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文题释义： 

软骨组织工程种子细胞：理想的种子细胞应具有来源丰富、易于提取、对供区的损伤小、表型稳定、支架材

料黏附率高、增殖力强、无明显免疫排斥反应等特点。目前软骨组织工程的种子细胞主要有软骨细胞、胚胎

干细胞、骨髓干细胞、脐带干细胞、脂肪干细胞等。 

脂肪干细胞：脂肪干细胞是来源于脂肪组织，具有自我更新和多向分化潜能的间充质干细胞，体外培养可贴

壁生长，表达 CD29，CD44，CD73，CD90 和 CD105，不表达 CD14，CD31，CD45 和 CD235a，可作为

多种组织工程的种子细胞。 

 

摘要 

背景：软骨损伤和缺损一直以来是困扰骨科和整形科医师的难题，组织工程为修复软骨缺损提供了新的途径。

脂肪干细胞的来源充足、提取容易、损伤低、产量高、分离简单、增殖力强、具有多向分化潜能，因此成为

软骨组织工程种子细胞的热门选择。 

目的：文章分析利用脂肪干细胞构建组织工程软骨的影响因素，总结验证脂肪干细胞向软骨细胞分化的方法，

讨论构建组织工程软骨的主要瓶颈，并展望利用组织工程手段修复软骨缺损的研究方向。 

方法：于 2017 年 6 月 5 日在 PubMed 数据库中以“(((adipose stem cell[Title]) OR adipose-derived stem 

cell[Title]) OR adipose-derived mesenchymal stem cell[Title]) AND chondrogenic differentiation[Title]”作为

检索式检索。于 2017 年 8 月 4 日在 SinoMed 中以“("脂肪干细胞"[中文标题：智能]) AND "软骨"[中文标题：

智能]”作为检索式检索。通过标题及摘要选取与脂肪干细胞的向软骨细胞分化相关的文献，并阅读其参考文

献的标题和摘要，从中再次选取与脂肪干细胞向软骨细胞分化相关的文献，剔除重复文献。 

结果与结论：检索符合条件文献 35 篇，其中近 5 年文献 30 篇。SinoMed 中符合条件文献 71 篇，综述 9 篇，

近 5 年文献 22 篇。最终纳入文献 60 篇。转化生长因子 β、骨形态发生蛋白及胰岛素样生长因子等均可促进

脂肪干细胞向软骨细胞分化，多种生长因子联合应用或将生长因子基因转染入脂肪干细胞，实现长效稳定缓

释，是目前的研究热点之一。传统的地塞米松、胰岛素及维生素 C，配合几种生长因子的成软骨分化诱导配

方仍然是目前的主流诱导方法。利用细胞共培养、微球、支架、动态三维培养，均可有效提高组织工程软骨

的构建效率和质量，但是寻找一种理想的支架材料依然是目前的主要问题。此外，细胞来源、培养条件、miRNA、

富血小板血清及甲状旁腺素相关肽等也可影响脂肪干细胞向软骨细胞分化。除了细胞形态的改变之外，利用

染色或对 Sox9、Ⅱ型胶原蛋白、硫酸软骨素及硫酸角质素等软骨特异性基因和蛋白的检测，是验证脂肪干细

胞分化为软骨细胞的可靠手段。未来的研究方向集中在寻找脂肪干细胞的特异性标记物，决定外源性生长因

子联合应用的顺序和剂量，利用基因修饰种子细胞以及构建理想的支架材料上。 

关键词： 

脂肪干细胞；种子细胞；成软骨分化；软骨形成；软骨组织工程；转化生长因子；骨形态发生蛋白；胰岛素
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Abstract 

BACKGROUND: Cartilage injury and defect have always been a challenge to orthopedic and plastic surgeons. Tissue engineering 

technology provides a novel promising approach to repair cartilage defects. Adipose-derived stem cells (ADSCs) are a great source of seed 

cells for cartilage tissue engineering due to the sufficient storage, easy harvest, high yield, easy isolation, strong proliferation and multilineage 

differentiation capability.  

OBJECTIVE: To analyze the factors that influence the construction of tissue-engineered cartilage using ADSCs as seed cells, to summarize 

the methods that verify a successful differentiation towards chondrocytes from ADSCs, to discuss some issues on the ADSCs based cartilage 

tissue engineering, and to look forward the future of cartilage tissue engineering. 

METHODS: On June 5, 2017, we searched in PubMed using the following strategy “(((adipose stem cell[Title]) OR adipose-derived stem 

cell[Title]) OR adipose-derived mesenchymal stem cell[Title]) AND chondrogenic differentiation[Title]”. On August 4, 2017, we searched in 

SinoMed using the following strategy “(“adipose-derived stem cell”[Title]) AND “cartilage”[Title]” in Chinese. We first selected literatures 

related to ADSC differentiation into chondrocyte or cartilage tissue engineering using ADSCs as seed cells according to their titles and 

abstracts. We then read the titles of the references of the selected literatures and reselected the articles associated with the same topic from 

the references and removed the repetitive literatures. 

RESULTS AND CONCLUSION: There were 35 eligible literatures in PubMed, among which 30 were published in recent 5 years. There were 

71 eligible literatures in SinoMed, among which 9 were reviews and 22 were published in recent 5 years. Finally, 60 literatures were included 

for this review. Growth factors such as transforming growth factor β, bone morphogenetic protein, insulin-like growth factor can facilitate the 

ADSCs differentiation towards chondrocytes. The combination of several growth factors and gene modification of ADSCs utilizing the 

above-mentioned growth factor genes for a long-term stable release are in the spotlight of current research. Traditional induction medium 

recipe consisting of dexamethasone, insulin, vitamin C and several growth factors is still the mainstream in the current market. Cell culture 

methods such as coculture, microsphere, scaffold, and dynamic three-dimensional culturing system can promote the efficiency and quality of 

the construction of tissue engineered cartilage. However it is essential to find an ideal scaffold material. Furthermore, other factors including 

ADSCs source, culture conditions, miRNA, platelet rich plasma, parathyroid hormone related peptides can also affect the ADSCs 

differentiation towards chondrocytes. Besides the morphological changes of induced ADSCs, the chondrogenic differentiation can also be 

verified through dyeing or the detection of specific genes and proteins such as Sox9, Collagen II, chondroitin sulfate, and keratansulfate. The 

future research interest will focus on the specific marker of ADSCs, the sequence and dose of exogenous growth factors for combined utility, 

gene-modified ADSCs and scaffold materials. 

Subject headings: Stem Cells; Tissue Engineering; Cartilage 

Funding: the National Natural Science Foundation of China, No. 81272123 

 

0  引言  Introduction  

软骨细胞的自我修复能力较低，且软骨组织无血管

和神经，超过4 mm的损伤将导致瘢痕愈合或不愈合，

影响软骨的结构和功能
[1]
。软骨炎症、损伤和缺损一直

以来是困扰骨科和整形科医师的难题，例如骨科常见的

骨关节炎，常导致关节疼痛和功能障碍
[2]
。而整形科则

需要软骨组织进行鼻、耳、气管等器官缺损的重建。目

前常用的自体肋软骨移植存在供区损伤的问题
[3]
。近年

来，组织工程为修复软骨缺损提供了新的途径，而种子

细胞是软骨组织工程的关键。几种可能的软骨组织工程

种子细胞均有一定缺点，①自体软骨细胞：来源局限，

取材损伤大，增殖能力弱，体外培养后容易丧失软骨细

胞表型
[4]
；②同种异体软骨细胞：有传播疾病的风险

[5]
；

③胚胎干细胞：临床应用存在伦理问题
[6]
；④骨髓干细

胞：取材创伤大，获取量有限
[7]
。相比以上几种细胞，

脂肪干细胞的来源充足、提取容易、损伤低、产量高、

分离简单、增殖力强、具有多向分化潜能，因此成为软

骨组织工程种子细胞的热门选择
[8]
。文章总结了影响脂

肪干细胞向软骨细胞分化和构建组织工程软骨的因素、

诱导和验证脂肪干细胞向软骨细胞分化的主要方法，讨

论了构建组织工程软骨的主要瓶颈，并展望了利用组织

工程手段修复软骨缺损的未来方向。 

 

1  资料和方法  Data and methods 

1.1  资料来源   于 2017年 6月 5日在PubMed中以

“ (((adipose stem cell[Title]) OR adipose-derived 

stem cell[Title]) OR adipose-derived mesenchymal 

stem cell[Title]) AND chondrogenicdifferentiation[Title]”

作为检索式检索，共有文献35篇，其中近5年文献30篇。

于2017年8月4日在SinoMed中以“(“脂肪干细胞”[中文

标题：智能]) AND“软骨”[中文标题：智能]”作为检索

式检索，共有文献71篇，综述9篇，近5年文献22篇。 

1.2  入选标准 

1.2.1  纳入标准  与脂肪干细胞向软骨细胞分化及构

建软骨组织工程相关的文献。 

1.2.2  排除标准  ①重复性研究；②与文章内容无关的

研究。 

1.3  数据提取  通过标题及摘要选取与脂肪干细胞的

向软骨细胞分化相关的文献，并阅读其参考文献的标题

和摘要，从中再次选取与脂肪干细胞向软骨细胞分化相

关的文献，剔除重复文献，最终纳入文献共60篇，其中

中文35篇，英文25篇。 
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2  结果  Results 

2.1  脂肪干细胞构建组织工程软骨的主要影响因素 

2.1.1  生长因子 

转化生长因子β：通过与表面受体结合，磷酸化激活

素受体激酶5，激活Smad信号通路，诱导脂肪干细胞向

软骨细胞分化，进而促进糖胺聚糖和Ⅱ型胶原等细胞外

基质的合成。Pittenger等
[9]
的研究表明，转化生长因子β

可改变糖胺聚糖的糖基模式，增加硫酸软骨素链长度，提

高磷酸化程度，使其更加致密和富有弹性。Awad等
[10]

、

Merceron等
[11]

和Hamid等
[12]

发现转化生长因子β1，β2

和β3均可诱导脂肪干细胞分化为软骨细胞，但不同的亚

型有不同的诱导效率。转化生长因子β1的作用具有浓度

相关性，当其质量浓度为10 μg/L时，诱导脂肪干细胞向

软骨细胞分化的效率最高
[13]

。Estes等
[14]

的研究显示转

化生长因子β1和β3诱导脂肪干细胞成软骨分化的效果

无显著差异。但对于骨髓干细胞而言，转化生长因子β3

的软骨诱导效应强于转化生长因子β1。 

骨形态发生蛋白：是转化生长因子β超家族的一员，

能上调软骨相关基因的表达，促进软骨细胞成熟，并维

持软骨细胞特性。研究显示，质量浓度50 μg/L的骨形态

发生蛋白2可在透明质酸支架中诱导脂肪干细胞向软骨

细胞分化
[15]

。Kim等
[16]

认为单独应用骨形态发生蛋白2，

其诱导作用并不明显，且诱导的软骨很快发展为肥大软

骨。Estes等
[17]

发现质量浓度500 μg/L的骨形态发生蛋

白6可在藻酸盐微球中提高脂肪干细胞软骨相关基因的

表达，并下调软骨肥大基因的表达。Knippenberg等
[18]

发现在三维培养时，骨形态发生蛋白7较骨形态发生蛋

白2有更强的诱导成软骨分化能力。骨形态发生蛋白14

又称软骨形态发生蛋白1或生长分化因子5，可促进软骨

细胞合成糖胺聚糖和Ⅱ型胶原等特异性细胞外基质，维

持软骨表型。在小鼠皮下及肌肉内注射骨形态发生蛋白

14可见异位的软骨组织形成，提示其具有诱导间充质干

细胞分化成软骨的能力。刘振宁等
[19]

利用外源性的骨形

态发生蛋白14诱导脂肪干细胞向软骨分化，可见Ⅱ型胶

原蛋白和糖胺聚糖的表达显著增加。马洪斌等
[20]

的研究显

示，骨形态发生蛋白14转染后的脂肪干细胞，Ⅱ型胶原和

软骨相关基因Sox-9的表达显著增加。Katayama等
[21]

用

骨形态发生蛋白14基因转染兔骨髓干细胞，并修复兔关

节软骨缺损，8周后可见成熟的透明软骨。李明辉等
[22]

的研究显示质量浓度100 μg/L的骨形态发生蛋白14诱

导脂肪干细胞向软骨细胞分化的效果最好。杨亚军等
[23]

利用骨形态发生蛋白14诱导鼠脂肪干细胞，结合牛松质

骨生物支架修复兔髌骨关节软骨缺损，24周时可见软骨

组织形成。 

胰岛素样生长因子1：可促进软骨细胞表达、合成和

分泌蛋白聚糖和Ⅱ型胶原，抑制细胞外基质降解，是调

节蛋白聚糖合成最重要的生长因子。Longobardi等
[24]

证实胰岛素样生长因子1能诱导脂肪干细胞向软骨细胞

分化，增强Sox-9表达。Li等
[25]

用胰岛素样生长因子1转

染脂肪干细胞，并施加动态压力，发现软骨特异性细胞

外基质的分泌显著增加。 

其他因子：成纤维细胞生长因子2能促进脂肪干细胞

增殖和成软骨分化，其效果与浓度和作用阶段有关
[26]

。

但成纤维细胞生长因子18是导致软骨肥大的主要生长

因子之一
[27]

。此外，血小板衍生生长因子能促进间充质

干细胞成软骨分化和细胞外基质的合成。 

2.1.2  生长因子联合应用 

转化生长因子+骨形态发生蛋白：Sukarto等
[28]

的研究

显示质量浓度10 μg/L的转化生长因子β3与10 μg/L的骨

形态发生蛋白6是诱导脂肪干细胞向软骨细胞分化的最

佳组合，不仅可以增加Ⅱ型胶原和蛋白聚糖等软骨相关

基因和蛋白的表达，还能有效控制软骨肥大基因的表

达。有学者利用周期式的培养方法，前4 d向诱导液中

添加转化生长因子β，后3 d向诱导液中添加骨形态发生

蛋白6，循环3个周期，发现其诱导脂肪干细胞成软骨分

化的效果更好。 

脂肪干细胞转染骨形态发生蛋白基因后常导致成

骨分化，与其他成基因联合转染则可使脂肪干细胞向软

骨细胞分化。Mehlhorn等
[29]

单独利用骨形态发生蛋白2

诱导脂肪干细胞，发现可同时发生成骨和成软骨分化，

而加入转化生长因子β1后成骨分化被抑制，倾向于向软

骨细胞分化。Kim等
[30]

发现转化生长因子β2和骨形态发

生蛋白7联合应用能显著提高脂肪干细胞向软骨细胞分

化的能力。 

转化生长因子+胰岛素样生长因子：研究显示，转化生

长因子β2或β3与胰岛素样生长因子1联合应用，诱导脂

肪干细胞向软骨细胞分化的能力显著增强
[31]

。 

转化生长因子+转铁蛋白：转铁蛋白具有促进细胞外基

质分泌的作用，杨国庆等
[32]

发现转化生长因子β1和转铁

蛋白联合诱导，可显著增强脂肪干细胞向软骨分化的能

力。 

转化生长因子+Sox9：常染色体性别反转基因(Sox9)

是调控软骨发生的主要转录因子，可促进前体干细胞的

聚集，维持软骨细胞增殖，抑制其向肥大软骨细胞分化。

联合应用转化生长因子β1和Sox9可促进Ⅱ型胶原、糖

胺聚糖的表达
[33]

。 

骨形态发生蛋白+胰岛素样生长因子：An等
[34]

用胰岛素

样生长因子1联合骨形态发生蛋白2转染脂肪干细胞，3

周后检测到成熟软骨陷窝形成。 

转化生长因子+骨形态发生蛋白+成纤维细胞成长因子：

Mahmoudifar等
[35]

用含转化生长因子β1+骨形态发生蛋

白6的培养基培养脂肪干细胞，接种于支架之前用成纤

维细胞成长因子2处理，发现可增加蛋白多糖和Ⅱ型胶

原纤维的分泌。 
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2.1.3  化学药物  本课题组利用含0.1 μmol/L地塞米

松、6.25 mg/L胰岛素、50 nmol/L维生素C、质量浓度

10 μg/L的转化生长因子β3和10 μg/L的骨形态发生蛋白

6的诱导液，诱导脂肪干细胞向软骨细胞分化。其中，

地塞米松是脂肪干细胞向软骨细胞分化的始动因素，与

脂肪干细胞的糖皮质激素受体结合，抑制其向脂肪细胞

分化，并促进其向软骨细胞分化。地塞米松的作用受浓

度和时间的影响。胰岛素是体外培养细胞成活、有丝分

裂、糖原合成必不可少的成分。维生素C可抑制细胞凋

亡，促进细胞合成胶原时脯氨酸和赖氨酸羟基化，增加

Ⅱ型胶原蛋白的表达。 

2.1.4  细胞培养方式  

细胞共培养：软骨细胞可通过细胞融合、缝隙连接及

微管物质交换等直接与脂肪干细胞接触，还可通过分泌

多种可溶性细胞因子和细胞外基质间接诱导，在不添加

外源性生长因子和化学药物的情况下，促进脂肪干细胞

向软骨细胞分化。Hildner等
[36]

将脂肪干细胞与人关节软

骨细胞直接共培养，并加入转化生长因子β1，发现脂肪

干细胞的增殖速度及细胞外基质分泌明显增加。张勇等
[37]

发现病理状态的软骨细胞与脂肪干细胞共培养21 d后，

也可诱导其分化为软骨样细胞，为利用脂肪干细胞修复

关节损伤打下了基础。许海委等
[38]

等利用Transwell间接

共培养兔脂肪干细胞和软骨细胞，14 d后发现脂肪干细

胞分化为软骨样细胞，表达软骨细胞特异性的基因和蛋

白。间接共培养由于细胞未直接接触，不会导致不同类

型的细胞融合或产生异核体，但是细胞缺乏直接交流。

脂肪干细胞与软骨细胞按照1∶3-1∶5的共培养比例，

均可有效的促进成软骨分化，增加软骨特异性细胞外基

质的表达。将人骨髓间充质干细胞与人类髓核细胞直接

共培养，两者比例为1∶3时，软骨特异性标志物表达最

多，而进行间接共培养时比例不同则无差异。此外，共

培养在促进向软骨细胞分化的同时，减少了软骨肥大标

记物的表达，有助于改善新生软骨的纤维化及肥大。 

微球三维培养：三维立体环境对构建组织工程软骨至

关重要，微球培养可以使细胞紧密接触，增强细胞间信

号交流，分泌和共享各种细胞因子。且早期细胞微球内

的轻度缺氧激活了p38，AKT和缺氧诱导因子α等信号通

路，从而增强了Sox9的表达，可有效促进脂肪干细胞向

软骨细胞分化。本课题组将脂肪干细胞构成的细胞微球

进行体外诱导向软骨细胞分化，1 d后可见细胞形态由

梭形向多角形、多边形转变，3 d后出现软骨球，7 d后

软骨球逐渐增多，开始分泌基质，约14 d形成细胞结节，

细胞核周出现黑色颗粒；21 d时基质大量增加，软骨球

直径可达1.5-2.0 mm。但是细胞聚集成团限制了生长空

间，不利于营养物质的交换及外源性因子的渗入。此外，

细胞的简单无序堆积，无法塑形，缺乏力学强度，限制

了其临床应用
[39]

。 

支架三维培养：支架是组织工程的3要素之一，理想

的软骨组织工程支架材料需满足以下几个特点：①良好

的力学强度，构建软骨的基本轮廓并提供支撑；②模拟

软骨细胞外基质的微环境，利于种子细胞黏附、迁移和

增殖。增强细胞间、细胞与支架的交流，释放信号定向

诱导种子细胞的成软骨分化；③良好的生物相容性，相

匹配的降解速度；④适当的空间结构和孔隙率，利于氧

和营养物质的转运、废物排出
[40]

。软骨组织工程的支架

材料主要有天然支架材料、人工合成支架材料及复合支

架材料。天然支架具有良好的生物相容性，但力学性能

和可塑性差强人意。人工合成支架来源广泛，可塑性好，

具有一定的生物力学强度。因此将几种具有互补特性的

材料按一定比例和方式合成的复合支架受到越来越多

的青睐。近年来又逐渐发展了生长因子缓释支架、基因

加载支架及纳米材料支架。此外，软骨脱细胞的细胞外

基质支架也是目前的研究热点。软骨的细胞外基质主要

由Ⅱ型胶原蛋白和糖胺聚糖(硫酸软骨素和硫酸角质素)

组成。脱细胞软骨基质支架是利用曲拉通破坏细胞膜，

核酸酶去除细胞的RNA和DNA，蛋白酶抑制剂保留Ⅱ型

胶原和蛋白多糖等细胞外基质，仅残留空白软骨陷窝。

这种脱细胞支架具有合适的微环境、孔隙率和孔径大

小，可促进脂肪干细胞的黏附、迁移和向软骨细胞分化。

缺点是脱细胞后的软骨机械性能较弱，如用于重建气管

等，易导致术后狭窄。 

动态三维培养：传统的三维培养，构建物中心的营养

物质和代谢产物交流缓慢。利用生物反应器的动态三维

培养可使氧及营养物质进入支架更充分，代谢产物排出

更容易。此外，生物反应器的流体力学刺激能促进细胞

增殖和分化，产生更多的细胞外基质，且细胞密度和分

布更为合理。显著提高脂肪干细胞向软骨细胞分化的质

量和效率，形成的组织工程软骨富含Ⅱ型胶原及蛋白多

糖，具有较好的生物力学性能
[41]

。常用的生物反应器有

旋转瓶式、灌注式、旋转壁式及流体静压系统等。 

2.2  其他因素 

2.2.1  细胞来源  不同物种的脂肪干细胞向软骨细胞

分化的能力有所差异，相比兔和羊的脂肪干细胞，人脂

肪干细胞向软骨细胞分化的能力较弱。供者年龄及解剖

部位等对脂肪干细胞的成软骨能力无显著影响。脂肪干

细胞的某些亚群可能有着较强的成软骨能力，例如孙恒

赟等
[42]

发现相比CD61
-
的脂肪干细胞，CD61

+
的脂肪干

细胞具有更强的体外软骨分化能力。其机制可能是CD61

可协助激活转化生长因子β信号通路，而转化生长因子β

在脂肪干细胞向软骨细胞分化中发挥着关键作用。 

2.2.2  培养条件 

氧浓度：软骨组织是一种缺氧组织，正常关节软骨

无血管供应，其供氧只能依靠周围关节液的渗透作用，

因此关节软骨表面的氧张力为5-10，而深层可能< 1。
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低氧分压可模拟关节软骨的生理条件，使低氧诱导因子

稳定表达，促进软骨相关基因表达。软骨细胞培养常

用的最佳氧含量介于1%-5%。Malladi等
[43]

的研究显示

2%的低氧条件可促进脂肪干细胞向软骨分化。

Kanichai等
[44]

的研究显示大鼠间充质干细胞在成软骨

诱导液的作用下，低氧组Ⅱ型胶原蛋白和蛋白多糖的表

达较常氧组有明显增加。戴兵等
[45]

在体积分数5%的低

氧条件下，将脂肪干细胞和软骨细胞按3∶1的比例混

合，接种于聚乳酸羟基乙酸共聚物的明胶支架上共培

养，发现相比体积分数20%的常氧条件，低氧条件可促

进脂肪干细胞向软骨细胞分化。 

血清及糖浓度：高浓度血清可促进脂肪干细胞向软骨

细胞分化，可能是其中的高浓度细胞因子发挥作用。高

糖培养液可促进脂肪干细胞向软骨细胞分化，可能因为

高糖培养液能减少细胞凋亡。 

代数：传代对脂肪干细胞的成软骨能力影响不大，

本课题组一般利用第3-5代的脂肪干细胞作为软骨组织

工程的种子细胞，此时细胞表型较稳定，且增殖、分化

能力较强
[46]

。 

生物力学：力学刺激对关节软骨发育有着重要的作

用，间歇性压力、适当的剪切力及微重力等可以通过

PGE2通路传送至细胞内，增加细胞DNA的合成，直接

或间接促进软骨细胞的增殖，增加Ⅱ型胶原合成及蛋白

聚糖的合成和分泌
[47]

。 

电磁场：Chen等
[48]

认为单脉冲的电磁场可促进脂肪

干细胞向软骨细胞分化，但其分化效率尚未到达临床应

用要求。 

一氧化氮：外源性一氧化氮可以通过抑制转化生长因

子及其下游信号通路，抑制脂肪干细胞的成软骨分化
[49]

。 

疏密波：吴广文等
[50]

的研究显示疏密波可通过上调

核心结合因子a和Sox9的mRNA表达，提高糖胺聚糖和

Ⅱ型胶原的表达，促进骨髓间充质干细胞分化为软骨细

胞。 

2.2.3  miRNA  是在转录后水平调控基因表达的一类

非编码单链小分子RNA，在维持软骨细胞内环境稳定中

起重要作用。作为成软骨分化转录后重要的调节中介，

miRNA通过结合靶基因，调节成软骨分化。在脂肪干细

胞成软骨分化过程中7个miRNA表达上调，分别为

hsa-miR-193b，hsa-miR-199a-3p/hsa-miR-199b-3p，

hsa-miR-455-3p ， hsa-miR-210 ， hsa-miR-381 ，

hsa-miR-92a和hsa-miR-320c；4个miRNA表达下调，

分别为 hsa-miR-490-5p， hsa-miR-4287， evb-miR- 

BART8和hcmv-miR-US25-1。上调的miRNAs靶基因可

能为CAAT/增强子结合蛋白β、B细胞κ轻链增强核因子

的抑制物α，Sox4，丝裂原激活的蛋白激酶、Runx2和

骨形成蛋白受体2等。下调的miRNAs靶基因可能为

Sox4，Smad4/5，丝裂原激活的蛋白激酶和骨形成蛋白

受体2。例如miR-199a在鼠骨髓间充质干细胞中可直接

靶向结合Smad1，调节软骨形成；而miR-455-3p则通

过调节转化生长因子β信号通路，抑制成软骨分化。

miR-194 通过抑制Sox5的表达，影响脂肪干细胞向软

骨细胞分化
[51-54]

。 

2.2.4   富血小板血浆(PRP)  富含转化生长因子β等

各种生长因子，并且具有天然的纤维蛋白支架，为脂肪

干细胞提供了良好的黏附、增殖和分化环境，促进脂肪

干细胞向软骨细胞分化。 

2.2.5  甲状旁腺激素相关肽(PTHrP)  可促进软骨细

胞增殖，并调节其肥大化。在成软骨诱导液中添加质量

浓度10 μg/L的PTHrP能够显著抑制软骨肥大基因的表

达，抑制诱导后干细胞的早期肥大，但同时也降低了软

骨相关基因的表达。PTHrP对于脂肪干细胞向软骨细胞

分化的影响还有待进一步研究。 

2.3  验证脂肪干细胞向软骨细胞分化的方法 

2.3.1  组织学染色  诱导脂肪干细胞向软骨细胞分化

14 d后甲苯胺蓝染色阳性，21 d后阿尔新蓝染色阳性，

胞浆呈蓝色，软骨细胞外的蛋白多糖可被Safranin O染

成桔红色
[55]

，见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.2  相关基因和蛋白的检测  一般通过对Sox9、Ⅱ

型胶原蛋白、硫酸软骨素及硫酸角质素等软骨特异性基

因和蛋白的检测，证实软骨细胞的形成
[56]

。 

 

3  讨论  Discussion  

3.1  脂肪干细胞的特异性标记物  目前利用脂肪干细胞

构建组织工程软骨的研究多局限于体外或动物实验阶

段。体外和体内、动物和人体内微环境的差异，使得无

法将目前的研究结果直接推至人体内
[57]

。由于各研究小

组所用的脂肪供体，提取、分离、培养方法，体内外微

环境，鉴定时的细胞代数和检测方法等诸多因素无法统

一，目前脂肪干细胞尚缺少特异性标记物
[58]

。因此无法

对其进一步分选纯化，导致其种群不纯，这可能脂肪干

细胞向软骨细胞分化效率低下的原因之一。 

3.2  外源性生长因子联合应用的顺序和剂量  尽管各种外

源性生长因子诱导液配方层出不穷，但不能彻底改变脂

肪干细胞分化为软骨细胞时伴随的早期肥大现象。随着

未成熟的软骨细胞分化成肥大软骨细胞并分泌X型胶

图 1  脂肪干细胞成软骨分化后甲苯胺蓝染色[55]
(A：×10，B：×40) 

 

A B 
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原，意味着软骨内成骨的开始。多种生长因子联合应用

可发挥协同作用，其诱导效果要优于单独应用。理想方

法是多生长因子的序贯应用，但是由于生长因子促进脂

肪干细胞向软骨细胞分化的作用时机、机制及最佳剂量

尚不完全清楚，目前仍无法实现。 

3.3  基因修饰脂肪干细胞  生长因子的半衰期短，要使其

在体内产生长时间的作用，需要一个持续传递的系统来确

保其稳定长效缓释，而不是重复在局部添加
[59]

。利用基因

转染技术将生长因子基因导入脂肪干细胞，通过自分泌或

旁分泌途径发挥作用，实现稳定可控释放，避免了外源性

生长因子半衰期短的缺点。如何维持转染后细胞表型的稳

定，保持转染后的干细胞生物学特性，降低转染方法对种

子细胞的毒性，提高转染率等是需要解决的主要问题
[60]

。

无论是外源性还是内源性，生长因子的最大问题是在上调

软骨特异性细胞外基质表达的同时，也上调了软骨肥大的

标志物的表达，使形成的新生软骨短时间内发生钙化、纤

维化以及微血管浸润，不能形成稳定的透明软骨。 

3.4  支架材料  合适的支架材料是软骨组织工程的关

键，如何构建一种理想的支架材料，仍是目前软骨组织

工程的主要瓶颈。   
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