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摘要 目的：通过组织块培养法得到脂肪干细胞（adipose-derived stem cells, ADSCs），探讨其诱导分化潜能，并初步研究 ADSCs的

来源。方法：用脂肪组织块培养法培养原代人 ADSCs。第三代 ADSCs进行成脂和成骨诱导分化，分别用油红 O和茜素红 S染色

进行鉴定。脂肪组织块培养七天后取脂肪组织进行 Hematoxylin-eosin Staining（HE）染色观察 ADSCs组织分布。结果：用脂肪组织

块培养法成功培养出原代人 ADSCs。ADSCs传代到第 8代，依然保持着良好的增殖能力和细胞形态。ADSCs能成功诱导成脂肪

细胞和骨细胞。通过对培养七天后的脂肪组织块进行 HE染色，发现 ADSCs主要分布在脂肪组织的间质血管和结缔组织周围。结

论：用脂肪组织块培养出来的 ADSCs具有成脂和成骨分化的潜能。ADSCs主要定位于间质血管和结缔组织周围。

关键词：脂肪干细胞；脂肪组织；成骨分化；成脂分化；脂肪干细胞的起源

中图分类号：R-33；R329.21 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2017）24-4606-04

Research on the Induced Differentiation of Adipose Derived Stem Cells and
Its Origin*

To investigate the induction and differentiation potential of ADSCs by tissue culture method, and to prelim-

inary study on the origin of ADSCs. Using adipose tissue culture method to culture human ADSCs. The third generation of

ADSCs for the adipogenic and osteogenesis differentiation, and staining by oil red O and alizarin red S. HE staining was performed after

the seventh day culture of adipose tissue. The primary human ADSCs were successfully cultured with adipose tissue culture

method. ADSCs cultured to the eighth generation, still maintained a good proliferation ability and cell morphology. ADSCs can be success-

fully induced into adipose cells and bone cells. ADSCs were mainly distributed around the mesenchymal vascular and connective tissue,

by HE staining of adipose tissue after seven days of culture. The cells that were cultured with adipose tissue have the poten-

tial to adipogenic and osteogenesis differentiation. The ADSCs were mainly distributed around the mesenchymal vascular and connective

tissue.
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前言

2001年 Zuk等从人脂肪组织中分离出了纤维母细胞样的

细胞，将其命名为 processed lipoaspirate (PLA)。在特定的诱导

因子作用下 PLA可以被诱导分化为脂肪细胞、软骨细胞、骨细

胞和肌细胞[1]。之后的研究中，Zuk等还发现 PLA与 MSCs存

在相似的免疫表型，具备相似的分化潜能[2]。Zuk等通过对 PLA

克隆形成能力的研究和多谱系分化能力的鉴定，发现 PLA具

有干细胞的特性，并首次把分离得到的细胞命名为脂肪干细胞

（adipose-derived stem cells，ADSCs）。

ADSCs基本形态与成纤维细胞类似，细胞在支持物表面

呈梭形或不规则三角形生长，细胞中央有卵圆形核，胞质向外

伸出长短不同的突起，细胞生长汇集成片时成漩涡状生长。原

代 培 养 的 ADSCs 主 要 表 达 的 阳 性 表 面 标 志 物 有

CD13/CD44/CD73/CD90/CD105/CD140b，阴性表面标志物主要

有 CD31/CD34/CD45/CD106[2,3-5]。原代培养的 ADSCs除了表面

标志物鉴定还需要进行诱导分化能力鉴定。ADSCs被公认的

谱系特异性的分化方向是成脂、成骨和成软骨方向的分化[6-8]。

目前为止，ADSCs的培养方法主要有两种。一种是常规的

用Ⅱ型胶原酶消化脂肪组织的方法来分离提取脂肪干细胞[1,2]，

另一种是脂肪组织块培养法，来分离培养 ADSCs[9]。常规的消

化法的优点是能一次性获得大量的细胞基数，能在较短的时间

内得到大量的细胞，适合于脂肪干细胞的临床应用。组织块培

养法的优点是可以在尽量不破坏脂肪组织结构的情况下，分离
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培养脂肪干细胞，适合于对脂肪干细胞进行实验室研究。在本

研究中我们采用组织块培养法来培养 ADSCs，研究 ADSCs的

成脂和成骨诱导分化潜能。通过对体外培养的脂肪组织进行

HE染色，初步观察 ADSCs在脂肪组织中的分布。

1 材料与方法

1.1 标本取材

实验用脂肪组织来源 白色脂肪组织来源于怀化市第一

人民医院进行腹部外科手术的患者。医生于无菌条件下行剖腹

产手术取 20-35周岁的妇女（健康育龄妇女，无传染疾病如

HBV，HIV，HCV等）的腹部白色脂肪 5-6 mL，无菌封装，立即

送至实验室在超净台中进行脂肪干细胞分离培养操作，并与病

人签订知情同意书。

1.2 主要试剂

DMEM和 DMEM/F12液体培养基、胎牛血清、D-PBS、胰

酶；STEMPRO Adipogenesis Differentiation Kit 和 STEMPRO

Osteogenesis Differentiation Kit 均购自 GIBCO。离心管购自

BD FALCON，培养瓶和培养皿购自 Corning。油红 O、茜素红 S

和 4%的多聚甲醛购自 Sigma。

1.3 "天花板 "组织块培养法（简称组织块培养法）

手术取约 5-6 mL脂肪组织，用 D-PBS清洗干净组织表

面，直至洗净肉眼可见的血细胞。洗干净的脂肪组织置于无菌

的 10 cm2的培养皿中，加入含有双抗（青霉素的浓度 600 U/mL，

链霉素的浓度 300 滋g/mL）的 D-PBS 20 mL放置 5-10 min。

重新用 D-PBS冲洗脂肪组织，把脂肪组织转移到另外一

个 10 cm2的玻璃培养皿中，用手术剪把脂肪组织剪成 1-3 mm3

的小块，去除肉眼可见的血管和结缔组织。把得到的脂肪组织

块用 D-PBS再洗一遍，洗完了加入 1-2 mL的 FBS。剪好的脂

肪块，立刻用无菌塑料滴管转移到 25 cm2的培养瓶中，把脂肪

块按 0.5 cm左右的距离排列好，把培养瓶翻转过来，让脂肪组

织块紧贴培养瓶壁，于 5% CO2，37℃饱和湿度培养大约 4 h，待

脂肪组织块有一点点干，此时把培养瓶重新正面放置，加入 2

mLFBS，让组织块在 FBS的滋养下培养约 48 h。第三天的时

候，点状的细胞出现在脂肪组织周围，此时用 DMEM+10%FBS

培养基代替 FBS，并继续培养。到第七天的时候，可以去掉多余

的脂肪组织块，并继续培养贴壁细胞，待细胞长到 80%-90%融

合度的时候进行传代。

1.4 脂肪干细胞的成脂成骨诱导分化

观察 ADSCs在 DMEM/F12+10%的 FBS标准培养基中的

生长状态，确定细胞处于对数生长期融合度为 60%-70%。加

D-PBS漂洗 2遍，去掉 D-PBS和漂浮的细胞。加入成脂诱导培

养基稀释液（标准培养基：成脂诱导培养基 =3：1）。三天后换液

加入稀释比例为 1:1的成脂诱导培养基。以后每三天换液一

次，加入成脂诱导培养基，诱导分化 14天左右可以进行诱导分

化后的检测。可以用油红 O染色观察脂滴形成情况。成骨诱导

分化类似，只是把成脂诱导培养基换成了成骨诱导培养基，诱

导时间为 21天，染色用茜素红 S。

1.5 油红 O染色

称取 0.5g油红干粉，溶于 100 mL异丙醇中，配成 0.5％油

红储存液，棕色瓶保存。除去培养基并用 D-PBS漂洗 1遍。加

4％多聚甲醛固定 30 min。稀释油红储存液，油红:去离子水＝3:

2，滤纸过滤，室温放置 10 min。加入适量的油红 O染液（加的

体积覆盖住细胞层即可）染色 10 min。用 D-PBS漂洗 2-3次，除

去多余的染料，显微镜下观察并拍照记录。

1.6 茜红素 S染色

茜素红 S染液（2%，pH4.3）用 0.1 mol/L Tris-base溶液配

制。除去成骨诱导培养基，并用 D-PBS冲洗 2-3遍。用 4%的多

聚甲醛固定 30 min，然后用 D-PBS冲洗 2遍。加入浓度为 2%

的茜红素 S染液（pH=4.3）染色 5 min。用灭菌双蒸水漂洗 3次，

除去未结合的染料。除去多余的双蒸水，倒置显微镜观察，并拍

照记录结果。

1.7 培养后的脂肪组织 HE染色

脂肪组织块培养七天后取脂肪组织块，进行 HE染色。主

要步骤是脂肪组织块的石蜡切片 5 滋m脱蜡后染色，苏木素染
色 2 min，水洗，0.5%盐酸酒精分化 30 s，水洗，伊红染色 1 min，

再水洗，快速过梯度酒精脱水，晾干后中性树胶封片。

2 结果

2.1 ADSCs的原代培养与形态学观察

本研究采用组织块培养法培养原代人 ADSCs，在相衬显

微镜下观察细胞的生长状态和形态并拍照记录。脂肪组织块贴

紧培养瓶壁后在 100%FBS条件下培养三天即可以观察到有很

多梭形细胞从脂肪组织向四周生长（见图 1 A）。原代培养第五

天 ADSCs已经开始向培养瓶中的空地贴壁生长（见图 1 B）。原

代培养 14天后 ADSCs呈旋涡状生长，此时细胞的融合度达到

90%左右，可以进行原代细胞的传代培养（见图 1 C）。原代细胞

传代至第 8代细胞形态未见明显的改变，增殖能力比较好（见

图 1 D）。

图 1 ADSCs的原代培养与形态学观察

Fig.1 Primary culture and morphological observation of ADSCs.

A: Primary culture for 3 days(× 200) .B: Primary culture for 5 days(× 200).C: Primary culture for 14 days(× 100).D: The 8 generation of ADSCs(× 200).
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图 2 ADSCs的成脂诱导分化

Fig.2 Adipogenesis differentiation

A, C: adipogenic differentiation for 14 days（× 200, × 400）B, D: adipogenic differentiation for 14 days, oil red O staining(× 200, × 400）

2.3 ADSCs的成骨诱导分化

第 3代 ADSCs在基础培养基中培养 21天，茜素红 S染色

后在相衬显微镜观察不到染成红色的钙结节（阴性对照）（图

3A）。第 3代 ADSCs在成骨诱导培养基中培养 21天，茜素红 S

染色，不同放大倍数的相衬显微镜下可以看到被染成红色的钙

化结节（放大倍数 100× ，图 3B 放大倍数 200× ，图 3C 放大

倍数 400× ，图 3D）。

图 3 ADSCs的成骨诱导分化

Fig.3 Osteogenesis Differentiation

A: ADSCs in basic culture medium for 21 days, after Alizarin Red S staining (negative control). B, C, D:osteogenic differentiation for 21 days after

Alizarin Red S staining（× 100, × 200, × 400）.

2.4 ADSCs在脂肪组织中的分布情况

正常的脂肪组织直接 HE染色效果较差因脂肪组织中的

细胞基质少，质地软，脱水时组织细胞变形，石蜡包埋后细胞也

会有较大的变形性。但是在体外培养后，脂肪组织块质地变硬，

细胞基质变多，制作的石蜡切片行 HE染色形态较为规则。脂

肪组织块培养法培养第七天，取脂肪组织块行 HE染色。可观

察到血管附近出现较多的 ADSCs。（放大倍数 200× 见图 4A

放大倍数 400× 见图 4B）脂肪组织块培养法培养第七天，取脂

肪组织块做 HE染色，可观察到结缔组织中也出现较多的 AD-

SCs（放大倍数 400× ，见图 4C，4D)。

图 4 培养后的脂肪组织 HE染色结果

Fig.4 Results of HE staining in cultured adipose tissue

A, B: ADSCs distribute in perivascular stain by HE staining（× 200, × 400）C, D: ADSCs distribute in Connective tissue（× 400, × 200）.

3 讨论

由于很少有文献报道 ADSCs在脂肪组织中的定位。我们

希望从对 MSCs 在体内的定位研究找到可以借鉴的方法。

MSCs在生物体内的确切性质和定位研究的也不多；但是，越

来越多的证据表明其与周细胞有关[10,11]。目前为止，研究 MSCs

2.2 ADSCs的成脂诱导分化

第三代 ADSCs在成脂诱导培养基中诱导分化 14天，相衬

显微镜下可看到生成明显的脂滴（图 2A）。第三代 ADSCs在成

脂诱导培养基中诱导分化 14天后，用油红 O染色，相衬显微

镜下可以看到被染成橘红色的脂滴（图 2B）。第三代 ADSCs成

脂诱导分化 14天，相衬显微镜高倍镜下可以看到明显的脂滴

生成，脂滴大小不一，分布于整个细胞中（图 2C）。第三代 AD-

SCs在成脂诱导培养基中诱导分化 14天后，用油红 O染色，相

衬显微镜高倍镜下可以看到明显的橘红到红色的脂滴生成，脂

滴大小不一，形态清晰可见，并分布于整个细胞中（图 2D）。
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分布的方法主要有两种。一种是用已知在体外培养的MSCs中

表达阳性的标志物来寻找在体内表达阳性的MSCs[12,13]。另一种

方法是把引入了外源性标记的细胞重新注入体内来分析它的

组织分布情况[14]。第一种方法虽然敏感，但是特异性不够，因为

绝大多数的细胞标记物只是在特定的组织中才有特异性。第二

种方法可能不能精确的研究MSC在体内的自然分布，因为重

新注入的细胞有可能非特异性的移植到不同的位置。还有一种

方法就是用氚胸腺嘧啶、溴脱氧尿苷(BrdU)或 5-乙炔基 -2'-脱

氧尿苷（EdU）来标记细胞的研究已经在一些动物中实施，并尝

试以此来鉴定干 /祖细胞在组织中的定位[15-17]。

脂肪细胞的发育是基础生物学问题，是人类健康和疾病的

重要分支[18,19]。脂肪细胞在脉管系统的参与和协调下形成，但关

于白色脂肪祖细胞的鉴定和定位仍然知之甚少。研究表明脂肪

祖细胞可能存在于脂肪间质血管周围[18,20]。通过基因敲入的方

法构建小鼠体内的 PPAR酌报告系统，标记脂肪形成的关键调
控因子 PPAR酌表达的细胞，研究脂肪组织中脂肪祖细胞的定
位，表明脂肪组织块里面的周细胞区域含有一定量的白色脂肪

祖细胞，这些祖细胞具有不同的分化潜能，如形成脂肪。脂肪块

中的血管周围形成一个祖细胞微环境，可能提供信号调节脂肪

细胞发育[21]。

我们把脂肪组织块看成一个含有 ADSCs壁龛的微环境。

脂肪干细胞就定居在这些脂肪间质的壁龛中。由于脂肪干细胞

在脂肪组织中的数量较少，也没有特异性的表面标志物，这样

一来就不能直接通过免疫组化的方法，来分析脂肪干细胞在脂

肪组织中的分布。但是我们设计的方法，可以巧妙的解决这个

问题。首先，我们设计预实验在体外培养脂肪组织块，让 AD-

SCs在脂肪组织中进行增殖。培养一段时间后取培养后的脂肪

组织块进行 HE染色，可以初步观察到 ADSCs主要在那些部

位开始增殖。我们观察到的结果显示，ADSCs主要分布在间质

血管周围和结缔组织中。ADSCs分布于间质血管周围与大多

数的研究相符，而在结缔组织中的分布有可能是因为 ADSCs

在培养的过程中更多的从结缔组织中穿过而向四周生长。同时

也能说明脂肪中的结缔组织对维持 ADSCs生长的微环境至关

重要。

我们发现这种只做 HE染色的方法特异性不够。我们下一

步实验应该通过免疫荧光或免疫组化的方法定位血管，这样我

们就能了解到 ADSCs在脂肪组织中的定位与分布情况。研究

脂肪干细胞的组织定位，有助于了解 ADSCs的来源这些基本

的问题，也为 ADSCs的临床应用奠定坚实的理论基础。
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