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 诱导脂肪干细胞成软骨分化的研究进展 

 纪晓琳1，王慷慨2，王念2 

( 中南大学    1. 湘雅医学院临床医学八年制，长沙 410013；2. 病理生理学系，长沙 410078 )

[摘要]  由创伤或其他病因引起的关节软骨病变通常难以自愈，且目前临床上的治疗方法疗效欠佳。脂肪干细胞

(adipose derived stem cells，ADSCs)是一种来自脂肪组织、具有多向分化潜能的干细胞，基于ADSCs成软骨分化能力的

组织工程学疗法为关节软骨缺损的修复再生提供了新的思路。体外诱导ADSCs分化成软骨的方法主要是采用生长因

子和支架材料模拟体内微环境，进而促进ADSCs向软骨细胞分化，其相关应用已取得初步成功。 
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ABSTRACT  Articular cartilage lesions due to injury or other pathology are often difficult to heal, and the 
outcomes of the clinical treatment widely used today are far from satisfaction. Adipose-derived 
stem cells (ADSCs) are multipotent stem cells from adipose tissue. Tissue engineering based on 
the ability of ADSCs to differentiate into chondrocytes provides a new idea for the repair and 
regeneration of articular cartilage defects. Th e method for inducing the diff erentiation of ADSCs 
into chondrocytes in vitro who have been quite well established, which mainly include the use 
of growth factors and scaffolds to mimic the in vivo microenvironment, thereby promoting the 
diff erentiation of ADSCs into chondrocytes. 
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关节软骨病变特别是膝关节病变的治疗一直是

最具挑战性的临床难题之一[1]。关节软骨属于透明软

骨，有缓冲机械应力和保证关节的灵活运动等重要

功能。但成年人的关节软骨组织缺乏血管、神经，

无淋巴回流[2]，并且组织细胞类型单一、高度分化，

软骨细胞包埋于大量致密基质中，限制了其增殖、

迁移能力[3]。因此，组织的自愈能力有限，即使较小

的软骨损伤也可能导致骨关节炎，并发展为进行性

炎症从而导致关节退化和运动能力丧失[4]。目前，手

术治疗关节软骨损伤的方法主要包括软骨下钻孔、

微骨折、磨削成形术、关节置换术和自体软骨细胞

移植等[1-2, 5]，但这些方法因受技术难度、组织整合差

和发育形成纤维软骨的影响存在局限性[6]，而软骨组

织工程为解决这些难题提供了新的思路。

软骨组织工程的主要目标是通过种子细胞、具

有诱导分化能力的生物活性分子以及能为细胞生长

创造适当环境的生物材料(如支架)的有效组合产生与

天然软骨生物学功能相近的新透明软骨，实现组织

结构和功能的再生[4]。种子细胞可来源于软骨细胞、

胚胎干细胞或组织干细胞，是修复或替换受损组织

的关键[7]，其中成体多功能干细胞的应用不涉及伦理

问题，来源相对充足且增殖修复能力较强，成为较

理想的研究对象。成体多功能干细胞中的间充质干

细胞(mesenchymal stem cells，MSCs)，特别是骨髓间充

质干细胞(bone marrow stem cells，BMSCs)一直备受关

注。与BMSCs相比，脂肪干细胞(adipose derived stem 
cells，ADSCs)的组织来源丰富、取材方便、免疫排斥

低、增殖快且具有多向分化潜能，已成为软骨组织

工程研究的热点[4, 8]。本文主要总结ADSCs的特性和

成软骨分化过程，讨论ADSCs向软骨分化的主要影响

因素，并展望未来的研究方向。

1  ADSCs概述

1.1  ADSCs的发现及特点

脂肪组织来自于胚胎发育期间的中胚层并且广

泛存在于各种哺乳动物的全身各部位。2001年，Zuk
等[9]从吸脂术获取的人类脂肪组织基质血管中首次分

离得到了可在体外稳定增殖分化的成纤维细胞样细

胞群，并将此类来源于脂肪组织的多能干细胞命名

为ADSCs 。目前研究所用的ADSCs主要来源于白色脂

肪组织，其应用面广并且具有分化成中胚层其他类

型组织的能力[10]。 ADSCs在特异性诱导因子的作用下

可分化为脂肪细胞、软骨细胞、成肌细胞和成骨细

胞[9]。其还具有向神经、内皮、肝细胞样细胞、造血

细胞分化的多向分化潜能，并且具有旁分泌功能，

可合成并分泌各种生长因子、炎性因子、多肽、气

体分子等生物活性物质，发挥免疫调节、促进血管

生成、造血支持等作用，并能招募其他细胞参与组

织重建[9, 11]。

1.2  ADSCs的优势

MSCs具有贴壁生长、表达特异性细胞表面抗原

和多向分化潜能等特征[12]。BMSCs是软骨组织工程中

研究最为深入的MSCs类型，可由骨髓抽吸物中分离

获得，在特定培养条件下可向骨、软骨、肌、脂肪

细胞谱系分化。与之相比，ADSCs的主要优点在于组

织来源丰富且易获取[8]。

此外，BMSCs与ADSCs还有诸多异同之处。如

骨髓和脂肪组织的贴壁细胞百分比相近，培养的

ADSCs传代后形态上与BMSCs没有区别；但在相同培

养条件下，BMSCs的细胞集落形成效率呈传代相关性

下降，ADSCs则表现出更强的增殖率[2]。在细胞表型

方面，ADSCs的细胞表型与BMSCs非常相似，二者在

近50个标志分子中除CD146，CD49d，CD106和神经

生长因子受体(nerve growth factor receptor，NGFR)外，

其他表面抗原的表达无明显差异，都能够阳性表达

CD13，CD29，CD44，CD73和CD90，阴性表达造

血谱系标志物c-kit，CD14，CD34，CD45，CD79，

CD11b和人类白细胞抗原-DR(human leukocyte antigen-
DR，HLA-DR)。但BMSCs与ADSCs有着不同的转化

生长因子β(transforming growth factor β，TGF-β)受体

库，且有着不同的转录和转录后调节网络[13-14]，导

致二者诱导形成软骨时需要不同的生长因子刺激。

在诱导成软骨分化的过程中，虽然在体外和体内实

验[15]中BMSCs向软骨分化的能力更强，但ADSCs增殖

更快，更能耐受缺血、缺氧的关节软骨微环境引起

的凋亡；并且在疾病微环境中，与BMSCs相比ADSCs
能够较好地维持其细胞状态(包括增殖分化潜能、能

量代谢和抗氧化防御系统)不受疾病微环境的影响，

从而保留了其抗炎能力，使ADSCs在病理环境中仍能

发挥微环境调节作用[15]。此外，ADSCs的人类白细胞

抗原-ABC(human leukocyte antigen-ABC，HLA-ABC)表

达较BMSCs少，免疫排斥更低，因而更适用于同种异

体移植[8, 12]。髌下脂肪垫(infrapatellar fat pad，IPFP)来

源的ADSCs(IPFP-derived stem cells，IPFSCs)在抗炎和

抗衰老的能力方面具有一定优势，与取材于皮下脂

肪组织的ADSCs相比，在软骨修复方面具有更好的应

用前景[5, 16]。

2  ADSCs成软骨分化的过程

研究[5]表明ADSCs的骨系分化和成脂分化相互

关联，一旦A DSCs失去向脂肪细胞谱系分化的能
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力，可能的分化方向有成骨细胞或软骨细胞，即二

者有共同的祖细胞——骨-软骨祖细胞(osteochondral 
progenitors)。骨系诱导时，与ADSCs分化为骨-软骨

祖细胞相关的转录因子Runx2从胞质转移到胞核，

成脂分化相关转录因子过氧化物酶体增殖物激活受

体(peroxisome proliferator-activated receptor-γ，PPAR-γ)
则保留在胞质中，故而骨系基因的表达增强，成脂

基因的表达受到抑制。骨-软骨祖细胞的成软骨分化

由Sox-9触发，其最终发育为成骨细胞或软骨细胞由

Sox-9和Runx2二者的平衡严格控制：Sox-9使细胞保留

软骨形态表型，而Runx2加速软骨细胞向肥大表型分

化并被成骨细胞取代。骨-软骨祖细胞经诱导向软骨

细胞方向分化后，细胞持续表达Sox-9，后者引发II型
胶原(COL II)、IX型胶原(COL IX)、蛋白聚糖(ACAN)
和软骨低聚基质蛋白(COMP)等软骨基质蛋白的表

达。随后，成熟软骨细胞分泌一组细胞因子以维持

Sox-9和其他成软骨标志物基因如COL II和ACAN的 
表达[5]。

3  诱导ADSCs成软骨分化的微环境

3.1  生长因子

3.1.1  生长因子类型

体外诱导A DSCs成软骨分化所需的分化培养

基通常为含有一系列生长因子的混合物。其中，转

化生长因子β(transforming growth factor-β，TGF-β)是

ADSCs成软骨分化培养基中最重要的组分，其在哺乳

动物体内有3种亚型：TGF-β1，-β2和-β3[5]。TGF-β通

过与ADSCs表面受体结合，使I型受体即激活素受体

激酶-5(activin receptor-like kinase-5，ALK-5)磷酸化，进

而激活Smad通路，启动软骨特异性基因的转录[17]。

TGF-β1具有双相作用：在100 pg/mL~1 ng/mL的浓度范

围内增强内皮细胞的增殖和侵袭效应，在5~10 ng/mL 
范围内抑制内皮细胞侵袭和毛细血管形成，诱导

ADSCs的成软骨分化。TGF-β的3种亚型对ADSCs都有

一定的成软骨诱导效应，但3种亚型诱导效应的不同

之处暂无定论，目前研究[18]表明对ADSCs而言TGF-β1
与TGF-β3的诱导效应并无显著差异。

骨形态发生蛋白(bone morphogenetic protein，

BMP)是ADSCs成软骨分化培养基中另一种重要的生

长因子。与BMSCs相比，ADSCs对TGF-β诱导形成

软骨的应答较少，但通过添加BMP-6已经建立了68
种有效的分化。实验[8]证明将500 ng/mL BMP-6加入

分化培养基中，与未处理的对照组相比，ACAN基

因的表达增加200倍，COL II基因的表达增加38倍。

Knippenberg等[19]对BMP-2和BMP-7诱导ADSCs分化的

能力进行了研究，发现BMP-7刺激ADSCs分化为软骨

形态表型，用BMP-2处理15 min则将ADSCs诱导到成

骨谱系[5, 8]。BMP-14是调控ADSCs成软骨分化过程中

诱导能力最强的生长因子之一，在早期软骨形成至

其后多个阶段中都发挥着作用，且在促进ACAN表达

的同时能够抑制COL X型表达[5, 8, 20]。研究[21]证实腺病

毒携带BMP-14基因转染ADSCs后细胞COL II和Sox-9基

因表达水平均明显提高，修复软骨损伤的能力大幅

提升。

胰岛素样生长因子-1(insulin-like growth factor-1，

IGF-1)被认为是调节软骨形成和代谢最关键的细胞因

子。IGF-1能够增加人关节软骨细胞中COL II和ACAN
的表达，促进软骨细胞表达Sox-9并形成COL2A1，

同时通过抑制蛋白酶(如基质金属蛋白酶等)的生成

与释放而减少ACAN降解。有学者 [22]推测IGF-1是

通过下调肿瘤坏死因子样凋亡微弱诱导剂(TNF-like 
weak inducer of apoptosis，TWEAK)基因的表达，抑制

TWEAK-Fn 14信号通路，从而对软骨组织起到保护 
作用。

关于成纤维细胞生长因子(f i b ro b l a s t  g row t h 
factor，FGF)-2诱导软骨形成的能力颇有争议。研

究[8]证实配体与FGF受体1~4结合会激活丝裂原活化

蛋白激酶/ERK激酶(MEK)、磷酸化丝裂原活化蛋白

激酶(MAPK)，随后MAPK的激活会对激酶和转录因

子的级联进行调节，最终上调Sox-9的表达。实验[23]

表明在平面扩增期添加FGF-2能增强人类脂肪干细胞

(human adipose derived stem cells，hADSCs)的成软骨分

化；但也有研究[24]显示在生长因子联合诱导过程中

FGF-2抑制了BMP-6诱导软骨形成的能力。Chiou等[25]

发现用TGF-β1和FGF-2诱导的小鼠ADSCs沉淀培养物

中COL II的表达增加。而Henning等[26]的研究结果显

示在FGF-2和TGF-β3的联合诱导下未能在hADSCs中

检测到COL II的表达。因此，FGF-2对于细胞增殖是

必不可少的，但在分化阶段对软骨形成具有负面影

响，并且FGF-2与不同生长因子联合诱导效果不同。

对于MSCs而言，在扩增期细胞大量表达FGF受体1，

FGF-2对其有强亲和力，故提高了MSCs的增殖速率与

分化潜能；在细胞聚集期间，此受体表达减少，故

在后期(3~14 d)加入FGF-2会对MSCs成软骨分化起抑

制作用。然而，对于ADSCs，FGF-2产生双重效应的

机制还有待探究[8]。

3.1.2  诱导方式

利用外源生长因子诱导ADSCs成软骨分化又称

为化学诱导，包括单一诱导和联合诱导。目前认为

TGF-β1，2，3和BMP-2，6，7，14单独使用就能使 
ADSCs向软骨方向分化。然而，有研究[24]显示虽然

BMSCs能够受TGF-β单一诱导分化成软骨，ADSCs却

还需要额外的生长因子刺激。其中TGF-β与BMP-6组
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合使用能上调COL II和ACAN的表达，并且产生的不

良反应(如COL X的表达或其他肥大表型的上调等)最

少。TGF-β与BMP-6具有协同效应是因为BMP-6能够

诱导TGF-βI型受体表达，而ADSCs通常不表达此受

体。有实验[27]表明10 ng/mL TGF-β3与10 ng/mL BMP-6
组合使用是诱导ADSCs成软骨分化的“黄金搭档”，

与单独使用TGF-β3相比能有效增强ADSCs的软骨分化

潜能；还有实验[28-29]使用2.5 μg/mL的TGF-β2和2.5 μg/mL 
的BMP-7复合壳聚糖/II型胶原支架搭载ADSCs进行动

物体内软骨修复，12周时缺损区已接近正常软骨；而

与单独使用TGFβ1相比，TGF-β1和BMP-14联合诱导

时COL X的表达水平下降[20]。

因应用外源性生长因子效率低、半衰期短，有

学者[28, 30-31]提出了一种长期稳定的诱导方式，即利用

基因转染上述生长因子的目的基因得到内源性生长

因子，通过分泌途径发挥作用。尽管基因操作可控

制特定生长因子的分泌，但由于软骨形成是由多种

生长因子和其他信号分子协调操控的，所以一次只

能靶向一种基因限制了基因转染的应用潜力，且由

于各类生长因子的作用机制以及最佳剂量还处于探

究阶段，故也有研究采用ADSCs与软骨细胞共培养以

营造类似于体内关节软骨的微环境。在共培养体系

中，ADSCs对软骨细胞具有营养和调节作用从而促

进软骨细胞增殖，同时与软骨细胞的直接或间接接

触能够促进ADSCs成软骨分化并抑制肥大表型的发 
生[20, 32-34]。实验[35-36]表明将软骨细胞与脂肪干细胞

进行微球Transwell间接共培养，当脂肪干细胞与关

节软骨细胞比例为5:1时，诱导效果可以与10 ng/mL 
TGF-β3+10 ng/mL BMP-6的生长因子诱导组相媲美，

并且可以抑制诱导后干细胞的早期肥大。

此外，分化过程中ADSCs也会分泌这些生长因

子，成为能够刺激内源性软骨再生的旁分泌因子的

潜在来源。然而，ADSCs分泌的物质也可抑制软骨修

复，如ADSCs大量分泌的血管内皮生长因子(VEGF)-A
可增加软骨细胞中的基质金属蛋白酶的表达。因

此，为了有效地治疗软骨缺损，如何增加软骨细胞

增殖和软骨组织生成因子的分泌、限制肥大因子和

VEGF的分泌成为研究的关键[18, 37]。

3.2  三维培养

虽然ADSCs在适当的诱导条件下可分化为软骨

细胞，但实验[38]发现软骨细胞在单层平面和二维表

面上长期培养会发生去分化，导致COL II等软骨细胞

特异性基质的表达减少，而成纤维细胞特异性基质

COL I表达增加。此外，单层培养时细胞特异性蛋白

主要集中在胞内，胞间积累较少，软骨细胞的生长

很快达到接触抑制，细胞由圆形转变为梭形[39]。因

此，除了适当的生长因子环境外，ADSCs还需要三维

培养条件以将细胞维持在圆形状态，这对软骨形成

和预防成纤维细胞表型的出现至关重要。

三维立体培养采用具有各种物理化学和生物

学特性的支架构建的三维模型，其性质对细胞行为

具有潜在的影响，在ADSCs分化中起关键作用[40]。

Yoon等[40]研究发现与单层培养相比，三维培养增强了

hADSCs的体外成软骨分化；乔添柱[41]的实验证实了

三维培养下ADSCs增殖明显快于平面培养组，且三维

培养组的生长曲线未见明显的平台期。这是因为软

骨细胞分泌的胶原蛋白等胞外基质近乎完全包裹细

胞以维持其圆形形态，形成了一个更接近于体内生

理微环境的体外微球体系细胞团。三维环境可能增

强了的hADSCs球体中的细胞间相互作用，而基于干

细胞的软骨修复治疗功效高度依赖于其与关节中局

部细胞的相互作用[40]；同时轻度缺氧的环境激活了

缺氧相关的级联通路，如p-p38，蛋白激酶B(又称Akt)
和低氧诱导因子-1a(hypoxia inducible factor-1a，HIF-1a)
信号通路，从而增强了Sox-9表达[40-43]。通过模仿人体

内软骨细胞这一生长特性可使ADSCs分化形成更完整

的软骨组织。

常 用 的 三 维 培 养 方 法 包 括 微 球 培 养 ( p e l l e t 
culture)、微团培养(micromass culture)和支架(scaffold)
法[28, 42]。微球培养即利用ADSCs在特殊培养条件下自

发形成小聚集体的特点，将离心管内细胞悬浮液离

心，以使细胞在管底形成圆形细胞微球(pellet)而用于

三维培养[44]。在微团培养中，细胞被放置在24孔板孔

内，使其在37 ℃下黏附2 h，然后加入软骨介质培养

基，经过一段时间后，细胞会聚结成球形[45]。支架

法是将人工合成的支架复合ADSCs进行体外三维培养

或置入关节软骨缺损处进行体内培养[46]。微球和微

团法都存在营养不足的缺陷，故支架材料成为研究

的趋势。在支架材料中，水凝胶(hydrogels)因其优异

的溶胀性质和与软组织的相似性，被认为是软骨组

织天然细胞外基质的最佳替代材料[47]。

凝胶的结构和含量影响着ADSCs的分化效果。

刘金兰等[48]发现利用藻酸钙作为载体有利于脂肪干

细胞成软骨分化——藻酸钙凝胶能形成三维多孔结

构，有利于细胞附着、生长。陈秀慧等[49]将ADSCs
与藻酸钙凝珠载体进行立体培养，发现细胞增殖较

快，藻酸钙的不断降解为细胞产生细胞外基质提供

了空间。Guneta等[50]发现在不同孔隙率和孔径的藻酸

盐支架中ADSCs分化效率不同。Mineda等[51]实验证实

用4%的非交联透明质酸凝胶培养hADSCs是形成尺寸

一致软骨细胞微球(20~50 µm)的最适条件。

大部分三维模型的构造焦点一直是模拟软骨细

胞所处的天然软骨细胞外基质，要考虑到模型理化
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性质(如孔隙大小、分布等)和模型生物学特性(如生

物降解能力、引发抗原反应能力等)，以形成接近生

理状态的软骨结构。在此基础上，可以使用多功能

支架递送营养因子、调节分子或遗传组分以控制细

胞分化和增强细胞支架间相互作用。如水凝胶支架

存在短时间内释放大量生长因子的缺点，持续释放

时间不超过1周，微球体可长时间持续释放生长因

子，但这些生长因子易迁移而离开植入部位被组织

清除。使用将聚乳酸-羟基乙酸共聚物(poly lactic-co-
glycolic acid，PLGA)微球固定于水凝胶的联合递送系

统则能使生长因子的释放延长到21 d[52-53]。

3.3  其他因素

除生长因子与三维培养条件外，诱导A DSCs
成软骨分化的效率还受诸多因素的影响，如低氧诱

导、动态环境和电磁场刺激等。

低氧环境模仿了关节软骨组织的生理条件，引

起低氧诱导因子稳定表达，随后诱导软骨相关基因

表达。聚集蛋白聚糖(aggrecan，AGC)，COL II和Sox-9
于低氧张力下在ADSCs和软骨细胞中的表达均明显

增强[54]。Portron等[55]证明了低氧条件可以促进ADSCs
向软骨细胞分化；随后有学者[56-57]指出软骨细胞培养

的最佳氧含量为1%~5%；戴兵等[58]实验证实在体积

分数为5%的氧气条件下，ADSCs增殖加快，COL II 
和ACAN等的表达较常氧组显著增加。在缺氧条件下

ADSCs和软骨细胞中的生长因子HIF-1α，VEGF-A/B，

BMP-2/-4/-6，FGF-2和IGF-1均显著增加，但TGF-β1变

化不明显[58]。Kakudo等[59]研究进一步证明低氧可促

进ADSCs增殖，而HIF-1α的活化、FGF-2的产生以及

ERK1/2和Akt通路参与了这一调控机制。

由于人体内为动态环境，传统静态形式的细胞

培养会产生生物化学组成和机械性能相对较差的软

骨组织。宋克东等[60]证实多孔复合支架与转瓶结合

提供的三维动态环境可提高ADSCs的存活率和软骨

分化效率。转瓶的搅拌培养产生了剪切力，可加速

ADSCs的分化并促进支架内外代谢产物与营养物质的

交换。离心重力也可诱导ADSCs成软骨分化，离心 
(2 400 g，30 min)可通过增加BMP-4的表达而上调Sox-9
的表达，且与TGF-β1具有相似的诱导Sox-9表达的能

力[61]。低频(35 Hz)低幅度振动亦能显著抑制ADSCs的
成脂分化，上调Sox-9和细胞表面软骨细胞特征性整

合素的表达[62]。

尽管ADSCs有免疫调节和抗炎特性，但关节炎

症微环境仍会抑制其软骨分化潜能，且由促炎因子

诱导发生的氧化应激阻碍了软骨基质的合成，从而

干扰软骨修复过程。将hADSCs暴露于炎症因子IL-1β 
24 h后，细胞内ROS显著增加，有抗氧化和抗炎能力

的二烯丙基二硫化物则能显著改善ADSCs的氧化应激

损伤[63]。

在组织工程疗法中，肝素可以静电结合生长因

子，防止生长因子被酶类降解并调控其局部浓度。

一般认为外源性肝素也可以增强TGF-β超家族成员的

生物活性，从而将其加入生物支架材料中以提高组

织工程的疗效[20]。虽然许多TGF-β超家族成员已被证

实可以结合肝素，但这种相互作用并不是此类蛋白

质的普遍特性，比如BMP-14的生物学活性就能被肝

素强烈抑制，且肝素可能会损害人MSCs的生物学和

分子特征，故临床需谨慎应用[64-65]。

此外，诱导时间也会对ADSCs分化产生影响。

以B M P- 6为例，诱导前期短暂添加B M P- 6可上调

ADSCs的透明软骨分化，持续添加BMP-6则会导致细

胞分化为纤维软骨[28]。

4  展   望

A DSCs应用于软骨缺损修复已取得初步的成

功，但其研究仍处于动物试验阶段。组织工程化

软骨与宿主的完美结合是软骨修复的终极目标，目

前不管是体外研究还是体内研究仍存在许多问题，

如：1)ADSCs没有明确的特异性表面抗原，如何在体

外高效分离、纯化得到ADSCs；2)如何诱导ADSCs分

化完全，防止早期肥大的出现；3)体外诱导培养基微

环境的构建、理想三维支架的构建以及三维支架植

入关节的可实施性；4)细胞、不同的生长因子、三维

诱导环境三者关系如何，如何形成最优分化条件；5)
将诱导分化形成的软骨组织移植于软骨缺损处后，

如何在局部微环境中保持分化状态，且不会导致软

骨组织间出现免疫反应、炎症反应；6)修复后的软骨

组织能否满足关节形态和功能的需要、组织工程软

骨能否得到长期保持等。随着组织工程学和相关学

科的发展，相信利用ADSCs产生具有成熟关节软骨组

成、结构和力学性能的工程软骨会成为临床治疗软

骨缺损的理想方案。
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