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健康成人尿源性干细胞的分离、培养与鉴定
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人尿源性干细胞（R#W&% #$*%-<.-$*1-. 23-W /-''2，

R<0AB2）是从人体尿液中分离，并可在体外培养环

境中大量增殖的一种成体干细胞。;==_ 年，UR&%O

等`7a首次报道了尿液中存在 R<0AB2。该研究以及后

续相关研究表明，R<0AB2 的生物学性质类似于间

充质干细胞（,AB2），可能是人体 ,AB2 的新成员。

R<0AB2 可分泌多种细胞因子，包括生长因子、血管

生成因子，具有促进组织再生、调节免疫作用，并

具备向骨、软骨、脂肪等组织分化的潜能 `;a。目前

R<0AB2 的相关研究仍处在起步阶段，多数集中于

R<0AB2 的应用，而对 R<0AB2 分离培养过程及生物

学性质的研究数量不足，且在不同研究中，R<0AB2

的生物学特性存在较大的差异性。在本研究中，笔

者将尝试从健康成年人自然排出的尿液中提取和

培养尿源性干细胞，并对其表面标志物的表达情况

和定向分化能力进行分析鉴定，以增进对 R<0AB2

生物学性质的了解，获取更好质量来源的 R<0AB2，

为后续各种疾病治疗和组织工程等研究领域提供

可靠的种子细胞。
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7:7 "#$% C<bcA 缓冲液、C<,d,eZ<7; 培养

基、胰蛋白酶、C<LSTfA 平衡盐缓冲溶液、胎牛血清

购于美国PNcBG公司；L#W&% BC8?、BCD=、BC7=@、

BC?E 和 BCE@ 均购于美国 cC 公司；茜素红购于美

国 A*OW& 公司；红油 G 染液购于中国 A"'&$Y*" 公司。

7:; "&'( ZSBAB&%3" !流式细胞仪（美国

cC 公司）；BG
;

孵箱（美国 ^R-$W" 公司）；@= WM 离

心管（美国 B"$%*%O公司）；离心机（上海安亭科学仪器

厂）；倒置生物显微镜（日本 T*\"% dBMNbAd ^d?==）；

7



!"型超净台（苏州姑苏精华设备厂）。

#$% !"

#$%$# 尿液的收集 尿液采集自天津医科大学总

医院体检中心的 % 名健康志愿者。无菌尿瓶中预先

添加 #& '( 含 #&)*+"、#)双抗的 ,-.- 高糖培

养基，取 /&& '( 清洁中段尿液于其中，#/ 0 内低温

运输至实验室并完成处理。

#$%$/ 尿源性干细胞分离与培养 （#）分离和原代

培养：将获取的清洁中段尿液经 1!，# 2&& 34'56 离

心 #& '56，弃上清；再加入 #& '( ,78+" 缓冲液清

洗，1!，# 2&& 34'56 离心 2 '56，收集底部细胞沉淀。

将收集的细胞沉淀用 # '( ,7-.-4*7#/ 培养基重

悬，种入 #/ 孔细胞培养孔板中，置于 %9!，2):;

/

细胞培养箱中静置培养。每隔 % < 无污染则更换培

养液，有污染则弃去，同时在倒置显微镜下观察细

胞生长情况并进行拍照。上述所有操作步骤均在清

洁无菌环境中完成。（/）传代培养：选取细胞覆盖

=&)左右的板孔进行细胞传代。用 8+" 洗涤液清洗

# 次；将洗涤完的细胞用 &$&2)胰蛋白酶 %9!消化

/ '56，倒置显微镜下观察细胞形态；终止消化，反复

轻柔吹打细胞悬液，离心后重悬细胞，转移至铺有

&$#)明胶的 #/ 孔板（标记为 8#）中，放入培养箱中

培养 1"> 0 后进行换液，以后每 %"1 < 换 # 次液；待

细胞长到 9&)"=&)时，用胰蛋白酶消化，将细胞传

入 #& ?' 培养皿中（标记为 8/），每 %"1 < 换 # 次液，

依次重复上述步骤传代。

#$%$% 冻存 用 &$&2)胰蛋白酶消化处于细胞覆盖

率在 9&)"=&)板孔的细胞，制备成单细胞悬液。再

将细胞悬液进行离心，去上清液，留取细胞沉淀。向

细胞沉淀中加入无血清细胞冻存液，装入冻存管中，

标记细胞来源、细胞培养代数、细胞数量、冻存日期

等信息，最后将密封好的冻存管先放入7=&!冰箱

中，隔天放入液氮瓶中长期保存。

#$%$1 尿源性干细胞的染色体核型分析 取上述

培养的第 = 代细胞进行染色体稳定性分析。培养的

细胞用低渗溶液处理，用甲醇乙酸溶液固定。将铺

展在玻片上的中期染色体用胰蛋白酶消化，然后进

行 !5@'AB 染色，在每条染色体上产生 ! 带。对捕获

的图像进行标准细胞遗传学分析，并使用 :CDEF5A5E6

软件进行核型分析。

#$%$2 尿源性干细胞表面标志物的鉴定 取 8% 代

尿源性干细胞，胰蛋白酶消化离心后，细胞沉淀中

加入 8+" 液重悬细胞，调整细胞密度为 ###&

9

4'(。

以 #&& !( 分装于 .8 管中。加入 :,9%、:,G&、

:,#&2、:,%1、:,12 单克隆抗体液。1!冰上孵育

%& '56，8+" 液洗涤后，重悬细胞上机检测。以 HIEJKE

软件进行数据分析。

#$%$> 尿源性干细胞的成骨诱导分化 取 8/ 代细

胞，按 # &&& 个4?'

/ 的密度铺板于 > 孔板中；当细胞

覆盖到板孔的 9&)"=&)后，每孔加入成骨诱导培养

基，放入培养箱中培养；以后每隔 /"% < 更换 #次

培养基；当培养到 % 周后，将细胞从培养箱中取出，

去除板孔中的培养基，用 8+" 液洗涤 /"% 次后，加

入 1)多聚甲醛，室温固定 /& '56；去除 1)多聚甲

醛，再用 8+" 洗涤 /"% 次，每次隔 /& '56；最后一次

去除 8+"，加入去离子水冲洗，加入配制好的茜素

红染色剂，覆盖培养的细胞，室温孵育 %& '56；去离

子水冲洗后，在倒置显微镜下观察培养细胞染色情

况并进行染色。

#$%$9 尿源性干细胞的成脂诱导 取 8/ 代的细

胞，复苏后重复上述操作步骤，此过程将培养基换

为成脂诱导培养基培养，/ 周后，重复上述步骤用油

红 ; 染色，在显微镜下观察并进行拍照。

! !"

/$# #$%&'()*+,-.'(/0 尿样

取自 % 名健康成人，所有培养样本均未发现细菌或

真菌污染。大多数尿液细胞是终末分化的，更换培

养基后可将其去除，每 /&& '( 尿液分离出 #& 个贴

壁生长的尿源性干细胞集落。只有少数尿细胞可以

附着在培养板上，细胞培养 / < 后，见图 #L。在接种

后 1 <，可以观察到贴壁的细胞集落形成，细胞呈短

梭形，见图 #+。在接种后 = <，细胞集落开始增殖，

见图 #:。接种后第 #/"#2 天达到 G&)左右融合，

细胞形态逐渐拉长，呈成纤维细胞样形态，多数为

长梭形，胞体狭长，胞质有两个突起向外伸出；少部

分细胞有较多突起，呈多角星形，细胞在密集处的

排列具有一定方向性（图 #,）。8/ 代细胞在 %"1 <

达到 G&)以上的融合，保持长梭形形态M胞质较原代

更加饱满，均匀布满培养板，部分重叠，细胞排列不

规则，培养基内的杂质细胞较原代显著减少（图 #.）。

81 代细胞在 /"% <达到 G&)以上的融合，细胞保持长

梭形形态，细胞间紧密贴合，呈旋涡状排列（图 #*）。

/$/ #$%&'(123*45 对 8= 代 N":A

克隆进行染色体核型分析，以验证 N":A 传代后的染

色体稳定性。:5@'AB 显带分析 /& 个分裂中期细

胞，均具有 /个 O染色体以及 //对常染色体（图 /），

未见克隆性核型异常。

/$% 67'89: N":A ;<=>?@ABC 用

流式细胞仪检测所培养的 8/ 代和 81 代细胞的表

面标志物 :,9%、:,G&、:,#&2、:,12、:,%1 的表达
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情况。结果发现，$" 代细胞和 $% 代细胞中 &'(#、

&')*、&'!*+ 都有极高的表达率，而 &'%+、&'#% 的

表达率极低（图 #、%）。两代细胞中 + 种表面标志分

子的具体表达率如表 ! 所示。

",% !"#$%&'()*+,-

",%,! 成骨诱导结果 成骨诱导 "! - 后，细胞形态

由成纤维细胞样逐渐变为扁条形，细胞排列密集，出

现重叠，茜素红染色后可见红色的钙化结节，说明

培养的细胞有向成骨细胞分化的能力（图+.）。

",%," 成脂诱导结果 成脂诱导 !% - 后，细胞内

有脂滴出现，呈颗粒状或串珠状。油红 / 染色呈

红色，说明培养的细胞有向脂肪细胞分化的能力

（图 +0）。

注：.：原代细胞培养 " - 后的形态；0：原代细胞培养 % - 后的形态；&：原代细胞培养 1 - 后的形态；'：原代细胞培养 !" - 后的形态；2：

$" 代细胞培养传代前的形态；3：$% 代细胞传代前的形态

! ! "#$%&'()*+,-./012"##!3

$%& ! '()*+(,(&%-., (/01)2.3%(4 (5 6)%41781)%218 0319 -1,,0 5)(9 +1.,3+: .86,302"##!4

注：$1 代 45&6 克隆进行染色体核型分析结果

! " 5#6%&'()*789:;<=>01

$%& " ;106,30 (5 -+)(9(0(91 <.):(3:*1 .4.,:0%0 (5 6)%41781)%218

0319 -1,,0 %4 +1.,3+: .86,30

% +

7 ( 1 ) !* !! !"

!# !% !+

!7 !( !1

!) "* "! "" 8 9

注：$" 代尿源性干细胞表面标志物流式分析结果，.、0、&、'、2

分别代表 &'#%、&'%+、&'(#、&')*、&'!*+

! = 5#6% >"?&'(@*7ABCDEFG=>01

$%& = ;106,30 (5 06)5.-1 9.)<1)0 (5 >"76)%41 81)%218 0319 -1,,0 /:

5,(? .4.,:0%0 5)(9 +1.,3+: .86,30
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细胞 !"#$ !"%& !"'&( !")( !"$)

*+ %%,-- %%,%& %-,+% &,&+ &,&)

*) %%,%+ %%,%( %%,-$ &,&+ &,&+

! ! "#!$%&'(!)*+,"-

#$% ! &'()*++,-. -/ 0*11 +2)/$0* 3$)4*)+,"-

注：*) 代尿源性干细胞表面标志物流式分析结果，.、/、!、"、0

分别代表 !"$)、!")(、!"#$、!"%1、!"23(

. 5 /012 6534567"#!$%&'89:;<=

7,8 5 9*+21:+ -/ +2)/$0* 3$)4*)+ -/ 65;2),.* <*),=*< +:*3 0*11+ %>

/1-? $.$1>+,+ /)-3 @*$1:@> $<21:+

A >?

在再生医学领域，45!6 是近年的研究热点。

75!6 作为 45!6 可能的新成员，由于具有采集过程

无创、成本低廉、伦理争议少的优势，受到众多研究

者的关注。目前，8975!6在压力性尿失禁、缺血性卒

中、糖尿病、急性肾损伤、慢性肾脏病等多种疾病的

动物模型中展现出良好的治疗效果，还可作为泌尿

系统重建、骨组织工程的种子细胞:$9(;。其在泌尿系统

与骨组织工程中取得一系列进展，同时在应用于伤

口愈合、肾病治疗、自身免疫性疾病等方面显示出

巨大的潜力。人体每天排出的尿液中约有)!23

$ 个

活细胞，这些细胞绝大多数为终末分化细胞（主要

有尿路上皮细胞、肾小管上皮细胞等），少数为分化

中细胞，未分化的干细胞（即 75!6）占比约为 3,+<

:2，=;。

本实验采用贴壁培养法，利用终末分化细胞无附壁

性的特点，在更换培养基时去除终末分化细胞。分

化中细胞和 75!6 均可在培养板上贴壁生长，但分

化中细胞增殖能力弱于 75!6，在经过 +"$ 次传代

培养后，培养板中的 75!6可达到较为可观的纯度:2;。

因此，本研究采用 *+、*) 代细胞进行流式分析与分

化实验，此时细胞纯度较高且尚未老化。

常用的 45!6 往往需要有创操作才能从人体中

收集，例如脂肪源性干细胞需要脂肪抽吸术，骨髓

源性 45!6 需要骨髓穿刺等，并且有并发症的风险，

这限制了 45!6 的应用:#9-;。而 75!6 的采集过程无

创，可以从绝大多数健康或疾病人群中采集，尤其

适合于自体干细胞移植治疗。脂肪、脐带等来源的

45!6 需要酶消化法从组织块中分离出单个细胞，而

75!6 原代培养无需酶消化，避免了酶处理对细胞品

质的影响。不同的研究中，75!6分离培养步骤基本相

同，主要的区别在于培养基不同。75!6培养基的共同

特征在于：（2）低血清浓度，一般 +<>23<，而其他

45!6所需血清浓度一般为 23<>+3<。（+）混合了上

皮细胞培养基或添加了表皮生长因子，提示 75!6 可

能起源于上皮。75!6目前无特异性鉴定方法，主要通

过附壁性、细胞形态、自我更新能力、多向分化潜能、

表面标志物表达情况对75!6进行鉴定。

本实验中分离获取的细胞具有附壁生长的特

性，呈现均一的成纤维细胞样形态，多次传代培养

后，细胞形态无明显变化，染色体核型也在传代后

保持稳定，被成骨、成脂诱导培养基培养后可分化

为骨、脂肪细胞。笔者还通过流式细胞仪检测了 *+、

*)代细胞的分子标志物，其高表达75!6标志物!"#$、

!"%3、!"23(，均高于 %-<，不表达造血干细胞标志

物 !"$)、!")(，均低于 2<，并且 *+、*) 代的分子

标志物无明显变化，表明所收获细胞的分子标志物

表达水平较为一致，传代后分子标志物表达稳定。

以上各项生物学特性与以往对 75!6 的报道基本一

致，同时也与国际细胞疗法协会对 45!6 的定义相

注：.：茜素红染色；/：油红 ? 染色
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!"#$ !"%&

符，从而证实本实验采取的分离培养方法可有效地

从健康成人尿液中分离得到 #$%&

'()。

值得注意的是，关于 #$%& 的研究中，%*"+, 的

表达存在显著差异，在多数文献中，%*"+, 呈高表

达或中等程度表达，然而部分研究中出现了最低达

"-./的表达水平'0，"+1"")。而在笔者的研究中，%*"+,

表达呈强阳性，2! 代、23 代均大于 (./。这种差异

性产生的原因值得探讨，因为 %*"+, 是定义 4$%&

的标准之一，并且 %*"+, 的表达水平可能影响干

细胞在疾病中的治疗效果。已有研究表明，%*"+,

阳性的脐血 4$%& 对于心肌梗死有更好的心脏修

复作用，而 %*"+, 阴性的脂肪 4$%& 有更好的成

骨分化能力'"!5"6)。根据 %*"+, 在其他细胞中表达的

研究，%*"+, 表达受培养环境中转化生长因子5!、

肿瘤坏死因子5"、是否缺氧、培养基是否含血清等

因素影响'"35"0)。但是在关于 #$%& 的研究中，其培养

方法基本一致。因此这些环境因素难以解释 %*"+,

表达的异质性，这种异质性产生的原因似乎是

#$%& 自身因素引起的。有研究以小鼠脂肪 4$%&

作为研究对象，发现 %*"+, 阴性细胞在传代培养

后仍然保持 %*"+, 阴性，%*"+, 阳性细胞在传代

后也保持 %*"+, 阳性，但阳性率随细胞融合度增

加而有所降低，表明细胞存在 %*"+, 阴性或阳性

亚群 '"7)。由此，笔者认为 #$%& 可能也存在 %*"+,

阳性与 %*"+, 阴性的两个细胞亚群，这种观点可以

较好地解释 #$%&中 %*"+, 表达的差异性。据此观

点，本实验中获取的细胞属于 %*"+, 阳性亚群。目

前为止，尚无 #$%& 表达 %*"+, 的影响因素的研

究，#$%& 存在 %*"+,阴性8阳性亚群的观点仍需要

进一步的实验验证。

目前对于 #$%& 的研究逐渐深入，#$%& 应用的

疾病范围也逐渐拓宽。在组织工程应用上，#$%& 在

泌尿系统组织重建中的应用研究最为广泛。组织工

程尿道由尿路上皮细胞与平滑肌细胞组成，尿路上

皮细胞直接接触尿液，需具备屏障功能；平滑肌细

胞包裹尿路上皮细胞，为尿路上皮细胞提供支撑、保

护作用。#$%&可向尿路上皮分化，也可向平滑肌细胞

分化。研究人员将 #$%&分化为尿路上皮细胞和平滑

肌细胞，并将这两种细胞接种至组织工程支架上，

观察到细胞形成多层结构，并向细胞支架内渗透生

长，表明 #$%& 有望用于尿道重建。此外，压力性尿

失禁、神经源性膀胱动物实验显示，#$%& 促进组织

再生与功能恢复，是治疗这些疾病的潜在疗法。在

肾脏疾病领域，动物体内实验显示，#$%& 对缺血再

灌注损伤和顺铂诱导的急性肾损伤'".5"()、糖尿病肾

脏并发症'!+)、肾缺血及肾毒性诱导的慢性肾脏病动

物模型具有肾脏保护作用'!")。#$%& 已被广泛认为起

源于肾脏，保留有肾组织表观遗传记忆，因此可能

在肾谱系分化上具备优势。已有研究对 #$%& 的肾

谱系分化进行了探索，结果显示，#$%& 具有与羊水

来源干细胞类似的肾谱系分化能力，是一种高质量

的种子细胞，可用于肾脏重建 '!!)。总之，尽管目前

#$%& 研究仍处于起步阶段，但其已在肾脏疾病治疗

和肾脏组织工程领域中显示出巨大的应用潜力。

本实验成功建立了人 #$%& 分离培养体系，并

通过形态、分化能力、分子标志物对其进行了鉴定。

所获取的 #$%& 形态均一，分化能力强，表面分子标

志物表达较一致，满足对 #$%& 进行进一步研究的

需求。#$%& 在细胞治疗，特别是在肾脏疾病方面

有光明的应用前景，有望在肾脏组织工程、肾脏疾

病模型构建方面做出贡献。
!"#$%
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