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脂肪来源干细胞体外成骨和成脂及成神经的诱导分化研究
黄子龙 柳大烈△ 黄佳诚 南 华 李 丹

(南方医科大学珠江医院整形美容外科 广东广州 510282)

摘要 目的：探讨脂肪来源干细胞体外成骨和成脂及成神经的诱导分化情况。方法：选取 10只 SPF级雄性 SD大鼠，将其不同部位
的脂肪组织取出，分别采用不同方法对其向成骨、成脂及成神经等方向进行诱导分化并对其结果进行鉴定。结果：ADSC表达中，
CD29占(99.11± 0.13)%，CD44占(95.94± 0.71)%，CD45占(0.12± 0.09)%。经 4周的成骨诱导后,茜素红 S染色在细胞团中央发现
红色钙化结节存在，碱性磷酸酶染色在细胞的胞质内观察到紫红色颗粒，经 7d成脂诱导后，油红 "O"染色在细胞质内观察到橙
红色脂滴；经过 6d的神经干培养基诱导后，通过免疫荧光染色证明诱导的 Nestin细胞、神经丝蛋白 -200以及 GFAP等均出现阳
性表达。结论：ADSC具备向脂肪、成骨及神经元等细胞进行多向分化的潜能，具有来源广、易于操作、体外增殖快速等优越性，并
且不存在免疫排斥及医学伦理学问题，发展前景广阔。
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Adipose-Derived Stem Cells in Vitro and Osteogenic and Adipogenic
Induction of Differentiation Into Neurons

To investigate adipose derived stem cells in vitro and osteogenic and adipogenic differentiation into neural
induction. 10 SPF male SD rats to different parts of the fat tissue removed, different methods were used for its osteogenic, adip-
ogenic and direction into nerve induced differentiation and the results were identified. ADSC expression, CD29 accounted for
(99.11± 0.13)%, CD44 accounted for (95.94± 0.71)%, CD45 share (0.12± 0.09)%. After four weeks of osteogenic induction, Alizarin
red S staining in red cell mass of the central calcified nodules found there, alkaline phosphatase staining was observed in the cytoplasm of
cells to purple granules, after 7d adipogenic induction, oil red "O" staining was observed in the cytoplasm orange-red lipid droplets; thro-
ugh 6d after induction of neural stem medium, proved by immunofluorescence staining cells induced Nestin, GFAP and neurofilament
protein -200 etc appear positive. ADSC have to fat, bone and neuronal cells such as multiple differentiations potential. Has a
wide source, easy to operate, fast proliferation and other advantages, and there is no immune rejection and medical ethics issues and
broad development prospects.
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前言

干细胞已经成为新世纪生命科学领域研究的焦点[1,2]。相比

于骨髓间质干细胞，脂肪干细胞（adiposestem cell，ADSC）具有

来源广、分离方便、产生数量多的重要特点[3-5]，并且不存在伦理

道德问题以及移植排斥现象，增殖能力明显增强，具有多向分

化的潜能[6, 7]。我院通过酶消化法对 ADSC进行分离、培养以及

纯化，对第 3代细胞表面表型的表达进行检测，并体外诱导使

其分化成为脂肪、成骨以及神经元等细胞，旨在为组织工程、临

床细胞以及基因治疗的深入研究提供一定的依据。现将结果报

道如下。

1 资料与方法

1.1 实验动物及材料

由南方医科大学实验动物中心供给的体质量为（200.32±

10.84）g的 10只 SPF级雄性 SD大鼠；worthington公司提供的
Ⅰ型胶原酶；Sigma胰蛋白酶；低糖 DM EM培养基以及 B27

(Gibco)培养基；DM EM/F12培养基；特级胎牛血清(fetal bovine

serum，FBS)；碱性成纤维生长因子(basic fibroblast growth factor，

bFGF)，Peprotechinc 表皮生长因子 (epidermal growth factor，
EGF)；Nestin兔抗大鼠，多克隆抗体兔抗人胶质纤维酸性蛋白

（GFAP）、神经丝蛋白 -200 ；山羊抗兔抗体；通过 PE进行标记

的 CD44 及 CD29 抗体，Biolegend 公司提供的 采用异硫氰酸

荧光素进行标记的抗体 CD45；L-维生素 C、茁-磷酸甘油钠以

及地塞米松注射液等药物、上海阳光试剂有限公司提供的茜素

红 S、生化试剂 4-羟乙基哌嗪乙磺酸(HEPES)、华瑞制药有限
公司提供的 L-谷氨酰胺(SIGMA)、由南京建成生物公司提供
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的碱性磷酸酶试剂盒；二步法免疫组化试剂盒及 DAB显色试

剂盒、由磷酸二氢钠和磷酸氢二钠配置的磷酸盐缓冲液(PBS)；
CO2培养箱，Leica公司提供的型号为 DM I4000B的倒置相差

荧光显微镜，美国 Beckman公司提供的流式细胞仪，Jouan公
司提供的型号为 BR4i的离心机。
1.2 方法
1.2.1 ADSC的分离、培养以及传代纯化 给予 0.75mL/100g氯

胺酮复合剂对 SD大鼠通过腹腔注射进行麻醉，在无菌操作的

前提下将腹股沟处、附睾垫以及腹膜后的脂肪取出，将软组织

及小血管剔除,采用 PBS反复冲洗 3次，用眼科剪将其剪碎，变

成糊状后，在 37℃水浴环境下采用用 0.1%型的胶原酶对其进

行震荡消化，待 0.5h后变成溶胶状时，用含 10%磷酸盐缓冲液

的 DM EM培养基对其进行等体积中和，采用 2600r/min速率

离心 10min后，将上清及悬浮的脂肪组织弃去，采用 DM EM

培养基将细胞及沉淀的组织块重悬后接种到面积为 25cm2的

培养瓶中。放置于 5%CO2培养箱中进行培养，保持 37℃的温

度及饱和湿度 48h。然后换液将未贴壁的细胞去除。此后定期

换液，1次 /72h，当细胞融合至 80%~90%时，给予 0.25%的胰酶

进行消化，按照(4~ 6)103/cm2的标准进行传代。

1.2.2脂肪干细胞的生物学特性 第 3代细胞表面 CD29、CD44

和 CD45通过流式细胞仪对其表达情况进行分析。
1.2.3 诱导第 3代细胞分化
1.2.3.1成骨、成脂的诱导方案 依据(1~2)× 103/cm2的密度将消

化后的第 3代细胞进行在 6孔板中进行接种,用 DM EM培养

液进行培养，24h后将其更换成包括 DM EM培养基、10%磷酸
盐缓冲液、浓度为 1mol/L 的地塞米松注射液以及浓度为
200mol/L 的吲哚美辛、3- 异丁基 -1- 甲基黄嘌呤 (IBMX)0.5

mmol/L以及胰岛素 10g/ml等成分的成脂诱导培养液或者包

含 DM EM、10% FBS、茁- 甘油磷酸钠 50mmol/L、维生素
C50mg/L等成分的成骨诱导培养液，并定期更换，1次 /3d。
1.2.3.2 诱导后的鉴定 通过脂肪诱导 7d，采用 4%多聚甲醛固

定细胞爬片，10min后采用油红“O”工作液[8]进行密闭染，15min

后用 60%的乙醇进行分色, 然后给予苏木素进行再次染色,并

通过显微镜进行仔细观察。成骨诱导时间为 28d,之后进行茜素

红 S染色，并遵照试剂盒的操作规范进行碱性磷酸酶染色。
1.2.3.3神经干细胞及神经元的诱导、鉴定 采用 1500r/min的速

率将已消化的第 3代细胞进行离心并收集,按照 105个 /mL的

标准在包含有 DMEM/F12、2%B27、EGF20ng/mL、碱性成纤维

生长因子 20ng/mL等成分的神经干细胞培养基[9]中进行诱导

分化,定期按半量更换液体，1次 /72h,在诱导期间，细胞的形态
学变化通过倒置显微镜进行仔细观察。待形成细胞球并且免疫

荧光染色后，对神经干细胞依据介巢蛋白 Nestin抗原表达进行
鉴定。将细胞球在 DM EM培养基中进行接种,1~2d出现贴壁
后, 通过采用免疫荧光染色的细胞表达神经丝蛋白 -200以及
GFAP，对细胞球分化形成的多神经元及神经胶质细胞进行鉴
定。用磷酸盐缓冲液反复冲洗经 4%多聚甲醛进行固定的培养
的细胞，加入 1：200的一抗介巢蛋白 Nestin、1：200的神经丝蛋

白 -200、1：200的 GFAP后，在 4℃的温度下过夜,再用 PBS进

行冲洗，2遍后避光环境下加入经过荧光素化的二抗, 在 37℃

的环境下进行反应，0.5h后放于荧光显微镜上进行仔细观察并

对图像进行收集。

2 结果

2.1 ADS的培养及传代纯化情况分析
在 25cm2培养瓶中将脂肪单个核细胞进行接种 24~48h

后，发生贴壁现象。细胞生长主要呈现出不均匀分布的梭形、小

角形和椭圆形等形状，部分生长呈现集落状。之后，梭形细胞占

据优势地位，5~8d后将瓶底全部铺满。细胞的生长速度在传代

之后出现明显增快，并呈现出均匀单一的长梭形生长，细胞在

原代之后生长 3~5d后便能够出现 80%~100%的融合。并且每

代细胞在形态学方面相比，未发现明显的差异。

2.2 ADSC的表面表型情况

通过流式细胞仪对第 3代 ADSC细胞的表型进行分析发

现，CD29占(99.11± 0.13)%，CD44占(95.94± 0.71)%，CD45 占
(0.12± 0.09)%。
2.3 诱导细胞出现的变化及鉴定结果
2.3.1成骨诱导情况 进行 1周左右的诱导培养后，长梭形细胞

的形状转化为多角形、立方形或不规则状，并且体积出现明显

增大。诱导培养 28d后，通过 ALP染色能够在细胞质中见到颗

粒呈紫红色；通过茜素红 S染色，可以见到红色的典型矿化钙
结节。

2.3.2 成脂诱导情况 进行 48~72h的成脂诱导后，细胞形态逐

渐由长梭形转变为类圆形及多边形等,并可以在不少细胞质内

发现透亮的小脂滴，且折光性相对较好，随着时间的推移，可以

出现脂滴增加及多个脂滴融合的现象，7d之后进行油红“O”染

色可以发现较多的红色脂质沉积存在。

2.3.3诱导神经元情况分析 在神经干细胞培养基中将通过胰

酶消化、离心后的第 3代的脂肪干细胞进行接种 24h，可发现

细胞开始出现聚集,48h后多数表现出聚集状，并悬浮生长，72h

后可见到形成的颜色透亮、饱满的细胞球，胞质内可以见到粗

大的颗粒。6d后通过鉴定确定增多、增大的细胞球对神经干细

胞特异性标记物介巢蛋白 Nestin进行表达。在 DM EM/F12培

养液中将细胞球进行接种 24~48h，细胞球出现贴壁、向周围生

长并相互延伸、连接的现象，通过鉴定确定观察到的呈神经细

胞样形态的有突起的细胞能够对神经丝蛋白 -200或 GFAP抗
原进行表达。

3 讨论
近年来，不少学者经过大量研究，已经能够分离和鉴定来

自于人或动物多部位的成体干细胞[10-14]。相比之下,脂肪干细胞

具有易于取材，增殖稳定、快速的重要特点，并且通过特定的方

法进行诱导，脂肪干细胞能够分化成具备脂肪、成骨、软骨、肌

肉、神经元及肝脏等细胞谱系特征的细胞，因而已经成为广泛

关注的焦点。

相比于对表面标志进行鉴定联合多向诱导分化的方法目

前仍不能对具备某些特异性的表面标志物进行证明[15-16]。我院

从大鼠的脂肪组织中采用胶原酶进行消化分离的方案成功地

将脂肪干细胞进行分离培养并稳定传代。一般而言，间质干细

胞 CD29及 CD44表达阳性，CD45阴性作为泛白细胞的标志
抗原已经被广大医家所认可[17-20]。在本研究中，对第 3代的脂肪

干细胞表面抗原通过流式细胞仪进行检测发现，CD29 及
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CD44呈现出高表达的状态，CD45呈现出低表达的情形，由此

进一步提示本研究所得到的 ADSC并非源自于造血系统而是
源自于间质干细胞。

在本研究中，选用成骨诱导培养液进行 4周的诱导分化。

能够分泌钙盐被认为是成骨细胞的重要特征，采用茜素红 S染

色方法对成骨诱导后的脂肪干细胞染色后出现阳性，提示不能

产生钙盐的脂肪干细胞分化已经能够转向成骨细胞进行。除此

之外，成骨细胞的碱性磷酸酶染色亦出现阳性，更加说明 ADSC

能够向成骨细胞的方向进行分化。

在本研究中，经成脂培养基进行诱导 48~72h的 ADSC出

现细胞体积明显增大，并且，通过显微镜可以见到胞质内比较

透亮的小脂滴，且折光性相对较好，随着时间的推移，可以出现

脂滴增加及多个脂滴融合的现象，7d之后进行油红“O”染色可

以发现较多的红色脂质沉积存在。说明 ADSC已经能够向脂肪
细胞的方向进行分化。

将细胞置于神经干细胞培养基中进行悬浮诱导，72h后可

见到形成的颜色透亮、饱满的细胞球，胞质内可以见到粗大的

颗粒。6d后通过鉴定确定增多、增大的细胞球对神经干细胞特

异性标记物介巢蛋白 Nestin进行表达。在 DM EM/F12培养液
中将细胞球进行接种 24~48h，细胞球出现贴壁、向周围生长并

相互延伸、连接的现象，通过鉴定确定观察到的呈神经细胞样

形态的有突起的细胞能够对神经丝蛋白 -200或 GFAP抗原进

行表达。提示 ADSC已具备成功向神经干细胞及神经元进行诱

导分化的能力。

综上所述，脂肪干细胞具备向脂肪、成骨及神经元等细胞

进行多向分化的潜在能力。具有易于取材、增殖快速稳定的优

越性，并且不存在免疫排斥反应及医学伦理学问题，发展前景

广阔。
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