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含血清及无血清培养对间充质干细胞生物特征的影响1  
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摘  要：目的  研究含胎牛血清（FBS）培养基、无血清培养基（SFM）对不同扩增代次间充质干细胞（MSCs）生物特征的

影响。方法  制备人脐带间充质干细胞（hUC-MSCs）并进行表面标志物及三系分化鉴定；用含 10% FBS 的 DMEM/F-12 完

全培养基及 SFM（1～4）连续培养制备的 MSCs，取 P3/P5/P10/P15 代次，显微镜下观察形态，用细胞计数仪进行细胞直径

分析；计数并绘制生长曲线；实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测端粒酶逆转录酶（TERT）、p53、p21、p16、p53 上调凋亡

调控因子（PUMA）mRNA 表达；进行软琼脂成克隆能力分析、核型分析。结果  制备的 MSCs 经鉴定均符合要求；在含血

清培养条件下，MSCs 生长状态、大小和增殖能力相对稳定；SFM 培养下，MSCs 生长状态、大小和增殖能力差别较大，前

期增殖速度快，细胞形态更小更细长，后期增殖速度明显降低；端粒酶检测结果显示，在含血清培养下 MSCs 中 TERT 的

mRNA 表达相对稳定，与同代次 FBS 培养条件比较，P3、P5 代中各 SFM 培养条件下 TERT 的表达量均显著升高（P＜0.01、

0.001）；P10 代中 SFM-3、SFM-4，P15 代中 SFM-4 培养条件下 TERT 的表达量均显著升高（P＜0.05、0.01）；软琼脂克隆检

测结果显示，血清/SFM-2/3/4 培养的不同代次 MSCs 均无阳性克隆形成，SFM-1 培养的 P5 代 MSCs 在每孔 300、600 个铺

板条件下，有阳性克隆形成；与含血清培养条件相比，无血清培养下，p53、p21、p16、PUMA 在 P10 代均发生显著性增高

（P＜0.001）；但各条件 MSCs 的核型中均未发现染色体异常或畸变，表明核型均是稳定的。结论  传统含血清培养的 MSCs

生长更稳定，安全性高，提示细胞研发机构的 MSCs 如果涉及无血清培养，要做好工艺稳定性、安全性及有效性验证，以保

证细胞质量。 
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Abstract: Objective  The effects of fetal bovine serum (FBS)-containing medium and serum-free medium (SFM) on the biological 

characteristics of mesenchymal stem cells (MSCs) at different passages were investigated. Methods  Human umbilical cord 

mesenchymal stem cells (hUC-MSCs) were prepared and identified for surface markers and tri-lineage differentiation. MSCs were 

continuously cultured in DMEM/F-12 complete medium containing 10% FBS and SFM (1-4). Cells at passages P3/P5/P10/P15 were 

taken for microscopic observation of morphology, cell diameter analysis with a cell counter, cell counting and growth curve drawing. 

The mRNA expression of telomerase reverse transcriptase (TERT), p53, p21, p16, and p53 upregulated modulator of apoptosis (PUMA) 
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was detected by real-time fluorescence quantitative PCR (qRT-PCR). Soft agar colony formation ability and karyotype analysis were 

performed. Results  The prepared MSCs met the requirements after identification. Under serum-containing culture conditions, the 

growth state, size and proliferation ability of MSCs were relatively stable. Under SFM culture conditions, the growth state, size and 

proliferation ability of MSCs varied greatly. The proliferation rate was faster in the early stage, and the cell morphology was smaller 

and more slender. The proliferation rate decreased significantly in the later stage. Telomerase detection results showed that the mRNA 

expression of TERT in MSCs under serum-containing culture conditions was relatively stable. Compared with the FBS culture 

conditions of the same passage, the expression of TERT in SFM-1, SFM-2, SFM-3, and SFM-4 culture conditions at P3 and P5 passages 

was significantly increased (P < 0.01, 0.001). At P10 passage, the expression of TERT in SFM-3 and SFM-4 culture conditions was 

significantly increased (P < 0.05, 0.01). At P15 passage, the expression of TERT in SFM-4 culture conditions was significantly 

increased (P < 0.01). Soft agar colony formation detection results showed that no positive colonies were formed in different passages 

of MSCs cultured in serum/SFM-2/3/4. In P5 passage MSCs cultured in SFM-1, positive colonies were formed when 300 and 600 cells 

were seeded per well. Compared with serum-containing culture conditions, the expression of p53, p21, p16, and PUMA in P10 passage 

MSCs under serum-free culture conditions was significantly increased (P < 0.001). However, no chromosomal abnormalities or 

aberrations were found in the karyotypes of MSCs under all conditions, indicating that the karyotypes were stable. Conclusions  

Traditional serum-containing culture of MSCs has more stable growth and higher safety. It is suggested that if MSCs from cell research 

institutions involve serum-free culture, the stability, safety and effectiveness of the process should be verified to ensure cell quality. 

Key words: mesenchymal stem cells; serum culture-medium; serum-free medium; biological characteristics; safety 

 

人脐带间充质干细胞（hUC-MSCs）是从新生

儿脐带华通氏胶分离提取的一种间充质干细胞

（MSCs）[1-2]，除了具有分化为不同细胞类型的多

系潜能外，还可以发挥免疫调节和组织再生作用。

MSCs 移植已被广泛应用于各种疾病的治疗，如膝

骨关节炎、心血管疾病、神经退行性疾病、肝脏功

能异常和免疫相关疾病。 

大量的临床研究证明，若细胞制造过程得到充

分控制，MSCs 具有良好的安全性和有效性；而培

养工艺是细胞制造过程的关键因素，可引起细胞生

物学特性改变[3]。MSCs 在多个层面具有异质性，涉

及培养工艺的主要为培养条件和扩增代次。为了进

一步明确培养工艺对 MSCs 生物特性的影响，本课

题组通过体外手段，研究了不同培养基[含胎牛血清

（FBS）、无血清培养基（SFM）]、不同扩增代次

（P3/P5/P10/P15）对细胞生物特性的影响。 

1  材料 

1.1  主要试剂 

脐带均由天津第一中心医院提供，产妇对脐带

处理均签订知情同意书，获得天津第一中心医院医

学伦理委员会批准，伦理会批件编号 2020N222KY。 

HeLa 细胞，采购自中国科学院典型培养物保

藏委员会细胞库。 

DMEM/F12 Basic 培 养 基 （ 货 号

C11330500BT）、D-MEM/F-12Basic 培养基粉末（（货

号 12500-062）、TrypLETM 酶、FBS、磷酸盐缓冲液

（PBS）、双抗、DEPC 水、RNA 提取试剂盒（（Gibco

公司）；4 种不同的 SFM-1～4 为 MSCs 产品研发机

构常用的商品化 SFM，品牌涉及友康生物科技（（北

京）股份有限公司、STEMCELL 公司和 Thermo 公

司。培养瓶、离心管、冻存管、移液管、细胞培养

板（（Corning 公司）；人 MSCs 表面标记检测试剂盒

（义翘神州公司）；Agar（（Diamond 公司）；氯化硝

基四氮唑蓝（（NBT）（Aladdin 公司）；MSCs 诱导成

脂、成骨、成软骨试剂盒（BI 公司）；Fast Start 

Universal SYBR Green Master（Rox）、逆转录试剂

盒（Roche 公司）。 

1.2  主要仪器 

AC2-4S8-CN 生物安全柜、CCL-170B-8 二氧化

碳培养箱（（ESCO 公司）；CKX41 倒置相差显微镜、

IX73 倒置荧光显微镜（OLYMPUS 公司）；IC1000

全自动细胞计数仪（（Countstar 公司）；FACSCelesta

流式细胞仪（BD 公司）；Sorvall ST4R Plus 台式低

速冷冻离心机、Sorvall Legend Micro 17R 台式高速

离心机、905GP 超低温冰箱（Thermo 公司）；

LightCycler 480 Ⅱ荧光定量 PCR 仪（罗氏公司）。 

2  方法 

2.1  MSCs 的分离培养及鉴定 

2.1.1  hUC-MSCs 的分离培养  将脐带组织切成

1 mm×1 mm×1 mm 大小的组织块，贴于 T75 培养

瓶，用 DMEM/F-12 培养液培养，倒置显微镜下观

察并拍照，当细胞达 50%融合率时，进行传代培养，
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计为第 1 代细胞。 

2.1.2  细胞鉴定  按照检测试剂盒说明书操作，以

TrypLETM酶消化收集 P2 代 MSCs，PBS 洗涤 3 次，

分装成每管 5×105个细胞，每种抗体加入 20 μL，轻

轻混匀细胞，4 ℃避光孵育 20 min，用染色缓冲液

洗涤细胞 2 次，用 500 μL 染色液重悬细胞，流式细

胞仪检测分析 CD73、CD90、CD105、CD14、CD34、

CD45、CD79α、HLA-DR 水平。 

2.1.3  三系分化鉴定  以 TrypLE™酶消化收集 P2

代 MSCs，用培养基调整细胞至 5×105 个·mL−1，铺

至培养板，隔天更换成骨、成脂、成软骨细胞诱导

培养基，以后隔天换液，于 37 ℃、5% CO2细胞培

养箱中连续培养，21 d 后分别进行茜素红、油红 O、

阿利辛蓝染色后拍照。 

2.2  MSCs 的生长状态及大小观察 

取分离到的 P2 代 MSCs，分别用含 10% FBS

的 DMEM/F-12 完全培养基及 SFM-1～4 连续培养。

取 P3/P5/P10/P15 代次的 MSCs 细胞，用显微镜拍

摄生长状态，当培养瓶内细胞融合率达到 85%～

90%，用 TrypLETM 酶消化，获得细胞悬液，用细胞

计数仪进行细胞直径分析。 

2.3  MSCs 的增殖能力分析 

取 P3/P5/P10/P15 代次的 MSCs 细胞，铺板于

12 孔板内，每孔 4×104 个，分别在培养 1、2、3、

4、8 d 用 TrypLETM 酶消化细胞并计数，根据计数

结果绘制增殖曲线，进行增殖能力分析。 

2.4  MSCs 的端粒酶活性检测 

取 HeLa 细胞及用含 10% FBS 的 DMEM/F-12

完全培养基及 SFM-1～4 培养的、P3/P5/P10/P15 代

次的 MSCs 细胞，用 TRIzol 溶液提取对数生长期细

胞的 mRNA，实时荧光定量 PCR（（qRT-PCR）检测

端粒酶逆转录酶（（TERT）及内参基因（（GAPDH）的

mRNA 表达；反应条件为 95 ℃预变性 10 min，

95 ℃变性 15 s，60 ℃退火 1 min，40 个循环，

60～95 ℃熔解曲线分析。引物信息见表 1。将

HeLa 细胞的 TERT/GAPDH 的相对表达量归一化

为 1.0，比较不同条件下培养的 MSCs 的 TERT 的

相对表达水平。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primers sequence 

引物名称 正向引物（5’→3’） 反向引物（5’→3’） 

TERT GCCGATTGTGAACATGGACTACG GCTCGTAGTTGAGCACGCTGAA 

P21 AGGTGGACCTGGAGACTCTCAG TCCTCTTGGAGAAGATCAGCCG 

P53 CCTCAGCATCTTATCCGAGTGG TGGATGGTGGTACAGTCAGAGC 

p16 CTCGTGCTGATGCTACTGAGGA GGTCGGCGCAGTTGGGCTCC 

PUMA ACGACCTCAACGCACAGTACGA CCTAATTGGGCTCCATCTCGGG 

GAPDH GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA 

2.5  MSCs 的软琼脂成克隆能力分析 

将 HeLa 细胞及用含 10% FBS 的 DMEM/F-12

完全培养基及 SFM-1～4 培养的、P3/P5/P10/P15 代

次的 MSCs 铺板于 6 孔盘，开展软琼脂克隆能力分

析，阴性对照组为溶剂对照。6 孔板接种细胞数分

别为每孔 300、500、1 000、2 000、5 000 个。过程

为：细胞准备、6 孔板铺下胶、铺上胶、补液（（连续

培养 21 d）、NBT 染色和克隆形成观察。孔板置于

显微镜下观察，每组在镜下相对固定位置选择 4 个

视野拍照，标记视野中每个克隆的面积。细胞克隆

采用显微镜拍照、计数，用 OLYMPUS 荧光显微镜

图像处理软件计算每一个细胞克隆的面积，克隆面

积≥1 000 μm2 视为阳性克隆[4]。 

2.6  MSCs 的核型分析 

将 HeLa 细胞及用含 10% FBS 的 DMEM/F-12

完全培养基及 SFM-1～4 培养的、P3/P5/P10/P15 代

次的 MSCs 用培养基调整细胞至 5×105 个·mL−1，

铺板于培养瓶，放置 37 ℃、5% CO2 培养箱培养

48 h 后，加入质量浓度为 40 μg·mL−1 的秋水仙素，

2 h 后常规制片、吉姆萨染色，最后使用染色体全自

动扫描仪进行扫描、分析。 

2.7  MSCs 的衰老及凋亡相关基因检测 

细胞培养及 mRNA 提取操作同“2.4”项，

qRT-PCR 检测 p53、p21、p16、p53 上调凋亡调控

因子（PUMA）及内参基因（GAPDH）的 mRNA

表达。计算目标基因相较内参基因的相对表达量。

将 P3-MSCs-FBS 的（ p53/p21/p16/PUMA ）与

GAPDH 的相对表达量归一化为 1.0，比较不同条

件下培养的 MSCs 的待测基因的相对表达水平。

引物序列见表 1。 
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2.8  数据处理 

数据均采用 x s 表示，使用 SPSS 21.0 软件分

析，采用配对 t 检验， 

3  结果 

3.1  MSCs 的分离及鉴定 

采用组织贴壁法原代培养，可见成纤维状细胞

群落生长，见图 1-A，传代后，贴壁细胞均贴壁生

长，形态均一，呈纺锤状，见图 1-B。 

P2 代的 MSCs 细胞，CD73、CD90、CD105 均

为阳性表达，CD14、CD34、CD45、CD19α、HLA-

DR 均为阴性表达，结果见表 2，判定培养的细胞为

MSCs。 

如图 2 所示，P2 代的 MSCs 在成骨诱导液中

逐渐变成不规则多边形，部分区域细胞聚集生长，

21 d 进行茜素红染色后在原细胞密集区可见红色钙

结节；在成脂细胞诱导液中逐渐变成短梭形，21 d

进行油红 O 染色后在细胞质中充满红色脂滴；在成

软骨细胞诱导液中逐渐聚拢成球形，21 d 进行阿利

辛蓝染色后在原细胞密集区可见蓝色软骨球。判定

MSCs 具有三系分化能立，培养的细胞为 MSCs。 

 
A-原代培养 8 d；B-传代培养 48 h。 

A-primary cultured cells for 8 d; B-cells subculture for 48 h. 

图 1  hUC-MSCs 镜下观察图 (倒置显微镜，×40) 

Fig. 1  Microscopic observation of human umbilical cord 

mesenchymal stem cells (inverted microscope, ×40) 

表 2  流式检测结果 

Table 2  Flow identification 

表面标志物 占比/% 

CD73 99.6 

CD90 99.9 

CD105 100.0 

CD14/CD34/CD45/CD79α/HLA-DR 0.1 

3.2  MSCs 的生长状态及大小分析 

不 同培 养条 件下 ，用显 微镜 拍摄 得到

P3/P5/P10/P15 代的 MSCs 状态，见图 3。其中，A～

E 是 MSCs 铺板 24 h 后的细胞状态，F 是 P3 和 P15 

代的 MSCs 长满的状态。不同培养条件下，不同组 

 
从上到下放大倍数依次为：×100，×200，×100/40 

Magnification from top to bottom is: ×100, ×200, ×100/40 

图 2  MSCs 的诱导分化能力鉴定 

Fig. 2  Identification of MSCs ability to induce 

differentiation 

别 MSCs 的直径结果见图 4-A。血清培养条件下，

细胞生长状态相对稳定，形态、大小稳定；SFM 培

养下，细胞形态和大小差别较大，P15 代的细胞形

态均出现衰老细胞的典型形态（（大而扁平）。血清培

养条件下，细胞直径在 18.2～19.3 μm；SFM 培养

条件下，SFM-1 的 P3 的细胞直径最小，细胞直径

在 16.7～20.6 μm。 

3.3  MSCs 的增殖能力分析 

不同培养条件下 MSCs 的生长曲线见图 4-B～

F，联合细胞的生长状态（图 3）、细胞直径进行匹

配性分析，在血清培养条件下，细胞生长状态、大

小和增殖能力相对稳定；SFM 培养下，差别较大，

前期增殖速度快，细胞形态更小更细长，后期增殖

速度明显降低。 

3.4  MSCs 的端粒酶活性检测 

TERT 是端粒酶活性的限速决定因子，为 RNA

依赖的 DNA 聚合酶，在维持细胞永生化中起重要

作用[5]。TERT 的 mRNA 表达是判断细胞致瘤性的 

 

 

分化成骨 

 

分化成脂 

分化成软骨 
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A～E-MSCs 铺板 24 h 后的细胞状态；F-P3 和 P15 代的 MSCs 长满的状态。 

A—E-cell states of MSCs after 24 h of plate laying; F-state of full growth of MSCs in P3 and P15 generations. 

图 3  不同条件、不同代次 MSCs 的形态 (×40) 

Fig. 3  Growth state of MSCs in different conditions and different generations (×40) 

 

图 4  不同条件、不同代次 MSCs 的直径（A）、生长曲线（B～F）对比 

Fig. 4  Comparison of diameter (A), growth curve (B—F) of MSCs under different conditions and different generations 
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指标之一[6]。对不同细胞 cDNA 中 TERT 进行分析，

结果见图 5，MSCs 均具有一定 TERT 的 mRNA 表

达，以维持细胞的自我更新能力；在血清培养下

MSCs 中 TERT 的 mRNA 表达相对稳定，随着细胞

传代扩增，呈现先增高后降低的趋势，在 P10 表达

最高；SFM 培养下不同代次之间 MSCs 中 TERT 的

表达量差异明显，与同代次 FBS 培养条件比较，P3、

P5 代中各 SFM 培养条件下 TERT 的表达量均显著

升高（（P＜0.01、0.001）；P10 代中 SFM-3、SFM-4，

P15 代中 SFM-4 培养条件下 TERT 的表达量均显著

升高（（P＜0.05、0.01）。P5-MSCs-SFM-1 中 TERT 的

相对表达量最高，是 HeLa 细胞的 1.74 倍。 

 
与 FBS 培养的相同代次比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs same generation cultured by FBS. 

图 5  不同培养条件下 MSCs 中 TERT 的 mRNA 相对表达量 

Fig. 5  Relative expression of TERT in MSCs under different culture conditions 

3.5  MSCs 克隆形成能力分析 

锚定非依赖性生长是转化细胞独立于固体表

面生长的能力，细胞在琼脂内非锚定性生长是恶性

肿瘤细胞的重要特性之一，软琼脂克隆形成实验是

研究体外研究细胞恶性转化的金标准[7]。 

分别对不同细胞的克隆形成面积进行分析，通

过软琼脂克隆实验的结果可以看出，阴性对照组

（溶剂对照）无克隆形成，阳性对照组 HeLa 具有

成克隆的特性。统计结果见图 6，代表性染色图像

见图 7。结果显示，血清培养/SFM-2/3/4 培养的不

同代次 MSCs 在不同铺板浓度下，均无阳性克隆形

成；SFM-1 培养的 P5 代的 MSCs 在 300 和 600 每

孔铺板条件下，有阳性克隆形成，克隆计数分别为

2、7 个，平均面积为 1 311、1 169.5 μm2。SFM-4 培

养的 MSCs 虽无阳性克隆的形成，但均有较多较大

面积的克隆形成，面积在 500～1 000 μm2。 

3.6  MSCs 核型分析 

参考正常中国人体细胞的 G 显带带型标准，染

色体数量应为 46XX 或 46XY，染色体结构无缺失、

重复、倒位、异位。结果显示，各条件 MSCs 细胞

的核型中均未发现明显的结构染色体异常或畸变，

表明其核型是稳定的。代表性核型分析结果见图 8。 

3.7  MSCs 衰老及凋亡基因检测分析 

细胞衰老能够阻止含有受损 DNA 的细胞复

制，是一种重要的抗肿瘤功能。衰老通常由损伤性

刺激引起，包括端粒缩短（复制衰老）、DNA 损伤

（DNA 损伤诱导衰老）和致癌信号转导（（癌基因诱

导衰老）[8-9]。稳定的细胞周期停滞是衰老的一个定

义性特征。p53、p21、p16 是公认的细胞衰老标志，

经常在衰老细胞中积累，以建立和维持衰老相关的

生长停滞[10-11]。PUMA 是受 p53 调控的促凋亡因

子，可调节衰老细胞的凋亡[12]。 

图 9 结果显示，无论是血清培养还是 SFM 培

养，随着细胞扩增，衰老因子及促凋亡因子表达均有

不同程度的升高。与含血清培养的 P3 相比，含血清

培养条件下，p53、p21、p16、PUMA 在 P15 代均 
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图 6  不同细胞在软琼脂中形成克隆面积 

Fig. 6  Clone areas of different cells forming clones in soft agar 

 

图 7  不同细胞在软琼脂中形成克隆的代表性图像 

Fig. 7  Representative image of different cells forming clones in soft agar 

显著性增高（（P＜0.001）；与血清培养的相应代次相

比，SFM 培养下，p53、p21、p16、PUMA 在 P10 代

均发生显著性增高（（P＜0.001）。结果表明，含血清

培养的 MSCs 更稳定。 

4  讨论 

MSCs 生产工艺一般包括：供者组织获取、细



第 48 卷第 6 期  2025 年 6 月     Drug Evaluation Research    Vol. 48 No. 6  June 2025  

     

·1514· 

 

P15-FBS                  P15-SFM-1                  P150-SFM-4 

上面为 G 带分析图，下面为自然分布图。 

The above is the G-band analysis diagram, and the below is the natural distribution diagram. 

图 8  MSCs 的核型分析代表性结果 

Fig. 8  Representative results of karyotype analysis of MSCs 

 
与 P3 代比较：###P＜0.001；与 FBS 培养的相同代次比较：***P＜0.001。 

###P < 0.001 vs P3；***P < 0.01 vs same generation cultured by FBS. 

图 9  不同培养条件下 MSCs 的衰老相关基因的相对表达量 

Fig. 9  Relative expression levels of aging-related genes in MSCs under different culture conditions 

胞分离、细胞扩增培养和细胞冻存等步骤，经过系

统的工艺开发、验证，形成标准操作规程。细胞传

代次数、细胞培养添加物等工艺参数均影响着

MSCs 产品的质量。控制 MSCs 安全有效的关键是

有一个定义明确和充分控制的生产工艺[13]。 

含 FBS 的培养基是 MSCs 前期研究中最常用
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的培养基，MSCs 安全性和有效性的资料大都是在

此培养条件下得到的。在 MSCs 临床转化或药物开

发过程中，许多国内外干细胞研发机构在进行培养

基的更新选择。虽然无血清培养在很大程度上避免

了含血清培养的缺陷，但近年来，陆续发现某些

SFM 可促使 MSCs 出现软琼脂克隆形成阳性，提示

其致瘤性风险可能有所增大[4]。SFM 常会添加多种

促进细胞增殖的细胞生长因子，据文献报道[4]，一

般表皮生长因子（（EGF）、碱性成纤维细胞生长因子

（bFGF）和血小板源性生长因子（（PDGF-BB）是主

要添加成分。其中，bFGF、PDGF 均可促使二倍体

成纤维细胞发生锚定非依赖性生长，其中 PDGF-D

甚至促使成纤维细胞发生显著恶性转化。 

本研究中，细胞形态及增殖结果显示，在血清

培养条件下，细胞生长状态、大小和增殖能力相对

稳定；SFM 培养下，细胞生长状态、大小和增殖能

力差别较大，前期增殖速度快，细胞形态更小更细

长，后期增殖速度明显降低；端粒酶检测结果显示，

在血清培养下 MSC 中 TERT 的 mRNA 表达相对稳

定，在无血清培养下 MSCs 中 TERT 的表达量差异

明显，P5-MSC-SFM-1 中 TERT 的相对表达量最高，

是阳性 HeLa 细胞的 1.74 倍，较 P5-MSCs-FBS 发

生显著性增高；软琼脂克隆检测结果显示，血清

/SFM-2/3/4 培养的不同代次 MSCs 均无阳性克隆形

成；SFM-1 培养的 P5 代 MSCs 在每孔 300、600 个

铺板条件下，有阳性克隆形成；与血清培养条件相

比，无血清培养下，p53、p21、p16、PUMA 在 P10

代均发生显著性增高；但各条件 MSC 细胞的核型

中均未发现染色体异常或畸变，表明核型均是稳定

的。结果表明，与无血清培养相比，传统血清培养

的 MSCs 具有较高的生长稳定性和较高的生物安全

性，体外长期培养不增加致瘤性风险；市面在售的

SFM，虽然成分明确，无动物源过敏原，但存在生

长不稳定特点，且个别 SFM 可能存在一定的安全

风险。虽 MSCs 细胞的长期体外扩张会导致衰老，

P16、P21 表达升高来阻断细胞周期并维持生长停

滞，但仍然很难正式排除细胞转化的风险，因为脱

氧核糖核酸损伤被认为是肿瘤形成的一个中心过

程[9]。因此，对于 MSCs 细胞的生产工艺，需要通

过长期培养迫使细胞样本衰老，并对细胞的遗传和

增殖稳定性及安全性进行验证，以获得最佳且安全

的培养工艺。 

本研究结果提示，虽 SFM 在很大程度上避免

了含血清培养的缺陷，但目前仍存在一定的风险，

仍需引起细胞研发及生产机构的重视。细胞研发及

生产机构的 MSCs 生产工艺一要做好工艺稳定性、

生物安全性及有效性验证，以保证 MSCs 质量稳定、

有效且安全。 
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