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文章亮点： 

实验采用基因转染技术，将血管内皮生长因子 165基因转染脂肪间充质干细胞，建立稳定表达血管内皮生长

因子 165基因的脂肪间充质干细胞，研究该基因在脂肪移植过程中所发挥的作用，进而发挥血管内皮生长因

子 165和脂肪间充质干细胞的双重促进脂肪移植成活率作用，并从细胞因子角度阐明影响脂肪移植成活率的

分子生物学机制，为提高颗粒脂肪移植成活率提供新方法和理论依据。  
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摘要 

背景：目前自体脂肪移植已广泛运用于美容整形和修复创伤导致的软组织缺损的修复，有研究表明，移植后 1年移

植脂肪存活率为 20%-80%，因此，在移植后的早期及时、充分的血供建立，对于移植脂肪的存活是非常重要的。 

目的：观察血管内皮生长因子 165转染人脂肪间充质干细胞的增殖情况。 

方法：体外传代培养人脂肪间充质干细胞，将重组血管内皮生长因子 165 基因入腺病毒液和空病毒液转染至

脂肪间充质干细胞内，分别设为实验组和对照组，另设正常培养的细胞为空白组。 

结果与结论：RT-PCR，Western blot，MTT 检测显示，与对照组和空白组相比，实验组血管内皮生长因子

165 mRNA和蛋白的表达及细胞增殖均增高(P < 0.05)。结果证实，腺病毒承载的血管内皮生长因子 165基因

转染脂肪间充质干细胞后不仅可以持续的表达目的蛋白，同时也能显著促进脂肪间充质干细胞的增殖。 
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Abstract 

BACKGROUND: Autologous fat transplantation has been widely used in soft tissue defect repair and cosmetic 

surgery, and the 1-year transplant survival rate is 20%-80%. Therefore, the establishment of timely and adequate 

blood supply at early period after transplantation is very important for the survival of transplanted fat tissues. 

OBJECTIVE: To observe the proliferation of human adipose-derived mesenchymal stem cells transfected with 

vascular endothelial growth factor 165.  

METHODS: Human adipose-derived mesenchymal stem cells were subcultured in vitro. Recombinant adenovirus 

carrying vascular endothelial growth factor 165 and blank virus were respectively transferred into adipose-derived 

mesenchymal stem cells. Cells cultured normally served as blank group.  

RESULTS AND CONCLUSION: Compared with the control and blank groups, the expressions of vascular 

endothelial growth factor 165 mRNA and protein were higher in the experimental group (P < 0.05). Experimental 

findings suggest that the recombinant adenovirus carrying vascular endothelial growth factor 165 transferred into 

adipose-derived mesenchymal stem cells cannot only maintain the expression of target protein but also obviously 

promote the proliferation of adipose-derived mesenchymal stem cells. 
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0  引言  Introduction 

临床上因先天性畸形、创伤、肿瘤切除和美容需求等

各种原因所造成的软组织缺损和不足的修复是整形修复外

科面临的最常见问题
[1-2]
。为解决上述难题，胶原注射剂、

真皮移植、人工合成材料以及游离脂肪组织移植等方式都

被广泛应用于临床工作中。目前临床上常用的软组织缺损

修复填充剂有许多种，如胶原蛋白、透明质酸、聚丙烯酰

胺水凝胶、聚乳酸等，均是异体人工材料填充修复，由于

填充材料不能成为人体组织的一部分，移植后可出现较强

的排斥反应，而且容易感染及移位并穿破皮肤，极大的限

制其使用。作为能够完全为人体所接受，不产生排异反应，

并能够大量获得的组织填充材料，没有一种能够和人体自

身的脂肪组织相媲美
[3-4]
。 

自体脂肪组织游离移植已经有100多年的历史，目前

自体脂肪移植已广泛运用于美容整形和修复创伤导致的软

组织缺损的修复。根据长时间的随访观察，移植脂肪组织

的存活率报道不一致，移植后1年移植脂肪存活率为

20%-80%。在移植的早期，移植脂肪和受区之间尚未建立

血供，脂肪组织只能靠周围组织渗出的组织液提供营养，

渗出距离仅为100-200 μm。此时移植脂肪处于急性缺氧缺

血的状态，移植脂肪中央区出现大量脂肪的坏死，随后坏

死的脂肪组织被纤维结缔组织取代
[5-7]
。由此可见，在自体

脂肪移植中，在移植后的早期及时、充分的血供建立，对

于移植脂肪的存活是非常重要的。 

为解决这一问题提高移植脂肪组织的存活率，人们

把研究的焦点放于细胞疗法上，特别是细胞辅助的脂肪

移植
[8-9]
。目前为止，脂肪间充质干细胞辅助自体脂肪游离

移植，被证实可以有效提高移植脂肪的存活率。相对于骨

髓基质来源干细胞，脂肪间充质干细胞被认为是作为细胞

辅助脂肪移植的最佳选择，因为通过抽脂术就可以获得大

量的脂肪间充质干细胞。脂肪间充质干细胞作为脂肪组织

的一种前体细胞，参与各种脂肪组织重建，包括生长发育、

病理性肥胖、损伤后或缺氧后的修复，以及机械力诱导的

组织扩张。 

脂肪组织重建的过程是脂肪细胞坏死或凋亡和脂肪再

生之间的平衡，并且这个过程总是伴随着毛细血管的重建。

脂肪间充质干细胞在脂肪重建的过程中，通过分化成脂肪

细胞或血管内皮细胞，以及释放促血管生成生长因子，主

要发挥着脂肪再生和血管生成的作用
[10-12]
。 

研究表明，提高颗粒脂肪移植存活率与许多的因子作

用密切相关
[13-15]
。血管内皮生长因子(vascular endothelial 

growth factor，VEGF)是最重要的促血管生成因子之一，

在血管的再生中发挥重要作用。VEGF具有促进血管内皮

细胞增殖和迁移、促进血管形成、延长血管内皮细胞寿命、

增强血管通透性和改变细胞外基质等作用，与创伤组织修

复愈合、炎症和肿瘤发生密切相关，而VEGF165是其家族

中作用性最强的因子。在脂肪移植中可促进移植物的血运

重建，提高成活率
[16-17]
。 

综上，文章拟采用基因转染技术，将VEGF165基因转

染脂肪间充质干细胞，建立稳定表达VEGF165基因的脂肪

间充质干细胞，研究该基因在脂肪移植过程中所发挥的作

用，进而发挥VEGF165和脂肪间充质干细胞的双重促进脂

肪移植成活率作用，并从细胞因子角度阐明影响脂肪移植

成活率的分子生物学机制，为提高颗粒脂肪移植成活率提

供新方法和理论依据。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

    设计：细胞学实验。 

时间及地点：于2013年12月至2014年12月在辽宁医

学院附属第一医院临床生物样本中心完成。 

材料： 

脂肪组织：样本来自于腹部脂肪抽脂术患者，性别不

限，无传染病及内分泌疾病，取脂肪抽吸物液体部分，冻

存于辽宁医学院附属第一医院生物样本库。 

细胞：HEK293A细胞和DH5α感受态细胞均由辽宁医

学院附属第一医院临床生物样本中心提供。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法：PCR引物设计、合成及基因测序由日本

TaKaRa公司完成。 

VEGF165基因转染脂肪间充质干细胞实验相关主要实验试剂及仪器： 

试剂及仪器  来源 

含人 VEGF165基因供体质粒 美国 ATCC 公司 

腺病毒 pAdEasy-1 系统、病毒滴度检测试剂盒 美国 Stratagene 公司 

DNA 连接试剂盒、凝胶回收试剂盒、质粒小提试剂

盒、DNA/RNA Marker、RT-PCR 试剂盒、限制性

内切酶 

日本 TaKaRa 公司 

超纯质粒提取试剂盒 德国 QIAGEN 公司 

Lipofectamine 2000，OPTI-MEM，Trizol 试剂 美国 Invitrogen 公司 

兔抗人 VEGF165单克隆抗体 美国 Santa Cruz 公司 

DMEM 培养基、胰蛋白酶、胎牛血清 美国 Gibco 公司 

SW-CJ-1Cµ 型双人单面净化工作台 苏州净化设备有限公司 

Western blot 电泳仪、电泳槽、转膜仪、C1000 型

PCR 仪 

Bio-Rad 公司 

荧光倒置显微镜 Olympus 公司 

Labworks 凝胶成像分析系 UVP 公司 

GSKP-01BⅡ型电热恒温隔水式培养箱 湖北省黄石市医疗器械厂

TGL-16G 型冷冻台式离心机 上海安亭科学仪器厂 
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图 4  原代及第 3代脂肪间充质干细胞培养基本形态(×200) 

Figure 4  Primary and passage 3 adipose-derived mesenchymal stem cells (×200) 

图注：图中 A为原代脂肪间充质干细胞，有粗大的突起或膨出；B为原代脂肪间充质干细胞融合成单层簇状细胞分布；C为第 3代脂肪间充质

干细胞贴壁梭形生长；D为第 3代脂肪间充质干细胞生长至浓度为 80%。 

 

 A B  C D 

 1        2       3 

30 kb 

3 kb 

图 1  两组重组腺病毒载体酶切电泳鉴定图 

Figure 1  Gel electrophoresis identification of recombinant 

adenovirus vectors 

图注：1 泳道为 Marker；2 泳道为实验组 VEGF165 腺病毒载体

(Ad-VEGF165-IRES-EGFP-1)经 PacⅠ酶切后电泳条带；3 泳道为空

白对照组腺病毒载体(Ad-IRES-EGFP-1)经 PacⅠ酶切后电泳条带。

图2  腺病毒载体转染HEK293A细胞后绿色荧光分布图(免疫荧光染

色，×40) 

Figure 2  Green fluorescence distribution of adenovirus vector- 

transfected HEK293A cells (immunofluorescent staining, ×40) 

图注：图中 A，B分别为构建成功的实验组 VEGF165腺病毒载体及空

病毒载体转染 HEK293A细胞后观察到的绿色荧光表达情况。荧光显

微镜激发绿光表达示踪因子 EGFP。 

图 3  腺病毒载体转染 HEK293A细胞后病毒包装图(×40) 

Figure 3  Virus packaging after gene transfection of HEK293A cells 

(×40) 

图注：图中 A，B分别为构建成功的实验组 VEGF165腺病毒载体及空

病毒载体转染 HEK293A细胞进行包装时均出现相似的细胞病变效

应。 
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图 5  脂肪间充质干细胞生长增殖曲线 

Figure 5  Proliferation curve of adipose-derived mesenchymal 

stem cells 

图注：培养的第 6天(144 h)细胞数量最多。 

时间(h) 

图 8  脂肪间充质干细胞成骨诱导情况(茜素红染色，×1 000) 

Figure 8  Osteogenic induction of adipose-derived mesenchymal 

stem cells (alizarin red staining, ×1 000) 

图注：图中 A为成骨诱导 12 d后细胞内出现钙沉积；B为茜素红染

色阳性，红色为细胞内出现的典型的钙结节。 

图 9  脂肪间充质干细胞成软骨诱导情况(甲苯胺蓝染色，×400) 

Figure 9  Chondrogenic induction of adipose-derived 

mesenchymal stem cells (toludine blue staining, ×400) 

图注：图中 A为成软骨诱导 14 d后细胞呈软骨样生长；B为细胞核

甲苯胺蓝染色阳性。 

 A B  A B 

 A B  A B 
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重组腺病毒载体的构建及包装：利用引物以含人

VEGF165基因供体质粒为模版进行PCR扩增，反应条件：

98 ℃ 10 s，55 ℃ 10 s，72 ℃ 30 s，30个循环；72 ℃、

10 min，1个循环。回收约580 bp产物片段后利用SalⅠ/Pst

Ⅰ行双酶切，经乙醇沉淀纯化后保存备用。以pAdEasy-1

中pShuttle载体为底物建立双酶切反应体系，回收约8.9 kb

的pShuttle载体片段，将上述保存片段与之相连接，重组

后筛选阳性克隆进行测序鉴定，构建成腺病毒穿梭重组体

(pShuttle-VEGF165-IRES-EGFP-1)；将上述产物经PmeⅠ

酶切后与pAdEasy-1中BJ5183感受态细胞混合于电穿孔

仪中以200 Ω，2.5 kV，25 μF为条件电击1次，构建成pAd- 

VEGF165-IRES-EGFP-1重组体；超纯提取该重组体后经

PacⅠ酶切提纯大片段，通过Lipofectamine 2000转染

HEK293A细胞7 d进行病毒包装，利用示踪因子EGFP观察

转染效果，反复冻融3次获得Ad-VEGF165-IRES-EGFP-1

病毒液，检测病毒滴度后-80 ℃保存备用。同理包装对照

病毒Ad-IRES-EGFP-1。 

人脂肪间充质干细胞的培养及传代：将抽脂所得的脂

肪组织用PBS反复冲洗3次，再用体积分数0.25%Ⅰ型胶原酶

于37 ℃水浴消化30 min，期间反复震荡3次，使胶原酶溶液

与脂肪组织充分混合接触。用与胶原酶消化后的混悬液等体

积的完全培养液(高糖DMEM+体积分数10%胎牛血清+1%

青链霉素)终止胶原酶的消化，200目滤网过滤混悬液，以

去除未消化的纤维结缔组织，1 200×g离心5 min以去除悬

浮的脂肪细胞和脂滴等，去上清。将细胞沉淀用1 mL的完

全培养基重悬后，加入6倍体积的红细胞裂解液，混匀后室

温下解育6 min，1 200×g离心5 min，去上清，显微镜下计

数细胞数，再以适量完全培养基重悬沉淀，以1×10
6
/皿的

密度接种于直径为10 cm的培养皿，再加入适量完全培养

基培养。细胞每隔3 d换1次培养基，每周以1∶3的比例传

代。传代时，吸走培养皿中的完全培养基，用PBS冲洗2

次，加入适量胰酶溶液在显微镜下观察，待80%-90%的细

胞变圆后，加入含有胎牛血清的完全培养基以终止消化，用

加样枪反复吹打培养皿的底部，使贴壁的细胞脱落，将细胞

混悬液移入离心管中，1 200×g离心5 min，去上清，以适量

完全培养基重悬沉淀，接种于培养皿，再加入适量完全培养

基培养。实验用的脂肪间充质干细胞均为第3代细胞。 

脂肪间充质干细胞的免疫组织化学染色鉴定：选取第3

代细胞，用体积分数2%胰酶消化细胞，接种于置有盖玻

片的6孔板，37 ℃，体积分数5%CO2培养箱培养至贴壁。

PBS漂洗培养基3次；加入40 g/L多聚甲醛1 mL，室温下

固定20 min (勿摇)；1 mL含体积分数0.5%Triton X-100的

PBS渗透5 min (勿摇)；加入用体积分数3%过氧化氢 

50-100 μL，静止10 min；加入体积分数5% BSA液

50-100 μL，封闭30 min；加入按1∶300比例稀释的一抗

(CD45检测造血干/祖细胞及成纤维细胞，CD106排除骨髓

干细胞)，4 ℃湿盒中过夜；加入1∶300比例稀释的二抗，

室温静置30 min，37 ℃温箱内静置30 min；加入新鲜配制

的DAB显色试剂(三抗)，室温静置20 min；苏木精复染，

封固，光学显微镜下观察。 

脂肪间充质干细胞成脂诱导分化鉴定：选取培养的第3

代脂肪间充质干细胞，用胰液消化后，接种到置有盖玻片

的6孔培养板上，每孔10
5
个细胞，在37 ℃、体积分数

5%CO2条件下培养过夜。待细胞贴壁后，将培养基更换为

成脂诱导培养基，每周换液2次，并设立只加入对照培养基

的孔为对照组。继续培养2周后，分别取对照组和诱导组细

胞进行油红O染色以证实细胞中是否有脂滴形成。 

脂肪间充质干细胞成骨诱导分化鉴定：选取培养并冻

存的第3代脂肪间充质干细胞，用0.25%胰蛋白酶消化细胞

后制成混和悬液，按1×10
5
/皿进行细胞接种，37 ℃、体积

分数5%CO2条件下孵育2 d后更换为成骨诱导的DMEM培

养基，并设立2个只加入完全培养基的孔作为对照组，每隔

3 d更换1次诱导培养基，成骨定向分化诱导后每天继续倒

置显微镜下实时观察，于诱导12 d后行茜素红染色鉴定。

用PBS冲洗两三次无菌培养皿，再用体积分数95%乙醇溶

液固定细胞10 min，再继续超纯水冲洗3次，使用体积分数

1%茜素红染液-Tris-HCI(pH 8.3)于37 ℃下染色30 min，

超纯水冲洗后倒置显微镜下继续观察成骨诱导情况。 

脂肪间充质干细胞成软骨诱导分化鉴定：选取培养完

成并冻存的的第3代脂肪间充质干细胞，用体积分数0.25%

的胰蛋白酶溶液进行消化制成混悬液，按1×10
7
/培养皿进

行无菌接种，37 ℃、体积分数5%CO2条件下培养2 d后更

换为成软骨诱导的DMEM溶液，以2孔完全培养基组培养作

为阴性对照组，每隔3 d更换1次诱导培养基以保证细胞诱

导分化充足的养分，成软骨定向分化诱导后每天于倒置显

微镜下实时观察细胞形态，于诱导14 d后进行甲苯胺蓝染

色鉴定。一次性无菌培养皿用PBS溶液冲洗两三次，使用

40 g/L多聚甲醛溶液继续固定15 min，再继续PBS清洗两三

次，使用体积分数1%甲苯胺蓝染液-Tris-HCI(pH 1.0)于   

37 ℃的温度下染色过夜，0.1%HCI溶液漂洗5 min，再用

蒸馏水冲洗3遍，倒置显微镜下观察染色鉴定情况。 

分组及干预：实验分3组，实验组将含VEGF165基因病

毒液(Ad-VEGF165-IRES-EGFP-1)15 μL转染脂肪间充质干

细胞，对照组将空病毒液(Ad-IRES-EGFP-1)17 μL转染脂

肪间充质干细胞，将上述2种病毒液分别以最佳感染复数

(Multiplicity of infection，MOI)=100转染；空白组为未转 

PCR引物序列： 

名称  序列(5’-3’)  片段长度 

VEGF165  正义：GAC GGA TCC ATG AAC TTT CTG 

CTC TCT TGG GTG C 

反义：TGA AAG CTT TCA CCG CCT TGG 

CTT GTC AC 

34 bp 

 

29 bp 

β-actin 正义：GGG ACC TGA CTG ACT ACC TC 

反义：TCA TAC TCC TGC TTG CTG AT 

20 bp 

20 bp 
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图 6  脂肪间充质干细胞的免疫组织化学鉴定结果(×400) 

Figure 6  Immunohistochemical identification of adipose-derived mesenchymal stem cells (×400) 

图注：图中 A为 CD44抗原阳性表达；B为 CD49抗原阳性表达；C为 CD45抗原阴性表达；D为 CD106抗原阴性表达。 
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图 12  转染病毒后各组各时间段脂肪间充质干细胞增殖生长曲线 

Figure 12  Proliferation curves of transfected adipose-derived 

mesenchymal stem cells at different time 

图注：与对照组和空白组相比，实验组转染后脂肪间充质干细胞增殖

程度显著增加(P < 0.05)。 

时间(h) 

 A B  C D 

图 7  脂肪间充质干细胞成脂诱导情况(油红 O染色) 

Figure 7  Adipogenic induction of adipose-derived mesenchymal stem cells (oil red O staining) 

图注：图中 A为成脂诱导 2周后胞内见脂滴形成(×200)；B为细胞内脂滴形态(×1 000)；C为成脂诱导 2周后细胞油红 O染色阳性(×400)；D

为对照组细胞油红 O染色阴性(×400)。 

 A B  C D 

图 10  转染病毒液的脂肪间充质干细胞形态(×200) 

Figure 10  Adipose-derived mesenchymal stem cells transfected with virus liquid (×200) 

图注：图中 A，B分别为实验组病毒液、对照组病毒液分别转染脂肪间充质干细胞后观察到的绿色荧光表达情况；C为未转染任何病毒液的脂

肪间充质干细胞在荧光显微镜下的观察效果。 

 A B C 

实验组

对照组

空白组

图 11  各组细胞 VEGF165基因和蛋白表达检测情况 

Figure 11  mRNA and protein expression of vascular endothelial 

growth factor 165 

图注：图中 A，B 分别为实验组 VEGF165 mRNA 和蛋白的表达均高

于对照组和空白组。 
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染任何病毒液的脂肪间充质干细胞，每组6孔。各组转染

72 h后在倒置荧光显微镜下观察转染效果。 

RT-PCR检测各组细胞中VEGF165 mRNA的表达： 

利用Trizol分别提取3组细胞的总RNA，检测吸光度值

(A260 nm/280 nm)，其比值均在1.8-2.0之间。配制反应液后进

行RT-PCR反应，反应条件：50 ℃ 30 min，94 ℃、2 min，

1个循环，待94 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，30

个循环。反应结束后取反应液5 μL直接进行1%琼脂糖凝胶

电泳，设β-actin为内参照。采用凝胶成像系统分析各条带

A值，重复实验3次，分别计算相对A值。  

Western blot检测各组细胞中VEGF165蛋白的表达：

通过细胞蛋白裂解液提取各组细胞总蛋白，利用BCA试

剂盒检测各组蛋白浓度；配制5%浓缩胶与8%分离胶，

60 V× 30 min，150 V×1 h进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，电

泳结束后取下分离胶洗涤3次放入转膜仪，以100 mA× 

30 min进行转膜，转膜后孵育一抗(兔抗人VEGF165单克隆

抗体，1∶1 500)，4 ℃摇摆过夜，洗膜后继续孵育二抗(山

羊抗兔多克隆抗体，1∶1 000)及显影液，室温避光孵育   

30 min，洗脱液洗涤3次终止显色反应，凝胶成像系统分析

膜上目的条带与内参照A值。重复实验3次，计算相对A值。 

MTT法检测各组脂肪间充质干细胞的增殖：培养24 h

后胰酶消化各组细胞，以2×10
3
/孔接种于96孔培养板上，每

组细胞设10个复孔，培养24 h待细胞贴壁后每孔加入20 μL 

(15 g/L)MTT溶液，继续培养4 h，弃上清液，然后每孔加 

200 μL DMSO，振荡10 min，用酶标仪测定490 nm处各

孔的吸光度值，并计算细胞增殖率。 

主要观察指标：腺病毒包装及在HEK293中表达情况；

脂肪间充质干细胞免疫组织化学鉴定结果；脂肪间充质干

细胞诱导鉴定结果；各组病毒转染后VEGF165 mRNA和蛋

白的表达及脂肪间充质干细胞增殖情况。 

统计学分析：计量资料用x
_

±s表示，采用SPSS 20.0

软件对所得结果进行统计学分析，实验所得所有数据均符

合正态分布，两组间数据比较采用t 检验，多组间数据比

较采用单因素方差分析，P < 0.05为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  重组腺病毒载体构建及包装结果  通过基因测序显

示VEGF165基因完全连入重组腺病毒载体，凝胶电泳成像

显示 Ad-VEGF165-IRES-EGFP-1及 Ad-IRES-EGFP-1经

PacⅠ酶切后均出现30 kb和3 kb两个条带，提示两组重组

腺病毒载体均构建成功(图1)。经2种病毒重组体转染的

HEK293A细胞在荧光显微镜下均观察到有大量绿色荧光蛋

白表达(图2)，同时均出现相似的细胞病变效应：细胞触角回

收、肿胀变圆，一部分细胞脱落，悬浮于视野中(图3)；病毒

滴度检测结果依次为2.0×10
11

 pfu L
-1
和1.9×10

11
 pfu L

-1
，符

合后续转染实验要求。 

2.2  脂肪间充质干细胞常规培养形态  脂肪间充质干细

胞原代细胞接种时，初始成分中含有大量的脂滴、少量的

成纤维细胞和红细胞以及等其他杂质细胞，随着细胞贴壁

后培养时间的逐渐深入，换液次数的逐渐增多，这些杂质

及其他细胞成分基本被清除干净。 

在原代细胞接种24 h后，可观察到少数较大的细胞开

始贴壁，倒置显微镜下观察到细胞为扁平而大的单层样细

胞形态，其中有的部分细胞体细而长，形似成纤维细胞状

态。培养48 h后大多数细胞均逐渐贴壁生长，并开始主动

向四周伸展，进行分裂，并呈梭形继续生长，有粗大的突

起或膨出(图4A)。培养七八天后，细胞逐渐分裂完成、融

合成单层簇状细胞分布状态(图4B)。 

经过3次传代后可见脂肪间充质干细胞于24 h内贴壁

梭形生长(图4C)，待到细胞生长至80%浓度即可冻存备用

(图4D)，每代细胞平均扩增时间约为60 h。 

2.3  体外培养脂肪间充质干细胞增殖变化  原代贴壁培

养的脂肪间充质干细胞生长速度均比较缓慢，细胞密度生

长不均。传代培养后，细胞形态及密度变化十分均匀，数

小时内即可贴壁成功并伸展成为多角形或梭形的形态。传

代培养的前两天为生长的相对抑制期，随后呈指数形式快

速分裂并增殖，在培养的第6天细胞浓度达到80%-90%的

融合，之后进入平台期。根据不同培养时间的细胞生长数

量绘制出脂肪间充质干细胞生长增殖曲线(图5)。 

2.4  脂肪间充质干细胞免疫组织化学鉴定结果  对所选

取的第3代脂肪间充质干细胞进行免疫组织化学染色鉴定

结果显示：文章所培养的细胞内均有CD44，CD49两种抗

原的阳性表达(图6A，B)，而不表达CD45，CD106的抗原

(阴性表达)(图6C，D)。 

2.5  脂肪间充质干细胞成脂诱导分化鉴定结果  文章选

取的培养的第3代细胞脂肪间充质干细胞进行成脂分化诱

导，成脂诱导组培养2周后，细胞内开始有部分脂滴出现(图

7A，B)，同时进行油红O染色鉴定。油红O染色鉴定结果

显示：成脂诱导组脂肪间充质干细胞油红O染色阳性，对

照组为阴性(图7C，D)。 

2.6  脂肪间充质干细胞成骨诱导分化鉴定结果  脂肪间

充质干细胞从成骨诱导的第5天开始，在倒置相差显微镜下

可观察到一些脂肪间充质干细胞形态由梭形逐渐转变为多

角形或立方状，体积逐渐变大。在成骨诱导的第10天则有一

些细小的点状钙化斑块开始出现，在成骨诱导的第14-28 d，

通过茜素红染色鉴定可以观察到着红色的典型钙化结节形

态。而与此同时对照组的细胞形态仍为成纤维细胞样继续生

长，细胞大小基本无变化，偶而也可见圆形或多角形的细胞

形态，茜素红染色均不着色或着色极为虚弱(图8)。 

2.7  脂肪间充质干细胞成软骨诱导分化鉴定结果  细胞

接种的最初，细胞呈圆形生长，在成软骨诱导培养后，脂

肪间充质干细胞的细胞形态逐渐由梭形向多边形或多角形

而转变。诱导14 d后多数细胞呈密集生长，软骨细胞结构

层清晰，细胞核被染成蓝色，胞核染色清晰，胞浆几乎不
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着色，基质呈淡蓝紫色(图9)，对照组不着色或极弱。 

2.8  病毒转染脂肪间充质干细胞表达的鉴定结果  两种

包装成功的病毒液(实验组和对照组)在荧光显微镜下均观

察到较强绿色荧光蛋白表达并且表达绿色荧光蛋白的脂肪

间充质干细胞也较多，转染效率较高；而未转染任何病毒

液的脂肪间充质干细胞(空白组)在荧光显微镜下并未显现

出任何荧光效应(图10)。 

2.9  转染病毒液后各组VEGF165 mRNA和蛋白的表达

RT-PCR检测结果显示，对照组、空白组两组细胞内

VEGF165 mRNA表达相对吸光度值分别为0.43±0.04，

0.39±0.04，两组之间差异无显著性意义(P > 0.05)；实验

组VEGF165 mRNA的表达量相对吸光度值为0.76±0.05，高

于其他2组(P < 0.05)(图11A)；而实验组BEGF165蛋白表达

也高于其他2组(图11B)。 

2.10  转染后脂肪间充质干细胞增殖检测结果  各组脂肪

间充质干细胞分别在培养24，48，72，96，120 h后用MTT

法检测细胞吸光度值，并根据酶标仪检测的吸光度值绘制

细胞增殖曲线。结果表明，对照组及空白组的脂肪间充质

干细胞生长速度较慢，两组相比较差异无显著性意义(P > 

0.05)；与另外2组相比，实验组转染后脂肪间充质干细胞

增殖程度显著增加(P < 0.05)，说明VEGF165可以显著提高

脂肪间充质干细胞的生长增殖速度(图12)。 

 

3  讨论  Discussion 

3.1  种子细胞的筛选  基因治疗的关键是种子细胞的选

择。目前治疗组织缺损的方法存在诸多缺点，如发生坏死

和吸收，组织量不足和供区瘢痕等，因此很多类型的组织

缺损尚未找到最佳的治疗方法，而组织工程的发展，为治

疗带来了希望。随着目前基因转染、细胞移植和组织工程

等技术的飞速进展，基因治疗在促进缺血组织血管新生的

研究中已取得了较大的进展。组织工程学的核心是建立由

种子细胞和支架构成的三维空间复合体，其中种子细胞的

选择非常重要
[18-20]
。 

脂肪间充质干细胞在组织工程领域具有重要的作用。

随着现代医学的发展，人们己成功分离培养了多种干细胞，

这为人类探索干细胞生物学调控机制和评价其治疗人类许

多疾病的潜能打开了方便之门。干细胞总体上可分为胚胎

干细胞和成体干细胞。胚胎干细胞在理论上虽具有最理想

的效果，但其自身的免疫原性、取材困难以及宗教伦理道

德等问题，限制了它在临床上的应用。成体干细胞在分化

能力上不及胚胎干细胞，但由于其可避免社会伦理之争，

逐渐成为研究的热点。研究己证实从骨髓中分离得到的成

体干细胞，在体外条件下可大量扩增并表现出广泛的多向

分化潜能。鉴于脂肪组织与骨髓同属于中胚层组织，因此

有学者就认为脂肪组织中也应该含有类似的干细胞，该假

设被随后一系列的实验所证实。 

脂肪间充质干细胞具有很强大的功能。目前已证实脂

肪间充质干细胞能向脂肪细胞、软骨细胞、成骨细胞、肌

肉细胞及心肌细胞定向诱导转化，可作为多种组织工程的

种子细胞。鉴于脂肪间充质干细胞具有易获得性、可迅速

扩增及多向分化潜能等特点，其将成为具有广阔治疗应用

前景的一类成体干细胞。近来研究证实，脂肪间充质干细

胞易于外源性基因导入，可作为基因治疗的目的基因载体

细胞，无论是腺病毒载体、质粒载体还是反转录病毒载体，

均可携带目的基因转染脂肪间充质干细胞，并且在体内能

够长期高效地表达，而不影响其干细胞特性。 

3.2  生长因子的选择  生长因子的选择在组织工程领域

十分关键。细胞生长因子作为构建组织工程的3大要素之

一，在促进组织修复过程中发挥重要的作用，而促进局部

血运重建的细胞因子显得尤其重要。充足的血供不仅有利

于种子细胞的存活、增殖和分化，同时还可加快组织缺损

的修复。近年来，关于血管生成因子机理的认识有了很大

进展，发现和克隆了一系列可促进血管新生，加速侧支循

环建立的细胞因子。在己发现的促组织血管新生的细胞因

子中，VEGF是作用最强的血管形成因子。VEGF家族有4

种亚型，由于mRNA差异剪接所至，VEGF有4种不同变异

体，分别为VEGF121，165，189，206，只是它们氨基酸残基数目，

其中VEGF165活性最强，分布范围广，是体内发挥作用的

主要形式。 

VEGF在血管新生中具有极其重要的作用。VEGF165

通过旁分泌机制特异地作用于血管内皮细胞，促进其分裂，

抑制其凋亡，促进新的血管形成。首先，血管内皮细胞生

长因子通过肝素样分子的调节，与相应受体结合引起受体

自身磷酸化，激活丝裂原活化的蛋白激酶，选择性增强内

皮细胞有丝分裂，刺激内皮细胞增殖并促进血管生成;此

外，升高血管尤其是微小血管的通透性，为细胞的生长和

新生毛细血管网的建立提供营养。综合以上考虑，实验选

用VEGF165促进脂肪组织的血管形成。 

外源性VEGF在组织工程领域应用的可行性。由于

VEGF特异的促血管再生作用，许多学者考虑用VEGF治疗

组织缺血性疾患。也有部分学者试图直接应用VEGF蛋白

来促进组织愈合，并显示了一定的疗效，但若单纯介入

VEGF蛋白，因其半衰期很短，故发挥治疗作用必须连续

不断地进行VEGF蛋白介入，既昂贵又不便利，病人耐受

性差，使其蛋白剂用于体内治疗受到限制。若将外源基因

导入细胞并使其在细胞内异位表达的间接应用方法可望避

免上述缺点。因此，多数学者提出应用局部组织表达VEGF

蛋白的基因治疗来达到促进组织的再生，加速坏死组织的

修复。 

3.3  重组腺病毒载体VEGF165联合脂肪间充质干细胞的

共赢  腺病毒作为承载体在实验中起到了很好的桥梁作

用。实验通过腺病毒把目的基因转染到脂肪间充质干细胞

内，再移植入体内，这样就可避免排斥反应的发生。实验

结果示，转染腺病毒载体后，脂肪间充质干细胞中VEGF165 
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mRNA和蛋白水平就已经有了显著表达，可保持在一个可

检测水平之上，由此可以推测，目的基因在体内的表达时

间持续数周或数月后消失，虽不适合于遗传病及慢性病的

治疗，但对于组织修复来说比较合理，在一段时限内所表

达的细胞因子对组织修复己足够，而又不必担心持续的过

度表达引起组织过度再生，改建异常以及可能出现的致瘤

性。 

同样，当转染腺病毒24 h后，就可发现脂肪间充质干

细胞的增殖水平相对于对照组以及空白组来说有了一个明

显的飞跃，可以由此推测出腺病毒承载的VEGF165基因转

染脂肪间充质干细胞后不仅可以持续的表达该目的蛋白，

同时也能促进脂肪间充质干细胞的显著增殖，达到一种双

赢的效果，为文章后期将VEGF165联合脂肪间充质干细胞

移植治疗组织缺损奠定了良好的体外实验基础。 
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