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·短篇论著·
三种胎盘间充质干细胞的分离培养及生物学特性对比研究

刘丽 1，黎渊明 1，刘琴 1，张亚光 1，毛圆圆 1，宋云庆 2*

摘要：目的 分离培养人胎盘羊膜、绒毛膜和蜕膜三种间充质干细胞（mesenchymal stem cells，MSCs），进行生物学
特性对比研究。方法 酶消化法分离胎盘羊膜、绒毛膜和蜕膜内干细胞，体外培养传代，MTT法测定细胞生长曲线，流
式细胞术检测细胞表面标志，茜素红和油红O检测成骨和成脂能力。结果 表面标记鉴定分离的胎盘细胞为间充质干
细胞，细胞具增殖和分化能力。三种细胞在传代过程中细胞形态、表面标志表达、分化能力维持稳定，但增殖能力存在

差异。结论 成功分离获得三种胎盘MSCs，可以作为临床前研究用MSCs来源。
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Isolation and biological characteristics of three kinds of human placenta-derived mesenchymal stem cells.
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Abstract;Objective To isolate mesenchymal stem cells from human amnions, chorions and decidua basalis, and
compare their biological characteristics. Methods Stem cells were obtained by enzymatic digestion method from human
amnions, chorions and decidua basalis and cultured in vitro. Cell growth curves were made by MTT method. Cell surface
markers were assayed by flow cytometry. Osteogenic and adipogenic differentiation capacity was determined by alizarin red and
alizarin red staining. Results Three kinds of placenta-derived mesenchymal stem cells were confirmed by cell surface
markers assay. And these cells possess proliferation and differentiation ability. Cell morphology, surface markers and
differentiation ability maintained stability during passage. However difference was detected in growth ability. Conclusion
Three kinds of human placenta-derived stem cells were isolated and cultured successfully, and they could be used as seed cells
in later preclinical study.
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本研究首次将胎盘内羊膜、绒毛膜和蜕膜来源

MSCs一同分离和培养，并对三种MSCs的生物学特性
进行了初步的研究。

1 材料与方法
1.1 材料来源 胎盘经产妇及家人同意后采集，产
妇无传染性疾病。主要试剂：噻唑蓝(MTT)、胰酶、胶
原酶和二甲基亚砜(DMSO)购自 Sigma公司；鼠抗人
CD14、CD45、CD73、CD105、CD34、HLA-DR、CD90、
CD79α单克隆抗体购自BD公司；成脂培养基和成骨
培养基购自Gibco公司，油红O染色试剂盒和茜素红
钙染色试剂盒购自GenMed公司，无血清培养基由江
苏北科生物科技有限公司提供。

1.2 方法
1.2.1 干细胞分离与培养 胎盘经生理盐水清洗后，
分离出羊膜、绒毛膜和蜕膜组织，剪碎后胶原酶消化

60 min，离心去上清，无血清培养基重悬后接种培养
瓶，置于 37℃、5%CO2培养箱中培养。当细胞融合率

达到70%～80%时，胰酶消化传代。三种间充质干细
胞从P0代传代至P10代。

1.2.2 细胞生长曲线的测定 取 P2代对数期的细
胞，设 3个平行孔，每孔加 5mg/mL的MTT溶液 20 μL
培养 4h，100 μLDMSO溶解，室温震荡 10 min，490nm
下测吸光度值，连测7d绘制细胞生长曲线。
1.2.3 流式细胞仪检测干细胞表面标志物 细胞酶
消 化 后 经 PBS 洗 涤 2 次 ，鼠 抗 人 CD14-FITC、
CD45-FITC、 CD73-PE、 CD105-PE、 CD34-PE、
HLA-DR-PE、CD90-APC、CD79αAPC单克隆抗体细
胞悬液 4℃避光孵育 30min，PBS洗涤 3次后流式细胞
仪检测分析结果。以FITC、PE或APC标记的小鼠同
型免疫球蛋白为阴性对照。

1.2.4 干细胞诱导分化 (1)成骨诱导：细胞融合度
达到 80% ，加入成骨诱导培养基培养，每 3d换液。
21~28d后，进行茜素红染色。(2)成脂肪诱导：细胞融
合度达到 80% ，加入成脂诱导培养基培养，每 3d换
液。14~21d后，进行油红O染色。
2 结果
2.1 三种胎盘干细胞的分离及培养 三种干细胞都
呈成纤维细胞状，原代培养 2~3周细胞融合达 80%~

·· 1528



中国热带医学 2012年第12卷第12期 China Tropical Medicine，December 2012，Vol.12，No.12

90%。形态良好，传代过程中未见明显形态变化。
2.2 流式检测表面标记表达 三种胎盘干细胞 P0、
P2、P5和 P10代流式结果（图 1），阳性检测指标
（CDl05、CD90或CD73）>95%，阴性检测指标（CD45、
CD34、CD14、HLA-DR和 CD79α）<2%，符合MSCs鉴
定标准。细胞表面标记在传代过程中维持稳定。

细胞表面标志Cell surface marker
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图图11三种胎盘干细胞的表面标志检测结果统计三种胎盘干细胞的表面标志检测结果统计 (n=(n=55))
FigureFigure 11. Statistical chart of the cell surface makers of three kinds. Statistical chart of the cell surface makers of three kinds

of placenta-derived MSCsof placenta-derived MSCs
2.3 生长曲线测定 如图2所示，三种细胞都表现出
较好的增殖活力，细胞间存在差异。
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图图22三种胎盘干细胞细胞生长曲线对比三种胎盘干细胞细胞生长曲线对比 (n=(n=55))
FigureFigure 22. Cell growth curve of the three kinds of placenta-derived. Cell growth curve of the three kinds of placenta-derived

MSCsMSCs
2.4 分化能力检测 三种胎盘MSCs传至P10，茜素
红染色和油红 O染色分别显示诱导生成钙素和脂
滴。传代后三种胎盘MSCs维持分化潜能。
3 讨论
人的胎盘是妊娠期间由胚胎的胚膜和母体子宫

内膜联合长成，包含了较为幼稚的胚胎干细胞及趋于

成熟的成体干细胞[1~3]。由于胎盘结构复杂，其中含有

MSCs有多种类型。但以往关于胎盘MSCs的研究，有
的缺少MSCs来源胎盘部位信息，有的仅针对胎盘内
一种或两种MSCs进行生物学研究，目前多种胎盘

MSCs的对比研究尚未见报道。
本研究首次将胎盘羊膜、绒毛膜和蜕膜同时分

离，对三种组织来源MSCs体外培养后，进行生物学特
性对比研究。三种胎盘干细胞均符合国际细胞治疗

协会 (International society for cellular therapy，ISCT)提
出的界定MSCs的标准[4]，且这三种细胞体外扩增多代

后，细胞形态、表面标志表达、分化能力维持稳定，细

胞增殖能力较强。研究采用无血清培养基，不含动物

源成分，培养所得三种胎盘MSCs有望作为临床前研
究种子细胞。

研究表明胎盘MSCs具有多种疾病治疗的潜能，
如胎盘MSCs的造血支持[5]、免疫抑制和组织修复作用

已经在一些研究中得到证实。Minagawa等[6]将人羊膜

MSCs植入膀胱损伤的小鼠模型后，免疫组化结果显
示损伤的膀胱组织和收缩功能得到较快修复。Jiang
等[7]将胎盘MSCs移植应用到10例Ⅱ型糖尿病重症病
人的治疗，静脉输注治疗后随访观察 3个月以上，结
果发现 10例患者胰岛素的平均用量减半，C-肽水平
显著提高(P<0.05)。胎盘MSCs具有临床应用转化的
潜力，本研究结果对进一步临床前和临床研究具有重

要参考价值。
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