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０　 引　 　 言

再生医学需要合适的种子细胞，目前的种子细

胞有脐带血间充质干细胞、骨髓间充质干细胞、脂
肪干细胞 （ ａｄｉｐｏｓｅ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ＡＳＣｓ） 等。
ＡＳＣｓ 与其他种子细胞相比，具有来源充足、取材方

便、对自体损伤小、免疫原性低等诸多优势，且具有

向成骨 ／ 软骨细胞、脂肪细胞、心肌细胞、神经元样

细胞、内皮细胞、角质细胞等多种细胞方向分化的

潜能，被应用于骨组织工程、乳房重建、自身免疫性

疾病、修复梗死的心肌组织等［１］。 然而，培养出高

质量的 ＡＳＣｓ 是其在再生医学上发挥作用的前提。
至今为止，关于 ＡＳＣｓ 培养的研究已比较多，但仍缺

乏 ＡＳＣｓ 培养相关的系统综述。 本文从培养方式、
培养液的种类、血清、氧浓度、细胞接种密度、细胞

代数、增殖分化相关的分子调控等角度综述了 ＡＳＣｓ
培养的相关进展，并对其未来研究方向进行了展望。

１　 培养方式

干细胞的培养方式有 ２Ｄ、３Ｄ 两种。 以培养瓶 ／
皿、细胞板为介质的 ２Ｄ 平面培养是干细胞主要的

培养方式，此方法操作简单、价格理想，缺点是无法

模拟生物体内干细胞所存在的 ３Ｄ 微环境、繁殖效

率较低。 ３Ｄ 培养方式的生物微环境与体内细胞生

长环境有着较高的相似度，可更直观地观察干细胞

的生物学特性［２］。 对于 ３Ｄ 干细胞培养，其先决条

件是构架适宜的 ３Ｄ 支架。 现有支架材料有天然材

料如胶原、透明质酸、壳聚糖、纤维蛋白等，合成材

料如聚乳酸、聚已酸内酯、聚乙烯对苯二甲酸酯等，
新型复合材料如丝素蛋白 ／ 壳聚糖、 胶原 ／ 纤维
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蛋白、聚己内酯 ／ 壳聚糖等［３］。
相对于传统的 ２Ｄ 培养，ＡＳＣｓ 在 ３Ｄ 培养方式

中表现出更加优异的生物学特性。 如人 ＡＳＣｓ 在 ３Ｄ
培养方式下成脂成骨能力增强，细胞基质成分、血
管生成因子、抗凋亡因子、抗氧化因子、抗炎性蛋白

的表达量更高，培养液对肝细胞损伤和凋亡的保护

作用更强，对小鼠肝纤维化、小鼠后肢缺血、缺血再

灌注急性肾损伤大鼠的治疗效果更好［４⁃６］。 大鼠

ＡＳＣｓ 在 ３Ｄ 培养方式下对人肝癌细胞株和人肝母

细胞瘤细胞系 ＨｅｐＧ２ 生长的抑制作用增强，其原理

是下调上皮间质转化信号［７］。

２　 培养液

培养液中基础培养基的种类、血清种类、血清

浓度影响着 ＡＳＣｓ 的生物学特性。
２．１　 基础培养基的种类　 用于 ＡＳＣｓ 基础培养基的

种类 有 很 多， 如 ＤＭＥＭ⁃Ｆ１２、 ＲＰＭＩ⁃１６４０、 α⁃ＭＥＭ、
ＤＭＥＭ⁃Ｌ、 ＤＭＥＭ⁃Ｈ 等。 人 ＡＳＣｓ 在 ＤＭＥＭ⁃Ｆ１２ ／
ＤＭＥＭ⁃Ｈ ／ ＤＭＥＭ⁃Ｌ ／ ＩＭＤＭ ∶ＨＡＭ′ｓＦ１２ １ ∶１＋１０％ＦＢＳ、
Ｍ１９９＋１０％ＦＢＳ＋２ ｎｇ ／ ｍＬ 酸性成纤维细胞生长因子＋
５ ｎｇ ／ ｍＬ 肝素 ５ 种培养液中均增殖，细胞形态均为成

纤维样，但其在上述最后 １ 种培养液中群体倍增、生
长速度最慢，在上述第 ２ 种培养液中葡萄糖转运体 ４
的表达量最高，在上述第 ４ 种培养液中成软骨标志因

子 ＳＯＸ９ 的表达量最高，在上述第 １、２、４ 种培养液中

成骨分化能力最强［８］。 另有研究认为人 ＡＳＣｓ 在 α⁃
ＭＥＭ 中的增殖速率优于 ＤＭＥＭ 培养液［９］。

培养基中葡萄糖浓度不同会影响 ＡＳＣｓ 的生物

学特性。 ＡＳＣｓ 常用培养基如 ＤＭＥＭ⁃Ｌ、ＤＭＥＭ⁃Ｆ１２、
ＤＭＥＭ⁃Ｈ 等，其葡萄糖浓度分别为 １􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ、３􀆰 １ ｇ ／
Ｌ、４􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ，人 ＡＳＣｓ 培养在 ４􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ 高糖条件下，与
１􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ 低糖条件相比，增殖能力、迁移能力降低，细
胞衰老增加；成脂成骨分化能力无明显区别，但是

相关干性基因 Ｓｏｘ２、Ｏｃｔ４、Ｎａｎｏｇ 的表达量更高，氧
化反应水平高，神经源性分化潜能更强［１０］。 兔

ＡＳＣｓ 在 ０􀆰 ８ ｇ ／ Ｌ、３􀆰 ８ ｇ ／ Ｌ 两种糖浓度下，高糖浓度

下增殖能力更强、细胞死亡率低［１１］。
２．２　 血清　 研究中使用最普遍的是动物血清，动物

血清的种类有 ＦＢＳ、小牛血清等，动物血清的使用浓

度也存在差异，在基础实验研究中使用比较普遍的

是 １０％ＦＢＳ。 但异种血清的使用可能会引起病原传

播和免疫反应等，在临床试验中急需找到合适的替

代品。 近年来，出现了一些动物血清的替代物，如
人血 清 （ ｈｕｍａｎ ｓｅｒｕｍ， ＨＳ ）、 人 血 小 板 裂 解 液

（ ｈｕｍａｎ ｐｌａｔｅｌｅｔ ｌｙｓａｔｅ， ＨＰＬ ）、 人 血 浆 （ ｈｕｍａｎ
ｐｌａｓｍａ， Ｈｐｌａｓｍａ）等。

ＨＳ 的 种 类 有 很 多，如 自 体 血 清 （ ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ
ｓｅｒｕｍ， ＡＳ）、同种异体血清（ｈｕｍａｎ ａｌｌｏｇｅｎｅｉｃ ｓｅｒｕｍ，
ＨＡＳ）、来源于贫血小板血浆的血清（ｈｕｍａｎ ｓｅｒｕｍ
ｆｒｏｍ ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｐｏｏｒ ｐｌａｓｍａ， ＳＰＰＰ）、来源于富血小板血

浆的 血 清 （ ｈｕｍａｎ ｓｅｒｕｍ ｆｒｏｍ ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｒｉｃｈ ｐｌａｓｍａ，
ＳＰＲＰ），ＨＳ 种类的不同对 ＡＳＣｓ 生物学特性的影响也

有所区别。 １０％ ＡＳ ／ ＨＡＳ 培养人 ＡＳＣｓ，与 １０％ＦＢＳ
相比，增殖速率大小依次是 ＡＳ＞ＨＡＳ＞ＦＢＳ，细胞表型

标记物 ＣＤ４４、ＣＤ９０、ＣＤ１０５ 的表达量无明显区别，但
是人 ＡＳＣｓ 在 ＨＡＳ 条件下成骨能力增强，并且在 ＡＳ、
ＨＡＳ 条件下的细胞形态与 ＦＢＳ 有所不同［１２］。 ＨＰＬ、
Ｈｐｌａｓｍａ、ＨＰＬ ＋ Ｈｐｌａｓｍａ ３ 种培养体系培养人 ＡＳＣｓ，
与 １０％ＦＢＳ 相比，ＨＰＬ、ＨＰＬ＋ Ｈｐｌａｓｍａ 能够加快人

ＡＳＣｓ 的生长速率，Ｈｐｌａｓｍａ 对人 ＡＳＣｓ 生长速率的影

响不大；人 ＡＳＣｓ 在上述 ３ 种新培养体系中的克隆形

成能力增强，细胞衰老减少，保持典型的细胞表型，具
有成脂分化的能力且成骨能力更强［１３］。

动物血清的替代品大多数是来源于 ＨＳ、ＨＰＬ、
Ｈｐｌａｓｍａ 等，然而上述替代品的来源有限，限制了

ＡＳＣｓ 的大规模生产和应用。 为解决此问题，近年

来，出现了一些无血清培养体系，如 Ｍｅｓｅｎｃｕｌｔ⁃ＸＦ 无

血清培养体系、ＭＳＣ⁃Ｔ４ 无血清培养体系、Ｍｏｓａｉｃ 无

血清培养体系、ＳｔｅｍＰｒｏ 无血清培养体系等。 Ｍｅｓｅｎ⁃
ｃｕｌｔ⁃ＸＦ 无血清培养体系培养人 ＡＳＣｓ，与 １０％ＦＢＳ
相比，无血清培养体系能够缩短人 ＡＳＣｓ 的群体倍

增时间，增强其增殖能力和成脂成骨分化能力［１４］。
ＭＳＣ⁃Ｔ４ 无血清培养体系培养人 ＡＳＣｓ，与 １０％ＦＢＳ
相比，人 ＡＳＣｓ 在无血清培养体系中的群体倍增时

间更短、增殖速率更快；成脂成骨能力无明显区别，
但无血清培养体系能够增强其修复小鼠骨折的能

力，可能因为无血清培养体系中人 ＡＳＣｓ 趋化因子

ＣＣＬ２、ＣＣＬ５ 和骨形态发生蛋白 ２ 的表达量提

高［１５］。 然而，有研究者对无血清对人 ＡＳＣｓ 的影响

提出了异议，认为与 ＤＭＥＭ⁃Ｆ１２＋１０％ＦＢＳ 相比，人
ＡＳＣｓ 在无血清条件下（ＤＭＥＭ⁃Ｆ１２）的细胞密度、活
力均下降，细胞数目减少，成脂能力下降，成骨能力

不变，成软骨能力增强［１６］。 甚至有研究指出，犬

ＡＳＣｓ 在 ＳｔｅｍＰｒｏ 无血清培养体系中的增殖能力很

差，不能够得到足够数量的细胞用于实验研究［１７］。

３　 氧浓度

氧是维持体内环境稳态和能量代谢的基础
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条件，氧浓度发生变化将引起细胞生理功能出现相

应的改变。 生物体内各组织细胞生理环境的氧体

积分数并不一致，氧分压往往较低，平均氧浓度仅

５％［１８］。 其中，脂肪组织的氧浓度范围为 ２％ ～
８％［１９］。 ＡＳＣｓ 居住在一个相对低氧的微环境中［２０］。
然而，由于成本等各种原因，目前 ＡＳＣｓ 的体外培养

大多是在常氧（２１％ Ｏ２）状态下进行。 常氧状态下

虽然能够快速扩增 ＡＳＣｓ，但是与其在体内的干细胞

“龛”氧浓度有较大的差别，并不能客观地体现出

ＡＳＣｓ 在体内的真实生理特性。 在常氧下进行 ＡＳＣｓ
相关的研究并不能客观地体现出细胞在体内移植

后由于相对的缺氧缺血微环境而导致的增殖及转

归等能力的变化。 已有大量研究表明氧浓度可能

影响 ＡＳＣｓ 的生物学特性。
不同种属即使是同一种属 ＡＳＣｓ 对低氧的反应

程度也不相同。 而且低氧对人 ＡＳＣｓ 生物学特性的

影响还存在一些争议。 不同原因可能是低氧处理

的浓度、时间存在较大的差异，处理浓度 ０􀆰 １％ ～
５％，时间为 １ ｄ、３ ｄ、７ ｄ 等，甚至更长［１９， ２１］。 大部分

研究认为人 ＡＳＣｓ 在 １％ ～ ２％低氧浓度下增殖能力

增强，细胞表型标志物 ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＣＤ１０５ 表达水

平保持不变，相关干性基因如 Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏｇ 表达水平

增加，可溶性因子如血管内皮生长因子、成纤维细

胞生长因子的分泌量增多［２２⁃２３ ］。 少部分研究认为

人 ＡＳＣｓ 在 １％低氧浓度下增殖能力无明显变化，细
胞表型标志物 ＣＤ１０５ 的表达水平明显降低［２４］。 人

ＡＳＣｓ 在 １％～３％低氧条件下成脂成骨成软骨分化

能力无明显变化［２１］。 然而，有研究者认为 ２％低氧

条件下人 ＡＳＣｓ 成脂诱导后油红 Ｏ 的染色面积虽无

明显改变，但进一步从分子水平上进行比较发现低

氧降低了过氧化物酶增殖物激活受体 γ、脂肪酸结

合蛋白 ４ 的表达量；成骨诱导后茜素红的染色面积

无明显改变，但低氧明显降低了肝 ／ 骨 ／ 肾型碱性磷

酸酶、骨钙素、ＲＵＮＸ２ 的表达量；成软骨能力明显降

低［１６］。 或者 ２％低氧条件下人 ＡＳＣｓ 成脂成骨能力

明显下降，成软骨能力增强［１９］。 猪 ＡＳＣｓ 在 ２％低氧

条件下的增殖能力明显增强，成骨能力明显下降，
当需要大量猪 ＡＳＣｓ 时可在 ２％低氧条件下培养，当
用于骨修复时可在常氧下培养［２５］。

４　 细胞接种密度

ＡＳＣｓ 不同的接种密度可影响其增殖速率、基因

的表达、分化能力。 人 ＡＳＣｓ 以 ２００ ／ ５０００ 个细胞 ／
ｃｍ２接种培养 ７ ｄ 后分别可达 ５０％、９０％融合，与低

密度接种相比，高密度接种可上调表达 １７７ 个基因，
如参与免疫抑制、迁移及受损组织重建相关的基

因，免疫防御、细胞交流、信号转导、细胞运动等相

关的基因，特别是相关干性基因 Ｎａｎｏｇ、ｃ⁃Ｍｙｃ；低表

达增殖相关的基因，增殖速率变慢［２６⁃２７］。 大鼠 ＡＳＣｓ
以 ２０００ ／ ４０００ ／ ８０００ 个细胞 ／ ｃｍ２接种，其在８０００个细

胞 ／ ｃｍ２接种密度下向雪旺细胞分化的能力最强［２８］。
ＡＳＣｓ 不同的接种密度还可影响其旁分泌功能。

人 ＡＳＣｓ 在 ４０ ０００ 个细胞 ／ ｃｍ２高细胞密度条件下，
与 ５０００ 个细胞 ／ ｃｍ２低细胞密度相比，在 ｍＲＮＡ 水

平上可检测到脑源性神经营养因子的表达，并可明

显上调神经生长因子、干扰素 β、干扰素 α 的表达水

平；在蛋白水平上脑源性神经营养因子明显提高，
而神经生长因子、干扰素 β 的表达量只是稍微上

升，与 ｍＲＮＡ 水平存在一定差异［２９］。

５　 细胞代数

人 ＡＳＣｓ 在 １０ 代内的生物学特性基本保持不

变［３０⁃３１］。 长期传代达 １５ 代时，其成脂成骨能力保

持不变；细胞因子白介素⁃１０、肝细胞生长因子的分

泌量明显下降；与外周血单个核细胞共培养后干扰

素⁃γ 的分泌量明显增加，治疗腹膜炎小鼠产生的炎

症水平越来越高，免疫调节能力明显降低［３２］。 长期

传代达 ２０ 代时，其成骨能力明显下降［３３］。 然而对

于长期传代对人 ＡＳＣｓ 生物学特性的影响说法不

一。 Ｆａｇｈｉｈ 等［３４］认为人 ＡＳＣｓ 传至第 ３ 代时其生物

学特性就会发生一系列变化，ＡＳＣｓ 相关的细胞表型

标志物、细胞周期抑制物的表达量下降；转化因子

β、成纤维细胞生长因子 ２ 等干性基因的表达量增

加，成纤维细胞生长因子 ４、白细胞抑制因子等干性

基因的表达量下降；血管生成基因、上皮质转变标

志物的表达量增加；细胞抗氧化能力、抗低氧能力、
抗缺血能力无明显差异。

６　 ＡＳＣｓ 增殖分化相关的分子调控

６．１　 生长因子　 许多生长因子已被研究证实影响

ＡＳＣｓ 的增殖和分化。 表皮生长因子能够促进人

ＡＳＣｓ 的增殖和成骨成软骨分化能力，但不影响其成

脂能力［３５］。 胶质生长因子、成纤维细胞生长因子、血
小板衍生生长因子对人 ＡＳＣｓ 分化为血旺样细胞后维

持其血旺样细胞形态缺一不可［３６］。 成纤维细胞生长

因子和血管内皮生长因子能够促进人 ＡＳＣｓ 的增殖能

力、迁移能力、附着能力和内皮分化能力［３７］。 骨形态

发生蛋白 １２ 影响人 ＡＳＣｓ 的分泌特性，如增加血管
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内皮生长因子、白介素⁃６、基质金属蛋白酶⁃１、Ｍ⁃期磷

蛋白的分泌量，还能影响其免疫调节［３８］。
６．２ 　 ｍｉＲＮＡｓ 　 ｍｉＲＮＡｓ 对 ＡＳＣｓ 增殖分化影响的

报道越来越多。 如 ｍｉＲＮＡｓ⁃１ 可通过增加 Ｎｏｔｃｈ１ 和

降低 Ｈｅｓ１ 的表达水平来促进人 ＡＳＣｓ 向心肌样细

胞分化［３９］。 ｍｉＲＮＡｓ⁃１４５ 可通过调节 Ｋｒüｐｐｅｌ 样因

子 ４ 来调控人 ＡＳＣｓ 向平滑肌细胞的分化［４０］。
ｍｉＲＮＡｓ⁃１９３ｂ可促进人 ＡＳＣｓ 向脂肪细胞分化［４１］。
６．３　 其他信号通路　 Ｗｎｔ、Ｎｏｔｃｈ 等信号通路调控着

ＡＳＣｓ 的增殖和分化。 如 ＷＮＴ３ａ 在人 ＡＳＣｓ 成骨分

化早期阶段起促进作用，但其既不能改善成骨分化

的后期阶段，也不能抑制成脂分化［４２］。 Ｎｏｔｃｈ３ 不影

响人 ＡＳＣｓ 的增殖能力，但 Ｎｏｔｃｈ３ 负调控人 ＡＳＣｓ 的

成脂分化［４３］。

７　 结　 　 语

ＡＳＣｓ 因其诸多优势是组织工程热门候选种子

细胞之一。 如何培养出高质量的 ＡＳＣｓ 是其在再生

医学上发挥作用的关键。 影响 ＡＳＣｓ 培养的因素有

很多，如培养方式、基础培养液、血清、氧浓度、细胞

接种密度、细胞代数等。 目前 ＡＳＣｓ 培养方法有 ２Ｄ、
３Ｄ 两种，３Ｄ 条件下 ＡＳＣｓ 展现出更加优异的生物学

特性，而且还能出现特异性蛋白的表达，但是得解

决 ３Ｄ 培养方式不能完全模拟生物体内天然环境、
ＡＳＣｓ 在支架材料上分布不均匀、ＡＳＣｓ 与支架材料

结合不稳定等问题。 基础培养液的种类有很多，每
种基础培养液对 ＡＳＣｓ 生物学特性的影响不同，基
础培养液里所含的不同浓度的葡萄糖可能是贡献

者之一。 氧浓度对 ＡＳＣｓ 的影响还存在一些争议，
原因可能与低氧浓度和处理时间的不一致有关。
细胞接种密度不一致会影响 ＡＳＣｓ 生物学特性，仍
需要继续探讨获得最佳 ＡＳＣｓ 时的细胞接种密度。
长期传代或多或少都会造成 ＡＳＣｓ 生物学的改变，
尽量选用早期代数的 ＡＳＣｓ 用于实验研究。 众多影

响因素中最关键的是使用动物血清带来的一系列

问题，如异种血清的使用可能会引起病原传播和免

疫反应等。 近年来也出现了动物血清的替代品和

无血清培养基，然而动物血清的替代品来源有限

制，并且不同批次间存在一定的差异，使得大规模

生产应用有一定的难度，无血清培养体系是 ＡＳＣｓ
培养未来发展的方向。 此外，ＡＳＣｓ 增殖分化相关的

分子调控比较复杂，还有待进一步探讨。
综上所述， ３Ｄ、无血清、低氧下 ＡＳＣｓ 可能有更

加优异的生物学特性，是探讨未来 ＡＳＣｓ 培养的

发展方向。
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