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三维支架材料与脂肪干细胞的生物相容性*★ 
郭  翔，赵  珩 

Biocompatibility of three-dimensional scaffolds with adipose-derived stem cells    

Guo Xiang, Zhao Heng 

Abstract 
 
BACKGROUND: An optimal three-dimensional scaffold is essential for construction of tissue engineered trachea. 
OBJECTIVE: To observe the biocompatibility of adipose-derived stem cells (ADSCs) with poly(lactic acid-glycolic acid) and 
poly(lactic acid-glycolic acid-trimethylene carbonate) scaffolds.   
METHODS: ADSCs were isolated and cultured by explant culture method. Cell surface markers were evaluated by flow cytometry 
and the multilineage differentiation ability was investigated. The biocompatibility of ADSCs with poly(lactic acid-glycolic acid) and 
poly(lactic acid-glycolic acid-trimethylene carbonate) scaffolds was observed by scanning electron microscopy.  
RESULT AND CONCLUSION: ADSCs were seeded into the two kinds of scaffolds and cultured in vitro. Scanning electron 
microscopy showed that ADSCs were spherical and well attached to the scaffolds with lamellipodia and conglobate connection. 
The poly(lactic acid-glycolic acid) and poly(lactic acid-glycolic acid-trimethylene carbonate) scaffolds with porous structure were 
highly biocompatible and noncytotoxic as determined by ADSCs adhesion and proliferation. 
 
Guo X, Zhao H. Biocompatibility of three-dimensional scaffolds with adipose-derived stem cells. Zhongguo Zuzhi Gongcheng 
Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(38): 7080-7084.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 
背景：构建组织工程化气管需要适合的三维支架。 
目的：观察脂肪干细胞与聚乳酸-乙醇酸共聚物及聚三亚甲基碳酸酯共聚物支架的生物相容性。 
方法：采用组织块法原代分离培养 SD 大鼠脂肪干细胞，行流式细胞术及多向分化能力鉴定。将脂肪干细胞分别种植于聚乳

酸-乙醇酸共聚物和聚乳酸-乙醇酸-三亚甲基碳酸酯共聚物支架中，扫描电镜观察细胞与支架的生物相容性。 
结果与结论：脂肪干细胞种植于两种支架材料后生长速度快，扫描电镜观察可见脂肪干细胞呈球型，并伸展形成伪足，贴附

于支架材料，细胞间相互连接成团。说明聚乳酸-乙醇酸共聚物与聚三亚甲基碳酸酯共聚物支架均具有良好的生物相容性，

无细胞毒性，其多孔的三维立体状结构适合脂肪干细胞黏附生长。 
关键词：组织工程气管；聚乳酸-乙醇酸共聚物；聚乳酸-乙醇酸-三亚甲基碳酸酯共聚物；脂肪干细胞；支架；生物相容性 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.38.012 
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0  引言 
 

气管是一种具有特殊结构和功能的单一管

腔器官，可供切除的气管长度是有限的，一般认

为气管缺损超过6 cm则需用替代物进行修复[1]。

气管替代物的研究已经有半个多世纪的历史，最

初的研究主要在人工材料等方面，但自体组织皮

瓣、气管同种异体移植、人工材料支架和无活力

组织移植等均因为相关严重并发症和获取困难

等因素使其临床应用遇到很大困难[2]。 
组织工程材料具有生物相容性好、获取便

捷等许多优势，已应用于心脏瓣膜替代[3]、新

生胆管[4]、小肠[5]、关节及耳软骨重建和乳腺替

代等多个领域[6-7]。合适的种子细胞、性质优良

的载体、良好的生长媒介是组织工程化气管中

最重要的组成部分。脂肪干细胞在适当诱导条

件下能向脂肪细胞、软骨细胞、成骨细胞、肌

肉细胞等组织定向分化。 

构建组织工程化气管需要适合的支架，细

胞只有在三维立体环境中生长，才能形成更接

近正常细胞的形态和功能[8]。由于不同细胞适于

其生长的支架也不尽相同，因此有必要研究适

宜脂肪干细胞生长、分化并形成组织的支架材

料。常用的支架可以分为可生物降解和不可降

解两种。聚乳酸-乙醇酸共聚物是一种可降解的

高分子有机化合物，通过调节丙交酯与乙交酯

比例、聚合物相对分子质量等可改变聚乳酸-

乙醇酸共聚物材料的物理及化学性质，如硬度、

孔隙率、生物降解速度，适用于在不同体内环

境作为药物载体、修复重建支架等[9]。聚三亚甲

基碳酸酯共聚物具有良好的生物相容性和降解

性，已应用于血管组织工程中，聚三亚甲基碳

酸酯共聚物在常温下呈橡胶态，具有一定弹性，

可与聚乳酸-乙醇酸共聚物等聚合以改善聚合

物特性[10]。 
实验以组织块法原代分离培养SD大鼠脂

肪干细胞，经流式细胞术及多向分化能力鉴定
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后，分别种植于聚乳酸-乙醇酸共聚物和聚乳酸-乙醇酸-

三亚甲基碳酸酯共聚物支架观察细胞与支架生物相容

性，并期望得到生物活性好、具有一定强度和弹性、接

近正常气管组织的组织工程气管支架模型。 
 
1  材料和方法 

 
设计：细胞与支架生物相容性观察。 
时间及地点：于2010-07/2011-02在上海市胸科医

院完成。 
材料： 

实验动物：3周龄雄性SD大鼠10只，体质量约80 g，
由中国科学院上海实验动物中心提供，许可证号为

SCXK(沪)2007-0005。 
实验材料：聚乳酸-乙醇酸共聚物和聚乳酸-乙醇酸-

三亚甲基碳酸酯共聚物购自山东岱罡生物技术有限公

司。 
主要试剂： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

实验方法： 

脂肪干细胞分离与培养：腹腔注射0.4%戊巴比妥那  
2 mL/kg麻醉SD大鼠，麻醉起效后以体积分数75%乙醇

溶液消毒腹股沟部皮肤。取平行于腹股沟切口，暴露腹

股沟处皮下脂肪。无菌条件下切取皮下脂肪组织，用

0.25%氯霉素溶液和磷酸盐缓冲液漂洗组织数次；再用

D-hank’s液(含100 U/mL青霉素，100 U/mL链霉素， 
100 U/mL庆大霉素)浸泡2次，10 min/次。将脂肪组织

切碎成直径1.0~2.0 mm3组织块，将组织块移入25 cm2

培养瓶中，间距5 mm，均匀排列在培养瓶底。缓慢竖

起培养瓶，加入含体积分数为 10% 胎牛血清的

DMEM-F12培养液1 mL，翻转培养瓶至瓶底朝上的倒置

位，置于37 ℃、体积分数为5%的CO2培养箱中孵育   
20 min。然后将培养瓶轻轻翻转，使瓶底朝下，培养液

缓慢浸润组织块，于37 ℃、体积分数为5%的CO2环境

下培养，每3 d换液1次。待细胞达80%融合后，以0.25%
胰蛋白酶消化后1∶3传代。消化所得细胞除用于延续培

养和进行相关实验外，其余冻存。 
流式细胞术检测：取第2代处于对数生长期的细胞，

消化后调整细胞浓度为1×109 L-1，制备细胞悬液行脂肪

干细胞相关抗原CD90、CD34、CD44、CD45、CD106
的流式细胞仪检测。通过检测CD分子的表达情况，证

明其干细胞特性。 
多向分化能力鉴定：①成骨分化诱导步骤：将细胞接

种于6孔板中，加入2 mL/孔的培养基，放入37 ℃，体

积分数5% CO2孵箱中培养。待细胞达到80%~90%融合

时后，吸去旧培养液，加入2 mL/孔的成骨诱导分化完

全培养基。每3 d换液，诱导四五周后进行茜素红染色

观察。②成脂分化诱导步骤：加入2 mL/孔成脂诱导完

全培养基A开始诱导，3 d后更换为成脂诱导完全培养基

B，维持24 h后，再次更换为成脂诱导完全培养基A，如

此进行3个循环。当脂滴出现较多但比较小时，可以用

成脂诱导液B进行维持3~5 d，脂滴将增大。进行油红O
染色显微镜观察。③成软骨分化诱导：消化细胞种植在

离心管中进行软骨分化诱导。细胞浓度为1.2×109 L-1，

平均每管数量为2×108 L-1，每二三天换软骨诱导液1次，

如此进行三四周，固定后石蜡切片，甲苯胺蓝检测镜下

观察。 
三维支架制备：取聚乳酸-乙醇酸共聚物颗粒(丙交

酯∶乙交酯摩尔比为75∶25，相对分子质量30×104)、
聚三亚甲基碳酸酯共聚物颗粒(聚乳酸-乙醇酸共聚物∶

聚三亚甲基碳酸酯共聚物摩尔比为7∶3)分别溶于氯仿

中，配成10%溶液，待聚合物完全溶解后，加入直径

200~300 µm的氯化钠颗粒，充分搅拌混匀后，超声脱

泡，浇注于调平的聚四氟模具中，浇注后静置24~48 h，
脱模后再静置24~48 h，然后在真空干燥箱中真空干燥

24 h，最后将材料置于去离子水中浸泡并不时搅动，每

4~6 h换1次水，连续48 h，取出后漓干水，空气干燥   
48 h，真空干燥48 h。分别制成孔隙率为85%~90%，

黏度为1.8~2.2，相对分子质量30×104的聚乳酸-乙醇酸

共聚物和含30%聚三亚甲基碳酸酯共聚物的聚乳酸-乙

醇酸-聚三亚甲基碳酸酯共聚物多孔支架。 
脂肪干细胞种植于三维支架与培养：将支架切成      

5 mm×5 mm×3 mm大小的片状，浸泡于体积分数为

75%的乙醇中24 h，以D-hank's液反复清洗去除乙醇。将

培养至第2代脂肪干细胞消化、重悬后计数为5×108 L-1。

每支架接种100 μL细胞悬液，分别放置于6孔培养板中。

4 h后加入DMEM-F12培养液8 mL，于37 ℃、体积分数

为5%的CO2培养箱中培养，每3 d更换培养液1次，共培

养2周。苏木精-伊红染色及扫描电镜观察细胞附着支架

的形态结构。 
主要观察指标：①脂肪干细胞形态学观察。②脂肪

干细胞的鉴定。③脂肪干细胞与三维支架材料相容性

观察。 

试剂 来源 

DMEM-F12 培养液、D-hank's 液、

胎牛血清、0.25%胰酶、转化生

长因子 β、胰岛素 
CD90、CD34、CD44、CD45、

CD106 单克隆抗体 
100 万 U 注射用青霉素钾、100 万U
注射用硫酸链霉素、80 万 U 庆大

霉素注射液、氯化钠注射液 
成骨诱导分化完全培养基、成脂诱

导分化完全培养基 A、成脂诱导

分化完全培养基 B、中性甲醛、

油红 O 储液、茜素红染液  

上海华美有限公司 
 
 
上海长岛生物技术有限公司 
 
石家庄华北制药有限公司 
 
 
广州赛业生物科技有限公司 



 
郭翔，等. 三维支架材料与脂肪干细胞的生物相容性 

P.O. Box 1200, Shenyang   110004   cn.zglckf.com 7082 

www.CRTER.org 

 
2  结果 

 
2.1  脂肪干细胞形态学观察结果  倒置显微镜下观

察，贴壁3 d后，组织块边缘可见梭形细胞生长，见图

1a。7 d左右可见细胞大量增殖，呈成纤维样细胞生长，

可局部汇合成单层，细胞融合至80%，见图1b。胰酶传

代后细胞呈梭形，形态大小较均匀，见图1c，增殖较原

代细胞迅速，一般三四天即可形成单层融合，仍呈成纤

维细胞样生长，细胞呈束状或漩涡状排列，见图1d。传

代过程中未见细胞浆内脂滴形成。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
2.2  大鼠脂肪干细胞表面相关抗原检测结果  流式细

胞仪检测结果显示间充质干细胞特异性标记CD90、
CD44强阳性表达，分别为99.88%，99.21%。而造血细

胞相关表面标志物CD45、CD34仅分别表达7.42%和

0.63%，血管内皮黏附分子相关表面标志CD106表达

6.88%，见图2。 
2.3  脂肪干细胞多向分化能力鉴定结果  见图3。 

成脂诱导分化：成脂诱导72 h后，镜下观察可见细胞

立体感增强，细胞内有小脂滴出现，约1周后脂滴数量

增加并相互融合，细胞由长梭形变为圆形或多边形，油

红O染色显示有大量脂质沉淀。 
成骨诱导分化：诱导约3 d细胞呈多角形，胞质内细

胞颗粒增多；6 d，胞质内充满颗粒，细胞呈集落样生

长，细胞间可见钙质沉积；13 d，细胞结节中心的细胞

逐渐融合失去细胞结构，钙结节形成明显，经茜素红染

色呈红色结节。 
成软骨诱导分化：接种细胞后次日细胞开始慢慢成球

状，加入软骨诱导液，诱导24 h后，细胞成小颗粒球状

漂浮在诱导液中，诱导20周后，形成软骨微球。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.4  脂肪干细胞与三维支架的相容性  脂肪干细胞接

种于聚乳酸-乙醇酸共聚物或聚乳酸-乙醇酸共聚物-三

亚甲基碳酸酯共聚物支架后，细胞均匀贴附于支架结构

上。培养2周时脂肪干细胞生长旺盛覆盖支架，相容性

良好，见图4。扫描电镜见脂肪干细胞呈球型，并伸展

形成伪足，贴附于支架结构，细胞间相互连接成团，见

图5。扫描电镜下两种支架材料呈白色，表面粗糙，材

料内部呈海绵状多孔样结构，孔与孔之间相互联通。 

a: Spindle-shaped cells  
migrated from the explants  
at 3 d  

Figure 1  Morphology of adipose-derived stem cells (ADSCs) 
under inverted microscope (×100) 

图 1  倒置显微镜下观察脂肪干细胞生长情况(×100) 

b: At 7 d, the cells grew to 
confluence  

c: Morphology of ADSCs at  
1 d after second-passage  
culture  

d: Morphology of ADSCs at 
4 d after second-passage  
culture  

Figure 2  Detection of surface markers on adipose-derived 
stem cells by using flow cytometry 

图 2  流式细胞仪鉴定脂肪干细胞表面标志物 
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3  讨论 

 
气管肿瘤、外伤及先天性气管缺如等疾患时，切除

病变部分行气管端端吻合是最为理想的治疗方法[1, 11]。但

气管是一种具有特殊结构和功能的单一管腔器官，可供

切除的气管长度是有限的，Grillo[12]认为成人气管切除长

度大约1/2、青少年气管切除1/3时可以进行重建。一般认

为气管缺损超过6 cm则需用替代物进行修复[1]。种子细

胞可来源于自体、同种异体和异种组织。由于同种异体

和异种组织来源的细胞尚未解决免疫排斥问题而无法用

于病损组织的永久性修复[3]。自体细胞在体外培养条件下

可获得有限的扩增，且不存在免疫排斥反应，但细胞来

源有限，取材部位也会有不同程度损伤，尤其是患病状

态下或老年患者的细胞往往不宜用于移植等。 
干细胞研究是当前生命科学的热点，干细胞按生存

阶段可以分为胚胎干细胞和成体干细胞。胚胎干细胞在

理论上虽然具有很多优势，但在实践中如伦理学、癌变

等很多具体问题难以解决，因此，目前研究较多的是成

体干细胞。    

a: Poly (lactic acid-glycolicacid- 
trimethylene carbonate)  

Figure 4  Observation of adipose-derived stem cells at 2 wk 
after incubation in poly (lactic acid-glycolic acid) and 
poly (lactic acid-glycolic acid-trimethylene 
carbonate) scaffolds 

图 4  脂肪干细胞种植于聚乳酸-乙醇酸共聚物和聚乳酸-乙
醇酸-三亚甲基碳酸酯共聚物 2 周时大体观察 

b: Poly (lactic acid-glycolic acid) 

a: Cell-free +PLGA (×100)  

Figure 5  Morphology of adipose-derived stem cells at 2 wk 
after incubation in poly (lactic acid- glycolic acid) 
(PLGA) and poly (lactic acid-glycolic 
acid-trimethylene carbonate) (PTMC) scaffolds 
under scanning electron microscope 

图 5  扫描电镜下种植于聚乳酸-乙醇酸共聚物及聚乳酸-
乙醇酸-三亚甲基碳酸酯共聚物支架2周后的脂肪干
细胞形态 

b: ADSCs+ PLGA (×100)  

c: ADSCs+ PLGA (×400)  d: ADSCs +PLGA (×800) 

e: Cell-free +PLGA-PTMC  
(×100)  

f: ADSCs +PLGA-PTMC 
(×100)  

a: Adipogenesis  

Figure 3  Multilineage differentiation of adipose-derived stem 
cells (×100) 

图 3  脂肪干细胞多向分化能力的鉴定(×100) 

b: Osteogenesis  

c: Chondrogenesis  

g: ADSCs +PLGA-PTMC  
(×400)  

h: ADSCs +PLGA-PTMC 
(×800)  

ADSCs: adipose-derived stem cells  
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脂肪组织位于可以较易获得的结缔组织中，与骨髓

一样来源于间充质。Zuk等[13]于2001年首先发现脂肪干

细胞在适当的诱导条件下能向脂肪细胞、软骨细胞、成

骨细胞、肌肉细胞及神经组织定向分化。2009年美国斯

坦福大学医学院的研究人员发现抽出的人体脂肪是培

养干细胞的最佳“温室”， 在脂肪干细胞内，有2种转

录因子的表达水平高于皮肤成纤维细胞，表明在初始状

态下，脂肪干细胞更容易被诱导为诱导多能干细胞，并

且利用脂肪干细胞培养诱导多能干细胞不需要饲养细

胞，这无疑提高了其安全性[14]。脂肪干细胞还可以分泌

血管内皮细胞生长因子，促进血管生成[15]。 
脂肪干细胞来源充分，可以反复取材，无免疫排斥，

不涉及医学伦理学问题，细胞增殖快速，取材简便，分

离容易，避免抽取骨髓，损伤较小，患者易于接受[15-17]。

性别、年龄、解剖部位对脂肪干细胞活性均有影响。由

雄性获得的脂肪干细胞较雌性更快及更有效向成骨细

胞分化；年轻供体细胞增殖率较高；腹部皮下脂肪干细

胞较上肢、大腿内侧等部位不易凋亡[17-19]。所以实验选

择大鼠腹股沟区皮下作为脂肪采集部位。酶消化法和组

织块培养法是获取种子细胞的两种基本方法[20]。实验采

用组织块培养法，脂肪组织块贴壁时间短，可能因为切

碎的脂肪组织黏度大，易于贴壁。贴壁第3 d即可见脂

肪干细胞大量生长，1周左右生长达80%。通过流式细

胞术测定间充质干细胞特异性标记CD90、CD44强阳性

表达，分别为99.88%、99.21%。而造血细胞相关表面

标志物CD45、CD34仅分别表达7.42%和0.63%，血管

内皮黏附分子相关表面标志CD106表达6.88%，从而排

除干细胞为造血细胞及血管内皮来源的可能。经诱导分

化实验及流式细胞术鉴定，组织块法获得的脂肪干细胞

具有良好的生长分化活力，干细胞表型特征稳定。 
实验将聚乳酸-乙醇酸共聚物与30%聚三亚甲基碳

酸酯共聚物聚合形成聚乳酸-乙醇酸-三亚甲基碳酸酯

共聚物，改善了支架材料柔韧性以及利于手术缝合。脂

肪干细胞种植于两种支架材料后，生长速度快。扫描电

镜观察可见脂肪干细胞呈球型，并伸展形成伪足，贴附

于支架材料，细胞间相互连接成团。 
综上所述，实验结果证实组织块法简单、经济、高

效，可以作为分离培养脂肪干细胞的有效方法；聚乳酸-

乙醇酸共聚物与聚三亚甲基碳酸酯共聚物支架均具有

良好的生物相容性，无细胞毒性，其多孔的三维立体结

构适合脂肪干细胞黏附生长。 
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本文创新性：以“tissue engineering trachea，ADSCs，
scaffold， biocompatibility，explant method”为关键词检

索 PubMed 数据库 2000-01/2011-02 文章。检索结果显示，

将脂肪干细胞应用于组织工程气管重建的报道较少。实验将

大鼠脂肪干细胞种植于聚乳酸-乙醇酸共聚物和聚乳酸-乙

醇酸-三亚甲基碳酸酯共聚物支架，观察细胞与支架生物相

容性，寻找生物活性好、具有一定强度和弹性、接近正常气

管组织的组织工程气管支架模型。 


