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羊水来源干细胞骨向分化的研究进展
司家文1  沈国芳1*  郭礼和2*

(1上海交通大学医学院附属第九人民医院口腔颅颌面科, 上海 200011; 
2中国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所, 上海 200031)

摘要      2007年, de Coppi等在Nature Biotechnology杂志上报道了从羊水中获取具有多向分化潜能

的干细胞亚群的实验结果, 证明羊水细胞除了用于产前诊断之外, 还可成为极具前景的干细胞源。羊

水来源干细胞, 作为一种特殊来源的干细胞类型, 具有独特的细胞生物学特性和广泛的多向分化潜力。

随着研究的深入, 羊水来源干细胞在骨组织再生领域逐渐突显其潜在的研究和应用价值, 有必要就近

年来羊水来源干细胞特性及其成骨分化的研究进展进行综述, 从而为相关领域的研究提供参考。
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Abstract       In 2007, de Coppi et al reported the isolation of a stem-cell subpopulation with multi-differentiation 
potential from amniotic fluids in the journal of Nature Biotechnology, which prove that amniotic fluids may become a 
promising source of stem cells, in addition to specimens for prenatal diagnosis. Amniotic fluid-derived stem cell, a special 
type of stem cells, has been shown to possess unique biological characteristics and a comprehensive multi-differentiation 
potential. With further research, amniotic fluid-derived stem cells gradually show the potential value of research and ap-
plication in osteogenic tissue regeneration. So it is necessary to review the research progress on characteristics and osteo-
genic differentiation of amniotic fluid-derived stem cells, which may provide references for other relevant study.
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随着干细胞基础及应用研究不断取得突破性

进展, 干细胞技术作为生命科学领域又一闪亮的研

究热点, 在生物学、胚胎发育学、 医学、 药学等方面

展现出越来越广阔的应用前景[1]。羊水来源干细胞

(amniotic fluid derived stem cell, AFSC), 作为一类处

于胚胎干细胞与成体干细胞的过渡阶段的特殊干细

胞群, 以其培养简便、具高度增殖分化潜能、免疫

原性低、 无致瘤性、不涉及伦理学问题等独特优势[2], 
在细胞治疗和再生医学领域展现出巨大的临床应用

前景, 正受到越来越多科学家和临床医生的关注。

AFSC在口腔医学尤其是颌面部骨组织再生方面具

有潜在的研究和应用价值, 值得国内同行共同探索

研究, 因此, 笔者就近年来羊水来源干细胞及其骨向

诱导分化的研究现状和相关问题作一综述。
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1   羊水与羊水来源干细胞
1.1   羊水及羊水细胞

羊水存在于羊膜囊内, 随着胎儿的发育, 羊水逐

渐充满羊膜囊。羊水内包含有水、蛋白质、碳水化

合物、脂类、胎儿尿和电解质等成分, 随着胎儿的生

长发育, 其体积和成分都发生不断改变, 此外, 羊水中

还含有大量不同组织来源的异源性细胞群, 这些细胞

主要来自于羊膜上皮、胎儿皮肤、胎儿消化道、呼

吸道及尿道等的脱落细胞[3]。新近的证据表明, 羊水

细胞中包含具有多向分化潜能的干细胞亚群, 羊水

来源干细胞在不同体外培养环境中可诱导分化为肝

细胞、神经细胞、肌细胞、血管内皮细胞、脂肪细

胞、骨细胞及软骨细胞等三胚层来源的组织细胞[4-6]

(图1)。
1.2   羊水来源干细胞

随着研究的深入, AFSC的分离纯化方法不断

进步, 国内外文献报道的方法主要有一次贴壁培养

法、二期贴壁培养法、流式细胞仪分选法、免疫

磁珠分选法、初始细胞分选法及微流体体积分选

法等[2,7-8]。上述分离获得的AFSC为梭形或圆形间

充质细胞, 具有贴壁生长的特点, 多次传代后细胞

不发生明显形态改变, 且能保持其端粒酶的长度和

活性[9]。de Coppi等[4]利用磁珠分选方法分离获得

AFSC后发现, 这些细胞具有很高的自我复制能力, 
经过48~72小时即可传代, 倍增时间为36小时, 细胞

可持续传代超过250代, 且多次倍增后仍可分化为三

胚层组织细胞。进一步研究5~25代AFSC蛋白表达

水平显示, AFSC传代过程中细胞的表面标志物、核

型、细胞周期和凋亡率无明显变化, 但部分细胞内

信号分子、蛋白酶体、细胞骨架蛋白等蛋白表达水

平在不同代数间波动明显[10]。

对AFSC的表面标志物研究显示, AFSC表达人

胚胎干细胞特异性标志物OCT-4、Nanog、SSEA-
4、SOX2, 表达MHC I类分子(HLA-A、B、C抗原), 
还表达成体间充质干细胞标志物CD29、CD44、
CD58、CD73、CD90、CD105、CD117和CD166, 不
表达CD34、CD45、HLA-DR、ABCG2、C-MET、
SSEA-1、 SSEA-3、 TRA-1-60和TRA-1-80等标志

物[3,11]。 值得注意的是, OCT-4、Nanog、SSEA-4、
SOX2是一类关键的胚胎干细胞标记物, 它们组成的

多能性核心调控网络可以抑制组织特异性基因表达, 
保持细胞的多能性和自我更新能力[12]。这一特殊的

细胞标志物表达谱也提示AFSC是较成体干细胞更

原始的一类细胞, 具备更强的体外增殖分化潜力。

此外, AFSC培养过程中不发生同期分化, 在维

持和扩增时都不需要饲养层细胞, 对已分离细胞可

进行冻存, 且复苏后细胞复苏后细胞存活率高, 细胞

表型及多向分化潜能并不受影响, 因此适宜进行大

规模培养和储存[13-14]。

2   羊水来源干细胞骨向分化研究及应用
组织器官的损伤或功能障碍是人类健康所面临

U: 未诱导细胞组;  D: 诱导分化细胞组。

U: uninduced cell group; D: induced differentiation cell group.
图1   AFSC在不同体外培养环境中可诱导分化为三胚层来源的组织细胞(根据参考文献[4]改编)

Fig.1  AFSC can be induced to differentiate into all three germ layers in vitro(modified from reference [4])
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的主要危害之一, 快速发展的干细胞技术为组织器官

重建的细胞治疗和再生医学提供了理想的细胞来源。

自AFSC被成功分离后, 许多学者将其应用于骨再生

研究领域, 取得了一系列重要的体内外实验结果。

2.1   羊水来源干细胞骨向诱导分化研究

de Coppi等[4]使用含有维生素C、β-甘油磷酸、

地塞米松的培养基成功诱导AFSC骨向分化, 这些体

外诱导分化的AFSC细胞碱性磷酸酶(ALP)呈阳性

表达, 培养基内可形成矿物质沉积, 将接种有分化后

AFSC的胶原支架植入免疫缺陷小鼠皮下18周后可

形成高度钙化的异位骨样组织。Antonucci等[15]报道

了从羊水中获取贴壁细胞并在适量扩增后直接进

行体外成骨诱导的新的一步培养法诱导AFSC骨向

分化, 证实诱导分化后AFSC可表达I型胶原、OPN、

Osteocalcin、BSP、Runx2等全部成骨细胞标志物。

还有学者使用原子力显微镜观察骨向诱导0、7、14、
21天的AFSC发现, 骨向诱导后AFSC细胞表面钙化颗

粒体积明显增加, 细胞内肌动蛋白骨架发生重排, 厚
的应力纤维被替换成薄的网状肌动蛋白纤维, 也提

示AFSC在诱导条件下可向成骨细胞分化[16]。此外, 
还有学者研究发现rhBMP-7、辛伐他汀、LIM矿化

蛋白等均可显著促进AFSC的成骨分化, 其具体作

用机制有待进一步研究探讨[17-19]。值得注意的是, 
Rodrigues等[20]和Peister等[21]对AFSC与BMSC在PCL
支架中骨向分化对比研究显示,  AFSC骨向诱导早

期钙沉积量较少而I型胶原沉积量多, 4周后AFSC钙
化组织沉积量逐渐超过BMSC, 在第10周时钙化组

织总量及分布范围均明显超过BMSC组。上述研究

提示, AFSC具有明确的骨向分化能力, 不同的组织来

源赋予AFSC特殊的细胞生物学特性, 其独特的成骨

相关基因表达特征可能使AFSC具有较BMSC延迟而

更为强大的成骨能力, 而AFSC与其他来源干细胞的

差异及其骨向分化调控机制尚有待进一步的研究。

2.2   羊水来源干细胞骨组织工程应用研究

以具有持续自我更新和多细胞系分化潜力的

种子细胞为基础的骨组织工程技术是骨缺损重建

治疗中迅速发展的新方法。最近的研究显示, 纳米

纤维支架材料、蚕丝蛋白支架均可在体内外诱导

AFSC的骨向分化并形成异位骨组织[22]。micro-CT
扫描显示, 骨向分化后的AFSC细胞可在PCL支架材

料内形成广泛的钙化组织, 将载有AFSC的支架材料

接种于裸鼠皮下可形成钙化程度7倍于体外培养条

件下的异位骨组织[23]。Klein等[24]接种兔AFSC于纳

米纤维支架材料上并给予体外骨向诱导培养后, 将
其植入兔全层胸骨缺损处, 材料植入后18周实验组

胸骨缺损被新生骨组织修复封闭, 而无细胞支架组

未见良好骨性愈合。Berardinelli等[25]应用接种有羊

AFSC的商品化MgHA/collagen支架行羊上颌窦外提

升术, 相较无细胞支架植入组, AFSC可以明显提高

骨组织形成量及局部血管化水平, 极大地促进支架

材料的生物功能。Turner等[26]分别用接种有兔AFSC
的纳米聚左旋乳酸(poly-L-lactic acid, PLLA)支架和

无细胞空白支架修复兔颅骨全层缺损, 并于移植后8
周对所有实验动物进行骨修复比较分析, 结果显示所

有实验动物缺损处均有新生骨形成, 但接种细胞组局

部骨组织密度及细胞外矿化水平明显高于对照组, 且
成骨效应更为稳定。上述研究显示, AFSC可以有效

参与骨组织工程重建, 而如何能够制备出适合AFSC
植入和分化为骨组织的支架材料尚有待深入的研究, 
此外, 更多的体内试验尚需进行以评估AFSC在骨组

织工程应用中的成骨效率及移植安全性等问题。

3   结论与展望
从羊水中分离得到AFSC对细胞治疗和再生医

学领域产生令人振奋的影响, 不仅具有培养简便、具

高度增殖分化潜能、可长期储备、无致瘤性、不涉

及伦理学问题等独特优势, 而且还能避开在细胞移

植中称为“供体–受体HLA匹配”的技术难题。在孕期

分离培养扩增获得的大量干细胞可为患有先天性畸

形的新生儿带来福祉, 为成人疾患干细胞治疗的自

体应用储备细胞源。国内部分地区已着眼建立脐血、

羊水、胎盘干细胞库等联合组织工程库, 未来可能

形成新的产业。目前, 对于其特点和应用还有许多

方面的研究亟需深入, 具体包括如下几个方面。

(1)AFSC尚未建立可用于大规模精确筛选的标

准化方法, 目前的筛选分离方法所获得AFSC多是异

源性干细胞群, 进一步研究AFSC细胞的分类和来源

是必要的, 这些研究将有利于AFSC分离、 培养和纯

化技术的进步, 从而能够形成系统有效的培养体系, 
为其进一步的研究和应用打下坚实基础。

(2)AFSC具有特殊的生物学特性, 其定向诱导

潜能、与其他来源干细胞的差异及向特定细胞类型

的分化调控机制尚有待复杂而深入的研究。

(3)在组织工程应用方面, 如何能够制备出适合
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AFSC植入、培养和分化为特定组织器官且具备生

物相容性的支架材料值得学者研究和探讨。

(4)更多的体内试验尚需进行以评估AFSC在组

织工程方面的免疫排斥及移植安全性等问题。 
(5)AFSC具有高效转染表达外源性目的基因的

特性[27-28], 进一步探索修饰AFSC的方法和技术也具

有较高的研究价值。

(6)此外, 具有广泛多能性和较高倍增速度的

AFSC还是研究组织胚胎发育和药物筛选的极好工具。 
总之, AFSC的基础和应用研究尚处于起步阶

段, 尽管许多研究结果令人振奋, 但更为深入而系统

的研究尚待进行, 作为一种极具希望的新型干细胞, 
AFSC有望成为科学研究和临床治疗的理想细胞源。
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