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［摘　要］目的：建立一种高效分离培养人羊膜间充质干细胞的方法。方法：分别用酶消化法、传统组织块贴
壁法和改进的组织块贴壁法分离出ｈＡＭＳＣｓ，观察３种方法所获得 ｈＡＭＳＣｓ细胞形态、获得时间，流式细胞学检
测其免疫表型；并用不同的诱导体系将 ｈＡＭＳＣｓ向成骨细胞、成神经细胞进行诱导分化，鉴定其分化潜能。结
果：改进的组织块贴壁法获得ｈＡＭＳＣｓ细胞的纯度更高，传代次数更多，相同的培养时间里，获得的细胞数量是
酶消化法的３～４倍，是传统组织块贴壁法的１～２倍；ｈＡＭＳＣｓ细胞高表达 ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＣＤ４４和 ＣＤ１０５，不表达
ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１９、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＨＬＡＤＲ；茜素红染色和神经元特异性烯醇化酶检测证实 ｈＡＭＳＣｓ细胞可诱导分化为
成骨细胞和神经细胞。结论：改进的ｈＡＭＳＣｓ分离培养方法可获得较大数量细胞，且保留了向神经细胞或成骨
细胞可分化潜能。
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　　间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）
是一类具有高度增殖和多向分化潜能的成体干细

胞，来源广泛，可从多个器官或组织中分离获得，因

具有低免疫原性等特点，而成为细胞疗法的主要种

子细胞，有着广阔的应用前景［１］。目前已从骨髓、

脂肪、肌肉、肺、肝、胰腺、羊水、胎盘［２－３］、脐血等组
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织或器官中分离获得 ＭＳＣｓ，胎盘的羊膜组织取材
方便、易于分离获得ＭＳＣｓ，不受伦理学限制，ＭＳＣｓ
含量丰富等优势受到研究者的青睐。目前，人羊膜

间充质干细胞（ｈｕｍａｎａｍｎｉｏｎｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ｈＡＭＳＣｓ）的原代培养常采用酶消化法和传统
的组织块贴壁法，但常常会因为操作时间长或是组

织块不能贴壁而影响ｈＡＭＳＣｓ的得率。因此，分离
方法进行了改进，以求建立一种高效的本实验对

ｈＡＭＳＣｓ的分离培养方法。

１　材料与方法
１．１　标本

羊膜组织取自健康足月新生儿剖宫产手术后，

经家属和产妇知情同意并签署《胎盘处理协议书》

后捐献所得。

１．２　主要材料与仪器
ＬＤＭＥＭ（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）、胎牛血清 ＦＢＳ

（美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）、０２５％胰蛋白酶（美国 Ｈｙ
ｃｌｏｎｅ公司）、１ｇ／ＬⅡ型胶原酶（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公
司）及双抗（青 －链酶素混合液，美国 Ｇｉｂｃｏ公
司）、ＨｕｍａｎＭＳＣＡｎａｌｙｓｉｓＫｉｔ（ＢＤ５６２２４５）透气式
细胞培养瓶（ＮＥＳＴ）、细胞计数板、超净工作台（苏
州净化）、ＣＯ２细胞培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ）、流式细
胞仪（美国 ＢａｃｋｍａｎＭｏＦｌｏＸＤＰ）、倒置显微镜（Ｎｉ
ｋｏｎＴＥ２０００）、低温冷冻离心机（德国 ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
５８１０）及正置显微镜（美国Ｌｅｉｃａ）。
１３　ｈＡＭＳＣｓ分离和培养　无菌条件下剥离靠近
脐带处的羊膜组织，ＮＳ清洗并转移至青霉素小瓶
中，眼科剪剪成直径约２０ｍｍ的组织块。（１）酶
消化法：在组织中加入１ｇ／ＬⅡ型胶原酶，３７℃，
１２ｈ，然后再加入０２５％胰蛋白酶，３７℃，１５ｍｉｎ，
吸出上清并加入培养液（ＬＤＭＥＭ＋１０％ＦＢＳ＋１％
双抗）混匀，１０００ｒ／ｍｉｎ，３ｍｉｎ，沉淀用培养液重
悬，转入Ｔ７５细胞培养瓶，３７℃ ５％ ＣＯ２培养箱中
培养，隔日换液。（２）传统组织块贴壁法：将组织
块放入 Ｔ７５培养瓶中，每瓶放置１０～１２个，间隔
０５ｃｍ，然后加入培养液培养，隔日换液。待见有
细胞从组织块周围爬出时，隔日换液。（３）改进组
织块贴壁法：将组织块放入 Ｔ７５培养瓶中，拧松瓶
盖，垂直地放在超净工作台上，干燥１～２ｈ后，加
入培养液培养，隔日换液。

１４　观察指标
１４１　细胞生长情况　从第３日起每日进行观
察，包括细胞出现的时间、细胞形态、细胞达到

９０％融合所需的时间，计数 Ｐ１代 ｈＡＭＳＣｓ培养第
１５天时的细胞数量。
１４２　免疫表型鉴定　按照流式检测试剂盒使用
说明操作，检测 Ｐ３代 ｈＡＭＳＣｓ细胞膜表面分子：
ＣＤ７３ＡＰＣ、ＣＤ９０ＦＩＴＣ、ＣＤ４４ＰＥ、ＣＤ１０５Ｃｙ５５和
ＣＤ１１ｂＰＥ、ＣＤ１９ＰＥ、ＣＤ３４ＰＥ、ＣＤ４５ＰＥ、ＨＬＡＤＲ
ＰＥ。
１４３　分化潜能及鉴定　取 Ｐ３代 ｈＡＭＳＣｓ细胞
按２０×１０３／ｃｍ２接种于六孔板中，并用神经细胞
诱导剂（ＨＤＭＥＭ、２％ ＤＭＳＯ、２００μｍｏＬ／Ｌ丁羟基
茴香醚）和成骨诱导剂（ＨＤＭＥＭ培养基、１０ｍｍｏＬ／
Ｌβ甘油磷酸钠、５０ｍｇ／Ｌ维生素Ｃ、１０－８ｍｏＬ／Ｌ地
塞米松）将ｈＡＭＳＣｓ分别向神经细胞和成骨细胞进
行诱导培养，并用免疫组化法检测神经元特异性烯

醇化酶（ｎｅｕｒｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｅｎｏｌａｓｅ，ＮＳＥ）和成骨结节。
以未行诱导的ｈＡＭＳＣｓ作为对照。
１５　统计学方法

采用ＳＰＳＳ１２０软件进行统计学分析，数据以
（ｘ±ｓ）表示，组间比较用方差分析，Ｐ＜００５为差
异有统计学意义。

２　结果
２１　细胞生长情况
２１１　酶消化法　接种后６ｈ左右有少量 ｈＡＭ
ＳＣｓ细胞贴壁，第３天可见细胞呈长梭形或多角形
生长（图１－Ａ），细胞融合达９０％需要约１８ｄ，传
代后细胞生长速度变缓，Ｐ１代培养第１５天每 Ｔ２５
培养瓶细胞计数为（３８±０２８）×１０３个（表１，图
１－Ｂ）。
２１２　传统组织块贴壁法　接种第１５天可见有
组织块周围有少量ｈＡＭＳＣｓ细胞爬出，形态以梭形
为主（图１－Ｃ），细胞融合达到９０％需要约２５ｄ，
Ｐ１代培养第１５天每Ｔ２５培养瓶细胞计数为（１０３
±０５０）×１０３个（表１，图１－Ｄ）。
２１３　改进组织块贴壁法　接种第 １０天可见
ｈＡＭＳＣｓ细胞爬出，形态特征同上（图１－Ｅ），细胞
融合达到９０％需１８ｄ，传代细胞增殖迅速，Ｐ１代培
养第 １５天每 Ｔ２５培养瓶细胞计数为（２１５±
０５２）×１０３个（表１，图１－Ｆ）。
２２　免疫表型鉴定

流式细胞学检测结果显示（图 ２），ＣＤ７３和
ＣＤ９０表达量为 ９７％、ＣＤ４４和 ＣＤ１０５表达量为
９５４％；ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１９、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＨＬＡＤＲ分子
表达量为００２％ 。
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注：Ａ为酶消化法原代培养第３天；Ｂ为酶消化法Ｐ１代培养第１５天；Ｃ为传统组织块贴壁法原代培养第１５天；Ｄ为传统

组织块贴壁法Ｐ１代培养第１５天；Ｅ为改进组织块贴壁法原代培养第１０天；Ｆ为改进组织块贴壁法Ｐ１代培养第１５天

图１　ｈＡＭＳＣｓ的生长情况（×１００）
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｇｒｏｗｔｈｓｉｔｕａｔｉｏｎｏｆｈＡＭＳＣｓ

图２　第３代ｈＡＭＳＣｓ细胞表面分子（流式细胞）
Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ３ｒｄｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｈＡＭＳＣｓ

２３　分化潜能鉴定
２３１　ｈＡＭＳＣｓ向神经细胞诱导分化　ｈＡＭＳＣｓ
向神经细胞诱导４ｈ后，细胞形态上由长梭形变成
三角形或多角形，并且有多个神经轴突，ＮＳＥ检测，
ＤＡＢ染色为黄色，表明 ｈＡＭＳＣｓ具有向神经细胞
分化的能力（图３－Ｂ）。

２３２　ｈＡＭＳＣｓ向成骨细胞诱导分化　向成骨细
胞诱导１４ｄ后，细胞汇合聚集后呈多层重叠生长，
形成成骨细胞特有的矿化结节，周围折光性增强，

茜素红染色呈红色，表明ｈＡＭＳＣｓ具有向成骨细胞
分化的能力（图３－Ｃ）。

注：Ａ为对照组（１００×），Ｂ为向神经细胞诱导２８ｈ（ＤＡＢ，×４００），Ｃ为向成骨细胞诱导１４ｄ染色（茜素红，×４０）

图３　ｈＡＭＳＣｓ诱导分化情况
Ｆｉｇ．３　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｏｆｈＡＭＳＣｓ
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表１　３种分离培养方法ｈＡＭＳＣｓ细胞生长特点（ｎ＝８）
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｏｆｃｅｌｌｓｏｆｔｈｒｅｅｍｅｔｈｏｄｓ

细胞生长特点
ｈＡＭＳＣｓ

酶消化法 传统组织块贴壁法 改进组织块贴壁法

细胞出现时间（ｄ） ３．００±０２２ １５．００±０３２ １０．００±０４４

原代达到９０％融合的时间（ｄ） １８．００±０４５ ２５．００±０２４ ２０．００±０１３

Ｐ１代培养１５ｄ细胞数量（×１０３个） ３８０±０２８ １０３０±０５０ ２１５０±０５２

注：组间比较Ｐ＜００５

３　讨论

目前，关于 ｈＡＭＳＣｓ的分离培养方法，文献报
道中各不相同，但主要包括酶消化法和组织块法，

这两种方法分离培养出的 ＭＳＣｓ形态特征、生长曲
线、细胞表面标记物等无明显差异。但各有利弊，

酶消化法成本较高，操作比较繁琐，污染概率大；消

化过程时间过短，细胞很难爬出；消化时间过长易

损伤细胞，影响细胞的增殖传代能力［４］。

本研究通过采用酶消化法、传统组织块法和改

进组织块贴壁法从人胎盘羊膜中成功分离、培养出

ｈＡＭＳＣｓ，观察发现，酶消化法虽能在短时间内获得
细胞，但混有较多的杂细胞，消化时间难以控制，传

代后细胞不易贴壁，影响其增殖能力，相同的传代

培养时间能获得的细胞数量较少。传统组织块贴

壁法会有大量的组织块不能紧贴在培养瓶底部，而

已经爬出的细胞，由于数量少，不具备传代的条件，

长时间培养容易致细胞分化，相同的传代培养时间

里也不能获得满意的细胞数量。改进组织块贴壁

法可以使羊膜组织块紧贴在瓶底，避免了组织块漂

浮，增加了细胞爬出的机会，缩短了原代培养的时

间，确保了传代细胞的活性和稳定性。

对于ｈＡＭＳＣｓ第１次传代培养，通常都是按照
１∶１或１∶２传代，而这种方法常常因为细胞密度低
而导致细胞贴壁难、数量少、需要延长培养时间，容

易出现细胞分化现象，影响细胞质量，而本实验用

Ｔ７５培养瓶进行原代培养，Ｐ１代传至 Ｔ２５细胞培
养瓶中，提高了接种密度，增加了贴壁细胞的数量，

更有利于保持细胞的活性，加速细胞的增殖和传

代，其原因可能与改善了其生长的微环境，细胞通

过自分泌和旁分泌途径分泌相关细胞因子促进其

生长［５］。

对于 ＭＳＣｓ的鉴定一直没有一个绝对统一标
准，目前都是参照骨髓 ＭＳＣｓ的鉴定标准来执行
的，主要通过一般生物学特性、细胞表面标记物、多

向分化潜能等途径进行鉴定。ｈＡＭＳＣｓ能表达多
种细胞表面抗原，包括 ＣＤ１３、ＣＤ２９、ＣＤ４４、ＣＤ１０５、
ＣＤ９０、ＣＤ７３，不表达或是低表达造血干细胞表面抗
原［６］。因此，本实验选择了几个常见的标记物，包

括：ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＣＤ４４、ＣＤ１０５、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１９、
ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＨＬＡＤＲ。结果显示，细胞高表达
ＣＤ４４、ＣＤ１０５、ＣＤ７３和ＣＤ９０，这与骨髓和其他来源
的ＭＳＣｓ表达情况一致［７］。另外，通过诱导剂将其

向神经［８］和成骨细胞［９］诱导，提示该细胞具备分

化潜能，以上结果说明该细胞符合 ＭＳＣｓ的特
征［１０］。

总之，本研究对ｈＡＭＳＣｓ原代培养的方法上进
行了改进，缩短了培养时间，提高了细胞的得率，为

今后其临床应用提供了保障。
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治疗外，４３例（９３５％）经手术治疗，１例术后多次
恶性心律失常，１例因术后肝功能衰竭放弃治疗，１
例左房黏液瘤５年后复发再次入院。由于心脏恶
性肿瘤受累范围较广，保留心脏功能前提下尽可能

切除受累部位，甚至重建心腔结构，以解除血流梗

阻症状为目的，若有瓣膜受累，可同期修复或置换，

但远期效果仍较差。恶性肿瘤术后１例术后出现
脑梗症状，３例接受辅助化疗，全部恶性肿瘤随访
最短存活４个月，最长１０个月。
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