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体外模拟干细胞微环境培养扩增脐血及脐带基质源性间充质干细胞**★ 
邱  云，郑  青，萧树东，汪  铮 

Simulation of stem cell microenvironment in vitro to culture and expand cord and umbilical cord 
mesenchymal stem cells    

Qiu Yun, Zheng Qing, Xiao Shu-dong, Wang Zheng 

Abstract 
BACKGROUND: The future of cell therapy requires high purity of mesenchymal stem cells (MSCs) in order to clearly determine 
the therapeutic dose and dose-response relationship. Establishing a robust amplification system in vitro to obtain the therapeutic 
dose of stem cells while preserving the characteristics of stem cells is the urgent of clinical laboratories.  
OBJECTIVE: To simulate a microenvironment for stem cells in vitro to harvest and expand umbilical cord blood-derived and 
cord-derived MSCs and to compare with conventional two-dimensional culture system. 
METHODS: The umbilical cord blood-derived and cord-derived MSCs were inoculated in the conventional two-dimensional plastic 
culture system and extracellular matrix, respectively. The two amplification systems for in vitro large-scale expansion of umbilical 
cord blood-derived and cord-derived MSCs were evaluated from the points of cell counts and surface markers. 
RESULTS AND CONCLUSION: The production of umbilical cord blood-derived and cord-derived MSCs in the bone 
marrow-derived extracellular matrix culture system was 4-6 times of that in the conventional two-dimensional culture system. 
FACS analysis showed that extracellular matrix system better maintained the surface marker of stem cells. Therefore, such a 
three-dimensional culture system is much closer to physical environment than the two-dimensional culture system.  
The established bone marrow-derived extracellular matrix culture system can maintain the characteristics of mesenchymal stem 
cells, which provides access to more homogeneous MSCs of high activity within a short time period. 
 
Qiu Y, Zheng Q, Xiao SD, Wang Z. Simulation of stem cell microenvironment in vitro to culture and expand cord and umbilical cord 
mesenchymal stem cells.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(10): 1756-1760.     
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：建立稳健的扩增体系，在体外扩增时最大限度地获得治疗剂量的干细胞数，同时保存干细胞的特性是临床实验室亟待

解决的问题。 
目的：建立体外模拟干细胞微环境细胞外基质扩增脐血间充质干细胞及脐带间充质干细胞的方法，并与传统的 2-D 培养体系

比较。 
方法：建立体外模拟干细胞微环境细胞外基质，体外分离脐血间充质干细胞及脐带间充质干细胞后分别接种到细胞外基质及

传统的 2-D 塑料培养体系，分别从细胞计数及细胞表面标志物的变化，评估两种扩增体系对脐血间充质干细胞及脐带间充质

干细胞体外扩增的优劣。 
结果与结论：使用骨髓源性的细胞外基质培养体系单位时间脐血间充质干细胞及脐带间充质干细胞产量是 2-D 体系的 4~6
倍，并且流式细胞仪检测显示细胞外基质体系能更好地保持干细胞的表面标记。因此，3-D 较 2-D 培养系更接近生理环境，

已建立的骨髓源性细胞外基质培养体系能保持间充质干细胞的特性，为短时间内快速获取更大数目同质、高活性的间充质干

细胞提供了可能。 
关键词：脐血间充质干细胞；脐带间充质干细胞；细胞外基质；2-D 培养板；培养扩增 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2012.10.011 
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0  引言 
 

由于同时具备多向分化及组织再生能力，

间充质干细胞具有广泛的临床应用前景[1-4]。

脐血及脐带基质来源的间充质干细胞是常见

的两种成体干细胞。脐血来源的间充质干细胞

(umbilical cord blood mesenchymal stem 
cells，UCB-MSCs)较骨髓来源的间充质干细

胞具有如下优势：①来源丰富：在美国储存有

500 000份自体脐血标本以及3倍于此的异体

脐血标本[5]。②较骨髓或脂肪来源的间充质干

细胞，具有更大的扩增潜能[6]。UCB-MSCs能
够产生比骨髓间充质干细胞更多的子代细胞。

UCB-MSCs类似成纤维细胞，并表达典型的间

充质干细胞标志蛋白，即CD29，CD44，CD73，
CD105，CD106和HLA-Ⅰ类分子，但缺乏造

血标记。③全能性更强，更具分化能力。临床

前研究证明了在脐血CD34+CD38-细胞的比率

较骨髓更高，这表明新生儿血液中含有丰富的

更原始的祖细胞[7]。UCB-MSCs具有胚胎干细

胞的特点，在体内能形成3胚层组织。因此，

作为临床应用，无限来源的UCB-MSCs有望代

替胚胎干细胞。
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但同时其在临床应用时面临着如下挑战：

①脐血中间充质干细胞的数量非常低，1×109

个单核细胞含有4个间充质干细胞。②在体外扩

增困难。以前曾试图从脐血干分离间充质干细

胞失败[8-10]，表明在足月分娩脐血间充质祖细胞

含量低[11-12]。UCB-MSCs回收率太低曾被视为

并不是实验和临床使用一个可靠的来源。因此

有必要寻求一种更高效的富集UCB-MSCs体
系。 

脐 带 间 充 质 干 细 胞 (umbilical cord 
mesenchymal stem cells，UC-MSCs)是临床相

对应用成熟的成体干细胞。目前临床实验室使

用的UC-MSCs一般都不超过P6，因体外扩增细

胞难以避免出现复制性衰老[13]。而体内的干细

胞在稳定增殖时不会发生这一现象，国内外研

究表明这与干细胞体外扩增时脱离了体内微环

境Niche有关，因此实验假设体外模拟干细胞体

内微环境用于扩增UC-MSCs较传统2-D塑料培

养体系，将更好地保存其特性。 
 
1  材料和方法 

 
设计：细胞学实验，体外对比观察。 
时间及地点：实验于2010-09/2011-04在

上海交通大学医学院附属仁济医院消化疾病研

究所完成。 
材料：在产妇知情同意的情况下，经医院

伦理委员会批准，获取正常供者(足月妊娠的产

妇)的脐带及脐血。 
主要试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 

细胞外基质的制备：实验所用的细胞外基质

板由美国Xiao-Dong Chen教授(University of 
Texas Health Science Center at San Antonio)
惠赠，其大致的制备方法如下：新鲜分离的骨髓

单个核细胞(MNC)以3×105/cm2密度接种，标准

培养液(α-MEM+2 mmol glutamine+100 U/mL 
penicillin+100 g/L streptomycin+体积分数为

15%胎牛血清)培养7 d后洗去未贴壁的细胞。

用Ⅱ型胶原酶(400 U/mL)消化贴壁细胞，以

1×104/cm2的密度接种培养15 d，0.5% Triton 
X-100去除细胞，100 U/mL DNase去免疫原性

后4 ℃储存备用[14-15]。 
UC-MSCs的分离与培养：①无菌收集脐带，

浸没于含1%青链霉素的PBS中，玻璃容器密封

送回实验室。②超净台上剪取约2 cm长的脐

带，剖开动静脉，用PBS洗净血污。③将脐带

剪碎成肉糜状，转移到离心管中，加入4 mL消
化液(含0.25%胰酶，胶原酶Ⅱ 200~400 U /mL
的PBS液)，混匀，37 ℃中消化4 h，每隔10 min
振摇1次。④吸取消化上清，转移到25 cm2细

胞培养瓶中，加入DMEM/F12培养基(含体积分

数为10%~15%胎牛血清)，37 ℃、体积分数

为5%CO2培养箱中培养。⑤约3 d能在显微镜

下观察到贴壁细胞，半量换液后继续培养，3 d
后换液，细胞已经能稳定生长。每3 d换液1次，

至细胞生长铺满瓶底(约10 d)，即可进行传代。 
UCB-MSCs的分离与培养：①样品制备：在

250 mL无菌瓶用无菌1×PBS等体积稀释抗凝

人脐血样品，涡旋约2 min。②在50 mL无菌试

管中将10 mL稀释后的CB缓慢叠加到淋巴细

胞分离液层(4 1)∶ 。③离心，400 g×30 min，
21 ℃。④收集CB-MNCs：用无菌移液器转移

界面层的单个核细胞(MNC，白色，长8~10 mL/ 
50 mL)至50 mL无菌离心管。注意不要扰动跨

界面层，以最小的体积尽可能收集界面层所有

细胞。吸除多余的Ficoll-paque PREMIUM会导

致粒细胞污染，吸除过多的上清会导致血小板污

染。⑤洗涤UCB-MNCs以去除血小板。在每个

50 mL试管加入3倍MNC体积的PBS。⑥离心，

420 g (1 600 r/min)×15 min，21 ℃。倒掉上清

后用45 mL PBS重悬。⑦离心：420 g×6 min，
21 ℃。重复洗涤1次。⑧弃去上清。重悬在   
20 mL的α-MEM/体积分数为2%胎牛血清培养

基(1 20∶ 稀释)细胞计数。⑨接种：调整细胞浓

度1.67×107 L-1，将1.67×107 L-1细胞悬液种植

到6孔板的一个孔中(5×106/cm2)；CFU-F分析

用种植密度为1×106/well，在体积分数为5% 
CO2，37 ℃条件下培养。

试剂及仪器 来源 

alpha-MEM 培养基、胎牛血清、 
青链霉素 PEN、非必需氨基酸、

L-谷氨酰胺、 β-巯基乙醇、

0.05%/0.25%胰蛋白酶-EDTA、
磷酸盐缓冲液  

Ⅳ型胶原酶  
FITC 标记鼠抗人 SSEA-4，CD29，

CD31，CD34，CD45，CD44，
CD90，CD105，CD146，PE 标

记的鼠抗人 CD44  
TRITC 标记山羊抗小鼠 IgG  
Ficoll-paque PREMIUM  
荧光倒置显微镜  
扫描电镜  
BD FACSCalibur 流式细胞仪  
超净台、CO2培养箱  

GIBCO 公司 
 
 
 
 
Sigma 公司 
BD 公司 
 
 
 
Santa Cruz 公司 
GE Healthcare 
Olympus 公司 
荷兰飞利浦公司 
BD 公司 
HERAEUS 
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显微镜下观察：于培养1，3，7，10 d取样，倒置显

微镜下观察细胞生长状况。 
细胞表面标志物的测定：流式细胞仪检测UCB-MSCs

及UC-MSCs经细胞外基质及2-D两种培养体系扩增后

各类细胞表面标志物表达率的变化。制成2×105 L-1浓度

细胞悬液，与SSEA-4，CD29，CD31，CD34，CD45，
CD44，CD90，CD105，CD146单克隆抗体室温反应

30 min，PBS洗涤2次后与FITC标记的二抗避光孵育  
15 min后洗涤2次，重悬于PBS中，用于流式细胞仪分

析。用小鼠mIgG作为阴性对照。 
主要观察指标：两种扩增体系对UCB-MSCs及

UC-MSCs体外扩增的优劣。 
统计学分析：由第一作者采用SPSS 13.0软件完成

统计处理。 
   

2  结果 

 
2.1  细胞外基质的形态变化  见图1。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2.2  细胞外基质体系扩增UCB-MSCs  结果显示：细

胞外基质能增强UCB-MSCs的黏附，见图2，较现有

报道高4×104倍；且细胞外基质从脐血中获取大量的克

隆形成细胞，约25/105单个核细胞；UCB-MSCs经细

胞外基质培养后未贴壁细胞经PBS洗脱后FACS测定

表面标志物表达的变化显示CD31，CD45持续高表达，

说明未贴壁细胞为造血/内皮祖细胞来源，通过细胞外

基质贴壁法可以有效去除混杂细胞，而间充质干细胞

经典细胞表面标记物CD29，CD105，SSEA-4表达下

降，见图3，间接说明通过细胞外基质可以从脐血富集

UCB-MSCs。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2.3  细胞外基质体系扩增UC-MSCs  结果显示：细胞

外基质能高度扩增UC-MSCs，其效率是传统2-D塑料培

养板的4~6倍，见图4；UC-MSCs经细胞外基质培养后

FACS测定表面标志物SSEA-4的表达持续高于平行对

照的2-D塑料培养板，见图5，且能维持间充质干细胞其

他标志物如CD29，CD90，CD44，CD105的持续高表

达(>85%)，见图6，说明经细胞外基质扩增后的细胞较

传统2-D塑料培养板能更好地保存间充质干细胞的干细

胞特性。 

a: Without seeding(×40) 

Figure 1  Light microscope images of extracellular matrix 
with/without cell seeding 

图 1  细胞外基质的光镜图(接种/未接种细胞) 

b: Affer seeding (×100) 

c: Affer seeding (×200) 

24 h (×200)

Figure 2  Optical microscope image of growth conditions of 
umbilical cord blood-derived mesenchymal stem 
cells cultured in two-dimensional (2-D) plastic 
system and on bone marrow-derived extracellular 
matrix (ECM) 

图 2  光镜观察脐血源间充质干细胞分别在 2-D 塑料培养体
系及骨髓源性细胞外基质上的生长情况 

72 h (×100) 5 d (×100) 7 d (×100)

2-D plate 

ECM 

Figure 3  Changes of cell surface marker expression of 
non-adherent umbilical cord blood-derived 
mesenchymal stem cells rinsed from extracellular 
matrix by day 0 and day 7 

图 3  脐血源间充质干细胞经细胞外基质培养后未贴壁细胞
表面标志物表达的变化 

a: 0 d 

b: 7 d 
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3  讨论 

 
目前对细胞治疗的间充质干细胞最大或最小剂量

尚无定论，现行骨髓源间充质干细胞治疗剂量范围为< 
(1~5)×106/kg[16]。未来的治疗可能需要高纯度的间充质

干细胞以明确治疗剂量(>5×106/kg)[17]。因此需要建立稳

健的扩增体系，从有限的初始细胞数，经扩增后能够达

到(5~10)×108间充质干细胞以满足临床需求。如何在体

外扩增时最大限度地获得治疗剂量的干细胞数，同时保

存干细胞的特性是临床实验室亟待解决的问题。 
干细胞都有其特异的生长微环境，细胞外基质是微

环境的重要组分，为维持细胞功能提供了关键的生化和

物理信号，因此细胞外基质对细胞微环境的体外再造对

有效保持干细胞的特性可能是必需的[15]，这一点常被

2-D培养体系所忽略。 
Chen等[15]采用体外的骨髓细胞，再造了一种天然

无细胞的细胞外基质以模拟骨髓微环境(体内间充质干

细胞所在的场所 )。这种骨髓源性的细胞外基质厚

20~100 μm，包含了 /Ⅰ Ⅲ型胶原，纤连蛋白，SLRPs和
基底膜的主要组分。与2-D培养体系相比，在这种细胞外

基质培养的间充质干细胞显示出巨大的增殖能力并能维

持干细胞群处于较低水平的活性氧中[18]。前期研究已表

明造血干细胞中高水平的活性氧与干细胞特性丢失、分

化程度增高及凋亡相关[19]。因此，细胞外基质通过抑制

a: N  

5 d (×100) 

2-D plate 

ECM 

7 d (×100) 10 d (×100)

a

Figure 4  (a) Optical microscope image of growth conditions of 
umbilical cord-derived mesenchymal stem cells 
(UC-MSCs) cultured in two-dimensional (2-D) plastic 
system and on bone marrow-derived extracellular 
matrix (ECM). (b) Comparison of the numbers of 
UC-MSCs cultured and amplified in two-dimensional 
plastic system and bone marrow-derived ECM 

图 4  (a)光镜下脐带间充质干细胞分别在 2-D塑料培养体系及
骨髓源性细胞外基质上的生长状况及(b)扩增倍数的比
较 

200

150

100

50

0

10
4  c

el
ls

/w
el

l 

ECM 

3 d 

2-D ECM 2-D ECM 2-D 

7 d 10 d 
b 

Figure 5  Changes of cell surface marker SSEA-4 expression 
of umbilical cord-derived mesenchymal stem cells 
(UC-MSCs) cultured and amplified in 
two-dimensional (2-D) plastic system and bone 
marrow-derived extracellular matrix (ECM) 

图 5  脐带间充质干细胞经细胞外基质及 2-D 两种培养体系
扩增后细胞表面标志物 SSEA-4 的表达变化 
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Figure 6  Changes of typical mesenchymal stem cell surface 
marker expression of umbilical cord-derived 
mesenchymal stem cells cultured and amplified in 
two-dimensional (2-D) plastic system and bone 
marrow-derived extracellular matrix (ECM) 

图 6  脐带间充质干细胞经细胞外基质及 2-D 两种培养体系
扩增后细胞表面标志物的表达变化 
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活性氧对保持间充质干细胞特性有利。基因表达谱分析

进一步证实用细胞外基质培养时，骨髓源间充质干细胞

中转录因子c-myc，Klf-4，Sox-2(参与干细胞特性的保

持)较2-D培养系上调[20]，因此细胞外基质培养能保持细

胞未分化状态。如果用细胞克隆形成和体内成骨的潜能

对特性加以衡量，多项研究表明在体外培养扩增时间充质

干细胞特性会丢失。然而如果用细胞外基质保持细胞，干

细胞特性丢失会延缓。与2-D培养系相比，经过多次传代，

用细胞外基质培养的人间充质干细胞仍能保持高度的复

制能力和高度的端粒酶活性[20]。端粒酶的激活阻止了端粒

受损和干细胞体外培养时复制性衰老[13]。细胞外基质可能

维持高水平的端粒酶活性，导致细胞寿命的延长。 
基于UC-MSCs扩增的实验数据显示：使用骨髓源

性的细胞外基质培养体系单位时间UC-MSCs的产量是

2-D体系的4~6倍，并且FACS检测显示细胞外基质体系

能更好地保持干细胞的表面标记。因此，3-D较2-D培养

系更接近生理环境，已建立的骨髓源性细胞外基质培养

体系能保持间充质干细胞的特性，为短时间内快速获取

更大数目同质、高活性的间充质干细胞提供了可能。 
UCB-MSCs是一种优质的种子细胞。如果提高从脐

血中分离UCB-MSCs的效率，是临床前研究亟待解决的

问题。先前的研究显示使用FCS的涂层培养板能去除髓

样细胞和骨-碎屑样细胞。已知FCS是干细胞增长的关

键，FCS的涂层可能提供额外的生长和黏附因子，有利

于间充质干细胞样细胞从脐血产生[21]。Bieback等[21]从

脐血分离间充质干细胞的频率为(0.7±0.2)克隆/108，足

月脐血分离成功率为0~2.3/108。在生成有间充质干细胞

样细胞的脐血单位中，分离的频率0.2~2.3个克隆 / 
1×108，平均1.1±0.2不等。为实现这一产量的关键参数

包括贮存时间不到15 h，净体积超过33 mL，间充质干

细胞数大于1×108，没有溶血或凝固迹象。实验结果显

示细胞外基质能增强UCB-MSCs的黏附，较现有报道高

4×104倍；UCB-MSCs经细胞外基质贴壁法可以有效去

除混杂细胞，从脐血有效富集UCB-MSCs。且经细胞外

基质获取的UCB-MSCs具有克隆形成能力，同时高表达

Oct-4、Tra-1-60(未发表数据)，说明扩增后的细胞具有

高度的全能性。说明骨髓源性的细胞外基质培养体系能

有效富集高纯度的UCB-MSCs，使得UCB-MSCs用于临

床治疗成为可能。 
后续实验进一步将扩增后细胞移植至动物疾病模

型体内，从功能水平评价细胞外基质培养体系富集及扩

增后间充质干细胞治疗的安全性及有效性。 
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