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文章亮点： 
在脐带干细胞的培养过程中，实验特色性的对传统的组织块贴壁法进行了改进，将传统组织贴壁法中本应丢

弃的组织转移到新的培养瓶中，进行二次贴壁培养，在较短时间内获得更多数量的间充质干细胞。通过二次

贴壁法得到的细胞经流式细胞仪检测符合间充质干细胞的特性，且增殖能力旺盛，具有体外多向分化潜能，

可成为临床研究和应用的细胞来源。 
关键词： 
干细胞；脐带脐血干细胞；脐带；间充质干细胞；分离培养；二次贴壁 
主题词： 
干细胞；脐带；间质干细胞；细胞培养技术 
 
摘要 
背景：脐带来源的间充质干细胞因其具有高度的自我更新和多向分化潜能，以及取材方便等优点而日益受到

关注。 
目的：建立一种改进的人脐带间充质干细胞分离、培养方法，并对其生物学特性进行分析。 
方法：无菌条件下获取足月妊娠分娩胎儿脐带，利用改良的组织块贴壁法分离培养脐带间充质干细胞，即将

传统组织贴壁法中本应丢弃的组织转移到新的培养瓶中进行二次贴壁培养，取第 3 代脐带间充质干细胞进行

生物学特性分析。 
结果与结论：组织贴壁后第 5-7 天可见有梭形细胞从组织块边缘爬出，第 10 天左右可形成明显的细胞克隆。

将组织块转移到新培养瓶中继续培养，2 d 后即可见有细胞爬出，细胞生长速度较快，5 d 即可形成细胞克隆。

传代后的细胞形态均一，呈成纤维细胞样的长梭形。流式细胞仪检测细胞高表达 CD90、CD105，不表达 CD34、
CD45、HLA-DR。细胞增殖能力旺盛，平均倍增时间为 50 h 左右，41.24%的细胞处于 G2/S 期。体外可诱导

分化为成骨细胞和脂肪细胞。上述实验结果证明二次贴壁培养出的细胞也具有间充质干细胞的生物学特性，

而且通过这种培养方法获得的原代间充质干细胞数是传统方式培养的 2 倍。 
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Abstract 
BACKGROUND: Human umbilical cord mesenchymal stem cells with capabilities for self-renewal and 
multi-differentiation have attracted widespread attention. 
OBJECTIVE: To develop an efficient method for isolation and culture of human umbilical cord mesenchymal 
stem cells, and to analyze the cell biological features.  
METHODS: Mesenchymal stem cells were isolated and cultured from human umbilical cord by improved tissue 
cultivation. Immunophenotype and cell cycle were analyzed by flow cytometry. Growth curve was determined by 
MTT assay, and differentiation ability was evaluated by in vitro osteogenic and adipogenic induction as well.  
RESULTS AND CONCLUSION: Some fusiform cells crawled out from human umbilical cord tissues after 
cultivation for 5 days and formed colonies about 10 days later. When the removed tissues were further cultured, 
more cells appeared again within 2 days and formed colonies after 5 days. The isolated cells exhibited similar 
morphology of fibroblast-like shape after passage. Furthermore, the cells expressed CD90, CD105, but were 
negative for the markers of CD34, CD45, HLA-DR. Population doubling time of the cells calculated from the result 
of MTT was about 50 hours and cell cycle analysis showed that 41.24% cells were in the G2/S phrase. Therefore, 
the isolated cells had a high prolification ability. In addition, the isolated cells could be induced into osteoblasts  
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and adipocytes in vitro. In a word, the results of this study demonstrated that the cells from the second tissues culture 
possessed the biological characteristics of mesenchymal stem cells and more primary umbilical cord mesenchymal stem 
cells were acquired through the improved method. 
 
Subject headings: stem cells; umbilical cord; mesenchymal stem cells; cell culture techniques 
 
Li YQ, Wang HY, Yao Y, Liu JJ, Xu X, Zhang Y, Liu Y, Wu CT, Jin JD. An improved method for isolation of human 
umbilical cord mesenchymal stem cells. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2014;18(10):1609-1614. 

 

0  引言  Introduction 
间充质干细胞是来源于发育早期中胚层的一类具有高

度自我更新能力和多向分化潜能的干细胞，可在体外分化成

脂肪细胞、成骨细胞、心肌细胞、血管内皮细胞和表皮细胞

等[1-5]。早在20世纪70年代，Friedenstein等[6]发现在骨髓中

存在长梭形成纤维细胞样的塑性贴附细胞，后来有学者利用

梯度离心方法得到了占细胞总量0.001%-0.01%的高纯度

的成纤维样贴壁细胞，这些细胞可以重复出以往Fridenstein
等所进行的关于干细胞特性的所有实验，鉴于它们 终都可

以分化为间质系统细胞，所以又将其定义为间质干细胞[7-8]。

体外培养的间充质干细胞形态均一，平行生长或漩涡状生

长，能够表达多种表面抗原，如高表达间质细胞标志

(CD44、CD90、CD105)，不表达造血干细胞标志(CD34、
CD45、CD14)、内皮细胞标志(CD31、CD33)及人白细胞

抗原(HLA-DR、-DP、-DQ)等[9]。 
后来实验证明间充质干细胞分布广泛，存在于脂肪、

脐带、皮肤、滑膜等多种组织中[10-11]，其中脐带来源的间

充质干细胞(human umbilical cord mesenchymal stem 
cells，hUC-MSCs)因取材方便、无免疫排斥等优势而成为

组织工程理想的种子来源。目前分离脐带来源的间充质干

细胞主要有组织块贴壁法和酶消化法。酶消化法获得的细

胞纯度略低、状态不均一、部分可能因消化酶的损伤无法

贴壁生长；组织贴壁培养法得到的细胞纯度较高，对细胞

伤害小，操作相对简单，将组织块剪碎、贴壁后加培养基

培养即可，但原代培养所需周期较长、获得细胞数量相对

有限。 
本实验拟采用一种改良的二次组织贴壁培养方法，

将传统组织贴壁法中本应丢弃的组织转移到新的培养瓶

中，进行二次贴壁培养，以便在相对短的时间内获得更

多数量的间充质干细胞，为临床研究和应用提供充足的

细胞来源。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  

  设计：细胞学观察实验。 
时间及地点：2012至2013年在军事医学科学院放射与

辐射研究所实验室进行。 
材料： 
脐带标本：取自解放军301医院的足月健康婴儿脐带

组织，产妇及家属同意将脐带用于实验研究，产妇无传染

性疾病，胎儿无先天性疾病。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

实验方法： 

脐带间充质干细胞的分离、培养：将无菌条件下取得

的足月妊娠分娩胎儿脐带，用PBS洗3次，去掉残留的血细

胞。把脐带剪切成2.0 cm左右的片段并剔除血管(1条脐静

脉，2条脐动脉)，取出其中的凝胶状组织，将其剪成大小

约1 mm3的组织块，然后置于培养瓶中。6 h后，加入含体

积分数为10%胎牛血清、100 U/mL青霉素、100 mg/L链霉

素的DMEM/F12培养基，放置在37 ℃、体积分数为5%CO2

培养箱中培养。3 d后半量换液，1周后再次换液，此后每

隔3 d换液1次。观察贴壁组织周围的细胞生长情况，当细

胞达到80%-90%融合度时，用胰酶消化传代，并将组织转

移到一个新的培养瓶中，按上述方法继续培养，获得第二

次组织块贴壁培养的细胞。取第二次组织培养得到的脐带

间充质干细胞进行下述实验。 
细胞免疫表型鉴定：取第3代脐带间充质干细胞，0.05%

胰酶消化后制备成单细胞悬液。用预冷的PBS洗2次后重悬

于0.5 mL PBS，分别加入FITC-CD34，PE-CD45、PE-CD90、
PE-CD105、PE-HLA-DR抗体或小鼠IgG对照，4 ℃避光孵

育30 min，PBS洗涤2次，于流式细胞仪检测分析。 
MTT法测定细胞生长曲线：取第3代脐带间充质干细

胞，以1×107 L-1的细胞浓度接种于96孔板，每孔200 μL，
各设6个复孔，于37 ℃、体积分数为5% CO2的培养箱中培

养。每天在固定时间点取出96孔板，每孔加入20 μL MTT  
(5 g/L)，37 ℃培养箱中放置4 h；轻轻吸掉培养基上清，

然后每孔加入二甲基亚砜150 μL，用酶标仪(波长490 nm)
测定各孔吸光度值，以时间为横轴、吸光度值为纵轴绘制

生长曲线。按公式计算倍增时间 (Population doubling 
time，PDt)： 

人脐带来源间充质干细胞分离培养实验所需主要试剂： 

试剂 来源 

培养基DMEM/F12、DMEM-HG GIBCO 

胰蛋白酶 Amresco 

胎牛血清 Hyclone 

荧光标记小鼠抗人单抗CD34-FITC、CD45-PE、 
CD90-PE、CD105-PE、HLA-DR-PE、小鼠同

型阴性对照IgG-FITC、IgG-PE  

BD Biosciences  
 

PI染液 赛尔斯生物技术有限公司 

RNA酶、地塞米松、胰岛素、IBMX、吲哚美辛、 
甘油磷酸钠、抗坏血酸 

Sigma 
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PDt =t[ lg2/(lg At-lg A1)] 
其中，t 为培养的天数，At为培养t 天的吸光度值，A1

为接种后第1天的吸光度值。 
流式细胞仪测细胞周期：取第3代处于生长对数期的脐

带间充质干细胞，0.05%胰酶消化后制备成单细胞悬液，

离心收集细胞，用预冷的PBS洗涤3次后加入预冷的体积分

数为70%乙醇，吹打成单细胞悬液，4 ℃固定过夜；离心去

固定液，PBS洗涤1次，离心去上清，加入500 μL碘化丙啶

(RNase A质量浓度100 mg/L，碘化丙啶质量浓度50 mg/L)，
4 ℃避光孵育30 min，流式细胞仪检测细胞周期。 

成脂、成骨诱导分化：对于成脂诱导分化，将第3代脐

带间充质干细胞以1×107 L-1的浓度接种于24孔板内。当细

胞达到70%融合时，去掉原培养基，加入含体积分数为10%
胎牛血清、1 μmol/L地塞米松、10 mg/L胰岛素、200 mmol/L
吲哚美辛的DMEM(HG)成脂诱导培养液，每隔3 d换1次
液，诱导2周。当观察到胞质中脂滴形成时，小心移去培养

液，用PBS轻洗2次，40 g/L多聚甲醛固定20 min，油红O
染色30 min，于倒置显微镜下观察、拍照。 

对于成骨诱导分化，取第3代脐带间充质干细胞，以

1×107 L-1的浓度接种于24孔板内。于第2天去掉原培养基，

加入含有体积分数为10%胎牛血清、0.1 μmol/L地塞米松、

10 mmol/L甘油磷酸钠、50 μmol/L抗坏血酸的DMEM/F12
成骨诱导培养液进行诱导培养，每隔3 d换1次液，诱导3
周，当观察到有圆形钙化结节形成时用茜素红染色鉴定。 

主要观察指标：倒置显微镜观察细胞形态，流式细胞

仪检测细胞表面标志物及细胞周期，MTT法检测细胞增殖

能力，茜素红染色鉴定细胞成骨分化能力，油红O染色鉴

定细胞成脂分化能力。 
 

2  结果  Results  
2.1  脐带间充质干细胞的分离、培养  组织块培养第5天
左右，开始有细胞从组织块边缘爬出，呈细小梭形(图1A)；
第10天左右可形成明显的细胞克隆。将组织块转移到新培

养瓶中后，2 d即可见有细胞爬出，5 d可形成细胞克隆(图
1B)。用这种方法可在短时间内获得原来两倍的细胞量。传

代后的细胞生长速度较快，形态均一，呈梭形或成纤维状。 
2.2  细胞免疫表型鉴定  流式细胞分析结果显示(图2)，分
离 培 养 的 第 3 代 细 胞 表 达 CD90(99.35%) 、 CD105 
(99.13%)，不表达CD34(0%)、CD45(0.47%)、HLA-DR 
(0.13%)，说明第2次组织贴壁培养得到的细胞也是间充质

干细胞。 
2.3  脐带间充质干细胞的生长曲线  由生长曲线(图3)可
知，细胞传代后前两天增殖不明显，3-5 d进入对数生长期，

第6天开始进入平台期，根据生长曲线计算细胞培养第5天
的倍增时间为50 h。 
2.4  细胞周期  细胞周期检测结果(图4)显示，第3代脐带

源间充质干细胞58.76 %处于G0/G1期，16.70%处于G2/M

期，24.54 %处于S期，说明第3代细胞增殖能力旺盛。 
2.5  诱导分化  成脂诱导后，细胞形态逐渐由典型的长梭

形变短、变圆，呈椭圆形。诱导10 d后于镜下可见胞浆内

出现点状小脂滴，继续诱导培养1周，胞浆内脂滴增多增大。

油红O可见胞浆内的大量脂滴染成红色(图5A)，说明脐带

源间充质干细胞在体外具有向脂肪细胞分化的潜能。 
成骨诱导1周左右，细胞逐渐由长梭形变为方形、鳞片

形。诱导2周后，细胞外基质分泌增多，胞质中及胞质外出

现许多黑色小颗粒，3周后可见结节状结构。茜素红染色可

见红色矿化沉着物(图5B)，说明脐带源间充质干细胞在体

外具有向成骨细胞分化的潜能。 
 
3  讨论  Discussion 

间充质干细胞是目前备受关注的一类具有多向分化潜

能的组织干细胞，在细胞治疗领域有着重要的应用前景。

临床上应用间充质干细胞已经在神经系统疾病、心血管系

统疾病、糖尿病及肝脏疾病等方面取得了重要进展，如治

疗脊髓损伤、脑缺血、心脏病、多发性硬化、成骨不全症

等[12-15]。体外培养的骨髓间充质干细胞已被广泛应用于研

究领域[16-19]，然而骨髓间充质干细胞的增殖分化潜能会随

供者年龄的增大而下降，并且采集骨髓常常存在出血和感

染等问题[20-21]，这些都限制了骨髓源间充质干细胞的临床

研究和应用。脐带是连接胎儿脐部与胎盘之间的组织，一

般在胎儿分娩时被当作废弃物。脐带取材方便，易于收集

保存，不易污染，不涉及伦理道德问题，而且脐带组织中

的间充质干细胞含量丰富，较为原始，分化能力强，可在

体外迅速扩增、生物性能稳定，为细胞治疗提供了一种新

的种子细胞来源。 
本实验在传统组织块贴壁法的基础上进行二次贴壁培

养，得到脐带源间充质干细胞。脐带包括1条静脉和2条动

脉，周围是华通氏胶组织，外层由羊膜来源的上皮包裹。

传统组织贴壁法是将脐带中的华通氏胶剪碎贴壁[22-23]，1
周左右可以在光镜下观察到少数长梭形贴壁生长的细胞或

从小组织块周围长出少许贴壁生长的细胞，大约2周时可见

大量长梭形细胞散开分布或围绕组织块呈克隆状生长，用

胰酶消化传代时即将组织块丢弃。本实验首次组织块贴壁

培养情况和上述结果相符，但是并未将培养后的组织块丢

弃，而是转移到新的培瓶中继续培养，两三天即可见到贴

壁细胞，第5天可形成明显的细胞克隆。相对于传统组织贴

壁法，这种改进的方法可在较短时间内获得大量原代细胞。 
脐带源间充质干细胞不表达或低表达免疫排斥相关标

记，是一类免疫缺陷细胞，异体移植无免疫排斥反应或反

应较弱，适宜于不同个体之间的移植，是细胞治疗的理想

靶细胞。经流式检测结果显示，二次贴壁培养所获得的细

胞高表达CD90、CD105，不表达造血干细胞标记CD34、
CD45，不表达HLA-DR，具有低免疫原性，符合间充质干

细胞的特性。  
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图 1  原代培养人脐带间充质干细胞(×400) 
Figure 1  The primary culture of human umbilical cord mesenchymal stem cells (×400) 
图注：图中 A 为首次组织块贴壁培养第 5 天，镜下可见有少量细胞从组织块边缘爬出，呈细小梭形(黑
色部分为贴壁组织块)；B 为第 2 次组织块贴壁培养第 5 天，镜下可见组织块周围的细胞呈放射状生

长(黑色部分为贴壁组织块)。 

 
 

 A B 

图 2  人脐带间充质干细胞表面标志物表达 
Figure 2  Expression of surface markers from human umbilical cord mesenchymal stem cells 

B 

图 5   脐带间充质干细胞成脂和成骨诱导分化结果(×400) 
Figure 5  Osteogenic and adipogenic differentation of human umbilical cord mesenchymal stem 
cells (×400) 
图注：图中 A 为镜下可见油红 O 染色后细胞呈现椭圆形，细胞内有大量密集的红色脂滴；B 为镜下

可见细胞经茜素红染色后有大量红色矿化沉着物。 
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间充质干细胞的培养潜伏期为12-24 h，2 d后进入对

数生长期，对数增殖期持续3-5 d，六七天后进入生长平

台期。实验通过MTT法得到细胞的生长曲线，由生长曲线

可知细胞的群体倍增时间为50 h，与之前文献报道的45 h
差异不大[24]。细胞周期是细胞生命活动的基本过程， 其
中S期为DNA合成期，实验结果显示41.24%的脐带源间

充质干细胞处于G2/S期，比以往文献报道的G2/S期比例

高[23-24]，表明细胞有丝分裂旺盛，增殖能力强。大量研究

表明间充质干细胞具有可塑性，经体外诱导培养能向多种

成体细胞分化[25]。本实验获得的脐带源间充质干细胞也可

在体外诱导为成骨细胞和脂肪细胞，符合间充质干细胞多

向分化潜能的特性。因此，上述实验结果表明，二次贴壁

培养获得的细胞也具有间充质干细胞的生物学特性。 
实验对传统组织块贴壁法分离培养脐带源间充质干细

胞进行了改进，将培养后的组织块转移到新的培养瓶后，

细胞的生长速度加快，可在短时间内扩增出大量原代细胞。

间充质干细胞作为种子细胞在细胞替代治疗方面显示出巨

大的前景，实验所用的这种改进的脐带源间充质干细胞原

代分离培养方法，简单快捷，相同的原料，可获得更多的

原代间充质干细胞，为其临床研究和应用提供了实验依据。 
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图 3  人脐带间充质干细胞的生长曲线 
Figure 3  Growth curve of human umbilical cord mesenchymal stem cells 
图注：传代后前两天细胞增殖不明显，3-5 d 进入对数生长期，第 6 天开始进入平台期。 

时间(d)

图 4  人脐带间充质干细胞的细胞周期分析结果 
Figure 4  Cell cycle analysis of human umbilical cord mesenchymal stem cells 
图注：第 3 代人脐带间充质干细胞 58.76 %处于 G0/G1期，16.70 %处于 G2/M 期，24.54 %处于 S 期，说明第 3 代细胞增殖能力旺盛。 
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学术术语：细胞周期-由细胞分裂结束到下一次细胞分裂结束

所经历的过程，可分为 G1、S、G2和 M 期 4 个时期。G1期为 DNA

合成前期，主要合成 RNA 和核糖体；S 期为 DNA 合成期；G2

期为 DNA 为合成后期，DNA 合成终止；M 期为有丝分裂期。细

胞周期可反映细胞的增殖能力。 
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