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本发明公开了一种脐血间充质干细胞的分

离培养方法，属于生物技术领域。该分离培养方

法包括以下步骤：对脐血进行离心处理，取上层

得到血浆，下层为细胞；对血浆进行灭活处理后，

再进行离心处理，取上清得到自体血清；将下层

细胞与生理盐水混合后，再置于淋巴细胞分离液

中进行离心处理，得到脐血单个核细胞；用无血

清培养基重悬脐血单个核细胞，并置于自体血清

包被的培养皿中进行原代培养，得到原代的间充

质干细胞往原代间充质干细胞中添加细胞消化

液进行细胞消化处理后，再进行传代培养。上述

方法在分离及培养过程中不添加双抗，故不会对

细胞产生毒性。另外，上述方法是采用离心分离

的自体血清包被培养皿，故其不会引入动物源性

的病毒。
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1.一种脐血间充质干细胞的分离培养方法，其特征在于，包括以下步骤：

对脐血进行离心处理，取上层得到血浆，下层为细胞；

对所述血浆进行灭活处理后，再进行离心处理，取上层得到自体血清，备用；

将所述下层细胞与生理盐水混合后，再置于淋巴细胞分离液中进行至少一次的离心处

理，弃上清，得到脐血单个核细胞；

用所述自体血清包被培养皿，得到自体血清包被的培养皿，备用；

用无血清培养基重悬所述脐血间单个核细胞，并置于所述自体血清包被的培养皿中进

行原代培养，得到原代间充质干细胞；

往所述原代间充质干细胞添加细胞消化液进行细胞消化处理后，再进行传代培养。

2.根据权利要求1所述的一种脐血间充质干细胞的分离培养方法，其特征在于，所述步

骤中，灭活处理的温度为56℃。

3.根据权利要求1所述的一种脐血间充质干细胞的分离培养方法，其特征在于，所述步

骤中，生理盐水中氯化钠的质量百分比浓度为0.9％。

4.根据权利要求1所述的一种脐血间充质干细胞的分离培养方法，其特征在于，所述步

骤中，无血清培养基为添加有L-谷氨酰胺的Lonza无血清培养基。

5.根据权利要求1所述的一种脐血间充质干细胞的分离培养方法，其特征在于，所述步

骤中，细胞消化液为胰酶细胞消化液。

6.根据权利要求5所述的一种脐血间充质干细胞的分离培养方法，其特征在于，所述步

骤中，所述胰酶细胞消化液中胰酶的质量百分比浓度为0.125％。

7.根据权利要求1所述的一种脐血间充质干细胞的分离培养方法，其特征在于，所述步

骤中，原代培养的细胞接种密度为(1～2)×106cells/cm2。

8.根据权利要求1所述的一种脐血间充质干细胞的分离培养方法，其特征在于，所述步

骤中，传代培养的细胞接种密度为(0.5～1)×104cells/cm2。
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一种脐血间充质干细胞的分离培养方法

技术领域

[0001] 本发明涉及生物技术领域，具体是一种脐血间充质干细胞的分离培养方法。

背景技术

[0002] 人脐血间充质干细胞(Human  umbilical  cord  blood-derived  MSCs，hUCB-MSCs)

是存在于人脐带血中的一种成体干细胞，其具有旺盛的自我更新能力以及向多胚层分化的

潜能，在适宜的条件下，hUCB-MSCs能定向分化成骨细胞、脂肪细胞、软骨细胞等，并且能够

分泌多种细胞活性因子，具有免疫调节、抑制炎症、减少凋亡等机能。另外，hUCB-MSCs还具

有免疫原性低、来源广泛、伦理争议少等优点。与骨髓来源及脂肪来源的间充质干细胞相比

较，人脐血来源的间充质干细胞增殖能力强，更容易诱导分化为软骨细胞、有更强的抗炎效

果。与人脐带来源的间充质干细胞相比较，人脐血间充质干细胞较小，且生长速度较快，因

此，治疗膝关节炎，人脐血来源的间充质干细胞更具有优势，可以作为治疗膝骨关节炎等疾

病的理想干细胞来源。

[0003] 然而，由于人脐血中所含的间充质干细胞含量较少，其分离及培养的要求较高，目

前在国内对分离人脐血间充质干细胞的报道较少；另外，现有传统的体外脐血间充质干细

胞的培养方法，都会在培养基里加入一定浓度的胎牛血清，主要是为了给间充质干细胞的

生长增殖提供养分如激素、生长因子、转运蛋白等，但这种方法存在多种缺点：如血清批次

间的差异波动，成分不明确，来源不稳定等各种原因，使用前需要进行大量的验证工作，因

此会促使生产和科研工作变得复杂。因此，研究一种无需血清的人脐血间充质干细胞的分

离培养方法对于治疗膝关节炎等骨科疾病有重要的意义。

发明内容

[0004] 本发明的目的在于提供一种脐血间充质干细胞的分离培养方法，以解决上述背景

技术中提出的问题。

[0005] 为实现上述目的，本发明实施例提供如下技术方案：

[0006] 一种脐血间充质干细胞的分离培养方法，包括以下步骤：

[0007] 对脐血进行离心处理，取上层得到血浆，下层为细胞；

[0008] 对所述血浆进行灭活处理后，再进行离心处理，取上层得到自体血清，备用；

[0009] 将所述下层细胞与生理盐水混合后，再置于淋巴细胞分离液中进行至少一次的离

心处理，弃上清，得到脐血单个核细胞；

[0010] 用所述自体血清包被培养皿，得到自体血清包被的培养皿，备用；

[0011] 用无血清培养基重悬所述脐血单个核细胞，并置于所述自体血清包被的培养皿中

进行原代培养，得到原代间充质干细胞；

[0012] 往所述原代间充质干细胞中添加细胞消化液进行细胞消化处理后，再进行传代培

养。

[0013] 作为本发明实施例的一个优选方案，所述步骤中，灭活处理的温度为50～60℃。
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[0014] 作为本发明实施例的另一个优选方案，所述步骤中，生理盐水中氯化钠的质量百

分比浓度为0.9％。

[0015] 作为本发明实施例的另一个优选方案，所述步骤中，无血清培养基为添加有L-谷

氨酰胺的Lonza无血清培养基。

[0016] 作为本发明实施例的另一个优选方案，所述步骤中，细胞消化液为胰酶细胞消化

液。作为本发明实施例的另一个优选方案，所述步骤中，所述胰酶细胞消化液中胰酶的质量

百分比浓度为0.125％。

[0017] 作为本发明实施例的另一个优选方案，所述步骤中，原代培养的细胞接种密度为

(1～2)×106cells/cm2。

[0018] 作为本发明实施例的另一个优选方案，所述步骤中，传代培养的细胞接种密度为

(0.5～1)×104cells/cm2。

[0019] 与现有技术相比，本发明实施例的有益效果是：

[0020] 本发明实施例提供了一种脐血间充质干细胞的分离培养方法，其使用无血清培养

基对脐血间充质干细胞进行培养，具有过程简单，成本低，易操作等特点。其中，该方法在分

离及培养过程中不添加双抗，故不会对细胞产生毒性。另外，该方法是采用离心分离的自体

血清包被培养皿，故其不会引入动物源性的病毒。

附图说明

[0021] 图1为未染色的六孔板的显微镜图(100*10倍镜)。该图显示了培养后贴壁的人脐

血间充质干细胞。

[0022] 图2为成骨测试染色后的六孔板的显微镜图(100*10倍镜)。该图显示了将人脐血

间充质干细胞诱导形成成骨细胞，用茜素红染液对其形成的骨矿化结节进行染色的结果

图。结果显示人脐血间充质干细胞能分化为成骨细胞，形成骨矿化结节，具有成骨分化的特

性。

[0023] 图3为成脂测试染色后的六孔板的显微镜图(100*10倍镜)。该图显示了将人脐血

间充质干细胞诱导形成脂肪细胞，用油红O染液对其形成的脂肪细胞进行染色的结果图。结

果显示人脐血间充质干细胞能分化为脂肪细胞，具有成脂分化的特性。

[0024] 图4为流式检测的散点图。该图显示了进行流式分析时细胞的分布情况，黑色线条

框定区域是被选定作为后续分析的细胞。

[0025] 图5为流式检测中同型对照组(IgG-PE)的测试图。使用与PE荧光染料标记的抗体

相同种属来源、相同亚型、相同剂量和相同的免疫球蛋白，用于消除由于PE荧光染料标记的

抗体非特异性与细胞结合而产生的背景染色。同型对照实际上就是阴性对照。

[0026] 图6为流式检测中同型对照组(IgG-FITC)的测试图。使用与FITC荧光染料标记的

抗体相同种属来源、相同亚型、相同剂量和相同的免疫球蛋白，用于消除由于FITC荧光染料

标记的抗体非特异性与细胞结合而产生的背景染色。同型对照实际上就是阴性对照。

[0027] 图7为流式检测中CD34-PE的测试图。用于检测CD34的表达情况。

[0028] 图8为流式检测中CD45-FITC的测试图。用于检测CD45的表达情况。

[0029] 图9为流式检测中CD105-PE的测试图。用于检测CD105的表达情况。

[0030] 图10为流式检测中CD166-PE的测试图。用于检测CD166的表达情况。
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具体实施方式

[0031] 下面将结合本发明实施例，对本发明实施例中的技术方案进行清楚、完整地描述，

显然，所描述的实施例仅仅是本发明一部分实施例，而不是全部的实施例。基于本发明中的

实施例，本领域普通技术人员在没有做出创造性劳动前提下所获得的所有其他实施例，都

属于本发明保护的范围。另外，下述实施例中所涉及的设备和试剂未经特别注明的话，均可

采用市售的设备和试剂。

[0032] 实施例1

[0033] 该实施例提供了一种脐血间充质干细胞的分离培养方法，其包括以下步骤：

[0034] (1)采集人的脐血，并在2h内将该脐血置于50mL的离心管中，配平后，以2000rpm的

转速进行离心处理10min，取上层，收集得到血浆，下层为细胞。

[0035] (2)将上述上层收集的血浆添加到新的离心管中，并置于56℃的水浴锅中进行灭

活处理30min后，再以4000rpm的转速进行离心处理5min，，收集上层得到自体血清，储存于4

℃的冰箱中，以备用于后续的包被培养皿以及传代时的终止消化处理；备用

[0036] (3)往上述步骤1离心得到的的下层细胞中补加生理盐水至原体积，混合均匀后，

取25mL缓慢加入含有20mL淋巴细胞分离液的离心管中(需注意不要破坏两相界面)，配平

后，以2000rpm的转速进行离心处理20min；接着，吸取该离心管中白膜层细胞至50mL新的离

心管，并补加生理盐水至45mL后，再以2000rpm的转速进行离心处理5min，弃上清，并继续用

生理盐水重悬补至45mL，然后再以2000rpm的转速进行离心处理5min，弃上清，得到脐血单

个核细胞。其中，上述生理盐水中氯化钠的质量百分比浓度均为0.9％。

[0037] (4)用上述备用的自体血清包被培养皿，得到自体血清包被的培养皿，备用；具体

的，先向10cm×10cm的培养皿中加入2mL自体血清，并摇晃使自体血清完全覆盖皿底；接着，

在室温下，将培养皿静置30min后，吸弃多余的自体血清，并进行晾干处理，即可得到自体血

清包被的培养皿。

[0038] (5)用15mL无血清培养基重悬上述脐血间充质干细胞，并置于上述自体血清包被

的培养皿中进行原代培养，培养12d后得到原代脐血间充质干细胞；其中，原代培养的细胞

接种密度为1×106cells/cm2；；上述的无血清培养基均可采用现有市售的Lonza无血清培养

基，Lonza无血清培养基可按照其使用说明添加血清替代品及L-谷氨酰胺。

[0039] (6)根据细胞生长情况，原代培养12d后，再往原代细胞中添加胰酶细胞消化液进

行细胞消化处理后，再将消化处理后的细胞进行传代培养；其中，胰酶细胞消化液中胰酶的

质量百分比浓度为0.125％；传代培养的细胞接种密度为0.5×104cells/cm2。另外，传代培

养的过程中，每3～4天需更换培养基，且当细胞的融合率达到80％时，即可进行下一代的传

代培养或冻存备用。

[0040] 实施例2

[0041] 该实施例提供了一种脐血间充质干细胞的分离培养方法，其包括以下步骤：

[0042] (1)采集人的脐血，并在2h内将该脐血置于50mL的离心管中，配平后，以2000rpm的

转速进行离心处理10min，取上层得到血浆，下层得到细胞。

[0043] (2)将上述收集的血浆添加到新的离心管中，并置于56℃的水浴锅中进行灭活处

理30min后，再以4000rpm的转速进行离心处理5min，，收集上层得到自体血清，储存于4℃的

冰箱中，以备用于后续的包被培养皿以及传代时的终止消化处理。
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[0044] (3)往上述步骤1离心得到的的下层细胞中补加生理盐水至原体积，混合均匀后，

取25mL缓慢加入含有20mL淋巴细胞分离液的离心管中(需注意不要破坏两相界面)，配平

后，以2000rpm的转速进行离心处理20min；接着，吸取该离心管中白膜层细胞至50mL新的离

心管，并补加生理盐水至45mL后，再以2000rpm的转速进行离心处理5min，弃上清，并继续用

生理盐水重悬补至45mL，然后再以2000rpm的转速进行离心处理5min，弃上清，得到脐血单

个核细胞。其中，上述生理盐水中氯化钠的质量百分比浓度均为0.9％。

[0045] (4)用上述备用的自体血清包被培养皿，得到自体血清包被的培养皿，备用；具体

的，先向10cm×10cm的培养皿中加入2mL自体血清，并摇晃使自体血清完全覆盖皿底；接着，

在室温下，将培养皿静置30min后，吸弃多余的自体血清，并进行晾干处理，即可得到自体血

清包被的培养皿。

[0046] (5)用15mL无血清培养基重悬上述脐血单个核细胞，并置于上述自体血清包被的

培养皿中进行原代培养，得到原代脐血间充质干细胞；其中，原代培养的细胞接种密度为2

×106cells/cm2；原代培养12d后，需倒掉培养皿中的培养基，并补加10mL新鲜的无血清培养

基进行培养；上述的无血清培养基均可采用现有市售的Lonza无血清培养基，Lonza无血清

培养基可按照其使用说明添加血清替代品及L-谷氨酰胺。

[0047] (6)根据细胞生长情况，原代培养12d后，再往原代细胞中添加胰酶细胞消化液进

行细胞消化处理后，再将消化处理后的细胞进行传代培养；其中，胰酶细胞消化液中胰酶的

质量百分比浓度为0.125％；传代培养的细胞接种密度为1×104cells/cm2。另外，传代培养

的过程中，每3～4天需更换培养基，且当细胞的融合率达到90％时，即可进行下一代的传代

培养或冻存备用。

[0048] 实施例3

[0049] 该实施例提供了一种脐血间充质干细胞的分离培养方法，其包括以下步骤：

[0050] (1)采集人的脐血，并在2h内将该脐血置于50mL的离心管中，配平后，以2000rpm的

转速进行离心处理10min，取上层得到血浆，下层得到细胞。

[0051] (2)将上述收集的血浆添加到新的离心管中，并置于56℃的水浴锅中进行灭活处

理30min后，再以4000rpm的转速进行离心处理5min，，收集上层得到自体血清，储存于4℃的

冰箱中，以备用于后续的包被培养皿以及传代时的终止消化处理。

[0052] (3)往上述步骤1得到的下层细胞中补加生理盐水至原体积，混合均匀后，取25mL

缓慢加入含有20mL淋巴细胞分离液的离心管中(需注意不要破坏两相界面)，配平后，以

2000rpm的转速进行离心处理20min；接着，吸取该离心管中白膜层细胞至50mL新的离心管，

并补加生理盐水至45mL后，再以2000rpm的转速进行离心处理5min，弃上清，并继续用生理

盐水重悬补至45mL，然后再以2000rpm的转速进行离心处理5min，弃上清，得到脐血单个核

细胞。其中，上述生理盐水中氯化钠的质量百分比浓度均为0.9％。

[0053] (4)用上述备用的自体血清包被培养皿，得到自体血清包被的培养皿，备用；具体

的，先向10cm×10cm的培养皿中加入2mL自体血清，并摇晃使自体血清完全覆盖皿底；接着，

在室温下，将培养皿静置30min后，吸弃多余的自体血清，并进行晾干处理，即可得到自体血

清包被的培养皿。

[0054] (5)用15mL无血清培养基重悬上述脐血单个核细胞，并置于上述自体血清包被的

培养皿中进行原代培养，得到原代细胞；其中，原代培养的细胞接种密度为1.5×106cells/
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cm2；原代培养12d后，需倒掉培养皿中的培养基，并补加10mL新鲜的无血清培养基进行培

养；上述的无血清培养基均可采用现有市售的Lonza无血清培养基，Lonza无血清培养基可

按照其使用说明添加血清替代品及L-谷氨酰胺。

[0055] (6)根据细胞生长情况，原代培养12d后，再往原代细胞中添加胰酶细胞消化液进

行细胞消化处理后，再将消化处理后的细胞进行传代培养；其中，胰酶细胞消化液中胰酶的

质量百分比浓度为0.125％；传代培养的细胞接种密度为0.8×104cells/cm2。另外，传代培

养的过程中，每3～4天需更换培养基，且当细胞的融合率达到85％时，即可进行下一代的传

代培养或冻存备用。

[0056] 对上述实施例3传代培养得到的脐血间充质干细胞分别进行以下实验：

[0057] 一、使用赛业生物市售的脐血间充质干细胞成骨试剂盒(包括脐血间充质干细胞

成骨诱导分化完全培养基)上述传代培养的脐血间充质干细胞进行成骨能力测试，具体包

括以下步骤：

[0058] (1)将上述传代培养得到的脐血间充质干细胞置于37℃，5％CO2的培养箱中进行

培养；当细胞融合度达到85％时，用含0.25％胰酶和0.04％乙二胺四乙酸(EDTA)的细胞消

化液进行消化。

[0059] (2)将消化下来的脐血间充质干细胞按照2×104cells/cm2的细胞密度接种在事先

包被0.1％明胶的六孔板中，并在每孔加入2mL完全培养基，然后置于37℃，5％CO2的培养箱

中进行培养；当细胞融合度达到65％时，小心地将孔内完全培养基吸走，并向六孔板中加入

2mL的脐血间充质干细胞成骨诱导分化完全培养基进行诱导。每隔3天换用新鲜的脐血间充

质干细胞成骨诱导分化完全培养基(使用前需预热至37℃)。

[0060] (3)诱导3周后，视细胞的形态变化及生长情况，并用茜素红进行染色。

[0061] (4)成骨诱导分化结束后，吸走六孔板中的成骨诱导分化完全培养基，用1×磷酸

缓冲盐溶液(PBS)冲洗2次，接着，每孔加入2mL的4％中性甲醛溶液进行固定30min后，再吸

走中性甲醛溶液，并用1×PBS冲洗2次，然后，每孔中加入1mL茜素红染液染色处理4mi  n。

[0062] (5)吸走茜素红染液，并用1×PBS冲洗2次，然后，将上述六孔板置于显微镜下观察

成骨染色效果，如附图2所示，从图中可以看出，本发明实施例分离培养得到的脐血间充质

干细胞具有良好的成骨能力。另外，未染色的六孔板在显微镜下的观察照片如附图1所示。

[0063] 二、使用赛业生物市售的脐血间充质干细胞成脂试剂盒(包括脐血间充质干细胞

成脂诱导分化培养基A液和脐血间充质干细胞成脂诱导分化培养基B液)对上述传代培养的

脐血间充质干细胞进行成脂能力测试，具体包括以下步骤：

[0064] (1)将上述传代培养得到的脐血间充质干细胞置于37℃，5％CO2的培养箱中进行

培养；当细胞融合度达到85％时，用含0.25％胰酶和0.04％乙二胺四乙酸(EDTA)的细胞消

化液进行消化。

[0065] (2)将消化下来的脐血间充质干细胞按照2×104cells/cm2的细胞密度接种在事先

包被0.1％明胶的六孔板中，并在每孔加入2mL完全培养基，然后置于37℃，5％CO2的培养箱

中进行培养；每隔三天换液，直到细胞融合度达到100％或者过融合后，再小心地将间充质

干细胞完全培养基吸走，并向六孔板中加入2mL脐血间充质干细胞成脂诱导分化培养基A液

进行诱导。

[0066] (3)用A液诱导3天后，吸走六孔板中的A液，接着，加入2mL脐血间充质干细胞成脂
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诱导分化培养基B液进行诱导24h后，再吸走B液，换回A液进行诱导；A液和B液交替作用4次

后(16天)，继续用B液维持培养5天直到脂滴变得足够大、圆，完成对脐血间充质干细胞成脂

诱导分化。其中，B液维持培养期间，每隔2天需要换用新鲜的B液。

[0067] (4)成脂诱导分化结束后，吸走六孔板中的A液和B液，并用1×PBS冲洗2次，接着，

每孔加入2mL的4％中性甲醛溶液进行固定30min后，再吸走中性甲醛溶液，并用1×PBS冲洗

2次；然后，每孔中加入1mL的油红O染料工作液染色30min后(油红O染料工作液配制方法为：

将油红O贮存液和蒸馏水按照3:2的体积比混匀后，再用中性滤纸过滤即可得到)，再吸走油

红O染液，并用1×PBS冲洗3次。

[0068] (5)将上述冲洗后的六孔板置于显微镜下观察成脂染色效果，如附图3所示，从图

中可以看出，本发明实施例分离培养得到的脐血间充质干细胞具有良好的成脂能力。

[0069] 三、使用流式检测法检测上述传代培养得到的脐血间充质干细胞的表面标志物，

具体包括以下步骤：

[0070] (1)取上述实施例3传代培养得到的第5代单细胞悬液，并置于1000rpm转速下离心

5min，弃上清，得到细胞沉淀。

[0071] (2)用PBS重悬细胞沉淀，将细胞浓度调节为1.0×106cells/100μL，得到细胞液。

[0072] (3)分别往上述细胞液中添加抗体CD105+、CD166+、CD34-、CD45-进行混匀，并置于

4℃避光孵育30min，同时，设置二组同型对照组(IgG-PE和IgG-FIFC)；

[0073] (4)将上述添加抗体的细胞液和1mL的PBS加入到流式检测管中，并置于1000rpm转

速下离心5min，弃上清；然后，添加100μL的PBS，轻轻吹打混匀后，用流式细胞仪进行上机检

测。其中，流式检测的散点图如附图4所示，同型对照组(IgG-PE)的测试结果如附图5所示，

同型对照组(IgG-FITC)的测试结果如附图6所示，CD34-PE的测试结果附图7所示，CD45-

FITC的测试结果附图8所示，CD105-PE的测试结果附图9所示，CD166-PE的测试结果附图10

所示。从图可以看出，各抗体的流式检测结果如下表1所示。

[0074] 表1

[0075] 抗体 颗粒数 总数/％ 父群/％

CD34- 106 1.06 1.79

CD45- 76 0.76 1.28

CD105+ 6583 68.83 95.91

CD166+ 6285 62.85 94.48

[0076] 从上表1可以看出，本发明实施例分离培养得到的脐血间充质干细胞用流式检测

表面抗体CD105+和CD166+均可达到94％以上。其中，上表1中的颗粒数表示表达某种抗原的

细胞总数；总数表示被用于流式检测的所有细胞数；父群表示图4中用黑色线条框定区域用

于分析结果的细胞数，其说明本发明实施例分离得到的细胞就是间充质干细胞。

[0077] 以上述依据本发明的理想实施例为启示，通过上述的说明内容，相关工作人员完

全可以在不偏离本项发明技术思想的范围内，进行多样的变更以及修改。本项发明的技术

性范围并不局限于说明书上的内容，必须要根据权利要求范围来确定其技术性范围。
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图7

图8
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图9

图10
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