
中国组织工程研究与临床康复 第 14 卷 第 40 期 2010–10–01 出版
Journal of Clinical Rehabilitative Tissue Engineering Research October 1, 2010 Vol.14, No.40

ISSN 1673-8225 CN 21-1539/R CODEN: ZLKHAH 7551

间充质干细胞培养与分化诱导的特点及机制*★

赵 林1，申延清1，荣 春1，周岩冰2，夏长所3

Characteristics and mechanisms of mesenchymal stem cell culture and induced differentiation
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Abstract
BACKGROUND: Mesenchymal stem cells (MSCs) are a class of adult stem cells with multi-directional differentiation potential.
OBJECTIVE: To review MSCs separation, identification, characterization and application prospects.
METHODS: The Medline database was searched for articles published from January 1996 to March 2010. The key words were
“mesenchymal stem cells”. The China National Knowledge Infrastructure database was retrieved for articles published from 1979
to February 2010. The key words were “mesenchymal stem cells, culture, differentiation”.
RESULTS AND CONCLUSION: A total of 400 articles concerning MSCs isolation, culture, identification and differentiation were
collected, including 86 Chinese articles and 314 English articles. Published earlier, repeated articles and those with similar studies
were excluded, and 36 articles in accordance with inclusion criteria were included. We found that there are many methods
concerning MSCs isolation, culture and identification, but there is no uniform standard, the mechanism of inducing cell
differentiation remains unclear, and there are many problems in application.
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摘要

背景：间充质干细胞是目前备受关注的一类具有多向分化潜能的成体干细胞。

目的：对间充质干细胞分离、鉴别、生物学特性及应用前景做一综述。

方法：应用计算机检索 Medline 数据库(1996-01/2010-03)，以“mesenchymal stem cell” 为检索词；同时检索 CNKI 数
据库(1979/2010-02)，以“间充质干细胞、培养、分化”为检索词。

结果与结论：共收集 400 篇关于间充质干细胞分离、培养、鉴定和分化的文献，中文 86 篇，英文 314 篇。排除发表时间较

早、重复及类似研究，纳入 36 篇符合标准的文献。发现间充质干细胞分离、培养、鉴定虽然有多种方法，但还没有统一的

标准，细胞分化诱导的机制仍不清楚，应用也存在诸多问题。
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0 引言

干细胞在适宜微环境下具有多向分化的潜

能。近年研究发现机体内除胚胎干细胞外，还

存在具有自我更新和分化能力的成体干细胞，

其中间充质干细胞是备受关注的一类具有多向

分化潜能的成体干细胞，其可在体外培养扩增，

并分化为成骨细胞、成软骨细胞、脂肪细胞、

神经细胞、肌肉细胞等多种组织细胞，是组织

工程和细胞替代治疗所选用的种子细胞之

一[1-4]，具有良好的应用前景，为此文章对间充

质干细胞的研究现状进行综述。

1 资料和方法

1.1 资料来源 由第一作者应用计算机进行检

索，以“mesenchymal stem cell”为检索词，

检索 Medline 数据库(1996-01/2010-03)，同时

以“间充质干细胞、培养、分化”为检索词，检

索 CNKI 数据库(1979/2010-02)。文献检索语种

限制为英文和中文。

1.2 入选标准 ①文献内容与本文主题密切相

关。②论点论据可靠的原创性文章。③观点明确、

分析全面的文献。

1.3 质量评估 对每一篇符合纳入标准的文献

进行以下几个方面的评价：①随机分配方法。②

是否采用盲法评估。③动物脱落或患者失访情

况。文献筛选和质量评价由第一作者独立进行并

交叉核对，如有分歧，则通过讨论或由第三作者

协助解决。

1.4 数据的提取 计算机初检得到 400 篇文献，

中文 86 篇，英文 314 篇。阅读标题和摘要进行

初筛，排除因研究目的与此文无关的 228 篇，
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内容重复性的研究 79 篇，Meta 分析 57 篇，

共保留 36 篇文献进行综述。

2 结果

2.1 间充质干细胞的发现 Friedenstein 等[5]

于 1968 年研究发现，在人类、鸟类、啮齿类

等生物骨髓中能分离出一类细胞，它具有向骨、

软骨、脂肪、肌肉及肌腱等组织分化的潜能。

1984 年 Owen 等[6]称之为骨髓间充质干细胞。

间充质干细胞来源于中胚层，经过多年研究发

现具有以下特性：①具有多向分化潜能，在特

定条件下，不但可以向多种结缔组织及部分外

胚层组织分化，形成骨、软骨、骨骼肌、肌腱、

真皮、脂肪和神经，甚至可以向内胚层组织分

化，形成血管内皮细胞和肝卵圆细胞[7]。②体

外培养增殖速度快，传代多次后仍能保持较好

的细胞活性。

2.2 间充质干细胞的来源及分离 间充质干细

胞存在于骨髓、外周血、脐血、肌肉和脂肪等

多种组织中[8-14]。骨髓间充质干细胞取材方便，

对机体影响不大，体外也易于分离，动物实验

多从骨髓中分离得到间充质干细胞。

目前对间充质干细胞的分离纯化还没有统

一的方案，其常用的分离方法有以下几种[15]：

①密度梯度离心法是利用间充质干细胞与其他

细胞的密度不同而配制特定密度的淋巴细胞分

离液将其分离开来，收集乳白色那一小层进行

培养即可。②贴壁筛选分离法是根据间充质干

细胞易于在塑料培养瓶皿上贴壁生长而与造血

干细胞、红细胞等悬浮生长的细胞进行分离。

③流式细胞仪分离法是根据细胞大小不同或根

据细胞表面的一些特殊标志来分离间充质干细

胞。④免疫磁珠分离法是一种新的分离方法，

是随着对间充质干细胞表面抗原认识的深入而

产生的，Encina 等[16]用抗 STRO-1 包被的免疫

磁珠从人的骨髓中成功分离出间充质干细胞。

在上述 4 种分离方法中，由于流式细胞仪

分离法和免疫磁珠分离法有以下不利因素，暂

没有得到推广，主要表现在：①对细胞造成的

伤害较大，对细胞的活性有严重影响。②对实

验条件要求高，一般的实验室难以达到这样的

要求，不适用于推广。③这两种方法所需要的

骨髓量很大，大量取材势必会造成机体损伤，

对机体不利。④操作过程也较复杂，这两种方

法很难达到组织工程研究所需的快速和大量扩

增的要求，限制了在临床上的应用和推广。⑤

目前还没有筛选到间充质干细胞的特异标记分

子，流式细胞仪分离方法所得到的细胞也不是

很纯。单纯贴壁筛选分离法虽然操作简单，但

不能与其他贴壁细胞如成纤维细胞分开，所得

的细胞成分不单一，往往含在较多的其他贴壁

生长的细胞，如成纤维细胞等，这样所得的间

充质干细胞的纯度比较低，难以满足一般的实

验要求。

密度梯度离心法常用的淋巴细胞分离液有

Percoll 分离液和 Ficoll-Hypaque(F-H)分离液

两种，通过离心一般情况下将骨髓细胞悬液分

为 4 层，在玻璃离心管中最上层约占液柱的

1/2，为红色的培养液层，第 3 层约占液柱的

1/2，为乳白色的 Percoll 分离液层，两层交界

处为高约 1.0 mm 的灰白色云雾状层，为单个

核细胞层(此层为所要的细胞层)，最底层紧附试

管壁，为一薄层红色的细胞层，为密度较大的

红细胞等。取灰白色云雾状层含间充质干细胞

的那一小层进行培养，所获得的细胞种类较单

一，细胞纯度较高，可以满足组织工程研究的

要求。

Percoll 分离液和 Ficoll-Hypaque(F-H)分
离液是进行密度梯度离心常用的两种分离介

质，主要用于从液体中分离有形成分，两者的

差别在于 Percoll 分离液的密度(1.073 g/mL)稍
低于 Ficoll-Hypaque 分离液(1.077 g/mL)。有

研究表明，两者都能减少分离细胞中成纤维细

胞的比例，从而提高间充质干细胞的纯度，但

由于 Percoll 分离液的密度(1.073 g/mL)稍低，

在这方面作用更为明显，可以提高分离效

果[17-18]。而且 Ficoll-Hypaque 分离液中含有较

高的碘成份，对间充质干细胞的培养或多或少

造成不利影响，所以现在一般动物实验中从骨

髓中分离间充质干细胞大多采用的是 Percoll
(1.073 g/mL)分离液。

2.3 间充质干细胞的生物学性状 在体外培养中

发现，间充质干细胞为形态单一的成纤维样细

胞群，生长潜伏期为一两天，指数生长期为 3~
5 d，以后进入平台期；在指数生长期，群体倍

增时间为 30~50 h，传代周期约为 6 d，每传代

1 次细胞增加约 2.2 倍[19]。不同年龄阶段的间

充质干细胞均保持有分化潜能，其分化能力随

着年龄增长而衰减，体外培养 10 传代后分化和

增殖能力明显减弱。在比较不同时间贴壁的间

充质干细胞的生长增殖和形态变化后，有学者

认为宜选用 12~24 h 的贴壁细胞进行培养最合

适[19]。如果选用贴壁过早的间充质干细胞，此
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时由于细胞数量太少，会引起生长困难；但如果选用贴

壁过长的细胞(超过 48 h)，会有大量造血细胞黏附在贴

壁细胞上面而影响纯度。

2.4 间充质干细胞的鉴定与识别 如何知道所分离培养

和扩增的细胞是实验和治疗所需要的间充质干细胞

呢？这在实验和治疗中极为关键，由于目前还没有找到

间充质干细胞的细胞表面特有的标志物，关于间充质干

细胞的鉴定没有统一的标准，其鉴别主要依据细胞的生

长特性、形态学观察和细胞表面多项标志物相结合进行

综合判断[20-21]。

形态观察：在倒置显微镜下观察该细胞，间充质干细

胞呈成纤维样细胞形态，贴壁生长为梭形、三角形，各

代之间形态单一，细胞间排列为漩涡状。细胞间呈漩涡

状是间充质干细胞特有的排列方式。透射电镜可见细胞

核大，圆形，核浆比例大，染色质丰富，细胞器少，为

低分化细胞。

细胞表面标志物：免疫表型鉴定间充质干细胞来源于

中胚层，具有很强的自我复制和多向分化潜能。间充质

干细胞的表面标志具有非专一性，它表达间质细胞、内

皮细胞和表皮细胞的表面标志，它对表面抗原 SB-10，
SH-2，SH-3，SH-4，CD29，CD44，CD71，CD90，
CD124 等均呈阳性反应，而对造血干细胞的标志抗原

CD14，CD34，CD35 均呈阴性反应[22]。由于其表面标

志的非专一特性，目前还没有筛选到间充质干细胞特异

的分子标记，实验室鉴别一般采用多项表面标志物来综

合判断。

2.5 间充质干细胞的多向分化潜能 研究证明，间充质干

细胞体外培养在不同的微环境下可向不同组织分化。目

前诱导分化的方法大致分为 3 种：①在化学药物作用下

诱导间充质干细胞进行分化。②在不同细胞因子作用下

诱导间充质干细胞进行定向分化。③在化学药物和细胞

因子的联合作用下进行诱导。

现已经了解许多刺激定向分化的相关因子，这些研

究表明间充质干细胞经分离、培养和扩增后在适宜的微

环境中可分化为成骨细胞、软骨细胞、肌腱细胞、骨骼

肌细胞、脂肪细胞等，其在体内实验也得到了同样的结

果[23-24]。

2.6 间充质干细胞的应用前景 随着对间充质干细胞认

识地深入，显示出了良好的临床应用前景，已开始将其

应用于组织缺损、退行性变、器官功能衰竭、细胞功能

障碍如心力衰竭、慢性白血病等的治疗[25-27]。

通过组织工程技术在体外分离和培养靶细胞，但由

于有些组织细胞体外分离培养难度大，采用间充质干细

胞作为培养的细胞则不存在上述这些问题，目前大多是

通过将间充质干细胞在一定的微环境作用下使其向所

需的靶细胞分化，然后应用于机体用于治疗一些疑难病

症，也取得了一些成就[28-29]。

动物实验和临床上主要将间充质干细胞用于以下

几个方面：①用于治疗组织器官缺损性疾病，最早曾应

用单纯的全骨髓植入促进骨缺损修复，但由于有效成分

少，移植效果不明显。近年来，应用体外培养的间充质

干细胞植入患处，显示出较好效果。Bruder 等[30-31]通过

体外培养，将覆盖有骨髓间充质干细胞的组织工程支架

植入狗股骨缺损处，比单纯植入支架明显促进骨折愈

合。②用于组织器官退行性疾病，例如神经组织的退行

性疾病、帕金森病艾尔海默综合征等的发病机制较为复

杂，近年来通过神经细胞移植，证实有较好的治疗效果，

但由于这些移植细胞多来源于流产的胚胎，受到伦理学

及法律的限制，来源很有限。骨髓的间充质干细胞具有

多向分化潜能，取材也很容易，为这一难题的解决带来

了曙光[32-33]。动物实验也证实间充质干细胞对椎间盘退

行性病变有明显治疗作用，将间充质干细胞移植到变性

退化的椎间盘中可以明显改进其功能[34]。③对于遗传缺

陷性疾病的治疗，利用间充质干细胞也可进行人体相关

治疗。④在创伤性疾病中也具有极高应用价值，间充质

干细胞体外培养增殖速度快，体外大量扩增后再向所需

的细胞分化可以大量缩短组织修复和愈合的时间。⑤将

它分化为肝细胞在严重肝硬化及肝移植有重要应用，同

时也为急进性肝功能衰竭的治疗带来了希望[35]。

总之，间充质干细胞具有以下优势：①可从自体取

材，从根本上解决了机体的免疫排斥反应[36]。②取材容

易，细胞增殖速度快，可以在较短的时间内大量扩增，

可以缩短临床治疗时间。③具有多向分化潜能，能在特

定的环境中分化为所需要的靶细胞，用于细胞替代治

疗。④不存在伦理学及法律纠纷等问题。

3 小结

尽管间充质干细胞在人类医学上的应用价值已得

到了完全肯定，但是真正地应用于临床仍存在许多问

题，主要表面在以下几个方面：①迄今为止体外分离和

扩增间充质干细胞还没有统一的方案，大多数实验室研

究间充质干细胞都是基于 Friedenstein 等报道的方法，

借助黏附于塑料壁这一特性来分离培养间充质干细胞，

这种方法分离得到的间充质干细胞所含的杂质细胞较

多。②骨髓中所含的间充质干细胞数量极为有限，通常

1.0×105~1.0×106个有核细胞中仅有1个间充质干细胞，

要得到大量的间充质干细胞就必须对其进行扩增，在此

过程中需要一定的时间。③对于间充质干细胞的鉴定目

前没有统一的方法，目前也还没有筛选到用来鉴定间充

质干细胞的特异标记分子，也没有统一的命名。④间充

质干细胞虽然可在不同诱导条件下向多种组织分化，但

目前这些分化诱导的机制仍不清楚。⑤体外培养间充质

干细胞经过多次传代后会出现衰老现象，严重影响细胞
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的活力。
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此问题的已知信息：间充质干细胞取自于自体，培养

容易，增殖速度快且具有多向分化潜能，是一种良好的替

代治疗的靶细胞。

本综述增加的新信息：尽管间充质干细胞在人类医学

上的应用价值已得到完全肯定，但是真正地应用于临床仍

存在许多问题。

临床应用的意义：间充质干细胞具有以下优势：①可

从自体取材，从根本上解决了机体的免疫排斥反应。②取

材容易，细胞增殖速度快，可以在较短的时间内大量扩增，

可以缩短临床治疗时间。③具有多向分化潜能，能在特定

的环境中分化为所需要的靶细胞，用于细胞替代治疗。④

不存在伦理学及法律纠纷等问题。


