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脂肪干细胞结合碱性成纤维细胞生长因子辅助颗粒脂肪移植的
实验研究
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［摘要］目的 探讨脂肪间充质干细胞（ASCs）结合碱性成纤维细胞生长因子（bFGF）辅助颗粒脂肪移植是

否能提高移植脂肪存活率．方法 采集人颗粒脂肪及人脂肪间充质干细胞 ASCs 分离、培养、标记，对照组以

ASCs直接与同一患者颗粒脂肪混合．实验组以 ASCs加 bFGF后与同一患者颗粒脂肪混合．各组细胞颗粒脂肪混

合物注射移植至裸鼠皮下，6周后检测脂肪形成，形态学及分子生物学方法检测比较两组脂肪标本．结果 成功

获得 ASCs用于移植实验．在实验组（ASCs+bFGF+颗粒脂肪组）及对照组（ASCs+颗粒脂肪组）均形成脂肪组

织，新生组织湿重实验组明显高于对照组（ ＜0.01）．Western blot检测结果显示实验组 VEGF，bFGF表达均高

于对照组．结论 脂肪间充质干细胞结合碱性成纤维细胞生长因子辅助颗粒脂肪移植，通过改善脂肪间充质干细

胞存活、增殖及移植组织血运，提高了移植脂肪存活率．
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［Abstract］ Objective To investigate whether the survival rate of graft can be improved by adipose-derived

stem cells-assisted lipotransfer combined with bFGF. Methods ASCs were freshly isolated and cultured from the

aspirated fat and labeled by E-GFP. Mixture of ASCs， bFGF，and aspirated fat was injected under the back skin of

nude mouse in experimental group while mixture of ASCs and aspirated fat in control group. Six weeks later，

transplanted fat was harvested and forwarded to morphological examination and molecular biological examination.

Results ASCs were cultured successfully and used in lipotransfer. Experimental group showed significantly higher

weight and cell morphology（ ＜0.01）．Western blot showed a significantly higher expression of VEGF and bFGF

protein in experimental group. Conclusion Adipose-derived stem cells-assisted lipotransfer combined with bFGF

can enhance neovascularizion， improve the viability of the transplantation cells， and eventually improve the

survival of graft.
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采用颗粒脂肪注射移植的方法，几乎不留瘢

痕．对于部分受术者还可以达到体形雕塑的目的，
一举两得．然而，注射移植后部分脂肪颗粒坏死、

硬结及钙化改移植物存活率降低仍然是临床中待解
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决 的 主 要 问 题 [1，2]． 细 胞 辅 助 脂 肪 移 植

（cell-assisted lipotransfer，CAL）行软组织充填[3]是

近年来提出的新方法．但移植术后 2～3月，移植
物可能因为缺血再灌注损伤而需要更新，吸脂术

中的 ASCs有限而不能满足需要更新细胞的数量需

求，致使术后 6月发生移植脂肪萎缩而需再次重

复移植．碱性成纤维细胞生长因子（basic fibroblast

growth factor， bFGF）是最有效的血管生成因子之

一，作为一种广泛的生物活素，它可促进血管生

成，使移植的脂肪血管化加速，增加了脂肪移植

后的成活．bFGF 还有明显的促分裂和增殖的作

用，对中胚层及外胚层的神经细胞有明显的促进

增生的作用，增加未成熟的新生脂肪细胞的数量，

使这些细胞增生成熟为大的脂肪细胞．因此，笔

者的实验致力于促进 ASCs存活与增殖，创新性地

提出脂肪干细胞结合碱性成纤维细胞生长因子辅

助颗粒脂肪移植的实验研究．以期通过增加新生

脂肪细胞数量，改善组织血运，提高颗粒脂肪移

植的远期效果，为临床运用提供实验依据，具有

巨大的开发运用潜能．

1 材料与方法

1.1 药品与试剂

胎牛血清，DMEM高糖培养液（美国 Gibco），

碱性成纤维细胞生长因子 （basic fibroblast growth

factor，bFGF，美国 Sigma），兔抗人 CD34，CD29，

CD44，CD105，CD45单克隆抗体（英国 Abcam），

兔抗人碱性成纤维细胞生长因子（basic fibroblast

growth factor， bFGF），兔抗人血管内皮生长因子

（ vascular endothelial growth factor， VEGF） 和

β-actin（美国 Santa Cruz），蛋白酶抑制剂复合物

和 BCA蛋白浓度测定试剂盒（美国 Pierce），ECL

发光液（美国 Santa Cruz），二步法免疫组化试剂盒

（北京中衫金桥），基因转染试剂梭华 -SofastTM

（厦门太阳马生物工程有限公司），RIPA 裂解液

（江苏碧云天），增强绿色荧光蛋白质粒 EGFP由北

京协和医学院基础医学研究所左萍萍教授馈赠．

1.2 人颗粒脂肪采集及人脂肪间充质干细胞分离、

培养

取得昆明医科大学第一附属医院因“脂肪堆

积”需做吸脂术患者知情同意后，按常规方法行注

射器脂肪抽吸术得到颗粒脂肪，无菌盐水洗涤离
心， 0.075%Ⅰ型胶原酶酶消化分离组织，以 5×

104/mL 细胞浓度接种于含 10%胎牛血清的高糖

DMEM培养液，37℃、5%CO2饱和湿度的培养箱

内培养．倒置显微镜每日观察细胞生长状况，细

胞贴壁后每 2～3 d更换 1次培养液．培养 7 d后进

行各项实验．
1.3 人脂肪间充质干细胞鉴定

免疫组织化学法检测 CD34，CD29，CD44，

CD105，CD45等干细胞标记物．0.25%胰酶消化贴

壁细胞，按 1×105/mL细胞浓度接种于置有盖玻片

的 24孔板中，待细胞爬满至 80%左右取出玻片，

PBS漂洗，4%多聚甲醛室温固定 60 min， PBS漂

洗；依照试剂盒说明进行免疫组织化学染色观

察．兔抗人 CD34，CD29，CD44，CD105，CD45

单克隆抗体均以 1:100稀释使用．

1.4 人脂肪间充质干细胞标记

转染增强绿色荧光蛋白质粒标记脂肪间充质

干细胞．0.25%胰酶消化贴壁细胞，按 1×105/mL

细胞浓度接种 6孔板中． GFP质粒（18 滋g加 PBS

稀释至 600 滋L） 与梭华 -SofastTM 转染试剂（30

滋L加 PBS稀释至 600 滋L）均匀混合，室温孵育 20

min．200 滋L梭华 -SofastTM/GFP 质粒复合物加到

每孔中并轻轻摇动使均匀混合，继续培养孵育 36

h后，于荧光显微镜下分析转染效率．

1.5 颗粒脂肪及 ASCs移植

设置实验分组，对照组：ASCs直接与颗粒脂

肪混合；实验组：ASCs加 bFGF后与颗粒脂肪混

合，分别注射移植至 6周龄裸鼠皮下，每组 6只．

对照组动物每只注射 1 mL颗粒脂肪及由 4 mL颗粒

脂肪分离的 ASCs；实验组动物注射 1 mL颗粒脂肪

及由 4 mL颗粒脂肪分离的 ASCs和 100 Ub FGF．

移植 6周后取材，形态学及分子生物学检测比较

各组形成的脂肪标本．

1.6 形态学观察

石蜡包埋组织，10 滋m连续超薄切片，H.E染

色观察细胞形态．
1.7 Western blot检测 bFGF和 VEGF表达

RIPA裂解提取总蛋白，SDS-PAGE电泳，将

蛋白转到硝酸纤维素膜上，5%脱脂奶室温封闭 60

min， bFGF（1:500），VEGF（1:500） 和 β-actin

（1:2 000） 4℃孵育过夜，TBST漂洗，辣根过氧化

物酶标记羊抗兔 IgG 室温反应 60 min，TBST 漂

洗， ECL增强发光液作用 1～3 min，Bio-rad成像

系统采集图像．

1.8 统计学分析

实验结果以均数 ±标准差（x±s）表示，采
用 SPSS统计软件进行 检验，分析各组间结果的

差异．
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图 1 脂肪来源的干细胞原代培养（40×）转染 24 h后 GFP阳性细胞（100×）

Fig. 1 Primary culture of ASCs GFP-positive cell transfected EGFP plasmid

2 结果

2.1 原代培养 ASCs生物学特性

原代培养的细胞大部分于 24 h内贴壁，呈梭

形．经过换液、传代，造血细胞基本消失，视野中

均为成纤维样细胞（图 1）．7 d后细胞融合成单

层，排列出现方向性，放射状或漩涡状．传代后的

ASCs生长旺盛，细胞形态保持长梭形．ASCs转染

绿色荧光蛋白质质粒，24 h后转染细胞形态较转染

前略圆，荧光显微镜下可见绿色荧光蛋白阳性细胞

（图 1）．

脂肪来源的干细胞的免疫表型:免疫组化染色

检测了 ASCs 的 CD29， CD44， CD105， CD34，

CD45的表达，其中 CD29，CD44，CD105表达阳
性，CD34，CD45表达阴性（图 2）．

伊40 伊100

CD29（200×） CD44（200×） CD105（200×）

图 2 脂肪来源的干细胞的免疫表型

Fig. 2 ASCs surface markers

CD34（200×） CD45（200×） 空白对照（200×）

2.2 脂肪间充质干细胞颗粒脂肪混合物移植的动

物实验

细胞颗粒脂肪混合物接种裸鼠体内 6周后取

材，均见到有黄色类似脂肪组织形成，外有一层透

明包膜，2 组标本大小不等，形态基本规则 （图
3）．实验组（n＝6）新生组织湿重（610.3±25.3）
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3 讨论

自体脂肪移植在软组织充填年轻化治疗中具有

广泛前景．Ellenbofen [4]在 1986年采用颗粒脂肪移

植治疗颜面部凹陷及外伤后组织缺损均取得了良好

效果．之后 Bricoll[5]于 1987年首次报道了颗粒脂肪

注射隆胸术．但移植术后 2～3月，移植物可能因
为缺血再灌注损伤导致细胞丢失而影响移植效应．

近年来，随着干细胞研究的发展，Yoshimura等提

出细胞辅助脂肪移植 （cell-assisted lipotransfer ，

CAL）行软组织充填[3]，即通过吸脂手术获取自体

脂肪，然后分离纯化自体脂肪干细胞，再与人体颗

粒脂肪混合注射移植，利用 ASCs向脂肪细胞分化

mg，对照组（n＝5）新生组织湿重（420.7±27.8）

mg．2组差异有统计学意义（＜0.01）．

2.3 形态学染色

组织切片后，行 H.E染色．实验组（ASCs＋

bFGF+颗粒脂肪组） 与对照组 （ASCs+ 颗粒脂肪

组）均形成脂肪结构，实验组成熟脂肪细胞排列

相对紧致，细胞形态较好（图 4）．

2.4 Western blot检测

Western blot检测结果显示实验组（ASCs＋
bFGF+ 颗粒脂肪组） VEGF，bFGF 表达均高于对

照组（ASCs+颗粒脂肪组） （图 5）．
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图 3 细胞颗粒脂肪混合物接种后形成组织（Exp：ASCs+bFGF+颗粒脂肪组．Ctrl：ASCs+颗粒脂肪组．）

Fig. 3 Fat tissue of ASCs cells-assisted lipotransfer. (Experimental group：ASCs+bFGF+ fat grana. ; Ctrlo

group：ASCs+fat grana)

图 4 H.E染色（Exp：ASCs+bFGF+颗粒脂肪组。Ctrl：ASCs+颗粒脂肪组.）

Fig. 4 H.E staining of fat tissue. (Experimental group：ASCs+bFGF+ fat grana. ; Ctrlo group：ASCs+fat grana)

图 5 Western Blot 检测 VEGF， bFGF 结果．实验组：
ASCs+bFGF+颗粒脂肪组．对照组：ASCs+颗粒脂
肪组

Fig. 5 VEGF and bFGF protein detected by Western
blotting. (Experimental group：ASCs+bFGF+
fat grana. ; Ctrlo group：ASCs+fat grana)

对照组 实验组

对照组 实验组

对照组 实验组



增殖的特性来生长替代丢失的脂肪细胞，改善移植

效果．然而随着 CAL 的应用，发现吸脂术中的

ASCs有限而不能满足需要更新细胞的数量需求，

同时因移植组织局部血供不足也会导致 ASCs凋亡

丢失增加，致使术后 ASCs分化替代不足而发生移

植脂肪萎缩．因此，在增加 ASCs补充的同时，改

善移植物血运，必将利于 ASCs长期存活，发挥良
好移植效果．

研究证实，与切取的脂肪组织块相比，通过吸

脂术获取的脂肪颗粒，更容易培养并获取较多的

ASCs．Kurita 等 [6]报道，通过对吸脂脂肪 3 000

r/min的离心，虽有 12%的成熟脂肪细胞损失，但

ASCs的损失为 0，并使每升吸脂脂肪中的 ASCs浓

缩 43%，极大地提升了同等移植物体积中 ASCs的

含量．我们的实验采用吸脂术所得的颗粒脂肪，干

细胞特异性标志物检测显示所培养细胞具备 ASCs

特性，适宜细胞辅助脂肪移植．而对移植物的形态

学检测发现，移植的颗粒脂肪在裸鼠体内长成了成

熟的脂肪组织，且成熟的脂肪细胞排列相对紧致，

细胞形态均匀，移植效果良好．与对照组相比，实

验组脂肪湿重明显升高，提示 bFGF促进了移植物

的增殖分化，改善了移植颗粒脂肪的存活．

bFGF做为一种广泛的生物活素，它可促进血

管生成，使移植的脂肪血管化加速．笔者的实验发
现，实验组标本的 VEGF 及 bFGF 表达升高．

VEGF是内皮细胞的特异性丝裂原，与存在于内皮

细胞表面的特异性受体（Flt-1、Flk-1/KDR）结合
[7]，促进血管内皮细胞增殖，刺激体内新生血管生

成．此外，VEGF作为一种局部内生性调节剂还起

着维持血管的正常状态和完整性的作用 [8]．而

bFGF在发挥促血管生成作用的同时，还有明显的

促细胞分裂和增殖效应，增加未成熟的新生脂肪细

胞的数量，使这些细胞增生成熟为大的脂肪细胞．

实验组高表达 VEGF提示移植组织血管形成优于无

bFGF 对照组，将有利于减少因血供不良所致的

ASCs丢失，提升 ASCs存活．另外，实验组 bFGF

表达升高也提示外源性 bFGF可促进内源性 bFGF

分泌，从而进一步强化 bFGF的促细胞增殖作用，

增加新生脂肪细胞数量．

需要指出的是，实验中未检测到由标记 ASCs

分化的成熟脂肪细胞，这可能是由于成熟脂肪细胞

胞浆多为脂滴充盈，难以检测胞浆中 E-GFP，事

实上，当前未有文献报道可检测到 E-GFP标记细

胞浆的成熟脂肪细胞．
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