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人脐带动脉旁、静脉旁与华通氏胶间充质干细胞的
血管生成能力比较及移植安全性评价
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨人脐带动脉旁、静脉旁与华通氏胶间充质干细胞的血管生成能力及其生物安全性ꎮ
方法　 分离培养人脐带动脉旁、静脉旁与华通氏胶间充质干细胞ꎬ流式细胞仪鉴定表面标记物ꎬ体外分化实验检测

其多向分化潜能ꎬ免疫荧光法检测血管旁细胞标记物ꎬ体外成环检测三种干细胞的血管生成能力差异ꎻ三种干细胞

移植入 ＮＯＤ￣ＳＣＩＤ 小鼠检测其生物安全性ꎮ 结果　 三种干细胞表达间充质干细胞标记物ꎬ具有多向分化潜能ꎬ脐
带动脉旁干细胞表达丰度更高的血管旁细胞标记物ꎬ且体外血管生成能力更强ꎻ三种干细胞移植后 ３ 月ꎬ小鼠主要

器官无明显形态学损伤与异常ꎮ 结论　 人脐带动脉旁干细胞血管生成能力更强ꎻ三种干细胞移植 ＮＯＤ￣ＳＣＩＤ 小鼠

无显著成瘤性ꎬ安全可行ꎮ
【关键词】 　 脐带动脉旁干细胞ꎻ血管生成ꎻ生物安全性
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　 　 干细胞在再生医学领域有巨大的应用潜能ꎬ通
过干细胞移植、分化与组织再生ꎬ可发挥修复机体

损伤的作用[１]ꎮ 其中ꎬ间充质干细胞(ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ＭＳＣｓ)具有自我更新和多系分化能力ꎬ
在多种损伤性疾病治疗中具有较好的应用前景[２]ꎮ
ＭＳＣｓ 最早在骨髓中发现ꎬ现可从骨髓、外周血、脐
带、胎盘、脂肪等多种组织中分离提取[３－４]ꎮ 而脐带

间充 质 干 细 胞 ( ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓꎬ ＵＣ￣ＭＳＣｓ)来源于新生儿脐带ꎬ属于医疗废弃

物ꎬ来源广泛ꎬ取材方便ꎬ具有较高安全性ꎬ低免疫

原性ꎬ无伦理争议ꎬ体外增殖能力强等优势ꎬ在组织

器官损伤修复应用方面有较好前景[５]ꎮ 组织损伤

后ꎬＭＳＣｓ 可通过向病变部位迁移并增殖分化ꎬ直接

参与损伤组织重建ꎻ其能旁分泌大量生长因子和细

胞因子参与组织再生的调节ꎻ且其能刺激内皮细胞

的分裂、迁移ꎬ有利于毛细血管内皮成熟及稳定ꎬ协
调血管和神经生长ꎬ介导组织再生和重塑[６]ꎮ

脐带中有两条脐动脉 (ＵＣＡｓ) 和一条脐静脉

(ＵＣＶ)ꎬ周围包裹华通氏胶ꎮ 间充质干细胞可以从

脐带的多个区域获得ꎬ包括脐带动脉旁干细胞

( ｐｅｒｉｖａｓｃｕｌａｒ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ
ａｒｔｅｒｉｅｓꎬ ＵＣＡ￣ＰＳＣｓ )、 脐 带 静 脉 旁 干 细 胞

(ｐｅｒｉｖａｓｃｕｌａｒ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎꎬ
ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ)和华通氏胶间充质干细胞(ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ Ｗｈａｒｔｏｎ ’ ｓ ｊｅｌｌｙꎬ ＷＪ￣
ＭＳＣｓ) [７]ꎮ 研究表明ꎬ大部分 ＭＳＣｓ 来源于组织的

血管周围ꎬ血管周围分布有血管旁细胞(ｐｅｒｉｃｙｔｅｓ)ꎬ
其表达 ＭＳＣｓ 标记物且有多向分化潜能ꎬ是 ＭＳＣｓ 的
祖细胞[８]ꎮ 来自不同解剖位置的间充质干细胞群

具有转录组学差异且体内分化潜力不同[９]ꎮ 研究

表明ꎬＷＪ￣ＭＳＣｓ 移植小鼠未见明显毒性反应ꎬ异种

移植安全可行[１０]ꎬ但未有 ＵＣＡ￣ＰＳＣｓ 与 ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ

移植到小鼠体内的安全性研究ꎮ 因此本研究旨在

从脐带不同组分即脐动、静脉旁及华通氏胶中分

离、培养间充质干细胞ꎬ并对其进行扩增、鉴定ꎬ比
较三种干细胞的生物学特性及血管生成能力的差

异ꎬ并通过尾静脉输注和腹股沟皮下注射ꎬ检测干

细胞移植后小鼠的脏器是否成瘤探讨其安全性ꎬ为
脐带间充质干细胞在组织损伤修复中的进一步临

床应用及筛选最优质的种子细胞提供依据ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 ＮＯＤ￣ＳＣＩＤ 雌鼠 ６０ 只ꎬ鼠龄 ６ 周ꎬ体重

１８~ ２２ ｇꎬ购于北京维通利华实验动物技术有限公

司[ＳＣＸＫ(京)２０１６－０００６]ꎬ饲养于鼓楼医院动物实

验中心屏障环境[ＳＹＸＫ(苏)２０１４－００５２]ꎮ 采用 １２
ｈ / １２ ｈ 明 /暗光照周期(０６ ∶００ ~ １８ ∶００)ꎬ温度 ２２℃ꎬ
自由饮水和摄食ꎮ 无菌手术在屏障内实验室进行ꎬ
操作遵守江苏省实验动物管理条例和动物福利伦

理原则ꎮ 伦理审批号(２０１８０１００１６)ꎬ并按实验动物

使用的 ３Ｒ 原则给予人道的关怀ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 材料

脐带取自于南京鼓楼医院产科足月顺产新生

儿废弃的脐带组织ꎬ产妇知情同意ꎮ 伦理审批号

(ＳＣ２０１８００１０１)ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＤＭＥＭ￣ＬＧ、ｂＦＧＦ、ＦＢＳ(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻ青链

霉素、非必需氨基酸、全反式视黄酸(美国 ＨｙＣｌｏｎｅ
公司)ꎻ成脂诱导培养基(Ａｄｉｐｏｇｅｎｉｃ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
Ｋｉｔꎬ Ｇｉｂｃｏ )、 成 骨 分 化 培 养 基 ( Ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ＫｉｔꎬＧｉｂｃｏ)、茜素红粉末(美国 Ｇｉｂｃｏ
公司)ꎻ 油红 Ｏ 粉 末、 丙 戊 酸、 丁 羟 基 茴 香 醚、
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ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ(德国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎻＦＩＴＣ￣ＣＤ１３ 抗体、ＦＩＴＣ￣
ＣＤ２９ 抗体、ＦＩＴＣ￣ＣＤ４５ 抗体、ＦＩＴＣ￣ＣＤ９０ 抗体、ＰＥ￣
ＣＤ１０５ 抗体、ＨＬＡ￣ＤＲ 抗体(美国 ｅｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司)ꎻ
ＦＩＴＣ￣ＣＤ３４ 抗体、ＦＩＴＣ￣ＣＤ７３ 抗体、ＰＥ￣ＣＤ１４６ 抗体

(美国 ＢＤ 公司)ꎻＮＳＥ 抗体、ＮＦ￣Ｍ 抗体(美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司)ꎻＭａｔｒｉｇｅｌ 基质胶(美国 ＢＤ
公司)ꎻＣＤ１４６(ａｂ２４５７７)、ＰＤＧＦＲβ(ａｂ３２５７０)、ＮＧ２
(ａｂ１３９４０６)、α￣ＳＭＡ(ａｂ５６９４)、荧光标记二抗 Ｇｏａｔ
Ａｎｔｉ￣Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ ( Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ 􀳏 ４８８ )
( ａｂ１５０１１３) 和 Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ￣Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ ( Ａｌｅｘａ
Ｆｌｕｏｒ􀳏 ５９４) (ａｂ１５００８８)(英国 Ａｂｃａｍ 公司)ꎻ苏木

素及伊红(北京天合力恩化学试剂公司)ꎻＣＯ２ 培养

箱(美国 Ｔｈｅｒｍｏ ５４００)ꎻ流式细胞仪(美国 ＢＤ ＦＡＣＳ
Ｃａｌｉｂｕｒ)ꎻ荧光显微镜(德国 Ｌｅｉｃａ ＤＭＲ)ꎻ倒置显微

镜(德国 Ｌｅｉｃａ ＤＭＩＬ)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 ＵＣＡ￣ＰＳＣｓ、ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ 与 ＷＪ￣ＭＳＣｓ 的原代

分离与培养[１１]

取新鲜人脐带 ７ ~ ８ ｃｍꎬ４ ｈ 内用 ＰＢＳ(含 １０％
青链双抗)冰上运输ꎬ超净台内 ＰＢＳ 冲洗ꎬ剪刀修齐

两断面ꎬ沿脐带内血管长轴方向剪开脐带ꎬ用镊子

钝性分离脐带动脉和静脉ꎬ仔细剔除血管外膜周围

紧贴血管的华通氏胶组织ꎮ 将脐带动脉、静脉、华
通氏胶用 ＰＢＳ 洗涤 １ 次后ꎬ剪碎至 １~２ ｍｍ３ 大小组

织块ꎬ组织块接种于 １００ ｍｍ 细胞培养皿ꎬ放置于

３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱内 ４ ｈꎮ 然后缓慢加入 ５ ｍＬ
ＤＭＥＭ￣ＬＧ 培养基至 １００ ｍｍ 皿中ꎬ置于培养箱ꎮ 第

一周第 ３ 天和第 ７ 天各加 ＤＭＥＭ￣ＬＧ 培养基 ３ ｍＬ、
２ ｍＬꎬ之后第二周半量换液 ２ 次ꎬ之后第三周全量

换液 ２ 次ꎬ期间观察贴壁细胞爬出情况ꎮ ３ 周后细

胞长到 ８０％融合时去除组织块ꎬ０􀆰 ０５％胰酶消化ꎬ传
代培养ꎮ 取 Ｐ３~Ｐ５ 代细胞用于实验ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 细胞表面分子标记物鉴定

取 Ｐ３ 代细胞ꎬ０􀆰 ０５％胰酶消化后制成单细胞悬

液ꎬ１２００ ｒ / ｍｉｎꎬ离心 ４ ｍｉｎ 后弃上清ꎬＰＢＳ 重悬ꎮ 每

１００ μＬ 细胞悬液中含 １×１０５ 细胞ꎬ分别加入 ＦＩＴＣ
标记和 ＰＥ 标记的 ＣＤ１３、ＣＤ２９、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ７３、
ＣＤ９０、ＣＤ１０５、 ＣＤ１４６ 与 ＨＬＡ￣ＤＲ 抗体ꎬ避光孵育

３０ ｍｉｎꎮ １２００ ｒ / ｍｉｎꎬ离心 ４ ｍｉｎ 后弃上清ꎬ５００ μＬ
ＰＢＳ 重悬ꎬ流式细胞仪检测ꎬ Ｆｌｏｗｊｏ １０ 软件分析

结果ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 体外诱导分化

(１)成脂诱导

取 Ｐ３ 代细胞以 ２􀆰 ０×１０４ / ｃｍ２ 密度接种于 ２４ 孔

板ꎬ每孔加 ５００ μＬ ＤＭＥＭ￣ＬＧ 培养基ꎬ培养于 ３７℃、
５％ ＣＯ２ 培养箱ꎮ 细胞汇合后换液ꎬ对照组 ３ 孔换完

全培养基ꎬ成脂诱导组 ３ 孔更换成脂诱导培养基ꎬ每
３ 天换液ꎬ显微镜密切观察细胞生长情况及形态变

化ꎮ 第 ２１ 天后细胞中可见脂肪滴ꎬ终止诱导并弃去

培液ꎬＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ 室温下 ４％多聚甲醛

固定 １５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ５００ μＬ 油红 Ｏ
染液孵育 １０ ｍｉｎꎮ 弃去油红 Ｏ 染色液ꎬＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ
每次 ５ ｍｉｎꎬ空气干燥ꎬ镜下观察拍照ꎮ

(２)成骨诱导

取质量分数 ０􀆰 １％明胶 ５００ μＬ 平铺于 ２４ 孔板ꎬ
静置 ３０ ｍｉｎꎬ弃去明胶后ꎬ取 Ｐ３ 代细胞ꎬ以 ２􀆰 ０ ×
１０４ / ｃｍ２ 密度接种于 ２４ 孔板ꎬ每孔加入 ５００ μＬ
ＤＭＥＭ￣ＬＧ 培养基ꎬ置于 ３７℃ꎬ体积分数 ５％ ＣＯ２ 培

养箱中培养ꎮ 待细胞汇合后换液ꎬ对照组 ３ 孔换完

全培养基ꎬ成骨诱导组 ３ 孔换成骨分化培养基ꎬ每 ３
天换液ꎬ显微镜密切观察各孔中细胞的生长状态及

形态学改变ꎮ ３~４ 周后用茜素红染液染色ꎬ弃去培

液ꎬ室温下 ４％多聚甲醛固定 １５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ每
次 ５ ｍｉｎꎬ５００ μＬ ２％茜素红染液孵育 ２０ ｍｉｎꎮ 弃去

茜素红染色液ꎬＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ 空气干燥ꎬ
镜下观察拍照ꎮ

(３)成神经诱导

Ｐ３ 代细胞以 ２􀆰 ０×１０４ / ｃｍ２ 的密度接种于 ２４ 孔

板中(预先放置经 Ｌ￣多聚赖氨酸处理过的无菌玻

片)ꎮ 添加成神经预诱导液 ５００ μＬꎬ预诱导 ２４ ｈ 后

弃液ꎬＰＢＳ 洗 ２ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ换成神经分化诱导液

５００ μＬꎬ ２４ ｈ 后 加 入 ＡＴＲＡ ( １０－７ Ｍ) 和 ｂＦＧＦ
(１０ ｎｇ / ｍＬ)以维持神经元诱导分化ꎮ 镜下观察细

胞生长状态及形态变化ꎬ第 ７ 天后出现明显细胞突

触时ꎬ终止诱导ꎬ细胞免疫荧光鉴定神经元特异性

标志物 ＮＳＥ、ＮＦ￣Ｍꎮ 弃去培液ꎬ每孔加预冷的 ＰＢＳ
５００ μＬ清洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ吸尽残液ꎮ 每孔加 ４％
多聚甲醛 ５００ μＬ 室温固定 ２０ ｍｉｎꎮ 每孔加 ＰＢＳ １
ｍＬ 清洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ 每孔加含 ０􀆰 ５％ ＴＲＩｔｏｎＸ
－１００ 的 ＰＢＳ ５００ μＬꎬ室温孵育细胞 ５ ｍｉｎꎮ 每孔加

含 １％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳ ５００ μＬ 洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ 每

孔加含 ３％ ＢＳＡ、０􀆰 １％ ＴＲＩｔｏｎ Ｘ － １００ 的 ＰＢＳ ５００
μＬꎬ３７℃孵育 ４５ ｍｉｎꎮ 按 １ ∶１００ 稀释一抗 ＮＳＥ(ｓｃ－
２９２０９７ꎬ１ ∶１００)ꎬＮＦ￣Ｍ(ｓｃ－１６１４３ꎬ１ ∶１００)抗体ꎬ阴性

对照一抗为 ＰＢＳꎬ４℃孵育过夜ꎬ每孔加含 １％ ＢＳＡ
的 ＰＢＳ ５００ μＬ 清洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ １ ∶２００ 稀释
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荧光二抗ꎮ 每孔加入二抗稀释液 ２００ μＬꎬ３７℃避光

孵育６０ ｍｉｎꎮ 每孔加 ＰＢＳＴ(含 ０􀆰 １％ Ｔｗｅｅｎ￣２０ 的

ＰＢＳ)５００ μＬ 避光洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ ＰＢＳＴ 按 １ ∶
１００００ 稀释 ＤＡＰＩꎬ每孔加入稀释后的 ＤＡＰＩ ２００ μＬꎬ
室温避光孵育 ５ ｍｉｎꎮ 每孔加 ＰＢＳＴ ５００ μＬ 避光清

洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ 载玻片上滴加抗荧光淬灭剂ꎬ
封片、固定ꎬ荧光显微镜镜下观察 ＮＳＥ 和 ＮＦ￣Ｍꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＵＣＡ￣ＰＳＣｓ、ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ 与 ＷＪ￣ＭＳＣｓ 血管旁

细胞标记物检测

取 Ｐ３ 代的 ＵＣＡ￣ＰＳＣｓ、ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ 与 ＷＪ￣ＭＳＣｓ
以 ２􀆰 ０×１０４ / ｃｍ２ 铺于 ２４ 孔板中(预先放置 Ｌ￣多聚

赖氨酸处理的无菌玻片)ꎬ培养 ２４ ｈ 后ꎬ细胞免疫荧

光检测相关标志物ꎮ 利用 ＣＤ１４６ ( １ ∶ １０００ ) 与

ＰＤＧＦＲβ(１ ∶１００)ꎬＮＧ２ (１ ∶５００)ꎬα￣ＳＭＡ(１ ∶５００)双
标记免疫荧光染色ꎬ４℃ 过夜后去除一抗ꎬ每孔加

１％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳ ５００ μＬ 清洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ 含

１％ ＢＳＡ、０􀆰 １％ ＴＲＩｔｏｎＸ－１００ 的 ＰＢＳ 按 １ ∶２００ 稀释

荧光二抗ꎮ 每孔加入荧光标记二抗 Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ￣Ｍｏｕｓｅ
ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ (Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ􀳏 ４８８) (１ ∶２００)ꎬＧｏａｔ Ａｎｔｉ￣
Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ (Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ􀳏 ５９４) (１ ∶２００) ２００
μＬꎬ３７℃避光孵育 ６０ ｍｉｎꎮ 荧光显微镜观察ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 体外成环实验

９６ 孔板中每孔加入 ５０ μＬ Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶ꎬ放
入培养箱中ꎬ静置 ３０ ｍｉｎꎬ等待凝胶凝结ꎮ 取 Ｐ３ 代

的 ＵＣＡ￣ＰＳＣｓ、ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ 与 ＷＪ￣ＭＳＣｓꎬ每孔分别加 ５
×１０３ 的相应干细胞与 ５×１０３ 的脐带静脉内皮细胞

(ＨＵＶＥＣｓ)ꎬ共同接种于凝胶上培养ꎮ 含 ０􀆰 ３ ｎｍｏｌ /
Ｌ 的 ＶＥＧＦ 作为阳性对照组ꎮ ３ ｈ 后观察血管形成

情况ꎬ每孔随机选取 ６ 个区域ꎬ计数形成的血管环

数ꎬ分支点及管长度并拍照ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 实验动物分组

６０ 只小鼠称量体重ꎬ按体重大小排序从 １ 到 ６０
号ꎬ由计算机随机产生 ６０ 个随机数字ꎬ根据随机数

字将小鼠分为阴性对照组、ＵＣＡ￣ＰＳＣｓ 移植组、ＵＣＶ￣
ＰＳＣｓ 移植组、ＷＪ￣ＭＳＣｓ 移植组和阳性对照组ꎬ每组

１２ 只ꎮ 计数各组小鼠体重且体重均数间无统计学

差异ꎮ 干细胞移植组半数小鼠经尾静脉注射含 ５×
１０６ 第三代相应干细胞的 ＰＢＳ 悬液 １０ ｍＬꎬ半数小

鼠腹股沟皮下注射含 １×１０７ 第 ３ 代相应干细胞的

ＰＢＳ 悬液 １０ ｍＬꎬ阴性对照组每次注射等同体积的

ＰＢＳꎬ阳性对照组腹股沟注射 １×１０７ 的人胚胎干细

胞ꎮ １２ 周后经过病理检查ꎬ观察腹腔器官有无异

常ꎮ 取各脏器ꎬ石蜡包埋后切片ꎬ并做 Ｈ＆Ｅ 染色ꎮ

显微镜下观察组织病理变化以评估三种干细胞移

植的生物安全性ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ ( Ｖｅｒｓｉｏｎ １９􀆰 ０ꎬ ＩＢＭ Ｃｏｒｐ.ꎬ
Ａｒｍｏｎｋꎬ ＮＹ)进行数据分析处理ꎮ 定量资料采用平

均数±标准差( 􀭰ｘ ± ｓ )表示ꎬ多组间比较采用单因素

方差分析( ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬＰ< ０􀆰 ０５ 为差异有统

计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 脐带动脉旁、静脉旁和华通氏胶间充质干细胞

形态学观察

脐带中有 ２ 条脐动脉ꎬ１ 条脐静脉ꎬ螺旋走行ꎬ
之间环绕着华通氏胶(图 １Ａ)ꎮ 将脐动脉、脐静脉、
华通氏胶从脐带中机械分离ꎬ组织贴壁法分离 ＵＣＡ￣
ＰＳＣｓ、ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ 和 ＷＪ￣ＭＳＣｓꎬ培养约 ７ ｄ 可见少量

细胞呈放射状从贴壁组织块爬出ꎬ呈长梭形且增殖

迅速(图 １Ｂ￣Ｊ)ꎮ
２􀆰 ２　 脐带动脉旁、静脉旁和华通氏胶间充质干细胞

表面标记物鉴定

取 Ｐ３ 代人 ＵＣＡ￣ＰＳＣｓ、ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ 和 ＷＪ￣ＭＳＣｓ
流式分析其表面标记物ꎬ如图 ２ꎬＵＣＡ￣ＰＳＣｓ、ＵＣＶ￣
ＰＳＣｓ 和 ＷＪ￣ＭＳＣｓ 均高表达 ＣＤ１３、 ＣＤ２９、 ＣＤ７３、
ＣＤ９０、ＣＤ１０５ꎬ不表达或低表达 ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＨＬＡ￣
ＤＲꎮ 其中 ＣＤ１３、ＣＤ２９、ＣＤ９０、ＣＤ４４、ＣＤ１０５ 都是间

充质干细胞特异性的表面标记ꎬ而 ＣＤ３４、ＣＤ４５ 是淋

巴细胞和造血干细胞的表面标记分子[１２]ꎮ ＣＤ１４６
在 ＵＣＡ￣ＰＳＣｓ 中表达最高ꎬ其次是 ＵＣＶ￣ＰＳＣｓꎬ在

ＷＪ￣ＭＳＣｓ 中表达最少(图 ２Ａ￣Ｚ’)ꎮ
２􀆰 ３　 脐带动脉旁、静脉旁和华通氏胶间充质干细胞

的体外诱导分化

已有文献报道ꎬ脐带间充质干细胞可分化为成骨

细胞、脂肪细胞和类神经元细胞[１３]ꎮ 为了探讨分离

的细胞具有多向分化潜能ꎬ取第 ３ 代 ＵＣＡ￣ＰＳＣｓ、
ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ 和 ＷＪ￣ＭＳＣｓꎬ进行体外诱导分化为骨细

胞、脂肪细胞以及类神经元细胞ꎮ 成脂诱导后ꎬ细胞

形态由长梭形变成圆形ꎬ在诱导第 １２ 天ꎬＵＣＡ￣ＰＳＣｓ、
ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ 和 ＷＪ￣ＭＳＣｓ 细胞内开始出现圆形脂滴ꎬ有
的相互融合ꎬ形成较大的脂滴ꎮ 在诱导第 １４ 天ꎬ油红

Ｏ 染色显示大小不等的红色脂滴(图 ３Ａ￣Ｃ)ꎮ 细胞经

成骨诱导后由长梭形变成片状结构ꎬ细胞外基质开始

沉积ꎮ 诱导 １０ ｄ 后ꎬ细胞中出现骨性结节ꎬ至第 ２１ 天

左右时ꎬ细胞形态以多角形为主ꎬ中央可见类似结节

６４ 中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ２ 月第 ３０ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ２



注:Ａ:人脐带大体示意图ꎻＢ￣Ｄ:脐动脉、脐静脉、华通氏胶组织

块ꎻＥ￣Ｇ:人脐带动脉旁、静脉旁、华通氏胶间充质干细胞从组织

块中爬出ꎻＨ￣Ｊ:人脐带动脉旁、静脉旁、华通氏胶间充质干细胞

呈梭形ꎬ螺旋状生长ꎮ

图 １　 分离培养人脐带动脉旁、静脉旁、华通氏胶间充质干细胞

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ (ＵＣ). Ｂ￣Ｄꎬ Ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ
ａｒｔｅｒｉｅｓ (ＵＣＡ)ꎬ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｖｅｉｎ (ＵＣＶ) ａｎｄ Ｗｈａｒｔｏｎ’ ｓ ｊｅｌｌｙ
(ＷＪ). Ｅ￣Ｇꎬ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ａｒｔｅｒｙ ｐｅｒｉｖａｓｃｕｌａｒ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
(ＵＣＡ￣ＰＳＣｓ)ꎬ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｖｅｉｎ ｐｅｒｉｖａｓｃｕｌａｒ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ( ＵＣＶ￣
ＰＳＣｓ) ａｎｄ Ｗｈａｒｔｏｎ’ ｓ ｊｅｌｌｙ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ (ＷＪ￣ＭＳＣｓ) .
Ｈ￣Ｊꎬ Ｃｅｌｌｓ ａｔ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｐａｓｓａｇｅ ｓｈｏｗｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｉｃ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ＵＣＡ￣ＰＳＣｓꎬ
ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ ａｎｄ ＷＪ￣ＭＳＣｓ

状结构ꎮ 茜素红染色后ꎬ可见细胞中间有钙化结节出

现(图 ３Ｄ￣Ｆ)ꎮ 预诱导液诱导后ꎬ少数细胞可见隆状

突起ꎮ ２４ ｈ 后更换为成神经诱导液ꎬ诱导 １ ｈ 后部分

细胞开始凋亡ꎬ可见细胞形态逐渐成为星状ꎬ互相连

接ꎬ形态具有神经样特征ꎬ折光性增强ꎮ 细胞免疫荧

光结果显示:ＵＣＡ￣ＰＳＣｓ、ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ 和 ＷＪ￣ＭＳＣｓ 经诱

导后表达神经元特异性烯醇化酶 ＮＳＥ(图 ３Ｇ￣Ｉ)以及

神经丝 ＮＦ￣Ｍ(图 ３Ｊ￣Ｌ)ꎬ表现神经样细胞的特征ꎮ 诱

导分化结果表明 ＵＣＡ￣ＰＳＣｓ、ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ 和 ＷＪ￣ＭＳＣｓ
均具有多向分化潜能ꎮ
２􀆰 ４　 脐带动脉旁干细胞中 ＰＤＧＦＲβ、ＮＧ２、α￣ＳＭＡ
与 ＣＤ１４６ 的表达情况

通过双重标记 ＣＤ１４６、ＰＤＧＦＲβ、ＮＧ２ 与 α￣ＳＭＡ

的方法标记血管旁细胞[１４]ꎬ本研究中ꎬＵＣＡ￣ＰＳＣｓ、
ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ 与 ＷＪ￣ＭＳＣｓ 在体外扩增后ꎬ通过免疫荧

光双重标记 ＣＤ１４６ 与 ＰＤＧＦＲβꎬ可观察到 ＵＣＡ￣
ＰＳＣｓ 在体外扩增后能表达 ＣＤ１４６ 与 ＰＤＧＦＲβꎬ而
ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ 也能表达较弱的 ＣＤ１４６ 与 ＰＤＧＦ￣Ｒβ 信

号ꎬ但是 ＷＪ￣ＭＳＣｓ 基本不表达 ＣＤ１４６ 与 ＰＤＧＦＲβ
(图 ４Ａ￣Ｃ)ꎬ而 ＣＤ１４６ 与 ＮＧ２ꎬＣＤ１４６ 与 α￣ＳＭＡ 荧

光双重标记结果也表明 ＵＣＡ￣ＰＳＣｓ 表达更多的血管

旁细胞的标记物(图 ４Ｄ￣Ｉ)ꎮ
２􀆰 ５　 脐带动脉旁干细胞体外血管形成能力较强

体外成环实验显示:ＵＣＡ￣ＰＳＣｓ 与 ＨＵＶＥＣ 共培

养ꎬ种植于 ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶 ３ ｈ 后成环形成大量树枝

状的血管环数ꎬ多于 ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ 组的血管成环数目ꎬ
ＷＪ￣ＭＳＣｓ 组 ＨＵＶＥＣ 体外成环稀少(图 ５Ａ￣Ｃ)ꎮ 随

机选取 ６ 个高倍镜(１００ 倍)量化血管环数ꎬ结果显

示ꎬＵＣＡ￣ＰＳＣｓ＋ＨＵＶＥＣ 组(１７􀆰 ５ ± １􀆰 ４８ꎬ ｎ＝ ６)环状

结构数目多于 ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ ＋ ＨＵＶＥＣ 组 ( １３􀆰 ８３ ±
０􀆰 ７０ꎬ ｎ＝ ６ꎬ Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ显著多于 ＷＪ￣ＭＳＣｓ＋ＨＵＶＥＣ
组(８ ± １􀆰 ２９ꎬ ｎ＝ ６ꎬ Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ 分支点数统计结果

显示ꎬＵＣＡ￣ＰＳＣｓ＋ＨＵＶＥＣ 组(１５ ± １􀆰 １６ꎬ ｎ＝ ６)显著

多于 ＷＪ￣ＭＳＣｓ ＋ＨＵＶＥＣ 组 (７ ± １􀆰 ７３ꎬ ｎ ＝ ６ꎬ Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬ较 ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ ＋ ＨＵＶＥＣ 组 ( １１􀆰 ３３ ± １􀆰 ８６ꎬ
ｎ＝ ６ꎬ Ｐ>０􀆰 ０５)未明显增加ꎮ 与 ＷＪ￣ＭＳＣｓ＋ＨＵＶＥＣ
组[(１００ ± ０)％ꎬ ｎ＝ ６]相比ꎬＵＣＡ￣ＰＳＣｓ＋ＨＵＶＥＣ 组

[(１８５ ± ７􀆰 ６４)％ꎬ ｎ ＝ ６ꎬ Ｐ<０􀆰 ０１]与 ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ＋
ＨＵＶＥＣ 组[(１４６􀆰 ３ ± １２􀆰 ８１)％ꎬ ｎ ＝ ６ꎬ Ｐ<０􀆰 ０５]管
长度显著增加(图 ５Ｄ￣Ｆ)ꎮ 以上结果提示ꎬ脐带动脉

旁、静脉旁干细胞尤其是前者的血管形成能力明显

优于华通氏胶间充质干细胞ꎮ
２􀆰 ６　 脐带动脉旁、静脉旁和华通氏胶间充质干细胞

移植后脏器形态学观察

ＮＯＤ￣ＳＣＩＤ 小 鼠 经 ＵＣＡ￣ＰＳＣｓ、 ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ 和

ＷＪ￣ＭＳＣｓ 静脉输注和腹股沟移植 １２ 周后ꎬ进行病

理检查ꎬ解剖大体观ꎬ均未发生结节或肿瘤形成ꎬ
心、肝、脾、肺、肾、肌肉等脏器均未见明显异常ꎬＨＥ
染色均未见明显淋巴细胞浸润、坏死现象(图 ６Ａ￣
Ｒ)(图 ７Ａ￣Ｒ)ꎮ 阳性对照组 ＮＯＤ￣ＳＣＩＤ 小鼠经胚胎

干细胞腹股沟移植后可见直径约 １ ｃｍ 大小的畸胎

瘤形成(图 ８Ａ￣Ｂ)ꎬ以及三胚层细胞分化(图 ８Ｃ￣Ｆ)ꎮ

３　 讨论

本研究发现 ＵＣＡ￣ＰＳＣｓ 较 ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ 和 ＷＪ￣
ＭＳＣｓ 具有更强的促血管生成能力ꎬ且 ＵＣＡ￣ＰＳＣｓ、

７４中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ２ 月第 ３０ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ２



注:Ａ￣Ｚ’: 脐带动脉旁干细胞、脐带静脉旁干细胞与华通氏胶间充质干细胞均高表达 ＣＤ１３、ＣＤ２９、ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＣＤ１０５ꎬ不表达或低表达

ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＨＬＡ￣ＤＲꎬＣＤ１４６ 在脐带动脉旁干细胞中表达最高ꎬ其次是脐带静脉旁干细胞ꎬ在华通氏胶间充质干细胞中表达最少ꎮ

图 ２　 流式分析检测脐带动脉旁干细胞、脐带静脉旁干细胞与华通氏胶间充质干细胞的细胞表面标志物

Ｎｏｔｅ. Ａ￣Ｚ’ꎬ ＵＣＡ￣ＰＳＣｓꎬ ＵＣＶ￣ＰＳＣｓꎬ ａｎｄ ＷＪ￣ＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｆｏｒ ＣＤ１３ꎬ ＣＤ２９ꎬ ＣＤ７３ꎬ ＣＤ９０ꎬ ＣＤ１０５ꎬ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｆｏｒ ＣＤ３４ꎬ ＣＤ４５ ａｎｄ
ＨＬＡ￣ＤＲ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ１４６ ｉｎ ＵＣＡ￣ＰＳＣｓ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ ａｎｄ ＷＪ￣ＭＳＣｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＵＣＡ￣ＰＳＣｓꎬ ＵＣＶ￣ＰＳＣｓꎬ ａｎｄ ＷＪ￣ＭＳＣｓ ｓｕｒｆａｃｅ ｍａｒｋｅｒｓ

ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ 与 ＷＪ￣ＭＳＣｓ 华通氏胶间充质干细胞移植

入 ＮＯＤ￣ＳＣＩＤ 小鼠安全可靠ꎬ提示其可进一步应用

于间充质干细胞移植修复ꎮ 间充质干细胞移植在

组织损伤及随后的再生修复相关的多种疾病具有

治疗价值[１５]ꎮ 研究表明ꎬＭＳＣｓ 移植在脊髓损伤、心
肌缺血和糖尿病视网膜病变中有较佳的疗效[１６－１８]ꎮ

８４ 中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ２ 月第 ３０ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ２



注:Ａ￣Ｃ: ＵＣＡ￣ＰＳＣｓ、ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ 与ＷＪ￣ＭＳＣｓ 成脂肪诱导后可见

圆形脂滴ꎬ油红 Ｏ 染色示细胞内红色脂滴ꎻＤ￣Ｆ: ＵＣＡ￣ＰＳＣｓ、
ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ 与 ＷＪ￣ＭＳＣｓ 成骨诱导后ꎬ光镜下可见钙沉积呈类结

节状ꎬ茜素红染色后可见钙沉积ꎻＧ￣Ｉ: ＵＣＡ￣ＰＳＣｓ、ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ 与
ＷＪ￣ＭＳＣｓ 成神经诱导后细胞形成突起ꎬ表达神经丝 ＮＳＥꎻＪ￣Ｌ:
ＵＣＡ￣ＰＳＣｓ、ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ 与 ＷＪ￣ＭＳＣｓ 成神经诱导后细胞形成突

起ꎬ表达神经丝 ＮＦ￣Ｍꎮ

图 ３　 人脐带动脉旁、静脉旁、华通氏胶间充质

干细胞体外诱导分化为脂肪细胞、
成骨细胞和类神经元细胞

Ｎｏｔｅ. Ａ￣Ｃꎬ Ｆｏｒ ａｄｉｐｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎬ ＵＣＡ￣ＰＳＣｓꎬ ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ
ａｎｄ ＷＪ￣ＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ａｄｉｐｏｇｅｎｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ １４
ｄ. Ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔｓ ｗａｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ Ｏｉｌ Ｒｅｄ Ｏ
ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｄ￣Ｆꎬ ＵＣＡ￣ＰＳＣｓꎬ ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ ａｎｄ ＷＪ￣ＭＳＣｓ ｗｅｒｅ
ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ( ＯＳ ) ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ２８ ｄ.
Ｃａｌｃｉｕｍ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｗａｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｇ￣Ｌꎬ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＵＣＡ￣ＰＳＣｓꎬ ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ ａｎｄ ＷＪ￣ＭＳＣｓ ｔｏ
ｎｅｕｒｏｎａｌ ｌｉｎｅａｇｅ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｐｒｅ￣ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ３６ ｈ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｗａｓ
ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｅｎｏｌａｓｅ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｆｉｌａｍｅｎｔ ｍｅｄｉｕｍ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＵＣＡ￣ＰＳＣｓꎬ
ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ ａｎｄ ＷＪ￣ＭＳＣｓ

ＭＳＣｓ 通过分泌各种免疫调节细胞因子ꎬ干扰 Ｔ 细

胞和树突细胞功能ꎬ局部免疫抑制ꎬ发挥修复作

用[１９]ꎮ 此外ꎬＭＳＣｓ 通过分泌促血管生成因子促进

血管生成ꎬ胎盘绒毛膜间充质干细胞具有分泌血管

生成因子能力ꎬ包括血管内皮生长因子(ＶＥＧＦ)和

肝细胞生长因子(ＨＧＦ)ꎬ可改善小鼠缺血下肢的功

能[２０]ꎻ临床研究也表明ꎬＭＳＣｓ 移植入缺血梗死心肌

后ꎬ心肌功能得到改善[２１]ꎻ这些研究提示 ＭＳＣｓ 分

注:Ａ￣Ｃ:人脐带动脉旁、静脉旁、华通氏胶间充质干细胞的

ＣＤ１４６ 与 ＰＤＧＦＲβ 的表达情况ꎻＤ￣Ｆ:人脐带动脉旁、静脉旁、
华通氏胶间充质干细胞的 ＣＤ１４６ 与 ＮＧ２ 的表达情况ꎻＧ￣Ｉ:人
脐带动脉旁、静脉旁、华通氏胶间充质干细胞的 ＣＤ１４６ 与 α￣
ＳＭＡ 的表达情况ꎮ

图 ４　 人脐带动脉旁、静脉旁、华通氏胶间充质

干细胞的血管旁标记物检测

Ｎｏｔｅ. Ａ￣Ｃꎬ Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｃｏ￣ｓｔａｉｎｉｎｇ ｆｏｒ ｔｈｅ ＣＤ１４６ /
ＰＤＧＦ￣Ｒβ ｉｎ ＵＣＡ￣ＰＳＣｓꎬ ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ ａｎｄ ＷＪ￣ＭＳＣｓ. Ｄ￣Ｆꎬ
Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｃｏ￣ｓｔａｉｎｉｎｇ ｆｏｒ ｔｈｅ ＣＤ１４６ / ＮＧ２ ｉｎ ＵＣＡ￣
ＰＳＣｓꎬ ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ ａｎｄ ＷＪ￣ＭＳＣｓ. Ｇ￣Ｉꎬ Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ
ｃｏ￣ｓｔａｉｎｉｎｇ ｆｏｒ ｔｈｅ ＣＤ１４６ / α￣ＳＭＡ ｉｎ ＵＣＡ￣ＰＳＣｓꎬ ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ ａｎｄ
ＷＪ￣ＭＳＣｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｈｅ ｐｅｒｉｖａｓｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ＵＣＡ￣ＰＳＣｓꎬ
ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ ａｎｄ ＷＪ￣ＭＳＣｓ

泌的促血管生成因子可以刺激血管生成并增加局

部灌注ꎬ有利于组织再生ꎮ
研究表明ꎬ起源于不同组织和位置的 ＭＳＣｓ 具

有不同的功能特性ꎬ间充质祖细胞可从血管周围分

离ꎬ具有血管旁细胞定位和分子标记物表达鉴

定[２２]ꎮ 最新研究表明血管周围的血管旁细胞

(ｐｅｒｉｃｙｔｅ)是 ＭＳＣｓ 的前体ꎬ维持血管的结构完整性

和发育及组织稳态[２３]ꎮ 血管生成的速度与质量是

损伤修复关键因素ꎬ损伤组织必须从血液供应中获

取足够的养分及氧气ꎬ保证细胞迁移、增殖和分

化[２４]ꎮ 血管由内皮细胞和外部的血管旁细胞组

成[２５]ꎮ 多种来源的 ＭＳＣｓ 除了分化为内皮细胞外ꎬ
还可通过旁分泌血管生成因子ꎬ与内皮细胞相互作

用以促进血管生成[２６]ꎮ 以往的研究报道人脐带华

通氏胶间充质细胞处于缺乏毛细血管的疏松结缔

９４中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ２ 月第 ３０ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ２



注:Ａ￣Ｃ: 人脐带动脉旁、静脉旁、华通氏胶间充质干细胞与 ＨＵＶＥＣ 共培养 ３ ｈ 促成环图ꎻＤ￣Ｆ: 人脐带动脉旁、静脉旁、华通氏胶间充质

干细胞的血管环数ꎬ分支点与管长度统计ꎮ∗∗∗Ｐ< ０􀆰 ００１ꎬ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ꎮ

图 ５　 人脐带动脉旁、静脉旁、华通氏胶间充质干细胞的体外成环实验

Ｎｏｔｅ. Ａ￣Ｃꎬ ＵＣＡ￣ＰＳＣｓꎬ ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ ａｎｄ ＷＪ￣ＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＵＶＥＣ ｐｌａｔｉｎｇ ｏｎ Ｍａｔｒｉｇｅｌ ｉｎ ９６￣ｗｅｌｌ ｔｉｓｓｕｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｐｌａｔｅｓ. Ｄ￣Ｆꎬ Ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｕｂｅｓꎬ ｂｒａｎｃｈｉｎｇ ｐｏｉｎｔ ｐｅｒ ｆｉｅｌｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｕｂｅｓ ｐｅｒ ｆｉｅｌｄ ｗｅｒｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ３ ｈ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｂｙ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ６ ｒａｎｄｏｍ ｆｉｅｌｄｓ /

ｗｅｌｌ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ.∗∗∗Ｐ< ０􀆰 ００１ꎬ∗∗Ｐ< ０􀆰 ０１ꎬ∗Ｐ< ０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍａｔｒｉｇｅｌ ｔｕｂｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｏｆ ＵＣＡ￣ＭＳＣｓꎬ ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ ａｎｄ ＷＪ￣ＭＳＣｓ

注:Ａ￣Ｃ: 脐带动脉旁干细胞、脐带静脉旁干细胞与华通氏胶间充质干细胞组的心肌 Ｈ＆Ｅ 染色ꎻＤ￣Ｆ: 脐带动脉旁干细胞、脐带静脉旁干细

胞与华通氏胶间充质干细胞组的肝 Ｈ＆Ｅ 染色ꎻＧ￣Ｉ: 脐带动脉旁干细胞、脐带静脉旁干细胞与华通氏胶间充质干细胞组的脾 Ｈ＆Ｅ 染色ꎻ
Ｊ￣Ｌ: 脐带动脉旁干细胞、脐带静脉旁干细胞与华通氏胶间充质干细胞组的肺 Ｈ＆Ｅ 染色ꎻＭ￣Ｏ: 脐带动脉旁干细胞、脐带静脉旁干细胞与华

通氏胶间充质干细胞组的肾 Ｈ＆Ｅ 染色ꎻＰ￣Ｒ: 脐带动脉旁干细胞、脐带静脉旁干细胞与华通氏胶间充质干细胞组的肌肉 Ｈ＆Ｅ 染色ꎮ

图 ６　 ＮＯＤ￣ＳＣＩＤ 小鼠静脉输注干细胞后器官 Ｈ＆Ｅ 染色

Ｎｏｔｅ. Ａ￣Ｃꎬ Ｔｈｅ Ｈ＆Ｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｈｅａｒｔ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＵＣＡ￣ＰＳＣｓꎬ ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ ａｎｄ ＷＪ￣ＭＳＣｓ ｇｒｏｕｐｓ. Ｄ￣Ｆꎬ Ｔｈｅ Ｈ＆Ｅ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＵＣＡ￣ＰＳＣｓꎬ ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ ａｎｄ ＷＪ￣ＭＳＣｓ ｇｒｏｕｐｓ. Ｇ￣Ｉꎬ Ｔｈｅ Ｈ＆Ｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｓｐｌｅｅｎ ｓｈｏｗｅｄ
ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＵＣＡ￣ＰＳＣｓꎬ ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ ａｎｄ ＷＪ￣ＭＳＣｓ ｇｒｏｕｐｓ. Ｊ￣Ｌꎬ Ｔｈｅ Ｈ＆Ｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｕｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ
ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＵＣＡ￣ＰＳＣｓꎬ ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ ａｎｄ ＷＪ￣ＭＳＣｓ ｇｒｏｕｐｓ. Ｍ￣Ｏꎬ Ｔｈｅ Ｈ＆Ｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＵＣＡ￣ＰＳＣｓꎬ
ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ ａｎｄ ＷＪ￣ＭＳＣｓ ｇｒｏｕｐｓ. Ｐ￣Ｒꎬ Ｔｈｅ Ｈ＆Ｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍｕｓｃｌｅ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＵＣＡ￣ＰＳＣｓꎬ ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ ａｎｄ ＷＪ￣
ＭＳＣｓ ｇｒｏｕｐｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｔｈｅ Ｈ＆Ｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｏｒｇａｎｓ ｉｎ ＮＯＤ￣ＳＣＩＤ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ

组织中ꎬ旁分泌血管生成因子较少ꎬ血管生成能力

低下[２７]ꎮ 在本研究中ꎬ通过体外血管环化实验和细

胞迁移侵袭实验发现 ＵＣＡ￣ＰＳＣｓ、ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ 和 ＷＪ￣
ＭＳＣｓ 促进体外血管生成能力不同ꎮ ＵＣＡ￣ＰＳＣｓ 促

０５ 中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ２ 月第 ３０ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ２



注:Ａ￣Ｃ: 脐带动脉旁干细胞、脐带静脉旁干细胞与华通氏胶间充质干细胞组的心肌 Ｈ＆Ｅ 染色ꎻＤ￣Ｆ: 脐带动脉旁干细胞、脐带静脉旁干细

胞与华通氏胶间充质干细胞组的肝 Ｈ＆Ｅ 染色ꎻＧ￣Ｉ: 脐带动脉旁干细胞、脐带静脉旁干细胞与华通氏胶间充质干细胞组的脾 Ｈ＆Ｅ 染色ꎻＪ￣
Ｌ: 脐带动脉旁干细胞、脐带静脉旁干细胞与华通氏胶间充质干细胞组的肺 Ｈ＆Ｅ 染色ꎻＭ￣Ｏ: 脐带动脉旁干细胞、脐带静脉旁干细胞与华通

氏胶间充质干细胞组的肾 Ｈ＆Ｅ 染色ꎻＰ￣Ｒ: 脐带动脉旁干细胞、脐带静脉旁干细胞与华通氏胶间充质干细胞组的肌肉 Ｈ＆Ｅ 染色ꎮ

图 ７　 ＮＯＤ￣ＳＣＩＤ 小鼠腹股沟皮下移植干细胞后器官 Ｈ＆Ｅ 染色

Ｎｏｔｅ. Ａ￣Ｃꎬ Ｔｈｅ Ｈ＆Ｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｈｅａｒｔ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＵＣＡ￣ＰＳＣｓꎬ ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ ａｎｄ ＷＪ￣ＭＳＣｓ ｇｒｏｕｐｓ. Ｄ￣Ｆꎬ Ｔｈｅ Ｈ＆Ｅ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＵＣＡ￣ＰＳＣｓꎬ ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ ａｎｄ ＷＪ￣ＭＳＣｓ ｇｒｏｕｐｓ. Ｇ￣Ｉꎬ Ｔｈｅ Ｈ＆Ｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｓｐｌｅｅｎ ｓｈｏｗｅｄ
ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＵＣＡ￣ＰＳＣｓꎬ ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ ａｎｄ ＷＪ￣ＭＳＣｓ ｇｒｏｕｐｓ. Ｊ￣Ｌꎬ Ｔｈｅ Ｈ＆Ｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｕｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ
ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＵＣＡ￣ＰＳＣｓꎬ ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ ａｎｄ ＷＪ￣ＭＳＣｓ ｇｒｏｕｐｓ. Ｍ￣Ｏꎬ Ｔｈｅ Ｈ＆Ｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＵＣＡ￣ＰＳＣｓꎬ
ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ ａｎｄ ＷＪ￣ＭＳＣｓ ｇｒｏｕｐｓ. Ｐ￣Ｒꎬ Ｔｈｅ Ｈ＆Ｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍｕｓｃｌｅ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＵＣＡ￣ＰＳＣｓꎬ ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ ａｎｄ ＷＪ￣
ＭＳＣｓ ｇｒｏｕｐｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｔｈｅ Ｈ＆Ｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｏｒｇａｎｓ ｉｎ ＮＯＤ￣ＳＣＩＤ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｓｋｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｇｕｉｎａｌ ｒｅｇｉｏｎ

注:Ａ￣Ｂ: 人胚胎干细胞移植入 ＮＯＤ￣ＳＣＩＤ 小鼠腹股沟观察成瘤ꎻＣ￣Ｄ:病理观察可见内胚层的腺管和腔上皮ꎻＥ: 病理观察可见外胚层的

神经组织ꎻＦ: 病理观察可见中胚层的软骨组织ꎮ

图 ８　 人胚胎干细胞腹股沟皮下移植 ＮＯＤ￣ＳＣＩＤ 小鼠成瘤实验

Ｎｏｔｅ. Ａ￣Ｂꎬ Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｔｕｍｏｒ ｉｎ ＮＯＤ￣ＳＣＩＤ ｍｉｃｅ. Ｃ￣Ｆꎬ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｔｈｒｅｅ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ｌａｙｅｒｓ
ｉｎ ＮＯＤ￣ＳＣＩＤ ｍｉｃｅ.

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ＮＯＤ￣ＳＣＩＤ ｍｉｃｅ

ＨＵＶＥＣ 成环和迁移能力皆优于 ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ 和 ＷＪ￣
ＭＳＣｓꎮ 通过双重标记 ＣＤ１４６、ＰＤＧＦ￣Ｒβ、ＮＧ２ 与 α￣
ＳＭＡ 的方法从组织定位血管旁细胞[１４]ꎬ本研究中ꎬ
ＵＣＡ￣ＰＳＣｓ 在体外扩增后仍能表达特定的血管旁细

胞表面标记物 ＣＤ１４６、ＰＤＧＦ￣Ｒβ、ＮＧ２ 与 α￣ＳＭＡꎬ表
明 ＵＣＡ￣ＰＳＣｓ 具有更强的体外血管生成能力ꎮ

间充质干细胞的应用涉及体外扩增培养和体

内注射治疗两个阶段ꎬ其作为组织修复的巨大潜能

种子细胞已应用于多项临床试验ꎬ但其安全性引起

了极大重视ꎮ 有研究表明ꎬ体外扩增的 ＭＳＣｓ 在移

植后可能会发生不良性转化ꎬ存在肿瘤发生的潜在

风险ꎮ 人脂肪间充质干细胞( ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ

ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ Ａｄ￣ＭＳＣｓ)在体外长期培养

８－１０ 周后ꎬ端粒酶活性及细胞周期相关基因失去调

节ꎬ发生少量染色体畸变[２８]ꎻ小鼠骨髓间充质干细

胞(Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ＢＭ￣ＭＳＣｓ)
在体外长期培养后ꎬｃ￣Ｍｙｃ 表达增加ꎬ且端粒酶活性

上调[２９]ꎮ 分化能力检测是 ＭＳＣｓ 特异性的分析方

法ꎬ随着体外培养时间增加ꎬＭＳＣｓ 分化能力降低ꎬ
分化成组织细胞种类减少ꎬ分化成特定组织细胞的

比例降低[３０]ꎮ 本研究中ꎬＵＣＡ￣ＰＳＣｓ、ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ 与

ＷＪ￣ＭＳＣｓ 从脐带中分离获得足量细胞ꎬ体外传代

３~５次应用于实验ꎬ以避免长期培养导致的潜在染

色体异常ꎬ且其体外具有多向分化潜能ꎬ分化能力

１５中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ２ 月第 ３０ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ２



正常ꎮ 尽管 ＭＳＣｓ 显示出正常的形态学特征和表面

标志物ꎬ但其在体内注射时可能发生染色体异常并

发生不良性转化ꎬ所以体内成瘤实验是检测 ＭＳＣｓ
发生不良性转化的可靠方法[３１]ꎮ 研究表明ꎬ利用

ＷＪ￣ＭＳＣｓ 移植入动物体内可治疗多种动物疾病模

型ꎬ且移植方法安全有效ꎮ 猪慢性缺血性心肌病模

型经冠状动脉移植 ＷＪ￣ＭＳＣｓ 后无冠状动脉栓塞等

风险ꎬ促进心肌再生ꎬ改善心功能[３２]ꎮ 兔慢性输卵

管炎模型经静脉注射 ＷＪ￣ＭＳＣｓ 后ꎬ其迁移至受损输

卵管ꎬ促进输卵管上皮细胞再生[３３]ꎮ ＷＪ￣ＭＳＣｓ 移植

入裸鼠体内安全有效[３４]ꎬ但尚无脐带多种来源间充

质干细胞的安全性评价研究ꎬ因此为了评估 ＵＣＡ￣
ＰＳＣｓ、ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ 与 ＷＪ￣ＭＳＣｓ 的移植安全性问题ꎬ我
们使用 ＮＯＤ￣ＳＣＩＤ 小鼠进行了干细胞体内移植实

验ꎬ将 Ｐ３ 代 ＵＣＡ￣ＰＳＣｓ、ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ 与ＷＪ￣ＭＳＣｓ 经腹

股沟移植或尾静脉注射的方式移植入小鼠体内ꎬ移
植后三个月未观察到肿瘤形成ꎬ多器官组织病理学

未发现显著的病理变化ꎮ
我们的研究发现ꎬＵＣＡ￣ＰＳＣｓ、ＵＣＶ￣ＰＳＣｓ 与 ＷＪ￣

ＭＳＣｓ 经静脉注射和腹股沟移植都是安全可行的ꎬ
经静脉注射 ＭＳＣｓ 可通过外周免疫调节作用且在炎

症信号引导下经血流迁移到受损区域ꎬ减少了迁移

至受损区域的细胞数量[３５]ꎮ 而干细胞皮下移植将

其可能的免疫调节和营养作用直接集中在受损部

位上ꎬ而不会产生全身性副作用[３６]ꎮ 但何种移植方

式对于干细胞治疗疾病更有效尚需讨论ꎮ
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