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人脐带间充质干细胞在3种不同培养体系中的生长状况及腺病毒感染效率*☆ 
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Growth state and adenovirus infection efficiency of human umbilical cord-derived mesenchymal 
stem cells in 3 different culture systems    

Hong Jing-xin1, Zhang Qian-zhen2,3, Han Jun-ling1,4, Liu Hui2, Liu Jian1, Qiu Lu-gui1,4 

Abstract 
 
BACKGROUND: In vitro culture condition and culture efficiency are different in reported umbilical cord-derived mesenchymal 
stem cells, and lacked of unified standards. Different derived mesenchymal stem cells have different biological properties. 
Therefore, it is very necessary to establish a simple and high-performance culture system for umbilical cord-derived mesenchymal 
stem cells.  
OBJECTIVE: To observe the growth state of human umbilical cord-derived mesenchymal stem cells in different culture systems in 
vitro and adenovirus infection efficiency.  
METHODS: Mesenchymal stem cells were separated from healthy full-termed delivery fetus using collagenase digestion method 
and purified by adherent culture. These cells were cultured and amplified in DMEM (low glucose), MesenPRO RS™ Medium and 
STEMPRO® MSC SFM in vitro. The 3-5 passage mesenchymal stem cells were infected by the Ad5-EGFP, Ad5/11-EGFP, 
Ad5/35-EGFP as multiplicity of infection (MOI)=1, 10, 100. Viral infection and green fluorescence expression were observed at 
post-infection 24, 56 and 72 hours using inverted fluorescence microscope.  
RESULTS AND CONCLUSION: The cell morphology in STEMPR® MSC SFM was different from other two culture system and 
these cells were not easy to adherent after trypsin digestion. Cell doubling time in the MesenPRO RS™ Medium was shorter than 
other two groups. Mesenchymal stem cells were infected by Ad5/35-EGFP with higher efficiency than other two kinds of 
adenovirus, but part of cells appeared apoptosis. The infection efficiency of Ad5/11-EGFP was highest. The fluorescence intensity 
was gradually increased with increased MOI. 
 
Hong JX, Zhang QZ, Han JL, Liu H, Liu J, Qiu LG.Growth state and adenovirus infection efficiency of human umbilical 
cord-derived mesenchymal stem cells in 3 different culture systems.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 
2010;14(1): 42-47.      [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 

背景：目前所报道的脐带间充质干细胞体外培养条件及培养效率不尽相同，尚缺乏统一标准。而且由于不同来源的间充质干

细胞生物学特征尚有一定差异，因此建立脐带间充质干细胞简便、高效的培养体系十分必要。 

目的：观察人脐带来源的间充质干细胞在体外不同培养体系中的生长状态，以及不同腺病毒感染的效率。 

方法：采用胶原酶消化法从正常足月新生儿脐带中分离出间充质干细胞，贴壁法纯化培养，细胞贴壁后利用低糖 DMEM，

MesenPRO RS™ Medium 和 STEMPRO® MSC SFM 这 3 种培养体系进行体外扩增。取对数生长期的第 3~5 脐带间充质干

细胞，应用腺病毒 Ad5-EGFP，Ad5/11-EGFP，Ad5/35-EGFP 分别以感染复数=1，10，100 进行感染，分别于感染后 24，

56，72 h 倒置荧光显微镜观察病毒感染及绿色荧光表达情况。 

结果与结论：使用低糖 DMEM 培养的细胞初期融合时间长，STEMPRO® MSC SFM 培养的细胞虽然连接紧密，但消化传代

后不易贴壁，而 MesenPRO RS™ Medium 培养的细胞在相同时间内能达到较高的细胞密度，更适于脐带间充质干细胞的体

外扩增。Ad5/35-EGFP 感染脐带间充质干细胞的效率明显高于其他两种腺病毒，但可导致细胞凋亡；腺病毒 Ad5/11-EGFP

对脐带间充质干细胞的感染效率较佳，随着感染复数的升高，所表达的荧光强度也逐渐增大。 

关键词：培养体系；腺病毒；感染效率；脐带间充质干细胞；干细胞 
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0  引言 

 

脐带富含造血、间充质、神经及内皮等多

种干/祖细胞，与骨髓来源的间充质干细胞相比

较，人脐带来源间充质干细胞的优势在于收集

过程相对简单、无创、胎盘屏障使脐带受病毒

与细菌污染少、脐血免疫系统的原始性降低了

移植后受体发生排斥反应的概率[1-9]。脐带间充

质干细胞呈成纤维细胞形态，在不同的诱导条

件下能够向脂肪、骨、软骨方向分化。在体外

培养体系中能快速增殖，传代后3~5 d能增殖

四五倍，传代培养10代以上细胞可增加5~10

倍，且增殖速度无明显降低，传代稳定[10]。 

实验通过体外培养的方法将脐带间充质

干细胞分离、扩增，观察其生物学特性、表型

特征等，建立稳定的体外培养体系，用

Ad5-EGFP，Ad5/11-EGFP，Ad5/35-EGFP这
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3种腺病毒载体将EGFP基因体外转染脐带间充

质干细胞，观察EGFP在脐带间充质干细胞中能

否有效表达，以及病毒对脐带间充质干细胞基

本生物学特性的影响，从而为腺病毒能否作为

脐带间充质干细胞的基因转移与表达载体进行

细胞治疗和基因治疗提供实验依据。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞学体外对比观察。 

时间及地点：于2009-01/08在协和干细胞

基因工程有限公司和解放军第二军医大学东方

肝胆外科医院病毒基因治疗实验室完成。 

材料：经产妇知情同意，采集足月剖宫产

健康胎儿脐带8份，实验经上海市长海医院伦理

委员会批准。脐带采集之前产妇需做艾滋病病

毒抗体、乙型肝炎病毒抗体、丙型肝炎病毒抗

体、梅毒螺旋体抗体、谷丙转氨酶、支原体等

检测，全部合格以确保安全性后方可采集，采

集后4℃保存，6 h之内处理。3种腺病毒载体

Ad5-EGFP，Ad5/11-EGFP，Ad5/35-EGFP由

解放军第二军医大学东方肝胆外科医院病毒基

因治疗实验室提供。 

实验用主要试剂与仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

脐带间充质干细胞的分离：脐带自手术台取下

后，浸入含抗生素的生理盐水中，4 ℃保存，

在操净台内取出脐带，用D-PBS冲洗净脐动脉

和脐静脉内的残余血液，用止血钳和剪刀剔除

上述血管，将脐带剪成1 mm3大小的组织块后

放入200 mL蓝盖试剂瓶，加入质量/体积比为

0.1%的Ⅱ型胶原酶30 mL，置于恒温振荡仪内

持续消化6 h，100目筛网过滤收集细胞。加入

D-Hank’s液冲洗细胞3次，用含体积分数为

10%胎牛血清的DMEM/F12重悬细胞，调整细

胞密度为(4.8×103~1×104)/cm2，接种于6孔板

内，于37 ℃、体积分数为5%的CO2孵箱内培

养，24 h后换液。 

脐带间充质干细胞在不同培养体系中的体外扩

增：待原代培养的脐带间充质干细胞贴壁后，

在两个6孔板中进行3种培养体系的生长对比

实验。第1个6孔板中细胞密度为1×107 L-1，采

用连续适应法使细胞由原代培养时使用的

DMEM/F12分别逐步过渡到低糖DMEM、

MesenPRO RS™ Medium 和 STEMPRO® 

MSC SFM 3种培养体系，即用含体积分数为

10%胎牛血清的DMEM/F12培养基和相应的3

种培养基按体积比1∶1混合培养细胞，通过下

列混合培养基的方式，连续几代减少当前培养

基的量，即1∶2，1∶4，1∶16和100%替代

培养基，每次适应改变培养体系时，传代细胞

一两次，其中孔1为原代培养时的DMEM/F12

培养液，孔2为低糖DMEM，孔3为MesenPRO 

RS™ Medium ， 孔 4 为 STEMPRO® MSC 

SFM。第2个6孔板中细胞密度为2×107 L-1，每

孔培养液设置同上，目的是避免在不同时间消

化传代间充质干细胞时出现实验操作上的误

差。 

脐带间充质干细胞的不同腺病毒感染：实验感

染复数=病毒载体的感染单位数/转染细胞总

数。按上述方法取对数生长期的脐带间充质干

细胞，计数后铺24孔板，接种密度为5×104/

孔，于37 ℃、体积分数为5%的CO2培养箱培

养24 h后全量更换不含血清的培养基。用该培

养基将Ad5-EGFP，Ad5/11-EGFP，Ad5/35- 

EGFP病毒原液稀释成不同感染复数的病毒悬

液，分别以感染复数为1，10，100加入病毒液

到细胞中，十字法混匀，37 ℃感染2 h，每隔

20 min轻轻晃动培养板1次，使病毒颗粒在培

养液内均匀分布，感染结束后弃去感染上清，

用不含血清的培养液清洗细胞2遍，加入含体

积分数为10%胎牛血清的DMEM/F12培养液，

于37 ℃、体积分数为5%的CO2培养箱继续培

养。分别于感染后24，56，72 h用荧光倒置显

微镜观察不同感染复数孔的病毒感染效果及

绿色荧光表达情况。 

主要观察指标：①脐带间充质干细胞在3

种培养体系中的生长状况。 3② 种携带绿色荧

光的腺病毒载体以不同感染复数感染脐带间

充质干细胞的效果。 

试剂与仪器 

 

来源 

DMEM/F12 培养液、低糖 

DMEM、 MesenPRO RS™  

Medium、STEMPRO MSC  

SFM、TrypLETM Select 

GIBCO Inc.,USA 

胎牛血清 PAA，Austria 

恒温 CO2孵箱 Thermo SCIENTIFIC，

USA 

倒置生物显微镜 LEICA DMI3000B， 

USA；Nikon  

ECLIPSE TE300， 

Japan 

生物显微镜 XSP-17C 
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设计、实施、评估者：设计为第一、三作者，资料

收集为第一、二作者，实施、评估为第一、六作者，均

经过系统培训，未使用盲法评估。 

 

2  结果 

 

2.1  脐带间充质干细胞的原代培养  原代脐带间充质

干细胞接种24 h后全量更换新的DMEM/F12培养液，除

去未贴壁细胞，倒置显微镜下可见有少量形态各异的贴

壁细胞，见图1a。3~7 d后形成散在的细胞集落，大部

分是长梭形的成纤维样细胞，细胞折光性好，见图1b。

原代培养的细胞增殖能力旺盛，再经过1周即可达

80%~90%融合，见图1c。用胰酶消化传代后，可得到

较为纯化的间充质干细胞，多数呈旋涡状生长，传代后

的细胞形态无明显变化，性质稳定[11]。细胞经过1 d左

右的潜伏适应期，第二三天大量增殖，然后进入对数增

殖期，大约持续六七天[12]，七八天后可达到100%融合，

见图1d。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  脐带间充质干细胞在3种培养体系中的生长情况  

从细胞形态上观察，使用低糖DMEM培养的间充质干细

胞初期融合时间长，而MesenPRO RS™ Medium和

STEMPRO® MSC SFM培养的间充质干细胞连接紧密。

使用MesenPRO RS™ Medium培养的间充质干细胞在

相同时间内能达到较高的细胞密度，使用STEMPRO® 

MSC SFM培养的间充质干细胞形成集落的趋势强于另

2种培养体系，见图2a，b，c。由于缺少血清的促贴壁

效应，使用STEMPRO® MSC SFM培养的传代细胞较另

2种培养体系不易贴壁，低糖DMEM培养的细胞消化后

贴壁数量也很少，见图2d，e，f。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

               

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a: Cell separated from umbilical 
cord within 24 hours 

b: Sporadic colony was formed 
after separation within 3-7 days

c: Primary culture of mesen-
chymal stem cells achieved 
80%-90% confluence 

d: Mesenchymal stem cells 
subcultured with 100% conflu-
ence 

Figure 1  Primary culture of umbilical core-derived mesen-
chymal stem cells (×40) 

图 1  脐带间充质干细胞的原代培养(×40) 

a: Mesenchymal stem cells 
were cultured with DMEM (low 
glucose). Cellular connection is 
not close. The initial integration 
need a long time 

b: Mesenchymal stem cells were 
cultured with MesenPRO RS™ 
Medium. Cellular connection was 
more closer and cell density was 
higher than other two kinds of 
medium at the same conditions 

c: Mesenchymal stem cells were 
cultured with STEMPRO® MSC 
SFM. The trend of colony forma-
tion was higher than two kinds of 
medium, but the cell density was 
lower than MesenPRO RS™ 
Medium 

d: The adherence amount of 
mesenchymal stem cells cultured 
with DMEM (low glucose) was 
very little after trypsin digestion. 
Most of cells was floating 

Figure 2  Morphology of umbilical cord-derived mesen-
chymal stem cell in three culture systems (×40) 

图 2  脐带间充质干细胞在 3 种培养体系中的形态 (×40)

e: The adherence amount of 
mesenchymal stem cells cultured 
with MesenPRO RS™ Medium 
was the highest in three kinds of 
culture system after trypsin diges-
tion. Only a very small amount of 
cells were not adherent 

f: Mesenchymal stem cells 
cultured with STEMPRO® MSC 
SFM were virtually 
non-adherent after trypsin 
digestion 
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MOI=1 

MOI=10 

MOI=100 

MOI=1 

MOI=10 

MOI=100 

2.3  脐带间充质干细胞的腺病毒感染效果  在3种腺

病毒Ad5-EGFP，Ad5/11-EGFP，Ad5/35-EGFP中，以

Ad5/11-EGFP对脐带间充质干细胞的感染效率较佳，随

着感染复数的升高，所表达的荧光强度也逐渐增大；

Ad5-EGFP 感 染 能 力 明 显 低 于 Ad5/11-EGFP 和

Ad5/35-EGFP，在感染复数=100时荧光阳性细胞率也

仅为30%。 

在每一种腺病毒中，感染效率随着感染复数值的增

加而增高，但随着感染时间的延长病毒携带的绿色荧光

强度会相应减弱，细胞出现凋亡现象，病毒感染24 h后

情况见图3，感染56 h后情况见图4，感染72 h后情况见

图5。病毒感染72 h时，脐带间充质干细胞部分出现胞

体皱缩、肿胀、空泡样变甚至脱落等细胞病变效应，感

染复数=100病毒感染的脐带间充质干细胞增殖能力显

著降低、死细胞比例显著增多，而低于此滴度的病毒对

细胞活力与增殖能力无明显影响。

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ad5-EGFP Ad5/11-EGFP Ad5/35-EGFP 

24 h 

Figure 3  24-h infection results of umbilical cord-derived 
mesenchymal stem cells using Ad5-EGFP, 
Ad5/11-EGFP and Ad5/35-EGFP (×40) 

图 3  脐带间充质干细胞感染 Ad5-EGFP，Ad5/11-EGFP，
Ad5/35-EGFP 24 h 后情况(×40) 

Ad5-EGFP Ad5/11-EGFP Ad5/35-EGFP 

56 h 

Figure 4  56-h infection results of umbilical cord-derived 
mesenchymal stem cell using Ad5-EGFP, 
Ad5/11-EGFP and Ad5/35-EGFP (×40) 

图 4  脐带间充质干细胞感染 Ad5-EGFP，Ad5/11-EGFP，
Ad5/35-EGFP 56 h 后情况(×40) 
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3  讨论 

 

间充质干细胞来源广泛，存在于多种组织中，其中

尤以脐带间充质干细胞更为原始，分化能力更强，且其

来源于胚胎组织免疫原性更低[13]。实验成功从人脐带中

分离出间充质干细胞，获得的原代细胞能够在24~48 h

贴壁。连续传代本身就是细胞纯化的过程，由于间充质

干细胞的增殖优势，血细胞和内皮细胞随着传代培养而

被剔除，经过2次传代培养其形态呈较为均一的梭形成

纤维细胞，漩涡样生长，同时细胞进入指数生长阶段，

最终细胞扩增达109以上，为干细胞临床和实验研究提

供了大量的间充质干细胞来源。 

目前美国国家食品药品管理局已经批准间充质干细

胞输注进入Ⅱ期临床试验，以期减轻异基因骨髓移植中

的移植物抗宿主反应。有关间充质干细胞体外培养体系

的标准化以及体内植入存活及分化潜能等，仍需要通过

严谨的实验进一步阐明。但由于初始接种细胞成分不同，

培养体系组成的差异诸如血清浓度及血清种类以及生长

因子的添加与否及添加成分等，这些均可影响最终细胞

产品的纯度和具体功能。目前所报道的脐带间充质干细

胞体外培养条件及培养效率不尽相同，尚缺乏统一标准。

而且由于不同来源的间充质干细胞生物学特征尚有一定

差异，因此建立脐带间充质干细胞简便、高效的培养体

系十分必要。查阅大量国内外文献，用于脐带间充质干

细胞体外培养的体系包括低糖DMEM、DMEM/F12、间

充质干细胞basal medium和无血清培养体系。其中

DMEM/F12是由DMEM培养基和F12培养基按1∶1混合

组成的，其营养成分丰富，且可以使用较少血清，或作

为无血清培养基的基础培养基，适于原代细胞的培养。

因此实验选择DMEM/F12培养液用于脐带间充质干细胞

的原代培养，选择低糖DMEM、MesenPRO RS™ 

Medium和STEMPRO® MSC SFM3种培养体系进行脐

带间充质干细胞生长增殖的对比实验。实验结果表明，

MesenPRO RS™ Medium是最适合于脐带间充质干细

胞在体外扩增的培养体系，因为在细胞的贴壁、传代、

复苏及冻存过程中，该培养体系均能够获得形态均一的

细胞和较高的增殖率。从另外一个角度考虑，由于在培

养体系中添加了动物成分的胎牛血清，它含有补体成分，

如果移植输注给患者时可能会导致患者的不良反应。无

血清培养是用已知人源或动物来源的蛋白或激素代替动

物血清的一种细胞培养方式，它能减少后期纯化工作，

提高产品质量，因此考虑是否可以使用该体系获得稳定

均一的细胞。但实验结果表明该体系缺少血清中促贴壁

的固有成分，细胞传代后几乎是不贴壁的，必须加入明

胶等基质促进细胞贴壁，可是这又无形中增加了生产的

成本。因此，无论从细胞培养角度还是从产业化角度看，

MesenPRO RS™ Medium是理想的培养体系。 

近年来为更好地将间充质干细胞应用于基因治疗，

学者们一直在寻找对间充质干细胞损害小，而外源基因

转移效率和表达水平高的基因转移载体。由于腺病毒载

体转导目的基因高效率、低致病性、高滴度以及在体内

不整合入宿主细胞染色体等优点，腺病毒载体已被认为

是最为有效的转基因载体之一，并广泛运用于人类基因

治疗。病毒介导的基因高效转移与表达的先决条件是病

毒载体与靶细胞表面受体的高效结合。一些肿瘤细胞[14]、

造血祖细胞和间充质干细胞不表达或低水平表达这些

受体[15]。人类腺病毒家族有51个已知血清型，分为6个

亚属。常规的5型腺病毒载体属于C组腺病毒，它是基因

Ad5-EGFP Ad5/11-EGFP Ad5/35-EGFP 

Figure 5  72-h infection results of umbilical cord-derived 
mesenchymal stem cell using Ad5-EGFP, 
Ad5/11-EGFP and Ad5/35-EGFP (×40) 

图 5  脐带间充质干细胞感染 Ad5-EGFP，Ad5/11-EGFP，
Ad5/35-EGFP 72 h 后情况(×40) 

72 h 
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治疗中应用最多的、安全性较好的亚属[16-17]，但研究表

明5型腺病毒对部分细胞的感染效率低下，这可能与这些

细胞不能有效表达受体有关[18]。人11型、35型腺病毒同

属于B亚群，受体均为CD46，腺病毒通过其纤毛蛋白与

细胞表面的CD46膜蛋白的结合黏附并进入细胞[19]。用11

型和35型腺病毒的fiber替代5型腺病毒的fiber，形成嵌合

载体，改变Ad5原有的感染吸附受体，因此Ad5/11型和

Ad5/35型对人的大多数细胞具有良好的转导效率。实验

结果也发现Ad5的感染效率明显低于Ad5/11和Ad5/35。

另一方面由于EGFP对细胞有一定的毒性，而且随着

EGFP表达量的增加其对细胞的毒性也会加剧，因此在感

染后一段时间内出现了部分细胞死亡的现象。感染72 h

后，脐带间充质干细胞无法正常繁殖，细胞也出现凋亡。 

总之，间充质干细胞的多系分化能力、免疫调节作

用及易于体外分离培养扩增操作，为其临床应用奠定了

基础。然而在将来运用至临床的过程中，一些问题仍需

注意，例如细胞在体外培养的标准化流程、植入细胞的

存活率以及细胞固有的分化特性等问题。这些问题解决

之后，方可为间充质干细胞相关细胞治疗或组织构建替

代治疗找到合适的临床适应证[20-21]。 
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来自本文课题的更多信息--  

基 金 资 助 ： 天 津 市 科 技 创 新 专 项 资 金 （ 08 

FDZDSH03000）。 

利益冲突：赞助情况不存在利益冲突。 

课题的意义：课题旨在体外大量扩增出脐带间充质干细
胞，因其易于基因转染，有望用于疾病的基因治疗。带有某
些基因的腺病毒感染间充质干细胞，可为将来的临床治疗提
供实验基础。 

课题评估的“金标准”：参照以往相关文献，为观察脐
带间充质干细胞在 3 种培养体系中的生长状况，采用连续
适应法使细胞由原代培养时使用的 DMEM/F12 分别逐步过
渡 到 低 糖 DMEM 、 MesenPRO RS™ Medium 和
STEMPRO® MSC SFM 3 种培养体系。另取对数生长期的
脐 带 间 充 质 干 细 胞 ， 铺 板 后 分 别 以 Ad5-EGFP ，
Ad5/11-EGFP，Ad5/35-EGFP 腺病毒载体以不同感染复数
感染脐带间充质干细胞。 

课题的偏倚与不足：脐带间充质干细胞在将来运用至临
床的过程中，一些问题仍需注意，如细胞在体外培养的标准
化流程、植入细胞的存活率以及细胞固有的分化特性等问
题。 

提供临床借鉴的价值：脐带间充质干细胞来源丰富，易
达到标准化和商品化生产，有望成为治疗肝硬化的药物。此
外动物实验和临床试验证明，间充质干细胞移植不仅对肝硬
化治疗有效，而且对心血管类疾病、神经损伤、糖尿病、骨
损伤等均有一定疗效。 


