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[摘  要]  目的：探讨传至10代（P10）的人脐带来源间充质干细胞（P10-hUC-MSC）的生物学特性及功能。方法：人脐带来源

于厦门弘爱医院（伦理批号：HAXM-MEC-20201012-037-01），分离、收集、培养 hUC-MSC并传代培养，收集P1-、P10-hUC-MSC，

FCM检测hUC-MSC表型，细胞衰老β-半乳糖苷酶染色法及FCM法检测终末期细胞衰老与凋亡情况，秋水仙碱处理检测细胞染

色体稳定性，体外成脂、成骨诱导实验检测其多向分化能力，以不同比例与外周血单个核细胞（PBMC）混合培养后FCM检测T细

胞亚群及表型变化。结果：成功分离和培养的P10-hUC-MSC与 P1-hUC-MSC 的表型相似，表现为 CD45、CD34、HLA-DR表达

阴性而CD105、CD90阳性率≥95%。终末期的P1-hUC-MSC和P10-hUC-MSC均表现出β-半乳糖苷酶表达阳性和早期凋亡特征，

细胞染色体核型一致且保持稳定，未发生转化现象。P1-、P10-hUC-MSC在体外都可被诱导分化成脂肪、成骨细胞。P10-hUC-MSC

与PBMC 以 1∶1 混合培养 7 d 后，可显著上调CD4+/CD8+ T细胞比值、CD4+ Treg 细胞比例和PD-1表达（均P<0.01）。结论：
长期传代的P10-hUC-MSC仍然保持其生物学特性和安全性，并具备多向分化能力及免疫调节能力，这为最大限度发挥hUC-MSC

的临床放疗损伤修复与预防作用提供了前期实验依据和指导。
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[Abstract]  Objective: To explore the characteristics and functions of human umbilical cord-derived mesenchymal stem cell (hUC-MSC) 

after 10 passages (P10-hUC-MSC). Methods: Human umbilical cord was obtained from Xiamen Hongai Hospital (ethical lot number: HAXM-

MEC-20201012-037-01), hUC-MSCs were isolated, collected, cultured and passaged, and P1-, P10- hUC-MSCs were collected. FCM was 

used to detect cell phenotypes. Senescence-associated β-galactosidase staining method and Annexin-Ⅴ flow cytometry were adopted to detect 

end-stage cell senescence and apoptosis, respectively. Colchicine treatment was used to detect chromosomal stability. In vitro lipogenesis 

and osteogenesis induction assay was used to examine the ability of multidirectional differentiation of the cells. After co-culture with peripheral 

blood mononuclear cells (PBMC) at different ratios, the T-lymphocyte subsets and phenotypes were detected by FCM. Results: The 

phenotypes of P10-hUC-MSCs were similar to that of P1-hUC-MSCs, showing negative expression of CD45, CD34 and HLA-DR, but high 

positive expression rate (over 95%) of CD105 and CD90. Both groups of P1-hUC-MSCs and P10-hUC-MSCs showed positive β-galactosidase 

expression and early apoptotic characteristics, with no significant difference (P>0.05), and the cell chromosomes remained stable without 

transformation. Both P1- and P10-hUC-MSCs could be successfully induced and differentiated into adipocytes and osteoblasts in vitro without 

significant differences (P>0.05). When P10-hUC-MSCs and PBMCs were co-cultured in the ratio of 1∶1, the proportion of CD4+/CD8+ T 

cells and CD4+ Treg cells, and PD-1 expression were all significantly upregulated ( all P<0.01). Conclusion: The long-term passaged 

P10-hUC-MSCs still maintain their biological characteristics and safety, and possess multi-differentiation and immunomodulatory ability, 

which provide preliminary experimental basis and guidance for maximizing its damage repair and prevention effects in radiotherapy.
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放疗是治疗恶性肿瘤的主要手段，尽管现代放

疗剂量已经降到最低，而且是精确的，但放射引起的

急性或慢性放射损伤仍然存在[1]。为了减少或预防

放射毒性，需要更先进的预防与再生/修复治疗技术

保护放疗患者。干细胞已经成为再生医学、生物工

程和其他临床研究的热点。在各种干细胞类型中，

间充质干细胞（MSC）是最常被研究的[2]。MSC是一

种来源于中胚层的成体干细胞，广泛分布于骨髓、胎

肝、脐带、脐带血等组织中，其中利用人脐带 MSC

（human umbilical cord MSC，hUC-MSC）的相关技术

具有成本低、侵入性小、细胞含量丰富、免疫原性低

等优点，在组织损伤修复中备受关注[3]。作为一种成

体多能干细胞，MSC的生物学特性及其所具有的多

向分化及免疫调节功能在促进放疗损伤修复中可能

起着重要作用[4-5]。目前已有研究[2,6]将MSC治疗应用

于减轻皮肤、肠、脑、肺、肝、心脏等放射损伤方面，但

长期传代次数影响MSC的治疗特性，包括细胞特性、

多向分化能力及免疫调节能力。同时，对于有恶性

肿瘤史的放射损伤患者，MSC的安全性也是临床应

用前需要考虑的首要问题[7]。2013年耿洁等[8]指出，

MSC在体外传至15代时其生物学特性仍保持稳定。

然而，不同的实验室对MSC的分离、培养和扩增程序

有各自的方案，造成了MSC的异质性，从而导致质量

的差异[9]。因此，本课题将重点对本实验室所分离培

养并传至 10代（P10）的 hUC-MSC（P10-hUNMSC）的

细胞表型及安全性进行分析，并探讨P10-hUC-MSC

的分化潜能及免疫调节功能，为尽可能开发 hUC-

MSC的临床应用提供有价值的前期基础研究数据。

1  材料与方法

1.1  材料、试剂

人脐带来源于厦门弘爱医院（伦理批号：HAXM-

MEC-20201012-037-01），人外周血来源于健康志愿

者，志愿者已经被充分知情并签署同意书，并获福建

医科大学肿瘤临床医学院伦理委员会批准（批准号：

SQ2020-087-01）。外周血单个核细胞（PBMC）分离

液购自美国 General Electric 公司，MSC 无血清培养

基购自青岛麦迪赛斯生物科技有限公司，培养皿、培

养瓶购自Thermo Fisher Scientific 公司，0.25% 胰酶

购自Gibco公司，Ⅰ型胶原酶购自Sigma公司，FGF-2、

EGF、BSA 均购自 ABS公司，FCM荧光抗体CD90-

FITC、CD105-PE、HLA-DR-ECD、CD34-PC5、CD45-

PC7、CD4、CD8、CD25、CD127、PD-1及Annexin-V细

胞凋亡检测试剂盒均购自B&D公司。细胞衰老β-半

乳糖苷酶（senescence-associated β-galactosidase，SA-β

-Gal）染色试剂盒购自Beyotime公司，成脂、成骨诱导

分化培养基试剂盒购自Cyagen Bioscience公司。

1.2  hUC-MSC的分离培养与鉴定

将人脐带放置于 100 mm2培养皿中纵向剖开，

0.9 %氯化钠溶液中洗 2~3次，剪成 1~2 mm3大小，加

入Ⅰ型胶原酶(0.2 mg/mL)在室温下轻轻摇动，温和

消化 3 h后，细胞滤网去除未消化组织块，离心收集

细 胞 ，加 入 含 40 ng/mL FGF-2、20 ng/mL EGF、

2%BSA的MSC完全培养基，置于 100 mm2 培养皿

中，37 ℃、5% CO2培养箱中培养至细胞汇合度达约

80%，弃去培养基，加入 0.25%胰酶消化并收集细胞，

135×g离心 5 min后弃上清。细胞重悬于MSC完全

培养基中，移入T175培养瓶中进行传代扩增培养；或

将细胞重悬于PBS中，加入CD34\CD90\CD105\CD4

5\HLA-DR流式荧光抗体进行标记后，FCM检测所培养

的P1-hUC-MSC及P10-hUC-MSC表型变化情况。

1.3  SA-β-Gal染色和FCM检测P1及P10-hUC-MSC

的凋亡情况

1.3.1  体外 SA-β -Gal 活性检测

取体外培养至终末 期 的 P1-hUC-MSC 及

P10-hUC-MSC ，按照 β-半乳糖苷酶染色试剂盒说

明书进行操作：移除细胞上清液，PBS 清洗细胞

2 次，固定液室温下处理 15 min，PBS 洗细胞 2 次

后分别加入 2 mL 新鲜配制的 SA-β -Gal 检测液，

37 ℃下避光处理过夜，次日吸弃SA-β-Gal检测液并

将细胞用PBS清洗2次，显微镜下观察、拍照。

1.3.2  细胞凋亡检测

用 0.25% 的胰酶消化培养至终末期的 P1-hUC-

MSC及 P10-hUC-MSC，230×g离心 5 min，分别收集

细胞。用预冷 PBS（4 ℃）重悬洗涤细胞 1 次 ，

230×g 离心 5 min，收集细胞，加入 300 μL结合缓冲

液悬浮细胞，并加入5 μL的Annexin V-FITC混匀后，

避光室温处理15 min；FCM检测前5 min再加入5 μL

的 PI 染色液，并补加 200 μL 结合缓冲液，最后行

FCM检测。

1.4  吉姆萨染色检测P1-、P10-hUC-MSC的核型

P1-、P10-hUC-MSC培养至其汇合度约 80%时，

分别加入终质量浓度为 0.04 mg/L的秋水仙碱，继续

培养4 h，使细胞停留于有丝分裂中期后，用细胞刮刀

刮下贴壁细胞，并转移至 15 mL离心管中，168×g离

心 8 min，弃上清，加入 4 mL 低渗液（0.075% KCl），

37 ℃水浴处理 5 min，加入 2 mL固定液（甲醇∶冰乙

酸=3∶1），再在 37 ℃水浴处理 5 min，168×g 离心 8 

min，弃上清液，加入 4 mL固定液重悬细胞后再次离

心，重复 2次，重悬细胞并滴片，室温下放置 48 h后

75 ℃烤片 4 h，吉姆萨染液染色 15 min，进行染色体

数目检查和G显带分析，观察50个分裂相并拍照。
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1.5  P1-、P10-hUC-MSC的分化、免疫调节能力的鉴定

1.5.1  体外多向分化能力鉴定

将P1-、P10-hUC-MSC悬液计数后按每孔5×104个

接种于6孔板中，加入MSC完全培养基，37 ℃、5% CO2

培养过夜，每隔3 d换液1次。直至细胞汇合度达到

60%~70%时，按照成脂或成骨诱导分化培养基试剂盒

说明书将完全培养基更换为OriCell成脂或成骨诱导分

化培养基，每3 d更换1次培养基，诱导4周后，吸弃分

化培养液，PBS清洗 2 次；每孔加入 2 mL 4%甲醛，室

温下固定30 min；吸弃固定液，PBS清洗3次。分别采

用油红O或茜素红染液处理30 min后，吸弃染液，PBS

清洗2~3次。将6孔板置于显微镜下观察成脂或成骨

染色效果观察并拍照。

1.5.2  体外免疫调节功能检测

分离健康志愿者PBMC，以1×105个细胞/mL 重悬

于GT-T551 H3 无血清完全培养基（含 1 μg/mL CD3、

500 U/mL IL-2）中，2 mL/孔，同时按照 hUC-MSC∶

PBMC 为 1∶1、1∶10、1∶20 的比例混合培养 7 d 后，

收集细胞，重悬于 PBS中，加入 CD4\CD8\CD127\ 

CD25\PD-1 流式荧光抗体进行标记后，FCM 检测各

组淋巴细胞亚群及 Treg 细胞、PD-1 表达情况，单纯

PBMC 组为对照组。

1.6  统计学处理

采用SPSS 19.0统计软件进行数据处理。所有实

验均独立重复3次。符合正态分布的计量数据以 x̄±s

表示，两组间比较采用独立样本 t 检验，多组间比较

采用单因素方差分析。以P<0.05或P<0.01表示差

异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  成功分离培养hUC-MSC

成功地从不同个体的脐带组织中分离得到了

hUC-MSC，显微镜下观察形状为长梭形贴壁生长，发

现长期传代培养的 P10-hUC-MSC 形状与 P1-hUC-

MSC的相似（图1A）。FCM检测其表型的结果显示，

P10-hUC-MSC 与 P1-hUC-MSC 表型均具有 CD45、

CD34、HLA-DR表达为阴性（表达率≤2%），而CD105、

CD90 阳性率高达≥95% 的特性，P10-hUC-MSC 中

CD105+CD90+细胞比例与 P1-hUC-MSC的相比无显

著性差异 [（97.8±1.3）% vs（97.1±2.1）%，P=0.68]（图

1B、C）。这一结果与国际细胞治疗协会（International 

Society for Cellular Therapy，ISCT）对 hUC-MSC的质

控要求一致。长期传代至P10-hUC-MSC仍然是低免

疫原性（HLA-DR 表达阴性）的，同时维持 CD105、

CD90干细胞标志高表达特征。

A：相差显微镜下hUC-MSC细胞的形态（×100）；B、C：FCM检测P1-hUC-MSC（B）、P10-hUC-MSC（C）的表型。

图1    显微镜和FCM分别观察与鉴定hUC-MSC的形态及表型
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2.2  P1-、P10-hUC-MSC 中绝大多数细胞出现早期

凋亡特征

SA-β-Gal活性检测结果（图 2A）显示，终末期大

部分 P1-、P10-hUC-MSC 被 SA-β-Gal 检测液染成蓝

色，说明不论是 P1-hUC-MSC，或者是经长期传代

至P10-hUC-MSC，均与正常体细胞一样，培养至终末

期后逐渐出现衰老的迹象，停止了分裂增殖，具有

SA-β-Gal活性，而并无无限增殖的特征。

FCM检测细胞凋亡的结果（图 2B）显示，终末期

的大部分P1-、P10-hUC-MSC表现为Annexin-Ⅴ染色

阳性，而PI染色阴性，出现早期凋亡现象。P10-hUC-

MSC 与 P1-hUC-MSC 相比，PI-Annexin-Ⅴ+ 细胞的

比例其差异无统计学意义，此实验结果与 2.2 中

的结果相符，说明长期传代的 P10-hUC-MSC 和

P1-hUC-MSC 相似，培养至终末期均会出现凋亡现

象，并未出现无限增殖的特征。

图2  P1-、P10-hUC-MSC的SA-β-Gal活性（A，×100）及凋亡（B）情况

2.3  P1-、P10-hUC-MSC的核型稳定一致

P1-、P10-hUC-MSC核型检测结果（图 4）显示，

经长期传代的 P10细胞与 P1细胞的核型基本一致，

说明其染色体保持稳定，未出现染色体畸变现象。

图3  吉姆萨染色显示P1-（A，×500）、P10-hUC-MSC（B，×500）的核型
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2.4  P1-、P10-hUC-MSC 在体外向脂肪细胞和成骨

细胞分化能力相似

对诱导 4周后的P1-、P10-hUC-MSC进行油红O

染色，显微镜下呈现红色油滴的细胞即为脂肪细胞，

每 100个细胞中脂肪细胞的比例在两组间无明显差

异[（30.5±3.1）% vs （35.0±4.7）%，P=0.24，n=7；图 4A]。

同样，成骨细胞染色结果（图4B）显示，P10-、P1-hUC-

MSC都具有相似的成骨细胞分化能力，出现大量被

茜素红染成红色的钙结节，每个视野中所形成的钙

结节数量在两组间并无明显差异[（4.5±2.0） vs （4.0±

2.0）个，P=0.57，n=7]。实验结果说明，经过长期传代

后的 P10与 P1的 hUC-MSC向脂肪细胞和成骨细胞

分化的能力相似。

A、B：P1-、P10-hUC-MSC诱导后的油红O染色（A）和茜素红染色（B）情况（图4A、B左图放大倍数：×50）。图A中绿色箭头指标被

油红O染色的脂肪细胞，图B中红色箭头指示被茜素红染色的钙结节。

图4    P1-、P10-hUC-MSC体外诱导分化为脂肪细胞和成骨细胞

2.5  P10-hUC-MSC具有明显的免疫调节能力

收集按照不同比例 PBMC 和 P10-hUC-MSC 混

合培养 7 d 后的细胞，FCM 检测 T 细胞亚群及

CD8+ T 细胞表面抑制性分子 PD-1 的表达，结果

（图 5）显示，与 PBMC 组相比，当 P10-hUC-MSC

与 PBMC 以 1∶1、1∶10、1∶20 比例混合培养时，

CD4+ T 细胞中 Treg 细胞的比例均显著升高（图

5A、B、C，P<0.05 或 P<0.01）。 P10-hUC-MSC 与

PBMC 的比例为 1∶1 时，CD4+/CD8+ T 细胞比值与

单纯 PBMC组的相比显著升高（图 5A、D，P<0.01），

且其中PD-1阳性细胞比例明显高于 PBMC 组（图

5A、E，P<0.01），其余各组与单纯 PBMC 相比没

有明显差异（P>0.05）。研究结果显示，P10-hUC-

MSC与 PBMC 1∶1混合后 7 d仍具有显著的免疫调

节能力。

3  讨  论

肿瘤放射治疗根据剂量和照射区域的不同，对

各种组织或器官，特别是皮肤、肠、脑、肺、肝和心脏

造成严重和不可逆的损伤[10]。hUC-MSC由于其取材

方便、不涉及伦理学问题及增殖能力强等优势，已经

在临床放疗损伤修复中显示出较高的应用价值[11]。

然而，原代培养的hUC-MSC数量不足以满足临床需

求。为了使MSC尽最大可能发挥临床作用，本研究

对经过长期传代的P10-hUC-MSC进行了细胞特性及

功能鉴定，为hUC-MSC最大限度地发挥辐射修复的

临床治疗应用提供前期研究数据。

不同实验室有各自的 MSC 分离、培养、扩增

程序，导致 MSC 异质性和质量差异，这种异质性

会导致实际结果与预期的偏差，成为临床应用

MSC 的巨大障碍 [12]。 ISCT 已对 MSC 进行定义，

把 CD73、CD90 和 CD105 作为 MSC 的标志性表面

抗原 [13]。利用本研究分离培养程序所扩增的 P1

及长期传代至 P10 的细胞流式鉴定结果显示，二

者细胞表型与 ISCT 定义的 MSC 表型均保持

一致。

MSC的基因组不稳定性是临床使用MSC的重

要问题之一，因为它使细胞获得肿瘤细胞特征[14]。因

此，细胞遗传学分析对于验证MSC的安全性至关重

要，因为维持正常的核型是MSC遗传稳定性的可靠

指标[15]。本研究通过对P1-、P10-hUC-MSC致瘤性及

染色体稳定性进行比较，结果显示，培养至终末期的
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P10-hUC-MSC与 P1-hUC-MSC相似，均表现出衰老

及早期凋亡特征，但染色体均保持稳定而未出现恶

性转化特征。这与耿洁等[8]的实验结果基本一致。

P10-hUC-MSC和PBMC不同比例混合培养7 d后的CD4+、CD8+ T细胞亚群及PD-1表达（A、D、E）

和Treg细胞数量（B、C）。*P<0.05，**P<0.01。

图5    P10-hUC-MSC与PBMC以不同比例混合培养后的T细胞亚群的分析

MSC的多向分化潜能和免疫调节能力对于缓解

放疗引起的炎症损伤至关重要[16]。有研究[17-18]发现，

经尾静脉注射入辐照小鼠的骨髓MSC可分化为肺上

皮细胞和内皮细胞。同时基于MSC的治疗被证明可

通过增加Th1免疫反应向Th2免疫反应的转化，抑制

CD4+ T 细胞的活化，增加 Treg 细胞数量[19]。然而

MSC 功能似乎随着培养代数的增加而下降 [5]。

本研究通过对长期传代后的 P10-hUC-MSC 进行

诱导分化，结果显示其仍具备成脂、成骨细胞分

化能力，与 P1-hUC-MSC 无显著性差异。同时还

发现，P10-hUC-MSC与PBMC以1∶1混合培养7 d后

仍具有显著的免疫抑制效应，表现为CD4+ T/CD8+ T

细胞比值显著升高，并诱导促进 CD4+ Treg 细胞产生

及 CD8+ T 细胞中 PD-1 表达的增高。该结果与

HUANG等[20]报道的“从P3到P25，hUC-MSC的三个

生物学特性（黏附可塑性、特异性表面抗原表达、多

能分化潜力）符合 ISCT的标准”的结果相符。

MSC作为再生/修复剂或在放疗后直接作为预

防药物使用已经显示了广阔的应用前景。本研究通

过一系列生物学特性的研究验证了长期传代的P10-

hUC-MSC保持了MSC细胞的特性，这为在保持其有

效性及安全性的基础上尽可能开发MSC应用于放疗

损伤修复治疗奠定了坚实的前期研究基础。然而，

长期传代的细胞可能涉及多种分子机制的变化，如

其多向分化潜能可能涉及到HOX基因表达、DNA甲

基化等表观遗传修饰变化的影响[21]，仅通过生物学表

征的研究还远远不够，其具体的分子机制还有待后

期进一步的研究探索。
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