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1 文章联合应用密度梯度离心和细胞贴壁法，成功从脐血中提取并培养人脐血间充质干细胞，利用人体

透明软骨细胞培养上清对其进行诱导 2 周后，Ⅱ型胶原免疫组化结果显示部分细胞Ⅱ型胶原表达阳性，证实

已分化为软骨细胞。 
2 软骨细胞培养上清中含有多种成分，但具体是哪种成分在起诱导作用？尚需进一步的研究论证。而且

在这种诱导条件下脐血间充质干细胞所分化的软骨细胞能否培养成软骨组织？组织结构是否与人体软骨组织

相同或类似？这些都需要进一步研究揭示。 
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摘要 
背景：人脐血间充质干细胞作为软骨缺损修复的种子细胞日益受到关注，现有常用诱导方法无论是应用诱导

培养基还是诱导因子，因其价格昂贵、用量大等因素限制了实际应用。 
目的：验证人软骨细胞培养上清诱导人脐血间充质干细胞向软骨细胞分化的可行性。  
方法：利用密度梯度离心法和贴壁培养法分离新生儿脐血，获取并培养人脐血间充质干细胞，流式细胞仪

鉴定细胞表面抗原。切取股骨头置换或全髋关节置换患者透明软骨组织，体外分离培养软骨细胞，利用其

培养上清培养人脐血间充质干细胞，培养 2 周后观察细胞表型外观变化，免疫组化染色检测Ⅱ型胶原表达

结果。  
结果与结论：密度梯度离心法与贴壁培养法可以分离获取人脐血间充质干细胞，流式细胞仪鉴定表面标记

CD90，CD105 高表达，不表达 CD34，CD45。软骨细胞培养上清诱导 2 周后，人脐血间充质干细胞向多角

形、圆形转变，Ⅱ型胶原免疫组化检测表达阳性。提示软骨细胞培养上清可诱导人脐血间充质干细胞表达Ⅱ

型胶原，向软骨细胞分化。 
 
Differentiation of human umbilical cord blood derived-mesenchymal stem cells into 
chondrocytes induced by supernatants of human chondrocytes  
 
Zhou Feng, Wang Ying-zhen, Zhang Hai-ning, Lü Cheng-yu, Xu Zong-yao (Qingdao University Medical 
School, Qingdao  266003, Shandong Province, China) 
 
Abstract 
BACKGROUND: Human umbilical cord blood derived-mesenchymal stem cells have been used as seed cells to 
repair cartilage defects. Their application has been greatly limited by high cost and sufficient amount although 
they could be cultured in induced medium or induction factors. 
OBJECTIVE: To verity the feasibility to induce human umbilical cord blood derived-mesenchymal stem cells to 
differentiate into the chondrocytes using supernatants of human chondrocytes.  
METHODS: Human umbilical cord blood derived-mesenchymal stem cells were separated with density gradient 
centrifugation and adherent method from human umbilical cord blood. Surface markers of human umbilical cord 
blood derived-mesenchymal stem cells were identified by flow cytometry. Human hyaline cartilage was dissected, 
digested, and chondrocytes were cultured in vitro. The human umbilical cord blood derived-mesenchymal stem 
cells were cultured with supernatant from chondrocytes. After 2 weeks, the changes of phenotype of the cells 
were identified, and type II collagen expression was detected using immunohistochemistry.  
RESULTS AND CONCLUSION: Human umbilical cord blood derived-mesenchymal stem cells were isolated 
from umbilical cord blood using density gradient centrifugation and adherent method. Flow cytometry 
demonstrated that the human umbilical cord blood derived-mesenchymal stem cells expressed CD90 and CD105 
positively, failed to express CD34 or CD45. After 2 weeks of induction, human umbilical cord blood   
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derived-mesenchymal stem cells turned to polygon and round shaped. Immunohistochemistry staining showed some 
human umbilical cord blood derived-mesenchymal stem cells expressed type II collagen. Results indicate that culture 
medium of chondrocytes can induce human umbilical cord blood derived-mesenchymal stem cells to express type II 
collagen, and differentiate into the chondrocytes. 
 
Subject headings: stem cells; chondrocytes; collagen type II; centrifugation, density gradient 
Funding: the National Natural Science Foundation of China, No. 81171774*, 81272056* 
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0  引言  Introduction 
 

间充质干细胞是一种全能干细胞，为中胚层发育

的早期细胞，具有多向分化的潜能。在一定条件诱导

下，可分化为成骨细胞、软骨细胞等[1-2]，是组织工程

理想的种子细胞。软骨组织工程应用较多的种子细胞

是软骨细胞和骨髓间充质干细胞，但是由于组织来源、

取材和伦理等问题，限制了它们作为软骨修复种子细

胞的发展[3-5]，故急需一种新的种子细胞来替代骨髓间

充质干细胞，并弥补其缺陷。近年来脐血作为骨髓的替

代来源逐渐成为新的研究热点[6-7]，受到国内外专家学者

的亲睐。 
人脐血是胎儿娩出、脐带结扎并离断后残留在胎盘

和脐带中的血液，一般是作为废弃物丢弃的。但近年来

的研究表明脐血中含有丰富的造血干细胞和间充质干

细胞，其中间充质干细胞具有多项分化潜能。 
文章从脐血中分离培养出人脐血间充质干细胞，并

应用人体软骨细胞培养上清成功诱导脐血间充质干细

胞表达Ⅱ型胶原，成功向软骨细胞分化。 
 
1  材料和方法  Materials and methods 

 
设计：干细胞体外诱导分化实验。 
时间及地点：于2011年9月至2012年3月在青岛大

学医学院附属医院中心实验室完成。 
材料：正常足月儿新鲜脐血取自青岛大学医学院附

属医院妇产科分娩产妇，股骨头表面软骨取自青岛大学

医学院附属医院关节外科行股骨头置换或全髋关节置

换患者，供者对实验方案均知情同意，且得到医院伦理

委员会批准。 
人软骨细胞培养上清诱导脐血间充质干细胞向软骨细胞

分化实验的试剂： 

 
 
 
 
 

方法： 
人脐血间充质干细胞的分离与培养：产妇签署知情同意

书后，取正常足月儿新鲜脐血，肝素抗凝，加入等量PBS
稀释，离心管中加入Percoll液(1.077 g/mL)，按1∶1比
例缓慢将稀释的脐血加到Percoll液中，2 000 r/min离心

30 min，吸管吸取中间层白色絮状物，PBS洗涤，   
500 r/min离心5 min，去上清，沉积细胞用含体积分数

10%胎牛血清的DMEM/F12培养基稀释，细胞计数，以

109 L-1的细胞浓度接种到培养瓶中，细胞贴壁法进行细

胞培养，待细胞生长到80%融合后，常规0.25%胰蛋白

酶消化传代，观察细胞生长情况。 
细胞表面标记测定：常规胰蛋白酶消化第3代细胞，

反复吹打均匀，细胞计数浓度为2×109 L-1，加入CD34，
CD45，CD90，CD105相应抗体，室温孵育30 min，应

用流式细胞仪检测细胞表型，确定所培养细胞为人脐血

间充质干细胞。 
人软骨细胞的分离与培养：经股骨头置换或全髋关节

置换患者同意，切取股骨头表面软骨部分，无菌条件下

修剪成0.5 mm×0.5 mm大小碎片，PBS(含青、链霉素

各100 U/mL)冲洗3遍，加入3倍体积的0.25%胰蛋白酶，

37 ℃恒温振荡器内消化30 min；取出标本，弃去胰蛋

白酶液体，止胰消化；加入3倍体积的0.2%Ⅱ型胶原酶，

37 ℃恒温摇床内消化8-12 h。见大部分软骨被消化后，

500 r/min离心5 min使未被消化的软骨块沉淀。取上清

液，1 200 r/min离心10 min，沉淀细胞以PBS洗3次，

洗去细胞表面的消化酶。加入体积分数10%胎牛血清

的DMEM培养基培养液进行培养。待细胞生长到80%
融合后，常规0.25%胰蛋白酶消化传代，观察细胞生

长情况。 
诱导培养：收集软骨细胞P2以后培养上清，加入到

人脐血间充质干细胞中。间充质细胞隔天换液，换液时

按1∶1加入软骨细胞培养上清和含体积分数10%胎牛

血清的DMEM/F12培养基，观察间充质细胞形态变化。 
Ⅱ型胶原免疫组化检测：将诱导组作为实验组，常规

培养组作为对照组，分别诱导培养2周进行细胞爬片，

24 h后PBS冲洗，3 g/L多聚甲醛固定，4 ℃过夜。

0.5%Triton温育，修复液中95 ℃修复15 min，血清封

闭后，加1∶50稀释浓度兔抗人Ⅱ型胶原蛋白一抗

来源 试剂 

DMEM/F12、胎牛血清、胰酶  
CD 抗体  
兔抗人Ⅱ型胶原蛋白一抗、鼠抗兔二抗

Hyclone 
ABcam 
Boster 
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(Boster公司)4 ℃过夜，PBS清洗，加入鼠抗兔二抗

(Boster公司)，经DAB显色剂，苏木精复染，树胶封固，

显微镜下观察。 
主要观察指标：观察脐血间充质干细胞及软骨细胞

的生长状态，诱导后脐血间充质干细胞的形态变化，以

及Ⅱ型胶原的表达情况。 
   
2  结果  Results 
 
2.1  人脐血间充质干细胞生长形态  细胞贴壁培养3 d
首次半量换液，镜下观察有梭形细胞贴壁生长，随后细

胞数目迅速增长，逐渐呈现聚集状态。换液后3 d生长

较慢，生长速度从第7天开始迅速增加。第12天人脐血

间充质干细胞首次达到80%融合。第2-7代细胞五六天

即达到80%融合并可进行传代，镜下可见漩涡状密集生

长细胞，见图1。P8以后细胞生长速度下降，而且镜下

开始出现死亡细胞。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2  细胞表面标记测定  见图2。 
流式细胞仪检测结果显示，第3代细胞高表达

CD90，CD105，不表达造血干细胞表面标记CD34，
CD45，确定所培养细胞为脐血间充质干细胞。 
2.3  人软骨细胞的生长形态  原代细胞24 h即可贴壁，

细胞以圆形居多，也有部分多角形，见图3；48 h细胞

开始增殖，细胞形态变化不大；72 h细胞胞浆增多，圆

形细胞延伸，多角形细胞增多；96 h即达80%融合，可

行细胞消化传代。 
2.4  诱导培养结果  软骨细胞培养上清加到人脐血间

充质细胞培养基后，开始10 d细胞形态无明显变化，随

后细胞胞浆增多，细胞由梭形向多角形、圆形转化，见

图4。 
2.5  Ⅱ型胶原免疫组化检测结果  诱导培养2周，行Ⅱ

型胶原免疫组化检测，镜下观察实验组人脐血间充质干

细胞，均可见部分细胞胞浆呈棕黄色，Ⅱ型胶原蛋白表

达阳性，见图5。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

注：第 3 代细胞高表达 CD90，CD105，不表达造血干细胞表

面标记 CD34，CD45，提示所培养细胞为脐血间充质干细胞。

图 2  第 3 代人脐血间充质干细胞的流式细胞仪鉴定结果 

Figure 2  Flow cytometry identification results of the 3rd 
generation of human umbilical cord blood 
derived-mesenchymal stem cells 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

注：镜下可见人脐血间充质干细胞呈漩涡状密集生长。 

图 1  第 2 代人脐血间充质干细胞的生长形态(×100) 

Figure 1  Growth of second generation of human umbilical 
cord blood derived-mesenchymal stem cells (×100)

注：原代人软骨细胞培养 24 h 时，细胞贴壁呈短梭状、多角

形生长。 

图 3  原代人软骨细胞培养 24 h 的生长形态(×100) 

Figure 3  Growth appearance of primary human chondrocytes 
after cultured for 24 h (×100) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

注：软骨细胞培养上清加到人脐血间充质细胞培养基诱导培养

10 d 后，光镜下可见脐血间充质细胞向多角形、圆形转变。

图 4  人软骨细胞培养上清对脐血间充质细胞的诱导培养情

况(×200) 

Figure 4  Induced culture of human umbilical cord blood 
derived-mesenchymal stem cells in supernatant 
from chondrocytes (×200) 
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3  讨论  Discussion 
 
关节软骨无血管供应，仅依靠关节腔内关节液提供

营养，当有缺损时，关节软骨的自我恢复能力很差。一

旦软骨无法修复，很容易造成创伤性关节炎或骨性关节

炎。骨性关节炎已成为威胁人类健康的主要疾病之一。

目前临床上尚无特效的治疗方法，软骨损伤后各种外科

治疗如清创、钻孔减压、骨膜移植和自体软骨细胞移植

术等，虽能暂时缓解疼痛但 终也会失败[8]。组织工程

学的兴起为软骨损伤修复带来了新的希望。组织工程学

主要涉及到3个方面：种子细胞、生长因子、支架材料，

其中种子细胞是关键，也是研究者关注的重点。骨组织

的修复与重建是一个动态变化的过程，包括基质、细胞、

周围环境的相互作用，尽管每个组成都会对 终结果造

成影响，但经常独立研究每个组成。骨组织工程作为一

项突破性技术， 有价值的是间充质干细胞的介入。研

究 广的是骨髓源间充质干细胞[9]。 
多项研究表明，骨髓来源的间充质干细胞可以定向

分化为软骨细胞，修复软骨缺损[10-11]。但是骨髓间充质

干细胞由于取材、安全性、伦理等问题限制了其应用。

同时有研究表明，随着年龄的增加，骨髓中所含有的间

充质干细胞减少，受病毒感染的机会增加[12]。脐血间充

质干细胞是近几年发现的一类与骨髓相同的多向分化

潜能的原始细胞，具有很强的定向分化和增殖能力[13]。

脐血作为医院的废弃材料，脐血间充质干细胞获取的侵

袭性小[14]，不会对母婴双方造成伤害[15]。现有学者证实

脐血中不含有肿瘤细胞 [16]，安全性较高。自2000年
Erices等[17]首次从脐血中分离培养出间充质样细胞起，

研究者就给予了足够的重视。目前脐血间充质干细胞已

成为国内外研究的热点。人脐血间充质干细胞的研究尚

处于起步阶段，主要的研究方向还在分离培养、细胞鉴

定、诱导分化等[18]。现阶段，应用较多的分离方法主要

为密度梯度离心法、细胞贴壁法、免疫磁珠法、流式细

胞分离法、单细胞克隆技术等[19]。综合考虑材料、费用

等问题，研究人员主要倾向于密度梯度离心和细胞贴壁

法联合应用。文章也以该联合方法成功从脐血中分离出

人脐血间充质干细胞，进一步证明这种分离方法的可行

性。 
    妊娠期、脐血量、存储时间是影响脐血间充质干细

胞分离成功的因素[20]，研究表明妊娠期< 37周[21]，脐血

体积> 80 mL，储存时间< 6 h，能够较好的分离获得脐

血间充质干细胞。有研究表明应用抗CD271，CD133
免疫磁珠可以高效的选择出间充质干细胞[22]，对于培养

条件尚无统一意见，有研究者认为体积分数15%胎牛血

清是 适培养浓度[23]，但也有人指出自体血清培养效果

比胎牛血清好[24]。同时也有研究应用体积分数10%胎牛

血清的IMDM，加入细胞活性因子：15 μg/L白细胞介素

3、5 μg/L粒-巨噬细胞集落刺激因子，有效培养原代脐

血间充质干细胞[25]。同时γ-干扰素能够影响脐血间充质

干细胞显型，加强免疫调节性[26]，前列腺素能够促进脐

血间充质干细胞增殖[27]。研究发现通过氧化反应能够调

控脐血间充质干细胞的增殖和死亡[28]，低氧环境有利于

体外细胞培养[29]。 

注：镜下观察，人软骨细胞培养上清诱导的人脐血间充质干细

胞均可见部分细胞胞浆呈棕黄色，提示Ⅱ型胶原蛋白表达阳

性。 

图 5  人软骨细胞培养上清诱导 2 周后脐血间充质细胞的Ⅱ

型胶原免疫组化观察结果(×200) 

Figure 5  Type Ⅱ collagen immunohistochemistry of human 
umbilical cord blood derived-mesenchymal stem 
cells after culture in supernatant from chondrocytes 
for 2 wk (×200) 

在干细胞的多项分化潜能方面报道结果并不统一。

有研究对比了骨髓源、脂肪源与脐血源间充质干细胞，

得出不同的结论：Zhang等[23]认为脐血间充质干细胞有

很强的生存能力，但增殖能力较低，但Kern等[30]却认为

脐血间充质干细胞能够培养时间 长，有 强的增殖能

力，令人震惊的是脐血间充质干细胞不能向脂肪分化。 
目前报道的脐血间充质干细胞表面标记表达阳性

的有SH2、SH3、CD29、CD44、CD54、CD71、CD73、
CD90、CD105、CD105、CD106、CD120a、CD124、
CD166等[31-32]，不表达造血干细胞表面标记的有CD13、
CD14、CD34、CD40、CD45、CD80、CD86、CD117、
HLA-DR等[33]。但是脐血间充质干细胞并无特异性标记，

造血干细胞的特征性标记CD34、CD45的表达差异将脐

血间充质干细胞同造血系细胞区别开来[34]。 新研究表

明，可将线性poly-N-acetyllactosamine作为脐血间充质

干细胞的新标记[35]。本实验细胞表面标记流式细胞鉴定

结果CD34、CD45表达阴性，CD90、CD105高表达，

进一步说明所获取的细胞为脐血间充质干细胞。 
国内外多项研究表明体外诱导脐血间充质干细胞，

可使其分化为软骨细胞[36]。不同研究者所使用的体外诱

导剂有所不同。有报道胰岛素样生长因子诱导16 d后，

脐血间充质干细胞开始呈现软骨细胞特点，也有联合应

用转化生长因子β1和胰岛素样生长因子1及高糖DMEM
进行诱导培养，21 d特异性表达Ⅱ型胶原[37]。有研究者
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应用诱导软骨细胞培养基诱导脐血间充质干细胞后[38]，

扫描电子显微镜检测诱导细胞具有软骨细胞形态学特

征。也有研究者应用成软骨诱导剂，含有转化生长因子β、
胰岛素、地塞米松、转铁蛋白、维生素C、H-DMEM培养

基，同样达到良好的诱导效果。也有研究者应用血小板

裂解液诱导脐血间充质干细胞向软骨细胞分化，指出单

独应用血小板裂解液不能诱导脐血间充质干细胞向软骨

细胞分化，但是能提高体外向软骨细胞分化的能力[39]。 
如何判断间充质干细胞分化程度，分化为何种细胞

也是现在的研究热点。有研究表明，CD73，CD90，
CD105与细胞分化程度有关[20]，同时建议将CD90作为

干细胞分化的示踪标记，同时有报道间充质干细胞表面

CD105含量为 (99.4±0.1)%，但是在成骨细胞中为

(3.5±1.4)%，软骨细胞为(3.5±2.3)%，脂肪细胞为(16.7± 
3.6)%，有明显差异[40]。现在多数研究者则以Ⅱ型胶原

是否表达来判断诱导成功与否。Ⅱ型胶原是软骨细胞含

量 多的成分，也是其特征性指标[41]，所以一般作为软

骨细胞的判断标准。 
现有常用诱导方法无论是应用诱导培养基还是诱

导因子，因其价格昂贵、用量大等因素限制了实际应用。

因此有研究者提出应用软骨细胞与人脐血间充质干细

胞共同培养诱导分化[42]，结果表明部分间充质干细胞向

软骨细胞分化，并继续存活。但具体是软骨细胞起诱导

作用还是其分泌成分起作用尚不得而知。文章联合应用

密度梯度离心和细胞贴壁法成功从脐血中提取培养人

脐血间充质干细胞，其呈纤维样细胞生长，符合以往有

关人脐血间充质干细胞的报道。利用人体透明软骨细胞

培养上清对脐血间充质干细胞进行诱导培养，结果在诱

导2周后，Ⅱ型胶免疫组化结果显示部分细胞Ⅱ型胶原

表达阳性，证实细胞已分化为软骨细胞。 
应用人体软骨细胞培养上清对脐血间充质干细胞

进行培养诱导，结果显示这种诱导方法的可行性。软骨

的损伤愈合是极其复杂的过程，需要多种因素参与。在

对骨髓间充质干细胞的研究中发现骨髓间充质干细胞

要想充分向软骨细胞分化，必须处在一种软骨环境中，

因此关节软骨环境对于骨髓间充质干细胞分化成软骨

细胞具有一定的作用。软骨环境中必然存在一些促进分

化的物质，研究发现软骨细胞可分泌多种生长因子，如

胰岛素样生长因子、转化生长因子等。软骨细胞培养上

清中含有软骨细胞分泌的因子，可以说是一种软骨环

境，能够促进间充质干细胞向软骨细胞分化。脐血间充

质干细胞作为替代骨髓间充质干细胞的种子细胞，具有

与其相似的分化潜能和分化特性。可以推测在软骨环境

中能够促进脐血间充质干细胞向软骨细胞分化，实验结

果也证实了这种猜想。软骨细胞培养上清中含有多种成

分，但具体是哪种成分起诱导作用，尚需进一步的实验

论证。而且在这种诱导条件下脐血间充质干细胞所分化

的软骨细胞能否培养成软骨组织，组织结构是否与人体

软骨组织相同或类似都需要进一步研究。 
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