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脐带间充质干细胞的发现研究及规模化生产
——《脐带间充质干细胞》连载之一

王佃亮
(中国人民解放军火箭军总医院药学部组织1：程与再生医学实验室北京100088)

干细胞(stem cells)是一类具有自我复制更新(self—renewing)和多向分化潜能的原始细胞群体，通过不断地复

制更新形成其他细胞、组织、器官甚至个体。同时干细胞是一个大家族，种类很多，脐带问充质干细胞(umbilical

cord mesenchymal stem cell，UCMSC)就是其中一种。按照来源，干细胞町分为胚胎下：细胞和成体干细胞两类，其中

成体干细胞存在于机体的各种组织器。南’中，包括脐带、胎盘、脐带血、外周血、羊水、骨髓、脂肪、神经、肌肉(心肌)、

皮肤、肝、胰、肾、肺等组织器官，因而UCMSC属于成体干细胞。组织器官中的成体干细胞在正常情况下大多处于

休眠状态，在病理情况或外因诱导下可以表现出不同程度的再生和更新能力。正是由于各种不同的干细胞具有发

育分化为其它细胞、组织、器官的能力，医学I二把2|二细胞称为万用细胞，用来治疗一些疑难杂症和组织器官修复或

重建、抗衰老以及美容等应用。

1 脐带间充质干细胞的发现和干细胞治疗的发展

1．1 间充质干细胞的发现

】867年，德国实验病理学家3t：*lJ乌斯·科恩海姆(Julius Friedrich Cohnheim)在研究伤口炎症时发现了干细胞。

他在实验中给动物静脉注射一种不溶性染料苯胺，结果在动物损伤远端的部位发现含有染料的细胞，包括炎症细

胞和与纤维合成有关的成纤维细胞，由此他推断骨髓中存在非造血功能的干细胞。尤利乌斯·科恩海姆首次提出

骨髓干细胞概念。1974年，亚历山大·弗里登施泰因(Alexander Friedenstein)及其同事第一次从骨髓中分离出了

这种干细胞，证实它与大多数骨髓来源的造血细胞不同．可快速贴附到体外培养容器上，能产生纤维细胞样克隆，

在体外培养中呈旋涡状生长，具有自我复制更新能力。哑历山大·弗里登施泰因及其同事还证实，接种骨髓细胞

悬浮液，每个干细胞可形成不同的克隆，并且干细胞增殖数与集落数之间有线性关系。每个于细胞就是一个成纤

维细胞样集落形成单位(colony—forming unit fibroblast，CFU—F)，并用染色体标志物、3H一胸腺嘧啶核苷标记、延时照

相和泊松分布统计来进行研究j亚历山大·弗里登施泰因鼓励其他科学家和医生进行于细胞移植应用，治疗一些

重大疾病。1991年，阿诺德·凯普兰(Arnoht Caplan)将这种骨髓细胞正式命名为“间充质干细胞”(mesenchymal

stem cell，MSC)。他认为，这种骨髓来源的间充质干细胞具有分化为骨、软骨、肌肉、骨髓基质、肌腱／韧带、脂肪和

其它结缔组织的潜能：2005年，国际细胞治疗协会宣布，首字母缩写词“MSC”为多潜能间充质基质细胞。骨髓间

充质干细胞(bone marrow derived mesenchymal stem cell．BMMSC)有时也称为“骨髓基质细胞(bone marrow stromal

cell，BMSC)”。所以，BMMSC是最早发现和研究的间充质于细胞。

1．2脐带间充质干细胞的发现研究

2000年，亚历杭德罗‘艾瑞克丝(Alejandro Erices)等首先报道了从脐带血中分离制备问充质样细胞，经过检

测鉴定其表型和BMMSC十分相似，但数量很少，只占r总检测样本量的四分之一。2003年，科瓦斯(D．T．Covas)

等从脐静脉内皮分离出少量成纤维样细胞，可分化为脂肪细胞和成骨细胞，并表达问充质干细胞的表面标记；同

年，罗曼诺夫(Y．A．Romanov)等从脐静脉内皮下层分离出了间充质样细胞，其形态和免疫表型与BMMSC具有相
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图1 干细胞是能够自我复制和分化为其它细胞的细胞

似性，且表达间充质细胞的几种表面标记；也是这一年，米特凯尔(K．E．Mitchell)等从脐带华通氏胶中分离获得混

合细胞，发现其在体外增殖能力极强，能被诱导分化为神经元和神经胶质细胞。不久，又有人从胎儿脐带华通氏胶

部位分离到大量表达间充质干细胞表面标记的基质细胞，且具有分化为脂肪、软骨、成骨和心肌细胞的能力。，此

后，UCMSC的研究在世界范围内展开。2014年，斯外姆亚森(P．Swamynathan)等建立了临床级无血清UCMSC大

规模分离、扩增技术体系，推进了UCMSC的临床转化应用。后经人们对UCMSC的培养体系进行多次改进，提高了

获得率，且对其生物学特性进行了系统研究，初步解决了UCMSC的来源和标准化问题。

1．3干细胞治疗的发展

干细胞真正的研究开始于20世纪60年代。1963年，加拿大科学家麦克洛奇(MeCulloeh)和蒂尔(Till)首次证

明血液中存在干细胞，并发现造血干细胞能分化成数百种不同类型的人体组织细胞。1967年，美国华盛顿大学的

多纳尔·托马斯(Donal Thomas)报道，若将正常人骨髓移植到病人体内，可以治疗造血功能障碍，从此开启了干细

胞临床研究，因为骨髓中含有造血干细胞和间充质干细胞。1981年，考夫曼(Kaufman)和马丁(Martin)从小鼠胚泡

内细胞群分离出胚胎干细胞，并建立了胚胎干细胞适宜的体外培养条件，培育成千细胞系。1995年，美国学者布鲁

克斯梅尔(Broxmeyer)发现脐血内含有丰富的造血干细胞，并于1997年进行了第一例脐血临床移植。现代临床研

究表明，脐血中除含造血干细胞外，还含有间充质干细胞，而且间充质干细胞能够促进造血干细胞的治疗效果。

1999年，纽约市政府出资在该地血液中心建立了世界首个脐血干细胞库。进入21世纪，干细胞研究及临床应用受

到各国政府的极大重视。2001年，英国一家公司宣布开展新生儿脐带血干细胞储存服务。父母花600英镑，就可

采集婴儿脐带血，从中分离出干细胞，在液氮中保存至少20年。2008年，中国首家干细胞医院在天津建成，它与天

津市脐带血造血干细胞库、天津市脐带血间充质干细胞库结合，形成集干细胞产品研发、储存、应用为一体的、比较

完整的干细胞工程体系。与此同时，一些干细胞药物被美国、韩国、日本、加拿大、澳大利亚、意大利等国家批准用

于临床，开启了细胞治疗新时代。

2脐带间充质干细胞的来源和生物学特性

间充质干细胞是起源于胚胎发育早期中胚层和外胚层的干细胞，电是机体含量最丰富的干细胞类型。与发现

和研究应用较早的BMMSC相比，UCMMC在来源和生物性质方面具有自己的一些特点。
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2．1 来源

脐带呈灰白色，是胎儿时期连接母体和胎JLiI',J索状结构，一端连接于胎儿腹壁的脐轮，另一端连接于胎盘的胎

儿面，脐带内含两条脐动脉和一条脐静脉。脐带K度30～70cm，平均长度50cm，直径1．5～2cm，重量60～1409。

脐带最早由由羊膜包卷着尿囊和卵黄囊的柄状伸长部而生长形成，随着卯黄囊的逐渐随化，脐血管逐渐型成，I札管

周围可见疏松的胶状问充质，脐带的功能是作为母体‘j胎JLIN气体交换、营养物质供应和代谢产物排除的通道，

脐动脉管壁较厚，管腔较小，脐静脉管壁较薄，管腔较大}=脐带包括=三部分：最外层为羊膜被覆上皮覆盖，脐血管位

于中央，位于两者之间的是黏液结缔组织，1656年英国解剖学家托马斯·华通氏(7Fhomas Wharton)最先描述，称之

为华尔通氏胶(Wharton’S Jelly，WJ)，华通氏胶×寸脐血管起支撑和保护作用。

UCMSC来源于新生儿脐带血、脐静脉内皮、脐动脉内皮、华通氏胶等脐带组织通常，产妇生产后脐带是作为

医疗垃圾丢弃的，从脐带中分离提取问充质干细胞是变废为宝，不仅成本低、利于保护环境，也对病人没有痛苦。

与此不同，BMMSC来源于骨髓，需要对患者进行。胃’髓动员、穿刺等操作，会对病人造成一定痛苦和免疫损伤。并

且，脐带来源的问充质干细胞比骨髓来源的间充质干细胞具有含最高、增殖能力强、免疫原性低等优势?当然，两

种间充质r二细胞在培养形态、贴壁性、表面标志物、分化潜能等方面也具有相似之处二

2．2生物学特性

UCMSC的主要生物学特性包括：①增殖能力强在体外培养条件下，贴壁生长，增殖能力旺盛，容易扩大培养，

便于规模化生产；干细胞来源有限，数量稀少，在临床应用时义必须移植足够数量的干细胞9t。有疗效，所以大量制

备干细胞特别重要。②可塑性好具有自我更新和多向分化潜能。在体内夕I'iI够诱导分化为骨、软骨、肌腱、韧带、

脂肪、神经、肌肉、内皮、肝、肾、胰腺等多种类型的功IIN胞，在临床上可用于各种涉及组织损伤、退变的疾病治疗，

特别是对一些传统疗法难以治愈的疾病(老年性退变、帕金森、血管缺m、小儿自闭症、系统性红斑狼疮、强直性脊

柱炎、多发性神经硬化症、糖尿病、各种创伤、移植物抗宿主病等)具有治疗效果。③具有免疫调理作用通过分泌

可溶性细胞因子介导以及调控调节性T细胞的免疫抑制作用，发挥免疫调理功能。。对自身免疫性疾病和炎症性疾

病，例如系统性红斑狼疮、风湿性关节炎、类风湿性关节炎、糖尿病、感染性或创伤性系统性炎症反应等，均具有明

确的疗效。，④免疫原性低输入同种异体，甚至异种来源的UCMSC不引起免疫排斥反应，在临床移植治疗中安全

性高，无毒副作用。⑤旁分泌功能能够分泌外泌体和多种细胞因子，通过可促进损伤组织的原位细胞分裂增殖、血

管再生、抑制炎症反应等促进组织器官的损伤修复。⑥造血支持作用移植后，可通过分泌多种细胞因子(GM。

CSF、G—CSF、SDF—l、VEGF等)，促进造m干细胞的增殖分化，从而增强造血功能。⑦促进干细胞植入通过分泌多种

细胞因子，促进外源干细胞植入患者体内，增殖分化为功ii!I胞。⑧具备产业化和临床治疗规范化特征一条脐带

可以在体外培养出能够满足数以万计的临床患者治疗所需要的问充质干二细胞，便于规范化、规模化、工厂化牛产，

为临床提供标准化的特需“药品”。

鉴于UCMSC材料来源丰富，采集方便，容易扩增，对捐献者无损害，不像bmMSC那样随着干细胞供者年龄增

长增殖分化能力逐渐降低，没有伦理道德争议，以及优良的!t-．物学特性等优势，在临床上具有较好的应用价值。

3脐带间充质干细胞的分离鉴定及规模化制备

为保证质量，UCMSC的分离鉴定和规模化制备应遵循国家卫汁委发布的《干细胞制剂质量控制及临床前研究

指导原则(试行)》，中国医药生物技术协会发布的《干细胞制剂制备质量管理自律规范》，国际干细胞协会发布的

《干细胞临床转化指导原则》以及国际细胞治疗肌会提fb的“定义间充质干细胞的标准”等干细胞研究的法规和规

范进行。

3．1分离制备

UCMSC主要存在于脐带的华通氏胶r扣，原代分离培养力。法有组织贴块法、酶消化法以及把两者结合起来的酶

组织法三70t,：①组织贴块法将采集获得的脐带去除被膜、血管和』血细胞后，剪成linIll3左右的微型组织块，再将组织

块接种于翅料培养瓶底进行贴壁培养，UCMSC可从组织块咀面爬出，沿组织块周围呈放射状生长，吹打去除组织

块后旱旋涡状或火焰状生长，细胞呈梭形，’i皮肤成纤维细胞类似，形态相对均一j 2～3周后可长满瓶底，组织块
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可反复进行多次贴壁培养?陔方法的优点是操作过程简便，成本低；缺点是原代培养时问较长，细胞不易贴壁。②

酶消化培养法采用单酶消化(胶原酶、I型胶原酶、Ⅳ型胶原酶)、舣酶消化(胶原酶联合胰酶)、三酶消化(胶原酶

联合透明质酸酶)、五酶消化(I型胶原酶、Ⅳ型胶原、透明质酸酶、胰酶、DNAase)等将剪成llllm3左右的微型组织

块消化成单细胞悬液，然后接种于培养瓶中进行贴蹙培养：多酶联合消化可以提高UCMSC的获得率和缩短酶消

化时问，减少酶消化对细胞活性的影响，该方法的特点是经济成本较高，过程复杂，时问过长，细胞会大量死亡：

③酶组织法先经过酶初步分解消化后，再进行组织块培养，这种方法的优点是酶解后组织已松解，细胞较易从组织

块中爬出，由于消化细胞时间不长，对细胞损伤不大，传代多次后仍然具有较好的活性。无论哪种方法，均应在细

胞长满瓶底或达到80％～90％融合时，采用胰酶消化，收集细胞进行传代培养。传代培养的UCMSC生长速度比原

代快。

3．2鉴定

UCMSC的鉴别确定，必须符合以下条件：

3．2．1 在标准培养条件下具有粘附于塑料瓶壁生长特性 体外培养的人脐带问充质_『二细胞(Human umbilical

cord—derived mesenchymal stem cell，hUCMSC)在倒置显微镜下观察，最初贴壁时呈梭形、多边形或多角形，长满塑料

瓶底时呈成纤维细胞样，细胞形态相对均一，也可以见到少量多角细胞：经原代培养10～12d后，可见到细胞呈克

隆状生长；14—12d后，可长满瓶底；进行传代后，呈方向性和旋涡状生长，hUCMSC的倍增时间为60～85h，3～5d

就可以传一代，增殖能力强，体外培养可达20代，但细胞增殖速度在15代后有所减退，传至7代时，hUCMSC的数

量可翻300倍以上，且形态稳定。传代过程中，细胞形态一般不发生显著变化，比较均一，增殖能力也无明显改变，

细胞周期分析表明，80％的细胞处于GO～GI期，处于活跃增殖期的细胞较少．．早期细胞生长呈增长的趋势，迟滞

期(Lag phase)一般不超过36h，之后进人对数增长期，一般持续到第5—6cI，细胞增殖进入平台稳定期，呈现典型的

“对数”增长方式，透射电镜下观察，hUCMSC的细胞核比较大、呈不规则的圆形或椭圆形，核f：明显，常染色质多，

异染色质少，细胞器以粗面内质网和线牲体未主，还有大逯的游离核糖体：

3．2．2高表达CDl3、C1)29、CDd4、CD90、CDl05等阳性标志物，不表达CDlla、CD】l b、CDl4、CD3】、CD34、CD45、

H{。A—DR等标志物 hucMSc的表面蛋自可作为其免疫的标记，但还没有比较特异的表面标志物。常用的高表达

标志物有CDl3、CD29、CD44、CD90、CDl05等分子，弱表达CDl06，低表达MHC．I类分子，不表达单核巨噬细胞标

志CDl4和CDllb、内皮细胞特异性抗原CD3l、淋巴细胞功能相关抗原一l(CDl l a)，也不表达造血干细胞阳性标记

CD34和CDd5。UCMSC不表达HLA—DR等MHC一Ⅱ类分子，也不表达CD80、CD86等HLA抗原识别有关的共刺激

因子，可以逃逸异体的T淋巴细胞和NK细胞的识别而在异体甚至异种体内长期存活。UCMSC的表型分析主要采

用免疫细胞化学染色法和流式细胞术，推荐采用流式细胞术(Flow Cytometry，FCM)，该方法具有分析速度快、精度

高、准确性好等优点。R，r—PCR检测显示，hUCMSC的OC‘F-4 mRNA表达附陆，麒中OCT-4是胚胎干细胞特异性基

因，对维持干细胞未分化状态具有重要作用?

3．2．3 可被定向分化为成骨细胞、软骨细胞、脂肪细胞等细胞类型 问充质干细胞具有向不同胚层的多种组织类

型的成熟细胞分化的潜能，是否具有多向分化潜能是评价UCMSC的最重要指标。一般应选择体特定的外诱导培

养体系进行定向诱导分化，通过观察细胞的生氐形态、表型、功能等判定诱导的类型。分化方向选择应考虑不同胚

层和不同组织类型的功能细胞方向。检测间充质干细胞的实验室一般要做到检测三个胚层的细胞：①定向诱导分

化为外胚层来源的神经细胞；②定向诱导分化为中胍层来源的成骨细胞、软骨细胞、脂肪细胞；⑧定向诱导分化为

内胚层来源的胰岛素分泌细胞。

3．3规模化生产

UCMSC虽然材料来源丰寓，但不同材料问存在一定差异，要想存临床L大皱推J“应用就需要进行标准化规模

化的工厂生产。

体外扩增培养UCMSC，通常采用贴擘传代培养法，这种方法可满足“一条脐带，一个』：厂“的技术要求。在体

外传代扩增培养体系中，干细胞增殖速度比原代快，一般6d左右即可达到85％一90％融合，连续传代培养8代以

内不会显著降低干细胞活性，当然，在心阳胞传代培养过程中，需要添加“f性”(stenlness)维持因子和促生长因
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子等来维持干细胞活性。

常用的规模化生产UCMSC的装置是多层培养瓶、转瓶等。多层培养瓶是静止培养，操作起来工作量很大、容

易污染，但是培养装置成本低。转瓶由马达驱动的机械带动，属于滚动培养，有利于培养的干细胞和培养液、空气

混合和接触，能够促进干细胞的分裂增殖，干细胞产量较高。转瓶培养法传统上用于生产疫苗，适于工厂化生产。

现代化生产干细胞的方法是利用生物反应器(bioreactor)，它可以模拟干细胞在体内的生长发育微环境进行高效率

地增殖。生物反应器生产的优势是：可以自动化、规模化化生产；能够实时监测一些培养参数；培养规模放大容易；

减少了污染发生的机会；干细胞培养密度高；培养设备占用场地少。但是，生物反应器价格较高，且需要一定的操

作经验。生物反应器通常结合微载体、微囊、灌流等技术使用，以提高培养细胞的数量和质量，这是目前国内外大

规模生产干细胞的最主要方式。其中，主要采用的生物反应器有机械搅拌式、气升式、中空纤维式和波浪式

(Wave)等类型，具有三维培养体系、易放大、减少气体传输、物质传输限制和易于过程监测等优点，更重要的是，具

有批次的质量可控性和重复性，符合临床干细胞制备的所有要求。

图2 间充质干细胞过滤分离器(t．fltt亮等发明；专利号z1201120139405．5)

1．打气球；2．除菌过滤器(内置0．22微米滤膜)；3．可高压灭菌的橡胶塞；4．空气压缩室；5．圆锥形不锈钢筛网(100目～300目)；6．除

菌过滤器(内置0 22微米滤膜)；7．干细胞收集瓶；8．稳压口

在干细胞实际制备过程中，生物反应器最适于传代培养，最初种子细胞的获得还需要利用贴壁传代培养法在

培养瓶中进行，然而借助于间充质干细胞过滤分离器等设备，可以大大提高原代细胞分离培养的效率。一条40cm

长的脐带，若采用组织块贴壁培养法，可获得1．5×108～2 X108个原代细胞／ml，通过多层培养瓶传代培养3～5代

后可获得1×10m个／mJ以上细胞，即可满足数千人临床治疗使用。若通过生物反应器进行传代培养，获得的干细

胞质量数量更高，可满足更多的患者临床需要。可见，UCMSC是一种“成药”性很强的干细胞，适于大规模工厂化

进行生产，以满足临床需求。但是，UCMSC的研究、生产和应用一定要遵循政府和机构颁布的相关法律法规和标

准规范。

 


