诱导分化的最佳血清浓度．

在传代培养中，接种密度及培养条件是影响体外

培养间质干细胞增殖潜能的重要因素．有些研究

者认为低密度接种有利于 MSCs的增殖，高密度

接种由于细胞间的相互接触或细胞释放某些因子

到培养基中从而影响 MSCs 的增殖．本实验中，

通过最适接种浓度试验发现，以 1～2×103 个
/cm2接种，置 37℃、5% CO2、饱和湿度的孵箱中

培养，生长最佳，传代至 30代均较为稳定．本研

究中分离培养的 UC-MSCs 形态学特性与文献报

道基本一致，光镜下传代培养的 UC-MSCs呈均

匀分布，形态呈纺锤形、长梭形，贴壁稀疏时，

长梭形细胞的两极朝向不规律，细胞排列混乱，

细胞之间往往通过突起相连接；出现致密的贴壁

细胞层时，细胞的两极有规律地排列成束状，有

的呈漩涡状．透射电镜显示：细胞呈椭圆形，单

细胞核，核质比较大，核仁大而明显；胞质丰

富，有大量微丝，胞浆内可见核糖体和线粒体，

其他细胞器较少，常染色质较少，异染色质较多；

细胞表面有微绒毛．表现出未分化细胞的特征．

考虑为非幼稚细胞，称为干细胞样细胞．细胞器

丰富，有微绒毛结构，核浆比较大，说明细胞蛋

白合成和分泌能力旺盛，能够大量摄取营养物

质，功能活跃，显示了干细胞的幼稚特性，而

间质干细胞的这种低分化状态构成了其强大的自

我复制和能够向多种组织分化的基础．

3.3 UC-MSCs的表型
间质干细胞无特异性表面标志．与造血干细

胞不同，对于 MSCs的表面标志物目前尚无确定

结论．利用流式细胞仪研究显示，MSCs的表面抗

原具有非专一性，它表达了间质细胞、内皮细胞

和表皮细胞的表面标志．主要包括以下四类[11-13]：

（1） 粘附分子类：表达 ALCAM（CD166）、
ICAM-1（CD54）、 ICAM-2 （CD102）、 LFA-3

（CD58）、 NCAM （CD56）、HCAM （CD44）、

VCAM（ CD106） 等 ， 但 不 表 达 P2selectin

（CD62P）及 PECAM-1（CD 31） 等；（2）生长

因子和细胞因子受体：表达 IL-1 受体 （CD121

）、IL-3 受体 （CD123）、 IL-6 受体 （CD126）、

IL-7 受体 （CD127）、 IFN-γ 受体 （CDw119）、

TNF-α受体（CD120a）、FGF受体、PDGF受体

（CD140a） 等，不表达 IL-2受体（CD25）；（3）

整和素家族成员： 表达 VLA-α1 （CD49a）、

VLA-α2 （CD49b）、VLA-β（CD29）、β4整和

素 （CD104） 等，不表达 LFA1 -α（CD11a）、

Macl（CD11b）等； （4） 其它分子：表达 SH2、

SH3、 SH4、 Thy1 （CD90）、 5' 末端核苷酸酶

（CD73）、Endoglin（CD105） 等，不表达 CD34、

CD45、MHC Ⅱ类分子以及其刺激因子 B7-1

（CD80）、B7-2（CD86）等．
本实验用流式细胞仪分析 UC-MSCs 的表面

抗原，结果显示，UC-MSCs 均 CD13、CD29 、

CD44、CD49、CD73、CD105，阳性率均在 90%

以上；而 CD11b、 CD34、 CD45、 HLA-DR 阴

性．而且，在传代培养的 23代细胞内，总体无明

显差异．说明 UC-MSCs长期传代培养后，生物

学特性稳定．

3.4 UC-MSCs的多向分化潜能
间质干细胞缺乏特征性标志，故多向分化能

力的鉴定是鉴定 MSCs的重要方法[9]．本研究用神

经分化培养基诱导 UC-MSCs 向神经细胞分化，

用抗人神经纤维 M、突触素、微管蛋白、半乳糖

神经酰胺的单克隆抗体可以检测到各代之间神经

诱导形成率无显著性差异．证明 UC-MSCs 具有

向神经细胞分化的潜能．

综上所述，本实验通过脐带贴壁法获得了高
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纯度、高活性的原代 UC-MSCs．通过体外培养扩

增获得了生物学性状稳定的 UC-MSCs细胞系．

对 UC-MSCs细胞系进行鉴定，形态学鉴定其为

成纤维样细胞；生长特性鉴定其粘附于塑料制品

生长；细胞表型鉴定其稳定表达 CD13、CD29 、

CD44、 CD49、 CD73、 CD105，不表达 CD11b、

CD34、CD45、HLA-DR；多向分化潜能鉴定其能

够分化为神经细胞．比较体外培养扩增的不同代

次 的 CD13、 CD29、 CD44、 CD49、 CD73、

CD105，阳性率均在 90%以上；而 CD11b、

CD34、CD45、HLA-DR 细胞系的生物学特性，

经统计分析，23代次内的 CD13、CD29、CD44、

CD49、CD73、CD105，阳性率均在 90%以上；而

CD11b、CD34、CD45、HLA-DR 生物学性状稳

定，无显著差异．因此，本实验分离纯化、培养

扩增得到的 CD13、CD29、CD44、CD49、CD73、

CD105，阳性率均在 90%以上；而 CD11b、
CD34、CD45、HLA-DR 可用于后续实验，而且

在 3～15代次内应用，效果较好．为后续的科研

和临床研究奠定了基础．
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