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维生素A对体外培养人脐带间充质干细胞生长的影响
刘  丹  余树民*  刘欢欢  宋  品  曹随忠  沈留红  张  坤  左之才  

邓俊良  任志华  王  娅  马晓平

(四川农业大学动物医学院, 雅安 625014)

摘要      该实验以人脐带间充质干细胞 (human umbilical cord mesenchymal stem cells, hUCM-
SCs)为研究对象, 探讨维生素A对其体外培养的影响。结果显示, 添加维生素A培养后, hUCMSCs仍
维持其本身生物学特性, 表达其标记基因CD29、CD44和干细胞标记基因Oct4、Sox2、Nanog。维

生素A促进hUCMSCs的体外增殖, 上调增殖基因PCNA、C-myc和干细胞标记基因Nanog的表达, 下
调凋亡基因Bcl-x的表达。该研究证明了维生素A具有促进hUCMSCs增殖和维持其干细胞特性的作

用, 对继续探索hUCMSCs的体外快速增殖和维生素A对hUCMSCs增殖调控的机理具有重要意义。
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Effects of Retinol (Vitamin A) on Biological Characterization of 
Mesenchymal Stem Cells from Human Umbilical Cord In Vitro

Liu Dan, Yu Shumin*, Liu Huanhuan, Song Pin, Cao Suizhong, Shen Liuhong, Zhang Kun, Zuo Zhicai, 
Deng Junliang, Ren Zhihua, Wang Ya, Ma Xiaoping

(College of Veterinary Medicine, Sichuan Agricultural University, Yaan 625014, China)

Abstract       This work was designed to investigate the effects of vitamin A on the proliferation of human 
umbilical cord mesenchymal stem cells (hUCMSCs). The results showed that after in vitro treatment of hUCMSCs 
with vitamin A, the biological characteristics of hUCMSCs could be performed. The expression patterns of hUCM-
SCs markers and stem cell markers, including CD29, CD44, Oct4, Sox2 and Nanog, were also detected. In addition, 
we confirmed that vitamin A could stimulate the proliferation of hUCMSCs. The transcriptions of biomolecules, 
such as PCNA, C-myc and Nanog, were significantly elevated, while the transcript of Bcl-x declined. It was identi-
fied that the vitamin A could trigger the characteristics maintenance and proliferation of hUCMSCs, which might be 
crucial to reveal the regulation mechanism of vitamin A on the proliferation of hUCMSCs.
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人脐带间充质干细胞(human umbilical cord 
mesenchymal stem cells, hUCMSCs)是一类具有自我

更新、增殖和多向分化潜能的干细胞。研究表明, 
hUCMSCs的增殖能力、分化潜能、生物学特性及
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免疫表型都与骨髓间充质干细胞(bone marrow de-
rived mesenchymal stem cells, BMSCs)高度相似[1-4], 
可分化为成熟脂肪细胞、骨细胞、神经细胞、心肌

样细胞、肝细胞和胰岛样细胞等[5-11], 在神经系统疾

病、糖尿病、风湿性关节炎、心血管疾病及肿瘤疾

病等的治疗中具有很大的应用潜力[12-16]。与BMSCs
相比, hUCMSCs可避免取材困难、给供体造成二次

损伤等问题[17]; 与脐血来源的MSCs相比较, hUCM-
SCs能排除含量稀少、异质细胞多和需要保持酸性

培养环境等问题[18-19], 而且hUCMSCs含量丰富、对

供体无不良影响, 易于采集、保存和运输, 无免疫排

斥反应和伦理争议。

维生素A对视力变化、骨骼发育、精子生成和

胚胎发育都有重要影响, 维持着机体的多种生理功

能[20-21]。此前研究表明, 维生素A可维持精细胞的形

态并保持其活力[22], 还能促进多种细胞的增殖[23-25], 且
浓度为1 μmol/L的维生素A相对于其他浓度更有利于

干细胞的体外增殖, 对干细胞的发育和减数分裂等具

有促进作用, 也有利于干细胞全能性的维持[26]。但是, 
关于维生素A对体外培养的hUCMSCs的增殖、分化

以及发育的影响, 到目前为止还没有相关报道。本研

究以脐带组织来源的MSCs为研究对象, 通过4组不同

培养基对体外培养的hUCMSCs生长和相关基因表达

的影响进行平行对照研究, 初步探讨了维生素A对体

外培养hUCMSCs生长的影响。

1   材料与方法
1.1   材料

在产妇及家属同意的情况下, 脐带标本来源于

健康足月剖宫产新生儿, 由四川省雅安市妇幼保健

院提供。

1.2   主要试剂和仪器

胎牛血清(fetal bovine serum, FBS) 、血清替代品

(knockout serum replacement, KSR)购自Gibco公司; 维
生素A、胰蛋白酶、IV型胶原酶、DNA酶、DMEM/
F12购自Sigma公司 ; 总RNA快速提取试剂盒购自北

京百泰克公司 ; MTT细胞增殖检测试剂盒、Prime-
ScriptTM RT reagent Kit with gDNA Eraser(Perfect Real 
Time)试剂盒、RNA PCR Kit(AMV) Ver.3.0试剂盒购

自TaKaRa公司 ; 一抗CD29(1:100稀释 )、CD44(1:50
稀释 )、CD105(1:200稀释 )、CD31(1:200稀释 )、
CD34(1:200稀释 )购自Ycbio公司 ; 一抗Oct4(1:200稀

释)、Nanog(1:500稀释)、Sox2(1:200稀 释)购 自CST
公司; SP免疫组化染色试剂盒购自北京中杉金桥公

司; DAB显色试剂盒购自博士德生物公司; 二氧化

碳培养箱、–80 °C超低温冰箱和DG5033A酶标仪购

自Thermo公司; 倒置相差显微镜购自尼康公司; PCR
仪、平板电泳仪、凝胶成像系统购自Bio-Rad公司。

1.3   hUCMSCs的分离培养

无菌取足月妊娠剖宫产健康胎儿的脐带, 抽除

脐带血, 置于无菌PBS中带回实验室, 用PBS充分冲

洗, 剔除羊膜、脐静脉和脐动脉, 然后将组织剪成

约1 mm3大小的组织块, 加入3倍体积的IV型胶原酶

4 °C消化过夜, 后加入0.25%胰蛋白酶+0.02% EDTA
和0.1% DNA酶消化30 min, 终止消化, 用120目筛网过

滤收集细胞, 接种于24孔板培养, 加入含12% FBS的
DMEM/F12培养基, 稳定传代后, 基础培养基不变, 设
置4个组同时培养: 12% FBS组; 12% FBS+1 µmol/L维
生素A组; 14% KSR组和14% KSR+1 µmol/L维生素

A组, 在37 °C、5% CO2及饱和湿度培养箱中培养, 
待细胞生长至80%~90%汇合时进行传代。

1.4   hUCMSCs生长曲线的绘制

采用MTT法测定细胞生长曲线, 取第三代hUC-
MSCs, 以2 500/孔的密度接种于96孔板进行培养, 分
别在培养1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 d时按试剂盒说明对各组细

胞进行MTT检测。加入MTT溶液10 µL/孔, 37 °C孵
育4 h, 加formanzan液100 µL/孔, 37 °C孵育至forman-
zan完全溶解, 在酶联免疫检测仪上波长570 nm处检

测各孔的光密度(D)值, 根据测得的吸光度值绘制细

胞生长曲线, 每组设6孔对照。

细胞以1×106/mL密度接种于24孔板培养24 h
后, 采用胰酶消化法计算细胞群体倍增时间(popula-
tion doubling time, PDT), 用以下公式法求得: PDT= 
t×[lg2/(lgNt–lgNo)], 公式中t代表培养时间, No代表

首次计数(细胞培养24 h时)获得的细胞数, Nt代表培

养t时间后的细胞数。

1.5   hUCMSCs表型免疫组化

采用免疫组化法在蛋白水平上对FBS+维生

素A组稳定培养20代后的hUCMSCs进行标记基

因检测, 包括基因CD29、CD44、CD105、CD31、
CD34、Oct4、Sox2和Nanog。用4%多聚甲醛固定细

胞10 min, 干燥5 min; PBS冲洗后用0.5% TritonX-100
处理15 min(细胞表面标记CD29、CD44、CD105、
CD31、CD34不经此步骤); PBS冲洗后加入3% H2O2
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孵育7 min; PBS冲洗后滴加封闭用山羊血清37 °C孵
育10 min, 滴加一抗4 °C过夜; 次日PBS冲洗后滴加

生物素化二抗37 °C孵育20 min; PBS冲洗, 滴加辣根

酶标记链霉卵白素37 °C孵育15 min; PBS冲洗, DAB
显色阳性表达时细胞着色为蓝色, 阴性表达时细胞

不着色, 所有结果均在倒置相差显微镜下拍照记录。

1.6   反转录聚合酶链式反应(RT-PCR)检测相关

基因在hUCMSCs中的表达

调整细胞浓度为1×106/mL, 接种于24孔板培养, 
取四组中分别培养3, 6, 9, 12 d时的细胞样品, 用RT-
PCR检测细胞增殖基因PCNA、C-myc和细胞凋亡基

因Bcl-x的表达; 取FBS+维生素A组连续培养20代后

的细胞样品, 用RT-PCR检测MSCs标记基因CD29、
CD44, 内皮细胞标记基因CD31, 造血干细胞标记基

因CD34及干细胞标记基因Oct4、Sox2、Nanog的表达。

总RNA的提取、反转录、PCR反应均按试剂盒

说明操作, PCR反应条件: 95 °C预变性3 min; 94 °C

变性30 s, 51~59.5 °C退火30 s, 72 °C延伸1 min, 30
个循环; 最后72 °C延伸10 min(引物序列见表1)。然

后进行凝胶电泳, 每组独立重复3次, 之后将凝胶放

置在BIO-RAD凝胶成像仪内, 记录并保存电泳图像, 
用Quantity One软件对图像进行灰度值分析, 结果以

目的基因吸光度值/内参基因吸光度值的平均数±标
准差表示。

1.7   数据统计 
统计软件为SPSS 16.0, 方差分析采用F检验, 组

间均值比较采用t检验, P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   维生素A对hUCMSCs体外生长的影响

在四组培养基中hUCMSCs均可稳定生长, 呈梭

形的成纤维细胞样贴壁生长, 4 d时细胞生长汇合达

80%左右后变细长, 6 d时细胞100%汇合, 呈平行排

列或漩涡状(图1)。MTT法绘制的生长曲线结果显

表1   RT-PCR引物序列及产物长度

Table 1    Sequence of primers and product length
基因

Gene
引物序列

Sequence of primers
产物长度

Product length

GAPDH
Forward: 5′-AAG GTC GGA GTC AAC GGA T-3′
Reverse: 5′-AAT GAG CCC CAG CCT TCT-3′

290 bp

CD29
Forward: 5′-AAC CAA CCG TAG CAA AGG-3′
Reverse: 5′-CCA CCA AGT TTC CCA TCT-3′

591 bp

CD44
Forward: 5′-CTG AGC ATC GGA TTT GAG-3′
Reverse: 5′-CCA TTT CCT GAG ACT TGC-3′

778 bp

CD105
Forward: 5′-GCT TCT GGT CCT CAG TGT AAA-3′
Reverse: 5′-CTT GAA GCC ACG AAT GTT T-3′

589 bp

CD31
Forward: 5′-AAA ATG GGA AGA ACC TGA-3′
Reverse: 5′-CAT CGG AAG GAT AAA ACG-3′

475 bp

CD34
Forward: 5′-TTG CTG CCT TCT GGG TTC-3′
Reverse: 5′- TTC TGC CTT GAT GTC ACT TA-3′

450 bp

Oct4
Forward: 5′-GGT ATT CAG CCA AAC GAC-3′
Reverse: 5′-CCT GAG AAA GGA GAC CCA-3′

390 bp

Nanog
Forward: 5′-TTT GGA AGC TGC TGG GGA AG-3′
Reverse: 5′-GAT GGG AGG AGG GGA GAG GA-3′

245 bp

Sox2
Forward: 5′-GAG TGG AAA CTT TTG TCG-3′
Reverse: 5′-AGT GGG AGG AAG AGG TAA-3′

550 bp

PCNA
Forward: 5′-AAG AAG GTG TTG GAG GCA-3′
Reverse: 5′-GTG TCC CAT ATC CGC AAT-3′

702 bp

C-myc
Forward: 5′-TCC CAC TGA CGA GTT CTA-3′
Reverse: 5′-CTG TTT CAT GGC GTG CTT C-3′

196 bp

Fas
Forward: 5′-TGC CAA GAA GGG AAG GAG-3′
Reverse: 5′-TGG TGT TGC TGG TGA GTG-3′

238 bp

Bcl-x
Forward: 5′-TGT GCG TGG AAA GCG TAG-3′
Reverse: 5′-AGT GAG CCC AGC AGA ACC-3′

238 bp
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从上到下依次为FBS组(A1~A4)、FBS+Vitamin A组(B1~B4)、KSR组(C1~C4)、KSR+Vitamin A组(D1~D4)细胞的生长状况。标尺=50 µm。

Growth situation of cells treated with FBS (A1~A4), FBS+Vitamin A (B1~B4), KSR (C1~C4) and KSR+Vitamin A (D1~D4). Scale bar=50 µm.
图1   不同培养条件下人脐带间充质干细胞的形态特征

Fig.1   In vitro morphological characterization of hUCMSCs in different conditions

0 d                                      2 d                                     4 d                                     6 d

图2   不同培养条件下人脐带间充质干细胞的生长曲线

Fig.2   Growth curve of hUCMSCs in different conditions
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示, 4组细胞均经过1~2 d的潜伏期后开始快速增殖

进入对数生长期(3~6 d), 在第6 d后逐渐进入平台期

(图2)。FBS+维生素A组和KSR+维生素A组在1~5 d
内细胞增殖速率高于其他两组, 具有显著性差异。

FBS+维生素A组和KSR+维生素A组细胞倍增时间

也明显缩短, KSR组细胞增殖稍慢于FBS组, 但在添

加维生素A后, 无论在KSR组还是FBS组的细胞均呈

现快速增殖趋势(表2)。
通过RT-PCR检测细胞增殖基因PCNA、C-myc

和细胞凋亡基因Bcl-x在四组细胞培养中转录水平的

变化。PCNA、C-myc在FBS+维生素A组和KSR+维
生素A组显著上调; PCNA在细胞培养3 d、6 d时在

添加维生素A的组中均显著上调, 到第9 d后有所下

降, 但添加维生素A的组仍显著高于其他组; C-myc
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在3 d和6 d组也显著上调, 在9 d和12 d组均有所下降, 
且在3 d和6 d组FBS培养的组比KSR培养的组C-myc
上调更明显, 可能是血清中含有更多的促进细胞增

长的因素; 整个培养过程中Bcl-x的转录水平变化不

明显, 在细胞培养6 d后添加维生素A的组别中表达

量有所下降(图3)。以上结果表明, 维生素A可能通

过这些基因的激活进一步促进了hUCMSCs的增殖。

2.2   FBS+维生素A组连续培养20代后hUCMSCs
标记基因的检测

分别用RT-PCR和免疫组化方法对添加维生素

A稳定培养细胞20代后其标记基因的表达进行检

测。在基因转录水平上, RT-PCR检测结果显示, 第
20代hUCMSCs高表达其标记基因CD29、CD44, 不

表达内皮细胞标志基因CD31和造血干细胞标志基

因CD34, 可稳定表达干细胞标记基因Oct4、Sox2、
Nanog基因。在蛋白水平上, 免疫组化检测结果显

示, CD29、CD44、CD105、Oct4、Sox2和Nanog阳
性表达, 显蓝色; CD31和CD34阴性表达, 不着色, 即
20代hUCMSCs表 达CD29、CD44、CD105、Oct4、
Sox2和Nanog, 而不表达CD31和CD34(图4)。
2.3   干细胞相关基因和hUCMSCs标记基因在培

养中表达的变化

RT-PCR检测干细胞相关基因和MSCs标记基因

在细胞中的表达结果显示,  MSCs的标记基因CD29、
CD44、CD105和干细胞标记基因Oct4、Sox2在不同

培养时间、不同组中表达量均无显著性差异; 干细

表2   处于对数生长期时各组细胞倍增时间(x
_
±s, n=6)

Table 2    The doubling time of each group’s cells in logarithmic phase (x
_
±s, n=6)

FBS 组
FBS group

   Vitamin A+FBS组
   Vitamin A+FBS group

KSR组
KSR group

Vitamin A+KSR组
Vitamin A+KSR group

细胞倍增时间

Cell doubling time (h)
75.63±0.12a 52.15±0.67b 80.26±0.21a 54.67±0.19b

不同字母表示组别之间倍增时间呈显著差异(P<0.05), 相同字母表示组别之间倍增时间无显著差异(P>0.05)。
The different letter indicated significant difference (P<0.05) in cell doubling time, and the same letter indicated no significant difference (P>0.05) 
in cell doubling time.
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A: 目的基因在人脐带间充质干细胞中表达的部分电泳图; B: 基因PCNA相对灰度值分析结果; C: 基因C-myc相对灰度值分析结果; D: 基因Bcl-x
相对灰度值分析结果。 F代表12% FBS组; F+V代表12% FBS+1 μmol/L维生素A组; K代表14% KSR组; F+V代表14% KSR+1 μmol/L维生素A组。

不同字母表示组别之间相对表达量呈显著差异(P<0.05), 相同字母表示组别之间相对表达量无显著差异(P>0.05)。
A: parts of the electrophoresis images of purpose gene in hUCMSCs; B: the analysis of  PCNA relative transcriptions using Quantity One; C: the analy-
sis of C-myc relative transcriptions using Quantity One; D: the analysis of  Bcl-x relative transcriptions using Quantity One. F represented the group 
of 12% FBS; F+V represented the group of 12% FBS+1 μmol/L Vitamin A; K represented the group of 14% KSR; F+V represented the group of 14% 
KSR+1 μmol/L Vitamin A. The different letters indicated significant difference (P<0.05) in relative expression, and the same letters indicated no sig-
nificant difference (P>0.05) in relative expression.

图3  PCNA、C-myc及Bcl-x在hUCMSCs中的RT-PCR检测

Fig.3  mRNA transcription levels of PCNA, C-myc and Bcl-x in the hUCMSCs detected by RT-PCR
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A~H: 免疫组化检测结果, 细胞表达MSCs标志基因CD29、CD44、CD105和干细胞标志基因Oct4、Nanog、Sox2, 箭头所指为部分阳性表达的细胞, 
不表达上皮细胞标志基因CD31和造血干细胞标志基因CD34; I: RT-PCR检测结果, 细胞表达基因CD29、CD44、CD105、Oct4、Nanog、Sox2, 
不表达CD31、CD34。标尺=50 µm。

A~H: the results of Elisa test. The expression of the cell markers of MSCs (CD29, CD44, CD105) and the markers of stem cells (Oct4, Nanog, Sox2) 
were detected, while the marker of epithelial cells (CD31) and the marker of hematopoietic stem cells (CD34) were not invested, and the arrow rep-
resented some cells of positive expression. I: the results of RT-PCR test. The expression of the cell markers of MSCs (CD29, CD44, CD105) and the 
markers of stem cells (Oct4, Nanog, Sox2) were detected, while the marker of epithelial cells (CD31) and the marker of hematopoietic stem cells (CD34) 
were not invested. Bar=50 µm.

图4   维生素A连续培养hUCMSCs, 对f20细胞标记基因的免疫组化和RT-PCR检测

Fig.4    Immunohistochemical staining and RT-PCR detection of f20 hUCMSCs incubated with vitamin A
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A: 目的基因在人脐带间充质干细胞中表达的部分电泳图片, GAPDH为内参基因; B: Nanog基因相对灰度值分析结果。Nanog基因在培养9 d和
12 d的样品中维生素A组的表达量显著上调, 其他基因则无显著变化。不同字母表示组别之间相对表达量呈显著差异(P<0.05), 相同字母表示

组别之间相对表达量无显著差异(P>0.05)。
A: parts of the electrophoresis images of purpose gene in hUCMSCs; B: the analysis of Nanog relative transcriptions using Quantity One. The tran-
scription of Nanog was significantly up-regulated at the 9 d and 12 d after incubated with vitamin A. However, the transcription of other genes did not 
been affected. The different letter indicated significant difference (P<0.05) in relative expression, and the same letter indicated no significant difference 
(P>0.05) in relative expression.

图5   hUCMSCs中标记基因及干细胞标记基因的RT-PCR检测

Fig.5   Transcription patterns of the marker genes of hUCMSCs and stem cells in the hUCMSCs by RT-PCR
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胞标记基因Nanog在各组细胞培养初期无显著变化, 
在培养9 d后添加维生素A培养的组中表达量显著上

升(图5)。
    

3   讨论
已有研究表明, hUCMSCs具有与BMSCs相似

的生物学特性, 如细胞贴壁生长, 具有特定的表面

标志, 表达标志基因CD29、CD44、CD73和CD105, 
不表达内皮细胞标志基因CD31、造血干细胞标记

基因CD34、HLA-DR和白细胞标记基因CD45[27], 且
具有胚胎干细胞的特性, 表达早期干细胞标记基因

Oct4、Sox2和Nanog[28-30]。维生素A又名视黄醇, 主
要的衍生物是视磺酸, Bhatia等[31]研究表明, 低浓度

的维生素A可促进胚胎干细胞悬浮培养时细胞集落

的富集和维持胚胎干细胞在体外长期培养时的未分

化状态, 本实验中持续添加维生素A培养hUCMSCs 
20代后, RT-PCR和免疫组化检测结果均显示细胞表

达CD29、CD44、CD105、Oct4、Sox2和Nanog, 不
表达CD31和CD34。已有实验结果证明, Sox2+是多

潜能性细胞的标志[32], Nanog和Oct4基因高表达时细

胞具有多潜能性[33], 由此可知本实验中添加维生素

A培养20代后的hUCMSCs仍具有一定的多潜能, 但
本次实验只是对培养得到的hUCMSCs进行了初步

鉴定, 未涉及可衍生细胞标记鉴定和hUCMSCs诱导

分化的实验, 因此添加维生素A培养后hUCMSCs是
否仍维持其多潜能性以及其分化程度是否改变还需

进一步实验证明。

现今多采用异种来源血清FBS体外培养hUCM-
SCs, 可获得快速增殖, 但也为后期在人类疾病治疗

中的应用带来潜在危害。本实验中采用人工合成的

血清替代品KSR进行培养, 发现只添加KSR培养时, 
hUCMSCs增殖相对FBS培养较慢, 加入维生素A后

细胞增殖速度显著高于FBS培养, 说明完全可采用

KSR代替FBS培养hUCMSCs, 从而排除异源血清可

能带来的潜在威胁[34-35]。

Sharow等[36]的研究表明, 视磺酸可维持无血清培

养时小鼠胚胎干细胞在体外的稳定生长; Ghiaur等[37]

的实验证明, 维生素A参与人造血干细胞自我更新

的信号传导, 维持细胞自我更新和分化之间的平衡; 
Blum等[38]的实验显示, 维生素A促进斑马鱼芽祖细

胞增殖从而促使鱼鳍的再生。由此可见, 维生素A
可能对细胞增殖有一定的促进作用。本实验中通过

MTT检测发现, 在培养液中添加1 µmol/L的维生素

A培养细胞, 细胞数目明显增多、细胞增殖速率也

显著加快。进一步RT-PCR检测发现, 在添加维生素

A组培养的细胞中, 细胞增殖基因PCNA、C-myc在
3~12 d培养的细胞中均有不同程度的上调, 而细胞

凋亡基因Bcl-x在细胞培养6 d后开始下调表达。由

MTT结果可知, 培养6 d后细胞几乎达到100%汇合, 
出现生长抑制进入稳定期, 而Bcl-x基因在6 d后开始

下调, 表明维生素A的添加可能对阻碍细胞生长抑

制现象的发生有一定的作用。由此可见, 维生素A
可能对细胞生长相关基因有相应的调控作用, 通过

激活或抑制其表达而促进细胞增殖。实验中, 在添

加维生素A的培养组, Nanog基因表达量也有所上调, 
Park等[39]的研究结果表明, 视黄醇上调Nanog基因的

表达, 从而促进致瘤生长因子GDF3的表达而诱导

胚胎癌细胞增殖。Chen等[40]实验结果也显示, 在培

养液中添加维生素A可使Nanog基因表达上调, 调控

LIF/Stat3信号传导通路从而维持胚胎干细胞的多潜

能性和自我更新, 由此可见, Nanog基因的上调表达

可能与干细胞的增殖相关。

综上, 本实验表明, 维生素A可促进hUCMSCs体
外快速增殖, 维持长期培养中未分化状态和多潜能

性, 为维生素A促进hUCMSCs体外增殖的作用机理和

进一步在临床应用中的研究提供了一定的实验依据。
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