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混合培养体系中间充质干细胞与造血干细胞生物学特性

魏 伟*，许 超，叶志勇，黄晓君，袁嘉恩，马天宝，林汉标，陈秀琼

广东省脐带血造血干细胞库，广州 510663

摘  要：为了体外同时获得符合鉴定标准的造血干/祖细胞(hematopoietic stem/progenitor cell, HSC/HPC)和间充质干细胞

(mesenchymal stem cell, MSC)，本研究采用Ficoll淋巴细胞分离液方法从脐带血中分离出脐带血单个核细胞，MACS免疫磁珠

法分离出CD34+的造血干细胞。分离出的细胞与MSC同时接种在培养瓶中，利用15% AB型脐血浆的IMDM培养基添加白细

胞介素3 (interleukin-3, IL-3)、IL-6、血小板生成素(thrombopoietin, TPO)、干细胞因子(stem cell factor, SCF)和Flt-3配体(FMS-
like tyrosine kinase 3 ligand, Flt-3L)因子培养体系来同时培养扩增HSC/HPC和MSC。为了评估扩增出的HSC/HPC和MSC是否

符合细胞鉴定标准，本研究通过倒置显微镜观察HSC/HPC和MSC生长状态，并计数细胞。流式细胞仪检测HSC/HPC表面抗

原CD34阳性百分率，检测第4代 (P4) MSC表面抗原CD105、CD90、CD73、CD45、CD34和HLA-DR阳性表达率。半固体集

落培养检测HSC/HPC的粒细胞-巨噬细胞集落形成能力。将共培养至P4的MSC行成骨、成软骨、成脂肪诱导鉴定。通过秋水

仙素法进行MSC核型分析。结果显示，体外共培养的HSC/HPC依然有高增殖能力、集落形成能力和CD34阳性百分率。MSC
具有向成骨细胞、脂肪细胞和软骨细胞诱导分化的能力。MSC染色体核型维持稳定。以上结果提示本研究成功建立了一种

合适的MSC和HSC/HPC混合培养体系，通过该体系可同时获得两种干细胞，共培养后的MSC依然有典型的MSC的生物学功

能；共培养后的HSC/HPC的粒细胞-巨噬细胞集落培养、细胞数量和流式表型符合鉴定标准，HSC/HPC生物学功能没有受到

影响。
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Abstract: The aim of the present study was to obtain the qualified hematopoietic stem/progenitor cells (HSC/HPC) and human 
umbilical cord-mesenchymal stem cells (MSC) in vitro in the co-culture system. Cord blood mononuclear cells were separated from 
umbilical cord blood by Ficoll lymphocyte separation medium, and then CD34+ HSC was collected by MACS immunomagnetic 
beads. The selected CD34+ HSC/HPC and MSC were transferred into culture flask. IMDM culture medium with 15% AB-type cord 
plasma supplemented with interleukin-3 (IL-3), IL-6, thrombopoietin (TPO), stem cell factor (SCF) and FMS-like tyrosine 
kinase 3 ligand (Flt-3L) factors were used as the co-culture system for the amplification of HSC/HPC and MSC. The cellular growth 
status and proliferation on day 6 and 10 after co-culture were observed by using inverted microscope. The percentage of positive 
expression of CD34 in HSC/HPC, as well as the percentages of positive expressions of CD105, CD90, CD73, CD45, CD34 and HLA-
DR in the 4th generation MSC, was tested by flow cytometry. Semisolid colony culture was used to test the HSC/HPC colony forming 
ability. The osteogenic, chondrogenesis and adipogenic ability of the 4th generation MSC were assessed. The karyotype analysis of 
MSC was conducted by colchicines. The results demonstrated that the HSC/HPC of co-culture group showed higher ability of amplifi-
cation, CFU-GM and higher CD34+ percentage compared with the control group. The co-cultured MSC maintained the ability to dif-
ferentiate into bone cells, fat cells and chondrocytes. And the karyotype stability of MSC remained normal. These results reveal that 
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the appropriate co-culture system for MSC and HSC is developed, and via this co-culture system we could gain both two kinds of 
these cells. The MSCs under the co-culture system maintain the biological characteristics. The CFU-GM ability, cell counting and the 
flow cytometry results of HSC/HPC under the co-culture system are conform to the criterion, showing that the biological functions of 
HSC/HPC are maintained. 

Key words: hematopoietic stem/progenitor cells; mesenchymal stem cell; co-culture system

造血干细胞 (hematopoietic stem cell, HSC) 是血

液成分之一，是生成各种血细胞的最起始细胞，又

称造血多能干细胞，存在于骨髓、胚胎肝、外周血

及脐带血中。它既具有高度自我更新能力，又具有

进一步分化为血液系统祖细胞的能力。目前在临床

上，HSC 已经得到了广泛的应用。造血干细胞移植

(hematopoietic stem cell transplantation, HSCT) 可用来

治疗多种造血系统疾病，例如白血病、再生障碍性

贫血、范可尼贫血、重症联合免疫缺陷症等 [l,2]。

但是，脐带血中 HSC/ 造血祖细胞 (hematopoietic 
progenitor cell, HPC) 含量相对较低，限制了其临床

应用。因此，体外进行 HSC/HPC 大量扩增是满足

临床所需脐带血 HSC/HPC 数量的重要途径。随着

世界范围内对 HSC/HPC 扩增研究的不断深入，相

关报道不断发表。Long 等发现脐带血 HSC 体外扩

增前，先把 CD34+ 细胞纯化，能使脐带血 HSC 在

扩增时达到最佳状态 [3]。HSC/HPC 在体外扩增时，

细胞因子的选择有重要意义。一般认为，干细胞因

子 (stem cell factor，SCF，又称 c-Kit 配体 )、血小板

生成素 (thrombopoietin, TPO) 和 Flt-3 配体 (FMS-like 
tyrosine kinase 3 ligand, Flt-3L) 对原始造血细胞的生

长具有促进作用 [4]。细胞因子通过特异性受体 c-Kit、
c-Mp1、Flt2/Flt3 直接作用于人 HSC，Urashima 等 [5]

用细胞因子 [SCF、白细胞介素 3 (interleukin-3, IL-
3)、IL-6、粒细胞集落刺激因子 (granulocyte colony 
stimulating factor, G-CSF)、促红细胞生成素 (eryth-
ropoietin, EPO)、干扰素 -γ (interferon gamma, IFNγ)]
不同的组合体外培养脐带血单个核细胞 4 周，结果

显示 SCF+IL-3+IL-6+EPO 及 SCF+IL-3+IL-6+G-CSF
组合促生长作用最好，分别扩增 CD34+/CD38+ 细

胞达 19.8 倍及 18.3 倍，SCF+IL-3+IL-6 组合扩增

CD34+/CD38− 细胞 15.5 倍。Kusadasi 等 [6] 短期体外

培养脐带血来源的 CD34+ 细胞，证实 Flt-3L+TPO
是体外扩增所必需的，2 周培养能把脐带血 CD34+

细胞数量扩增 10~20 倍并能植入 NOD/SCID 鼠骨髓

内。最近的研究表明，使用 G-CSF、SCF、TPO、

IL-6、IL-11 和 Flt-3L 等细胞因子的不同组合可以

使 HSC/HPC (CD34+ 细胞 ) 体外扩增几十倍到上百

倍 [7]。

另一方面，培养体系中的基质细胞对 HSC 的

扩增也有重要作用。Majundar 等 [8] 指出间充质干细

胞 (mesenchymal stem cell, MSC) 在体外培养和诱导

分化过程中能表达 IL-6、IL-11、LIF、G-CSF、SCF、
GM-CSF 等多种重要的造血细胞因子，提示 MSC
可为 HSC 在体外扩增提供极佳环境。虽然有文献

已经表明，MSC 作为饲养层，可以有效地支持

HSC 的扩增 [9]，但是尚没有文献报道在 MSC 和

HSC 共培养体系中 MSC 的生物学特性。

MSC 和异基因 HSC 联合输注可以预防和缓解

植体排斥宿主病 ( graft-versus-host disease, GVHD)
的发生，促进 HSC 植入，加速造血重建 [10]。近年来，

国内使用 MSC 和 HSC 联合输注报道逐渐增多 [11,12]。

根据一般方法，MSC 和 HSC 须分别进行分离制备，

工作效率有待提高。

本研究通过建立 MSC 和 HSC/HPC 的共培养体

系，尝试达到同时扩增 MSC 和 HSC/HPC 的目的，

从而可大幅提高 MSC 和 HSC/HPC 的制备效率。同

时我们对获得的细胞进行生物学特性研究，评估所

制备的细胞是否符合干细胞的鉴定标准。本研究将

为今后这两种干细胞的同时制备，缩减实验操作步

骤，提高制备效率，并最终应用于临床提供理论支持。

1  材料和方法

1.1  材料来源　　脐带血来自医院足月妊娠健康产

妇，产前检查乙型肝炎、丙型肝炎、梅毒、艾滋、

巨细胞病毒、G-6PD 缺陷症和地中海贫血等均阴性。

产妇及家属对脐带和脐带血用于实验研究均知情

同意。本研究方案得到广东省脐带血造血干细胞库

伦理委员会的批准。采集的脐带血于 4 °C冰箱贮存，

4 h 内处理。

1.2  主要试剂和仪器　　IMDM 培养基 ( 美国

Hyclone 公司 ) ；胰蛋白酶 ( 美国 GIBCO 公司 ) ；细
胞因子：IL-3、IL-6、TPO、SCF、Flt-3L ( 美国 Pe-
proTech 公司 ) ；秋水仙素 ( 美国 Sigma 公司 ) ；
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MethoCult® H4534 培养基 ( 美国 Stem Cell 公司 ) ；
Ficoll 淋巴细胞分离液 ( 挪威 Axis-Shield 公司 ) ； 
CD34 免疫微珠 ( 德国 Miltenyi Biotee 公司 ) ；抗

IgG-FITC 抗体、抗 CD34-PE 抗体、抗 CD105-PE
抗体、抗 CD90-FITC 抗体、抗 CD73-PE 和抗 CD45-
FITC 抗体均购自美国 BD 公司。超净工作台 ( 苏净

安泰公司 ) ；二氧化碳培养箱 ( 日本三洋公司 ) ；倒

置显微镜 ( 美国 Olympus 公司 ) ；高速离心机 ( 美
国 Thermo 公司 ) ；MACS 手动分选器 ( 德国 Miltenyi 
Biotee 公司 )；手动可调移液器 ( 法国 Gilson 公司 )；
流式细胞仪 ( 美国 BD 公司 )。
1.3  CD34+ 细胞的磁珠标记和分选　　首先用 Ficoll
淋巴细胞分离液从脐带血中分离出单个核细胞，加

100 μL FcR 封闭试剂和 100 μL CD34 免疫微珠到细

胞悬液中，混匀，放入冰箱， 4 °C 孵育 30 min。用

MACS 液冲洗进行洗脱，去除细胞碎片和杂细胞等。

取下柱子放在收集管上，加入 MACS 液 (LS 柱：5 
mL)，接上柱塞，用力快速推下冲洗出吸附的细胞。

重复进行过柱一次，之后离心力 300 g，离心 10 
min 去上清，500 μL MACS 液重悬细胞。收集细胞，

进行细胞计数，流式细胞仪进行 CD34+ 细胞纯度测

定，准备体外扩增培养。

1.4  HSC/HPC 和 MSC 的体外培养及扩增　　MSC
由本血库人员从脐带中分离培养获得，分选出的

CD34+ 细胞与 MSC 按照 15:1 的数量比，用含 15%
人 AB 型脐血浆的 IMDM 培养基重悬，同时接种在

T25 培养瓶中，根据得到的 CD34+ 细胞的数量来确

定加入培养基的体积，确保 CD34+ 细胞接种密度为

5 × 104 个 /mL，第 3 代 MSC 接种数量 2 × 104 个 /
T25 瓶。在培养基内加入 IL-3 (20 ng/mL)、IL-6 (20 
ng/mL)、SCF (50 ng/mL)、TPO (20 ng/mL) 和 Flt-
3L (50 ng/mL)。于 37 °C、5% CO2 培养箱中培养。

每 3 天添加适量 IMDM 培养基及细胞因子，第 6 天，

同时收集悬浮生长的 HSC/HPC 和贴壁生长的

MSC，HSC/HPC 与 MSC 按照 50:1 的数量比同时

接种在 T25 培养瓶中，根据扩增后的 HSC/HPC 的

数量来确定加入培养基的体积，确保 HSC/HPC 密

度为 1 × 106 个 /mL，MSC 密度为 2 × 104 个 /T25 瓶，

4 天后收获 HSC/HPC 和 MSC。设置对照组为 HSC/
HPC 单独培养组，其它培养条件与共培养组一致。

1.5  细胞表面抗原检测　　应用流式细胞仪分析扩

增前后 HSC/HPC 的表面抗原。取培养 0、6、10 d
的 HSC/HPC，经离心收集至少 1 × 105 个细胞，生

理盐水离心洗涤 2 次。同型对照管加入小鼠 IgG-
FITC，检测管加入小鼠抗人 CD34-PE 和 CD45-
FITC，各 5 µL。室温避光孵育 30 min，流式细胞

仪检测。设置对照组为 HSC/HPC 单独培养组，其

它培养条件与实验组一致。取共培养的第 4 代 (P4) 
MSC，经 0.25% 胰蛋白酶消化收集后，生理盐水

离心洗涤 2 次。同型对照管加入小鼠 IgG-FITC、
IgG-PE，各 5 μL。检测管分别加入小鼠抗人 CD105-
PE、CD90-FITC、CD73-PE、CD45-FITC、CD34-
PE 各 5 µL。室温避光孵育 30 min，流式细胞仪检测。

1.6  细胞集落形成能力检测　　集落形成能力分析

可以用来检测造血潜能。本实验主要进行粒单系集

落形成单位 (granulocyte macrophage-colony forming 
unit, CFU-GM) 集落的培养。采用 Stem Cell 公司的

甲基纤维素半固体培养基 H4534，检测脐带血

HSC/HPC扩增后的CFU-GM。检测于 6孔板中进行，

脐带血 CD34+ 扩增细胞的 CFU-GM 密度为 5 × 103 /
孔，培养 10 天后，显微镜下观察，并计算集落数。

设置对照组为 HSC/HPC 单独培养组，其它培养条

件与实验组一致。

1.7  MSC 诱导鉴定能力检测　　取共培养后的 P4 
MSC，用生理盐水离心洗涤 2 次，将细胞按 3 × 104 /
孔的细胞量接种于经多聚赖氨酸处理的无菌盖玻片

的 6 孔板内，置 37 °C、5% CO2 饱和湿度培养箱中

培养。待细胞生长至 80% 融合时，实验组吸去原

培养基，分别加入成骨诱导培养基 ( 以 DMEM/F12
为基础培养基，添加 0.1 μmol/L 地塞米松、50 
μmol/L 维生素 C、10 mmol/L β- 磷酸甘油钠、5%
胎牛血清 )、成软骨诱导培养基 ( 以 DMEM 高糖为

基础培养基，添加 6.25 μg/mL 胰岛素、6.25 μg/mL
转铁蛋白、10 ng/mL TGF-β1、0.1 μmol/L 地塞米松、

50 μg/mL 维生素 C、5% 胎牛血清 )、成脂肪诱导培

养基 ( 以 DMEM/F12 为基础培养基，添加 1 μmol/L
地塞米松、100 μmol/L 吲哚美辛、0.5 mmol/L IBMX、

10 μg/mL 胰岛素、5% 胎牛血清 )，对照组用原培

养基继续培养。每 3 天换液一次，培养 21 天后终止，

爬片固定。分别行茜素红染色、阿利新蓝染色和油

红 O 染色鉴定 [14]。

1.8  MSC 染色体核型分析　　用秋水仙素 ( 终浓度

0.05 μg/mL) 处理 P4 MSC，2 h 后收集细胞，用 0.075 
mol/L 的 KCL 溶液 5 mL 低渗处理细胞 30 min，固

定、制片。将制片标本放置 65 °C 烘烤 3 h，室温

存放 3~7 d。37 °C，0.25% 胰蛋白酶溶液中预处理
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10~20 s，然后用 GKN 溶液和自来水依次漂洗数秒，

立即用 Giemsa 染色 10~15 min，封片，显微镜下观

察并做染色体核型分析。

1.9  统计学分析　　数据以 mean ± SD 表示，统计

学分析用 SPSS13.0 软件处理，组间差异采用单因

素方差分析，采用 LSD 两两比较方法，P < 0.05 时

认为差异具有统计学显著性。

2  结果

2.1  细胞生长状态

脐带血 HSC/HPC 与 MSC 共培养的第 1 天，显

微镜下观察，脐带血 HSC/HPC 悬浮生长，成圆形，

体积很小，MSC 贴壁生长，成扁平单层细胞，细

胞形态多见长梭形细胞，少量的星形细胞，圆形细

胞极少。培养至第 2 天，细胞形态未发生明显改变，

镜下也未能见到明显的 HSC/HPC 数量增加。至第

3 天起，脐带血 HSC/HPC 数量开始逐渐增加，并

有成簇的细胞团出现，细胞体积变大，胞体透亮，

细胞胞质丰富。培养至第 6 天，脐带血 HSC/HPC
已经很密集，呈分散状态，细胞体积大而圆，有部

图   1. 倒置显微镜观察MSC和HSC/HPC的形态图

Fig. 1. Morphology of MSC and HSC/HPC in inverted micro-
scope. A: HSC/HPC morphology. B: P4 MSC morphology. Scale 
bar, 10 μm.

图   2. HSC/HPC细胞增殖倍数

Fig. 2. HSC/HPC amplification times. A: Compared with the control group, co-culture group shows no significant difference of total 
cell amount. Mean ± SD, n = 6. B: CD34+ cell amount of co-culture group is significantly higher than that of control group. Mean ± 
SD, n = 6. *P < 0.05 vs control. C: Amplification times of total nuclear cells (TNC) shows no significant difference between co-culture 
group and control group. Mean ± SD, n = 6. D: Amplification times of CD34+ cells of co-culture group is significantly higher than that 
of control group. Mean ± SD, n = 6. *P < 0.05 vs control.
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分细胞粘附在 MSC 上生长。此时 MSC 细胞数量达

到 80% 融合，细胞形态变得细长，形态类似成纤

维细胞，成平行排列生长或旋涡状生长。细胞进行

传代，继续培养 4 天，培养至第 10 天的脐带血

HSC/HPC，形态多为圆形，但也有部分细胞呈现异

质性，镜下可见多种细胞形态 ( 见图 1)。HSC/HPC
单独培养组的细胞状态与共培养组一致。

2.2  细胞体外增殖情况

HSC/HPC 与 MSC 共培养，同时联合细胞因子

组合 (SCF+TPO+IL-3+IL-6+Flt-3L)，能使总细胞数

量由第 0 天的 (1.7 ± 0.2) × 105 个，增殖到第 10 天

的 (1.8 ± 0.2) × 107 个，体外扩增倍数达到 (103.0 ± 
12.3) 倍，与对照组相比无显著性差异；CD34+ 细胞

数量由第 0 天的 (1.5 ± 0.1) × 105 个增殖到第 10 天

的 (5.2 ± 0.8) × 106 个，CD34+ 细胞体外扩增倍数达

到 (33.1 ± 3.1) 倍，显著高于对照组的 (26.0 ± 2.1)
倍 ( 图 2)。
2.3  HSC/HPC表面抗原分析

经 MidiMACS 免疫磁珠法纯化的人脐带血

HSC/HPC 经流式细胞仪检测，CD34+ 细胞的百分

图   3. HSC/HPC CD34+表达百分率逐渐降低，CD45+表达百分率逐渐升高。

Fig. 3. CD34+ percentage of HSC/HPC decreased gradually, whereas CD45+ percentage increased gradually. A: CD34+ and CD45+ ex-
pression status of HSC/HPC on day 0. B: CD34+ and CD45+ expression status of HSC/HPC on day 10.

图    4. HSC/HPC细胞CD34+表达百分率

Fig. 4. CD34+ expression percentage of HSC/HPC. Compared 
with control group, co-culture group showed significantly higher 
CD34+ percentage of cells. Mean ± SD, n = 6. *P < 0.05 vs control.

比为 (91.6 ± 5.1)%，刚刚纯化的细胞 CD45 抗原的

表达较弱，CD34 抗原高表达，细胞体积小，细胞

内颗粒少，为一较集中分布的细胞群。扩增 10 天

后 CD34+ 细胞的比例下降到 (29.0 ± 2.7)%，细胞

CD45 抗原的表达增强，而细胞 CD34+ 表面抗原的

表达成连续性 ( 见图 3)。对照组的表面抗原变化规

律与实验组一致，但是扩增 10 天后 CD34+ 细胞的

比例下降到 (23.0 ± 2.1)%，显著低于共培养组 ( 见
图 4)。
2.4  人脐带MSC表面标志物的检测

P4 MSC 高 表 达 CD90、CD105 和 CD73， 而

CD34、CD45 和 HLA-DR 均低表达或不表达，符合

MSC 的特性 ( 见表 1)。
2.5  集落形成能力测定

扩增后的 HSC/HPC 进行 CFU 检测，细胞接种

表1. MSCs表面标志物表达阳性率(%)
Table 2. MSCs surface marker positive rate (%)

Cell phenotype CD90 CD73 CD105 CD34 CD45 HLA-DR
P4 MSCs 94.6 ± 1.2 94.1 ± 3.1 93.1 ± 3.4 0.6 ± 0.1 2.2 ± 1.3 2.9 ± 0.2
Mean ± SD, n = 6.
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密度为 5 000 个 / 孔。至接种后 3~4 天起逐渐有成

小簇的脐带血细胞团出现，随着培养时间的延长，

细胞团块不断变大。接种后 10 天时，肉眼下已可

见有针尖大小的绒毛样细胞团块。甲基纤维素培养

基 H4534 中有大量 CFU-GM 生长，计数为 (254 ± 
26) 个集落 /5 × 103 个，显著高于对照组的 (201 ± 

22) 个集落 /5 × 103 个 ( 图 5、6)。
2.6  人脐带MSC具有分化成骨、软骨、脂肪细胞的

能力

茜素红染色结果显示，在成骨诱导的条件下，

与 HSC/HPC 共培养的 P4 MSC 呈阳性，细胞被染

成橙红色，表明有矿化结节的形成；对照组着色很

浅 ( 图 7)。
阿利新蓝染色结果显示，在成软骨诱导的条件

下，与 HSC/HPC 共培养的 P4 MSC 均呈明显异染，

细胞及细胞外基质均呈蓝色，表明其分泌了大量的

糖胺聚糖；对照组着色很浅 ( 图 8)。

图    5. 第10天HSC/HPC细胞集落形态

Fig. 5. HSC/HPC CFU-GM on day 10. A: CFU-GM of co- 
culture group on day 10. B: CFU-GM of control group on day 
10. Scale bar, 10 μm.   

图   7. P4 MSC成骨细胞诱导分化结果

Fig. 7. Osteogenic induction results of P4 MSCs. A: Alizarin red 
staining of MSCs. Co-culture group shows the orange because 
of the mineralized nodule in cells. B: Control group shows no 
coloring. Scale bar, 10 μm.

图   8. P4 MSC成软骨细胞诱导分化结果

Fig. 8. Chondrogenesis induction results of P4 MSCs. A: Alcian 
blue staining of MSCs. Co-culture group shows the blue because 
of the glycosaminoglycan in cells. B: Control group shows no 
coloring. Scale bar, 10 μm.

图    9. P4 MSC成脂肪细胞诱导分化结果

Fig. 9. Adipogenic induction results of P4 MSCs. A: Oil red O 
staining of MSCs. Co-culture group shows the red because of the 
adipogenic object in cells. B: Control group shows no coloring. 
Scale bar, 10 μm.

图   6. HSC/HPC 细胞集落计数

Fig. 6. CFU-GM counting of HSC/HPC. Compared with that of 
control group, CFU-GM amount of co-culture group is signifi-
cantly higher on day 6 and 10. Mean ± SD, n = 6. *P < 0.05 vs 
control.

图   10. P4 MSC染色体核型分析

Fig. 10. Karyotype analysis of P4 MSCs. A: Enlarged drawing of 
P4 MSCs. B: Chromosome karyotype of P4 MSCs. Karyotype 
results shows no variation of P4 MSCs in co-culture goup.
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油红 O 染色结果显示，在成脂诱导的条件下，

与 HSC/HPC 共培养的 P4 MSC 均呈阳性，细胞的

胞浆内出现亮红色的颗粒，表明胞浆内容物为脂肪

滴；对照组未着色 ( 图 9)。
2.7  MSCs染色体核型分析结果

P4 MSC 遗传的稳定性和染色体核型均保持正

常，未见遗传变异 ( 图 10)。

3  讨论

脐带血 HSC 被发现能作为 HSCT 的供源，大

大地拓宽了 HSCT 的来源及治疗范围，但单份脐带

血细胞数量相对较少，又使临床应用有一定限制。

临床脐带血移植证实：每千克受者体重的总有核细

胞数 (total nuclear cell, TNC) 及 CD34+ 细胞数是移

植后受者造血重建及长期生存的关键因素，因此，

对脐带血 HSC/HPC 进行体外扩增是解决单份脐带

血 HSC 数量不足，不容易用于高体重患者移植的

重要途径。目前考虑到，从脐带血中提取的单个核

细胞是淋巴细胞、单核细胞及小部分具有低增殖能

力的粒系祖细胞等的混合物，一些非增殖细胞成分

在培养的初期即死亡并释放其胞浆成分而影响

HSC/HPC 的扩增，因此目前扩增 HSC/HPC 最有效

的方法是纯化 CD34+ 细胞并使其接种密度为 1 × 
104~1 × 105 /mL，本研究采用免疫磁珠法对 CD34+

细胞进行分选过柱，实验显示一次过柱脐带血

CD34+ 百分率为 60% 左右，经两次过柱脐带血

CD34+ 百分率可达到 90% 以上，两次过柱明显提高

了分选纯度，与 Giarratana 等 [13] 报道一致，但细胞

回收率下降。

目前许多实验室在体外扩增培养 HSC/HPC 时，

应用 MSC 为饲养层与外源细胞因子共培养，以此

提高 HSC/HPC 的扩增效率。我们实验室在共培养

方面也做了深入的研究，并将相关内容申请了专利

(ZL201310302780.0)。本研究选择了 MSC 与 HSC
共培养，联合细胞因子组合的方法来扩增 HSC，扩

增 10 天后 CD34+ 细胞扩增倍数达到 33 倍，证明该

扩增体系是有效的。HSC/HPC 与 MSC 共培养能够

促进 HSC/HPC 扩增，其主要原因是 MSC 作为基质

细胞构成了造血微环境，在造血调控中发挥重要的

作用。体外培养研究表明，MSC 能够分泌 IL-6、
SCF、M-SCF 等细胞因子，可促进 HSC 增殖；

MSC 除了可分泌调节血液生成的细胞因子外，和

HSC/HPC 间的直接接触也是提高 HSC 扩增效果不

可或缺的因素；MSC细胞膜上有多种粘附因子表达，

如 VCAM-1、CD41/CD61、CD49d 和 CD49 等 [14]。

而 HSC/HPC 上也有相应粘附分子配体表达。通过

粘附分子相互作用，造血干细胞可粘附于 MSC 上，

这种细胞间直接接触对于 HSC/HPC 的扩增是非常

必要的。本研究结果也显示，部分脐带血 HSC 在

培养过程中粘附在 MSCs 细胞上生长，这一现象提

示细胞之间的直接接触对于 HSC/HPC 的扩增也是

非常必要的。此次研究两种干细胞的培养过程中，

HSC 与 MSC 以合适的密度同时接种在培养瓶中培

养，达到了同时促进 HSC/HPC 和 MSC 增殖与维持

干细胞特性的效果，而且得到的两种干细胞的生物

学功能都符合临床应用的要求。

有研究显示，在培养过程中，HSC/HPC 在

7~10 时天保持数量的增加，而随着培养时间的增加，

干、祖细胞数量自 12 天开始下降 [15]。本研究显示，

脐带血 CD34+ 细胞体外扩增 10 天可获得较多的干 /
祖细胞。HSC 体外扩增自我复制的同时不断地向骨

髓各系细胞分化，随着体外培养时间的延长，最原

始的 HSC 逐渐减少。本研究结果也证实了 CD34+

比例随着培养时间的延长不断下降，在 6 天时为

40% 左右，然而在 10 天时降至 29%。第 10 天流式

细胞术结果显示，CD45 高表达，CD34 表达呈现连

续性，也说明了 HSC 随着培养时间的延长慢慢地

分化成祖细胞及成熟细胞，该结果与 Park 等 [15] 结

果一致。培养 10 天后，HSC/HPC 集落形成能力达

到 254 个集落 /5 × 103 个细胞。共培养后的 HSC/
HPC 的 CFU-GM 集落培养、细胞数量和流式表型

符合鉴定标准，HSC/HPC 生物学功能没有受到

影响。

本研究对共培养后的 MSC 进行生物学特性分

析，结果显示细胞的形态、流式表型 ( 高表达

CD90、CD73 和 CD105，不表达 CD34 和 CD45)、
染色体核型都符合 MSC 的鉴定标准，对细胞进行

成骨、成软骨及成脂肪诱导实验证实，细胞传代培

养后，依然显示出显著的分化成骨、软骨及脂肪细

胞的能力，即 MSC 向骨、软骨、脂肪细胞分化的

能力也未受影响，因此共培养后的 MSC 依然有典

型的 MSC 生物学功能。

从临床应用价值来看，理想的 HSCT 供体应该

是由 HSC 和 HPC 共同组成的混合体，移植早期造

血恢复依靠 HPC，长期造血重建依靠 HSC[16]。如

果同时配合 MSC 的联合输注，可以解决高体重患
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者移植的需要，促进 HSC 植入，加速移植早期造

血恢复，降低 GVHD 的发生。

综上所述，本研究成功建立了一种合适的 MSC
和 HSC 混合培养体系，通过该体系可同时获得两

种干细胞，缩短 MSC 和 HSC 的制备时间，可能会

取得更好的临床效果。
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