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人皮下脂肪来源脂肪干细胞的分离培养及鉴定

张迅轶，仵敏娟，刘厚奇

（第二军医大学基础部组织胚胎学教研室，发育生物学研究所，上海２００４３３）

［摘要］　目的：建立从切除得到的人皮下脂肪组织分离及培养脂肪干细胞（ＡＤＳＣ）的方法。方法：以人皮下脂肪组织为材料

来源，分离、培养、扩增ＡＤＳＣ，并应用针对相对特异性分子的免疫组化、流式细胞术及多向诱导分化等方法鉴定干细胞特性。

结果：本实验培养的ＡＤＳＣ具有干细胞生长特性并表达相对特异分子，有多向分化的潜能，并且具有遗传稳定性。结论：从

切取的人皮下脂肪组织可成功分离得到ＡＤＳＣ，为组织工程提供了新的来源丰富、提取方便的种子细胞。
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　　脂肪干细胞（ａｄｉｐｏｓｅｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＡＤＳＣ）
是一种存在于脂肪组织中的间充质干细胞，在皮下
白色脂肪组织中约占细胞总量的１０％～２０％，其具
有一般干细胞的特点，在鉴定、分离、扩增和分化的
方法上也与一般成体干细胞类似。Ｚｕｋ等［１］在抽脂

术组织中成功分离培养ＡＤＳＣ，并诱导分化成脂肪、
成软骨、成骨、成神经细胞，最近更有人将其定向诱
导成为心肌细胞［２］。然而吸脂术对皮下脂肪有加热
液化的操作过程，给细胞的存活和培养带来不利影
响。本课题组取得开腹手术时切除、分离得到的皮
下脂肪进行干细胞的提取培养实验，现报告如下。

１　材料和方法

１．１　脂肪组织来源　皮下脂肪来源于２００６年４月
至２００７年３月于第二军医大学长海医院进行腹部
外科手术的患者。患者必须排除恶性肿瘤，严重心、
肝、肾功能不全，各种急性感染性疾病、内分泌疾病，
自身免疫疾病或先天性疾病等。须手术的应为良性
病变，且手术疾病未影响体内基本的正常代谢，查体
（血压、心率等）及各项临床常规检查（血常规、尿常
规、粪常规、血生化、肝肾功能、血脂等）正常。共７

例患者符合上述条件，其中男２例，女５例，年龄

３２～６２岁，体质指数（ＢＭＩ）为２２．３～２５．１，患子宫肌
瘤５例，胆囊结石１例，慢性胆囊炎１例。术前均征
得患者本人同意，填写知情同意书，于手术时无菌采
集皮下脂肪组织约５ｃｍ３。

１．２　细胞培养环境、培养液及培养用材料　细胞培
养于含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液置于５％
ＣＯ２孵箱，胎牛血清、ＤＭＥＭ、磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）、
胰酶、胶原酶Ⅰ、ＤＭＳＯ等试剂均购自美国Ｇｉｂｃｏ公
司，各种培养皿购自美国Ｆａｌｃｏｎ公司。细胞培养各
步骤严格无菌操作。

１．３　ＡＤＳＣ原代培养、传代、冻存及复苏　脂肪组织
剪成０．３ｃｍ×０．３ｃｍ×０．３ｃｍ大小，０．１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ冲洗后移入青霉素小瓶中，０．１％胶原酶Ⅰ消化，反
复剪碎至糊状后置３７℃摇床，１７０ｒ／ｍｉｎ３０ｍｉｎ，
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１０００ｒ／ｍｉｎ离心去上清，沉淀重悬于０．０７５ｍｍｏｌ／Ｌ
氯化钾，静置１０ｍｉｎ后离心去上清，沉淀重悬于含

１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ 培养液中，移入培养皿中。
隔天更换培养液。达到对数生长期后，用０．２５％胰酶

３７℃消化，按１３的比例进行传代［３］。消化所得细
胞除用于延续培养和进行相关实验外，其余均按照传
统方法冻存：４℃１０ｍｉｎ→ －２０℃３０ｍｉｎ→－８０℃
过夜 → 液氮，长期储存。冻存后６个月，３７℃水浴快
速复苏细胞，接种于培养皿中继续传代扩增，进行相
应的生物学特性检测。

１．４　ＡＤＳＣ生物学特性检测　（１）利用倒置相差显
微镜观察各代 ＡＤＳＣ的活细胞形态特征及生长特
性。（２）利用常规免疫荧光方法检测 ＡＤＳＣ相对特
异分子Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ＣＤ４４、ＯＣＴ４等。（３）流式细胞
术检测 ＡＤＳＣ 相对特异分子 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ＣＤ４４、

ＯＣＴ４等。（４）流式细胞术检测细胞周期，计算处
于Ｇ０／Ｇ１ 期的细胞比例。（５）分别取Ｐ１、Ｐ５、Ｐ１０、

Ｐ１５代ＡＤＳＣ接种于数个小皿内，每天消化不同代
的细胞，绘制各代生长曲线。（６）常规染色体核型制
片分析，检测ＡＤＳＣ细胞遗传学稳定性。

１．５　ＡＤＳＣ多向分化能力鉴定　按以下配方配制
条件诱导培养基。诱导分化成脂肪细胞：１０％ＦＢＳ
ＤＭＥＭ＋１ｍｍｏｌ／Ｌ地塞米松＋１０μｍｏｌ／Ｌ胰岛
素＋０．５ｍｍｏｌ／ＬＩＢＭＸ（３异丁基１甲基黄嘌呤）；
诱导分化成骨细胞：１０％ＦＢＳＤＭＥＭ＋０．１μｍｏｌ／Ｌ
地塞米松＋５０μｍｏｌ／Ｌ抗坏血酸＋１０ｍｍｏｌ／Ｌβ磷
酸甘油；诱导分化成软骨细胞：１０％ＦＢＳＤＭＥＭ＋
６．２５μｇ／ｍｌ胰岛素＋５０μｍｏｌ／Ｌ抗坏血酸＋１０ｎｇ／

ｍｌＴＧＦ；诱导分化成神经细胞：ＤＭＥＭ＋１０μｍｏｌ／Ｌ

β巯基乙醇。Ｐ３代 ＡＤＳＣ传代后第１日开始加入诱
导培养基，３ｄ换液，１４ｄ后观察诱导结果，并进行各
类细胞特殊染色及特异性分子免疫组化和ＲＴＰＣＲ
鉴定诱导效果［４６］。（１）采用油红Ｏ染色鉴定脂肪细
胞；ＲＴＰＣＲ产物为ａｐ２（３６４ｂｐ），正向引物５′ＧＧＡ
ＧＴＡＧＡＡＧＣＣＡＡＡＡＧＧ３′，反向引物５′ＴＡＣ
ＧＡＡＡＡＣＡＧＴＣＴＧＴＣＡＡＴ３′。（２）采用Ⅰ型
胶原免疫组化法鉴定骨细胞；ＲＴＰＣＲ产物为ｏｓ
ｔｅｏｐｏｎｔｉｎ（４１５ｂｐ），正向引物５′ＣＴＧ ＴＧＣＣＡＴ
ＡＣＣＡＧＴＴＡＡ３′，反向引物５′ＧＡＴＧＴＣＡＧＧ
ＴＣＴＧＣＧＡＡＡ３′。（３）采用Ⅱ型胶原免疫组化法
鉴定软骨细胞；ＲＴＰＣＲ产物为Ⅱ型胶原（６５１ｂｐ），
正向引物５′ＣＴＴＧＧＡＣＧＣＣＡＴＧＡＡＧＧＴ３′，
反向引物５′ＴＣＡＧＧＴＣＡＧＧＴＣＡＧＣＣＡＴＴ
３′。（４）采用神经元特异烯醇化酶（ＮＳＥ）免疫组化
法鉴定神经细胞；ＲＴＰＣＲ 产物为 ｎｅｕｒｏｆｉｌａｍｅｎｔ
（８０１ｂｐ），正向引物５′ＴＧＡＴＡＡＡＧＧＴＧＣＣＡＡ
ＧＧＧ３′，反向引物５′ＴＧＴＧＣＡＴＧＴＣＡＡＣＧＡ
ＧＧＴ３′。βａｃｔｉｎ （２２８ ｂｐ）， 正 向 引 物

５′ＧＧＡＣＴＴＣＧＡＧＣＡＡＧＡＧＡＴＧＧ３′，反 向
引物５′ＡＧＣＡＣＴＧＴＧＴＴＧＧＣＧＴＡＣＡＧ３′。

２　结　果

２．１　ＡＤＳＣ培养　种植入培养皿４８ｈ后有大量梭
形细胞贴壁，细胞形态不一，有短突起，细胞核居中。

５ｄ后，细胞达到对数生长期，细胞成长梭形融合聚
集，紧密排列有一定方向性，呈螺旋状，传代５次左
右后得到纯度很高的干细胞系。Ｐ１代至Ｐ１０代细
胞间无明显形态变化。见图１。

图１　ＡＤＳＣ原代培养

Ｆｉｇ１　ＰｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｏｆＡＤＳＣｓ（×２００）

Ａ：Ｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｄａｙ３；Ｂ：Ｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｄａｙ５；Ｃ：Ｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｄａｙ１０

２．２　ＡＤＳＣ生物学特性鉴定　（１）免疫荧光结果显
示ＡＤＳＣ表达相对特异性分子ＣＤ４４、ＯＣＴ４、Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ（图２Ａ）。（２）流式细胞术检测结果同样显示

ＡＤＳＣ表达上述标志分子（图２Ｂ）。（３）流式细胞术检

测细胞周期，测得处于 Ｇ０／Ｇ１ 期的细胞比例达到

８８．５％，说明绝大多数细胞是处于静止期的干细胞。
（４）绘制Ｐ１、Ｐ５、Ｐ１０、Ｐ１５代ＡＤＳＣ生长曲线，显示各
代细胞增殖无明显差异，细胞传代后生长迅速，第４～
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５日开始进入对数生长期（图２Ｃ）。（５）随机挑选来源
标本，对细胞进行常规染色体核型制片，显示ＡＤＳＣ

经传代并没有染色体核型改变（４６，ＸＹ），说明ＡＤＳＣ
遗传具有稳定性，一般不具成瘤危险性（图２Ｄ）。

图２　ＡＤＳＣ的鉴定

Ｆｉｇ２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＡＤＳＣｓ
Ａ：ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆＡＤＳＣｓ（×４００）；Ｂ：ＦＣＭｏｆＡＤＳＣｓ；Ｃ：ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆＡＤＳＣｓ（Ｐａｓｓａｇｅ１，５，１０，１５）；Ｄ：Ｋａｒｙｏｔｙｐｉ

ｃａｌｌｙｎｏｒｍａｌａｎｄｓｔａｂｌｅ（４６，ＸＹ）

２．３　ＡＤＳＣ多向分化能力鉴定　成脂肪细胞诱导
分化第３日起可见细胞内有大小不一的脂滴形成，
油红Ｏ染色示细胞内脂滴呈红色（图３Ａ）。成骨细
胞诱导后，呈不规则形状的细胞数量增多，体积变
大，胞质出现丝状或颗粒状物质，免疫组化显示细胞
开始表达Ⅰ型胶原（图３Ｂ）。成软骨细胞诱导后，多
数细胞体积变大变圆，胞质丰富，Ⅱ型胶原酶免疫组
化检测可见胞质棕色的阳性细胞（图３Ｃ）。成神经
细胞诱导后，细胞质浓缩，并出现类似突起结构，

ＮＳＥ免疫组化可见阳性信号（图３Ｄ）。

　　ＡＤＳＣ各诱导分化方向的特异性表达产物ＲＴ
ＰＣＲ检测结果也与预期一致（图４）。

３　讨　论

　　目前对ＡＤＳＣ的研究大都集中于脂肪含量较多
的动物，尤其是对兔和大鼠皮下脂肪的分离培养及
诱导鉴定做了大量卓有成效的工作。人体ＡＤＳＣ研
究材料主要来源于吸脂术得到的液化脂肪，然而吸
脂术对皮下脂肪组织有加热液化的过程，不利于细
胞的分离培养。本实验经过患者同意取得开腹手术
切下的皮下脂肪，立即送至实验室进行细胞培养，避
免了理化因素的影响；通过原代培养，稳定地传代培
养及对一些成体干细胞相对特异的分子进行检测，
成功得到了脂肪干细胞。诱导分化后特异产物的免
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疫组化和ＲＴＰＣＲ结果还证实了其具有向外胚层
来源的神经细胞和向中胚层来源的骨及软骨细胞分

化的潜能。干细胞体外培养具有成瘤的危险，成为

临床应用的一大障碍，本实验培养的ＡＤＳＣ通过染
色体核型分析证明具有遗传稳定性。

图３　ＡＤＳＣ细胞系经诱导分化后油红Ｏ染色及免疫组化结果

Ｆｉｇ３　ＯｉｌＯｒｅｄｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｕｄｙｏｆｌｉｎｅａｇｅｓｐｅｃｉｆｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆＡＤＳＣｓ（×４００）

Ａ：ＯｉｌＯｒｅｄｓｔａｉｎｉｎｇｏｆａｄｉｐｏｓｅｄｒｏｐｌｅｔｓｉｎｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎａｄｉｐｏｇｅｎｉｃｍｅｄｉｕｍ；Ｂ：ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｃｏｌｌａｇｅｎⅠｉｎｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ

ｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｍｅｄｉｕｍ；Ｃ：ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｃｏｌｌａｇｅｎⅡｉｎｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｉｃｍｅｄｉｕｍ；Ｄ：Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏ

ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｎｅｕｒｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｅｎｏｌａｓｅｉｎｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｎｅｕｒｏｎｇｅｎｉｃｍｅｄｉｕｍ

图４　ＡＤＳＣ经诱导分化后ＲＴＰＣＲ结果

Ｆｉｇ４　ＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆ

ｓｐｅｃｉｆｉｃｃｅｌｌｌｉｎｅａｇｅｉｎｄｕｃｅｄｆｒｏｍＡＤＳＣ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）；１：ＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｏｆｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅱ（６５１ｂｐ）ｉｎ

ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｉｃｍｅｄｉｕｍ；２：ＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｏｆｎｅｕ

ｒｏｆｉｌａｍｅｎｔ（８０１ｂｐ）ｉｎｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｎｅｕｒｏｇｅｎｉｃｍｅｄｉｕｍ；３：

ＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｏｆｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ（４１５ｂｐ）ｉｎｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｏｓ

ｔｅｏｇｅｎｉｃｍｅｄｉｕｍ；４：ＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｏｆａｐ２（３６４ｂｐ）ｉｎｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｃｕｌ

ｔｕｒｅｄｉｎａｄｉｐｏｇｅｎｉｃｍｅｄｉｕｍ

　　近年来已有大量的关于ＡＤＳＣ在组织工程中的

应用报道，不少学者已经利用ＡＤＳＣ作为种子细胞进

行了临床组织工程的实际应用。例如在骨组织工程

中，利用ＡＤＳＣ向骨组织的分化，达到局部创伤修复。

还可利用ＡＤＳＣ存在于外周白色脂肪组织中的事实，

寻找外源促成熟的因子，促进ＡＤＳＣ的成熟分化来达

到局部增脂的临床整形效果。然而目前对成体干细胞

分化的潜能依然存在争议。有学者认为ＡＤＳＣ并不

存在向３个胚层细胞分化的能力［７］。尽管如此，由于

ＡＤＳＣ较其他成体干细胞具有更容易获取，采集效率

更高，又不涉及伦理问题的特点，因此我们有理由相信

ＡＤＳＣ在组织工程和临床整形美容及创伤修复应用

中，将会是一种很有前途的种子细胞［８９］。
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