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人脐带和骨髓源间充质干细胞对脐血单个核细胞

增殖能力的影响

张玉琳，王静文，于纪棉（宁波卫生职业技术学院人体形态学教研室，浙江宁波　３１５１０４）

　　【摘要】　目的　探讨人脐带间充质干细胞（ＵＣＭＳＣｓ）与骨髓间充质干细胞（ＢＭＭＳＣｓ）在体外对造血干细胞的

支持作用。方法　分别从人脐带和骨髓中分离、培养间充质干细胞，通过免疫细胞化学染色等方法对其进行表型鉴

定；采用流式细胞仪测定脐血单个核细胞的周期分布，采用甲基纤维素法测定脐血单个核细胞混合集落形成单位

（ＣＦＵＭｉｘ），比较ＵＣＭＳＣｓ和ＢＭＭＳＣｓ对脐血单个核细胞细胞周期、ＣＦＵＭｉｘ形成能力的影响。结果　成功培

养获得ＵＣＭＳＣｓ和ＢＭＭＳＣｓ，鉴定结果符合预期；与非共培养组细胞相比，ＵＣＭＳＣｓ和ＢＭＭＳＣｓ共培养均能促进

脐血单个核细胞进入增殖周期，并增加其形成ＣＦＵＭｉｘ的能力（犘＜０．０５），但ＵＣＭＳＣｓ和ＢＭＭＳＣｓ共培养组之间

比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　成功从人脐带和骨髓组织中培养获得间充质干细胞，两种来源的间充

质干细胞均能提高脐血单个核细胞的体外增殖能力及ＣＦＵＭｉｘ形成能力，均具有造血支持作用。
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　　自１９８９年世界上第一例脐血移植成功治疗白血病以

来［１］，越来越多的研究者对造血干细胞的来源及其移植治疗进

行了深入的研究。间充质干细胞（ＭＳＣｓ）来源于中胚层，是一

群具有自我更新及多向分化潜能的一类多能干细胞，对机体的

造血功能具有一定的支持作用。目前，应用最多且技术较成熟

的是骨髓间充质干细胞（ＢＭＭＳＣｓ），但ＢＭＭＳＣｓ存在许多的

问题而限制了其临床应用，例如，随着移植时间的延长，

ＢＭＭＳＣｓ数量显著降低、增殖分化能力大幅衰退，其制备过程

也不易实现质量控制等。因此，寻找骨髓以外的 ＭＳＣｓ来源极

为重要［２］。近年来，脐带间充质干细胞（ＵＣＭＳＣｓ）以其来源丰

富和生物学特性适合后续处理，已成为备受关注的成体干细

胞［３］。为探讨ＵＣＭＳＣｓ是否能代替ＢＭＭＳＣｓ用于血液系统

疾病 的 细 胞 移 植 治 疗，本 实 验 拟 通 过 比 较 ＵＣＭＳＣｓ与

ＢＭＭＳＣ对脐血单个核细胞增殖能力和混合集落形成单位

（ＣＦＵＭｉｘ）形成能力的影响，验证和分析两种 ＭＳＣｓ在造血支

持方面的作用的优势，为将其应用于细胞移植治疗提供实验

依据。

１　材料与方法

１．１　材料　实验所用脐带与肋骨组织均来自于宁波某医院

（经医院伦理委员会许可，产妇与外科手术患者均签署知情同

意书）。外科手术患者作为肋骨组织供体，均排除血液疾病。

健康产妇作为脐带供体，均为足月顺产孕妇，于胎儿娩出后剪
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下约３０ｃｍ脐带，反复冲洗后置于预先盛有伊思考夫改良杜尔

贝可培养基（ＩＭＤＭ培养基）的无菌瓶中。

１．２　主要试剂　胎牛血清购自北京灏洋生物公司，ＩＭＤＭ 培

养基购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，胰蛋白酶、胶原酶、姬姆萨染料、多

聚赖氨酸、植物血凝素（ＰＨＡ）和四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）购自

美国Ｓｉｇｍａ公司，２巯基乙醇、氢化可的松、Ｌ谷氨酰胺购自上

海源聚生物科技公司，丝裂霉素购自浙江海正药业公司，淋巴

细胞分离液购自宁波鼎鑫生物技术有限公司，细胞免疫化学试

剂盒购自北京邦定泰克生物技术公司。

１．３　方法

１．３．１　ＵＣＭＳＣｓ与ＢＭＭＳＣｓ的分离、培养及表型鉴定　无

菌条件下将肋骨剪成长度约３ｃｍ的小块，用含有１００Ｕ／ｍＬ

庆大霉素的生理盐水冲洗数次，再用装满ＩＭＤＭ 培养基的注

射器反复冲洗髓腔，收集细胞悬液，离心后弃上清，用ＩＭＤＭ

培养基重悬后以比重为１．０７７的淋巴细胞分离液分离细胞，洗

涤２次后备用。配制ＢＭＭＳＣｓ培养体系：在ＩＭＤＭ培养基中

加入ＢＭＭＳＣｓ至终浓度２×１０６ 个／毫升，加入１２．５％马血清、

１２．５％胎牛血清、１×１０－７ｍｏｌ／Ｌ氢化可的松；混匀后加入２４

孔培养板内，１毫升／孔，３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度条件下培养，

每周半量换液１次，直至 ＢＭＭＳＣｓ达８０％以上融合时，用

０．２５％胰蛋白酶进行消化，按１∶３的比例传代。ＵＣＭＳＣｓ分

离培养采用组织块贴壁法［４］。在无菌条件下将脐带用含１００

Ｕ／ｍＬ庆大霉素的生理盐水洗涤数次，剔除脐静脉与脐动脉，

充分冲洗去除血凝块，剪成大小约１ｍｍ３ 的碎块，先后经

０．１％胶原酶、０．２５％胰蛋白酶消化３０ｍｉｎ，收集悬浮细胞，接

种于含１０％胎牛血清的ＩＭＤＭ培养基内，３７℃、５％ＣＯ２、饱和

湿度条件下培养，每３天半量换液１次，待形成纤维样细胞且

细胞达到８０％汇合时，用０．２５％胰蛋白酶进行消化，按１∶３

的比例传代。取传至第３代的 ＵＣＭＳＣｓ与ＢＭＭＳＣｓ，通过细

胞化学染色法进行糖原（ＰＡＳ）、丁酸萘酚酯酶（ＮＢＥ）和过氧化

物酶（ＰＯＸ）检测，通过免疫组织化学染色法检测表面标志物

ＣＤ２９和ＣＤ３４（碱性磷酸酶抗碱性磷酸酶桥联酶染色法）。

１．３．２　脐血单个核细胞的制备　取无菌条件下新鲜采集的脐

血１份，枸橼酸钠抗凝，２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，弃上清，向沉

积细胞内按体积比１∶１０的比例加入红细胞溶解缓冲液

（ＮＨ４Ｃｌ０．１６６ｍｏｌ／Ｌ，ＫＨＣＯ３０．０１ｍｏｌ／Ｌ，乙二胺四乙酸四

钠０．０８ｍｍｏｌ／Ｌ），吹打混匀后，４℃静置１０ｍｉｎ，１０００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ，重复上述步骤１次，静置时间缩短为２～３ｍｉｎ，

１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清，调整细胞浓度待用。

１．３．３　脐血造血细胞周期测定　收集上述待测细胞，１０００ｒ／

ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清，加生理盐水２００μＬ，悬浮细胞后将细

胞悬液滴加至４℃预冷的７０％乙醇中，混匀后离心，弃上清，

生理盐水洗涤１次，在沉淀细胞中加入０．１％ ＲＮａｓｅ１００μＬ，

置３７℃水浴３０ｍｉｎ，过３００目尼龙网后上机检测。

１．３．４　脐血造血细胞集落培养　脐血造血细胞集落培养采用

甲基纤维素法。培养体系包括：１×１０－４ ｍｏｌ／Ｌ二巯基乙醇

２００μＬ、３％Ｌ谷氨酰２０μＬ、马血清５００μＬ、脐血条件培养液

３００μＬ、促红细胞生成素（ＥＰＯ）２Ｕ、重组人粒细胞巨噬细胞

集落刺激因子（ｒｈＧＭＣＳＦ）１０００ＩＵ、重组人白细胞介素３

（ｒｈＩＬ３）１００ＩＵ、重组人白细胞介素６（ｒｈＩＬ６）１０００ＩＵ、脐血

造血细胞５×１０４ 个／毫升、３．６％甲基纤维素０．５ｍＬ、补加

ＩＭＤＭ培养基至２ｍＬ
［５］，加入２４孔培养板中，０．５毫升／孔，

混匀，３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度下培养１４ｄ，计数细胞，５０个细

胞聚集成团时判为１个集落。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行数据处理和统计

学分析。计量资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验；犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＵＣＭＳＣｓ和ＢＭＭＳＣｓ形态及表型鉴定　原代培养的

ＵＣＭＳＣｓ和ＢＭＭＳＣｓ在２４～４８ｈ内均进行贴壁生长，培养７２

ｈ后在倒置显微镜下可见成纤维样梭形、多角形细胞，当细胞

生长达到８０％汇合时，对其进行传代，连续传５代，细胞形态

均无明显改变（见图１～２）。对培养第３代的 ＵＣＭＳＣｓ和

ＢＭＭＳＣｓ进行免疫组化染色检测，结果显示其表面标记物

ＣＤ２９呈阳性，而造血细胞系表面标记物ＣＤ３４为阴性（见图

３～４），免疫细胞化学染色结果显示：ＰＡＳ和 ＮＢＥ为阳性，

ＰＯＸ为阴性（见图５～６）。

图１　第３代ＢＭＭＳＣｓ（×１００）

图２　第３代ＵＣＭＳＣｓ（×１００）

图３　ＢＭＭＳＣｓ表面标志物（×２００）

２．２　ＵＣＭＳＣｓ和 ＢＭＭＳＣｓ对脐血单个核细胞细胞周期、

ＣＦＵＭｉｘ形成能力的影响　经 ＵＣＭＳＣｓ或ＢＭＭＳＣｓ共培养

的实验组与空白对照组相比，脐血单个核细胞Ｓ＋Ｇ２＋Ｍ期的

比例和ＣＦＵＭｉｘ形成数量明显增高（犘＜０．０５），见表１。说明
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两种来源的 ＭＳＣｓ均能促进脐血单个核细胞进入增殖周期，并

增加其形成ＣＦＵＭｉｘ的能力，而两种来源的 ＭＳＣｓ之间比较

差异无统计学意义（犘＞０．０５）。见表１。

图４　ＵＣＭＳＣｓ表面标志物（×２００）

图５　ＢＭＭＳＣｓ细胞化学染色（×２００）

图６　ＵＣＭＳＣｓ细胞化学染色（×２００）

表１　ＵＣＭＳＣｓ和ＢＭＭＳＣｓ对脐血单个核细胞细胞

　周期、ＣＦＵＭｉｘ形成能力的影响（狀＝６，狓±狊）

组别
细胞周期（％）

Ｇ０／Ｇ１ Ｓ＋Ｇ２＋Ｍ

ＣＦＵＭｉｘ

［个／（５×１０４）］

空白对照组 ６６．７±３．８ ３１．８±８．１ ４０．３±１３．０

ＵＣＭＳＣｓ共培养组 ５８．６±３．５ ４２．３±１．６ ５７．８±４．２

ＢＭＭＳＣｓ共培养组 ５３．２±３．２ ４６．５±８．２＃ ５９．７±７．７＃

　　注：与空白对照组比较，犘＜０．０５；与 ＵＣＭＳＣｓ共培养组比较，＃

犘＞０．０５。

３　讨　　论

造血干细胞在临床中的应用研究已较多，但在如何通过选

择干细胞的来源以提高造血干细胞体外增殖能力方面尚无定

论。ＭＳＣｓ作为构成骨髓微环境的一部分，与造血祖细胞联合

移植可加快造血干细胞移植后重建造血功能的速度，同时也能

修复化疗或原发病导致的基质损伤或减轻移植物抗宿主疾病

（ＧＶＨＤ）
［６］。王丽娟等［７］采用酶联免疫吸附法检测了 ＵＣＭ

ＳＣｓ的干细胞因子（ＳＣＦ）、白细胞介素（ＩＬ）３、ＩＬ６、粒细胞巨

噬细胞集落刺激因子（ＧＭＣＳＦ）和肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）表

达水平，结果在脐血贴壁细胞的条件培养液中检测到ＳＣＦ、ＩＬ

３、ＩＬ６、ＧＭＣＳＦ和ＴＮＦα。ＴＮＦα能诱导许多造血因子ｍＲ

ＮＡ的表达，例如ＩＬ１、ＩＬ６、ＩＬ８和ＧＭＣＳＦ。在共培养体系

中，正是 ＭＳＣｓ产生或诱导的多种生长因子的协同作用支持了

脐血造血干／祖细胞的体外增殖和分化。与此同时，细胞与细

胞间的相互作用亦可能为提高增殖潜能提供某种刺激信号。

在成人骨髓中，ＭＳＣｓ通过细胞间的相互作用以及分泌造血生

长因子和细胞因子，为造血干细胞的分化和增殖提供信号。Ｌｉ

等［８］的研究显示，人骨髓、脐血、脐带和胎盘来源的 ＭＳＣｓ均表

达 ＣＤ２９、ＣＤ４４、ＣＤ９０、ＣＤ１０５，不表达 ＣＤ４５、ＣＤ１６、ＣＤ３４、

ＣＤ３８、ＣＤ１３３和人类白细胞抗原（ＨＬＡ）ＤＲ。本研究结果表

明，脐带和骨髓来源的 ＭＳＣｓ具有相似的生物学特征，也证实

脐带与骨髓来源的 ＭＳＣｓ均能够支持来源于同种异体的脐血

造血干／祖细胞的体外增值。虽然在本研究设计的共培养体系

和非共培养体系中，培养条件是一致的，但共培养体系中造血

干／祖细胞的增殖能力大大超过了非共培养体系。

大量实验研究已证实 ＭＳＣｓ联合造血干细胞共移植，可减

少ＧＶＨＤ的发生
［９］。骨髓作为造血干细胞移植的首选细胞来

源，在临床应用已有约５０年的历史，但采集骨髓时有可能对供

者造成损伤，且骨髓疾病患者无法作为ＢＭＭＳＣｓ的供者供体，

即使对于健康供者，骨髓的采集量亦不能太多。然而，ＵＣＭ

ＳＣｓ作为胎儿出生后的废弃物，具有诸多优势。本研究结果证

实，ＵＣＭＳＣｓ与ＢＭＭＳＣｓ具有相似的生物学特性和造血支持

作用，可为造血干细胞移植治疗的细胞来源提供新的选择。
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