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脂肪来源的间充质干细胞分离方法的改进

李冬艳， 宇 丽， 李发涛， 刘 红， 罗京资
(暨南大学医学院生物化学教研室，广东广州510632)

[摘要】 目的：SL供体年龄、取材部位、提取方法3方面来研究稳定的脂肪间充质干细胞(ADMSCs)分离提取方

法。方法：从兔颈背部皮下、肌问以及腹股沟皮下的脂肪组织取材，分别采用一次消化收集法和多次消化收集法分

离提取ADMSCs，单层传代培养。分别比较不同提取方法，老年兔、壮年兔与幼年兔，同一供体不同部位的脂肪组织，

所分离的ADMSCs产量和生物学特性。结果：运用多次消化收集法能从脂肪组织中稳定分离出生长旺盛的ADM—

SCs，与一次消化收集法相比能显著提高所获取的的细胞产量。从老年兔、壮年兔、幼年兔以及同一供体的不同部位

脂肪组织中所提取的ADMSCs生长增殖活性无明显差异，但从单位体积脂肪组织提取得到的ADMSCs产量显著不

同。结论：多次消化收集法能显著提高分离获彳导的ADMSCs产量，是对传统的一次消化收集法的改进。选择不同供

体年龄和取材部位提取ADMSCs，对细胞的生物学活性影响不大，但对细胞产量有明显影响。
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The improvement of the extraction method for adipose

tissue derived mesenchymal stem cells

LI Dong-yah，YU n，U Fa-tao，LIU Hong，LUO Jing—zi

(Department of Biochemistry，Medical College，Jinan University，Guangzhou 510632，China)

[Abstract] Aim：In order to establish a stable extraction method for adipose tissue derived mesenchy-

mal stem cells(ADMSCs)，the research was carried out on three respects：donor age，location of fat ob—

tained and extraction way．Methods：Adipose tissue from rabbit was drawn under scruff fur，among runs-

ties，and in groin．ADMSCs were extracted with the single—digestion—separate method or the multi—diges—

tion．separate method．ne yield of extracted ADMSCs and the biological activity of cultured ceils were

compared among the groups with different extraction methods，from different locations and ages．Results：

珏e eugonic ADMSCs could be stably extracted from adipose tissue with the multi—digestion—separate meth—

od，and the yield from it was obviously better than that from the group with the single—digestion-separate

method．The proliferation activity of extracted ADMSCs was similar among the rabbits from different ages

and locations，but the ADMSCs yield from adipose tissue of unit volume was different significantly．Con-

clusion：The multi—digestion—separate-method can significantly raise the yield of extracted ADMSCs，which

is better than traditional single—digestion—separate—method．The age of rabbit and location of adipose tissue
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had little effect Oil the biological activity of extracted ADMSCs，but have obvious effect On the cell yield．

[Key words]adipose tissue derived mesenchymal stem cell；primary cell；cell extraction；tissue

engineering

间充质干细胞(mesenehymal stem ceils，MSCs)具有自我

更新及多向分化潜能，是一种具有潜力的组织工程种子细

胞。目前研究得比较多的是骨髓来源的MSCs，但骨髓中的

间充质干细胞数量很少(约占细胞总数的1／105)，且存在

取材困难等问题。MSCs广泛分布于其他组织中，包括肌肉、

血管、肝脏、胰腺和脂肪等。其中脂肪来源的MSCs由于来

源广泛，取材方便，日益受到研究者的重视。而且近年来，国

外研究¨。1表明，脂肪来源的间充质干细胞(adipose tissue

derived mesenchymal stem ceils，ADMSCs)在体外适当的诱

导培养条件下能分化为多种细胞。如：脂肪细胞、软骨细胞、

成骨细胞、成肌细胞和心肌细胞等，因此在细胞治疗和组织

工程中具有广泛的应用前景。

本研究以新西兰白兔为供体，从年龄、取材部位、细胞提

取方法3方面来研究稳定的ADMSCs分离提取方法，为后期

利用ADMSCs进行相关的组织工程研究工作打下基础。

1材料和方法

1．1材料

分别选取体质量为(3．0±0．2)ks、(2．0±0．2)kg、

(1．0±0．2)l【g的老年、壮年与幼年新西兰白兔为研究对象，

雌雄不限(广东省实验动物中心提供)；I型胶原酶(Sigma)；

胰酶(Sigma)；高糖DMEM细胞培养基干粉(Gibeo)；标准胎

牛血清(杭州四季青公司)；青霉素(华北制药公司)；链霉素

(华北制药公司)；RNA酶(Takara)；碘化丙啶(PI)染液(Sig-

ilia)；CD44、CDl05多克隆抗体(武汉博士德公司)；Cy3免疫

荧光试剂盒(武汉博士德公司)。

1．2脂肪干细胞分离提取方法

新西兰白兔以耳缘静脉注射空气法处死，工业硫酸钡脱

去切口部位周围的兔毛后，用体积分数75％酒精浸泡兔体

10 min，移入超净工作台内，用碘伏及酒精棉球消毒切1：3及

周围区，取颈后部正中切口或腹股沟直切口，无菌切取皮下

脂肪，暂时浸泡于含有双抗的D．Hanks液中。用眼科镊仔细

剥离脂肪组织中肉眼可见的小血管，尽量去除外包膜和明显

的结缔组织，并在无菌木板上用手术刀切碎至均一的糊状，

转移至50 mL塑料离心管，加入2倍体积的I型胶原酶液，

盖紧盖子后用力摇匀。37℃温箱内震荡消化。分别采用3

种分离提取方法：①一次消化收集法；②一次消化多次收集

法；③多次消化收集法。3种方法均采用质量分数0．1％的I

型胶原酶液，消化的总时间均为l h。

多次消化收集法在消化20 min后取出离心管，1 000 g

离心10 rain，管内混合物分为3层，从上至下依次为脂肪层、

液体层和细胞沉淀，用一细口长吸管穿过上面两层直接插入

至管底吸取收集细胞沉淀，转移至另一离心管并加入含有体

积分数10％的FBS的DMEM，然后盖紧第1支离心管的盖

子用力摇匀。重复以上消化、收集步骤共3次，总消化时间

l h。将3次吸取的细胞收集至同一离心管中。轻轻吹匀，

离心去除上清，加入150 mmol／L NH．CL裂解红细胞10 min，

离心弃上清，加入高糖DMEM培养基，清洗2次，先后用100

和200目的筛网分别过滤，去除杂质和结缔组织。然后直接

接种至50 mL培养瓶，并加入血清和双抗。

一次消化多次收集法即连续消化l h后取出离心管，重

复上述离心收集细胞的过程3次，然后将3次吸取的细胞收

集至同一离心管中，然后依同法进行红细胞裂解、清洗、过滤

和接种。

一次消化收集法即在连续消化l h后取出离心管，离心

收集细胞1次，然后依同法进行红细胞裂解、清洗、过滤和接

种。

1．3培养方法

培养基成分为：高糖DMEM，体积分数10％的FBS，100

IU／mL青霉素，100 t上g,／mL链霉素。培养条件：37℃，饱和

湿度，体积分数5％CO：培养箱内单层培养。原代培养在接

种48 h后首次换液，除去未贴壁细胞。此后细胞生长至

80％融合状态时传代，质量分数0．25％的胰酶37℃消化5

min，轻轻吹打，使细胞脱离瓶壁，将细胞悬液离心弃上清，

细胞稀释2—3倍接种至培养瓶，每3 d规律更换培养基。

1．4观察指标

(1)倒置显微镜动态观察细胞形态；台盼蓝染色观察细

胞活性；细胞计数法检测细胞生长动力学参数：分别取P3、

P5、P10代ADMSCs，以2×104／mL的细胞密度接种于24孔

培养板中，每孔培养液均为1 mL。从培养的次日起连续计数

9 d，每天定时消化3孔计数，绘制生长曲线，未计数细胞常

规3 d换液，直至贴壁细胞铺满整个培养孔的底部。

(2)细胞周期测定：ADMSCs单层传代培养至第三代达

到融合，胰酶消化、离心收集约1×107个培养细胞，磷酸盐

缓冲液洗涤2次，体积分数为75％预冷乙醇固定后4℃冰箱

过夜，RNA酶37℃处理30 min，PI染色30 min，上流式细胞

仪检测，软件分析细胞DNA含量。

(3)细胞表面抗原鉴定：取第三代ADMSCs接种于预置

盖玻片的6孔培养板中，培养至融合，0．01 mol／L PBS洗去培

养液，体积分数4％的多聚甲醛固定过夜。再用0．01 mol／L

PBS冲洗3次，每次2 rain，然后用含体积分数10％山羊血清

的PBS室温下孵育30 min。用CD44和CDl05的一抗室温

作用2 h，然后用0．01 mol／LPBS冲洗3次，每次2 min。生
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物索化二抗室温作用30 min，然后用0．01 mol／L PBS冲洗3

次，每次2 rain。SABC-Cy3染料避光孵育30 rain，然后用

0．01 mol／L PBS冲洗4次，每次3 min。水溶性封片剂封片，

荧光显微镜下观察拍照。

(4)不同提取方法的ADMSCs分离产量和生物学活性

比较：分别采用3种分离提取方法(见I．2)从10 mL同部位

白色脂肪组织中分离提取AMDSCs，并分别接种在50 mL培

养瓶内，观察细胞生长情况和融合时间。

(5)不同供体年龄的ADMSCs分离产量和生物学活性

比较：以老年、壮年与幼年新西兰白兔为研究对象，各取脂肪

10 mL，采用方法(3)分别提取ADMSCs并单层传代培养，并

分别接种在50 mL培养瓶内，观察细胞生长情况和融合时

间。

(6)不同取材部位的ADMSCs分离产量和生物学活性

比较：以壮年兔为研究对象，切取兔背部皮下、肌间隙、腹股

沟3个部位的脂肪组织各5mL，采用方法(3)分离提取

ADMSCs，并分别接种至6孔板之1孔，观察细胞生长情况和

融合时间。

2结果

2．1细胞形态和生长特性

原代接种初期，ADMSCs为透亮的小圆形，其中还含有

一些残留的红细胞和少量的脂滴、巨噬细胞、淋巴细胞、结缔

组织碎片等，随着培养时间的延长，换液次数的增加，不贴壁

的杂细胞和杂质基本被清除，背景逐渐变干净。接种24 h

后，镜下可见少数细胞开始贴壁，多呈短梭形或类圆形。48

h后多数细胞已贴壁，并开始伸展，分裂，呈梭形或多角形，

并出现由单个细胞分裂形成的集落。5—7 d后，细胞逐渐增

殖，成簇分布，集落之间的空隙逐渐缩小，细胞排列开始具

有一定方向性(见图1)。7—10 d细胞密集融合成单层。

原代接种7 d后，细胞排列开始具有一定方向性，并逐渐密集融

合成单层

图l原代细胞培养(200×)

传代后细胞呈长梭形，形态比较均一，呈平行或漩涡状

排列(见图2)，稀释3倍后接种可在3—4 d内再次达到融

合。本研究将ADMSCs体外单层培养传代20次，各代细胞

形态无明显变化，细胞形态仍然非常均一，贴壁牢靠，活力在

90％以上，取P3、P5、P10代ADMSCs计数，绘制生长曲线，结

果显示随代次增加细胞增殖速度未见减慢(见图3)。

传代后细胞呈长梭形，形态比较均一，呈平行或漩涡状排列

图2传代后细胞培养(200×)

，、

2
×
一
籁
碧
器

图3细胞生长曲线

2．2细胞周期检测结果

结果显示在达到融合状态的第三代ADMSCs中Go／G。、

S、G2／M的细胞分别占87．8％、3．7％、8．5％，提示在上述培

养条件下只有少部分细胞处于对数增殖期，而大多数细胞处

于静止期。

2．3细胞表面抗原鉴定结果

第三代ADMSCs的荧光染色结果表明i绝大多数的

ADMSCs都表现为CD44和CDl05阳性。证实了提取获得

的绝大多数细胞具有间充质干细胞的特性，细胞纯度较好。

(见图4，5)

2．4不同分离提取方法的比较

从10 mL同部位白色脂肪组织中分离提取AMDSCs，方

法①离心后收集到约0．2 cm3沉淀；而方法②在3次离心中

的第2次离心后，离心管底仍有大最细胞沉淀，体积仅略小

于第1次离心的，第3次时细胞沉淀才明显减少，总共收集

到约0．5 cm3沉淀；方法③获得沉淀的情况与方法②相近。

将获得的细胞沉淀经过红细胞裂解、清洗、过滤后，接种在

50 mL培养瓶内，方法②、③在7～9 d即可达到融合，而方法

①则需要10一14 d达到融合。得出：方法②与方法③所提
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取的ADMSCs产量相近，并明显高于方法①。

2．5不同年龄供体的比较

由老年兔、壮年兔与幼年兔提取的细胞在生长速度和细

胞形态方面没有明显差别。但老年兔脂肪主要是黄色脂肪，

幼年兔常见棕色脂肪，而壮年兔是白色脂肪，按1．4(4)分别

提取AMDSCs并接种，白色脂肪在7—9 d即可达到融合，黄

色脂肪在14～21 d内可达到融合，棕色脂肪在21 d后仍仅

见散在的细胞团，不能达到融合。得出：单位体积的黄色脂

肪与棕色脂肪所提取获得的ADMSCs产量均少于白色脂肪。

2．6同一供体不同取材部位的比较

研究中选取的3个部位的脂肪组织所分离提取的ADM—

SCs在生长速度和细胞形态方面没有明显差别。按1．4(5)

分别提取ADMSCs并接种，肌间隙或腹股沟部位在7—9 d

即町达到融合，而背部皮下脂肪需要14—21 d甚至更久才

可达到融合。得出：肌间隙、腹股沟部位的脂肪组织提取所

得ADMSCs细胞产量高于背部皮下。

3讨论

在组织工程研究的问题中，种子细胞始终是一个至关重

要的问题。自身成体细胞存在数量有限，供区病变，增殖速

度缓慢，体外培养传代去分化，以及随年龄增长细胞数量和

活性下降等问题，因此，干细胞成为组织工程种子细胞研究

方面的热点。而脂肪干细胞具有取材容易，取材量大，能反

复取材，损伤较小，细胞增殖快速等优于胚胎干细胞和骨髓

间充质干细胞的优点，因此有望成为优秀的自体来源的组织

工程的种子细胞”“1。

2003年，刘相名等的研究证实，从大鼠的脂肪组织中能

够分离出可被诱导向脂肪细胞和成骨细胞表型分化的多能

干细胞o“。2004年余方圆等的研究证实，从兔的颈后部及

腹股沟处的脂肪组织中能分离出快速、长期增殖的细胞，并

能被诱导向软骨细胞表型分化【8l。近两年来，脂肪干细胞的

有关研究在国内逐渐成为新的热点一““。以脂肪干细胞定

向诱导分化为成骨细胞、软骨细胞、表皮细胞、神经细胞等方

向的研究纷纷取得一定成果。因此，建立一种高效、稳定的

脂肪干细胞提取方法将会对深入研究起到推动作用。研究

表明，ADMSCs表面有CD29、CD44、CD71、CD90、CDl05／SH一

2、SH一3、STRO一1等多种抗原标志【1“，我们选取了间充质细

胞的表面标志物CD44、CDl05进行免疫鉴定，绝大多数细胞

具有阳性表达，证实了所提取获得的细胞纯度较好。

在保证酶的浓度、消化的总时间和温度均一致的前提

下，实验中采用了3种不同的提取方法。同等条件下，传统

的一次消化收集法，获得的细胞沉淀量最小，说明不能达到

充分的分离效果，导致了大量细胞流失，降低了分离产量。

一次消化多次收集法，通过重复离心，弥补了分离不充分的

缺点，明显提高了细胞产量。而采用多次消化收集法，通过

间隔收集，既能保证细胞收集比较充分，又可以避免先消化

下来的单细胞长时间受到酶的作用，影响细胞活性。实验发

现，重复离心收集可明显增加细胞沉淀的量。这是由于脂肪

组织十分粘稠，离心的时候细胞下沉受到的阻力很大，所以

通过重复离心，延长有效分离时间，可以达到充分分离细胞

和脂肪的目的。考虑到离心后获得的细胞沉淀中尚含有大

量的结缔组织碎屑，所以仅以体积判断细胞产量并不准确。

在筛网过滤去除组织碎屑后获得的细胞中，除了ADMSCs还

含有许多红细胞、巨噬细胞、淋巴细胞、造血细胞、成纤维细

胞等杂细胞，而原代获得的ADMSCs在初接种时细胞小而

圆，没有明显的形态特征，不易与杂细胞、微小碎屑等杂质辨

别。故未能做原代细胞计数。本实验通过融合时问来判断提

取获得的AMDSCs产量。从结果得出方法②与方法③所获

得AMDSCs产量差别不大，但明显高于方法①。由于方法③

更能保护细胞活性，在此后的实验中均采用方法③提取细

胞。

在不同年龄供体和不同取材部位的比较中，结果显示，

壮年兔脂肪组织分离所获得的ADMSCs数量明显高于老年

兔和幼年兔，单位体积兔肌间隙和腹股沟脂肪组织分离所获

得的ADMSCs数量明显高于背部皮下。实验中发现，兔背部

皮下脂肪，筋膜包裹厚而致密，去除筋膜比较困难．而肌间

隙、腹股沟部位的脂肪组织筋膜较少且疏松，容易分离。结

合实验结果分析得出，筋膜质地柔韧，在机械切割时较难切

碎，如掺杂在脂肪组织中会在离心时阻碍细胞下沉影响分离

效果，在过滤时堵住筛孔，黏着细胞，导致细胞的丢失，影响

  



第6期 李冬艳，等：脂肪来源的间充质干细胞分离方法的改进 589

提取产量，甚至会造成所提取的细胞中成纤维细胞的搀杂。

因此在取材、分离提取过程中务必避免筋膜掺杂。由于不同

年龄的供体以及同一供体不同取材部位所获得的脂肪组织

中所提取的ADMSCs的生物学性质无差别，实验中应尽可能

选择壮年兔、以及脂肪组织丰富、成分单一的肌间隙、腹股沟

部位取材，将会大大的提高提取效率。

提取成功后，在接种和原代培养初期的一些不恰当的处

理步骤容易造成ADMSCs的丢失，应当尽量避免。原代接种

时ADMSCs中掺杂很多杂细胞，其中以红细胞较多，尽管通

过定期换液可以逐渐除去不贴壁的红细胞及其他杂细胞，达

到纯化ADMSCs的目的，但是如果红细胞过多则会沉积在培

养瓶底壁黏结成膜，影响ADMSCs的贴壁，导致在换液时丢

失，而且溶血时红细胞释放的物质也会对ADMSCs造成毒

性。因此建议采用NH．CL液体裂解红细胞，可以将绝大部

分的红细胞去除，避免不良影响。关于接种后首次换液的时

间，国内外的研究者通常选在接种12、24或48 h后，但由于

原代提取过程中受到机械作用和酶的化学作用，以及从活体

内到体外培养的生长环境改变，细胞需要一个相对较长的适

应阶段。因此我们认为首次换液时间不宜过早，否则容易造

成尚未牢固贴壁的ADMSCs的脱落和丢失，在48 h后，细胞

已经牢固贴壁，此时换液可避免造成ADMSCs丢失。

本研究采用多次消化收集法提取AMDSCs，产量高、活

性良好、效果稳定，是对传统的细胞提取实验方法的改进，为

ADMSCs的进一步研究打下基础，并论证了供体年龄选择和

组织取材部位选择所造成的差别。研究中采用的实验动物

为新西兰白兔，基于兔的供体年龄选择和组织取材部位选择

方面所存在的差别，我们推论在人的供体年龄选择和取材部

位选择方面可能也会存在所提取的细胞产量和活性具有一

定的差别。这需要在下一步的研究中去证实。
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