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人羊膜细胞临床前研究: 
治疗非神经系统的损伤性疾病研究进展

郭礼和

热点评析

本刊前两期(中国细胞生物学学报 2011; 33(5): 
590-3、33(6): 720-3)分别介绍了人羊膜细胞在治疗

神经损伤和神经退行性疾病方面的临床前研究, 强
调了人羊膜上皮细胞在生化方面具有神经细胞特

性, 说明它在治疗神经系统疾病方面具有许多优越

性, 但并不否定它在治疗非神经系统的损伤性疾病

的可能性。

本刊(中国细胞生物学学报 2011; 33(4): 451-4)曾
介绍人羊膜细胞是由受精卵发育至第8天的囊胚内细

胞团(inner cell mass)分化而来的, 保有最早的胚胎干

细胞特性, 具有向三个胚层组织分化的潜能。在体外, 
人羊膜细胞可以定向分化为: 内胚层来源的内脏器

组织(如胰岛细胞和肝细胞等); 中胚层来源的骨骼和

肌肉等组织; 外胚层来源的神经和皮肤等组织。除此

之外, 人羊膜细胞向羊水分泌许多有利胚胎发育、生

长和分化的细胞因子和营养因子(例如: EGF、KGF、
HGF、bFGF、IGF、TGF-α、TGF-β1、TGF-β2、
TGF-β3、BDNF、NGF、NT3、IV胶原、整合素、

层粘素等)。这些细胞因子和营养因子对组织损伤和

修复有着良好的促愈作用。本文重点介绍人羊膜细

胞在非神经系统的组织损伤临床前的研究进展。

1   糖尿病(Diabetes)
糖尿病属于常见的代谢内分泌疾病, 临床主要

表现为血糖增高。通常病型可分为: I-型糖尿病、

II-型糖尿病、妊娠糖尿病及其他特殊类型的糖尿

病。根据发病机理, 糖尿病可分为原发性和继发性, 
大多数病人为原发性的。原发性糖尿病又可分为胰

岛素依赖性糖尿病(IDDM)和非胰岛素依赖性糖尿

病(NIDDM)两类。I-型糖尿病为胰岛素依赖性; II-
型糖尿病为非胰岛素依赖性, 但发病得不到控制后

会转为I-型的。通常所见的糖尿病为II-型, 发病率占

90%以上。老人患的糖尿病一般为II-型, 通常与血

脂高和过度肥胖有关。

糖尿病的患者易得并发症, 常见的并发症有: 
感染性疾病(如肺结核病等)、溃疡性疾病(如糖尿病

足)、血管性疾病(如动脉硬化)、心脏病、神经病(如
皮肤麻痹)和酮尿症等。严重的会并发视网膜增生

(可引起双目失明)、肾小球增生(引起肾衰竭)、酸中

毒和脑中风等疾病。

II-型糖尿病主要是药物治疗, 后期往往需要胰

岛素配合治疗; I-型糖尿病目前主要使用胰岛素来

治疗, 后期需要用胰岛移植来治疗, 这有胰岛组织来

源和移植免疫排斥等问题。从长期来看, 干细胞治

疗是一个方向; 但是, 目前还处在临床前研究阶段。

用胚胎干细胞和诱导多能干细胞(iPS)在体外都能分

化成分泌胰岛素的β-细胞; 也可用基因诱导将胰腺

管壁细胞和皮肤成纤维细胞直接转化为β-细胞。

人羊上皮膜细胞在体内能够分化成β-细胞, Wei
及其同事[1]的实验表明, 人羊膜上皮细胞注入糖尿病

小鼠体内一个月内可使血糖水平维持正常, 并证明

人羊膜上皮细胞在体内能分化成胰岛的β-细胞。

我们实验室是将人羊膜上皮细胞在体外直接诱

导分化成胰岛的β-细胞[2], 这种分化了的细胞在体外

具有β-细胞各种分子标志, 能够分泌胰岛素(图1, 本
文所有图片来源于本实验室)和人的C-肽(由细胞合

成的胰岛素原前体(preproinsulin)在细胞器高尔基体

内裂解得到的多肽, 与胰岛素同时分泌到胞外, 对
它的浓度测定, 通常用来代表胰岛素分泌能力)。C-
肽分泌水平依赖细胞外糖的浓度, 也就是细胞外糖

浓度越高, C-肽分泌越多(也代表胰岛素分泌越多)
(图2)。这种生理反应称作糖应答反应能力(glucose 
response), 也就是意味着血糖浓度越高, 胰岛素就会

分泌越多; 血糖低了, 胰岛素就不分泌了, 不然就会
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造成低血糖休克, 甚至造成生命危险。人羊膜上皮

细胞在体外诱导成β-细胞后, 具有这种生理反应能

力, 才有治疗疾病价值。移植到小鼠肾脏的包膜内

能够生存下来。图3表明用绿色荧光标记的人羊膜

上皮细胞分化成β-细胞, 然后移植到小鼠肾包膜一

个月后仍然能看到绿色荧光。图4表明体外有诱导

的β-细胞能够使患有糖尿病的小鼠保持正常的血糖

水平, 未诱导的羊膜细胞不能下降血糖水平。图5表

明用高浓度葡萄糖液注射患有糖尿病的小鼠, 18分
钟后血糖浓度达到最高(图中用空心圆代表), 随后

直到120分钟血糖浓度还是降不下来, 缺乏血糖调控

能力; 而用诱导的β-细胞治疗患糖尿病小鼠(图中用

实心圆代表)到了60分钟后血糖浓度已经降到正常

水平,与不患糖尿病小鼠(图中用实心三角代表)的血

糖水平控制能力相同。上述研究结果表明人羊膜上

皮细胞有望用于人的糖尿病临床治疗。

A: 体外诱导不同时间表达β-细胞分子标志物, 0 d代表为诱导的羊膜

细胞, 表达胚胎干细胞分子标志物Oct-4; 其它分别为体外诱导7 d、
14 d和21d , 这时羊膜细胞都已表达β-细胞分子标志物, 但不表达胚

胎干细胞标志物Oct-4; B: 诱导14d 表达β-细胞所特有的胰岛素(insu-
lin)和PDX-1蛋白。

图1　体外诱导人羊膜上皮细胞分化成胰岛β-细胞

图2　诱导的β-细胞在体外培养分泌C-肽(代表胰岛素)的量

依赖培养液中的葡萄糖浓度

图中红色荧光代表分泌的胰岛素, 应与绿色的细胞(来源于人的羊膜

细胞)在位置上应高重叠, 说明胰岛素是由羊膜细胞分化成的β-细胞

分泌的。

图3　体外诱导的β-细胞(绿色荧光标记)移植到小鼠的肾脏

胞膜内, 30天后组织切片, 用人胰岛素抗体检测移植的细胞

是否有人胰岛素分泌

黑心圆代表细胞治疗组, 注射诱导的β-细胞后第6天小鼠血糖下降到

正常水平, 直到30天血糖水平一直保持正常; 黑三角代表患有糖尿病

小鼠为给细胞治疗, 直到30天血糖一直保持高水平; 空心圆代表未在

体外诱导的人羊膜上皮细胞治疗糖尿病效果不明显。

图4　体外诱导的β-细胞移植到患有糖尿病的小鼠肾脏包膜

内, 观测细胞治疗对小鼠血糖的控制
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2   肌肉疾病
杜兴氏肌营养不良(Duchenne muscular dystro-

phy, DMD)是一种X连锁隐性遗传的进行性肌萎缩

疾病, 主要由抗肌萎缩蛋白(dystrophin)基因缺陷引

起。该基因有79个外显子(exon)组成, 位于X染色体

短臂(Xp21), 是人类最大的基因。其编码的蛋白——

抗肌萎缩蛋白, 是一种肌纤维膜结构蛋白, 在维持肌

细胞膜结构完整性中起重要作用。一般患者在5岁
以前发病, 临床表现为进行性对称性肌无力, 以肢体

近端受累多见, 起病常于下肢开始, 上楼梯或蹲起困

难。体检无肌颤, 无感觉障碍, 多伴有腓肠肌假性肥

大。病情呈进行性发展, 以致生活不能自理, 最后完

全丧失活动能力, 多半导致呼吸衰竭或肺部感染而

死亡。疾病的治疗手段主要有基因治疗、骨髓移植

和药理学治疗, 但治疗效果不佳。

目前, 干细胞治疗研究可能会带来一线希望。

Kawamichi及其同事[3]研究人羊膜间充质细胞(羊膜

含有的另一种干细胞)在体外诱导分化能成为肌小

管。若将该细胞移植到患DMD疾病的小鼠体内, 该
鼠的肌纤维膜上表达了人的抗肌萎缩蛋白(dystro-
phin)和层粘连蛋白(laminin)。他们认为这种表达可

能出于两种不同的机制: 一种是移植的人羊膜间充

质细胞分化成肌纤维细胞; 另一种是移植细胞与宿

主细胞的融合。

3   血管疾病
外周血管病变(peripheral vascular disease, PVD), 

通常指外周动脉病变或外周动脉闭塞病变(periph-
eral arterial disease, PAD或peripheral artery occlusive 
disease, PAOD), 一般远离冠状动脉或脑区。PVD是

由动脉粥样硬化和炎症反应导致狭窄、栓塞、血块

形成, 造成急性或慢性缺血(血供不足), 晚期会造成

严重肢体缺血(critical limb ischemia, CLI)。
Ishikane等[4]利用来源孕鼠胎膜(羊膜是其组成

部分)的间充质细胞移植到后肢缺血的老鼠。细胞

移植三周后, 他们观测到老鼠后肢的血流量明显增

加, 缺血肌肉的毛细血管与肌纤维之比的比值大大

提升。虽然未见到移植细胞的分化或与宿主细胞融

合, 但不能排除移植细胞的旁分泌细胞因子刺激血

管生成; 或动员宿主干细胞/祖细胞迁移到病灶区加

速血管生成。

Prather等[5]利用胎盘间充质细胞移植到患CLI
小鼠, 可看到缺血的后肢血流量明显加大, 毛细血管

密度增加, 减少氧化应急和内皮细胞损伤, 后肢功能

有所改善。最近的临床试验表明这种细胞治疗是安

全的, 病人的生活质量得到了改善。

4   肺和肝的纤维化病变
纤维化是指机体组织过度生长、硬化和疤痕形

成。任何原因只要能引起组织细胞损伤, 均可导致

组织细胞发生变性、坏死和炎症反应, 如果损伤很

小, 损伤细胞周边正常实质细胞将发生增生修复, 这
种修复可完全恢复正常的结构和功能。然而, 如果

损伤较大或反复损伤超出了损伤周围实质细胞的再

生能力时, 间质纤维结缔组织(细胞外基质)将大量

增生对缺损组织进行修复, 即发生纤维化的病理改

变。因此, 本质上纤维化是组织遭受损伤后的修复

反应, 以保护组织器官的相对完整性。增生的纤维

结缔组织虽然修复了缺损, 但却不具备原来器官实

质细胞的结构和功能。如果这种修复反应过度、过

强和失控, 就会引起器官的纤维化和导致器官的功

能下降。由此可见, 纤维化是指由于炎症导致器官

实质细胞发生坏死, 组织内细胞外基质异常增多和

过度沉积的病理过程。轻者成为纤维化, 重者引起

组织结构破坏而发生器官硬化。纤维化(fibrosis)
可发生于多种器官, 主要病理改变为器官组织内纤

维结缔组织增多, 实质细胞减少, 持续进展可致器

空心圆代表未用细胞治疗的血糖水平, 注射20 min后血糖浓度达到

最高, 但直到120 min后血糖浓度仍然很高; 黑心圆代表细胞治疗鼠

的血糖水平; 黑三角代表不患糖尿病鼠的血糖水平(作为对照组)。

图5　移植的β-细胞移植到患有糖尿病鼠的肾脏胞膜内, 30天
后注射高浓度葡萄糖, 观测该鼠对血糖的调节
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官结构破坏和功能减退, 乃至衰竭, 严重威胁人类

健康和生命。

肺纤维化是指终末期的间质性肺疾病, 肺泡塌

陷失去上皮细胞, 形成蜂窝样改变, 呼吸功能不可

逆地丧失。蜂窝样改变是瘢痕和结构重组的一种

表现。

Cargnoni等[6]无论用人或鼠的羊膜上皮细胞、

羊膜间充质细胞或绒毛膜间充质细胞移植到患有肺

纤维化的小鼠, 都能明显减轻肺纤维化的严重程度, 
并可看到嗜中性粒细胞浸润减少。尽管在宿主肺部

观测到的移植细胞不多, 他们认为治疗效果可能同

移植细胞的旁分泌可溶性分子有关。

Moodley及其同事[7]认为, 人羊膜上皮细胞具有

抗炎作用, 在小鼠肺内同样能抑制炎症反应, 从而达

到治疗肺纤维化的疗效。另外, 他们也看到原始的

人羊膜上皮细胞在体外能表达肺组织相关的分子

标志物, 在特殊的分化培养基上能产生和释放II型
肺细胞膜蛋白和表现出典型层状体(lamellar bodies 
typical)。人羊膜上皮细胞移植到博来霉素引发的免

疫缺陷小鼠体内, 会在小鼠的肺部表达细胞膜蛋白, 
表明移植的细胞已经在体内分化成II-型肺细胞。移

植的人羊膜上皮细胞会减少肺部的促炎症细胞因子

(白介素-1、白介素-6、TNF-a)和促纤维化细胞因

子(TGF-β)。此外, 在损伤的肺组织内, 人羊膜上皮

细胞移植会减少肺的纤维化和胶原纤维沉积, 并诱

导胶原纤维降解环境形成(改变蛋白酶水平)。
肝纤维化是指由各种致病因子引起肝脏炎症

反应及免疫应答, 引发组织过度修复, 导致结缔组

织异常增生, 肝内细胞外基质弥漫性过度沉淀, 引
起肝纤维化, 造成肝脏损害。其病因大致可分为感

染性(慢性乙型、丙型和丁型病毒性肝炎, 血汲虫病

等), 先天性代谢缺陷(肝豆状核变性、血色病、a1-
抗胰蛋白酶缺乏症等)及化学代谢缺陷(慢性酒精性

肝病、慢性药物性肝病)及自身免疫性肝炎、原发

性肝汁性肝硬化和原发性硬化性胆管炎等。

很早, 人们就知道人羊膜上皮细胞能产生和分

泌血清白蛋白及甲胎蛋白。Sakuragawa及其同事[8]

提出用羊膜细胞作为基因载体用来治疗肝病, 因为

羊膜来源的细胞在体内外都可分化成肝组织家系的

细胞, 并能在肝内存活。

Manuelllai等[9]用四氯化碳(CCl4)诱导肝纤维化

的小鼠模型来研究人羊膜上皮细胞移植治疗效果。

人羊膜上皮细胞移植后能明显减少干细胞的调亡、

肝的炎症反应和纤维化, 并伴随促炎症因子(TGF-β、
IL-6和TGF-α)的减少和抗炎症细胞因子(IL-10和胶

原酶)表达的增加; 产生胶原蛋白的活化肝星形细胞

数量也明显减少。

Parolini实验室[10]最近用羊膜片治疗老鼠胆道

纤维化病变(胆管结扎造模)。用羊膜片作补丁放在

肝脏表面, 能够明显地减少和延缓肝的纤维化。人

羊膜片补丁为什么能有如此治疗效果, 其机制还不

清楚。用这种治疗方式在肝脏区域并未观测到人的

羊膜细胞生存, 应该不是细胞替代机制, 可能是人羊

膜片上的细胞旁分泌作用, 释放出可溶性细胞因子。

5   心肌梗死(myocardial infarction, MI)
心肌梗死是指急性、持续性缺血、缺氧(冠状

动脉功能不全)所引起的心肌坏死。心肌梗死90%
以上是由于冠状动脉粥样硬化病变基础上血栓形

成而引起的。临床上多有剧烈而持久的胸骨后疼痛, 
休息及硝酸酯类药物不能完全缓解, 伴白细胞增高、

发热、血沉加快、血清心肌酶活性增高及进行性心

电图变化, 可并发心律失常、休克或心力衰竭等合

并症, 常可危及生命。心肌梗死发生常有一些诱因, 
包括过劳、情绪激动、大出血、休克、脱水、外

科手术或严重心律失常等。 
虽然胎盘来源的细胞能否分化成心肌细胞仍

有争议, 但已有一些实验室利用这些细胞作了研

究。Fujimoto等[11]用同基因型的大鼠羊膜细胞移植

到心肌梗塞大鼠, 观测了六周, 发现移植的细胞能够

生存, 并能明显减少心肌疤痕形成和阻止心肌变薄

(myocardial thinning)。对此结果提出了两种解释: 1)
移植的羊膜细胞分化成心肌细胞或血管内皮细胞和

平滑肌细胞; 2)移植的细胞刺激心肌血管生成和阻

止心肌细胞凋亡。

Ventura及其同事[12]使用胎膜来源细胞治疗心

肌梗塞老鼠, 观测了四周, 看到了毛细血管密度增

加, 左心室功能恢复正常, 疤痕减少。移植的细胞可

能提供了血管生成因子和抗凋亡因子, 移植的细胞

可能分化成血管细胞。

羊膜、羊膜细胞及胎膜细胞在上述神经损伤

及退行性疾病、糖尿病、肌肉疾病、肺和肝的纤维

化病变、心肌病等方面已经有了许多临床前的研究, 
在组织工程、软骨缺陷、辅助造血干细胞移植和扩
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增等方面也有许多临床前研究, 由于篇幅限制, 不在

这里一一叙述了。
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