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钙离子浓度对脂肪干细胞增殖和成肌分化的影响 *
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摘要目的：本研究旨在探讨钙离子浓度对脂肪干细胞（ADSCs）增殖和成肌分化的影响。方法：利用抽脂手术废弃脂肪提取脂肪

干细胞，进行体外细胞培养和鉴定。设立正常细胞培养液为对照组，在培养液中添加不同浓度的钙离子（分别为 0.001 mol/mL、

0.002 mol/mL、0.003 mol/mL、0.004 mol/mL、0.005 mol/mL共 5组）为实验组，测定在 48 h和 96 h条件下不同浓度钙离子(Ca2+)对

cck8反应细胞增殖的影响。同时通过 TGF-茁诱导成肌分化，测定不同钙离子浓度下 Ca2+信号相关蛋白的表达，并通过 CCK-8检

测评价其分化水平。另外通过免疫荧光和 PCR检测细胞表面特异性抗原(琢-SMA,SMMHC)的表达水平。各组间比较应用独立样

本 t检验，P<0.05为差异具有统计学意义。结果：显微镜下观察可见原代 ADSCs细胞培养 0.5天后贴壁生长，形态呈圆或椭圆形，

而 TGF-茁诱导 ADSCs成肌分化可见细胞呈梭形；实验组中，钙浓度 <0.002 mmol/mL时，脂肪干细胞增殖得到显著促进（t=10.08,

df=10, P<0.05）；钙浓度 <0.003 mmol/mL时，脂肪干细胞的成肌分化也显著增加，同时免疫荧光和 PCR检测发现低浓度下

琢-SMA，SMMHC的表达均显著增加（P<0.05），而高钙浓度下两者均受到抑制（P<0.05）。结论：低钙浓度(钙浓度 <0.002 mmol/mL)

可显著促进脂肪干细胞增殖和成肌分化，而高钙浓度下两者均受到抑制。
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Effects of Calcium Concentration on Proliferation and Myogenic
Differentiation of Adipose Stem Cells*

The aim of this study was to investigate using myogenic differentiation of adipose stem cells for the

treatment of female pelvic floor dysfunction (PFD) and aimed to investigate the effect of calcium concentration on the proliferation and

myogenic differentiation of adipose stem cells. Human adipose stem cells were obtained from adipose tissue samples collected

during plastic surgery and cultured. These were divided into six groups: one group was assigned as the blank control group, and the other

five groups were added with different concentrations of calcium ions, respectively. Under the conditions of 48 and 96 hours, the

proliferation of CCK8-reactive cells in different concentrations of Calcium ion (Ca2+) was measured. In the second part, under the

induction of TGF-茁 myogenic differentiation, different concentrations of Ca2+ were added to evaluate the myogenic differentiation

process of proteins involved in Ca2+ signal under experimental conditions and control groups, and these were measured by CCK-8,

immunofluorescence and PCR to determine the expression level of the cell surface specific antigen (琢-SMA, SMMHC). After

0.5 days of culture, microscopic observation showed that ADSCs cells adhered to the wall and grew in round or oval shape. After the

inducement of TGF-茁, myogenic differentiation of ADSCs showed fusiform cells. In the experimental group, the proliferation of

adipocytes was significantly promoted when calcium concentration was less than 0.002 mmol/ mL (T=10.08, DF=10, P<0.05). When

calcium concentration was less than 0.003 mmol/ mL, the myogenic differentiation of adipocytes was also significantly increased, and the

expression of 琢-SMA and SMMHC were significantly increased at low calcium concentration (P<0.05), while they were inhibited at high
calcium concentration (P<0.05). Myogenic differentiation and proliferation of adipose stem cells were also significantly

increased in low calcium concentration (calcium concentration <0.003 mmol/mL), P<0.05, while both of them were inhibited in high

calcium concentration.

Calcium ion; Adipose stem cells; Myogenic differentiation; Proliferation; Surface specific antigen
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前言

女性盆底功能障碍性疾病(pelvic floor dysfunction, PFD)是

一类由盆底支持结构缺陷、损伤及功能障碍所造成的疾病[1]，包

括盆腔器官脱垂、尿失禁、粪便失禁以及性功能障碍等，是中老

年妇女群体中的常见病。近年来，随着人口老龄化，女性盆底功

能障碍发病率逐年上升[2]。该病的主要发生因素包括多胞胎妊

娠、年龄和体重增加，以及体内缺乏相关激素。目前对该病的治

疗已成为一项紧迫的任务[3]。

脂肪干细胞（ADSCs）最早是由 Zuk[4]等研究者，从脂肪抽

吸术[5，6]获得的皮下脂肪组织中分离得到的多能干细胞。Kai-

saier Aji的研究表明 TGF-茁1和 BMP4能使 ADSCs向平滑肌

细胞分化 [7]。而细胞内 Ca2+信号在成肌分化过程中非常重

要 [8-10]，钙通道存在于质膜上，Ca2+通过 SOCE (store-operated

Calcium entry, store- operation Calcium entry)途径进入细胞影响

肌细胞的形成和再生[11]。当肌肉组织受损时，干细胞被激活。这

些细胞通过增殖和分化来修复肌肉损伤。目前钙离子对人脂

肪干细胞成肌分化的影响还尚未有明确研究。本研究旨在观

察不同浓度的钙离子对脂肪干细胞增值以及成肌分化的影

响，为后续通过成肌分化治疗女性盆底肌功能障碍提供技术

和理论基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料

实验中应用的人 ADSCs来源于温州医科大学附属第一医

院 2例脂肪移植患者废弃的脂肪组织，均为女性，年龄 41~50

岁，经患者知情同意及温州医科大学附属第一医院伦理委员会

批准后进行细胞培养及细胞分化相关实验。

1.2 实验方法

1.2.1 脂肪干细胞的分离 将 2例患者抽取的中间层的脂肪

组织转移至 50 mL离心管中，加入等体积的 I型胶原酶，吹打，

放入恒温振荡箱（37℃，275 rpm的转速）振荡 45分钟，消化结

束后加入等体积高糖 DMEM终止消化，混合液分别通过 100

目、200目筛网过滤杂质，将过滤液分装到 15 mL的离心管，离

心，弃上清，用 3 mL cyagen培养基重悬。

1.2.2 干细胞的培养及分化 每 3天更换一次 cyagen细胞培

养基，当 80% ~ 90%的细胞覆盖在培养瓶表面时，可进行传代

培养。弃掉培养基，加入 3 mL的 PBS，去除多余的培养基和非

贴壁细胞，轻轻吹。弃掉 PBS，加入含 EDTA的胰蛋白酶溶液

3 mL，吹匀，37℃培养箱静置 2分钟，加入等量含血清的培养

基，离心。取上清液，重新悬浮培养基。把它装在培养瓶里。第

三代干细胞培养后，加入 TGF-茁1在 37℃二氧化碳培养箱中培

养 7天（浓度为 0.05 滋g/mL）诱导成肌分化。
1.2.3 设立对照组 将胰酶消化后的细胞重新悬浮在培养基

上，并将悬浮细胞调整至 20000个 /mL。接种在 96孔板上，形

成六个水平孔和六个纵向孔。24 h后，设 1个空白组(不含钙离

子的 cyagen细胞培养基)和 5个实验组(含钙离子的 cyagen细

胞培养基)。cyagen培养液溶液中的钙离子浓度分别为 0.001

mol/mL、0.002 mol/mL、0.003mol/mL、0.004 mol/mL、0.005 mol/mL。

每组有 3 个辅助孔。分成两组。分别在 48 和 96 小时测定

CCK-8的吸光度。

1.2.4 CCK8测数 建立 1 个空白组 (不含钙离子成肌分化

液)和 5个实验组(含钙离子成肌分化液)后，加入 TGF-茁诱导
成肌分化。钙离子浓度分别为 0.001 mol/mL、0.002 mol/mL、

0.03 mol/mL、0.004 mol/mL、0.005 mol/mL，钙离子浓度分别为

0.001 mol/mL、0.002 mol/mL、0.003 mol/mL、0.004 mol/mL、

0.005 mol/mL。每组有 3个辅助孔。分成两组。每三天换一次培

养液。分别在第 1周和第 2周测定 CCK-8的吸光度。

1.2.5 免疫荧光 免疫荧光检测分别于 1周和 2周进行。将培

养皿中的细胞用 4%多聚甲醛固定 15 分钟。PBS洗涤后，用

0.5% Triton X-100打孔 20分钟。PBS洗涤 3次后，室温下用山

羊血清封闭细胞 30分钟。第二天，用 PBST冲洗爬坡片后，加

入稀释的荧光二抗。然后用 DAPI (1:1000, Boster，武汉，中国)

对细胞进行反染色，并使用荧光显微镜(Olympus公司，东京，日

本)检查。从每口井中随机选取 5个油田进行成像(n=3)。

1.2.6 Real-time PCR 使用 Trizol试剂(Takara, Cat# 9109，

中国大连)从每组细胞中分离总 RNA，按照厂家说明。用分光光

度计(NanoDrop 2000, Peqlab, Erlangen, Germany)对 RNA进行

定量。利用反转录系统(Promega, Madison, WI, USA)从 1滋g总
RNA 中制备互补 dna (cdna)。所有样本，包括管家基因

GAPDH，采用 SYBR 预混 Ex Taq (Takara)，使用 LightCycler

480(罗氏，巴塞尔，瑞士)进行分析。本研究使用的引物：SMA

（FP：5'-TCGTGCTGGACTCTGGAGATGG-3'，RP：5'-CCACGC

TCAGTCAGGATCTTCATG-3'）、MHCII（FP：5'-GTTTGATGC

TCCAAGCCCTCTCC-3'，RP：5'-CCCAATAATGATGCCCACC

AGACC-3'）、GAPDH （FP: 5'-CCAAGGAGTAAGACCCCTG

G-3'，RP：5'-TGGTTGAGCACAGGGTACTT-3'）反应条件为：

95℃，10 min；95℃ 15 s, 58℃ 30 s, 72℃ 30 s共 40个循环;最后

在 72℃下延长 10分钟。测量信号的特异性被识别为熔化曲线

中的单峰。采用 GAPDH作为内部控制。2-△ △ Ct方法用于定量。

结果显示为与 GAPDH的比值。

1.3 统计学方法

采用 GraphPad Prism 8. 0软件(美国 GraphPad公司)进行

统计分析，组间比较采用独立样本 t检验，P<0.05为差异具有
统计学意义。

2 结果

2.1 ADSCs体外培养与分化

显微镜下观察到原代 ADSCs细胞培养 0.5 d后贴壁生长，

呈圆或椭圆形，见图 1（a）；TGF-茁 诱导 ADSCs成肌分化可见

细胞呈梭形图 1（d）；ADSCs细胞具有多能分化能力，可成脂分

化和成骨分化，见图 1（e）、（f）。

2.2 不同钙离子浓度对 ADSCs增殖的影响

对比实验组与对照组可以发现，0.001 ~ 0.002 mol/mL的

钙离子浓度促进脂肪干细胞增殖，差异均具有统计学意义(P<0.
05）, 而超过 0.003 mol/mL的钙离子浓度对增殖有显著的抑制

作用(图 2)，差异均具有统计学意义(P<0.05）。
2.3 不同钙离子浓度对 ADSCs成肌分化的影响

通过测量诱导成肌分化后 7天的的吸光度（图 3）比较可

以看出，在钙离子浓度为 0.001~0.003 mmol/mL时，实验组的
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图 3 ADSCs成肌分化时 CCK-8吸光度

Fig.3 n=3; comparison of absorbance of CCK-8

图 2 ADCSs细胞增殖 CCK-8吸光度

Fig. 2 n=3; comparison of absorbance of CCK-8

图 1 (a)脂肪原代干细胞；(b)第二代脂肪干细胞；(c)第三代脂肪干细胞；(d)脂肪干细胞成肌分化 7天；(e)油红 O染色结果显示，正常培养的

ADSCs-GFP细胞可产生大量脂质；(f)茜素红染色显示正常培养的 ADSCs-GFP细胞可形成大量骨细胞。

Fig.1 (a) Adipose primary stem cells; (b) The second generation adipose stem cells; (c) The third generation adipose stem cells; (d) Myogenic

differentiation of adipose stem cells for seven days; (e) The results of oil red O staining showed that ADSCs-GFP cells could produce a large amount of

lipid under normal culture; (f) Alizarin red staining showed that ADSCs-GFP cells could form a large number of bone under normal culture.

成肌分化能力强于空白组；而当钙离子浓度大于 0.004 mmol/mL

时，实验组的成肌分化能力则受到抑制，差异均具有统计学意

义(P<0.05）。

2.4 PCR
通过 PCR实验检测各组细胞表面特异性抗原 (aSMA和

MHCII) 基因的表达情况发现（图 4），当钙离子浓度为 0.003

mmol/mL时，钙离子对脂肪干细胞成肌分化具有一定的增益

效应。当浓度大于 0 .003 mmol/mL时，钙离子对脂肪干细胞成

肌分化具有明显的抑制作用。

2.5 免疫荧光表达

在 0.001 ~ 0.003 mmol/mL钙离子浓度下，aSMA和MHCII

的表达随着钙离子浓度的增加而显著增加，在 0.003 mmol/mL

浓度下达到峰值，此时见 DAPI 核染色数量多，琢SMA 及

SMMHC显色较为明显。(图 5和图 6)。

3 讨论

据资料显示，超过 20%的女性有不同程度的女性盆底功能

障碍[12-14]。目前，现有的治疗手段尚有不足，以物理疗法和外

科手术为主，而物理治疗疗效无法保证，手术治疗风险大、

费用高，尚未找到经济且有保障的治疗手段[15]。先前的研究

已经表明脂肪干细胞可从脂肪组织中分离，并且具有肌分化

的能力[16-19]。在本研究中，我们提供了一种简单有效的提高脂肪

干细胞成肌分化的方案[20]。在前期实验中，我们将培养基由生

长培养基改为成肌培养基后，分化迅速，并在 7 d后实现融合

程度最大，在细胞分选后可获得大约 60%的人成肌细胞。这些

细胞可保持多达 6代(约 30倍)的培养，并保持其分化能力[21-23]。

钙信号调节肌肉的发育、动态平衡和再生。钙通道存在于质

膜上，通过 SOCE (store-operated Calcium entry, store-operation

Calcium entry)途径进入细胞，对肌肉的形成和再生非常重要[24]。

在实验组和对照组的比较中发现 0.001~0.002 mmol/mL 对脂

肪干细胞增殖有很大的影响，而大于 0.003 mmol/mL对增殖有
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图 6：0.003mmol/mL钙离子浓度下，A为 DAPI(蓝色)鉴定细胞核的肌

源性分化。

B、C和 D为抗琢-SMA(红色)抗体染色的细胞，SMMHC(绿色)。

Fig. 6 This is myogenic differentiation at 0.003mmol/ml calcium, A for

DAPI (blue) to identify the nuclei. B, C and D for cell stained with

antibodies against 琢-SMA (red), SMMHC (green).

图 4采用 qRT-PCR检测各组细胞表面特异性抗原(aSMA和MHCII)基因的表达情况

Fig. 4 The expression of the cell surface specific antigen (aSMA and MHCII) genes in each group were detected by the qRT-PCR analysis

显著的抑制作用。这可能是由于在低浓度钙时，钙通道的打开，

进入细胞的钙离子增多；而随着钙浓度的升高，肌细胞逐渐出

现核失衡，胞质逐渐萎缩，细胞完全破裂，出现凋亡[25，26]。

TGF-茁 诱导成肌分化后，当钙离子浓度为 0 .001~

0 .003 mmol/mL 时，分化 7天后，可以发现相较对照组，实验

组 CCK8测量的分化细胞数量以及 琢 SMA、MHCII的表达均有

增强[27，28]，且呈剂量依赖性。而当钙离子浓度大于 0.003 mmol/mL

时，实验组则受到抑制。在低钙离子环境下，质膜上存在钙通

道，并通过 store-operated calcium entry (SOCE)途径进入 Ca2+，

形成 /再生肌肉但随着钙浓度的增加，由于细胞外浓度的增

加，细胞内水分子向细胞外转移，肌细胞逐渐出现核失衡，当浓

度达到 0.004 mmol/mL时，胞质逐渐萎缩，细胞完全破裂，和细

胞凋亡出现[29，30]。在本研究中，我们认为 0.003 mmol/mL的钙浓

度是细胞增殖和分化的转折点。

本实验存在一些缺点。一方面由于肌肉细胞的快速形成，

这些细胞也有自发收缩和从培养板上脱落的倾向，影响实验结

果，因此有必要在培养板上应用细胞外基质来改善细胞粘附，

减少肌管脱落引起的系统误差。另一方面本研究样本量小，实

验材料仅限于门诊脂肪，因此对研究结果的评价可能存在一定

的偏差。此外，细胞外钙离子与细胞外钙离子是否存在协同拮

抗机制，以及是否存在其他影响实验结果的途径尚不清楚。在

未来，我们可以通过扩大样本容量，均衡样本分布来进一步完

图 5 (a)将人成肌细胞融合单层暴露于 DM 7天，固定，并用抗琢-SMA

(红色)、SMMHC(绿色)和 DAPI(蓝色)抗体染色以识别细胞核。标尺 =

50 滋m。A为空白组;(b)浓度为 0.001 mmol/mL的钙离子；(c)钙离子浓

度为 0.002 mmol/mL; (d)钙离子浓度在 0.003 mmol/mL。

Fig. 5 (a) The confluent monolayer of human myoblasts was exposed to

DM for seven days, fixed, and stained with antibodies against 琢-SMA

(red), SMMHC (green), and DAPI (blue) to identify the nuclei. Scale bar =

50 滋m. A for blank group; (b) The calcium ion at a concentration of 0.001

mmol/ml; (c) The calcium ion concentration at 0.002 mmol/mL; (d) The

calcium ion concentration at 0.003 mmol/mL.
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善实验研究。

4 结论

低钙浓度(钙浓度 <0.002 mmol/mL)可显著促进脂肪干细

胞增殖和成肌分化，而高钙浓度下两者均受到抑制。但在细胞

水平上钙离子对 ADSCs增殖分化相关基因表达及机制有待于

进一步研究，深入阐明该机制将为女性盆底肌功能障碍的修复

提供临床思路和理论依据。
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