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脐带间充质干细胞向成骨细胞分化的潜能*★

扎拉嘎胡
1
，陈 莉1，兰晓霞2，陈 晓3，陈小义1

Potential of human umbilical cord mesenchymal stem cells differentiating into osteoblasts

Zhala Ga-hu1, Chen Li1, Lan Xiao-xia2, Chen Xiao3, Chen Xiao-yi1

Abstract
BACKGROUND: Human umbilical cord mesenchymal stem cells (UCMSCs) were rich and more primordial, had strong
differentiation ability and low immunogenicity, suitable for transplanting to different individuals. Therefore, UCMSCs were an ideal
target cells for cell therapy.
OBJECTIVE: To study the isolation and culture of UCMSCs and to explore the potential of osteogenesis differentiation in vitro.
METHODS: UCMSCs were sterilely isolated and cultured. The third passage of cells were divided into induction group and
control group. The induction group was treated with ossify induction medium, and control group was treated with stem cell culture
medium. The cell morphology was observed under an inverted light microscope. Cell proliferation was determined by MTT assay.
The cell viability was detected by double immunofluorescent staining. Cell cycle and cell surface marker were determined using
flow cytometry. Following induction, alkaline phosphatase (ALP) activity was measured utilizing microplate reader. Calcium
deposition was analyzed using Von Kossa staining. mRNA expression of osteopontin (OPN), ALP and bone sialoprotein (BSP)
was measured by reverse transplantation-polymerase chain reaction (RT-PCR).
RESULTS AND CONCLUSION: The passage cells were steady in the cell shapes, with good viability, and highly expressed
CD44. Following induction, the cells were positive in von Kossa staining. ALP activity was higher in induction group compared
with control group (P < 0.05). The ALP activity was greatest on day 21 (P < 0.05). RT-PCR indicated that ALP mRNA expression
was higher in induction group compared with control group (P < 0.05). The BSP and OPN genes were expressed in induction
group, which suggested that human UCMSCs can differentiate into osteoblasts.
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摘要

背景：人脐带间充质干细胞含量丰富，较为原始，分化能力强，免疫原性低，是细胞治疗的理想靶细胞。

目的：体外分离培养脐带间充质干细胞并将其定向诱导为成骨细胞。

方法：无菌条件下培养脐带间充质干细胞，分为诱导组和对照组，诱导组用成骨诱导液处理、对照组为干细胞培养液处理。倒

置光显微镜观察细胞形态，MTT法测细胞增殖，荧光双染法检测细胞活力，流式细胞仪检测细胞周期与细胞表面标记。诱导后：

检测碱性磷酸酶，Von Kossa染色分析钙盐沉积，RT-PCR检测骨桥蛋白基因、碱性磷酸酶、骨唾液蛋白 mRNA的表达。

结果与结论：传代细胞形态稳定、活力好，高标达 CD44。诱导后 von Kossa染色表现为阳性。碱性磷酸酶活性诱导组比对照

组高(P < 0.05)，不同时间点比较 21 d最高(P < 0.05)。RT-PCR显示：诱导组 21，28d 碱性磷酸酶mRNA表达均较与对照组

增强(P < 0.05)。诱导组有骨唾液蛋白和骨桥蛋白基因 mRNA表达。提示，人脐带间充质干细胞能够定向分化为成骨细胞。

关键词：脐带；间充质干细胞；成骨细胞；细胞分化；诱导
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0 引言

骨组织工程学中种子细胞的成骨潜能、体外

扩增能力、细胞寿命均是人们探索的热点。从

脐带分离间充质干细胞 (mesenchymal stem
cell，MSCs)，则具有取材方便，来源丰富，免

疫原性较弱[1-2]，HLA配型不符[3]，利于临床应

用。本实验从脐带分离培养MSCs，并探讨向成

骨细胞分化的可能性。

1 材料和方法

设计：细胞形态学观察。

时间及地点：实验于2008-03/2009-12在
武警医学院细胞生物学实验室完成。

材料：取健康产妇正常足月新生儿脐带(胎
龄37~40周)，由天津武警医学学院附属医院产

房提供，采集后4℃保存，6 h内处理。

主要试剂、仪器及来源：

方法：

脐带MSCs的分离培养：采用贴壁筛选法[4]，在

试剂及仪器 来源

培养基 L-DMEM、胰蛋白酶

胎牛血清

鼠抗人 CD44单克隆抗体、

SUNRISE全自动酶标仪
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无菌条件下取脐带，分离弃去脐静脉和脐动脉，

用PBS冲洗除血，剪切1.0 mm2的组织块，6孔
板接种，加入L-DMEM(含10%胎牛血清，

L-谷氨酰胺2 mmol/L，80 U/mL庆大霉素)，置

37 ℃、5%CO2及饱和湿度条件下培养。96 h
后首次换半液，5 d组织周围爬出细胞，7 d换液

弃去组织块，传代，取第3代细胞备用。

检测指标：

生物学特性的鉴定：①细胞形态学：倒置

显微镜观察UMSCs活体形态，并摄像纪录。

②MTT法检测生长曲线：细胞经消化，密度以

3×108，1.5×108，8×107，4×107，2×107，5×106，
2×106 mL-1接种于96孔板中，每组设8个复孔，

3，5，7，9 d加入MTT(5 g/L) 20 μL，4 h后，

离心10 min，弃上清，加入DMSO 200 μL，振

荡、酶标仪测定570 nm处吸光度值。③细胞坏

死率[5]：Hoechst 33342和PI进行荧光染色，洗

涤后滴片，荧光显微镜观察。④细胞周期与表

面抗原表达：细胞消化，PBS洗，制单细胞悬

液(1×109 L-1)，体积分数75%乙醇固定，4℃保

存。检测时加入100 mg/L碘化丙锭500 μL，4℃
避光染色30 min，流式细胞仪分析细胞周期各

时相比率和细胞表面CD44、CD45、CD34。
细胞分化：诱导组换为成骨诱导液，设3

个复孔：①观察诱导后细胞形态。②von Kossa
染色检测钙化结节，第21天用PBS洗3次，浸

泡2 h，10%甲醛4℃固定过夜。蒸馏水洗，入

5%硝酸银，紫外照射30 min，蒸馏水洗，5%
硫代硫酸钠5 min，水洗后观察。③碱性磷酸酶

(ALP)活性检测，诱导3，7，14，21，28 d甩
弃旧培养液，入75 µL AMP缓冲液，入75 µL
对硝基苯磷酸钠，37 ℃避光孵育40 min，
0.2%mol/L NaOH终止反应，酶标仪405 nm处

测 吸 光 度 值 。 ④RT-PCR检 测 骨 桥 蛋 白

(osteopontin，OPN)，ALP，骨唾液蛋白(bone
sialoprotein，BSP) mRNA表达。

引物序列及产物大小：

PCR条件：94℃、3 min，94℃、1 min，

58℃、30 s，72℃、1 min、30个循环，72℃
10 min。

提细胞总 RNA，测 RNA 含量和纯度,以
1.0%琼脂糖凝胶电泳检测无降解后，按RT-PCR
两步法操作。1 µg总 RNA反转录成 cDNA，条

件：30℃、10 min，42℃、30 min，99℃、

5 min，5℃、5 min。10 μL扩增产物进行 1.5%
琼脂糖凝胶电泳，凝胶自动成像系统扫描。用

Quantity one-4.6.2分析电泳条带吸光度值。

主要观察指标：细胞形态、生长特性，存

活率，细胞周期与表面抗原的表达从而鉴定培

养细胞生物学特性。诱导后检测钙化结节、ALP
活性、相关基因的表达。

设计、实施、评估者：设计和实施由第一

作者、全部作者参加评估。

统计学分析：统计分析由第三作者完成，

用 SPSS 11.0软件、数据均用“双因素重复测

量方差分析”，检验水准α=0.05。

2 结果

2.1 细胞形态观察 接种第5天长出贴壁细

胞，呈长梭形，折光性强，核大明显，第10~14
天汇集成片，漩涡状生长(图1a)。传代细胞性

质稳定[6]；第3代生长旺盛有克隆形成(图1b)。

2.2 UMSCs生长曲线测定 各组前3 d数量变

化不大，4×107 L-1，8×107 L-1，1.5×108 L-1随
着时间的延长增殖较快，第5~9天明显增多(P <
0.05)，以后生长较为缓慢。密度过稀或过密则

细胞增殖缓慢，见表1。
2.3 荧光显微镜观察细胞凋亡 经荧光双染

后可见细胞核均匀一致，被Hoechst33342染成

蓝色荧光，见图2。
2.4 细胞周期与细胞表面抗原表达 第2代细

胞92.6%处于G0/G1期，7.4%处于G2/M期；第11
代91.5%处于G0/G1期，2.5%G2/M，6.0%处于

OPN：
引物：上 5′-GTGCCACCATACCAGTTAAACA-3 ′；下

5′-CTTACTTGGAAGGGTCTCT-3 ′；长度：148 bp
ALP：
引 物 ： 上 5′-ATCGCCTACCAGCTCATGCAT-3 ′ ； 下

5′-GTTCAGCTCGTACTGCATGTC-3 ′；长度：291 bp
BSP：
引 物 ： 上 5′-GCATCGAAGAGTCAAAATA-3 ′ ； 下

5′-TTCTTCTCCATTGTCTTCTC-3；长度：534 bp
β-actin：

引物：上 5′-TGTTTGAGACCTTCAACACCC-3 ′；下

5′-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3 ′；长度：540 bp

Figure 1 Cell morphology of UCMSCs at various
phases (×100)

图 1 不同时期的 UMSCs镜下观察(×100)

a: Primary culture of
UCMSCS on d 15

b: Tertiary culture of
UCMSCs on d 2
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S期，见图3。第2代脐带MSCs表面抗原CD44 (71.23%)，
CD45 (1.13%)，CD34(1.89%)表达阳性，见图4。

2.5 细胞分化测定 诱导后细胞呈多样性，胞体矮柱

状或椭圆形，短突起彼此相连。核圆，轮廓清晰，多位

于细胞的游离端，见图5。von Kossa染色：细胞形成棕

黑色或棕褐色结节，排列为致密、片状，核未染，表现

为阳性，见图6；对照组表现为阴性。

ALP活性检测： Mauchly's球对称检验，χ2=
15.964，P > 0.05，满足球对称条件。诱导剂与时间因

素之间交互作用，见表2，3。Figure 2 Hoechst 33342/PI fluorescence staining of umbilical
cord mesenchymal stem cells (×200)

图 2 Hoechst33342/PI 荧光双染 UMSCs (×200)

Figure 4 Expression of surface antigen of P2 passage of
umbilical cord mesenchymal stem cells

图 4 第 2代 UMSCs表面抗原的表达

Figure 3 Cell cycles of the P3 and P11 passages of umbilical
cord mesenchymal stem cells

图 3 脐带 MSCs P3及 P11代细胞周期

表 1 不同接种密度细胞生长情况比较
Table 1 Comparison of cell growth in different densities (

_

x±s)

aP < 0.05, vs. other densities at the same time point

Time (d)
Incubation density (/L)

3×108 1.5×108 8×107 4×107

3 0.829±0.039 0.474±0.043 0.328±0.011 0.242±0.026
5 0.834±0.066 0.584±0.016 0.386±0.018 0.276±0.021
7 0.834±0.047 0.579±0.025 0.402±0.023 0.287±0.020
9 0.744±0.022 0.607±0.038 0.449±0.024 0.322±0.020

F 5.431a 20.520a 38.301a 13.796a
P 0.007a 0.000a 0.000a 0.000a

表 2 诱导后不同时间 ALP活性对比的结果
Table 2 Alkaline phosphatase concentration at various time

points following induction (
_

x±s, n=10)

aP < 0.05, paired comparison at various time points

Group 3 d 7 d 14 d

Induction 0.81±0.05 0.40±0.19 0.86±0.09
Control 0.46±0.11 0.07±0.01 0.18±0.13

Total 0.62±0.19a 0.22±0.21a 0.49±0.36a

Group 21 d 28 d Total

Induction 1.01±0.11 0.89±0.09 0.79±0.05
Control 0.57±0.11 0.42±0.06 0.34±0.05

Total 0.77±0.25a 0.63±0.25a 0.55±0.32

表 3 诱导剂与培养时间资料的重复测量分析结果
Table 3 Recalculation of the data of the inducers and culture

times

Variation source SS ν MS F P

Management 5.628 1 5.628 520.258 0.000
Time 3.812 4 0.953 88.838 0.000
Management× time 0.413 4 0.103 9.629 0.000
Error 0.858 80 0.010 7

Figure 5 7th day induction (×100)
图 5 UMSCs诱导第 7天(×100)

Figure 6 Von Kossa staining of Umbilical cord mesenchymal
stem cells (×200)

图 6 脐带 MSCsvon Kossa染色观察(×200)
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Time (d)
Incubation density (/L)

2×107 1×107 5×106 2×106

3 0.186±0.027 0.153±0.021 0.139±0.033 0.131±0.030
5 0.212±0.017 0.161±0.016 0.140±0.012 0.124±0.014
7 0.225±0.028 0.153±0.019 0.132±0.014 0.113±0.016
9 0.270±0.027 0.186±0.016 0.151±0.014 0.143±0.016

F 11.795a 4.524a 0.956 2.233
P 0.000a 0.014a 0.433 0.116

CD44 CD45
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重复测量方差分析表明：ALP活性诱导组显著高于

对照组(P < 0.05)。不同时间点之间的差异有显著性意

义，第7天ALP活性最低，到21 d时最高。

2.6 RT–PCR检测 诱导组21，28 d ALP mRNA表达

均较与对照组增强(P < 0.05)。第21天诱导组有BSP，
OPN mRNA表达，对照组无表达，见图7。

3 讨论

人脐带MSCs含量丰富，较为原始，分化能力强，免

疫原性低[7-9]，适宜于不同个体之间的移植，是细胞治疗

的理想靶细胞[10]。实验从脐带分离的细胞，经多次传代

后仍保持稳定的形态。具有MSCS的形态特征这与文献报

道一致[4, 11-13]。地塞米松，维生素C，β-甘油磷酸纳是向

成骨细胞分化和体外成骨的必要条件[14-16]。实验中细胞

诱导后形态与诱导前比发生变化，由长棱形变为多角形，

胞体呈矮柱状或椭圆形，有短突起彼此相连。核圆、轮

廓清晰，具有典型的成骨细胞形态。von Kossa染色诱导

第21天形成棕黑色或棕褐色结节。表明经诱导可产生大

量钙盐。脐带MSCs经诱导后逐渐变化呈成骨细胞形态。

ALP是成骨细胞功能性酶，在钙盐沉积中起关键作

用：ALP能够水解有机磷酸酯，使局部磷酸根浓度增加，

而且可以破坏钙化抑制，从而启动钙化。因此ALP活性

的提高是成骨细胞分化的特异标志之一。本实验ALP活
性随着时间的延长活性增加，且诱导剂与时间因素之间

存在交互作用，说明脐带MSCs随着培养时间的延长逐

渐分化为成骨细胞。诱导组第21天ALP活性最高，说明

此时细胞骨分化程度也较高，RT-PCR从mRNA表达水

平上也印证了此结果，RT-PCR结果显示，诱导组第21，
28天 ALP mRNA表达均较与对照组增强。第21天诱导

组细胞BSP，OPN mRNA有表达，提示人脐带MSCs经
诱导后能表达成骨细胞特异性标记物。以上结果说明了

人脐带MSCs经诱导后具有向成骨分化的能力。

综上所述，实验分离了培养人脐带MSCs，经成骨

诱导液诱导后，检测了ALP活性及相关基因表达情况，

从形态学和分子水平上明确了人脐带MSCs具有向成骨

细胞诱导分化的能力。而脐带来源广泛，采集对供者无

任何损伤，因此脐带有望成为获取间充质干细胞的新来

源[17]，从而可作为自体或异体组织工程骨的种子细胞，

在临床中得到广泛的应用。
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FAK介导信号通路与人脐血间充质干细胞成骨化作用。
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M: DNAMarkers; 1: 28 d alkaline phosphatase (ALP) group; 2: 21 d ALP
group; 3: 7 d ALP group; 4: 21 d ALP controls; 5: 21 d bone sialoprotein
(BSP) control; 6: 21 d BSP induction; 7: β-actin; 8: 28 d osteopontin
(OPN) class; 9: 21 d OPN class; 10: 21 d OPN controls

Figure 7 Reverse transplantation-polymerase chain reaction
results

图 7 RT-PCR电泳图
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