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［摘　要］目的：观察人脐带间充质干细胞对裸鼠的致瘤性。方法：培养扩增人脐带来源的间充质干细胞，制
备成细胞生理盐水混悬液注射裸鼠。观察８周裸鼠体内有无肿瘤生长。结果：裸鼠注射细胞后无明显不适，８
周观察期内裸鼠体内未见肿瘤生长，病理组织学检测未见异常。结论：人脐带间充质干细胞导致肿瘤发生的可

能性低。
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　　近年来，干细胞技术在生命科学领域得到越来
越多的应用。利用干细胞修复受损组织可重建其

功能，在肝硬化、类风湿性关节炎、糖尿病、脑瘫、脊

髓损伤、骨折不愈合、视网膜色素变性等诸多疾病

的治疗中疗效良好［１］。间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙ
ｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）最初发现存在于骨髓中，目前
已能从脐带、脐血和羊水中分离和制备［２］。ＭＳＣｓ
具有免疫调控、造血支持、连续传代和冻存后仍有

自我复制和多向分化潜能等特点，在特定的诱导条

件下，可分化为多种组织细胞，可作为种子细胞用

于组织器官损伤修复和抗衰老［３］。脐带来源的间

充质干细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＨＵＣＭＳＣｓ）因其增殖能力强、取材方便，
在转化医学和组织工程中展现出广阔的应用前

景［３］。但有关干细胞的安全性存在一定争议，有

学者认为肿瘤源自干细胞 ［４］。因此，作为种子细

胞的ＭＳＣｓ的安全性是临床前研究必须明确的基
本问题。裸鼠由于其先天胸腺缺失，Ｔ、Ｂ淋巴细胞
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功能和胸腺依赖免疫功能完全缺乏，是致瘤实验的

理想动物［５］。本试验旨在通过 ＨＵＣＭＳＣｓ对裸鼠
的致瘤性试验，为临床使用ＨＵＣＭＳＣｓ提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
新生儿脐带（贵阳仁爱医院妇产科提供），胎

牛血清（ＦＢＳ，美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），０２５％胰蛋白酶
（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），无血清培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ
公司），ＬＤＭＥＭ培养液（美国Ｇｉｂｃｏ公司），流式检
测试剂盒（ＰＥ、ＡＰＣ、ＦＩＴＣ、Ｃｙ５５，美国 ＢＤ公司），
ＣＯ２培养箱（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｏｒｍａ公司），倒置相差
显微镜（日本 ＰＡＮＡＳＯＮＩＣ公司），流式细胞仪
（ＭＯＦＬＯ，美国贝克曼库尔特公司）。Ｂａｌｂ／ｃ裸鼠
（北京华阜康生物科技股份有限公司，合格证号

ＳＣＸＫ、２００９－０００４）。
１２　方法
１２１　ＨＵＣＭＳＣｓ培养及鉴定　无菌操作下采集
符合条件（产妇年龄２０～３５岁，健康，无各种遗传、
传染性疾病；胎儿足月，健康，体重超过２５ｋｇ）新
生儿的１０～１５ｃｍ长脐带一条，去除脐带动静脉血
管和外膜层，取华尔通胶，剪刀剪碎成 １ｍｍ×
１ｍｍ×１ｍｍ，平铺接种于７５ｃｍ２培养瓶，加入含
１０％ ＦＢＳ的 ＬＤＭＥＭ液１０ｍＬ，培养箱５％ ＣＯ２，
３７℃饱和湿度培养，倒置相差显微镜观察，５ｄ后
半换液，以后每４～５ｄ全换液，待细胞融合达５０％
以上去除华尔通胶，继续培养。细胞融合至８０％
～９０％传第１代，之后加用含有生长因子的无血清
培养基。传至第４代，应用流式细胞仪检测细胞膜
表面分子ＣＤ９０、ＣＤ４４、ＣＤ１０５、ＣＤ７３的表达。
１２２　实验分组及观察　参照《中华人民共和国
药典》三部 （２０１０版）标准 ［６］，取８周龄，体重１８
～２０ｇ的雌性 Ｂａｌｂ／ｃ裸鼠１０只。按随机数字表
法分为对照组和实验组，每组５只。动物在具有独
立通气笼盒（ＩＶＣ）的 ＳＰＦ级屏障系统条件下饲
养。室温控制在２６～２８℃，相对湿度保持在４０％
～６０％。标准饲养盒内喂养，每盒２～３只，每日照
明１２ｈ。实验组裸鼠于单侧前、后腿内侧皮下分别
接种培养至第４代的含 ＨＵＣＭＳＣｓ１×１０９／Ｌ的细
胞悬液０５ｍＬ。对照组同一部位注射等量生理盐
水。观察裸鼠８周内有无瘤体生长及其他不良反
应发生；于注射后第８周末处死裸鼠，并行常规组
织病理学检查。

２　结果

２１　ＨＵＣＭＳＣｓ的培养、鉴定及收集
２１１　细胞培养　接种约１周可见细胞贴壁生
长。接种２周左右细胞融合达５０％，呈梭形、流水
样生长分布；培养 ３周左右，细胞融合达 ８０％ ～
９０％。加用含有生长因子的无血清培养基后，生长
迅速。１传２，３～５ｄ可传下一代。见图１。

图１　培养至第４代的人脐带间充质干细胞（４０×）
Ｆｉｇ．１　ＨＵＣＭＳＣｓｃｕｌｔｕｒｅｄｔｏｔｈｅｆｏｕｒｔｈｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
２１２　流式细胞鉴定　流式细胞仪检测结果显
示，培养至第４代的细胞，流式检测显示ＣＤ１０５＋、
ＣＤ９０＋、ＣＤ７３＋、ＣＤ４４＋，ＮＯＴＨＵＣＭＳＣｓ－。见
图２。
２１３　ＨＵＣＭＳＣｓ收集　细胞使用前弃培养液，生
理盐水洗涤两遍后加入０２５％胰蛋白酶２ｍＬ，置
３７℃培养箱消化 ３ｍｉｎ，等量 ＬＤＭＥＭ液终止消
化。吸管吹打使贴壁细胞游离，后收集入离心管

８００ｒ／ｍｉｎ离心，生理盐水洗涤两遍重悬成细胞悬
液备用。台盼蓝染色计数活细胞数达９０％以上。
２．２　裸鼠注射ＨＵＣＭＳＣｓ后观察

８周观察期内裸鼠未见明显不良反应，无死
亡。注射ＨＵＣＭＳＣｓ悬液第８周末，经处死解剖未
见瘤体形成。病理检查示正常组织结构，未见有集

落形成及特殊病变。见图３。

３　讨论

ＭＳＣｓ具有分化形成多种成熟细胞的能力，特
别是其跨胚层、跨系统的分化潜能，对多系统疾病

的治疗、器官的重建以及损伤的修复有着重大的影

响。ＨＵＣＭＳＣｓ作为一类免疫缺陷细胞，异体移植
免疫排斥反应弱，不同个体之间的移植，不需配型

即可使用［９－１０］。ＭＳＣｓ独特的生物学特征在再生
医学中展现出诱人的应用前景，成为了研究的热

点。裸鼠具有免疫缺陷特点，异种移植时不产生排
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图２　ＨＵＣＭＳＣｓ免疫表型
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｉｍｍｕｎｏｐｈｅｎｏｔｙｐｅｏｆＨＵＣＭＳＣｓ

图３　裸鼠注射ＨＵＣＭＳＣｓ部位病理学
结果（ＨＥ，×４０）

Ｆｉｇ．３　ＨｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｆｉｎｄｉｎｇｓｏｎＨＵＣＭＳＣｓ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓｉｔｅｏｆｎｕｄｅｍｉｃｅ

斥反应［５］，在裸鼠皮下接种已知可致瘤（或癌）性

细胞可生长成具有原发瘤组织形态、染色体组型及

免疫特点的实体瘤［１１－１２］。因此，在药品、生物制品

的安全性评价领域以及免疫、肿瘤研究中占据愈来

愈重要的地位。

胚胎干细胞移植可形成多种畸胎瘤已被学界

公认，Ｈｏｕｇｈｔｏｎ等［１３］报道骨髓源性干细胞移植可

导致胃癌，Ｍａｔｓｕｂａｒａ等［１４］认为干细胞导致的新生

血管可能形成血管瘤。本试验通过机械法分离、培

养、扩增可获得大量 ＨＵＣＭＳＣｓ，将传至第 ４代的
ＨＵＣＭＳＣｓ进行流式细胞仪检测显示 ＣＤ１０５＋、
ＣＤ９０＋、ＣＤ７３＋、ＣＤ４４＋，ＮＯＴＨＵＣＭＳＣｓ－，符合
ＭＳＣｓ的生物学特征［７－８］。将 ＨＵＣＭＳＣｓ移植在
Ｂａｌｂ／ｃ免疫缺陷裸鼠皮下，细胞用量按公斤体重
计，为临床通常用量的５００倍。增加干细胞的移植
数量，就会加大致瘤的风险［１５］。但经８周后解剖
学及病理组织学检查未发现异常。通过其对裸鼠

的致瘤性研究，结果初步表明，经过短期传代培养

的ＨＵＣＭＳＣｓ不具有致瘤性，这与文献［１６］报道相

符。ＨＵＣＭＳＣｓ容易获得，采集对产妇和新生儿均

不会带来任何创伤和不良反应，且病原微生物感染

及传播几率相对较低，亦不涉及法律和伦理方面的

争议，是组织工程理想的种子细胞，实验结果初步

表明其传代早期的细胞应用于临床是安全的。目

前其临床应用尚处于起步阶段，有关 ＨＵＣＭＳＣｓ移
植的适应症、禁忌症、并发症、远期疗效和远期的

安全性等问题仍需大量长期的实验及临床观察。
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层细胞；（４）细胞传代用含 ＥＤＴＡ的０２５％胰蛋白
酶消化 ５ｍｉｎ，立即加入胰蛋白酶体积 ３～４倍
１０％胎牛血清的Ｍ１９９培养液终止消化，减少了细
胞的损伤；（５）用明胶包被细胞培养瓶可以促进内
皮细胞的贴壁性；（６）本研究在传代过程中发现原
代ＨＵＶＥＣｓ传至第５代后形态有所改变，贴壁性较
差的现象，采用细胞传代至第５代时进行研究，即
可保持细胞的活性，还可保证实验结果真实可靠。

本研究获得的原代ＨＵＶＥＣｓ，镜下细胞呈长梭
形，以“鹅卵石”状排列，免疫组织化学染色示细胞

呈圆形、梭形或多边形，胞浆内含有棕黄色颗粒，

流式细胞术检测细胞表面抗原 ＣＤ３１表达阳性高
达９９３７％，成功分离并获得大量纯度较高的 ＨＵ
ＶＥＣｓ。为ＨＵＶＥＣｓ模型模型的建立提供更加简便
宜、快速的方法。
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