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文章亮点： 

1此问题的已知信息：脐带间充质干细胞培养技术及方法已应用于组织工程种子细胞的培养，此细胞免疫原

性低，可有望缓解器官移植带来的免疫排斥反应所带来的问题。 

2文章增加的新信息：脐带间充质干细胞虽培养成功，但尚未得到广泛应用，最关键的原因是脐带间充质干

细胞的分离培养技术不是很成熟。另一方面，在脐带间充质干细胞体外培养中有很多人为因素，如选择的培

养基、酶的敏感性、pH值、脐带的新鲜程度等都会影响脐带间充质干细胞的生长。这些方面都值得在研究中

进一步优化。脐带间充质干细胞的体外标记能检测到脐带间充质干细胞的增殖、分裂、分化等情况，为脐带

间充质干细胞移植治疗人类疾病提供了广阔的临床应用前景，将对细胞治疗和基因治疗起到极大的推动作用。 

3提供临床借鉴的价值：近年来，利用脐带间充质干细胞的各种生物学特性、及细胞标记的示踪技术，已开

展了各项人类疾病的基础研究和临床前研究，比如：人体各器官损伤经细胞移植治疗研究；代谢性疾病、免

疫性疾病、心血管疾病等细胞移植治疗研究、均有无可比拟的疗效且优于传统的的治疗方法，故完善脐带间

充质干细胞的培养技术为将来的临床治疗提供更好的方案奠定了基础。  
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摘要 

背景：脐带间充质干细胞的培养是进行脐带间充质干细胞研究时极其重要的部分，细胞培养技术的优化对推

动间充质干细胞的临床应用特别是细胞治疗至关重要。同时，脐带间充质干细胞标记及示踪技术是干细胞移

植治疗的研究热点之一。 

目的：对国内外脐带间充质干细胞染色标记技术的研究与进展作一综述。 

方法：以“干细胞，间充质干细胞，脐带间充质干细胞，细胞培养，染色标记”为中文捡索词，以“Umbilical 

cord-derived mesenchymalstem cells，Cell culture，Labeling methods”为英文检索词，检索维普和中国知

网(CNKI)期刊全文数据库、Medline，highwire和外文生物医学期刊全文数据库(Foreign Journals Integration 

System)2001年 1月至 2013年 10月有关脐带间充质干细胞的培养及标记染色文献。最终纳入 35篇文献进

行综述。 

结果与结论：脐带间充质干细胞尚未得到广泛应用，最关键的原因是脐带间充质干细胞的分离培养及染色技

术不是很成熟，这些方面都值得在研究中进一步优化。虽然近几年脐带间充质干细胞标记及示踪技术有了较

快的进展，但仍存在许多问题有待进一步解决。 
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Umbilical cord-derived mesenchymal stem cell culture: dyeing and tracer technique   
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Abstract 

BACKGROUND: The culture of umbilical cord-derived mesenchymal stem cells is extremely important for studies 

on umbilical cord mesenchymal stem cells. Optimization of cell culture technology is crucial for clinical application 

of mesenchymal stem cells and even cell therapy. Meanwhile, the labeling and tracer technique of umbilical 

cord-derived mesenchymal stem cells is a hotspot in stem cell transplantation. 

OBJECTIVE: To review the research and development of the cell markers and tracer methods of umbilical 

cord-derived mesenchymal stem cells. 

METHODS: A computer-based search of VIP, CNKI, Medline, Highwire and Foreign Journals Integration System 

databases was performed for articles concerning culture and labeling of umbilical cord-derived mesenchymal stem 
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cells published from January 2001 to October 2013. The keywords were “stem cells, mesenchymal stem cells, umbilical 

cord-derived mesenchymalstem cells, cell culture, labeling methods” in Chinese and English, respectively. Finally, 35 

articles were included in result analysis. 

RESULTS AND CONCLUSION: Umbilical cord-derived mesenchymal stem cells have not yet been widely used, mainly 

because of the immature isolation, culture and staining techniques of umbilical cord-derived mesenchymal stem cells. 

These techniques are worthy of further optimization studies. Although in recent years, cell markers and tracer technology 

of umbilical cord-derived mesenchymal stem cells have made great progress, there are still many problems need to be 

solved.  

 

Subject headings: stem cells; mesenchymal stem cells; umbilical cord; cells, cultured; stem cell transplantation 
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0  引言  Introduction  

干细胞即起源细胞，是一类具有多向分化潜能和自我

复制能力的原始的未分化细胞，是形成哺乳类各组织器官

的原始细胞
[1]
。早期胚胎和成年机体，均可发现干细胞。

而从早期胚胎中取出的干细胞，才是胚胎干细胞
[2]
，具备

体内外发育分化的全能性；其他从成体组织如肌肉、骨髓

等获得的干细胞，称之为成体干细胞
[3]
，只具有部分发育

分化功能，只能分化为一种或多种功能细胞。 

间充质干细胞是来源于中胚层的一种成体干细胞，

其广泛存在于骨髓、脂肪、肌肉等组织中，具有自我更

新能力和多向分化潜能
[4]
。在这些组织中，间充质干细

胞的含量很低，但在体外容易分离获得，可以继续培养

扩增，外源基因易于导入并表达
[5]
。如果在恰当的诱导

条件下，间充质干细胞能够向软骨、骨、脂肪、肌肉、

神经等多种组织细胞进行分化。由于间充质干细胞具有

以上特性，所以其在基因治疗和干细胞移植等方面具有

十分广阔的应用前景和实用价值。 

脐带间充质干细胞是位于脐带沃顿胶 (Wharton 

jelly)和血管周围组织中的一种成体干细胞
[6-10]
。研究表

明，脐带间充质干细胞的绝大多数生物学特征与骨髓间

充质干细胞相似，但在CFU-F频率、增殖能力、CD106、

HLA-Ⅰ表达和神经诱导分化能力等方面甚至要优于骨

髓间充质干细胞
[11]
。因此，脐带间充质干细胞有望成为

骨髓间充质干细胞的理想替代来源，其应用具有更广阔

的前景，但脐带间充质干细胞的研究目前仍存在很多有

待解决的问题。本文就脐带间充质干细胞培养、培养条

件优化及体外染色标记等方面作一综述。 

 

1  资料和方法  Data and methods 

1.1  资料来源   

检索人相关内容：第一作者。 

检索时间：2001年1月至2013年10月。 

检索词：中文检索词为“干细胞，间充质干细胞，

脐带间充质干细胞，细胞培养，染色标记”；英文检索

词为“Umbilical cord-derived mesenchymalstem cells，

Cell culture，Labeling methods”。 

检索数据库：维普，CNKI，Medline，highwire，

Foreign Journals Integration System等数据库。 

检索文献量：检索文献数量总计203篇。 

1.2  检索方法   

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。 

 

2  结果  Results  

2.1  纳入文献基本情况  初检得到203篇文献，其中英文

文献193篇，中文文献10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35篇符合标准的文献。

文献[1-11]研究了脐带间充质干细胞基本理论知识，文

献[12-23]研究了脐带间充质干细胞的培养及培养条件

的优化，文献[24-35]篇研究了脐带间充质干细胞的体外

荧光染料标记。 

2.2  结果描述 

2.2.1  脐带间充质干细胞的培养  脐带标本应选择健

康足月产出生的新生儿脐带。分离培养脐带间充质干细

胞主要有酶消化法
[12]
、组织平铺法等

[13]
。①酶消化法：

将脐带组织剪碎，用Ⅳ型胶原酶消化后离心，取下层沉

淀，用胰蛋白酶消化后再次离心，取沉淀，以PBS吹打

悬浮，100 μm滤网过滤，滤过液以2 000 r/min离心   

10 min，取沉淀，以PBS洗涤细胞2遍，每遍800 r/min

离心10 min，以1×10
9
 L

-1
的细胞浓度悬浮于DMEM培养

基中，置于培养箱培养。②组织平铺法
[14]
：分离培养细

胞。将组织块剪成1 mm×1 mm×1 mm大小，平铺于培养

瓶底，组织块接种至DMEM/F12培养基中，放置于二氧

化碳培养箱内培养，1周之后更换培养基。细胞生长至

80%融合时，用0.25%胰酶将其消化，进行传代培养
[14]
。

培养基是关系细胞培养成功与否的一个十分重要因素
[15]
，

目前用于培养脐带间充质干细胞的培养基大多为

L-DMEM培养基加上体积分数10%胎牛血清
[15]
。 

2.2.2  脐带间充质干细胞的培养条件优化  在从脐带
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上分离间充质干细胞过程中，酶处理在分离脐带间充质

干细胞中起十分重要作用
[16]
。目前使用的主要有组织块

贴壁法和酶消化法或两者的结合。使用组织块贴壁法分

离时
[17-18]

，7-10 d后可见贴壁生长的单个长条梭形细胞

从组织块中分离出来，细胞融合可以达80%-90%时，

用0.25%的胰蛋白酶进行消化传代
[17-18]

。酶消化法，就

是对剪碎后的脐带组织块加入胰蛋白酶、胶原酶或各种

酶的混合液对其进行消化，直接得到贴壁生长的单个细

胞。在消化过程中加入DNA酶可有助于分散细胞
[19]
。虽

然酶消化法能较快分离出间充质干细胞，但是酶体系中

可能会降解细胞膜外层蛋白，甚至可能导致细胞较难贴

壁。因此，把握好酶的用法、用量及消化的时间是分离

脐带间充质干细胞的关键。  

目前，已有多个研究小组已成功从脐带组织中分离

出具有间充质干细胞特性的干细胞。据研究组和培养方

法的差异，将所得到的贴壁细胞分成为间充质干细胞、

类间充质干细胞或基质干细胞
[20]
。研究发现脐带血管周

围的脐带沃顿胶组织中含有大量的间充质干细胞，通过

植块法或酶消化法进行培养可以得到更高增殖活性的

具有间充质干细胞性质的干细胞
[21]
。Kern等

[21]
认为，原

因可能是培养体系的差别影响了细胞的增殖能力，但本

体系中细胞平均4 d即可传1代，细胞平均倍增6.18倍，

因此短期培养也可获得足够的细胞数进行细胞临床等

方面的应用。利用流式细胞仪检测发现，将细胞传至3

代之后，获得的间充质干细胞纯度与原有的纯度有所提

高，即细胞表达间充质干细胞的特性
[18，21-22]

。 

齐凯等
[23]

比较了以Ⅱ型胶原酶为主要成分的混合

酶Ⅰ、以胰酶为主要成分的混合酶Ⅱ和以Ⅱ型胶原酶-

胰酶-DNA酶为主要成分的混合酶Ⅲ对脐带间充质干细

胞分离效果的影响，结果显示以Ⅱ型胶原酶-胰酶-DNA

酶为主要成分的混合酶Ⅲ可以增高从脐静脉酶解得到

的总细胞数、培养3代后得到的脐带间充质干细胞细胞

数，虽然在酶降解3 h后得到的细胞中死细胞比较多，

但是经体外培养传代后对其增殖能力没有影响。齐凯  

等
[23]

认为混合酶Ⅲ对分离脐带间充质干细胞有利。 

2.2.3  脐带间充质干细胞的体外荧光染料标记  荧光

染料标记在医学、生命科学等方面具有相当大的应用前

景和潜在价值。随着医学生命科学的向前发展，以及计

算机技术、激光技术、荧光光谱测定技术的不断进步，

很多染料特别是荧光染料在DNA测序、毒物分析、细胞

检测、临床诊断等多方面得到了很好的应用。荧光染料

标记的原理是将一些能够结合到胞内或胞膜不同组织

上的荧光染料，从而达到对细胞进行观察的目的。在脐

带间充质干细胞中常用的荧光染料主要有DAPI、Di-I、

PKH26/PKH67、CFSE、绿色荧光蛋白等
[24-27]

。 

  DAPI：DAPI即4’，6-二脒基-2-苯基吲哚 (4’，

6-diamidino-2-phenylindole)
[24，28]

，相对分子质量350。

它具有专一性强、灵敏度高、稳定性好等特点。是一种

能够与DNA强力结合的荧光染料，常利用荧光显微镜进

行检测。由于DAPI能够透过完整的胞膜，它能使用于活

细胞和固定细胞的染色标记。在紫外光的激发下发出浅

蓝色荧光。但是随着细胞的不断分裂增殖，DAPI被均匀

分配到子代细胞中，以至于DAPI标记强度降低，灵敏度

随之下降。DAPI除与DNA双链相结合之外，还可以和

胞浆之中的微管蛋白相结合，所以细胞浆也能标记成蓝

色。DAPI标记细胞的缺点就是如果标记的细胞死亡后，

就能释放出来DAPI，把周围没有标记的细胞标记，导致

假阳性，上述问题是人们使用此类荧光染料标记细胞时

该考虑的问题。Castanheira等
[28]

评估DAPI作为核示踪

剂标记间充质干细胞，观察将其注射至视网膜损伤的大

鼠视网膜玻璃体腔内的迁移和分布。Castanheira等认为

DAPI标记干细胞在体内实验中不是一个理想的标记物。

由于随着细胞的分裂增殖，DAPI 被平分至子代细胞中，

引起DAPI标记强度下降，灵敏度减低。因此，DAPI也

只适用于短期的标记示踪。 

 Di-I ： Di-I (1 ， 1’-dioctacecyl-3 ， 3 ， 3’ ，

3’-tetramethylindoc-yanine perchlorate) 即1，1’-双十

八烷-3，3，3’，3’ -四甲基吲哚碳花青-高氯酸盐，是

一种亲脂性长链碳花青染料，易嵌入生物质膜内并在膜

内作侧向扩散运动，从而标记整个细胞
[25,29]
。还可以通

过活细胞的胞饮作用进入胞质，标记整个细胞质。在水

中具有弱荧光，当掺入膜中时荧光增强，而且光稳定性

十分好，荧光保持时间长，在标记细胞内消失慢，不容

易在标记与非标记细胞之间传递，无细胞毒性，在细胞

膜中的存在不影响细胞活力、发育或其他生理学性质。

Hu等
[29]
用CM-DiI标记间充质干细胞，观察到CM-DiI标记

可维持到移植后8周。Dil标记技术简单，染色快，标记效

率也很高。但因为Di-I标记的是细胞膜，因此存在着随着

细胞分裂荧光强度减低的缺点，不适于长期细胞的追踪。 

PKH26/PKH67：PKH26/PKH67 PKH
[26，30]

荧光细

胞标记试剂细胞膜标记技术，在细胞膜的脂质双分子层

中稳定结合红色荧光染料－PKH26/绿色荧光染料- 

PKH67，产生稳定、清晰、精确和可重复的荧光标记细

胞，可广泛用于动物、植物细胞和其它含颗粒胞膜的标

记。在适当的标记条件下，PKH26不影响细胞的增殖和

分化能力；当细胞分裂时，PKH26可以平分至两个子代

细胞中，荧光强度是上一代细胞的一半，胞膜能发出红

色荧光，不会影响胞膜表面标记物的表达，在恰当的条

件下不影响细胞的活力。Shao-Fang等
[26]
探讨PKH26

标记脐带间充质干细胞是否影响细胞的形态、表型、核

扩散和分泌能力。分离出来的脐带间充质干细胞用

PKH26标记，利用显微镜观察细胞的形态。没有检测到

PKH26标记与未标记的细胞存在细胞形态学、细胞生长

和增殖效率的差异。Shao-Fang等认为PKH26标记的荧
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光强度随着时间的推移逐渐降低。总之，PKH26标记人

类脐带间充质干细胞是一种安全、有效的标记方式。因此，

PKH经常被应用于体内、体外短期的细胞示踪研究实验。 

  羧基荧光素乙酰乙酸(CFSE)：CFSE是一种能够穿

过胞膜的荧光染料，进入细胞后不可逆地与胞内具有非酶

促水解作用的梭基荧光素二醋酸盐基团结合，偶联到细胞

蛋白质上，且不会引起细胞发生凋亡或死亡
[27，31-32]

。

CFSE一旦进入细胞后就不能从细胞中释放出来，并且

自发地不可逆地与胞内蛋白质和细胞膜表面蛋白结合。

当细胞进行有丝分裂和细胞增殖时，具有荧光的胞质蛋

白被平分到第二代细胞中，这样与第一代细胞相比，这

样荧光强度也将会减弱至原来的一半；按这样计算，有

丝分裂至第三代细胞的荧光强度将会比第二代细胞更

加减弱。此现象可以在488 nm的激发光下，使用流式细

胞仪进行检测分析，通过检测到细胞荧光强度不断的下

降，详细分析得出细胞分裂和增殖的情况。所以，CFSE

经常被用来做活细胞检测实验和用荧光电镜观察细胞

长期活动的实验。Chadli等
[31]
研究了使用胞内荧光染料

CFSE检测正常人类角质细胞的细胞分裂。结果表明，

CFSE标记的细胞能跟踪监测的角化细胞响应性增长，

在这里充分体现了转化生长因子β1介导的细胞循环抑

制。因此，CFSE常被用来做活细胞检测试验和用荧光

电镜观察细胞长期活动的试验。 

  绿色荧光蛋白：绿色荧光蛋白是一类存在于腔肠动

物体内的生物发光蛋白，由于水母整体所发出的荧光及

提取的蛋白质颗粒所发出的荧光都呈绿色，因此，把这

种蛋白质命名为绿色荧光蛋白
[33]
。绿色荧光蛋白是能在

异源细胞内表达后，能自发产生荧光的蛋白，且绿色荧

光蛋白的相对分子质量比较小，N-端和C-端都能接受

蛋白的融合，是很好的标记物，可以进行活细胞实时定

位观察，更加能靠近自然真实的状态。如果在活细胞中

直接观察蛋白质向细胞核、内质网运动的状态，并且可

以实时观察到外界信号刺激下，目的蛋白质的变化过

程，使用荧光显微镜观察，使研究更加方便。借助激光

共聚焦显微镜，其图像效果更好，利用现代的计算机软

件，可以进行三维图像的显示
[33]
。刘毅等

[34]
构建共表达

增强型绿色荧光蛋白基因和人胰岛素(insulin)基因的慢

病毒载体，探讨其对人脐带间充质干细胞的转染情况。

结果发现成功构建了共表达insulin基因和增强型绿色荧

光蛋白基因的重组慢病毒载体 pLenti6.3-insulin- 

IRES-EGFP，并对其成功包装、纯化及浓缩，病毒滴

度为1.3×10
8 

TU/mL。不同MOI的重组慢病毒感染人脐

带间充质干细胞之后，通过绿色荧光蛋白表达的阳性细

胞数筛选其最适MOI为10，此时对细胞的转染率可以达

到90%
[34]
。刘毅等

[34]
认为构建的携带insulin基因的重组

慢病毒载体pLenti6.3-insulin-IRES-EGFP可有效转染

人脐带间充质干细胞，表达insulin蛋白。唐莉等
[35]

将携

带绿色荧光蛋白的慢病毒感染hU-CMSCs，并且观察其

对Oct4表达的影响。结果发现体外培养出的人脐带间充

质干细胞呈长梭形成纤维细胞样，荧光显微镜观察在感

染96 h后荧光表达最强；当以MOI=20感染细胞96 h后，

绿色荧光蛋白阳性率达75%以上；与未感染组相比，

MTT显示绿色荧光蛋白慢病毒对细胞增殖没有明显影

响(P > 0.05)。免疫荧光染色检查显示Oct4在培养的第2

周、第8周中都有表达且定位于细胞核。唐莉等
[35]

认为

慢病毒携带的绿色荧光蛋白基因能够表达于人脐带间

充质干细胞中，并且不影响Oct4基因的表达。 

 

3  展望  Prospects  

目前，脐带间充质干细胞尚未得到广泛应用，最关

键的原因是脐带间充质干细胞的分离培养技术不是很成

熟。另一方面，在脐带间充质干细胞体外培养中有很多

人为因素，如选择的培养基、酶的敏感性、pH值、脐带

的新鲜程度等都会影响脐带间充质干细胞的生长。这些

方面都值得在研究中进一步优化。脐带间充质干细胞的

体外标记能检测到脐带间充质干细胞的增殖、分裂、分

化等情况，当然体外标记的方法还有抗原标记法、同位

素标记法、荧光蛋白标记法、核磁共振标记等。总之，

脐带间充质干细胞移植为治疗人类疾病提供了广阔的前

景，脐带来源的干细胞有望成为组织工程中的种子细胞，

将对细胞治疗和基因治疗起到极大的推动作用。 
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