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人脐带间充质干细胞冻存复苏后的生物学特征*★◆ 

王有为1，韩之波2，严淑琳1，毛爱彬1，王  斌1，王  丁2，陈  可2，韩忠朝1，2 

Biological characteristics of human umbilical cord mesenchymal stem cells following 
cryopreservation    

Wang You-wei1, Han Zhi-bo2, Yan Shu-lin1, Mao Ai-bin1, Wang Bin1, Wang Ding2, Chen Ke2, Han Zhong-chao1,2 

Abstract 
 
BACKGROUND: An effective freezing-thawing technique is crucial for the clinical application of human umbilical cord 
mesenchymal stem cells (UC-MSCs).  
OBJECTIVE: To investigate biological characteristics of UC-MSCs after cryopreservation. 
METHODS: UC-MSCs were isolated from human umbilical cord and frozen in liquid nitrogen. The survival rate and the 
suppressive effect of γ-interferon (IFN-γ) of cryopreserved-thawed and fresh human UC-MSCs were compared. Furthermore, the 
multiple potentials and phenotype of UC-MSCs were estimated after cryopreservation. 
RESULTS AND CONCLUSION: There was no significant difference between cryopreserved-thawed and fresh human UC-MSCs 
on the survival rate and the suppressive effect of IFN-γ of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). After cryopreservation, 
human UC-MSCs had the potential differentiation and the phenotype of mesenchymal stem cells. 
 
Wang YW, Han ZB, Yan SL, Mao AB, Wang B, Wang D, Chen K, Han ZC.Biological characteristics of human umbilical cord 
mesenchymal stem cells following cryopreservation.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(10): 
1729-1733.      [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 

背景：冻存脐带间充质干细胞，并有效地保持其生物学特性，是储存脐带间充质干细胞以供临床使用的重要工艺之一。 

目的：观察冻存后脐带间充质干细胞的生物学特性，验证其是否仍具有间充质干细胞的基本特征。 

方法：从脐带分离得到间充质干细胞后，将其冻存于液氮之中。比较经冻存复苏后的脐带间充质干细胞和新鲜制备的脐带

间充质干细胞活率、抑制人外周血单个核细胞分泌 γ-干扰素等方面的异同。检验经冻存复苏后的脐带间充质干细胞是否具

有多向分化潜能，其表型是否满足间充质干细胞的基本特征。 

结果与结论：在细胞活率和抑制人外周血单个核细胞分泌 γ-干扰素方面，冻存和新鲜的脐带间充质干细胞差异无显著性意

义。经冻存复苏后的脐带间充质干细胞保持了间充质干细胞的基本形态，其表型满足间充质干细胞的基本要求，具有多向

分化的潜能。 

关键词：冻存；脐带间充质干细胞；成骨分化；成脂分化；调节免疫 
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0  引言 

 

间充质干细胞是一类能够自我更新和具

有多向分化潜能的细胞。间充质干细胞最早在

骨髓中发现[1]，其后陆续报道在脂肪组织[2-3]、

骨膜、滑膜、肌肉组织、乳牙[4]、以及脐带血

等众多组织中均存在间充质干细胞[5-6]。近年来

实验发现间充质干细胞在治疗神经损伤[7-8]、造

血干细胞共移植时促进造血系统重建及造血

干细胞植入[9]，预防和治疗移植物抗宿主病等

方面具有良好的临床应用前景[10]。 

脐 带 间 充 质 干 细 胞 (umbilical cord 

mesencymal stem cells，UC-MSCs)是来源于

胎儿脐带华通氏胶的间充质干细胞[11-12]，和骨

髓来源的间充质干细胞一样，UC-MSCs具有

多向分化潜能。相比于成体来源的间充质干细

胞，UC-MSCs具有更强的增殖能力，更适用于

规模化生产，有更大的临床应用潜力[13]。 

UC-MSCs是胎儿的珍贵资源，低温冻存是

保存UC-MSCs的有效方法。本实验就低温冻存

UC-MSCs是否能保持间充质干细胞的活力及生

物学特性进行探讨。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞学体外观察。 

时间及地点：实验于2008-03/2009-05在天

津昂赛细胞基因工程有限公司及中国医学科学

院北京协和医学院血液学研究所实验血液学国

家重点实验室完成。 

材料：脐带取自顺产及剖宫产的胎盘侧脐
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带，父母均健康(由于脐带是产妇的个人资源，

实验采取的是产妇捐献方式且对实验知情且同

意)。 

UC-MSCs由天津昂赛细胞基因工程有限公

司按其生产工艺制备，并经其质量检验部门检验

合格。 

主要试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验过程： 

UC-MSCs分离及冻存：UC-MSCs的分离主要

参考Lu等 [12]的方法。将脐带组织剪碎至1.0~  

2.0 cm3后，先用0.075%的胶原酶消化30 min，

然后再用0.125%的胰酶消化30 min。消化所得

混合液体经100 μm滤膜过滤后以1×106/cm2的

浓度接种于细胞培养瓶中。待UC-MSCs生长至

80%融合时，胰酶消化细胞，离心后以冻存保护

液(70%DF12+体积分数为20%胎牛血清+10%

二甲基亚砜)重悬细胞。细胞于-80 ℃过夜后，

转入液氮中保存。 

UC-MSCs复苏：UC-MSCs于液氮中冻存1个

月后，从液氮中取出细胞，立即投入42 ℃水浴

中融化。PBS洗涤后，以完全培养基于37 ℃、

体积分数为5%CO2培养箱中培养或进行其他生

物学特征检测[14]。 

复苏后UC-MSCs活率检测：以PBS稀释复苏

的细胞后，锥虫蓝染色，于计数板上计数着色

的细胞和未着色的细胞。按如下公式计算复苏

后的UC-MSCs活率： 

 

 

 

 

流式检测复苏后UC-MSCs表型：复苏后的

UC-MSCs 经 CD19-FITC ， CD34-FITC ，

CD11b-PE，CD73-PE，CD90-PE，CD45-PE，

CD105-PE，HLA-DR-PE(FITC， fluorescein 

isothiocyanate; PE，phycoerythrin ) 标记后，

流式细胞分析仪BD FACSCalibur分析。 

冻存后UC-MSCs诱导分化：复苏细胞后，

以2×105/孔的密度接种于24孔板中，待细胞

达到90%融合后更换分化诱导培养基。 

成骨分化诱导培养基：体积分数为10%

胎牛血清、0.1 μmol/L地塞米松、0.2 mmol/L

抗坏血酸磷酸盐、10 mmol/L β-甘油磷酸。 

成脂分化诱导培养基：体积分数为10%胎

牛血清、1 μmol/L地塞米松、0.5 mmol/L IBMX、

10 mg/L胰岛素、100 μmol/L吲哚美辛。每两

三天更换培养基，21 d后对成脂诱导的

UC-MSCs作油红 O染色，对成骨诱导的

UC-MSCs作Von Kossa染色[15-19]。 

冻存UC-MSCs抑制人外周血单个核细胞γ-干

扰素分泌：将新鲜和冻存的UC-MSCs分别按

1×104cell⁄孔接种于96孔板中。接种后，37 ℃、

体积分数为5%CO2、饱和湿度培养1 h，铯源

照射20 Gy。每孔加入1×105人外周血单个核

细胞、2 μL植物血凝素(10 mg/L)与UC-MSCs

共培养。72 h后，1 600 r/min离心10 min，收

集上清。ELISA测量培养上清中γ-干扰素水

平。 

主要观察指标：倒置显微镜观察细胞形

态、细胞活率、油红O和Von Kossa检测细胞

成脂分化能力和成骨分化能力、流式细胞仪检

测细胞表型、ELISA检测细胞γ-干扰素分泌情

况。 

设计、实施、评估者：实验设计为第一、

二、八作者，干预实施为第一、三、四、五作

者，评估为第二、六、七作者，经过正规培训，

采用盲法评估。 

统计学分析：由第一作者采用GraphPad 

Prism软件完成统计处理。 

试剂及仪器 

 

来源 

DMEM/F12培养基、胰酶 Gibco 

胎牛血清、锥虫蓝 中国医学科学院血液 

研究所科技公司 

二甲基亚砜 天津市标准科技有限 

公司 

地塞米松、IBMX、吲哚美辛、 

抗坏血酸磷酸盐、β-甘油 

磷酸、植物血凝素 

Sigma 

胰岛素 Peprotech 

多聚甲醛 中国医药集团上海 

化学试剂公司 

乙醇 天津市化学试剂三厂 

油红O 生工生物工程(上海) 

有限公司 

硝酸银 天津市北方化玻采购 

销售中心 

硫代硫酸钠 天津市化学试剂批发部 

流式抗体CD19-FITC、 

CD34-FITC、CD-11b-PE、 

CD73-PE、CD90-PE、 

CD45-PE、CD105-PE、 

HLA-DR-PE 

BD Biosciences  

Pharmingen 

Human IFN-γ ELISA Kit 晶美生物 

流式细胞仪 BD 

酶标仪 BIO-RAD 

倒置显微镜、普通显微镜 奥林巴斯 

细胞活率(%)=                       ×100% 
未着色细胞 

未着色细胞+着色细胞
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2  结果 

 

2.1  UC-MSCs的分离培养  从脐带中分离得到的间

充质干细胞在体外贴壁生长，细胞形态为梭形，与骨髓

中来源的间充质干细胞类似[12]。 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  UC-MSCs 经 冻 存 复 苏 后 细 胞 活 率   冻 存

UC-MSCs和新鲜UC-MSCs活率均在90%以上：新鲜制

备的UC-MSCs平均活率为93.62%，经冻存复苏的

UC-MSCs平均活率为91.17%。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  经冻存复苏后的UC-MSCs表面标记  流式细胞

仪分析冻存后UC-MSCs表面CD19、CD34、CD11b、

CD45、HLA-DR表达阴性，CD73、CD90、CD105表

达阳性。冻存后的UC-MSCs表型仍满足国际细胞移植

学会对间充质干细胞的要求[20]。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  经冻存复苏后的UC-MSCs分化潜能  成脂诱导

后的UC-MSCs经油红O染色可见红色油滴；成骨诱导后

的成骨细胞经Von Kossa染色后可见黑色颗粒，提示有

钙沉积。在特定的诱导培养基下，冻存后的UC-MSCs

能向脂肪和骨分化，仍然具有多向分化潜能。 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a: ×40 

b:×100 

Figure 1  Adherent growth of umbilical cord mesenchymal 
stem cells 

图 1  贴壁生长的脐带间充质干细胞 
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Figure 2  Survival rate of fresh cells and cryopreserved-thawed
cells 

图 2  新鲜细胞和经冻存复苏细胞的活率对比 

Figure 3  Phenotype of umbilical cord mesenchymal stem 
cells after cryopreservation 

图 3  冻存后的脐带间充质干细胞表型 

a: Adipocytes stained by oil red O (×100) 

b: Osteoblasts detected by Von Kossa (×40) 

Figure 4  Differentiation potency of umbilical cord mesen-
chymal stem cells after cryopreservation 

图 4  冻存后的脐带间充质干细胞分化潜能 
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2.5  冻存和新鲜UC-MSCs抑制人外周血单个核细胞
γ-干扰素分泌比较  间充质干细胞有调节免疫反应的

特性。在体内研究中，间充质干细胞能降低移植物抗宿

主病反应；体外实验结果显示，间充质干细胞能抑制T

细胞增殖，抑制外周血单个核细胞γ-干扰素分泌[21-22]。 

实验比较了冻存和新鲜UC-MSCs抑制人外周血单

个核细胞γ-干扰素分泌的效果。与未加入UC-MSCs的

人外周血单个核细胞相比，加入UC-MSCs能显著降低

人外周血单个核细胞γ-干扰素分泌量，其差异具有显著

性意义(P < 0.05)。在植物血凝素的刺激下，新鲜和冻

存的UC-MSCs都能抑制人外周血单个核细胞γ-干扰素

分泌，但差异无显著性意义(P > 0.05)。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

间充质干细胞最早从骨髓中分离得到，因其易于在

体外进行扩增，无致瘤性，在免疫调节及组织再生方面

显示出了强大的临床应用前景。与骨髓间充质干细胞相

比，UC-MSCs取材更方便、扩增能力更强、受病毒污

染的概率低，已成为近年来研究的一个热点。 

虽然UC-MSCs在治疗一些自身免疫疾病及退行性

病变等方面具有极高的临床价值[23-30]，但就个体自身而

言，刚出生的胎儿往往不需要进行间充质干细胞移植，

对间充质干细胞的需求往往发生在10年(如进行造血干

细胞移植时的共移植间充质干细胞或移植后急性移植

物抗宿主病的预防及治疗)或几十年(如肝硬化等退行性

疾病)之后。因此有必要将UC-MSCs冻存起来，以备若

干年后需要移植时使用。 

分离和冻存满足临床使用要求的UC-MSCs是一项

复杂的工作，需要严格的质量管理和控制体系，有必要

建立专门的UC-MSCs库，从脐带的采集到UC-MSCs的

分离、扩增、冻存、复苏以及最后制备成临床应用的注

射用UC-MSCs都实施严格的GMP管理，以便很好地保

证经分离、扩增、冻存后的UC-MSCs临床使用时的安

全性和有效性。 

经实验发现，在冻存复苏过程中，间充质干细胞的

活率未受明显的影响，复苏后的间充质干细胞贴壁良

好，同样可以进行扩增、传代培养。同时，冻存后的

UC-MSCs保持了间充质干细胞的基本特性，其表型满

足国际细胞治疗协会对间充质干细胞的基本要求，具有

成骨、成脂的多向分化潜能。在调节免疫反应的体外实

验中，冻存的UC-MSCs显著抑制人外周血单个核细胞

γ-干扰素分泌，其抑制率和新鲜UC-MSCs差别不显著。

实验结果为建立UC-MSCs库的可行性提供了初步实验

依据。 
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在众多的国际刊物中，英国的《Nature》
和美国的《Science》是最为著名的2种综合学
术刊物，它们的发行量和影响力高于其他任何
专业性刊物。一篇文章在两刊中任何一本发表
均具有同等的重要性。但两刊各有自己的特点，
这些细小的特点有时会影响投稿者的倾向性。 

两刊在形式上的相同性：比如科技论文基
本以3种形式出现：①学术论文：《Nature》
Article；《Science》Research article。②研究
报道：《Nature》Letter;《Science》Report。
③通讯：《Nature》Correspondence；《Science》
Letter。研究文章较长，一般可在5-7页左右。
研究报道一般为2-4页，通讯一般不超过1页。 

两刊的重要差别之一：《Science》允许参
考文献中在一个参考文献号下列出一个以上的
文献，同时也允许在参考文献下加入简要注解

说明等。这2点在《Nature》中是不允许的。因
此，在同一类文章形式中，《Science》提供了
较大的空间。在对空间要求极为苛刻的情况下，
这是十分值得考虑的一点。   

另外一个重要区别是两刊的审稿程序：这
个程序与两刊的隶属有很大关系。《Science》
是 “ 美 国 科 学 促 进 会 (AAAS)” 的 会 刊 ， 而
《Nature》则属于一家出版公司。《Science》
有一个很大的评审委员会负责审稿，评审委员
会成员由世界知名科学家组成。这些科学家的
背景与组成成分对稿件的筛选有很大的影响。
而《Nature》对稿件的筛选受编辑的影响较大。
稿件由编辑初选后寄送有关专家审阅。   

第三点差别是《Science》在北美的影响力
较强：这和它是AAAS会刊有关。因为美国许多
科技人员都是该会会员，而会员交纳会费后就

自动收到每一期《Science》，因此它的发行量
较《Nature》大一些。而《Nature》则基本是
商业性经营。但它在全球的影响似乎较大一些，
所发表的文章引用率也高一些。但这些差别每
年都会有变化。   

另外，《Nature》有它的姐妹刊《自然医学》
和《自然遗传学》等。由于医学和遗传学是当
今科学研究中最为活跃、研究成果产出最高的2

个学科，因此，《Nature》姐妹刊的存在可以减
少这2方面文章对其他科技论文的压力。其结果
是非医学，非遗传方面的研究可能有较多的机
会在《Nature》上得以发表。 
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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 项 目
(08FDZDSH02900)，课题名称：脐带间充质干细胞治疗产
品的研制及细胞产品国家工程研究中心建设。 

利益冲突：无其他利益冲突。 

课题的创新点：冻存是保存脐带间充质干细胞的方法，
但冻存对脐带间充质干细胞生物学特性的影响少有研究，本
文的创新之处在于对冻存前后脐带间充质干细胞的生物学
特性进行了对比研究。 

课题评估的“金标准” ：目前尚未发现对间充质干细
胞冻存后生物学功能评价公认的“金标准”。 

设计或课题的偏倚与不足：文章通过体外实验发现脐带
间充质干细胞在经过冻存一定时间后，仍能保持间充质干细
胞的基本生物学特性，但其长期冻存效果尚有待进一步考
察。分化检测项目可以适当增加分化特异性基因表达的研
究。冻存脐带间充质干细胞的过程中使用了牛血清，可尽量
使用无血清的冻存保护液以增加其安全性。如能增加一些体
内实验，会使其结果更具有说服力。 

提供临床借鉴的价值：间充质干细胞在修复受损组织、
调节免疫等方面具有较大的临床应用价值。与骨髓、脂肪等
组织来源的间充质干细胞相比，从脐带中分离获取的间充质
干细胞具有更强的增殖能力，取材更加方便，解决了临床应
用间充质干细胞的来源问题。冻存后的脐带间充质干细胞仍
然具有干细胞的生物学特征，调节免疫的功能未受到影响。
本实验结果为建立脐带间充质干细胞库的可行性提供了实
验依据。 
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