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海绵状的小肠粘膜下层促进成骨样细胞增殖分化
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摘要　目的：观察人脂肪干细胞（ｈＡＤＳＣｓ）诱导分化的成骨样细胞在海绵状的猪小肠粘膜下层
（ＳＩＳ）表面的生长情况，探讨三维立体海绵状的ＳＩＳ能否促进成骨样细胞的增殖和分化。方法：采
用物理和化学结合的方法将猪近段空肠制备成脱细胞的 ＳＩＳ，再将薄膜状的 ＳＩＳ经液氮低温研磨
制成微粒，交联后采用冷冻干燥技术重塑形为海绵状的 ＳＩＳ；原代培养 ｈＡＤＳＣｓ，流式术检测表面
抗原，诱导其成骨、成软骨、成脂分化并染色鉴定；将诱导的成骨样细胞与海绵状ＳＩＳ复合培养，扫
描电镜观察细胞形态；应用ＳＩＳ材料浸提液培养成骨样细胞，ＭＴＴ法检测细胞增殖情况，ＡＬＰ活度
检测成骨分化情况。结果：脱细胞的ＳＩＳ未见有核物质，海绵状的 ＳＩＳ呈三维立体状，具有大量均
匀一致的孔隙；原代培养的ｈＡＤＳＣｓ表达干细胞相关抗原，并可分化为成骨样细胞，茜素红将钙结
节染成紫红色。成骨样细胞与海绵状ＳＩＳ复合培养后，细胞生长旺盛增殖能力强，ＡＬＰ表达量明
显增加。结论：海绵状的ＳＩＳ具有均匀的三维孔隙，细胞相容性好，能明显促进ｈＡＤＳＣｓ来源的成
骨样细胞的增殖及成骨分化，可成为骨组织工程新型的三维立体天然生物衍生材料。
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　　经脱细胞处理的小肠粘膜下层（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ

ｓｕｂｍｕｃｏｓａ，ＳＩＳ）是天然细胞外基质生物衍生材料，具有

和人细胞外基质非常接近的网架结构，主要由胶原、糖

蛋白、蛋白多糖等组成，含有多种生长因子，能促进细

胞的生长和分化［１］。

　　脱细胞的ＳＩＳ为半透明的薄膜，研究表明 ＳＩＳ能成

功促进神经、血管、膀胱和尿道等膜性结构的修复和再

生［２４］。ＳＩＳ在骨组织工程中的应用主要在构建组织工

程骨膜或修复颅盖骨等扁骨组织，修复效果较理想［５］。

但在长骨损伤导致大块骨质缺损时，薄膜状的ＳＩＳ缺少

足够的体积及力学支撑，很难达到良好的修复治疗效

果。将薄膜状ＳＩＳ按需制成具有一定体积和厚度的支

架材料意义重大。

　　本课题组已成功将薄膜状的ＳＩＳ制成微粒，再经交

联冷冻干燥按模具制成海绵状 ＳＩＳ。但其是否仍具有

良好的组织相容性，能否促进干细胞的成骨分化及成

骨样细胞的生长增殖尚无定论。因此，本实验拟原代

培养人脂肪干细胞（ｈｕｍａｎａｄｉｐｏｓｅｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌ，

ｈＡＤＳＣｓ），并诱导分化为成骨样细胞，在体外与海绵状

ＳＩＳ材料复合培养，评价细胞生长增殖及成骨分化能力，

为骨组织工程提供新型的海绵状ＳＩＳ生物支架材料。

１　材料与方法

１．１　组织来源和试剂

　　猪新鲜近段空肠由锦州市肉联加工厂提供。脂肪

组织来自４例行腹部脂肪抽吸术的健康成年女性，无

传染病和内分泌疾病。术前签署知情同意书，实验经

医学伦理委员会批准。

　 　 ＬＤＭＥＭ、ＨＤＭＥＭ、胎 牛 血 清、ＮａＮ３、ＥＤＴＡ

（Ｇｉｂｃｏ），胰蛋白酶、β甘油磷酸钠（Ｓｉｇｍａ），碱性磷酸

酶染色试剂盒、ＡＬＰ活度检测试剂盒（凯基生物），

ＣＤ２９ＰＥ、ＣＤ３１ＰＥ、ＣＤ３４ＰＥ、ＣＤ９０ＰＥ、ＣＤ７３ＰＥ、

ＣＤ１０５ＰＥ抗人单克隆抗体（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）。

１．２　ｈＡＤＳＣｓ的原代培养及鉴定

１．２．１　原代培养ｈＡＤＳＣｓ　取成人吸脂术后的脂肪组
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织，ＰＢＳ冲洗去除血液，０．１％Ⅰ型胶原酶消化 １ｈ，Ｌ

ＤＭＥＭ（含１０％胎牛血清）终止消化，８００ｇ离心５ｍｉｎ，
弃上清，ＬＤＭＥＭ重悬沉淀，２００目滤网过滤，３ｍｌＬ
ＤＭＥＭ混匀沉淀移入培养瓶，３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度
条件下培养，每３天换液。
１．２．２　流式术检测 ｈＡＤＳＣｓ表面抗原　取 Ｐ３的
ｈＡＤＳＣｓ，将密度为１×１０６／ｍｌ的细胞悬液移入 ＥＰ管，
每管分别加入 ＣＤ２９、ＣＤ３１、ＣＤ３４、ＣＤ９０、ＣＤ７３、ＣＤ１０５
抗体各２０μｌ，避光孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤以去除未结合

的抗体，离心后加ＰＢＳ，流式细胞仪检测。
１．２．３　ｈＡＤＳＣｓ向骨、软骨、脂肪的诱导分化　取 Ｐ３
的ｈＡＤＳＣｓ，以０．５×１０５／孔的细胞悬液接种于铺有盖
玻片的六孔板。待细胞达９０％融合时更换诱导培养液

（成骨诱导培养液：含１０％ＦＢＳ的 ＨＤＭＥＭ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ
的β甘油磷酸钠、１０－７ｍｏｌ／Ｌ地塞米松、５ｍｇ／Ｌ抗坏血
酸；成软骨诱导培养液：含１０％ＦＢＳ的 ＨＤＭＥＭ、１０－７

ｍｏｌ／Ｌ地塞米松、３７．５ｍｇ／Ｌ抗坏血酸、１μｍｏｌ／Ｌ胰岛

素、１０μｇ／ＬＴＧＦβ１；成脂诱导培养液：含１０％ＦＢＳ的Ｈ
ＤＭＥＭ、０．５ｍｍｏｌ／Ｌ的异丁基甲基黄嘌呤、１０－７ｍｏｌ／Ｌ地
塞米松、１０μｍｏｌ／Ｌ胰岛素和 ２００μｍｏｌ／Ｌ吲哚美辛）。
３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度条件下培养，每３天换液。当
诱导后细胞达９０％融合时，４％多聚甲醛固定，ＰＢＳ漂

洗。４ｗ时分别行茜素红、甲苯胺蓝和油红 Ｏ染色，光
学显微镜观察。

１．３　海绵状小肠粘膜下层的制备
　　按Ａｂｒａｈａｍ等［６］的方法制备 ＳＩＳ，物理方法处理，
取猪的新鲜近段空肠，挑选管腔粗细均匀、管壁无破

损、无淋巴结的部位，剪成１０ｃｍ肠段。用４０℃去离子
水反复冲洗，采用机械法刮除粘膜层、浆膜层和肌层组

织。顺序化学浸泡脱细胞法，１００ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ和
１０ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨ的溶液浸泡 １６ｈ，１ｍｍｏｌ／ＬＨＣｌ和
１ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的溶液浸泡 ６～８ｈ，１ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的
ＰＢＳ浸泡１６ｈ，ＰＢＳ浸泡２ｈ，在含０．１％ Ｃ２Ｈ２Ｏ３的２０％
乙醇溶液中浸泡８ｈ，用含０．０５％ ＮａＮ３的ＰＢＳ清洗２ｈ，
期间用去离子水反复冲洗。将化学法处理好的 ＳＩＳ在

液氮中反复研磨成均匀一致的颗粒，以１∶１比例加入
ＰＢＳ常温调至糊状，加入水溶性的交联剂。将悬浊液移
入模具，置于冷冻干燥机中（－５０℃，真空度 ＜７Ｐａ）

２０ｈ，即可制得成型的“海绵状 ＳＩＳ”支架材料，分装密
封，环氧乙烷消毒备用。苏木素伊红染色，光学显微镜
观察。２．５％戊二醛固定，脱水，醋酸异戊酯置换，二氧

化碳临界点干燥，真空喷金，扫描电镜观察。

１．４　成骨样细胞与海绵状ＳＩＳ材料的复合培养

　　将消毒待用的海绵状ＳＩＳ支架材料置于２４孔培养
板中，制备诱导后的成骨样细胞（浓度为２×１０５／ｍｌ）的
细胞悬液接种至材料，３７℃，５％ＣＯ２的孵箱内培养。复
合培养７２ｈ后，行戊二醛固定，洗涤，脱水，ＣＯ２临界点干
燥、喷金后，扫描电子显微镜观察材料表面的细胞形态。

１．５　制备ＳＩＳ支架材料浸提液
　　参照 ＧＢ／Ｔ１６８８６．１２２０００所规定的浸提液制备方
法，无菌条件下，以材料表面积／浸提介质为 ３ｃｍ２／ｍｌ
的比例，加入成骨诱导培养液至盛有ＳＩＳ支架材料的容
器中。置于３７℃，５％ＣＯ２的孵箱中孵育２４ｈ后提取容器
中的液体，即为浸提液，应用此浸提液培养成骨样细胞。

１．６　ＭＴＴ法检测浸提液对成骨样细胞增殖能力的影响
　　制备浓度为１×１０４／ｍｌ的成骨样细胞悬液，接种至
９６孔板，培养２４ｈ后更换为浸提液，对照组加入普通的
成骨诱导培养液，分别培养１、２、３、４、５ｄ后，每孔加入
２０μｌＭＴＴ（５ｍｇ／ｍｌ），３７℃孵育４ｈ，吸弃浸提液，每孔加
ＤＭＳＯ１５０μｌ，震荡１０ｍｉｎ，选择５７０ｎｍ波长测定各孔的

光吸收值（ＯＤ值）。以时间为横轴，光吸收值为纵轴绘
制细胞增殖曲线。

１．７　检测浸提液对成骨样细胞ＡＬＰ活度的影响
　　制备浓度为１×１０５／ｍｌ的成骨样细胞悬液，接种至
６孔板，培养２４ｈ后，更换为浸提液，对照组加入普通的
成骨诱导培养液，分别培养１、３、５、７ｄ后，胰酶消化制

成单细胞悬液，超声粉碎细胞，按ＡＬＰ活度检测试剂盒
说明书进行碱性磷酸酶活度的检测。

１．８　统计学分析
　　所有数据均用均数 ±标准差表示，用 ＳＰＳＳ１３．０软

件，采用ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ进行数据分析，Ｐ＜０．０５为有
显著性差异。

２　结　果

２．１　ｈＡＤＳＣｓ的形态及表面抗原表达
　　原代培养的ｈＡＤＳＣｓ呈长梭形，呈涡轮状紧密排列
（图１ａ）。传代培养后细胞生长速度快，增殖能力强。
流式细胞术分析显示，ｈＡＤＳＣｓ高表达间充质干细胞相
关标志物 ＣＤ９０、ＣＤ２９、ＣＤ７３、ＣＤ１０５；不表达 ＣＤ３１、

ＣＤ３４，表明该细胞具有间充质干细胞特性，但不含于内
皮细胞、造血细胞等其他类型的细胞成分（图１ｂ）。
２．２　ｈＡＤＳＣｓ的诱导分化结果
　　ｈＡＤＳＣｓ成骨诱导培养后，逐渐变成多角形，聚集

形成钙化结节（图２Ａ）。４ｗ时行茜素红染色，矿化结

９１
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图１　原代培养的人脂肪干细胞

Ｆｉｇ．１　ＰｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｄｈＡＤＳＣｓ
（ａ）Ｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，×１００

（ｂ）ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｕｒｆａｃｅａｎｔｉｇｅｎｈＡＤＳＣｓ

节呈阳性，细胞间可见被染成红色的矿化结节（图

２Ｂ）。证实ｈＡＤＳＣｓ经成骨诱导后可分化为成骨样细

胞，具有成骨细胞的形态和特性。ｈＡＤＳＣｓ成软骨诱导

培养后变为短梭形、多角形和类圆形，并在某些区域细

胞聚集生长（图２Ｃ）。４ｗ时行甲苯胺蓝染色，呈阳性，

镜下见蛋白多糖被染成蓝色（图２Ｄ）。ｈＡＤＳＣｓ更换成

脂诱导培养液后细胞增殖缓慢，逐渐由长梭形变为多

边形、圆形和椭圆形，细胞体积减小。１ｗ后胞浆内出现

脂滴逐渐增多增大并聚集（图２Ｅ）。油红Ｏ染色阳性，

细胞内出现大量红染颗粒（图２Ｆ），证明细胞内的颗粒

为脂滴。

２．３　海绵状ＳＩＳ形态学观察

　　重塑后的海绵状 ＳＩＳ具有三维立体结构，ＨＥ染色

未发现蓝染的核物质和细胞碎片（图３Ａ），说明化学浸

图２　ｈＡＤＳＣｓ成骨、软骨、脂肪诱导（×１００）

Ｆｉｇ．２　Ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ、ｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｉｃ、ａｄｉｐｏｇｅｎｉｃ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｈＡＤＳＣｓ
Ａ，Ｃ，Ｅ：Ｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，×１００；Ｂ：ＡｌｉｚａｒｉｎＲｅｄｓｔａｉｎｉｎｇ；

Ｄ：Ｔｏｌｕｉｄｉｎｅｂｌｕｅｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｆ：Ｒａｔｈｏｎｕｍｒｅｄｓｔａｉｎｉｎｇ

泡法可以彻底去除细胞成分。扫描电镜观察可见 ＳＩＳ

的纤维互相交织，形成大量较均匀的三维孔隙（图

３Ｂ）。

图３　经脱细胞处理重塑后的海绵状ＳＩＳ

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅａｃｅｌｌｕｌａｒｓｐｏｎｇｅｌｉｋｅｓｍａｌｌ

ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｕｂｍｕｃｏｓａ
Ａ：Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ，×２００；

Ｂ：ＳＥＭｉｍａｇｅ，ｂａｒ＝１００μｍ

２．４　成骨样细胞与海绵状 ＳＩＳ复合培养的扫描电镜

形态

　　复合培养７２ｈ后，可见成骨样细胞散在ＳＩＳ的空隙

内及材料表面。空隙内的细胞近似球形，形态饱满，并

伸出突起。表面的细胞呈贴壁状态，形成细胞连接，生

长状态良好，增殖旺盛（图４）。表明支架材料具有良好

０２
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的细胞相容性，立体环境适合成骨细胞生长，并增加了

支架的厚度和强度。

图４　成骨样细胞与海绵状ＳＩＳ复合培养ＳＥＭ图像

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｌｉｋｅｃｅｌｌｓｉｎ

ｓｐｏｎｇｅｌｉｋｅｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｕｂｍｕｃｏｓａ，

ＳＥＭ ｉｍａｇｅ
Ａ：ＴｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｃｅｌｌｓｉｎＳＩＳ，ｂａｒ＝１００μｍ；Ｂ：Ｒｏｕｎｄｃｅｌｌｉｎｓｐａｃｅ

ｏｆＳＩＳ，ｂａｒ＝１０μｍ；Ｃ：ＡｄｈｅｒｅｎｔｃｅｌｌｏｎｓｕｒｆａｃｅｏｆＳＩＳ，ｂａｒ＝１０μｍ

２．５　ＭＴＴ法检测成骨样细胞在浸提液中的增殖活性

　　ＭＴＴ结果显示共培养后于第２ｄ开始进入指数增

殖期，随着培养时间的延长，两组的吸光度（ＯＤ值）都

逐渐增高（Ｐ＜０．０５），生长曲线类似，近似“Ｓ”形。表

明浸提液与普通成骨诱导培养液均可保证成骨样细胞

正常生长，经历了潜伏期和对数生长期。而在相同时

间点两组的吸光度（ＯＤ值）未见明显差异（Ｐ＞０．０５），

表明浸提液培养的成骨样细胞可以保持良好的增殖潜

能（图５）。

图５　成骨样细胞的生长曲线

Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｌｉｋｅｃｅｌｌｓ

２．６　ＡＬＰ活度检测

　　结果显示随着培养时间的延长，两组细胞 ＡＬＰ活

度都逐渐增高（Ｐ＜０．０５），表明浸提液与普通成骨诱导

培养液一样可以促进成骨样细胞分泌碱性磷酸酶。在

同一时间点浸提液组培养的细胞ＡＬＰ活度略高于普通

诱导液组（Ｐ＜０．０５），表明浸提液培养的成骨样细胞具

有良好的成骨活性，ＡＬＰ表达量增多，ＳＩＳ能明显促进

脂肪干细胞来源的成骨样细胞进行成骨分化（图６）。

图６　成骨样细胞的ＡＬＰ活度值

Ｆｉｇ．６　ＡＬＰａｃｔｉｖｉｔｙｖａｌｕｅｏｆｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｌｉｋｅｃｅｌｌｓ

３　讨　论

　　２００１年Ｚｕｋ等［７］成功分离培养了 ＡＤＳＣｓ，脂肪组

织获取方法简单，单位体积组织内干细胞含量大，迅速

成为组织工程种子细胞理想来源。由于ＡＤＳＣｓ缺乏特

异性标记，因此要结合多种抗原表型的检测。本实验

检测结果为 ＣＤ９０（９７．９％）、ＣＤ２９（８９．６％）、ＣＤ３１

（４．９％）、ＣＤ３４（１０．９％）、ＣＤ７３（８８．１６％）、ＣＤ１０５

（９１．２７％）这与前人研究结果基本一致［８］，符合干细胞

抗原表达情况。ｈＡＤＳＣｓ具有多向分化潜能，在成骨诱

导液培养下形态逐渐变为多角形并聚集成团，经茜素

红染色发现有阳性的钙结节，是成骨样细胞分泌的矿

化物质形成，表明诱导后的细胞具备分泌骨组织有机

成分的能力，可以称为成骨样细胞［９］ｈＡＤＳＣｓ成软骨诱

导培养后具有软骨细胞的多角形和类圆形，并分泌蛋

白多糖。ｈＡＤＳＣｓ在成脂诱导培养液中可由长梭形变

为多边形、圆形和椭圆形，并形成脂滴。

　　理想的支架材料应具有良好的生物相容性、可降

解性及一定的孔隙率，为种子细胞的增殖分化提供必

要的三维空间及力学支撑。ＳＩＳ是采用健康成年猪的

空肠，经物理和化学方法处理而制成的不含细胞、无免

疫原性、具有良好的细胞相容性和力学性能的天然细

胞外基质生物材料［１０］。本实验按 Ａｂｒａｈａｍ等［６］的方

法，实验发现取材最好是屠宰后２ｈ内的新鲜空肠，韧

性较强，如经过多次冻融，组织结构容易破碎。冲洗时
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使用４０℃左右的去离子水，尽可能彻底清洗残余组织，

维持肠壁结构生物活性。经化学法处理的 ＳＩＳ不含细

胞，病毒全部灭活，可以安全地应用于机体内。本课题

组将薄膜状的ＳＩＳ在液氮冷冻状态下研磨成颗粒，此过

程耗时较长，每次待研磨的 ＳＩＳ面积小于１０ｃｍ２。再用

水溶性的交联剂进行交联聚合，有助于形成互联的多

孔结构。入模具后经冷冻干燥制成海绵状的 ＳＩＳ支架

材料。经光镜检测未发现蓝染的核物质和细胞碎片，

说明化学浸泡法可以彻底去除细胞成分。扫描电镜观

察可见海绵状ＳＩＳ的纤维互相交织，形成大量较均匀的

三维孔隙。

　　但海绵状ＳＩＳ能否具有良好的细胞相容性，以及是

否适合成骨细胞生长增殖和成骨分化目前尚无定论。

体外实验是将细胞或组织与支架材料或支架浸提液复

合培养，检测细胞生长、增殖及功能等相关指标，是进

一步完成体内实验的基础，是评价支架材料组织相容

性的重要依据［１１］。因此本研究将诱导成功后的成骨样

细胞与海绵状ＳＩＳ复合培养，扫描电镜显示成骨样细胞

散在ＳＩＳ的空隙内及材料表面，空隙内的细胞较多近似

球形、形态饱满，材料表面的细胞呈贴壁状态，形成细

胞连接，表明此支架材料具有良好的细胞相容性，大量

的空隙更适合成骨细胞立体生长。通过ＭＴＴ法检测浸

提液对成骨样细胞增殖的影响，发现经浸提液培养的

成骨样细胞仍具有旺盛的增殖潜能。本实验又应用

ＡＬＰ活度检测试剂盒检测浸提液培养后细胞的成骨分

化情况，发现浸提液培养的成骨样细胞具有良好的成

骨活性，ＡＬＰ表达量增多，ＳＩＳ能明显促进脂肪干细胞

来源的成骨样细胞进行成骨分化。

　　本实验证实海绵状 ＳＩＳ材料在体外可以促进成骨

样细胞的增殖和成骨分化，为种子细胞提供足够的生

长空间和机械支撑，为修复长骨骨质缺损提供了一种

三维立体的新型生物衍生支架材料。但在动物体内其

能否促进骨组织再生，尚待后续的体内实验进行验证。
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