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文章亮点： 

1 此问题的已知信息：间充质干细胞的基础生物学特性、基础分离方法及基础培养手段的应用。 

2 文章增加的新信息：间充质干细胞在体外培养和体外扩增及生产体系的归纳与补充。 

3 临床应用的意义：间充质干细胞在运用于临床之前，需要大量的体外扩增满足临床需求。探讨间充质

干细胞相关体外培养技术，为间充质干细胞培养体系的建立提供更多的思路。 

关键词： 

干细胞；干细胞学术探讨；间充质干细胞；来源；分离；非分化扩增；无血清；微载体悬浮培养；表型；
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摘要 

背景：间充质干细胞是多能成体干细胞，对间充质干细胞来源、分离、培养的研究无论从观念上、研究

方法上还是研究结果均不尽相同。 

目的：综述间充质干细胞分离、培养研究的新进展。  

方法：由作者应用计算机检索 2007至 2011年 PubMed 数据库，在英文标题和摘要中以“mesenchymal 

stem cells”和“source, isolation or culture”检索，选择内容与间充质干细胞应用相关的文章，同一领

域文献则选择近期发表或发表在权威杂志文章，共纳入 43篇文献。  

结果与结论：间充质干细胞的规范化培养需要建立一套标准化的培养体系来实现间充质干细胞的分离、

大量增殖。因此，需要进一步深入开展间充质干细胞的基础研究，建立体外扩增和向不同细胞定向诱导

分化体系，开展间充质干细胞及转基因后移植的体内效应研究等均具有重要的意义。 
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Abstract 

BACKGROUND: Mesenchymal stem cells are multipotent adult stem cells. The source, isolation and 

culture of mesenchymal stem cells differ greatly in different studies in terms of concepts, research methods 

and outcomes.  

OBJECTIVE: To investigate the progress in isolation and culture of mesenchymal stem cells. 

METHODS: The PubMed database (http://www.ncbi.nim.nih.gov/PubMed) was retrieved for articles 

regarding application of stem cells from 2007 to 2011 by computer. The English key words are 

“mesenchymal stem cells” and “source isolation or culture”. The papers published recently or in 

authoritative journals were selected. Forty-three papers were suitable for final analysis.   
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RESULTS AND CONCLUSION: A standardized culture system should be established to achieve isolation and 

expansion in vitro of mesenchymal stem cells. Therefore, basic research of mesenchymal stem cells should be 
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0  引言 

 

间充质干细胞是属于中胚层的一类多能干细胞，具有强大的增殖能力和多向分化潜

能，在适宜的体内或体外环境下不仅可分化为成骨细胞、软骨细胞、脂肪细胞，还具有

分化为肌细胞、肝细胞、造血细胞、神经细胞、胰岛细胞等多种细胞的能力。间充质干

细胞来源广泛，易于分离、培养、扩增和纯化，免疫原性低，不存在伦理问题的争议，

所以在组织工程、基因治疗和免疫治疗方面有着巨大的应用前景。 

 

1  资料和方法 

 

1.1  资料来源   由第一作者应用计算机检索Pubmed数据库 (http://www.ncbi.nlm. 

nih.gov/sites/entrez)相关文献。检索时间范围：1999年1月至2009年10月。检索词为

“mesenchymal stem cells, source, isolation, culture”。共检索到文献179篇。 

 

1.2  入选标准 

纳入标准：①具有原创性，论点论据可靠的文章。②针对性强，相关度高的文献。③

对同一领域的文献选择近期发表或权威杂志的文献。 

排除标准：较陈旧的理论观点以及一些重复性研究。 

 

1.3  质量评估  初检得到179篇文献，其中英文文献103篇，中文文献76篇。阅读标题和

摘要进行初筛，排除与研究目的不符和重复性文章；查阅全文，判断与纳入标准一致的

文章，最后选择43篇符合标准的文献。 

   

2  结果 

 

2.1  间充质干细胞的来源和生物学特性  间充质干细胞最早在骨髓中发现，因培养后细胞

表型为成纤维细胞样，而被称为成纤维细胞集落形成单位。由于对骨髓血系细胞起支持

诱导作用，可促进造血细胞克隆的形成，因而推测这种细胞可能是间质细胞的前体细胞，

又因其来自于骨髓基质，将其称为“骨髓基质细胞”。早期实验研究用得最多的是骨髓

来源的骨髓间充质干细胞。骨髓间充质干细胞占骨髓有核细胞的0.01%-0.000 1%。目

前，越来越多的研究表明还能够从脂肪、滑膜、骨骼、肌肉、肺、肝、胰腺、羊水以及

脐血等组织中分离和制备间充质干细胞[1]。但实验室和临床上用得最多的仍然还是骨髓

来源的间充质干细胞。骨髓来源的间充质干细胞存在以下问题：随着年龄的老化，干细 
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胞数目显著降低，增殖分化能力大幅度衰退；制备过

程不容易质控；移植给异体可能引起免疫反应；取材

时对患者有损伤，患者有骨髓疾病时不能采集。即使

是健康供者，亦不能抽取太多的骨髓。这都限制了骨

髓间充质干细胞临床应用，使得寻找骨髓以外其他可

替代的间充质干细胞来源成为一个重要的问题。临床

上作为脐血来源的间充质干细胞培养成功率很低，一

般只有20%-30%的脐血样本培养后能分离出间充质

干细胞。为了有效地提高脐血间充质干细胞原代培养

成功率，应用正交实验设计法在间充质干细胞传统培

养方法的基础上，通过添加细胞因子白细胞介素3和

粒细胞-集落刺激因子的方法可以使脐血间充质干细

胞的原代培养成功率由传统方法的25%左右提高到

90%以上[2]。 

 

脐带是孕妇与胎儿之间的物质交通支，也是分娩

后的废弃物，收集脐带对产妇和胎儿均不造成伤害，

取材也不受伦理学的困扰。另外从胚胎发育而言，脐

带的免疫原性低，可以降低或避免免疫排斥。一些研

究者比较了脐带间充质干细胞和骨髓间充质干细胞，

发现前者比后者有更快的增殖能力和更好的成骨分化

能力，因此脐带是临床上间充质干细胞的主要来源。

也有一些研究者认为脂肪组织是间充质干细胞最理想

的来源[3]，因为其来源的间充质干细胞具有和骨髓源

间充质干细胞相似的表型、增殖能力和分化能力，而

且脂肪非常丰富且取材简单，捐献者可以避免痛苦[3]。 

 

目前，国际干细胞治疗学会提出了鉴定人来源间

充质干细胞的3条最低标准[4]：①在标准培养条件下，

间充质干细胞具备对塑料底物的贴附性。②间充质干

细胞群体表达CD105、CD73及CD90，而不表达造血

标志物CD45和CD34。③经体外诱导，间充质干细胞

能向成骨细胞、脂肪细胞及软骨细胞分化。这仅仅是

间充质干细胞的体外鉴定，一些研究者一直寻求间充

质干细胞的体内鉴定[5]。随着对间充质干细胞的深入

研究，发现间充质干细胞可以分化成血细胞和肌细

胞，还具有跨胚层分化的可塑性。间充质干细胞具有

向外胚层神经细胞分化和内胚层肝细胞、胰岛细胞分

化的能力[6]。而且间充质干细胞具有非常低得免疫原

性。间充质干细胞分泌多种细胞因子发挥造血支持和

免疫调节等功能[7-8]。间充质干细胞的这些生物学特

性，显著推动了间充质干细胞的应用范围和应用价

值。 

间充质干细胞的标准定义： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  间充质干细胞的分离  间充质干细胞在组织中的

比例极低，因此，如何获取高纯度的间充质干细胞相

当重要。目前最常用的分离间充质干细胞的方法有组

织消化法、全骨髓贴壁法和密度梯度离心法。不同组

织来源的间充质干细胞分离方法不同。脐带、羊膜、

脂肪等组织一般先采用各种酶(胶原酶和胰酶等)消

化、分离组织中的有核细胞、然后通过贴壁法进一步

分离纯化间充质干细胞。一些实验研究者通过组织块

培养法收获的原代细胞产量比对应的酶消化法要多

且成功率高，降低了培养的成本和难度，避免了培养

中异种蛋白的混入而降低临床排斥反应[11]。本实验室

进行组织消化法和组织直接培养法比较，发现组织直

接培养法在较短的时间内就会出现成纤维集落，缩短

了原代细胞培养的时间。骨髓、外周血和脐血等主要

采用先用Percoll或Ficoll离心方法分离单个核细胞，

然后用贴壁法进一步分离纯化间充质干细胞。改进密

度梯度离心法，可提高了骨髓源间充质干细胞的分离

效率和富集[12]。采用直接全骨髓贴壁法分离间充质干

细胞，但这种方法需要比较高的接种密度。间充质干

细胞的分离除了这些方法外，也有使用流式细胞仪和

免疫磁珠分选法进行分离。但因为缺乏对间充质干细

胞特异性表面表型的认识，再加上这两种方法需要比

较精密的仪器，所以一般的实验室和临床应用很少采

用这两种方法。 

 

2.3  间充质干细胞的非分化型扩增培养  通过体外分

离获取的间充质干细胞数量非常有限，远远无法满足

临床和研究的需求。非分化性增殖，即在保持间充质

干细胞的多向分化潜能和未分化状态的同时又能快

速有效地增殖，成了目前急需解决的问题。 

 

目前国内外实验室的间充质干细胞的扩增体系，

间充质干细胞的生物学特性 

(1)贴壁黏附生长，成纤维状。 

(2)能够形成纤维细胞集落单位。 

(3)CD73
+
，CD90

+
，CD105

+
，HLA-DR

−
， CD11b

−
，CD14

−
，

CD19
−
，CD34

−
，CD45

−
。 

(4)多向分化(成骨、成脂肪、成软骨、成肌、造血分化)。 

(5)可塑性(神经分化、胰岛分化、肝脏分化)。 

(6)免疫调节功能。 

(7)非常低的免疫原性
[9-10]
。 

(8)分泌多种细胞因子
[7]
，参与造血支持、免疫调节、防瘢痕化、

细胞迁移等作用。 
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多含有经过筛选的牛血清为主要营养支持物。但这种

扩增体系，随着细胞的传代，细胞增殖能力会逐渐下

降，细胞会出现分化和衰老现象。因此，一些研究者

在使用血清的时候还要加入一些生长因子，如表皮生

长因子、碱性成纤维细胞生长因子和转化生长因

β
[13-14]。或多种细胞生长因子，如血小板源性生长因

子、表皮生长因子、碱性成纤维细胞生长因子、胰岛

素样生长因子1和转化生长因β等单独或联合使用，都

能促进间充质干细胞的增殖。在这些生长因子中，碱

性成纤维细胞生长因子的作用最突出[15]。碱性成纤维

细胞生长因子作为有效的有丝分裂原用于间充质干

细胞，保持分化潜能，增加端粒长度。通常人间充质

干细胞培养不超过20代，而添加碱性成纤维细胞生长

因子后，细胞培养超过50代，仍具有增殖能力。同时，

在促进增殖方面，碱性成纤维细胞生长因子也有多重

效应。它能增强人类白细胞抗原表达，增加免疫原性，

同时促进成骨分化，而抑制其他方向(如神经)分化。

如何合理使用这些生长因子，维持稳定增殖，减少分

化，正成为当前研究的热点。当前，一些公司和实验

室都在开发新一代的化学组分限定培养基，如

Invitrogen开发Stem Pro
®
 MSC SFM 和加拿大Stem 

Cell 公司开发了MesenCult
®
-ACF Medium等，这些

针对间充质干细胞的无血清培养基化学成分明确，此

类培养基是目前安全、理想的培养基。首先可以保证

培养基批次间的一致性，其次是培养基的性质明确，

有助于进一步研究间充质干细胞定向分化的调控，提

高实验的准确性。而且也有利于进行细胞培养的代谢

研究，同时分离纯化也比较方便。这种培养基的开发

极大推动了间充质干细胞分泌因子和信号传导方面

的研究。有一些研究者采用自行配制间充质干细胞无

血清培养基，它由基础培养基和替代血清的补充因子

组成。IMDM或DMEM/F12为基础培养基，主要的补

充因子有亚硒酸钠、转铁蛋白、牛血清白蛋白、胰岛

素、氢化可的松[16]。针对间充质干细胞的贴壁采用了

明胶、层粘连蛋白、胶原蛋白、纤粘连蛋白包被细胞

培养瓶[17]。此种无血清培养基成功培养出了人骨髓间

充质干细胞。在有血清和无血清培养条件下培养到第

4代，所得间充质干细胞形态均质性好。但有血清培

养贴壁细胞及细胞集落出现比无血清培养早，分化也

更快。干细胞的分裂通常是不对称分裂，形成一个子

代干细胞和一个祖细胞，祖细胞只具有有限的自我更

新能力，它将不断向下分化形成不同分化程度的成熟

细胞。因此有血清培养间充质干细胞虽然增殖快，但

细胞中却获得相当数量的祖细胞。而无血清培养能得

到更多，更纯的间充质干细胞，并更好地保持其干细

胞特性[18]。化学组分限定培养基也有一些缺点：①需

要在高密度下接种，一般接种密度不低于3 000/cm
2。

②需要包被细胞培养瓶来解决间充质干细胞的贴壁

问题。③价格昂贵。④间充质干细胞在无血清培养过

程中更易受某些机械因素和化学因素的影响。⑤无血

清培养基保存难度较大。这些因素极大地限制这种培

养基向临床的转化。 

 

间充质干细胞在运用于临床之前，需要大量体外

扩增满足临床需求。目前临床上间充质干细胞的体外

培养扩增体系主要是基础培养基添加一定浓度的胎

牛血清。尽管欧洲等国允许使用胎牛血清，但中国和

美国等国家严禁在细胞治疗中使用动物源成分。胎牛

血清中含有异种蛋白质，它本身有携带细菌、病毒、

蛋白传染性疾病或朊病毒的风险。另外，有研究表明

间充质干细胞在培养过程中可以吞噬培养基中的蛋

白，内含有牛血清蛋白(7-30 mg/10
8
 cells)，可以使

受者体内产生抗牛蛋白抗体引起免疫反应，从而导

致患者重复输注干细胞治疗后失效。因此胎牛血清

在干细胞临床大规模培养中的不利因素已经逐渐暴

露出来，现已有很多学者研究胎牛血清的替代品。

一些临床研究使用商用血清替代物Ultroser G(Pall 

BioSepra)，这种培养基含有多种生长因子、结合蛋

白、维生素和激素，能较好地满足间充质干细胞生

长的需要，然而Ultroser G仍然还有一些动物源成

分。目前人们使用较多的是应用人血清或血清衍生

物来替代[19]。包括成人血清[20-21]、血小板衍生物(血

小板裂解液[22]、凝血酶激活血小板释放因子)、脐血

清等[23-24]。人自体血清已被证明在间充质干细胞的

非分化性扩增方面有相当的优势[16，20，25]。与胎牛血

清相比较，人自体血清能促进间充质干细胞更快地增

殖，获得了较高的克隆形成率(CFU-F)，并且在培养

过程中能维持细胞转录水平的稳定，减少细胞自发分

化，抑制多次传代后的细胞衰老。利用人自体血清培

养的间充质干细胞已经被证明保持了成骨，软骨和脂

肪分化的潜能[19]。一些研究者也探索了异体脐带血清

对间充质干细胞的支持扩增作用，结果显示间充质干

细胞在异体血清中比胎牛血清有更强的自我更新能

力、更短的倍增时间和更好成骨分化能力[26-28]。因此，

脐带血清也可以作为替代胎牛血清的间充质干细胞

扩增添加物。血小板来源于人类，输注人体内不会引
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起异种蛋白的免疫，且能够释放多种生长因子，在组

织修复以及细胞生长等方面起着重要的作用。由于人

血小板提取物中含有丰富的生长因子，如碱性成纤维

细胞生长因子，转化生长因子β，胰岛素样生长因子1

等，因此可以替代胎牛血清用于间充质干细胞培养[22，

29]。与胎牛血清比较，含血小板提取物的培养基能使

细胞增殖更快，集落形成更大，达到汇合时间更短[30]。

而且已经证明用血小板裂解物培养的间充质干细胞

有更好的向成骨，软骨和脂肪分化的潜能，同时保持

了免疫调节的能力[13，31]。 

 

目前，在实验室和一些临床GMP生产体系中，

间充质干细胞的体外扩增主要采用小规模的静态培

养方式。但是，随着间充质干细胞体外培养技术的发

展及临床需求的要求，小规模的静态培养显然不能满

足需要。同时，静态培养有其固有的局限性：培养环

境不均一，培养参数不能实时监测和调控，以及不利

于大规模的培养等。因此，安全有效地大规模培养间

充质干细胞已经被提上日程。一些研究者利用微载体

悬浮培养体系[32]，在搅拌式生物反应器内扩增间充质

干细胞，通过检测间充质干细胞体外扩增速率、表面

标记物、细胞代谢及培养液的pH值变化，探讨微载

体悬浮培养搅拌式生物反应器可以用作体外大量扩

增间充质干细胞的方法[33]。搅拌式生物反应器通过叶

轮或桨式搅拌器的转动来搅动培养液，以增加传质能

力，确保细胞培养的氧浓度和培养液养分的均匀，有

利于细胞保持天然形态，并维持其新陈代谢在正常的

生理范围内，由于微载体具有极大的比表面积，间充

质干细胞可以贴壁到微载体上，很小的空间可以培养

出大量的细胞。生物反应器技术能够为间充质干细胞

提供相对均一的营养环境，而且增加了细胞之间三维

联系的机会，使细胞更接近于自然生长状态，较传统

的培养瓶/培养皿更利于细胞的增殖。同时，一些研

究者也实验表明，在低氧情况下(体积分数为2% O2)，

体外扩增间充质干细胞具有更快的增殖速度和新陈

代谢能力[34]。 

  

3  间充质干细胞的安全性 

 

尽管间充质干细胞已用于多种疾患的治疗，然而

这类细胞被发现具有多项负面效应，尤其是间充质干

细胞的致瘤性，早起人们认为间充质干细胞不存在瘤

变的可能，但是最近的报道发现间充质干细胞在体外

扩增、冻存、复苏、运输的过程中有癌变的可能。间

充质干细胞本身的恶变通常发生在以下几种情况：间

充质干细胞在体外扩增阶段；间充质干细胞在冻存和

复苏阶段；间充质干细胞在运输的过程中；间充质干

细胞与肿瘤间质相互作用阶段；间充质干细胞基因操

作导致此类细胞恶变。临床上为了获得足够的间充

质干细胞，必须在体外进行大量扩增，这种多次传

代易导致间充质干细胞发生恶变。2005年和2010年

有报道间充质干细胞在体外经长期扩增可产生不死

性，并自发性恶变。在其随后的研究中表明，此类

细胞通过上调c-myc的表达、抑制P16水平、获得端

粒酶活性、InK4a/Arf位点缺失、Rb磷酸化使其获得

长期生存特性。此外，线粒体代谢调控、DNA损伤

修复蛋白和细胞周期调控因子在细胞恶变中起到一

定作用[35-36]。 

 

关于间充质干细胞对肿瘤的调节作用一直存在

争议。有研究认为，间充质干细胞可抑制肿瘤的生长，

而有研究显示，间充质干细胞具有肿瘤保护作用，可

抑制肿瘤细胞凋亡、促进肿瘤增长及迁移，增强癌细

胞的药物抵抗。尽管众多试验表明，间充质干细胞可

抑制癌细胞的增殖，然而其往往伴随着抗凋亡效应。

Ramasamy等[37]报道间充质干细胞可抑制造血细胞

和非造血细胞源性恶性肿瘤的增殖与凋亡，并使肿瘤

细胞停止在G1期，当肿瘤细胞与间充质干细胞一起注

入到体内，肿瘤的生长速度明显快于单独注入的肿瘤

细胞。Tian等[38]研究显示，人间充质干细胞对肿瘤细

胞的生长在体内与体外具有双重作用，在体外人间充

质干细胞抑制A549(肺癌)和Eca-109(食管癌)增殖，

使肿瘤细胞处于G1期，促进其凋亡。在体内人间充质

干细胞能够促进肿瘤形成和生长。 

 

间充质干细胞除具有抑制肿瘤细胞凋亡、促进肿

瘤生长外，还与肿瘤细胞的转移密切相关。最近研究

显示，间充质干细胞能够定向趋化于肿瘤原发灶和转

移灶，在局部分泌炎症趋化因子，可促进肿瘤细胞发

生肺转移，且与乳腺癌的发生具有显著相关[39]。此外，

间充质干细胞可促进肿瘤细胞对化疗药物产生药物

抵抗。Kurtova等[40]实验表明，间充质干细胞可抑制

氟达拉滨、地塞米松及环磷酰胺诱导的慢性淋巴细胞

性白血病细胞的凋亡。Vianello等[41]研究显示，骨髓

来源的间充质干细胞可抑制伊马替尼诱导的慢性粒

细胞白血病细胞的凋亡，其干预机制是通过CXCR4/ 
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CXCL12轴进行的，如能够中断此条途径，即可恢复

白血病细胞对伊马替尼的敏感性。 

 

间充质干细胞具有归巢到肿瘤细胞的特性，这种

归巢作用不仅可促进肿瘤生长，而且可使间充质干细

胞在肿瘤部位发生恶变。将间充质干细胞置于肿瘤生

长环境中，这些细胞能够分化为癌症相关成纤维细胞

或肿瘤相关成纤维细胞，有利于肿瘤纤维血管网的扩

张和肿瘤增长[42]。 

 

为了提高间充质干细胞的临床疗效，目前多采用

病毒或非病毒载体对其进行基因转染。然而这些基因

操作存在着众多风险和不利，如转基因可能为致瘤基

因、转基因位点的插入使间充质干细胞基因组发生断

裂等，均可导致间充质干细胞发生恶变。Takeuchi

等[43]研究显示，转基因间充质干细胞体外培养可导致

线粒体不稳定，具有自发癌病的危险。 

 

4  小结 

 

间充质干细胞具有广阔的应用前景，但目前国内

外关于间充质干细胞来源、分离、体外非分化性增殖

没有统一的标准体系。因此，建立一套标准化的培养

体系来实现间充质干细胞的分离、大量增殖，从而建

立间充质干细胞细胞系就显得十分必要。当前，间充

质干细胞还有许多问题有待解决。如间充质干细胞的

起源，间充质干细胞的定向分化机制，间充质干细胞

特定功能状态的调控机制，体外操作对其生物学特征

的影响等。故而进一步深入开展间充质干细胞的基础

研究，建立体外扩增和向不同细胞定向诱导分化体

系，开展间充质干细胞及转基因后移植的体内效应研

究等均具有重要的意义。另外，如何充分发挥中医药

多途径、多靶点、毒副作用小等优势，通过实验研究

筛选有效的中药及其有效成分，提高间充质干细胞的

扩增、分化效率，也值得进一步研究。 
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