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大鼠脂肪干细胞培养中一种特异细胞的表型与成骨诱导***☆

王福科1，刘 流1，何晓光1，赵德萍2，代晓明1，李逸松1

Ossification induction and phenotype of a special cell in culture process of rat adipose-derived
stem cells

Wang Fu-ke1, Liu Liu1, He Xiao-guang1, Zhao De-ping2, Dai Xiao-ming1, Li Yi-song1

Abstract
BACKGROUND: In previous experiment, a type of special cell that mixed fusiform adipose-derived stem cells (ADSCs) was
found. A great quantity of polyhedral cells offer nest shape growth and take on cobblestone shape morphology. This is closely
related cells to ADSCs, and it is necessary to clarify its nature.
OBJECTIVE: To determine the nature of the special cell by analysis of this specific phenotype and the induction of bone
formation of these cells.
METHODS: Rat ADSCs were isolate and cultured by collagenaseⅠ, cultured by the medium containing fetal bovine serum. The
immunofluorescence method was used to observe expressions and distributions of some special surface marker of the polygonal
and fibroblastic cells, such as CD34, CD90, CD133 and Flk-1. Cells at passage 2 were obtained and induced by osteoinductive
culture medium. Alkaline phosphatase (ALP) and Von Kossa staining were done on day 14 to test the characteristic of
ossification.
RESULTS AND CONCLUSION: ①Shape of cells cultured in fetal bovine serum (FBS) showed that a great quantity of polyhedral
cells offered nest growth and took on cobblestone morphology, and the fusiform cells were visible. ②The fusiform cells were
positive for CD90 and negative for CD34, CD133 and Flk-1; the polyhedral cells were positive for CD34 and Flk-1, and a part of
polyhedral cells were positive for CD133, and negative for CD90. ③ In the process of ALP staining, a great quantity of
polyhedral cells died, forming blank region; that of some fusiform cells was positive. ④The polyhedral cells died in the process of
Von Kossa staining, presenting blank region; a part of fusiform cells formed red calcium nodus. The results have shown that the
special cell is vascular endothelial cells in the culture process of rat ADSCs.

Wang FK, Liu L, He XG, Zhao DP, Dai XM, Li YS. Ossification induction and phenotype of a special cell in culture process of rat
adipose-derived stem cells . 2010;14(40): 7509-7512. [http://www.crter.cn http://en.zglckf.com]

摘要

背景：前期实验在大鼠脂肪干细胞培养中发现了梭形细胞中混杂一种特异细胞，呈巢状生长，形成铺路石样形态。这种细

胞和脂肪干细胞关系密切，有必要明确其性质。

目的：分析这种特异细胞的表型及诱导成骨特性以判断这种细胞的性质。

方法：采用Ⅰ型胶原酶分离大鼠脂肪干细胞，置于含有胎牛血清的培养基中培养，免疫荧光法检测培养梭形细胞、多角细

胞的 CD34、CD133 、CD90，Flk-1表面标志；取第 2代细胞，以成骨诱导液诱导分化，于培养 14 d进行碱性磷酸酶和

钙染色检验特异细胞的成骨分化特性。

结果与结论：①胎牛血清培养的脂肪干细胞可见大量多角细胞呈巢状生长，形成铺路石样形态，间或有梭形细胞存在。②

梭形细胞 CD90为阳性，CD34、Flk-1、CD133 为阴性；多角形细胞 CD34、Flk-1均为阳性，CD133 部分为阳性，CD90
为阴性。③碱性磷酸酶染色多角状细胞多数死亡，形成空白区，梭形细胞呈碱性磷酸酶阳性。④茜素红染色多角状细胞死

亡，形成空白区，梭形细胞集聚形成红色钙结节影。结果证实脂肪干细胞培养中的特异细胞为血管内皮细胞。

关键词：脂肪干细胞；免疫荧光；血清；血管内皮细胞；干细胞培养与分化
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0 引言

近来研究发现脂肪组织中存在一类间充质

干细胞称为处理过抽脂术细胞，因其克隆细胞

株的增殖能力强，具有多向分化潜能，在体外

培养中保持稳定的生长增殖活性，具有与骨髓

间充质干细胞一样的多向分化潜能，故又被称

为脂肪干细胞 [1] 。骨髓间充质干细胞

CD49d-CD106+，而脂肪间充质干细胞为

CD49d+CD106-[2-4]。脂肪组织来源广泛，取材

方便，可获得基质细胞数量大[5]，易于培养扩增，

具有多向分化潜能[6]，越来越成为有希望在临床

上应用的组织工程种子细胞之一。

在大鼠脂肪干细胞培养中，逐渐发现梭形

的干细胞中混杂了一种特殊的细胞，这种细胞

成多角形，呈巢状生长，形成铺路石样形态。

作者认为这种细胞和脂肪干细胞关系密切，有
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必要明确其性质。

本实验研究这种特异细胞的细胞表型和诱

导成骨特性，以判断这种细胞的具体性质，以

便进一步研究其与脂肪干细胞的关系。

1 材料和方法

设计：单一样本观察，细胞学体外实验。

时间及地点：于2007-10 /2009-12在中国

科学院昆明动物研究所完成(国家级重点实验

室)。
材料：18周龄SD大鼠1只，由昆明医学院

动 物 科 提 供 (动 物 生 产 许 可 证 号 SCXK
(滇)2005-0008号)，体质量(200±10) g，雌雄不

拘。实验过程中对动物处置符合动物伦理学标

准。

主要仪器：

主要试剂：

实验方法：

脂肪干细胞的分离与培养[7-8]：脱颈处死18周
龄SD大鼠在0.1%的新洁尔灭中浸泡10 min，无
菌条件下切开皮肤，打开腹腔取出脂肪组织，

去除明显血管，PBS清洗3遍，剪碎，加入4倍
体积Ⅰ型胶原酶，1倍体积BSA和双抗，水浴箱

37 ℃孵育 45 min，80目滤网过滤，加入

1 200 r/min离心8 min，弃去上清液，红细胞裂

解液(0.154 mol/L NH4CL，10 mmol/L KHCO3
0.1 mmol/L EDTA)室温裂解10 min，PBS 清洗

3遍，分成8份，分别加入5 mL含体积分数10%
胎牛血清L-DMEM完全培养基，吹打均匀后加

入2个底面积为25 cm2的培养瓶中，置37 ℃，

体积分数5%CO2饱和湿度培养。

形态学观察：原代第3，7天在倒置相差显微

镜下观察贴壁细胞的形态变化。

贴壁细胞表面标记鉴定：待原代细胞长满后，

种植于6孔板盖玻片上各4孔，3孔进行CD34、
CD90、CD133、Flk-1免疫荧光染色，1孔为阴

性对照组。贴壁细胞PBS冲洗2遍，40 g/L多聚

甲醛固定30 min，干燥10 min，3%血清白蛋白

(BSA)孵育标本20 min，分别加入不同Ⅰ抗室温

孵育60 min(阴性对照组不加Ⅰ抗)，PBS洗3遍
(5 min/次)，分别滴加适量山羊抗兔或抗小鼠

cy3荧光素标记Ⅱ抗，湿盆中 37 ℃孵育

30 min，PBS洗3遍(5 min/次)，DAPI (4’，6-
二 脒 基 -2- 苯 基 吲 哚 4’， 6-diamidino-2-
phenylindole)浸染1 min，50%缓冲甘油封固，

荧光显微镜下观察。

贴壁细胞诱导成骨比较：选取第2代脂肪干细

胞按照5×107L-1接种至6孔板各2孔，加入成骨

诱导培养基 (完全培养基加上地塞米松 1×
10-8 mol/L，β-甘油磷酸10 mol/L，维生素C
50 mg/L)，于14 d各取1孔进行下列染色。①

茜素红钙染色：细胞染色前用PBS冲洗2次，滤

纸吸去多余水分，体积分数为95%的乙醇固定

30 min，再用2%茜素红染色5 min，流水冲洗，

倒置显微镜下观察。②碱性磷酸酶检测：染色

前用PBS冲洗2次，滤纸吸去多余水分，用

40 g/L多聚甲醛固定30 min，再用NBT/BCIP避
光染色1 h，用流水冲洗，倒置显微镜下观察。

主要观察指标：培养细胞形态；CD90、
CD34、CD133 、Flk-1免疫荧光检测表面抗原；

成骨诱导后碱性磷酸酶和骨钙染色检测。

设计、实施、评估者：实验设计为第一作

者，干预实施为第一作者，评估为第二、三作

者。

2 结果

2.1 相差显微镜下观察细胞形态 血清培养

第3天均可见大量多角细胞呈巢状生长，形成铺

路石样形态，间或有梭形细胞存在，见图1a；
第7天可见生长约60%有梭形和多角形混合生

长，多角形细胞占多数，见图1b。
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2.2 免疫荧光法检测细胞表面标志结果 见图2~4。

贴壁梭形细胞免疫荧光检测可见CD90为阳性，

CD34、CD133 、Flk-1染色均为阴性，见图2；多角形细

胞CD34、Flk-1均为阳性，见图3a,b，细胞核被DAPI染为

蓝色，细胞质内存在大量红色颗粒，CD133 部分为阳性，

见图3c，CD90为阴性，见图3d；阴性对照组未发现阳性

细胞，见图4。

2.3 成骨诱导碱性磷酸酶检测结果 成骨诱导液诱导

14 d时，可见多角状细胞死亡，形成空白区，梭形细胞

呈碱性磷酸酶阳性，见图5，细胞失去漩涡状生长方式，

融合成团，碱性磷酸酶阳性的蓝黑色颗粒状影像相互融

合成网状，重叠生长。

2.4 成骨诱导茜素红钙染色结果 成骨诱导液诱导

14 d时，可见多角状细胞死亡，形成空白区，梭形细胞

红色钙结节影，见图6，部分互相融合，形成片状钙化影。

3 讨论

各种不同细胞的表面标志是不同的，脂肪干细胞的

Figure 1 Cell morphology in medium containing fetal bovine
serum

图 1 胎牛血清培养基中细胞形态

a: On d 3 (×40) b: On d 7 (×100)

Figure 5 Alkaline phosphatase staining of cells cultured in
medium containing fetal bovine serum for 14 d
(×200)

图 5 胎牛血清培养基中细胞诱导 14 d碱性磷酸酶染色
(×200)

Figure 4 Fluorescent staining in control group (×630)
图 4 对照组荧光染色(×630)

Figure 6 Alizarin red calcium staining of cells cultured in
medium containing fetal bovine serum for 14 d (×200)

图 6 胎牛血清培养基中细胞诱导 14 d茜素红钙染色(×200)

a: CD34 fluorescent staining b: CD133 fluorescent staining

c: Flk-1 fluorescent staining

Figure 2 Identification of surface markers on fusiform
cells(×630)

图 2 梭形细胞表面标记鉴定(×630)

d: CD90 fluorescent staining

Figure 3 Identification of surface markers on polyhedral
cells (×630)

图 3 多角形细胞表面标记鉴定(×630)

c: CD133 fluorescent staining d: CD90 fluorescent staining

b: Flk-1 fluorescent staininga: CD34 fluorescent staining
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表面标记为：CD9，CD10，CD13，CD29，CD10，
CD44，CD49e，CD49d，CD54，CD55，CD59，CD90，
CD105，CD107，CD146，CD166等阳性[2-4]，能够向

骨、软骨和脂肪的等多方向分化[9]。脂肪干细胞表达4
种通用多向分化潜能干细胞标记CD105、STRO21、
CD166及CD117。其中CD117是一种干细胞因子受体，

在全能或多能干细胞中表达。CD34是内皮细胞、造血

干 细 胞 和 内 皮 祖 细 胞 表 面 的 跨 膜 蛋 白 [10] ， Flt
(VEGFR-1)，Flk-1 (VEGFR-2)，Flt-4等3种酪氨酸激酶

膜受体是和内皮细胞生长有关的跨膜蛋白和血管内皮

细胞生长因子有很强的亲和力。近来有报道显示脂肪干细

胞为CD34阳性[11-12]，本文可以证明脂肪干细胞混杂了血管内

皮细胞后部分细胞就可能显示CD34阳性，纯净的脂肪干

细胞不会显示内皮细胞特征。

本实验中梭形细胞符合间充质干细胞的形态特点，

间充质干细胞标志CD90阳性，CD34、CD133、Flk-1
均为阴性，证明该种细胞不是造血来源的细胞，成骨诱

导阳性更验证了该种细胞为脂肪间充质干细胞。在脂肪

组织中含有很多微血管，在用Ⅰ型胶原酶分离脂肪干细

胞时会有部分微血管血管内皮细胞被分离，在含有胎牛

血清的培养基作用下，形成铺路石样多角细胞符合成熟

血管内皮细胞形态，免疫荧光染色CD34、Flk-1均为阳

性，证实胎牛血清能促进血管内皮细胞生长，部分

CD133阳性说明有部分内皮祖细胞存在。本实验说明脂

肪干细胞中的特异细胞为血管内皮细胞。

研究表明脂肪干细胞培养对营养要求不高，在低血

清或无血清的条件下还能正常生长，保持高倍的增殖能

力[13]。但在体积分数0.5%人血清培养情况下倍增时间为

1.86 d，在无血清情况下倍增时间为5.79 d，由此可见

脂肪干细胞对血清有一定的依赖作用。

由于血清类型差异及血清成分的复杂性，不仅含有

细胞生长所需的基本营养物质，而且含有激素、生长因

子等对细胞代谢、增殖与分化有重要调节作用的生物活

性物质。因此，不同血清类型对不同细胞的不同培养阶

段具有重要影响。在婴儿的不同阶段，脐血中各种细胞

的成分有很大区别，在24~28周龄的婴儿血液中含有大量

的间充质干细胞，内皮祖细胞较少；到33~36周含有大量

的内皮祖细胞；到37~40周间充质干细胞就很少见[14]。

可见在人33~36周龄血液中含有能促进内皮祖细胞生长

的细胞因子和营养物质，胎牛血液也有可能存在这样的

效果，由此可见出现大量的血管内皮细胞可能和所用胎

牛血清有关。

研究显示，如果给予血管抑制剂阻止脂肪组织血管

生长，那么脂肪组织也会萎缩；而脂肪组织也会分泌一

些生长因子，如血管内皮细胞生长因子、瘦素等促进血

管的生成[15-17]。因此，可能脂肪组织细胞和血管发生有

着密切的联系。脂肪干细胞与血管内皮细胞这两种关系

密切的细胞互相影响，互相促进，会给将来的组织工程

研究提供新的手段和方法，但是在机体内部关系如何、

在什么情况下脂肪干细胞从休眠状态启动分化？向什

么方向分化？这些问题还待进一步研究。
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