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脐带采集液中抗生素的合理选择
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间充质干细胞（=><?）是成体干细胞的一种，具

有自我更新、高度增殖和多向性分化潜能d"$!e。研究

表明 =><? 在神经系统疾病、血液系统疾病、糖尿病

等疾病的治疗中应用前景广阔d)$"%e。目前，骨髓被认

为是=><?的经典来源，人脐带间充质干细胞（IJU-K

JU\G2G.-2 .Q4X U3?3K3IMU-2 ?53U .322?，:;<=><?）

因具有数量丰富、繁殖力强、安全可靠、免疫原性

低、治疗疾病种类多、取材方便等优点被认为是替

代骨髓源 =><? 的理想选择d""$")e。然而在脐带采集过
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程中，脐带污染的风险较高，因此如何控制脐带污

染成为 !"#$%#& 应用中一个亟待解决的问题。本

研究对脐带间充质公共库 '() 份微生物培养阳性

标本进行鉴定和药敏分析，选择敏感性较高的抗生

素加入培养基中，观察其对 !"#$%#& 生长、增殖和

多向诱导分化的影响，为脐带采集液中抗生素的合

理添加提供科学依据。

! !"#$%

*+* !" 菌株来源为 ,-) 份脐带采集液微生物

培养阳性标本。天津市中心妇产科医院采集的

* ./0 份脐带，放入脐带采集液中保存，送至脐带间

充质公共库；!"#$%#& 由脐带间充质公共库提供。

*+0 #$ 123456789: ,; 全自动血培养仪（法国梅

里埃公司）；641 微生物鉴定及药敏分析仪（法国梅

里埃公司）；#<
0

培养箱（4=89>?）；超净工作台（北京

冠鹏净化设备有限公司）；<@A$B"% 倒置显微镜

CDE（日本 <@A$B"% 公司）；$F7:G&H2I4$ J# 型酶

标仪（4=89>?）；JKL0EE- 全自动免疫计数仪（西安

0)0 厂）。

*M' %&'() 123456789: 系统专用需氧厌氧瓶

（法国梅里埃公司）；血琼脂培养基、麦康凯琼脂培

养基、沙保罗琼脂培养基（天津金正公司）；6BN 系统

的细菌鉴定卡与药敏试验卡（法国梅里埃公司）；细

胞培养基（;$O$!J*0P*!*）（QN1#< 公司）；青霉素

（QN1#< 公司）；两性霉素 1（QN1#< 公司）；头孢西

丁、台盼蓝、地塞米松、吲哚美辛、油红 <、!R磷酸甘

油、0L磷酸L@L抗坏血酸和胰岛素（%GS>2 公司）。

*TU *+

*+U+* 微生物鉴定和药敏 脐带采集后放入脐带

采集液中保存，然后送至脐带间充质库。注射器抽

取 *0 >@ 脐带采集液，需氧瓶、厌氧瓶各 ) >@ 进行

微生物培养。凡系统报告为阳性瓶时，应从菜单扩

展功能项进入观察曲线状态，并及时转种血琼脂培

养基、麦康凯琼脂培养基、沙保罗琼脂培养基，置恒

温孵箱 '."培养 *-V0U =。按照标准化操作流程，

将细菌或真菌制成菌悬液，接种于相应的鉴定卡和

药敏卡，,."温箱培养 *-V0U =，其中 641 %46B! 药

敏卡需培养 U- =，读取结果。

*TUT0 !"#$%#& 形态、生长和增殖情况 根据细

菌及真菌的鉴定和药敏结果选择头孢西丁、青霉素、

两性霉素 1。随机选取 *E 份标本观察加入的抗生素

对细胞生长和增殖是否有影响。将已培养 0V, W 生

长旺盛的 !"#$%#&，用 ET0.X胰酶消化后，用含

*EX胎牛血清的 ;$O$YJ*0 培养液（; 培养液）将其

稀释成 *#*E

Z

Y>@，加入 0Z 孔培养板，每孔 * >@，置

于 ,["的 \X二氧化碳培养箱中 0Z = 后，吸出培养

液。分组处理如表 *。倒置相差显微镜下观察各组细

胞培养 Z W 后的形态。再更换培养液第 E、*、,、

\、D天台盼蓝染色作活体计数，*E 份标本取均值绘

制 !"#$%#& 的生长曲线。

*+Z+, !"#$%#& 体外向脂肪细胞诱导分化 按

*+Z+0 分 \ 组，取第 , 代 !"#$%#&，按每孔 *#*E

Z

Y>@

细胞浓度接种于 / 孔板中，按表 * 分组加入抗生

素。待细胞融合达 -E$时分别更换为加入成脂

诱导液（* ">?7Y@ 地塞米松]*EE ">?75@ 吲哚美辛]

*E >S5@ 胰岛素]ET\ >>?75@*R甲基R,R异丁基黄

嘌呤）的 ;培养液。每 , W或 Z W换液 *次，连续诱导

, 周，去除含诱导液的 ; 培养液，B1% 洗涤液洗涤

0次，用多聚甲醛固定，油红 < 染色。另设一空白对

照孔为 2 组，也按每孔 *#*E

Z

5>@ 细胞浓度接种于

)孔板中，只加 ; 培养液，不加诱导液，油红 < 染色。

加入异丙醇作用 *E >GI，洗脱细胞内的脂滴，转移

到 ^/ 孔板，酶标仪 Z^E I> 处读取 <; 值。

*+Z+Z !"#$%#& 向骨细胞诱导分化 按 *+Z+0 分

\ 组，取第 , 代 !"#$%#&，按每孔 *#*E

Z

Y>@ 细胞

浓度接种于/ 孔板中，用 ; 培养液培养，按表 * 分

组加入抗生素。待细胞融合达 -E$时分别更换为加

入成骨诱导液（E+* ">?7Y@ 地塞米松]*E >>?7Y@ !R

磷酸甘油 ]\E ">?7Y@ 0R磷酸R@R抗坏血酸）的 ; 培

养液。每 , W 或 Z W 换液一次，连续诱导 Z 周，其他

处理同步骤 *+Z+,，茜素红染色。另设一空白对照孔

为 2 组，也按每孔 *#*E

Z

Y>@ 细胞浓度接种于 / 孔板

中，只加 ; 培养液，不加诱导液，茜素红染色。

收集成骨诱导分化 Z 周后的细胞培养基，采用

放射免疫法检测各组培养基中骨钙素含量。

*+\ ,-./0 使用 Q92_=B2W _9G&> \ 进行统

计学分析并绘图。符合正态分布的计量资料用 !"#

表示，多组间比较采用单因素方差分析，!`E+E\ 为

差异有统计学意义。

" &'

0+* 123456(7 微生物培养阳性的 ,-/份

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

)*+ ! ,-./0( .1 *234+4.345( 42 #$%&'%(

注：HUCMSCs：人脐带间充质干细胞
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脐带采集液，共检出细菌及真菌 !"#株。其中革兰阴

性菌 $%" 株（!!&$'），主要为大肠埃希菌；革兰阳性

菌 ($) 株（!#&)'），主要为肠球菌，其次是葡萄球菌

和链球菌；真菌 "* 株（#&)'），主要为白假丝酵母

菌。转种后检出的主要污染菌分布见图 $。其中，!例

转种未生长判定为假阳性。*+ 例转种发现有两种微

生物污染，其中剖腹产 $)份，顺产 !+份。未发现 (种

以上微生物污染的情况。脐带采集液主要检出菌对

" 种抗生素的敏感率见表 (。

(&( ,-./0.1 !" 各组细胞培养 ! 2 后的形态

显示：试验组 3 组、2 组、4 组和 5 组细胞形态良好，

为梭形和多角形，涡旋状排列生长，并可见圆形分

裂细胞，表明细胞生长旺盛，细胞折光性强，与对

照 6 组相似（图 (）。各组进行细胞计数，绘制细胞

的生长曲线（图 "），各组加抗生素分别与不加抗生

素对照组比较，差异均无统计学意义（!7)&*8）。结

果表明头孢西丁、青霉素、两性霉素 9 和头孢西丁:

青霉素:两性霉素 9 对 ,-./0.1 生长和增殖无显

著影响。

大肠埃希菌 %)&"

肠球菌 ;

葡萄球菌 ;

链球菌 ;

真菌 ;

头孢西丁
主要检出菌

抗生素敏感率（'）

;

%"&$

$%&8

%(&%

;

青霉素 两性霉素 9

;

;

;

;

$))

! ! "#$%&'()*+,-./0123

"#$ ! %&'(#') *+, &'-('+.*$' /0 &-',/1#+*+.23 (/+.*1#+*.', 1#!

(-//-$*+#)1) #+ 415#2#(*2 (/-, &-')'-6*.#/+ 024#,

4 7 "#$%&()56,789:-;<=

8*5 7 %'+)#.#6#.3 -*.' /0 1*#+ 5*(.'-#* ,'.'(.', #+ 415#2#(*2 (/-,

(/22'(.#/+ 024#, ./ *+.#5#/.#()

! 7 >?@"#ABCDEFGH 9 ,I-JKL9:"M

"#$ 7 ;/-&</2/$3 /0 =>?;%?) #+ '*(< $-/4& *0.'- 9 ,*3) /0 (42.4-'L9:"N

*)

!)

")

()

$)

)

"7$8$

"7+$

"7$)(

"7(#

"7($

污
染

菌
（
'
）

大肠埃希氏菌 肠球菌 葡萄球菌 链球菌 白假丝酵母菌

<

;杆菌 <

:球菌 真菌

(&" ,-./0.1 #$%&'() 显微镜下可见细

胞胞浆中充满明亮橙红色油滴。试验组 6 组、3 组、

2组、4 组和 5 组与对照组 = 组无明显差别（图 !）。

酶标仪定量检测细胞内脂滴，加抗生素各组分别

与不加抗生素对照组比较，差异均无统计学意义

（!7)&#%）。

(&! ,-./0.1 #*() 显微镜下可见红色骨结

节。试验组 6 组、3 组、2 组、4 组和 5 组与对照组 = 组

无明显差别（图 *）。检测各组培养基中骨钙素含量，

各组加抗生素分别与不加抗生素对照组比较，差

异均无统计学意义（!7)&8$）。

6 3 2 54

! @ >?@"#ABCDEFOPQR-ST

"#$ @ ?/1&*-#)/+ /0 .<' &-/2#0'-*.#/+ /0 =>?;%?) #+ '*(< $-/4&

#)

+)

!)

()

)

2=>"

2=>)

2=>$ 2=>* 2=>8

对照组
头孢西丁
青霉素
两性霉素 9

头孢西丁:青霉
素:两性霉素9

细
胞

数
（
!
$
)

!

）

注：,-./0.1：人脐带间充质干细胞
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注：A:油红 O染色，显微镜下观察人脐带间充质干细胞在一定诱导条件下向脂肪细胞分化（200×）；B：定量检测细胞内脂滴的统计分析结

果，加抗生素各组与不加抗生素对照组比较，均 !>0.05；HUCMSCs：人脐带间充质干细胞

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

"#$ ! %&' ()#*+$',#- )#..'/',0#(0#+, (1#2#03 +. 4567869 #, '(-& $/+:*

; 34

本研究通过对 !"# 份脐带采集标本的研究发

现，共检出细菌及真菌 $%" 株。其中革兰阴性菌 &'!

株（$$(&)），主要为大肠埃希菌；革兰阳性菌 *&+ 株

（$"(+)），主要为肠球菌，其次是葡萄球菌和链球

菌；真菌 %, 株（"(+)），主要为白假丝酵母菌。

细胞培养时常出现污染现象，常在培养基中加

青霉素和链霉素预防污染-&./。本研究发现，大肠埃希

菌对头孢西丁的敏感率为 '+(%)，肠球菌、葡萄球

菌、链球菌对青霉素的敏感率分别为 '%(&)、&'(0)、

'*(')，真菌对两性霉素 1 的敏感率为 &++)。因此，

保存脐带的采集液中加入头孢西丁、青霉素和两性

霉素 1，可有效减少脐带污染。

2345647 的生长曲线和细胞形态均反映头孢

西丁、青霉素、两性霉素 1 和三者混合使用（终浓度

均为 &8 9:;<）对 2345647 生长和增殖无影响，也

不影响 2345647 经诱导向脂肪细胞分化和向骨细

胞的分化。头孢西丁的药理机制是通过与一个或多

个青霉素结合蛋白（=1=7）结合，抑制细菌分裂活跃

的细胞的细胞壁生物合成，从而起抗菌作用。青霉

素所含的青霉烷能使细菌细胞壁的合成发生障碍，

导致细菌溶解死亡。两性霉素 1 为多烯类抗真菌

抗生素，通过影响细胞膜通透性发挥抑制真菌生长

的作用。人体细胞没有细胞壁，仅有细胞膜，头孢西

丁、青霉素均作用于细胞壁，故不损害人体细胞。本研

究结果提示 &8 9:;< 头孢西丁和青霉素对2345647

形态、生长、增殖和诱导分化无影响；&8 9:;<两性霉

素 1 既能抑制真菌生长，又对2345647形态、生长、

增殖和诱导分化无影响。与黄文敬等-&,/研究认为两性霉

素 1在剂量高于 %+ 9:;<时才有细胞毒性结果一致。
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综上，本研究证实，保存脐带的采集液中加入头

孢西丁、青霉素和两性霉素 !（终浓度均为 "# $%&'），

可有效减少脐带采集细菌和真菌污染，很大程度上避

免脐带 ()*+,*- 因被污染而废弃。本研究可为脐

带采集液中抗生素的合理添加提供实验依据，为

()*+,*- 的应用提供保障。
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文题原则上不能使用缩略语，文中应尽量减少缩略语。公认的缩略语在文中可以直接使用。未公布的名词术语，请按照如下

规则进行缩写：原词过长且在文中出现 Z 次以上者，可在第一次出现时写出全称，并在括号内写出缩略语。不超过 c 个汉字的名

称不宜使用缩略语，以免影响文章的可读性。

缩略语

QRQ

*3

6'2,Q

(6

(2j

(UQFA

(1

2*)

中文名称

美国糖尿病协会

电子计算机体层扫描

酶联免疫吸附试验

苏木素]伊红

人类免疫缺陷病毒

糖化血红蛋白

风险比

重症监护治疗病房

缩略语

+12

+;R5Q

a1

S*1

S63

1:=F];@$: S*1

13]S*1

7(a

中文名称

磁共振成像

线粒体 R5Q

优势比

聚合酶链反应

正电子发射断层摄影术

实时定量聚合酶链反应

反转录聚合酶链反应
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