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评估无血清培养子宫内膜间充质干细胞的可行性

康　康 1,2，王蔼明 1,2，尹善德 2，赵　勇 2，王明凯 2，黄绍敏 1
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摘要：目的  使用无血清培养基体外分离扩增子宫内膜间充质干细胞，研究其生物学特性。方法  比较在无血清培养基中

和含 10% 胎牛血清培养基中子宫内膜间充质干细胞细胞形态细胞表型、增殖能力、细胞活率和分化能力等生物学特性。

结果  无血清培养基和有血清培养基培养的子宫内膜间充质干细胞形态相似，但是前者呈明显的漩涡状生长，更加细长，

立体感更强 ；无血清和有血清培养的子宫内膜间充质干细胞表面标记物均呈阳性 ；无血清培养的子宫内膜间充质干细胞细

胞活率更高、细胞增殖能力更强。结论  无血清培养基能够在体外扩增子宫内膜间充质干细胞，并使其生物学特性 ( 细胞增

殖，细胞活率 ) 优于胎牛血清培养的子宫内膜间充质干细胞，且分化能力无改变，可以取代胎牛血清用于细胞治疗，避免

有血清培养的干细胞治疗引起的人畜共患病及免疫原性反应。
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Abstract: Objective  To dissect and amplify the endometrium-derived mesenchymal stem cells (EnMSCs) in serum-free medium 
(SFM) in vitro and assess their bionomics. Methods  Bionomics of EnMSCs in SFM and serum-containing (fetal bovine serum) 
medium (SCM), such as morphology, phenotype, proliferative activity, cell viability and differentiation capability, were compared. 
Results  Similar cell morphology was shown within EnMSCs cultivated both in SFM and SCM, while the EnMSCs cultured in 
SFM showed obvious swirling growth and stronger three-dimensional effect, which was more slender. Surface markers of EnMSCs 
cultivated both in SFM and SCM were all positive. Cell viability and cell proliferation were higher in SFM than in SCM. Conclusion  
According to the results of the present study, we can conclude that EnMSCs can be cultivated in SFM with no changes in their 
differentiating capacity in vitro, and their bionomics (proliferation and cell viability) are better performed than those cultivated in 
SCM. Therefore, SFM can be used in cell therapy instead of fetal bovine serum. This finding gives us a hope for future cell therapy 
studies and trials with little concern about zoonotic infections or immunological reaction. 
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		  子宫内膜组织是一种高度再生的组织，在女

性育龄期经历超过 400 次的生长、分化和脱落 [1]。

子宫内膜在每个月经周期内可以增长约 7 mm，其

重塑能力是其他器官不能比拟的 [2]。子宫内膜来源

的间充质干细胞是细胞治疗中非常有前景的无创

来源。子宫内膜干细胞 (endometrium-derived stem 

cells，EnSCs) 首次于 2004 年从子宫内膜组织中分

离出来，包括上皮干细胞、间充质干细胞、侧群细

胞、其中间充质干细胞应用最为广泛，越来越多的

证据表明，子宫内膜间充质干细胞 (endometrium-

derived mesenchymal stem cells，EnMSCs) 可以应用

于再生医学，其可以作为免疫调节剂以减轻炎症，

影响组织再生中血管的生成，也能诱导成为多能

干细胞 [3]。目前，关于 EnMSCs 培养和分离均是应

用胎牛血清 (fetal bovine serum，FBS) 作为营养来源，

FBS 成分尚未明确，且有含阮病毒的风险，据文献

报道，市售 FBS 20% ~ 50% 都含有病毒。除此之

外，经 FBS 培养出来的干细胞内含有牛血清蛋白，

可以使受者体内产生抗牛蛋白抗体，从而引起免

疫反应，进而导致干细胞治疗作用下降甚至失效。

收稿日期：2014-10-21
基金项目：国家“十二五”科技支撑计划项目 (2012BAI32B05) ；国
家自然科学基金项目 (81000245 ；81370703) ；全军后勤科研课题 (CHJ
13J012)
Supported by the National Key Technology R&D Program of the Ministry
of Science and Technology of People's Republic of China(2012BAI32B05);
National Natural Science Foundation of China(81000245; 81370703);
Scientific research Program of General Logistics Department of PLA(CHJ
13J012)
作者简介：康康，女，在读硕士，医师。研究方向 ：生殖内分泌与
辅助生殖。Email: kangtingting1988@126.com
通信作者：王蔼明，女，博士，主任医师。Email: one_army@sina.
com 



564 解放军医学院学报       Acad J Chin PLA Med Sch   Jun  2015，36（6）            http://jyjxxyxb.paperopen.com

因此，发现一种高效的培养基，将干细胞的再生

和分化能力保持高效，同时能够最小化疾病的传

播风险，势在必行 [4]。目前，无血清培养基已经应

用于骨髓间充质干细胞 [5-6]、脐带间充质干细胞 [7-8]

和脂肪间充质干细胞 [9-10]，但是应用于子宫内膜间

充质干细胞至今未见报道。我们用无血清培养基

培养 EnMSCs，从形态、增殖、分化以及表面标记

物的活率来判断无血清培养基是否可以应用于子

宫内膜间充质干细胞的培养。

材料和方法

1	 样品来源　子宫内膜标本取自海军总医院 2014

年 1 - 6 月因子宫肌瘤、CIN Ⅲ、宫颈癌而行子宫

切除术的 10 位患者，均为育龄期女性，年龄 31 ~ 

50 岁，术前 3 个月未服用过激素类药物。组织均

取自远离患处，标本包含 5 mm 肌层的子宫内膜

全层，获取子宫内膜组织后，立即用无菌 0.9% 氯

化钠注射液冲洗，置入 10 ml 无菌冰冷 IMDM 培养

液 ( 含青霉素 100 U/ml、链霉素 100 U/ml) 中，1 h

内送京蒙高科干细胞实验室培养 [11]。所有子宫内

膜均经病理检查，排除子宫内膜增生症、子宫内

膜炎性病变、子宫内膜恶性病变等，且证实为增

殖期或分泌期子宫内膜。标本留取经医院伦理委

员会批准，征得患者同意并签署知情同意书。

2	 试剂与仪器　IMDM 培养基及试剂购于 Gibico

公 司，MesenCult-XF 购 于 Stem cell 公 司，CD13-

FITC、CD29-APC、CD44-PE、CD90-FITC、CD14-

APC、CD19-APC、CD34-PE、CD45-FITC、CD73-

PE、CD105-PercP、CD166-PE、HLA-DR-APC、

HLA-ABC-FITC 全部购于 BD 公司。CCK-8 试剂

盒购于 Dojindo 公司。

3	 细胞的原代培养　样本送至实验室后，在平衡

盐溶液中反复洗涤至去除红细胞，将标本剪成 5 mm3

小块，置于 50 ml 离心管中，加入 5 ~ 10 ml 浓度为

0.25% 的胰酶，于 37℃水浴箱中消化 30 min，10 mg/ml

胰酶抑制剂中和胰酶活性。以 2 000 r/min 离心8 min，

并用 0.9% 氯化钠注射液清洗两次，加入 5 ~ 10 ml

浓度为 0.1% 的胶原酶Ⅰ消化 1 h，以 1 500 r/min

离心 8 min，并清洗两次，置于 37℃，体积分数为

5% CO2 饱和湿度培养箱内培养，无血清培养体系

(serum-free medium，SFM) 为化学成分明确的商用

无动物源成分的培养基，有血清培养体系 (serum-

containing medium，SCM) 含有 10% 的 IMDM。72 h

后更换培养基，之后每周更换 2 次。子宫内膜间充质

干细胞于每一代传代前由倒置显微镜进行拍照记录。

4	 EnMSCs 流式细胞分析　细胞培养至第 3 代时

分别进行免疫表型分析，鉴定所培养的细胞为间

充质干细胞。用 0.125% 胰酶 EDTA 钠溶液消化采

集细胞，离心，弃去上清，用 PBS 以 1×106 的密

度重悬，分别向预加好抗体 CD13-FITC、CD29-

APC、CD44-PE、CD90-FITC、CD14-APC、CD19-

APC、CD34-PE、CD45-FITC、CD73-PE、CD105-

PercP、CD166-PE、HLA-DR-APC、HLA-ABC-

FITC 的 FALCON 管各加 100μl 细胞悬液，Mouse 

lgG1-FITC，Mouse lgG1-APC，Mouse lgG1-PE，

Mouse lgG1-PercP 做阴性对照。在 3 h 内上机检测。

EnMSCs 细胞活率测定用 0.125% 胰酶 EDTA 钠溶

液消化采集细胞，1 500 r/min，5 min，离心，弃上

清，7-AAD 抗体加 2μl/test，立即上机检测。

5	 EnMSCs 细胞生长曲线测定　将第 3 代细胞分

别以 1 000/ 孔的密度接种到 96 孔板中，重复种植

4 个 96 孔板，分别检测 1 ~ 8 d 细胞的增殖，并设

置空白对照组，450 nm 条件下检测吸光度值。用

酶标仪检测，以时间为横坐标，每组细胞平均吸

光度为纵坐标，绘制细胞增殖曲线。

6	 EnMSCs 成脂、成骨、成软骨诱导分化　1) 成

脂分化取第 3 代细胞，3×104/ 孔接种于 12 孔板中。

待细胞达到 70% ~ 80% 融合时，分别吸去培养基，

加入成脂分化培养基，每隔 2 ~ 3 d 更换新鲜的成

脂分化培养基。分化诱导 3 周后，进行油红 O 油

滴染色。成脂分化培养基在含 IMDM 培养基中补

充有 10% 胎牛血清、100 U/ml 青霉素、100 μg/ml

链霉素、12 mmol/L L- 谷氨酰胺、10 μmol/L 胰岛

素 (Sigma 公司 )、200 μmol/L 吲哚美辛 (Sigma 公司 )、

1 μmol/L 地塞米松和 0.5 mmol/L 3- 异丁基 -1- 甲

基黄嘌呤 (IBMX，Sigma 公司 )。2) 成骨分化取第 3

代细胞，3×104/ 孔接种于 12 孔板中。待细胞达到

70% ~ 80% 融合时，分别吸去培养基，加入成骨

分化培养基，每隔 2 ~ 3 d 换液新鲜的成脂分化培

养基。分化诱导 3 周后，用茜素红进行油滴染色。

成骨分化培养基低糖 IMDM 培养基中补充有 10%

胎牛血清、100 μmol/L 抗坏血酸、10 mmol/L β-

甘油磷酸盐和 100mmol/L 地塞米松 (Sigma 公司 )。

3) 成软骨分化取第 3 代细胞，将 P3 代细胞按照

5×105/ml 的量加入成软骨分化培养基重悬细胞，

吸取 10μl 滴到 6 孔板上，放置 24 h，24 h 后加入

新鲜的诱导分化培养基，分化诱导 3 周后，用阿

利信蓝染色。成软骨分化培养基 IMDM 培养基中

补充有 10％胎牛血清、1 μmol/L 地塞米松、2 ml 

ITS 和 10 ng/ml TGF-β3(Sigma 公司 )。
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7	 统计学方法　采用 SPSS17.0 统计软件进行数据

处理与统计分析，计量资料用 -x±s 表示。组间差

异采用双尾 t 检验和方差分析测试进行统计分析。

P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

结　果

1	 EnMSCs 贴壁细胞的形态及传代　子宫内膜细胞

分别用 SFM 和 SCM 接种 24 ~ 72 h 后贴壁，

倒置显微镜下观察呈现梭形 ；72 h 后全量

换液去除未贴壁的组织和细胞，此时细胞

多呈长梭形和纺锤形，此后贴壁细胞迅速

增殖，细胞集落明显增大、增多。经过传

代，细胞逐渐表现为均一的长梭形。SFM

接种的 EnMSCs 与 SCM 接种的 EnMSCs 相

比，形态相似，但是前者呈明显的漩涡状

生长，立体感更强。见图 1。

2	 EnMSCs 间 充 质 干 细 胞 免 疫 表 型 流 式

　 细 胞 仪 检 测 结 果 显 示，CD90、CD73、

CD105、CD166、HLA-ABC、CD13、CD29、

CD44 均呈阳性表达，CD34、CD45、CD14、

HLA-DR、CD19 呈阴性表达。见图 2。

3	 EnMSCs 细 胞 活 率 EnMSCs 细 胞 活 率 流

式　细胞仪检测结果表明，SFM 体系培养

的 EnMSCs 成活细胞数目为 94.27%±2.43%

(n=5)，SCM 体系培养的 EnMSCs 成活细胞

数目为 92.65%±2.92% (n=5)。SFM 体系培

养的 EnMSCs 细胞活率较高 (P ＜ 0.05)。见

图 3。

4	 EnMSCs 细胞增殖和倍增时间　细胞贴

壁后开始生长，1 ~ 2 d 生长比较慢，于 3 ~ 

5 d 进入对数期，6 ~ 8 d 进入平台期，根据

吸光度值绘制的生长曲线呈“S”形，有明

显的滞留期，对数生长期及平台期。SFM

与 SCM 体系比较，1 ~ 2 d 吸光度值无统计

学差异 (P ＞ 0.05)，3 ~ 8 d SFM 的吸光度

值 明 显 优 于 SCM(P ＜ 0.05)， 表 明 经 SFM

培养的 EnMSCs 增殖能力更强，细胞生长

状况更好。见图 4。

5	 EnMSCs 成脂、成骨、成软骨诱导分化

　1) 成脂分化两种培养基扩增的 EnMSCs

成脂诱导分化 21 d 并经油红 O 染色后，倒

置显微镜下观察到细胞质中充满红色的油

滴，提示细胞已经分化呈脂肪细胞。2) 成

骨分化 EnMSCs 经成骨诱导分化 21 d 后，运用茜素

红进行钙化结节染色，可见致密生长的细胞中散在

出现大小不一的橘红色矿化结节。染色结果显示两

种培养基扩增的 EnMSCs 均有成骨分化能力。3) 成

软骨分化 EnMSCs 经成软骨诱导分化 21 d 后，阿

利辛蓝染色可见细胞呈亮绿色，提示两种培养体

系培养出的细胞均能有成软骨分化能力。见图 5。

图 1　无血清培养条件下子宫内膜间充质干细胞 (左 )；有血清条件下子宫内膜
间充质干细胞 (右 )(×100)

Fig. 1　EnMSCs in SFM (left) and in SCM (right)(×100 magnification)

图 2　无血清和有血清子宫内膜间充质干细胞表面标记物表达对比
Fig. 2　Expression of cell surface markers of EnMSCs cultivated in SCM and 

SFM

图 3　有血清培养条件下子宫内膜间充质干细胞活率的柱状图 (左 )，有血清条
件下子宫内膜间充质干细胞的柱状图 (右 )

Fig. 3　Histogram of cell viability in cultured EnMSCs in SFM detected by flow 
cytometry (left), histogram of cell viability in cultured EnMSCs in SCM 
detected by flow cytometry (right)
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讨　论

		  EnMSCs 是一个极具吸引力的干细胞再生治

疗来源，其主要优势是非侵入性获得，是一种稳

定的自体干细胞来源，且其易于扩展。迄今为止，

EnMSCs 已经应用于多种临床试验以及一些小动物

的研究，将 EnMSCs 移植到肌营养不良小鼠的骨骼

肌中，可以观察到其对肌肉有一定的修复作用 [12] ；

EnMSCs 具有分化成平滑肌细胞的能力，已被尝试

应用于膀胱壁的重建 [13]。也有研究将 EnMSCs 和

骨髓间充质干细胞分别移植到心肌梗死鼠

模型的心脏内，可以观察到移植 EnMSCs

鼠的心脏梗死面积更小 [14]。

　　目前，对于 EnMSCs 培养主要用合成

细胞培养基，一般会在培养基中加入 5% ~ 

10% 的胎牛血清 [15-16]，这对培养产物的分

离、纯化和检测会带来一定的不便，在细

胞的使用上也会带来病毒和免疫的隐患。

并且血清的成分是未知的，变化是莫测的，

已被报道可能影响再生能力 [17]。而无血清

培养基组分稳定，性能一致性高，培养细

胞科研评估精确，对培养细胞影响小，不

含有丝分裂原抑制剂及其他生长抑制物质，

可以促进细胞增殖 ；降低病毒、真菌、支

原体等微生物污染的可能性等。然而，我

国无血清培养的应用远远落后于国外，无

血清培养基的来源主要依赖于国外产品，

成本较高，应用也较少，至今未见关于应

用无血清培养基培养子宫内膜间充质干细

胞的报道。EnMSCs 应用于人体的安全性

备受关注。如何安全有效地扩展 EnMSCs

成为了亟需解决的问题。为了使子宫内膜

间充质干细胞从基础研究走向临床应用，

必须应用无血清培养体系。

　　 本 研 究 中，SFM 培 养 的 EnMSCs 克

隆团细胞排列紧密，形似鸟巢，呈明显

漩涡状，表明所培养的细胞具有形成克

隆的能力，符合 EnMSCs 的形态特征。从

SFM 和 SCM 培养条件下增殖能力可以看

出，SFM 培 养 条 件 下 的 EnMSCs 在 细 胞

适应期增殖能力稍差于 SCM 体系培养的

EnMSCs，但是在细胞适应后，SFM 体系培

养的 EnMSCs 表现出更强的增殖能力。据

一些文献报道，低密度的干细胞在 SFM 体

系扩增困难，但是当细胞扩增到一定密度，

由于干细胞自身能够分泌多种生长因子，可以促

进细胞的增殖，EnMSCs 能够快速扩增，且扩增能

力优于 SCM。免疫表型是鉴定 MSCs 的一种重要的

方法，流式细胞仪检测结果显示，CD90、CD73、

CD105、CD166、HLA-ABC、CD13、CD29、CD44

均 呈 阳 性 表 达，CD34、CD45、CD14、HLA-DR、

CD19 呈阴性表达，证明此细胞非造血干细胞来源，

均与文献描述一致 [17]。经细胞活率鉴定，SFM 体

系培养的 EnMSCs 细胞活率更高，表明经 SFM 培

养的干细胞更适用于干细胞的治疗，稳定性更强。

图 4　无血清和有血清条件下子宫内膜间充质干细胞的生长曲线
Fig. 4 　Growth curve of EnMSCs in SFM and SCM

图 5　无血清培养基成脂、成骨、成软骨诱导分化 (左 )，右图为无血清培养基成
脂、成骨、成软骨诱导分化 (右 )(×100)

Fig. 5　Adipogenic, osteogenic and chondrogenic differentiations of EnMSCs in 
SFM (left); Adipogenic, osteogenic and chondrogenic differentiations of 
EnMSCs in SCM (right)
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经成脂、成骨、成软骨诱导分化培养，SFM 培养

的 EnMSCs 具有良好的成脂、成骨诱导分化能力，

上述特征符合间充质干细胞的鉴定标准 [14]。

		  综上所述，本实验证明无血清培养基可以培

养出子宫内膜间充质干细胞，且分化能力并未受

到影响，无血清培养基子宫内膜间充质干细胞代

替传统的动物血清培养子宫内膜间充质干细胞是

可行的。
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