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大鼠脂肪间充质干细胞的分离鉴定与生物学特性研究
岳永莉  张  祥  张丽春  于海泉*

(内蒙古大学哺乳动物生殖生物学及生物技术教育部重点实验室, 呼和浩特 010021)

摘要      脂肪间充质干细胞(adipose-derived mesenchymal stem cells, ADSCs)是一类具有多向

分化潜能的成体干细胞, 在组织器官修复方面具有潜在应用前景。体外培养条件下脂肪间充质干

细胞增殖活性和分化潜能的维持对其应用研究具有重要意义。该研究通过大鼠腹股沟部脂肪组织

分离获得了脂肪间充质干细胞, 并对其细胞生长曲线、细胞群体倍增时间、细胞克隆形成等进行

了检测, 从而筛选出细胞生长最适的血清及浓度; 再进一步对筛选条件下培养的大鼠脂肪间充质

干细胞进行了免疫荧光检测、流式细胞术分析和诱导分化能力鉴定。结果显示, 大鼠脂肪间充质

干细胞在20%血清浓度下生长状态最好, 增殖较快, 细胞群体倍增时间较短, 细胞克隆形成率可达

(27.33±0.58)%。分离的大鼠脂肪间充质干细胞中CD44、CD90、CD106的阳性率分别为99.12%、

99.59%、65.81%, CD34分子呈阴性。诱导后, 细胞经油红O、碱性磷酸酶、阿新兰染色, 结果表明, 
细胞具有向脂肪、骨、软骨方向分化的潜能。以上结果表明, 成功建立了大鼠脂肪间充质干细胞系。
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Study in the Isolation, Identification and Biological Characteristics of 
Adipose-Derived Stem Cells in Rat
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Abstract       As a class of adult stem cells, adipose-derived mesenchymal stem cells (ADSCs) have multipotent 
differentiation potential and promising prospect in tissue repair. To maintain the proliferation and differentiation potential 
in vitro is important for the medical application of ADSCs. ADSCs were isolated from rat inguinal fat pads and assessed 
the biological feature including growth curve, population doubling time and colony formation assay. The optimal medium 
formulation was confirmed on the ADSCs behavior by different fetal bovine serum (FBS) with different concentration. 
The rat ADSCs were also detected by immunofluorescent staining, flow cytometry and induction by specific medium. 
The results showed that the most rapid proliferation and population doubling time occured in 20% FBS in which the rate 
of the cell colony formation was (27.33±0.58)% of rat ADSCs. The ratios of CD44, CD90 and CD106 positive cells in rat 
ADSCs were 99.12%, 99.59% and 65.81%, respectively, while CD34 was negative. The results of histochemical staining 
of Oil Red O, alkaline phosphatase and Alcian Blue staining demonstrated that rat ADSCs were capable to differentiate 
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成体干细胞是指各种组织或器官内具有自我

更新和分化潜能的、特定的多能或专能细胞, 存在

于各种组织和器官中, 如骨髓、脂肪、肌肉、血液、

肝脏、皮肤等。近几年, 成体干细胞被越来越多地

应用于白血病、老年性痴呆、帕金森病、糖尿病、

脊柱损伤以及退变性功能紊乱等疾病的治疗, 其帮

助恢复组织器官功能的辅助治疗作用也越来越受到

重视。成体干细胞作为细胞载体将在基因治疗以及

细胞治疗领域发挥重要作用。

成体干细胞中脂肪来源的间充质干细胞

(adipose-derived mesenchymal stem cells, ADSCs)
的应用尤其受到关注。首先, 它与骨髓干细胞相

比具有来源丰富、操作简便、容易获得、分化能

力强的特点。目前已知脂肪间充质干细胞的分

化范围涵盖了3个胚层, 包括中胚层细胞如脂肪、

骨、软骨和肌肉[1], 以及内、外胚层的细胞如肝

源性细胞、胰岛细胞、血管内皮细胞、造血细胞、

神经元等[2], 研究人员还在不断地挖掘它的分化潜

能, 如分化为角膜细胞等[3]。脂肪间充质干细胞还

具有一个突出的特点, 即免疫抑制作用, 脂肪间充

质干细胞与其他细胞共移植后可有效降低受体的

免疫排斥反应, 从而显著提高移植物的存活周期。

脂肪间充质干细胞的免疫抑制作用不仅适用于同

种异体移植, 对异种间的移植也具有同样的效果。

文献报道了将人的脂肪间充质干细胞移植到小

鼠、大鼠、兔子、狗等多个物种的模型, 均有显

著的疗效 [4]。最新的生物3D打印技术更是为脂肪

间充质干细胞的应用打开了新局面, 我国研究人

员利用该技术成功将脂肪间充质干细胞应用到裸

鼠体内的异位成骨, 初步证明了体内成骨的3D打

印技术路线的可行性 [5]。

应用成体干细胞通常需要经过分离纯化以后

的体外培养来富集细胞, 再以原位注射、静脉注射

或者三维塑型后移植的方式进行细胞治疗。体外

培养过程中培养液的组成对于维持细胞形态、生

长速度以及分化能力有重要的影响[6]。血清作为

培养液中重要的营养物质对细胞生物学特性有不

可忽视的影响。为了在本实验室建立大鼠脂肪间

充质干细胞的体外培养体系, 本研究对不同的血

清及血清浓度对于细胞生长特性的影响进行了摸

索, 为体外长期培养大鼠脂肪间充质干细胞提供

依据。

1   材料与方法
1.1   材料

清洁级Wistar大鼠由内蒙古大学实验动物研

究中心提供。DMEM购自Hyclone公司。TBD标准

胎牛血清(TBD-FBS)购自天津灏洋生物制品科技

有限公司。TransSerum HQ胎牛血清(Trans-FBS)购
自北京全式金生物技术有限公司。间充质干细胞

专用胎牛血清(BI-MSC FBS)购自以色列Biological 
Industries公司。兔抗小鼠CD34、CD90、CD106及
小鼠抗人CD44等抗体购自武汉博士德生物工程有

限公司。羊抗兔Alexa Fluor® 568抗体购自Thermo
公司。羊抗小鼠Dylight 549抗体购自Jackson公司。

胶原酶I、胰岛素、地塞米松、IBMX、吲哚美辛、

抗坏血酸、β-甘油磷酸钠、油红O、阿新兰均购自

Sigma公司。碱性磷酸酶试剂盒购自普洛麦格(北京)
生物技术有限公司。CCK-8细胞活性检测试剂盒购

自南京诺唯赞生物科技有限公司。

1.2   细胞的分离与培养

手术取出成年大鼠双侧腹股沟脂肪, PBS中清

洗, 去除血污并剪成糜状, 0.1%胶原酶I 37 °C震荡消

化1 h后, 加入2倍体积DMEM+10% TBD-FBS培养液

终止消化。经过150 μm细胞筛网过滤, 2 000 r/min
离心5 min收集滤液, 弃上清, 收集细胞沉淀, 加入

DMEM+10% TBD-FBS培养液重悬后, 接种于培养

皿上, 37 °C、5% CO2及饱和湿度培养24 h后, 更换

培养液, 待细胞汇合, 使用胰蛋白酶13׃进行常规消

化和传代。以下所有实验均选择第5代脂肪间充质

干细胞进行。

1.3   不同血清条件下细胞的生长特性测定

为筛选大鼠脂肪间充质干细胞体外培养合适

的血清及血清浓度, 将TBD-FBS、Trans-FBS、BI-
MSC FBS这3种血清分别分为10%、15%、20%不同

浓度组, 分别进行如下实验。

1.3.1   细胞生长曲线测定      将大鼠脂肪间充质干

细胞以1×103/孔的密度接种到96孔板中, 每隔24 h按

towards adipocyte, bone and cartilage. The results above showed that rat ADSCs were established successfully.
Keywords       adipose-derived mesenchymal stem cells; serum; biological characteristics 
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照试剂盒说明加入CCK-8孵育2 h。酶标仪检测吸光

度(D)值。每组试验4个复孔, 同时设2孔只加培养液

不加细胞的空白对照, 连续检测7 d, 制成细胞生长

曲线。

1.3.2   细胞倍增时间测定      将大鼠脂肪间充质干

细胞以1×104/孔的密度接种到24孔板中, 每隔24 h进
行细胞计数, 每组试验做3个复孔, 连续培养4 d。根

据公式(DT=t×[lg2/(lgNt-lgNo)])计算出细胞群体倍增

的时间, 其中t为培养时间, No为接种细胞后2 d的细

胞数, Nt为接种细胞后的4 d的细胞数。

1.3.3   细胞克隆形成率检测      将大鼠脂肪间充质

干细胞经胰酶消化后制成单细胞悬液, 调整细胞浓

度以每板100个细胞的密度接种到60 mm规格的培

养皿中, 每组试验3次重复。连续培养7 d后, 4%多聚

甲醛固定5 min, 0.1%结晶紫染色15 min, ddH2O洗去

染液, 照相后统计克隆个数, 克隆形成率=克隆数/接
种细胞数×100%。

1.4   免疫荧光染色及流式细胞术分析

大鼠脂肪间充质干细胞经胰酶以2×104/孔的密

度接种于24孔板, 1 d后加入4%多聚甲醛固定1 h, 通
透液(PBS+2% BSA+0.1% Triton X-100)室温处理1 h, 
封闭液(PBS+2% BSA+2%山羊血清+2%脱脂奶粉+ 
0.15 mol/L甘氨酸)室温封闭2 h, 一抗4 °C过夜, 二抗

室温孵育1 h后漂洗, DAPI复染, 镜检。流式细胞操

作步骤基本与免疫荧光染色相同, 1 500 r/min离心

5 min进行漂洗, 所有操作在冰上进行, 在Beckman 
Coulter上进行流式检测。

1.5   细胞诱导分化

待大鼠脂肪间充质干细胞长满培养皿, 依据文

献[7]加入诱导培养基(成脂诱导培养基: DMEM+10% 
BI-MSC FBS+10 μmol/L胰岛素+1 μmol/L地塞米松

+0.5 mmol/L IBMX+0.2 mmol/L吲哚美辛; 成骨诱

导 培 养 基: DMEM+10% BI-MSC FBS+0.1 mmol/L
地塞米松+50 mmol/L抗坏血酸+10 mmol/Lβ-甘油

磷酸钠; 成软骨诱导培养基: DMEM-L+10% BI-
MSC FBS+6.25 mg/mL胰岛素+10 ng/mL TGF-b1+50 
nmol/L抗坏血酸), 每3 d换液, 连续诱导14 d后, 分别

对诱导后细胞进行以下组化染色: 成脂诱导细胞进

行油红O染色, 成骨诱导细胞进行碱性磷酸酶染色, 
成软骨诱导细胞进行阿新兰染色。

1.6   统计学分析

数据采用SPSS 16.0软件进行统计学分析, 数据

结果用x
_
±s表示, 采用方差分析, P<0.05表示有显著

性差异。

2   结果
2.1   细胞的分离、培养

大鼠的腹股沟脂肪经胶原酶消化、过滤、离心后, 
将获得的脂肪间充质干细胞的沉淀, 经DMEM+10% 
TBD-FBS培养液重悬后, 接种于细胞培养皿上, 6 h后
可见有细胞开始贴壁, 形状呈不规则圆形, 然后逐渐

变成多角形或梭形, 约1周后细胞达到汇合。大鼠脂

肪间充质干细胞的生长速度较快, 接种后3~4 d即可

按照13׃的比例进行常规传代, 传代后细胞呈典型成

纤维细胞状并逐渐呈漩涡式生长(图1)。
2.2   不同血清条件下细胞生长特性检测

2.2.1   细胞生长曲线测定      从图2可以看出, 大鼠

脂肪间充质干细胞增殖快, 潜伏期很短, 接种后呈现

出4 d内快速生长然后放缓的态势。TBD-FBS血清

的不同浓度对大鼠脂肪间充质干细胞生长曲线影响

的差异较大。不同血清浓度对Trans-FBS血清、BI-
MSC FBS血清中的大鼠脂肪间充质干细胞生长曲线

A: 接种后6 h的大鼠脂肪间充质干细胞; B: 接种后7 d的大鼠脂肪间充质干细胞; C: 第4代大鼠脂肪间充质干细胞。标尺=100 μm。

A: rat ADSCs cultured for 6 h; B: rat ADSCs cultured for 7 d; C: rat ADSCs of passage 4. Scale bars=100 μm.   
图1   体外培养的大鼠脂肪间充质干细胞

Fig.1   Photomicrograph of rat ADSCs cultured in vitro

A B C
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几乎无影响。接种后第4~5 d细胞进入平台期, 此时

的CCK-8读数在BI-MSC FBS血清中显著高于TBD-
FBS、Trans-FBS血清(P<0.05)。
2.2.2   细胞倍增时间测定      大鼠脂肪间充质干细

胞的群体倍增时间在20%浓度下时间最短, 如表1所
示, 其中BI-MSC FBS血清下所有浓度的细胞群体倍

增时间均低于TBD-FBS、Trans-FBS组相同浓度下

的细胞倍增时间, 大鼠脂肪间充质干细胞最短的细

胞群体倍增时间为BI-MSC FBS血清20%浓度条件

下的14.90±2.62 h(P>0.05)。

2.2.3   细胞克隆形成率检测      细胞克隆形成实验

的结果显示, TBD-FBS、BI-MSC FBS血清中的大鼠

脂肪间充质干细胞克隆着色较为明显, 克隆面积较

大, Trans-FBS血清中的细胞克隆着色较浅, 克隆面

积也较小(图3A)。统计细胞克隆形成率结果表明, 
血清浓度越高细胞克隆形成个数越多, 其中Trans-
FBS组细胞克隆形成率相对最低, BI-MSC FBS组细

胞克隆形成率相对最高, 大鼠脂肪间充质干细胞的

克隆形成率最高为BI-MSC FBS血清20%浓度组的

(27.33±0.58)%(图3B)。

TBD-FBS Trans-FBS BI-MSC FBS
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图2   细胞生长曲线

Fig.2   Cell growth curve

表1   细胞倍增时间测定

Table 1   Analysis of cell population doubling time

血清浓度

Concentration of serum

细胞倍增时间

Cell population doubling time
10% 15% 20%

TBD-FBS 21.69±3.72 h 19.84±2.15 h 18.79±0.91 h

Trans-FBS 20.16±5.47 h 18.34±3.30 h 15.37±1.62 h

BI-MSC FBS 18.30±0.46 h 16.75±1.52 h 14.90±2.62 h

A: 细胞克隆形成实验图片; B: 细胞克隆形成率统计结果。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: representative photomicrograph of colony formation assay; B: statistics of colony formation efficiency. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图3   大鼠脂肪间充质干细胞的细胞克隆形成实验

Fig.3   Colony formation assay of rat ADSCs
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图4   大鼠脂肪间充质干细胞的免疫荧光染色(标尺=100 μm)
Fig.4   Immunofluorescent staining of rat ADSCs (scale bars=100 μm)

CD44 DAPI Merge

CD90 DAPI Merge

CD106 DAPI Merge

CD34 DAPI Merge

2.3   细胞免疫荧光染色及流式细胞术分析

通过免疫荧光染色观察DMEM+20% BI-MSC 
FBS的培养基中的大鼠脂肪间充质干细胞表面

CD34、CD44、CD90、CD106分子的分布情况。

结果显示, 培养的大鼠脂肪间充质干细胞CD44、
CD90、CD106染色呈阳性, CD34分子染色呈阴性(图
4)。流式细胞术分析结果与免疫应该染色结果基本

一致, 99%以上的大鼠脂肪间充质干细胞呈CD44、
CD90阳性, CD106阳性细胞比例为65.81%, 无CD34
阳性细胞(图5)。
2.4   细胞诱导分化

大鼠脂肪间充质干细胞在成脂诱导的第3 d, 细
胞中开始出现高折光度的小脂滴, 之后脂滴逐渐融

合。诱导14 d后贴壁细胞经油红O染色可见有明显着

色, 表明大鼠脂肪间充质干细胞成功分化为脂肪细胞

(图6A)。成骨诱导14 d后, 碱性磷酸酶染色可见细胞

有明显着色, 表明大鼠脂肪间充质干细胞具有骨细胞

碱性磷酸酶染色呈阳性的特点(图6B)。成软骨诱导

14 d后, 阿新兰染色可见细胞有明显着色, 表明大鼠

脂肪间充质干细胞可以向软骨细胞方向分化(图6C)。

3   讨论
脂肪间充质干细胞因具有无免疫排斥反应、跨

胚层分化潜能的优点, 近几年来涌现了大量以脂肪

间充质干细胞为组织修复材料的研究报道, 热点集

中在局部缺血后的骨头/软骨修复、血管再生、心

脑血管组织再生、尿路系统重建等方面[8]。如芬兰

的研究者将患者自身的脂肪间充质干细胞经过生物

材料塑形后植入其腹部转分化为骨和微血管后, 再
移植回面部从而修复上颌骨的缺失[9]。脂肪间充质

干细胞还具有分泌细胞因子如血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor, VEGF)的能力, 移
植后具有促进周围微血管系统生成的作用, 因此作

为细胞治疗载体或者辅助治疗手段应用时, 比其他

成体干细胞的效果要好, 如脂肪间充质干细胞移植

可以增强扩张皮肤的再生[10]、配合胰岛细胞移植治

疗糖尿病[11]以及配合胰岛素治疗改善糖尿病雄性大

鼠的勃起功能障碍[12]。由于脂肪间充质干细胞不表

达主要组织相容性复合物II(major histocompatibility 
complex II, MHCII), 并通过前列腺素E2(prostaglandin 
E2, PGE2)等因子对移植后的混合淋巴细胞反应加以
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控制, 因此对移植物抗宿主(graft-versus-host)引起的

急性反应有很好的抑制效果, 利用脂肪间充质干细

胞作为免疫调节治疗(immunomodulatory therapy)手
段获得了显著的疗效[4]。以上特点促使脂肪间充质

干细胞成为了修复组织器官的理想种子细胞, 在临

床应用方面将成为继骨髓干细胞之后的重要备选细

胞。

胎牛血清是一般细胞培养中常用的血清类型, 

但是其中的蛋白质组分等对于细胞的形态、生长、

黏附、迁移等特性均有影响, 同时培养液的血清浓

度也是影响细胞的生长状态和基因表达的重要因

素[13], 因此选择一种既能保持细胞旺盛的增殖状态

与生物学特性又经济实惠的血清对于培养细胞是

首要解决的问题。脂肪间充质干细胞的体外分离培

养时, 通常采用10%的胎牛血清浓度可保证细胞的

快速增殖, 对细胞诱导分化时则一般采用低浓度的

A B C

A: 成脂诱导细胞的油红O染色; B: 成骨诱导细胞的碱性磷酸酶染色; C: 成软骨诱导细胞的阿新兰染色。标尺=100 μm。

A: Oil Red O staining of adipogenic induction; B: alkaline phosphatase staining of osteogenic induction; C: Alcian Blue staining of chondrogenic 
induction. Scale bars=100 μm.

图6   大鼠脂肪间充质干细胞诱导后的组化染色

Fig.6   Histochemical staining of induced rat ADSCs
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图5   大鼠脂肪间充质干细胞的流式细胞检测

Fig.5   Flow cytometry analysis of rat ADSCs
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胎牛血清[6]。文献中通常采取观察细胞形态、增殖

率、干细胞基因的表达、表面标记分子的比例与

分化潜能等作为筛选血清的标准[14], 本研究在初次

分离培养大鼠脂肪间充质干细胞时, 选择了细胞增

殖、细胞倍增时间测定、细胞克隆形成实验对三种

血清进行了比较。从大鼠脂肪间充质干细胞生长

曲线可以看出, BI-MSC FBS血清中的细胞接种第

4 d的生长态势相对较好, 表明该血清对细胞生长的

促进作用优于TBD-FBS、Trans-FBS血清。大鼠脂

肪间充质干细胞倍增时间因血清浓度不同而有所

差异, 20%浓度条件下的细胞倍增时间最短, 倍增时

间范围与Koellensperger等[15]的结果接近。克隆形

成率可以反映细胞群体依赖性和增殖能力这2个重

要性状, 本研究发现, 大鼠脂肪间充质干细胞随着

血清浓度的增加, 细胞贴壁生长形成克隆的比例越

高, 克隆的形态也越好, 其中BI-MSC FBS血清的克

隆形成率与克隆的形态明显好于其他两组, 与文献

报道结果相近[16-17]。本研究最终选择DMEM+20% 
BI-MSC FBS作为大鼠脂肪间充质干细胞的体外培

养条件。但也有文章指出, 高浓度血清下细胞更容

易分化[18-20], 关于不同血清和浓度对于大鼠脂肪间

充质干细胞分化潜能是否有影响还有待进一步的

研究。

目前, 脂肪间充质干细胞的分离方法绝大多数

都是参考文献[7]中的酶消化法, 这种方法获得的原

代细胞虽然容易混杂有其他细胞, 但随着传代细胞

逐渐纯化。本研究中分离的大鼠脂肪间充质干细胞

也表现出从原代到第3代都很容易自发地形成脂滴, 
但4代以后分化现象消失的情况。有研究显示, 随着

细胞传代CD分子的表达谱将发生变化, 其中CD34
阳性比例大幅下降, 而CD44、CD90、CD105阳性

比例逐渐升高[21]。因此, 进行下一步实验前通常需

要对细胞表面分子标记以及分化潜能等方面进行鉴

定[22-23], 本研究中CD44和CD90阳性细胞的比例均达

到99%以上, 证明该培养体系可以保证大鼠脂肪间

充质干细胞的纯度。而CD106分子在间充质干细胞

中的表达差异较大, 本研究的CD106阳性率与李东

飞等[24]的结果相近。

大鼠脂肪间充质干细胞的热门研究方向集中

于开发新的培养介质或者刺激因子, 提高细胞被诱

导分化的比例, 促进细胞移植后的成活率及功能性

发挥, 或者是开发细胞的分化潜能, 扩大其应用范

围; 制作动物模型, 研究细胞移植后对缺血性的脑梗/
心梗、肝硬化、糖尿病、压力性尿失禁等一系列疾

病的治疗效果, 为临床应用奠定基础; 尝试用不同方

法对细胞进行标记, 实时监测细胞进入受体后的迁

移路径, 检测标记方法的有效性和安全性; 通过转基

因, 研究基因产物功能等; 对脂肪间充质干细胞生物

学特性的深入研究同样是研究的焦点之一。本研究

结果表明, 大鼠脂肪间充质干细胞能够成功地向脂

肪、骨、软骨方向分化。

综上所述, 本研究初步建立了从大鼠腹股沟部

位分离获得脂肪间充质干细胞的培养体系, 该体系

能保持培养的脂肪间充质干细胞快速生长的能力, 
同时维持了细胞贴壁生长形成克隆和向脂肪、骨、

软骨分化的潜能。
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