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摘要      间充质干/基质细胞(mesenchymal stem/stromal cells, MSCs)存在于体内几乎所有组织

器官中。MSCs可从多种成体组织提取后在体外扩增, 通过旁分泌和外泌体等机制而非其干性来

调节免疫和促进再生。MSCs作为细胞治疗产品, 已在动物实验和临床试验中进行了广泛评估, 并
被试用于治疗多种自身免疫性疾病、炎症性疾病、退行性疾病以及组织损伤, 故又被提议改名为

药用信号细胞(medicinal signaling cells)。最近国家药品监督管理局药品审评中心提议称其为“间
充质细胞”。MSCs还可由具备无限自我更新和多向分化潜能的多能干细胞(pluripotent stem cells, 
PSCs)如胚胎干细胞(embryonic stem cells, ESCs)和诱导性多能干细胞(induced pluripotent stem cells, 
iPSCs)定向分化获得, 从而实现可持续供应。iPSCs由成体细胞通过表观重编程获得, 可产生自体

同源MSCs。相比之下, ESCs具有天然的多能性, 不需要基因操作和表观遗传修饰, 也不存在重编

程细胞可能残留的成体细胞表观遗传记忆。该文基于现有文献, 全面介绍PSCs向MSCs分化的工

艺路径和所得MSCs的质量评价体系, 重点阐述ESCs来源的MSCs(ESC-MSCs)的研究进展, 同时兼

顾iPSCs来源的MSCs(iPSC-MSCs)的特征, 旨在为PSCs来源MSCs的标准化研发与临床转化提供参

考依据。
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Abstract       MSCs (mesenchymal stem/stromal cells) are present in nearly all tissues and organs of the body. 
They can be isolated from diverse somatic sources, expanded in vitro, and function primarily by modulating immunity 
and promoting regeneration through paracrine signaling and small extracellular vesicles, rather than by their stemness. 
As a form of cell-based therapy, MSCs have been extensively investigated in animal studies and clinical trials for the 
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treatment of a wide range of autoimmune, inflammatory, degenerative diseases, as well as tissue injuries. MSCs have 
been proposed to be redefined as “medicinal signaling cells”, reflecting their primary mechanism of action through 
paracrine signaling and immunomodulation. Notably, the Center of Drug Evaluation, NMPA (National Medical Prod-
ucts Administration) has recently proposed adopting the simplified nomenclature “mesenchymal cells”. MSCs can also 
be continuously derived from PSCs (pluripotent stem cells), which possess unlimited proliferative and differentiation 
capacities, such as human ESCs (embryonic stem cells) and iPSCs (induced pluripotent stem cells). iPSCs, gener-
ated through the epigenetic reprogramming of somatic cells, enable the production of autologous MSCs. In contrast, 
ESCs exhibit bona fide pluripotency and are free from the need for genetic manipulation or induced reprogramming, 
thereby avoiding the residual somatic epigenetic memory possibly present in reprogrammed cells. Based on existing 
literatures, this article provides a comprehensive overview of the differentiation pathways from PSCs to MSCs and the 
quality evaluation system for the derived MSCs. It focuses on elucidating the research progress of ESC-MSCs (ESC-
derived MSCs), while also covering the characteristics of iPSC-MSCs (iPSC-derived MSCs). The objective is to pro-
vide guidance for the standardized development and clinical translation of PSC-derived MSCs.

Keywords       pluripotent stem cells; embryonic stem cells; mesenchymal stem cells; mesenchymal stromal 
cells; process; quality

近年来 , 细胞治疗产品尤其是间充质干 /基质

细胞 (mesenchymal stem/stromal cells, MSCs)研究

发展迅速。MSCs因其免疫调节和促进再生的双重

作用被用于自身免疫、炎性和退行性疾病以及组

织和器官损伤的治疗 , 在动物和临床研究中显示出

广泛疗效 [1]。MSCs呈成纤维细胞样, 分布于几乎所

有组织和器官的间质 , 而且具有自我更新能力和多

向分化能力 (尤其在离体培养后 )。它们可以来源于

多种富含MSCs的人类成体组织(somatic tissue, ST), 
例如骨髓 (bone marrow, BM)、脂肪 (adipose, AD)、
脐带(umbilical cord, UC)、羊膜(amnion membrane, 
AM)和牙髓 (dental pulp, DP)等 , 也可以通过人类

多能干细胞 (pluripotent stem cells, PSCs)分化而来

(PSC-MSCs), 如胚胎干细胞 (embryonic stem cells, 
ESCs)分化的MSCs(ESC-MSCs)和人类诱导性多能

干细胞(induced pluripotent stem cells, iPSCs)分化的

MSCs(iPSC-MSCs)[2-3]。

据全球临床试验注册与查询平台ClinicalTrials
官网 (https://clinicaltrials.gov/)统计 , 全球共有1 600
多个MSCs药物正在开展干预性临床试验, 其中已有

13款MSCs药物获上市批准 (表1, 检索截至2026年1
月 )。在中国 , 首款MSCs药物也于2025年1月2日正

式获批上市, 另有60余款MSCs被国家药品监督管理

局(National Medical Products Administration, NMPA)
批准为研究性新药 (investigational new drug, IND), 
120多个项目进入临床试验阶段 , 所覆盖的疾病超

过40种 (图1, 检索截至2026年1月 )。从疾病分布来

看 , 膝骨关节炎 (knee osteoarthritis, KOA)、急性呼

吸窘迫综合征和糖尿病及其并发症是前三大治疗方

向。值得注意的是 , 已获得 IND批准的临床试验包

括1项使用 iPSC-MSCs治疗KOA的项目 , 以及5项使

用ESC-MSCs分别治疗急性移植物抗宿主病 (acute 
graft-versus-host disease, aGVHD)、急性呼吸窘迫综

合征、间质性肺病急性加重、半月板损伤和多发性

硬化症的项目。

目前大多数处在临床试验阶段的MSCs制剂属

于ST-MSCs, 仅有个别是PSC-MSCs。然而 , 供体组

织来源、质量和培养方法的差异导致所报道的ST-
MSCs的体内疗效呈现一定差异 [18], 采用PSC-MSCs
或可为克服上述挑战提供一种潜在策略。ESCs来
源于人类胚胎发育至第5至7天时形成的囊胚 (blas-
tocyst), 由其内细胞群分离后在体外扩增而来 [19]。

ESCs能保持原始的未分化特性 , 具有自我更新和在

体外无限增殖的潜能 , 并可分化成各胚层下游的成

体细胞 , 包括MSCs; 相比之下 , 从不同供体组织获

取的ST-MSCs来源有限, 质量参差不齐, 还需要对每

个供体进行病原体筛查 [20], 这些因素为其临床应用

带来挑战。iPSCs由成体细胞通过表观重编程而来 , 
理论上具备ESCs的所有特性 , 其分化的细胞 (包括

MSCs), 如果用于提供成体细胞的患者 , 就不会发生

因组织相容性抗原不同而被免疫排斥 [21-22]。ESCs拥
有天然的多能性, 而iPSCs由成体细胞通过重编程获
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表1   全球获批上市的MSC药物

Table 1   MSC drugs approved for sale worldwide
序号 

Num-
ber

商品名/通用名

Trade name/
nonproprietary 
names

细胞来源

Cell source 

适应症

Indication

批准地

Country/region 
of approval

制造商

Manufac-
turer

批准/许可

时间

Date of 
approval  

当前状态

Current status

参考文

献

Refer-
ence

1 Queen-cell®​ Autologous 
adipose tissue

Subcutaneous soft tissue/con-
nective tissue defects

Republic of 
Korea

Anterogen 
Co., Ltd.

2010 Marketed [4]

2 Cellgram-
AMI®

Autologous 
bone marrow

Myocardial improvement after 
acute myocardial infarction

Republic of 
Korea

Pharmicell 
Co., Ltd.

2011 Marketed [5]

3 Cartistem® Alloge-
neic umbilical 
cord blood

Degenerative knee cartilage 
defects

Republic of 
Korea

Medipost 
Co., Ltd.

2012 Marketed [6]

4 Cupistem® Autologous 
adipose tissue

Crohn’s disease with complex 
perianal fistulas

Republic of 
Korea

Anterogen 
Co., Ltd.

2012 Marketed [7]

5 Prochymal® 
(remestemcel-
L)

Allogeneic 
bone marrow

Pediatric acute graft-versus-host 
disease

Canada Osiris Thera-
peautics  
Mesoblast

2012 Marketed [8]

6 NeuroNata-R® Autologous 
bone marrow

Amyotrophic lateral sclerosis Republic of 
Korea

Corestem 
Inc.

2014 Marketed [9]

7 TEMCELL® 
HS Injection

Allogeneic 
bone marrow

Acute graft-versus-host disease Japan JCR Pharma-
ceutics Co., 
Ltd.

2015 Marketed [10]

8 Stempeucel® Allogeneic 
bone marrow

Severe limb ischemia caused by 
thromboangiitis obliterans

India Stempeutics 
Research 
Pvt. Ltd.

2017 Conditional mar-
keting authoriza-
tion

[11]

9 Stemirac® Autologous 
bone marrow

Neurological dysfunction caused 
by traumatic spinal cord injury

Japan Nipro Cor-
poration

2018 Conditional 
marketing autho-
rization (time-
limited)​

[12]

10 Alofisel® (dar-
vadstrocel)

Allogeneic 
adipose tissue

Crohn’s disease with complex 
perianal fistulas

European 
Union

TiGenix N.V. 2018 Marketing 
authorization 
withdrawn on 
December 13, 
2024

[13]

Japan Takeda Phar-
maceutical 
Co., Ltd.

2021 Conditionally 
approved

[14]

11 AKUUGO® 
Suspension 
for Intracra-
nial Implantation 
(vandefitemcel, 
SB623)

Allogeneic 
bone marrow

Chronic motor paralysis caused 
by traumatic brain injury

Japan SanBio Co., 
Ltd.

2024 Conditional 
marketing autho-
rization (time-
limited)​

[15]

12 Ryoncil® 
(remestemcel-
L-rknd)

Allogeneic 
bone marrow

SR-aGVHD (steroid-refractory 
acute graft-versus-host disease) 
in pediatric patients aged 2 
months and older

United States​ Mesoblast, 
Inc.

2024 Marketed [16]

13 Ruobosheng® 
(Amimestrocel 
Injection)

Alloge-
neic umbilical 
cord tissue​

Acute graft-versus-host disease 
with predominant gastrointes-
tinal involvement, refractory 
to hormone therapy, in patients 
aged 14 and older

China Bosheng 
Excellent 
Biotechnol-
ogy (Beijing) 
Co., Ltd.

2025 Conditionally 
approved

[17]
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得多能性 , 因而可能残留来自成体细胞的表观遗传

记忆及累积性突变。据此推测 , 与 iPSC-MSCs比较 , 
ESC-MSCs在治疗应用中可能具有更高的安全性与

有效性。然而, 这一推测尚需实验来验证[2-3]。

目前 , 针对PSC-MSCs临床前和临床研究的综

述尚不多 , 本文期望弥补这方面的欠缺。基于ESC-
MSCs的分化方法和治疗应用多于 iPSC-MSCs, 本文

重点聚焦于ESC-MSCs的研发现状。通过PubMed和
CNKI数据库以及NMPA等官方网站进行搜索、文

档分析和综述 , 介绍MSCs的起源、历史与定义演

图1   获批作为研究性新药进入临床试验的MSC项目

Fig.1   MSC projects approved as INDs to enter clinical trials
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变。另外 , 由于目前MSCs的质量评价体系多基于

ST-MSCs, 本文将侧重介绍ESCs向MSCs经不同路径

的分化工艺和所得MSCs的质量评价体系 , 为PSCs
及其衍生细胞的研发与临床转化提供参考依据。

MSCs的起源可以追溯到 1974年。当时 , 俄罗

斯Friedenstein等 [23]科学家发现从小鼠骨髓中提取出

的一种成纤维细胞样细胞可分化成骨细胞。随后 , 
在1991年, 美国凯斯西储大学(Case Western Reserve 
University)的Caplan团队[24]首次从成人骨髓中分

离出这些细胞 , 并将其正式命名为 “间充质干细胞

(mesenchymal stem cells, MSCs)”。
随着研究深入, 对于MSCs定义和特性的争议日

益凸显 [25], 并导致了一些混乱 , 使得不同实验室之间

难以比较和重复研究结果 , 具体体现如下。(1) 起源

和定义上的混淆 : 不同的实验室对于MSCs的来源和

定义存在不一致的看法。一些研究将多种细胞群体

如内皮细胞和周细胞归类为MSCs, 但这些细胞在分

子特性和分化能力上存在显著差异 [26]。(2) 分化潜

力的争议: 一些研究声称MSCs具有较广泛的多能性, 
能够分化成多种组织的细胞 , 而其他研究则认为它

们只能分化成与来源组织相关的细胞类型 [26-27]。(3) 
生物学功能的不确定性 : 一些研究提出MSCs通过分

泌信号分子参与组织修复和免疫调节 , 但具体机制

和作用范围因条件而异 , 尚未完全查清 [28]。(4) 临床

应用的不确定性 : 关于MSCs的疗效和机制的争议导

致了临床应用及疗效评估的不确定性 , 医生难以做

出基于证据的判断 [20]。基于上述问题 , 一些科学家

和科学团体建议修改MSCs的含义。MSCs术语的原

始提出者Caplan[29]提议使用“药用信号细胞 (medici-
nal signaling cells)”来更准确地反映这些细胞能富集

于损伤或疾病部位 , 分泌调节免疫和促进再生的生

物活性因子 , 并能用于细胞移植治疗的事实。现有

大量研究都使用“MSCs”缩写。但实际上 , 根据研究

内容和发现以及作者需要或偏好 , MSCs可能代表不

同术语 , 包括间充质基质细胞 (mesenchymal stromal 
cells)、间充质干细胞和药物信号细胞等。

国际细胞治疗学会 (International Society for 
Cellular Therapy, ISCT)于2006年首次提出MSCs的
鉴定标准 , 并建议保留MSCs缩写 , 这是基于该缩写

对于维持科学研究和记录的连贯性至关重要 , 但因

为不同组织的MSCs表现出不同的表型和功能, ISCT
建议使用功能定义来确定“MSCs”的含义 [30]。例如 , 

“间充质干细胞”与“间充质基质细胞”是不同的术语, 
前者特指具有自我更新和多向分化潜能的干细胞群

体 , 而后者指的是具有分泌、免疫调节和归巢等特

性的细胞群体[30]。然而, 自ISCT首次提出MSCs的鉴

定标准以来, 学界仍未找到有效方法区分“间充质基

质细胞”和“间充质干细胞”, 致使在临床实践中常将

“间充质基质细胞 ”当作 “间充质干细胞 ”使用 , 反之

亦然。这种概念的混淆, 也部分导致了MSCs临床效

果的不稳定性 , 在一定程度上影响了细胞治疗行业

的发展。

为了解决长期以来MSCs研究和应用中的细胞性

质争议与标准化难题, ISCT于2025年组织全球领域专

家 , 运用德尔菲法 , 经过三轮意见征询、反馈和投票 , 
对MSCs的每一项鉴定指标均进行了筛选和确认 , 最
终制定出了最新版本的MSCs共识标准, 从细胞定义、

鉴定指标和功能评价等多个维度进行了系统性重构。

此共识确认了MSCs的标准术语为“间充质基质细胞”, 
并排除了“间充质基质细胞”与“间充质干细胞”可互

换使用的表述。若使用“间充质干细胞”这一表述, 必
须提供实验证据证明细胞的“干性”(如自我更新和多

向分化能力)[31]。最近, 国家药品监督管理局药品审评

中心将其称为“间充质细胞”, 旨在采用中性统称以规

避命名分歧 , 从审评端出发聚焦此类活细胞药的质量

控制和临床价值 [32]。我们认同这一表述所体现的规

范化导向。考虑到行文一致性以及国际文献惯例 , 本
文后续仍继续使用缩写“MSCs”。

1   PSCs向MSCs分化的工艺路径
自1998年Thomson团队[19]首次建立ESCs和2006

年Yamanaka团队[22]首次报道iPSCs以来, 科学家们已

开发出多种使PSCs向MSCs定向分化的技术 , 主要

包括早期的诱导细胞共培养法、细胞群挑选法、类

胚体分化法和基于不同胚层或发育阶段的定向分化

法 , 以及在三维 (three-dimension, 3D)条件下使ESCs
向MSCs分化的悬浮动态培养工艺。

1.1   与诱导细胞共培养法

2005年 , 研究者首次通过将ESCs与小鼠骨髓

来源的OP9基质细胞共培养 , 成功诱导获得ESCs
来源的多能间充质前体细胞。经过 40 d共培养后 , 
分选得到CD73+细胞 , 将其置于添加有胎牛血清的

α-MEM(alpha-minimum essential medium)培养基中

扩增培养1~2周 , 所获的细胞呈典型成纤维样形态 , 
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符合MSCs免疫表型特征, 具备成骨、成软骨和成脂

三系分化潜能[33]。

1.2   细胞群挑选法

Olivier等 [34]于2011年提出了一种不依赖饲养层

的分化方案。该方法从ESCs培养体系中人工挑取

自然分化的细胞群 (被称为Raclures), 将其置于血清

培养基中进行为期4周的进一步分化, 随后分离出纺

锤形的成纤维细胞样细胞, 并确认为MSCs[34]。然而, 
由于人工挑选的主观性强而客观筛选标准不足 , 该
方法的分化效率较低。为此 , 学术界转而探索通过

精确调控培养环境与信号通路 , 以实现高效、特异

的MSCs定向诱导。

1.3   类胚体分化法

类胚体(embryoid bodies, EBs)是由PSCs在体外

聚集形成的三维球状结构 , 是模拟早期胚胎发育和

细胞分化的重要模型。Brown等 [35]报道了从ESCs经
EBs分化成MSCs的方法 , 由于EBs内部细胞存在不

同分化倾向和异质性 , 因此需要对表达MSCs标记

物 (如CD73和CD105)的细胞进行筛选 , 并多次传代

以获得形态和表型均一的MSCs。为提高诱导效率 , 
Kimbrel等 [36]将ESCs形成的EBs先分化为成血管细

胞 (hemangioblast), 然后在MSCs培养基中进一步分

化为MSCs。此外 , Wu等 [37]将ESCs接种于玻连蛋白

包被板 (vitronectin-coated plates), 在E8(Essential 8)
培养基中培养 , 随后将ESCs解离为小细胞团 , 悬浮

培养5 d以形成EBs; 再将EBs转移至同类型包被板上

培养14 d, 最后取EBs中长出的细胞在一种专用培养

基中传代5次 , 即形成MSC样细胞 , 被命名为免疫与

基质调控细胞(immunity- and matrix-regulatory cells, 
IMRCs)。
1.4   经中胚层分化法

中胚层(mesoderm)是三胚层之一, 与外胚层(ec-
toderm)和内胚层(endoderm)共同构成早期胚胎。特定

的生长因子、信号分子和小分子抑制剂如SB431542
通过阻断维持多能性的转化生长因子-β(transforming 
growth factor-β, TGF-β)信号转导改变PSCs命运 , 使
其逐级分化成MSCs[38-39]。2010年 , Vodyanik等 [40]将

ESCs与作为中胚层诱导物的OP9细胞共培养 , 然后

分离去除悬浮的OP9细胞 , 使用成纤维细胞生长因子

2(fibroblast growth factor 2, FGF2)处理贴壁细胞, 最后

获得含有间充质前体细胞的集落, 该前体细胞可进一

步分化为MSCs。他们第一次在单细胞水平上跟踪了

由ESCs向MSCs的定向分化过程。

1.5   经神经嵴细胞分化法

神经嵴细胞 (neural crest cells, NCCs)是脊椎动物

特有的多能祖细胞 , 具有分化成软骨细胞、外周神经

元和黑色素细胞等多种细胞的能力。NCCs的形成、

迁移和分化受到严格的调控 , 其发育异常会导致胚胎

发育畸形[41]。含有GSK3β抑制剂、TGF-β抑制剂和极

少量胰岛素的化学成分确定培养基(chemically defined 
medium, CDM)可使PSCs分化成NCCs; NCCs在含

EGF和FGF2的CDM中可稳定扩增逾10代 , 而在含有

GSK3β抑制剂、TGF-β抑制剂和极少量胰岛素的特异

CDM中可进一步分化成MSCs[42]。

1.6   经神经中胚层分化法

在鸡、小鼠和人类的胚胎发育过程中 , 存在

一类特殊的细胞群体 , 称为神经中胚层祖细胞 (neu-
romesodermal progenitors, NMPs)。这些细胞定位于

原条区域的尾侧外胚层 (caudal lateral epiblast, CLE)
和相邻的结节–条纹边缘 (node-streak border, NSB), 
共表达SRY盒转录因子2(SRY-box transcription fac-
tor 2, SOX2)和Brachyury蛋白。NMPs特征性表达同

源域转录因子HOX蛋白家族 (HOX1~13), 具有双向

分化潜能, 既能生成尾侧脊髓等后部神经组织, 也能

分化为旁轴中胚层来源的组织 , 包括椎骨、软骨和

肌肉。Wang等 [43]于2019年报道 , 他们使用Wnt激动

剂CHIR99021, 联合bFGF和TGF-β1诱导人PSCs向
NMPs分化 , 该组合可抑制SOX2表达 , 避免细胞定

向分化成神经细胞 ; 4~5 d后 , 细胞进入迅速增殖期 , 
大多数细胞表达了副轴中胚层标记物T和TBX6(T-
box transcription factor 6), 即类似于旁轴中胚层细

胞。随后 , 他们将培养基改为无动物源、无血清

的MesenCult™-ACF Plus培养基。继续培养2~3周
后 , 细胞形态发生显著变化 , 出现增殖活跃的成纤

维细胞样细胞 , 其经鉴定确认为MSCs(亦即NMP-
MSCs)。相较于BM-MSCs, NMP-MSCs在体内外模

型中均表现出更强的免疫调节活性[43]。

1.7   经滋养层细胞分化法

滋养层是构成胎盘屏障的上皮细胞层。在囊

胚期 , 细胞命运发生第一次改变 , 形成滋养外胚层

和内细胞团 ; 后者进一步分化为上胚层和原始内胚

层。受精后第 7天囊胚嵌入子宫 , 滋养外胚层发育

成细胞滋养层 , 该细胞滋养层可进一步分化为合胞

体滋养层和绒毛 /绒毛外滋养层 [44]。绒毛间充质是
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胎盘MSCs的主要来源之一 [45], 本研究团队前期研

究显示 , 骨形成蛋白4(bone morphogenetic protein 4, 
BMP4)可诱导人ESCs直接分化为以滋养层细胞为

主的胚外细胞 [46-47]。这些细胞在含胎牛血清培养基

中可进一步分化为MSCs(命名为T-MSCs)。T-MSCs
表达典型的MSCs标记, 并具备三系分化潜能和免疫

调节功能 [48]。与BM-MSCs相比 , T-MSCs分泌更低

水平的促炎因子白细胞介素 -6(interleukin-6, IL-6)、
C-X-C基序趋化因子配体10(C-X-C motif chemokine 
ligand 10, CXCL10; 又称 IP-10)以及C-C基序趋化因

子配体2(C-C motif chemokine ligand 2, CCL2; 又称

MCP-1), 且在 IFN-γ刺激下表达较高水平的免疫抑

制因子程序性死亡配体1(programmed death-ligand 1, 
PD-L1; 又称CD274), 在小鼠溃疡性结肠炎和多发性

硬化症等自身免疫性和炎性疾病等动物模型中均显

示出良好的治疗效果 [48]。T-MSCs亦可在一个无动

物血清且化学成分完全确定的培养体系中获得 [47]。

2020和2025年 , T-MSCs作为研究性新药 (IND)分别

通过美国食品药品监督管理局 (Food and Drug Ad-
ministration, FDA)和中国NMPA批准, 用于多发性硬

化症的临床试验。

1.8   三维(3D)条件下悬浮动态形成ESC-MSCs微球

上述方法 (除经EBs形成MSCs外 )均局限于二

维 (two-dimension, 2D)静态贴壁体系。Otsuji等 [49]于

2014年首先报道了3D微球悬浮动态培养ESCs的方

法。该研究通过使用机械传代和功能性聚合物使

ESCs在悬浮状态下作为球体扩增 , 克服了悬浮搅拌

培养中常见的细胞团自发融合及传代损伤等难题 , 
并能在超过60代的连续传代中稳定维持ESCs的多能

性 [49]。该体系操作便捷, 成本优势显著, 适用于临床

级ESCs的规模化制备。

基于此 , 本团队于 2018年建立了 3D悬浮条件

下在20 d内直接完成人ESCs微球直接分化成ESC-
MSCs微球的定向分化方法 [50]。相较于2D培养体系, 
3D培养策略在不增加传代操作的前提下 , 使单位反

应器产量提升67%, 培养基消耗量降低50%, 且培养

周期缩短近一半, 显著降低了规模化制备的成本; 所
获ESC-MSCs微球不仅保有典型MSCs表型 , 还表现

出更强的增殖能力及抗炎活性 [50]。在体研究显示 , 
ESC-MSCs微球可有效促进急慢性创面愈合 [51-54]、

缓解非人灵长类多发性硬化症症状 [55], 并支持骨缺

损修复 [50]; 其在小鼠aGVHD模型中通过分泌前列腺

素E2(prostaglandin E2, PGE2)及诱导调节性T细胞

(regulatory T cells, Tregs)扩增发挥免疫调节效能, 作
用机制与BM-MSCs相似但工艺优势显著[56]。

值得指出的是 , 3D培养所带来的MSCs微球功

能增强效应并非T-MSCs微球所独有。越来越多研

究表明, 不同来源MSCs成球后均可表现出更强的旁

分泌活性、抗炎能力和组织修复功能。例如, Bhang
等 [57]证实脐带血来源的MSCs微球在小鼠肢体缺血

模型中显著优于单细胞悬液 ; Amos等 [58]报道AD-
MSCs微球通过上调细胞外基质 (extracellular matrix, 
ECM)相关成分表达和促进生长因子分泌, 加速了糖

尿病溃疡的愈合进程。Kouroupis等 [59]在系统综述

中进一步指出 , 3D培养不仅可增强MSCs治疗效力 , 
亦能提升其工业化生产潜力 , 提示3D制造平台有望

成为未来MSCs产品开发的重要方法。然而, 该技术

仍需在不同细胞系间的工艺稳健性、批间稳定性、

长期安全性和临床疗效验证等方面开展更深入的研

究, 以推动其临床转化。

微球体系在物流运输方面也具有显著优势。研

究表明 , ST-MSCs与PSC-MSCs形成致密微球后 , 均
可在室温及缺氧环境下存活约10 d; 其机制主要归

因于成球后细胞代谢率与增殖活性降低 , 细胞进入

休眠样状态, 从而耐受低温与低氧[60]。类似地, ESCs
微球在常温条件下亦可维持活性达4 d, 且功能未见

明显受损 [60-61]。上述结果提示 , 具备成球能力的细

胞类型适于常温包装长途运输 , 无需依赖严苛的温

控或深低温设备。因此 , 基于球状体的细胞递送策

略有望突破现有冷链瓶颈 , 大幅降低细胞治疗产品

的物流成本与操作难度。

1.9   不同分化路径的优劣比较与工业化前景

PSCs向 MSCs的分化路径 , 体现了该领域从

PSCs谱系特化 (lineage specification)规律探索向细

胞工程化制备的范式演进。早期的共培养法和细胞

群挑选法 , 率先验证了PSCs体外定向分化为MSCs
的可行性 , 并据此确立了基于 ISCT表型与三系分

化潜能的质控基准 [33-34]。上述方法因依赖异种饲

养层或人工挑选 , 导致批间重复性欠佳 , 难以契合

GMP(Good Manufacturing Practice)规范要求 , 故工

业化潜力受限。相较之下 , 类胚体法、中胚层法、

NCCs法、NMPs法和滋养层法则借助特定细胞因子

与小分子抑制剂的组合 , 精准锚定于特定发育节点 , 
进而驱动细胞沿既定谱系定向分化 , 显著提升了诱
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导效率与过程的可控性。

除谱系诱导逻辑的优化外, 培养模式的革新进一

步为临床转化提供了关键支撑。3D悬浮微球体系并

非独立谱系路径 , 而是兼具普适性的工艺升级方案。

尤其致密MSCs微球可在室温和缺氧条件下维持休眠

状态存活长达10 d[60], 其规模化适配性也使其成为当

前工业级PSC-MSCs工艺开发的核心方向之一。

综上 ,  不同分化路径在诱导原理、工艺复

杂度及临床转化潜力上存在显著差异 (表 2),  从
CMC(chemical, manufacturing and control)视角审视 , 
未来PSC-MSCs制备工艺的演进将聚焦于 : (1) 无动

物源、化学成分明确培养体系 ; (2) 封闭式自动化生

产; (3) 3D悬浮生物反应器扩增; (4) 在线质量监控与

标准化放行检测。由此可见 , 相较于传统2D贴壁工

艺 , 集成上述特征的3D悬浮培养模式更契合大规模

细胞药物的生产需求 , 因而被视为最具产业化前景

的工艺路线。

2   PSCs向MSCs分化的质量评价体系
生产临床级PSC-MSCs面临着显著挑战 , 关键

在于构建一套完善的质量评价体系 , 以实施贯穿

产品全生命周期的质量管理。该体系需严格遵循

cGMP(current Good Manufacturing Practice)规范 , 对
原材料进行严格的风险评估与质量控制 , 并开展涵

盖细菌、支原体、特定病毒及内毒素检测等项目的

全面微生物安全性评价 , 以满足产品的基本质量要

求。根据细胞药物制备不同阶段不同质控的要求 , 
我们将PSCs向MSCs分化的质量评价体系分为PSCs

质量评价和PSC-MSCs质量评价两部分进行介绍。

2.1   PSCs的质量评价

自1998年ESCs建系以来 , 临床级ESCs的质量评

价标准已不断发展和完善。在细胞风险控制层面 , 有
学者建议人ESCs的质量评价应涵盖细胞鉴别、微生

物学安全性、干性、多能性及活性等关键指标 , 从而

保障其衍生功能细胞临床应用的安全性与有效性 [62]。

为推进相关标准化进程, 国内专家于2020年共同制定

了《人胚干细胞》团体标准[63]。基于此, 本文对PSCs的
主要质量要求进行了总结(表3)。
2.1.1   鉴别      PSCs可以通过一组与它们多能状态

密切相关的标记物进行区分。其中 , 最为熟知的细

胞干性标志物包括POU结构域5类转录因子1(POU 
domain, class 5, transcription factor 1, POU5F1; 又
称OCT4)、SOX2和NANOG, 细胞表面的多能性

标记物包括肿瘤排斥抗原 -1-60(tumor rejection an-
tigen-1-60, TRA-1-60)、肿瘤排斥抗原 -1-81(tumor 
rejection antigen-1-81, TRA-1-81)、阶段特异性胚胎

抗原 -3(stage-specific embryonic antigen-3, SSEA-3)
以及阶段特异性胚胎抗原-4(stage-specific embryonic 
antigen-4, SSEA-4)。这些标记物的联合检测是鉴别

PSCs的常用方案 [64]。流式细胞检测法是鉴别PSCs
的常用方法。值得注意的是 , SSEA-1是小鼠多能干

细胞的经典标志物 , 但在未分化的PSCs中不表达 , 
而在其发生分化后会开始表达。

2.1.2   遗传完整性      PSCs在长期培养过程中受到

不同的传代因素影响 , 可能会发生遗传改变 [65-66], 有
必要在关键节点 (如建立主细胞库和分化为可移植

表2   不同分化路径产生的PSC-MSCs的核心特征与工业化前景

Table 2   Core characteristics and industrial prospects of PSC-MSCs produced through different differentiation pathways
方法 

Methods
优点 

Advantages
局限性

Limitations
工业化潜力

Industrial potential

Co-culture Simulates developmental processes Contains xenogeneic cells, unfavorable 
for GMP manufacturing

Low

Cell sorting Simple operation Highly subjective, poor reproducibility Low

Embryoid body method Clear developmental basis High heterogeneity Medium

Mesoderm route High efficiency, good controllability Multiple steps High

Neural crest route Clear developmental basis, high efficiency A large body of literature High

NMP route Unique developmental origin Limited literature To be determined

Trophoblast route Unique developmental origin, prominent im-
munomodulation

Ongoing clinical trials High

3D spheroid system Easy to scale up, with reduced costs High requirements for process standard-
ization

Very high
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细胞前)对其遗传完整性进行验证。核型分析、单

核苷酸多态性(single nucleotide polymorphism, SNP)
分析、短串联重复序列 (short tandem repeat, STR)
检测、全基因组光学图谱(optical genome mapping, 
OGM)、下一代测序技术 (next-generation sequenc-
ing, NGS)、微滴式数字PCR(droplet digital PCR, 
ddPCR)等技术 , 可检测细胞的DNA“指纹 ”, 用于评

估遗传稳定性和鉴定细胞身份。

研究表明 , ESCs在长期培养中可保持较好的

核型稳定性。例如 , H9 ESCs培养至 48代、PKU1 
ESCs培养至 125代时仍保持正常核型 [67]; SHEF-1 
ESCs在与饲养层共培养条件下 , 至215代时染色体

依然正常 [68]。SNP分析也显示 , 长期培养的H7和
H9 ESCs中未见显著拷贝数变异或杂合性缺失 , 提
示这两株细胞的基因组相对稳定 [69]。此外 , 对美国

NIH注册的多个ESC系进行STR图谱分析 , 发现除

NTERA-2外 , 所有ESC系均表现出高度纯合的STR
多态性特征, 且高代次细胞仍保持该特征[69]。OGM
技术也应用于基因编辑后的 iPSC克隆鉴定 , 曾发现

约15%的克隆存在非预期结构变异 [70]。目前 , NGS
已成为国内外指导原则中推荐的核心工具 , 常用于

细胞库及高代次细胞的全基因组测序或全外显子

测序 , 以筛查相关突变并监测分化过程中的遗传变

异[71-72]。

2.1.3   干(细胞)性和多能性      干性和多能性是PSCs
的基本生物学特性。碱性磷酸酶 (alkaline phospha-
tase, AP)活性检测法是快速评估其 “干性 ”的常用方

法。未分化的ESCs和 iPSCs均高表达AP, 染色呈红

色或紫色, 而已分化细胞则基本无色。在体外, PSCs
具有多向分化潜能 , 在一定条件下可分别分化为源

自3个胚层的各类前体细胞, 如外胚层的神经前体细

胞、中胚层的心肌前体细胞和内胚层的肝前体细胞。

此外 , 将PSCs移植到免疫缺陷小鼠体内可形成畸胎

瘤 , 这种体外多向分化能力和体内畸胎瘤形成能力

是PSCs多能性的核心特征。其中 , 畸胎瘤形成实验

常被视为多能性的 “金标准 ”, 还能在一定程度上评

估分化细胞中是否残留PSCs及其可能带来的潜在

风险。 
2.2   PSC-MSCs的质量评价

依据官方发布的《人源干细胞产品药学研究与

评价技术指导原则 (试行 )》、《干细胞制剂质量控制

及临床前研究指导原则 (试行 )》、《细胞治疗产品研

表3   PSCs质量标准要求

Table 3   Quality standards for PSCs
项目 

Item
   项目亚类

   Sub-item
标准要求 

Standard requirements

Cell passage ≤60 passages

Cell viability Cell survival rate: ≥90% before freezing, ≥60% after thawing

Cell identification Cell morphology Colony-like growth, clear colony edges, high nuclear-to-cytoplasmic ratio, uni-
form morphology, and tight cell-to-cell contact within colonies

Genetic identification Possesses 16 human STR loci: D3S1358, vWA, FGA, D8S1179, D21S11, 
D18S51, D5S818, D13S317, D16S539, TH01, TPOX, CSF1PO, D7S820, AMEL, 
PentaE, PentaD

Karyotype analysis 46,XX or 46,XY

Positive markers SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81; at least 2 of these markers shall be tested, 
with positive cell rate ≥70.0%

Pluripotency/stemness markers OCT4, NANOG, SOX2; at least 2 with positive rate ≥70.0%

Negative markers SSEA-1 positive cell rate <10%

Stemness properties Alkaline phosphatase activity Positive for alkaline phosphatase staining

Pluripotency testing Teratoma formation ability Capable of forming teratomas comprising representative tissues of the three germ layers

Multilineage differentiation 
potential

Can differentiate into precursor cells of the three germ layers under specific condi-
tions, such as ectoderm-derived neural precursors, mesoderm-derived myocardial 
precursors, and endoderm-derived hepatic precursors

Microbiological safety 
testing

(1) Negative for fungi, bacteria, and mycoplasma; 
(2) Negative for HIV (human immunodeficiency virus), HBV (hepatitis B virus), 
HCV (hepatitis C virus), HTLV (human T-cell lymphotropic virus), EBV (Epstein-
Barr virus), HCMV (human cytomegalovirus), and Treponema pallidum
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究与评价技术指导原则 (试行 )》[73-75], 以及结合PSC-
MSCs现有研究报道 , 本文系统梳理了PSC-MSCs的
关键质量属性 , 主要从4个核心维度 (生物学特性分

析、微生物学安全性检测、生物学安全性评价、生

物学有效性 )展开评价 (表4), 内容涵盖了细胞形态、

鉴定、活力 (细胞存活率、活细胞数量、功能性细

胞数量、群体倍增时间等 )、基因组稳定性、纯度

检测、生物学活性(如分化能力和特定标志物表达)、
关键功能测定 [如抑制T细胞增殖或吲哚胺2,3双加

氧酶 (indoleamine 2,3-deoxygenase, IDO)表达 ]、微

生物安全性 (细菌、支原体和内外源病毒及内毒素

检测)、成瘤性/致瘤性实验等 , 旨在为PSC-MSCs的

表4   PSC-MSCs的质量评价指标

Table 4   Quality assessment parameters for PSC-MSCs
评价类别

Evaluation category
质量检测项目

Quality assessment item
主要评价方法及内容

Main evaluation methods and contents

Biological characteristics 
analysis

Morphology Morphological observation

Cell viability and proliferation Cell viability, population doubling time, cell cycle, etc.

Individual genetic polymorphism 
or STR (short tandem repeat) 
analysis

Evaluate independent individual origin, purity, and possible cross-contamination 
with other human cells

Interspecies cell contamination Isozyme analysis or species genetic polymorphism gene analysis, e.g., cyto-
chrome b gene polymorphism-based nucleic acid amplification to evaluate 
species characteristics and interspecies cross-contamination

Cell surface markers Positive markers (CD73, CD90, CD105) and negative markers (CD14, CD19, 
CD34, CD45, and HLA-DR)

Karyotype analysis G-banding analysis

Microbiological safety 
testing

Sterility testing Detection of bacteria and fungi

Mycoplasma Culture method/indicator cell culture method (DNA staining method)

Bacterial endotoxins LAL (Limulus amebocyte lysate) test, gel-clot method, photometric method, etc.

Human-specific viruses HIV, HBV, HCV, HTLV, EBV, HCMV, Treponema pallidum, human parvovi-
rus B19, various subtypes of HPV (human papillomavirus), HHV-6 (human 
herpesvirus 6), HHV-7 (human herpesvirus 7), and other specific viruses

Endogenous and exogenous patho-
genic factor contamination

Detection of bovine-derived viruses, porcine-derived viruses, murine-derived 
viruses, retroviruses, etc.

Biological safety evalua-
tion

Tumorigenicity (1) In vivo: subcutaneous injection in nude mice; clinical administration route 
test; 
(2) In vitro: soft agar colony formation assay, telomerase activity detection

Abnormal immune response Detection of allogeneic immune cell proliferation/activation (e.g., total lympho-
cyte proliferation), and evaluation of pro-inflammatory cytokine (e.g., IFN-γ and 
TNF-α) release by activated immune cells

Impurity/residue testing (1) Unintended residual cells in the product itself, such as ESCs residue, resi-
dues of other germ layer cells, etc.; 
(2) Specific culture medium components, additives, or impurities remaining 
from the manufacturing process, such as bovine serum albumin, trypsin, antibi-
otics, DMSO (dimethyl sulfoxide), etc.

Biological efficacy Paracrine function evaluation Determine the secretion levels of various cytokines that promote tissue cell 
proliferation, protect cells from apoptotic damage, and promote angiogenesis

Immunomodulatory function (1) Evaluation of the ability to inhibit human lymphocyte proliferation; 
(2) Evaluation of the function to inhibit pro-inflammatory lymphocyte subsets 
(Th1 and Th17); 
(3) Evaluation of the effect on promoting the proliferation of Treg lymphocyte 
subsets; 
(4) Evaluation of the regulatory effect on immune cells releasing the pro-inflam-
matory cytokine TNF-α and anti-inflammatory cytokine IL-10; 
(5) Detection of the function of expressing immunosuppressive molecules (e.g., 
IDO1 and PD-L1)
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规范化研究与质量可控性提供系统依据。

2.2.1   最低鉴别标准      2006年ISCT首次定义了人

类MSCs的最低鉴别标准(以下称“旧版标准”)[30]。(1) 
呈贴壁生长 : 在标准培养条件下 , MSCs会附着在培

养容器表面上生长 ; (2) 表面标记物 : MSCs表达特

定表面标志物 (如CD73、CD90和CD105), 同时不

表达造血和内皮标记物 [如CD34、CD45、CD14(或
CD11b)、CD79a(或CD19), 以及HLA-DR]; (3) 体外

三系分化能力 : 在体外可分化为成骨细胞、成脂肪

细胞和成软骨细胞 [30]。ST-MSCs的质量控制一直遵

循此标准。此后 , 中国细胞生物学学会制定并发布

了团体标准《人间充质干细胞》[76], 一些省份如陕西

省还制定了地方性标准《人间充质干细胞库建设与

管理规范》等 [77], 这些标准旨在规范和指导ST-MSCs
的制备、检测和储存过程, 确保其质量和安全性, 以
满足临床应用的需求。

经典表面标志物 CD105、CD73和 CD90是
ISCT明确规定的MSCs最低鉴定标准 , 是人体组织

来源MSCs所共有的基本特征。然而 , 这些标志物

主要用于鉴定MSCs的“身份”, 在MSCs的全面质量

评价中 , 仅依赖此类表型标准不足以充分反映其复

杂的生物学特性和治疗效力 , 因此 , 需进一步结合

功能学评价和分子表征以系统评估其临床应用的

安全性和有效性 [78]。早在 2013年 , ISCT即建议在

MSCs的质量控制体系中纳入对其免疫调节功能及

旁分泌活性的评估 [79]。2019年 , ISCT进一步明确

了MSCs的功能定义 , 并推荐附加 3个维度来界定

“MSCs”的内涵 [80]。(1) 细胞组织来源的标注 : 强调

细胞来源的特异性 , 如骨髓来源、脂肪组织来源和

脐带组织来源的MSCs, 可分别简写为BM-MSCs、
AD-MSCs和UC-MSCs; (2) 干细胞特性的证据 : 除
非有严格的体外和体内数据支持其干细胞特性 , 方
可视为间充质干细胞 , 否则应将这些细胞视为间充

质基质细胞 ; (3) 功能性检测的矩阵 : 推荐使用一系

列功能性检测来证明MSCs的属性 , 这些属性并非

MSCs的通用定义 , 而是源于其分泌营养因子和免

疫调节特性所产生的临床效用 , 但不是其 “干性 ”或
向结缔组织分化的潜能 [80]。通过更准确的术语使

用和功能评估 , 有助于避免由于术语混淆而可能引

起的误解和不切实际的效用期望 , 提升MSCs研究

应用的科学性, 并推进质量评价的标准化。

随着对MSCs治疗机制研究的不断深入 , 2025
年发布的新版标准 [31]在旧版标准 [30]基础上做出了重

大革新(表5)。首先, 新版标准排除了“标准培养条件

下的贴壁生长特性”和“干性”两项传统的鉴别指标 , 
这是基于上述指标无法有效区分MSCs与其他真正

的干细胞, 从而明确了MSCs的治疗作用不是依赖于

干细胞特性 , 而是其分泌功能和免疫调节活性。其

表5   ISCT关于MSCs最低标准共识新旧版本的主要差异对比

Table 5   Key differences between the original and revised ISCT minimal criteria for MSCs
项目  

Item
旧版标准(2006年)
Original criteria (2006)

新版标准(2025年)
Revised criteria (2025)

Growth morphology Not specified Not required

Cell marker expression ≥95% positive for CD73, CD90, and 
CD105; 
≤2% positive for CD34, CD45, CD11b (or 
CD14), CD19 (or CD79a), and HLA-DR

(1) MSCs must be defined by both positive and negative markers; 
(2) The flow cytometry threshold (cell percentage) for defining a marker 
as positive or negative should be detailed in the methodology section; 
(3) Flow cytometry results (percentage of positive cells) for each positive 
and negative marker should be reported; 
(4) Positive markers used to define MSCs must be reported. Reliable 
examples include CD73+, CD90+, and CD105+; if other markers are used, 
they should also be reported; 
(5) Negative markers used to define MSCs must be reported (must in-
clude CD45–); if other tissue-specific markers are used, they should also 
be reported

In vitro differentiation 
potential

Capable of osteogenic, adipogenic, and 
chondrogenic differentiation in vitro

Not required

Tissue origin Not required Tissue origin of MSCs must be described (any tissue can serve as a start-
ing material)

Functionality Not required Cell biological properties and potency must be evaluated
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次 , 新版标准强化了表型定义的严谨性与实验的可

重复性 , 要求细胞表面标志物需设定流式检测阈值

与结果百分比。ISCT专家一致认为 , 尽管目前尚无

能够特异性定义MSCs的单一标志物, 但对其阳性和

阴性细胞表面标志物的表达水平进行定量报道是评

价细胞制剂纯度和一致性的重要基础。此外 , 由于

MSCs的表面标志物表达受组织来源及体外培养扩

增过程的影响 , 研究者应根据具体情况灵活增加其

他相关标志物 , 以实现更全面的细胞表征 [31]。再次 , 
新版标准明确要求注明MSCs的组织来源 (如脂肪、

骨髓、脐带等 ), 以提示其表型和功能上可能存在的

差异。最后, 新版标准更加注重对MSCs特性与效力

的关键质量属性的评估 , 以期确保细胞产品不仅符

合表型标准, 更能具备可预期的治疗功能。

2.2.2   纯度鉴别      当前, 绝大多数PSC-MSCs的研

究仍参照ISCT旧版标准, 将CD73、CD90、CD105
作为鉴别 PSC-MSCs的阳性表面标记物。但需注

意的是CD105在 PSCs向MSCs分化过程中表达相

对滞后 [47]。此外 , 仅依赖这些典型MSCs标志物的

高表达 , 尚不足以在分化的 PSCs培养物中明确区

分MSCs与其他前体细胞 [81]。鉴于此 , 越来越多的

研究引入了其他阳性表面标记物以辅助鉴别PSC-
MSCs。例如, CD29是细胞与细胞外基质黏附的关

键分子, 参与维持MSCs的贴壁生长特性, CD54[又
称细胞间黏附分子 -1(intercellular adhesion mol-
ecule-1, ICAM-1)]在MSCs表面呈高表达 , 尤其在

炎症或损伤微环境中可显著上调 [82], CD146参与

血管生成及免疫调节 , 调控MSCs的迁移和归巢。

CD166是MSCs的核心黏附分子之一 , 参与维持干

细胞微环境稳态 [82-83]。尽管这些鉴别指标目前尚

未成为业内共识 , 但其引入可为PSC-MSCs的功能

相关性鉴别提供更综合的参考依据。

旧版标准将 C D 3 4、C D 4 5、H L A - D R、

CD14(或 CD11b)以及 CD79a(或 CD19)列为鉴别

MSCs的阴性表面标记物 [30], 旨在有效排除非目标细

胞 , 从而保证MSCs群体的特异性 , 并确保其功能发

挥所需的纯度。具体而言 , CD34是内皮细胞或造血

干细胞标志物 ; CD45为泛白细胞标志物 , 主要用于

识别淋巴细胞、粒细胞等造血系统来源细胞 ; HLA-
DR通常不在MSCs表面表达 , 其阴性表达被认为是

评估MSCs低免疫原性的重要表型特征; 然而, MSCs
在 IFN-γ等炎症因子刺激下 , HLA-DR表达可被诱导

上调。CD79a是B细胞的主要标志物 ; CD14在单核

细胞和巨噬细胞中呈高表达 , 因此可用于鉴别ST-
MSCs, 尤其是BM-MSCs培养物中最常见的造血来

源细胞污染[30]。

此外 , 由于PSCs向MSCs体外诱导分化工艺特

殊 , 若培养体系中残存未完全分化的PSCs, 理论上

可能存在体内形成良性肿瘤 (如畸胎瘤 )的风险 , 从
而给 PSC-MSCs的临床应用的安全性构成潜在影

响。目前可采用多种方法 (如流式细胞术、PCR等 )
检测PSCs残留, 其中ddPCR方法灵敏度较高, 可达到

1×106个细胞中检出1个PSC。因此 , 检测PSCs的表

面标记物 (例如OCT4、NANOG、SSEA-3、SSEA-
4、TRA-1-60、TRA-1-81等)可用于评估终末分化细

胞中PSCs的残留水平 , 以提升细胞制剂的安全性和

质量可控性。

2.2.3   致癌性评价      MSCs产品中残留的未分化细

胞或转化细胞可能存在致癌风险 , 致癌性是干细胞

产品质量控制及安全性评价的重点关注内容。根据

NMPA于2024年1月发布的《人源干细胞产品非临床

研究技术指导原则 (试行 )》[84], 基于传统啮齿类长期

致癌实验 (2年周期 )无法模拟干细胞体内动态分化

过程 , 应选择成瘤性 (tumorigenicity)和致瘤性 (onco-
genicity)实验来评价干细胞产品的致癌性潜力。

致瘤性是指细胞终产品经拟定临床给药途径

移植或输注至动物体内后 , 诱导宿主正常细胞发生

恶性转化并形成肿瘤的能力 , 其实验目的是检查细

胞裂解物、细胞DNA等成分是否能诱导动物体内细

胞形成肿瘤。成瘤性是指细胞接种到动物后 , 由接

种细胞本身形成肿瘤的能力 , 属于细胞自身特性的

鉴定。现行《中国药典》三部《生物制品生产检定用

动物细胞基质制备及质量控制》附录2和附录3, 已分

别对成瘤性检查法和致瘤性检查法的具体实验方法

作出要求。由于PSCs具有形成畸胎瘤的固有特征 , 
其分化的PSC-MSCs成瘤风险通常被认为高于ST-
MSCs。值得注意的是 , 不管哪种组织来源的MSCs, 
在长期传代培养过程中 , 都存在因氧化应激、DNA
复制错误或表观遗传失调等因素而发生恶性转化的

理论可能性。目前此类事件在实际中报道极少 , 可
能与其发生率极低有关。

目前 MSCs的成瘤性评价主要包括体外实验

(软琼脂克隆形成实验、端粒酶活性检测等)和动

物体内实验法。Lai等 [85]采用改良的SYBR Green实
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时定量端粒重复序列扩增测定法 (telomeric repeat 
amplification protocol, TRAP)来检测端粒酶活性 , 发
现ESC-MSCs细胞系Hues9.E1培养至第22代后, 端粒

酶活性显著低于阳性对照组永生化人类胚胎肾细胞

系HEK细胞。Tan等[86]将1×107个E1-MYC细胞(即经

MYC基因转化的ESC-MSCs)注射于裸鼠右侧胸壁皮

下 , 结果显示 , 所有注射成纤维肉瘤细胞HT-1080组
小鼠 (阳性对照 )均形成原发肿瘤 , 部分伴随肺转移

和淋巴结转移 ; 而E1-MYC组和MRC-5(正常成纤维

细胞 )组小鼠在注射部位及全身均未发现肿瘤或异

常病变 , 提示该条件下E1-MYC细胞在裸鼠模型中

无成瘤性。另有研究报道, 在免疫缺陷的NOD/SCID
小鼠皮下注射T-MSCs悬液或T-MSCs微球90 d后, 以
及在免疫功能正常的猴子中静脉注射T-MSCs悬液

或T-MSCs微球60 d后 , 均未发现肿瘤形成 [51,87]。此

外 , ESCs定向分化获得的间充质特性的细胞 IMRCs
在SCID小鼠中未形成畸胎瘤, 而其来源ESCs可形成

畸胎瘤[37]。这些研究表明, 在上述实验条件下, PSC-
MSCs的成瘤(包括畸胎瘤)风险相对极低。

2.2.4   生物学特性      PSC-MSCs(以ESC-MSCs为
例 )与 ST-MSCs在生物学特性方面表现出一定差

异。与BM-MSCs相比 , ESC-MSCs通常细胞体积更

小 , 增殖速度更快 , 衰老进程也更为缓慢 , 并可产生

更高水平的抗炎因子 PD-L1和更低水平的促炎因

子 IL-6和 IL-8[48]。在表面标志物方面 , ESC-MSCs的
CD90和CD105的表达水平和三向分化能力一般低

于BM-MSCs[88], 但这不影响其免疫调节能力 , 其反

而在IFN-γ诱导下表现出更强的抗炎活性[89]。与UC-
MSCs相比 , 从ESCs定向分化获得的 IMRCs在自我

更新能力上显示出显著优势, 在传代至第15代时, 其
增殖速度仍显著高于UC-MSCs, 这在一定程度上解

决了原代细胞扩增能力有限的问题[37]。

ESC-MSCs表现出良好的免疫调节能力。经

IFN-γ刺激后 , IMRCs高表达 IDO1, 并能分泌更高

水平的抗炎因子 [如 IL-1RA(interleukin-1 receptor 
antagonist)、LIF(leukemia inhibitory factor)、
RANTES(regulated upon activation normal T cell 
expressed and secreted, 又称CCL5)]和促修复因子

[如VEGFA(vascular endothelial growth factor A)、
SDF-1α(stromal cell-derived factor-1 alpha, 又称

CXCL12)、MIG(monokine induced by interferon- 
gamma, 又称CXCL9)], 同时能低表达 8种促炎细

胞因子 (IL-6、IL-1β、TNF-α、GRO-α、IFN-α2、
IL-1α、IL-3和 IL-8)[37]。与BM-MSCs和AD-MSCs
相比 , Royan H6 ESCs衍生的ESC-MSCs能够显著

抑制外周血单个核细胞 (peripheral blood mononu-
clear cells, PBMCs)的增殖 , 并抑制促炎因子IFN-γ
的分泌 , 同时促进抗炎细胞因子如TGF-β和 IL-10
的分泌 [90]。本课题组前期研究显示 , BM-MSCs和
T-MSCs在TNF-α刺激下均促进了促炎介质 IL-6、
IL-8和CCL2的分泌。然而 , IFN-γ刺激诱导了BM-
MSCs中 IL-6、CXCL10和 CCL2的分泌 , 但对 T-
MSCs中这些促炎介质的分泌没有显著影响 [48]。另

外 , 在 IFN-γ诱导下 , ESC-MSCs表达的HLA-DR水

平低于BM-MSCs, 这可能与较低的CIITA(class II 
major histocompatibility complex transactivator)表
达有关 [91]。这些发现提示ESC-MSCs在免疫调节

和抗炎特性方面可能具有一定特点。未来仍需深

入探讨 PSC-MSCs与 ST-MSCs的生物学差异及其

形成机制 , 通过精准调控关键基因和信号通路 , 整
合两者的优良特性, 为不同来源MSCs的功能优化、

规模化制备及临床标准化应用提供理论依据和技

术支撑。

2.2.5   功能性评价      随着2019年ISCT发布MSCs需
有功能性定义的建议后 , 国际上越来越多的实验室

开始将功能性评价列于MSCs质量控制体系中, 以弥

补传统表面标志物检测方法的不足。功能性评价主

要包括旁分泌因子分析和免疫调节功能测试。

MSCs通过分泌多种生物活性物质 (统称为 “分
泌组 ”)介导治疗作用 , 对其进行定量和定性分析是

功能评价的关键环节。

MSCs分泌组包括可溶性因子和小细胞外囊泡

(small extracellular vesicles, sEVs), 它们可促进细胞

增殖、分化、免疫调节、血管生成、创伤愈合及组

织再生等。可溶性因子主要包括 : 生长因子 , 如血

管内皮生长因子 (vascular endothelial growth factor, 
VEGF)、肝细胞生长因子 (hepatocyte growth factor, 
HGF)、成纤维细胞生长因子 (fibroblast growth fac-
tor, FGF)、胰岛素样生长因子1(insulin-like growth 
factor 1, IGF-1); 以及免疫调节因子IL-10、肿瘤坏死

因子α刺激基因 -6(tumor necrosis factor α-stimulated 
gene 6, TSG-6)、TGF-β1和 IDO等 [92]。Lotfinia等 [93]

通过蛋白质阵列筛选分析ESC-MSCs的分泌组 , 发
现VEGF是 ESC-MSCs分泌的 35种高表达蛋白之
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一 , 与细胞增殖、细胞迁移、发育过程、免疫系统

过程和凋亡的调节有关 , 该研究还发现ESC-MSCs
中存在高表达的介质 , 包括血管生成素、IGFBP2、
TGF-β1和MCP-1等, 且其抗炎特性相较于BM-MSCs
更为显著。

sEVs是细胞主动释放的纳米级膜性结构 , 主要

包括外泌体 (exosomes, 直径40~100 nm)和微泡 (mi-
crovesicles, 直径0.1~1.0 μm), 可携带蛋白质、核酸

(如mRNA、miRNA)、脂质等, 是细胞间通信的重要

媒介 [94]。研究表明 , 在多种动物疾病模型中 , MSC-
sEVs显示出较好的治疗潜力, 但其作用机制复杂, 可
能因环境和疾病状态的不同而有所差异。研究普遍

认为, MSC-sEVs发挥功能的核心基础在于其能将生

物信息传递到靶细胞[94]。目前对于ESC-MSCs-sEVs
的研究主要集中在其形态、大小、经典蛋白质标记

鉴别等。一项基于动态光散射技术的研究发现 , 从
Royan H6 ESCs衍生的ESC-MSCs中所提取的 sEVs, 
其粒径约为220 nm, 蛋白质免疫印迹分析进一步发

现, 这些sEVs表达CD81、TSG-101和CD63等阳性蛋

白, 而不表达阴性标志蛋白Calnexin[95]。

MSC-sEVs通常表现出良好的生物安全性和

生物相容性以及较低的免疫原性 , 可避免突变或

损伤的遗传物质细胞核转移风险 , 能够穿过血脑

屏障 , 被视为是生物治疗的理想手段 [96-97]。部分研

究通过对MSC-sEVs的基因改造以增强其靶向能力

和治疗效果。例如 , Wu等 [98]经疏水插入法以纤维蛋

白靶向肽CREKA(半胱氨酸–精氨酸–谷氨酸–赖氨

酸–丙氨酸 , Cys-Arg-Glu-Lys-Ala)修饰MSC-sEVs, 
显著增强了后者与纤维蛋白结合、在目标组织中富

集与滞留的能力 , 并通过协同调控炎症反应与促进

成骨分化, 加快骨骼组织的修复进程。

另外 , MSCs分泌的 sEVs在神经系统损伤的修

复中起着重要作用 [99-100]。Xian等 [101]研究发现 , 用
MSC-sEVs处理脂多糖刺激的原代海马星形胶质

细胞 , 可减轻炎症诱导的星形胶质细胞损伤 , 并且

MSC-sEVs可通过Nrf2-NF-κB信号通路抑制小鼠的

星形胶质细胞活化。Kim等 [102]采用被动孵育法将增

强型脑源性神经营养因子(brain-derived neurotrophic 
factor, BDNF)神经肽装载至MSC-EVs中, 所得MSC-
EV-NPs经鼻内递送绕过血脑屏障 , 在体外、离体

和在体实验中显著上调BDNF表达 , 并促进神经发

生及增强神经保护作用 , 在光血栓性脑卒中模型中

减小梗死体积 , 该效应由环磷酸腺苷反应元件结合

蛋白 (cyclic AMP response element-binding protein, 
CREB)磷酸化介导的神经保护通路驱动。He等 [103]

发现 , MSCs分泌的外泌体通过递送miR-100-5p抑
制靶基因还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶

4(nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase 
4, NOX4)的表达, 进而通过调控Nox4-ROS-Nrf2轴减

少ROS的产生, 减轻氧化应激, 从而减轻帕金森病模

型中的多巴胺能神经元损伤。

免疫调节功能是 MSCs发挥治疗作用的重要

机制之一, 该过程高度依赖于其与炎性部位组织微

环境的相互作用。现有报道中显示, 与ST-MSCs相
比 , PSC-MSCs通常分泌更高水平的抗炎细胞因子

(如TGF-β、IL-10等 )和生长因子HGF及趋化因子 , 
这些因子协同抑制T细胞、B细胞和NK细胞的增

殖和活化, 并可促进Tregs的生成, 从而发挥免疫耐

受作用[80,104], 其具体机制涉及多种关键介质。

一氧化氮 (nitric oxide, NO)是MSCs抑制T细胞

增殖的关键介质之一。MSCs与T细胞的直接接触 , 
或炎症微环境中促炎因子如 IFN-γ和TNF-α的刺激 , 
均可显著激活MSCs中诱导型一氧化氮合酶 (induc-
ible nitric oxide synthase, iNOS)的表达。iNOS通过

催化精氨酸生成NO, 进而发挥免疫调节作用。NO
能特异性地抑制 T细胞中信号转导和转录激活因

子5(signal transducer and activator of transcription 5, 
Stat5)的磷酸化, 从而阻断T细胞的增殖信号通路, 最
终实现对T细胞活化和增殖的抑制 [105]。Shahsavari
等 [106]发现 , 犬源性 iPSC-MSCs的 iNOS表达水平显

著高于犬源性AD-MSCs和BM-MSCs; 与未处理组

比较 , 经TNF-α和 IFN-γ联合刺激后 , iPSC-MSCs中
iNOS的表达水平显著升高, 增幅接近10倍。

IDO1是MSCs发挥免疫调节作用的关键细胞

内蛋白。尽管MSCs自身几乎不表达 IDO1, 但在炎

性微环境下 , 促炎因子如 IFN-γ可诱导其表达。在

GVHD的发生和发展过程中 , IFN-γ刺激能显著上调

BM-MSCs中 IDO1的表达水平 , 且 IDO1的表达水平

与IFN-γ浓度呈正相关[107], 提示MSCs在IFN-γ刺激下

的免疫调节能力也随之增强。

Polchert等 [108]研究进一步揭示了 IFN-γ诱导

IDO1表达和功能的剂量依赖性特征, 使用500 U/mL
的 IFN-γ预激活BM-MSCs可最大程度激活 IDO1, 并
显著减轻GVHD模型鼠的疾病程度 , 使其存活率提
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升至 100%; 而未经任何处理或低剂量刺激的BM-
MSCs则治疗效果有限。

在ESC-MSCs与T细胞共培养的实验中, IDO1通
过抑制CD4+和CD8+ T细胞的增殖发挥免疫调节作

用。IDO1的作用机制在于, 它催化色氨酸分解, 消耗

T细胞增殖和活化所需的色氨酸。此外, IDO1的代谢

产物犬尿氨酸及其衍生物具有直接的免疫抑制作用 , 
能够诱导T细胞凋亡或增强Tregs的活性[109]。在ESC-
MSCs治疗小鼠关节炎动物实验中发现, IDO1通过直

接作用于宿主T细胞来减轻关节炎 , 而宿主T细胞又

通过小鼠树突细胞 (dendritic cells, DCs)诱导 IDO1的
表达, 提示ESC-MSCs减轻小鼠关节炎可能是宿主对

异种细胞注射的非特异性反应的结果[110]。

PD-L1, 又称CD274或B7H1, 是B7共刺激分子

家族的关键成员, 在T细胞免疫应答中主要起负向调

控作用。其通过与其受体PD-1结合 , 介导免疫细胞

的活化及功能抑制。

不同来源的MSCs的PD-L1表达模式存在差异。

在正常培养条件下 , 在BM-MSCs中未检测到明显

的PD-L1表达 [104]。在炎症微环境中 , 促炎性细胞因

子 (如 IFN-γ、TNF-α和 IL-1β)能够显著上调MSCs中
PD-L1的表达; 其中BM-MSCs仅在受到高剂量IFN-γ
刺激时才会显著上调表达PD-L1。相比之下 , ESC-
MSCs的PD-L1基础表达水平显著高于BM-MSCs, 且
受 IFN-γ刺激的影响较小 , 提示PD-L1的持续高表达

可能与ESC-MSCs针对T细胞和B细胞的免疫抑制能

力有关[48]。

ICAM-1和血管细胞黏附分子 -1(vascular cell 
adhesion molecule-1, VCAM-1; 又称CD106)是免疫

球蛋白超家族成员 , 参与炎症反应和免疫细胞的黏

附与迁移 [111]。小鼠脑微血管内皮细胞 (brain micro-
vascular endothelial cells, BMECs)表达的 ICAM-1和
VCAM-1对体内外白细胞附着和跨内皮迁移至关重

要[112], 并反映了血脑屏障状态的变化。

静息状态下脑血管内皮细胞低水平表达ICAM-
1, TNF-α诱导会显著上调VCAM-1和 ICAM-1的表

达 , 进而会导致血脑屏障通透性增加和免疫细胞

浸润 [113]。有研究表明 , ESC-MSCs可通过与内皮细

胞直接接触以及释放旁分泌因子两种方式 , 逆转

TNF-α诱导的 ICAM‑1和VCAM‑1表达上调 [114]。同

样 , BM-MSCs也可通过旁分泌作用抑制内皮细胞

ICAM-1的表达 , 减少中性粒细胞黏附及向脑组织的

浸润 , 并进一步抑制中性粒细胞释放基质金属蛋白

酶 -9(matrix metalloproteinase-9, MMP-9), 降低其蛋

白水平和酶活性 , 从而减轻缺血性脑卒中后血脑屏

障的损伤 [115]。相较于BM-MSCs, ESC-MSCs可展现

出更强的抑制效应 , 不仅通过减少免疫细胞黏附缓

解血脑屏障通透性异常 , 还通过抗氧化应激和调节

细胞间连接蛋白(如ZO-1)促进血脑屏障修复[114]。这

一双向调控机制为ESC-MSCs在神经炎症性疾病(如
多发性硬化症 )中的治疗应用提供了潜在分子靶点

和病理生理依据。

3   结论与展望
本文简述了MSCs的起源历史与定义演化 , 系

统介绍了 PSCs向MSCs不同路径的分化工艺和质

量评价 , 重点阐述了ESC-MSCs的研究进展 , 以期为

PSC-MSCs产品的研发与临床转化提供参考支持。

相较于发展相对成熟的ST-MSCs, PSCs向MSCs的分

化技术仍较为复杂 , 工艺成熟度与标准化仍是领域

内持续探索的方向。二者在细胞表型、基因表达谱、

增殖速率、衰老进程以及对特定炎症因子的免疫应

答等方面均存在一定的差异。此外 , 不同组织来源

及表观遗传特征对MSCs体内功能的影响机制, 仍需

深入探索。

MSCs临床转化面临的主要挑战之一在于其功

能异质性 , 这可能与组织来源的差异、体外培养条

件波动以及传代所致的表观遗传漂变等因素有关 , 
以致产生临床试验结果出现不一致的情况 [116]。通

过采用单细胞基因测序和基因条形码追踪来分析

MSCs亚群 , 建立细胞质量分级评价体系 (如功能性

评价建立效力检测阈值 )、基因工程改造 (导入微环

境响应元件 )和动态质量监控 (关联冻存参数与功能

稳定性 ), 有望将MSCs的异质性转化为 “可控多样

性 ”, 从而推动MSCs治疗从通用型制剂转向功能定

制化方向发展。与此同时 , 生物医学新技术领域的

监管体系日趋完善 , 为干细胞等产品的临床研究与

转化提供了明确的制度化路径。相信在技术进步与

制度保障的双重驱动下, 基于MSCs的先进治疗产品

有望朝着更安全、有效和可控的方向持续发展。
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