
6 中国美容医学2025年12月第34卷第12期  Chinese Journal of Aesthetic Medicine.Dec. 2025.Vol.34.No.12

中
国
美
容
医
学

·论 著·

化学成分明确的脂肪源性间充质干细胞无血清培养方法的实验研究
汪兆艳，王 倩，栾 佐，屈素清

（中国人民解放军总医院第六医学中心儿科  北京  100048）

[摘要]目的：建立一种化学成分明确的、无异源、具有高效扩增能力的人源脂肪源性间充质干细胞体外扩增的无血清培养

体系。方法：人源脂肪源性间充质干细胞分别用含胎牛血清的培养基（C组）和两组化学成分明确的无血清培养基（A组、B

组）连续培养三代，对比不同培养基培养的脂肪源性间充质干细胞形态、细胞增殖及三系分化能力，通过流式细胞术检测三

组培养基培养的第3代脂肪源性间充质干细胞表面标记物CD29、CD73、CD90、CD105、CD34、CD45和HLA-DR的表达情况。结

果：与含胎牛血清的C组培养基比较，无血清培养基A组和B组培养的脂肪源性间充质干细胞形态更为细长、为典型的纤维状，

细胞增殖能力更强，其中无血清培养基B组优于无血清培养基A组；流式检测结果显示，A、B两组无血清培养基培养的间充质干

细胞与C组胎牛血清培养基培养的间充质干细胞都能够分化为成脂、成骨和成软骨细胞且高表达间充质干细胞特异性表面标志

物CD29、CD73、CD90、CD105，低表达CD34、CD45和HLA-DR。结论：无血清培养基B组为最优的脂肪源性间充质干细胞培养基。
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Adipose Mesenchymal Stem Cells with Clear Chemical Composition Experimental 
Study on Serum-free Culture Method
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Abstract: Objective  To establish a serum-free culture system for in vitro expansion of human adipographical mesenchymal 
stem cells with clear chemical composition, no heterologous and efficient expansion ability. Methods  Human adipositive 
mesenchymal stem cells were continuously cultured for three generations with fetal bovine serum-containing medium (group 
C) and two groups of serum-free medium with clear chemical composition (group A and group B), and the morphology, cell 
proliferation and trilineage diff erentiation ability of adipose mesenchymal stem cells cultured in diff erent media were compared 
with the morphology, cell proliferation and trilineage differentiation ability of adipose mesenchymal stem cells cultured in 
diff erent media, and the surface markers CD29, CD73, CD90, CD105, CD34 cultured in three groups of media were detected 
by flow cytometry. CD45 and HLA-DR expression. Results  Compared with the group C medium containing fetal bovine 
serum, the adipose mesenchymal stem cells cultured in serum-free medium A and B were more slender, typically fibrous, 
and had stronger cell proliferation capacity , among which serum-free medium group B was better than serum-free medium 
group A. Osteoblasts and chondrocytes with high expression of mesenchymal stem cell-specifi c surface markers CD29, CD73, 
CD90, CD105, and low expression of CD34, CD45 and HLA-DR were not signifi cantly diff erent between the three groups . 
Conclusion  Serum-free medium group B is the optimal adipo mesenchymal stem cell medium.
Key words: adipose mesenchymal stem cells( ADSCs ); serum-free medium; cell proliferation; cell diff erentiation; adipogenic 
diff erentiation; osteogenic diff erentiation; cartilage diff erentiation
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间充质干细胞（Mesenchymal stem cells，MSCs）是

来源于中胚层的一类多能干细胞，具有强大的增殖能力和

多向分化潜能[1]。MSCs可以分化为脂肪、骨和软骨[2]。目

前MSCs主要来源于脐带血、骨髓、毛囊和脂肪组织[3]。由

于MSCs具有分化为多种细胞类型和分泌多种细胞因子的能

力，在自身免疫性疾病和抗炎治疗方面发挥重要作用[4-5]。

脂肪源性间充质干细胞（Adipose-derived mesenchymal 

stromal cells，ADSCs）具有取材方便、体内储备量大、
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易于扩增、衰亡率低等优点而成为目前研究的热点[6-7]。

有研究发现，ADSCs比骨髓来源的间充质（Bone marrow-

derived MSCs，BM-MSCs）对缺氧、血清剥夺和氧化应激等

细胞毒性因子表现出更高的耐受性[8]。然而，临床治疗中

往往需要多次大量输注MSCs，因此，确定ADSCs的最佳培养

扩增条件至关重要。MSCs的常规培养方法是在基础培养基

中添加胎牛血清（Fetal bovine serum，FBS）。然而，胎

牛血清的应用存在局限性和安全性问题[9]，例如FBS中含有

异种蛋白质会引起免疫反应，潜在的病毒会通过细胞间接

传染给患者[10-13]，并且未明确的成分和批次间的差异会影

响研究和治疗结果的准确性[14]。因此，临床应用需要更安

全并能保持MSCs特性的无异种动物源培养基替代传统的含

FBS培养基。目前研究较多的是用人血清、血小板衍生物等

代替FBS[15-16]。尽管这些成分避免了由于异种蛋白质输入体

内引起的免疫反应，但其化学成分仍然不够明确，不利于

MSCs的深入研究和大规模培养。目前一些市售无血清培养

基价格昂贵而且没有公布培养基的具体成分，原代和传代

使用的培养基不同，细胞培养过程中需要较高密度接种才

能得到良好扩增，不利于MSCs的临床转化。本研究摸索出

化学成分明确的无血清培养基，不但可以进行ADSCs的原代

和传代培养，而且即使低密度接种间充质干细胞仍能保持

高效的扩增能力，为进一步临床转化研究奠定了基础。

1  材料和方法

1.1 实验材料：二氧化碳培养箱（SANYO，日本）；倒置

显微镜（Olympus，日本）；六孔板（Corning公司，美

国）；CD34、CD45、CD29、CD90、CD73、CD105、HLA-DR抗

体（Abcam，英国）；Fc Block（BD，美国）；α-MEM培

养基、DMEM培养基、非必需氨基酸、氢化可的松、抗坏血

栓、转铁蛋白、胰岛素、胎牛血清（Gibco公司，美国）；

EGF、bFGF、BDNF均购自美国Peprotech公司。

1.2 实验方法

1.2.1 人ADSCs的培养：本研究收集8例笔者医院整形外科

吸脂手术获取的腹部皮下脂肪组织。等体积0.9%生理盐水

清洗2次离心去除血水和油脂，按照1∶1比例加入浓度为

0.1%的Ⅰ型胶原酶充分混匀，37℃摇床每分钟150转消化

1.5 h，800 g离心10 min，弃掉上清，将细胞沉淀重悬于

DMEM/F12培养基中，混匀后用40μm孔径的细胞筛网过滤去

除细胞团块，400 g离心5 min弃掉上清并混匀细胞沉淀，

加入4 ml红细胞裂解液室温放置4 min后离心，DMEM/F12培

养基洗涤1次，细胞沉淀按照表1的分组方式加入培养基重

悬，分别接种至T75细胞培养瓶静止培养3 d，更换新鲜的培

养基，当细胞融合率达到80%～90%时，0.25%胰酶消化细胞

进行传代。

1.2.2 人ADSCs增殖能力检测：培养至第3代的ADSCs消化成

单细胞，计数后分别重悬于各组培养基中，调整细胞密度

为1×104个/毫升，接种至96孔板中，每组设置3个复孔，每

天取出一板，彻底吸弃原培养基，每孔加入含10% CCK-8的

新鲜培养基，37℃，5% CO2培养箱中孵育2 h，酶标仪测定

450 nm处的吸光值（OD）。以培养时间为横轴，吸光度值为

纵轴绘制细胞生长曲线。

1.2.3 人ADSCs成脂、成骨、成软骨诱导分化：将培养至

第3代的ADSCs消化成单细胞并计数，成脂、成骨诱导。24

孔板细胞接种密度为1×104/cm2，细胞贴壁24 h后更换为

成脂、成骨诱导培养基。成软骨诱导：将消化后的单细

胞按照每管5×106密度接种至15 ml离心管中，400 g离心

5 min，弃掉上清后每管加5 ml成软骨诱导培养基。诱导

分化的细胞每隔3 d半量换液，成脂诱导10 d、成骨诱

导14 d、成软骨诱导21 d分别进行鉴定。成脂诱导培养

基为：DMEM/F12基础培养基中添加100 ml/L 胎牛血清、

100μmol/L吲哚美辛、500μmol/L 3-异丁基-1-甲基黄嘌

呤（3-Isobutyl-1-methylxanthine，IBMX）、1μmol/L地

塞米松、10 μg/ml胰岛素）；成骨诱导培养基：DMEM/F12

基础培养液添加100 ml/L胎牛血清、10 mmol/L β甘油磷酸

钠、50 mg/L抗坏血酸、0.1μmol/L地塞米松；成软骨诱导

培养基：DMEM/F12培养基中添加100 ml/L胎牛血清、50μg/ml抗坏

血酸、10-7 mol/L地塞米松、6.25μg/ml转铁蛋白、1.25μg/ml

牛血清白蛋白、1 mmol/L丙酮酸钠、5.35 μg/ml亚油酸，

10 ng/ml TGF-β。

1.2.4 人ADSCs流式检测：培养至第3代的ADSCs消化成单细

胞，400 g离心5 min弃掉上清，PBS重悬，台盼兰染色细胞

计数，每个流式管5×105个细胞，离心后彻底弃掉上清，涡

旋振荡器充分混匀细胞，每管加5μl FcR Block，室温封

闭10 min，按照每个抗体使用说明书分别加入CD34、CD45、

CD29、CD73、CD90、CD105流式抗体，4℃避光孵育30 min。

每管加1 ml PBS缓冲液离心洗涤细胞，0.2 ml PBS缓冲液重

悬混匀细胞后上机检测。

1.3 统计学分析：采用SPSS 17.0软件进行统计分析，计量

A组

B组

C组

表1  培养基分组

组别                                                      材料

DMEM+NEAA（1%）+EGF（10 ng/ml）、bFGF（10 ng/ml）、BDNF（2 ng/ml）、Hydrocortisone（10 ng/ml）、Vitamin C（5μg/ml）、

Transferrin（10μg/ml）、Insulin（5μg/ml）

α-MEM+NEAA（1%）+EGF（10 ng/ml）、bFGF（10 ng/ml）、BDNF（2 ng/ml）、Hydrocortisone（10 ng/ml）、Vitamin C（5 μg/ml）、

Transferrin（10 μg/ml）、Insulin（5 μg/ml）

DMEM+10% fetal calf serum
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数据采用（x̄±s）表示，多组间比较采用单因素方差分析，

以P＜0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1 不同培养基ADSCs形态：采用无血清培养基培养的

ADSCs形态为细长的纤维状或多角形，细胞折光性强，胞体

有较为明显的立体感，细胞与细胞之间界限清晰，各组之

间形态没有明显差别。而含胎牛血清的培养基培养的ADSCs

胞体较宽大、扁平，细胞没有立体感，细胞之间界限不

清。各组培养基连续传过程中未发现细胞形态发生改变。

见图1。

    A组                   B组                    C组

图1  不同培养基培养48 h ADSCs形态（200×）

2.2 不同培养基ADSCs增殖情况：CCK-8检测结果显示，

ADSCs培养第5天，三组培养基ADSCs生长曲线大致呈“S”

形，细胞接种后24 h内生长较为缓慢，随后进入快速增殖

期，培养至第4天细胞增殖缓慢进入平台期。从生长曲线可

以看出，B组培养基细胞增殖速度明显高于A组和C组，而A

组培养基ADMSCs增殖能力要优于C组。见图2。

图2  不同培养基ADSCs增殖能力比较

2.3 不同培养基ADSCs分化能力：取第3代ADSCs成脂诱导

分化5 d，细胞表面可见大小不等的脂滴，继续诱导至第10

天，脂滴逐渐增多变大，油红“O”染色可见大小不等的红

色脂滴；成骨诱导分化1周，细胞表面出现颗粒样物质，随

着诱导时间的延长并逐渐增多，成骨分化2周，冯库萨染色

观察细胞成骨钙结节形成情况，各组均可见到黑色矿化结

节覆盖在细胞表面，见图3；成软骨诱导分化3周，培养管

中可见较为致密的细胞团，外观呈白色球状。冰冻切片后

的软骨细胞经阿尔法兰染色，细胞外基质呈蓝色，表明细

胞分泌较多的糖胺聚糖。各组培养基培养的ADSCs分化细胞

染色后，经Image J软件计算着色面积，统计分析发现各培

养体系ADSCs分化能力没有明显差别。

图3  不同培养基第3代ADSCs成脂、成骨、成软骨分化结果（200×）

2.4 ADSCs表面标记物的表达：三组培养基培养的第3代脂

肪源性间充质干细胞进行表面标记物流式检测，结果显

示，与含血清培养基培养的间充质干细胞比较，两组无血

清培养基培养的ADSCs高表达CD29、CD73、CD90、CD105，

阳性率均高于95%，低表达CD34、CD45、HLR-DR，阳性率低

于1%（见图4），各组之间差异无统计学意义。

3  讨论

间充质干细胞可以从人体的不同组织中获取，因其具

有自我更新、多向分化能力以及旁分泌效应[17]使其成为再

生医学领域重要的细胞来源。由于骨髓来源MSCs可获取细

胞数量有限，随着年龄的增长，骨髓MSC的数量和增殖能

力出现明显的下降[18-19]，使骨髓不再是MSCs的首选来源。

目前，人们正在关注其他来源的MSCs，这些来源的MSCs具

有易获得、侵入性操作少，并且具有较高的增殖和分化潜

能，例如脂肪组织来源的MSCs[20]。

培养基中添加的血清成分，无论是来源于动物还是

人类，都是异质性的，并且存在未知病毒感染、免疫反应

和批次间差异等潜在问题，这会导致培养的细胞重复性较

差，从而引起细胞群体的异质性[21]，影响临床治疗效果。

有研究证明，细胞培养过程中血清的使用增加移植后的免

疫反应[22-23]，因此无血清培养体系可能会减少移植后免疫

抑制剂的使用。Lee JY等[24]在研究过程中发现，培养细胞

的基因和蛋白质表达可能因所用培养基而不同，含FBS的培

养基培养的MSCs更容易衰老。Nagasaki K等[25]研究结果表

明，与含10%胎牛血清培养基比较，无血清培养条件下的

MSCs可通过抑制炎症反应增强抗纤维化能力。目前市面已

有供应商提供的专门用于MSCs培养的无血清培养基，这些

培养基经过生产商的严格测试，符合GMP生产要求。但是，

商品化培养基并没有公布其具体成分和使用浓度，不能对

特定的细胞源或预期应用进行调整和优化，而化学成分限
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定的无血清培养基，因其含有精确浓度的细胞生长因子和

其它营养成分，更有利于MSCs的临床转化和研究。

MSCs培养所用基础培养基主要为DMEM和a-MEM。有研究

通过对比不同的基础培养基，结果显示a-MEM和低糖DMEM作

为基础培养基时，能够显著提升脂肪源性间充质干细胞的

扩增能力，并且在后续传代过程中，细胞形态和活力保持

稳定不变[26]。本研究发现，生长因子和其他添加组分不变，

a-MEM作为基础培养基比低糖DMEM更有利于ADSCs的扩增。

笔者团队在无血清培养基前期研究过程中发现，培养

基中添加bFGF和EGF可促进人ADSCs的增殖，这与文献报道

结果一致[27]。在此基础上尝试分别添加LIF、BDNF、NGF等

细胞因子，结果发现EGF、bFGF和BDNF细胞因子组合促进细

胞增殖效果最好（未在文中展示），推测可能是此三种因

子对细胞增殖产生了协同刺激作用，这与其他研究报道的

因子组合并不相同[28]，由此推测影响细胞增殖、活率、分

化能力等生物学特性的因素可能是生长因子与其他添加成

分，如胰岛素、转铁蛋白等协同作用的结果。无血清培养

基中胰岛素的作用是帮助细胞利用葡萄糖和氨基酸，转铁

蛋白是铁转运蛋白，因为游离铁对细胞有毒性作用[29]。

本研究对比了两种无血清培养基与含胎牛血清培养基

对MSCs增殖、分化及免疫表型的影响，结果表明，两组无

血清培养基与含胎牛血清的培养基比较，ADSCs特异性标记

物CD29、CD73、CD90、CD105没有显著差异，两组无血清培

养基均显示比含胎牛血清组培养基具有更高的扩增能力；两

组无血清培养基比较，α-MEM作为基础培养基时细胞增殖能

力更强。影响培养基生物学特性的因素除了基础培养基、细

胞因子和蛋白外，培养基的渗透压，pH值、光照条件等物理

性质的改变对细胞的影响同样非常重要[30-31]。对比不同培

养体系对细胞生物学特性的影响，除了检测细胞增殖、表

面标志物以及定向分化等基本特性外，还应该考虑细胞

在基因、蛋白表达方面的差异以及对疾病的治疗效果，

鉴于此，在后续研究过程中笔者团队会进一步对无血清

培养基获得的MSCs生物学特性包括基因、蛋白质组学等方

面进行更为全面的检测与验证，同时与市售商品化培养基

比较对疾病的治疗效果，为干细胞临床转化提供高品质的

MSCs产品。
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