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脂肪干细胞体外培养特性及成脂成软骨分化研究

章立群,刘摇 学,任英华,陈摇 沐

[摘要]目的:分析脂肪干细胞体外培养的特性和体外向成脂细胞和成软骨细胞分化的情况。 方法:采集成年兔腹部脂肪组

织,体外分离培养脂肪干细胞,并进行成脂细胞和成软骨细胞的体外诱导分化,采用油红 O 染色证明成脂细胞分化,域型胶原

免疫组织化学染色和 Alcian Blue 染色证明成软骨细胞分化。 结果:脂肪干细胞形态为菱形,细胞可稳定传代,各代次间无形

态上的差异。 经油红 O 染色发现,脂肪干细胞可形成阳性脂滴,表明具有成脂分化能力。 经域型胶原免疫组织化学染色和

Alcian Blue 染色后发现,脂肪干细胞可形成域型胶原和硫酸蛋白聚糖,表明具有成软骨分化能力。 结论:脂肪干细胞具有成脂

成软骨分化能力,可成为脂肪和软骨组织工程研究的种子细胞。
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Study on the properties,adipogenic and chondrogenic differentiation
of adipose鄄derived stem cells in vitro
ZHANG Li鄄qun,LIU Xue,REN Ying鄄hua,CHEN Mu

(Department of Stomatology,The Nanshan Hospital Affiliated to Guangdong Medical University,Shenzhen Guangdong 518052,China)

[Abstract] Objective:To analyze the properties,adipogenic and chondrogenic differentiation of adipose鄄derived stem cells in vitro.
Methods:The abdominal adipose tissue of rabbit was harvested. The adipose鄄derived stem cells were isolated and cultured,and induced
to adipogenic cells and cartilage cells in vitro. The adipogenic and chondrogenic differentiation of adipose鄄derived stem cells were
identified using the oil red O staining, and type 域 collagen immunohistochemical staining and Alcian Blue staining, respectively.
Results:The adipose鄄derived stem cell was prismatic cells,and could stably passage. There was not the morphology difference in each
generation cells. The results of oil red O staining found that the adipose鄄derived stem cells could form the positive lipid droplets,which
demonstrated that the cells had adipogenic differentiation ability. The type 域 collagen immunohistochemical staining and Alcian Blue
staining showed that the adipose鄄derived stem cells could secrete the type 域 collagen and sulfated proteoglycans,which demonstrated
that the cells had the chondrogenic differentiation ability. Conclusions: The adipose鄄derived stem cells have the adipogenic and
chondrogenic differentiation abilites which can become the seed cell of fat and cartilage tissue engineering.
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摇 摇 目前,在研究间充质干细胞的领域里,主要的对

象还是骨髓间充质干细胞,并已初步形成了分离和

培养的方法,但是大量培养骨髓间充质干细胞受到

了一定的限制。 尤其是在软骨组织工程研究中,因
骨髓间充质干细胞的分离和培养难度,限制了其成

为良好的组织工程种子细胞来源[1]。 所以,最近人

们将研究转向脂肪来源的干细胞( adipose derived
stem cells,ADSCs)的研究中,发现该细胞具有很强

的增殖和分化能力,也较容易分离与培养[2 - 4]。 在

临床研究中,ADSCs 在细胞移植及组织工程等方面

也有着广泛的应用前景[5 - 9]。 本研究对成年兔脂肪

组织来源的 ADSCs 进行培养并对其生物学特性及

成脂成软骨分化进行了分析。 现作报道。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物 摇 成年新西兰白兔体质量(3. 0 依
0. 4)kg,购自广东省实验动物中心。
1. 2摇 实验材料摇 DMEM 培养基及 FBS 胎牛血清购

自 Hyclone 公司,玉型胶原酶购自 Worthington 公司,
培养基诱导成分均购自 Sigma 公司,MTS 液购自

Promega 公司,兔抗人域型胶原多克隆抗体及即用

型 SABC 免 疫 组 织 化 学 染 色 试 剂 盒 均 购 自

TIANGEN 公司。
1. 3摇 方法摇
1. 3. 1摇 脂肪干细胞体外培养 摇 3% 戊巴比妥钠按

1 mL / kg全麻无菌条件下从兔一侧腹股沟取出约

8 mL脂肪组织置于无菌培养皿中。 首先,用 PBS 清

洗脂肪组织,反复清洗 5 遍,将脂肪组织剪成细小碎
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块,然后用 0. 075% 的玉型胶原酶消化脂肪组织,
37 益温箱里放置消化 1 h。 随后,用含 10% FBS 的

DMEM 稀释并中和消化酶活性,用筛网过滤掉未消

化组织,然后将过滤液离心,2 000 r / min,10 min,弃
掉上清液,用 PBS 重悬沉淀,再用 PBS 清洗 3 遍,最
后用含有双抗的 10% FBS DMEM 重悬后,接种到细

胞培养皿中。 在 37 益温箱中培养,期间每 2 d 换培

养液一次,待细胞生长到 85%时进行传代培养。
1. 3. 2摇 细胞生长曲线摇 分别收集第 2、4、8 代的细

胞,以 5 伊 103 个 /孔的密度将细胞接种于 96 孔板

中,24 h 后按固定时间每天取 3 个孔并加入 MTS 检

测液 20 滋L,在 37 益温箱中孵育 2 h 后,用酶标仪在

490 nm 处测量吸光度值。 以吸光度值为纵坐标,时
间为横坐标,绘制细胞的生长曲线。
1. 3. 3摇 成脂诱导分化摇 分离培养脂肪干细胞后,将
第一代细胞消化并将 5 伊 104 个细胞接种于细胞培

养皿中,在 37 益温箱中培养,24 h 后将培养液换成

成脂诱导培养液,期间每 3 d 换培养液一次,设置空

白对照组,继续用普通培养液培养,同样每 3 d 换一

次培养液。 第 2 周开始,每周收集细胞采用油红 O
染色来证明有无脂滴形成。 油红 O 染色具体步骤:
用甲醛 -钙溶液室温固定待测细胞 1 h,用 70% 乙

醇洗 1 遍,用 2% 油红 O 染液室温染色 15 min,用
70%乙醇分色,蒸馏水洗,最后伊红对比染色[10]。
1. 3. 4摇 成软骨诱导分化摇 分离培养脂肪干细胞后,
将第一代细胞消化并将 5 伊 104 个细胞接种于 96 孔

板中,在 37 益温箱中培养,24 h 后将培养液换成成

软骨诱导培养液,期间每 3 d 换培养液一次,设置空

白对照组,继续用普通培养液培养,同样每 3 天换一

次培养液。 第 3 周进行域型胶原免疫组织化学染色

和 Alcian Blue 染色来证明脂肪干细胞向成软骨细

胞分化,并分泌域型胶原和硫酸蛋白聚糖。 Alcian
Blue 染色步骤:首先进行细胞固定,然后用 1%
Alcian Blue 染液孵育 30 min,最后用 0. 1 mol / L HCL
(pH 1. 0)洗净[11]。 域型胶原免疫组织化学染色步

骤:首先进行细胞固定,蒸馏水洗,在 37 益温箱中用

软骨素酶 ABC 孵育 60 min,加 3%H2O2 甲醇去除内

源性过氧化氢酶的作用,蒸馏水洗 3 遍,加 BSA 室

温作用 30 min,加 1颐 100 稀释的兔抗人域型胶原多

克隆抗体,4 益过夜,然后按试剂盒说明依次加入二

抗、SABC 和 DAB 显色,苏木精对比染色[11]。

2摇 结果

2. 1摇 脂肪干细胞体外培养特性摇 刚从脂肪组织分

离培养的脂肪干细胞为透明圆球形,均匀漂浮于培

养液中,细胞间隙存在红细胞,但会随着后来的多次

换液逐步清除。 基本上 48 h 细胞均能贴壁完全,细
胞形态为菱形或多角形。 细胞增殖速度一般,直到

1 周后生长到培养皿底壁的 85% 左右,细胞形态大

部分为菱形,细胞聚集部位还具有一定的方向性

(见图 1)。 随后的实验发现,细胞可稳定传代,各代

次之间无形状上的差异。 本研究利用绘制生长曲线

对细胞增殖活性进行检测。 各代次细胞之间生长曲

线趋势相似,未出现明显的差异,细胞从第 2 天开始

快速生长,直到第 6 天达到生长顶峰,随后进入平稳

生长阶段(见图 2)。

2. 2摇 脂肪干细胞体外成脂分化结果摇 经油红 O 染

色后发现,脂肪干细胞经过诱导后会逐渐停止增殖,
细胞会逐渐变成圆形,直到第 4 天会出现脂滴,在第

2 周达到最高峰,整个细胞的 90%会被脂滴占据,细
胞核逐渐变小到消失。 第 4 周后细胞开始脱落漂浮

在培养液中,而对照组细胞均无上述现象发生。
2. 3摇 脂肪干细胞体外成软骨分化结果摇 经域型胶

原免疫组织化学染色和 Alcian Blue 染色后发现,脂
肪干细胞经过成软骨诱导后会逐渐形成聚集的细胞

团块,苏木精对比染色发现,细胞团块中央是密集的

被染成蓝色的细胞核,细胞团块周围是一群放射状

排列生长的细胞,经 2 种染色证明,团块中央还具有

域型胶原和硫酸蛋白聚糖,而对照组细胞均无上述

现象发生。
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3摇 讨论

摇 摇 脂肪作为机体中储存量最多的组织,其获取途

径较为简便,给受试对象带来的痛苦较少,不会带来

明显的不良反应。 ZUK 等[12] 在首次分离获得脂肪

干细胞后发现,该细胞不需要在培养液中加入特殊

的血清来维持培养,而目前使用最为广泛的骨髓干

细胞则需要加入特殊血清培养;同时,脂肪干细胞的

增殖和分化能力较强,在不同的诱导培养基下会分

化成多种不同细胞,这给今后组织工程研究领域带

来了强力的细胞种子来源[13 - 15]。 本研究根据最近

报道的分离与培养脂肪干细胞的方法,在经过优化

的基础上,成功地从成年兔的腹部脂肪组织分离出

了脂肪干细胞,并在体外进行传代和诱导分化研究。
本研究结果显示,分离培养的脂肪干细胞具有

稳定增殖的能力,可传代 10 代以上,且形态不发生

变化,增殖速度不变。 在分离细胞时,细胞间隙内残

存着红细胞等杂质,但在随后的换液及传代过程中

逐渐减少,最后几乎全部消失。 本研究还对分离出

的脂肪干细胞进行了成脂和成软骨细胞的诱导,结
果发现,脂肪干细胞的诱导结果均令人满意,这表

明,脂肪干细胞具有向多方向分化的能力。 在关节

炎发病机制的研究中可发现,骨组织再生与脂代谢

有关[16]。 还有研究[17] 表明,纤维蛋白溶解酶激活

剂及其抑制剂调节骨组织的形成,由此可以推测,在
人体矿物化区域产生的三酰甘油类脂滴可能对纤维

蛋白溶解酶活性有抑制作用,随后促进脂肪干细胞

向成软骨细胞分化。
综上所述,脂肪干细胞具有较强的增殖能力及

成脂成软骨分化能力,可成为脂肪和软骨组织工程

研究的种子细胞。
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