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脐血间充质干细胞的体外培养及其表面标志变化*☆ 
刘素芳1，2，段东晓2，韩雪飞2，鄢文海2，邢  莹1，2 

In vitro culture and surface marker variations of umbilical cord blood mesenchymal stem cells    

Liu Su-fang1, 2, Duan Dong-xiao2, Han Xue-fei2, Yan Wen-hai2, Xing Ying1, 2 

Abstract 
 
BACKGROUND: Currently, there is not a standard method for in vitro culture and large scale amplification of umbilical cord blood 
mesenchymal stem cells (UCB-MSCs). 
OBJECTIVE: To investigate the isolation, purification and culture of UCB-MSCs in vitro, and to detect its surface marker variation. 
METHODS: The monocytes were harvested from UCB using 1.077 g/cm3 lymphocytes separating solution and density gradient 
centrifugation, followed by incubation in an incubator containing 5%CO2 at 37 ℃. The cell morphological changes were observed 
at different time points and the expression of surface marker was detected using flow cytometry.   
RESULTS AND CONCLUSION: The monocytes isolated from the UCB grew initially into numerous hematopoietic cell clones, 
most of which were granulocyte/macrophage colony-forming units and burst forming unit-erithroid, increasing by (37.1±2.3) and 
(10.4±1.7), respectively. Switzerland staining showed most of them were granulocyte clones (80.1±85.2)%, next was erythroid 
clones (14.2±1.8)%. At 7 days after culture, some shuttle fibroblast-like cells and flat osteogenic-like cell spread the whole plastic 
well. At 14 days after culture, flow cytometry showed CD38+ cells accounted for 1.64%, and CD34+/CD38+ cells accounted for 
1.71%, and CD34+/CD38- were 0.55%. PI+ and Annexin-V+ cells accounted for 0.05% and 0.18% respectively. At 21 days after 
culture, CD38+, CD34+/CD38+ and CD34+/CD38- cells were 74.32%, 1.61%, and 0.24%. The results reveled that UCB-MSCs can 
be isolated and cultured in vitro. 
 
Liu SF, Duan DX, Han XF, Yan WH, Xing Y. In vitro culture and surface marker variations of umbilical cord blood mesenchymal 
stem cells. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(14): 2591-2595.       
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 
背景：目前有关脐血间充质干细胞的体外培养和大规模扩增方法不一，存在一定困难。 
目的：观察脐血间充质样干细胞体外分离和培养的方法，并检测其表面分子的变化。 
方法：取新鲜采集脐带血，用 1.077 g/cm3

的淋巴细胞分层液，密度梯度离心法分离脐血单个核细胞。将脐血单个核细胞接

种于 37 ℃、含体积分数为 5%CO2培养箱内培养。于不同时间观察细胞形态的变化并通过流式细胞仪检测细胞表面分子的

表达情况。 
结果与结论：从脐血中分离出的单个核细胞，培养中先出现大量的造血细胞集落，CFU-GM与 BFU-E集落形成最多，集落
分别增加了(37.1±2.3)和(10.4±1.7)倍，瑞氏染色显示这些细胞大多数为粒系的集落(80.1±85.2)%，其次为红系的细胞集落
(14.2±1.8)%，7 d后出现贴壁的扁平状上皮样细胞和长梭形成纤维样细胞，同时有大量的破骨样细胞混杂。扩增后第 14天
经流式细胞仪分析 CD38+

细胞为 1.64%，CD34+/CD38+
细胞为 1.71%，CD34+/CD38-

细胞为 0.55%，PI+细胞为 0.05%，
Annexin-V+

细胞为 0.18%。随着培养时间的延长，细胞数目不断增加，培养 21 d时，单个核细胞扩增了近 7.8倍.，第 28
天增加了 1.71倍。经流式细胞仪分析 CD38+

细胞为 74.32%，CD34+/CD38+
细胞为 1.61%，CD34+/CD38-

细胞为 0.24%。
提示脐血间充质干细胞可以体外培养。 
关键词：体外培养；CD34；CD38；脐血；间充质干细胞； 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.14.025 
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0  引言 
 

干细胞是具有自我更新能力和高度增殖

能力，以及多种分化潜能的较原始细胞，在一

定的条件下，干细胞可以分化成机体内的多种

功能细胞。脐带血中含有造血干细胞和间充质

干细胞(mesenchymal stem cells，MSCs)。脐
血造血干细胞通常被用作骨髓移植的供体细

胞，这些细胞能够产生各类造血细胞恢复造血

功能。脐血间充质干细胞是一类来源于中胚层

的具有高度自我更新能力和多向分化潜能的成

体干细胞，其在临床上具有更广泛的应用前景。

但是目前关于脐血间充质干细胞的体外培养方

法不一，获得较多数量的MSCs仍有困难。本实
验中探讨了脐血MSCs体外分离和培养的方法，
并检测其表面分子的变化。 
 
1  材料和方法 

 
设计：观察性实验。 
时间及地点：实验于2008-06/2009-06在郑
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州大学完成。 
材料：在产妇知情同意的情况下，经医院

伦理委员会批准，获取年龄在24~35岁间的足月
妊娠健康产妇脐血(郑州大学第三附属医院产
科提供)，无肝炎、结核等各种妊娠合并症。 

主要试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验过程： 

脐血间充质干细胞的分离与培养：待新生儿娩

出后，立即断脐，消毒母侧脐带断端，60 mL无
菌注射针穿刺脐静脉取血，立即导入肝素抗凝的

无菌采血袋内(肝素抗凝终浓度为20~30 U/mL)。
病原体检查为阴性，无凝溶血现象。取新鲜采

集脐带血(<15 h，最好<4 h)，无菌PBS(pH7.4)
等体积稀释，混匀。用1.077 g/cm3

的淋巴细胞

分层液，密度梯度435 g离心30 min分离脐血单
个核细胞，小心吸取中间白膜层，加入2倍体积
PBS，1 000 r/min离心10 min洗涤2次，彻底弃
上清。H-DMEM培养液定容后锥虫蓝染色，光
学显微镜下计数活细胞。1.0×1011 L-1

密度接种

于6孔培养板内，培养液为含体积分数为20%胎
牛血清、200 μg/L干细胞因子，置37 ℃、体积
分数为5%的CO2饱和湿度培养箱内培养。培养

过程中，用倒置显微镜观察细胞形态的变化，

第一次3 d后全量换液，以后每7 d换液1次。 
流式细胞仪检测：分别取新鲜和融合状态的

脐血间充质干细胞，去掉培养液，PBS洗2遍，
用37 ℃温浴的2.5 g/L胰蛋白酶和0.2 g/L EDTA
混合液(1 1)∶ 消化，用含20 g/L BSA的PBS洗涤
后制成浓度为1.0×109 L-1

的单细胞悬液，每个

Eppendof管加100 μL细胞悬液，离心沉淀后加
入红细胞裂解液，PBS离心洗涤后，分别加入
各种抗体。其中两管为阴性对照，其余4管分
别加入抗人的 5 μL CD34 FITC、 5 μL 
CD38PE、5 μL PI FITC、5 μL Annexin-V PE。
室温孵育  20 min，流式细胞仪检测。 
主要观察指标：不同时间细胞的形态变化；

流式细胞仪检测细胞表面分子的表达。 
设计、实施、评估者：实验设计及评估为

第一作者和通讯作者，干预实施为第二、三、

四作者，经过正规培训，采用盲法评估。 
 
2  结果 

 
2.1  脐血间充质干细胞的形态变化  从脐血
中分离出的单个核细胞，胞体小呈圆形，培养

的第2天，显微镜下可见少量贴壁细胞(见图1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3 d后出现大量的造血细胞集落(见图2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7 d后出现贴壁的扁平状上皮样细胞和长

梭形的成纤维样细胞，同时有大量的破骨样细  

试剂及仪器 

 

来源 

胎牛血清 杭州四季青 
HEPES、表皮生长因子、 
干细胞因子 

Sigma 

H-DMEM培养基 Gibco 
淋巴细胞分层液(密度为 

1.077 g/cm3) 
天津血液病研究所 

碱性成纤维细胞生长因子 深圳晶美生物 
OLMPUS IX71倒置显微镜 日本 
流式细胞仪 美国 

Figure 1  Initial adherent cells (×400) 
图 1  初贴壁的细胞(×400) 

Figure 2  Colony forming units of hematopoietic 
cells 

图 2  造血细胞集落形成单位 

a: ×400 

b: ×100 
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胞混杂(见图3，4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
初次形成的破骨样细胞贴壁层由形态学上异质性

细胞群构成，镜下观察细胞呈细长、卵圆或圆形，边缘

完整，其最显著的形态学特征为出现多核细胞，而且这

些核集中出现在细胞中心区，破骨样细胞胞体较大，多

个核，圆形(见图5)。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
间充质干细胞为较均一成纤维样的长梭形细胞，单

个核，有较长的突起，折光性强，细胞的胞浆清晰明亮，

所含的空泡或颗粒甚少，形态类似于骨髓间充质干细

胞，但较骨髓间充质干细胞稍小(见图6)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
随着在条件培养基的环境下培养，有少量细胞形态

类似于树突状细胞(见图7)，大多数细胞呈现梭形，四五
周后细胞生长旺盛(见图8)，可进行诱导实验。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     
 

Figure 3  Shuttle-shaped cells could be seen at 7 days after 
culture (×100) 

图 3  培养 7 d后出现梭形的细胞(×100) 

Figure 4  Proliferative shuttle-shaped cells (×100) 
图 4  大量增殖的梭形细胞(×100) 

Figure 5  Osteogenic-like cells (×100) 
图 5  破骨样细胞(×100) 

Figure 6  Long shuttle-shaped cells (×400) 
图 6  长梭形细胞(×400) 

Figure 7  Dendrite-like cells (×400) 
图 7  树突状细胞(×400) 

Figure 8  High proliferation of mesenchymal stem cells 
图 8  增殖旺盛的间充质干细胞 

a: ×100 

b: ×200 
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2.2  脐血间充质干细胞培养过程中表面标志的变化  

培养过程中先出现了造血细胞的集落，扩增7 d时的脐
血细胞，CFU-GM与BFU-E集落形成均最多；细胞团大
于50 μm，集落分别增加了(37.1±2.3)和(10.4±1.7)倍，
瑞士染色显示这些细胞大多数为粒系的集落

(80.1±85.2)%，其次为红系的细胞集落(14.2±1.8)%，
扩增后第14天的脐血细胞CFU-GM、BFU-E集落数均低
于培养7 d脐血单个核细胞(mononuclear cells，MNC)
形成的集落数，经流式细胞仪分析CD38+

细胞为1.64%，
CD34+/CD38+

细胞为 1.71%， CD34+/CD38-
细胞为

0.55%(见图9)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
而此时细胞几乎没有凋亡，PI+细胞为0.05%，

Annexin-V+
细胞为0.18%(见图10)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
培养7 d后造血细胞的集落开始逐渐减少，而贴壁

的间充质细胞逐渐增多，14~28 d时达高峰，21 d时增
长速度有所下降，但仍明显高于培养初期；随着培养时

间的延长，细胞数目不断增加，培养21 d时，MNC扩增
了近7.8倍，第28天增加了1.71倍。经流式细胞仪分析
CD38+

细胞为74.32%，CD34+/CD38+
细胞为1.61%，

CD34+/CD38-
细胞为0.24%(见图11)。 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 

 
间充质干/祖细胞是一群存在于造血系统内的非造

血细胞，1982年由Fridenshtein等[1]
发现并建立了以贴

壁培养为主要手段的分离扩增方法。本实验在以往实验

基础上
[2-3]
，通过改进分离较多的脐血单个核细胞，并培

养出融合状态的间充质细胞。脐血间充质细胞的培养主

要取决于以下几个方面：①密度梯度离心的转速要严格

控制，且离心时间以30 min为宜，这样白膜层较为清晰。
②单个核细胞分离时间应该在采集脐带血后15 h内进
行，最好在4 h内完成分离。③每次分离脐带血的量要
多于33 mL。④分离得到的单个核细胞数量大于1×108

个/cm2
。⑤采集的脐带血无凝血或溶血现象。⑥脐血细

胞在培养过程中需要用塑料培养板，这样可以增加细胞

的贴壁数量。⑦培养基中需要加入一些细胞因子，本实

验中加入了碱性成纤维细胞生长因子，干细胞因子促进

细胞的增殖。这些细胞因子可以使G0期细胞启动进入

G1期，从而发挥其增殖潜能。 
脐血细胞在培养过程中出现了一些形态学和表面

分子表达的变化
[4-7]
。从脐血中分离出的单个核细胞，培

养后首先出现大量的造血细胞集落，而后才出现间充质

细胞的生长
[8]
。由于脐血中成分复杂，分离过程中很难

将造血细胞去除
[9-11]
，因此出现了早期培养中造血细胞

的克隆。CD34是造血干细胞的表面标志，造血干细胞

体外扩增后，评价指标主要包括总有核细胞的扩增和

CD34+
细胞的扩增。Koller等[12-15]

在连续灌注生物反应

器内培养骨髓来源的单核细胞2周，有核细胞、粒-单系

集落形成单位、红系爆式集落形成单位及长期培养起始

细胞均有扩增。本实验中通过观察CD34和CD38等标
志，观察并评价本实验体系。实验结果显示CD34+

细胞

数量随着培养时间的延长而减少，这与形态学的变化是

相吻合的。Yang等[16-18]
采用在a-MEM培养基中添加体

积分数为10%胎牛血清，培养MSCs，在411份脐血当中

Figure 9  CD34 and CD38 expression of cord blood cells at 
14 days after amplification 

图 9  扩增后第 14天的脐血细胞 CD34和 CD38表达 

Figure 10  PI and Annexin-V+ expression of cord blood cells 
at 14 days after culture 

图 10  扩增后第 14天的脐血细胞PI和Annexin-V阳性细
胞表达 

Figure 11  CD34 and CD38 expression of cord blood cells at 
28 days after culture 

图 11  扩增后第 28天的脐血细胞 CD34和 CD38表达 
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有95份培养出了MSCs，占总数的23%。本实验室通过
增加干细胞因子等，增加了MSCs的存活率。 
近年来，细胞凋亡的研究引起了人们广泛的重视

[19-25]
。

碘化丙啶染色法根据光散射的特点，可使凋亡细胞与坏

死细胞区别开来。在DNA凋亡细胞峰图上，凋亡细胞出
现二倍体峰(G1细胞)的减少 [26-31]

。Annexin-V是一种
Ca2+

依赖性磷脂结合蛋白，凋亡早期，细胞内膜的磷脂

酰丝氨酸移位到细胞膜外侧，可以与荧光素标记的

Annexin-V结合，采集不同的标记荧光，输入计算机，
分析打印出散点图。正常情况下活细胞不会被染色，凋

亡细胞可被标记上Annexin-V，坏死和凋亡晚期细胞可
被Annexin-V和碘化丙啶同时染色。实验中细胞凋亡较
少，提示所培养的细胞增殖能力较强，适合于做进一步

的研究。 
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