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无血清培养基对深低温冻存复苏后的间充质干细胞
免疫功能的研究
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脐带间充质干细胞（PLJ?D LJ\QMQO?M O@H; ;FHQTF;

JF2FDOPNJ?M 2IFJ OFMMA -./[01/2）是一种存在于机

体血管周围组织和脐带华通氏胶组织中的干细胞f(g。

来源于人脐带的 01/2，其不仅在细胞数量还是扩增

能力方面均不弱于骨髓来源 01/2

f&g，并且比骨髓来

源的 01/2 更容易获得，不存在伦理方面的争议，因

此近年来成为了热门研究课题f8g。一般的体外 -./[

01/2 培养方法，都会在培养基里加入一定浓度的胎

牛血清f,g，主要是为了给间充质干细胞的生长增殖提

供养分如激素、生长因子、转运蛋白等f'g，但这种方法

存在多种缺点：如血清批次间的差异波动，成分不明

确，来源不稳定等各种原因，使用前需要进行大量的

验证工作，因此会促使生产和科研工作变得复杂fdg。

无血清培养基（2FHLJ KHFF JF;QLJ，1:0）作为合成培

天津医科大学学报
h@LHD?M @K RQ?DSQD 0F;QO?M .DQTFH2QIN

第 &'卷 8期
("(" 年 ' 月

*+,- &'. /+- 8

0?N ("("

&&'



!" #$% 组接种后第 & 天；'" #(% 组接种后第 & 天；$" #(% 组接种后
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养基的一种，其成分主要包括血清补充因子和基础

培养基基本成分,-.。因为其含有的成分都是已知的，

因此血清原因造成的污染和对细胞的毒性作用这

些均可避免,/.。这大大降低了细胞培养的失败率，提

高了实验结果的可靠性。一些报道曾指出，#(%培养

的 01$2%#$3 可在短时间内大量增殖,4.，细胞体积

较小，经诱导分化成脂成骨的能力不亚于含血清培

养基培养（35678 9:;<=>;>;? 85@>78A #$%）的 01$2

%#$

,BC.。本研究对深低温冻融后的 01$2%#$3 进行

鉴定,BB.，分析无血清培养对人脐带间充质干细胞体

外增殖情况及免疫调节的影响，评价 01$2%#$3 在

#(% 培养后的免疫水平,B&.。

! -./01
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B"B"B 主要仪器 生物安全柜（!3&2+3BA539:）、倒置

光学显微镜（D6>8: E56<A蔡司）、台式冷冻高速离心机

（B)F，贝克曼库尔特）、二氧化碳培养箱（99G2B-C2H，

539:）、电动移液枪（=9972I5<A普兰德）、流式细胞仪

（@5JG5KA贝克曼库尔特）、电热恒温水浴锅（#!LB&A英

国固尔特）。

B"B"& 主要试剂 M2NONP B) 培养基（QPRS!）、

%#$成骨分化培养液（TO'O$P）、UFVLQWU%#WQW$U

（TO'O$P）、%#$ 成脂分化 培 养 液 （TO'O$P）、Q 2

*%W%（'O）、谷氨酰胺 （'O）、*%W%X(B& 培养基

（'O）、$6Y:#7652*WM+C（Z![）。

B"B"\ 脐带取自满 +C 周剖宫产新生儿。

B"& &"()

B"&"B 人脐带间充质干细胞的分离和培养 使用

贴片培养法，将得到的新鲜脐带在切除脐动脉和脐

静脉后切割成约 B 88

\ 的碎片并均匀地铺在 -)U

培养瓶中。整个体系每 ) @ 全量换液 B 次，一直到细

胞到达 /C]融合度时进行传代处理。

B"&"& 01$2%#$3 的冻融 细胞传代至第三代时，

此时的融合度一般在 /C]的范围波动，丢弃培养

液，同时加入一定量的UFVLQW 消化细胞，选用生

理盐水进行洗涤处理，加一定量的冻存液促使其浓

度保持在 B!BC

^

X8Q，之后在冻存管中进行封装，移

至降温盒，最后转移到2/C "冰箱中保存 &+ _，完成

后继续将其转入2B4^ "气氮罐中进行为期 + 周时

间的保存。将细胞置于 \- "水浴条件下进行复苏，

溶化之后依次向里面加入有和没有血清的 -)U 培

养瓶进行培养。

B"&"\ 细胞总数、活率的计算 细胞消化后用生理

盐水将其悬至 BCC8Q，用移液枪吸取 &8Q细胞悬液，

稀释 BC倍后取 C"&8Q细胞悬液计数，计算过程如下：

细胞悬液浓度（̀+ 大格活细胞数X+）!&!BC+

细胞总数（̀+ 大格活细胞数之和X+）!&!BC+

!体积

细胞活率]`

+ 大格活细胞数之和
+ 大格活细胞数之和a+ 大格死细胞数之和

!BCC]

B"&"+ 01$2%#$3 免疫表型的检测 当目的细胞

培养至第三代后，经 UFVLQW 行消化处理，此时可

制得单细胞悬液。之后向里面加入一定量的 $*2BC)、

$*24C、$*2-\、$*2++、$*2&4 和 $*2\+；对其进行

混匀处理。完成后，在室温条件下于黑暗处进行 &C8>;

的孵育处理。经 L'# 清洗一次后继续向里面加入约

)CC !Q 的 L'# 并将其移至离心管中。使用 (!$#

$=G>H76 流式细胞术进行细胞免疫表型的检测。

B"&") 无血清培养基培养的 01$2%#$3 的分化能

力检测 使用 #(% 组的 01$2%#$3 和 #$% 组的

01$2%#$3，利用诱导脂肪形成和成骨分化的特殊

培养基将这两组 01$2%#$3 朝着脂肪细胞和成骨

细胞定向分化 \ 周。 用 #265@ # 染色溶液和油红 P

染色溶液染色后，通过显微镜鉴定细胞。

; 23

&"B #(% *+, 01$2%#$3 ,-./0 图 B 所

示，01$2%#$3 在接种后第 & 天，这时两组细胞绝

大部分都发生贴壁，只有少量出现悬浮。进一步观

察发现贴壁细胞拥有刺状的短芽伸出，到第 + 天的

时候，这时其 #$% 组细胞已经将瓶底铺满，这时细

胞融合度高达 4C]，到第 ) 天的时候，经观察发现

#(% 也将瓶底铺满，#$% 组细胞则呈旋涡状排列。

#(% 组细胞均匀平铺。

! '

$ *

活细胞：死细胞：

活细胞：死细胞：

活细胞：死细胞：

活细胞：死细胞：
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!"! !"#$%&'()* 两组细胞悬液体积定

量为 #$$ %&。

'() 组：

细胞悬液浓度*（+ 大格活细胞数,+）!!!-$+

*

./-!-$

.

细胞总数*（+ 大格活细胞数之和0+）!!!-$+

!体

积* ."-!-$

1

细胞活率2*+ 大格活细胞数之和03+ 大格活细

胞数之和4+ 大格死细胞数之和5 !-$$2* 61/!7

'8) 组：

细胞悬液浓度*（+ 大格活细胞数0+）!!!-$+

*

+/6.!-$

.

细胞总数*（+ 大格活细胞数之和0+）!!!-$+

!体

积* +/6.!-$

1

细胞活率2*+ 大格活细胞数之和0（+ 大格活细

胞数之和4+ 大格死细胞数之和）!-$$2* 6./!2

!/9 '() +, :;8<)'8= (-./0 采用流式

细胞术分别对 '() 和 '8) 培养的第 9 代 :;8<

)'8= 的免疫表型进行检测。如图 !、表 - 所示，在

'() 中目的细胞依旧呈现较高的 >?<8@-$.、>?<

8@6$、>?<8@A9、>?<8@++ 和 >?<8@<!6 表达。结

果还显示两者所培养的三代目的细胞表型检测结

果并不具备统计学意义。

!/+ '() +,1 :;8<)'8= 232456 研究

发现，当选用 '() 进行 :;8<)'8= 的培养并将其

向着骨细胞和脂肪细胞诱导时，该细胞所具备的分

化能力与在 '8) 上培养得到的目标细胞并无明显

差别。且研究还发现前者培养的目的细胞在进行脂

活细胞：!! 死细胞：!

活细胞：!+ 死细胞：-

活细胞：!1 死细胞：$

活细胞：!A 死细胞：-

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

)*+ ! ,--./0123/04513 06 "#7%&'7( 8.94.:3; */ (3:.-%6:33 -3;*.-

活细胞：!+ 死细胞：-

活细胞：!. 死细胞：!

活细胞：!1 死细胞：!

活细胞：!A 死细胞：-
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肪细胞诱导时会出现脂滴。但是其在成骨细胞诱导

时，两者的分化能力并无显著性差异（图 $）。

! !"

越来越多的报道指出在 %&' 条件下培养出的

()*+ '%*, 仍能保持该有的细胞状态、免疫表型及

分化潜能-.$/。但在对其临床应用等方面的表现还需

要更多的分析评估0 已有的研究结果表明诸多因素

都会对 ()*+'%*, 的疗效产生影响0如培养时间长

短、细胞制备流程、输注方式方法等-.1/。()*+'%*,

的冻存与复苏可以保证 ()*+'%*, 在临床应用的

安全性、时效性及存储的规模性0有效弥补了 ()*+

'%*, 不能在体外持续扩增培养的劣势0对深低温冷

冻复苏后的 ()*+'%*, 使用无血清培养基进行扩

增培养具有很重要的现实意义-.2/。本研究也证实了

经过冷冻复苏后的 ()*+'%*, 在无血清培养基条

件下培养时能大量的增殖0 细胞呈典型的间充质干

细胞形态0与含血清培养的 ()*+'%*, 相比0细胞形

态略有差异-."/。()*+'%*, 接种在无血清培养基中

前几天的长势趋于缓慢-.3/，但其进入到对数期以后，

细胞的增殖速度相较于含有 .45的胎牛血清而言，

()*+'%*, 基本持平，而且在该条件下进行扩增的

细胞活性率促使其能够在其他科学研究和临床治

疗中得到广泛运用-.6/。本研究选用不含血清的培养

基将 ()*+'%*, 培养至第三代，然后选用流式细胞

术检测其免疫表型，结果显示，当培养基中不含血

清时，目的细胞依旧会高度表达 78+*9.42、78+

*9:4、78+*93$、78+*911 和 78+*9!:，且对比含

有 .45小牛血清培养基发现就目的细胞表面标记

表达水平而言无统计学意义。另外，在研究中还对

不含血清培养基的目的细胞作成骨、成脂细胞诱导。

结果显示两者都具备相当的分化能力。且在向成骨

细胞分化的能力方面无明显差异，但是其在脂肪细

胞分化方面两者有着不同的表现。一般是 %&' 培养

的优于 %*' 培养的 ()*+'%*, 的脂肪滴形成，具

体成因还需要进一步的研究探讨。但细胞的这些特

点是满足 ;%*<对间充质干细胞的诊断标准的。

综上所述，冷冻后解冻的 ()*+'%*, 在 %&'

培养条件下可以维持 '%*, 的原始细胞形态和免疫

表型、分化能力，与用 .4!胎牛血清培养的()*+'%*

无统计学差异。
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性率均低于癌组织，研究还发现 c32. 的表达与前

列腺癌的转移相关，c32. 表达高的前列腺癌更易

发生转移。而通过小分子干扰技术下调 c32. 蛋白

的表达后，前列腺癌细胞凋亡增加。本研究结果显

示 c32. 蛋白在前列腺癌中有较高的表达，而在前

列腺增生组织中极微量表达，说明 c32. 在前列腺

癌组织中选择性表达，而几乎不表达于前列腺增生

组织。其表达与前列腺癌组织学分级有明显的相关

性，提示其在正常黏膜发展到前列腺腺癌的演变过

程中可能起着重要的作用。病理分化程度越低的前

列腺癌细胞 c32. 阳性表达越强，而在前列腺增生

中几无表达，说明 c32. 蛋白的表达与细胞的增殖

呈正相关，也验证了 c32. 过度表达的肿瘤预后不

良。这符合 %7:*d,D@_&8& 等!U$的观点。随着临床分期

的增加、淋巴结转移或远处转移，c32. 蛋白的表达

亦逐渐增加，c32. 蛋白表达差异在统计学上有显

著性意义，说明 c32. 的表达与前列腺癌的分化及

恶性程度有关。c32. 的高表达可能使前列腺癌细

胞避开凋亡、逃离生长监控而异常增殖。检测 c32.

在前列腺癌组织中的表达，对前列腺癌的恶性程度

和预后的判断具有一定参考价值。

本研究还显示 AX2" 和 c32. 蛋白在前列腺癌

组织中的表达呈正相关，这可能与前列腺癌组织中

AX2" 表达的升高减弱了机体对 c32. 蛋白的抑制

作用，使 c32. 蛋白出现高表达，从而促进了肿瘤细

胞的浸润和转移。通过实验可以得到 AX2" 和

c32. 可作为检测前列腺癌的重要生物学标志，也

可对肿瘤恶性程度进行评估。联合检测这两个指标

可以对 ./& 的发生、发展、预后判断及药物治疗提

供参考依据。
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赵 朋，等FAX2" 和 c32. 的表达与前列腺癌转移及预后的关系!
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