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水动力辅助吸取成人脂肪来源干细胞的体外分离、培养和鉴定研究
陈 阳1, 宋良萍2，察鹏飞1，彭 铮1，何 宇1

（1.福州市皮肤病防治院整形美容外科  福建 福州  350025；2.福建国际旅行卫生保健中心  福建 福州  350001）

[摘要]目的：探索成人脂肪来源干细胞的体外分离、培养和鉴定的可行方法，为其广泛应用研究提供实验依据。方法：采用

Body-jet水动力辅助吸脂系统自成人下腹部皮下脂肪丰厚区抽吸获取颗粒脂肪100ml，酶消化法分离、培养干细胞，倒置显

微镜下观察细胞形态并绘制细胞生长曲线，计算细胞群体倍增时间。以第2代细胞进行免疫组织化学染色，鉴定其表面分子

CD44表达。取3代细胞用含10%胎牛血清、1%青链霉素原液、1µmol/L地塞米松、l0µmol/L胰岛素、0.5mmol/L IBMX的高糖

DMEM培养基中成脂诱导培养1周，观察细胞形态变化。2周后再进行成脂、成骨、成软骨、成肌诱导分化培养与鉴定。结果：

成人脂肪组织中含有大量间充质干细胞，呈成纤维细胞样贴壁生长，细胞群体倍增时间约为60h；免疫组织化学染色鉴定CD44

阳性；油红O染色、碱性磷酸酶染色、Ⅱ型胶原染色、肌浆球蛋白染色均呈阳性。结论：初步建立了一种自成人脂肪组织中分

离、培养和鉴定脂肪来源干细胞的便捷方法，为其能够作为组织工程理想的种子细胞和广泛应用于临床提供了实验依据。
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Study on Isolation, Cultivation and Identification of the Adipose-derived Stem Cells 
from Liposuction with Body-jet System
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Abstract: Objective  To explore a feasible method which can be used to isolate, culture and identify the adipose-derived stem 
cells from human adipose tissue in vitro in order to provide experimental basis for its extensive application.  Methods  100ml 
fat was obtained from subcutaneous fat rich region of lower abdomen with Body-jet system. The stem cells were isolated and 
cultured by enzyme digestion. They were observed under inverted microscope each day and the cell growth curve and double 
time were taken. The second generation cells were stained immunohistochemically and identified by the surface molecule 
CD44. The third generation cells were cultured inductively into adipose by DMEM medium supplemented with 10% fetal 
bovine serum, 1% ABAM, 1µmol/L dexamethasone, 10µmol/L insulin and 0.5mmol/L IBMX for one week and the cell 
morphologic change was observed. 2 weeks later, they were induced to differentiate into adipose, bone, cartilage and muscle 
and were identified as stem cells then.  Results  There was a large amount of mesenchymal stem cells in human adipose tissue. 
They grew attaching to the culture flask as fibroblasts. Their double time was about 60 hours. Immunohistochemical staining 
showed that most of the cultured cells were CD44 positive and presenting positive reaction by staining with oil red O, alkaline 
phosphatase, type Ⅱ collagen and sarcoplasmic globulin.  Conclusion  A simple and convenient method to isolate, culture 
and identify the adipose-derived stem cells (ADSCs) from human liposuction was successfully established, providing the 
experimental basis on the extensive application for ADSCs as ideal seed cells in tissue engineering and clinic.
Key words: Body-jet liposuction system; adipose-derived stem cells; isolation; culture; identification
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间充质干细胞(mesenchymal stem cells，MSCs)是

机体中一小部分具有扩增和多向分化能力的非造血基质细

胞，属于成体干细胞的一种，可以通过诱导向特定的细胞

系进行分化，并最终达到构建特定组织的目的，由于其体
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外高增殖率及多向分化潜能，已成为组织工程研究中种子

细胞的重要来源[1-2]。虽然骨髓间充质干细胞(bone marrow 

mesenchymal stem cells，BMSCs)早已成功获取，并曾成

为干细胞的主要来源，但是抽取骨髓不仅会给供体造成痛

苦，而且来源有限，且存在伦理问题，所以其广泛应用受

到限制[3-4]。近年来学者们研究发现，脂肪组织中也含有

大量具有自我更新能力和多向分化潜能的间充质干细胞，

类似于骨髓间充质干细胞的特性，也称为脂肪来源干细胞

(adipose tissue-derived stem cells，ADSCs)，其来源

充足，且体外培养扩增速度快，不必进行永生化就能获得

足够的细胞，可充分满足临床治疗需要，被认为是一种理

想的组织工程种子细胞来源，并已越来越多被应用于构建

组织工程研究[5-7]。而水动力辅助吸脂具有取材简便、损伤

小，抽吸后残留于供区的脂肪组织仍可扩增等优点，已广

泛应用于美容外科吸脂手术[8]。然而，如何分离成人ADSCs

并进行体外传代培养以及多系定向诱导分化已成为目前迫

切需要解决的问题。为此，参考相关学者的研究方法，并

进行综合和改进，以探索ADSCs的体外分离、培养与鉴定的

便捷方法，以期为其能够作为组织工程理想的种子细胞及

广泛应用于临床提供实验依据，现报道如下。

1  材料和方法

1.1 脂肪组织取材：选择成人脂肪丰厚的部位，如腹、腰、

臀、股等部位（图1）。皮下浸润注射局部肿胀麻醉液麻醉

（肿胀液：林格氏液1 000ml+2%盐酸利多卡因15ml+肾上腺

素1mg+5%碳酸氢钠溶液12.5ml），于吸脂部位隐蔽处，采

用11号刀片作3～5mm皮肤切口，选用直径3.8mm抽吸灌注探

针，负压设置-0.5～-0.6bar，水流喷射强度2～3级，由深

层向浅层呈扇形反复抽吸获取脂肪颗粒组织（图2）。

图1  腹部脂肪抽吸示意图

1.2 脂肪颗粒组织的纯化：在4℃～10℃条件下，于注射器

内用林格氏液反复清洗吸取的脂肪颗粒组织，去除混杂的

血液、肿胀液、破碎脂肪细胞和纤维组织，获得纯化脂肪

颗粒组织。

1.3 试剂及耗材：高糖DMEM培养基、青链霉素原液、I型

胶原酶、PBS、胰蛋白酶、地塞米松、IBMX（Gibco BRL公

司），胎牛血清购自PAA公司，胰岛素购自Cenview公司，油

红“O”购自Amresco公司，抗CD44单克隆抗体及细胞免疫组

织化学SP Kit检测试剂盒购自zymed公司，15ml、50ml尖底

离心管、25cm2培养皿、一次性3ml吸管、55cm2培养瓶（美

国Corning公司），超净工作台(苏州净化总厂) ，CO2培养

箱(德国Heraeus公司)，脂肪来源干细胞成骨、成软骨、成

脂、成肌分化诱导液（赛业广州生物科技有限公司）。

1.4 方法

1.4.1 ADSCs的分离与原代培养：取抽吸的脂肪颗粒组织约

20ml，浸于DMEM基础培养基中，于取材后2h内在超净工作

台中用PBS洗涤，进一步去除脂肪组织中肉眼可见的纤维及

血管成分，剪切约20min，加入1%胶原酶(体积约为脂肪组

织的2倍)，在37℃下消化40min，并不断震荡或搅拌，用

含10%胎牛血清的高糖DMEM培养基终止消化。200目滤网过

滤，1 300r/min离心5min，弃去上层漂浮的脂肪细胞和培

养液，沉积的细胞用少量DMEM基础培养基制成细胞悬液，

吹打均匀，接种于1～2瓶50ml培养瓶内。培养瓶内加入适

量含10%胎牛血清和1%青、链霉素原液的高糖DMEM培养基，

混合均匀，置于37℃、5%CO2培养箱内孵育。24h后首次换

液，去除悬浮细胞。随后每2～3d换液，约1周后细胞达

70%～80%融合时即可进行传代培养。

1.4.2 细胞传代培养：以0.25%胰蛋白酶和0.02% EDTA进

行消化，于室温下消化lmin，在倒置显微镜下观察见胞质

回缩、细胞间隙增大，立即吸出消化液，加入适量基础培

养基终止消化，用吸管将细胞吹打下来，800r/min离心

5min。用含10%胎牛血清，1%青、链霉素原液的高糖DMEM培

养基重悬沉积细胞，按1传2的比例进行传代。当传代细胞

生长接近单层汇合70%时，可继续传代。

1.4.3 绘制细胞生长曲线：将细胞悬液混匀，计数，调整

细胞浓度为2×104个/ml，接种于96孔细胞培养板，每孔

100µl。从第2天起每日随机取3孔，胰蛋白酶消化细胞，

分别用血球计数板在倒置显微镜下计数，取其均数，以时

间(d)为横坐标，吸光度值（A570nm）为纵坐标，绘制生长曲

线。并根据Patterson公式Td=T×lg2／lg(Nt／N0)计算出

注：A.术中水动力吸脂；B.获取的脂肪颗粒

图2  水动力吸脂获取脂肪组织

A B
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细胞群体倍增时间。

1.4.4 免疫细胞化学检测：取第2代细胞爬片用于免疫细胞

化学检测。室温下，0.01mol/L PBS液洗去培养基，丙酮固

定10min，PBS液漂洗3次，每次5min。加入3%H2O2,于37℃

作用10min，PBS冲洗。加入3%TritonX-100，37℃下作用

30min，PBS冲洗。血清封闭液37℃封闭15min，按1:200用

PBS稀释的CD44-抗湿盒中4℃过夜。次晨0.01mol/L PBS液

冲洗，滴加生物素标记二抗，37℃作用60min，PBS冲洗。

加入HRP标记生物素抗体，37℃作用60min，PBS冲洗，DAB

显色，冲洗，脱水，明胶甘油封片，荧光显微镜下观察。

1.4.5 多系定向诱导分化：取传代培养的3代细胞，胰酶消

化细胞，分别用成脂细胞培养基（高糖DMEM培养基中含体

积分数为10%胎牛血清，1%青、链霉素原液，10µmol/L地塞

米松，10µmol/L胰岛素，20µmol/L消炎痛)、成骨细胞培养

基（高糖DMEM培养基中含体积分数为10%胎牛血清，1%青、

链霉素原液，0.1μmol/L地塞米松，50μmol/L抗坏血酸磷

酸钠，10μmol/L β2磷酸甘油）、成软骨培养基（高糖

DMEM培养基中含体积分数为10%胎牛血清，1%青、链霉素原

液，6.25mg/L胰岛素, 10μg/L TGF-β，50μmol/L抗坏血

酸磷酸钠）、成肌肉培养基（高糖DMEM培养基中含体积分

数为10%胎牛血清，1%青、链霉素原液，50μmol/L氢化可

的松）重悬细胞，接种于55cm2培养皿中，于37℃，5%CO2孵

箱中培养，诱导分化2周后在相差显微镜下观察，对成脂诱

导组进行油红“O”脂肪颗粒染色，对成骨诱导组进行碱性

磷酸酶组化染色，对成软骨诱导组进行Ⅱ型胶原染色，对

成肌诱导组进行肌浆球蛋白组化染色。

2  结果

2.1 细胞形态学观察结果：接种后细胞在24h内贴壁，初为

小圆形，细胞大小不等，核/浆比例较大，细胞核几乎充满

胞浆。2～4d后可见细胞伸展，大多数细胞为长梭形，核椭

圆形，较大，期间也可见形态、体积不一的多种细胞成分

（图3）。此后细胞增殖旺盛，原代培养的细胞7～10d后即

达70%～80%融合并可进行常规传代培养，传代后细胞形态

无大变化，2～4d左右可达到单层汇合约80%，可再次进行

传代。体外培养10代以后，细胞的增殖速度无明显减慢。

2.2 细胞生长曲线：细胞数量逐渐增多，第2天左右进入指

数增长期，第6天左右到达高峰，细胞群体倍增时间约为

60h（图4）。

2.3 细胞免疫化学鉴定结果：约70%的培养细胞胞浆内有大

量黄褐色颗粒，显示对CD44抗原呈阳性反应（图5）。

2.4 多系定向诱导分化结果：加入成脂诱导培养基诱导培

养2～4d后，培养皿中出现含有脂滴的脂肪细胞，1周后达

到高峰，同时细胞中小脂滴逐渐融合，形成大的脂滴，并

开始向外界分泌，此时油红“O”染色后细胞内出现大量红

染颗粒，证明镜下所见细胞内颗粒确为脂滴（图6）。相同

方法证实成骨诱导碱性磷酸酶组化染色呈阳性(图7)，成软

骨诱导Ⅱ型胶原染色呈阳性（图8），成肌诱导肌浆球蛋白

组化染色呈阳性（图9）。

        

3  讨论

2001年，Zuk等以外科切除或吸脂方式获取的人或大鼠

脂肪组织为研究对象，按照Katz等[9]的干细胞分离方法，

将脂肪组织切碎，经I型胶原酶消化、离心等简单处理获

得在显微镜下呈成纤维细胞形态的细胞群，称其为加工过

的脂肪抽吸物细胞，体外培养过程中发现该细胞群具有稳

定的倍增效应和低衰老性，且能够向多种细胞类型分化，

与干细胞所特有的多向分化潜能及自我复制能力等基本特

征一致。由于该细胞群可从脂肪组织抽吸物中大量分离获

取，平均每300ml抽吸脂肪组织中可得到2×108～6×108

个细胞，进行原代培养，传代后的细胞称为脂肪组织源性

间充质干细胞, 由于该细胞具有骨髓间质干细胞的多数特

性，习惯上也把这种细胞称为脂肪干细胞[10]。

ADSCs是脂肪组织中的一种潜在细胞资源，具有一般

ASCs的特点，在分离、培养、扩增、鉴定和分化的方法上

也与大多数干细胞相同，它们可以自我更新，繁殖产生更多

图5  传代细胞CD44呈阳性

表达（免疫组织化学染色，

400×）

图6  成脂诱导后细胞油红

“O”染色

图7  成骨诱导碱性磷酸酶

组化染色阳性

图8  成软骨诱导Ⅱ型胶原

染色阳性 

图9  成肌诱导肌浆球蛋白

组化染色阳性

图3  传代培养后细胞生长状况 图4  传代培养第3代ADSCs生长曲线

A 5
70

nm

培养天数
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的干细胞，同时也可以分化成各种各样的祖细胞，后者又可

进一步成熟发展成许多有特定功能的细胞系[11-12]。目前已

发现ADSCs的生长特点有：①细胞呈成纤维细胞样生长，胞

浆和核仁丰富，呈平行或漩涡样排列；②细胞周期分析显示

G0/G1期的细胞占69%，S期占24%，G2/M期占8%；③在胎牛血

清存在的条件下，传代培养的ADSCs每2～3d增殖1倍；④多

次传代(10～20代)后细胞增殖速度无明显减慢，在传代6次

后细胞群体中出现衰老细胞，第15代细胞群体中衰老细胞约

占15%[13]。ADSCs免疫表型：经流式细胞仪分析CD9、CD10、

CD13、CD29、CD44、CD49d、CD49e、CD54、CD55、 CD59、

CD90、 CD105、CD117、CD146、CD166、STRO-1均为阳性，

其中CD105、CD166和STRO-1被鉴定为多向分化潜能细胞的标

志分子，而CD31、CD34和CD45均为阴性，而且细胞表型与

BMSCs的表型基本相同[14]。脂肪组织与骨髓在胚胎发育过程

中均源自中胚层，因而有学者对ADSCs与BMSCs在细胞形态、

生长动力学、多向分化能力、细胞衰老性等各方面进行了比

较，结果发现二者差异仅表现在以下几个方面：①来源及

获取方式：BMSCs需要骨穿，经密度梯度离心方法获得，量

少，而ADSCs来自脂肪组织抽吸物，简单消化离心等步骤即

可获取，量大[15]；②细胞表面抗原：BMSCs与ADSCs在细胞

表面表达的CD抗原大多一致，但表达的细胞粘附分子略有不

同[16]；③体外培养方式：BMSCs体外培养时，血清质量与来

源对其生长和增殖有较大影响，而ADSCs体外增殖和分化时

并不需要添加特殊血清，且增殖速度快，不必进行永生化

处理就能获得足够的细胞用于移植[17]；④免疫标记：ADSCs

缺乏表达造血细胞及内皮细胞的标记分子，如：CD3、CD4、

CD11c、CD15、CD16、CD19、CD31、CD33、CD38、CD56、

CD62p、CD104、CD144。ADSCs表达CD49d，不表达CD106，而

BMSCs正好相反，表达CD106，不表达CD49d。另，由于ADSCs

来自自体，具备免疫相容性，不会产生排斥反应和伦理学问

题，也无继发传染病风险。因此，AMSCs目前已被越来越多

的学者认为是理想的干细胞来源[2]。

随着对于ASCs研究的不断深入，皮下脂肪组织来源间

充质干细胞分离和培养技术也逐渐得以完善，国外报道的

培养方法一般为经酶消化脂肪组织后，加入NH4CL以裂解

组织中的红细胞，但裂解液不仅可以裂解红细胞，同时会

对干细胞造成一定的损伤。本实验在酶消化脂肪组织后，

未加红细胞裂解液，而是通过频繁换液的方法去除细胞悬

液中悬浮的红细胞成分，同样获得了较高浓度的干细胞成

分。而且，本实验分离出的成人脂肪来源间充质干细胞多

系定向诱导分化方法简单易行，又经济实惠。由此可见，

本实验方法不失为一种成人脂肪来源间充质干细胞的体外

分离、培养与鉴定研究的可取方法。
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