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人脐带间充质干细胞分离鉴定及向角质

形成细胞的诱导分化
魏奥    张东    刘乐    刘春霞    曹俊伟    孟凡华    张焱如*

(内蒙古农业大学生命科学学院, 内蒙古自治区生物制造重点实验室, 呼和浩特 010018)

摘要      该研究从人脐带华通胶中获得了人脐带间充质干细胞 (human umbilical cord mesen-
chymal stem cells, hUCMSCs), 通过基因鉴定和分化能力检测其纯度, 建立hUCMSCs系。检测结果

表明, 获得的hUCMSCs表达转录因子SOX2、间充质干细胞表面标志物基因CD29、CD90和CD105, 
不表达造血系细胞表面标志物基因CD34、CD45及人白细胞抗原基因HLA-DR。hUCMSCs可以向

神经细胞和成骨细胞分化, 证明其多向分化潜能。P3代hUCMSCs向角质细胞分化后, 免疫荧光染

色鉴定结果为阳性, 实时荧光定量PCR检测表达角蛋白CK19基因, 随着诱导分化时间的增加而升

高。该实验建立了hUCMSCs系和角质形成细胞的诱导分化体系, 为后续研究奠定基础。
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Isolation and Identification of Human Umbilical Cord Mesenchymal 
Stem Cells and Their Differentiation into Keratinocytes

Wei Ao, Zhang Dong, Liu Le, Liu Chunxia, Cao Junwei, Meng Fanhua, Zhang Yanru*
(Inner Mongolia Agricultural University, College of Life Sciences, Inner Mongolia Autonomous Region Key Laboratory of 

Biomanufacturing, Hohhot 010018, China)

Abstract       In this study, human umbilical cord mesenchymal stem cells (hUCMSCs) were divided from the 
umbilical cord matrix, purified by subculture, appraised by the expression of cell surface markers and differentiation 
abilities, and established hUCMSCs lines. The hUCMSCs expressed the transcription factor SOX2, mesenchymal 
stem cell surface marker genes CD29, CD90 and CD105, and did not express hematopoietic cell surface marker genes 
CD34, CD45 and human leukocyte antigen gene HLA-DR. They could be inducted to differentiate into neural cells, 
osteoblast and keratinocyte, demonstrating their multi-directional differentiation potential. After the keratinocyte in-
duction, the differentiated cells expressed CK19 by immunostaining, and the expression of CK19 gene was gradually 
increased with time by PCR. In summary, this investigation established the hUCMSC cell line, which could induce 
differentiation system of keratinocytes, and provided basis for subsequent experiments.

Keywords       hUCMSCs; induced differentiation; keratinocytes; multi-directional differentiation potential
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皮肤是人体的第一道防线, 容易受到各种疾病

的伤害和损伤从而导致皮肤缺损。当皮肤发生大面

积创伤, 植皮技术是最有效的医学手段。尽管植皮

技术能够修复大面积的皮肤损伤, 但由于免疫排斥

反应往往会导致移植手术的失败。随着组织工程学

及再生医学的研究, 针对植皮技术的免疫排斥反应, 
干细胞技术不仅可以弥补这一弊端, 而且可以在一

定的条件下使其诱导成所需要的细胞的类型。角质

形成细胞是皮肤屏障的主要组成成分, 为皮肤提供

有利的物理屏障, 对皮肤缺损的治疗提供了新的手

段。

人脐带间充质干细胞(hUCMSCs)是一种从脐

带华通胶中分离出来的新型干细胞, 最近几年来越

来越多的学者开始致力于研究它在一些疾病中的治

疗作用[1-4]。hUCMSCs是具有高效增殖能力的专能

干细胞, 移植后不具有致瘤性[5]。另外在不使用免

疫抑制剂的情况下, 异种移植hUCMSCs不会引起免

疫反应[6-7]。已经有研究证实, hUCMSCs具有向脂肪、

软骨、成骨、神经元以及心肌细胞分化的能力[8-10]。

其独特的多潜能特性能在体外保留更长时间[11], 但
是关于其体外诱导分化为角质形成细胞研究尚少。

本实验旨在探讨hUCMSCs分离培养以及定向诱导

成角质形成细胞分化的可行性, 可望为后续临床研

究角质形成细胞在皮肤损伤的治疗中提供稳定且充

足的细胞来源。

1   材料与方法
1.1   材料

正常足月分娩经检测免疫四项均为阴性的健

康男婴脐带取自内蒙古妇幼保健医院手术室, 本实

验经产妇同意及内蒙古妇幼保健医院伦理委员会批

准。脐带采集后, 保存在含1%双抗的磷酸盐缓冲液

中, 6 h之内送达实验室并完成实验。

1.2   实验主要试剂及仪器

DMEM/F12(11׃)培养基购于Hyclone公司。胎

牛血清(fetal bovine serum, FBS)、地塞米松、L-抗
坏血酸、β-甘油磷酸钠、β-巯基乙醇、全反式维

甲酸、100×胰岛素转铁蛋白硒 (insulin-transferrin-
selenium, ITS)、100×亚油酸牛血清白蛋白 (linoleic 
acid-bovine serum albumin, LA-BSA)、4%多聚甲

醛溶液、茜素红S购于Sigma公司。表皮生长因子

(epidermal growth factor, EGF)购于Gibco公司。尼

氏染色液购于南京森贝伽公司。兔抗人细胞角蛋白

单克隆抗体CK19、FITC标记鼠抗人细胞角蛋白单

克隆抗体PAN-CK、Hoechst 33342购于Abcam公司。

辣根过氧化物酶标记山羊抗兔IgG二抗、DAB辣根

过氧化物酶显色试剂盒购于上海碧云天生物技术公

司。封闭用正常山羊血清工作液购于北京康为世纪

公司。Trizol、反转录试剂盒、Ex TaqTM Version 2.0 
plus dye、SYBR Premix Ex TaqTM II购于TaKaRa公司。

PCR仪购于ABI公司。生物芯片分析仪购于Agilent公
司。CO2恒温培养箱购于Thermo公司。倒置显微镜

购于Olympus公司。低速离心机购于Eppendorf公司。 
1.3   细胞培养方法

无菌条件下在超净台中用眼科剪沿脐带静脉

纵向剪开, 剔除动脉和静脉。将剩余的脐带组织

剪成若干长2.0 cm的小段, 分离中间的胶状物(即
华通胶)。将胶状物剪成0.5~1.0 cm的小段, 用手术

刀在其表面划出数条交叉的划痕, 组织块不要割

透。在T25的卡式瓶中加1 mL完全培养液(DMEM/
F12+10% FBS+0.1%青霉素和0.1%链霉素), 使培养

液浸润瓶底。将华通胶刀口面向下放入培养瓶, 并
用无菌镊子轻轻按压组织块, 使其与瓶底接触牢固。

将卡氏瓶放入37 °C、5% CO2、100%湿度的培养箱

中, 1 h后取出, 沿瓶壁缓缓加入2 mL完全培养液, 放
入培养箱继续培养; 4 h后再缓缓加入2 mL完全培养

液, 放入培养箱继续培养; 第2天继续缓缓加入2 mL
完全培养液继续培养。每日观察, 在4天之内首次全

量换液。每2~3天换液, 直到组织块周围析出的细胞

达到70%汇合。将析出过细胞的组织块取出, 进行

二次贴壁培养。待细胞长至70%~80%汇合时进行

细胞消化、接种传代培养。

1.4   hUCMSCs干细胞转录因子及表面标志物的

鉴定

取生长良好的P3代细胞用Trizol法提取细胞总

RNA, 依照试剂盒反转录成cDNA, 根据NCBI公布的

人mRNA基因序列, 用Primer Premier 5.0软件设计引

物。引物序列见表1。引物由上海生物工程股份有

限公司合成。 
1.5   hUCMSCs向神经细胞的诱导分化培养

全反式维甲酸诱导分化培养, 取hUCMSCs P3

代细胞以2×104细胞数接种到两个35 mm的培养皿

中分成分化组和诱导组, 均用完全培养液培养至

细胞60%汇合。分化组更换为神经诱导培养液(含
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DMEM/F12、10% FBS、0.1%青霉素、0.1%硫酸链

霉素、1.5×10-5 g/L EGF、5×10-6 mol/L全反式维甲酸), 
对照组继续更换为完全培养基培养。此时记为第1
天, 每隔2天换1次液, 培养至10天, 鉴定。 
1.6   hUCMSC向成骨细胞的诱导分化培养

取hUCMSCs P3代细胞以2×104细胞数接种到两

个35 mm的培养皿中, 分成分化组和对照组待细胞

生长至70%汇合时, 分化组更换为成骨诱导培养液

(含DMEM/F12、10% FBS、0.1%青 霉 素、0.1%硫

酸链霉素、10-7 mol/L地塞米松、10-2 mol/L β-甘油

磷酸钠、5×10-5 mol/L抗坏血酸)培养, 对照组继续更

换为完全培养基培养。每隔2天换1次液, 培养至21
天, 鉴定。

1.7   hUCMSCs向角质形成细胞的诱导分化培养

取hUCMSCs P3代细胞, 以6×104细胞数接种到

6孔板, 分成分化组和对照组。均用完全培养液培养

至细胞60%汇合。分化组更换为角质形成细胞诱导

培养液 (含45% ADSC-CM、30% MCDB201、20% 
DMEM/F12、5% FBS、0.1% PS、1×ITS、1×LA-
BSA、10-7 mol/L地塞米松、5×10-6 mol/L全反式维甲

酸、5×10-4 g/L抗坏血酸和5×10-6 g/L EGF)培养, 对
照组继续更换为完全培养基培养此时记为第1天。

培养至7、14、21天时, 进行免疫荧光染色检测及鉴

定, 并利用实时荧光定量PCR检测角质形成细胞特

异基因CK19的相对表达量。   

2   结果
2.1   hUCMSCs的体外分离培养

处理过的华通胶组织块培养第9天时, 组织块

周围长出少量细胞(图1A), 培养到第15天时, 细胞达

到80%汇合(图1B), 此时将组织块取出进行二次贴

壁。第2天便有少量细胞从组织块周围长出(图1C), 
5天后二次贴壁获得的细胞更纯且呈漩涡状生长(图
1D)。
2.2   hUCMSCs干细胞转录因子基因的鉴定

经PCR检测, 所分离的细胞表达干细胞转录

因子SOX2, 以及间充质干细胞表面标志物CD90和
CD105及整合素受体CD29; 不表达造血系细胞表面

标志物CD34和CD45及人白细胞抗原HLA-DR。初

步确定分离得到的细胞为脐带间充质干细胞(图2)。
2.3   hUCMSCs向神经细胞、成骨细胞、角质形

成细胞分化

2.3.1   hUCMSCs 向神经细胞分化      全反式维甲酸

诱导hUCMSCs向神经细胞分化培养: 培养至第10天
时, 分别对两组细胞进行尼氏染色, 分化组细胞形态

变得细长、立体感很强, 可以观察到细胞周围出现

表1   hUCMSCs干细胞转录因子及表面标志物、成角质基因PCR引物序列

Table 1  PCR primers for expression of hUCMSCs stem cell transcription factor and surface markers, and keratin genes

基因

Genes
引物序列(5′→3′)
Sequences of primers (5′→3′)

退火温度(°C)

Annealing temperature (°C)
产物大小(bp)
Product size (bp)

GenBank登录号

GenBank login ID

SOX2 F: GAC AGT TAC GCG CAC ATG AA
R: CTG GAG TGG GAG GAA GAG GT

54 314 NM_003106.3

CD29 F: TAC TTG TGA AGC CAG CAA CG
R: CCA ACA GTC GTC AAC ATC CTT

51 310 NM_002211.3

CD34 F: CAA GCC ACC AGA GCT ATT CC
R: AAT TCG GTA TCA GCC ACC AC

55 313 NM_001025109.1

CD45 F: ACT CTT GGC ATT TGG CTT TG
R: TCA GAC TCC AAG TTC CTC AGC

54 241 NM_001267798.1

CD90 F: GAA TAC CAG CAG TTC ACC CAT C
R: ATG CCC TCA CAC TTG ACC A

56 276 NM_001311160.1

CD105 F: GCC AGC ATT GTC TCA CTT CA
R: AAC TTG TCA CCC CTG TCC TCT

54 251 NM_000118.3

HLA-
DR

F: TGA CCA ATC AGG CGA GTT TA
R: GGG CTC TCT CAG TTC CAC AG

53 259 NM_019111.4

GAPDH F: GAG AAG GCT GGG ACT CAC TT
R: CTG ATG ATC TTG AGG CTG TTG

55 129 NM_001289746.1

CK19 F: GCC ACT ACT ACA CGA CCA TCC
R: AAT CCA CCT CCA CAC TGA CC

55 333 NM_002276.4
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A B

100 μm 100 μm

100 μm 100 μm

C D

原代细胞培养9天时有少量细胞从组织块爬出(A), 15天时细胞达到大量汇合(B)。组织块二次贴壁2天时有细胞少量出现(C), 培养5天时细胞更

纯且呈漩涡状生长(D)。
When the primary cells were cultured for 9 days, a small amount of cells climbed out of the tissue block (A), and the cells reached a large amount of 
confluence on day 15 (B). When the tissue block was attached again, a small amount of cells appeared on day 2 (C), and the cells were more pure and 
spirally growing on day 5 (D).

图1   hUCMSCs的原代培养 
Fig.1   Primary culture of hUCMSCs

PCR检测结果显示, hUCMSCs细胞表面标志物CD90、CD105和CD29, 转录因子SOX2为阳性表达, 而CD34、CD45及HLA-DR为阴性表达。

The results of PCR showed that hUCMSCs expressed cell surface markers CD90, CD105, CD29, transcription factors SOX2, and did not express CD34, 
CD45 and HLA-DR.

图2   hUCMSCs特异基因表达

Fig.2   hUCMSCs cell-specific gene expression
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大量丝状纤维, 表现出神经细胞特有的形态, 而对照

组细胞未见着色, 证明经过添加了全反式维甲酸的

神经诱导培养, hUCMSCs成功被诱导分化为神经细

胞(图3)。
2.3.2   hUCMSCs向成骨细胞的诱导分化      培养到

第21天时, 分别对两组细胞进行茜素红S染色鉴定, 
分化组细胞出现被茜素红S染液染成红色的钙化结

节, 而对照组细胞未见着色(图4), 说明通过成骨诱

导培养后的细胞可以形成钙化基质, 具有成骨细胞

表型。

2.3.3   hUCMSCs向角质形成细胞的诱导分化      随
着诱导天数的增加, 分化组细胞由长梭形逐渐分化

呈角质形成细胞特有的圆形、椭圆形、三角形和多

角形态, 并逐渐聚集生长; 对照组细胞形态无明显变

化, 仍保持长梭形涡旋状生长(图5A)。分别对培养

的两组细胞, 选取3个时间点进行免疫荧光染色。结

果显示, 分化组中有大量细胞的胞质中可以检测到

广谱角蛋白(PAN-CK)的存在, 高倍镜下可辨别出绿

色荧光来自细胞的细胞质(图5B)。而对照组中, 仅
有细胞核被Hoechst 33342染料染成蓝色。这证明, 
经过角质形成细胞诱导分化培养, hUCMSCs逐渐分

化为可分泌细胞角蛋白的上皮细胞。

分化组中CK19的相对表达量与对照组相比, 随
着培养时间的增加而增加。这证明, hUCMSCs经过
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P3 hUCMSCs成骨诱导培养21天后, 进行茜素红染色显示钙化结节(A), 对照组未见着色(B)。
P3 hUCMSCs were induced to osteoblast for 21 days, alizarin red staining showed calcified nodules (A), while no staining in the control group (B).

图4   hUCMSCs向成骨细胞诱导分化 
Fig.4   Osteoblast induced differentiation of hUCMSCs

A: P3 hUCMSCs向角质细胞培养随诱导天数的增加, 细胞由长梭形变成角质形成细胞特有多的边形(左)对照组仍保持长梭形(右)。B: 从
hUCMSCs向角质诱导培养的第7、14、21天进行免疫荧光染色, 结果表明分化组中有大量细胞的胞质中可以检测到PAN-CK的存在, 高倍镜下

可辨别出绿色荧光来自细胞的细胞质。而对照组中, 仅有细胞核被Hoechst 33342染料染成蓝色。C: 在hUCMSCs向角质诱导培养的第7、14、
21天提取RNA, 以定量RT-PCR检测CK19表达情况, 结果表明分化组中CK19的表达量与对照组相比, 随着培养时间的增加而增加。

A: P3 hUCMSCs were induced into keratinocytes. The cells changed from long fusiform to keratinocyte-specific polygons with the increase of induction 
days (LEFT). The control group still maintained a long fusiform shape (RIGHT). B: immunofluorescence staining was performed on day 7, 14 and 21. 
PAN-CK could be detected in the cytoplasm of a large number of cells in the differentiation group, and green fluorescence could be discerned under 
high magnification. The cytoplasm from the cells. In the control group, only the nuclei were stained blue by Hoechst 33342 dye. C: RNA extracted from 
hUCMSCs to keratin-induced culture on day 7, 14 and 21, was applied for testing the relative expression of CK19 with RT-PCR. The expression level of 
CK19 in the differentiation group increased as the culture time increased compared with the control group.

图5   hUCMSCs向角质形成细胞诱导分化 
Fig.5   Keratinocyte induced differentiation of hUCMSCs 

A B

100 μm 100 μm

(A)

(B)

(C)

Bright field

7 d

14 d

21 d

PAN-CK Hoechst 33342

Control7

6

5

4

3

2

1

0

          Time (d)
7 14   21

Differentiation

R
el

at
iv

e 
C

K
19

 e
xp

re
ss

io
n

PAN-CK+
Hoechst 33342

100 μm

100 μm 100 μm 100 μm 100 μm

100 μm 100 μm 100 μm 100 μm

100 μm 100 μm 100 μm 100 μm

100 μm

A B
50 μm

50 μm

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

50 μm

50 μm

A

P3 hUCMSCs向神经细胞诱导培养10天后, 进行尼氏染色出现大量丝状纤维(A), 而对照组(B)未见着色。

P3 hUCMSCs were induced to neural cells for 10 day, and a large number of filamentous fibers were stained by Nissl staining (A), while no staining was 
observed in the control group (B).

图3   hUCMSCs向神经细胞诱导分化

Fig.3   Neural induced differentiation of hUCMSCs
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诱导培养, 成功分化为角质形成细胞, 并大量表达其

特异性基因CK19(图5C)。

3   讨论
由烧伤、急性创伤、某些疾病导致的皮肤缺损, 

尤其是大面积烧伤, 一直以自体皮移植作为首选方

案, 而自体皮不足是临床遇到的主要问题。随着细

胞培养技术和组织工程的出现, 使许多脏器或组织

体外重建成为可能[12]。从脐带华通胶中能分离培养

出大量的间充质干细胞, 多次传代后仍保持稳定的

活性及分化能力, 这使得脐带华通胶间充质干细胞

成为细胞替代治疗的理想种子细胞[13]。人正常皮肤

的表皮细胞包括角质形成细胞、黑素细胞、Lang-
erhans细胞、Markel细胞, 而角质形成细胞占表皮

细胞的绝大部分[14]。在人表皮中不同分化时期的

角质形成细胞表达不同的角蛋白, CK19是分子量

为40 kDa的一种角蛋白, 是角蛋白家族中最小的成

员, 有研究表明, CK19主要在表皮基底层细胞中表

达, 且在体外培养时有一定的慢周期和强增殖能力, 
具有一定表皮干细胞特性[15]。所以本实验中选择具

有相对特异性的CK19作为体外培养角质形成细胞

的标记基因。PAN-CK由外胚层来源的上皮细胞分

泌而来, 免疫荧光染色显示, 实验组中PAN-CK表达

量逐日增多。实时荧光定量PCR检测随着诱导时间

的增加, 实验组细胞呈现角质形成细胞一般生长规

律的细胞, 进一步证明这些由hUCMSCs分化而来的

细胞是角质形成细胞。

脂肪间充质干细胞可分泌多种细胞生长因子, 
在角质形成细胞诱导分化培养基中添加本实验制

备的蒙古羊脂肪间充质干细胞条件培养基(ADSC-
CM), 为角质形成细胞诱导分化提供了多种安全、

温和的生长因子。其他细胞诱导时只需定期更换新

鲜的诱导培养液即可, 细胞长满不会出现大片死亡

的现象。但是在hUCMSCs向角质形成细胞诱导过

程中发现, 当细胞长满皿底后就全部成片脱落死亡; 
对照组中的hUCMSCs仅在长满皿底后部分脱落, 而
且可以再次贴壁生长。出现这种现象的原因可能是

角质形成细胞在发生接触抑制后, 启动了类似皮肤

生理过程的细胞凋亡程序从而导致细胞大片死亡。

通过对诱导组的细胞在生长对数期进行传代, 并降

低接种密度以延长生长和传代时间来解决这个问

题。在诱导添加剂中加入全反式维甲酸可以促进

干细胞向外胚层细胞分化[16], 在临床应用中全反式

维甲酸多用于皮肤病的治疗, 因而本实验选择它作

为角质形成细胞诱导添加剂。在向神经细胞诱导

时加入全反式维甲酸能够明显增加神经细胞的数

量, 相对于已报道添加β-巯基乙醇诱导hUCMSCs向
神经细胞分化的方法而言[17], 此细胞培养过程较为

温和, 而且随着培养时间的增加细胞没有出现大量

死亡的现象。

由于细胞分化是一个复杂的生物学变化, 所以

目前尚不清楚它的关键调控因子或信号通路。通过

细胞形态学观察、蛋白质水平的免疫荧光染色以及

分子水平的实时荧光定量PCR的检测, 结果显示实

验组与对照组在细胞形态、蛋白表达量及基因表达

量有明显的不同, 可确定hUCMSCs经诱导后成功分

化为角质形成细胞。为后续皮肤大面积损伤的临床

应用奠定基础。

4   结论
我们通过实验摸索, 成功从人脐带华通胶获得

间充质干细胞, 并经过阅读文献分析对比确定了向

角质形成细胞安全有效的诱导分化培养基, 成功将

hUCMSCs诱导成为角质形成细胞, 为后续的皮肤损

伤修复、异体移植等医学难题提供了前期的研究基

础和一定的实验依据。
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