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·综述·

骨髓间充质干细胞与组织修复
韩亚龙　付晋凤

　　干细胞是一类具有自我更新和分化潜能的细胞群体 ,根据发生的来源 ,干细
胞可被分为两类 :胚胎干细胞和成体干细胞。胚胎干细胞和成体干细胞除了来源
不同 ,其最大的区别在于增殖能力和分化潜能的不同。胚胎干细胞可无限增殖 ,
而成体干细胞的增殖能力则有限。骨髓中除含有能分化发育成各种血细胞的造
血干细胞之外 ,还含有产生非造血组织的间充质干细胞 (Mesenchymal stem cells,
MSCs) , 其属于成体干细胞 ,具有干细胞的特性。由于具有易分离、扩增以及体
外操作简便等特点 ,骨髓间充质干细胞在组织工程、细胞移植、基因治疗等领域的
应用前景十分广阔。
一、骨髓间充质干细胞的特征
骨髓中除了存在造血干细胞外 ,还存在一种间充质干细胞 (MSCs)。它是来
源于胚胎发育早期中胚层的一类多能干细胞 ,具有以下特性 : (1)自我更新能力 :
通过不对称分裂一方面实现增殖与分化 ,另一方面维持自身干细胞数量的稳定 ;
(2)多向分化能力 :具有广泛的分化潜能 ,既往大量实验证实在合适的分化条件
下不仅可以分化为成骨细胞、脂肪细胞、软骨细胞、肌肉细胞等间充质细胞 ,而且
可以跨胚层分化为外胚层的神经元神经胶质细胞和内胚层的肝细胞、内皮细
胞 [ 1 ] ; (3)形态和生长方式 :在形态上呈现为成纤维样或不规则样 ,胞浆丰富 ,核
染色质细 ,核仁明显 ,平行排列或旋涡样生长。在体外具有很强增殖能力 ,可以在
体外大量扩增和长期培养 ,并且可以长时间保持其未分化状态 ; ( 4)免疫表型 :骨
髓表达 : ①黏附分子家族 : CD166 , CD102 , CD54和 CD50 ; ②整合素家族分子 CD49a ,
CD49b , CD49c , CD29和 CD104 ; ③细胞因子受体家族 :白细胞介素受体、干扰素受体、
肿瘤坏死因子 A;④其他 : CD105、CD90和、SH1不表达造血细胞表面标志 ,如 CD14 ,
CD34 , CD45 , CD3等 ,也不表达主要组织相容性复合物分子 ,如 HLA2DR; ( 5)不同
来源的具有不同的生物学性质。Peieter等 [ 2 ]的研究显示不同品系小鼠来源的骨
髓具有不同的增殖能力、免疫表型和分化能力。
二、骨髓 MSCs的分离、扩增
由于骨髓细胞的组成具有不均一性 ,以及 MSCs在骨髓中含量极少只占有核
细胞的 0. 0001%～0. 01%左右 ,因此分离高纯度的 MSCs十分困难 ,也成为 MSCs
应用研究的关键。目前常用的分离 MSCs的方法有 4种 :密度梯度离心法、贴壁
分离筛选法、免疫磁珠分选法和流式细胞仪分离法。贴壁分离筛选法获得的细胞
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较杂 ,混有许多骨髓造血细胞 ,且不易通过换液传代去除。免疫磁珠法和流式细
胞仪分离法成本昂贵 ,无法进行大规模的应用 ,而且容易使细胞失去其分化潜能。
而密度梯度离心简便易行 ,利用 Percoll分离液 (密度在 1. 073～1. 082 kg /L )可获
得均一性较高的 MSCs。Percoll是包被了聚乙烯吡咯的直径为 15～30 mm的胶
体二氧化硅颗粒 ,在液体中颗粒大小不一 ,在一定离心场中可形成一定密度梯度 ,
不同密度的细胞分布在不同的密度层内 ,借此可将 MSCs与其他细胞分开 ,从而
达到分离 MSCs的目的。Percoll分离液具有无毒、低渗透压、低黏度、与活细胞相
容性好等特点。为了分离更均一的 MSCs, Hung等 [ 3 ]利用一种独特的培养装置建
立了一种简单、高效、经济的分离 MSCs的方法 ,即利用一种具有 3μm小孔的塑
培养皿从骨髓中筛选 MSCs,通过这种方法筛选出来的 MSCs叫做 SS ( Size sieved

stem)细胞 ,其均质性大于 98% , SS细胞具有增殖和自我更新的能力 ,并具有向
骨、脂肪、软骨组织分化的潜能。
在培养中形成成纤维集落的初始骨髓基质细胞称为骨髓成纤维祖细胞集落
形成单位 (CFU2F) ,由骨髓 MSCs和祖细胞组成。一般来说每个克隆都被认为是
由一个 CFU2F产生的。 (0. 1 ×106 )～ (1. 0 ×107 )个骨髓有核细胞中约含有 1个
MSCs,并且随着年龄的增加或体质的衰弱 ,细胞的数量逐渐减少 ,因此要获得足
量的 MSCs,大量扩增纯化是十分必要的。对 MSCs的细胞周期的研究表明 ,大约
有 20%的 MSCs处于静止期 ,即 G0期 ,这表明 MSCs具有强大的增殖能力。并且
有研究观察到人 MSCs体外培养 12代仍能保持正常的染色体表型和端粒酶活
性。
血清一直在 MCSs的体外生长中扮演十分重要的角色 ,在 MSCs研究早期就
发现筛选的合适批号的胎牛血清有助于 MSCs的贴壁、扩增以及多系潜能的维
持。同样 ,不同浓度的血清对培养 MSCs纯度的影响亦较大。一般来说 , 10%的
胎牛血清最有利于 MSCs的培养。浓度过高反而不利于 MSCs的生长 ,因为高浓
度血清中含有大量促进细胞增殖分化的因子 ,容易使细胞过早出现老化。最近有
使用自体血清或无血清培养基培养 MSCs的报道。
三、MSCs的多向分化潜能
MSCs具有多向分化潜能已经被体内外试验所验证。近 20年来关于 MSCs

多潜能性的报道很多 ,这类体外研究试验均是针对不同分化方向采用了各种不同
的诱导剂 ,分别使 MSCs向不同的终末细胞例如成骨、成软骨、成脂肪、成肌细胞
等分化。现就将 MSCs多分化潜能作以综述。

1.向成骨细胞和软骨细胞方向分化 : MSCs移植应用于骨折修复中以促进骨
折的愈合。组织工程骨要求体外支架材料上必须接种相当数量的功能细胞 ,一般
要达到 106～107数量级 ,因 MSCs易于存活且增殖周期短 ,故能满足此要求。同
时 MSCs分泌表达 I型胶原 ,在特定的条件下 ,可向成骨细胞分化。有实验表明 ,
新鲜骨髓细胞或者纯化培养后的 MSCs复合羟多孔基磷灰石陶瓷后具有成骨能
力。组织化学检测显示连续的反应开始于成骨细胞在 HA孔壁的黏附以及骨基
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质的分泌。新骨形成后紧密连接于 HA的孔隙表面 ,更为重要的是 ,这种新骨植
入骨缺损部位具有促进愈合的能力。祝建中等 [ 4 ]将分离兔骨髓 MSCs与纳米羟
基磷灰石胶原材料联合体外培养 ,建立兔桡骨节段性缺损模型 ,通过复合材料移
植术 ,发现其有强的成骨性 ,可以作为一种较好的工程种子。Kadiyala等 [ 5 ]将大
鼠的 MSCs吸附于 HA /TCP圆柱体 ,填充大鼠股骨缺损 ,MSCS成骨分化较对照组
快。其实验结果表明 :MSCs可在体外大量增殖 ,由于取材方便 ,自体应用时无免
疫排斥性 ,是一种良好的骨修复功能细胞。

Angel等 [ 6 ]将 MSCs以醋化的透明质酸为支架 ,经 TGF2b I等诱导后分化为软
骨细胞。Ponticiell等 [ 7 ]将人 MSCs以 TGF一等诱导后产生富含 S2GAGSn型胶原
的软骨样的细胞外基质。

2.向心肌细胞样方向分化 : MSCs移植治疗心脏疾病在于补充丧失的心肌细
胞。张蕾等 [ 8 ]采用模仿心肌样分化的微环境因素 ,促使 MSCs向心肌细胞分化。
结果发现源于心肌细胞的可溶性因素可使 MSCs向心肌细胞方向分化 ,证据是心
肌细胞特异性蛋白质表达显著增加 ,包括发育过程中最早形成的特异性结构蛋白
titin172以及心室肌细胞缝隙连连结性特异组成蛋白 CX43。W ang等 [ 9 ]将 DAP I
标记后的成年小鼠的 MSCs,注入另一小鼠的心肌中 , 4～12周后 ,供者 MSCs向心
肌细胞分化。

3.向神经细胞方向分化 :神经系统损伤的治疗在临床上一直是个棘手的问
题 ,尤其是中枢神经系统损伤。早在 1999年 Kopen等 [ 9 ]用免疫磁珠法分选 CD l l

b2的小鼠 MSCs,双苯甲亚胺和 B rdU标记后注人新生小鼠侧脑室。MSCs迁徙经
过前脑、小脑。在纹状体、海马中分化为成熟的神经胶质细胞。在脑干的网状结
构中出现表达神经丝的供体细胞 ,提示 MSCs可以分化为神经元。许予明等 [ 10 ]

采用二甲亚砜对大鼠 MSCs进行体外诱导扩增 ,发现其在体外可形成神经元样细
胞和胶质样的细胞。MSCs如用于神经系统疾病的治疗比其他干细胞具有更显著
的优点 :取材方便、易在体外分离培养和扩增 ,自体 MSCs移植又避免了移植后的
免疫排斥反应 ,这些均有利于进行中枢神经系统疾病或损伤修复的细胞治疗。且
MSCs易于外源基因的转染和表达 ,通过转基因方法可将利于其定向分化的外源
基因导入 MSCs,以加速其在体内的分化而促进组织修复。然而 MSC在体内和体
外向神经细胞分化的机制究竟是什么 ,是何物质或基因启动和决定了这种跨胚层
分化 ,其分化的具体机制还不十分清楚 ,还有待于进一步研究。

4.向表皮细胞及皮肤附属器细胞方向分化 :大面积烧伤后皮源不足是临床医
师治疗烧伤棘手问题 ,MSCs体外诱导其向表皮细胞分化为皮肤组织工程种子细
胞提供了一个新的方向。邹丽琴等 [ 11 ]采用大鼠体外分离培养 MSCs,并采用直接
贴壁法 ,使用表皮细胞生长因子诱导下 ,随着培养天数增加 ,逐渐出现细胞角蛋白
阳性比例增加。结果说明 ,在体外培养的诱导下 , MSCs具有分化为表皮细胞的
倾向。呼和塔娜等 [ 12 ]采用体外培养的 MSCs悬液移植给皮肤深度烧的受体鼠创
面 ,观察创面愈合速度 ,发现骨髓 MSCs对皮肤深度烧伤具有明显的疗效。据文
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献 [ 13 ]报道 ,将体外培养的骨髓间充质干细胞直接加入皮肤创伤部位 ,可发现在创
伤微环境下能加速愈合 ,具有向表皮细胞分化的趋势。大面积烧伤伤及皮肤全层
及附件时 ,仅靠创面自身难以实现皮肤的再生 ,需要足够的皮肤替代物进行修复、
而具有可自体取材、体外培养扩增、避免排斥反应等优势 ,使其在皮肤的组织工程
学上具有潜在的应用价值。
李海红等 [ 14 ]采用W istar大鼠 MSCs密度梯度离心分离、纯化 MSCs,体外培养
扩增后 ,用 B rdU标记细胞 ,建立全厚皮肤缺损创面模型 ,将 B rdU标记的 1 ×
106m lMSCs从静脉输注 ,术后取创面组织 ,行 B rdU免疫组织化学单染色 ,以及
B rdU和广谱角蛋白免疫组织化学双染色。结果发现 B rdU阳性细胞出现在创面
皮下组织、皮脂腺、毛囊和骨髓腔中。但在实验中也观察到 , B rdU标记的 MSCs

出现在创面皮下组织、皮脂腺及毛囊。免疫组织化学双染色结果显示皮脂腺和毛
囊 B rdU染色阳性的细胞同时表达广谱角蛋白 ,提示创面愈合过程中 MSCs可以
向上皮细胞转化 ;但大部分广谱角蛋白阳性的毛囊、皮脂腺细胞并不表达 B rdU ,

提示这些细胞来源于创面残留或创缘的细胞 ,而非外源性 MSCs转化的细胞 ;皮
下组织中 B rdU阳性的 MSCs并不表达角蛋白。说明在损伤条件下 ,微环境中所
含的各种因子促进 MSCs向该环境所需要的细胞或组织分化 ,MSCs这种能够获
得新表型的特性 ,使其在许多器官系统疾病中有广泛应用 [ 15 ]。

5.向肌腱及脂肪细胞方向分化 : Young等 [ 16 ]将自体 MSCs吸附于胶原凝胶
后种植在兔跟键上断口损伤的接缝上 ,发现用 MSCs处理的肌膜较对照组好。岑
航辉等 [ 17 ]通过人体分离 ,体外诱导培养间充质干细胞 ,发现其可向脂肪细胞表型
转化。
四、MSCs的临床应用及前景
1. MSCs具有取材方便 ,在体外培养能保持其多向分化潜能 ,遗传背景稳定 ,

植入体内无免疫排斥反应 ,易于临床应用等特点 ,是组织工程中理想的种子细胞。
因此在组织工程中作为种子细胞 ,经培养扩增后 ,与不同的生物材料结合 ,修复
骨、软骨、肌健等组织缺损。

2. 细胞移植治疗上 ,有序地输注异基因 MSCs,促进造血功能恢复 ,或者定向
诱导分化为心肌细胞、神经细胞等进行细胞移植治疗。

3. MSCs通过严格的细胞间接触、诱导造血干细胞表达归巢受体、产生生长因
子支持造血。基因治疗上 ,将外源性基因转人 MSCs,使之有效并持久地表达 ,治
疗缺乏循环蛋白导致的疾病 ,如血友病 B。
五、存在的问题与展望
虽然骨髓 MSCs具有广阔的应用前景 ,但是还有许多争论性的问题没有解
决 : (1)到目前为止仍没有十分完善地获得和培养扩增 MSCs的方案 ,尚未能建立
鉴定 MSCs的统一标准 ,仍未能筛选到 MSCs特异性的标记分子 ,因此不同实验室
的数据之间的可比性差 ; (2)分化的 MSCs是否具有功能 ,是否有足够的数量和潜
能 ,是否有致瘤性的危险等等 ,所以应用成体干细胞治疗疾病和胚胎干细胞一样
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存在种种困难 ; (3)是何种信号诱导了骨髓 MSCs向多系分化 ,其诱导分化的分子
机制尚不明确。此外 ,揭示干细胞发育的分子机制的研究 ,干细胞移植的免疫问
题 ,影响干细胞移植成功的因素如 :干细胞的来源 ,干细胞的发育状态 ,自然凋亡
过程 ,宿主提供的微环境 ,都是有待深入研究解决的问题。
尽管如此 ,由于 MSCs具有多组织分化潜能和高增殖特性 ,容易获取 ,便于自
体移植等特点 ,因此我们深信 MSCs在组织工程、基因工程以及临床应用上有着
光明的前景。
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