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方法和生物学特性的比较分析
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人类疾病比较医学重点实验室,国家中医药管理局人类疾病动物模型三级实验室,北京 100021)

　 　 【摘要】 　 目的　 比较分析实验动物脂肪间充质干细胞(adipose-derived mesenchymal stem cells,ADSCs)与人脂

肪间充质干细胞的分离培养方法和生物学特性的差异,为自体脂肪干细胞移植治疗人类疾病的临床前研究提供临

床前的实验数据和方法。 方法　 将临床患者、食蟹猴、C57 小鼠和 SD 大鼠的皮下脂肪组织进行分离培养后得到人

脂肪间充质干细胞( hADSCs)、食蟹猴脂肪间充质干细胞( cynomolgus monkey adipose-derived mesenchymal stem
cells,cADSCs)、小鼠脂肪间充质干细胞(mouse adipose-derived mesenchymal stem cells,mADSCs)和大鼠脂肪间充质

干细胞(rat adipose-derived mesenchymal stem cells,rADSCs);采用流式细胞术鉴定 ADSCs 表面标记物;细胞成脂、成
骨诱导分化,于诱导后 21 d 和 28 d 固定染色,鉴定 ADSCs 的成脂成骨分化能力。 结果　 hADSCs、cADSCs、mADSCs
和 rADSCs 的分离培养方法类似,贴壁培养后均呈成纤维细胞样生长;流式检测显示,不同物种 ADSCs 间充质干细

胞表面标记物 CD90、CD29 为阳性,少量表达造血干细胞标记物 CD34,血管内皮细胞标记物 CD31 为阴性。 成脂和

成骨分化能力检测显示,hADSCs、cADSCs、mADSCs 和 rADSCs 和均具有成脂成骨分化能力,但其成脂成骨分化的时

间略有差异。 结论　 实验动物 ADSCs 与 hADSCs 采用相同的分离培养方法,有类似的表面标记物表达及成脂成骨

分化潜能,生物学特性具有一致性,是自体脂肪干细胞移植临床前研究的良好模型。
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　 　 【Abstract】　 Objective　 To provide experimental data for preclinical studies on the treatment of human diseases by
autologous fat stem cell transplantation, including isolation and culture methods and the biological characteristics of
laboratory animals including C57 mice, SD rats, and cynomolgus monkey adipose-derived stem cells (ADSCs), which were
compared with those of humans. Methods 　 hADSCs, mouse adipose derived mesenchymal stem cells (mADSCs), rat
adipose derived mesenchymal stem cells ( rADSCs) and cynomolgus monkey adipose derived mesenchymal stem cells
(cADSCs) were identified via surface markers using flow cytometry, and adipogenic and osteogenic differentiation was
induced. Results　 All the hADSCs, mADSCs, rADSCs and cADSCs showed fibroblast-like morphology. Flow cytometry
showed that mesenchymal stem cell surface markers CD90 and CD29 in ADSCs of each species were positive, while the
vascular endothelial cell marker CD31 was negative. Oil red O and alizarin red staining showed that hADSCs, mADSCs,
rADSCs and cADSCs differentiated into fat cells and bone cells. Conclusions　 Laboratory animal ADSCs and hADSCs can
be cultured using the same method and they all had similar surface marker expression, as well as adipogenic and osteogenic
differentiation potential, indicating their usefulness for the pre-clinical study of autologous ADSC transplantation.

【Keywords】　 adipose-derived mesenchymal stem cells; human; cynomolgus monkey; C57 mouse; SD rat

　 　 干细胞治疗为核心的再生医学,在神经、血液、
心血管、生殖等系统和肝、肾、胰等器官的重大疾病

治疗方面发挥作用[1]。 ADSCs 具有来源充足、分离

方法简单、体外扩增能力强、能跨胚层分化等特性,
可以通过抽脂术从皮下脂肪组织的血管周围区域

大量分离出来[2-5],ADSCs 相关的干细胞治疗在过
去的 10 年有了飞速的发展[1]。 ADSCs 表达包括

CD10、 CD13、 CD29、 CD44、 CD71、 CD73、 CD90、
CD105、CD166 和 CD271 在内的间充质干细胞的表

面标记物,而造血干细胞特异性标记物 CD34、血管

内皮细胞标记物 CD31 和成熟白细胞标记物 CD45
为阴性[6]。 ADSCs 是处于不同成熟和分化阶段的

异质性细胞群,具有广泛的可塑性和多向分化潜

能[7-10],在特定诱导培养条件下,ADSCs 能分化为
肌上皮细胞[11]、心肌细胞[12]、成骨细胞[13]、软骨细
胞[14]、多巴胺能神经元和乙酰胆碱能神经元[6] 等。
此外,ADSCs 具有免疫调节作用,能够分泌多种细

胞因子以及抗凋亡、抗氧化、抗炎症能力。
ADSCs 在细胞替代治疗中,有其独特优势,它

不引起伦理道德问题也不存在免疫排斥反应及致

瘤性,可用于自体治疗[1]。 目前,自体脂肪干细胞

移植已经用于多种疾病的治疗以及改善预后,包括

肌肉系统疾病[15]、肝切除术后的肝脏再生[16]、改善
急性心梗的心肌灌注[17],而这些疾病的治疗目前仍

处于临床前实验阶段。 本实验通过从食蟹猴、C57
小鼠及 SD 大鼠的皮下取得脂肪组织,进行分离培

养鉴定,比较实验动物的 ADSCs 与 hADSCs 在分离

培养方法和生物学特性之间的差异,为自体脂肪干

细胞移植的临床前应用提供实验数据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验对象

人脂肪组织取自例女性临床吸脂患者,平均年龄

35 岁,均于术前签署知情同意书。 小鼠脂肪组织来

源于雌雄各半的 6 只 SPF 级 6 周龄 C57 小鼠,大鼠脂

肪组织来源于雌雄各半的 6 只 SPF 级 6~8 周龄 SD
大鼠,食蟹猴脂肪组织来源于 3 只 3~5 周岁的雄性食

蟹猴。 本实验用 C57 小鼠和 SD 大鼠从北京华阜康

生物科技股份有限公司[SCXK(京)2014-0009]购

得。 饲养于中国医学科学院医学实验动物研究所屏

障环境动物房[SYXK(京)2015-0035]。 食蟹猴从北

京协尔鑫生物资源研究所有限责任公司[SCXK(京)
2015-0011]购得。 饲养于中国医学科学院医学实验

动物研究所北方资源中心普通环境[SYXK(京)2014
-0036]。 实验方案通过中国医学科学院医学实验动

物研究所实验动物管理和使用委员会(IACUC)审批,
IACUC 号为:BL18004、BL17001、BL17002。 实验动物

饲养繁育和实验过程中,在不影响实验要求和实验结

果的基础上,严格按实验动物使用的 3R 原则给予人

道主义关怀。

1. 2　 主要试剂和仪器

DMEM 完全培养基(Gibco, 美国);C57 小鼠、
SD 大鼠、人、食蟹猴脂肪干细胞成骨、成脂诱导分化

培养基(Cyagen,美国);青 /链霉素混合液(Gibco,美
国);胎牛血清(Gibco,美国);b-FGF(Novus,美国);
倒置相差显微镜 ( Nikon,日本);活细胞工作站

(Leica,德国);直热式 CO2 细胞培养箱(Thermo,美
国);25 cm2 培养瓶、75 cm2 培养瓶、6 孔板、一次性

移液管(Costar,美国);生物安全柜(上海力康);低
速离心机(安徽中科中佳);全自动细胞计数仪及配

套细胞计数板(Invitrogen,美国);流式细胞仪(BD,
美国);所用流式抗体见表 1。
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表 1　 流式细胞术所需抗体
Table 1　 The antibodies used in flowcytometer

序号
Numbers

抗体名
Antibodies

公司
Company

反应物种
Reaction Species

1 CD90-FITC eBioscience, USA 人 Human
2 CD29-PerCP Cy5. 5 BD Biosciences, USA 人 Human
3 CD34-APC Cy7 BioLegend, USA 人 Human
4 CD31-PE Cy7 eBioscience, USA 人 Human
5 CD90-FITC abcam, USA 小鼠 Mouse
6 CD29-PE eBioscience, USA 小鼠 Mouse
7 CD34-PerCP Cy5. 5 eBioscience, USA 小鼠 Mouse
8 CD31-APC Cy7 eBioscience, USA 小鼠 Mouse
9 CD90-PE BioLegend, USA 大鼠 Rat
10 CD29-PE Cy7 eBioscience, USA 大鼠 Rat
11 CD34-APC eBioscience, USA 大鼠 Rat
12 CD31-BV421 BD Biosciences, USA 大鼠 Rat

1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 人 ADSCs 体外分离培养

将人脂肪抽吸组织用无菌 PBS 冲洗 3 遍,洗去

血液和麻醉药,记录剩余组织体积,以 1 ∶2的比例加

入 0. 075%的 I 型胶原蛋白酶,放入 37℃ 恒温摇床

以 80 r / min 的速度消化 30 min。 加入与胶原酶等量

的含 10%胎牛血清的 DMEM 培养基,以 1500 r / min
的速度离心 11 min,弃上清,按 1 ∶3的比例向细胞沉

淀中加入红细胞裂解液,轻轻吹打混匀,室温孵育 5
min,加入 PBS,经过 70 μm 的细胞筛过滤至新的 50
mL 离心管,以 1500 r / min 的速度离心 5 min,弃上

清,用含 10%胎牛血清、1%青霉素链霉素的 DMEM
完全培养基重悬接种于 T-25 瓶,在培养瓶上标记细

胞类型、代数、时间等,放入 37℃,5% CO2 的细胞培

养箱培养。 第二天更换新鲜培养基。 以后每 3 d 换

液 1 次。 待细胞贴壁达 80%后,以 1 ∶2的比例传代,
完成脂肪干细胞的纯化,取第 3 代(P3)细胞用于

实验。
1. 3. 2　 小鼠、大鼠、食蟹猴 ADSCs 体外分离培养

脱颈处死小鼠或大鼠后备皮,采用高压灭菌过的

器械,于腹部做十字切口,皮下游离至腹股沟,取得皮

下脂肪组织 1~2 g。 食蟹猴术前禁食不禁饮 12 h,皮
下给予硫酸阿托品 0. 1 mg / kg 用于抑制腺体分泌,15
min 后肌肉注射 7 mg / kg 的舒泰予以麻醉。 进行备

皮消毒铺巾后,于脐下 1 cm 处腹中线的位置开长约 2
cm 的刀口,取得皮下脂肪组织 1~2 g。 放入已加入无

菌 PBS 的 50 mL 离心管,转移至细胞培养间。 将手

术取得的脂肪在超净台中用 PBS 冲洗 2 遍,再用双抗

冲洗 1 遍,剪碎后分装入 50 mL 离心管,以 1 ∶2的比例

加入 0. 075%的 I 型胶原蛋白酶,放入 37℃恒温摇床

以 80 r / min 的速度消化 1 h。 后续步骤与人脂肪干细

胞分离相同,取 P3 细胞用于实验。
1. 3. 3　 不同物种 ADSCs 分子表型的鉴定

分别取 hADSCs、mADSCs、rADSCs、cADSCs 第 3
代的细胞, PBS 洗 2 次后培养瓶中加入 0. 25%
Trpsin-0. 04%EDTA,37℃下反应 5 min, 吸管反复吹

打,镜下确认细胞完全漂浮和分离,加入等量的细

胞培养液中和胰蛋白酶,进行计数,将 1×106 的细胞

分装于 1. 5 mL 离心管,离心后弃上清。 各物种染色

情况如表 2:hADSCs 和 cADSCs 分别每管加入 40
μL PBS + 5 μL CD90(FITC)、5 μL CD29(PerCP-
Cy5)、5 μL CD34(APC-Cy7)、5 μL CD31(PE-Cy7)
人单克隆抗体,mADSCs 每管加入 40 μL PBS + 5
μL CD90 ( FITC)、 5 μL CD29 ( PE)、 5 μL CD45
(PerCP-Cy5)、5 μL CD31(APC-Cy7)小鼠单克隆抗

体, rADSCs 每管加入 40 μL PBS + 5 μL CD90
(PE)、CD29(PE-Cy7)、CD34(APC)、CD31(BV421)
大鼠单克隆抗体,4℃避光孵育 30 min,PBS 洗 3 次,
1500 r / min 离心 5 min,20 μL PBS 重悬,并用同型

对照单克隆抗体确定背景标记后,流式细胞仪分析

染色细胞,FlowJo 软件计算细胞表面抗原阳性表达

率(单位用百分比表示)。
表 2　 不同物种 ADSCs 流式染色情况

Table 2　 The staining results of different species’ ADSCs

脂肪干细胞种类
ADSCs from

different species

染色所用抗体
(对应表 1 序号)

The antibody
used in table1

hADSCs 1. 2. 3. 4.
cADSCs 1. 2. 3. 4.
mADSCs 5. 6. 7. 8.
rADSCs 9. 10. 11. 12.
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1. 3. 4　 不同物种 ADSCs 分化能力比较

(一)不同物种 ADSCs 成脂分化

分 别 取 P3 hADSCs 和 cADSCs、 mADSCs、
rADSCs,以 3 × 105 个细胞数接种于 6 孔板,置于

37℃,5% CO2 培养箱中培养,每 3 d 半量换液,待细

胞达到 100%或者过汇合,小心吸走完全培养基,向
6 孔板中加入 2 mL ADSCs 成脂诱导分化培养基 A
液,诱导 3 d 后,吸走 6 孔板中的 A 液,加入 2 mL
ADSCs 成脂诱导分化培养基 B 液,24 h 后,吸走 B
液,换回 A 液进行诱导。

图 1　 不同物种脂肪干细胞形态学(×10)
Figure 1　 Morphology of the hADSCs, cADSCs, mADSCs and rADSCs

诱导 21 d,用 1× PBS 冲洗 2 次,每孔加入 2 mL
4%多聚甲醛,固定 30 min。 吸走甲醛溶液,用 1 ×
PBS 冲洗 2 次,每孔中加入 1 mL 油红 O 染料工作

液染色 30 min,吸走油红 O 染液,用 1× PBS 冲洗 3
次,于镜下观察成脂染色效果。

(二)不同物种 ADSCs 成骨分化

分 别 取 P3 hADSCs、 mADSCs、 rADSCs 和

cADSCs,以 3×105 个细胞数接种于提前包被 0. 1%

明胶的 6 孔板中,置于 37℃,5% CO2 培养箱中培

养,每 3 d 半量换液,当细胞汇合度达到 60% ~ 70%
时,小心将孔内完全培养基吸走,向 6 孔板中加入 2
mL 脂肪干细胞成骨诱导分化完全培养基,每隔 3 d
换用新鲜成骨培养基。

诱导 28 d,用 1× PBS 冲洗 2 次,每孔加入 2 mL
4%多聚甲醛,固定 30 min。 吸走甲醛溶液,用 1 ×
PBS 冲洗 2 次,每孔加入茜素红染色 5 min。 吸走茜

素红染液,用 1× PBS 冲洗 3 次,于显微镜下观察成

骨染色效果。

2　 结果

2. 1　 常用实验动物 ADSCs 和 hADSCs 的形态学观

察比较

ADSCs 分离培养 8 h 后开始有少量细胞贴壁

生长,24 h 后可见多量细胞贴壁,细胞贴壁初期,
形态为小圆形,随着培养时间的增加,逐渐呈梭

形。 24 h 后第一次换液,以后每 3 d 换液一次,培
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养 3 ~ 4 d 时,细胞生长繁殖,数量增加,并可见细

胞形成孤立小片(细胞岛)。 7 ~ 10 d 细胞已基本

铺满瓶壁形成致密单层。 不同物种原代细胞起初

形态不均一,有多角形、短梭形、长梭形等,经传代

纯化后的 hADSCs 和 cADSCs 形态是成纤维细胞

样,mADSCs 和 rADSCs 胞体较 hADSCs 更为短小,
呈纺锤形(图 1)。
2. 2　 常用实验动物 ADSCs 与 hADSCs 的细胞表

面标记物检测

为了进一步验证从各物种取得的脂肪组织

中分离培养得到的细胞,采用流式细胞术检测

P3 细胞分子标记(图 2) 。 hADSCs 和常用实验动

物 ADSCs 均 表 达 间 充 质 干 细 胞 表 面 标 记 物

CD90、CD29,hADSCs、cADSCs 和 rADSCs 少量表

达造血干细胞表面标记物 CD34,几乎不表达血

管标记物 CD31,mADSCs 少量表达 CD34、CD31。
各物种 ADSCs 表面分子标记物的流式检测结果

见表 3。

注:A:流式细胞术检测 ADSCs 表面标记物 CD90;B:流式细胞术检测 ADSCs 表面标记物 CD29;C:流式细胞术检测 ADSCs 表面标记

物 CD31;D:流式细胞术检测 ADSCs 表面标记物 CD34。

图 2　 ADSCs 流式细胞术鉴定

Note. A,The flow cytometric analysis of CD90. B,The flow cytometric analysis of CD29. C,The flow cytometric analysis of CD31. D,The flow
cytometric analysis of CD34.

Figure 2　 Flow cytometric analysis of the hADSCs, mADSCs, rADSCs and cADSCs

表 3　 不同物种 ADSCs 表面标记物表达情况
Table 3　 Cell surface marker expression of the ADSCs from different species

细胞类别
ADSCs from different species

阳性表面标记物
Positive markers of ADSCs

阴性表面标记物
Negative markers of ADSCs

CD90(%) CD29(%) CD34(%) CD31(%)
hADSCs 88. 61±7. 65 83. 55±10.95 26. 65±7.25 1. 53±0. 93
cADSCs 87. 40±9. 40 93. 75±3.75 35. 05±6.55 0. 53±0. 33
mADSCs 75. 45±4. 35 95. 50±4.40 18. 10±3.40 16. 20±5. 40
rADSCs 87. 35±8. 05 82. 70±1.70 29. 85±11.75 0. 67±0. 43
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2. 3　 常用实验动物 ADSCs 与 hADSCs 成脂分化能

力比较

不同物种的 ADSCs 均显示出成脂分化潜能,但
在诱导时间和成脂成骨能力上存在差异。 mADSCs
成脂诱导分化 7 d 后,即有大量小而圆脂滴形成,
rADSCs 在成脂诱导分化 14 d 时能产生脂滴,
cADSCs 在诱导分化 14 d 时有脂滴形成,但零散分

布且不饱满,延长诱导分化时间至 21 d 有多量脂滴

形成,hADSCs 所需诱导时间最长,21 d 产生脂滴,
被油红 O 染成红色(图 3)。

注:上行显示的是 hADSCs、cADSCs、mADSCs 和 rADSCs 未成脂诱导分化的油红 O 染色结果,下行显示的是对应物种 ADSCs 成脂分化

的油红 O 染色结果。

图 3　 不同物种脂肪干细胞成脂分化(油红 O 染色,×10)
Note.The upper line shows the results of the oil red O staining of hADSCs, cADSCs, mADSCs and rADSCs which are uninduced adipogenic
differentiation. The next line shows the results of the oil red O staining of hADSCs, cADSCs, mADSCs and rADSCs after adipogenic
differentiation.

Figure 3　 Adipogenic differentiation of the hADSCs, cADSCs, mADSCs and rADSCs(Oil red O staining)

2. 4　 常用实验动物 ADSCs 与 hADSCs 成骨分化能

力比较

成骨诱导分化培养 21 d,各物种 ADSCs 均能明

显成骨。 如图 4 所示, hADSCs 有大量片状钙盐沉

积,钙盐相互融合,几乎未见空隙,cADSCs、mADSCs
和 rADSCs 成骨诱导分化后产生钙盐,被茜素红

着色。

3　 讨论

ADSCs 于 2001 年首次分离鉴定获得,经过广泛

研究发现,它具有间充质干细胞的特性,在再生医

学方面颇具使用价值[18]。 现如今,ADSCs 的应用并

不局限于基础科学,它具有免疫调节作用,能分泌

各种生长因子,同时具有抗凋亡和抗炎症的潜

能[1]。 其储量丰富,可体外培养分化为多种细胞类

型,再植入患者体内进行治疗。 由于 ADSCs 具备这

些特性,人们试图寻求基于 ADSCs 的有效方法用于

治疗各类疾病,如糖尿病足溃疡、多发性硬化症、骨
关节炎、危重肢体缺血、神经退行性疾病等。 目前

除少量自体脂肪干细胞治疗疾病有临床前期试验

的报道,其余关于自体脂肪干细胞治疗的研究仍处

于临床前阶段[19]。
ADSCs 以往的研究表明, 皮下脂肪来源的

ADSCs 在增殖和分化能力方面均强于内脏脂肪来

源的 ADSCs[20-22],年轻人的 ADSCs 产量、增殖速度

和分化能力均优于老年人[23],且随着年龄的增长,
ADSCs 的衰老基因表达增加,负责调节细胞周期、
凋亡和分化的 miRNA 表达量和细胞维持内稳态的

能力降低[24]。
本研究中,mADSCs 和 rADSC 的制备方法与

hADSCs 的制备方法相同,在相同条件下培养,具有

相同的生物学特性:从年轻实验动物的皮下分离出

的脂肪组织采用组织剪碎和胶原酶消化的方法,于
37℃条件下消化 1 h,由吸脂术获得的人脂肪组织胶

原酶消化 30 min 后,用 DMEM 培养基培养 3 ~ 4 d,
获得 形 态 呈 梭 形 的 ADSCs。 镜 下 观 察 时 发 现

mADSCs 和 rADSCs 胞体较 hADSCs 和 cADSCs 的成

纤维细胞样更为短小,呈纺锤形;流式细胞术检测
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结果显示各物种 ADSCs 表面标记物比例基本一致,
其中 rADSCs 的表面标记物比例与 hADSCs 最为相

似;各物种的 ADSCs 均具有成脂成骨分化潜能。 在

成脂诱导过程中,mADSCs 成脂时间最短,7 d 即能

产生脂滴,而 hADSCs 成脂时间相对较长。 结果归

纳如表 4。
但各物种 ADSCs 在表型和功能上仍存在一

些差异,可能与其表达的蛋白有关。 Nahar [25] 采

用液质联用的方法检测 mADSCs 和 hADSCs 蛋白

表达并进行 GO( Gene Ontology) 分析,92%的蛋

白类型一致,另 8%的蛋白差异存在于细胞粘附

相关表面蛋白上。 故本实验中 hADSCs、mADSCs
表现不同可能与细胞粘附相关蛋白表达差异

有关。
利用包括小鼠、大鼠、食蟹猴在内的实验动物

进行基础研究详细阐明 ADSCs 的特性和功能对确

认 ADSCs 治疗人类疾病的安全性和有效性具有极

其重要的研究意义。 因此,本实验将实验动物

ADSCs 与 hADSCs 进行比较分析,结果表明,实验动

物来源的 ADSCs 与 hADSCs 特性基本一致,可以很

好得替代 hADSCs 进行自体脂肪干细胞移植的临床

前有效性和安全性评价。

注:上行显示的是 hADSCs、cADSCs、mADSCs 和 rADSCs 未成骨诱导分化的茜素红染色结果,下行显示的是对应物

种 ADSCs 成骨分化的茜素红染色结果。

图 4　 不同物种脂肪干细胞成骨分化(茜素红染色,×10)
Note. The upper line shows the results of the alizarin red S staining of the hADSCs, cADSCs, mADSCs and rADSCs which
are uninduced osteogenic differentiation. The next line shows the results of alizarin red S staining of hADSCs, cADSCs,
mADSCs and rADSCs after osteogenic differentiation.

Figure 4　 The osteogenic differentiation of the hADSCs, cADSCs, mADSCs and rADSCs.(Alizarin Red S staining)

表 4　 本实验结果归纳
Table 4　 Summary of the results of this research

细胞类别
Cell type

形态学
Morphology

细胞表面标记
Markers of ADSCs

成脂时间
Time of adipogenic

differentiation

成骨时间
Time of osteogenic

differentiation

hADSCs 长,梭形
Long spindle CD29+ / CD90+ / CD31- 21 d 21 d

cADSCs 长,梭形
Long spindle CD29+ / CD90+ / CD31- 14 d(少量)

A little in 14 d 21 d

mADSCs 短,纺锤形
Short spindle CD29+ / CD90+ / CD31- 7 d 21 d

rADSCs 短,纺锤形
Short spindle CD29+ / CD90+ / CD31- 14 d(多量)

A large number of lipid drops in 14 d 21 d
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