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生理性低氧条件下脐带和经血来源间充质干细胞的生物学特性

莫芸芳 1，王泽剑 1，齐念民 2，陈彦田 1

文题释义：

经血源性间充质干细胞：从女性经血样品中分离得到的成体干细胞，取材方法对捐献者无损伤，是治疗多种生殖疾病的理想种子细胞。

生理性低氧：细胞体外培养的氧体积分数在20%左右，而正常人体内的氧体积分数在5%左右，这种低于外界大气压适度的氧体积分数称为

生理性低氧。

摘要

背景：间充质干细胞具有治疗糖尿病、移植物抗宿主病、卵巢早衰等多种疾病的潜能，但是传统培养方法存在着细胞增长缓慢、容易衰老

等问题。生理性低氧有望改善间充质干细胞的生物学性能，因而有可能作为优化的培养方法。

目的：探究生理性低氧对脐带间充质干细胞和经血源性间充质干细胞生物学特性的影响。

方法：将脐带间充质干细胞和经血源性间充质干细胞分别在21%、5%氧体积分数条件下培养，测定细胞的表面标志物、贴壁效率、增殖能

力、细胞凋亡、细胞衰老、葡萄糖乳酸代谢和细胞分化等指标。

结果与结论：①低氧可以促进两种来源间充质干细胞的增殖，低氧条件下两种来源间充质干细胞的群体倍增时间均减小(脐带：P < 0.001；
经血：P < 0.05)；②低氧条件下，两种细胞乳酸代谢增强(脐带：P < 0.05；经血：P < 0.01)，脐带间充质干细胞葡萄糖代谢增多(P < 0.001)；
③低氧抑制高代数经血源性间充质干细胞的衰老；④低氧提高两种来源间充质干细胞的贴壁效率(P < 0.01)；⑤低氧对两种来源间充质干细

胞的干性没有影响；⑥结果提示，生理性低氧可以改善脐带和经血来源间充质干细胞的增殖能力和贴壁效率，可以对衰老细胞起到抗衰老

作用，同时对表面标志物无显著性影响。此外，低氧对不同来源间充质干细胞在分化上的影响存在着差异。

关键词：干细胞；间充质干细胞；生理性低氧；生物学特性；增殖；衰老；代谢；分化
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Abstract
BACKGROUND: Mesenchymal stem cells have the potential to treat various diseases such as diabetes, graft-versus-host disease, and premature ovarian failure. 
However, traditional culture methods have problems such as slow growth rate and senescence. Physiological hypoxia is expected to improve the biological 
characteristics of mesenchymal stem cells, which can optimize the culture method.  
OBJECTIVE: To explore the effects of physiological hypoxia on the biological characteristics of umbilical cord mesenchymal stem cells and menstrual blood-
derived mesenchymal stem cells.
METHODS:  Umbilical cord mesenchymal stem cells and menstrual blood-derived mesenchymal stem cells were cultured under 21% and 5% oxygen 
concentrations. Cell surface markers, colony formation, proliferation, apoptosis, senescence, glucose and lactate metabolism and differentiation were detected.  
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Hypoxia can promote the proliferation of umbilical cord mesenchymal stem cells and menstrual blood-derived mesenchymal 
stem cells, and the population doubling time of the two kinds of mesenchymal stem cells was reduced (umbilical cord: P < 0.001; menstrual blood: P < 0.05). 
(2) The lactate metabolism of the two kinds of stem cells was enhanced (umbilical cord: P < 0.05; menstrual blood: P < 0.01) under hypoxia and glucose 
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文章快速阅读：

文章特点—

(1) 选择两种人源间充质干细胞，探究生理性低氧对细胞生长的

影响，首次探究低氧对经血源性间充质干细胞的影响；

(2) 生理性低氧对细胞干性无明显影响，但是可以促进间充质干

细胞增殖和贴壁，并且减缓易衰老细胞的衰老趋势。

脐带来源间充质干细胞和经血来

源间充质干细胞

表面标志物 贴壁效率 细胞增殖 细胞凋亡 细胞衰老 细胞代谢 细胞分化

低 氧 组 ( 体
积分数为5%)

常氧组 ( 体积
分数为 21%)
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0   引言   Introduction
间充质干细胞是一类来源于机体成熟组织中的多能成体

干细胞，骨膜、脂肪、真皮、经血、胎肺、胎肝、胎肾、胎

儿骨髓、羊水、脐带和胎盘中均存在间充质干细胞
[1]
，其中脐

带间充质干细胞来源丰富
[2]
，经血源性间充质干细胞取材对

捐献者没有身体损伤，并且可从同一捐献者身上多次取用
[3]
， 

这两种间充质干细胞在细胞治疗上都具有极大的前景
[4-7]

。

间充质干细胞在实际应用中面临着一些问题，主要是临

床应用需要大量细胞支持，现阶段的细胞培养方法难以满足

应用需求
[8]
；同时间充质干细胞还存在着容易衰老的问题

[9]
，

所以需要对培养条件进行优化。传统的干细胞体外培养时，

氧气体积分数通常保持在 20% 左右，低氧预处理常用的氧体

积分数在 1%-5%[10-11]
，正常人体的氧体积分数为 5% 左右

[12]
，

多种器官及组织内氧分压通常低于外界大气压，器官和组织

内的适度低氧环境被称为“生理性低氧”
[13-14]

，所以，相对

于传统的常氧而言，生理性低氧培养更加贴近细胞在体内的

生长状态，有望改善细胞的生物学特性。课题组预期探究间

充质干细胞处于与体内氧体积分数相符的培养条件能否改善

其生物学特性，选择 5% 氧体积分数作为培养条件。

前期已经探究了脐带间充质干细胞和经血源性间充质干

细胞在不同代数下生物学特性上的差异点和类似点
[15]
，研究

发现两种细胞在 8 d 内都能稳定生长，但是经血源性间充质

干细胞的生长速率小于脐带间充质干细胞，同时还发现脐带

间充质干细胞和经血源性间充质干细胞在培养至第 10 代时

均会出现一定的衰老现象，但经血源性间充质干细胞的衰老

细胞数量大于脐带间充质干细胞，前期研究并未针对这些问

题进行细胞培养上的优化，故作者猜想低氧能否优化两种间

充质干细胞的生物学特性，特别是经血源性间充质干细胞。

该实验使用体积分数为 5% 氧气处理脐带间充质干细胞和经

血源性间充质干细胞，探究相同的指标，为干细胞培养优化

提供具体信息。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   细胞学体外实验，细胞功能数据组间比较使用独

立样本 t 检验和单因素方差分析。

1.2   时间及地点   实验于 2020 年 3-12 月在上海交通大学药

学院完成。

1.3   材料

1.3.1   实验细胞   人源脐带间充质干细胞和经血源性间充质

干细胞由上海丽坤科技有限公司惠赠。

1.3.2   实验试剂   α-MEM 培养基、TrypLE( 美国 Gibco 公司 )；
胎牛血清 ( 美国 Thermo 公司 )；40 g/L 多聚甲醛 ( 上海生工 )；

metabolism of umbilical cord mesenchymal stem cells was enhanced (P < 0.001). (3) Hypoxia improved senescence of menstrual blood-derived mesenchymal 
stem cells under high generation. (4) Hypoxia promoted the adhesion efficiency of umbilical cord mesenchymal stem cells and menstrual blood-derived 
mesenchymal stem cells (P < 0.01). (5) Hypoxia had no effect on the stemness. (6) The results indicated that physiological hypoxia improved the proliferation 
and attachment efficiency of umbilical cord mesenchymal stem cells and menstrual blood derived mesenchymal stem cells and had an anti-aging effect on 
senescent cells, simultaneously had no effects on surface markers. In addition, hypoxia displayed different effects on the differentiation of mesenchymal stem 
cells derived from different sources.
Key words: stem cells; mesenchymal stem cells; physiological hypoxia; biological characteristics; proliferation; senescence; metabolism; differentiation
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葡萄糖检测试剂盒、乳酸检测试剂盒 ( 南京建成 )；细胞衰

老检测试剂盒 ( 上海碧云天 )；细胞凋亡试剂盒 ( 美国 SAB
公司 )；鼠抗人 CD14-PE、CD34-PE、CD45-PE、HLA-DR-PE、
CD73-PE、CD90-PE、CD105-APC、PE 同型小鼠 IgG1、APC 同

型小鼠 IgG1( 美国 BD 公司 )。
1.3.3   实验仪器   二氧化碳培养箱、三气培养箱 ( 美国 Thermo 
公司 )；倒置相差显微镜 (日本Olympus公司 )；流式细胞仪 (美
国 BD 公司 )；countstar 细胞计数仪 ( 上海睿钰公司 )。
1.4   方法   
1.4.1   间充质干细胞分离与培养

脐带间充质干细胞：原代细胞分离和培养在上海丽坤科

技有限公司完成，使用组织块贴壁法，剥离脐静脉内膜，去

除血管剪成 2.0 mm3
小块，将组织块按适当密度接种于培养

板，加入含有体积分数为 10% 胎牛血清的 α-MEM 培养基培

养，每隔 2 d 补加培养基。倒置显微镜下观察，当组织块周

围出现成纤维状细胞后，去除组织块，更换培养基继续培养。

当细胞融合度达到 80% 时，消化细胞接种至 6 孔板得原代脐

带间充质干细胞。

经血源性间充质干细胞：原代细胞分离和培养在上海

丽坤科技有限公司完成，使用密度梯度离心法，取经血样品 

5 mL，与 5 mL PBS、0.2 mL 两性霉素 B、0.2 mL 链霉素、0.1 mL  
EDTA-Na 混合均匀后，4 ℃静置 24 h，随后 1 500 r/min 
离心 10 min，弃上清，使用含体积分数为 15% 胎牛血清的

α-MEM 重悬细胞，1 500 r/min 再次离心 10 min，分离沉淀

得到原代经血源性间充质干细胞。 

人经血源性间充质干细胞的培养及鉴定

细胞来源： 人经血

原代培养方法 密度梯度离心法

培养基介绍： α-MEM

添加材料： 体积分数为 10% 胎牛血清、1% 双抗，1% L-谷氨酰胺

原代培养时间： 原代培养 24 h 后全换液，之后每隔 2 d 全换液 1 次，8-10 d

可传代

细胞传代： 细胞融合度达 90% 时，用胰酶消化，按 104/cm2
的密度接种

细胞鉴定： 经流式细胞术，成骨、成脂诱导分化鉴定为经血源性间充质

干细胞

伦理学批准： 该实验经过上海市第一人民医院伦理委员会批准

1.4.2   实验分组处理   将脐带间充质干细胞和经血来源间充

质干细胞各自分为常氧组和低氧组，低氧组使用三气培养箱，

向其中充入氮气，使氧分压达到 5% 水平，各自培养一段时

间后，对各项指标进行检测。
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1.4.3   表面标志物检测   取第 5 代脐带间充质干细胞和经血

来源间充质干细胞，在不同氧体积分数下培养 5 d，消化后

以 300×g 离心 5 min，含体积分数为 2% 胎牛血清的 PBS 清

洗，向细胞中加入 CD14-PE、CD34-PE、CD45-PE、CD73-PE、 

CD90-PE、CD105-APC、HLA-DR-PE 抗体，与 IgG1 抗体结合的 

细胞作为同型对照，置于 4 ℃冰箱避光孵育 30 min， 

孵育结束后 PBS 清洗 2 次，洗去未结合的抗体，流式细胞仪

检测细胞表面标志物表达量。

1.4.4   细胞贴壁效率   取生长良好的第 5 代脐带间充质干细胞

和经血来源间充质干细胞，消化后按照 1×103/ 孔的密度接种到

6 孔板，分别进行常氧和低氧培养，大约 2 周后显微镜可观察

到集落形成，弃去培养基，PBS 冲洗细胞后使用 40 g/L 多聚甲

醛室温固定 30 min，再加入 0.1% 结晶紫染色 10 min，拍照记录。

1.4.5   增殖能力检测   取第 5 代脐带和经血来源间充质干细胞，

当融合度达到 80% 之后，胰酶消化，以 1×104/ 孔的密度接种

到 24 孔板，分别进行常氧和低氧培养，每隔 2 d 进行全换液，

24 h 后各取 3 孔细胞消化、细胞计数仪计数，1-8 d 内每天重

复消化细胞和计数步骤，绘制生长曲线，计算群体倍增时间。

1.4.9   干细胞分化能力检测

成骨分化：使用成骨诱导分化培养基试剂盒，参考说明

书完成成骨诱导分化完全培养基的配制。当第 5 代脐带间充

质干细胞和经血源性间充质干细胞融合度达到 80% 时，消化

细胞，按照 2×104/cm2
的细胞密度接种到事先包被明胶的 6

孔板中，分别进行常氧和低氧培养，当细胞融合度达到 70%
后，两组细胞均置于常氧培养箱中，实验组更换成骨诱导培

养基，对照组更换基础培养基，每间隔 2 d 换液 1 次。诱导

3周后，用茜素红染色观察钙结节沉积。细胞经茜素红染色后，

每孔加入 10% 氯化十六烷基吡啶溶液，室温脱色 10 min，酶

标仪测定 570 nm 处吸光度值。

成脂分化：使用成脂诱导分化培养基试剂盒，参考说明

书完成成脂诱导分化完全培养基的配制。当第 5 代脐带间充

质干细胞和经血源性间充质干细胞融合度达到 80% 时，消化

细胞，按照 2×104/cm2
的细胞密度接种到 6 孔板中，分别进

行常氧和低氧培养，当细胞融合度达到 100% 后，两组细胞

均置于常氧培养箱中，实验组更换成脂诱导培养基，对照组

更换基础培养基，每间隔 2 d 换液 1 次。诱导 3 周后，用油

红 O 染色观察油滴。细胞经油红 O 染色后，每孔加入异丙

醇溶液，室温脱色 5 min，酶标仪测定 510 nm 处吸光度值。 
1.5   主要观察指标   低氧组和常氧组脐带间充质干细胞、经

血源性间充质干细胞的表面标志物、贴壁效率、增殖能力、

细胞凋亡、细胞衰老、葡萄糖乳酸代谢和细胞分化情况。

1.6   统计学分析   实验数据使用 SPSS 23.0 软件进行分析，不

同组间比较使用独立样本 t 检验，多组间比较使用单因素方

差分析，P < 0.05 为差异有显著性意义。

2   结果   Results 
2.1   生理性低氧不影响间充质干细胞表面标志物的表达   低
氧处理对脐带间充质干细胞和经血源性间充质干细胞的免疫

表型没有影响，低氧组与常氧组免疫表型表达情况相同，

CD14，CD34，CD45 和 HLA-DR 均为阴性表达；CD73，CD90
和 CD105 呈阳性表达，见图 1，表 1，说明低氧处理未改变

细胞“干性”，符合间充质干细胞的鉴定标准。

人脐带间充质干细胞的培养及鉴定

细胞来源： 人脐带

原代培养方法 组织块贴壁法

培养基介绍： α-MEM

添加材料： 体积分数为 10% 胎牛血清、1% 双抗，1% L-谷氨酰胺

原代培养时间： 原代培养每隔 2 d 半换液 1 次，培养 12-15 d 可传代

细胞传代： 细胞融合度达 90% 时，用胰酶消化，按 104/cm2
的密度接种

细胞鉴定： 经流式细胞术，成骨、成脂诱导分化鉴定为脐带间充质干细胞

伦理学批准： 该实验经过上海市第一人民医院伦理委员会批准

群体倍增时间 = 增殖时间 ×
lg2

lg( 收获细胞个数 / 接种细胞数量 )

1.4.6   细胞凋亡检测   取生长良好的第 6 代脐带间充质干细胞

和经血来源间充质干细胞，在不同氧体积分数下培养 5 d，胰

酶消化，冷 PBS 清洗 2 遍，每管收集 5×105
细胞，加入 500 μL 

的 Binding Buffer 悬浮细胞，加入 5 μL Annexin V-FITC 混匀后

避光，4 ℃孵育 15 min，然后加入 10 μL Propidium Iodide 混匀

后避光，4 ℃孵育 5 min，流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

1.4.7   细胞衰老检测   取第 9 代脐带间充质干细胞和经血来源

间充质干细胞在常氧条件下培养至细胞融合度达 80%，胰酶消

化，以 1×104/cm2
密度接种于 24 孔板，在不同氧体积分数下培

养 5 d，使用 β-半乳糖苷酶染色试剂盒检测细胞衰老情况，吸

去 24 孔板中的细胞培养液，PBS 洗涤 1 次，加入 250 μL β-半
乳糖苷酶染色固定液，室温固定 15 min，吸除细胞固定液，

PBS 洗涤 3 次，每孔加入 250 μL 染色工作液，37 ℃孵育过夜，

观察记录实验结果。使用软件 Image J对染色部分进行定量统计。

1.4.8   细胞葡萄糖乳酸代谢检测   生长良好的第 5 代脐带间

充质干细胞和经血来源间充质干细胞，按照 1×104/cm2
接种

至 24 孔板中，分别进行常氧和低氧培养，在第 2，5，8 天

各取 3 孔的培养基上清，使用葡萄糖检测试剂盒、乳酸检测

试剂盒测定上清中葡萄糖和乳酸水平。

表1 ｜低氧和常氧条件下两种间充质干细胞表面标志物表达率      (%)
Table 1 ｜ Surface marker expression rates of two kinds of mesenchymal 
stem cells under hypoxia and normoxia

细胞 CD14 CD34 CD45 CD73 CD90 CD105 HLA-DR

脐带间充质

干细胞

低氧 0.25 1.08 0.30 91.00 100.00 98.10 0.31
常氧 0.71 0.60 0.51 95.20 99.80 99.90 0.64

经血间充质

干细胞

低氧 0.03 0.03 0.28 97.90 92.90 96.00 0.08
常氧 0.14 0.10 0.48 98.90 95.50 99.00 0.09

2.2   生理性低氧优化两种间充质干细胞的贴壁效率   使用结

晶紫染色后，细胞集落将呈紫色。两种细胞低氧组集落数量

均多于常氧组，且差异有显著性意义 ( 脐带间充质干细胞：

P=0.005；经血源性间充质干细胞：P=0.001)，说明低氧处理

可以提高两种间充质干细胞的贴壁效率，见表 2。倒置相差

显微镜观察集落中的细胞数量，发现低氧组细胞数量明显多

于常氧组，印证了低氧可以促进两种间充质干细胞的增殖，

见图 2。
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2.4   生理性低氧对细胞凋亡的影响   Q2 代表晚期凋亡细胞，

Q3 代表早期凋亡细胞，Q4 代表活细胞，见图 4。脐带间充

质干细胞常氧组和低氧组晚期凋亡细胞和早期凋亡细胞差异

无显著性意义 (P > 0.05)；经血源性间充质干细胞常氧组和低

氧组凋亡率差异无显著性意义 (P > 0.05)。

表 2 ｜低氧和常氧条件下两种间充质干细胞的贴壁集落数        (x-±s，n=6)
Table 2 ｜ Colony forming unit of two kinds of mesenchymal stem cells 
under hypoxia and normoxia

细胞 低氧 常氧

脐带间充质干细胞 13.667±4.607a 5.833±1.675
经血源性间充质干细胞 67.000±8.386a 43.333±5.467

表注：与常氧组比较，
aP < 0.01

2.3   生理性低氧促进两种间充质干细胞增殖   根据实验结果

绘制生长曲线，见图 3，在前 4 d，细胞生长处于潜伏期的

时候，低氧对细胞增殖无明显影响，第 5 天开始，细胞生长

进入对数生长期，常氧组和低氧组细胞数量开始出现差距，

第 6 天，两组之间出现显著性差异 ( 脐带间充质干细胞：P < 
0.001；经血源性间充质干细胞：P < 0.01)，一直持续到第 8
天 ( 脐带间充质干细胞：P < 0.001；经血源性间充质干细胞：

P < 0.001)，说明生理性低氧对两种间充质干细胞的生长均有

促进作用。由表 3 可得，两种间充质干细胞经低氧处理后，

低氧组的群体倍增时间均显著小于常氧组，说明生理性低氧

可以促进两种细胞增殖。此外，低氧处理后，脐带间充质干

细胞群体倍增时间的缩减率约为 23%，而经血源性间充质干

细胞约为 28%，说明相对于脐带间充质干细胞，低氧对经血

源性间充质干细胞的群体倍增时间影响更大，对其促增殖作

用更强。

表3 ｜低氧和常氧条件下两种间充质干细胞的群体倍增时间 (x-±s，n=3，d)
Table 3 ｜ Population doubling time of two kinds of mesenchymal stem 
cells under hypoxia and normoxia

细胞 低氧 常氧

脐带间充质干细胞 1.602±0.010b 2.075±0.030
经血源性间充质干细胞 2.378±0.098a 3.300±0.373

表注：与常氧组比较，
aP < 0.05，bP < 0.001图注：图A，B分别为脐带间充质干细胞低氧组、常氧组结晶紫染色图；C，

D 分别为脐带间充质干细胞低氧组、常氧组细胞集落图；E，F 为经血源

性间充质干细胞低氧组、常氧组结晶紫染色图；G，H 为经血源性间充

质干细胞低氧组、常氧组细胞集落图

图 2 ｜低氧和常氧条件下两种间充质干细胞的贴壁情况 (×50)
Figure 2 ｜ Adherence of two kinds of mesenchymal stem cells under 
hypoxia and normoxia (×50)
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图注：图 A 为脐带间充质干细胞生长曲线；B 为经血源性间充质干细胞

生长曲线。与常氧组比较， aP < 0.01，bP < 0.001
图 3 ｜低氧和常氧条件下两种间充质干细胞的生长曲线

Figure 3 ｜ Growth curves of two kinds of mesenchymal stem cells under 
hypoxia and normoxia
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图 4 ｜低氧和常氧条件下两种间充质干细胞的凋亡情况

Figure 4 ｜ Apoptosis of two kinds of mesenchymal stem cells under 
hypoxia and normoxia
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图 1 ｜低氧和常氧条件下两种间充质干细胞的表面标志物

Figure 1 ｜ Surface markers of two kinds of mesenchymal stem cells under hypoxia and normoxia

A

B

100    101      102     103     104  105 

PE-A

200

150

100

50

0

Co
un

t

CD14
0.026

100    101      102     103     104  105 

PE-A

200

150

100

50

0

Co
un

t

CD34
0.027

100    101      102     103     104  105 

PE-A

150

100

50

0

Co
un

t

CD45
0.48

99.5100.0100.0 CD73
97.9

2.09

100    101      102     103     104  105 

PE-A

150

100

50

0

Co
un

t

100    101      102     103     104  105 

PE-A

150

100

50

0

Co
un

t

CD90
92.9

7.09
CD105
96.0

3.98
HLA-DR
0.082

99.9

100    101      102     103     104  105 

APC-A

150

100

50

0

Co
un

t

100    101      102     103     104  105 

PE-A

200

150

100

50

0

Co
un

t

HLA-DR
0.31

99.7

100    101      102     103     104  105 

PE-A

300

200

100

0

Co
un

t

CD105
98.1

1.89

100    101      102     103     104  105 

APC-A

250

200

150

100

50

0

Co
un

t

CD90
1000

100    101      102     103     104  105 

PE-A

300

200

100

0

Co
un

t

CD73
91.0

8.97

100    101      102     103     104  105 

PE-A

200

150

100

50

0

Co
un

t

CD45
0.3099.7

100    101      102     103     104  105 

PE-A

300

200

100

0

Co
un

t

CD34
1.0898.9

100    101      102     103     104  105 

PE-A

300

200

100

0

Co
un

t

CD14
0.2599.7

100    101      102     103     104  105 

PE-A

300

200

100

0

Co
un

t



Chinese Journal of Tissue Engineering Research｜Vol 26｜No.30｜October 2022｜4823

中国组织工程研究  
Chinese Journal of Tissue Engineering Research www.CJTER.com

研究原著

图注：图 A，B 分别为脐带间充质干细胞培养基中葡萄糖、乳酸水平；C，
D 分别为经血源性间充质干细胞培养基中葡萄糖、乳酸水平。

aP < 0.05，
bP < 0.01，cP < 0.001
图 6 ｜低氧和常氧条件下两种间充质干细胞培养基中葡萄糖、乳酸水平

Figure 6 ｜ Glucose and lactate concentrations of two kinds of 
mesenchymal stem cells under hypoxia and normoxia
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图注：图 A，B 分别为脐带间充质干细胞低氧组、常氧组 24 孔板 β- 半

乳糖苷酶染色；C，D 分别为倒置显微镜下脐带间充质干细胞低氧组、

常氧组染色结果，箭头所示为染色的衰老细胞；E，F 为经血源性间充质

干细胞低氧组、常氧组 24 孔板 β- 半乳糖苷酶染色；G，H 为倒置显微

镜下经血源性间充质干细胞低氧组、常氧组染色结果，箭头所示为染色

的衰老细胞；I 为细胞衰老染色定量分析结果，
aP < 0.05

图 5 ｜低氧和常氧条件下两种间充质干细胞 β- 半乳糖苷酶染色 (×100)
Figure 5 ｜ Results from β-galactosidase staining of two kinds of 
mesenchymal stem cells under hypoxia and normoxia (×100)
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图注：图中 A，B 分别为脐带间充质干细胞低氧组、常氧组成骨分化茜素

红染色；C 为脐带间充质干细胞成骨分化半定量分析结果；D，E 分别为

经血源性间充质干细胞低氧组、常氧组成骨分化茜素红染色；F 为经血源

性间充质干细胞成骨分化半定量分析结果。
aP < 0.05，bP < 0.01，cP < 0.001

图 7 ｜低氧和常氧条件下两种间充质干细胞成骨分化茜素红染色 (×100)
Figure 7 ｜ Alizarin red staining of two kinds of mesenchymal stem cells 
under hypoxia and normoxia (×100)
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图注：图 A，B 分别为脐带间充质干细胞低氧组、常氧组成脂分化油红

O 染色，箭头所示为染色的油滴；C 为脐带间充质干细胞成脂分化半定

量分析结果；D，E 分别为经血源性间充质干细胞低氧组、常氧组成脂

分化油红 O 染色，箭头所示为染色的油滴；F 为经血源性间充质干细胞

成脂分化半定量分析结果。
aP < 0.05，bP < 0.001

图 8 ｜低氧和常氧条件下两种间充质干细胞成脂分化油红 O 染色 (×400)
Figure 8 ｜ Oil red O staining of two kinds of mesenchymal stem cells 
under hypoxia and normoxia (×400)
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2.5   生理性低氧对经血源性间充质干细胞产生抗衰老作用   
通过 β- 半乳糖苷酶染色法，衰老细胞呈蓝色。脐带间充质

干细胞常氧组和低氧组衰老细胞数量均不多，两组之间无明

显差异，见图 5A-D。经血源性间充质干细胞低氧组 24 孔板

的蓝色明显浅于常氧组，见图 5E，F，倒置显微镜下低氧组

的蓝色细胞明显少于常氧组，见图 5G，H，定量分析发现低

氧组和常氧组染色比率存在显著性差异，见图 5I，说明生理

性低氧对经血源性间充质干细胞能产生抗细胞衰老的作用。

2.6   生理性低氧促进两种间充质干细胞代谢   由图 6 可见，

随着培养时间增加，培养基中葡萄糖水平逐渐减少，乳酸水

平逐渐增加。第 2 天时，两种细胞低氧组和常氧组的葡萄糖、

乳酸水平差异均无显著性意义 (P > 0.05)。脐带间充质干细

胞常氧组和低氧组葡萄糖水平第 8 天差异有显著性意义 (P <  
0.01)，乳酸水平在第 5 天和第 8 天差异均有显著性意义 ( 第
5 天：P < 0.05；第 8 天：P < 0.05)，说明低氧可以促进脐带

间充质干细胞代谢。经血源性间充质干细胞低氧组在第 8 天

时生成更多的乳酸 (P < 0.01)，而常氧组和低氧组的葡萄糖水

平无差别 (P > 0.05)。两种细胞的生长曲线在前 4 d 内低氧组

和常氧组无明显差距，第 5 天开始出现差距并在第 8 天差距

达到最大，两种细胞的代谢结果与生长曲线的趋势相吻合。

2.7   生理性低氧对成骨、成脂分化的影响

2.7.1   成骨分化   细胞成骨诱导分化后出现钙结节，钙结节经

茜素红染色呈红色。脐带间充质干细胞和经血源性间充质干细

胞添加成骨分化培养基诱导之后，茜素红染色均可见明显的钙

结节沉积，见图 7。成骨分化半定量分析结果显示，未诱导对

照组和诱导分化组的吸光度值差异有显著性意义，说明两种间

充质干细胞均成功诱导分化为成骨细胞，见图 7C，F。经血源

性间充质干细胞低氧组的吸光度值高于常氧组 (P < 0.01)，说明

低氧可以提高经血源性间充质干细胞的成骨分化能力。

2.7.2   成脂分化   成脂诱导分化后细胞出现油滴，经油红 O
染色呈红色。脐带间充质干细胞和经血源性间充质干细胞添

加成脂诱导培养基培养后，可见红色油滴形成，见图 8，成

脂分化半定量分析结果显示未诱导对照组和诱导分化组的吸

光度值差异有显著性意义，说明脐带间充质干细胞和经血源

性间充质干细胞均成功诱导分化为成脂细胞，见图 8C，F。
根据半定量分析结果，脐带间充质干细胞低氧组和常氧组吸

光度值差异有显著性意义 (P < 0.05)，说明生理性低氧可以增

强脐带间充质干细胞的成脂分化能力。
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3   讨论   Discussion
间充质干细胞因其良好的分化潜能、丰富的获取来源、

可操作的体外培养方法，在再生医学上具有巨大的潜能
[16]
。

脐带间充质干细胞具有成本低、侵入性小、分离方便和免疫

原性低等优点
[17]
。在 2008 年，PATEL 等 [18]

从女性经血样品

中分离得到了间充质干细胞，将其命名为经血源性间充质干

细胞。经血源性间充质干细胞取材方式无侵入性，对捐献者

无损伤，并且可以从同一捐献者身上多次取材，是一种理想

的种子细胞。

传统的干细胞体外培养时，氧气体积分数通常保持在

20% 左右，但是正常人体的氧体积分数仅为 5% 左右
[12]
，所

以 5% 氧体积分数的生理性低氧可能更符合间充质干细胞的

生长需求。

研究发现低氧预处理可以改善人羊膜间充质干细胞的

生物学特性
[19]
，促进骨髓间充质干细胞对血管内皮迁移和成 

管
[20]
。有研究证实胰岛素样生长因子 1 过表达的骨髓间充质

干细胞在低氧条件下具有更高的增殖速率，并且可以修复缺

氧诱导的凋亡心肌细胞
[21]
。另有研究证实了 5% 的低氧可以

促进脂肪间充质干细胞的增殖和集落形成，并促进了碱性成

纤维细胞因子和血管内皮生长因子的分泌
[22]
。还有研究表明

在 5% 氧体积分数的生理性低氧条件下，共培养的人脐带血

管周细胞和脐带静脉内皮细胞体系中，人脐带血管周细胞增

殖能力变强
[23]
。但是目前尚未有研究探究低氧对经血源性间

充质干细胞的影响，也很少有研究比较低氧对不同来源间充

质干细胞生物学特性的影响是否存在差异。 
治疗组织损伤需要大量间充质干细胞的植入

[24]
，但是

现阶段间充质干细胞存在种子细胞数量不足，容易衰老的问

题，在应用上受到了一定的限制
[25]
。此次研究证实了低氧

可以促进脐带和经血来源间充质干细胞的增殖，还能促进两

种间充质干细胞集落形成，但是不改变其“干性”，CD14、
CD34、CD45 和 HLA-DR 仍然呈阴性表达，同时低氧处理后

CD73、CD90 和 CD105 依旧呈阳性表达。生理性低氧预处理

提高两种间充质干细胞的贴壁效率，在培养过程中确保有更

多的细胞可以贴壁生长，预示着生理性低氧处理可以扩大细

胞的产量，缓解因数量不足带来的限制。研究还证实了低氧

处理可以减缓经血源性间充质干细胞的衰老。CASCIARO 等
[26] 

研究发现低氧 ( 体积分数 1%) 可以延缓易衰竭的人羊水干细

胞衰老相关基因的表达。研究发现，经血源性间充质干细胞

在临床应用上具有巨大的潜能
[27]
，如对子宫内膜异位症和糖

尿病等疾病的治疗
[7]
，研究团队现阶段也发现经血源性间充

质干细胞具有分化成胰岛细胞的可能性，在治疗糖尿病方面

具有巨大的研究前景。但是，研究团队前期研究证实，随着

代数的增加，经血源性间充质干细胞中 β- 半乳糖苷酶阳性

细胞明显增加，第 10 代衰老细胞数量明显大于脐带间充质

干细胞
[15]
，这种易衰老的问题在一定程度上限制了经血源

性间充质干细胞的应用，但是少有探索改善经血源性间充质

干细胞衰老的研究。此次研究发现低氧处理可以作为抗经血

源性间充质干细胞老化的优化培养方法，对扩大经血源性间

充质干细胞的应用具有重大的意义。在代谢方面，生理性低

氧处理后，脐带和经血来源间充质干细胞的乳酸水平均发生

了显著性变化。FLORES 等
[28]

发现乳酸脱氢酶可以激活毛囊

干细胞，乳酸在激活毛囊干细胞增殖过程中发挥了重要的作

用。YE 等
[29]

则证实乳酸脱氢酶在低氧促进毛乳头细胞增殖

过程中发挥了作用，从而推测乳酸脱氢酶可能有望成为治疗

脱发的新靶点，这也提示生理性低氧促进脐带间充质干细胞

和经血来源间充质细胞增殖的机制可能与乳酸脱氢酶表达量

增加、乳酸生成量上升有关。现有研究证实了生理性低氧可

以促进代谢，为后期探究代谢机制在低氧改变间充质干细胞

生物学特性过程中是否发挥作用提供了表型上的支持，也有

望在此过程中发现一些可能的作用靶标。

尽管两种间充质干细胞处在相同代数下，经过了相同的

处理时间，但是两种细胞的生物学特性变化并不完全相同。

半定量分析结果显示生理性低氧促进经血源性间充质干细胞

成骨分化，促进脐带间充质干细胞成脂分化，但是对于脐带

间充质干细胞成骨分化和经血源性间充质干细胞成脂分化不

存在显著性影响。有研究显示体积分数为 3% 氧气会抑制骨

髓间充质干细胞成脂、成骨分化能力
[30]
。也有研究显示体积

分数为 2% 低氧培养骨髓间充质干细胞 2 周后对细胞进行诱

导分化，低氧条件下细胞表达成骨分化关键基因 RUNX2 显

著高于常氧组，但是表达的成脂分化关键基因 PPARg 则显著

低于常氧组，认为低氧促进间充质干细胞成骨分化而抑制成

脂分化
[31]
。在低氧影响脂肪间充质干细胞成脂分化的研究中

发现，当氧体积分数为 2% 时可以促进细胞成脂分化，但是

当氧体积分数调整至 5% 时，对脂肪间充质干细胞成脂分化

能力无显著性影响
[32]
，说明不同氧体积分数对不同来源间充

质干细胞生物学特性的影响可能是不同的。此次研究平行记

录生理性低氧对两种来源间充质干细胞生物学特性的影响，

研究发现虽然是相同的氧体积分数，但是两种细胞在衰老和

分化等特征上的改变并不相同，这些数据为后期优化不同来

源间充质干细胞的不同生物学特征的条件选择奠定了基础。

实验结果显示生理性低氧对减缓细胞凋亡的效果并不明

显，有研究证实体积分数为 5% 低氧预处理与姜黄素联合作

用可以显著提高骨髓间充质干细胞存活率，抑制 caspase-3
活化，并改善其线粒体功能，该过程与 PCG-1α/SIRT3/HIF-1α
信号通路有关

[33]
，这提示将生理性低氧与外源抗氧化剂相结

合可能进一步改善间充质干细胞的生物学特性，特别是在细

胞凋亡和氧化应激功能上可以获得进一步优化。

综上所述，体积分数为 5% 的生理性低氧可以促进脐带

和经血来源间充质干细胞的贴壁效率、增殖和细胞代谢，同

时相较于脐带间充质干细胞，低氧对经血源性间充质干细胞

的增殖作用和抗衰老作用更强，对于改善经血源性间充质干

细胞这种培养困难的种子细胞具有重大的意义，这也为研究

团队后期探究经血源性间充质干细胞治疗糖尿病提供了稳定

质量的细胞来源。
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