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脐带间充质干细胞在不同培养体系条件下的生物学特性 

 

周建宇，徐  悦，黄文敬，刘俊江，洪敬欣(协和干细胞基因工程有限公司，天津市  300384) 

 

文章亮点： 

1 利用组织块贴壁法成功获得贴壁生长的人脐带间充质干细胞，并在体外扩增传代培养。 

2 用含体积分数 10%胎牛血清的 DMEM/F12培养基、含体积分数 5%胎牛血清的 DMEM/F12培养基、Mesen 

PRO RSTM
培养基培养同一代次脐带间充质干细胞，结果显示含体积分数为 10%胎牛血清的 DMEM/F12培养

基中的细胞集落密集程度和形态优于其他两种培养基。  
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摘要 

背景：体外培养的脐带间充质干细胞在不同培养体系下生长状态差异显著，因此选取一种更适合的培养基相

当必要。 

目的：对比观察人脐带间充质干细胞在 3 种培养基中的生长增殖情况，并检测细胞免疫表型以及间充质干细

胞的诱导分化能力。 

方法：在无菌条件下用贴块法收获人脐带间充质干细胞，用 T75培养瓶培养传代后，取第 3代脐带间充质干

细胞分别种入到含体积分数为 5%胎牛血清的 DMEM/F12培养基、含体积分数为 10%胎牛血清的 DMEM/F12

培养基和 Mesen PRO RSTM
培养基中，培养第 1，3，5，7天进行细胞计数，绘制细胞生长曲线。采用流式

细胞仪分析第 3代脐带间充质干细胞免疫表型，并检测其成骨及成脂肪诱导分化能力。 

结果与结论：培养出的第 3 代人脐带间充质干细胞高表达 CD44、CD73、CD90、CD105，不表达 CD29、

CD31、CD34、HLA-DR。经成脂诱导后，油红 O 染色可见胞浆中有大量红色小脂滴；成骨诱导后，茜素红

染色后镜下可见成骨样细胞团，说明脐带间充质干细胞在体外具有多向分化的潜能。在倒置显微镜下观察可

见含体积分数为 10%胎牛血清的 DMEM/F12 培养基中的细胞集落密集，形态均匀，而其他 2 种培养基中的

细胞集落密集程度和形态都不如前者好。在培养传代细胞时，可优先选择含体积分数为 10%胎牛血清的

DMEM/F12培养基。 
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Biological characteristics of umbilical cord mesenchymal stem cells in different 

conditioned media   

 

Zhou Jian-yu, Xu Yue, Huang Wen-jing, Liu Jun-jiang, Hong Jing-xin (Union Stemcell & Gene Engineering 

Co., Ltd., Tianjin 300384, China) 

 

Abstract 

BACKGROUND: The growth of mesenchymal stem cells in vitro in different conditioned media is different 

evidently. So it is necessary to choose a more suitable medium. 

OBJECTIVE: To contrast and observe the proliferation of human umbilical cord mesenchymal stem cells in three 

kinds of media and to check the immunophenotype and differentiation ability of mesenchymal stem cells. 

METHODS: Human umbilical cord mesenchymal stem cells were collected by explant method in sterile 

conditions. After subculturing by T75 incubation bottles, the third generation of mesenchymal stem cells were 

cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium/Ham’s nutrient mixture F-12 medium containing 5% fetal bovine 

serum, Dulbecco’s modified Eagle’s medium/Ham’s nutrient mixture F-12 containing 10% fetal bovine serum and 

Mesen PRO RS
TM

 medium. After 1, 3, 5, 7 days of culture, the cells were counted to draw a growth curve. 

Immunophenotype of the third generation of umbilical cord mesenchymal stem cells were determined by flow 

cytometry and the ability of osteogenic and adipogenic differentiation was also detected. 

RESULTS AND CONCLUSION: The third generation of cells cultured highly expressed CD44, CD73, CD90, 

CD105, but did not express CD29, CD31, CD34, HLA-DR. The oil red O staining showed a lot of little red lipid 

drops after adipogenic induction; alizarin red staining showed osteoblast-like cells after osteogenic induction, 

indicating umbilical cord mesenchymal stem cells in vitro have the potential of multi-directional differentiation. 

After observation and counting, the colony and shape of cells cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium/Ham’s nutrient mixture F-12 containing 10% fetal bovine serum were superior to those cultured in the 
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other two media. Therefore, it is concluded that Dulbecco’s modified Eagle’s medium/Ham’s nutrient mixture F-12 

containing 10% fetal bovine serum is preferred for cell subculture.  

 

Subject headings: stem cells; umbilical cord; mesenchymal stem cells; culture media 

 

Zhou JY, Xu Y, Huang WJ, Liu JJ, Hong JX. Biological characteristics of umbilical cord mesenchymal stem cells in 
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0  引言  Introduction 

间充质干细胞是一类具有自我更新和多向分化潜能的

干细胞，体外可以分化成多种细胞，包括成骨细胞、软骨细

胞、脂肪细胞、心肌细胞、神经细胞等
[1- 4]
。目前间充质干细

胞的主要来源是成人骨髓，但是成人骨髓源间充质干细胞可

随年龄增长而致干细胞扩增、分化能力显著降低，并且存在

高度病毒污染的可能，且间充质干细胞的采集需行骨髓穿

刺，使其来源受限
[5-7]
。最近的研究表明，人脐带的结缔组织

是间充质干细胞最丰富的组织来源。脐带中动脉与静脉之间

含有特殊的胚胎黏液样结缔组织华氏胶组织，从脐带华氏胶

中可分离到间充质干细胞
[8-9]
。McElreavey等

[10]
首次发现人

脐带组织中存在大量间充质干细胞以来，人们采用组织贴块

法和酶消化法分离到了大量脐带间充质干细胞，显著促进了

脐带间充质干细胞的研究。人脐带间充质干细胞具有取材方

便、易于获得、不存在伦理问题、免疫系统的原始性降低了

移植后受者发生排斥反应的概率
[11-12]
、不被细胞毒性T细胞

和NK细胞杀伤以及免疫调节作用等特点
[13-14]
。脐带间充质干

细胞在治疗一些自身免疫疾病及退行性病变等方面具有极

高的临床价值
[15-22]
。诸多优点使其应用前景更为广泛，成为

当今干细胞研究热点
[23]
。 

实验室在培养脐带间充质干细胞的过程中选择合适的

培养基极其重要。不同的培养基配方对细胞生长活性有着

重要的影响。本实验采用含体积分数为5%胎牛血清的

DMEM/F12培养基、含体积分数为 10%胎牛血清的

DMEM/F12培养基和Mesen PRO RS
TM
培养基培养第3代

脐带间充质干细胞，通过种板计数观察细胞在3种培养基中

的生长情况，并检测细胞免疫表型以及间充质干细胞的诱

导分化能力。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

  设计：细胞学体外对比观察。 

时间及地点：实验于2012年6月至2013年5月在协和干

细胞基因工程有限公司实验室完成。 

材料：经产妇同意，无菌条件下采集足月健康胎儿脐

带50份。采集前产妇进行艾滋病病毒抗体、丙型肝炎病毒

抗体、乙型肝炎病毒抗体、梅毒螺旋体抗体及支原体检测，

均为阴性。标本采集后4 ℃冰箱保存，12 h后处理。 

实验方法： 

人脐带间充质干细胞的分离：在无菌条件下采集脐带

约10 cm，用PBS冲洗，并将血管剥离。将血管周围的脐带

组织剪成1.0-2.0 mm
3
大小的组织块15块左右，贴于T75培养

瓶底层，翻转培养瓶，顺着培养瓶顶层加入含体积分数为

15%胎牛血清的DMEM/F12培养基3 mL，随后将培养瓶底层

朝上放入体积分数为5%CO2，37 ℃的培养箱中。6 h后翻转

培养瓶并轻轻摇动，使培养液和每个组织块充分接触。然后

将培养瓶底层朝下放回孵箱培养。每3 d更换培养液。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

原代及传代培养：当镜下观察多个组织块周围有细胞

爬出并成集落时，把组织块除去，加入TrypLE
TM

 Select(1×)

消化后，用含体积分数为10%胎牛血清的DMEM/F12培养

基中和，离心后去上清，用PBS洗涤后，将细胞按1×10
4
/cm

2

传代培养。 

第3代细胞接种于3种培养基后的培养：待T75瓶中的

第3代细胞培养到集落60%融合，用TrypLE
TM

 Select(1×)

消化后收获细胞。取24孔板，以细胞密度为1×10
3
/孔分别

种入到含体积分数为5%胎牛血清的DMEM/F12培养基、含

体积分数为10%胎牛血清的DMEM/F12培养基和Mesen 

PRO RS
TM
培养基中，每种培养基做3个复孔，每孔体积为

1 mL。做4份同样的24孔板使细胞生长到第1，3，5，7天

时得以观察细胞形态及计算当天的细胞数。 

生长曲线的测定：在接种后第1，3，5，7天分别将24

孔板3种培养基培养后的细胞消化并人工计数，记录数据，

取平均值，绘制细胞生长曲线。 

细胞免疫表型的测定：常规消化细胞后，用PBS洗涤2

次，制成1×10
9
 L

-1
单细胞悬液，0.1 mL/管，同型对照管用

IgG-PE，其他管分别加入 CD34-PE， CD105-PE，

CD73-PE，CD90-PE，CD-44PE，HLA-DR各20 µL，孵

育30 min后，用流式细胞仪测定细胞免疫表型的表达。 

脐带间充质干细胞向脂肪细胞诱导分化：取第3代细

胞，以1×10
7
 L

-1
浓度接种于6孔板内，用含有体积分数为

10%胎牛血清的DMEM/F12培养基3 mL培养至细胞融合

达80%时去掉培养液，洗涤后，加入含1 µmol/L地塞米松、

脐带间充质干细胞生物学特性检测实验用主要试剂与仪器： 

试剂和仪器 来源 

地塞米松、吲哚美辛、油红O、IBMX、胰岛素  Sigma，美国 

Mesen PRO RS
TM
培养基、DMEM/F12培养基、

TrypLE
TM

 Select(1×)  

Gibco，美国 

倒置显微镜  Olympus，日本 

离心机、流式细胞仪  Beckman，美国 

胎牛血清  PAA，奥地利 

CO2培养箱  Thermo，美国 
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10 mg/L胰岛素、100 μmol/L吲哚美辛、0.5 mmol/L 1-甲

基 -3-异丁基黄嘌呤和体积分数为 10%胎牛血清的

DMEM/F12的诱导液。每三四天换液1次，连续诱导18 d，

吸出诱导液，用PBS洗2次，40 g/L多聚甲醛固定，油红O

染色15 min。另设一阴性对照孔，以相同细胞浓度接种，

用含有体积分数为10%胎牛血清的DMEM/F12培养基培

养，始终不换诱导液。 

脐带间充质干细胞向骨细胞诱导分化：取第3代细胞，

以1×10
7
 L

-1
浓度接种到6孔板中，加入含有体积分数为10%

胎牛血清的DMEM/F12培养基3 mL培养，待细胞融合达

60%时去掉培养液，PBS洗涤后，加入含有0.1 μmol/L地

塞米松、10 mmol/L β-磷酸甘油、50 μmol/L抗坏血酸和体

积分数为10%胎牛血清的DMEM/F12的诱导液诱导，每三

四天换液1次。诱导3周后，用茜素红染色。另设一阴性对

照孔，以相同细胞密度接种，用含有体积分数为10%胎牛

血清的DMEM/F12培养基培养，始终不换诱导液。 

主要观察指标：①3种培养基培养的细胞形态。②生长

曲线的分析。③免疫表型的分析。④细胞成脂肪、成骨能

力的鉴定。 

统计学分析：所有数据均用x
_

±s表示，应用SPSS 13.0

软件进行单因素方差分析，P < 0.05为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  人脐带间充质干细胞的形态  原代培养8 d后贴壁组

织块周围爬出成纤维状细胞(图1A)。第3代细胞用3种培养

基培养5 d后，在倒置显微镜下观察可见细胞均贴壁呈梭

型、多角形，呈平行排列生长或漩涡状生长。含体积分数

为10%胎牛血清的DMEM/F12培养基中的细胞集落密集，

形态均匀，而含体积分数为5%胎牛血清的DMEM/F12培养

基和Mesen PRO RS
TM
培养基中的细胞集落密集程度和形

态都不如前者好(图1B，C，D)。 

2.2  三种培养基培养后细胞的生长曲线  使用3种培养基

培养7 d后，用血球计数板镜下计数，生长趋势由好到差依

次为含体积分数为10%胎牛血清的DMEM/F12培养基、含

体积分数为5%胎牛血清的DMEM/F12培养基、Mesen 

PRO RS
TM
培养基(图2)。 

2.3  人脐带间充质干细胞免疫表型鉴定  流式细胞仪检

测结果显示，细胞强表达CD44，CD73，CD90，CD105，

阳性率分别为100%，96.86%，99.34%，100%；不表达

CD29，CD31，CD34，HLA-DR，阳性率分别为0.21%，

0.04%，0.16%，0.13%(图3)。 

2.4  细胞向成脂分化的鉴定  经过油红O染色，在镜下可

以看到很多胞浆中充满红色油滴，说明间充质干细胞在诱

导条件下可以向脂肪细胞转化(图4A)。未加入诱导液的细

胞染色后看不到红色油滴(图4B)。 

2.5  细胞向成骨分化的鉴定  第3代脐带间充质干细胞在

相应诱导培养条件下，能向成骨细胞分化，茜素红染色后 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

可以看到骨节状成骨细胞(图4C)。阴性对照组未观察到有

成骨状分化(图4D)。 

 

3  讨论  Discussion 

目前，人脐带间充质干细胞主要分离自脐带的

Wharton’s 胶及脐静脉内皮下层。可通过酶消化脐静脉内

膜或联合消化脐带华通式胶法以及组织块直接培养法获

得
[24-26]

。贴块法是分离脐带间充质干细胞的基本方法，通

常将脐带剪成若干块体积为几立方毫米的小块后，转移至

含有多种生长因子的培养液中培养
[27]
，或用酶消化几个立

方毫米的小块后再直接用含体积分数为20%胎牛血清的培

养液培养
[28]
，就可以分离到脐带间充质干细胞。王菲等

[29]

分离新鲜脐带10根，分别采用组织块法、酶消化法、酶解

组织块法3种方式培养人脐带间充质干细胞，结果可见酶解

组织块培养法原代人脐带间充质干细胞爬出所需时间与酶

消化法无显著差异，但明显短于组织块法(P < 0.01)，原代

人脐带间充质干细胞培养成功率显著高于其他两组，人脐

带间充质干细胞增殖情况3组无显著性差异，酶解组织块培

养法培养的第3代人脐带间充质干细胞表面标志及多项分

化能力符合间充质干细胞的特性。提示酶解组织块培养法

能缩短原代人脐带间充质干细胞爬出时间，显著提高原代

人脐带间充质干细胞的成功率。李艳琪等
[30]
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，结果表明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。人脐带间充质干细胞相对于骨髓间

充质干细胞具有明显的优越性
[31-37]
，具有来源广泛、不受

伦理限制、病毒感染的概率小、对供者和患者无不良影响

等优点。本实验采用组织块贴壁法成功获得贴壁生长的人

脐带间充质干细胞并在体外扩增培养。培养出的细胞均能

贴壁生长，并呈现梭形，呈集落生长。 
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图 2  三种培养基培养条件下细胞增长趋势图 

Figure 2  The tendency chart of cell growth in three kinds of culture

media 

图注：生长趋势由好到差依次为含体积分数为 10%胎牛血清的

DMEM/F12培养基(F10)、含体积分数为 5%胎牛血清的 DMEM/F12

培养基(F5)、Mesen PRO RS
TM
培养基(P)。 

F5 

F10
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图 1  人脐带间充质干细胞的形态 

Figure 1  The morphology of human umbilical cord mesenchymal stem cells 

图注：图中 A为贴块法培养获得的人脐带间充质干细胞，培养 10 d后可见成纤维样细胞从植块边缘爬出，形成克隆(× 40)；B为第 3代细胞在

含体积分数为 5%胎牛血清的 DMEM/F12培养基中培养第 5天，细胞达 50%-60%融合，细胞呈长梭形分布排列(×40)；C为第 3代细胞在Mesen

PRO RS
TM
培养基中培养第 5天，细胞融合度不足 40%，细胞呈多角形类内皮样细胞形状，镜下折光率较高(×40)；D为第 3代细胞在含体积

分数为 10%胎牛血清的 DMEM/F12培养基中培养第 5天，细胞呈长梭形紧密排列成漩涡状，融合率超过 80%(×40)。 

 

 A B  C D 

图 3  人脐带间充质干细胞免疫表型鉴定 

Figure 3  Immunophenotypes of human umbilical cord mesenchymal stem cells 

图注：人脐带间充质干细胞强表达 CD44，CD73，CD90，CD105，不表达 CD29，CD31，CD34，HLA-DR。 

 CD73-PE HLA-DR-PE    CD90-PE CD31-PE 

 CD29-PE CD44-PE    CD34- PE C105-PE 

 A B  C D 

图 4  第 3代脐带间充质干细胞成脂成骨诱导分化能力 

Figure 4  The adipogenic and osteogenic differentiation ability of the third generation of umbilical cord mesenchymal stem cells 

图注：A为油红 O染色后，在镜下可以看到很多胞浆中充满红色油滴，说明间充质干细胞在诱导条件下可以向脂肪细胞转化(×200)；B为成脂

诱导阴性对照组，细胞染色后看不到红色油滴(×200)；C为茜素红染色后，在镜下可以看到骨节状成骨细胞，说明间充质干细胞在诱导条件下

可以向成骨细胞转化(×400)；D为成骨诱导阴性对照组，未观察到有成骨状分化(×400)。 

96.86% 0.13% 99.34% 0.04% 

0.21% 100% 0.16% 100% 
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体外培养间充质干细胞需要把分离出的原代细胞置

于培养瓶中贴壁培养。其基本条件是要使培养瓶的内环

境模拟成人或动物的体内环境，否则细胞难以正常生长。

除了要在无菌环境下以外，还要给细胞提供适当的温度、

湿度、渗透压、pH值及所必需的营养物质。其中最关键

的便是细胞生长所必需的培养基(液)。如今间充质干细胞

通常都是用人工合成的培养基培养，其成分就是模拟体

内环境的营养成分，即糖、氨基酸、无机盐、促生长因

子、微量元素等。但是由于体内环境某些成分尚未研究

清楚，所以配制培养液时通常要在合成培养基加入血清、

血浆等一些天然成分以提供细胞所需营养物质和促进细

胞贴壁生长的微量物质。 

对于培养脐带间充质干细胞来说，选择一种合适的培

养基至关重要。如今合成培养基种类甚多，其成分不尽相

同，通常分为有血清和无血清培养基。对于需要加入血清

的合成培养基，不同的血清种类和浓度对细胞生长影响较

大。目前在培养脐带间充质干细胞方面，培养基还没有绝

对统一的标准选择。为了探索出一种更适合间充质干细胞

生长的培养基，本实验选取了两种代表性的合成培养基

DMEM/F12和Mesen PRO RS
TM
。由于DMEM/F12需要另

加入血清，所以设计了两种血清浓度，即体积分数为5%和

体积分数为10%，且选择的是胎牛血清。然后利用3种培养

基培养分离出的脐带间充质干细胞，通过观察细胞形态以

及制作生长曲线来鉴定哪种培养基最适合脐带间充质干细

胞的生长。 

通过生长曲线对比3种培养基对第3代人脐带间充质干

细胞生长的影响，发现用含体积分数为10%胎牛血清的

DMEM/F12培养基培养的细胞，形态和增殖能力均优于含

体积分数为5%胎牛血清的DMEM/F12培养基和Mesen 

PRO RS
TM
培养基。培养传代细胞可优先选择含体积分数

为10%胎牛血清的DMEM/F12培养基。 

间充质干细胞能表达多种表面抗原，但是没有特异表

达的抗原。根据以前的文献得知，表面抗原表达阳性的有

CD73、CD90、CD105等，而造血干细胞标记CD14、CD34、

CD45、HLA-DR等表达为阴性。本实验选择了其中几个代

表性的抗原做分析，通过流式细胞仪测定细胞高表达

CD44、CD90、CD105，不表达HLA-DR、CD29、CD31、

CD34，证明本实验培养的细胞非造血干细胞来源，均与文

献一致
[38-39]
。 

在成脂诱导18 d左右，细胞出现小脂滴，说明了间充质

干细胞在诱导条件下可向脂肪细胞转化。在成骨诱导21 d

后，染色为阳性反应，镜下观察有向骨细胞转化的现象。

由于没有鉴定脐带间充质干细胞的特异表面抗原，其向多

种间质组织细胞如脂肪细胞，骨细胞诱导分化的多向分化

潜能被认为是最有利的证据
[40]
。 

实验中用3种培养基培养第3代脐带间充质干细胞，经

过实验得出含体积分数为10%胎牛血清的DMEM/F12培养

基为传代后细胞培养的最适培养基。由于条件有限，本实

验没有对比更多的培养基，在以后实验中需要多做几种对

照(比如不同血清浓度以及不同种血清甚至无血清培养基

等等)，以期选择最好的一种。 

间充质干细胞的可诱导性使得它在医学上的应用备

受瞩目。应用间充质干细胞作为种子细胞治疗肝硬化、

糖尿病、肿瘤等疾病成为目前科学界研究的重点，目前

已有不少在动物实验中取得的成功案例，但是应用到人

体还需要进一步研究其作用机制。脐带由于取材方便，

无伦理限制，内含丰富的间充质干细胞而成为当下间充

质干细胞来源的最佳途径，为以后的科研和临床应用打

下了重要的基础。 
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