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间充质干细胞研究新进展

王承艳苗振川 丰美福 椅

(中国科学院动物研究所生物膜与膜生物技术国家重点实验室 100080 北京)

摘要 骨髓中存在着一种多潜能的间充质干细胞(Mesenchymal stem cell. MSC) 。 其在体

内分布广泛，易分离，能在体外大量扩增，并具有强大的可塑性，除能在体内、外诱导分化形成骨、软

骨、脂肪、神经肢质等细胞以外，最新的研究结果表明还能分化形成包括血液、内皮、肝实质细胞以

及视网膜等几乎三个胚层的细胞。 由于间充质千细胞跨越了人胚胎干细胞所面临的伦理问题，这

使得间充质干细胞在细胞治疗及组织工程等应用方面具有其他组织干细胞不可比拟的优势。

关键词:间充质干细胞可塑性诱导分化

骨髓间充质干细胞是至今研究得最为广泛的组

织干细胞(Adult Stem Cells/Somatic Stem Cells). 至

少能分化形成 10 种组织的细胞，如成骨细胞、软骨

细胞、脂肪细胞等。 近年来，随着组织干细胞研究的

兴起，特别是对组织干细胞可塑性 ( Plasticity) 的深

入研究，使得间充质干细胞的发育潜能，体外诱导分

化、分离、筛选方法等的研究有了突破性进展。 同

时，由于间充质干细胞在机体内分布广泛，易于获

得，并能在体外大量扩增，因此成为一种特别的组织

干细胞群越来越引起人们的关注。

本文对间充质干细胞的分布、分离方法、可塑

性、分化调控机制以及潜在的临床应用等方面的最

新研究进展作一综述。

一、间充质干细胞的分布

骨髓中存在大量的间充质干细胞，成为开展间

充质干细胞研究最主要的来源。 近两年，骨髓以外

的间充质干细胞也不断被发现。 首先，不同时期的

造血器官、卵黄囊、主动脉-生殖崎-中肾区、胎肝、脾

等都有间充质干细胞的存在，发挥支持造血功能。

2001 年，赵春华的研究组从胎肝中分离到间充质干

细胞，发现其与骨髓来源的间充质干细胞具有相同

的分化潜能、表型以及生物学性状[ 1 ) 。 另外，从狗

的外周血中分离到具有间充质干细胞性质的一类细

胞[ 2) • Erices 等也从人的脐血中得到此类细胞[3) 。

同时，人们也开始探索造血系统以外的组织中

是否存在此类多潜能细胞。 Baric 等从骨滑膜组织，

Young 从胚胎、成人以及老年人的肌肉、真皮组织中

分离到间充质干细胞[4 ， 5 ) 。 因此人们认为这种成纤

维细胞样的，具有多种分化潜能的间充质干细胞广

泛存在于造血系统以及结缔组织中。

份 通讯作者。 E-mail: fengmf@panda.ioz . ac . cn
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-、 问充质干细胞的分离方法

1.密度梯度离心法

根据间充质干细胞的细胞密度(1 . 077g/mL)大

小，人们普遍采用牒聚糖-泛影酸制 (Ficoll-hypaque) 

或淋巴细胞分离液进行密度梯度离心，分离得到含

有间充质干细胞的单个核细胞群，再在塑料培养瓶

中培养 ，获得贴壁的间充质干细胞[ 3 ] 。 虽然采用这

种方法获得的间充质干细胞棍有其他的贴壁细胞如

破骨细胞、脂肪细胞、巨嗜细胞等，但此法简便易行，

所以也被广泛采用。

2. 特异性标记物筛选法

科学家们在不断地寻找，并希望找到干细胞不

同于其他细胞的特异性标记物用于干细胞的筛选。

一些细胞表面抗原已经被广泛用于干细胞研究领

域，如 CD34 ， 被作为造血干细胞的表面标记，

NESTIN 作为神经干细胞的特异性标记等。 那么，

间充质干细胞有哪些特异性的标记呢?

1992 年， Haynesworth 用人的间充质干细胞免

疫鼠，首次获得人间充质干细胞特异性抗体一一­

SH2、SH3 和 SH4[6 ] 。 随着研究的深入，发现间充质

干细胞还表达 STRO-1 [7] 、 α-平滑肌肌动蛋白，和一

些站附分子如整合素家族成员，分泌一些细胞外基

质如 I 、 田 、町、 V 型胶原蛋白，以及纤黠素、糖蛋

白 [8 ]等 。 另外 ，由于间充质干细胞不表达某些表面

抗原，如 CD14 、 CD19 、 CD34 、 CD38、 CD45 " CD19 、

CD56" ， 10] ，它们作为阴性标记，协同以上提到的各

种标记物，被广泛应用到间充质干细胞的筛选中 。

这些分子已经被不同的研究组选用，通过流式细胞

术筛选获得较纯的间充质干细胞。

当然，人们仍致力于寻找更特异性的间充质干

细胞抗原，或者寻找更多的特异性标记物，以期获得

更纯的间充质干细胞或者对间充质干细胞作更细致

的区分。

3. 条件培养基长期培养法

在体外创造一个合适的，有利于干细胞增殖而

不发生分化的条件，将有可能得到更多的多潜能干

细胞。 Verfaillie 实验室先将 Fibronectin ， Laminin 

和胶原铺到 96 孔板上，再把 CD45-GlyA 的骨髓单

个核细胞在含有 EGF ， PI兀F-BB 等因子的条件培

养基中进行长期培养[ 11 ] ，从中分离出一种贴壁的间

充质干细胞，原文作者将其称做中胚层祖细胞

(肌1ESODERM PROGENITOR CELLS，扎在PC) [ 12 ] 。

这种细胞能在体外连续传 80 代而不见衰老，而且体

内实验发现，单个的间充质干细胞能在鼠体内分化

成三个胚层的多种组织。 采用该文报道的分离方法

获得的间充质干细胞是至今已知的分化潜能最为广

泛的组织干细胞。

以上三种分离间充质干细胞的方法并不是完全

孤立的，可以根据实验室条件选用其中的一种或多

种方法相结合筛选间充质干细胞。

三、问充质干细胞的可塑性

1.组织干细胞的可塑性

1999 年， Goodell 实验室发现肌肉干细胞能在

鼠体内分化形成血液细胞的实验在干细胞研究领域

掀起大波[ 13 ] 。 问题随之而来 :发育过程中组织干细

胞不能跨胚层分化的理论真的会被推翻吗? 各种组

织都有相应的组织干细胞吗?这些组织干细胞会具

有更大的分化潜能吗?

除造血干细胞、间充质干细胞以外，其他的组织

干细胞不断被科学家们找到:神经干细胞[ 14 ] 、肝干

细胞[ 15 ] 、膜岛干细胞[ 16 ] 、皮肤干细胞[ 17 ] 等等。 看

来，在各种组织中能分离到相应的组织干细胞。 它

们从哪里来?是胚胎发育过程中保留下来的呢?还

是在机体受到一定的剌激后成熟细胞去分化(Ded­

ifferentiation) 或重编程(Reprogramming) 而来?还

是机体内只存在某一种潜能性很高的干细胞，在机

体内不停迁移而已?这些疑问还有待更深入的研究

来作答。

也是在 1999 年，Science 上报道，神经干细胞分

化成 血 液细胞[ 14 ] ; 2000 年 ， Nature ， Nature 

Medicine 分别报道造血干细胞在体内分化成肝细

胞[ 18 .19 ] ;2001 年， CELL 杂志上发表 Krause 的研究

结果 :雄鼠单个造血干细胞移植到雌鼠，除完成血液

重建以外，带有 Y 染色体的细胞出现在雌鼠的胆

管、肺、皮肤、消化道[20 ] ; 2002 年 ， Verfaillie 实验室

发现单个间充质干细胞在体内分化出三个胚层的多

种组织等[ 12 ] 。 这些发表在权威杂志的大量实验数

据让疑问变得逐渐清晰:组织干细胞确实具有很强

的可塑性，具有多向分化潜能，而且这种分化潜能已

经大大超出了人们的想象。

组织干细胞具有多向分化的潜能已经成为不争

的事实。 虽然，2002 年 3 月 NATURE 杂志上提出:

是细胞之间的融合导致了组织干细胞跨胚层分化的

假象[212] ，但是，这种细胞融合发生的低概率与大
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量的实验现象之间似乎存在着较大的差距。 因此，

我们只有期待更多，更深入的研究来真正揭示组织

干细胞的来源、可塑性等等问题。

2. 间充质干细胞的可塑性

间充质干细胞的可塑性研究历史很长。 早在上

个世纪 80 年代初就发现骨髓移植后，受体动物肺部

因大量骨化而呼吸困难致死[23] ，这可能是骨髓细

胞在体内分化出成骨细胞所致。 随后，在动物模型

中进行了大量的体内、外诱导分化实验，间充质干细

胞能被诱导出多种终末分化的间充质组织，如
骨[μ ， 25 ] 、 软骨[26] 、膛[27，却]以及造血支持基质细

胞[29] 。这些研究结果使人们初步看到了间充质干

细胞分化的多向性。 后来，更多的诱导实验发现间

充质干细胞可以分化形成非间充质组织的一些细
胞，如心肌细胞[30 ， 31 ] 、神经星状胶质细胞[32] 、神经

元[33 ，圳、内皮细胞[35 ]等。

间充质干细胞的可塑性究竟有多大? 从现在的

实验数据中可以看到，用不同方法分离到的问充质

干细胞具有不同的分化潜能。 用密度梯度离心并结

合流式细胞仪分选的方法获得的间充质干细胞一般

都具有分化成成骨细胞、软骨细胞、脂肪细胞，支持

造血的间充质基质细胞等的潜能。 然而，只有 Ver­

faillie 实验室通过条件培养基长期培养后获得的间

充质干细胞具有最为广泛的分化潜能[ 12] .单个细胞

来源的间充质干细胞用 GFP 标记，注射到鼠早期胚

泡，并将胚泡移植到假孕兔，然后对 6-20 周的小鼠

进行组织切片检测，标记的细胞出现在三个胚层的

多种组织，包括:脑、视网膜、肝、肠、肾、脾、骨髓、血

液、皮肤等。 同时，其他的体外诱导实验，如间充质

干细胞分化成内皮细胞[26] 、类肝细胞( hypatocyte­

like) [36] 、视网膜神经细胞[37]等，共同有力地说明了

间充质干细胞具有跨越胚层分化的可塑性。

3. 间充质干细胞 (MesemchymaI Stem cell , 

真岱C) ，中胚层祖细胞(M臼odermal Progeniωr cells , 

MPC) ，多能成体祖细胞(Multipotent Adult Progeni­

tor cells , MAPC) 

人们把成纤维样的，表达 S1丑+、 SH3+ 、 SH4 + ... 

Stro+ ...①64 、α::>45- ... GlyA一等多种标记的贴壁细胞

称作间充质干细胞。 而中胚层祖细胞和多能成体祖

细胞是用条件培养基长期培养后的同一种细胞，是

V臼faillie 实验室对相同的细胞两种不同的命名[11 ， 12] ，

现在已普遍称作多能成体祖细胞 (MAPC) 。 那么，

MSC和 MAPC究竟是同一种细胞群体呢，还是同类

组织干细胞的不同发育阶段，或者是两种完全不同的

组织干细胞细胞群体。 从现有的实验结果来看，

MAPC具有更大的可塑性，表现出具有比 MSC更为

广泛的分化潜能。当然，如果有实验室将现在普遍分

离到的 MSC注人胚泡观察其发育后，才能对 MSC和

MAPC 的关系进一步回答。

四 、 问充质干细胞的分化调控机制

1.间充质干细胞的体外诱导分化

间充质干细胞的多能性不断地被大量的体外实

验证明 。 在体外诱导实验中，只要通过一些化学物

质或细胞因子的共同作用，就能诱导出不同的细胞

类型。 现在已知的向多种细胞分化的诱导条件见表

1 。 这些研究结果为今后间充质干细胞走向临床应

用奠定了坚实的基础。

表 1 间充质干细胞向多种细胞分化的诱导条件

分化形成 化学物质或细胞因子

脂肪细胞

软骨细胞

成骨细胞

腿

造血支持基质细胞

骨锵肌细胞

平滑肌细胞

心肌细胞

神经胶质

寡突细胞

地塞米松，膜岛素， 1-甲基-3-异丁基
黄嗦岭， indomethacin[38] 

转化生长因子问(TGFß3) ，抗坏血
酸[39J

辈辈严松 ， β甘泊磷酸盐，抗坏血

骨形成蛋白 (BMP-12) [41] 

氢化可的松，马血清[42 ]

5-氮胞昔[114]

血小板衍生 生长因子 ( P∞F­
BB)[42] 

碱性成纤维生长因子(bFGF) [43] 

二甲基梗枫，地塞米松[制]

prx;F，表皮细胞生长因子，亚油
酸[制]

2. 间充质干细胞的诱导分化机制

间充质干细胞在这些化学物质、细胞因子的作

用下 ，如何定向分化形成特定的细胞?这种基因水

平的研究早在 1994 年就已经开始 ， Buckingham 肌伍

鉴定了 MyoD[45] 。 它是一种肌细胞转录因子，被认

为是肌细胞定向分化调控的主基因 (Mast盯Gene) , 

调控下游肌细胞特异性基因库的表达。 这一实验启

发了相关干细胞分化机制的研究。 后来，人们发现，

肌细胞的分化是由一系列的转录因子控制的，包括

MyoD... Myf5 、 myogenin、扣1RF4 。 而其他主基因如

PPAR-η、 αAAT-增强子结合蛋白 α币、 retinoic X 

受体 α 等在脂肪分化调控中起重要作用，Cafal 对于

骨的发育则是必须的[46] 。

间充质干细胞的多潜能性决定了间充质干细胞

分化调控机制的复杂性。 在这样一个复杂的调控机
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制中，Denrus 等根据己有的实验数据提出了间充质

干细胞分化的"随机抑制f诱导"模型[47 ] 。 模型中首

先假定间充质干细胞中有基质生成基因、骨生成基

因、软骨生成基因以及脂肪生成基因。 间充质干细

胞分化发育的不同阶段，不同的基因表达情况会发

生变化，即有的会被抑制，有的会被诱导。 发育过程

中抑制与诱导事件都是随机的，当某种基因被抑制，

这一世系的细胞就不能形成，而当某一种基因被诱

导，其他世系的分化潜能性并没有被排除。 这一模

型解释了单克隆的间充质干细胞具有多能性的现

象，同时也解释了分化的脂肪细胞能被诱导分化成

成骨细胞等现象[48 ] 。

总体来看，间充质干细胞定向诱导的分子机制

研究进展很慢。 基本停留在外源性物质刺激后，导

致细胞内基因的开启或是关闭等的研究。 要想系统

性地阐释干细胞多向分化的分子机制还有待更多工

作的投入。

五、间充质干细胞潜在的应用前景

近年来，干细胞研究成为生物学领域、生物医学

领域中最活跃的部分，干细胞的迅速兴起与它将带

给人类的诱人前景是密不可分的。 虽然人胚胎干细

胞其有全能性，理论上能在体外诱导分化出任何一

种需要的组织或器官，但会涉及伦理问题。 而组织

干细胞具有多能性，通过体外定向诱导能分化形成

某种组织或者器官应用于器官移植。 另外，对组织

干细胞进行自体移植还可能解决器官移植中一直困

绕科学家的免疫排斥问题，因此，组织干细胞的研究

必将给人类健康带来元限希望。

结合组织工程，间充质干细胞可以治疗骨折，用

于腔膛修复，软骨再生。由于能在间充质干细胞能

诱导心肌细胞，间充质干细胞可应用于心脏病治疗。

间充质干细胞具有分化成神经元的潜能，因此 ，可以

用于许多神经疾病的治疗，如脑损伤、帕金森氏病以

及其他神经退行性疾病。 而间充质干细胞体外诱导

成肝实质细胞的成功将解决肝干细胞来源少这一困

难[36] ，并为肝病患者带来希望，近日 ，间充质干细胞

在鼠体内分化形成视网膜神经细胞[37 ] 。 这些实验

结果标志着干细胞治疗新时代的到来。

希望是无限诱人的，但我们必须清醒地看到，干

细胞的研究还处在起步阶段，离真正投入临床应用

还有很长的路要走。迷人的现象背后，许许多多的

问题还等待大家去解决。
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园艺植物多倍体诱导研究进展

张全美张明方 铃

(浙江大学园艺系 杭州 310029) 

摘 要 园艺植物多倍体在育种中具有重要的地位和应用价值，有很大的发展前景。 人工诱

导方法有物理方法诱导、化学方法诱导和体细胞杂交等，其中以化学诱导方法为主。 化学诱导剂普

遍应用秋水仙碱。 如何达到高效诱导多倍休，缩短育种进程还需对诱导的群体进行鉴定，目前的鉴

定方法主妥有形态学鉴定法、细胞学鉴定法、染色体数计数法和流式细胞仪分析法等鉴定方法。本

文概述了园艺植物多倍体的诱导方法、鉴定方法及其优缺点。

据统计，自然界有 30% - 35% 的被子植物，其中

70%的禾本科植物是多倍体[ 1 ] 。 多倍体植株表现生

长健壮、抗逆力增强、果实增大以及维生素、氨基酸和

其他营养物质含量提高 ， 因此受到人们的关注。 自然

突变发生频率低，人工诱导提高了多倍体发生频率。

通过人工诱变创造植物多倍体类型，在园艺植物育种

工作中具有广阔的发展前景。 本文就多倍体产生的

途径、方法、鉴定及其发展做一概述。

一、自然突变形成多倍体

自然突变有无性和有性两种方式。

元性方式是自然界的二倍体在减数分裂过程中

发生偶然的染色体加倍而产生多倍体，然后通过选育

手段和繁殖手段培育成多倍体植株，如芽变就是一典

型的突变例子[2 ] 。有性方式是小子包子母细胞或大抱子

母细胞减数分裂过程中染色体未减数形成了2n配子，

经杂交或直接形成多倍体种子产生多倍体植株。但自

然突变的发生频率低，生产上主要利用人工诱导。

二、人工诱导获得多倍体

1. 物理方法诱导

高温、低温、离心、超声波和射线都可诱导多倍

体形成。 Smith-MK[45 ]抗枯萎病 4 号小种矮型香蕉

品种进行 γ 射线诱导获得突变型四倍体，突变体的

果重和耐寒性优于标准品种，突变体也获得了抗 4

号小种抗性。 但此类方法由于诱导率低、嵌合率高、

铃通讯作者。 E-mail: mfzhang@习u . edu. cn 
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