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摘要目的:探索人脂肪组织源性间充质干细胞( ASCs) 的分离、体外培养,为其广泛应用提供实验依据。方法: 无菌条件下获

取腹部手术病人皮下脂肪组织,酶消化法分离、培养ASCs,观察细胞形态并绘制细胞生长曲线,计算细胞群体倍增时间; 对第 2代

细胞进行免疫组织化学染色, 鉴定其表面分子 CD44 表达; 取 2- 4 代细胞用含体积分数为 10% 胎牛血清、1% 青链霉素原液、

1Lmmol/ L地塞米松、10Lmmol/ L 胰岛素、0. 5mmmol/ LIBMX 的高糖 DMEM 培养基中诱导培养一周, 观察细胞形态变化, 并用油红

/ O0染色定性。结果: 人脂肪组织中含有大量间充质干细胞, 呈成纤维细胞样贴壁生长,细胞群体倍增时间为 55h 左右;免疫化学

染色鉴定 CD44 阳性;成脂诱导分化一周,可见细胞内有大量脂滴, 油红/ 00染色可见胞浆内有大量红染颗粒。结论: 建立了一种

自人体脂肪组织分离,培养 ASCs 经济简便的方法,为其能够作为组织工程理想的种子细胞及广泛应用于临床提供实验依据。
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ABSTRACT Objective: To find a method which can be used for isolation and cultivation of mesenchymal stem cells from human ad-i

pose tissue in vitro . Methods: The adipose tissue was obtained from subcutaneous adipose tissue of abdominal surgery patients under aseptic

condition, cultured with collagenase digestion, The cells were observed under inverted microscope each day and cell growth was studied with cell

counting. Calculate the population doubling time of the cells; Immunocytochemistry was used to determine the surface molecule CD44; the cells

was in DMEM medium supplemented with 10% fetal boven serum、1%ABAM、1Lmmol/ L dexamethasone、10Lmmol/ L insulin、0. 5mmmol/ LIBMX

for 1 week as adipogenic- inducing culture. Results: Therewas a large amount of mesenchymal stem cells in human adipose tissue, The popu-

lation doubling time of the cells was about 55 hours; Immunocytochemical staining showed that most of the cultured cells were CD44 positive; and

they could differentiate into mature adipocytes. Conclusion: A simple and convenient method to isolate and culture the adipose tissue- derived

mesenchymal stem cells was successfully established, providing the foundation for the extensive use of ASCs in the field of tissue engineering and

clinic.
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前言

间充质干细胞( mesenchymal stem cells, MSCs) 由于其体外

高增殖率及多向分化潜能, 已经成为重要的组织工程种子细

胞
[1]
。在过去的 25年中骨髓间充质干细胞( bone marrow mes-

enchymal stem cells, BSCs)一直是研究的主角, 现已成功获取骨

髓干细胞,其能够向多种细胞分化的能力已初步运用于临床,

但骨髓的抽取往往给患者造成痛苦, 且来源有限, 而且还存在

伦理问题,所以其广泛应用受到限制[ 2]。近几年, 国外有学者

研究显示脂肪组织中也含有大量具有多向分化潜能的间充质

干细胞( adipose tissue- derived mesenchymal stem cells, ASCs) , 脂

肪组织抽取后残留于供区的脂肪组织仍可扩增, 且肥胖人群

也越来越多,许多人主动要求切除或抽吸脂肪,所以容易大量

获得,对供区的损伤也小, 这就使其自然成为干细胞生物工程

研究的理想来源[3]。但到目前为止,对 ASCs 的研究中仍然存
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在许多令人质疑的地方。如脂肪组织中是否真正存在一类干

细胞,这类干细胞是否是周围血中 MSCs 透过血液向脂肪组织

中的渗透。分化后的细胞是否来源于 ASCs, 以及 ASCs 的免疫

性如何都是人们值得探讨的地方。本研究对人脂肪 MSCs 进

行分离培养、初步的免疫细胞化学检测和成脂诱导, 为其能够

作为组织工程理想的种子细胞及广泛应用于临床提供实验依

据。

1  材料与方法
1. 1  组织来源

选取于本科室行切疤植皮术的正常体重患者, 年龄 8-

20, 无其他急慢性疾病,切取腹部正常皮肤下脂肪组织。

1. 2  试剂

高糖 DMEM 培养基、青链霉素原液、I型胶原酶、PBS、胰蛋

白酶、地塞米松、IBMX 均购自 Gibco BRL 公司, 胎牛血清购自

PAA公司、胰岛素购自 Genview 公司、油红/ O0购自 Amresco 公

司,细胞培养瓶、培养板、培养皿均购自 CORNING 公司, 抗

CD44 单克隆抗体、细胞免疫化学 SP Kit 检测试剂盒均购自

Zymed公司。

1. 3  方法

1. 3. 1  ASCs 的分离与原代培养: 术中切取皮下脂肪组织, 约
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20g 浸于 DMEM 基础培养基中, 于术后 2h 内在超净工作台中

用磷酸缓冲盐( PBS)洗涤, 去除脂肪组织中肉眼可见的纤维及

血管成分, 剪切约 20 分钟, 加入 1%胶原酶(体积约为脂肪组

织的 2 倍) , 在 37e 下消化 40min, 并不断震荡或搅拌, 含 10%

胎牛血清的高糖 DMEM 培养基终止消化。200 目滤网过滤,

1300r/ min 离心 5 min, 弃去上层漂浮的脂肪细胞和培养液, 沉

积的细胞用少量 DMEM 基础培养基制成细胞悬液, 吹打均匀,

接种于 1- 2瓶 50ml培养瓶内。培养瓶内加入适量含 10% 胎

牛血清, 1%青、链霉素原液的高糖 DMEM 培养基, 混合均匀,

置于 37e , 5% CO2 培养箱内孵育。每天观察, 24h 后首次换

液,去除悬浮细胞。随后每 2- 3 天换液, 约 1 周后细胞达

70% ~ 80%融合时即可进行传代。

1. 3. 2  细胞传代: 以 0. 25%胰蛋白酶+ 0. 03% EDTA 进行消

化,于室温下消化约 1min, 在倒置显微镜下观察见胞质回缩、

细胞间隙增大,立即吸出消化液, 加入适量基础培养基终止消

化,用吸管将细胞吹打下来, 800 r/ min 离心 5 min, 含 10% 胎牛

血清, 1%青、链霉素原液的高糖 DMEM培养基重悬沉积细胞,

按1 传 2 的比例进行传代。当传代细胞生长接近单层汇合

70%时,可继续传代。

1. 3. 3  细胞生长曲线的绘制: 将细胞悬液混匀, 计数, 调整细

胞浓度为 2@ 104 个/ ml, 接种于 96 孔细胞培养板,每孔 100Ll。

从第二天起每日随机取 3孔, 胰蛋白酶消化细胞, 分别用血球

计树板在倒置显微镜下计数,取其均数, 以时间( d)为横坐标,

细胞数量为纵坐标,绘制生长曲线。根据 Patterson 公式 Td= T

@ lg2/ lg( Nt/ N0)计算出细胞群体倍增时间。

1. 3. 4  免疫细胞化学检测: 取第二代细胞爬片用于免疫细胞

化学检测。室温下, 0. 01mol/ L PBS 液洗去培养基, 丙酮固定

10min, PBS 液漂洗 3 次, 每次 5min。加入 3%H2O2, 37 e 作用

10min, PBS冲洗。加入 3% TritonX- 100, 37e 作用 30min, PBS

冲洗。血清封闭液 37 e 封闭 15min,按 1B200 用 PBS 稀释的

CD44一抗湿盒中 4e 过夜。次晨, 0. 01mol/ L PBS 液冲洗, 滴
加生物素标记二抗, 37 e 作用 60min, PBS 冲洗。加入HRP 标

记生物素抗体, 37e 60min, PBS 冲洗, DAB 显色, 冲洗,脱水, 明

胶甘油封片。荧光显微镜下观察。

1. 3. 5  向成熟脂肪细胞诱导分化: 取传代培养的 2- 4 代细

胞,胰酶消化细胞, 用成脂细胞培养基重悬细胞,接种于 60mm

培养皿中,成脂细胞培养基为: 高糖 DMEM 培养基中含体积分

数为10%胎牛血清, 1% 青、链霉素原液, 1ummol/ L 地塞米松,

10ummol/ L 胰岛素, 0. 5mmmol/ LIBMX(异丁基甲基黄嘌呤 )。

37 e , 5 % CO2 孵箱中培养 ,诱导分化一周后在相差显微镜下

观察,并用油红/ 00 染色。油红/ O0 染色方法为: 弃去原培养
液,用 PBS洗涤, 加入 10%甲醛固定 2 小时, 流水冲洗, 37 e 干

燥,加入油红/ O0工作溶液适量,置于室温, 染色时间大于 2 小

时。

2  结果
2. 1 细胞形态学观察

接种后细胞在 24h 内贴壁, 初为小圆形, 细胞大小不等,

核/浆比例较大, 细胞核几乎充满胞浆。2- 4 天可见细胞伸

展,大多数细胞为长梭形, 核椭圆形, 较大。期间也可见形态、

体积不一的多种细胞成分。此后细胞增殖旺盛, 原代培养的

细胞 7~ 10天即达70 % - 80 %融合(图 1) 。可进行常规传代

培养,传代后细胞形态无大变化, 2- 4 天左右可达到单层汇合

约 80% , 可再次进行传代。体外培养 10 代以后, 细胞的增殖

速度无明显减慢。

2. 2  细胞生长曲线(图 2)

细胞数量逐渐增多, 第3 天左右进入指数增长期, 第 7 天

左右到达高峰。细胞群体倍增时间约为 55h 左右。

2. 3  细胞免疫化学鉴定

约70%的培养细胞胞浆内有大量黄褐色颗粒, 显示对

CD44 抗原呈阳性反应(图 3)。

2. 4  成脂诱导观察
加入成脂诱导培养基诱导培养 2- 4天后, 培养皿中就出

现含有脂滴的脂肪细胞, 1 周后达到高峰, 同时细胞中小脂滴

逐渐融合,形成大的脂滴, 并开始向外界分泌。此时油红/ O0

染色后细胞内出现大量红染颗粒(图 4) , 证明镜下所见细胞内

颗粒确为脂滴。

3  讨论
自从 2001 年 Zuk 等[ 3]首次发现从病人臀部和大腿处抽取

的脂肪中含有大量类似干细胞的细胞, 此后,又有一些学者证

实脂肪来源的干细胞可以向软骨细胞、骨细胞、脂肪细胞[4]、

心肌细胞[ 5]以及神经元细胞[ 6]方向分化。本实验亦证实了在

成人脂肪组织中含有大量间充质干细胞, 这些细胞在培养过

程中具有稳定的群体倍增率, 群体倍增时间为 55h, 且传至 10

代以上增殖速度无大变化, 同时还可冻存和复苏。这类细胞

如果作为种子细胞运用于组织工程, 将有利于在体外的大量

扩增及反复实验。

随着对于 ASCs的研究不断深入,皮下脂肪组织来源的间

充质干细胞分离和培养技术也逐渐得以完善, 国外报道的培

养方法一般为经酶消化脂肪组织后, 加入 NH4CL 以裂解组织

中的红细胞,但裂解液不仅可以裂解红细胞,同时会对干细胞

造成一定的损伤[ 2]。本实验在酶消化脂肪组织后, 未加红细

胞裂解液,而是通过频繁换液的方法去除细胞悬掖中悬浮的

红细胞成分,同样获得了较高浓度的干细胞成分。

MSCs 无特异性表面标志是公认的,目前用于鉴定 MSC 的

表面标志主要有: CD29( + )、CD44( + )、CD59( + )、CD105( + )、

CD166( + ) [7]。结果发现,绝大多数培养细胞 CD44 阳性, 其间

还可见其他细胞成分, 这与文献报道中脂肪基质细胞除含有

间充质干细胞外, 还存在一些结缔组织和血管组织等其他成

分
[ 3]
是一致的。在成脂诱导方面, 鉴于本实验室曾用含有胰

岛素、地塞米松及异丁基甲基黄嘌呤的培养基成功诱导前脂

肪细胞分化成为成熟的脂肪细胞。本实验也用此三种物质诱

导脂肪间充质干细胞向成熟脂肪细胞分化,而省去了文献报

道中另外需要加入的生物素、泛酸盐、吲哚美辛等物质。诱导

分化一周,几乎所有的被诱导细胞经油红/ O0染色后胞浆内有
大量红染颗粒, 说明效果明显,且此法比较经济、易行。

已证实脂肪组织中含有大量干细胞 , 但分离培养时成分

并不单一。如能进一步纯化此类细胞,确定其表面分子表达,

并证明其在分化前后都有低免疫原性, 则脂肪来源的间充质

干细胞将成为组织工程最理想的种子细胞。

(下转第 47页)

(图 1- 4请见封 3)
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3  讨论

MEK- 6318K属于三分类血细胞自动分析仪, 在我们国家

应用非常广泛。检测原理采用细胞的体积阻抗法进行计数。

所以,细胞的计数只按细胞体积大小而产生脉冲强弱来计数

的。并不能通过对细胞里的具体物质进行识别而判别细胞来

计数。本文中由于小红细胞的存在而被误计数到血小板计数

里,引起血小板计数偏高
[ 2]
。

肺结核患者大多数伴有营养不良, 结核病和营养之间是

存在着双向的关系[ 3]。结核病患者由于胃肠功能紊乱、食欲

减退导致营养物质摄入减少,造成合成代谢降低; 同时结核杆

菌利用机体蛋白用于自身代谢, 菌体物质引起机体反复发生

低热、盗汗、消瘦等消耗性改变[ 4, 5]。这种病理生理改变容易

引起造血系统功能障碍, 慢慢发展为贫血, 主要是缺铁性贫

血,即小细胞低色素性贫血。在诊断贫血各项指标没有低于

参考值时, 尤其, MCV 几乎不降低, 医生可能看一眼结果就算

了。其实, 这时的红细胞计数和血红蛋白量已经呈现出不一

致性,即红细胞计数相对升高, 呈现小红细胞少量逐渐增多阶

段[6]。这时少量的小红细胞被血细胞分析仪计数到血小板计

数里,引起血小板计数偏高, 但是偏高的不是很高。一般不超

过 400@ 109/ L。

肺结核病近几年呈现出不典型性, 这给诊断带来很大麻

烦,要想获得/ 金指标0来诊断也非常困难, 本文统计及分析肺

结核患者血小板计数有 23%升高, 这在诊断上应该有很大意

义了。但是,临床医生在对肺结核病诊断时很少注意到此项

指标。所以,应该打破传统分析思路, 全面分析结果, 对肺结

核病的诊断将有很大意义。

现在临床治疗肺结核患者在采用药物化疗的同时, 特别

注重患者的营养疗法[ 6]。从本文对 400 例即将出院患者的血

细胞统计结果看, 患者通过系统的治疗在好转治愈过程中, 血

小板计数不在升高而恢复到正常参考值内。所以, 血小板计

数在肺结核患者中的变化, 对肺结核患者观察预后也相当有

意义。
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4  结论
本实验通过酶消化法从人腹部皮下组织中培养出较高浓

度、增殖和分化旺盛的梭形细胞,经 CD44 染色确定其为间充

质干细胞成分,并经绘制生长曲线和计算细胞群体倍增时间

初步阐述了其生物学特性。证实了在成人脂肪组织中含有大

量可为组织工程所用的种子细胞, 找到了一种经济简便的实

验室分离培养ASCs 的方法, 并用成脂培养基成功诱导其分化

为成熟脂肪细胞。为以后 ASCs 的大量扩增及更广阔的运用

于组织工程领域奠定了实验基础。
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