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【摘要】间充质干细胞(MSCs)的来源非常广泛。虽然各种组织来源的MSCs生物学特性不尽相同，但在标准培养条件下该类细胞均

可以贴壁生长；细胞群体中有 95%以上的细胞表达典型的间充质标记分子，如 CD73、CD90和CD105，但缺乏造血标记分子

CD14、CD19、CD34、CD45和CD79a的表达；特别是均具有分化为成脂细胞、成骨细胞和成软骨细胞的能力。这些性质是国际细

胞治疗协会给出的定义该类细胞的最低标准。脐带间充质干细胞是指来源于新生儿脐带组织中的多能干细胞。目前来看，从脐带

不同解剖学部位(区室)获得的MSCs的生物学性质也存在差异，其中从脐带华通氏胶中分离获得的华通氏胶间充质干细胞，在增殖

能力、分化潜能、免疫调节能力等方面均明显优于其他区室来源的间充质干细胞，是用于组织器官损伤修复及免疫调节的一种理

想的“种子”细胞，被认为具有更好的临床应用前景。本文围绕近年来华通氏胶间充质干细胞的分离建系、增殖特性、分化潜能

以及临床应用方面的研究进展进行了综述，其中重点介绍了化学诱导分化方案的建立和优化，认为与通过遗传改变诱导重编程方

法相比，化学诱导分化方法具有更好的临床应用潜力。
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间充质干细胞最早在骨髓中被发现和鉴定，随后在人体胚

胎及成体的多种组织中被陆续鉴定出来，这些组织主要包括成

体骨髓、脂肪、滑膜、骨骼、肌肉、肺、肝、胰腺等组织以及

羊水、脐带和脐带血等。研究表明，间充质干细胞的组织来源

虽然不同，但是鉴于其共同的干细胞特性和免疫调节能力，其

展现出的临床应用前景受到人们的格外关注。目前，临床应用

方面研究较多的是骨髓来源的间充质干细胞，但其制备过程不

容易进行质量控制，取材时对患者有损伤；其免疫原性强，不

适用异体移植；还有，细胞数量、增殖能力以及分化潜能与供

体的年龄均呈负相关，这都限制了骨髓间充质干细胞的临床应

用。与之相比，胎盘和脐带组织中分离出的间充质干细胞不仅

保持了间充质干细胞的生物学特性，而且分化潜力大、增殖能

力强、免疫原性低、取材方便、无道德伦理问题的限制、易于

工业化制备等特征，所以有可能成为更具临床应用前景的多能

干细胞[1]。

华通氏胶间充质干细胞(Whartons jelly-derived mesenchymal
stem cells，WJ-MSCs)是一种分离自脐带华通氏胶的间充质干

细胞，其基因表达谱符合目前对MSCs的界定，也表达一定水

平的OCT-4、SOX-2和NANOG等多能性基因，除了能分化为

成骨、成脂、成软骨细胞外，还能分化成内胚层和外胚层衍生

细胞。此外，WJ-MSCs不表达MHC-II，免疫原性很低，并在

体内表现出免疫调节特性，这使得它们成为细胞疗法中同种异

体和异种移植的良好替代物。因此，WJ-MSCs是一种很有临床

应用前景的间充质干细胞。

1 华通氏胶间充质干细胞的分离、建系和增殖特性
脐 带 间 充 质 干 细 胞 (umbilical cord mesenchymal stem

cells，UC-MSCs)可以从整个脐带获得，但原代培养时可能会有

血管内皮细胞等其他细胞混杂，造成细胞系不易纯化；也可以

从脐带的不同区室分离建系，这些部位包括脐静脉的内膜下

层、脐带内层、华通氏胶和及其血管周围区 [2]。其中，WJ-
MSCs含量最为丰富。华通氏胶位于血管之间、血管与外膜之

间，是一种胶状物。

既往文献报道[3]，华通氏间充质干细胞的分离方法主要包

括酶消化法和组织块培养法。

1.1 酶消化法分离华通氏胶间充质干细胞

无菌条件下取剖腹产新鲜脐带，用无菌PBS溶液洗去脐带

残留血液，一直到整个组织块变白为止。选取其中部 5~7.5
cm，剪成若干脐带小段(每段长 2~3 cm)，纵行剖开每段脐带，

去除其中的动静脉、外层羊膜，留取华通氏胶组织(即血管之间

以及血管与外膜之间的凝胶状物)。将其剪切成1 mm3以下的小

块，再以平衡盐溶液冲洗后，浸于浓度为 0.2％的Ⅰ型胶原酶

溶液中，置于 37 ℃、CO2体积分数为 5%的培养箱中孵育 45
min~2 h，消化后的混合液用含 10％胎牛血清 (FBS)、 100
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U/ml青霉素和100 μg/mL链霉素的DMEM培养基终止消化，反

复吹打后将悬浮液移入离心管，离心收集细胞。用新培养液悬

浮细胞，接种于细胞培养瓶或培养皿，置37 ℃、CO2体积分数

为5%、98%湿度的培养箱培养，待细胞贴壁后更换完全DMEM
培养基溶液，以后每隔 3 d换液 1次，细胞贴壁融合后传代

培养。

1.2 组织块贴壁法分离华通氏胶间充质干细胞

取出华通氏胶组织，剪成体积为3~5 mm3的小块，并用无

菌解剖溶液再次清洗。后将组织块转移至细胞培养瓶中，平

铺，并加入DMEM/F12培养液中(含10% FBS、100 μg/mL链霉

素以及100 U/ml青霉素)，静置于CO2体积分数为5%、37 ℃的

培养箱中培养。然后每天用倒置显微镜观察细胞生长情况(新生

细胞具有贴壁生长的特性)，待华通氏胶组织块附着后，每 2~
3 d更换培养基。大约7~10 d后，可以分离出具有间充质干细

胞表型的细胞。显微镜下观察，细胞为典型的成纤维样细胞，

为梭形或星状，呈平行或旋涡状排列。

比较两种方法，组织块贴壁法在分离WJ-MSCs时可以作

为首选的方法。虽然其首次传代所用时间较长，但分离方法更

易于保持人脐带间充质干细胞的活性，且获得的细胞纯度高、

细胞活力好，同时费用低，生物污染的可能性低[4]。酶消化法

虽然首次传代所用时间较短，获得的细胞量更多，但费用高，

细胞纯度不高，对细胞质量影响较大[5]。另外，两种方法所获

得的WI-MSCs的免疫表型和多系分化能力无显著差异[6]。

有研究小组将人脐带分为不同的区室，如羊膜上皮

膜 (amnion， AM)、 脐 带 内 膜 (subamnion， SA)、 华 通 氏 胶

(Whartons jelly，WJ)和脐血管周围区域(perivascular，PV)。对

比从脐带不同区室分离的细胞数量，华通氏胶中获得的MSCs
是最高的，每厘米脐带的华通氏胶中可分离的活细胞数可达

4.7×106个[7]。与其他区室相比，华通氏胶具有最大的表面积和

体积，且细胞松散地位于华通氏胶内，所以无需酶处理就可快

速分离细胞。由于其较短的群体倍增时间，因此仅需短期培养

即可产生足够数量的细胞。

2 华通氏胶间充质干细胞的分化潜能
根据国际细胞治疗协会 (International Society for Cellular

Therapy，ISCT)的定义，WJ-MSCs符合目前定义间充质干细胞

的最低标准，即在标准培养条件下贴壁生长，特异性表面抗

原 CD105、 CD73 和 CD90 阳 性 ， 且 CD45、 CD34、 CD14、
CD11b、CD79α、CD19和HLA-II阴性的细胞占群体的 95％ [8]，

同时具有分化成脂肪细胞、骨细胞和软骨细胞谱系。已经有较

多实验证明WJ-MSCs具有MSCs共同的三向分化潜能[7，9]。但另

一方面，与其他组织来源的MSCs相比，WJ-MSCs的三向分化

潜能又有其特点，比如Karahuseyinoglu等[10]所证明，与骨髓来

源的间充质干细胞相比，WJ-MSCs具有更大的向软骨和成骨谱

系分化的潜力，但向脂肪细胞分化的能力稍弱。与来自于脐带

不同区室的MSCs相比，WJ-MSCs向脂肪分化的能力无差异，

但是却显示出较强的骨和软骨分化能力。研究结果显示，与脐

带PV、SA和AM来源的MSCs相比，暴露于骨细胞分化培养基

的WJ-MSCs显示出最多数量的冯库萨(Von Kossa)染色细胞和

最大的结节染色强度。与脐带 SA和AM来源的MSCs相比，暴

露于软骨细胞分化培养基的WJ-MSCs和 PV来源的MSCs显示

出更多阿利新蓝(Alcian blue)染色阳性细胞。骨细胞标记基因

骨钙素、骨桥蛋白、碱性磷酸酶和骨涎蛋白在WJ-MSCs中的

表达水平显著高于PV、SA和AM来源的MSCs。类似地，与脐

带PV、SA和AM来源的MSCs相比，WJ-MSCs中软骨细胞标记

基因 II型胶原、软骨寡聚基质蛋白、纤维调节蛋白和性别决定

区Y框蛋白 9的表达水平显著高于PV、SA和AM来源的MSCs
(表1)[7，11]。

从胚胎发育上看，华通氏胶中的基质细胞来自胚外中胚

层[12]，但目前的研究结果表明除了具有向中胚层衍生细胞分化

外，WJ-MSCs还具有更广泛的分化潜能，能够向内、外胚层细

胞及其衍生细胞分化。

2.1 WJ-MSCs向内胚层及衍生细胞分化

诱导WJ-MSCs向内胚层衍生细胞分化，是一种跨胚层的

分化方向。到目前为止，已经有较多的报道证明WJ-MSCs具
有肝向和胰腺细胞分化的潜能[13]。其中Zhang等[14]报道了使用肝

细胞生长因子和成纤维细胞生长因子 4诱导WJ-MSCs向肝分

化，结果显示，诱导的细胞表达肝细胞特异性标志物，如白蛋

白、人甲胎蛋白和细胞角蛋白18，同时糖原染色呈现阳性，表

明这些细胞能够储存糖原。Zheng等[15]报道了，通过肝源性分

化方案将WJ-MSCs诱导分化为功能性肝样细胞，经检测，诱

导后的细胞表达肝血清蛋白，如总蛋白、白蛋白、球蛋白和甲

胎蛋白，同时糖原高碘酸—希夫染色阳性，而且细胞可摄取低

密度脂蛋白。Bharti等[9]还证明了向肝细胞分化后，获得的细胞

具备了氨代谢和产生尿素的能力。

WJ-MSCs向胰腺细胞方向分化也获得了成功。WJ-MSCs
细胞在神经元条件培养基和干细胞条件培养基培养后，细胞由

长梭形逐渐变圆，并聚集成团。经检测，诱导后的细胞表达胰

岛及胰腺β细胞相关基因，如PDX1、HLXB9、NKX2.2、NKX6.1

和GLUT-2等，将这些分化的细胞移植入糖尿病大鼠模型，可

明显降低血糖水平，有效改善体质量减轻症状，并且不会发生

移植排斥反应，表明WJ-MSCs可分化成成熟的胰岛β样细胞，

该细胞含有胰岛素原的C肽，能对血糖变化作出反应并释放胰

岛素[16]。

2.2 WJ-MSCs向中胚层及衍生细胞分化

由于WJ-MSCs来自于中胚层，所以体外诱导WJ-MSCs向
中胚层谱系的细胞分化，到目前已经有了很多成功的例子。除

了成骨细胞、成软骨细胞、脂肪细胞外，心肌细胞、骨骼肌细

胞或内皮细胞也有较多成功的报道。

使用5-氮胞苷或心肌细胞条件培养基培养WJ-MSCs，检测

到心肌肌钙蛋白 I和N-钙黏蛋白的表达，可以观察到诱导分化

后的细胞产生自律性搏动，由此证明了WJ-MSCs能分化成心肌

细胞，并认为WJ-MSCs可作为心肌细胞的候选种子细胞[17]。

成脂分化
成骨分化

成软骨分化

华通氏胶
++

+++++
+++++

脐血管周围
++
+++
+++

脐带内膜
++
++
++

羊膜上皮膜
++
++
++

表1 人脐带不同区室的MSCs的成脂、成骨和成软骨分化评分
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Conconi等[18]分选了CD105+/CD31-/KDR- WJ-MSCs，在培养

基中添加马血清和鸡胚提取液，证明了WJ-MSCs中的CD105+

细胞能够在体外分化成表达肌源性因子5和成肌调节因子的骨

骼肌细胞，而且能在动物体内参与到骨骼肌修复当中。

Wu等[19]进行的研究表明，在血管内皮生长因子和碱性成纤

维细胞生长因子存在下，WJ-MSCs分化为内皮细胞并表达成熟

的内皮细胞标记物，如CD31或CD34。分化后的细胞还获得了

内皮细胞功能，能够摄取乙酰化低密度脂蛋白。

2.3 WJ-MSCs向外胚层及衍生细胞分化

多项研究中均检测到了WJ-MSCs表达神经元特异性核蛋

白，这提示了WJ-MSCs具有神经方向分化的内在潜力[20-21]。许

多研究也证明了不同的诱导条件能成功诱导WJ-MSCs向神经

方向分化。

Fu等[20]通过使用神经元条件培养基培养WJ-MSC，在诱导

后第9天检测到神经元特异性标记物的高表达和随后的形态学

变化，表达神经纤维蛋白等神经元标志性蛋白的细胞比例达到

87%。Mitchell等[21]利用碱性成纤维生长因子、丁基化羟基茴香

醚和二甲基亚砜进行多步骤神经方向诱导，使WJ-MSCs转分

化为具有神经元的形态，并且表达β-III微管蛋白、神经丝、神

经元特异性烯醇化酶和酪氨酸羟化酶等儿茶酚胺能神经元的

标志。

利用小分子化合物也能诱导WJ-MSCs的神经方向分化。

Nan等[22]利用优化浓度的川芎嗪在 6 h内将WJ-MSCs诱导分化

为表达神经特异性蛋白的神经元样细胞。这些神经特异性蛋白

包括比如烯醇(化)酶，神经纤维蛋白和胶质纤维酸性蛋白，形

态也有显著变化，呈现神经细胞体外生长的典型特征。另一方

面，Liang等[23]报道了WJ-MSCs可以在体外快速分化为胆碱能

样神经元。

另外，Hu等[24]报道了WJ-MSCs能够在体外分化为视网膜

祖细胞。视网膜祖细胞胚胎发育上起源于神经外胚层细胞。Hu
等在无血清神经干细胞条件培养基中添加了Dkk-1和 LeftyA，

前者是Wnt/β-catenin途径拮抗剂，后者是Nodal信号通路拮抗

剂。诱导后的WJ-MSCs由梭形转变为具有众多突起的球状细

胞，表达视网膜祖细胞标志物Pax6和Rx，巢蛋白表达下调。

精子样细胞在胚胎发育中也属于外胚层衍生细胞。Huang
等[25]用全反式维甲酸、睾酮和睾丸细胞条件培养基将WJ-MSCs
诱导分化为具有蝌蚪形态的精子样细胞，该细胞表达生殖细胞

特异性标记物 Oct4、CD117(C-kit)、CD49f、Stella(DDPA3)或
Vasa(DDX4)。

3 WJ-MSCs的应用展望
作为间充质干细胞家族的一个成员，与骨髓间充质干细胞

相比，WJ-MSCs的研究虽然仍处于起步阶段，但已有的研究表

明其具有独特的生物学特性。相信随着研究的深入，WJ-MSCs
在将来会有更广泛的临床应用。另外，WJ-MSCs不表达MHC-

II，并具有独特的免疫调节特性[26]，这使得它们非常适合同种

异体和异种移植。不仅如此，目前已经使用WJ-MSCs进行了

许多临床前和临床研究[27]，也已经有研究表明WJ-MSCs可以改

善心血管疾病、免疫相关疾病或神经系统疾病患者的状况。动

物研究表明，WJ-MSCs可以改善帕金森氏病、组织纤维化、癌

症和脊髓损伤等临床症状，其机制可能在于其多向分化潜能，

能够分化成受损组织的细胞，也可能是进入体内后，其独特的

旁分泌机制起到重要作用[28]。再者，对临床应用而言，最重要

的是其安全性。Gauthaman等[29]的研究证明，WJ-MSCs在移植

到体内后不诱导肿瘤发生或机体的炎症反应，这说明在将来临

床应用的安全性方面，WJ-MSCs比胚胎干细胞和诱导性多能干

细胞更有优势。因此，WJ-MSCs是再生医学领域的又一个具有

应用潜力的间充质干细胞。当然，Paladino等 [30]的研究结果也

提出了一个值得关注的问题，WJ-MSCs的衰老会影响其在体内

的免疫调节作用，Luo等[31]的研究结果也提示衰老的人脐带间

充质干细胞肝向分化效率也会下降，所以应用到临床前仍要对

细胞的生理状态进行全面评估。
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