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前脂肪细胞在小肠黏膜下层的生长与增殖*☆ 
兰  海1, 2，黄富国1，杨志明1，罗静聪1，李秀群1 

Growth and proliferation of preadipocyte seeded on small intestinal submucosa 

Lan Hai1,2, Huang Fu-guo1, Yang Zhi-ming1, Luo Jing-cong1, Li Xiu-qun1 

Abstract 
BACKGROUND: The preadipocytes could differentiate into adipocyes with strong proliferation capacity. Small intestinal 
submucosa (SIS) has good biocompatibility, could be suitable scaffold for tissue engineering. 
OBJECTIVE: To culture preadipocytes in vitro on SIS, and to study the growth and proliferation of preadipocytes on SIS.  
METHODS: The preadipocytes cultured were respectively seeded on SIS and pore plates, serving as material group and control 
group. Cell number in different periods was determinded by MTT, and the growth curve was rendered. The proliferation capacity 
of the preadipocytes was observed under different culture conditions. Flow cytometry was used to detect the proliferation and 
apoptosis of preadipocytes seeded on SIS and pore plates. Preadipocytes on SIS were also observed for the growth and 
proliferation at different time points. 
RESULTS AND CONCLUSION: The growth curve showed that, the preadipocytes on SIS grew rapidly and the cell number was 
higher than that in pore plates on day 13 (P < 0.05), suggesting a strong proliferation capacity. Cells on SIS exhibited stronger 
proliferative capacity than those in pore plate (P < 0.05). Apoptotic rates were low in two groups without statistical difference. The 
preadipocytes are shown to well adhere and grow on SIS. SIS is very biocompatible with preadipocytes. 
 
Lan H, Huang FG, Yang ZM, Luo JC, Li XQ. Growth and proliferation of preadipocyte seeded on small intestinal submucosa. 
Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(25):4599-4602.          
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：研究表明前脂肪细胞能定向分化为脂肪细胞，具有很强的增殖能力。小肠黏膜下层具有良好的生物相容性，是理想

的组织工程支架材料。 
目的：将体外培养的前脂肪细胞与小肠黏膜下层复合，观察前脂肪细胞在小肠黏膜下层上的生长和增殖情况。  
方法：将体外培养的前脂肪细胞接种在小肠黏膜下层上作为材料组，设置在孔板内培养的细胞作为对照组，在不同时间点

用 MTT 法检测前脂肪细胞的相对数量并绘制生长曲线，观察前脂肪细胞在不同培养条件下的增殖能力。流式细胞仪检查两

组前脂肪细胞的增殖和凋亡情况，并观察不同时间点前脂肪细胞生长和黏附情况。 
结果与结论：从生长曲线可以看出，接种 13 d 后小肠黏膜下层上的前脂肪细胞数高于孔板内培养的前脂肪细胞数(P < 0.05)，
具有良好的增殖能力。小肠黏膜下层上的细胞比孔板培养的细胞有更强的增殖能力(P < 0.05)，两组前脂肪细胞均无明显凋

亡。由此可知，前脂肪细胞在小肠黏膜下层具有良好黏附和生长的能力。小肠黏膜下层与前脂肪细胞有良好的生物相容性。 
关键词：前脂肪细胞；小肠黏膜下层；细胞增殖；生长；黏附；组织工程；生物相容性 
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0  引言 
 

脂肪组织缺损的传统治疗方法的疗效均不

理想[1]。前脂肪细胞位于成熟的脂肪组织之中，

能定向分化为脂肪细胞，具有很强的增殖能力，

可在体外大量扩增，并能够于体外培养环境中

诱导分化为成熟的脂肪细胞[2-3]。小肠黏膜下层

作为一种生物衍生材料具有良好的生物相容

性，很多细胞如成纤维细胞、人微血管内皮细

胞等在小肠黏膜下层上均能生长增殖，同时有

较强的促进血管生成的能力，是理想的组织工

程支架材料[4-5]，由于其来源广泛，制作成本低，

因而具有很高的实用价值。在脂肪组织工程中

应用小肠黏膜下层作为支架材料文献中尚未见

相关报道。实验重点研究体外培养的前脂肪细

胞在小肠黏膜下层上的生长和增殖情况，并探

讨其生物相容性。 
 
1  材料和方法 

 
设计：细胞学体外实验。 
时间及地点：于2006-01/2007-01在四川

大学组织工程实验室完成。 
材料： 
细胞来源：均为腰椎创伤前路术中采集的健康

成年女性腹部皮下脂肪组织，无传染病、慢性病

及肿瘤病史，血常规、生化、输血等检查均正常。  
患者均签署知情同意书，实验经医院医学伦

理委员会批准。
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小肠黏膜下层材料来源：新鲜猪大肠购自成都

市生猪屠宰中心，交由四川大学华西医院组织工

程实验室制备。 
试剂与仪器： 

 
 
 
 
 
实验方法： 
前脂肪细胞的分离培养：采用酶消化法获得前

脂肪细胞[6]，原代细胞单层汇合后采用胰酶消化

法进行传代[7]，用完全培养基(体积分数10%胎

牛血清+DMEM培养基)进行培养，浸泡小肠黏

膜下层材料2 h后吸去液体，37 ℃，体积分数

5%的CO2孵箱中培养10 min。 
前脂肪细胞与小肠黏膜下层的体外复合：取第3

代前脂肪细胞按照所需细胞接种密度制成细胞

悬液。按所需的接种密度浓缩后每个材料表面

均匀滴入20 μL细胞悬液，将接种有细胞的材料

放入培养箱中，2 h后加入体积分数10%的胎牛

DMEM 2 mL/孔，在37 ℃，体积分数5% CO2

培养箱持续培养。 
MTT检测：用MTT法检测材料上细胞数量随

时间的变化情况[8]。实验分材料组和对照组，材

料组用沉淀法将前脂肪细胞以2.5×104/cm2 的
密度接种于小肠黏膜下层材料上。对照组设孔

板内培养的前脂肪细胞作为对照。两组分别于

培养1，3，5，7，9，11和13 d取材检测细胞数

量，每次检测3个/组，加MTT 10 μL/孔，孵育   
4 h后加DMSO 500 μL，取200 μL转入新96孔
板中，用分光光度仪在570 nm波长条件下检测

吸光度值(A)，取其平均值绘制生长曲线[4]。 
细胞增殖指数和凋亡率检测：材料组：将小肠

黏膜下层材料剪为孔板大小，置入6孔板内，共

设6个孔。对照组：以6个孔仅为完全培养基，

细胞接种密度为1×105/cm2，1周后用胰酶消化

收集细胞，体积分数75%乙醇固定，每组收集2
孔细胞作为1个检查标本，每组共收集3个标本。

用流式细胞仪检查细胞增殖指数及凋亡率[9]。 
组织学观察： 

光学显微镜观察：按2.5×104 /cm2的密度接

种细胞于小肠黏膜下层材料上，用完全培养基

培养，每日取出1个标本(吸出培养基用磷酸盐

缓冲液漂洗3次)，经苏木精染色后，光学显微

镜下(200倍视野)观察。 
扫描电镜观察：接种方法同上，分别于接

种后4 h，2 d和2周，取出标本，PBS冲洗后，

用体积分数0.5%的戊二醛固定。用醋酸异戊酯

固定后在扫描电镜(1 000倍视野)下观察。 
设计、实施、评估者：设计为第一、二、

三作者，实施为第一作者，评估为第四、五作

者，均经过系统培训，未使用盲法评估。 
主要观察指标：前脂肪细胞的增殖能力，

增殖指数，凋亡率和组织学变化。 
统计学分析：实验计量资料采用x

_

±s表示，

用SPSS 11.0统计学软件进行统计学分析，组

间均数的比较采用两样本t 检验，P < 0.05为差

异有显著性意义。 
   

2  结果 

 
2.1  前脂肪细胞的增殖能力  对照组细胞接

种1 d后即进入快速增殖期，而材料组无诱导剂

组接种后经过3 d潜伏期后快速增殖，两者增殖

速度接近。对照组在5 d时即进入平台期细胞增

殖缓慢，而材料组在11 d才进入平台期，见图1。
接种13 d后小肠黏膜下层上的前脂肪细胞数高

于孔扳内培养的前脂肪细胞数(P < 0.05 )。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2  前脂肪细胞的增殖及凋亡  流式细胞仪

分析结果表明，接种7 d以后材料组增殖指数高

于对照组(29.3±3.6，10.7± 0.9，P < 0.05)。材

料组(0.86±0.25)和对照组(1.23±1.23)仅有少

量凋亡细胞。 
2.3  前脂肪细胞组织学变化  接种4 h后光学

显微镜下前脂肪细胞呈圆形并附着于小肠黏膜

下层材料表面，24 h后可见细胞在材料表面生长

有突起长出呈梭形，1周后小肠黏膜下层上见大

量细胞生长。细胞呈铺开状，位于不同的平面，

Figure 1  Growth curve of the preadipocyte in SIS 
group and control group  

图 1  前脂肪细胞的生长曲线 

试剂与仪器 来源 

Ⅰ型胶原酶 美国 GIBCO 公司  
流式细胞仪 美国 BD 公司  
扫描电镜，光学显微镜 日本 Olympus 公司 

SIS: small intestinal submucosa 
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彼此形成细胞间连接，见图2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
扫描电镜观察小肠黏膜下层材料表面可见的三维

网格样结构，接种4 h小肠黏膜下层上附着的细胞呈球

形与材料间无紧密连接，24 h后可见细胞呈梭形附着于

材料表面。1周后细胞大量增殖，形成多个突起，细胞

与细胞间，细胞与材料间均形成连接。材料孔隙也可见

细胞生长，见图3。 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
3  讨论 

 
前脂肪细胞具有很强的增殖能力，能在体外扩增，

具有定向分化为脂肪细胞的能力，是脂肪组织工程理想

的种子细胞[10-13]。脂肪组织工程的支架材料应满足3个
条件：与前脂肪细胞具有良好的生物相容性，在生物体

内可降解并可促进血管生成。目前脂肪组织常用的支架

材料包括胶原、乳酸、乙醇酸共聚物、透明质酸和聚四

氟乙烯等等[6, 14-15]，这些材料虽然能提供细胞生长的空

间，但不具备促进细胞生长分化的功能，单独应用难以

形成成熟的脂肪组织，往往需要复合多种细胞因子，技

术难度大，费用高难以实现临床大规模的应用。 
小肠黏膜下层成分主要是细胞外基质，具有三维空

间结构，能为细胞提供合适的生长环境，并用于许多组

织缺损的修复重建，显示出良好的组织相容性[16-18]。小

肠黏膜下层存在纤维接蛋白对细胞黏附有很好的促进

作用。小肠黏膜下层还含有许多生长因子，即使经过制

备过程处理后这些生长因子仍然具有活性，包括碱性成

纤维细胞生长因子和内皮细胞生长因子等[19-20]。有研究

显示纤维细胞生长因子具有促进前脂肪细胞增殖的作

用，肥胖人群脂肪组织中的成纤维细胞生长因子mRNA
的表达量远高于偏瘦的个体[21]，内皮细胞生长因子能抑

制前脂肪细胞成熟分化，从而使前脂肪细胞保持增殖活

性。Serrero等[22]研究证实内皮细胞生长因子对成熟脂

肪组织的形成有很强的抑制作用，并发现注射了内皮细

胞生长因子的大鼠的腹股沟脂肪组织中前脂肪细胞数

量均增高。 
实验的组织学观察结果显示前脂肪细胞能很好黏

附在小肠黏膜下层表面，并扩展形成突起，细胞与细胞，

细胞与材料间均形成连接，小肠黏膜下层存在纤维接蛋

白在其中可能起到一定的作用，使前脂肪细胞能与材料

很好地黏附，有利于其生长增殖。Hemmrich等[23]的研

究也显示生长在包被了纤维接蛋白的培养皿上的前脂

肪细胞具有具有很强的增殖和分化能力。从生长曲线可

看出，孔板内细胞接种1 d后即进入快速增长期，早期

接种于小肠黏膜下层的前脂肪细胞生长有3 d的潜伏期，

其原因可能为由于细胞外环境发生了改变，细胞增殖需

要一个黏附适应的过程。接种于小肠黏膜下层的前脂肪

细胞3 d后进入快速增殖期，增殖速度与孔板内细胞相

当，但快速增殖时相较孔板内细胞延长。培养期终末小

肠黏膜下层上细胞数量高于孔板内细胞数量。这是因为

三维结构上生长的细胞具有更大的生长表面，可以容纳

更多的细胞生长。通过流式细胞仪检测细胞周期结果显

示小肠黏膜下层上的细胞比孔板内的细胞有更高的增

殖指数，这可能与小肠黏膜下层所含的生长因子对细胞

周期的调节发挥了一定的作用有关。 

Figure 2  The appearance changes of preadipocytes 
seeded on small intestinal submucosa at different 
time points (Hematoxylin staining, × 200) 

图 2  接种于小肠黏膜下层的前脂肪细胞不同时间点的形
态比较(苏木精染色，× 200) 

Figure 3  The ultramicrostructure changes of preadipocytes
seeded on small intestinal submucosa at differ-
ent time points (Scanning electron microscopy, ×
1 000) 

图 3  接种于小肠黏膜下层的前脂肪细胞不同时间点的
超微结构变化(扫描电镜，×1 000) 

After 4 h                         After 24 h 

After 4 h                           After 24 h 

After 1 wk 

After 1 wk 
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 实验揭示了前脂肪细胞在小肠黏膜下层上有良好

的生长增殖能力，因而将两者进行体外复合培养，并植

入体内构建组织工程脂肪材料，具有一定的可行性，脂

肪细胞与小肠黏膜下层有良好的生物相容性，但小肠黏

膜下层对前脂肪细胞的分化能力的影响，以及材料与细

胞的复合体在体内的具体生物学变化是下一步需要研

究的课题之一。 
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来自本文课题的更多信息--  

基金资助：课题获国家自然科学基金(30270398)资助。 

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济

组织直接或间接的经济或利益的赞助。 

课题的创新点：常用的组织工程脂肪的支架材料包括胶

原、透明质酸等，这些材料来源有限，且制作成本高，其生物

相容性还有待验证。实验以小肠黏膜下层作为支架材料，属于

天然的生物衍生材料，具有来源广泛、制作简单、费用低廉等

优点，有利于大规模的生产应用。本课题将小肠黏膜下层材料

应用于脂肪组织工程研究目前未见相关报道。 

课题评估的“金标准” ：细胞数量的测定采用 MTT 法，

细胞增殖指数及凋亡率的检测采用流式细胞仪均为公认的金

标准。 

设计或课题的偏倚与不足：实验仅检测了细胞的活性、

生长增殖能力，没有开展相关实验来证实前脂肪细胞的成脂能

力。实验所用的小肠黏膜下层材料来源生猪，未作细菌学和免

疫学相关指标检测，进一步的体内应用将受到限制。在体内生

物环境中复合材料的降解和转归还待深入分析。 

提供临床借鉴的价值：本课题证实前脂肪细胞与小肠黏

膜下层材料有良好的生物相容性，为下一步体内研究及进一步

临床应用奠定了基础。 
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