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人羊水来源干细胞与骨髓间充质干细胞的对比研究
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摘要      该研究对比人羊水来源干细胞(human amniotic fluid derived stem cells, hAFSCs)和人

骨髓间充质干细胞(human bone marrow mesenchymal stem cells, hBMSCs)的细胞表型及成骨分化

能力。分离培养hAFSCs和hBMSCs, 通过光镜观察, CCK-8检测, 流式细胞术, 基因芯片等方法对

比两组细胞表型, 采用碱性磷酸酶(alkaline phosphatase, ALP)染色, 茜素红(alizarin red S, ARS)染色, 
Real-time PCR, 细胞免疫荧光等方法对比两组细胞体外成骨分化过程, 再进一步通过裸鼠异位成

骨来初步检测两种细胞体内成骨能力。结果显示, hAFSCs与hBMSCs在镜下均表现为梭形, 且具有

相似的增殖能力, 都表达CD90和CD105, 成骨诱导下两种细胞ALP活性及矿化结节均随着时间增

加, 同时成骨标志物RUNX2、OSX、COL I、ALP、OPN的mRNA水平也增高。基因芯片分析表明, 
两者在细胞黏附以及炎症反应方面的基因表达存在差异。类似地, 体内裸鼠异位成骨结果也表明, 
hAFSCs与hBMSCs具有相近的成骨分化潜能。总之, 人羊水来源干细胞与人骨髓间充质干细胞具

有相似的细胞形态及增殖能力, 均能在体内外成骨诱导分化环境下展现出良好的成骨功能。
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Abstract       This work was to study the phenotype and osteogenic differentiation potential of hAFSCs (human 
amniotic fluid derived stem cells) and hBMSCs (human bone marrow mesenchymal stem cells). hAFSCs and hBM-
SCs were separated and cultured in vitro. Cellular phenotype was compared by light microscope, CCK-8 assessment, 
flow cytometry and gene-chip analysis. Then, the osteogenic capability of both cells was assessed with ALP (alkaline 
phosphatase) and ARS (alizarin red S) staining, Real-time PCR and cytoimmunofluorescence staining. Furthermore, 
an ectopic osteogenic model of nude mice was used for estimating the in vivo osteogenesis capacity of both cells. 
Statistical analysis was performed using SPSS 16.0 software package. Both hAFSCs and hBMSCs showed spread 
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spindle-like morphology, similar proliferation, and expression of CD90, CD105. ALP and ARS staining indicated the 
progressively increased ALP activity and mineralization under osteogenic induction, while the mRNA expression of 
RUNX2, OSX, COLI, ALP, OPN were also increased. Gene chip analysis indicated that there were differences in gene 
expression between hAFSCs and hBMSCs in terms of cell adhesion and inflammation. The in vivo study in nude mice 
demonstrated that hAFSCs and hBMSCs possessed similar differentiation potential of osteogenesis. In conclusion, 
hAFSCs and hBMSCs demonstrated similar morphology, proliferation and capacity of osteogenesis.

Keywords        human amniotic fluid derived stem cells; human bone marrow mesenchymal stem cells; cell 
phenotype; osteogenic differentiation

随着口腔再生医学的发展, 尤其是在干细胞和组

织工程方面, 干细胞已作为种子细胞[1], 被应用于颌面

外科创伤[2]、先天畸形[2-3]、手术后功能重建[4]等领域。

间充质干细胞 (mesenchymal stem cells, MSCs)已
经被成功从体内分离, 并有大量体内体外实验证明

其可以用作骨组织工程的干细胞来源[5-9]。其中在

骨愈合过程中发挥着重要作用的人骨髓间充质干

细胞 (human bone marrow mesenchymal stem cells, 
hBMSCs)的研究已被广泛探索。然而, 骨髓间充质

干细胞亦有其缺点, 如获取时对组织形成创伤、细

胞容易衰老、获取时数量有限等[10], 这些都阻碍了

间质细胞在远期临床当中的应用, 促使我们去寻找

更加适合的种子细胞。1983年 , GOSDEN[11]在羊

膜穿刺液中发现了大量的干细胞, 并将其命名为人

羊水来源干细胞(human amniotic fluid derived stem 
cells, hAFSCs), 其为介于胚胎干细胞和成体干细胞

间的细胞群, 并表达胚胎干细胞和成体细胞的标志

物。hAFSCs具有多向分化潜能, 可分化为内、中、

外三胚层细胞, 并且其体外扩增无需滋养层细胞的

参与, 扩增不具有成瘤性[12]。目前, hAFSCs的培养

多利用其贴壁的特点, 将穿刺获取的羊水离心后获

取的细胞接种于适当的培养基中, 例如α-MEM培养

基即可成功培养出羊水干细胞[13]。胚胎干细胞具有

全能性, 可以通过诱导获得任何一种细胞, 类似地, 
hAFSCs亦能通过精准的诱导分化获得相应的细胞, 
从而作为种子细胞治疗相关疾病。TSAI等[14]对获得

的羊水干细胞在特殊条件下进行培养, 1~3周诱导分

化成为脂肪细胞、骨细胞和具有神经细胞特性的细

胞。ANTONUCCI等[15]将hAFSCs进行成骨诱导, 发
现相应成骨诱导标志物有明显提升, 提示hAFSCs可
作为骨缺损修复的细胞来源。BERARDINELLI等[16]

对羊AFSCs-富含Mg的羟磷灰石支架复合物行体外

骨向诱导分化培养并应用于上颌窦提升, 结果显示

AFSCs增加了术区骨量沉积、加快了新生血管生成。

基于这些发现, 我们分别分离出人骨髓间充质

干细胞和人羊水来源干细胞, 对两种细胞的形态学、

增殖能力、体内体外骨向分化潜能进行了对比研究, 
以期能够为羊水来源干细胞应用于口腔颌面部骨缺

损的修复提供证据。

1   材料与方法
1.1   细胞分离与培养

经日常产前诊断为目的的超声引导下羊膜穿

刺术获得产妇羊水, 妊娠期为18~22周不等。在需要

牙槽突裂自体骨移植的患者中获取部分骨髓。材料

获取征得所有受试者的书面同意并获得上海交通大

学医学院附属第九人民医院伦理审查批准, 并且所

有受试者血液检查无异常。hBMSCs和hAFSCs按照

文献方法分离[12-13,17-20], 分离后扩增培养至第二代备

用。培养基配方: DMEM/F12培养基(Invitrogen, 中
国)、2 mmol/L谷氨酰胺(Invitrogen, 中国)、10 ng/mL
重组人表皮生长因子(Invitrogen, 中国)、20%胎牛血

清(Gibco, 中国)和1%青链霉素(Invitrogen, 中国), 其
中羊水来源干细胞培养基中添加重组人成纤维生长

因子。所有细胞均于含5% CO2的37°C温箱内培养, 
每2天换液一次。

1.2   细胞形态及增殖的体外比较

将传代扩增后的hBMSCs和hAFSCs培养于24孔板

中, 并分别将hBMSCs和hAFSCs以低密度(1×103个/mL)
培养于96孔板中, 每孔加入DMEM/F12完全培养液, 培
养4 h、2、4、6、8、10、12天。在每个时间点, 按照

说明书使用CCK-8(Dojindo, 日本)测定细胞增殖情况。

1.3   流式细胞术

取细胞密度长至50%的hBMSCs和hAFSCs, 胰
酶(Invitrogen, 中国)消化, 使用含有0.5%胎牛血清

的PBS漂洗, 获得细胞。为检测细胞表面基础标志
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物的表达, 将1×106个/mL hBMSCs和hAFSCs使用分

别标记有藻红蛋白(P-phycoerythrin, PE)和异硫氰酸

荧光素 (fluorescein isothiocyanate, FITC)(Miltenyi, 德
国)的一抗在4°C下孵育30 min, 包括: PE-CD90、PE-
CD105、FITC-CD34、FITC-CD45、PE-HLA-dr[21]。非

特异性荧光使用同种匹配的单克隆抗体封闭。实

验结果使用装备FlowCentre workstation (Beckman 
Coulter, 美国)的Beckman Coulter EPICS XL cytometer 
(Beckman Coulter, 美国)分析。

1.4   基因芯片检测

分别取 3组生长至 70%的 hBMSCs和 hAFSCs, 
加入RNAiso Plus 试剂 (TaKaRa, 日本 )提取获得总

RNA, 样品总RNA利用NanoDrop ND-2000 (Thermo 
Scientific)定量并检测RNA完整性后, 经反转录并用

Cy3(Cyanine-3-CTP)标记后使用Affymetrix human 
HTA2.0 microarray (Affymetrix, USA)芯片进行样本检

测, 并对数据进行标准化和过滤处理分析。利用t检
验的P值和倍数变化值进行差异基因筛选, 筛选的标

准为上调或者下调倍数变化值P≥3.0且P≤0.05。接着, 
对差异基因进行GO和KEGG富集分析, 以判定差异基

因主要影响的生物学功能或者通路。最后, 对差异基

因进行非监督层次聚类分析, 利用热图的形式展示差

异基因在不同样本间的表达模式。

1.5   体外成骨诱导

使用经典的成骨诱导配方: α-MEM(Invitrogen, 
中国)添加10%胎牛血清(Gibico, 中国)、0.1mmol/L
维生素C(Sigma-Aldrich, 美国), 10 mmol/L β甘油磷

酸盐 (Sigma-Aldrich, 美国)、10–5 mmol/L地塞米松

(Sigma-Aldrich,美国)。每3天换液一次, 21天实验终

止。使用正常培养基培养细胞作为对照组。 
1.5.1   碱性磷酸酶(ALP)染色      于成骨诱导第5天
和第10天, 常温下使用4%多聚甲醛固定细胞, 再用

PBS漂洗两次。根据说明书使用ALP染色试剂盒

(Beyotime, 中国)染色, 并用PBS终止。

1.5.2   茜素红(ARS)染色      利用茜素红染色来对每

组于21天时细胞外钙盐的沉积量进行评价。室温下

使用4%多聚甲醛对细胞固定20 min, 去离子水漂洗

两次。茜素红(40 mmol/L, pH4.2; Sigma-Aldrich, 美
国)染色15 min, 去离子水漂洗终止。

1.5.3   Real-time PCR      分别收集成骨诱导后0、3、
7、10天的诱导组和对照组 hBMSCs和 hAFSCs, 加
入RNAiso Plus试剂(TaKaRa, 日本)提取获得总RNA, 

再取同等剂量的RNA使用PrimeScript RT-PCR试剂

盒 (TaKaRa, 日本 )逆转录为 cDNA[22]。利用SYBR 
Premix Ex Taq反应体系 (TaKaRa, 日本 )及Real-time 
PCR仪器(ABI 7300, 美国)分别测定各个时间点的

RUNX2、OSX (osterix)、COL I(collagen I)、ALP、
OPN(osteopontin)和内参基因GAPDH的表达。

1.5.4   细胞免疫荧光      将培养于正常培养基和成

骨诱导培养基的hBMSCs和hAFSCs于第10天使用

4%多聚甲醛固定, 5%胎牛血清封闭, 分别使用兔抗

人OPN抗体(1100׃, Proteintech Group, 美国)和鼠抗人

Runx2抗体(1100׃, ProSci Incorporated, 美国)孵育过

夜, 漂洗, 再分别使用Cy3标记的羊抗兔IgG(1000 1׃, 
Beyotime, 中国)和FITC标记的羊抗鼠IgG(1000 1׃, 
Beyotime, 中国), 孵育完成后再使用DAPI(1000 5׃, 
Beyotime, 中国), 在荧光显微镜下观察。

1.6   体内成骨能力检测

1.6.1   细胞支架结构的建立      将hAFSCs和hBM-
SCs在成骨诱导培养基中培养7天, 然后分别取1×105

个细胞接种在直径5 mm、高度10 mm的β-磷酸三钙

(β-TCP, 中国科学院上海陶瓷研究所)支架上[23-24], 不
植入细胞的β-TCP支架材料作为对照组。

1.6.2   裸鼠异位成骨      动物实验已获得上海交通

大学医学院附属第九人民医院动物实验伦理委员

会的批准([2016]42)。相应地, 取9只5周龄雌性裸

鼠, 随机分为3组, 每组3只, 在每只麻醉的裸鼠上形

成4个背侧皮下袋, 用于置入以下3组支架构建体: 
β-TCP支架构建体、β-TCP/hAFSCs构建体和β-TCP/ 
hBMSCs构建体[25]。

1.6.3   组织学分析      术后4周, 于深麻醉下处死裸

鼠。取材后于4%多聚甲醛固定, 脱钙, 石蜡包埋后

切片, 部分切片行HE染色。免疫组化部分, 分别使

用OCN(100 1׃, Santa Cruz, 美国)和CD68(1100׃, AbD 
Serotec, 美国)进行免疫组织化学染色。

1.7   统计学分析

采用SPSS 16.0软件(SPSS, 美国)对实验组和对

照组数据进行t检验和双因子方差分析, P<0.05为差

异具有显著性。

2   结果
2.1   hAFSCs展现出与hBMSCs相似的表型

原代培养的hBMSCs和hAFSCs大约需9~10天
长满, 经传代后, hBMSCs和hAFSCs都呈现出成梭形
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的细胞形态(图1A)。采用CCK-8试剂盒测定hBMSCs
和hAFSCs增殖状况, 两种细胞在细胞培养的0、1、2、4、
6、8、10和12天并没有表现出明显的差异(图1B)。流

式细胞术检测细胞表面标志物的结果表明, 两种细胞

均表达间充质干细胞的表面标志物如CD90, CD105, 
而不表达造血干细胞的表面标志物CD34、CD45及人

类白细胞抗原基因HLA-dr[12](图1C)。基因芯片聚类

分析显示, 6组样本被分为hAFSCs和hBMSCs两簇, 两
者差异表达了263个基因, 其中相较hBMSCs, hAFSCs
高表达基因166个, 低表达基因97个(图2A)。对差异表

达的基因进行GO分析显示, 相较于hBMSCs, hAFSCs
在肝素结合(heparin binding)、胶原结合(collagen bind-
ing)与胞外基质黏附(extracellular adhesion)上低表达

(图2B、图2E和图2H), 但在肌动蛋白结合(actin bind-
ing)、细胞外外泌体(extracellular exosome)上高表达(图
2C、图2E和图2I)。KEGG分析显示, hAFSCs相较于

hBMSCs在细胞黏附上既有基因的下调也有上调, 并
且与炎症相关的PI3K-Akt信号通路是下调的(图2D和

图2G)。
2.2   hAFSCs与hBMSCs成骨分化染色的比较

针对于Runx2和OPN的免疫荧光结果显示, 成骨

诱导促进了两种细胞Runx2和OPN的高表达(图3A和

图3B)。此外, 两种细胞ALP及ARS染色结果表明, 成
骨诱导之后ALP活性及矿化结节的形成均随时间逐

步增加, 且在成骨诱导的第21天hAFSCs的钙盐沉积

显著高于hBMSCs组(图3C和图3D)。
2.3   Real-time PCR结果

结果显示, 在体外成骨向诱导的3、7、10天后, 
成骨诱导组 hBMSCs和 hAFSCs相对于未诱导对照

组细胞RUNX2、OSX、COL I、ALP、OPN表达均

显著提高, 仅仅在第10天hBMSCs细胞中RUNX2及
OSX的表达没有表现出统计学差异(图4)。
2.4   裸鼠异位成骨结果

在接种包含有hBMSCs及hAFSCs的支架材料

4周之后, 取出材料, 尽管在HE染色中, 实验组和

β-TCP对照组均没有显示出良好的矿化区(图5B、
图5F和图5J), 但是免疫组化染色的结果显示, hBM-
SCs和hAFSCs实验组材料周围的CD68阳性巨噬细

胞少于对照组(图5C、图5G和图5K), 而OCN阳性细

胞均较对照组高(图5D、图5H和图5L), 表明两种细

胞均具有成骨潜能。

3   讨论
近年来, 干细胞技术在多个领域展现出广阔的应
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图1   hAFSCs展现出与hBMSCs相似的表型

Fig.1   HAFSCs and hBMSCs showing similar cell phenotype
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A: 差异基因热图; B、E、H及C、F、I: 下调及上调的差异基因GO富集; D、G: 下调及上调的差异基因KEGG通路功能, hAFSCs与hBMSCs对比。

A: heatmap among differential genes; B,E,H and C,F,I: down-regulated and up-regulated differential genes of GO enrichment; D,G: down-regulated and 
up-regulated differential genes of KEGG pathway function, hAFSCs vs hBMSCs.

图2   hAFSCs与hBMSCs的GO和KEGG分析

Fig.2   Analysis of GO and KEGG between hAFSCs and hBMSCs 
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A、B: 对照组与诱导组hAFSCs与hBMSCs培养10天后的免疫荧光, 蓝色为DAPI, 红色为OPN, 绿色为Runx2; C、D: hAFSCs及hBMSCs的ALP染
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A,B: immunofluorescence staining of hAFSCs and hBMSCs in the control and the induction group cultured after 10 days performed the blue, red and 
green fluorescence indicating DAPI, OPN and Runx2, respectively; C,D: hAFSCs and hBMSCs’ ALP staining (from L to R, the control group at 5 days, 
the induction group at 5 days and 10 days) and Alizarin Red staining (the control group and the induction group at 21 days).

图3   hAFSCs与hBMSCs成骨分化比较

Fig.3   Comparison of osteogenic differentiation between hAFSCs and hBMSCs

诱导组(OS)和对照组(UN)中的hAFSCs与hBMSCs在培养3、7、10天后OPN、OSX、 RUNX2、ALP、 COL I的表达情况。 *P<0.05, 与hBMSCs 
UN组比较; ns: P>0.05, 与hBMSCs UN组比较。

The expression of OPN, OSX, RUNX2, ALP, COL I in hAFSCs and hBMSCs of the control and induction group at 3,7,10 days. *P<0.05 compared with 
hBMSCs UN group; n.s.: P>0.05 compared with hBMSCs UN group。

图4   Real-time PCR结果

Fig.4   Results of Real-time PCR
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对照组有明显差异。但总体来说, 两种细胞成骨向

分化标志物的表达并没有很大差异。

裸鼠异位成骨的体内实验发现, 加载hBMSCs与
hAFSCs后可以抑制裸鼠体内β-TCP材料周围的巨噬细

胞反应[30], 提示两种细胞在成骨过程中的炎症反应方

面发挥某些作用。同时新骨周围细胞OCN的表达, 进
一步表明hBMSCs与hAFSCs均具有促进体内成骨分化

的能力。然而, 皮下区域的多种微环境因素会影响到

祖细胞在体内的谱系归化, 加之植入时间短未形成良

好矿化, 因此体内异位成骨实验并未获得如期效果。

事实上, 先前已有大量的研究表明, 无论是hAFSCs还
是hBMSCs, 两者作为种子细胞载入支架去修复各种动

物骨缺损模型都显示出良好的成骨效果[31-35]。

总之, 本实验结果表明, hAFSCs和hBMSCs均
具有良好的体内外骨向分化能力, 这为hAFSCs作
为种子细胞被应用于口腔颌面部骨组织缺损修复

提供了依据。现阶段而言, hAFSCs植入体内后的

生物学行为有待进一步探索, 其与体内各细胞之间

的相互作用也是影响载细胞支架植入后成骨性能

因素之一。BALB等 [36]首次显示 , hAFSCs主动释放

具有明显旁分泌潜力和再生作用的细胞外囊泡 (ex-
tracellular vesicles, EV), 并且缺氧预处理显著诱导

了hAFSCs-EV中具有再生microRNA的外泌体的富

集, 进而改善植入部位血管生成。BASILE等[37]研究

发现, hAFSCs作为种子细胞植入体内可募集裸鼠体

内的BMSCs, 从而促进局部骨组织再生, 提示其在

骨修复中可与受体体内干细胞发挥协同作用。除此

之外,  hAFSCs在调节免疫方面亦发挥着重要作用。

SATO等[38]建立使用LPS诱导的大鼠脓毒血症模型, 
并于腹膜腔内注射hAFSCs, 发现其能诱导M1-M2巨
噬细胞极化, 显著改善炎症导致的多器官损伤。可

以看出, 胚胎来源的干细胞无论是在作为种子细胞

增强骨缺损的修复, 抑或是在承担调节因子的角色

改善体内炎症环境方面, 都展现出极其广阔的前景。
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