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　　【摘　要】　　目的　介绍间充质干细胞 (m esenchym al stem cells, M SC s)的研究进展及其临床应用前景。　方法　

查阅国内外近年有关文献,并行综合分析。　结果　由于M SC s能分化为多种类型的细胞,所以在细胞移植治疗和组织

工程方面有广泛的应用。由于其能稳定表达转染到细胞内的目的基因,可治疗血友病、脑梗塞及骨缺损等,因此在基因治

疗中应用广泛。其所具有的免疫调节特性,使它在免疫性疾病的治疗中也有广泛的用途。　结论　M SC s是一种具有自

我更新和多向分化潜能的干细胞,且体外易于扩增,是一种理想的细胞治疗和基因治疗的靶细胞,临床应用前景非常广

阔。
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【Abstract】　　Objective　To review the advance in the experim en tal studies and evaluate the po ten tia l therapeu tic

app licat ion of the m esenchym al stem cells (M SC s). M ethods　T he related art icles pub lished in Ch ina and the o ther

coun tries du ring the recen t years w ere ex tensively review ed and analyzed. Results　T he M SC s w ere w idely used in the

cell2t ran sp lan tat ion therapy and the t issue engineering because of their p lu ripo tency of differen tia t ion in to various k inds

of cells. T hey w ere also frequen tly used in the gene therapy because they cou ld stab ly exp ress the transfected ob ject ive

genes. Because of their imm unomodu lato ry function, theM SC s cou ld also be used in the imm uno therapy. Conclusion　

T he M SC s are the stem cells, w h ich have characterist ics of renew ing them selves, having m ult ipo tency, and being easy

to undergo amp lificat ion in vitro. T heM SC s are ideal target cells fo r the cell therapy, t issue engineering, gene therapy,

and imm uno therapy.
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　　随着现代医学的发展,对干细胞的研究也越来越

深入。由于干细胞具有自我更新和分化为其它类型细

胞的能力,因此干细胞在临床上的应用也越来越广泛。

临床上研究较早的干细胞是神经干细胞和胚胎干细

胞。但神经干细胞只能分化成为神经细胞,因而临床应

用受限。而胚胎干细胞虽然能分化为多种不同的组织,

但与之相关的法律和道德问题限制了胚胎干细胞的临

床应用。随着人们对间充质干细胞 (m esenchym al stem

cells, M SC s)研究的深入,M SC s 的优越性逐渐显露

出来。M SC s不仅具有自我更新的能力,而且具有多向
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分化潜能,在不同的诱导条件下可以分化为许多不同

的组织[ 1 ] ,如骨组织、软骨组织、脂肪组织、内皮组织、

肌肉组织、神经组织、上皮组织等。更为重要的是,

M SC s可以从成体多种组织获得,分离方法简便,体外

培养方便。M SC s最常见的来源是骨髓,另外也有研究

者从其他组织, 如脐带血、骨组织、软骨组织、肌肉组

织、肌腱组织、脂肪组织、血管组织等分离出M SC s[ 2 ]。

所以近来有关M SC s的研究越来越多。有些研究成果

已经应用于临床,有些虽然暂时未应用于临床,但也为

有些疾病的临床治疗提供了新的思路。

1　细胞移植治疗

1. 1　系统性移植治疗全身性疾病

M SC s在骨髓内的主要功能是支持造血。在骨髓

中,红细胞、粒细胞、巨噬细胞、血小板等的分化、成熟

都依赖于造血干细胞及祖细胞与M SC s和细胞外基质

及血管组成的微环境的接触,包括造血细胞通过表面
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黏附相关分子与M SC s的直接接触来实现造血干ö祖
细胞的回髓定位和M SC s通过分泌多种细胞因子对造

血细胞的分化、成熟进行调控[ 3, 4 ]。近来的研究发现,将

M SC s与造血干细胞共同移植时,能获得比单纯造血

干细胞更理想的治疗效果。K itam u ra 等[ 5 ]将人的

M SC s和人的脐带血CD 34+ 细胞共同移植到非肥胖性

糖尿病ö严重联合免疫缺陷病 ( nonobese d iabet icö

severe com b ined imm unodeficiency disease, NOD ö

SC ID )小鼠时,发现共同移植的小鼠外周血、骨髓和脾

脏内能检测到比单纯CD 34+ 细胞移植组明显增多的造

血系细胞。这说明M SC s在移植后仍具有支持造血的

功能。Chen 等[ 6 ]分离、培养大鼠骨髓M SC s并进行诱

导分化,发现诱导分化的细胞呈典型的胰岛样细胞集

落。已分化的细胞内胰岛素m RNA 和蛋白阳性表达,

且其分泌到细胞外的胰岛素水平明显高于分化前细

胞。向糖尿病大鼠体内注入已分化细胞能下调血糖水

平。这为糖尿病的临床治疗提供了新的思路。

1. 2　局部移植治疗局部组织或器官病变

由于M SC s在不同的诱导条件下可分化成骨、椎

间盘软骨、膝关节软骨、心肌细胞以及脂肪等许多中胚

层来源的组织,而且还能分化成神经组织、内皮组织和

皮肤、肺脏、肝脏、肾脏、肠道和脾脏的上皮细胞[ 7221 ] ,

所以许多组织或器官的缺损或病变可以通过M SC s移

植进行治疗。

体外培养条件下,当培养基中含有成骨添加剂 (即

地塞米松、抗坏血酸和Β2磷酸甘油)时,M SC s发生了

一系列的变化,开始表达骨细胞的某些特征。可以观察

到细胞内碱性磷酸酶表达一过性增强, É 型胶原下调
和骨桥接素上调。同时,在分化级联反应末期骨唾液蛋

白及骨钙蛋白上调,骨粘连蛋白 (o steonect in)则为组

成型表达[ 22 ]。

通过离心使M SC s形成小的团状沉淀,然后静置

于含有转化生长因子Β( t ran sfo rm ing grow th facto r Β,

T GF2Β)的无血清培养基中培养, 10～ 14 d 后,培养物

开始表达软骨细胞的特异性分子标记——Ê 型胶原,

且随着培养时间的延长,表达Ê 型胶原的细胞越来越

多[ 23 ]。L ee等[ 24 ]将经T GF2Β3 诱导向软骨分化的M SC s

注射到一个新型的膀胱内软骨形成的模型中,注射后

14周,黏膜下层发现大量软骨形成。H E、阿新蓝和其

它特异性染色确认软骨分化。该细胞治疗技术为临床

上治疗膀胱输尿管反流、反流性食管炎、尿失禁和软骨

再生提供了可能性。

K ram er 等[ 25 ]的实验发现, 与牙周膜细胞直接接

触或培养体系内添加牙周膜分泌的因子诱导的M SC s

可在体外获得牙周膜样细胞特征。提示用M SC s修复

或再生牙周组织的可行性。

最近,我们在实验中研究了M SC s在皮肤愈合过

程中的应用,发现M SC s能通过分化成血管内皮细胞、

表皮细胞等参与皮肤创面的修复。付小兵等[ 17 ]研究发

现,将猪的M SC s体外扩增后移植到皮肤创面处,能显

著提高皮肤创面愈合的质量。方利君等[ 15 ]发现,将猪

的M SC s移植到自体皮下后,能表达血管内皮细胞的

标志。该结果不仅表明了M SC s向皮肤分化的潜能,且

为M SC s用于皮肤修复提供了新的思路。

1. 3　通过分泌某些细胞活性因子来治疗疾病

除细胞替代治疗外,M SC s还能通过分泌某些细

胞活性因子治疗某些疾病。由于成体大脑损伤后很少

出现神经发生和轴突再生,所以中枢神经损伤后其自

发修复很有限。因此细胞移植治疗中枢神经损伤就有

了意义。M SC s能通过自体移植进行替代治疗。W islet2
Gendeb ien 等[ 26 ]实验发现移植的M SC s可通过释放活

性骨形成蛋白 4 ( bone m o rphogen it ic p ro tein 4,

BM P24)有益于神经祖细胞和干细胞内的星型胶质细

胞的生长。

1. 4　系统性移植时定位到特定的器官或组织治疗局

部病变

M SC s还能在进行系统性移植时, 定位到特定的

器官或组织治疗局部病变,虽然机制尚不清楚,但很多

实验结果支持这种定位理论。M SC s能通过分化为心

肌细胞,参与恢复心肌梗死并预防梗死后充血性心力

衰竭,临床前的动物实验表明这种治疗能重建心脏血

管,肌肉和功能。将M SC s直接注射到梗死区,或经静

脉注射后, 发现其均能定位于损伤区, 分化为心肌细

胞,且能预防有害的重构并改善心功能[ 27, 28 ]。另外,同

时患有SC ID 和进行性假肥大性肌营养不良的儿童接

受骨髓移植治疗13年后进行肌肉组织活检,发现肌肉

有供体来源的细胞核。对其骨髓进行分析发现,骨髓内

一小部分细胞也来源于移植的骨髓。虽然无证据证明

供体来源的肌细胞能减轻肌营养不良的病程进展,但

至少提示M SC s能定位于病变的组织。在患者肌肉内

发现供体细胞为患有相同疾病的患者带来了希望,也

使M SC s移植对肌肉疾病的患者进行治疗提供了理论

依据[ 29 ]。

此外,动物实验发现M SC s对肝脏纤维化有一定

的治疗作用。史明霞等[ 30 ]用CC l4 制作雌性小鼠肝纤维

化模型,在损伤后立即或1周后经尾静脉注射M SC s, 2

周或5周后检测受体小鼠肝脏的纤维化程度和供体细

胞的植入。结果发现, CC l4 损伤后立即注射M SC s,可

以使肝脏损伤程度明显减轻,减少胶原沉积,使肝脏羟

脯氨酸含量及血清纤维化指标显著下降; 而损伤 1 周
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后注射细胞则无明显变化。免疫荧光、PCR 和荧光原

位杂交方法证实,在受体肝脏中有供体细胞植入,呈上

皮细胞形态,并表达白蛋白,但是数量很少。因此我们

认为M SC s具有潜在的植入肝组织的能力,并可能启

动肝组织的内源性修复,减轻CC l4 导致的肝纤维化。

2　基因治疗

由于M SC s具有多向分化的干细胞特征,体外易

于分离和扩增,回输体内后可定位于骨髓并通过自我

更新而长期存活, 且多种外源目的基因可整合至

M SC s基因组DNA 中并能长期表达, 因此,M SC s 作

为一种理想的靶细胞可用于基因治疗。

Chuah 等[ 31 ]构建B 区缺失的Ð因子 (Facto r Ð , F

Ð ) cDNA 逆转录病毒载体,以人M SC s为靶细胞,在

优化的转导条件下体外可表达 Ð 因子 700～

2 500 mU ö(106cell·24 h)。将经过转导的M SC s 以
(115～ 310)×106 的剂量移植入NOD öSC ID 小鼠的脾

脏后,小鼠体内人FÐ水平能达到13±4 ngöm l并保持

3周。Ch iang等[ 32 ]比较了质粒载体转染和逆转录病毒

载体转导的犬M SC s的转染效率和体外表达人F Ð的
水平,结果显示两者都能表达人的FÐ ,且逆转录病毒

转导的M SC s效率更高,并能分泌更高水平的人F Ð。
提示M SC s系统在血友病A 的基因治疗方面有潜在的

应用价值。

T ang 等[ 33 ]将羊骨髓来源的M SC s用人BM P22基

因转染后注射入裸鼠体内,发现转染的M SC s能在注

射部位分化成骨。这说明M SC s不仅能稳定表达转染

的外源基因,而且表达的外源基因具有生物活性。

既往文献报道M SC s 改善中风大鼠神经功能缺

陷,其部分原因是该细胞分泌的细胞因子的作用。为了

增强该细胞因子的效应, Ku rozum i等[ 34 ]用突变的 Fö

R GD 腺病毒载体将脑源性神经营养因子基因转染了

人M SC s,并研究了该细胞对大鼠大脑中动脉短时间

阻塞模型的神经功能恢复的影响。结果发现,脑源性神

经营养因子基因改良的M SC s治疗组能促进大脑中动

脉闭塞模型的神经功能恢复并减少梗塞面积,且缺血

区边缘凋亡细胞数量比对照组少。

Po tapova 等[ 35 ]用心脏起搏器基因 (HCN 2 基因)

转染了人的M SC s,发现转染的细胞能加速新生大鼠

心室细胞的搏动。结果说明基因修饰的人M SC s能表

达功能性HCN 2通道,模拟心肌细胞内HCN 2 基因过

表达, 提示M SC s 能用作将起搏器基因导入心脏的

载体。

3　生物组织工程

除了通过细胞移植来修复受损组织和器官,

M SC s还能通过组织工程的方法参与受损组织和器官

的修复。

骨缺损的临床治疗是一个比较棘手的问题。虽然

自体或异体骨移植是治疗骨缺损的一种疗效相对较好

的方法,但限于骨来源的问题,在临床上的应用很受限

制。如何构建组织工程骨并用于临床修复骨缺损,就成

了一个令医学界十分关注的问题。由于M SC s的自我

复制和多向分化的能力,近年来成了组织工程骨构建

过程中最常用的种子细胞[ 36 ]。E l2Am in 等[ 37 ]研究发

现,将M SC s种植于多孔的生物可降解聚合材料上以

后,能形成有功能的组织工程化骨,植入严重骨缺损处

能修复骨缺损。Yam ada 等[ 38 ]把富含血小板血浆当作

体外扩增的M SC s的同源支架构建组织工程骨并移植

入动物体内,对照组动物行微粒骨移植治疗作为对照,

发现M SC s加富含血小板血浆治疗组在 2周和 4周时

新生成骨和新生血管化情况比微粒骨移植组治疗效果

更好。

除了构建组织工程骨,M SC s在其他的结缔组织

工程方面也有着广泛的应用。W ak itan i等[ 39 ]将自体

M SC s种植在É 型胶原凝胶上构建的组织工程软骨,

可以修复膝关节软骨全层缺损。同样,M SC s也能通过

组织工程的方法促进肌腱的愈合。Young 等[ 40 ]将骨髓

来源的M SC s与É 型胶原混合并植入恢复中的跟腱,

随后可见M SC s治疗组较对照组有更好的力学特性,

组织学上可见治疗组跟腱内细胞和胶原纤维排列更接

近正常跟腱。

另外,由于M SC s能分化为具有肝细胞功能的肝

脏上皮细胞, 所以M SC s 也被用于生物人工肝的研

究[ 41 ] ,以治疗肝硬化等原因导致的肝功能衰竭。

4　免疫治疗

L e B lanc 等[ 42, 43 ]的研究表明, M SC s 无免疫原

性,不刺激同种异体反应性,且能逃避细胞毒性T 细胞

和自然杀伤细胞的溶解。因此M SC s能在人类白细胞

抗原配型不同的个体间移植,不需要对宿主进行免疫

抑制。另外,成体M SC s具有免疫抑制性,因为它们在

体外能减少同种异体反应性和细胞毒性淋巴细胞的产

生。在体内,成体M SC s能延迟错误配型的狒狒的皮肤

移植物的排斥反应。这种免疫抑制特征在胎儿的最初

3个月不显著,但能被干扰素Χ诱导。他们还研究了当
淋巴细胞在有M SC s存在的情况下被活化时淋巴细胞

活化标志的表达的情况,发现M SC s能抑制血细胞凝

集素刺激的CD 3+ , CD 4+ 和CD 8+ 淋巴细胞的增生,减
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少淋巴细胞活化标志的表达,且抑制淋巴细胞增生。同

时发现环孢素A 和M SC s的免疫抑制作用不相互干

扰。Go therst rom 等[ 44 ]在实验中发现成体M SC s在体

外能减少淋巴细胞的增生。但当把成人和胎儿M SC s

加入含有外周血淋巴细胞和胎肝细胞的混合淋巴细胞

培养液内后,发现成人M SC s抑制混合淋巴细胞增生,

但胎儿M SC s不抑制混合淋巴细胞增生,却能抑制促

有丝分裂原诱导的淋巴细胞增生。

这些发现意味着M SC s不仅自己不刺激同种异体

反应性,而且还能抑制宿主的免疫反应,可用于有些免

疫相关的疾病的治疗。其中最有意义的,就是在治疗移

植物抗宿主反应中的应用[ 45 ]。L e B lanc等[ 46 ]已经将这

一研究成果用于临床。他们给一位肝肠联合移植后严

重移植物抗宿主病的患者移植了M SC s, 患者临床症

状明显减轻,并维持至少1年不复发。

除了上述免疫疾病的治疗外,M SC s在肿瘤的免

疫治疗方面也扮演着非常重要的角色[ 47, 48 ]。脑神经胶

质瘤动物模型治疗实验结果表明,M SC s拥有良好的

迁移能力,并能抑制神经胶质瘤细胞的增生。将M SC s

注射到恶性神经胶质瘤内后,能明显地抑制肿瘤生长

并增加荷瘤大鼠的存活时间。将M SC s用编码人白介

素 2 基因的腺病毒载体进行基因修饰后,显著增强其

抗肿瘤效应,并明显延长荷瘤大鼠的存活时间。所以,

用M SC s当作进行基因治疗的靶向载体将会是治疗顽

固性脑瘤的有效方法。这也为其他肿瘤的免疫治疗开

拓了新的思路。

5　存在问题和展望

在对M SC s进行研究的过程中,研究者都希望得

到大量的纯化的未分化干细胞成分。由于不同实验室

对M SC s的研究方向上的不同和在分离培养M SC s方

案上的差异,对M SC s本身的研究目前还不系统,不全

面。目前还未找到一个理想的标记性分子用来鉴定

M SC s,也就不能保证M SC s的同质性。如何有效地获

得大量同质性的M SC s,依赖于对其生物学特性和异

质细胞群中各类细胞标志物的进一步研究。

尽管目前已观察到M SC s在移植入体内后能定位

到损伤的组织[ 49 ]并分化为相应的细胞参与创伤修复,

但仍有许多基本问题需要进一步解决。如:这些M SC s

是如何定位到损伤部位的? 引起它们定位到局部的始

动因素和其中的调节机制是什么? 它们是如何分化为

其它细胞的? 是什么因素在调控或决定着细胞的分化

及功能?这些问题的解决,必将拓宽M SC s在临床上的

应用范围。

尽管如此,由于M SC s具有公认的多向分化潜能

等干细胞的特征和易于体外扩增等特征,已被认为是

一种理想的细胞治疗、组织工程[ 50, 51 ]和基因治疗的靶

细胞。相信研究的进一步深入,一定会为其临床应用带

来新的更为广阔的前景。
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