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组织工程与细胞培养                                                              

大鼠脂肪间充质干细胞诱导为类肝细胞及其细胞片的

制备 

卢永波, 邱峰, 陈咏竹, 赵晓军 
四川大学华西医院 纳米生物医学技术与膜生物学研究所, 成都 610041 

摘  要: 成体多能干细胞, 如来自骨髓和脂肪组织的间充质干细胞等具有多向分化的潜能。虽然自体干细胞移植已经发

展成为器官移植的有效代替疗法之一, 但是由于移植位点细胞的流失和分化条件的限制等问题使得这种疗法的效率大

大降低。本研究目的是将由脂肪干细胞分化而来的类肝细胞制备成具有稳定细胞性状的可移植的肝细胞片。首先在体

外分离扩增脂肪干细胞 , 并通过控制严格地分化条件获得类肝细胞。然后将此细胞接种到聚 N-异丙基丙烯酰胺

(PNIPAAm)结合的细胞培养皿表面, 通过调节培养温度到 20oC, 使细胞成片脱离培养皿形成细胞片。对细胞片进行了常

规 HE 染色和免疫组化观察, 结果显示: 这类细胞片中平均含有 2~3 层细胞, 并且保持了细胞外基质的完整。同传统的

胰酶消化收集移植用细胞相比, 细胞片方法极大地减少了对移植用细胞的细胞膜和细胞外基质的损伤, 这将大大促进

细胞片和原位组织的相互作用, 增加细胞利用效率, 从而有望提高治疗效果。 
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Abstract: Adult pluripotent stem cells, such as mesenchymal stem cells derived from bone marrow and adipose tissue are capable 
of multilineage differentiation. Although autologous stem cell transplantation is an effective alternative to organ transplantation, the 
loss of cell viability and differentiation confinement of implanted cells has largely impaired the therapeutic efficacy. To produce 
biomaterial-free liver construct to integrate into living tissue, we isolated adipose mesenchymal stem cells and subjected them to a 
delicate culture configuration to mediate the hepatocyte differentiation. The differentiated hepatocyte-like cells were then inoculated 
onto poly (N-isopropylacrylamide) (PNIPAAm) grafted cell culture dish. By lowering the culture temperature to 20oC, cells detached 
from the dish surface into a complete cell sheet. Hematoxylin and eosin staining and immunohistochemistry results showed that cell 
sheet was composed of 2–3 layers of cells and extracellular matrix was maintained intact. As compared with traditional cell harvest 
using trypsin digestion, cell sheet fabrication causes no damage to cell membrane and extracellular matrix. Hence, cell sheets would 
form a better interaction with tissues in situ, and a higher cell viability and therapeutic efficiency would be expected. 
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毒性损伤、病毒感染、基因功能紊乱等诸多因

素都会造成急性或是慢性肝功能衰竭。而作为目前

晚期肝病治疗有效手段之一的肝器官移植又受到来

源及免疫排斥等问题的限制[1,2]。随着对人体丰富的

成体干细胞——脂肪间充质干细胞的分化潜能研究

的深入[3, 4], 使得在体外获得大量可移植的类肝细胞

成为可能。但是传统的利用酶消化从培养皿上获得

细胞的方法不仅造成了对细胞的直接损伤, 也造成

了移植后功能恢复效率的降低[5]。本实验用全新的

温度敏感性培养基在体外制备分化后的类肝细胞的

细胞片, 探讨这类细胞片的微观结构以及潜在的应

用空间。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
N-异丙基丙烯酰胺和 I 型胶原酶购自 Sigma 公

司; 肝细胞生长因子和成纤维细胞生长因子-4 购自

R&D Systems公司; Trizol购自 Invitrigen公司; 反转

录试剂盒够自 Ferments 公司 ; 大鼠白蛋白抗体和

FITC标记的兔抗羊抗体分别购自 BETHYL和 KPL。 

RT-PCR 扩增引物(表 1)由大连宝生物工程公司合

成。一只雄性清洁级 SD大鼠(6周龄, 150 g)用于脂

肪间充质干细胞的分离和培养, 动物实验符合动物

伦理学标准。 

表 1  RT-PCR 扩增引物 
Table 1 Primers for RT-PCR 

Primer name Primer sequence (5′−3′) 

AFP-S AATCTGTTCCTCATTGGCTAC 

AFP-A CTCTGTCATTTCAGGCTTTT 

CX32-S TGGCTGTCCGTCATCTTTATC 

CX32-A CTTGTGCCTCTTTACCTCTTCC 

CK18-S TCTTGCCGCTGATGACTTTA 

CK18-A GAGGTCCTGAGATTTGGGAG 

Albumin-S AAACGCCGTTCTGTTCGATAC 

Albumin-A GGCTTGTGTTTCACCAGCTC 

GAPDH-S GTGCTGAGTATGTCGTGGAGT 

GAPDH-A GCATCAAAGGTGGAGGAAT 

 
1.2  方法 
1.2.1  细胞培养、分化及检测 

大鼠脂肪间充质干细胞的分离和培养 [6]: 用水

合氯醛将 SD 大鼠麻醉后, 分离其腹股沟皮下脂肪

组织 1.5 g 并在冰冷 PBS 中涮洗 3 次。用手术剪将

脂肪组织剪碎成 1 mm左右的小颗粒, 随后和 15 mL 

I型胶原酶的 PBS溶液(0.1 wt%)混合并在 37oC消化

90 min。加入等体积的含 10% 胎牛血清的 DMEM- 

LG培养基终止消化并用 200目筛网过滤消化液, 以

去除大块细胞团。滤液在 1000×g 离心 10 min, 去

除脂肪细胞层和上层液体。细胞沉淀用 DMEM-LG

完全培养基重悬并接种到 25 cm2培养瓶中, 培养条

件控制在 37oC、5%CO2和饱和湿度。3 d 后换液去

除未贴壁细胞, 每 3 天更换一次培养基, 待细胞长

到 80%融合的时候进行消化传代, 接种细胞浓度为

1000个/cm2。 

大鼠脂肪间充质干细胞的体外分化[7,8]: 将第 3

代细胞以 1000个/cm2的浓度接种到表面经过胶原处

理的 6 孔细胞培养板。每 3 天换一次培养基, 待细

胞长到 100%融合时, 将原来的DMEM-LG培养基换

成含有 59% DMEM-LG、39% MCDB201、1×ITS、

1×10−9 mol/L地塞米松、1×10−4 mol/L维生素 C、

2%胎牛血清、20 ng/mL肝细胞生长因子、10 ng/mL

成纤维细胞生长因子的肝细胞诱导培养基并持续培

养 4周, 每 3天更换一次培养基。 

RT-PCR: 用 Trizol分别提取未分化、分化 2周、

分化 4 周的细胞总 RNA, 提取方法参照试剂说明

书。第一链 cDNA 用反转录试剂盒合的 oligo-dT 引

物合成。混合 5 pmol Albumin、AFP、CX32、CK18

和 GAPDH 上下游引物后进行 PCR 扩增 , 其中

GAPDH为内参。 

PAS 染色[9]: PAS 染色可用来检测糖原。经 4%

多聚甲醛固定 30 min 的分化细胞用 0.5%高碘酸氧

化 5 min, 然后用雪夫试剂处理 15 min。自来水冲洗

5 min之后用苏木素复染 1 min, 并镜下观察。 

1.2.2  脱片用细胞培养皿的准备[10] 

滴加 100 μL 45 wt%的 N-异丙基丙烯酰胺异丙

醇溶液在直径为 3.5 cm 的聚苯乙烯细胞培养皿

(FALCON 3001)表面, 并将其铺展均匀。然后用电子

束进行照射以促使 N-异丙基丙烯酰胺分子聚合并连

接到聚苯乙烯表面, 照射条件为 200 kV、10−5torr, 

照射剂量为 0.3 MGy。用纯水将培养皿表面未结合

的分子清洗干净并用环氧乙烷对其灭菌完毕。 

1.2.3  细胞片的制备与观察 

经过 4周分化之后, 用含 0.02% EDTA的 2.5 g/L 
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胰酶将分化的细胞消化 1~2 min。加等体积的含 10%

胎牛血清的 DMEM-LG培养基终止消化。混合液在

100×g 离心 5 min, 所得细胞沉淀用肝细胞诱导培

养基重悬并以 200 000 个/cm2的细胞浓度接种到脱

片用细胞培养皿上。在 37oC培养 2 d后, 细胞达到完

全融合。将培养皿在 20oC放置 30 min使细胞脱片。 

组织化学与免疫组化[11]: 从培养皿表面脱离下

来的细胞片用 4%多聚甲醛固定 30 min, 然后用 PBS

洗 3次, 每次 1 min。固定后的细胞片分别在 50%、

60%、70%、80%、90%、100%酒精中梯度脱水 4 min, 

然后用二甲苯透明 10 min, 并在 65oC 液体石蜡中

孵育 1 h。温度降低之后, 得到细胞片的石蜡包埋块, 

切片(6 μm)用于常规 HE染色和免疫组化实验。 

2  结果与分析 

2.1  细胞培养与分化 
光学显微镜下观察到, 未分化的脂肪间充质干

细胞呈典型的成纤维细胞形态, 而在肝细胞诱导培

养基中分化 4 周的细胞形态发生了显著变化, 大部

分从原来的梭形变成了多角形或卵圆形(图 1)。此外

也有少数细胞分化为典型的神经样细胞。 

 
图 1  未分化与分化后脂肪间充质干细胞显微照片 
Fig. 1  Microphotograph of undifferentiated and differentiated 
adipose mesenchymal stem cells. (A) Undifferentiated P3 
adipose mesenchymal stem cells show typical fibroblast-like 
morphology. (B) The polygon morphology of differentiated 
hepatocyte-like cells. 

如图 2所示, RT-PCR结果表明脂肪间充质干细

胞向肝细胞分化。未成熟肝细胞标志甲胎蛋白(AFP)

的转录在分化早期能够被检测, 但在 4 周之后的成

熟分化细胞中不能被检测。本实验中所有的样品均显

示成熟肝细胞特征标志间隙接头蛋白 CX32阳性, 其

表达水平有随着分化时间的增长而升高。另外一个成

熟肝细胞相关基因 CK18在分化 2周还有分化 4周的

细胞中表达为阳性而在未分化的脂肪间充质干细胞

中为阴性。同这 3个基因相比, 分化中白蛋白的转录

水平较高。此实验结果和 Sgodda[8]关于脂肪间充质干

细胞分化研究的结果基本一致。 

 
图 2  RT-PCR 结果 
Fig. 2  RT-PCR results. RT-PCR results show the transcription 
level of Albumin, CK18 and CX32 increase with differentiation 
time. But the AFP transcripts can not be identified at the late 
stage of differentiation, indicating most cells have differentiated 
into mature hepatocytes. 
 

PAS 染色结果显示弥散状红色糖原颗粒分布在

细胞质中(图 3), 表明分化 2周之后的细胞开始具备

糖原储存的功能。此外, 细胞片的免疫组化结果也

表明肝细胞特征白蛋白表达在细胞片中依然旺盛

(图 7)。以上结果说明成体脂肪间充质干细胞具有向

肝细胞分化的潜能。 

2.2  细胞片的制备与观察 
聚N-异丙基丙烯酰胺是一类温度敏感的高分子, 

它的临界溶解温度为 32oC[12]。当环境温度低于 32oC

时, PNIPAAm 链和水分子形成氢键并溶于水, 分子

链呈松散卷曲状; 而当温度高于 32oC 时, 分子内部

形成氢键, 异丙基暴露于分子链的外侧, 从而呈现

出疏水性, 分子链也变成致密的球状[13]。PNIPAAm

的水溶液在 4oC和 40oC时分别表现为透明溶液和白

色胶体(图 4)。 

N-异丙基丙烯酰胺单体分子受到电子束照射之

后能聚合到聚苯乙烯表面从而使细胞培养皿表面获

得对温度响应的性质。如图 5 所示, 表面结合的纳 
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图 3  PAS 染色结果 
Fig. 3  PAS staining result. Glycogen, as indicated by the 
white arrow, was detected by PAS staining in cells with two 
weeks of differentiation. 

 
图 4  PNIPAAm 水溶液在 4oC 和 40oC 时的性状 
Fig. 4  The character of PNIPAAm solution at 4oC and 40oC. 
The PNIPAAm aqueous solution incubated at 4oC remains 
transparent fluid and turns into white hydrogel when 
surrounding temperature was raised to 40oC. 
 

 
图 5  细胞脱片过程示意图 
Fig. 5  Schematic map of cell detachment from PNIPAAm grafted cell culture dish. 
 

 
图 6  从脱片用培养皿表面脱离下来的类肝细胞细胞片 
Fig. 6  Detached hepatocyte-like cell sheet from PNIPAAm 
grafted cell culture dish. 

 
图 7  类肝细胞细胞片的 HE 染色结果 
Fig. 7  HE staining result of hepatocyte-like cell sheet. 

 

图 8  类肝细胞细胞片的白蛋白免疫组化结果 
Fig. 8  Albumin immunohistochemistry result of hepatocyte- 
like cell sheet. 
 
米级 PNIPAAm 层在温度降到 32oC 以下时, 发生亲

疏水性和构型的双重变化。其上培养的细胞层在感

受到这种物理刺激时发生应激反应, 从培养底物表

面脱离。本实验发现, 细胞脱片效率与温度及培养

皿表面上 PNIPAAm的结合状态密切相关。最理想的

脱片培养皿是在聚苯乙烯表面结合上一层约      

10 nm厚的 PNIPAAm[14]。结合不足、过剩或没有将
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表面黏附的 NIPAAm分子清洗干净都将大大地影响

细胞的脱片效率。在经过电子束照射却没有清洗的

培养皿上直接培养细胞, 结果显示细胞不能正常地

贴壁生长。这可能是由于表面疏水性太高或者是一

些没有聚合的 N-异丙基丙烯酰胺的毒性造成的。影

响细胞脱片的另外一个重要因素是温度。比较在

20oC和 4oC下的脱片结果发现, 20oC下的脱片效率

要高。20oC下的脱片时间为 20~30 min, 而在 4oC下

要等  4 h以上才能脱片, 也有很多培养皿上观察不

到脱片现象。这说明脱片过程是由 2 种因素共同促

发的: 一个是温度变化引起的 PNIPAAm 分子链的

构象改变, 另外一个是细胞对这个变化的应激性反

应[5]。过低的温度造成细胞的活性降低, 从而使脱片

的效率也大大降低。 

把分化之后的类肝细胞以 200 000 个/cm2浓度

接种到 PNIPAAm 结合的培养皿表面, 在 37oC 培养

3 d后放于 20oC、10 min之后就可以发现细胞层开

始从培养皿边缘脱离, 30 min后细胞层脱离完全, 形

成一张厚薄均一的细胞片(图 6)。 

HE 染色发现细胞片内普遍含有 2~3 层细胞(图 

7)。大鼠白蛋白的免疫组化实验证明分化细胞在细

胞片制备之后 , 肝细胞特征白蛋白的表达依然旺

盛。细胞片上也有一些区域表现为白蛋白阴性, 说

明还有一部分杂细胞的存在(图 8)。 

细胞是组织工程的重要素材, 大规模细胞培养

以获得临床上可用的细胞量是组织工程研究的重点

之一。常规胰酶消化法收集细胞会造成细胞外基质

的崩解, 使细胞膜以及膜上蛋白受到一定程度的伤

害, 从而减弱细胞的原有功能 [15−17]。尤其是对胰酶

敏感的细胞株来讲 , 这种方法不能达到预期的治

疗及科研的目的。而从 PNIPAAm结合的细胞培养

皿上直接脱片形成的细胞避免了酶对细胞造成的

损伤 , 同时也保持了细胞外基质的完整 , 使得细

胞能和活体组织更好更快地建立相互联系并发挥

自身的功能 [10,11,18,19]。细胞脱片技术适用于广泛的

细胞种类, 能为组织研究模型和病变组织替换提供

丰富的来源。对肝病的组织工程治疗而言, 无论是

肝脏移植还是肝细胞移植都受到来源和数量的限

制。随着对成体干细胞增殖、分化研究的深入, 人

们发现骨髓、脂肪间充质细胞可能成为极具潜力的

肝外细胞来源。除了移植器官和悬浮细胞[20,21]之外, 

把成体干细胞分化为类肝细胞并制备成可移植的细

胞片将为肝病提供新的替代疗法。 

由于细胞片基底细胞外基质的完整, 多个同种

或是异种的细胞片经层叠培养能形成全细胞的三维

组织。通常三维组织的构建都依赖生物支架对细胞

的支持。虽然生物材料的选择范围很广, 能被加工

成特定的结构供细胞贴附生长, 但不可避免地伴随

着一些风险。通过细胞片移植, 可以大大降低由生

物支架带来的炎症以及移植部位纤维化等风险[11]。

此外 , 这类细胞片能主动贴附到一些移植部位 [22], 

避免了缝合线的使用, 降低了某些手术的难度也能

提升患者的康复质量。 
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