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!!"摘要#!目的!脐带血间充质干细胞为组织工程种子细胞领域研究热点$但目前仍未得到安全&高效的

脐带血间充质干细胞分离培养体系$该实验研究旨在探讨脐带血间充质干细胞的适宜培养条件% 方法!无菌

条件下取足月正常新生儿脐带血$随机分为高糖Fe+e组&低糖Fe+e组以及脐带血间充质干细胞组% 分离

提取的脐带血单个核细胞分别以 $ g$#

%

&$ g$#

& 和 $ g$#

7 个细胞Q-0的接种密度接种于脐带血间充质干细

胞培养基中$观察 ' 种培养基及不同接种密度培养下的细胞贴壁生长情况$并用流式细胞技术分析细胞的表

面抗原% 结果!高糖Fe+e组未见到贴壁生长的间充质干细胞$低糖 Fe+e组及脐带血间充质干细胞组均

可见到贴壁生长的梭形成纤维样细胞"!L#M#&#$在不同的接种密度条件下$$ g$#

& 组及 $ g$#

7 组接种密度

可见到成纤维样贴壁细胞$$ g$#

& 组得到的细胞数量及细胞生长情况更好$$ g$#

% 组未见到细胞贴壁生长%

结论!分离提取得到的脐带血单个核细胞在H"& 培养瓶中最佳接种密度为 $ g$#

&

Q-0$最适合培养基为脐带

血间充质干细胞培养基%
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!!脐带血是婴儿出生后$留在胎盘和脐带中的血

液$来源广泛$采集脐带血对产妇和新生儿均无任何

不良影响% 有报道认为脐带血间充质干细胞"2RV/0,

:.0:;=P V0;;P -T1TR:4S-.01?T-:T001$KDC,eID1#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亦

较弱% KDC,eID1端粒和端粒酶活性均长于和高于

骨髓中的干Q祖胞$移植后的寿命更长$可以更持久

地维持机能$且脐带血可长期冷冻保存而性状保持

不变($ @')

% 目前对于脐带血是否有间充质干细胞存

在仍有争议$jT50T=

(%)及 ]TPP;2

(&)等认为脐带血中

eID1较稀少且缺乏$未形成安全&有效的脐带血间

充质干细胞的分离培养体系$分离培养成功率低$以

致影响脐带血间充质干细胞的临床应用% 本文通过

利用 ' 种不同培养基及不同接种密度来进一步探讨

影响分离培养成功率的因素$以探究脐带血间充质

干细胞最适培养基和最佳接种密度%

?6材料与方法

?@?6材料及试剂6"#$%,#$ @"#$%,#7 采集脐带血

标本由桂林医学院附属医院妇产科提供"健康足月

顺产新生儿脐带血$每份 $& @)% -0$肝素抗凝$采集

后 % 4内进行分离提取#$人淋巴细胞分离液"深圳

市达科为生物技术有限公司#$Fe+e"低糖#培养

基(赛默飞世尔生物化学制品"北京#有限公司)$

Fe+e"高糖#培养基"\/V:;#及脐带血干细胞培养

基"美国 DS.YTR C/;1:/TR:T1JR:#$促细胞贴壁附着

因子"\/V:;#$Da

" 孵箱"型号H4T=-;#$生物安全工

作台" I?T=/0\AOF#$倒置显微镜 " T̀/:.#$离心机

" %̀"#$k/.Rl/#$细胞计数器"AP.-#%

?@A6方法

$M"M$!脐带血采集!选桂林医学院附属医院产科

'# 岁以下健康&无急慢性疾病&无传染病$抗[Jf及

乙肝血清标志物检测阴性的产妇$产妇对实验方案

知情同意$采集正常足月产胎儿的脐带血 "B 份% 采

集方法!新生儿产出后立即在距脐轮 & @B :-处用

止血钳夹住脐带的两端$于两钳之间剪断脐带$

#M&b安尔碘消毒后$行脐带静脉穿刺$直接将脐血

引流入装有肝素钠的一次性采血袋内$采血过程轻

轻摇动血袋$直至无脐血流出为止% 采集完毕后置冰

盒内送至实验室备用$脐血样本采集后 % 4内分离%

$M"M"!KDC,eID1的分离培养!将采集的脐血用

GCI"#M#$ -;0Q̀$X[值 mBM%#$n$ 稀释$缓缓叠加

到等体积的密度为"$M#BB c#M##$#YQ-0人淋巴细

胞分离液上面$" ### =Q-/R$离心 "# -/R$小心吸取

中间界面白膜层$获得单个核细胞$加等量 GCI 离

心洗涤 " 次$所得细胞应用细胞计数器接种于有促

细胞贴壁附着因子涂层的H,"& 培养瓶$分别用含有

$#b胎牛血清的Fe+e"低糖#&Fe+e"高糖#及脐

带血间充质干细胞培养液中$置于 'B o&体积分数

&bDa

" 饱和湿度培养箱内培养$B" 4 后全换液$弃

去悬浮细胞未贴壁细胞$以后每 ' @% P 换液 $ 次$

待细胞长到 )#b融合时$用 "M& YQ̀的胰蛋白酶和

#M" YQ̀的 +FHA混合液消化$倒置显微镜下观察$

等多数贴壁细胞呈球形时$加入含胎牛血清的培养

基终止消化$吹打成细胞悬液$收集离心$GCI 洗涤

' 次$$n" 的比例传代$并标记为G$ 代%

?@B6原代细胞生长曲线测定6用含 $#b胎牛血清

的脐带血间充质干细胞培养液调节单个核细胞悬液

的浓度分别为 $ g$#

%

&$ g$#

& 和 $ g$#

7 个细胞Q-0$

每孔 #M& -0$接种于 (7 孔培养板培养% 从第 % 天首

次换液开始$每隔 %) 4 取 ' 孔$弃去培养液$加入

#M"&b胰酶和+FHA消化后作细胞计数$绘制生长

曲线%

?@C6脐带血间充质干细胞表面标记流式细胞仪测

定6取第 ' 代脐带血间充质干细胞$胰蛋白酶消化

后$$ ### =Q-/R 离心 $# -/R$去除上清液$用 "b胎

牛血清白蛋白的 GCI 液冲洗细胞$制成单细胞悬

液$计数 $ g$#

7 个细胞$向其中加入 "# 20流式单克

隆抗体$包括 DF"(&DF$''&DF(#&DF'% 及 DF$#&$

常温下避光静置 '# -/R$$ ### =Q-/R$离心 $# -/R$

去除未结合的单克隆抗体$加入GCI '## 20重悬$上

机测试%

?@E6培养条件的观察比较

$M&M$!不同培养基的比较!分离提取后的单个核

细胞以 $ g$#

& 接种至 7 孔板中$应用含体积分数为

$#b的胎牛血清的Fe+e"低糖#&Fe+e"高糖#及

脐带血间充质干细胞培养液中分别培养$比较细胞

贴壁生长情况%

$M&M"!不同种植密度的比较!在促细胞贴壁附着

因子涂层的H"& 培养瓶中$采用 $ g$#

%

$$ g$#

&

$$ g

$#

7 三种不同接种密度$比较细胞贴壁与生长情况%

?@F6观察指标6脐带血间充质干细胞不同培养基&

不同接种密度的效果比较%

?@G6统计学方法6应用 IGII$$M& 统计软件进行数

据处理$计数资料组间比较采用
!

" 检验$!L#M#&

为差异有统计学意义%

A6结果

A@?6不同培养基培养成功率的比较6应用含有

*B#)*
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$#b胎牛血清的Fe+e"高糖#培养基 B 份标本$均

未见到呈梭形贴壁生长的成纤维样细胞$不能进行

增殖传代% 应用含有 $#b胎牛血清的 Fe+e"低

糖#培养基 $% 份标本$有 ) 份可以见到到呈梭形贴

壁生长的成纤维样细胞$其中有 % 份能增殖及传代%

应用含有 $#b胎牛血清的脐带血间充质干细胞培

养基 7 份$有 & 份可以见到呈梭形贴壁生长的成纤

维样细胞$有 & 份可以增殖及传代% 三种培养基培

养成功率差异有统计学意义"!m#M##"#% 见表 $%

表 $!' 种不同培养基培养细胞成功率的比较!+"b#$

!培养基 例数
培养效果 可传代

成功 失败 是 否

Fe+e,低糖培养基 $% )"&BM$# 7"%'M(# %"&#M## %"&#M##

Fe+e,高糖培养基 B #"#M## B"$##M## #"#M## #"$##M##

脐带血干细胞培养基 7 &")'M'# $"$7MB# &")'M'# $"$7MB#

!

"

* $"M)7& $M7&(

! * #M##" #M$()

A@A6不同接种密度的细胞生长情况6在不同的接

种密度条件下$$ g$#

& 组原代细胞在培养 ' P 即可

见到贴壁的呈梭形的成纤维细胞$'& @%& P 时细胞

融合达 &#b @7#b$可以增殖传代'$ g$#

% 组接种

密度太小$未能见到贴壁的成纤维样细胞'$ g$#

7 组

接种密度可见到成纤维样贴壁细胞$但相对于 $ g$#

&

组细胞数量偏少% 不同接种密度培养后细胞贴壁及

生长情况见图 $ @'% 本实验观察到接种密度为 $ g

$#

& 个细胞Q-0时更适合细胞贴壁生长$接种后 B @

$$ P时为细胞快速增殖期$$& P 后速度减慢进入平

台期% 见图 %%

图 $!接种密度 $ g$#

%

' P换液后细胞贴壁生长情况"&# 倍

镜下观察#

图 "!接种密度为 $ g$#

&

' P 后细胞贴壁生长情况""## 倍

镜下观察#

图 '!接种密度为 $ g$#

7

' P 后细胞贴壁生长情况"$## 倍

镜下观察#

图 %!不同接种密度细胞贴壁生长情况

A@B6脐带血间充质干细胞表面标记表达!流式结果

显示$第 '代脐血间充质干细胞不表达DF'%&DF(#&

DF$''$表达DF"(&DF$#&%

B6讨论

B@?6通过本实验研究结果可以看出$使用专用培养

*)#)*
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基能得到较高比例的 eID1% 刘素芳等(7$B)一些研

究者则使用 eT1TR:20?He专用培养基得到较高比

例的eID1% C/TV.:i 等())在脐血实验中也使用了

eT1TR:20?He培养基$效果也较好% 这与本实验使

用的脐带血干细胞专用培养基所得到的实验结果相

符$但其进一步的原因尚未知晓$需要进一步的实验

研究% 高糖组 Fe+e培养基培养干细胞成功率极

低$未能得到间充质干细胞$可能因为高糖培养基比

较适合用于细胞代谢快的细胞$例如肿瘤细胞$而干

细胞不适合用高糖培养基% 迟作华(()用高糖Fe+e

法培养干细胞$%# @&# P 左右细胞开始出现形态的

变化$7# P 左右会出现类似胰岛样细胞团% 黄伟

等($#)用Fe+e"高糖#中加入不同浓度的血清$均

未获得理想的eID1% 程文广等($$)实验共采集脐血

样本 $7 例$其中使用含有 $#b胎牛血清的高糖

Fe+e培养基培养 % 例$使用 $#b @$&b胎牛血清

的Fe+eQp$" 培养基培养 $" 例$实验结果显示使

用高糖Fe+e培养基均获得理想的eID$虽然在原

代培养早期有大量细胞贴壁生长$但均为大量破骨

样细胞生长$均未获得均一的 eID% 故我们认为高

糖Fe+e不适合培养脐带血间充质干细胞$因其培

养成功率低$且易导致干细胞分化%

B@A6关于脐带血单个核细胞接种密度各文献报道

不一$IT;等($")认为比较适合的接种密度为 " g$#

&

@

" g$#

7

Q:-

"

% 龚敏等($')认为比较适合的接种密度

为 ' g$#

%

Q-0$可见目前在接种密度方面未形成统

一的标准% 由于采用的培养皿的材质&直径大小等

不一$故也仍未提出使用 H"& 培养瓶培养时的最佳

接种密度% 在脐带血间充质干细胞的原代培养时单

个核细胞的接种密度要合适$若密度太小$干细胞数

量太少$不易于形成集落'如果密度太大$间充质干

细胞的生长空间缩小$干细胞不能很好地贴壁与伸

展% 我们实验结果表明 $ g$#

&

Q-0的接种密度最适

合细胞贴壁生长%

B@B6本实验也存在许多的局限性$例如实验例数较

少&各组间的例数不均衡&脐带血采集时间差异性等

均会对实验结果造成误差$需要同质性更好的进一

步实验研究%

B@C6有学者认为脐带血中无干细胞($%)

$本实验的

研究表明$人脐带血中可以分离得到间充质干细胞$

这与C/:iRT1T

($&)和 [.

($7)实验结果一致$实验表明

分离提取得到的脐带血单个核细胞在H"& 培养瓶中

最佳接种密度为 $ g$#

&

Q-0$最适合培养基为脐带

血间充质干细胞培养基$但因影响脐带血间充质干

细胞分离培养效率的因素很多$要得到安全&高效&

价廉的分离培养体系$仍需要进一步的实验研究%
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