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　　摘　要：目的　建立一种简单高效的小鼠脂肪干细胞分离培养方法，为小鼠模型中间充质干细胞研究提供充足的细胞来源。

方法　体外分离小鼠腹股沟皮下脂肪组织，应用０．１％胶原酶ＮＢ４消化，含１０％ＦＢＳ的低糖ＤＭＥＭ培养基贴壁培养小鼠脂肪干

细胞，并对其细胞形态、体外增殖能力、多向分化潜能及表面标记进行分析研究。结果　体外分离培养的小鼠脂肪干细胞具有良

好的细胞形态、极强的增殖能力，体外经三向诱导，具有成脂、骨及软骨分化潜能，表面标记ＣＤ３４、ＣＤ１０５阳性，Ｓｃａ１高表达，不表

达ＣＤ４５及ＳＳＥＡ１。结论　利用该实验方法，能培养出高纯度、具有良好干性及极强增殖能力的小鼠脂肪干细胞。
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　　成体干细胞因其分布广、增殖力强且具有多分化潜能而成

为当前组织工程种子细胞研究的重点。成体干细胞可来源于

骨髓、脂肪、皮肤、肌肉、角膜等各类组织。其中以骨髓间充质

干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）研究最多，应用最广。

随着研究的不断深入，脂肪干细胞（ａｄｉｐｏｓｅｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，

ＡＳＣｓ）逐渐被人们发现并广泛研究。１９９４年，Ｋａｐｌａｎ等
［１］报

道了患者皮下脂肪组织存在异位成骨的现象，提出脂肪前体细

胞具有成骨细胞分化的潜能。Ｚｕｋ等
［２］于２００１年从脂肪抽吸

物的上层脂肪组织中成功分离培养出具有骨、软骨、脂肪、肌肉

等多向分化潜能的细胞。同年，Ｇｒｏｎｔｈｏｓ等
［３］对脂肪抽吸物

培养细胞的表面标记进行了系统的研究，结果表明这些脂肪细

胞具有与骨髓间充质干细胞相似的表面抗原表达，ＣＤ２９、

ＣＤ１０５、ＣＤ１０６、ＣＤ１６６等干细胞相关表面抗原均有一定的阳

性率，并明确指出脂肪干细胞的确存在，脂肪干细胞的概念由

此正式提出。此后人们对脂肪干细胞作了大量的研究［４６］，但

主要集中于人来源的 ＡＳＣｓ，对小鼠脂肪组织来源的 ＡＳＣｓ研

究相对较少。小鼠是医学研究领域中常用的实验动物之一，本

实验室以小鼠为动物模型进行了大量的研究，应用脂肪干细胞

进行多种组织工程化组织构建，需要大量优质的种子细胞。本

研究以小鼠作为试验动物模型，拟建立一种简单高效的体外分

离培养小鼠脂肪干细胞（ｍｏｕｓｅａｄｉｐｏｓｅｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，

ｍＡＳＣｓ）的方法，对其表面标志和多向分化潜能进行鉴定，为

进一步分析小鼠脂肪干细胞的生物学特性提供实验依据，现报

道如下。
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１　材料与方法

１．１　动物与试剂　６～８周龄Ｃ５７ＢＬ／６雌雄小鼠（上海斯莱

克实验动物有限责任公司）。胶原酶 ＮＢ４（Ｓｅｒｖａ公司），

ＤＭＥＭ（ＨｙＣｌｏｎｅ公司），胎牛血清（ＳＡＦＣＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司），

ＴＧＦβ３、ＢＭＰ６及ＩＧＦ１（Ｒ＆Ｄ公司），Ⅱ型胶原抗体（ＮｅｏＭａｒ

ｋｅｒｓ公司），流式抗体（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司）。

１．２　ｍＡＳＣｓ体外分离与培养　实验小鼠断颈处死后浸泡于

７５％乙醇中１５ｍｉｎ，无菌条件下切取收集双侧腹股沟脂肪组

织。将收集的脂肪组织剪碎后置于５０ｍＬ的离心管内，加入

适量的氯霉素浸泡１５ｍｉｎ（以没过脂肪组织为宜）后２～３倍体

积的ＰＢＳ冲洗３次。选择离心半径１１．５ｃｍ，速度为１５００

ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后弃上清液，再加入５倍体积的０．１％胶原酶

ＮＢ４，将离心管置于３７℃恒温汽浴摇床内消化１．５～２．０ｈ，

１５０目无菌网筛滤去未被消化的残余组织。选择离心半径

１１．５ｃｍ、速度为１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，细胞沉淀

用ＰＢＳ洗涤２次，以同前参数再次离心弃上清液，收集所获得

的细胞计数并按１×１０５ 个／ｃｍ２ 的密度，将其种植于培养皿

内，加入低糖ＤＭＥＭ培养液（含１０％ ＦＢＳ、１００Ｕ／ｍＬ青霉素

和１００ｍｇ／ｍＬ链霉素）。置于培养箱中培养，每３天换液，待

细胞生长达到９０％融合时消化传代。用０．２５％胰蛋白酶消化

后接种于新的培养皿，传代接种的细胞密度为（０．５～１．０）×

１０４ 个／ｃｍ２。当再次达到９０％融合时，继续传代培养。

１．３　生长曲线　分别取第２、８代 ｍＡＳＣｓ，消化，制备成浓度

为１×１０４ 个／ｍＬ单细胞悬液。将细胞悬液按每孔１ｍＬ的量

接种于２４孔培养板内，并将其分为８组，每组３孔。接种培养

后第１天用０．２５％胰蛋白酶消化第１组，制成细胞悬液１ｍＬ，

加入ＰＢＳ液１９ｍＬ稀释成２０ｍＬ的细胞悬液，对其进行计数

并取平均值。此后每天消化一组并按同样的方法计数取平均

值，至第８天结束。将所获得的数据绘制生长曲线，并计算群

体倍增时间。

１．４　表面标记流式分析　用流式细胞仪对第二代细胞的表面

特异性抗原进行检查。０．１％胰蛋白酶消化待检细胞，收集细

胞，离心５ｍｉｎ（１５００ｒ／ｍｉｎ），弃培养液，ＰＢＳ重悬，过单细胞滤

网，将其制成单细胞悬液，血细胞计数仪计数，调整细胞浓度为

（０．５～１．０）×１０６ 个／ｍＬ，吸取１ｍＬ细胞悬液加入１．５ｍＬ

ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，离心，将沉淀细胞用１００μＬ１％ＢＳＡ重悬，加

入０．５μＬ待检抗体，４℃孵育３０ｍｉｎ，离心，ＰＢＳ冲洗。最后

细胞用４％多聚甲醛固定，样品用流式细胞仪分析鉴定。分别

设实验组、同型对照组、空白对照组。每组标本３例，取平

均值。

１．５　体外分化潜能检测　第２代 ｍＡＳＣｓ，按１×１０４ 个／孔的

密度接种于２４孔板，进行成脂、成骨及成软骨诱导。成脂诱导

液配制参考文献［７］，ｍＡＳＣｓ经诱导２周后进行油红染色；成

骨诱导液及成软骨诱导液配制参考文献［７］，ｍＡＳＣｓ分别诱导

４周后进行茜素红染色以观察钙盐沉积情况；行Ⅱ型胶原免疫

组化染色观察Ⅱ型胶原的分泌情况。

１．６　特殊染色及免疫组化染色　油红染色：细胞经４％甲醛

４℃固定１ｈ，蒸馏水冲洗，加入６０％异丙醇，室温放置１ｍｉｎ，

吸尽后加入２％油红试剂（ｗｔ／ｖｏｌ），室温放置５～１０ｍｉｎ，６０％

异丙醇洗去多于染液，蒸馏水冲洗后观察。

　　ＡｌｉｚａｒｎＲｅｄ染色：细胞经７０％冷乙醇４℃固定１ｈ，蒸馏

水冲洗３遍，茜素红染液室温作用１０ｍｉｎ，蒸馏水冲洗多余染

液，倒置相差显微镜观察拍照。

Ⅱ型胶原免疫组化染色：细胞经４％多聚甲醛４℃固定

１０～１５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３ｍｉｎ，（０．２５％ Ｔｒｉｔｏｎ１００，５％ＤＭＳＯ

ＰＢＳ）穿膜处理１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ，非特异性抗原

封闭，加入Ⅱ型胶原抗体４℃过夜，抗小鼠二抗３７℃孵育３０

ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，封片，镜检拍照。

２　结　　果

２．１　倒置相差显微镜下观察细胞的生长及形态学特点　原代

分离的小鼠脂肪干细胞呈体积较小的圆球形，１～２ｈ开始贴

壁生长，６ｈ左右细胞伸展开来，呈短梭形，胞体可形成具有较

强折光性的细胞外基质，高倍镜下细胞轮廓清晰（图１）。５ｄ

左右达到９０％以上汇合状态时传代，传代接种的细胞密度为

（０．５～１．０）×１０４ 个／ｃｍ２，传代后细胞增殖迅速，常于传代后

３ｄ再次接近汇合状态。传代到第１０代仍有很强的增殖能力。

　　Ａ：×４０；Ｂ：×１００；标尺：１００μｍ。

图１　　倒置相差显微镜下观察ｍＡＳＣｓ的原代细胞形态

２．２　生长曲线　生长曲线显示培养的第２、８代细胞均具有很

强的分裂增殖能力，均存在２４ｈ停滞生长期，第３～４天体外

扩增速度相似，为对数增殖期。而在第６天时第２、８代细胞生

长均处于停止状态。该研究结果表明，ｍＡＳＣｓ第２、８代细胞

传代接种后的潜伏期、对数生长期、平台期无显著差异（图２），

群体倍增时间大约为４８ｈ，传１０代后细胞无明显的衰老征象。

图２　　生长曲线

２．３　流式细胞仪检测结果　第２代小鼠脂肪干细胞表达

ＣＤ３４（１０．９７±２．０３）％、ＣＤ１０５（１１．７８±１．５６）％、ＣＤ１３３

（１．６３±０．３８）％，高表达Ｓｃａ１（８０．５７±５．７１）％，几乎不表达

ＣＤ４５（０．０７±０．０３）％、ＳＳＥＡ１（０．０２±０．０１）％。

２．４　体外分化潜能检测　成脂诱导７ｄ左右，镜下观察有脂

滴出现，随着诱导时间的延长，脂滴逐渐增多，变大，２周时停

止诱导，油红染色显示脂滴呈桔红色（图３Ａ）；对照组无脂滴出

现，油红染色呈阴性（图３Ｂ）。成骨诱导４周行茜素红染色，诱

导组有钙结节形成，染色呈红色（图３Ｃ）；对照组染色呈阴性
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（图３Ｄ）。成软骨诱导６ｄ左右，诱导组有部分细胞聚集成小

球状，非诱导组则无，诱导４周时Ⅱ型胶原免疫组化染色诱导

组表达软骨特异基质Ⅱ型胶原，染色呈棕色（图３Ｅ），对照组无

阳性染色出现（图３Ｆ）。

　　Ａ：油红染色诱导组；Ｂ：油红染色非诱导组；Ｃ：茜素红染色诱导组；Ｄ：茜素红染色非诱导组；Ｅ：Ⅱ型胶原染色诱导组；Ｆ：Ⅱ型胶原染色非诱导

组；标尺：１００μｍ。

图３　　ｍＡＳＣｓ体外分化潜能检测（×１００）

３　讨　　论

组织工程技术是目前最有前景的生理性修复技术。然而，

种子细胞来源不足、功能老化等问题严重限制了其发展与应

用。脂肪干细胞因其体内分布广，取材创伤小，细胞获得量大

且扩增能力强等优点，已成为一种有希望的种子细胞。研究表

明，脂肪间充质干细胞在体外特定条件下可分化为多种细胞类

型及表达间充质干细胞相关抗原［８１１］。小鼠动物模型取材方

便，可重复性强，便于有关基础研究的实施等优点目前应用广

泛。小鼠脂肪干细胞分离培养方法主要参照人脂肪干细胞，目

前通常采用Ⅰ型胶原酶进行消化
［１２１４］。脂肪组织主要是由大

量脂肪细胞集聚而成，疏松结缔组织将成群的脂肪细胞分隔成

许多脂肪小叶。疏松结缔组织中含有除Ⅰ型胶原外的多种胶

原纤维及蛋白多糖和糖蛋白等，本研究应用胶原酶 ＮＢ４（包含

Ⅰ型胶原酶，Ⅱ型胶原酶和中性蛋白酶）消化小鼠腹股沟皮下

脂肪组织，组织消化更完全，细胞获得量更大。小鼠脂肪干细

胞培养基通常为ＤＭＥＭ／Ｆ１２加胎牛血清（５％或１０％）
［１５１６］，

本法采用低糖ＤＭＥＭ 加１０％胎牛血清，贴壁培养，细胞增殖

迅速，体外多次传代仍保持较强的增殖能力。原代分离的小鼠

脂肪干细胞呈集落状生长，传代后的细胞生长速度较原代细胞

明显增快，体外多次传代后仍保持较强的增殖能力。通过测定

小鼠脂肪干细胞的生长曲线，证实其体外培养时分裂增殖能力

强，潜伏期较短。本研究进一步鉴定该分离培养方法所获得的

细胞表面标记及多向分化潜能，以证实其干细胞特性。对小鼠

脂肪干细胞进行成脂诱导后，油红染色胞质中脂滴呈桔红色，

成骨诱导后有钙结节形成，成软骨诱导后表达软骨特异基质Ⅱ

型胶原，表明其具有向脂肪、骨及软骨分化潜能。经流式细胞

仪鉴定，ＣＤ３４、ＣＤ１０５阳性，Ｓｃａ１高表达，不表达 ＣＤ４５及

ＳＳＥＡ１，其具有与文献报道相似的表面标记
［１５］。在人脂肪干

细胞中，ＣＤ１０５与软骨分化潜能具有高度相关性
［１７］，本法获得

的小鼠脂肪干细胞第２代ＣＤ１０５表达量为（１１．７８±１．５６）％，

其与软骨潜能相关性有待进一步证实。结果表明，本研究从小

鼠脂肪组织中分离到的间充质干细胞具有多向分化潜能，及与

文献报道相一致的表面标记。本分离培养方法操作简单、易于

推广、细胞获得量大、质量优良，能很好地满足组织构建对种子

细胞量大质优的需求。
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［１］ ＫａｐｌａｎＦＳ，ＨａｈｎＧＶ，ＺａｓｌｏｆｆＭＡ．Ｈｅｔｅｒｏｔｏｐｉｃｏｓｓｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎ：ｔｗｏｒａｒｅｆｏｒｍｓａｎｄｗｈａｔｔｈｅｙｃａｎｔｅａｃｈｕｓ［Ｊ］．ＪＡｍ

ＡｃａｄＯｒｔｈｏｐＳｕｒｇ，１９９４，２（５）：２８８２９６．

［２］ＺｕｋＰＡ，ＺｈｕＭ，ＭｉｚｕｎｏＨ，ｅｔａｌ．Ｍｕｌｔｉｌｉｎｅａｇｅｃｅｌｌｓｆｒｏｍ

ｈｕｍａｎａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅ：ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｃｅｌｌｂａｓｅｄｔｈｅｒａｐｉｅｓ

［Ｊ］．ＴｉｓｓｕｅＥｎｇ，２００１，７（２）：２１１２２８．

［３］ ＧｒｏｎｔｈｏｓＳ，ＦｒａｎｋｌｉｎＤＭ，ＬｅｄｄｙＨＡ，ｅｔａｌ．Ｓｕｒｆａｃｅｐｒｏ

ｔｅｉｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅｄｅｒｉｖｅｄｓｔｒｏ

ｍａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌ，２００１，１８９（１）：５４６３．

［４］ ＹｏｓｈｉｍｕｒａＫ，ＳｈｉｇｅｕｒａＴ，ＭａｔｓｕｍｏｔｏＤ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒ

ｉｚａｔｉｏｎｏｆｆｒｅｓｈｌｙｉｓｏｌａｔｅｄａｎｄｃｕｌｔｕｒｅｄｃｅｌｌｓｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍ
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异常，无法依据１次检查结果诊断为高血压、糖尿病。

综上所述，该校教师眼睛健康状况不乐观，眼科普查应被

重视；健康危险因素较多，以代谢综合征危险因素为主，应针对

该人群，特别是男性教职工开展超体质量、血脂异常、血糖异

常、血压升高的健康知识教育，同时倡导健康的生活方式，加强

体育锻炼等主动预防措施。
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