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人脂肪干细胞膜片的构建及其生物学特性初探
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摘要：目的  利用分离纯化后的人脂肪干细胞 (adipose-derived stem cells，ADSCs) 构建 ADSCs 膜片，并探讨人 ADSCs 膜片

的生物学特性。方法  收集年轻女性腹部手术皮下脂肪组织，用酶消化法成功分离纯化人 ADSCs，进行流式细胞学鉴定，

使用含有活性因子的完全培养基诱导构建人 ADSCs 膜片后，扫描电镜观察细胞膜片组织形态，并采用 qRT-PCR 和 ELISA

检测人脂肪干细胞膜片相关促生长细胞因子及干性基因的表达水平。结果  成功分离人 ADSCs，流式细胞学鉴定发现其间

充质干细胞表面标记分子 CD29、CD44、CD90、CD105 均为阳性，造血干细胞表面标记 CD45 分子为阴性，符合 ADSCs

表面分子表达特点 ；人 ADSCs 进行成脂和成骨诱导后，油红 O 与茜素红染色阳性，提示人 ADSCs 具有多向分化潜能 ；

扫描电镜观察膜片中的细胞呈网格样叠加生长，细胞之间连接紧密 ；qRT-PCR 检测结果显示人 ADSCs 膜片中 TGF-β1、

FGF2、HGF、VEGF、Col 1A1 等促生长细胞因子和 OCT4、NANOG 等干性基因显著高表达。ELISA 检测结果显示人 ADSCs

膜片上清液高表达促生长细胞因子 TGF-β1、FGF、HGF、VEGF。结论  我们成功利用人 ADSCs 诱导成人细胞膜片，该膜

片可分泌更高含量的促生长细胞因子并表达更高水平的干性基因，为人 ADSCs 膜片应用于组织损伤修复提供了重要理论

依据。
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Preliminary study in construction and biological characteristics of human adipose-derived 
stem cells sheet
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Abstract: Objective  To construct human adipose-derived stem cells (ADSCs) sheet by isolated and purified ADSCs and explore 
its biological characteristics. Methods  Fatty samples were collected from young women's abdomen. Then human ADSCs were 
obtained by isolating and purifying the samples by collagenase digestion, and then identified using flow cytometry. Human ADSCs 
were incubated and cultured in complete medium and formed cell-sheet. The morphology and structure of cells sheets were observed 
by scanning electron microscope (SEM) and the expressions of growth factors and stem-related genes in cell-sheets were detected by 
qRT-PCR and ELISA. Results  Human ADSCs were cultured successfully in vitro, and mesenchymal stem cells markers including 
CD29, CD44, CD90, CD105 were positively expressed on human ADSCs while CD45 (one of hematopoietic stem cells markers) 
was negative, which was consistent with ADSCs' characteristics. After osteogenic and adipogenic induction, the calcified nodule 
and fat drops could be seen using Alizarin red staining and Oil red staining respectively, which suggested that the human ADSCs 
had multiple differentiation potential. SEM analysis revealed that highly adherent human ADSCs grew in dense layers. The mRNA 
level of growth factors including TGF-β1, FGF, HGF and VEGF and the expression of stem-related genes like NANOG and 
OCT4 increased significantly in ADSCs sheets compared with the human ADSCs itself. In addition, the protein level of TGF-β1, 
FGF2, HGF, VEGF were significantly higher in the cell suspension of cell-sheet by ELISA. Conclusion  Human ADSCs cell-sheet 
is constructed successfully in our study. It can express higher level of some growth factors and stem-related markers, which may 
provide important evidence for the tissue regeneration and repair using human ADSCs cell-sheet. 
Keywords: human adipose-derived stem cells; cell-sheet; tissue regeneration

		  组织工程技术的发展为组织器官的修复和再 生开辟了新的治疗方法。虽然采用传统的细胞悬

液或联合生物支架材料移植方法在修复受损组织

取得一定的成功 [1-2]，但这两种技术仍存在一定缺

陷，如单细胞悬液注射后细胞易发生吸收、扩散，

难以留在治疗部位，且注射细胞量有限，修复效

能较低 [3] ；而支架材料常因移植部位炎症、自身免

疫或者机械损伤等因素引起较高比例的细胞死亡
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或损失。自从 Okano 发明了不含支架材料的细胞

膜片构建方法后，细胞膜片已作为细胞移植的一种

新方法广泛应用于再生医学应用和研究。目前细

胞膜片已应用于牙科、食管肿瘤术后、心肌缺血

等领域 [4-6]。而在生殖领域中的应用鲜有报道。人

脂 肪 干 细 胞 (adipose-derived stemcells，ADSCs) 来

源广泛，可自体取材，避免了免疫排斥问题 ；其

具有一定的分泌、分化能力，且能提高修复组织

的细胞活性，促进血管的再生 [7] ；目前未见其移植

后成瘤报道 [8]。因此，本课题组选择了 ADSCs 作

为种子细胞构建细胞膜片，在稳定构建人 ADSCs

膜片的基础上，对其基本生物学特性进行鉴定，

并通过检测其分泌的促进组织再生的相关细胞因

子探讨脂肪干细胞膜片应用于组织损伤修复的可

行性。

材料和方法

1	 采集样本　实验所用脂肪组织为唐都医院妇产

科患者行腹部手术时获取，供者年龄 25 ~ 35 岁，

排除乙肝和结核等传染病。所有样本均征得供者

本人及家属同意并填写知情同意书后获取。

2 主要试剂和仪器　DMEM 培养基 (Gibco 公司，

美国 ) ；胎牛血清 ( 四季青，中国 ) ；2.5 g/L 胰酶

(MP 公司，美国 ) ；流式抗体 (Biolegend 公司，美

国 ) ；Ⅰ型胶原酶、DMSO、地塞米松、β- 甘油磷

酸钠、茜素红、油红 O(Sigma 公司，美国 ) ；维生

素 C(Gibco 公司，美国 ) ；成脂诱导液 (Cyagen 公司，

美国 ) ；引物序列 ( 上海生工生物工程股份有限公

司 ) ；Elisa 试剂盒 ( 依科赛公司，中国 ) ；反转录

试剂盒 (Abcam 公司，美国 ) ；酶标仪 (MD，美国 ) ；

流式细胞仪 (BD 公司，美国 ) ；PCR 仪 (Bio-Rad 公

司，美国 ) ；倒置显微镜 (ZEISS 公司，德国 ) ；细

胞培养箱 (Thermo 公司，美国 )。

3	 分离培养人 ADSCs　将取得的少量脂肪组织装

入盛有 PBS 的无菌离心管中，用无菌 PBS 反复冲

洗并剪去血污后，剪碎至 1 mm3 大小，加入 0.25%

的Ⅰ型胶原酶，37℃恒温摇床消化 90 min，加等

量含 10% FBS 以及 1% 双抗的 DMEM/F12 培养液

终止消化，用 100 目和 200 目的筛网依次过滤，

800 r/min 5 min 离心 2 次，弃上清，加入 DMEM/

F12 培养液制成细胞悬液，接种在 25 cm2 的培养

瓶中，置于 37℃、5%CO2 的培养箱中培养，原代

接种 24 h 后首次换液，洗去悬浮细胞碎片和杂质。

之后隔日给细胞换液 1 次，每日观察细胞生长情

况，待细胞贴壁生长至 80% ~ 90% 的融合度时，

用 0.25% 的胰蛋白酶消化细胞并传代。

4 流式细胞术鉴定人 ADSCs 表面标记物　取第 3

代 (P3) 人脂肪干细胞，调整细胞浓度为 5×105/ml，

取 6 支流式管，向每支流式管中分别加入 1 ml 细

胞 悬 液，800 r/min 离 心 5 min， 弃 上 清 后， 分 别

加入 5μl 相应流式抗体，抗体种类分别是 CD29-

PE、CD44-APC、CD45-percp-cy5.5、CD90-FITC、

CD105-APC 单克隆抗体，加入相应的同型抗体作

为阴性对照，震荡混匀。4℃避光孵育 30 min 后，

每管加入 1 ml 流式洗液清洗 2 次，800 r/min 离心

5 min 弃上清，加入 400 μl 流式固定液，200 目的

筛网过滤去除杂质，用流式细胞仪检测人 ADSCs

相关的表面标记分子。

5	 绘制 ADSCs 体外生长曲线　取 P3 ADSCs，以

2×103/ 孔的细胞密度分别接种于 7 块 96 孔板中，

置入 37℃、5% CO2 的培养箱中培养，每 24 h 取出 1

块 96 孔培养板，按照 CCK-8 法检测试剂盒说明书

加入 10 μl 的 CCK-8，用酶标仪检测 450 nm 波长

的吸光度值，并根据结果绘制细胞体外生长曲线。

6	 鉴定 ADSCs 多向分化能力　取 P3 ADSCs，以

2×104/ 孔的细胞密度接种于两块 6 孔板中，24 h

细 胞 贴 壁 后， 分 别 换 成 脂 诱 导 培 养 液 ( 含 10% 

FBS，1% 双抗，1 mol/L 地塞米松，0.1 mmol/L 吲哚

美辛，10 mg/L 胰岛素，0.5 mmol/L IBMX 的 DMEM/

F12) 和成骨诱导培养液 ( 含 10 nmol/L 地塞米松、

50μg/ml 维 生 素 C、10 mmol/Lβ- 甘 油 磷 酸 钠、

10% FBS、1% 双 抗 的 DMEM/F12) 培 养， 之 后 隔

日给细胞换液 1 次，进行成脂诱导的 ADSCs 连续

培养 7 d，油红 O 染色进行鉴定。进行成骨诱导的

ADSCs 连续培养 21 d，茜素红染色鉴定。

7	 构建 ADSCs 膜片　取 P3 ADSCs，以 1×106/ 孔

的细胞密度接种于 6 孔板中，24 h 细胞贴壁后，

换添加维生素 C 和地塞米松的细胞膜片诱导培

养液培养，之后隔日给细胞换液 1 次，连续培养

10 ~ 14 d，观察细胞膜片形态。

8　扫描电镜观察 ADSCs 膜片结构　ADSCs 被诱导

成膜片后，弃诱导液，PBS 冲洗两遍，用 2.5% 的

戊二醛 4℃固定 24 h，标本送至第四军医大学口腔

医院电镜中心扫描观察。

9	 qRT-PCR 检测细胞因子及干性基因 mRNA 表

达　取 P3 ADSCs 和 ADSCs 膜片，用 Trizol 法提取

细胞总 RNA，检测 RNA 纯度及浓度合格后，反转

录为 cDNA，然后采用实时荧光定量 PCR 仪检测
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相关细胞因子及干性基因的 mRNA 的相对表达量，

引物序列见表 1。

表 1　实时荧光 PCR 引物
Tab. 1　Primer for real-time PCR

Gene GeneBank
Assession Number Primer(5'-3')

TGF-β1 NM000660 F:GGCCAGATCCTGTCCAAGC
R:GTGGGTTTCCACCATTAGCAC

FGF2 NM002006 F:AGTGTGTGCTAACCGTTACCT
R:ACTGCCCAGTTCGTTTCAGTG

HGF NM001010931 F:GCTATCGGGGTAAAGACCTACA
R:CGTAGCGTACCTCTGGATTGC

VEGF NM001171627 F:AGGGCAGAATCATCACGAAGT
R: AGGGTCTCGATTGGATGGCA

COL1A1 NM000088 F:GAGGGCCAAGACGAAGACATC
R:CAGATCACGTCATCGCACAAC

COL1A2 NM000089 F:GGCCCTCAAGGTTTCCAAGG
R:CACCCTGTGGTCCAACAACTC

OCT4 NM002701 F:CTTGAATCCCGAATGGAAAGGG
R:CCTTCCCAAATAGAACCCCCA

SOX2 NM003106 F:GCCGAGTGGAAACTTTTGTCG
R:GGCAGCGTGTACTTATCCTTCT

NANOG NM024865 F:TTTGTGGGCCTGAAGAAAACT
R:AGGGCTGTCCTGAATAAGCAG

10	ELISA 法测定细胞因子浓度　取 P3 ADSCs 对

数生长期的上清液和 ADSCs 成细胞膜片后上清

液，用 ELISA 检测两种上清中细胞因子 TGF-β1、

FGF、HGF、VEGF 的浓度。

11	 统计学分析　采用 SPSS 19.0 软件进行统计分

析，所有计量资料以 -x±s 表示，组间比较采用独

立样本 t 检验进行分析。P ＜ 0.05 为差异有统计学

意义。

结　果

1	 人 ADSCs 形态及生长曲线　ADSCs 原代培养约

4 h 贴壁，24 h 后细胞完全贴壁生长，体外分离培

养的 ADSCs 生长状态良好，光学显微镜下可见原

代 ADSCs 呈现短梭形、多角形 ( 图 1A)。P3 代以

后细胞大小形态基本均一，胞体狭长，呈成纤维

细胞样 ( 图 1B)。ADSCs 生长曲线成典型的 S 型，

1 ~ 2 d 为潜伏期，3 ~ 5 d 进入对数生长期，继续培

养至 6 ~ 7 d 进入平台期，随后进入衰退期 ( 图 1C)。

图 1　人脂肪干细胞形态及生长曲线            A：原代脂肪干细胞 (50ⅹ )； B：第三代脂肪干细胞 (50ⅹ ); C: 脂肪干细胞生长曲线
Fig. 1　Isolation and culture of ADSCs           A: P0 ADSCs; B:P3 ADSCs; C: Growth curve of ADSCs

图 2　人ADSCs表面特定分子流
式鉴定

Fig. 2　Specific human ADSCs 
surface markers detected 
by flow cytometry
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2	 人 ADSCs 表面特定分子检测结果　流式细胞

仪检测显示人 ADSCs 的间充质干细胞表面标记分

子 CD29、CD44、CD90、CD105 均 为 阳 性 ；造 血

干细胞表面标记分子 CD45 表达阴性，结果符合人

ADSCs 表面特定分子的表达 ( 图 2)。

3	 人 ADSCs 成脂诱导　人 ADSCs 经成脂诱导培

养液连续培养 7 d 后，进行油红 O 染色，可见红色

脂滴形成 ( 图 3A)。同样经过成骨诱导培养基连续

培养 21 d 后，进行茜素红染色，细胞表面形成了

红褐色矿化结节 ( 图 3B)，结果提示人 ADSCs 具有

多向分化能力。

4	 构建人 ADSCs 膜片　对 P3 代 ADSCs 采用细胞

膜片诱导培养液连续培养 10 ~ 14 d，可获得白色

膜状的细胞膜片，镜下观察可见膜片中的细胞呈

长梭形重叠生长 ( 图 4A)，成熟的细胞膜片可被轻

轻刮下，且具有一定韧性和弹性 ( 图 4B)。

图 5　人脂肪干细胞膜片扫描电镜下形态学观察
  A：300ⅹ ; B：1 000ⅹ ; C：5 000ⅹ ; D：10 000ⅹ
Fig. 5　Morphological observation of human ADSCs cell-sheet by scanning electron microscope
  A：300ⅹ ; B：1 000ⅹ ; C：5 000ⅹ ; D：10 000ⅹ

图 6　比较人ADSCs和ADSCs膜片相关各细胞因子与干性基因mRNA表达量 (aP ＜0.05)
Fig. 6　Comparison of mRNA levels of cytokines and stem-related genes between human ADSCs and human ADSCs cell-sheet (aP ＜0.05)

图 3　脂肪干细胞体外分化能力鉴定
  A:成脂诱导7 d油红O染色 (50ⅹ ); B :成骨

诱导21 d茜素红染色 (100ⅹ )
Fig. 3　Identification of differentiation potential of 

ADSCs  in vitro  
  A: Adipogenic differentiation of ADSCs 

was assessed by Oil Red staining (50ⅹ ); 
B: Osteogenic differentiation of ADSCs was 
assessed by Alizarin Red Staining (100ⅹ )

图 4　人脂肪干细胞膜片
  A： 光镜下形态； B： 大体外观
Fig. 4　Human ADSCs cell-sheet
  A: Microscopic image; B: Gross image
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5	 人 ADSCs 膜片电镜下形态　细胞膜片表面光

滑，膜片中的细胞呈网格样叠加生长，细胞之间

相互连接紧密 ( 图 5)，放大 300 倍和 1 000 倍都隐

约可见细胞的轮廓 ( 图 5 A 和图 5 B)，放大 5 000

倍和 10 000 倍能看到细胞与细胞之间连接成片的

细胞外基质，以及膜片是由多层细胞叠加形成 ( 图

5 C 和图 5 D)。

6	 比较人 ADSCs 和 ADSCs 膜片的相关细胞因子

与 干 性 基 因 mRNA 相 对 表 达 情 况　qRT-PCR 检

测 结 果 显 示， 与 人 ADSCs 相 比， 人 ADSCs 膜 片

的 TGF-β1、FGF2、HGF、VEGF、CoL1A1 的

mRNA 表达水平显著升高 (P 均＜ 0.05)( 图 6A)。同

时人 ADSCs 膜片的干性基因 OCT4 及 NANOG 的

mRNA 水平也显著增高 (P 均＜ 0.05)( 图 6B)。

7	 比较 ADSCs 和 ADSCs 膜片的上清液细胞因子

浓度　采用 ELISA 法检测两组的相关细胞因子浓

度，结果显示人 ADSCs 膜片上清液中的促生长细

胞因子 TGF-β1、FGF、HGF、VEGF 表达量显著

高于 ADSCs 上清液 (P ＜ 0.05)( 图 7)。

图 7　比较人ADSCs和ADSCs膜片的上清液细胞因子浓度 (aP ＜
0.05)

Fig. 7　Comparison of protein levels of cytokines concentrations in 
cell suspension between human ADSCs cell-sheet and human 
ADSCs (aP ＜0.05)

讨　论

		  细胞膜片技术的发明，为组织器官的修复和

再生开辟了新的治疗前景。细胞膜片摒弃了传统

的细胞支架材料载体模式，使细胞最大限度地发

挥自身特性，提高细胞的生物活性，其自身形成

的细胞外基质构建的内源性支架及特殊的微环境，

对细胞的增殖、分化起着调节作用，从而促进组

织的修复与再生 [9-10]。有文献表明维生素 C 是细胞

分泌胶原和其他所需要物质过程中的关键因子，能

促进细胞外基质的合成和分泌，并且抑制细胞分

化 [11]，维生素 C 联合地塞米松可使诱导培养的细

胞膜片韧性和支持性更好 [12]。因此本实验在完全

培养基中加入活性因子维生素 C 和地塞米松，成

功将人 ADSCs 诱导成细胞膜片，其具有较好的韧

性和弹性。膜片经扫描电镜观察显示其表面光滑，

由多层细胞构成，保留了细胞之间的紧密连接和

细胞外基质的自然形态，此结果与以往文献报道

一致 [13]。虽然目前关于细胞膜片是否能够促进组

织再生或修复及其作用机制尚未阐明 [14]，但根

据其自分泌形式生成的能够刺激血管再生、减轻

创面炎症反应、促进周围细胞增殖分化的细胞因

子 [15-16]，我们推测细胞膜片能够有效促进受损组

织的再生或修复。

		  TGF-β 是目前公认的、最具代表性的促生长

细胞因子，其在组织损伤的修复和更新中起重要

作用，与伤口愈合过程密切 [17-18]。伤口愈合是一

个复杂的生物学活动，创伤发生初期，血小板释

放富含 TGF-β1 和 VEGF 进入损伤部位，然后在

TGF-β1 的趋化作用下，成纤维细胞促进细胞外

基质的合成。而胶原蛋白Ⅰ是参与创伤愈合过程

的细胞外基质的主要成分之一，它既是细胞黏附、

血管形成的主要支架和媒介，又是形成的细胞膜片

的主要成分。因此，在伤口愈合的过程中，含有

大量胶原蛋白Ⅰ的细胞膜片可以覆盖伤口，发挥

促进伤口愈合的作用。VEGF 和 FGF2 是目前已知

最强的促细胞生成因子，FGF 家族分子，如 VEGF

和 FGF2，不仅能在伤口愈合中发挥重要作用，在

诱导肉芽组织产生新生上皮组织和血管生成反应

中也起着协同作用，可加速伤口愈合 [19-20]。HGF

能使所有组织和器官的细胞恢复再生能力，从而

激发细胞活力。由此可见 TGF-β1、FGF、HGF、

VEGF 在伤口的愈合过程中相互协同，共同促进

伤 口 的 愈 合。 我 们 的 研 究 结 果 显 示，TGF-β1、

FGF2、HGF、VEGF 在 人 ADSCs 膜 片 中 的 表 达

显著上调，推测诱导产生的细胞膜片的修复功能

强于单纯的人 ADSCs。干细胞无限增殖和多向分

化潜能也对伤口良好愈合有利。研究发现 OCT4、

SOX2、NANOG 是 3 个重要的干细全能型基因，可

维持干细胞自我更新、无限增殖和多向分化潜能，

可作为干细胞的表面标记分子 [21]。本实验 qRT-

PCR 研究结果中 OCT4、NANOG 在人 ADSCs 膜片

的表达显著上调，可进一步推测诱导产生的细胞

膜片具有较强的修复功能。

		  综上所述，本实验将分离纯化的人 ADSCs 成

功诱导为 ADSCs 膜片，通过对 ADSCs 膜片形态和

重要促生长细胞因子及干性基因的表达水平进行

分析，我们推测诱导成的人 ADSCs 膜片具有较强
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的组织修复能力，为后续我们利用人 ADSCs 膜片

进行组织工程修复工作奠定了实验基础，提供了

理论依据。
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