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大鼠脂肪和骨髓来源间充质干细胞的生物学特性比较**★ 
杨中萌1，尹震宇1，叶志坚1，张  琼2，赵文秀1，王效民1 

Biological characteristics of mesenchymal stem cells from bone marrow versus adipose tissue 
in rats    

Yang Zhong-meng1, Yin Zhen-yu1, Ye Zhi-jian1, Zhang Qiong2, Zhao Wen-xiu1, Wang Xiao-min1 

Abstract 
BACKGROUND: Except bone marrow, people have collected mesenchymal stem cells (MSCs) from placenta tissue, cord blood 
muscle tissue and adipose tissue.  
OBJECTIVE: To compare the difference in biological characteristics and immunoloregulation of rat adipose-derived MSCs 
(ADSCs) and bone marrow MSCs (BMSCs).  
METHODS: ADSCs and BMSCs were obtained respectively from adipose and bone marrow of BN rats. ADSCs and BMSCs 
were isolated and purified in vitro to determine cell morphology, surface marker, growth kinetics and differentiation potential. 
Immunoloregulation of ADSCs and BMSCs was compared in mixed lymphocyte response 
RESULTS AND CONCLUSION: Morphology was similar between ADSCs and BMSCs under an optical microscope and 
transmission electron microscope. ADSCs and BMSCs at passage 3 highly expressed CD29 and CD90, weakly expressed CD34, 
CD45 and CD11b. The proliferation speed of ADSCs at passages 3, 4 and 5 was obviously faster than BMSCs. Both ADSCs and 
BMSCs possessed low immunogenicity, could suppress allogenic antigen-induced T lymphocyte proliferation. Moreover, this 
inhibitory effect was positively associated with cell number. There were no significant differences in inhibitory effects of an equal 
volume of ADSCs and BMSCs. Results verified that ADSCs had the same low immunogenicity and immunoloregulation as 
BMSCs. 
 
Yang ZM, Yin ZY, Ye ZJ, Zhang Q, Zhao WX, Wang XM.Biological characteristics of mesenchymal stem cells from bone marrow 
versus adipose tissue in rats.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(23): 4211-4216.      
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：除骨髓外，人们已从胎盘组织、脐带血肌肉组织、脂肪组织中分离到了间充质干细胞。 
目的：比较大鼠脂肪和骨髓间充质干细胞生物学特性和免疫调节功能的差异。 
方法：脂肪间充质干细胞和骨髓间充质干细胞分别来自 BN 大鼠的脂肪和骨髓。体外分离、纯化脂肪和骨髓来源间充质干

细胞，进行细胞形态、表面标志、生长动力学、分化潜能鉴定；混合淋巴细胞反应比较两种细胞的免疫调节特性。 
结果与结论：脂肪间充质干细胞与骨髓间充质干细胞光镜和透射电镜下形态相似，第 3 代的脂肪间充质干细胞和骨髓间充

质干细胞均高表达 CD29，CD90，低表达 CD34，CD45，CD11b；第 3，4，5 代脂肪间充质干细胞增殖速度明显快于骨

髓间充质干细胞；两者都具有低免疫原性，可以抑制异基因抗原引起的 T 淋巴细胞增殖，且这种抑制作用与细胞数目成正

相关，等量脂肪间充质干细胞和骨髓间充质干细胞抑制作用差异无显著性意义。结果证实脂肪间充质干细胞具有和骨髓间

充质干细胞同样的低免疫原性和免疫调节功能。 
关键词：脂肪间充质干细胞；脂肪组织；骨髓间充质干细胞；免疫调节；大鼠 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.23.008 
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0  引言 
 

骨髓来源间充质干细胞是目前研究最

多、最为深入的间充质干细胞(mesenchymal 
stem cells,MSCs)。骨髓间充质干细胞(bone 
marrow mesenchymal stem cells, BMSCs）
具有低免疫原性，不引起异基因淋巴细胞增

殖，自体、异体或第3方来源的BMSCs均可

明显抑制异基因抗原引起的淋巴细胞增殖，

这些特性为诱导器官移植免疫耐受提供了实

验和临床依据。但将MSCs用于细胞治疗或

协同移植均需要大量的细胞。骨髓中只含有少

量的MSCs，仅占骨髓细胞的0.01%~1%，并

随年龄的增加而减少 [1-2]。脂肪来源间充质干

细胞最早由Zuk等[3]从抽脂术中取得的脂肪组

织分离培养获得，称为adipose-derived stem 
cells (ADSCs)，在适当诱导条件下可将其向成

骨细胞、脂肪细胞、软骨细胞、肝细胞、神经

组织定向分化。脂肪组织来源丰富，可反复取

材，较少涉及医学伦理学问题[4]。若ADSCs与
BMSCs有相似的生物学特性，在移植免疫细

胞治疗领域，ADSCs将会有更为广阔的应用空

间。 
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1  材料和方法 

 
设计：细胞水平，对比观察实验。 
时间及地点：于2009-03/10月在厦门大学

附属中山医院肝胆外科实验室完成。 
材料：SPF级8周龄雄性BN大鼠10只、Lewis

大鼠10只，体质量100~150 g；购自北京维通利

华实验动物中心，许可证号： SCXK( 京 ) 
2007-001。实验过程中对动物处置符合2006年
科学技术部发布的《关于善待实验动物的指导性

意见》[5]。 
主要试剂： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法 

细胞分离、培养ADSCs分离、培养：无菌条件

下取BN大鼠腹股沟部皮下脂肪垫，剔除肉眼可

见血管组织，PBS冲洗1遍，将脂肪组织充分剪

碎，加入2倍体积0.75 g/LⅠ型胶原酶，37 ℃摇

床消化60 min，等体积10%FCS低糖DMEM培养

基中和胶原酶，120 g/min离心5 min，弃上清，

重悬后200目筛网过滤，PBS洗2遍，10%FCS
低糖DMEM培养基重悬，细胞以2×108 L-1接种

培养皿，48 h后更换培养基，洗去未贴壁细胞，

以后隔日半定量换液，7~10 d细胞90%融合，

2.5 g/L胰酶消化以1∶3传代。 
BMSCs分离、培养：取脂肪后，无菌条件下

取BN大鼠股骨、胫骨，纱布擦除附着肌肉，体

积分数10%FCS低糖DMEM充分冲洗骨髓腔，

细胞悬液200目筛网过滤，调整细胞浓度为

1×1010 L-1接种培养皿，24 h后更换培养基，洗

去未贴壁和贴壁不牢细胞，以后隔日半定量换

液，10~14d细胞90%融合，2.5 g/L胰酶消化以

1∶3传代。 
T淋巴细胞、树突状细胞分离、培养：机械研磨

法获取Lewis大鼠脾脏单核细胞，尼龙毛柱纯

化T淋巴细胞，流式细胞仪检测CD3表达率为

(93±2)%。树突状细胞来源于BN大鼠骨髓。骨

髓细胞悬液裂解红细胞后，加入重组白细胞介

素4、巨噬细胞集落刺激因子，9 d后收获细胞，

流式细胞仪检测CD11c表达率为(85±4)%。 
大鼠肺成纤维细胞分离、培养：无菌条件下取

BN大鼠肺组织，眼科剪剪成3 mm3组织块，贴

附于培养皿，体积分数10%FCS低糖DMEM培

养72 h后可见成纤维细胞爬出组织块，待细胞

90%融合，2.5g/L%胰酶消化以1∶3传代至第3
代待用。 

MSCs的鉴定、比较： 

细胞形态观察：倒置相差显微镜逐日观察

原代及传代细胞生长情况和形态特征。 
透射电镜观察：收获ADSCs和BMSCs各

5×106个，制成细胞团块，轻轻加入2.5%戊二

醛，4 ℃固定2 h或更长时间，送厦门大学生命

科学学院电镜室进一步处理，行透射电镜观察。 
细胞表型检测：流式细胞仪检测CD34、

CD45、CD11b、CD29、CD90在ADSCs、BMSCs
的表达情况，以相应小鼠IgG1作同型对照。 

生长动力学：取 2×107 L-1 ADSCs或
BMSCs细胞悬液接种96孔板，200 µL/孔，测

第1~9天的生长情况。每天每种细胞随机选5
个复孔，加入20 µLCCK8试剂，37 ℃避光孵

育1 h后于酶标仪在450 nm测吸光度值。A值为

纵轴，培养时间为横轴绘制生长曲线。倍增时

间按公式：TD=t×lg2/(lgNt-lgN0)(TD为细胞倍

增时间，t为培养时间，Nt为培养t小时候A值，

N0为接种后A值)[6]。 
成脂、成骨诱导分化：根据Cyagen公司

说明书进行诱导培养，成脂诱导结束后进行油

红O染色，核苏木精复染；成骨诱导结束后进

行Von Kossa染色，核中性红复染。 
混合淋巴细胞反应 (mixed lymphocyte 

reaction,MLR)：①单向混合淋巴细胞反应

(one-way MLR)检测ADSCs、BMSCs免疫原

性。反应细胞为Lewis大鼠来源T淋巴细胞，刺

激细胞分别为BN大鼠来源树突状细胞、

ADSCs、BMSCs。96孔板接种反应细胞2×105/
孔，然后分别接种40 Gy 60Co照射后的树突状

细胞、ADSCs、BMSCs各2×104/孔；对照组

仅有反应细胞；每组设5个复孔。②双向混合

淋巴细胞反应(two-way MLR)检测ADSCs、
BMSCs免疫调节功能。反应细胞为Lewis大鼠

来源T淋巴细胞，刺激细胞为BN大鼠来源树突

主要试剂及仪器 

 

来源 

Ⅰ型胶原酶 
CD34-PE 
 
CD11b-PE、CD11c-PE、 

CD29-PE、CD90-FITC、 
CD45-FITC、CD3-FITC 

尼龙毛柱 
重组白细胞介素4、GM-CSF 
CCK8检测试剂盒 
成骨、成脂诱导试剂盒 
Brdu细胞增殖检测试剂盒 
透射电镜(JEM2100HC) 

Sigma公司 
Santa Cruz  

biotechnology公司 
Invitrogen公司 
 
 
Express公司 
Peprotech公司 
江苏碧云天公司 
Cyagen公司 
Millipore公司 
日本电子株式会社 
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状细胞，调节细胞分别为40Gy 60Co照射后的ADSCs、
BMSCs、PFBs。96孔板接种反应细胞2×105/孔、刺激

细胞2×104/孔，然后接种照射后的ADSCs或BMSCs，
数量分别为5×103/孔、1×104/孔、2×104/孔；对照组不

接种间充质干细胞或接种PFBs；每组设5个复孔。共培

养96 h后加入20 µLBrdu，37 ℃孵育12 h后按Brdu试剂

盒说明分别加入一抗、二抗，酶标仪检测每组细胞A值。 
主要观察指标：细胞形态，细胞表型，生长动力学，

诱导成脂、成骨分化，混合淋巴细胞反应。 
设计、实施、评估者：设计、实施、评估者均为文

章作者，经过系统培训，未使用盲法评估。 
统计学分析：采用SPSS 13.0统计软件进行数据处

理，计量资料用x
_

±s表示，组间比较采用单因素方差分

析，各组间两两比较采用LSD-t 检验，P < 0.05表示差

异有显著性意义。 
 
2  结果 

 
2.1  细胞形态 

光镜观察：ADSCs接种48 h后换液除去非贴壁细胞，

ADSCs呈梭形或三角形，3~5个细胞克隆成簇散在分

布，3 d后形成漩涡样集落，细胞呈梭形，形态较均一，

10 d左右90%融合，传至第3代，细胞形态均一，呈螺

旋状生长，见图1a,b。BMSCs接种24 h后换液除去非贴

壁细胞，BMSCs呈长梭形，两三个细胞克隆散在分布

在以圆形贴壁细胞为主的培养皿中，经换液，圆形细胞

逐渐减少，BMSCs形成生长优势，呈长梭形，平行或

螺旋生长，14 d左右细胞90%融合，但仍混杂少许其他

细胞，经换液、传代后细胞逐渐纯化，传至第3代，细

胞形态均一，螺旋状生长，见图1c,d。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

透射电镜观察：处于相对静止状态的ADSCs、BMSCs
电镜下均可观察到较大的椭圆形细胞核，核质比大；细

胞内线粒体、粗面内质网、高尔基体等细胞器处于幼稚

状态，见图2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2  细胞表型  见图3。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a: Primary ADMSCs b: Passage 3 ADMSCs 

c: Passage BMSCs d: Passage 3 BMSCs 

Figure 1  Morphology of adipose-derived mesenchymal stem 
cells (ADSCs) and bone marrow mesenchymal stem 
cells (BMSCs) under an optical microscope (×40) 

图 1  光镜观察(ADSCs)和 BMSCs 形态 (×40) 

a: Passage 3 ADSCs 

b: Passage 3 BMSCs 

Figure 2  Morphology of adipose-derived mesenchymal stem 
cells (ADSCs) and bone marrow mesenchymal stem 
cells (BMSCs) under an electron microscope  
(×5 000) 

图 2  电镜观察(ADSCs)和 BMSCs 结构(×5 000) 

Figure 3  Surface phenotype of adipose-derived mesenchymal 
stem cells (ADSCs) and bone marrow mesenchymal 
stem cells (BMSCs) 

图 3  ADSCs 和 BMSCs 的表面表型 

ADSCs 

BMSCs 
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图3可见，流式细胞术检测第3代ADSCs、BMSCs
均高表达CD29、CD90；低表达造血干细胞表面标志

CD34，CD11b，CD45，与文献报道相符[7]。 
2.3  生长动力学  分别绘制第3，4，5代ADSCs、
BMSCs的生长曲线。培养24 h后，ADSCs增殖速度超

过BMSCs，第6天后进入平台期，第3代ADSCs倍增时

间为(47±3)h，BMSCs为(59±2)h。第3，4，5代ADSCs
增殖速度明显快于BMSCs，见图4。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2.4  诱导成脂、成骨分化  见图5。 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ADSCs成脂诱导3 d后光镜下可见细胞浆内有透亮

脂滴出现，逐日增多，第14天结束诱导时，大多数细胞

胞浆都充满透明脂滴，油红O染色脂滴呈鲜红色(图5b)；
BMSCs成脂诱导5 d后光镜下可观察到透亮脂滴，与

ADSCs相比脂滴体积较小但数目多，第14天结束诱导

时，90%细胞胞浆都充满脂滴，油红O染色脂滴呈鲜红

色(图5f)；诱导成骨3 d后，ADSCs、BMSCs体积增大，

形态变为不规则，7 d后可以观察到晶莹类似钙结节的

物质出现，细胞逐渐融合，重叠生长。 
诱导结束后Von Kossa染色，细胞周围有明显钙沉

积(图5d,h)。 
2.5  混合淋巴细胞反应   

One-way MLR评估ADSCs和BMSCs免疫原性：阴性对

照组为单纯T淋巴细胞培养。 
与加入树突状细胞组相比，ADSCs组和BMSCs组

均不能刺激MLR中异基因T淋巴细胞增殖(P < 0.05)，
ADSCs组、BMSCs组、阴性对照组之间差异无显著性

意义(P > 0.1)，见图6。 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Two-way MLR检测ADSCs、BMSCs免疫抑制功能：对

照组不接种MSCs或接种相应数量大鼠肺成纤维细胞以

评估由于细胞拥挤造成的细胞生长抑制。与不接种

MSCs组相比，数量分别为5×103/孔、1×104/孔、2×104/
孔的ADSCs、BMSCs均对树突状细胞介导的T淋巴细胞

增殖有抑制作用(P < 0.05)；而加入大鼠肺成纤维细胞

的对照组中只有当细胞数目最高时(2×104/孔)才表现出

对MLR的抑制作用，而5×103/孔、1×104/孔时对T淋巴

细胞增殖无抑制作用。 
ADSCs和BMSCs对T淋巴细胞增殖抑制作用与其

数量呈正相关，随着调节细胞数量增多，抑制作用相应

增强；而等量ADSCs和BMSCs之间抑制作用差异无显

著性意义(P > 0.05)，见图7。 

Figure 4  Growth curve of adipose-derived mesenchymal stem 
cells (ADSCs) and bone marrow mesenchymal stem 
cells (BMSCs) 

图 4  ADSCs 和 BMSCs 生长曲线 

Figure 5  Osteoblast induction and adipocyte induction of 
adipose-derived mesenchymal stem cells (ADSCs) 
and bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs)

图 5  ADSCs、BMSCs 的成脂诱导和成骨诱导 

ADSCs 

 

 

 

 

 

 

 

BMSCs 

Figure 6  Adipose-derived mesenchymal stem cells 
(ADMSCs) and bone marrow mesenchymal stem 
cells (BSCs) failed to elicit a response from T lym-
phoytes, as confirmed by one-way mixed leukocyte 
reaction 

图 6  One-way MLR  ADSCs、BMSCs 未刺激异基因 T 淋
巴细胞增殖 

aP < 0.05, vs. dendritic cell group 
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a, c: Control group; b: Oilred O staining; d: Von Kossa staining; e, g: 
Control group; f: Oil O staining; h: Von kossa staining 
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3  讨论 

 
BMSCs的免疫学特性提示其可以促成骨髓和实质

器官的移植免疫耐受。骨髓是MSCs的可靠来源，但

BMSCs的取得过程是有创的，常需要多次穿刺；而且

BMSCs的获取量很低(大约1×105个间质细胞中含有一

个MSC)[8]，并随年龄增加数量逐渐减少，这些都使它在

临床上广泛应用受到限制。除骨髓外，人们已从胎盘组

织、肌肉组织、脂肪组织、脐带血中分离到了MSCs[9]，

其中ADSCs以获取方便，来源充分，创伤较小，涉及医

学伦理学问题少，分离简单，增殖快速等优点成为众多

实验室研究的重点。 
本实验将取材于同一只 BN 大鼠的 ADSCs 和

BMSCs进行比较，保持了细胞来源和其内在因素的相

同性。两种组织来源的细胞均表现出MSCs的生物学特

性：细胞形态均一，呈长梭形，有成纤维细胞样集落

(fibroblastoid colony-forming units ,CFU-F) 形成；均一

表达MSCs代表性的表面标志；具有多向分化潜能。这

些特性符合国际细胞治疗协会制定的最新MSCs鉴定标

准[10]。培养过程中发现，ADSCs比BMSCs更易于分离

获得，ADSCs贴壁3 d后即有明显集落形成，而BMSCs
则需要5~7 d；原代ADSCs经3次换液后细胞形态逐渐

均一，而BMSCs需多次换液，1次传代后杂质细胞才

逐渐去除。两种细胞传至第3代均可获得形态均一的成

纤维样细胞，透射电镜下可观察到幼稚细胞器形态。

第3代ADSCs倍增时间为(47±3)h，BMSCs为(59±2)h；
从生长曲线上可看出第3，4，5代ADSCs生长速度明

显快于BMSCs；这为短时间内大量扩增MSCs用于细

胞治疗提供了实验依据。MSCs与成熟细胞表面标志物

之间常有交叉性，目前还没有明确的表面标志蛋白可

以鉴定[11]，因此常需用多种表面标志物的阴性及阳性组

合来鉴定。ADSCs与BMSCs低表达造血干细胞和内皮

细胞表面标志CD34，CD45，CD11b，CD14，CD31；
高表达CD29，CD44，CD73，CD90，CD105。多向

分化潜能方面，ADSCs、BMSCs均可向成脂、成骨诱

导，但实验同时发现ADSCs比BMSCs更易向成脂诱

导，即脂滴出现早、体积大；成骨诱导中两种细胞无

明显差异。 
McIntosh等[12]研究发现，原代ADSCs可以刺激异

基因淋巴细胞增殖，但随着细胞的传代培养，ADSCs
的免疫原性逐渐降低。本实验中，用第3代ADSCs和
BMSCs分别与异基因T淋巴细胞共培养，均不能引起T
淋巴细胞增殖，说明第3代ADSCs和BMSCs有着较低的

免疫原性。在Two-way MLR中，5×103/孔、1×104/孔、

2×104/孔的ADSCs和BMSCs均能有效抑制树突状细胞

介导的T淋巴细胞增殖，且这种抑制作用与其细胞数量

呈正相关，而相同数量的ADSCs和BMSCs抑制作用无

差别，说明ADSCs与BMSCs具有相类似的免疫调节作

用，与文献报道相符[13]。体外实验还证实BMSCs向成

脂、成骨、成软骨诱导后仍保持着原有的免疫抑制能

力[14]。为评估因细胞拥挤造成的T细胞增殖抑制，对照

组中接种了PFBs与T淋巴细胞共培养，只有在2×104/孔
一组中T淋巴细胞增殖受到抑制，这一现象可以推断为

在高密度的培养体系中，体积相对较大的成纤维细胞消

耗了大量营养物质并造成了一定的接触抑制，从而导致

了淋巴细胞增殖受到影响。 
对 BMSCs 的 研 究 表 明 ， 抗 原 递 呈 细 胞

(antigen-presenting cells ,APC)在介导这种作用中扮演

着重要角色[15]，而是否产生调节性T细胞(regulatory T 
cells,Tregs) 则不是必要的因素 [16] 。 Puissant[13] 将

ADSCs与T淋巴细胞间接共培养时，ADSCs的调节作用

有所减弱，但并不能完全消除，说明多种可溶性细胞因

子在这种调节机制中发挥了作用，如转化生长因子

β1[17]、肝细胞生长因子[18]、前列腺素E2[19]、白细胞介

素10和一氧化氮[20-21]。同时，封闭以上任何一个可溶性

因子都不能完全逆转MSCs的抑制功能[22]，说明多种细

胞因子在这个微环境中共同发挥着作用。 
综上所述，ADSCs具有与BMSCs类似的低免疫原

性和免疫调节功能，并且它来源广泛，取材简便，易于

扩增的优点使其成为同种异体移植和移植免疫细胞治

疗的理想选择。 
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网站点击更多 

美国研究人员宣布创造了世界首例由人造基因控制的细胞。科学家克雷格·文特尔表示，他们合成了全新

的基因组，将其植入一个内部被掏空遗传物质的单细胞细菌（山羊支原体），使这个受体细菌“起死回生”，

并开始在实验室的培养皿中繁殖。消息一出，有人喝彩，甚至称“世界首例人造生命诞生”；也有人担忧，

认为这无异于“打开潘多拉魔盒”，会引起生物伦理、生物安全等问题。 人造生命离我们还有多远？ 

http://cn.zglckf.com/Html/2010_06_08/2
_65650_2010_06_08_117756.html 

美国私立科研机构克雷格·文特尔研究所研究人员报告，他们培育出第一个由人工合成基因组控制的细胞，

从而向人造生命形式迈出了关键一步。人造生命相关技术的应用前景固然广阔，但其双刃剑效应绝不可忽

视。 

http://cn.zglckf.com/Html/2010_06_08/2
_65650_2010_06_08_117762.html 

世界首个“人造生命”在美国诞生，现在人类的能力已经拓展到可以“操纵”自然界。不过这一科技突破

也引来不少诟病，批评人士说人类怎能堪当“造物主”之职，美国总统奥巴马也下令举行听证会，讨论这

一问题。 

http://cn.zglckf.com/Html/2010_06_08/2
_65650_2010_06_08_117766.html 


