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　　摘　要：目的　探索适合临床治疗应用的脂肪源性干细胞（ＡＤＳＣｓ）分离培养方法。方法　分别采用无酶分离法和胶原酶消

化法从脂肪抽吸术抽吸的人脂肪组织中分离培养细胞，对比分析分离的间充质干细胞特性。结果　无酶分离法所需时间仅为胶

原酶消化法的１／３，分离的细胞在细胞形态学、增殖能力、免疫表型、分化潜能等特性与胶原酶消化法分离培养的细胞一致。结论

　无酶分离法能够从脂肪抽吸术抽吸的人脂肪组织中分离培养出 ＡＤＳＣｓ，是一种安全可靠、适合临床应用的 ＡＤＳＣｓ分离培养

方法。
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　　脂肪源性干细胞（ａｄｉ

ｐｏｓｅ ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，

ＡＤＳＣｓ）是一种存在于脂

肪组织中的间充质干细胞

（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，

ＭＳＣｓ），在皮下白色脂肪组

织中占细胞总量的１０％～

２０％。自Ｚｕｋ等
［１］从人抽

吸的脂肪组织中成功分离

出ＡＤＳＣｓ以来，采用胶原

酶、分散酶、胰蛋白酶、透明

质酸酶等酶类消化，已经建

立了多种ＡＤＳＣｓ的分离培养方法，但不同实验室采用不同的

分离培养方法获得的干细胞数量、免疫表型、功能等存在一定

的差异［２］，难以有效地多中心对照研究ＡＤＳＣｓ的治疗潜能；分

离用的酶类价格昂贵，且多来源于动物或细菌，易对临床应用

造成病毒污染或免疫反应；而且这些分离方法耗费时间［３４］。

故建立高效、稳定可靠的、适合临床应用的ＡＤＳＣｓ分离培养方

法，将推动ＡＤＳＣｓ的深入研究和临床治疗的广泛应用
［５７］。因

此，本研究在以往分离培养ＡＤＳＣｓ方法的基础上，探索无酶分

离方法从脂肪抽吸术抽吸的人脂肪组织中分离培养 ＡＤＳＣｓ，

并鉴定分析分离培养细胞的形态、增殖能力、免疫表型、分化潜

能等方面指标，为下一步研究与临床应用奠定基础。

１　资料与方法

１．１　一般资料　人脂肪组织来源于临床进行脂肪抽吸术的患

者腹部皮下组织，共１４例，其中男３例，女１１例，年龄（４４．０±

１１．６）岁，均签署知情同意书。本实验经中国人民解放军第三

军医大学大坪医院野战外科研究所伦理委员会批准。

１．２　方法

１．２．１　ＡＤＳＣｓ的分离培养方法　（１）将收集的人脂肪组织
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１００～３００ｍＬ置于５００ｍＬ的玻璃瓶，加入５０ｍＬ磷酸盐缓冲

液（ＰＢＳ），拧紧瓶盖，用手剧烈震荡２～４ｍｉｎ；室温静置约

５ｍｉｎ使液体与脂肪组织分离，收集瓶底的液体至５０ｍＬ于离

心管内；将漂浮的脂肪组织重复以上步骤漂洗２～４次，收集下

层的液体，１２００ｒ／ｍｉｎ室温离心１０ｍｉｎ，收集沉淀。（２）加入２

ｍＬ氯化铵红细胞裂解液于沉淀组织中，轻轻吹打混匀，裂解

１～２ｍｉｎ，加入１５～２０ｍＬＰＢＳ混匀，２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，

弃红色上清液。（３）细胞沉淀用ＰＢＳ洗涤２次，按５．０×１０４

个／ｃｍ２ 的密度接种于５０ｍＬ培养瓶中，加入含１０％ 胎牛血清

（ＦＢＳ）的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，置于３７ ℃、饱和湿度的５％

ＣＯ２培养箱内培养。（４）培养２４ｈ后全量换液，弃未贴壁细胞，

以后根据细胞生长情况，每３天换液１次，待细胞达到８０％融

合时用０．０２５％胰酶／乙二胺四乙酸消化传代，隔天换液；倒置

相差显微镜观察记录培养细胞生长情况。同时利用０．１％胶

原酶消化法分离培养ＡＤＳＣｓ作为对照，按照以往研究的 ＡＤ

ＳＣｓ分离方法进行操作。

１．２．２　ＡＤＳＣｓ生物学特性检测　（１）增殖能力：将第３代

ＡＤＳＣｓ，以细胞计数法绘制细胞的生长曲线。根据公式计算细

胞倍增时间：Ｔｄ＝ｔ×［ｌｇ２／（ｌｇＮｔ－ｌｇＮ０）］，其中Ｔｄ代表细胞

倍增时间，ｔ代表培养时间，Ｎ０、Ｎｔ分别代表接种后及培养ｔ小

时后的细胞数，计算平均值得到细胞倍增时间。（２）免疫表型

特征：取第４代脂肪组织分离细胞，利用流式细胞分析仪

（ＦＣＭ）检测细胞ＣＤ９０、ＣＤ７３、ＣＤ１４、ＣＤ１０５、ＣＤ４５等的表达。

（３）分离细胞胚层来源：将分离培养的细胞用α平滑肌动蛋白

（αＳＭＡ）抗体和波形蛋白（ＶＩＭ）抗体进行免疫荧光染色，采用

共聚焦激光扫描显微镜（ｃｏｎｆｏｃａｌｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，

ＣＬＳＭ）观察。

１．２．３　ＡＤＳＣｓ的多向分化潜能鉴定

１．２．３．１　向脂肪细胞诱导分化　（１）以５．００×１０４ 个／ｍＬ密

度将第３代ＡＤＳＣｓ接种于预先置有盖玻片的６孔板内以制备

细胞爬片。（２）细胞达到８０％融合后，加入成脂条件培养基

（含１μｍｏｌ／Ｌ地塞米松、１０ｍｇ／Ｌ胰岛素、０．５０ｍｍｏｌ／Ｌ３异丁

基１甲基黄嘌呤、１０％ＦＢＳ的高糖ＤＭＥＭ培养基）２ｍＬ，置培

养箱中培养。（３）隔天换液１次，共诱导２８ｄ，对照组加入含

１０％ＦＢＳ的低糖ＤＭＥＭ 培养液培养。（４）诱导２８ｄ后应用

油红Ｏ染色法检测脂滴形成。

１．２．３．２　向成骨细胞诱导分化　（１）方法同１．２．３．１中的

（１）。（２）细胞达到８０％融合后，加入成骨条件培养基（含１

μｍｏｌ／Ｌ地塞米松、５０μｇ／ｍＬ维生素Ｃ、１０ｍｍｏｌ／Ｌβ甘油磷

酸钠的高糖ＤＭＥＭ培养基）２ｍＬ，置培养箱中培养。（３）方法

同１．２．３．１中的（３）。（４）诱导２８ｄ后应用茜素红染色法检测

钙沉积。

１．２．３．３　向成软骨诱导分化　（１）将消化下来的ＡＤＳＣｓ用非

完全成软骨诱导培养基２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，漂洗１次，吸

弃上清液。（２）用非完全成软骨诱导培养基按照７．５０×１０５

个／ｍＬ重悬，用２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，漂洗１次，吸弃上清

液。（３）将转化生长因子（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＴＧＦ）

β３解冻，加至非完全成软骨诱导培养基，成为完全成软骨诱导

培养基（每次使用前现配）。（４）将细胞按照５×１０５ 个／ｍＬ用

完全成软骨诱导培养基重悬，按照每份０．５０ｍＬ（２．５０×１０５）

分装至诱导培养用的离心管内，用２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，共

做６份。（５）拧松盖子，置细胞培养箱培养；每２～３天用

０．５０ｍＬ完全成软骨诱导培养基换液（避免将细胞吹起）。（６）

共诱导１４～２１ｄ后，用甲醛固定，切片，阿辛蓝染色。

１．２．３．４　油红Ｏ染色　（１）取成脂诱导２８ｄ的细胞爬片，用

ＰＢＳ清洗２次，每次５ｍｉｎ。（２）用４％多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，

ＰＢＳ漂洗２次，每次５ｍｉｎ。（３）用６０％异丙醇漂洗爬片１次。

（４）将油红Ｏ染液配制成２％浓度，使用前用滤纸过滤后，滴至

细胞爬片上染色１５ｍｉｎ。（５）吸弃染料，蒸馏水冲洗，镜下观察

脂肪细胞形态及染色情况。

１．２．３．５　茜素红染色　（１）取成骨诱导２８ｄ的细胞用４％多

聚甲醛固定１５ｍｉｎ。（２）蒸馏水冲洗３次，加入０．１％茜素红

ＴｒｉｓＨＣｌ染液（ｐＨ８．３），３７℃下染色３～５ｍｉｎ。（３）蒸馏水冲

洗，干燥，镜下观察成骨细胞形态及染色情况。

１．２．３．６　阿辛蓝染色　（１）将固定的成软骨诱导的细胞球形

体切片脱蜡至水。（２）根据需要应用不同ｐＨ的阿辛蓝染色浸

染切片１０～６０ｍｉｎ。（３）流水冲洗５ｍｉｎ左右。（４）脱水，透明

并封片，显微镜下观察。

１．２．４　细胞免疫荧光染色　（１）取细胞爬片，ＰＢＳ漂洗２次，

用无水甲醇－１０℃固定１０ｍｉｎ。（２）用ＰＢＳ充分漂洗３次，加

含０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００的ＰＢＳ破膜２０ｍｉｎ。（３）用ＰＢＳ充分漂

洗３次，加入含１０％二抗血清的封闭液封闭３０ｍｉｎ。（４）滴加

稀释适度的一抗（αＳＭＡ抗体１∶４００，ＶＩＭ 抗体１∶２００稀

释），４℃冰箱孵育过夜。（５）用ＰＢＳ充分漂洗５次，滴加荧光

标记的二抗，在湿盒内３７℃避光孵育４５ｍｉｎ。（６）用ＰＢＳ充

分漂洗５次，滴加４′，６二脒基２苯基吲哚（４′，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２

ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）染色５～１０ｍｉｎ。（７）滴加甘油封片剂封

片，采用ＣＬＳＭ观察。

２　结　　果

２．１　ＡＤＳＣｓ的细胞形态与增殖　利用无酶分离法可从脂肪

组织分离出１．１０×１０４～８．５０×１０
４ 个／ｍＬ的活性细胞，需要

耗费时间５０ｍｉｎ左右，而胶原酶消化分离法至少需要１５０ｍｉｎ

以上。在ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基内培养３ｄ左右可增殖形成集落

样，第６天细胞能生长至８０％～９０％的融合，大部分细胞形态

为梭形或三角形的成纤维细胞样细胞（图１Ａ），有少量组织碎

片；传代第２或３代后细胞形态更单一呈梭形、旋涡状生长，增

殖迅速，细胞３～５ｄ可传代，分离培养的细胞可传近８代，而

未见细胞形态明显变化（图１Ｂ、Ｃ），传至１０代以上的 ＡＤＳＣｓ

的细胞质变得扁平，增殖速度稍有下降（图１Ｄ），但也有部分细

胞能够传１０代后仍可保持稳定的形态和增殖速度。与胶原酶

分离培养的ＡＤＳＣｓ未见明显差异。采用细胞计数法绘制的细

胞生长曲线显示，无酶法培养条件下第３代的 ＡＤＳＣｓ有较强

的增殖能力，第４、５天细胞能够长满培养板底部，７ｄ内至少可

增殖近８倍，生长曲线有明显的增殖期和平台期，计算第３代

ＡＤＳＣｓ的细胞倍增时间为（６１．３０±７．３０）ｈ，与胶原酶法分离

的细胞相似。αＳＭＡ和 ＶＩＭ 的表达是中胚层来源组织细胞

的重要标志。培养至第３代的 ＡＤＳＣｓ免疫荧光染色显示，绝

大部分细胞均表达αＳＭＡ和 ＶＩＭ（图２），表明从脂肪组织分

离获得的细胞来源于中胚层。

２．２　ＡＤＳＣｓ的免疫表型特征　无酶法分离细胞的ＦＣＭ分析

结果可见，传至第４代的 ＡＤＳＣｓ的干细胞或间质细胞标志

ＣＤ９０、ＣＤ７３、ＣＤ１０５均为阳性，阳性率均在９８．００％以上，而造

血细胞相关标志ＣＤ４５和ＣＤ１４为阴性；ＣＤ１０５＋ＣＤ４５－的细胞

在９５．００％以上，ＣＤ７３＋ＣＤ１４－的细胞达９８．３０％，见图３。表

明分离培养获得的细胞是来源于间质的纯度较高的干细胞，并

排除造血细胞的污染。

２．３　ＡＤＳＣｓ的多向分化潜能　无酶分离法分离细胞经过２８

ｄ的成脂诱导培养后，倒置相差显微镜下可见大部分细胞变成
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圆形、椭圆性或短梭形，细胞质内有较多明亮的脂滴；未经诱导

的细胞为长梭形，细胞质内未见脂滴，油红Ｏ染色可见成脂诱

导后的细胞内有较多橙红色的脂滴（图４Ａ），而未诱导的 ＡＤ

ＳＣｓ的细胞质内未见脂滴出现。成骨诱导培养后，倒置相差显

微镜下可见大部分细胞变成多角形或短梭形，可见沙样颗粒沉

积，对照组细胞无特殊变化，茜素红染色可见成骨诱导后的细

胞有较多红色矿化基质沉积（图４Ｂ），而未诱导的ＡＤＳＣｓ未见

红色沉积物。进行成软骨诱导的ＡＤＳＣｓ第２天可肉眼发现锥

形管底部形成白色颗粒，显微镜下为细胞聚集的球形体。在

２１ｄ的诱导过程中，ＡＤＳＣｓ的细胞球形体体积未见明显变化；

将２１ｄ成软骨诱导分化的细胞进行阿辛蓝染色，可见大多数细

胞均显示蓝色（图４Ｃ），提示诱导后细胞表达软骨细胞特异性

的Ⅱ型胶原蛋白。

　　Ａ：培养６ｄ的原代ＡＤＳＣｓ；Ｂ：培养４ｄ的第２代ＡＤＳＣｓ；Ｃ：培养３ｄ的第３代ＡＤＳＣｓ；Ｄ：培养４ｄ的第１０代ＡＤＳＣｓ。

图１　　倒置相差显微镜下观察分离培养的ＡＤＳＣｓ细胞形态（×４０）

图２　　ＣＬＳＭ下观察分离ＡＤＳＣｓ的组织来源免疫组织化学染色鉴定图（×４０）

图３　　第３代ＡＤＳＣｓ免疫表型的ＦＣＭ分析鉴定图
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　　Ａ：成脂肪细胞诱导分化（油红Ｏ染色）；Ｂ：成骨细胞诱导分化（茜素红染色）；Ｃ：成软骨诱导分化（阿辛蓝染色）。

图４　　培养ＡＤＳＣｓ的多向分化潜能鉴定（×４０）

３　讨　　论

ＭＳＣｓ是中胚层来源的一类具有多向分化能力的干细胞，

目前，ＭＳＣｓ并无特异性的表面标志物，其鉴定主要是根据细

胞形态学、生长特征、多种免疫表型及多向分化潜能来综合判

断［８］。细胞治疗国际协会认为评判分离的细胞是否为 ＭＳＣｓ

的最低标准是［９］：（１）分离的细胞在标准培养条件贴壁生长，细

胞形态呈成纤维细胞样细胞；（２）细胞免疫表型的 ＣＤ１０５、

ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＣＤ１６６、ＣＤ４４等分子表达必须大于 ９５％，而

ＣＤ４５、ＣＤ３４、ＣＤ１４或ＣＤ１１ｂ、ＣＤ７９或ＣＤ１９、人白细胞ＤＲ抗

原（ＨＬＡＤＲ）等分子表达小于２％；（３）多向分化潜能，细胞在

体外特定的诱导培养条件下必须能够分化成骨细胞、脂肪细

胞、软骨细胞等中胚层来源细胞。因此，本研究分别从细胞形

态、增殖能力、免疫表型、胚层来源、分化潜能等５个方面鉴定

采用无酶分离法从脂肪组织分离培养的细胞。

本研究结果显示，从人脂肪组织中分离培养的细胞能够在

培养瓶贴壁生长，呈较为均一的成纤维细胞样细胞，与骨髓来

源 ＭＳＣｓ的细胞形态相似；细胞能传代培养近１０代，并保持细

胞形态与增殖能力无明显变化；第３代的 ＡＤＳＣｓ细胞生长曲

线显示分离培养的细胞增殖迅速，计算细胞倍增时间为

（６１．３０±７．３０）ｈ，与其他人分离培养 ＡＤＳＣｓ的研究报道基本

一致，与成人骨髓、脐带血、脐带组织等来源 ＭＳＣｓ的倍增时间

（６０ｈ）无明显差异
［１０１２］。ＦＣＭ 分析结果可见分离培养细胞

的干细胞或间质细胞标志物ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＣＤ１０５等均为高表

达，阳性率均超过９５．００％，而造血干细胞抗原标志物ＣＤ４５和

ＣＤ１４为阴性，提示分离的细胞群具有间充质干细胞的抗原标

志而不是造血干细胞，抗体双标 ＦＣＭ 分析显示 ＣＤ１０５＋

ＣＤ４５－和ＣＤ７３＋ＣＤ１４－的细胞占９５．００％以上，进一步确认从

脂肪组织分离获得纯度较高的 ＭＳＣｓ，与其他组织来源 ＭＳＣｓ

的免疫表型一致［１３］。αＳＭＡ和 ＶＩＭ 的表达是中胚层来源组

织的重要标志。分离培养的细胞免疫荧光染色结果显示分离

培养的绝大部分细胞表达αＳＭＡ和ＶＩＭ，提示从脂肪组织分

离培养的ＡＤＳＣｓ来源于中胚层组织。多向分化潜能是 ＭＳＣｓ

的重要特性［９］，向脂肪细胞、成骨细胞、成软骨细胞等中胚层来

源细胞分化是鉴定 ＭＳＣｓ的必备条件。本研究结果显示，从脂

肪组织分离培养的细胞经成脂肪细胞诱导分化后，大部分细胞

的油红Ｏ染色阳性，经成骨细胞诱导分化后的细胞形成茜素

红染色阳性的钙结节，经成软骨细胞诱导分化的大部分细胞经

阿辛蓝染色为阳性，提示本研究分离培养的细胞在特定的诱导

培养条件下具备向脂肪细胞、成骨细胞和成软骨细胞分化等多

向分化潜能。以上结果表明从脂肪组织分离的基质细胞在细

胞形态与增殖能力、免疫表型和多向分化潜能上均与广泛接受

的 ＭＳＣｓ鉴定标准相符合，故无酶分离法从脂肪抽吸术抽吸的

人脂肪组织中分离培养的细胞为ＡＤＳＣｓ。

本研究结果表明采用无酶分离法从脂肪组织中分离获得

的细胞在细胞形态、生长特性、免疫表型、分化潜能等特性方面

与文献报道胶原酶消化法分离的 ＡＤＳＣｓ未见明显差异
［１４］。

虽然无酶分离法分离ＡＤＳＣｓ的细胞产量较胶原酶消化法获得

的细胞产量明显减少，但耗费时间只有胶原酶消化法的１／３，

同时避免了酶消化对细胞的损伤和破坏作用。更重要的是无

酶分离法可排除动物或细菌来源的异源性酶类对分离细胞的

临床应用造成病毒污染或免疫反应，可望为临床提供适合治疗

应用的干细胞。

综上所述，无酶分离法是一种能够从脂肪抽吸术抽吸的人

脂肪组织中分离培养出ＡＤＳＣｓ的、稳定可靠的、适合临床应用

的ＡＤＳＣｓ分离培养方法。脂肪抽吸术是一种可以获得大量脂

肪组织的安全“微创技术”，通过美容及整形外科去除人体多余

脂肪的常用手段，可获得大量的基质干细胞，使ＡＤＳＣｓ有望替

代骨髓 ＭＳＣｓ，而成为细胞治疗多种疾病的干细胞来源
［１５］。
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流行病学调查，为以后更为详尽的开展ＰＨＣ的预防工作提供

了一定的科学依据。积极防治乙型肝炎病毒感染、限酒戒酒、

控烟、防治糖尿病等慢性疾病，特别是对具有饮酒史的乙型肝

炎病毒感染者进行动态追踪及监控，推广ＰＨＣ防治科普教育

工作，加快经济建设发展步伐，努力改善人民群众的经济状况，

是当前贵州省医务工作者的首要任务。
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