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摘要      该文旨在比较人滑膜间充质干细胞(human synovial mesenchymal stem cells, hSMSCs)
与人脐带间充质干细胞(human umbilical cord mesenchymal stem cells, hUC-MSCs)的生物学性状。

流式细胞仪鉴定hSMSCs和hUC-MSCs。比较两种间充质干细胞的增殖、分化、迁移能力。结果

表明, hSMSCs和hUC-MSCs均为长梭形贴壁细胞, 并表达多种间充质干细胞表面标志物。不同的是, 
hUC-MSCs高表达CD73、CD105、CD147; 而hSMSCs高表达CD24。hSMSCs具有更强的早期成骨

和成软骨能力。hUC-MSCs具有更强的增殖和迁移能力, 细胞周期结果显示, hSMSCs和hUC-MSCs
均具有较强的增殖能力。该研究成功分离出hSMSCs, 其生物学性状与hUC-MSCs相似, 且具有较

强的成骨与成软骨能力, 可作为组织工程的理想种子细胞或临床治疗用细胞。
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Abstract       The aim of this study was to investigate the differences in the biological characteristics of 
hSMSCs (human synovial mesenchymal stem cells) and hUC-MSCs (human umbilical cord mesenchymal stem 
cells). hUC-MSCs and hSMSCs were identified by flow cytometry. The proliferation, differentiation, migration 
abilities were comparatively studied between these two MSCs in vitro. The results showed that both hSMSCs and 
hUC-MSCs showed a long spindle-shaped cell morphology, and flow cytometry analysis showed that both hSMSCs 
and hUC-MSCs expressed cell surface markers characteristic of MSCs. hUC-MSCs showed high expression of 
CD73, CD105 and CD147, while hSMSCs showed high expression of CD24. Furthermore, hSMSCs showed more 
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outstanding early osteogenesis and chondrogenesis differentiation abilities. Meanwhile, hUC-MSCs showed stron-
ger proliferation and migration abilities, and the results of cell cycle showed that both hSMSCs and hUC-MSCs had 
strong proliferation ability. Our findings indicated that hSMSCs and hUC-MSCs presented some similar biological 
characteristics, and hSMSCs had stronger osteogenic and chondrogenic potentials, which might be used as ideal 
seed cells for tissue engineering or cells for clinical therapy.

Keywords        human synovial mesenchymal stem cells; human umbilical cord mesenchymal stem cells; 
multi-lineage differentiation; proliferation; migration

间充质干细胞是一种存在于骨髓、牙髓、脂

肪组织、滑膜和肌肉等组织中的中胚层多功能干细

胞, 具有多向分化潜能, 可以分化为成骨和成软骨细

胞为骨创伤提供细胞来源 , 还可以分化为真皮细胞

用于烧伤等创面的治疗 [1]。这类细胞具有很多相似

的生物学性状, 如(1) 贴壁生长; (2) 具有强大的增殖

能力和多向分化潜能 ; (3) CD105、CD73、CD90表
达阳性, CD45、CD34、HLA-DR等造血干细胞表面

标志物表达阴性[2]; (4) 具有免疫调节特性等。目前, 
虽然骨髓间充质干细胞在临床上的应用最为广泛 , 
但骨髓取材对患者有损伤 , 且存在一定风险。此外 , 
患者的年龄对细胞的生物学特性影响较大 , 所以在

临床上的使用受限。hUC-MSCs具有取材方便无创

且无伦理争议等优点 , 具有更大的应用潜能。随着

对间充质干细胞的广泛研究 , 不同来源的间充质干

细胞被发现并予以应用 , 其中 hSMSCs因被证明具

有很强的成软骨能力 , 故其在软骨修复方面具有较

大的应用价值 [3]。已有很多关于 hSMSCs用于治疗

骨关节炎和类风湿关节炎等疾病的研究 [4-6], 间充质

干细胞为软骨损伤修复带来了希望。本课题组在

多拇指畸形病人切除的废弃组织的关节囊中分离

出滑膜并成功提取细胞 , 经鉴定其表达间充质干细

胞的表面标志物 , 并且具有多向分化能力。本文介

绍了一种不同来源的滑膜间充质干细胞, 并与hUC-
MSCs进行生物学性状差异比较 , 为临床上间充质

干细胞的治疗提供新的细胞来源。

1   材料和方法 
1.1   材料

高糖型DMEM培养基、胎牛血清和 0.25%胰

蛋白酶均购自Gibco公司 ; II型胶原酶购自Sigma公
司 ; CCK8试剂购自日本同仁化学研究所 ; 碱性磷酸

酶 (alkaline phosphatase, ALP)染色试剂盒和结晶紫

染色液购自上海碧云天生物技术有限公司 ; 成骨诱

导分化培养基、成软骨诱导分化培养基、成脂诱导

分化培养基及茜素红染液、阿利新蓝染液和油红O
染液均购自赛业 (广州 )生物科技有限公司 ; 细胞表

面标志物抗体CD29-PE、CD146-PE、CD147-PE、
CD24-FITC、HLA-DR-FITC、CD73-FITC、CD44-
FITC、CD34-FITC、CD49d-FITC、CD45-FITC、

CD90-FITC、CD105-FITC购自美国BD公司。

1.2   细胞培养 
关节囊来源的滑膜组织标本均来自重庆医科

大学附属儿童医院骨二科 , 在征得多指畸形患者家

长同意并签署知情同意书的情况下 , 收取手术切除

的废弃拇指关节囊滑膜组织标本。该研究已获得重

庆医科大学附属儿童医院伦理委员会审批 , 批件号

为〔2020〕年伦审 (研 )第 (199)号。标本用PBS洗3次
后 , 剪碎成1 mm3大小的组织块 ; 将组织块移入6 cm
培养皿中, 加入3 mL II型胶原酶吹打混匀后于37 °C、
5% CO2条件下孵育12 h; 经200目不锈钢滤网过滤

消化液 , 用含有10%胎牛血清的DMEM重新悬浮细

胞 , 混匀后接种于T25培养瓶中 , 在37 °C、5% CO2 

孵箱中培养4天 , 换液去除未贴壁细胞。每2天换1
次液。hUC-MSCs购自重庆干细胞治疗工程技术

研究中心。hUC-MSCs与 hSMSCs的培养基均为含

10% FBS、100 U/mL青霉素和100 μg/mL链霉素的

DMEM高糖完全培养基。

1.3   干细胞表面标记物的鉴定 
取第 3代人滑膜间充质干细胞和第 9代人脐带

间充质干细胞 , PBS洗3次 , 加入0.25%胰蛋白酶消

化 , 离心重悬后分成1×106个/管 , 加入PBS清洗2次
后 , 分别加5 μL抗体到各管 (CD29-PE、CD146-PE、
CD147-PE、CD24-FITC、HLA-DR-FITC、CD73-
FITC、CD44-FITC、CD34-FITC、CD49d-FITC、

CD45-FITC、CD90-FITC、CD105-FITC)中 , 其中

空白管只加细胞悬液 , 阴性对照分别为FITC Mouse 
IgG1、k Isotype Ctrl(FC)和PE Mouse IgG1、k Iso-
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type Ctrl(FC), 4 °C避光孵育30 min, PBS洗2次后每

管加入300 μL PBS重悬, 上机检测。

1.4   细胞增殖能力测定

取第 3代人滑膜间充质干细胞和第 9代人脐带

间充质干细胞, PBS洗3次, 加入0.25%胰蛋白酶消化, 
将其离心重悬接种于96孔板中(100 μL/孔)。细胞贴

壁后 , 向待测孔每孔加入10 μL CCK8溶液。37 °C、
5% CO2孵育3 h后用酶标仪测定在450 nm处的吸光

度(D)值。检测1~5天两种细胞的D值。

1.5   细胞周期检测

收集第3代处于对数生长期的人滑膜间充质干

细胞和第9代人脐带间充质干细胞 , PBS洗3次 , 加入

0.25%胰蛋白酶消化离心 , 并用4 °C预冷的PBS重悬

细胞至3×106个/mL, 取300 μL加入含有700 μL无水乙

醇的EP管中, 涡旋混匀, 4 °C冰箱固定24 h。弃固定液, 
应用100 μL RNase重悬细胞, 37 °C水浴30 min, 加入

400 μL PI染液避光孵育30 min, 上机检测。

1.6   划痕实验

取处于对数生长期的第3代人滑膜间充质干细

胞和第9代人脐带间充质干细胞, PBS洗3次, 加入

0.25%胰蛋白酶消化, 离心重悬后接种于6孔板中, 培
养至细胞融合率达100%时, 用200 μL枪头比着直尺

垂直划痕; PBS洗涤3次后加入无血清培养基, 放入

37 °C、5% CO2条件下培养, 分别于0、12、24 h在
同一部位观察划痕愈合情况, 拍照记录, 计算划痕愈

合率。

1.7   Transwell迁移实验

取处于对数生长期的第3代人滑膜间充质干细

胞和第9代人脐带间充质干细胞, 消化后用无血清

DMEM重悬, 调整浓度为5×105个/mL铺于Transwell小
室中, 并于下室加入500 μL 10% FBS; 每组设置3个复

孔, 37 °C、5% CO2条件下孵育48 h后, PBS洗3次, 每
孔加入500 μL的4%多聚甲醛, 在室温下固定30 min, 
弃固定液, PBS洗3次, 在下室中加入500 μL结晶紫

染液, 室温下放置30 min, 弃染液, PBS洗3次, 并用湿

棉签轻轻擦拭掉上室细胞, 置于显微镜下观察染色

情况并拍照记录。拍完照后用3%醋酸充分洗脱染液, 
洗脱液在570 nm处测定D值, 分析比较D值, 间接反

映细胞数。

1.8   成骨诱导分化

取第3代人滑膜间充质干细胞和第9代人脐带

间充质干细胞, 消化重悬后接种于24孔板中, 待细

胞融合率达到60%~70%时, 每孔加入500 μL新鲜配

制的成骨培养基, 每隔3天换1次液, 诱导7天时进行

ALP染色: PBS洗1~2次后, 500 μL 4%多聚甲醛室温

固定30 min, 每孔加入500 μL新鲜配制的ALP染液

室温下孵育30 min, PBS洗2次后显微镜下拍照。诱

导21天时进行茜素红染色: PBS洗1~2次后, 500 μL 
4%多聚甲醛室温固定30 min, 每孔加入500 μL茜素

红染液室温下孵育30 min, PBS洗2次后于显微镜下

拍照。

1.9   成脂诱导分化

取第3代人滑膜间充质干细胞和第9代人脐带

间充质干细胞, 消化重悬后接种于24孔板中, 待细胞

融合度达到80%~90%时, 每孔加入500 μL新鲜配制

的成脂A培养基, 3天后换成脂B培养基, 24 h后换回

成脂A培养基诱导。培养14天后, 继续用B液维持4
天后进行油红O染色: PBS洗1~2次后, 500 μL 4%多

聚甲醛室温固定30 min, 每孔加入500 μL配制好的

油红O染液室温下孵育30 min, PBS洗2次后显微镜

下拍照。

1.10   成软骨诱导分化

取第3代人滑膜间充质干细胞和第9代人脐带

间充质干细胞, 消化重悬后接种于24孔板中, 待细胞

融合度达到80%~90%时, 每孔加入新鲜配制的成软

骨培养基, 每3天换1次液, 培养21天后, 进行阿利新

蓝染色: PBS洗1~2次后, 500 μL 4%多聚甲醛室温固

定30 min, 每孔加入500 μL配制好的阿利新蓝染液, 
室温下孵育30 min, PBS洗2次后于显微镜下拍照。

2   结果
2.1   间充质干细胞形态学

hSMSCs呈长梭形贴壁生长, 原代培养在12 h内
贴壁, 10~14天达80%~90%融合, 传代后3天左右融

合率可达80%~90%, 细胞传至第10代后生长明显变

慢。hUC-MSCs呈梭形贴壁生长, 平行排列为主, 也
有呈漩涡生长, 细胞传至30代以上(图1)。
2.2   细胞免疫表型鉴定

流式分析结果显示 , hUC-MSCs和hSMSCs均高

表达间充质干细胞表面标志物CD73、CD29、CD90、
CD44、CD147, 它们在hUC-MSCs中的阳性率分别

为 (93.80±0.59)%、(86.60±15.68)%、(95.65±5.59)%、

(91.85±9.31)%、(94.60±8.62)%; 在 hSMSCs中
阳性率分别为 (87.55±2.25)%、(96.35±3.63)%、
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(97.75±3.82)%、(87.15±0.29)%、(95.95±0.10)%, 其
中CD73、CD147在两种细胞中的表达差别具有统计

学意义 (P<0.05)。CD105在hUC-MSCs与hSMSCs中
的表达分别为 (76.60±1.76)%、(61.25±1.27)%, 差别

具有统计学意义 (P<0.05)。二者均不表达造血干细

胞表面标志物CD24、CD34、CD45、CD49d、HLA-
DR(图2), 也不表达周期表面标志物CD146。
2.3   细胞增殖

CCK8结果显示 , hUC-MSCs和 hSMSCs均呈

对数增长 , 且 hUC-MSCs较 hSMSCs增殖能力更强

(P<0.05), 其中在第 2天、第 3天 (P<0.01)和第 5天
(P<0.05)时两种细胞的增殖具有统计学差异(图3)。
2.4   细胞周期

细胞周期结果显示 , hUC-MSCs与 hSMSCs处
于G1、G2、S期的细胞比例分别为80.21%、8.78%、

11.01%和 78.48%、8.39%、13.13%, 其中 hUC-
MSCs细胞周期结果显示 , G2/G1: 1.83, CV%: 6.31%, 
RCS: 3.035; hSMSCs的结果显示, G2/G1: 1.91, CV%: 
3.39%, RCS: 2.703。这说明细胞增殖能力旺盛 , 且
差别不具统计学意义(P>0.05)(图4)。

2.5   迁移能力

hUC-MSCs与hSMSCs都具有一定的迁移能力, 但
前者迁移能力更强。划痕实验显示 , hUC-MSCs 12 h
愈合率可达(49.00±6.35)%, 24 h的愈合率约为100%, 较
人滑膜间充质干细胞更强 , 且差别具有统计学意义

(P<0.05)。Transwell实验显示同样的结果(P<0.05)(图
5)。
2.6   多向分化潜能

两种细胞均有多系分化能力。ALP染色结果显

示 , hSMSCs具有更强的早期成骨能力 , 茜素红染色

显示 , 二者晚期成骨能力差别不具统计学意义。成

软骨培养基诱导21天后发现, hSMSCs具有更强的成

软骨能力。成脂诱导14天后 , 油红O染色结果显示 , 
两种细胞均具有成脂能力 , 且差别不具有统计学意

义(图6)。

3   讨论
从不同结缔组织分离出来的间充质干细胞在

机体组织的维持和再生中起着重要的作用。不同来

源的间充质干细胞增殖与分化能力在干细胞治疗中

不同天数(A、B、C、D分别代表3、5、7、12天)及不同代数(E、F、G、H分别代表P3、P6、P8、P10)的原代人滑膜来源干细胞形态; 不同代数(I、
J、K、L分别代表P3、P5、P10、P30)的人脐带间充质干细胞形态。

The hSMSCs morphology with different days (A, B, C, and D for 3, 5, 7, and 12 d, respectively) and different passages (E, F, G, and H for P3, P6, P8, 
and P10, respectively); the hUC-MSCs morphology with different passages (I, J, K, and L for P3, P5, P10, and P30, respectively).

图1   细胞形态学

Fig.1   Cell morphology

A B C D

E F G H

I J K L

100 μm 100 μm 100 μm 100 μm

100 μm 100 μm 100 μm 100 μm

100 μm 100 μm 100 μm 100 μm
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图2   流式细胞术分析hUC-MSCs和hSMSCs细胞的表面标志物

Fig.2   Flow cytometric analyses of phenotypic markers of hUC-MSCs and hSMSCs
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图3   CCK8检测细胞增殖

Fig.3   CCK8 assay was used to evaluate cell proliferation

图4   hUC-MSCs和hSMSCs的细胞周期结果

Fig.4   The cell cycle results of hUC-MSCs and hSMSCs
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Fig.5   The would-healing and Transwell test showed the ability of cell migration
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至关重要[7]。目前, 临床上治疗应用最多的是骨髓

间充质干细胞, 但是很多报道表明, 骨髓间充质干细

胞的生物学性状与供体年龄等有很大的关系, 且骨

髓的获取是有创的, 存在一定的伦理争议, 所以临

床上需要更多其他来源的间充质干细胞补充应用。

hUC-MSCs已经被应用于临床治疗多种疾病, 例如

糖尿病、结肠炎和血液肿瘤等[8-10]。在骨关节炎和

类风湿关节炎等疾病治疗方面也有很多临床前研究

成果[11-12]。很多研究表明, hUC-MSCs很可能是没有
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图6   ALP染色、茜素红染色、油红O染色和阿利新蓝染色检测细胞分化

Fig.6   Cell differentiation ability was evaluated by ALP staining, alizarin red staining, oil red O staining and alcian blue staining

来源限制的[13-15], 且脐带属于废弃组织, 来源不具有

伦理争议。有很多研究表明, hUC-MSCs比骨髓间

充质干细胞具有更强的增殖能力[16-18], 所以本文选

择了具有较大应用前景的hUC-MSCs与hSMSCs进
行生物学性状的比较。

CD44、CD73、CD90和CD105是间充质干细

胞鉴定的特异性表面标志物。根据国际细胞治疗

学会规定的间充质干细胞最低鉴定标准 [2]: MSC
必须表达CD105、CD73和CD90, 并且缺少CD45、
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CD34、HLA-DR表面分子。hUC-MSCs与hSMSCs
的细胞表面鉴定结果符合干细胞鉴定最低标准。

CD73是间充质干细胞鉴定的重要分子标志物 , 在
hUC-MSCs中具有更高的表达量。有报道称CD73在
乳腺癌、恶性胶质瘤、前列腺癌、膀胱癌等多种恶

性肿瘤细胞中表达量及活性显著升高, 并证实CD73
和CD147可以促进结肠癌、黑色素瘤、乳腺癌细

胞的运动、迁移[19-22]。本文划痕实验与Transwell实
验结果显示, CD73、CD147表达更高的hUC-MSCs
具有更强的迁移运动能力; CD105在增殖的血管内

皮细胞、足月胎盘合体滋养细胞和软骨细胞中高

表达, 同时CD105被证明与TGF-β1和TGF-β3有很高

的亲和力, 可能在间充质干细胞软骨分化过程中起

到介导TGF-β信号的作用。本研究中hUC-MSCs较
hSMSCs表达CD105更高, 但阿利新蓝染色结果显

示, hSMSCs具有更强的成软骨能力。二者结果矛

盾可能与细胞来源有关系, 很多研究显示, 滑膜来源

的间充质干细胞具有较强的成软骨潜力[23]。hUC-
MSCs较hSMSCs CD24表达更低。GAO等[24]研究表

明, CD24–的细胞具有比CD24+细胞更明显的增殖

能力, 可以解释本研究中相对低表达CD24的hUC-
MSCs具有更强的增殖能力。

本课题组收集了五六人的关节囊分别分离滑

膜提取细胞, 细胞在24 h内均能贴壁, 10~14天能达

到80%的融合率, 细胞量可达3×106~5×106个。传代

后的细胞3天左右能能达到80%的融合率。虽然在

本实验结果中发现, hUC-MSCs具有更强的增殖能

力, 但hSMSCs也能达到满足临床应用的细胞量。

临床上已经有很多关于不同来源的滑膜间充质

干细胞的研究, 大多是膝关节等部位的滑膜细胞, 目
前还没有关于拇指关节滑膜来源的间充质干细胞研

究。滑膜间充质干细胞的来源还存在一些争议, 有研

究认为滑膜来源的间充质干细胞是通过迁移的血管

迁入得到的, 也有研究认为它来源于滑膜内膜[25-26]。

本文中拇指关节来源的滑膜间充质干细胞与既往研

究的滑膜细胞表面抗原表达一致, 且都具有较强的

成骨和成软骨分化能力[27-28]; 滑膜间充质干细胞还

具有较强的免疫抑制作用[29]。NEYBECKER等[3]发

现, 滑膜来源的间充质干细胞具有很强的成软骨能

力, 对于软骨修复效果也比较明显。OZEKI等[30]发

现, 滑膜来源的间充质干细胞的移植可以促进半月

板修复后的愈合。hSMSCs在治疗骨或软骨缺损方

面具有积极作用。在本研究中发现, hSMSCs具有比

hUC-MSCs更强的成骨能力与成软骨能力, 且具有

较强的增殖能力, 可以满足临床应用, 所以拇指关节

来源的hSMSCs在骨或软骨损伤修复方面可能也有

一定的应用价值。

综上, 我们认为不同来源的间充质干细胞对

于不同组织的损伤修复会有不一样的优势, 临床上

应该充分利用这个优势并予以应用。本文提取的

hSMSCs与hUC-MSCs生物学性状相似, 且在骨与软

骨损伤修复方面具有一定的潜力, 可以作为组织工

程中一种理想的细胞来源。
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