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#摘要$
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目的
!

研究人脐带间充质干细胞"

UGD+

$详细的生物学特性!包括其细胞形态%免疫表型%纯度及增殖能力!从而建

立稳定的
UGD+

体外分离培养体系&方法
!

将剔除动静脉及内膜的新鲜人脐带组织剪切成
$EE

' 小块!用含
$%W

胎牛血清的

2U=U

'

:$1

培养!得到贴壁细胞&观察贴壁细胞形态!利用
DDd./

试剂盒测定生长曲线!流式细胞术研究特殊细胞表面抗原
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表达!并检测细胞周期&结果
!

体外培养
-

%

$%!

后!可

见细胞从组织块中游出#细胞主要呈纺锤体样%成纤维细胞样形态#生长曲线显示其增殖能力强#特殊表面抗原
D21(

%

D2-'

%

D2(%

%

D2$%;

表达强阳性!造血性抗原标志
D2'$

%

D2$0

%

D2'0

%

D20;

%

D2$$A

%

c7F.2<

表达均呈阴性!流式细胞仪周期检测结果

显示
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期细胞超过
/%W

&结论
!

利用组织块法可有效获得人脐带
UGD+

!具有高纯度%低成本优点!并在体外较易培养%

扩增&

#关键词$

!

流式细胞术#人脐带间充质干细胞#培养#分离#组织工程
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间充质干细胞$

E3+3,4>

Q

ELB+53E43BB+

#

UGD+

&是存在于

多种组织中的一种非造血多能干祖细胞#可诱导分化成不同的

细胞系*人体内包括骨髓)脂肪组织)皮肤)肝脏)胎盘及脐带

在内的组织均可产生
UGD+

'

$

(

*然而#来源不同的
UGD+

在分

化成多种细胞系时具有不同的潜能*在活体条件下#

UGD+

最

重要的特性是具有较强的自我更新能力和分化潜能#如成骨细

胞)脂肪细胞)软骨细胞或骨骼肌细胞'

1

(

*最近研究表明#体外

培养的
UGD+

具有修复受损组织和免疫调节的潜能#已应用于

临床'

'

(

*但人体骨髓单核细胞功能中
UGD+

所占比例极小#其

增殖分化潜能和扩增数量随着供体年龄的增加而下降#且骨髓

穿刺是一种侵入性过程#也使其来源受限*因此#当前认为人

脐带
UGD+

是一种理想的取代骨髓
UGD+

的资源'

0.;

(

*本研究

从人脐带分离扩增培养
UGD+

#鉴定其详细的生物学特征#为

组织工程种子细胞提供有效的体外扩增培养体系和方法*
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!

材料与方法

E&E

!

仪器与试剂
!

脐带取自兰州军区兰州总医院产科同一足

月剖宫产健康产妇#符合伦理学要求且均知情同意#收集标本

后
0>

内处理*

2U=U

"

:$1

培养液)胎牛血清$

J35LBA"O#,3+3.

@KE

#

:YG

&及
%&1;W

胰蛋白酶
.=28F

$

$]

&均购自美国
Z#A4"

公司#培养皿)培养瓶及冻存管均购自美国
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M

公司#

DDd./

购自日本
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研究所#流式细胞仪$
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标

记的抗人单克隆抗体均购自美国
Y345",2#4S#,+",

公司#二甲

基亚砜$

2UGR

&购自韩国
Y6RGcF<C

公司#

DR

1

培养箱购自

美国
8>3@E"

公司#倒置相差显微镜购自日本
RB

Q

E

I

K+

公司#

酶联免疫分析仪购自奥地利
834L,

集团公司#细胞周期检测试

剂盒购自上海碧云天生物技术研究所*
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细胞分离与培养
!

足月生产后获取新鲜人脐带#

0>

内

用
2U=U

"

:$1

$含
$%W :YG

&培养基
0X

运至实验室#在超净

工作台内浸入
-;W

乙醇
'%+

#

CYG

反复冲洗直至无血液及血

块后#置于
2U=U

"

:$1

培养基大皿中#剔除动静脉血管及内

膜#培养基清洗数次#剪为
$EE

' 大小组织块#以适当密度接

种于直径
$;4E

的大皿中#加入
;&%E7

含体积分数
$%W :YG

的
2U=U

"

:$1

培养基#置于
'-X

#

;W DR

1

饱和湿度的培养

箱内培养*次日加入
$%&%E7

相同培养基#继续培养
'

%

;!

后待组织块贴壁后半量换液#此后每
;

%

-

天更换
$

次培养基#

$%

%

$0!

后剔除组织块*待全血细胞贴壁融合至
/%W

时#用

%&1;W

胰蛋白酶
.=28F

消化收集细胞#按
$V'

的比例传代

培养*

E&G

!

脐带
UGD+

生长曲线测定
!

取第
'

代细胞#按
1]$%

0

"

E7

密度接种于
()

孔培养板内#每板按
0];

的规格连续接种

1%

孔#每孔
1%%

#

7

#共计
-

板*接种第
1

天起#每天固定时间

取
$

板加入
$%

#

7DDd./

液#混匀*

'-X

继续孵育
'>

后#酶

标仪测定每孔吸光度$

?

&值#连测
-!

#根据
?

0;%

,E

值绘制细

胞生长曲线#每板
'

次重复*

E&H

!

脐带
UGD+

表面抗原检测
!

取第
'

代细胞#弃去培养液#

CYG

洗涤
$

遍#

%&1;W

胰蛋白酶
.=28F

消化收获细胞#每管加

入
$%%

#

7

密度为
$]$%

)

"

E7

的单细胞悬液#然后分别加入
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抗体各

$%

#

7

#室温避光孵育
'%E#,

#

CYG

洗涤重悬#流式细胞仪上机

检测#

D3BB.fK3+5

$

UL4

&软件分析#每个样本至少收获
1%%%%

个

细胞*

E&I

!

脐带
UGD+

细胞周期检测
!

取第
'

代细胞#弃去培养液#

CYG

洗涤
$

遍#

%&1;W

胰蛋白酶
.=28F

消化收获细胞#再用

CYG

液洗涤
$

遍#加入
$&%E7\1%X

的
-%W

乙醇#混匀#

0X

固定
10>

#离心去上清#加入
$&%E7

冷浴
CYG

#混匀#再次离

心去上清后#每管加入
%&;E7

配好的
C6

染液#混匀#

'-X

避

光温浴
'%E#,

#流式细胞仪检测#

U"!:#578 '̂&1

$

UL4

&软件

分析#每个样至少收获
1%%%%

个细胞*
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结
!!

果

F&E

!

脐带
UGD+

的形态学观察
!

组织块培养
-

%

$%!

后#可

见组织块周围有细胞游出#且在组织块周围形成
;%W

%

-;W

的融合#其细胞形态呈多角形或短梭形#不规则$图
$

&*继续

培养
/

%

$%!

后去除组织块#并换液培养
'

%

;!

后#贴壁细胞

迅速增生#达
/%W

%

(%W

融合#形态类似于短成纤维细胞#胞

质丰富#核偏大#呈平行排列)旋涡状)网状)辐射状生长#细胞

界限不清楚$图
1

&#消化传代*传代细胞在
0

%

$1>

内完全贴

壁#继续培养
'

%

;!

后#重新变为长梭形成纤维样细胞#细胞

大小均一#低倍镜下观察见细胞呈旋涡状或单极向放射状生长

$图
'

&*细胞传代后生长迅速#增生快#

;

%

-!

达到
/%W

%

(%W

融合*

!!

F

!

0

倍镜下所见%

Y

!

$%

倍镜下所见*

图
$

!!

组织块培养
-!

时形态

!!

F

!

0

倍镜下所见%

Y

!

$%

倍镜下所见*

图
1

!!

去除组织块培养
'!

后所见形态

图
'

!!

第
$

代所见细胞形态&

0

倍镜下所见'

图
0

!!

脐带
UGD+

生长曲线

F&F

!

脐带
UGD+

生长曲线的分析
!

由图
0

可见#

$

%

'!

曲线

陡升#为细胞生长对数期#

'

%

;!

曲线平缓#略有上升#第
)

天

开始有所下降#说明细胞生长已进入平台期#整个过程符合干

细胞生长规律*经计算其倍增时间约为
;%>

*

F&G

!

脐带
UGD+

的细胞周期分析
!

通过检测脐带
UGD+

细胞

的
29F

含量#发现
Z

$

期细胞超过
/%W

#

Z

1

"

Z

$

h$&/)

#说明

此贴壁细胞增殖活跃#与干细胞生长特性相一致#见图
;

*

图
;

!!

细胞周期分析结果

F&H

!

脐带
UGD+

细胞表面抗原特性
!

流式细胞仪检测抗原结

果显示#脐带
UGD+

特殊表面抗原
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表达强阳性#造血性抗原标志
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D2$$A
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表达则呈阴性#见图
)

*

图
)

!!

细胞表面抗原分析结果

G

!

讨
!!

论

$()%

年#有研究者首次在骨髓间叶组织中发现一种非造

血干细胞并将其命名为
UGD+

#他们发现这是一种具有可塑黏

附)成纤维样细胞#并可分化为软骨细胞)脂肪细胞和骨细胞*

大量研究表明#

UGD+

治疗对各种组织的修复具有重要意

义'

)

(

*应用
UGD+

可减少移植后恶性疾病发展的风险#还能避

免胚胎干细胞相关的伦理问题'

-

(

*在活体条件下#

UGD+

最重

要的特性是具有明显的自我更新能力和分化潜能#如脂肪细

胞)成骨细胞)软骨细胞)神经元或骨骼肌细胞'

1

(

#此分化过程

是促进再生的一个基本步骤*

近年来#脐带代替骨髓作为
UGD+

的一种选择性资源#其

特性优于骨髓及其他成人组织'

/

(

*组织块法和酶消化法是从

人脐带中分离
UGD+

的两种主要技术'

(

(

*尽管在收集脐带后#

组织块法花费更多时间才能获得细胞#但这种方法可获得更

纯)少血源性细胞#且增殖率较高'

$%

(

*相对于酶消化法#组织

块法实验强度较小#且更能节省成本#因此#此法更适合临床目

的*酶消化法可能引起一些问题#包括在应用于临床但未证实

的不同样本中#由于细胞溶解酶活性及其对胶原酶敏感性的差

异#从而减弱了细胞的生存能力'

$$

(

*

e"",

等'

$1

(分别用组织块

法和酶消化法从沃顿胶质中分离
UGD+

#并描述了组织块法产

生的细胞生存能力更强#且
UGD+

数量也更多*他们的研究显

示组织块法提取
UGD+

的数量是酶消化法提取
UGD+

数量的

1&/

倍*他们也检测了培养基中由沃顿胶质碎片分泌的基础成

纤维生长因子$

A:Z:

&#并发现这种生长因子在组织块法培养

的主要阶段从其组织碎片中释放而出*

6J5#E#L.UL,!3@

等'

$'

(

研究亦表明酶消化法从储存时间较长的脐带中分离出的

UGD+

#其产量较组织块法低*这可能是由于脐带长期储存未

处理#使细胞更容易分离为单个细胞#从而在消化期间更易受

损*此外#脐带储存期间细胞外基质降解#从而在组织块培养

过程中#间充质贴壁细胞能更好地游出组织*

本研究应用组织块法分离)培养与鉴定
UGD+

*根据细胞

治疗国际社会$

6GD8

&准则#

UGD+

在标准培养条件下以可塑黏

附为基础#须表达
D2$%;

)

D2(%

)

D2-'

抗原#而且
D20;

)

D2'0

呈阴性表达'

$0

(

*本实验通过流式细胞仪检测#脐带
UGD+

特

殊表面抗原
D21(

)

D2-'

)

D2(%

)

D2$%;

表达强阳性#而造血细

胞表面抗原
D2'$

)

D2$0

)

D2'0

)

D20;

)

D2$$A

)

c7F.2<

表达

均为阴性#均与
6GD8

准则相符合*细胞周期显示
/%W

以上的

细胞处于
Z

$

期#符合干细胞自我更新特征的静止期*这些结

果均显示组织块法可分离出具有干细胞特征的
UGD+

*组织

块法的另一个益处似乎是培养基中含有自组织碎片分泌的细

胞因子和生长因子#这些因子可刺激细胞生长'

$;

(

*因此#培养

基中不需再添加额外的任何生长因子*由此在研究和临床环

境中组织块法提取
UGD+

可使用单纯培养基#从而节省更多

成本'

$)

(

*

用简单可再生的组织块法从整条脐带中分离出大量成纤

维细胞样的
UGD+

#具有高增殖性#能较好地忍受低温保存#复

苏后可长期增殖#更重要的是#他们能合成大量营养因子#如神

经营养因子)促血管再生因子和造血因子'

$-

(

*总之#从脐带分

离的细胞能满足干细胞库所有需求#包括再生医学领域中细胞

材料可利用的永久性*虽然组织块法限制脐带游出的细胞数

量#但其获得的细胞具有更强的新陈代谢活性*实际上#通过

应用组织块技术分离和培养原始细胞#细胞从体内转到体外#

这个过程同时伴有相关组织碎片#且不能从其先前体内条件下

立即分离出来*因此#这一过渡阶段使细胞能更好地忍受分离

压力%反之#在酶消化分离技术中#当细胞转入体外后将忍受来

自身体和酶干扰分离的双重压力*在这方面#

R553

等'

$/

(证实

了
UGD+

在原始组织片段存在下的长期体外培养期间保持干

细胞特性#这意味着相应组织片段提供一个
UGD+

可保持其干

细胞样状态的微环境*

总之#本研究利用组织块法从人脐带中成功分离出

UGD+

#且检测了其详细的生物学特性#包括其细胞形态)免疫

表型)纯度及增殖能力#结果显示脐带中富含高增殖性的

UGD+

#且操作简单)成本低#从而建立了稳定的
UGD+

体外分

离培养体系*因此#此研究为干细胞种子工程研究和人脐带

UGD+

大规模的临床应用奠定了基础*
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