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　　［摘要］　目的　研究人脂肪干细胞（ＡＳＣｓ）与不同浓度纤维蛋白胶支架的体外生物相容性。方法　获取人原代 ＡＳＣｓ，鉴定

后通过ＣＣＫ８试验检测纤维蛋白胶对 ＡＳＣｓ的毒性。通过光镜直接观察和活细胞／死细胞（ＤＥＡＤ／ＬＩＶＥ）双标染色荧光观察

ＡＳＣｓ分别与１００．０、５０．０、２５．０、１２．５ｍｇ／ｍＬ４组不同浓度纤维蛋白胶支架三维培养后 ＡＳＣｓ的生长状况。结果　ＣＣＫ８试验

显示纤维蛋白胶对ＡＳＣｓ无明显毒性。通过光镜直接观察及ＤＥＡＤ／ＬＩＶＥ双荧光染色后观察显示ＡＳＣｓ与不同浓度纤维蛋白胶

复合后细胞呈立体三维生长，ＡＳＣｓ增殖速率和健康程度（ＤＥＡＤ／ＬＩＶＥ值）随纤维蛋白浓度降低而提高，低于２５．０ｍｇ／ｍＬ时细

胞增殖速率和健康程度趋于良好。结论　ＡＳＣｓ与纤维蛋白胶支架具有良好的体外生物相容性，纤维蛋白浓度低于２５．０ｍｇ／ｍＬ

为与ＡＳＣｓ三维培养的适宜浓度。
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　　临床上因先天性畸形和获得性损伤所造成的软组织缺损

的修复及美容需求的软组织填充是整形修复外科常见问题。

目前临床采用注射透明质酸或胶原的方法存在填充效果维持

时间短的弊端，假体植入存在填充效果不自然等缺点，自体脂

肪移植由于缺乏微血管也存在再吸收率高的难题［１２］。以脂肪

干细胞（ａｄｉｐｏｓｅｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＡＳＣｓ）为种子细胞的脂肪

组织工程为研究热点，特别是与可注射型支架材料为载体构建

的组织工程脂肪具有极大的临床应用价值，有可能为解决这类

问题提供优良的软组织填充材料，并且具有可稳定存活，有结

构和功能双重修复作用，不需开放式外科手术，满足各种形状

的填充需要等优点［３］。纤维蛋白胶由于其良好的可降解性和

生物相容性等特性，被尝试用于包括组织工程等多个领域的研

究［４５］。在已有研究中，ＡＳＣｓ与纤维蛋白胶支架的三维培养

模式缺乏直观的展示，对于ＡＳＣｓ与不同浓度纤维蛋白胶的生

物相容性也缺乏研究，而这是纤维蛋白胶作为支架材料用于可

注射型脂肪组织工程的重要参数［６］。因此，本研究将直观地显

示ＡＳＣｓ复合纤维蛋白胶后三维培养下细胞生长状况，并摸索

最适的纤维蛋白胶支架浓度，为以纤维蛋白胶为支架材料的可

注射型脂肪组织工程的临床应用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　组织材料　游离脂肪组织取自本科２６～３２岁健康女

性腹部吸脂术后废弃的脂肪组织。术前已与患者谈话征得同

意，研究经由医院伦理委员会批准。

１．１．２　主要试剂与仪器　低糖 ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清

（ＦＢＳ）、０．２５％胰蛋白酶、０．０２％乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）购于美

国Ｇｉｂｃｏ公司；Ⅰ型胶原酶、地塞米松、胰岛素、３异丁基１甲

基黄嘌呤（ＩＢＭＸ）、吲哚美辛、油红Ｏ染色剂、纤维蛋白原、凝

血酶购于美国Ｓｉｇｍａ公司；鼠抗人ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ４９ｄ、ＣＤ９０、

ＣＤ１０５、ＣＤ１０６多克隆抗体购于美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司；碘化丙

啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）、钙黄绿素乙酰氧基甲酯（Ｃａｌｃｅｉｎ

ＡＭ）购于美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ＣＫＸ４１型倒置相差显微镜、

ＩＸ３型荧光倒置显微镜购于日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；ＢＤＦＡＣＳ

ＣＡＬＩＢＵＲ流式细胞仪购于美国ＢＤ公司；ＣＯ２ 培养箱、Ｍｕｌｔｉ

ｓｋａｎＳｐｅｃｔｒｕｍ型多功能酶标仪购于美国Ｔｈｅｒｍｏ公司。

１．２　方法

１．２．１　ＡＳＣｓ的分离培养与鉴定

１．２．１．１　ＡＳＣｓ的获取　取成人吸脂术后的脂肪组织１０ｍＬ，
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加入等体积１．０ｍｇ／ｍＬ的Ⅰ型胶原酶溶液混匀后３７℃恒温

水浴消化４０ｍｉｎ，定时摇匀。１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，去除上

层油脂及液体成分，２００目滤网过滤。１０％ ＦＢＳ低糖ＤＭＥＭ

培养基调整细胞浓度为（５～１０）×１０５／Ｌ，接种至２５ｃｍ培养瓶

中常规培养。４８ｈ后首次换液，之后胰蛋白酶消化传代。传

至第３代用。

１．２．１．２　流式细胞术检测ＡＳＣｓ表面抗原　取第３代ＡＳＣｓ，

胰蛋白酶消化，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，加少量磷酸

盐缓冲液（ＰＢＳ）吹打均匀，调整细胞浓度为１×１０９／Ｌ，将细胞

悬液移入ＥＰ管（每管１００μＬ），每管分别加入两种不同荧光素

标记的流式抗体各５μＬ，以同型藻红蛋白标记的免疫球蛋白

（ＰＥＩｇＧ）和异硫氰酸荧光素标记的免疫球蛋白（ＦＩＴＣＩｇＧ）为

阴性对照，室温避光孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤两次以去除未结合

的抗体，离心弃上清液后每管加５００μＬＰＢＳ重悬均匀，上机行

双荧光标记检测。

１．２．１．３　ＡＳＣｓ的成脂诱导和油红Ｏ染色　取第３代ＡＳＣｓ，

胰蛋白酶消化，接种到置有盖玻片的６孔培养板上，待细胞贴

壁融合较多时，将培养基更换为成脂诱导培养基 ［高糖

ＤＭＥＭ，１０％ ＦＢＳ，１μｍｏｌ／Ｌ地塞米松，１０μｍｏｌ／Ｌ胰岛素，

０．５ｍｍｏｌ／Ｌ３异丁基１甲基黄嘌呤（ＩＢＭＸ），２００μｍｏｌ／Ｌ吲

哚美辛］，阴性对照用１０％ ＦＢＳ的完全培养基培养，每周换液

２～３次。定期观察细胞形态变化，培养２周后取细胞爬片，

ＰＢＳ清洗后４％多聚甲醛固定５ｍｉｎ，洗涤后加入油红Ｏ工作

液染色１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤两次后行显微镜观察。

１．２．２　纤维蛋白胶对 ＡＳＣｓ毒性检测　ＡＳＣｓ消化后用含血

清培养基调整为１×１０４／ｍＬ细胞悬液，按以下种板方式接种

于９６孔板中。空白支架组：用双联注射器各抽取５０μＬ的纤

维蛋白原和凝血酶，注射入孔板底部形成１００μＬ纤维蛋白胶，

不加细胞悬液。支架复合细胞组：同法形成１００μＬ纤维蛋白

胶铺于板底，成胶后再每孔加入１００μＬ细胞悬液。对照组：每

孔加入１００μＬ细胞悬液。每组５个复孔，共接种５块９６孔

板。分别在１、２、３、５、７ｄ各取出一板，于支架复合细胞组和对

照组分别加入ＣＣＫ８１０μＬ，孵育２ｈ，酶标仪检测４５０ｎｍ处

光密度（犗犇）值。实验组犗犇 值＝（支架复合细胞组犗犇 值－

空白支架组犗犇值）。将各点犗犇值用统计学作图软件在坐标

纸上绘出实验组和对照组增殖曲线。

１．２．３　ＡＳＣｓ与不同浓度纤维蛋白胶支架复合后早期存活状

况　将凝血酶用ＤＭＥＭ溶解为５００ＩＵ／ｍＬ的凝血酶溶液，用

该溶液将ＡＳＣｓ制成约１×１０５／ｍＬ悬液。然后将纤维蛋白原

分别溶解稀释为２００．０、１００．０、５０．０、２５．０ｍｇ／ｍＬ４组。通过

双联注射器各抽取０．２ｍＬ混合ＡＳＣｓ的凝血酶溶液和以上相

应浓度的纤维蛋白原溶液，分别注入２４孔板中，同法种板３

块，纤维蛋白原终浓度被等比稀释为１００．０、５０．０、２５．０、１２．５

ｍｇ／ｍＬ４组，待成胶后再各孔加含血清培养基１ｍＬ培养２４

ｈ，光镜下观察４组中 ＡＳＣｓ生长形态，存活数量差异，并且每

组取３张照片通过两名实验者用ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ点计数工具进行

细胞计数，通过统计学作图软件制作柱状图。

１．２．４　ＡＳＣｓ与不同浓度纤维蛋白胶支架复合后期生长状

况　将以上纤维蛋白原浓度为 １００．０、５０．０、２５．０、１２．５

ｍｇ／ｍＬ的纤维蛋白胶＋ＡＳＣｓ复合物于培养第５天取一块孔

板，用ＰＢＳ洗涤两遍，按说明书往孔板中加入含１／１０体积２、４

μｍｏｌ／Ｌ的ＣａｌｃｅｉｎＡＭ和ＰＩ的细胞培养基，置于３７℃孵箱孵

育１５ｍｉｎ，再用ＰＢＳ洗涤两遍。在荧光显微镜下，先使用４９０

ｎｍ激发波长观察绿色的活细胞，然后用５４５ｎｍ激发波长观

察红色的死细胞。观察各组细胞形态特征、活细胞／死细胞

（ＤＥＡＤ／ＬＩＶＥ）数量。每组选取３个视野下拍摄的绿色荧光

和红色荧光图片通过两名实验者用ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ点计数工具进

行细胞计数，通过统计学作图软件制作柱状图。

１．３　统计学处理　采用ＰｈｏｔｏｓｈｏｐＣＳ６点计数工具进行细胞

计数，用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ６．０统计学软件进行数据分析和作

图，计量数据以狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析，检

验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＡＳＣｓ光镜下形态学观察　第３代 ＡＳＣｓ为典型的成纤

维细胞样形态，呈细长梭形，有粗大的分支，核仁明显，细胞骨

架伸展较大，细胞生长密集时呈现漩涡性，见图１。

　　Ａ：１００倍；Ｂ：２００倍。

图１　　第３代ＡＳＣｓ苏木素伊红染色观察

２．２　流式细胞术检测ＡＳＣｓ表面抗原表达结果　选取的第３

代ＡＳＣｓ经６种流式抗体结合后上机检测，结果显示 ＡＳＣｓ高

表达ＣＤ４９ｄ（９４．８％），ＣＤ９０（９９．８％），ＣＤ１０５（９９．８％），不表达

或极低表达ＣＤ３４（３．１％），ＣＤ４５（２．９％），ＣＤ１０６（１．３％），见

图２。

图２　　第３代ＡＳＣｓ流式细胞术检测表面抗原

２．３　ＡＳＣｓ的成脂诱导和油红Ｏ染色结果　ＡＳＣｓ在成脂诱 导培养基中诱导两周后脂滴形成较多，融合为较大脂滴，经油
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红Ｏ染色后可见脂滴被染成红色，见图３。

　　Ａ：染色前；Ｂ：染色后。

图３　　ＡＳＣｓ成脂诱导２周油红Ｏ染色（倒置相差

显微镜，×２００）

２．４　纤维蛋白胶对ＡＳＣｓ增殖的影响检测结果　通过ＣＣＫ８

检测实验组和对照组１、２、３、５、７ｄ犃值，间接反映两组细胞增

殖情况，在坐标上绘成曲线，各时间点实验组和对照组组间差

异无统计学意义（犘＝０．１１３、０．２６４、０．４３６、０．６０５、０．４６８），显示

纤维蛋白胶对ＡＳＣｓ增殖无明显毒害影响，见图４。

图４　　ＣＣＫ８检测实验组和对照组ＡＳＣｓ增殖曲线

２．５　ＡＳＣｓ与不同浓度的纤维蛋白胶支架复合后早期存活状

况　复合培养２４ｈ显示细胞伸展受到一定限制，细胞变成细

长，呈三维立体生长，并可见部分未伸展出来的死细胞。组间

可见明显差异，１００．０、５０．０ｍｇ／ｍＬ组中细胞形态极度变形，

细胞伸展程度较小，并且活细胞数明显偏少，２５．０、１２．５

ｍｇ／ｍＬ组细胞形态较为饱满规则，细胞伸出多个突起，细胞存

活数明显增多。细胞计数显示随支架浓度降低 ＡＳＣｓ存活率

增高，２５．０、１２．５ｍｇ／ｍＬ组间差异无统计学意义（犘＝０．９５６），

存活率趋于稳定，浓度低于２５．０ｍｇ／ｍＬ时 ＡＳＣｓ存活良好，

为适宜浓度，见图５。

　　Ａ：不同浓度的细胞支架复合物培养第２４小时光镜观察（倒置相

差显微镜，×１００）；Ｂ：点计数各组中ＡＳＣｓ细胞数。

图５　　ＡＳＣｓ与不同浓度的纤维蛋白胶复合后早期存活情况

２．６　ＡＳＣｓ与不同浓度的纤维蛋白胶复合后期生长状况　以

上支架细胞复合物培养第５天，ＤＥＡＤ／ＬＩＶＥ试剂盒染色后可

清晰地观察到人ＡＳＣｓ在支架材料内的形态特征和生长状况。

可见ＡＳＣｓ在支架材料中保持大致梭形外形，细胞突起明显较

前增多。绿色荧光图片显示随着支架浓度的减低，细胞形态趋

于正常培养形态，生长数量明显增多；红色荧光图片显示细胞

凋亡随着支架浓度的减低逐渐减少。细胞点计数显示随纤维

蛋白胶支架浓度降低，ＡＳＣｓ增殖速率明显增高，细胞健康程

度（ＤＥＡＤ／ＬＩＶＥ）明显提高，２５．０、１２．５ｍｇ／ｍＬ两组间活细胞

数差异无统计学意义（犘＝０．４２４），浓度低于２５．０ｍｇ／ｍＬ时

ＡＳＣｓ增殖速率和健康程度良好，为适宜浓度，见图６。

　　Ａ：不同浓度的细胞支架复合物培养第５天ＤＥＡＤ／ＬＩＶＥ试剂盒

染色观察（荧光倒置显微镜，×１００）；Ｂ：点计数ＤＥＡＤ／ＬＩＶＥ双染后各

组细胞数。

图６　　ＡＳＣｓ与不同浓度的纤维蛋白胶复合后期生长情况

３　讨　　论

　　脂肪组织工程的构建需要有合适的种子细胞，研究已经证

实脂肪组织中含有大量ＡＳＣｓ
［７９］。由于脂肪组织量大，由此推

测其可能是人体中最大的成体干细胞库。

研究显示扩增的 ＡＳＣｓ表达间充质干细胞的表面标记物

如ＣＤ９０、ＣＤ１０５，表达黏附分子ＣＤ４９ｄ；缺乏造血系统标记物

ＣＤ３４、ＣＤ４５，缺乏内皮细胞标记物ＣＤ３１及免疫抗原标记组织

相溶性抗原ＤＲ（ＨＬＡＤＲ），缺乏血管内皮细胞黏附分子

ＣＤ１０６
［１０１３］，并且具有多向分化潜能［１４１５］。本研究中获取的

ＡＳＣｓ综合形态学特征、表面抗原标记和分化能力，符合 ＡＳＣｓ

的多种特性。

纤维蛋白胶为从血浆中制备的纤维蛋白原和凝血酶混合

后模拟凝血反应最后通路聚合而成的纤维蛋白水凝胶。由于

纤维蛋白胶具有良好的生物相容性和生物降解性，已经作为生

物支架用于平滑肌、骨、软骨组织工程研究中［１６１７］。另外，研究

也显示纤维蛋白胶可以明显提高移植脂肪存活率和微血管

化［１８１９］。其次，交联的纤维蛋白可以支撑起细胞生长的立体

的物理空间，使得细胞在其内呈现类似于体内生长时的三维生

长模式。现有的研究已经表面，二维培养时细胞的黏附、增殖、

基因表达均不同于立体三维培养［２０２１］，细胞处于三维培养将

更接近细胞在体内的生长环境［２２］。这些构成了纤维蛋白胶作

为组织工程支架的理论基础。

本研究结果显示纤维蛋白胶对于二维培养下的 ＡＳＣｓ的

增殖没有明显影响，提示纤维蛋白胶对于二维培养的ＡＳＣｓ不

产生直接的毒性作用，显示了与ＡＳＣｓ良好的生物相容性。将

ＡＳＣｓ与纤维蛋白胶支架复合后三维培养，可见 ＡＳＣｓ在纤维

蛋白胶支架内沿着三维凝胶支架各个方向伸展。由于调节纤

维蛋白聚合的浓度即可以产生不同的力学强度和纤维排列，因

而不同浓度的纤维蛋白胶支架对于 ＡＳＣｓ的三维生长具有重
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要影响，本研究结果也证实了这种显著差异。复合２４ｈ后光

镜下观察显示１００．０ｍｇ／ｍＬ、５０．０ｍｇ／ｍＬ组中提示过高的浓

度会使得细胞处于过大的力学压迫，限制了细胞生长空间，也

使得细胞获取营养更加困难，造成了 ＡＳＣｓ早期的大量死亡。

２５ｍｇ／ｍＬ、１２．５ｍｇ／ｍＬ组细胞形态较为饱满规则，细胞伸出

多个突起，细胞存活明显增多。早期总体表现为随支架浓度降

低细胞存活增加，纤维蛋白浓度低于２５．０ｍｇ／ｍＬ时ＡＳＣｓ存

活良好，为适宜浓度。

ＤＥＡＤ／ＬＩＶＥ试剂盒是通过ＣａｌｃｅｉｎＡＭ 和ＰＩ分别将活

细胞胞质和死细胞核染成绿、红色，可进行细胞标记，也用于检

测细胞存活率［２３］。以上支架细胞复合物培养后期（第５天），

ＤＥＡＤ／ＬＩＶＥ试剂盒染色后清晰地观察到 ＡＳＣｓ在支架材料

内的形态特征和生长状况。黄绿色荧光图片中显示随着支架

浓度的减低，细胞增殖速率明显增高，细胞形态更符合正常培

养形态；同一视野下红色荧光图片显示细胞凋亡数随着支架浓

度的减低逐渐减少，显示细胞健康程度（ＬＩＶＥ／ＤＥＡＤ）明显升

高。２５．０、１２．５ｍｇ／ｍＬ两组间差异无统计学意义，细胞生长

趋于相似，亦提示纤维蛋白浓度低于２５．０ｍｇ／ｍＬ时ＡＳＣｓ的

增殖速率及健康程度均较为良好。

本研究结果显示 ＡＳＣｓ与纤维蛋白胶具有良好的生物相

容性，纤维蛋白胶支架可能作为脂肪组织工程优良的可注射型

三维支架材料；不同浓度的纤维蛋白胶支架对于ＡＳＣｓ的生长

影响具有显著差异，支架中纤维蛋白浓度低于２５ｍｇ／ｍＬ为适

宜浓度，由此为后续进行以纤维蛋白胶作为支架材料的脂肪组

织工程研究提供了重要参数指导。
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