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$#'

.

24+8#+3'(+#4/+9-+::4

#

AQ,14

"作为种子细胞复合新型聚羟基乙酸

!

.

2:

;

:$-/'-8-28

5

:

;

-2:'-$-'#

#

>FJA

"'壳聚糖!

-6'/24$%

#

1,

"支架材料的生物相容性#为进一步构建组织工程化脂

肪组织提供实验依据&方法
!

取雄性新西兰大白兔腹股沟脂肪组织#

*

型胶原酶消化分离出
AQ,14

进行培养#

贴壁细胞至
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代#评价其多向分化能力&将干细胞收集重悬后#以
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的密度接种于多孔
>FJA
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支架#形成细胞
8

支架材料复合物&培养
(

天后#扫描电子显微镜观察细胞在支架材料上的黏附生长和基质分泌

情况#评价细胞与支架材料的生物相容性$

Q':

荧光标记检测细胞在支架材料上的分布$

E2-6+4/''!%&

检测细胞

在支架上的生长情况&接种
#

和
(

天后#分别对细胞
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材料复合物行
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双染色法检测材料对细胞的

毒性作用&用成脂诱导条件培养基诱导分化
AQ,14

及
AQ,14

支架材料复合物#

(

天后#尼罗红荧光染色液检

测
AQ,14

在不同环境下的成脂分化能力&结果
!

原代培养的
AQ,14

呈成纤维细胞样外观#在相应诱导条件下

能够分化为脂肪细胞和骨细胞&细胞接种于
>FJA

'
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支架材料上第
&

天分裂增殖达到高峰#扫描电子显微镜下

提示
AQ,14

在支架表面贴附生长良好#并向孔隙内壁充分延伸#细胞周围形成丰富的基质成分&活死双染结合共

聚焦显微镜显示材料对细胞活性无影响#尼罗红染色可见成脂诱导后的
AQ,14

细胞质内有红色脂滴颗粒形成&

结论
!

多孔
>FJA

'
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支架与兔
AQ,14

具有良好的生物相容性#可作为构建组织工程脂肪组织的支架材料&
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组织工程的核心是形成细胞
8

支架材料复合物

来重建缺损的组织#选用何种干细胞及支架材料仍

是需要解决的重要问题&脂肪源性干细胞!
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AQ,14

"是一类存在于脂肪组织

基质中*具有极强的自我更新能力和多向分化潜能

的干细胞#因而被广泛应用于组织修复和细胞替代

治疗+
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AQ,14

具有来源丰富*取材方便及对机

体损伤小等优势#已成为脂肪组织工程理想的种子

细胞+

$+%

,

&研究已经证实单一材料很难满足组织工

程的需要#通过合适的方法将两种或多种类型的材

料组合起来#可以得到性能更加优良的复合支架材

料+
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"是由水溶性的
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的羧基和
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的氨基相互交联合成的一种高分子材

料#具有良好的可降解性和生物相容性#在组织工程

领域具有广阔的前景+

(
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&本实验通过体外培养兔

AQ,14

#观察其与多孔
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支架复合材料的

生物相容性#为进一步构建脂肪组织提供实验基础&

材 料 和 方 法
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脂肪组织#剔除血管及筋膜#
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的脂肪颗
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的
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&取等体积的完全培养基!含低糖
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及饱和湿度的培养箱中进行单层细胞培

养&
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后更换
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次培养基#以后每
'

天换液
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次&
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天后细胞生长融合达
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的多向分化潜能
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材料&裁剪至合适大小备用#用体积分数
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戊

二醛固定过夜#乙醇梯度脱水#临界点干燥#喷金#扫

描电子显微镜下观察支架材料的微细结构&
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后#添加培养基$
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后#把细胞
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材料复合物移至
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孔板#留待后续检测&

扫描电子显微镜下观察兔
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的分布及细

胞外基质的分泌
!

将
AQ,14

接种于
>FJA

'

1,

支

架材料
(

天后#

>O,

冲洗
!

次#体积分数
!0%S

戊二

醛固定过夜#乙醇梯度脱水#临界点干燥#喷金#扫描

电子显微镜下观察支架表面细胞的生长情况#了解

材料与
AQ,14

的相容性及黏附情况&

兔
%K,&!

在
LST%

(

&,

支架材料上的增殖情况

!

分别于接种后第
#

%

#!

天对支架材料上生长的兔

AQ,14

进 行 计 数&将 经 成 脂 诱 导 的
AQ,148

>FJA

'

1,

复合物置于
7>

管中#将蛋白酶
U

!

"0%

5

'

F

"溶液
#9F

加入
7>

管中裂解细胞#

%*W

过夜

消化&

#!"""3

'

9'%

!半径
#%-9

"离心
#%9'%

#吸

出
$"

&

F

上清液移入
)*

孔板#随后加入
E2-6+4/

''!%&

染液
#*"

&

F

#混合均匀#于
'(W

恒温箱里避

光孵育
!"9'%

#以酶标仪检测
'*"%9

处的荧光强

度!激发光波长为
$*%%9

"&未经过成脂诱导的

AQ,148>FJA

'

1,

复合物作为对照组&用同样方

法检测未接种
AQ,14

的
>FJA

'

1,

材料在
'*"%9

处的荧光强度#测定样本荧光值
.

复合物荧光值
+

材料荧光值&确定所测样本的
Q@A

荧光强度#绘

制标准增殖曲线&

K"9

荧光标记兔
%K,&!

在
LST%

(

&,

支架材料

上的增殖情况
!

收集消化后的
AQ,14

#加入预先由

无血清
Q*7*

培养液稀释后的
Q':

染液!

%

&

5

'

9F

"#置于培养箱中孵育
#%9'%

后#

#%""3

'

9'%

!半径
#%-9

"离心
%9'%

#弃去染液#以新鲜生长培

养基重悬细胞#将标记好的细胞接种于
>FJA

'

1,

材料#于第
#

*

(

天在共聚焦显微镜下观察细胞在支

架材料上的生长情况&

%551U"5Y

(

L̂

双染色法检测
LST%

(

&,

支架材

料对兔
%K,&!

的毒性作用
!

将细胞
8

支架材料复合

物培养在培养箱中
#

*

(

天后#按荧光染色试剂盒的

说明#将荧光试剂加入细胞
+

材料复合体#于
'(W

*

%S1T

!

培养箱中染色
#%9'%

&共聚焦显微镜下观

察细胞的存活情况%活细胞呈绿色荧光#死细胞呈红

色荧光&

尼罗红染色评价
%K,&!

在
+

维和
G

维环境下

的成脂分化
!

将取传代培养
'

%

%

代兔
AQ,14

和

AQ,148>FJA

'

1,

复合物加入到成脂诱导液中进

行培养&成脂诱导
!

周后#弃去培养基#

>O,

清洗
'

遍#质量分数
$S

的中性多聚甲醛固定
'"9'%

&将

尼罗红粉末溶于
Q*,T

溶液#配成浓度为
#9

5

'

9F

的储存液#

+!"W

保存$再将尼罗红储存液溶于

双蒸水中#配成
#

&

5

'

9F

的工作液&将细胞置于尼

罗红染液中常温避光孵育
#"9'%

#弃去染液#双蒸

水清洗#倒置共聚焦显微镜下观察并拍照!吸收光'

激发光
.%%!%9

'

*'*%9

"

+

&

,

&

'&"
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李春波#等
0

兔脂肪干细胞!

AQ,14

"与聚羟基乙酸'壳聚糖!

>FJA

'

1,

"支架材料生物相容性研究

结
!!!

果

兔
%K,&!

的形态观察
!

AQ,14

培养
!$6

后#

可见少量散在的贴壁细胞#以长梭形细胞为主#部分

呈三角形或不规则形&

(!6

后#可见较多的梭形贴

壁细胞#生长速度快#后增生为形态相对均一稳定的

成纤维样梭形细胞!图
#A

"#

(

天后细胞融合至
&"S

%

)"S

&第
'

代
AQ,14

为长梭形#形态均一#增殖

速度较快!图
#O

"&

AQ,14

经成脂诱导
#

周后#可

见细胞由长梭形变为椭圆形#经油红
T

染色可见细

胞内大量红色脂滴形成!图
#1

"&

AQ,14

在成骨诱

导培养
'

周后#可见细胞呈多层生长#经茜素红染色

可见细胞周围基质出现红色钙盐沉积!图
#Q

"&

!!

兔
%K,&!

在
LST%

(

&,

支架材料上的分布
!

将

AQ,14

接种到
>FJA

'

1,

支架材料上复合培养#未接

种
AQ,14

作为对照组!图
!A

"&扫描电子显微镜可

见
>FJA

'

1,

材料表面呈多孔状#孔径约
#""

%

'""

&

9

!图
!O

*

1

"&兔
AQ,14

复合
>FJA

'

1,

培养
(

天

后#可见细胞紧密附着于材料表面及孔壁#黏附生长#

胞体呈高度铺展#相互交联并堆积复层生长#增殖状

态良好#覆盖材料表面#表明
AQ,14

和
>FJA

'

1,

支

架材料有较好的生物相容性!图
!Q

*

7

*

!

"&

图
F

!

%K,&!

的形态特点及多向分化能力

D"

6

F

!

-):

3

4)9)

6

"('9(4':'(21:'5.7<92"*.":1(2")5'9

."001:152"'2")5)0%K,&!

!!

A

%

!'D32D:$4/8:'N+"%'=23946$

.

+2=AQ,14$/

.

$44$

5

+"

=23'#

$

O

%

F2%

5

="4'=23946$

.

+2=AQ,14$/

.

$44$

5

+'=23'#

M'/6 "%'=239'/

; .

$//+3% $%# ('

5

232"4:

.

32:'=+3$/'2%

$

1

%

I#+%/'='-$/'2%2=$#'

.

2

5

+%'-'%#"-/'2%2= AQ,14

!

2':3+# T

4/$'%'%

5

"$

Q

%

I#+%/'='-$/'2%2=24/+2

5

+%'-'%#"-/'2%2=AQ,14

!

$:'P$3'%3+#4/$'%'%

5

"

0

图
+

!

扫描电子显微镜下
%K,&!

在
LST%

(

&,

支架材料上的生长及黏附情况

D"

6

+

!

T:)A24'5.'.41!")5)0%K,&!)5LST%

(

&,!('00)9.<5.1:,/-

!!

A

%

J3244('+M2=>FJA

'

1,4-$==2:#

$

O$%#1

%

>FJA

'

1,4-$==2:#"%#+3,7*

$

Q

*

7$%#!

%

AQ,148>FJA

'

1,-29

.

:+L

"%#+3,7*0

(&"
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!"#$

年
)

月#

$#

!

%

"

!

!!

兔
%K,&!

在
LST%

(

&,

支架材料上的增殖情况

将
AQ,148>FJA

'

1,

复合培养后进行
E2-6+4/

''!%&

检测#细胞曲线呈
,

形#培养
(!6

内细胞生

长较慢#第
'

天后细胞进入对数生长期#第
&

天达到

缓慢生长期#第
&

%

#!

天上升缓慢#说明细胞基本布

满支架材料$对照组细胞生长曲线与实验组相同!图

'

"&说明
>FJA

'

1,

支架材料与
AQ,14

具有良好

的生物相容性&

图
G

!

%K,&!

在
LST%

(

&,

支架材料上的增殖情况

D"

6

G

!

L:)9"01:'2")5(<:?1)0%K,&!)5LST%

(

&,!('00)9.

!!

K"9

标记的兔
%K,&!

在
LST%

(

&,

支架材料上

的黏附情况
!

Q':

是一种亲脂性荧光染料#能与细

胞膜结合以标记细胞#不影响细胞的生长和增殖&

Q':

荧光标记结果显示%细胞在支架材料上黏附#并

沿纤维方向延伸生长&随着培养时间的延长#细胞

数量明显增多#至培养第
(

天细胞已经布满整个纤

维支架表面#呈网格状分布!图
$

"&

图
O

!

共聚焦显微镜下
%K,&!

在
LST%

(

&,

支架材料上的

黏附情况!

K"9

荧光标记"

D"

6

O

!

%.41!")5)0%K,&!)5LST%

(

&,!('00)9.<5.1:

()50)('97"(:)!()

38

!

A"24K"9"509<):1!(15(109<".

"

!!

A

%

B6+#

4/

#$

;

$

O

%

B6+(

/6

#$

;

0

!!

%551U"5Y

(

L̂

双染色法检测兔
%K,&!

对
LST%

(

&,

支架材料的毒性作用
!

A%%+L'%V

是一种
1$

!0依

赖性磷脂结合蛋白#能与位于细胞膜的磷脂酰丝氨酸

!

.

624

.

6$/'#

;

:4+3'%+

#

>,

"高亲和力特异性结合&碘化

丙啶!

.

32

.

'#'%+'2#'#+

#

>I

"是一种核酸染料#它不能透

过活细胞的细胞膜#但能够透过死细胞的细胞膜而使

细胞核红染&将
A%%+L'%V

与
>I

匹配使用#共聚焦

显微镜下拍照可以区分活细胞和死细胞%活细胞呈绿

色荧光#死细胞呈红色荧光&随着培养时间的延长#

呈绿色荧光的细胞数量明显增多#至培养第
(

天细胞

分布于整个支架材料#并呈簇聚集&呈红色荧光的死

细胞数量并未见明显增加!图
%

"&

图
W

!

共聚焦显微镜下检测
LST%

(

&,

支架材料对

兔
%K,&!

的毒性作用!

%551U"5Y

(

L̂

荧光染色"

D"

6

W

!

B)U"("2

8

)0LST%

(

&,!('00)9.2)%K,&!<5.1:()50)('9

7"(:)!()

38

!

A"24%551U"5Y

(

L̂ 09<):1!(15(109<".

"

!!

A

%

T%/6+#

4/

#$

;

$

O

%

T%/6+(

/6

#$

;

0?+#=:"23+4-+%-+

%

Q+$#-+::4

$

J3++%=:"23+4-+%-+

%

F'(+-+::40

!!

尼罗红染色评价
%K,&!

在
+

维及
G

维环境下的

成脂分化
!

AQ,14

和
AQ,148>FJA

'

1,

支架材料复

合物经成脂诱导液作用
(

天后#尼罗红染色#荧光显

微镜下可见多个细胞的胞质内出现红色荧光的脂肪

滴#细胞核显示不清&在
!

维培养条件下#可见细胞

类似于第
'

代
AQ,14

分布!图
*A

"#细胞内形成大量

呈红色荧光的脂滴!图
*O

"&在
'

维培养条件下#细

胞沿着材料的孔径呈网状分布!图
*1

"#细胞内形成

大量呈红色荧光的脂滴!图
*Q

"&

讨
!!!

论

种子细胞在组织工程领域的应用一直以来都是

研究热点&自
!""#

年
Y"U

等+

#

,发现
AQ,14

以来#

AQ,14

因其具有取材方便*获取率高*对供区组织

损伤小*体外扩增迅速以及多向分化潜能等优点#被

广泛应用于组织工程和再生医学中+

%

,

&目前的研究

已经证实在不同诱导条件下#

AQ,14

可以向脂

肪*软骨*骨等细胞系分化#因此是一种具有多向分

)&"
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兔脂肪干细胞!

AQ,14

"与聚羟基乙酸'壳聚糖!

>FJA

'

1,

"支架材料生物相容性研究

图
J

!

尼罗红染色评价
%K,&!

与成脂诱导液作用

H

天后的成脂分化情况

D"

6

J

!

%."

3

)

6

15"(."001:152"'2")5)0%K,&!(<92<:1."5

'."

3

)

6

15"("5.<("5

6

71."<70):H.'

8

!A'!

1?'9<'21.;

8

$"91:1.!2'"5"5

6

!!

A

%

B6+-+::4M+3+4'9':$3/2/6+#'4/3'D"/'2%2=AQ,142%/6+

'

3#

5

+%+3$/'2%

!

!8Q'9$

5

+

"$

O

%

A

5

3+$/#+$:2=:'

.

'##32

.

:+/M'/63+#

=:"23+4-+%-+'%/6+-+::4

!

!8Q'9$

5

+

"$

1

%

B6+-+::4#'4/3'D"/+#'%$

%+/M23N$:2%

5

9$/+3'$:$

.

+3/"3+

!

'8Q'9$

5

+

"$

Q

%

A

5

3+$/#+$:2=

:'

.

'##32

.

:+/M'/63+#=:"23+4-+%-+'%/6+-+::4

!

'8Q'9$

5

+

"

0

化潜能的干细胞#为组织工程领域的研究提供了新

的方向+

)+##

,

&本实验所涉及的分离培养
AQ,14

的

方法主要参照
1$3#2P2

等+

#!

,的研究&兔腹股沟区

皮下脂肪组织含有较丰富的干细胞#在取材时剔除

血管及筋膜并用
>O,

反复冲洗#利用贴壁筛选法去

除血细胞成分并分离出
AQ,14

&分离培养的

AQ,14

具有很好的增殖能力#与成脂及成骨诱导液

作用后可向脂肪细胞及骨细胞分化#油红
T

及茜素

红染色进一步证实了其多向分化的能力&

研究证实#利用组织工程方法构建脂肪组织#除

了具有足够数量的种子细胞外#还要有一定的
'

维

空间的生物可降解支架&理想的生物材料应具备%

!

#

"良好的生物相容性#不仅能与接种的细胞相容

和还能与回植体内周围其他组织相融合$!

!

"可控

的生物降解性#降解后的代谢物对机体无损害*无毒

性$!

'

"一定的机械强度和可塑性$!

$

"立体多孔的

结构$!

%

"半渗透性#以利于小分子的交换&目前用

于组织工程的支架材料来源有天然生物材料和人工

合成材料&常用的人工材料包括%活性陶瓷羟*基磷

灰石*磷酸三钙*聚乳酸*聚乙醇酸*

>FJA

共聚物*

聚乙烯*聚丙烯*聚氯乙烯以及某些金属材料等#天

然生物材料主要包括%胶原*几丁质*葡聚糖*硫酸软

骨素*纤维蛋白凝胶*珊瑚*灭活动物骨等+

#'

,

&

>FJA

是由聚乳酸!

.

2:

;

:$-/'-$-'#

#

>FA

"和聚羟基

乙酸!

.

2:

;5

:

;

-2:'-$-'#

#

>JA

"形成的共聚物#具有

良好的生物相容性和力学性能#对机体无毒性及免

疫原性#其降解产物是机体正常的代谢成分&

>FJA

的结构和亲'疏水性及降解率可以通过
>FA

和
>JA

的比列进行调节+

#$

,

&

>FJA

表面活性和机

械性能良好#能促进种子细胞的黏附*增殖和分化#

同时可控的降解速率同步于组织形成速率#因而有

利于组织的再生与修复&近年来#

>FJA

已经被广

泛的应用于软骨*骨*脂肪组织工程及药物缓释系统

等领域+

#%

,

&但是
>FJA

具有较高的水溶性#不能形

成稳定的结构无法为细胞的黏附和增殖提供合适的

微环境&

1,

是甲壳素脱乙酰基后的产物#无毒#无

气味#可吸收#具有良好的生物相容性和促进细胞黏

附和增殖的优点#广泛应用于生物医学材料领

域+

#*+#&

,

&

1,

的游离羟基和
>FJA

的羧基发生交

联反应#使支架强度提高&壳聚糖可以在
>FJA

表

面形成一层膜性结构#有效弥补单纯
>FJA

支架材

料易溶性和稳定性不足等问题+

(

,

&研究表明#联合

1,

的稳定性及
>FJA

的生物活性制备的复合支

架#比单一成分支架具有更好的生物和机械性能&

本研究我们选用孔径为
#""

%

'""

&

9

#孔隙率

为
)"S

*

>FJA-1,

为
#-#

的
>FJA

'

1,

作为支架

材料+

*

,

#观察其与兔
AQ,14

复合情况#并进一步探

讨其是否可作为脂肪组织工程的支架材料&电子显

微镜下发现细胞在支架表面和支架孔壁上能很好地

黏附*伸展和生长&

AQ,14

不仅能黏附在材料表

面#还能生长进入材料的空隙内#说明
>FJA

'

1,

支

架为
AQ,14

提供了良好的
'

维空间#能容纳更多数

量的细胞&

Q':

荧光标记检测结果显示#细胞在支

架上黏附#并沿纤维方向延伸生长#随着培养时间的

延长#细胞数量明显增多&

E2-6+4/''!%&

检测兔

AQ,14

在多孔
>FJA

'

1,

上的生长曲线#结果显示

以
#,#"

'

'

9F

接种于材料上的细胞生长良好#植入

&

天后细胞数量达到最大值&

A%%+L'%V

'

>I

双染

色法提示支架材料对细胞的活性无毒性作用#且不

影响细胞的增殖&实验证实
>FJA

'

1,

具有良好的

生物相容性#能够为组织工程种子细胞的生长提供

适宜的
'

维空间&当把细胞
+

支架材料复合物植入

体内时#支架材料逐渐降解#

AQ,14

逐渐分化为脂

#&"
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年
)

月#

$#

!

%

"

!

肪细胞#并分泌特定的细胞外基质#最后构成稳定的

疏松网络结构&

AQ,14

经过成脂诱导培养后#胞内有大量的脂

滴形成&使用油红
T

染色法进行形态学检测#其原

理是油红
T

可以特异性使甘油三酯等中性脂肪着

色&但是对于三维支架材料上
AQ,14

的成脂诱导形

态检测#此种方法具有局限性&尼罗红染色剂是一种

亲脂性的恶嗪类荧光染料#与脂类物质!包括腊酯和

三酰甘油"以及各种脂肪酸结合后#在激发波长
$&%

%9

处显示为红色+

&

,

&在本研究中#细胞
8

支架材料复

合物经过成脂诱导液作用
(

天后#加入尼罗红染液#

脂滴显示红色&此方法可以直观地观察到成脂诱导

的
AQ,14

形成脂滴的形态&

在应用组织工程方法重建缺损的组织时#移植

组织在体内需维持较长时间是一个巨大的挑战&因

此#支架材料降解的时间必须要和重建组织生成的

时间相适应&

>$/3'-N

等+

#)

,研究发现#将脂肪前体

细胞复合到
>FJA

支架材料上#再回植入大鼠体内

后
!

个月#形成脂肪组织数量最多$随后逐渐减少$

%

个月后#生成的脂肪组织完全消失&因此#为了构建

合适的组织工程脂肪组织#支架材料的降解时间必

须达到
!

%

%

个月&研究证实#通过调整
>FJA

与

1,

的比例#可以改变
>FJA

'

1,

支架材料的降解

率+

*

,

&为了获得合适的支架材料#进一步研究需要

通过调整
>FJA

和
1,

的比率来改变支架材料的降

解率#使其满足不同类型组织的生成&

本研究成功分离了兔
AQ,14

#并验证了其向成

脂*成骨分化的能力&将兔
AQ,14

种植在
'

维多孔

>FJA

'

1,

支架材料上#显示了良好的生物相容性#

>FJA

'

1,

对兔
AQ,14

的黏附*增生*分化和分泌

功能均无明显影响&研究证实#

>FJA

'

1,

可以作

为构建组织工程的支架材料#但是体外实验尚不能

完全反映该支架材料长期植入体内可能发生的生物

学效应#此生物材料是否适合机体组织工程脂肪组

织的构建#还有待进一步的体内实验予以证实&
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