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[摘要] 脐带血间充质干细胞鉴定方法包括形态学及超微结构、细胞表面标志物、细胞因子及基因水平 

等四个方面，但目前尚未形成共识，也没有金标准。该文对有关脐带血间充质干细胞鉴定研究方面进行综述。 
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[Abstract] The identification methods of umbilical cord blood mesenchymal stem cell include morphology，ul- 

trastructure，and cell phenotype and cytokines and gene，but there is no consensus on these methods，and there is 

still no gdden standard．In this paper，the relevant literatures about the identification of the umbilical cord blood mes— 

enchymal stem ceil are summarized． 
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脐带血间充质干细胞(umbilical cord blood mes． 

enchymal stem cells，UCB—MSCs)由 Erices等 于 

2000年最早报道，它作为一种具有全能干细胞特点 

的细胞，是中胚层发育的早期细胞，具有多向分化潜 

能，其形态和生物学特点与骨髓源性间充质干细胞 

相似。相关研究报道在不同的诱导条件下 UCB． 

MSCs能够向不同的谱系分化，不仅可分化为成骨细 

胞、脂肪细胞、软骨细胞、肌肉细胞和神经细胞等，还 

可以跨胚层分化 。。，且报道认为 UCB．MSCs为较 

原始的间充质干细胞，具有更强的增殖、分化能力， 

细胞的免疫功能较弱，引起的移植物抗宿主病较弱， 

故UCB—MSCs可作为一种新的细胞来源，有望替代 

骨髓间充质干细胞用于各系统疾病的细胞移植、基 

因治疗及构建组织工程种子细胞而成为研究的新热 

点。由于目前对于UCB—MSCs的鉴定方面还没有形 

成共识，也没有金标准，仍存在许多争议。本文仅就 

近几年关于 UCB—MSCs的鉴定方面的进展综述如 

下 。 

1 形态学及超微结构鉴定 

大多数学者认为在细胞贴壁培养的早期阶段， 

通过倒置显微镜放大 100—200倍下观察细胞的形 

态，间充质干细胞呈长形及梭形，类似成纤维细胞 

样，而那些类圆形的贴壁细胞则非 UCB—MSCs样细 

胞。Jang等 的研究证实在早期的培养过程中，贴 

壁生长的 UCB—MSCs中就会出现一小部分的梭形细 

胞，在原代培养7～10 d，则出现长形、梭形的成纤维 

细胞样细胞，其他报道-】 -14]也观察到类似形态的细 

胞。在超微结构观察方面，Montesinos等 通过对 

比分析骨髓、脐带血和胎盘这3种不同组织来源的 

间充质干细胞，发现在成纤维样细胞中有几个不同 

的细胞形态，例如“菱形，板状伪足．板状伪足，板状 

伪足-丝状伪足，丝状伪足．丝状伪足以及三角形细 

胞”，是否这些结构会是 UCB—MSCs所特有的以及是 

否这些不同细胞形态与细胞的功能有关仍然未知。 

Toai等  ̈发现当培养基中出现成骨性的诱导物时， 

UCB-MSCs就开始出现形态改变。可见细胞形态及 
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生长特性不同可能与其生长的环境及条件等因素有 

关，形态学鉴定 UCB—MSCs是一种最基本的方法，这 

种方法方便快捷，但是 UCB—MSCs的细胞形态受诸 

多因素影响，仅靠形态学鉴定 目标细胞是否具有 

UCB—MSCs表型不是一种可靠的鉴定方法，需要结 

合其他多种方法才能准确高效地鉴定出UCB—MSCs。 

2 细胞表面标志物鉴定 

细胞表面标志物鉴定可以作为鉴定细胞的方法 

之一，也是目前鉴定 UCB-MSCs的核心方法，这种鉴 

定方法是通过流式细胞分析技术来确定细胞表面标 

志物表达水平在不同目标细胞之间是否有统计学差 

异来鉴定间充质干细胞的，也是 目前最常用的鉴定 

方法。普遍认为 UCB-MSCs不表达造血细胞抗原， 

而表达与骨髓间充质干细胞相似的细胞表面特异性 

抗原。总结各种报道[1 ’坩J 瑙 发现 UCB—MSCs其表 

达的标志物有：(1)整合素家族成员 CD49b、CD49e、 

CD29、CDg0、CD105；(2)黏附分子 CD44、CD58、CD166； 

(3)其他如 CD13、SH2(CD105)、CD14、CD34、CD45、 

CD81、CD73、HLA—ABC、纤维连接蛋 白(fibronectin， 

FN)、Stro一1、Lm、线性 poly—LacNAc、阶段特异性胚胎 

抗原-4(SSEA-4)。有分析 发现其与骨髓间充 

质干细胞都表达 CD13、CD73、CD105，不表达以下抗 

原：(1)造血细胞抗原 CD34、CD45；(2)内皮细胞抗 

原 CD31、CD19；(3)单核细胞抗原 CD14；(4)受体 

CD62L；(5)其他如 CD80、HLA、识别有关共刺激分 

子B7．1、B7-2及主要组织相容性复合物 HLA—DR抗 

原等。Sibov等 观察发现 CDg0在 UCB-MSCs中 

的表达比CD73和 CD105更有特异性，其进一步的 

定量RT—PCR也得出同样的结果。Montesinos等  ̈

通过对比分析骨髓、脐带血和胎盘等 3种不同组织 

来源的间充质干细胞的细胞表型发现，所有的间充 

质干细胞都不表达造血细胞标志物CD14、CD34和 

CD45或者内皮细胞抗原 CD31，也不表达 CD62L，相 

反，它们表达粘附分子 CD29、CD44、CD49b、CD58、 

CD166以及其他的一些分子(例如骨髓间充质干细 

胞标志物 CD13、CD73、CD105)，来 自这些组织的间 

充质干细胞都表达 HLA—ABC，但不表达 HLA—DR， 

研究发现在表达 CD54方面，骨髓提取的问充质干细 

胞只有23％，而在脐带血和胎盘中却有69％和70％， 

观察还发现，在表达 c—kit中，来 自脐带血和胎盘的 

分别为48％、31％，骨髓的为 19％，分析第2代细胞 

发现在骨髓间充质干细胞的 CD90表达高达 70％， 

然而在脐带血中为 31％，在胎盘中为 33％；且骨髓 

间充质干细胞中的 CD90的表达要比在脐带血和胎 

盘中要高，这个发现与 Goodwin等 J、Lee等 J、 

Bailo等 的报道相符。Parolini等 研究发现血小 

板源性长生因子受体 (platelet—derived growth factor 

receptor，PDGFR)在脐带血、骨髓和胎盘这 3个组织 

中间充质干细胞的表达也不一样，其在骨髓中为 

97％，脐带血和胎盘 中分别为 63％和 70％，观察 

CD54的表达却相反，骨髓中为23％，脐带血和胎盘 

中均为70％。这意味着 CD54、CD90、c—kit、PDGFR 

有望作为特异的间充质干细胞标志物来区别间充质 

干细胞的来源。Sun等 J对脐带血干细胞和UCB— 

MSCs的免疫表型分析发现，二者在表达 Fn、CD44、 

Stro。1都是 阳性，CD34是 阴性，Lm、CD29在 UCB· 

MSCs中表达，而未见脐带血干细胞表达。另外，有 

研究 卜 发现脐带血干细胞的免疫活性较低，m — 

DR在UCB—MSCs中比较少。Hao等 发现HLA4I、 

CD80、CD86、CD40在脐带血干细胞中也比较少，故 

Lm、CD29、HLA—DR、HLA—II、CD80、CD86、CD40这些 

标志物也许可以作为鉴定筛选出较纯的UCB—MSCs。 

Hirvonen等 研究了UCB-MSCs中的线性 poly—Lac— 

NAe的表达，发现线性 poly—LacNAc在 UCB—MSCs中 

表达，但在其他的细胞中不表达，线性poly—LacNAc 

表型将有望作为鉴别脐带血来源的间充质干细胞的 
一 个新的标志物。自从发现 UCB—MSCs中 mRNA 

表达的 SSEA-4合酶很丰富，Suila等 进一步研究 

了UCB．MSCs中相关的鞘糖脂表型的细胞表面物 

质，用抗 SSEA．3、SSEA-4、Globo—H表型抗体通过流 

式细胞分析发现，间充质干细胞中 SSEA-4是阳性 

的，但 SSEA．3和 Globo．H表型是阴性的，免疫荧光 

染色的非通透性细胞中发现 SSEA-4抗体的染色是 

阳性的，然而SSEA-3和 Globo—H抗体染色是阴性 

的，故认为 SSEA-4是最好的标志物，但 SSEA-3和 

SSEA-4的表达在不同的共培养情况下是不同的。 

以上可见，目前还没有一种特异性和敏感性较好且 

简单易行的鉴定细胞表面标志物的物质，需要进一 

步的研究，细胞表面标志物有助于鉴定 UCB—MSCs， 

但是这种鉴定方法需要排除表达 UCB—MSCs表面标 

志物的其他细胞 ，因此该方法相对麻烦，需耗费较多 

的人力及物力。 

3 细胞因子水平鉴定 

细胞因子水平鉴定也可以作为鉴定UCB—MSCs 

的方法之一。Kluth等 研究发现来自脐带血提取的 

细胞中不表达鸟氨酸氨基甲酰移换酶4A(OCT4A)、 

NANOG和SOX2。Sun等 研究认为，在脐带血中 

存在于细胞和问充质干细胞，且可以通过分析其所 



· 1l12 · Chinese Journal of New Clinical Medicine，November 2013 Vdume 6 Number 11 

分泌的细胞因子的特点从而区分出来，提取得到更 

纯的间充质干细胞，其研究发现脐带血干细胞和 

UCB．MSCs在细胞形态学、细胞增殖、细胞周期、传 

代、免疫表型、传统的3系分化能力等方面是不同 

的。定量 RT．PCR分析发现粒细胞集落刺激因子 

G—CSF基因表达脐带血干细胞比 UCB．MSCs要高， 

酶联免疫吸附试验发现脐带血干细胞在分泌粒细胞 

集落刺激因子(G—CSF)、血小板生成素(TPO)、粒细 

胞一单核细胞集落刺激因子(GM—CSF)、粒细胞巨噬 

细胞刺激因子要比 UCB—MSCs高，共培养后发现， 

CFU-GM在脐带血干细胞滋养层要比UCB—MSCs滋 

养层要多，流式细胞分析发现 CDI4和 CD33的表达 

在脐带血干细胞要比在 UCB—MSCs高得多，CD15也 

是一样，CD15在脐带血干细胞开始的7 d培养中就 

有表达，它的表达相对于 UCB—MSCs来讲要早而且 

表达的水平也高。Hirvoncn等 刮通过 MS流式细胞 

技术和基因表达微阵列研究发现 Ig—i在 UCB—MSCs 

表达，在其他细胞中不表达，且Ig-i的表达取决于糖 

基转移酶。综上可见，目前未能找到UCB—MSCs的 

特异性细胞因子，通过上述指标综合应用可以提高 

UCB—MSCs的鉴定率。 

4 基因水平鉴定 

目标基因的表达水平常作为鉴定细胞的方法之 
一

，多种目标基因的联合应用可以提高细胞鉴定结 

果的准确性，特别是联合多种相应目标蛋白可以使 

细胞鉴定结果更全面更准确。Sun等 对比分析 

脐带血干细胞和 UCB—MSCs的细胞因子分泌特点， 

通过 RT—PCR的定性分析发现，脐带血干细胞和 

UCB—MSCs表达 G—CSF、TPO、干细胞因子(stem cell 

factor，SCF)、血清集落刺激因子(colony—stimulating 

factor，CSF)、GM—CSF mRNA，定量结果显示脐带血 

干细胞表达 TPO、SCF、SDF．1、GM—CSF mRNA较少， 

但是对比UCB—MSCs来讲，其表达的G—CSF mRNA 

是比较多的，但目前鉴定 UCB—MSCs基因方面的研 

究比较少，故在以上发现的阳性基因的基础上进一 

步研究具有特异性的阳性基因来鉴定UCB—MSCs是 

未来研究的一个方向，同时也应当联合阴性目标标 

记基因进一步提高UCB—MSCs鉴定结果的准确性。 

为有效地提高UCB—MSCs鉴定结果的准确性，还需 

要寻找新的目标标记基因，通过联合应用新的目标 

标记基因来最大程度地提高 UCB—MSCs鉴定结果的 

准确性。目前没有单一特异性的UCB—MSCs标记基 

因，UCB—MSCs在基因水平的鉴定可以依靠不同类 

别基因表达水平 的高低来鉴定，同时尽可能减少 

UCB—MSCs鉴定结果的假 阳性和假阴性，最大程度 

地提高其鉴定结果的准确性。同时也要考虑孕周、 

培养条件及培养时间等因素对 UCB—MSCs相关基因 

表达水平的影响，因为不同的间充质干细胞在相同 

的条件下其相关基因表达水平可能不完全相同，或 

者同一间充质干细胞在不同的培养条件下其UCB— 

MSCs相关基因表达水平可能不完全相同。 

5 结语 

总之，目前 UCB—MSCs是研究 的热点，UCB— 

MSCs表型的准确全面鉴定是 UCB—MSCs的核心，为 

了确保提取到单一的UCB—MSCs，要使用综合的方 

法来鉴定 UCB—MSCs，包括用形态学、细胞表面标志 

物、细胞因子、目标标记蛋白和目标标记基因来全面 

鉴定 UCB—MSCs，最大程度地提高 UCB-MSCs鉴定结 

果的准确性，但是这样的综合鉴定方法性价比较低， 

期待简单特异地鉴定 UCB—MSCs的指标，如果成功地 

筛选出这种指标，UCB-MSCs鉴定的方法才能成功地 

应用于临床，各种疾病的细胞治疗才能变成现实。 
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