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脂肪干细胞与小肠黏膜下层构建仿生骨膜的体内成骨☆ 
张开刚1，张月东1，王  玫2 

In vivo osteogenesis of bionic periosteum constructed by adipose-derived stem cells seeded 
onto small intestinal submucosa    

Zhang Kai-gang1, Zhang Yue-dong1, Wang Mei2 

Abstract 
BACKGROUD: Both adipose-derived stem cells (ADSCs) and small intestinal submucosa (SIS) have good biocompatibility. 
But the effects of bionic periosteum composite constructed by them on bone defects repairment need further investigation. 
OBJECTIVE: To study the osteogenic feasibility of bionic periosteum constructed by ADSCs seeded onto SIS in vivo.  
METHODS: After osteogenic induction, ADSCs isolated from the rabbits inguinal fat were co-cultured with porcine SIS in vitro 
for 3 weeks to build bionic periosteum. Bionic periosteum was embedded in nude mice. ADSCs without osteogenesis 
induction seeded onto SIS were also embedded in nude mice as control. 
RESULTS AND CONCLUSION: After osteogenic induction, ADSCs were well adhered onto the SIS and a large amount of 
extracellular matrix was found in cells. At 4, 8 and 12 weeks after grafting, there was a large amount of bone formation detected 
by immunohistochemistry and transmission electron microscope. There was no cortical bone formation in the non-induced 
composite group. At 8 weeks after bionic periosteum grafting, immunohistochemistry results of osteopontin and osteocalcin 
were positive. It is indicated that bionic periosteum transplanted into nude mice can form new bone with good blood supply. 
 
Zhang KG, Zhang YD, Wang M. In vivo osteogenesis of bionic periosteum constructed by adipose-derived stem cells seeded 
onto small intestinal submucosa. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(3): 426-430.      
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摘要 
背景：脂肪干细胞与小肠黏膜下层两者具有良好的组织相容性，但将二者复合构建仿生骨膜修复骨缺损的效果如何尚需进

一步验证。 
目的：探讨以小肠黏膜下层为支架材料复合成骨诱导的脂肪干细胞构建仿生骨膜，体内成骨的可行性。 
方法：取兔腹股沟区的脂肪分离培养脂肪干细胞经成骨诱导后，与猪小肠黏膜下层复合体外培养 3 周，构建仿生骨膜。将

仿生骨膜埋置于裸鼠皮下，并以小肠黏膜下层复合未成骨诱导的脂肪干细胞的复合材料置于裸鼠皮下做对照。 
结果与结论：兔脂肪干细胞经成骨诱导后与小肠黏膜下层体外复合培养，见两者黏附良好，细胞分泌大量的细胞外基质。

植入 4，8，12 周组织学和透射电镜观察见有大量骨组织形成，未成骨诱导材料复合物组内无成骨细胞。仿生骨膜植入体

内 8 周免疫组织化学测试骨钙蛋白、骨桥蛋白呈阳性反应。提示仿生骨膜植入裸鼠体内后可形成具有良好血运的新生骨组

织。 
关键词：仿生骨膜；脂肪干细胞；小肠黏膜下层；裸鼠；组织工程 
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0  引言 
 

理想、可靠的种子细胞是构建组织工程骨

的基础和前提。脂肪干细胞(adipose-derived 
stem cells，ADSCs)是近年来发现的一种成体

干细胞，可以在体外稳定增殖、具有多向分化潜

能[1]，因具有安全性高[2] 、获得率高等优点[3-4]，

迅速成为目前组织工程学的研究热点。 
小肠黏膜下层(small intestinal submucosa，

SIS)是一种可降解的天然细胞外基质材料，在

骨科领域有广泛的用途，可用于神经[5]、血管[6]、

肌腱[7]、半月板[8]、骨软骨和骨缺损的修复[9-10]。

SIS 含有多种活性生长因子[11]，如血管内皮生

长因子、成纤维细胞生长因子 2、转化生长因

子 β、血小板源性生长因子等，具有促进组织

再生的能力。SIS 具有自我调节能力，为宿主

细胞提供良好的生长环境，促进血管生成，恢

复组织功能，具有良好的组织相容性[12]。 
实验应用SIS与成骨诱导的ADSCs共同培

养后植入体内，以探讨其成骨的可行性，进而

为骨缺损的治疗提供新思路。 
 
1  材料和方法 

 
设计：随机对照动物实验。 
时间及地点：实验于 2007-06/2010-09 在

泰山医学院基础学院实验中心及泰安市中心医

院中心实验室完成。 
材料：取 4 月龄健康新西兰大白兔 4 只，  
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雌雄不限，体质量 2.0~2.5 kg，由泰山医学院实验动物

中心提供，实验动物生产许可证号：SCXK(鲁)2005- 
0005；2 周龄雄性裸鼠 24 只，体质量 100~120 g，由

泰山医学院实验动物中心提供，实验动物生产许可证

号:SCXK(鲁) 2005-0009。 
主要试剂和仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

支架材料：自备 SIS，按照 Abraham 等[1]的方法制备。 
实验方法： 

ADSCs 的分离和培养：取新西兰大白兔 4 只，经耳缘

静脉注射空气栓塞致死，8%硫化钠脱毛，清水反复冲

洗干净，固定于操作台，碘伏液消毒，取双侧腹股沟脂

肪，仔细清除脂肪外组织(筋膜及血管、淋巴结)。在超

净工作台内，无菌条件下，PBS 反复冲洗，去除红细胞，

剪碎，用装有Ⅰ型胶原酶 50 mL 离心管吸取脂肪组织，

放入恒温 37 ℃摇床，振荡，180 r/min 消化 60 min，    
1 200 r/min 离心 10 min，弃上清，加入高糖 DMEM 培

养液(含 1%双抗液，体积分数 10%胎牛血清，292 mg/L
谷氨酞胺，50 mg/L 维生素 C)重悬浮，接种于培养瓶，

放入恒温 37 ℃，体积分数为 5%的 CO2饱和湿度培养

箱内培养，3 d 后换液，洗去未贴壁的红细胞，隔日换

液，融合达 90%~95%后，进行传代。 
ADSCs 的鉴定

[13]
：流式细胞术鉴定第 3 代细胞表面

标记物，CD29，CD44 表达为阳性，CD 45 为阴性，

第 3 代 ADSCs 经成脂、成骨、成软骨诱导鉴定，具有

多向分化潜能，鉴定为 ADSCs。 
ADSCs 与 SIS 体外复合培养构建仿生骨膜：取 1 cm×  

1 cm SIS 材料 1 块分别放入 24 孔培养板，加入高糖

DMEM 完全培养基(含 1%双抗液，体积分数 10%胎牛

血清，292 mg/L 谷氨酞胺，50 mg/L 维生素 C)，放入

细胞培养箱中复水 72 h。将传至第 3 代细胞融合达 90%
后，以 5.0×105/孔密度接种于复水的 SIS，再加入含有

成骨诱导液的培养基 1 mL，于 37 ℃、体积分数 5%CO2

饱和湿度条件下复合培养。 
仿生骨膜植入体内：实验分为 2 组，每组 12 只裸鼠。

实验组：SIS 复合成骨诱导的脂肪干细胞 3 周制备的仿

生骨膜组；对照组：SIS 复合未成骨诱导的脂肪干细胞

的复合材料组。将 2 种复合材料随机分别植入雄性裸鼠

背部。方法：以 0.1 mL/kg 的速眠新肌肉注射麻醉后，

碘伏消毒，铺单，在裸鼠脊柱两侧背部皮下作 0.8 cm 切

口，在筋膜下钝性分离，将 1 cm×1 cm 复合细胞与复合

细胞未诱导的 SIS 对折成 0.5 cm×1 cm，植入裸鼠背部

皮下，缝合切口后体积分数 75%乙醇消毒皮肤，相同条

件下饲养。 
组织学观察体外构建的仿生骨膜：将 ADSCs 与 SIS 复

合培养后，分别于不同时期行苏木精-伊红染色观察复

合组织的形态结构特征。 
仿生骨膜植入裸鼠体内观察： 

组织学观察：植入后 4，8，12 周在麻醉下，每时

间点取 4 只，取出植入物常规苏木精-伊红染色，观察

复合细胞成骨诱导的 SIS 和复合细胞未成骨诱导的 SIS
组织学形态结构特征，观察是否有骨组织形成。 

透射电镜观察：术后 4，8，12 周在麻醉下，每时

间点取 4 只，取出植入物，放入 40 g/L 戊二醛溶液中固

定 1 d，再置于 2.5%乙二胺四乙酸(EDTA)溶液中脱钙 2
周，乙醇逐级脱水，制成超薄切片，醋酸铀-柠檬酸铅

双染色，观察组织结构变化情况。 
免疫组织化学观察：植入后 8 周在麻醉下取出植入

物，进行骨钙蛋白、骨桥蛋白免疫双染色观察仿生骨膜

植入裸鼠体内后的成骨情况。 
主要观察指标：组织学观察体外构建的仿生骨膜。

仿性骨膜植入裸鼠体内组织学观察、透射电镜观察及免

疫组织化学观察。 
 
2  结果 

 
2.1  实验动物数量分析  实验选用裸鼠 24 只，分为 2
组，无脱失，全部进入结果分析。 
2.2  组织学观察体外构建的仿生骨膜  苏木精-伊红

染色后观察，SIS上附着ADSCs与SIS的数量逐渐增加，

细胞呈重叠生长，细胞层数增加。ADSCs与SIS分泌的

细胞外基质逐渐增加，在SIS表面的细胞外基质也逐渐

增厚，与SIS融合在一起,两者相容性良好，见图1，2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

主要试剂和仪器 来源 

胰蛋白酶、地塞米松、维生素 C、

β-甘油磷酸钠、Ⅰ型胶原酶 
高糖 DMEM 
胎牛血清 
免疫组织化学试剂盒 
鼠抗兔骨钙蛋白(OCN)、 
鼠抗兔骨桥蛋白(OPN) 

相差显微镜 
透射电镜(JEM-200CX) 
病理切片机  

sigma 美国 
 
Gibeo 美国 
杭州四季青生物制品公司

DAKO，美国 
Chenicon，美国 
 
Olympus，日本 
日本 
leica，德国 

Figure 1  Small intestinal submucosa and adipose-derived 
stem cells composite cultured for 4 wk (Hematoxylin 
eosin staining, ×100) 

图 1  ADSCs 与SIS 复合培养 4 周(苏木精-伊红染色，×100)
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2.3  仿性骨膜植入裸鼠体内观察   
组织学观察：仿生骨膜植入体内4周时，可见大量新

生软骨细胞，软骨细胞不够成熟，见图3。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
8周时，成骨诱导材料复合物组见软骨化骨及大量

新生的松质骨小梁，苏木精-伊红染色表现为红染的骨

基质形成，见图4。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
12周时，可见新骨形态由松质骨逐渐变为密质骨，

见图5。未成骨诱导材料复合物组内无成骨细胞，只有

少量的炎性细胞和成纤维细胞形成，没有骨组织形成，

见图6。 
透射电镜观察：仿生骨膜植入体内 4 周时，见有大量

的成软骨细胞和成骨细胞，细胞核较大，细胞内有大量

的线粒体、高尔基体和粗面内质网，细胞分泌大量的细

胞外基质，并有血管和骨小梁形成，见图 7。8 周时仍

有成软骨细胞，以成骨细胞和骨细胞为主，骨小梁逐渐

成熟，见图 8。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

12 周时中央部分成骨细胞数量减少，胞浆中细胞器

退化，细胞狭长,包埋于成熟的骨小梁中，变为骨细胞，

Figure 2  Small intestinal submucosa and adipose-derived 
stem cells composite cultured for 6 wk (Hematoxylin 
eosin staining, ×100) 

图 2  ADSCs 与SIS 复合培养 6 周(苏木精-伊红染色，×100)
Figure 5  The formation of mature cortical bone at 12 wk after 

composite grafting (Hematoxylin eosin staining, ×40)
图5  成骨诱导材料植入12周时有成熟密质骨形成(苏木精-

伊红染色，×40) 

Figure 6  At 12 wk after non-induced composite grafting, there 
was no cortical bone formation (Hematoxylin eosin 
staining, ×40) 

图6  未成骨诱导材料植入12周时没有骨组织形成(苏木精-
伊红染色，×40) 

Figure 7  Complete vascular ingrowth in newly formed bone 
tissue at 4 wk after composite grafting (Transmission
electron microscope, ×5 800) 

图 7  成骨诱导材料植入 4 周时新形成的骨组织中有完整血
管长入(透射电镜，×5 800) 

Figure 8  Trabecular bone matured gradually, blood vessels 
grew and a large number of trabecular bone formed 
at 8 wk after composite grafting (Transmission 
electron microscope, ×4 200) 

图 8  成骨诱导材料植入 8 周时骨小梁逐渐成熟，长入大量
血管和骨小梁开始逐渐形成(透射电镜，×4 200) 

Figure 3  A large number of new cartilage cells and bone 
matrix were formed at 4 wk after composite grafting 
(Hematoxylin eosin staining, ×40) 

图 3  成骨诱导材料植入 4 周时大量新生软骨细胞、有骨基
质形成(苏木精-伊红染色，×40) 

Figure 4  Cartilage cells growth and red-stained bone matrix 
at 8 wk after composite grafting (Hematoxylin eosin 
staining, ×40) 

图 4  成骨诱导材料植入 8 周时软骨细胞生长、骨基质红染
(苏木精-伊红染色，×40) 
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见图 9。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

免疫组织化学观察：仿生骨膜植入体内8周，免疫组

织化学检测骨钙蛋白(见图10)及骨桥蛋白(见图11)，结

果呈阳性反应(胞浆内呈棕黄色)，随时间延长，阳性反

应越明显，表明细胞逐渐分化为成骨细胞并可在体内成

骨。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
3  讨论 

 
3.1  脂肪干细胞作为种子细胞的选择  对于脂肪干细

胞成骨分化的潜能，Kaplan 等[14]发现，皮下脂肪组织

具有异位成骨现象，推测脂肪组织中具有成骨分化潜能

细胞。Zuk 等[15]应用 1，25-二羟维生素 D3 诱导脂肪来

源的干细胞向成骨方向分化，并进行总钙测定及检测骨

钙蛋白、骨桥蛋白、骨形态发生蛋白 2 等基因的表达，

结果均为阳性。研究报道，ADSCs 成骨培养 6~18 d，
细胞外基质中出现如Ⅰ型胶原蛋白、骨形态发生蛋白 2、
骨形态发生蛋白受体等相关成骨基因的表达产物，认为

ADSCs 具有向成骨细胞分化的能力[14]。除成骨能力外，

研究发现 ADSCs 还可以分化为间充质来源的脂肪、软

骨、以及骨骼肌、心肌、血管内皮细胞等细胞[16-18]，用

以修复软骨、心肌、骨骼肌、血管以等组织[19-21]。Traktuev
等[22]发现脂肪干细胞较多集中在脂肪组织的血管周围,
利用细胞贴壁法分离得到的 ADSCs 相对较纯。ADSCs
可以分泌多种细胞因子，保持结构与功能上的稳定，如

促进血管生成的相关因子，以促进血管再生[23]。ADSCs
也能促进成纤维细胞分泌胶原和纤连蛋白，促进皮肤表

皮细胞的成熟，以利于创面愈合[24]。细胞表型的研究对

于干细胞诱导分化及干细胞的鉴定具有指导作用，但关

于脂肪干细胞的鉴定，目前还没有发现 ADSCs 特异性

表面分子标志物[25-26]。 
在体外培养中加入成骨诱导液(β-甘油酸钠，地塞

米松，L-抗坏血酸)，脂肪干细胞就开始表达成骨细胞

表型，表现为碱性磷酸酶阳性，表达各种由成骨细胞分

泌的骨基质蛋白(Ⅰ型胶原，骨钙蛋白，骨桥蛋白等)，
同时细胞外基质出现钙化。但是目前，对于 ADSCs 在

骨缺损修复的应用研究，仅限于动物模型试验阶段。有

研究报道从犬脂肪组织提取 ADSCs[27]，附于支架中，

植入犬尺骨骨缺损模型，16 周后，行 X 射线及组织学

检查发现产生了显著的新生骨区，可以部分或全部修复

骨缺损。基于以上研究证实脂肪干细胞作为种子细胞的

可行性。 
3.2  SIS 作为支架材料的选择  理想的支架材料应该

具有以下几个特征：良好的生物组织相容性、合适的生

物可降解性和降解速率可控性、可诱导组织再生、有一

定孔隙率、无抗原作用、有一定机械强度 [28-29]。 
Kropp 等[30]、Palmer 等[31]证实 SIS 中不含细胞，

无免疫原性，不会引起免疫排斥反应。因此本实验选用

小肠黏膜下层作为支架材料，它具有以上所述自身的一

些独特优势。通过实验证实SIS含有多种活性生长因子，

能为血管内皮细胞提供良好的附着、增殖的环境，并且

促进组织工程骨的血管化。 
3.3  构建方式的选择  骨组织工程骨的构建多采用两

种方法：①体内构建：将种子细胞与支架材料复合后，

直接植入体内。②体外构建：将种子细胞与支架材料复

合后，在成骨培养液中进一步培养，形成骨基质和骨样

组织，再将成骨细胞/支架复合物植入体内。体内构建，

将复合材料直接植入体内，由于受体内多种环境因素的

影响，无法准确反应材料与细胞的相容性。体外构建，

将细胞与材料在体外复合培养，可以直接观察两者的生

长情况，是一种快速、简捷、可重复性的方法，在生物

材料相容性评价中起着非常重要的作用[32]。 

Figure 10  Immunohistochemistry of osteocalcin reaction at 
8 wk (×40) 

图 10  成骨诱导材料 8 周免疫组织化学检测骨钙蛋白反应
(×40) 

Figure 11  Immunohistochemistry of osteopontin reaction at 
8 wk (×40) 

图 11  成骨诱导材料 8 周免疫组织化学检测骨桥蛋白反应
(×40) 

Figure 9  Mature bone turned into bone cells at 8 wk after 
composite grafting (Transmission electron 
microscope, ×7 400) 

图 9  成骨诱导材料植入 12 周时组织为成熟骨变为骨细胞
(透射电镜，×7 400) 
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本实验采用体外构建仿生骨膜，经组织学和透射电

镜结果显示成骨细胞分泌大量的细胞外骨基质，并且出

现钙化带，形成正常的骨组织结构。免疫组织化学显示

骨钙蛋白、骨桥蛋白表达阳性，而骨钙蛋白、骨桥蛋白

为成骨细胞所特有，是成骨表型特征性的标志，表明细

胞逐渐分化为成骨细胞并可在体内成骨。证实所构建的

组织工程骨膜，既含有成骨细胞，又含有骨膜具有的胶

原成分和促进细胞生长的生长因子，是一种理想的构建

方式。 
基于ADSCs与SIS两者具有良好的组织相容性，在

体外将SIS与脂肪干细胞复合诱导成骨，可构建出与机

体自身生理骨膜类似的仿生骨膜，在裸鼠体内可以成

骨，为脂肪干细胞作为种子细胞用于成骨，为修复骨缺

损，最终代替自体移植修复骨缺损奠定实验基础和提供

理论依据。 
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来自本文课题的更多信息--  

关于作者：第一作者构思并设计本实验，第一、二、三

作者进行实施及资料收集，第一作者成文，作者对文章负责。

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。 

伦理批准：实验过程中对动物处置符合 2006 年科学技

术部发布的《关于善待实验动物的指导性意见》。 

本文创新性：以成骨诱导的 ADSCs 为种子细胞，SIS
作为支架材料复合培养，进行细胞相容性研究。应用 SIS
与成骨诱导的 ADSCs 构建“仿生骨膜”，观察其成骨情况

及仿生骨膜修复骨缺损的效果，相关文献未见相关报道。 

实验在体外将小肠黏膜下层与脂肪干细胞复合诱导成

骨，可构建出与机体自身生理骨膜类似的仿生骨膜，在裸鼠

体内可以成骨。 


