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摘要      间充质干细胞是目前应用前景最广泛的优质再生医学资源, 由于其没有配型、排异等

问题, 极其适合于临床研究和应用。为满足临床应用的大量需求, 间充质干细胞的体外大规模扩增

是必需的。然而体外培养的间充质干细胞随着传代次数的增加, 会产生许多生物学变化。该文对

在体外连续传代的间充质干细胞的细胞和分子水平上的特征和功能变化作一综述, 旨在为进一步

优化细胞治疗方案做出理论参考, 力求为推动干细胞产业的标准化作出贡献。
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Abstract       Mesenchymal stem cells are the most widely used high-quality regenerative medicine resources, 
which are extremely suitable for clinical research and application due to their lack of problems such as matching 
and rejection. Amplification in vitro is necessary to meet the large demand for clinical applications. However, with 
the increase of passages cultured in vitro, mesenchymal stem cells will produce many biological changes. This re-
view illustrated the cellular and molecular characteristics and functional changes of mesenchymal stem cells that 
have been continuously passed in vitro, aiming to establish further optimization of cell therapy and to provide theo-
retical reference for the research.

Keywords        mesenchymal stem cell; in vitro culture; immunity; cell therapy

间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)
是一种来源于中胚层的多能干细胞, 它具有多向分

化、免疫调节、创伤修复等多种功能, 是21世纪最

有潜力的干细胞治疗工具之一, 目前有关MSCs的临

床试验涉及上百种疾病。由于其细胞产品的异质性

很强, 临床治疗效果的批次差异很大, 因此间充质干

细胞的功能优化及产品质控是目前细胞治疗中的研

究重点[1]。通常从供体中分离的细胞数量有限, 为
了获得足量的细胞用于临床治疗, 不可避免地要将

MSCs进行体外扩增培养。然而, 长期体外培养会

导致细胞的复制性衰老, 细胞的免疫表型、旁分泌、

造血支持和免疫调节等生物学特性和功能皆会发生

改变。MSCs产品的质量控制和制备监管是确保其

生物安全性和有效性的关键, 充分了解细胞在体外

制备和扩增中发生的生物学变化对临床转化和新药

研发具有重要意义。本文将从不同方面来综述体外

传代培养对间充质干细胞治疗潜力的影响(图1)。

1   细胞形态和增殖活力
体外培养初期, MSCs多呈纺锤形、丰满、立

体, 有大量均匀分布的微绒毛, 而至培养的中后期

(第11代和第17代), 细胞变得更宽大, 扁平, 并伸出

大量的伪足, 微绒毛的数量和长度也减少[2]。MSCs
在长期体外培养过程中, 在第9代前表现出类似水平

的增殖能力[3], 10代之后的MSCs增殖能力则显著下

降[3-4], 这种增殖能力的下降与细胞端粒长度和线粒

体活性的变化无关[5]。同时研究者观察到, G0/G1期

细胞比例在培养过程中的逐渐增加, S期细胞比例逐

渐减少; 在长期培养的后期细胞内出现较高的ROS
水平, 这可能是细胞在复制分裂过程衰老的主要表

现[6]。许多膜蛋白是细胞之间或细胞与周围环境之

间信号通路的关键介质, 传代过程中胰蛋白酶的使

用不可逆地损害了MSCs细胞表面的重要结构, 可
能是导致细胞形态改变和增殖活力减弱的主要原

因[7-8]。对来自6个不同供体、在相同培养条件下生

长并在细胞第3、5和7代收获的人源MSCs进行了

基因表达分析[9], 结果显示, 40%的显著差异基因与

细胞生长、增殖和细胞发育有关, 这证明体外传代

的培养方式因缺乏体内微环境的营养和支持, 会极

大地影响MSCs生长增殖相关的基因表达。不仅经

图1   间充质干细胞的治疗应用潜能

Fig1   Potential of mesenchymal stem cells for therapeutic applications
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典的培养方式会产生如此效应, 使用3D培养也会加

速MSCs的死亡, 将人源脐带MSCs长时间3D培养

为球形细胞团并不能改善细胞状态, 甚至会减少细

胞干性, 加速衰老[10]。

2   分化能力和归巢能力
MSCs在体外培养后, 骨分化和脂肪分化之间的

平衡被破坏, 但这种转变的方向仍有争议。早期有大

量的研究报道, 传代后期氧化应激的积累和关键分

化调节因子如Runx2、C/EBPα和PPARγ的失调会导

致MSCs的成骨潜能的提高[11], 然而由于各实验室对

于描述成骨潜能的标准缺乏统一, 上述说法尚存争

议。最近的一些研究评估了MSCs分化后的成骨和

成脂标志物的相对表达情况, 认为MSCs成骨和成脂

能力会随着体外培养扩增而逐渐降低[12-13]。LOHM-
ANN等[14]研究表明, 衰老的MSCs的成骨分化倾向增

加, 成脂分化潜能降低。KIM等[15]则认为MSCs的成

脂和成骨分化能力皆显著下降。不同培养材料会引

起MSCs持久的染色质重塑, 当人源MSCs在硬底物

上培养时, 染色质受到HAT1组蛋白乙酰化的影响而

打开, 而当MSCs在软底物上培养时, HDACs组蛋白

去乙酰化浓缩染色质[16]。这些研究表明, 细胞的分

化能力异质性可能与细胞的分离、培养方式密切相

关, 也许进一步优化体外培养条件是提高细胞分化

能力的关键。

MSCs会表达许多黏附受体和趋化因子, 有助

于其迁移到炎症部位起到修复和支持作用。仅培

养了24 h的原代MSCs在移植后归巢能力减少到未

培养状态的10%, 而体外培养了48 h的原代MSCs
甚至丧失了归巢能力, 在靶器官中没有检测到细

胞[17]。许多论文报道了MSCs在体外扩增培养过程

中黏附和迁移能力下降, 可能与衰老细胞分泌的细

胞因子调控有关[18]。转录组分析结果显示, 在长期

培养的MSCs中, 参与局灶黏附组织和细胞骨架翻

转的基因表达下调, 多种与细胞迁移相关的趋化因

子、细胞因子及其受体的mRNA表达下调, 如基质

细胞衍生因子1(stromal cell-derived factor 1, SDF-
1)、化学细胞素受体类型4(chemokine receptor type 4, 
CXCR4)和血管细胞黏附分子-1(vascular cell adhe-
sion molecule-1, VCAM-1)[19]。利用基因工程技术增

加趋化因子在MSCs中的表达能够有效地增强其趋

化能力, 但这种方法是否能安全地应用于人体尚需

考证。

3   免疫表型与免疫调节功能
体外培养的间充质干细胞缺乏特异性和独特

的标记物。普遍认为, 人类MSCs不表达造血标记物

CD45、CD34和CD14或共刺激分子CD80、CD86
和 CD40,  而表达不同水平的 CD105、CD73和
CD90。MSCs上的标记也可能会因不同的分离、

培养和扩增条件或谱系分化而改变 [20]。有研究表

明 , 长期体外传代会使原本表达阳性的MSCs标记

信号逐渐减弱(如CD271和VCAM-1), 也会使CD73
和CD146表达上调[12], 但也有研究指出在体外培养

到第15代的人脐带来源的MSCs表面标记表达没有

改变[21], 这些实验的差异可能与细胞本身的异质性

有关。

除了强大的分化潜能外 ,  MSCs还具有显著

的抑制免疫应答的能力 ,  其分泌人类白细胞抗

原 -G(human leucocyte antigen-G, HLA-G)抑制外

周血单个核细胞的增殖 [22], 通过接触抑制及旁分

泌的方式阻止B细胞和 T细胞的增殖 , 减弱NK细

胞的活化能力 , 抑制树突状细胞的成熟和炎症因

子的产生 [23]。研究发现 , 尽管MSCs的表面标记物

和分化能力在人脐带源性 MSCs培养到第 15代时

保持不变 , 但其对调节性T细胞的促进作用以及对

Th1/Th17的抑制作用显著下降 [24-25]。有趣的是 , 如
果将同一条脐带分多次分离MSCs进行培养 , 晚期

分离的MSCs免疫调节能力反而增强[26]。在15代之

前, MSCs的程序性细胞死亡配体1(programmed cell 
death ligand1, PD-L1)的表达和吲哚胺2,3-双加氧酶

(indolamine 2,3-dioxygenase, IDO)活性无显著差异 ; 
抑制外周血单个核细胞分泌白介素 -6(interleukin-6, 
IL-6)、干扰素 -γ(interferon-γ, IFN-γ)和转化生长因

子-β(transforming growth factor-β, TGF-β)等炎症因

子的能力也无差异, 但高代次细胞对IL-1β的调节

能力下降[25]。MSCs在炎症刺激下会表现出免疫抑

制能力, 但培养后的人脐带来源MSCs表现出了对

T细胞增殖抑制能力的下降[5]。SEPULVEDA等[27]

研究了细胞衰老如何影响人MSCs的免疫调节功能, 
发现衰老的MSCs保留了调节体外巨噬细胞炎症反

应的能力, 但抑制淋巴细胞增殖的能力减弱, 这是

由于它们对促炎信号的反应能力严重下降导致的。

此外, 培养环境中的氧张力改变也会降低MSCs的
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抗炎活性[28]; 体外衰老的MSCs也会在输入体内后加

剧炎症反应, 从而抵消这些细胞在体外所能观察到

的抗炎作用。这些研究表明, 细胞的免疫调节异质

性与其供体、培养条件以及传代导致的细胞衰老都

有很大的关系。

4   旁分泌功能
研究发现, MSCs的培养液也能起到和细胞输入

相似的治疗效果, 但有效的培养液制剂也需要大量

的MSCs培养扩增。普遍认为, MSCs通过旁分泌生

长因子、抗炎细胞因子、抗菌肽、细胞器(即线粒

体), 以及细胞外囊泡等来行使免疫调节、抗炎、营

养支持、血管生成调节和抗凋亡功能; 通过分泌IDO
和前列腺素E2(prostaglandin E2, PGE2)等物质抑制活

化的T细胞增殖功能[29]; 通过分泌IL-6、IL-8、IL-10、
TGF-β、肝细胞生长因子(hepatocyte growth factors, 
HGF)等免疫抑制因子, 抑制促炎的Th1和Th17细胞

的发育, 刺激Treg细胞[29]。MSCs还通过影响效应T
细胞中IL-4和IFN-γ的水平, 参与Th1/Th2平衡的调

控[30]。研究表明, 微环境对MSCs的旁分泌功能影响

很大, 特别是在体外培养过程中, 衰老的人源MSCs
会分泌大量的IL-6和IL-8等炎症因子[31]。DI等[32]也

证明了体外衰老的人源MSCs几种炎性细胞因子包

括IL-6、IL-8、趋化因子8和粒细胞–巨噬细胞集落

刺激因子、金属蛋白酶 3和细胞间黏附分子 (inter-
cellular adhesion molecules, ICAM)-1表达水平显

著增加。另有研究表明, 第9代的MSCs表达PGE2, 
COX-2和HGF水平都显著低于第3代的MSCs[33], 这
也说明, 传代培养中细胞的抗炎因子的旁分泌有所

下降。MSCs培养中氢气的处理会增加成纤维细胞

生长因子和HGF的分泌, 而降低了血管内皮生长因

子的分泌[34]。这提示, 在MSCs产品的制备过程中可

以通过改善培养环境有针对性地生产我们需要的细

胞。

5   分子生物学变化
大量研究明确了在MSCs在体外培养的过程中, 

细胞的基因组、转录组以及甲基化组等方面都发生

了很大的变化。SCHALLMOSER等[35]的研究发现, 
在不同的体外培养条件下, 参与细胞分化、凋亡和

死亡的基因表达逐渐上调, 而参与细胞有丝分裂和

增殖的基因表达下调。WAGNER等[36]报道, 参与细

胞周期、DNA复制、有丝分裂和DNA修复的基因

表达水平在传代后期中显著降低;与DNA复制、细

胞周期调节、DNA修复、成脂分化以及脂肪酸代谢

过程等过程相关基因的甲基化程度增加[37]。此外研

究发现, 体外培养的MSCs高甲基化的位点和体内衰

老的MSCs重叠[38], 表明长期培养导致的细胞衰老与

特定CpG位点的表观遗传学修饰有关。

6   细胞治疗作用及其安全性
目前将MSCs应用于临床研究的疾病有上百种, 

它可以用于改善梗死后的心功能、修复骨和软骨缺

损、治疗神经退行性疾病以及帮助造血恢复、治

疗或预防移植与宿主疾病等。ZHAO等[13]的研究发

现, 高代次的脐带MSCs在体外表现出血液支持能力

的受损, 并且在体内治疗急性移植物抗宿主病的作

用下降，这可能是由于MSCs的旁分泌能力和归巢

能力受损所致。在治疗急性肝衰竭大鼠的研究中, 
第10代脐带MSCs组与第5代MSCs组相比, 低代次

MSCs能更有效地促进肝细胞再生, 抑制细胞凋亡, 
而高代次细胞移植后归巢到肝脏的效果较差[39]。目

前的研究都比较支持10代之前的细胞具有较为稳定

的治疗效果。通过缺氧、细胞因子、生长因子、药

理制剂等预处理MSCs的方式或者改善MSCs的培

养条件都可以提高治疗的有效性, 但一些预处理的

方法虽然可以增强MSCs的免疫抑制能力, 但会影响

MSCs的其他功能。

对于体外培养的MSCs是否具有致瘤性尚存争

议, 染色体改变的意义或遗传不稳定性对治疗效果的

影响也还不甚了解。研究发现, MSCs在长期培养后

可能出现遗传不稳定性、致瘤性和细胞永生化[40-41], 
然而主流观点依然认为染色体畸变的发生率是有限

的, 有研究发现MSCs在培养过程中发生染色体畸变, 
但在临床试验中观察到的低水平的非克隆性染色体

畸变, 并没有导致细胞恶性转化 [42-43]。最初报道MSCs
致瘤的研究后来被发现可能有恶性细胞污染[44], 但这

些报道仍然无法消除人们对细胞传代后的安全性和

遗传稳定性方面的担忧。毕竟脱离了体内环境, 利于

细胞增殖的自发染色体畸变可能会在体外培养中成

为优势种群, 恶变的风险也随之增加; 研究也证实了

细胞的端粒长度在第10代之后逐渐变短[21], 对辐射诱

导的DNA损伤的识别能力明显减弱[2], 这些结果证

明体外扩增培养会增加细胞癌变的可能性。尽管有
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诸多担忧, 目前的研究大部分仍然支持15代以内的

细胞是相对遗传稳定的[45], 尚有研究报道体外培养

过程中抑癌基因p53、p16表达并无明显变化, 而癌

基因p27表达反而下调[5,46]。已经有很多临床试验证

明, 大剂量输入MSCs没有发生显著的副作用或不良

事件发生[47], 这都证明了体外培养的MSCs应用与临

床是相对安全的。然而, 探索优化MSCs治疗有效性

和安全性尚且任重道远, 应严格管理细胞培养环境, 
优化培养条件, 持续进行干细胞基因组完整性及癌

基因的检测, 尽可能降低其在体外培养阶段的恶变

风险。

7   展望
间充质干细胞治疗在临床应用中具有广阔的

天地, 细胞制备的标准化方案和质量控制是临床转

化的先决条件。为此, 必须建立更加严格的MSCs质
量控制标准, 确保干细胞治疗的可重复性、安全性

和有效性。目前由于取材方式、培养条件、储存方

法, 以及供体差异等各种原因导致MSCs的批次间差

异很大, 如何保持MSCs功能的一致性？如何挑选出

功能优势的细胞亚群？如何对抗细胞的生长阻滞和

衰老？如何过滤体外扩增后的衰老细胞？传代过程

中有怎样的细胞亚群变化？这些问题都需要我们投

入更加深入的研究。基因修饰、优化间充质干细胞

培养条件以及寻找质控标志物可能是改善间充质干

细胞临床应用的效果的关键策略。此外, MSCs在应

用中的安全性和有效性是应该重点关注的问题。人

工干预是否会对MSCs产生不利影响?如何挑选出细

胞活力强、治疗能力优越且安全性高的细胞？相信

在大数据的时代, 随着对MSCs细胞生物学更加深入

的研究, 找到可靠的MSCs优化方法和质控标准指日

可待。
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