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文章亮点： 

胰岛素是成脂诱导剂的重要组成成分。将人胰岛素基因通过腺病毒载体导入到人脐带间充质干细胞，旨

在解决干细胞随着传代次数增加而成脂能力减弱及成活力低下的问题，同时在不加诱导剂的情况下能主

动分化为脂肪细胞。实验在细胞水平证明了转染人胰岛素基因的作用，为今后体内研究奠定了基础。 

关键词： 

干细胞；脐带脐血干细胞；人胰岛素基因；间充质干细胞；腺病毒载体；基因转染；细胞分化；其他基

金；干细胞图片文章 

 

摘要 

背景：胰岛素是成脂诱导剂的重要组成成分。然而胰岛素存在半衰期，会随着体内代谢不断灭活及降解，

植入体内的细胞或材料无法像体外那样以更换培养液来达到目的。实验拟通过转染胰岛素基因，使转染

后的干细胞稳定分泌胰岛素，促进其成脂分化。 

目的：探讨携带人胰岛素基因腺病毒载体转染人脐带间充质干细胞后对其成脂分化能力的影响。  

方法：取第 3 代人脐带间充质干细胞，以感染复数为 20 转染腺病毒载体。实验分为 4 组：对照组为第

4代人脐带间充质干细胞；实验组 1为腺病毒转染的第 4代人脐带间充质干细胞；实验组 2为第 4代人

脐带间充质干细胞+成脂诱导液；实验组 3为腺病毒转染的第 4代人脐带间充质干细胞+成脂诱导液。 

结果与结论：转染 48 h后实验组 1和实验组 3的人脐带间充质干细胞在荧光显微镜下显现弱荧光，72 h

后荧光较强。经脂肪诱导培养液培养 14 d后，实验组 1，2，3油红 O染色后显微镜下呈红色，对照组

未见脂滴形成，实验组 1可见一些细小脂滴形成；实验组 3与实验组 2相比，脂滴大且多，定量分析显

示，实验组 3油红 O染色阳性的面积和吸光度大于实验组 2(P < 0.05)。由此说明携带人胰岛素基因腺

病毒载体转染人脐带间充质干细胞后可促进其成脂能力。 
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Abstract 

BACKGROUND: Insulin is an important component of adipogenic inducers. Insulin has the half-life, which can 

continuously inactivate and degrade with the in vivo metabolism, and the cells and the materials implanted in the 

body cannot replace the culture medium to achieve the purpose like in in vitro environment. Transfection of insulin 

gene can make the transfected stem cells secret the insulin stably which can promote the adipogenic 

differentiation. 

OBJECTIVE: To investigate the adipogenic differentiation potential of human umbilical cord mesenchymal stem 

cells transfected by insulin gene-modified adenovirus vector.  

METHODS: Passage 4 human umbilical cord mesenchymal stem cells were collected and transfected with 

adenovirus vector with the multiplicity of infection of 20. The experiment was divided into four groups. Passage 4 

human umbilical cord mesenchymal stem cells were included in the control group. Passage 4 human umbilical 

cord mesenchymal stem cells transfected with adenovirus vector were included in experimental group 1, passage 

4 human umbilical cord mesenchymal stem cells + adipogenic liquid were used in the experimental group 2, and 

passage 4 human umbilical cord mesenchymal stem cells transfected with adenovirus vector + adipogenic liquid 

were used in experimental group 3.  

RESULTS AND CONCLUSION: After transfected for 48 hours, weak fluorescence in human umbilical cord 

mesenchymal stem cells was observed in experimental groups1 and 3 through the fluorescence microscope and 

strong fluorescence appeared after transfected for 72 hours After cultured with adipose-inducing culture medium 

for 14 days, the cells in the experimental groups 1, 2, 3 were red under microscope after oil red O staining, no lipid 

droplets were observed in the control group; the lipid droplets in the experimental group 3 were larger and more 

than those in the experimental group 2. Quantitative analysis showed the positive area of oil red O staining and 

the absorbance value in the experimental group 3 were greater than those in the experimental group 2 (P < 0.05). 

The results show that the human umbilical cord mesenchymal stem cells transfected by insulin gene-modified 

adenovirus vector can promote cell adipogenic differentiation.  

Key Words: stem cells; umbilical cord/umbilical cord blood stem cells; human insulin gene; mesenchymal stem 

cells; adenovirus vector; gene transfection; cell differentiation; other grants-supported paper; stem cell 

photographs-containing paper  
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0  引言 

 

人脐带间充质干细胞是存在于华氏胶中的一种具有自我更新、增殖和多向分化潜能的成

纤维细胞样细胞。它与脂肪间充质干细胞、骨髓间充质干细胞、胚胎干细胞相比，具有以下

优势：来源丰富，成本低，不受年龄影响，不涉及伦理问题，不会给捐献者带来伤害，表达

胚胎干细胞某些特异标志等
[1]
。故人脐带间充质干细胞是一种很有潜力的应用于组织工程的

种子细胞。 

 

腺病毒表达载体是进行基因功能研究和基因治疗研究的有利工具，腺病毒可以有效感染

人脐带间充质干细胞。实验主要观察携带人胰岛素基因腺病毒载体转染人脐带间充质干细胞

后对其成脂分化能力的影响。 

 

1  材料和方法 

 

设计：体外细胞水平观察性实验。 

时间及地点：实验于2011年9至12月在解放军兰州军区兰州总医院骨科研究所、医学科

学实验中心(甘肃省干细胞与基因药物重点实验室)完成。 

材料： 

脐带：取自解放军兰州军区兰州总医院妇产科足月剖宫健康产妇，取材前均经产妇本人 
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主要试剂、仪器: 

Main reagents and instruments: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

人脐带间充质干细胞的分离与培养：按本实验室建立的

方法分离与培养人脐带间充质干细胞
[2-4]
。 

体外多向诱导分化：取第 3代人脐带间充质干细胞，

在细胞培养融合达 80%时，分别成脂、成骨诱导 14 d，

并行油红 O 及茜素红染色观察。 

人脐带间充质干细胞的腺病毒转染：取第 3代人脐带间

充质干细胞，培养至贴壁细胞融合成单层，用 0.25%胰

酶消化，以 1×10
8
 L

-1
种于 4 个 6孔板，待细胞长到 80%

融合时，取 2个 6孔板，去培养基，加入 1 mL无血清

培养基和感染复数为 20 时计算所需病毒液，摇匀置入

37 ℃，体积分数为 5%CO2恒温培养箱，每 15 min再

次摇匀，使病毒颗粒充分与细胞接触。1 h 后，加入 1 mL 

10%完全培养基过夜。24 h 后更换培养基，48，72 h

后观察荧光表达。 

人脐带间充质干细胞定向成脂诱导分化：实验分 4组，

实验 1组，实验 2组，实验 3组与对照组。实验 1 组为

腺病毒转染的第 4 代人脐带间充质干细胞；实验 2组为

第 4 代人脐带间充质干细胞+成脂诱导液；实验 3 组为

腺病毒转染的第 4 代人脐带间充质干细胞+成脂诱导

液；对照组为单纯第 4代人脐带间充质干细胞。实验 2

组、实验 3 组 6 孔板于转染 72 h 后更换成脂诱导液，

每 3 d 更换培养液，诱导 14 d 后油红 O 染色。使用

Imge-Pro Plus 图像分析软件(Version 5.0)，在实验 2

组、实验 3组中各孔随机取 1个放大 400倍的视野，对

油红 O 染色为阳性的进行定量分析，计算每视野阳性染

色的积分吸光度和面积作为最终数据。 

主要观察指标：细胞形态，油红 O 染色阳性的面积

和吸光度。 

统计学分析：应用 SPSS 11.0统计学软件对数据进

行两独立样本 t 检验，P < 0.05为差异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  人脐带间充质干细胞体外培养的形态学特点  原

代培养5-7 d时，在倒置相差显微镜下可观察到成纤维

状细胞从脐带组织块周围爬出，14-16 d时细胞可达

80%融合，连续传至10代未见细胞形态有明显改变，见

图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

成脂诱导3 d左右细胞形态由长梭形转变为椭圆形、

圆形，第14天时镜下可见胞质内大量小脂滴，部分脂滴

融合形成较大的脂滴，油红O染色呈阳性，见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

成骨诱导3 d左右细胞形态由长梭形转变为多角形、

方形、三角形等，第14天时细胞生长密集，部分细胞出

现层叠样生长，茜索红染色后镜下可见细胞密集处有红

色的结节状沉积物，提示有钙化结节形成，见图3。以

上证明从脐带分离出来的贴壁细胞为人脐带间充质干

细胞。 

试剂及仪器 来源 

低糖 DMEM，地塞米松、3-异丁 

基-1-甲基黄嘌呤、吲哚美辛、 

胰岛素、油红 O  

携带人胰岛素基因+绿色荧光 

蛋白的腺病毒载体  

CO2恒温培养箱  

超净工作台  

倒置相差显微镜、荧光显微镜  

台式离心机 

体积分数为 10%胎牛血清   

Sigma 
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图 1  原代培养第 16天人脐带间充质干细胞的形态(×100) 

Figure 1  Morphology of human umbilical cord mesenchymal 

stem cells after primary culture for 16 d (×100) 

 

注：在倒置相差显微镜下观察到培养 16 d时人脐带间充质干细

胞可达 80%融合。 

 

图 2  成脂诱导 14 d人脐带间充质干细胞油红 O染色呈阳

性(×400) 

Figure 2  Oil red O staining of human umbilical cord 

mesenchymal stem cells after adipogenic induction 

for 14 d (×400) 

 

注：成脂诱导第 14天时镜下可见胞质内大量小脂滴，部分脂滴

融合形成较大的脂滴。 
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2.2  腺病毒转染人脐带间充质干细胞的荧光表达  按

感染复数为20的条件体外转染人脐带间充质干细胞，48 h

后自荧光显微镜下观察，发现在部分细胞中开始有弱荧光

表达，72 h后荧光明显增强，转染率达80%，见图4，5。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  成脂诱导  经成脂诱导后，细胞胞浆中开始出现

细小油滴，细胞排列无序，由长梭状变成椭圆形，14 d

后观察到形成高折光性脂滴。经油红O染色，对照组未

见脂滴，实验1组(腺病毒转染的第4代人脐带间充质干

细胞)可见脂滴形成。实验3组(腺病毒转染的第4代人脐

带间充质干细胞+成脂诱导液)与实验2组(第4代人脐带

间充质干细胞+成脂诱导液)相比，脂滴大且多，两者比

较差异有显著性意义(P < 0.05)，见图6和表1。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 6  成脂诱导 14 d各组人脐带间充质干细胞形态变化(油红

O染色，×400) 

Figure 6  Morphological changes of human umbilical cord 

mesenchymal stem cells in each group after 

transfected with adenovirus vector for 14 d (oil red O 

staining, ×400) 

 

A：对照组未见脂滴形成 

注：经脂肪诱导培养液培养 14 d后，实验 1，2，3组油红 O染

色后显微镜下可见对照组未见脂滴形成，实验组 1 可见一些细小

脂滴形成，实验 3组与实验 2组相比，脂滴大且多。 

 

图 3  成骨诱导 14 d人脐带间充质干细胞有钙化结节形成

(茜索红染色，×100) 

Figure 3  Formation of calcified nodules could be seen in 

human umbilical cord mesenchymal stem cells after 

adipogenic induction for 14 d (×100) 

 

注：成骨诱导第 14天时细胞生长密集，茜索红染色后镜下可见

细胞密集处有红色的结节状沉积物。 

 

图 4  腺病毒转染 48 h人脐带间充质干细胞有弱荧光表达

(×100) 

Figure 4  Weak fluorescence could be seen in the human 

umbilical cord mesenchymal stem cells after 

transfected with adenovirus vector for 48 h (×100) 

 

注：以感染复数为 20 的条件体外转染人脐带间充质干细胞，   

48 h后荧光显微镜下发现部分细胞中开始有弱荧光表达。 

 

图 5  腺病毒转染 72 h人脐带间充质干细胞荧光表达增强，

转染率 80% (×100) 

Figure 5  The fluorescence expression of human umbilical 

cord mesenchymal stem cells was enhanced after 

transfected with adenovirus vector for 72 h (×100) 

 

注：以感染复数为 20的条件体外转染人脐带间充质干细胞，   

72 h后荧光显微镜下可见人脐带间充质干细胞中荧光明显增强。 

 

B：实验 1组 (腺病毒转染的第 

4代人脐带间充质干细胞)  

C：实验 2 组(第 4 代人脐带间充

质干细胞+成脂诱导液)  

D：实验 3 组 (腺病毒转染的第 4

代人脐带间充质干细胞+成脂诱导

液) 

表 1  腺病毒转染人脐带间充质干细胞后油红 O染色阳性的面

积和吸光度 

Table 1  The positive area of oil red O staining and absorbance 

value of human umbilical cord mesenchymal stem cells 

after transfected by adenovirus vector          (x
_

±s) 

与实验 2组比较，a
P < 0.05。 

注：实验 2组：第 4代人脐带间充质干细胞+成脂诱导液；实验 3组：腺病毒

转染的第 4代人脐带间充质干细胞+成脂诱导液。 

 

组别 
参数 

面积 吸光度 

 

实验 2组 

实验 3组 

 

35 279.50±7 648.02 

57 751.00±7 638.21
a
 

 

29 692.68±6 277.62 

50 320.42±6 275.23
 a
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3  讨论 

 

脂肪组织工程的首要问题是脂肪细胞的成活和吸

收
[5]
。种子细胞的选择是脂肪组织工程的关键因素，合

适的种子细胞可以通过诱导因子的作用，促进其向脂肪

细胞分化。 

 

研究发现，间充质干细胞除可以定向分化为骨细

胞、神经元等细胞外，间充质干细胞还易于被外源基因

转染，且具有向损伤组织趋化聚集的特性，便于将目的

基因导入病灶并发挥治疗性的作用
[6]
。目前间充质干细

胞主要来源是骨髓，但临床上骨髓取材困难，供体有限，

随年龄增长骨髓间充质干细胞增殖能力、多向分化能力

下降，且有病毒污染的可能，这些限制了骨髓间充质干

细胞的进一步临床应用。近年课题组从脐带成功分离到

间充质干细胞，且由于被证明与骨髓间质充干细胞具有

相似的生物学特性。脐带间充质干细胞具有取材方便，

来源丰富、易于采集保存，不涉及伦理问题，免疫原性

相对较低，疾病传染概率下降，较为原始，分化能力强

等优点
[7]
。脐带间充质干细胞的成功分离必将成为组织

工程和基因工程重要的靶细胞
[8]
。 

 

胰岛素是成脂诱导剂的重要组成成分。在代谢方

面，胰岛素能促进脂肪的合成与贮存，使血中游离脂肪

酸减少，同时抑制脂肪的分解氧化
[9]
。胰岛素能传递外

部信号刺激脂肪细胞分化，促进脂肪形成及血管发生。

向胎牛血清培养基中加入地塞米松、甲状腺激素或胰岛

素等诱导剂，能使前脂肪细胞和干细胞的体外分化得到

加强
[10]
。然而胰岛素存在半衰期，植入体内无法像体外

那样以更换培养液来达到目的。通过转染胰岛素基因，

使其稳定分泌胰岛素，从而促进成脂过程。 

 

实验选用携带人胰岛素基因腺病毒载体转染人脐

带间充质干细胞，结果表明：转染携带人胰岛素基因腺

病毒载体能促进未诱导的人脐带间充质干细胞向脂肪

细胞分化。至于如何确定准确调节胰岛素合成的转入

量，有待于进一步研究。 
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