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脂肪干细胞复合明胶海绵修复兔桡骨缺损★

刘 刚1，汪明星1，闫长明1，王云清1，魏学杰1，胡兆丽2 (1徐州医学院第二附属医院，江苏省徐州市 221000；2徐州医学院生物化学

与分子生物学实验室，江苏省徐州市 221004)

文章亮点：

1 目前脂肪干细胞复合明胶海绵修复兔桡骨缺损的动物体内实验较少。

2 实验特点在于分离培养兔脂肪干细胞，以骨形态发生蛋白 2为诱导因子，以明胶海绵为支架，制作脂

肪干细胞-明胶海绵复合体。兔桡骨骨缺损模型实验侧植入脂肪干细胞-明胶海绵复合体，对照侧植入明胶海

绵，双侧自体对照。

3 结果证实脂肪干细胞明胶海绵复合体对兔长骨骨缺损修复有促进作用，具有较明显的体内诱导成骨作

用。
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摘要

背景：脂肪干细胞是近年来新发现的一种成体干细胞，有很强的多向分化能力，但其在体内成骨分化的能力

研究较少。

目的：考察脂肪组织来源间充质干细胞复合明胶海绵修复骨缺损的效果。

方法：从兔腹股沟脂肪垫分离和培养脂肪干细胞，用含骨形态发生蛋白 2的成骨诱导培养液进行培养，然后

注入明胶海绵继续培养。制作兔桡骨缺损模型，将脂肪干细胞-明胶海绵复合体植入实验侧兔桡骨缺损区，对

照侧植入明胶海绵。于骨缺损修复后第 6，12周处死动物，取标本进行 X射线、CT扫描、苏木精-伊红染色

作放射学和组织学评价。

结果与结论：兔桡骨缺损修复后 6，12周，植入明胶海绵-脂肪干细胞复合体的实验侧的 Lane-Sandhu X射

线评分和 Lane-Sandhu 组织学评分均比对照侧显著升高，说明实验侧骨缺损修复更好。结果表明脂肪干细

胞-明胶海绵复合体对兔长骨骨缺损修复有促进作用，具有较明显的体内诱导成骨作用。

Adipose-derived stem cells combined with gelatin sponge for repair of rabbit radial
defects

Liu Gang1, Wang Ming-xing1, Yan Chang-ming1, Wang Yun-qing1, Wei Xue-jie1, Hu Zhao-li2 (1Department of
Orthopedics, Second Hospital of Xuzhou Medical College, Xuzhou 221000, Jiangsu Province, China;
2Laboratory of Biochemistry and Molecular Biology, Xuzhou Medical College, Xuzhou 221000, Jiangsu
Province, China)

Abstract
BACKGROUND: Adipose-derived stem cells discovered recently are a new kind of adult stem cells, and have a
strong multi-differentiation capacity. However, there are rare studies concerning in vivo osteogenic capacity of
adipose-derived stem cells.
OBJECTIVE: To investigate the effect of adipose-derived stem cells combined with gelatin sponge on repairing
bone defects.
METHODS: Adipose-derived stem cells from rabbit inguinal fat pads were isolated and cultured, and then induced
using an osteogenic medium containing bone morphogenetic protein 2 followed by injection of gelatin sponge.
Radial defect models of rabbits were prepared. Compound of adipose-derived stem cells and gelatin sponge was
implanted into the lesion side, while gelatin sponge alone was implanted into the contralateral side. Rabbits were
killed at weeks 6 and 12 after bone defect repair for X-ray examination, CT scan, and hematoxylin- eosin staining.
RESULTS AND CONCLUSION: Lane-Sandhu X-ray and Lane-Sandhu histological scores after compound
implantation were significantly higher than those after repair with gelatin sponge alone. It indicates that
adipose-derived stem cells combined with gelatin sponge can promote bone defect healing of rabbits, showing an
obvious osteogenic capacity in vivo.
Key Words: biomaterials; tissue-engineered bone materials; adipose-derived stem cells; radial defects; bone
morphogenetic protein; cell culture; histology; radiology
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0 引言

骨缺损是骨科临床的难题之一。组织工程学的兴起

为骨缺损的修复带来新技术和方法。组织工程学研究主

要包括：种子细胞、支架材料和组织构建。其中种子细

胞一直是骨组织工程学研究重点和热点 [1]。脂肪干细胞

是近年来新发现的一种成体干细胞，其细胞标志与骨髓

间充质干细胞相似[2-5]。众多研究表明，脂肪干细胞有很

强的多向分化能力，可在不同培养基中诱导分化为脂肪

细胞、成骨细胞、成软骨细胞、神经细胞、内皮细胞、

肌肉细胞和心肌细胞等[6-9]。

成骨细胞是来源于中胚层的细胞，脂肪干细胞可

以在一定的体外培养条件下分化为成骨细胞 [10-11]。在

体内实验方面，有学者将Lewis大鼠脂肪干细胞接种

于聚乳酸 /聚乙醇酸共聚物支架上，植入裸鼠背部皮

下肌袋内培养，成功生成组织工程骨，这是首次利用

脂肪干细胞体内培养成骨的实验报道[12]。后来，他们

将脂肪干细胞诱导为成骨细胞和成软骨细胞，并且在

植入体内后分别形成了透明软骨和骨组织 [13]。学者们

将兔脂肪干细胞接种到明胶海绵支架上体外培养之

后植入头盖骨缺损处，术后6周成功修复头盖骨缺

损[14]。此外，体内实验表明，脂肪干细胞在体内修复

骨和软骨缺损的能力与骨髓间充质干细胞相同。有学

者利用成年雌性山羊脂肪干细胞在诱导培养基中分

别加入骨形态发生蛋白2和骨形态发生蛋白7，促进了

成骨诱导分化和成软骨诱导分化[15]。还有学者通过人

类腹部、臀部和髌下脂体脂肪组织的诱导分化研究，

证实了骨形态发生蛋白2对促进脂肪干细胞的成骨能

力至关重要[16-17]。

实验以兔为实验对象，分离培养兔脂肪干细胞，以

明胶海绵为支架，骨形态发生蛋白2为诱导因子将脂肪

干细胞向成骨细胞转化，而后将诱导后的脂肪干细胞复

合明胶海绵支架植入兔桡骨缺损区，考察桡骨缺损的修

复情况。在不同时期处死动物，对桡骨缺损修复区进行

组织学观察，以及X射线测量，考察脂肪干细胞修复骨

缺损的特点，以期为脂肪干细胞进一步研究应用奠定基

础。

1 材料和方法

设计：配对设计。

时间及地点：实验于2011年4月至11月在徐州医学

院实验动物中心、徐州医学院生物化学与分子生物学实

验室、徐州医学院第二附属医院病理科完成。

材料：

实验动物：新西兰兔30只，三至四月龄，体质量3.0-
3.5 kg，均为雌性。购自徐州医学院实验动物中心，许

可证号SCXK(苏)2010-0003。动物饲养室温度在15-
28 ℃、湿度在45%-55%，自然光照，自由进食水。实

验中对动物的处置符合徐州医学院实验动物伦理委员

会的要求。

脂肪干细胞复合明胶海绵修复兔桡骨缺损实验所用主要

试剂及仪器：

实验方法：

脂肪干细胞分离和培养：实验兔全部进行脂肪采集。

实验动物称质量，用3%戊巴比妥钠以1 mL/kg作耳缘静

脉麻醉后，置动物于手术台。术区剪毛、消毒，取双侧

腹股沟切口，显露双侧腹股沟脂肪垫，完整取出。置于

培养皿中，在无菌条件下清除外包膜、明显的结缔组织

和肉眼可见的小血管。剪碎，PBS清洗2次；双抗液(青
霉素100 mg/L，链霉素100 mg/L)冲洗，在37 ℃条件下，

胰酶震荡消化2 h，然后离心10 min，离心力500×g，除
去上层脂肪及上清，PBS洗涤沉淀2次。用体积分数为

10%胎牛血清的DMEM 培养基稀释，200目尼龙网格滤

网过滤，离心10 min，离心力500×g，将细胞收集调整

细胞浓度在1×109 L-1左右置于50 mL培养瓶，在37℃、

体积分数5%的CO2孵箱培养。2 d初次换液，去除未贴

壁细胞，3 d换液1次，细胞80%左右融合时，用含

0.1 mmol/L EDTA-Na的2.5 g/L胰酶在室温消化5 min左
右，用适量小牛血清终止消化反应，用吸管轻轻吹打，

转入离心管中离心10 min，离心力500×g。弃上清，按 1∶
3 比例传代。定期在倒置显微镜下，观察原代及子代细

胞形态学改变情况。

明胶海绵-脂肪干细胞复合体制备：细胞传至第3代后，

加入成骨诱导培养液。成骨诱导培养基含体积分数

10%FBS的DMEM，0.1 μmol/L地塞米松，50 mg/L抗坏

血酸，10 mmol/L β-磷酸甘油钠，成骨诱导因子为1 mg/L
的骨形态发生蛋白2。培养至细胞浓度为3×108 L-1 [18]，将

其注入明胶海绵中继续培养3 d然后植入骨缺损区。

桡骨缺损模型制作和明胶海绵-脂肪干细胞复合体植入：脂

试剂及仪器 来源

胎牛血清

胰蛋白酶、高糖 DMEM干粉培养基、

PBS干粉

骨形态发生蛋白 2
明胶海绵

CO2 培养箱

倒置显微镜

X射线设备

杭州四季青公司

美国 Gibco公司

以色列 ProSpec公司

南京金陵药业公司

美国 Sheldon公司

日本 Olympus 公司

徐州医学院第二附属医院放射科



刘刚，等. 脂肪干细胞复合明胶海绵修复兔桡骨缺损

ISSN 2095-4344 CN 21-1581/R CODEN: ZLKHAH 6085

www.CRTER.org

肪干细胞分离培养后1周，进行兔桡骨缺损模型制备。实

验动物不分组，采用左右侧配对设计，动物实验侧和对

照侧用随机方法。动物称质量后用3%戊巴比妥钠耳缘静

脉注射麻醉，1 mL/kg。麻醉成功后剪除前臂兔毛，将肢

体朝上俯卧位固定于自制手术架上，术区碘伏消毒，铺

无菌巾。前臂内侧中上段切口切开皮肤、皮下组织及深

筋膜，分离肌间隙显露桡骨。参照陈光忠等[19]的方法在

桡骨中段前面用薄椎板咬骨钳咬出20 mm长的骨缺损，

咬除骨质及骨膜。对照侧植入含生理盐水的明胶海绵，

实验侧植入明胶海绵-脂肪干细胞复合体。缝合皮肤，伤

口碘伏消毒。骨缺损修复后常规分笼饲养，动物饲养室

温度在15-28 ℃、湿度在45%-55%，自然光照，自由进

食水。患肢不行外固定。造模后常规予头孢唑林肌注预

防感染。观察动物的饮食、活动及伤口愈合情况。

放射学评价：桡骨缺损修复后第6周和第12周处死动

物，每次15只。取兔桡骨标本进行X射线拍摄及CT扫描，

观察桡骨缺损区的修复情况和特点。动物的骨缺损修复

放射学评价按Lane-Sandhu X射线评分法[20]，评分标准

见表1。分值越高，骨缺损修复越好。

组织学评价：取桡骨，大体观察骨缺损修复情况，再

做组织学检查。用体积分数4%甲醛固定5 d，常规脱钙、

脱水、石蜡包埋，苏木精-伊红染色，标本制作用电脑

全自动染色机完成。用Lane-Sandhu组织学评分记录观

察结果[20]，评分标准见表2。分值越高，骨缺损修复越

好。

主要观察指标：将成骨诱导后的脂肪干细胞联合明

胶海绵支架植入兔桡骨缺损区后，桡骨缺损修复的

Lane-Sandhu X射线评分和Lane-Sandhu组织学评分。

统计学分析：对所测数据采用SPSS 11.5统计软件

分析，数据以
_

x±s表示，对统计结果进行配对t 检验，

P < 0.05为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 实验动物数量分析 有1只兔腹股沟区伤口裂开，

清创缝合后愈合，但机体营养状况变差，1只死于麻醉

意外。摒除异常情况，重新建模补足数量。最后30只新

西兰兔进入结果分析。

2.2 脂肪干细胞形态 倒置显微镜下，培养的细胞具

有旺盛的生长性，可以认为其是脂肪干细胞。见图1。

2.3 放射学评价结果 在骨缺损修复后6，12周处死动

物，取桡骨标本进行X射线观察。显示造模后6周时对照

侧骨缺损修复少，实验侧部分修复；12周时对照侧仍有

大块骨缺损，而实验侧骨缺损大多修复，髓腔通畅，见

图2，3。
根据Lane-Sandhu X射线评分标准评分，记录结果

进行统计分析，t 检验，统计结果见表3。兔桡骨缺损修

表 1 Lane-Sandhu X射线评分标准

Table 1 Criteria for Lane-Sandhu X-ray scoring

分类 含义 分值

骨形成 无骨形成 0
骨形成占缺损 25% 1
骨形成占缺损 50% 2
骨形成占缺损 75% 3
骨形成充满缺损 4

骨连接 骨折线清楚 0
骨折线部分存在 2
骨折线消失 4

骨塑形 未见骨塑形 0
骨髓腔形成 2
皮质骨塑形 4

图 1 兔脂肪干细胞形态(×200)

Figure 1 Morphology of rabbit adipose-derived stem cells
(×200)

A：消化培养后第 2天的脂肪干细胞 B：第 1次传代后的脂肪干细胞

注：倒置显微镜下，原代及子代细胞具有旺盛的生长性。

表 2 Lane-Sandhu 组织学评分标准

Table 2 Criteria for Lane-Sandhu histological scoring

项目 含义或标准 分值

连接 无连接 0
纤维连接 1
骨与类骨连接 2
骨连接 3
骨干完全再生 4

松松质骨 无骨细胞活性 0
新骨早期聚集 1
有活性的新骨聚集 2
松质骨正在改造 3
松质骨完全形成 4

皮质骨 无皮质骨生长 0
皮质骨生长的早期表现 1
皮质骨正在形成 2
大部分被改造 3
完全骨再生 4
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复后6，12周，植入明胶海绵-脂肪干细胞复合体的实验

侧的Lane-Sandhu X射线评分比对照侧显著升高，说明

实验侧骨缺损修复更好。

2.4 组织学观察 兔桡骨标本观察可见，造模6周时对

照侧有大块骨缺损，实验侧有骨痂形成，见图4；造模

12周时对照侧缺损区有部分纤维组织填充，实验侧骨痂

形成良好，见图5。

根据Lane-Sandhu组织学评分标准评分，记录结果

进行统计分析，t 检验，统计结果见表4。兔桡骨缺损修

复后6，12周，植入明胶海绵-脂肪干细胞复合体的实验

侧的Lane-Sandhu 组织学评分比对照侧显著升高，说

明实验侧骨缺损修复更好。

兔桡骨标本经苏木精-伊红染色后光镜下观察，造

模后6周对照侧骨缺损区大多为纤维组织填充，而实验

图 2 兔桡骨缺损修复后 6周的 X射线观察

Figure 2 X-ray observation of rabbit radial defects at 6 wk
after repair

A：对照侧(植入明胶海绵)

注：显示单纯植入明胶海绵的对照侧骨缺损修复少，植入明

胶海绵-脂肪干细胞复合体的实验侧部分修复。

B：实验侧(植入明胶海绵-脂肪干细

胞复合体)

图 3 兔桡骨缺损修复后 12周的 X射线观察

Figure 3 X-ray observation of rabbit radial defects at 12 wk
after repair

A：对照侧(植入明胶海绵)

注：显示单纯植入明胶海绵的对照侧仍有大块骨缺损，植入明胶

海绵-脂肪干细胞复合体的实验侧骨缺损大多修复，髓腔通畅。

B：实验侧(植入明胶海绵-脂肪干细

胞复合体)

表 3 兔桡骨缺损修复后的 Lane-Sandhu X射线评分

Table 3 Lane-Sandhu X-ray scores after repair of rabbit radial
defects (

_

x±s)

时间 对照侧 实验侧 t P

6周 1.73±1.75 6.73±2.21 10.68 < 0.001
12周 2.73±2.12 7.13±1.36 8.00 < 0.001

注：兔桡骨缺损修复后 6，12周，植入明胶海绵-脂肪干细胞复合体的实

验侧的 Lane-Sandhu X射线评分比单纯植入明胶海绵的对照侧显著升高，

说明实验侧骨缺损修复更好。

图 4 兔桡骨缺损修复后 6周的桡骨标本

Figure 4 Rabbit radius specimens at 6 wk after defect repair

A：对照侧(植入明胶海绵)

注：显示单纯植入明胶海绵的对照侧有大块骨缺损，植入明

胶海绵-脂肪干细胞复合体的实验侧有骨痂形成。

B：实验侧(植入明胶海绵-脂肪干细

胞复合体)

图 5 兔桡骨缺损修复后 12周的桡骨标本

Figure 5 Rabbit radius specimens at 12 wk after defect repair

A：对照侧(植入明胶海绵)

注：显示单纯植入明胶海绵的对照侧缺损区有部分纤维组织填

充，植入明胶海绵-脂肪干细胞复合体的实验侧骨痂形成良好。

B：实验侧(植入明胶海绵-脂肪干细

胞复合体)

表 4 兔桡骨缺损修复后的 Lane-Sandhu 组织学评分

Table 4 Lane-Sandhu histological scores after repair of rabbit
radial defects (

_

x±s)

时间 对照侧 实验侧 t P

6周 1.53±1.30 4.87±1.72 5.89 < 0.001
12周 1.80±1.15 7.80±2.04 10.7 < 0.001

注：兔桡骨缺损修复后 6，12周，植入明胶海绵-脂肪干细胞复合体的实

验侧的 Lane-Sandhu 组织学评分比单纯植入明胶海绵的对照侧显著升

高，说明实验侧骨缺损修复更好。
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侧有编织骨形成，骨小梁紊乱，见图6。造模后12周，

实验侧形成板层骨，骨小梁排列致密有序，见图7。

2.5 不良反应 除脱失的动物外，纳入结果分析的新

西兰兔骨缺损修复后摄食，活动良好。切口愈合正常，

缝线自行脱落。未见发生明显免疫排斥反应。

3 讨论

目前，骨缺损修复已经成为临床骨科工作的一个重

点和难点。其关键性问题就是骨的来源。以自体骨移植

效果最好，但受限于取材量受限制。组织工程学的进展

为骨缺损修复带来很多希望。

3.1 脂肪干细胞的研究 脂肪干细胞是近年来新发现

的一种成体干细胞。具有多种分化潜能，有研究显示能

促进颅骨骨缺损的修复[14]。骨形态发生蛋白是已经证实

的成骨生长因子，它能诱导干细胞分化成骨细胞。本组

实验用骨形态发生蛋白2为诱导因子，以期促进脂肪干

细胞向成骨细胞分化[16-17]。实验从兔脂肪组织中提取的

细胞具有旺盛生长特性，具有分化能力，具备干细胞特

点。

3.2 细胞载体的选择 众所周知，组织工程的基本要

素有：种子细胞、支架材料和生长因子。脂肪干细胞取

材方便，分离体外培养扩增技术已成熟，有良好分化潜

能，具有极大的应用前景。而骨组织工程研究不仅需要

取材简便、成骨能力强的种子细胞，也需要适宜的细胞

外基质材料。理想的细胞外基质材料有如下要求[21]：①

良好的生物相容性。②良好的生物降解性。③具有三维

立体多孔结构。④可塑性和一定的机械强度。⑤良好的

材料-细胞界面。明胶海绵满足大部分要求，且廉价。

本组实验未见发生明显免疫排斥反应，载体和细胞复合

容易，显示出良好的组织相容性，具有来源广泛、成本

价格低廉等优点，能够作为骨组织工程中的载体使用。

3.3 骨缺损模型的制作 临界性骨缺损是评价骨缺损

的最好选择。周芳等 [22]研究认为临界骨缺损长度为

17 mm。大多数动物临界骨缺损大小随年龄增长而下

降。这次实验制作20 mm长桡骨骨缺损。结果表明，骨

缺损的模型的制备是有效的，能够用于检测缺损的修复

情况。实验去除了骨质及骨膜，因为骨膜对骨缺损的修

复具有重要作用，去除骨膜，使模型更加符合临床情况。

3.4 移植复合物的细胞浓度 脂肪干细胞种植于载体

上必须保持有效的浓度才能确保新骨的形成。有研究表

明体外培养的骨髓间充质干细胞移植修复人工骨缺损

时，不宜选择107 L-1以下的密度级别，应该尽可能提高

移植细胞的密度[18]。李明等[23]用骨髓间充质干细胞的浓

度为5×108 L-1，成功修复兔桡骨骨缺损。本组实验细胞

浓度为3×108 L-1。细胞浓度能够满足体内细胞成骨的需

要。

3.5 骨缺损修复的评价 研究从组织学及影像学两方

面评价骨缺损修复情况。Lane-Sandhu评分方法可操作

性强。研究结果显示植入明胶海绵-脂肪干细胞复合体

的实验侧修复情况优于对照侧。

综上所述，实验表明来源于新西兰大白兔的脂肪干

细胞能够经体外分离培养并扩增后与明胶海绵载体在

体外复合培养，植入骨缺损区后具有较明显的体内诱导

成骨作用，能够加速骨缺损的修复，可以作为骨组织工

程治疗骨缺损的一种较好的方法。
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图 6 兔桡骨缺损修复后 6周的组织形态(苏木精-伊红染

色，×200)

Figure 6 Morphology of rabbit radial defects at 6 wk after
repair (Hematoxylin-eosin staining, ×200)

A：对照侧(植入明胶海绵)

注：苏木精-伊红染色显示单纯植入明胶海绵的对照侧为纤维组

织填充，植入明胶海绵-脂肪干细胞复合体的实验侧有编织骨形

成，骨小梁排列紊乱。

B：实验侧(植入明胶海绵-脂肪干细

胞复合体)

图 7 兔桡骨缺损修复后 12周实验侧的组织形态(苏木精-

伊红染色，×200)

Figure 7 Morphology of rabbit radial defects at 12 wk after
repair (Hematoxylin-eosin staining, ×200)

注：苏木精-伊红染色显示植入明胶海绵-脂肪干细胞复合体的实

验侧形成板层骨，骨小梁排列有序。
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