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干细胞专栏                                                              

体外扩增间充质干细胞功能有效性与移植安全性评价研

究进展 
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摘  要: 间充质干细胞 (Mesenchymal stem cells，MSCs) 具有多向分化潜能、免疫抑制能力、来源充足、可避免伦理

学争议等优点，使其有望成为种子细胞，应用于临床干细胞移植治疗多种难治性疾病。目前通过生物反应器等方法已

能实现 MSCs 的大规模体外扩增，使体外获取足量移植用 MSCs 成为可能，但扩增 MSCs 应用于临床移植前还存在着

一个急需解决的问题，即 MSCs 扩增后的安全性和移植有效性评价，目前国内外对这方面研究尚不系统，未建立起有

效评价体系，经检索还未发现有就扩增 MSCs 有效性和安全性的总结性资料。在全面检索相关文献基础上，就 MSCs

扩增后临床应用有效性、移植安全性两大方面的研究进展作一综述，希望对今后扩增 MSCs 临床移植提供参考。 
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Advances in efficacy and security of expanded mesenchymal  
stem cells in vitro 
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Abstract:  The multipotent differentiation and immunosuppression capability of mesenchymal stem cells (MSCs) make it 
attractive source for stem cell therapy to treat serious diseases, including neural system diseases and immune disorders. For large 
scale clinical applications, MSCs have to be expanded to produce sufficient quantity for multiple treatments. While conventional 
passaging is not appropriate for such a task, bioreactor can be used to expand MSCs more efficiently. Yet the efficacy and biosafety 
of expanded MSCs must be properly assessed before the expanded MSCs can be implanted. This review presented state-of-the-art in 
expanding MSCs focusing on the progress on the assessment of the efficacy and biosafety of in vitro expanded MSCs. Current 
obstacles were discussed and future research directions were outlined. 
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长期以来，多种难治性疾病如中枢神经系统疾

病、心血管系统疾病、糖尿病及自身免疫系统疾病

等严重威胁着人类的健康与生命，彻底治疗这些疾

病是人类一直未能解决的健康难题[1]。1988 年世界

第一株人胚胎干细胞 (Embryonic stem cells，ESCs) 

系建立，其后成体干细胞的研究突飞猛进，随着该

领域研究的深入，有关间充质干细胞 (Mesenchymal 

stem cells，MSCs) 治疗疾病的基础和临床研究更是

显示出了令人欣慰的前景[2-3]，MSCs 移植有望成为

难治性疾病最有前途的治疗策略。MSCs 来源于多种

组织，包括骨髓、脐带血、外周血、脂肪等，但无

论哪一种来源，其取材数量都是有限的，很难满足

临床移植所需的细胞数量要求。因此科学家开始探

讨体外扩增技术，以提高干细胞数量，现已能在体

外实现数倍至数十倍扩增不等，从技术上保证了

MSCs 作为移植种子细胞的数量要求。但在其应用于

临床之前，首当其冲就是要确保其在体内的功能有

效性及移植安全性，本文就体外扩增间充质干细胞

应用于临床的有效性及安全性研究进展作一综述。 

1  MSCs 体外扩增的研究现状 

虽然 MSCs 在临床治疗上的前景和地位已经明

确，但由于人体内干细胞来源数量有限，仅靠传统

培养的方法难以在短时间内满足临床移植上对细胞

数量的要求。因此，MSCs 的体外扩增方法的探索一

直是干细胞研究领域的热点问题。国内外已竟相开

展这方面研究工作，取得了一些进展。目前较为成功

的扩增方法是通过生物反应器实现干细胞扩增。Chen

等[4]利用旋转式生物反应器扩增人骨髓 MSCs，另外

添加干细胞因子 (Stem cell factor，SFC)、白细胞介

素-3 (Interleukin-3，IL-3) 和 IL-6，检测发现 Stro-1+ 

CD44+CD34-的 MSCs 在 8 d 后可扩增 9 倍，成纤维细

胞集落形成率  (Colony-forming efficiency-fibroblast 

per day，CFE-F/day) 是未用生物反应器扩增的对照

组的 1.44 倍，扩增后的细胞可表达间充质干细胞早

期标志波形蛋白 (Vimentin) 和 Endoglin (SH2)，而

分化细胞的标志如 II 型胶原、骨钙素 (Osteocalcin，

OC) 和 C/EBP-α 等则未检测到，并且这些细胞可分

化为成骨细胞、成软骨细胞及成脂肪细胞。本课题

组也利用生物反应器成功在体外扩增出 MSCs，如利

用搅拌式生物反应器培养人胎盘来源的 MSCs，与用

培养皿扩增的对照组细胞相比较，培养 144 h 后搅

拌式生物反应器扩增的细胞数量是培养皿的 1.73

倍，并且 MSCs 的表型特征不变[5]。通过气升式环

流中空纤维膜生物反应器对兔骨髓 MSCs 进行三维

动态培养，7 d 后可扩增 16 倍，扩增后大部分细胞

呈 CD29+、CD44+、CD45-，保持 MSCs 的表型，并

具有较强的成骨、成软骨和成脂的多向分化能力[6]。

这些研究表明，通过生物反应器不但可使 MSCs 在

数量上得到扩增，还能够保证 MSCs 维持原本的表

型和分化能力，符合临床移植用 MSCs 的基本生物

学特征。 

除了生物反应器，科学家们还发现了其他方法

也有助于实现 MSCs 体外扩增。研究发现通过表面

抗原筛选可以提高 MSCs 扩增效率。一般认为间充

质干细胞的表面抗原情况与造血干细胞相反，即

CD31、CD34 为阴性，CD29、CD44、CD71、CD90、

CD105、CD106、CD271 等为阳性。根据这一特性，

Jarocha 等[7]通过免疫磁珠分离纯化 CD105+CD271+

的人骨髓 MSCs 并扩增，表达 CD105 和 CD271 的成

纤 维 细 胞 集 落 生 成 单 位  (Colony-forming unit- 

fibroblastic，CFU-F) 是未纯化细胞的 3~4 倍。此外，

其他一些影响 MSCs体外扩增的因素也陆续被报道。

有研究者通过改善培养基质实现 MSCs的体外扩增，

Zangi 等[8]用纤维蛋白微珠可有效将 MSCs 从大鼠骨

髓中分离并且扩增。Kocaoemer 等[9]用人 AB 血清和凝

血酶激活的富含血小板血浆  (Thrombin-activated 

platelet-rich plasma) 分别作为扩增用血清，对人脂

肪来源的 MSCs 进行扩增，结果表明第 6 代 MSCs

的扩增倍数分别为 66.6±15.7 和 68.1±6.7，而用胎牛

血清扩增的倍数仅为 24.4±0.7。除基质材料与血清

的优化外，一些生长因子也有利于 MSCs 的扩增。

如 Tamama 等[10]证实表皮细胞生长因子 (Epidermal 

growth factor，EGF) 可通过使 ERK 及 AKT 磷酸化
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的途径刺激人骨髓 MSCs 增殖，Farre 等[11]报道成

纤维细胞生长因子 -4 (Fibroblast growth factor-4，

FGF-4) 可使 MSCs 的复制周期显著缩短且不改变

其多向分化潜能。最近，Zscharnack 等[12]还发现氧

浓度也可影响 MSCs 的扩增，他们通过比较 5％和

20％的氧气浓度下 MSCs 的扩增，发现 5％的氧浓度

下 MSCs 形成的 CFU-F 比 20％的氧气浓度多 2 倍，

并且老化程度也比 20％的氧气浓度轻。 

以上研究表明，目前已能从技术上实现间充质

干细胞的体外扩增，但在大规模、系统地应用于临

床治疗前，急需解决的问题就是 MSCs 扩增后的功

能有效性与移植安全性，即在体外大规模扩增后，

MSCs 是否具有与原始干细胞相同的自我更新和多

向分化潜能、表达相同的标记蛋白，以及是否具有

致瘤性和移植带来的不良反应，这是衡量与决定扩

增 MSCs移植能否应用到临床治疗的一个重要指标。

因此必须在移植之前，对扩增后的 MSCs 进行“身

份”鉴定和安全检查。 

2  扩增 MSCs 的有效性评价 

扩增 MSCs 的有效性评价主要基于以下几个方

面：细胞的生物学特征如细胞形态；特异性细胞抗

原表达；细胞因子表达谱；细胞增殖能力；细胞在

一定条件下的分化能力等，即这些扩增 MSCs 必须

处在未分化的可以维持自我更新的状态。 

如前所述，一般认为 MSCs 表达 CD29、CD44、

CD71、CD90、CD106、CD105、SB-10、SH-3、SH-4

等表面抗原，不表达造血干细胞的表面标志如

CD34，单核细胞/巨噬细胞表面标志 CD14，抗原呈

递细胞即成纤维细胞表面标志 HLA-DR 等。Bruder

等[13]在 1997 年就已证明在没有任何分化诱导物存

在的条件下，25 代前的 MSCs 形态、生长特点及表

型特点等无显著性差异，即 MSCs 的连续传代不会

改变其基本性状。前面阐述的包括本课题组在内的

有关大规模扩增 MSCs 的研究中，也检测了扩增后

的 MSCs 的表型特征，均明确提出了扩增后的 MSCs

可以保持其表型不变，细胞形态也与普通条件下培

养的 MSCs 相同。 

MSCs 具有多向分化潜能，可分化为多种中胚层

组织细胞，如成骨细胞、成软骨细胞、成肌细胞、

成脂细胞等，还可诱导分化为非中胚层的细胞如神

经细胞和肝细胞[14-16]等。成骨和成脂分化能力也是

目前公认的鉴别 MSCs 的方法之一。许多学者在进

行 MSCs 扩增研究时检测了扩增后的 MSCs 是否具

有多向分化潜能。如本课题组 [6]及前面提到的

Chen 等[4]的研究中，均发现大规模扩增后的 MSCs

可分化为成骨细胞、成软骨细胞、成脂肪细胞等，能

够维持其多向分化潜能。Zhang 等[17]研制的二轴生物

反应器结合聚已酸内酯-三钙磷酸 (Polycaprolactone- 

tricalcium phosphate，PCL-TCP) 材料培养人胎儿来

源的 MSCs。相比于对照组，细胞可在短时间内形成

克隆，其成骨分化能力也好于对照组。他们将反应

器扩增出的 MSCs 移植入小鼠体内，也可有效地分

化为成骨细胞。这些研究提示扩增的 MSCs 具有与

原始 MSCs 相同的特性，具备临床应用的功能有效

性，具有作为临床移植种子干细胞的可能性。 

MSCs 有广泛的细胞因子表达谱，在体内可通过

组织间隙作用于周围细胞，发挥重要的旁分泌作用，

除诱导、调控造血干细胞和基质细胞的发育外，还

广泛参与免疫调节、细胞增殖、凋亡、内源性前体

细胞再生、血管再生等病理生理作用。目前发现

MSCs 可分泌包括造血因子、非造血生长因子、白细

胞介素、趋化因子以及多种生长因子、细胞因子受

体、细胞黏附作用受体[18-19]，表明 MSCs 的功能可

能是通过自分泌和旁分泌发挥的。特别是近几年发

现 MSCs 具有免疫抑制作用，许多学者都认为 MSCs

的旁分泌是其中重要机制之一。因此 MSCs 的分泌

作用也是判定 MSCs 功能有效性的标准之一。但是，

追溯了近十年的文献，我们并未看到关于 MSCs 扩

增后对其分泌作用的研究，说明目前对扩增后 MSCs

有效性的评价尚不完善，以后的研究应重视扩增后

MSCs 分泌作用的研究。 

3  扩增 MSCs 的安全性评价 

同其他植入技术一样，MSCs 无论扩增与否，其

应用于临床移植所面临的最大质疑就是安全性评
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价。MSCs 由于其自身特点，安全性中主要涉及的问

题就是致瘤性与免疫排斥。 

3.1  致瘤性研究 
2002 年 Science 杂志报道[20]，将人类胚胎干细

胞植入帕金森病模型小鼠大脑内，发现 ESCs 可分化

为多巴胺能神经元，对患病小鼠具有治疗作用，但

一些小鼠却因 ESCs 转化的畸胎瘤而死亡。这一现象

对 ESCs 是否适合于临床移植提出了质疑。同样，体

外大规模扩增的 MSCs 是否也能够发生恶性转化而

具有肿瘤细胞的特性？这是扩增 MSCs 应用于人体

之前必须解决的问题。 

曾有实验室发现体外长期培养的 MSCs 偶尔会

出现“疯长”现象，2~3 d 即可长满传代。Rubio

等[21]在 2005 年首次报道了体外长时间培养 (4~5 个

月) 脂肪来源的人 MSCs 可自然发生恶性转化。后

续研究中又发现脂肪来源的人 MSCs 在恶性转化后

出现一些与肿瘤细胞相同的基因表达特征，如 p53、

CDK2、CDK4、CDK6 等表达均高于正常的 MSCs[22]。

Li 等[23]也发现连续培养 12 个月的小鼠骨髓 MSCs

可发生恶性转化，并且将 MSCs 移植入老年小鼠

18~24 个月，小鼠体内可见纤维肉瘤形成。 

事实上，干细胞与肿瘤之间的关系一直是研究

者广泛关注的问题。在关于肿瘤起源的假说中即有

肿瘤起源于干细胞的观点，近几年也提出了肿瘤干

细胞这一说法。许多学者认为，干细胞在长期的自

我更新过程中  (如传代次数或扩增倍数过多时 ) 

增殖调控途径中某些基因发生突变或表达异常，

从而引起细胞过度增殖，导致癌变。例如，Serakinci

等[24]利用人 MSCs 研究干细胞形成肿瘤的过程，将

端 粒 酶 hTERT 转 染 至 MSCs 中 构 建 细 胞 系

hMSC-TERT20，当细胞群体倍增水平  (Population 

doubling level) 达到 256 时，细胞失去接触抑制。将

这些细胞注射入 10 只小鼠，均能在体内形成肿瘤。

通过检测发现，hMSC-TERT20 细胞系由于启动子超

甲基化，细胞周期相关基因 DBCCR1 表达缺失，从

而发生癌变。 

前面提到的 Zhang 等 [17]研制的二轴生物反应

器，他们在体内实验中发现扩增后的 MSCs 移植入

小鼠体内后并未发现肿瘤。在更高级的灵长类动物

也获得令人欣慰的结果，Liu 等[25]用流式细胞仪分

离 Flk-1(+)CD31(-)CD34(-) 的猴和人骨髓来源的

MSCs，体外扩增 6 代之后移植入活体内，宿主无任

何异常。这些结果提示在扩增倍数适当的情况下

MSCs 移植宿主可能不会致瘤。 

但是，经扩增后的 MSCs 在应用于临床治疗之

前对其致瘤性进行严格检测和全面评估以确保人体

移植的安全是十分必要的。目前检测致瘤性的主要

方法有：形态学观察；细胞周期检测；刀豆蛋白 A

凝集试验 (检测细胞表面结构改变)；软琼脂克隆形

成 实 验  ( 检 测 锚 定 非 依 赖 性 生 长 ， Anchorage 

independent growth)；细胞核型分析；动物体内致瘤

性；组织化学等，现有的扩增 MSCs 致瘤性评价也

是基于以上检测标准，为了充分保证扩增 MSCs 移

植的安全性，有必要从肿瘤细胞的多种特性入手，

建立更全面的致瘤性评价体系。 

3.2  免疫抑制作用 
造血干细胞是最早应用于临床移植的干细胞，

已有过移植后出现不良反应的报道，主要的并发症

之一是移植物抗宿主病 (Graft verous host disease，

GVHD)。GVHD 是指供体的免疫活性细胞对免疫功

能低下的受体抗原产生排斥反应的疾病，严重时会

造成患者死亡。因而免疫排斥问题一直被认为是干

细胞临床治疗的一大安全障碍，扩增 MSCs 能否应

用于临床首先也需要评价其免疫排斥能力。目前已

证实，MSCs 不表达 MHCII 类分子、FasL、B7-1、

B7-2、CD40 等，低表达 MHCII 类分子，从理论上将

可避免受体免疫系统的杀伤作用。2000 年，Liechty

等[26]在妊娠早期的胎羊免疫功能发育前后，分别将

人 MSCs 植入胎羊体内。在这样一个异基因体系中，

人 MSCs 可存活长达 13 个月之久，移植后的 MSCs

还可分化为软骨细胞、脂肪细胞、肌细胞、心肌细

胞等多种细胞。令人惊奇的是，在胎羊免疫功能发

育后，人 MSCs 也能长期存活而无排斥反应。他们

因此预言了 MSCs 在临床移植、组织工程及细胞、

基因治疗方面的巨大潜能，这要归功于 MSCs 的一

项独特优点——低免疫原性[27]。 

2003 年 Tse 等[28]发现，当 MSCs 与同种外周血

单核细胞或同种异体 T 淋巴细胞混合培养时，MSCs
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不会引起 T 细胞的增殖，也不能刺激外周血单核细

胞释放 γ-干扰素，而作为对照组的成纤维细胞则能

够刺激这一过程，这表明 MSCs 具有免疫抑制作用。

Ye 等[29]的研究还发现，大鼠骨髓 MSCs 与同种异体

CD3+的 T 细胞共培养时，在 T 细胞增殖受抑制的同

时，致炎细胞因子如肿瘤坏死因子-α (Tumor necrosis 

factor-α，TNF-α)的水平降低，抗炎症因子如转化生

长因子-β (Transforming growth factor-β，TGF-β)、

IL-10 的水平增高。进一步研究表明，MSCs 对 T 细

胞的免疫抑制具有 2 个特点：一是免疫效应为剂量

依赖性[28]，即 MSCs 的数量越多，抑制效果越强。

二是这种免疫抑制效果是可逆的[30]，即在有刺激物

如 植 物 血 凝素  (Phytohaemagglutinin) 存 在 时 将

MSCs 移去，T 细胞的增殖即可回复到无 MSCs 存在

时的水平。除 T 细胞外，MSCs 还能抑制 B 淋巴细

胞、树突状细胞 (Dendritic cells，DCs) 及自然杀伤 

(Natural killer，NK) 细胞的增殖，并且均不会引起

它们的凋亡[31-35]。 

鉴于这一特性，目前许多临床研究中甚至尝试

利用 MSCs 治疗一些疾病如 GVHD、I 型糖尿病及类

风湿性关节炎等自身免疫性疾病。Ringden 等[36]给 8

位患有类固醇抗药性的 3-4 级急性 GVHD 患者和 1

位广泛性慢性 GVHD 患者注入平均为 1×106 个

MSCs 细胞/kg 体重，结果显示其中 6 位急性患者痊

愈 (除 1 位患有巨型细胞病毒急性胃肠炎)。另外 2

位注射 MSCs 后无明显效果，死亡。5 位患者在移植

后 2 个月至 3 年内仍存活，存活率显著高于同时期

未经 MSCs 治疗的另外 16 位 GVHD 患者。Le Blanc

等[37]于 2001 年 10 月至 2007 年 1 月跟踪了 55 位急

性 GVHD 的患者，细胞来自 HLA 相同同胞供体、

单倍体相同的供体和第三方 HLA 不全相合供体。研

究发现其中 30 位患者完全治愈，9 位患者病情得到

改善。在注射 MSCs 期间和注射之后无患者出现不

良反应，治愈程度与供体的 HLA 匹配程度无关。I

型糖尿病是 T 细胞介导自身免疫系统对胰脏的 β 细

胞攻击的一种疾病，通过体内和体外实验，他们发

现 MSCs 可降低 T 细胞活性从而阻止其侵入到胰岛

而引发糖尿病，Vija 等[38]还证实 MSCs 可抑制 T 细

胞介导的免疫反应对新生胰岛 β 细胞的攻击。类风

湿性关节炎 (Rheumatoid arthritis，RA) 也是由自身

免疫障碍导致免疫系统攻击关节的慢性免疫性疾

病，有研究发现[39-41]，在体外 MSCs 可抑制 T 细胞

的增殖、免疫应答及其产生的因子如 γ-干扰素和

TNF-α，降低炎症反应并抑制来自 RA 患者滑膜细胞

产生的基质降解酶，因而是一种很有潜力的治疗胶

原诱导性 RA 的新方法，并且在动物实验中也取得

了较好的效果。Gonzalez 等[42]将人脂肪来源的 MSCs

注入到患有胶原诱导性 RA 的小鼠中，成功缓解了

病情，并且降低了发病率。 

由此看来，间充质干细胞的免疫抑制特性使其

在临床应用上的安全性高于其他成体干细胞，许多

学者认为 MSCs 将在预防 GVHD、排斥反应及细胞

治疗等领域能够发挥有效作用。遗憾的是，目前仍

缺乏关于扩增后的 MSCs 是否能够完整保持免疫抑

制及抗 GVHD 特性的研究。本课题组自行研制灌注

式三维微生物反应器，利用灌注细胞系统和三维细

胞培养的双重优势，通过连续动态灌注细胞培养使

反应器的环境更接近细胞在体内的生长状态，并实

现了微环境的流动变化效应。前期实验发现，利用

该反应器培养 MSCs，能够逼真地模拟循环的体内微

环境，较好地支持 MSCs 的生长，实现高效、可重

复 MSCs 体外扩增[43]。下一步我们计划利用该微生

物反应器开展 MSCs 体外扩增，进而深入研究扩增

后 MSCs 的致瘤性及抗 GVHD 特性。希冀不久的将

来能够对扩增后的 MSCs 免疫抑制作用有一个完整

系统的评价，为扩增后的 MSCs 临床应用上的安全

性论证提供依据。 

4  展望 

毋庸置疑，MSCs 移植给严重危害人类生命、降

低人类生活质量疾病的治疗带来了无限希望，MSCs

扩增技术的发展也为在体外获取足量种子细胞提供

了可能，但毕竟 MSCs 临床应用的研究尚属起步阶

段，扩增 MSCs 更是由于其在体外所经历的复杂培

养过程及辅助试剂、药物的参与等，在临床应用前

还有诸多问题需要解决。必须在获得稳定扩增效果

的基础上构建一个立体全面的扩增 MSCs 有效性、
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安全性的评价体系，保证 MSCs 临床治疗安全化、

规范化，才能推动 MSCs 的临床应用进程。 
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