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　　【摘要】　目的　研究人脂肪来源间充质干细胞（ｈｕｍａｎ ａｄｉｐｏｓｅ-ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ｈＡＤＳＣｓ）的制备及其质量检验方法，为
临床研究提供安全合格的干细胞。 方法　取 ５０例人吸脂术抽取的脂肪，剪碎，用胰酶和胶原酶消化、分离、培养，并按照枟干
细胞制剂质量控制及临床前研究指导原则枠对其进行细胞形态、数量、活率、无菌、支原体、人源特定病毒及猪源病毒、内毒素、
免疫抑制活性、分化能力、免疫表型等检测及染色体核型。 结果　５０ 例 ｈＡＤＳＣｓ；细菌、内毒素检测阴性，无内外源致病菌；干
细胞免疫表型检测 ＣＤ９０、ＣＤ１０５表达阳性，阳性率＞９５％，ＣＤ３４ 、ＣＤ４５和 ＨＬＡ-ＤＲ表达阴性，阳性率＜２％；具有成骨、成脂分
化潜能；能抑制异体淋巴细胞的增殖。 间充质干细胞活性冻存前≥９２％，冻存复苏后≥８２％。 结论　按照本工艺及标准制备
的 ｈＡＤＳＣｓ符合质量控制标准，为同类干细胞制备及其检定过程标准化提供了试验依据。
　　【关键词】　脂肪干细胞；间充质干细胞；质量控制；免疫表型；分化潜能；染色体核型分析
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　　人脂肪来源间充质干细胞（ｈｕｍａｎ ａｄｉｐｏｓｅ-ｄｅ-
ｒｉｖｅｄ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ｈＡＤＳＣｓ），是从脂肪组织中分离获
得的一种具有自我更新及多向分化潜能的干细

胞［１］ ，是极具前景的组织工程和基因治疗的种子细
胞。 由于获取人体干细胞的来源、制备条件、检测手
段的差异，临床转化产生的治疗效果参差不齐，甚至
带来不安全隐患，因此干细胞质量规范管理尤为重
要。 笔者按照国家枟干细胞制剂质量控制及临床前

研究指导原则枠，建立 ｈＡＤＳＣｓ制备流程及质量安全
检验系统，为临床应用研究 ｈＡＤＳＣｓ 提供了安全的
保障，同时为同类干细胞制备及检验提供标准化流
程。 我科自 ２０１１ 年 ９ 月开展 ｈＡＤＳＣｓ 提取、分离、
培养、鉴定、保存，共计 ５０ 例，并将其运用慢性创面
的治疗、软组织的修复重建、周围神经组织的功能恢
复、黏膜组织的再生，取得较好的临床效果［２］ 。

1　材料与方法

1．1　组织来源、主要试剂　脂肪组织来自要求进
行慢性创面的治疗、软组织的修复重建、周围神经组
织、黏膜组织损伤的患者，共 ５０例，年龄 ２５ ～４５ 岁，
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无系统性疾病、传染病和性病。 术前均签订知情同
意书。 ２０ ｍｌ注射器建立负压，用 ２ ｍｍ（外径） ×６０
ｍｍ的不锈钢吸脂针抽取脂肪。 吸取脂肪 １５ ｍｌ，经
过纱布过滤后，把已经破坏的脂肪细胞、残留较粗血
丝和较大组织块冲洗掉后，将过滤好的脂肪用无菌
容器保存好以制备脂肪干细胞。 α-ＭＥＭ 培养液，
间充质干细胞原代培养液、Ⅰ型胶原酶、０．２５％胰
酶、胎牛血清、ＰＢＳ 缓冲液、内毒素工作标准品等均
购自中国食品药品检定研究院；梅毒螺旋体抗体诊
断试剂盒、丙型肝炎病毒抗体诊断试剂盒、乙型肝炎
病毒抗体诊断试剂盒、人免疫缺陷病毒抗体诊断试
剂盒均购自英国新创科技有限公司。
1．2　仪器　Ｈｅａｌ Ｆｏｒｃｅ 二氧化碳培养箱 ２ 个购自
上海力申科学仪器有限公司，倒置生物显微镜及镜
头相机各 １个均购自重庆奥特光学仪器有限责任公
司， ｔｈｅｒｍｏ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ２ 个、全套量程移液器一套、海
尔冰箱、ＳＨＡ-Ｃ水浴振荡器 １ 个均购自金坛市天竟
实验仪器厂，Ｈｅａｌ Ｆｏｒｃｅ 生物安全柜 １ 个购自上海
力申科学仪器有限公司。
1．3　方法
1．3．1　ｈＡＤＳＣｓ制备　脂肪颗粒 １５ ｍｌ，离心 １ ０００
ｒ／ｍｉｎ，５ ｍｉｎ。 取上层脂肪组织及下层细胞。 向脂
肪组织中加入终浓度０．１％的胰蛋白酶和胶原酶。
放入 ３７ ℃的水浴摇床中消化 ３０ ｍｉｎ。 离心 ７００ ｇ／
ｍｉｎ，５ ｍｉｎ。 留取下层细胞，将两细胞混匀，加 ＰＢＳ
缓冲液重悬细胞，再次离心 ７００ ｇ／ｍｉｎ，５ ｍｉｎ。 原代
培养液重悬细胞后接种至培养瓶，３７ ℃、５％的二氧
化碳培养箱中培养。 记为 Ｐ０ 代。 观察细胞生长情
况。 首次第 ３天半量换液，以后每 ３ ｄ换液一次，细
胞达 ９０％融合时传代培养，用 ０．０５％胰蛋白酶消
化，按照 １∶４ 的比例传代。 传至第 ３ 代做鉴定及
移植。
1．3．2　细胞形态及活性　通过光学倒置显微镜观
测细胞形态，通过胎盘蓝染色确定细胞数及细胞
活率。
1．3．3　细胞倍增时间测定　分别取第 １、３、５ 代细
胞，消化计数，接种于 ２４ 孔板内，每天细胞计数，绘
制生长曲线。
1．3．4　无菌试验　按枟中华人民共和国药典枠２０１０
年版三部附录ⅫＡ 无菌检测法进行；利用全自动微
生物培养检测系统：取样本分别加入至需氧培养瓶
（ＢＰＡ）和厌氧培养瓶（ＢＰＮ）中。 将 ＢＰＡ 和 ＢＰＮ 置
入全自动微生物培养检测系统，３７ ℃培养 ７ ｄ。
1．3．5　支原体检测　按枟中华人民共和国药典枠［３］

２０１０年版三部附录ⅫＢ支原体检测法进行。
1．3．6　人源特定病毒检测　采用 ＥＬＩＳＡ法和实时
定量 ＰＣＲ法检测ＨＣＶ、ＨＢＶ、ＨＩＶ、ＥＢＶ、ＣＭＶ、ＨＴＬＶ
等人源特定病毒的表达。
1．3．7　猪源病毒检测　采用 ＥＬＩＳＡ 法检测胰酶中
猪细小病毒。
1．3．8　内毒素检测　按枟中华人民共和国药典枠［３］

２０１０年版三部附录ⅫＥ 细菌内毒素检测法中的方
法Ⅰ凝胶法进行。
1．3．9　ｈＡＤＳＣｓ 免疫表型鉴定　通过流式细胞仪
测定 ｈＡＤＳＣｓ 表面标记物 ＣＤ１３、ＣＤ２９、ＣＤ３１、ＣＤ３４、
ＣＤ４５、ＣＤ４４、ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＣＤ１０５ 和 ＨＬＡ-ＤＲ 的表
达情况。
1．3．10　染色体核型分析　取传代后 ３ ～４ ｄ处于
增值指数期的细胞（Ｐ３ 代），更换新鲜培养液，加入
２０ μｇ／ｍｌ的秋水仙素 １２５ μｌ，作用 ４ ｈ，吸取含秋水
仙素的培养液，加入胰酶消化细胞，细胞沉淀用低渗
液处理 ５ ｍｉｎ，然后加入固定液固定细胞。 进行 Ｇ
带染色，显微镜观测。
1．3．11　ｈＡＤＳＣ 分化能力检测　（１）成骨诱导分
化。 配制成骨诱导培养液（１０ ｍｍｏｌ／Ｌ β-甘油磷酸
钠、１０ ｎｍｏｌ／Ｌ地塞米松、５０ ｍｇ／Ｌ 维生素 Ｃ、１， ２５-
维生素 Ｄ３ ）；Ｐ３ 代细胞以 ２ ×１０３ 个／ｃｍ２ 的浓度接

种于 ６孔板中，等细胞生长至 ８０％融合后，更换为
成骨诱导培养液，于诱导 ２、３ 周后，进行茜素红染
色，去培养液，ＰＢＳ洗 ２次；７０％乙醇固定，４ ℃，１ ｈ；
ＰＢＳ洗 ２次，４０ ｍｍｏｌ／Ｌ茜素红溶液室温染色 １ ～１０
ｍｉｎ。 镜下观测，照像。 （２）成脂诱导分化。 除常规
细胞培养的基础培养液以外，加 ０．５ ｍｍｏｌ／Ｌ 异丁
基-甲基黄嘌呤、６０ μｍｏｌ／ｌ吲哚美辛、０．５ μｍｏｌ／Ｌ氢
化可的松和 １０ μｇ／Ｌ的胰岛素，细胞在此种培养液
诱导 ４周后检测，去培养液，用 ＰＢＳ洗 ２次，甲醛-钙
室温固定 １５ ｍｉｎ；ＰＢＳ洗 ２次，６０％异丙醇染 １ ｍｉｎ；
去异丙醇，油红 Ｏ工作液室温染色 ３０ ｍｉｎ。 ６０％异
丙醇浸洗 １次，ＰＢＳ洗 ２ 次，镜下观测，照相。
1．3．12　异常免疫学反应　在体外淋巴细胞及树
突状细胞培养中加入异体 ｈＡＤＳＣｓ，作用 ６ ｄ 后，未
见淋巴细胞和树突状出现明显的增殖。 对照组细胞
生长良好。

2　结　　果

2．1　细胞形态及活性　原代培养 ４８ ｈ后８０％细胞
已贴壁，成梭形（图 １Ａ）。 未贴壁的圆形淋巴细胞，
经过换液、传代，淋巴细胞基本消失，７ ｄ 后细胞基
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本融合成单层，呈长梭形漩涡状排列（图 １Ｂ）；细胞
传至第２ 代，未见形态上有任何差异（图 １Ｃ）。 锥虫

蓝染色结果显示细胞活率≥９２％，冻存复苏后
≥８２％。

图 1　原代人来源脂肪干细胞形态观察（ ×40）
　　Ａ．接种后 ４８ ｈ倒置显微镜下，大部分细胞已经贴壁，成梭形，同时混有少量未贴壁的圆形淋巴细胞； Ｂ．接种 ７ ｄ后倒置显微镜下，细胞基

本融合成单层，呈长梭形漩涡状排列； Ｃ．第三代形态上与接种 ４８ ｈ后相近，细胞呈现旋涡状生长

2．2　细胞生长情况　ＣＡＤ 软件显示，细胞生长曲
线第 １ ～２天细胞生长缓慢，第 ３ ～５ 天处于快速增
殖期，第 ７天以后细胞生长缓慢，处于相对停止期，
第 １、３、５ 代细胞生长曲线无明显差异（图 ２）。

图 2　人来源脂肪干细胞生长曲线
Ｐ１、 Ｐ３、 Ｐ５ 分别表示 １、３、５ 代

2．3　无菌试验　取第 ３ 代自体脂肪干细胞，依据
枟中华人民共和国药典枠无菌试验检测 ５０ 例，均无
细菌生长，全自动微生物培养检测均为阴性。
2．4　支原体检测　取第 ３ 代自体脂肪干细胞依据
枟中华人民共和国药典枠支原体检测规程进行，不同
时间对同一标本进行检测，结果均为阴性。 ５０ 例结
果同样。
2．5　细胞内外源致病因子的检测　５０ 例均取第
３代自体脂肪干细胞结合 ＥＬＩＳＡ 和实时定量 ＰＣＲ的

方法，对人源特定病毒包括 ＨＩＶ、ＨＢＶ、ＨＣＶ、ＥＢＶ、
ＣＭＶ、ＨＴＬＶ、ＴＰ进行检测，检测结果均为阴性，因细
胞穿代过程中要使用胰酶，因此，利用 ＥＬＩＳＡ 的方
法检测猪源细小病毒，结果显示病毒为阴性。
2．6　内毒素检测结果　５０ 例取第 ３ 代自体脂肪干
细胞通过凝胶法检测细胞培养上清中内毒素含量为

（２．３７ ±１．０３）ＥＵ／ｍｌ。
2．7　ｈＡＤＳＣｓ 免疫表型检测　ＣＤ９０、ＣＤ１０５ 表达呈
阳性，阳性率＞９５％；ＣＤ３４ 、ＣＤ４５ 和 ＨＬＡ-ＤＲ表达
阴性，阳性率＜２％（图 ３）。
2．8　ｈＡＤＳＣｓ 染色体核型分析　细胞染色体核型
为 ４６ＸＹ或 ４６ＸＸ，正常率达到 １００％（图 ４）。
2．9　ｈＡＤＳＣｓ 的分化能力　ｈＡＤＳＣｓ 经成骨诱导
后，细胞由长梭形逐渐变为多边形、不规则形，１ 周
后细胞开始呈簇状生长，聚集成团；２ 周时细胞团逐
渐增大，４周时可见明显的钙结节形成；行茜红素染
色，镜下见红色钙结节（图 ５Ａ）。 ｈＡＤＳＣｓ 经成脂诱
导后，细胞生长缓慢，逐渐由长梭形变为多边形、圆
形、椭圆形，细胞体积减小。 １ 周后细胞胞浆内出现
脂滴并逐渐聚集，２周时可见大量脂滴形成，随着诱
导时间的延长，脂滴逐渐增多增大，４ 周时多数细胞
被诱导成脂肪样细胞，油红 Ｏ 染色阳性，可见明显
的脂肪形成（图 ５Ｂ）。
2．10　异常免疫学反应　ｈＡＤＳＣｓ 对人淋巴细胞及
树突状细胞的增殖具有抑制作用。
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图 3　人脂肪来源间充质干细胞免疫表型
ＣＤ９０、ＣＤ１０５ 表达阳性，阳性率 ＞９５％，ＣＤ３４ 、ＣＤ４５ 和 ＨＬＡ-ＤＲ 表达阴性，阳性率 ＜２％

图 4　人脂肪来源间充质干细胞染色体核型分析
细胞染色体的形态、结构和数目均未见异常，呈二倍体结构，显

示其核型是稳定的

图 5　第 2代人脂肪干细胞成骨和成脂诱导培养
Ａ．成骨诱导培养（碱性磷酸酶染色， ×４００）；

Ｂ．成脂诱导培养（油红 Ｏ 染色， ×４００）

3　讨　　论

　　ｈＡＤＳＣｓ 是来源于脂肪组织的一类具有增殖能
力强和多项分化潜能的成体干细胞，在特定条件下
可以向肌肉、软骨、脂肪、表皮，造血、神经等中胚层
来源的组织细胞分化，具有取材容易、创伤小、细胞
增殖快、不会引起伦理学争议等优点。 国内外已开
展多项 ｈＡＤＳＣｓ临床应用研究，主要包括骨关节疾
病、创面修复、组织填充、心血管疾病等多个
方面［ ４-７］ 。
目前，间充质干细胞分离方法主要包括胶原酶

消化法或组织块贴壁分离等方法［８］ 。 胶原酶消化
法获去脂肪干细胞，操作复杂，药品用量不易控制，
难于规范，直接影响细胞的产出及质量安全。 单纯
酶消化法虽然一次可获得较大的细胞量，但组织需
要经过中性蛋白酶和胰酶、蛋白酶两次消化处理，而
后者对细胞的损伤作用已被证实。 尤其对于贴壁依
赖性细胞来说，细胞膜表面分泌形成的黏蛋白膜，使
细胞易于黏附支持物表面。 细胞消化时，如果当胰
酶将细胞分泌的黏蛋白膜水解后未能及时终止其作

用，胰酶有可能对细胞内某些蛋白质发动进攻，造成
其解离，进而诱导细胞发生凋亡。 组织块贴壁分离
法在实际操作中得到的仍是一种混合细胞，其中混
杂有部分前体细胞，如何纯化获得单纯脂肪干细胞，
是该方法主要的问题。 本研究联合酶消化法和组织
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块法的优点，采用低转速离心细化脂肪组织，减少对
脂肪细胞的破坏，减少胶原酶用量，酶消化时间短，
减少了细胞损伤、污染的概率，提高细胞的活性，降
低诱导细胞凋亡的因素，细胞产率高，传代后细胞形
态及增殖活性最稳定，操作更加简单，更节约了
成本。
本研究根据国家２０１４ 年枟干细胞制剂质量控制

及临床前研究指导原则枠对 ｈＡＤＳＣｓ 进行细胞形态、
数量、活率的检定。 锥虫蓝染色结果显示细胞活率
≥９２％，冻存复苏后≥８２％。 并按枟中华人民共和
国药典枠对 ｈＡＤＳＣｓ 进行无菌、支原体、人源特定病
毒、猪源病毒、细菌内毒素等一系列检测；确保 ｈＡＤ-
ＳＣｓ无菌、无内毒素、无内外源致病因子；行茜红素
染色，镜下见红色钙结节。 油红 Ｏ 染色阳性，可见
明显的脂肪形成。 结果显示，ｈＡＤＳＣｓ 具有成骨和
成脂等多向分化的潜能。
流式细胞学检测证实，实验产出的 ｈＡＤＳＣｓ 具

有与其他来源问充质干细胞相似的性质，包括细胞
形态、免疫表型、增殖活性［９］ 。 流式细胞学检测发
现，与骨髓问充质干细胞相似，ｈＡＤＳＣｓ 免疫标志物
表达水平会随着传代发生变化，ＣＤ９０、ＣＤ１０５ 表达
呈阳性，阳性率 ＞９５％；ＣＤ３４、ＣＤ４５ 和 ＨＬＡ-ＤＲ 表
达阴性，阳性率 ＜２％。 ＣＤ１３、ＣＤ２９、ＣＤ４４、ＣＤ７３、
ＣＤ９０、ＣＤ１０５ 等随着传代次数增多表达会明显增
强，而标志物 ＣＤ４４ 一直持续高表达。 证实本研究
分离培养的 ｈＡＤＳＣｓ 可能更均一，在本培养体系中
性质更稳定。 细胞表型的研究对于干细胞的检定及
干细胞诱导分化条件、过程、及结果的研究都具有指
导作用［１０］ 。

ｈＡＤＳＣｓ 与干细胞有相近的低免疫源性，同时
具有一定的免疫调节能力，可以抑制淋巴细胞、树突
状细胞的增殖和降低其功能［１１］ 。 为了防止出现异
常免疫反应，本实验用对照比较测定了对淋巴细胞
的抑制作用。
本研究按照国家枟干细胞制剂质量控制及临床

前研究指导原则枠和枟中华人民共和国药典枠分离培
养检定 ｈＡＤＳＣｓ，并结合 ｈＡＤＳＣｓ 的特点，进行制备
和检定，可以取得细胞数量可观、增殖活性稳定、质
量可靠的、安全应用临床的间充质干细胞。
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