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人脂肪干细胞的分离培养与生物学特性*★ 

田  霖，孙筱放，刘海波，骆玉梅，陈欣洁，黄东健 

 

Isolation, culture and biological characteristics of human adipose-derived stem cells in vitro   

Tian Lin, Sun Xiao-Fang, Liu Hai-Bo, Luo Yu-Mei, Chen Xin-Jie , Huang Dong-Jian 

文章亮点： 

通过胶原酶消化法可在人脂肪组织中高效、稳定地获得大量较高纯度的人脂肪干细胞，具有较强的增殖能力,培养过

程中未出现染色体核型的改变，且在一定诱导条件下，能够向脂肪细胞和成骨细胞分化。 

 

Abstract 

 

BACKGROUND: Human adipose-derived stem cells are widely used as seed cells in tissue engineering and regenerative 

medicine. Therefore, harvesting a large number of high-purity human adipose-derived stem cells is important for 

above-mentioned studies.  

OBJECTIVE: To explore the suitable culture condition of human adipose-derived stem cells in vitro, and to enhance the 

proliferative ability of human adipose-derived stem cells. 

METHODS: Collagenase I was used to digest and isolate human adipose-derived stem cells from intact fat of human 

abdomen. Human adipose-derived stem cells were purified using attachment method, cultured with low-glucose medium 

and passaged in vitro. Morphology was observed after Giemsa staining; the growth curve was drawn and cell cycle was 

analyzed. The karyotype of the passaged human adipose-derived stem cells was analyzed. Cells at the third passage 

were subjected to flow cytometry analysis, EdU incorporation and colony forming experiments.  

RESULTS AND CONCLUSION: The morphology of primary cultured human adipose-derived stem cells was not the same, 

passaged human adipose-derived stem cells were spindle-shaped and arranged tightly in a vortex-like appearance. The 

growth curve was “S” shaped. Cell cycle analysis and EdU incorporation results showed that human adipose-derived stem 

cells cultured in vitro could maintain strong proliferative ability. Karyotype mapping showed that in vitro culture could not 

cause chromosome abnormalities of adipose-derived stem cells. Flow cytometry analysis showed that passage 3 

adipose-derived stem cells were positive for CD29, CD44, CD90 and CD105, but they were negative for CD34 and CD45, 

with a clone formation rate of 8.8%. Under certain induction condition, adipose-derived stem cells could differentiate into 

adipocytes and osteoblasts. Human adipose-derived stem cells were successfully isolated by collagenase digestion 

method, cultured in vitro and showed strong proliferative ability. 

 

Tian L, Sun XF, Liu HB, Luo YM, Chen XJ, Huang DJ. Isolation, culture and biological characteristics of human 

adipose-derived stem cells in vitro.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(32): 5946-5952.      

[http://www.crter.org/crter-2012-qikanquanwen.html] 

 

摘要 

 

背景：高效、稳定地获得大量较高纯度的人脂肪干细胞，是其在组织工程学及再生医学中广泛应用的基础和前提。 

目的：探索体外培养脂肪干细胞的适宜条件，从而提高其增殖能力。 

方法：采用胶原酶消化的方法，从人腹部皮下块状脂肪中分离出脂肪干细胞，经贴壁筛选法纯化细胞、低糖培养基体

外培养扩增。Giesam 染色后观察细胞形态；绘制细胞生长曲线并进行细胞周期分析，观察分析传代后染色体核型改

变；选取第 3 代脂肪干细胞做流式细胞鉴定、EdU 细胞增殖能力检测以及克隆形成实验。 

结果与结论：分离培养的原代脂肪干细胞形态不一，经传代后的细胞形态趋于长梭形，排列紧密呈漩涡状生长。细胞

生长曲线呈 S 形，细胞周期分析及 EdU 掺入法结果显示体外培养的脂肪干细胞具有较强的增殖能力。经染色体核型

分析结果提示，体外培养不会引起脂肪干细胞的核型改变。第 3 代脂肪干细胞经流式细胞仪检测 CD29，CD44，CD90，

CD105 均呈阳性表达，而 CD34 和 CD45 呈阴性；克隆形成率为 8.8%；在一定的诱导条件下，脂肪干细胞能够向脂

肪细胞及成骨细胞分化。结果说明采用胶原酶消化法可成功分离培养人脂肪干细胞，且具有较强的增殖能力。 

 

关键词：人脂肪干细胞；分离；体外扩增培养；鉴定；染色体核型；生物学特性 
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0  引言 

 

间充质干细胞是存在于体内多种组织中的

一种具有自我更新和多向分化潜能的多能干细

胞。由于具有容易分离扩增、自我更新、多向

分化和低免疫原性等特性
[1]
，而成为了目前组织

工程和再生医学中理想的种子细胞
[2-3]

，为一些

传统药物治疗困难的疾病带来新希望
[4]
。目前在

基础研究及临床应用中大多以骨髓来源的间充

质干细胞作为研究对象
[5-7]

。但是在实际应用中

骨髓间充质干细胞存在的不足之处在于：来源

有限，获取的过程需要进行有创操作，体外培

养期间骨髓间充质干细胞的绝对数量和细胞增

殖分化的能力会随着供者年龄的增长而下降，

所以研究人员不断在寻找一种新的更具有优势

的替代细胞。 

2001年，Zuk等
[8]
从抽脂术废弃的脂肪组织

中，分离脂肪干细胞。实验研究发现与骨髓间

充质干细胞相比而言，脂肪干细胞具有来源充

足，取材方便，对人体造成的创伤也较小，可

反复取材，容易分离，获取细胞量大，脂肪组

织中所含干细胞的数量不会随着患者年龄的增

加而减少，体外增殖迅速，生物学性状稳定等

特性，因此，脂肪干细胞相对于骨髓间充质干

细胞具有很大的优势，很有可能成为新的组织

工程种子细胞来源。 

本实验旨在探索提取高纯度的人脂肪干细

胞的分离方法，选择适合的扩增培养条件，初

步对其生物学特性及遗传稳定性进行分析，为

将来干细胞移植的研究提供实验依据。 

 

1  材料和方法 

 

设计：体外细胞学观察实验。 

时间及地点：实验于2011-07/12在广州医

学院第三附属医院广东省产科重大疾病重点实

验室完成。 

材料： 

脂肪组织：广州医学院第三附属医院产科剖

腹产产妇皮下脂肪组织，产妇年龄26~34岁，

平均年龄29.6岁，均无其他基础疾病，未经过

特殊药物治疗，取材前均获得产妇知情同意。 

主要试剂与仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

分离提取人脂肪干细胞和体外扩增培养：分离提

取脂肪干细胞的步骤参照Zuk等
[8-9]

的研究，并稍

作修改。产科手术中，无菌条件下取健康剖宫产

女性腹部皮下脂肪约5 g，用含有500 U/mL双抗

的PBS充分漂洗3遍，剔除肉眼可见的血管及结

缔组织，用眼科剪将其充分剪碎，再用PBS反复

冲洗，尽量除去红细胞。加入2倍体积的0.2%Ⅰ

型胶原酶，振荡混匀后，于37 ℃的恒温水浴箱

消化60 min，加入等体积的含有体积分数为10%

胎牛血清的低糖DMEM终止消化，1 800 r/min离

心10 min，离心后分为3层，上层为油脂及未消

化完全的脂肪组织，中层为上清液，下层为脂肪

干细胞和红细胞等混合细胞的沉淀。弃上层和中

层，加入完全培养基(低糖DMEM+体积分数为

10%胎牛血清+100 U/mL青霉素+100 U/mL链霉

素)重悬细胞沉淀，70 μm细胞筛网过滤，将滤

过后的滤液调整细胞浓度为1×10
8
 L

-1
接种至 

60 mm培养皿中，于37 ℃，体积分数5%CO2，

饱和湿度的条件下培养。24 h后半量换液，48 h

后全量换液，以后每2 d换液1次。原代培养7~  

9 d可生长融合达到90%，用0.25%胰酶(含有

0.2%EDTA)常规消化后，1∶3传代接种到新的

培养皿中持续体外扩增培养。 

形态学观察：倒置显微镜下观察脂肪干细胞

的形态学特点。并用Giemsa染色方法观察脂肪

干细胞的形态，取第3代生长中期的脂肪干细

胞，弃培养基，用PBS洗2遍，加入体积分数为

95%乙醇固定5 min，弃固定液，室温下自然风

干，将培养皿浸置于Giemsa工作液(1份Giemsa

原液：9份PBS)15~20 min，取出培养皿，在清

试剂及仪器 来源 

0.25%胰蛋白酶，Ⅰ型胶原酶， 

胎牛血清，低糖 DMEM 培养基 

FITC-anti-human CD105  

PE-anti-human CD90， 

PE-anti-human CD29   

PE-anti-human CD45  

FITC-anti-human CD44，EdU 

细胞增殖检测试剂盒(Click-it®  

EdU Imaging Kits)  

70 μm 细胞筛网  

荧光倒置相差显微镜  

流式细胞仪   

Gibco 公司 

 

Biolegend 公司 

BD Parmingen 公司 

 

Beckman Coulter 公司 

Invitrogen 公司 

 

 

Falcon 公司 

Nikon 公司 

BD，FACSCalibur，USA 



 

田霖，等. 人脂肪干细胞的分离培养与生物学特性 

P.O. Box 1200, Shenyang   110004   www.CRTER.org 5948 

www.CRTER.org 

水中反复冲洗，室温下晾干后，于倒置显微镜下观察细

胞形态。 

流式细胞术检测细胞免疫表型：取第3代脂肪干细胞，

吸去培养基，0.25%胰酶常规消化，制成1×10
9
 L

-1
的细

胞悬液，分别取抗人CD44-FITC、CD105-FITC，

CD45-PE、CD29-PE、CD90-PE单克隆抗体各5 μL，

加入细胞悬液100 μL，室温下避光孵育20 min，同时设

立空白同型对照，1 000 r/min离心5 min，弃上清，用

PBS洗涤2遍，用200 μL PBS重悬后上机检测，cell 

Quest软件分析。 

染色体核型分析：分别取生长状态良好第3代和第9代

的脂肪干细胞，观察镜下形态，待细胞融合达到

70%~80%时，加入0.1 mg/L的秋水仙素，于培养箱内孵

育4 h后。弃培养液，PBS冲洗1遍，用0.25%胰酶常规消

化离心，加入1%枸橼酸钠溶液重悬制成单细胞悬液，置

于37 ℃水浴箱孵育5 min，加入固定液混匀，1 000 r/min

离心5 min，去上清后再加入固定液(甲醇与冰醋酸按 

3∶1混合)，室温下固定40 min，1 000 r/min离心5 min，

去上清后加入固定液混匀，室温下固定20 min，滴片后

置于65 ℃烤箱过夜，0.25%胰酶消化后G带显色，

Giemsa染色干燥后，高倍镜下分析20~40个分裂中期细

胞染色体核型，采用Leica染色体分析软件观察结果。 

EdU检测细胞增殖能力：取生长中期的第3代脂肪干细

胞，弃原有培养基，加入含有10 μmol/L EdU的培养基，

置于37 ℃、体积分数为5%CO2、饱和湿度的培养箱中

孵育4 h。弃培养基，用PBS漂洗3遍，加入40 g/L多聚

甲醛固定5 min，加入0.5%Triton X-100透化20 min，用

3%BSA漂洗 2遍，加入按EdU试剂盒 (Invitrogen，

Click-it® EdU Imaging Kits C10337)配制EdU Click-iT

反应体系，避光孵育30 min，弃EdU Click-iT反应体系

混合液，用3%BSA漂洗1遍，加入5 mg/L Hoechst33342

染核，避光孵育30 min。荧光显微镜下观察。 

生长曲线绘制及细胞周期分析：分别选择第3，6，9代

脂肪干细胞，制备浓度为1×10
7
 L

-1
的单细胞悬液后，平

均接种于24孔板内，每孔0.4 mL，即理论上每孔4 000

个细胞，共36孔。每24 h取3孔细胞，每孔加入0.25%

胰酶常规消化，制成单细胞悬液，加入锥虫蓝试剂，用

红细胞计数板进行活细胞计数，计算3个孔的活细胞平

均值，以时间为横坐标，活细胞个数为纵坐标绘制脂肪

干细胞生长曲线。用公式Dt＝△ t×Lg2/(LgNt-LgN0)计算

第3，6，9代脂肪干细胞倍增时间(Δt：细胞在对数生长

期的一段时间，Nt：对数生长期任一点的细胞数观察值， 

N0：对数生长期细胞数初始值)。 

取第3代脂肪干细胞，制备浓度为1×10
9
 L

-1
的单细

胞悬液，1 000 r/min离心5 min，弃上清，用PBS清洗1

遍，加入2 mL预冷的体积分数为70%乙醇混匀，4 ℃固

定过夜，1 000 r/min离心5 min，弃固定液，用PBS清

洗1遍，加入2 mL PBS重悬细胞，加入RNA酶50 μL，

37 ℃孵育1 h，加入450 μL PI染液，避光染色30 min，

上机检测，用Multicycle软件分析细胞周期。   

克隆形成实验：选取第3代生长良好的脂肪干细胞，弃

去培养液后，常规胰酶消化，培养液中和、离心、重悬

制成单细胞悬液，用红细胞计数板进行细胞计数，加入

完全培养基(低糖DMEM+体积分数为10%胎牛血清+1%

双抗)进行连续倍数稀释至极低密度：20个细胞/mL。然

后接种在28 cm
2
的培养皿中，平均每个皿有100个细胞，

每5~7 d换液1次。接种后观察14 d，直至有克隆形成后，

做Giemsa染色，肉眼计数克隆个数。 

多向分化潜能： 

向脂肪细胞诱导分化及鉴定：取生长状态良好的第

3~5代脂肪干细胞，用0.25%胰酶(含1 mmol EDTA)消化

后，以1×10
8
 L

-1
的浓度接种于6孔板中，当细胞融合达

80%时，加入成脂诱导培养基(含有低糖DMEM、体积

分数为10%胎牛血清、10 mg/L胰岛素、1 μmol/L地塞

米松、100 μmol/L吲哚美辛、500 μmol/L IBMX)，每3 d

换液1次，以未加诱导培养基(仅用完全培养基)的细胞培

养孔作为空白对照，共诱导培养14 d。诱导期间每天用

倒置显微镜观察细胞形态的变化并拍照记录。成脂诱导

14 d后做油红O染色鉴定，显微镜下观察并拍照。 

向成骨细胞诱导分化及鉴定：取生长状态良好的第

3~5代脂肪干细胞，用0.25%胰酶(含1 mmol EDTA)消化

后，以1×10
8
 L

-1
的浓度接种于6孔板中，用完全培养基

培养24 h后，更换为成骨诱导培养基(含有低糖DMEM、

体积分数为10%胎牛血清、0.1 μmol/L地塞米松、     

50 μmol/L抗坏血酸、10 mmol/L β-甘油磷酸)，每3 d换

液1次，以未加诱导培养基(仅用完全培养基)的细胞培养

孔作为空白对照，共诱导培养28 d。诱导期间每天用倒

置显微镜观察细胞形态的变化并拍照记录。取经成骨诱

导培养基诱导14，28 d后的细胞，进行碱性磷酸酶、茜

素红染色，显微镜下观察染色结果并拍照。 

   

2  结果 

 

2.1  细胞形态学观察  原代接种24 h首次半量换液，可

见细胞贴壁，呈圆形、多角形或者短梭形，大小不一，

四五天后细胞进入增殖期，细胞逐渐伸展呈长梭形，排
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列紧密呈漩涡状生长。原代细胞体外培养至八九天可达

到90%融合。0.25%胰酶消化1∶2或者1∶3传代至15

代，传代后细胞生长速度较原代细胞快，一般在3~5 d

即可达到80%~100%的融合，细胞形态趋于长梭形，大

小均一，多角形及圆形细胞少见，每代细胞之间形态学

和增殖速度无明显改变，见图1a。Giemsa染色可见长

梭形的脂肪干细胞形态类似成纤维细胞，核呈椭圆形、

较大，内含一两个核仁，核仁深染，见图1b。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  脂肪干细胞的表型特征  流式细胞仪检测第3代

脂 肪 干 细 胞 的 免 疫 表 型 CD29(97.76%) 、 CD44 

(99.64%)、CD90(99.94%)、CD105(99.83%)均呈阳性

表达，而造血细胞系分子标记物CD45(0.92%)呈阴性表

达，见图2。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  染色体核型分析  体外分离培养第3代和第20代

脂肪干细胞进行染色体核型检测，其染色体的形态、结

构和数目均未见异常，均表现为正常女性二倍体染色体

结构(46，xx)，见图3。人脂肪干细胞在体外扩增培养至

第20代的过程中，没有出现染色体核型的改变。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  脂肪干细胞的增殖能力  通过锥虫蓝排除法对第

3，6，9代脂肪干细胞进行计数，并绘制生长曲线图，

见图4，各个代次的生长曲线整体均呈“s”形，不同代

次的生长曲线在最初的3 d生长速度均比较慢，在第4~8

天处于指数生长期，细胞增殖速度明显增快，细胞数目

增多，到9或10 d生长进入平台期，细胞增殖速度下降，

细胞数目无明显增加。第3代脂肪干细胞的倍增时间为

37.2 h，第6代为37.2 h，第9代为37.2 h。细胞周期检

测分析结果表明，有84.25%的细胞处于G0/G1期(静止

期)，15.76%细胞处于S+G2/M期(增殖期)，见图4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3  Karyotype analysis of human adipose-derived stem 
cells (hADSCs) 

图 3  人脂肪干细胞染色体核型分析 

a: The karyotype of passage 3 

hADSCs 

Figure 1  Morphology of passage 3 human adipose-derived 
stem cells (hADSCs) 

图 1  人脂肪干细胞的细胞形态 

a: Passage 3 hADSCs (×40) b: Passage 3 hADSCs (×100) 

Figure 2  Detection of immunophenotype of passage 3 
human adipose-derived stem cells by flow 
cytometry 

图 2  流式细胞仪检测第 3 代人脂肪干细胞的免疫表型 

b: The karyotype of passage 20 

hADSCs 

Figure 4  Growth curves and cell cycle of human 
adipose-derived stem cells (hADSCs) 

图 4  人脂肪干细胞的生长曲线及细胞周期 
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a: Growth curve of passage (P) 3, 6 , 9 hADSCs 

DIPLOID: 100.00 % 

  Dip G0-G1: 84.25 % at 26.94 

  Dip G2-M: 2.05 % at 51.08 

  Dip S: 13.71 %  G2/G1: 1.90 

  Dip %CV: 9.39 

Total S-Phase: 13.71 % 

Extra Pop:  % 

Debris: 0.04 % 

Aggregates: 1.35 % 

Modeled Events: 8518 

RCS: 1.241 

Diploid B.A.D.: 0.36 %   

Apoptosis: 0.37 %   Mean: 18.71 

b: Cell cycle of P3 hADSCs 
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2.5  EdU检测脂肪干细胞增殖活性  第3代脂肪干细

胞与EdU Click-iT反应体系共孵育后，用荧光显微镜观

察，EdU掺入正在合成的DNA，以此来检测脂肪干细胞

的增殖活性。在荧光倒置显微镜下可观察到大量的绿色

荧光信号，见图5，提示有大量新的DNA合成，同时说

明第3代人脂肪干细胞具有较强的增殖活性。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.6  克隆形成实验  人脂肪干细胞在极低密度条件下

培养，初始生长缓慢，生存率明显下降，48 h后可见细

胞贴壁，呈单细胞分散在培养皿内，5~7 d换液1次，第

10天时逐渐形成较为明显的克隆，继续培养，克隆增大，

培养至第14天，弃去培养基，做Giemsa染色观察克隆

形态。实验接种了5个6 cm的培养皿，理论上单细胞个

数为500个，实际上共形成44个克隆，克隆形成率为

8.8%。 

2.7  成脂和成骨诱导分化及鉴定  见图6。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

人脂肪干细胞经成脂诱导培养 4 d时，可见部分细

胞的细胞质中出现透亮的、折光性好的细小颗粒，颗粒

的数量和体积随着成脂诱导时间的延长而增加，并且互

相融合。诱导10 d后，镜下观察大量的细胞由长梭形变

成类圆形及多边形，细胞浆内有大量透亮的、折光性好

的脂滴，经油红O染色后，呈现红色，见图6a，b。 

人脂肪干细胞经成骨诱导培养5~7 d时，可见细胞

形态变为多角形或立方形，细胞呈多层重叠生长。成

骨诱导14 d，碱性磷酸酶染色阳性，镜下可见细胞胞

浆被染成蓝黑色；继续诱导至28 d时，做茜素红染色，

可见桔红色钙结节形成，见图6c，d。 

 

3  讨论 

 

目前，细胞替代治疗已经成为研究的热点，如何获

得理想的种子细胞来源更是研究的重中之重。近年来许

多研究证实了脂肪干细胞与骨髓干细胞的免疫表型及

生物学特性均极为相似
[9-11]

，但是相较于骨髓干细胞而

言，来源于脂肪组织的人脂肪干细胞具有来源充足，取

材方便，含量丰富的优势，从人脂肪组织中分离和培养

出的脂肪干细胞，具有自我更新能力及多向分化潜能，

包括向脂肪细胞、软骨细胞、成骨细胞、心肌细胞、内

皮细胞、胰腺细胞、神经细胞、上皮细胞等方向分化的

潜能
[12-20]

。Yoshimura等
[21]

研究表明行抽脂术所获取的

脂肪中至少有10%是人脂肪干细胞，并且其具有与骨髓

干细胞相似的干细胞特性，是继骨髓干细胞后在成体干

细胞中具有重大发展潜力的一类干细胞。因此，随着研

究的深入，作为人体组织工程潜在的最大的成体干细胞

库——人脂肪干细胞将成为细胞治疗中理想的细胞来

源。 

本实验采用Ⅰ型胶原酶消化法从人腹部皮下脂肪

组织中成功分离出人脂肪干细胞，分离获得的人脂肪干

细胞贴壁生长，细胞形态呈长梭形，类似成纤维细胞，

排列紧密呈漩涡状生长。由于红细胞不贴壁生长的特

性，实验中通过更换培养液逐步去除红细胞，从而避免

了使用NH4Cl对脂肪干细胞的损伤。Stolzing等
[22]

和Kim

等
[23]

研究表明低浓度葡萄糖能减少干细胞凋亡，促进干

细胞增殖；而高浓度葡萄糖培养基会加快干细胞的衰

老，抑制其增殖和分化的能力。本实验采用低糖培养基

培养人脂肪干细胞，并进行体外扩增传代纯化，结果表

明人脂肪干细胞在体外培养具有较强的增殖能力，连续

传代10代，无明显老化现象。通过比较第3，6，9代人

脂肪干细胞的生长曲线及倍增时间，发现随着传代次数

Figure 5  EdU incorporation into passage 3 human 
adipose-derived stem cells under fluorescent 
microscope 

图 5  EdU 掺入第 3 代人脂肪干细胞后荧光显微镜显像 

Figure 6  Induced differentiation of human 
adipose-derived stem cells (hADSCs) into 
adipocytes and osteoblasts 

图 6  人脂肪干细胞向脂肪细胞和成骨细胞诱导分化 

a: Adipogenic induction (×40) b: Oil red O staining (×100) 

c: Alkaline phosphatase 

staining (×100) 

d: Alizarin red staining (×40) 
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的增加，10代以内的人脂肪干细胞群体倍增时间并无明

显延长改变。 

人脂肪干细胞具有自我更新及多向分化的干细胞

特性，理论上是用于干细胞治疗理想的选择，但是在实

际的临床应用中人脂肪干细胞的安全性是至关重要的。

在体外传代的过程中，人脂肪干细胞能否保持稳定的二

倍体结构，国内外的许多学者对这一问题的研究得出不

相同的结果。2004年Houghton等
[24]

报道骨髓干细胞移

植导致胃癌这一恶性肿瘤的发生。Bochkov等研究证明，

在人脂肪干细胞传代培养的过程中，有部分染色体出现

单体或者异位，其发生率波动在1.50%~5.95%。张卫泽

等
[25]

研究发现人脂肪干细胞在连续传代至25代时会出

现染色体断裂、畸变、呈现非二倍体核型。同时也有研

究发现脂肪干细胞体外传代培养后并未出现染色体核

型的改变，证实了人脂肪干细胞的遗传稳定性
[26]

。本实

验同时取体外培养的第3代和第20代人脂肪干细胞做了

染色体核型检测，结果表明均为46，XX的正常女性染

色体核型，这与Yang等
[26]

的研究结果是一致的，证实了

人脂肪干细胞在体外培养至第20代的过程中能够维持

稳定的二倍体结构，为后续的体内移植提供了安全保

障。人脂肪干细胞在体外培养过程中能否保持稳定的二

倍体结构，这与细胞培养环境的稳定性有一定的关系，

但是目前尚未有相关研究报道，今后可做进一步研究和

深入探讨。 

就现有的研究结果而言，尚未发现人脂肪干细胞的

特异性表面分子标记物，目前通常采用多种相对特异的

表面抗原联合检测来对其进行鉴定。本实验通过流式细

胞技术检测体外培养的第3代人脂肪干细胞，结果显示：

高表达CD29，CD44，CD90，CD105，几乎不表达CD34，

CD45，这与De Ugarte等
[27]

的研究结果基本相同。CD29

是识别整合素亚单位的蛋白，广泛存在于除了红细胞外

的各种组织及细胞中。CD44是目前所发现的成体干细

胞最广泛表达的标志物，分布于胞膜和胞浆
[28]

，CD44

阳性表达可以进一步证明干细胞的身份。CD90和

CD105为间充质干细胞的特异性表型。CD34和CD45

是造血细胞系分子标志物。本实验经流式细胞术检测

CD29
+
CD44

+
CD90

+
CD105

+
，并且阳性率均高达97.5%

以上，CD34
-
和CD45

-
，其结果表明本实验分离培养所

获得的细胞为人脂肪干细胞，且细胞纯度较高。 

干细胞与终末分化细胞的不同之处不仅在于细胞

表面标志物表达情况的不同，更重要的是干细胞具有多

向分化的能力，流式细胞仪检测细胞免疫表型的结果对

确认人脂肪干细胞有辅助作用，但是由于目前研究尚未

发现人脂肪干细胞的特异性表面标记物，因此鉴定人脂

肪干细胞还必须进行多向诱导分化及检测。本实验对第

3~5代的人脂肪干细胞进行了成脂和成骨诱导分化。人

脂肪干细胞在成脂诱导的过程中细胞形态由长梭形变

成类圆形，胞浆中出现透亮的脂滴，经油红O染色可被

染成红色，证明了胞浆中有脂质沉积，同时间接证明了

人脂肪干细胞具有成脂分化的能力。在成骨诱导分化

中，碱性磷酸酶的形成是成骨分化的早期标志，而钙沉

积是成骨细胞具有分泌功能的指标，可作为成骨细胞成

熟的标志。本实验中人脂肪干细胞成骨诱导分化2周后，

碱性磷酸酶表达强阳性，4周后，茜素红染色可见明显

钙结节形成，证明了人脂肪干细胞在一定的条件下可诱

导分化为成骨细胞。 

综上所述，通过简便的方法在人脂肪组织中高效、

稳定地获得大量较高纯度的人脂肪干细胞，对人脂肪干

细胞的形态学特征及生物学特性进行系统研究，为今后

人脂肪干细胞的诱导分化及体内研究奠定基础。 
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院广东省产科重大疾病重点实验室提供实验条件的支
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来自本文课题的更多信息--  

基金声明：2011 年广东省重大科技专项“广东转化

医学公共平台”，项目编号：2011A080300002。 

作者贡献：实验设计为第一、五作者，实验实施为

第一作者，实验评估为全部作者，资料收集为第一、五

作者。第一作者成文，第二作者校审，第一、二作者对

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。 

伦理要求：脂肪组织供者在充分了解实验方法的前

提下自愿签署“知情同意书”，本实验方法获广州医学院

第三附属医院伦理委员会批准。 

研究的创新之处：实验中成功运用Ⅰ型胶原酶消化

法从正常产妇腹壁皮下脂肪组织中高效、稳定地获得大

量较高纯度的脂肪干细胞，此分离及体外培养的方法克

服了其他方法导致的细胞获取率不高、活力低下、易自

发分化、细胞纯度低等缺点。 


