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摘 要：试验旨在通过体外分离培养罗盘山猪脂肪间充质干细胞（Adipose-derived Mesenchymal Stem Cells，
ADSCs），探究其生物学特性和诱导分化潜能。采用 I 型胶原酶消化法体外获得罗盘山猪 ADSCs，通过 RT-
PCR 和免疫荧光技术鉴定 ADSCs 表面标志物的表达；通过生长曲线绘制、划痕试验和克隆团形成试验，探究

其体外增殖趋势和生长发育规律；通过成骨细胞、成脂细胞和成软骨细胞诱导，探究其体外分化能力；通过

染色体核型分析，探究其在体外环境中遗传物质的稳定性。RT-PCR 和免疫荧光结果表明，ADSCs 能够表达

CD29、CD44、CD73、CD90，不表达与造血干细胞相关的 CD34；通过胰蛋白酶消化法分离出的 ADSCs，
随着细胞代次的增加，细胞活力逐渐降低；细胞划痕和克隆结果表明，随着代次的升高，细胞体外增殖能力

不断下降，生长曲线呈“S”型；体外诱导罗盘山猪 ADSCs，能够诱导出成骨细胞、成脂肪细胞和成软骨细胞；

染色体核型分析结果表明，在体外增殖过程中 ADSCs 能够保持稳定的染色体形态，染色体基因组未发生改变

（2n=38）。本研究在体外成功分离出罗盘山猪 ADSCs，且 ADSCs 具有较强的体外增殖和分化潜能，研究结

果可为罗盘山猪种质资源的保护和保存提供方法、为组织工程学研究提供参考依据。
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罗盘山猪因产自重庆罗盘山一带而得名，具有适

应性强、母性好、遗传稳定、抗逆性强、耐粗饲等特点 [1]。

但因各种原因导致罗盘山猪数量急剧减少，在 2021 年，

罗盘山猪被列入《国家畜禽遗传资源品种名录》[2]。罗盘

山猪作为地方优良品种，种质资源的保护和保存尤为

重要，而干细胞保存作为一种资源保存方式，在畜禽

种质资源保护和保存、组织工程学方面发挥了重要作

用 [3]。罗盘山猪的养殖方式主要以农户散养为主，没

有形成集约化、规模化养殖，保种方式还是以划定保

护区、降低近交系数为主，此种方式年限较长，需要

花费较大人力物力 [4-5]。有研究通过罗盘山猪体细胞克

隆技术成功复原出 2 头健康、状态良好的罗盘山猪仔猪，

体细胞保存和克隆技术不仅能够大大缩短育种年限，

还能提高育种效率 [6]。另外体细胞在冷冻环境中能够
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存放很长时间，细胞复苏后还能维持原有活力 [7-9]。体

细胞保存与克隆技术能够为罗盘山猪品种资源保护提

供新的参考方案 [10]。

间充质干细胞来源广、易获得，具有较强的体外增

殖、诱导分化和组织修复能力 [11]，但是以间充质干细

胞为资源的保种方式鲜有报道 [12-13]。鉴于罗盘山猪目前

的保种形势和间充质干细胞的生物学特性，本研究通过

体外分离罗盘山猪脂肪间充质干细胞（Adipose-derived 

Mesenchymal Stem Cells，ADSCs），并对其进行干细

胞特性鉴定、资源保存以及体外诱导分化，以期为罗盘

山猪种质资源的保护和保存提供方案，为罗盘山猪组织

工程学研究提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试验材料    罗盘山猪脂肪间充质干细胞采自断奶

2 天后的健康罗盘山猪，由中国农业科学院北京畜牧兽

医研究所昌平实验基地提供。

1.1.2 主 要 试 剂    H-DMEM 基 础 培 养 基 和 胎 牛 血 清

（Fetal Bovine Serum，FBS）由赛默飞世尔生物化学

制品有限公司提供；I 型胶原酶、胰蛋白酶和二甲基亚

砜（Dimethyl Sulfoxide，DMSO）由北京索莱宝科技

有限公司提供；秋水仙素和磷酸盐缓冲液（Phosphate 

Buffered Saline，PBS）由武汉赛维尔生物科技有限公

司提供；封闭用山羊血清（Goat Serum）和山羊抗兔

标 记 二 抗（FITC- Goat Anti-Rabbit IgG）由 北 京 博 奥

森生物技术有限公司提供；兔源一抗 CD29、CD44、

CD73、CD90 和 CD34 购 自 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公

司；RNA 反转录试剂盒由宝日医生物技术（北京）有

限公司提供；阿利新蓝染色试剂盒（Alcian Blue Stain 

Kit）、油红 O 染色试剂盒（Oil Red O Stain Kit）、茜

素红染色试剂盒（Alizarin Red S Solution）、姬姆萨染

色液（Giemsa Stain Solution）均由北京索莱宝科技有

限公司提供。

1.1.3 试验仪器    细胞培养箱（BB5060UV，Heraus 公

司）；低速多管架自动平衡离心机（TDZ5-WS，湘仪

离心机仪器有限公司）；台式高速冷冻离心机（H1-

16KR，湖南可成仪器设备有限公司）；琼脂糖凝胶电

泳仪（DYY-7C，北京市六一仪器厂）；激光共聚焦显

微镜（TCS SP8，德国徕卡有限公司）；普通倒置显微

镜（ckx-53，奥林巴斯有限公司）；电热恒温鼓风干燥

箱（DHG-9203A，上海精宏实验设备有限公司）；超

级洁净工作台（DL-CJ-2N，北京东联哈尔仪器制造有

限公司）；梯度 PCR 仪（Veriti，赛默飞世尔科技（中国）

有限公司）；凝胶成像系统（GelDoc XR+，美国 Bio-

Rad Laboratories 公司）。

1.1.4 诱导液配制    成脂肪细胞诱导液：H-DMEM 基础

培 养 基 +10% FBS+1% 青 链 霉 素 +0.5 mmol/L 3- 异 丁

基 -1- 甲基黄嘌呤（3-Isobutyl-1-methylxanthine，IBMX）+

10 mg/L 胰岛素 +1.0 μmol/L 地塞米松 +200 μmol/L 吲哚

美辛。成骨细胞诱导液：H-DMEM 基础培养基 +2.5% 

FBS+1% 青链霉素 +0.1 μmol/L 地塞米松 +10 mmol/L β-

磷酸甘油钠 +50 μg/mL 抗坏血酸。成软骨细胞诱导液：

H-DMEM 基 础 培 养 基 +2.5% FBS+1% 青 链 霉 素 +1%

胰 岛 素 +50 μg/mL L- 脯 氨 酸 +0.1 μmol/L 地 塞 米 松 +

0.9 mmol/L 丙 酮 酸 钠 +10 ng/mL Transforming Growth 

Factor-beta 3（TGF-β3）+50 mg/mL Vc+1% 胰岛素 - 转

铁蛋白 - 硒（Insulin-Transferrin-Selenium，ITS）。

1.2 方法

1.2.1 罗盘山猪 ADSCs 分离培养    罗盘山猪断奶 2 天后

颈动脉放血处死，在无菌环境下取肾周脂肪，将脂肪组

织在 75% 酒精中浸泡 15 s 左右，用 PBS 清洗 3 遍后转

移至超净工作台，将其剪碎至 1 mm3 的小块组织，加入

I 型胶原酶于 37℃、5% CO2 培养箱中消化 20 min，显

微镜下观察有大量细胞漂浮时，用 H-DMEM 完全培养

基终止消化，用 70 μm 细胞过滤器过滤悬液。将过滤后

的细胞悬液在 1 200 r/min 条件下离心 5 min，弃上清后

用 H-DMEM 完全培养基重悬，制成细胞悬液后转移至

培养皿，置于 37℃、5% CO2 培养箱中培养。观察细胞

生长情况，待细胞汇合度达 90% 以上，进行传代培养。

1.2.2 罗 盘 山 猪 ADSCs 传 代 与 冻 存    显 微 镜 下 观 察

ADSCs 汇合度达 95% 以上时，进行细胞传代。弃掉旧

培养液后用 PBS 清洗 2 遍，加入 0.25% 胰蛋白酶，置

于细胞培养箱中消化 5 min，镜下观察有大量细胞变圆、

呈游离状态时，加入等体积完全培养基终止消化，将其

全部转移至 15 mL 离心管中，1 200 r/min 离心 5 min，

弃掉上清后用完全培养基重悬，将细胞悬液按照 1:2 或

1:3 的比例进行传代，置于细胞培养箱中继续培养。

ADSCs 传代至第 3 代（P3）逐渐纯化，按照细胞传

代程序进行细胞消化，将离心后的细胞用细胞冻存液
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（DMSO+H-DMEM）重悬，将细胞悬液分装于细胞冻

存管内，转移至细胞程序性降温冻存盒，于 4℃环境中

放置 1 h 后，转移至 -20℃环境下 5 h，结束后在 -80℃

环境中放置过夜，最后将其转移至液氮长期保存。

1.2.3 免疫荧光检测 ADSCs 表面标志物    将罗盘山猪第

4 代（P4）ADSCs 接种于共聚焦小皿中，待细胞汇合

度达 90% 以上时，弃去培养液，用 PBS 清洗 3 遍，4%

多聚甲醛固定液固定 30 min，PBS 清洗 2 遍后加入 0.25% 

TritonX-100 通 透 液 20 min，PBS 洗 去 TritonX-100 通

透液，加入 1:100 稀释后的封闭用山羊血清，在室温环

境中放置 30 min，用 PBS 洗去山羊血清后加入兔源一

抗（CD29、CD44、CD73、CD90 和 CD34），4℃环境

下避光过夜。将过夜后的细胞除去一抗后，加入山羊抗

兔二抗（FITC），室温环境下放置 1 h，PBS 清洗 2 次，

DAPI 孵育 30 min，PBS 清洗干净 DAPI 后，将细胞置

于激光共聚焦显微镜下观察结果。

1.2.4 RT-PCR 检测 ADSCs 表面标志物基因表达    将

罗盘山猪第 4 代（P4）ADSCs 接种于 6 孔板中，待细

胞汇合度至 90% 以上时，使用 Trizol 法提取总 RNA，

Takara 反转录试剂盒合成 cDNA，反应体系 20 μL。反

转录条件：37℃ 15 min，85℃ 5 s，4℃保存。在 NCBI

数据库中查找 ADSCs 表面标志物基因，利用 RT-PCR

检测表面标志物基因的表达量，使用 Primer premier5.0

软件设计引物（表 1），包括内参基因（GAPDH）、

间 充 质 干 细 胞 特 异 性 基 因（CD29、CD44、CD73、

CD90）、造血干细胞相关基因（CD34）、成脂细胞特

异性基因（PPAR-γ、LPL）、成软骨特异性基因（AGC1、

Col2a1）、成骨特异性基因（Col1a1、ALP）序列，引

物由上海生工生物工程股份有限公司合成。PCR 反应

体系 20 μL：2×Fast Pfu PCR Master Mix 10 μL，cDNA 

0.8 μL，上下游引物（12.5 μmol/L）各 0.8 μL，ddH2O

补至 20 μL。反应条件：95℃预变性 2 min；95℃变性

15 min，55℃退火 30 min，72℃延伸 35 s，35 个循环；

72℃终延伸 5 min。2.0% 琼脂糖对 PCR 产物进行琼脂

糖凝胶电泳 0.5 h，观察表面标志物基因的表达。

1.2.5 ADSCs 不同代次生长曲线及群体倍增时间    取第

4 代（P4）、 第 10 代（P10）、 第 16 代（P16） 罗 盘

山猪 ADSCs，待细胞汇合度达到 90% 时，胰蛋白酶消

化传代，制成细胞悬液，对悬液进行细胞计数，按照每

孔 1×104 个的数量进行 24 孔板铺板，从第二天开始计

数，连续计数 7 d，统计不同代次 ADSCs 体外生长规

律，绘制生长曲线图，计算群体倍增时间（Pupolation 

Doubling Time，PDT）。PDT=（ t–t 0） lg2/（ lgNt–

IgN0），其中：t 为细胞对数生长期结束时间；t0 为细

胞对数生长期开始时间；N 为细胞对数生长期结束时的

细胞数量；N0 为细胞对数生长期开始时的细胞数量。

1.2.6 ADSCs 不 同 代 次 克 隆 形 成 能 力 检 测    取 P4、

P10、P16 罗盘山猪 ADSCs，按照每皿 100 个细胞的数

量进行传代接种，连续生长 10 天后，观察细胞所形成

的细胞团个数，并对其进行染色，计算克隆形成率。

克隆形成率（%）=（形成细胞团个数 / 接种细胞数）

×100%。

1.2.7 ADSCs 伤口愈合能力检测    取生长状态较好的 P4

罗盘山猪 ADSCs，用 1 mL 移液器枪头对其进行划痕，

观察划痕伤口愈合情况，记录 0 h 和 12 h 细胞划痕面积，

根据划痕面积计算细胞迁移率。细胞迁移率 =（0 h 划

痕面积 -12 h 划痕面积）/0 h 划痕面积 ×100%

1.2.8 ADSCs 体外诱导分化能力检测    取生长状态良

好、细胞汇合度达 90% 以上的 P4 罗盘山猪 ADSCs，

设置不添加诱导液的对照组和添加诱导液的诱导组。分

别加入 1.1.4 中的成脂肪细胞、成骨细胞和成软骨细胞

诱导液，定期换液和观察细胞形态，当观察到细胞形态

发生变化、诱导特征显现后，分别对对照组和诱导组进

行染色，成脂肪细胞进行油红 O 染色、对成骨细胞进

行茜素红染色、对成软骨细胞进行阿利新蓝染色。通过

RT-PCR 检测与成脂肪细胞、成骨细胞、成软骨细胞有

关的特异性基因表达量。

1.2.9 ADSCs 染色体数量及形态观察    取生长状态良

好、细胞汇合度达 70% 以上的 P4 罗盘山猪 ADSCs，

胰蛋白酶消化后按照 1:2 的比例进行传代，将传代后细

胞置于细胞培养箱，观察细胞刚刚贴壁时的状态，加入

50 μL 已经提前 37℃预热、浓度为 10 μg/mL 的秋水仙

素和 7 mL H-DMEM 完全培养基，继续培养 24 h。培

养结束后用胰蛋白酶消化细胞，1 500 r/min 条件下离心

5 min，弃上清后加入 1 mL 0.075 mol/L KCL 溶液，37℃

水浴 0.5 h，加入 1 mL 固定液（冰醋酸 : 甲醇 =1:3），

1 200 r/min 条件下离心 8 min，弃上清。重复此步骤 3 次。

加入 1 mL 固定液制成细胞悬液，距离载玻片上方 2 m

处进行滴片，待干燥后用 Giemsa 染色液染色，洗去浮色，

干燥后拍照观察染色体数量和形态，计算不同染色体类
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型占比。

1.3 数据处理    使用 Excel 和 ImageJ 进行数据统计，使

用 IBM SPSS Statistics 26.0 软件进行数据处理，单因

素方差分析和邓肯多重比较用于分析数据，结果表示为

平均值 ± 标准误。P<0.05 表示差异显著，P<0.01 表示

差异极显著。使用 GraphPad Prism 10.1.2 软件作图。

2 结果与分析 

2.1 罗盘山猪 ADSCs 分离培养    胶原酶消化法体外分

离、培养罗盘山猪 ADSCs，P0 细胞混杂有其他类型细胞，

P3 以后逐渐纯化。细胞呈长梭形涡旋状生长，随着代

次的增加，细胞逐渐出现空泡化、传代间隔不断延长。

相比于低代次细胞，P20 以后的细胞开始变得稀疏、细

胞活力开始降低、细胞形态发生变化、细胞体积变大、

细胞周围出现黑点，细胞表现出衰老特征（图 1）。

2.2 免疫荧光检测 ADSCs 表面标志物    免疫荧光检测

ADSCs 表面标志物结果显示，CD29、CD44、CD73、

CD90 阳性表达，CD34 不表达（图 2）。 

2.3 RT-PCR 检 测 ADSCs 表 面 标 志 物 基 因 表 达    RT-

PCR 检 测 结 果 显 示，罗 盘 山 猪 ADSCs 表 达 CD29、

CD44、CD73 和 CD90，不表达 CD34（图 3）。

2.4 不同代次 ADSCs 生长曲线及群体倍增时间    P4、

P10、P16 细胞生长曲线计数结果显示，细胞生长经过

潜伏期、对数增长期、平缓期和衰老期。细胞代次越

低，对数增长期细胞密度越大、细胞活力越好，细胞代

次越高，细胞活力也较弱。在整个细胞生长期内，低代

次细胞的密度始终大于高代次（图 4A）。计算群体倍

增时间结果显示，P4、P10、P16 群体倍增时间分别为

32.21±0.68 h、42.09±1.12 h 和 54.22±1.88 h，细胞代

次越低，群体倍增时间越短；低代次细胞在对数增长

期内的细胞增长数量要大于高代次细胞的细胞增长数

量（图 4B）。 

2.5 不同代次 ADSCs 克隆形成能力检测    P4、P10、

表 1  引物序列

基因名称 引物序列（5'→3'） 长度 , bp 退火温度 , ℃

GAPDH（>NM_001289745.3）
F: AGGTCGGAGTGAACGGATTT
R: CCATTGATGACAAGCTTCCCG

199 59

CD29（>XM_013994425.2）
F: TCTCTAGCAACCCGGAGGAT
R: TGGTGTGGTTGAAATGGTGC

437 59

CD34（>NM_214086.2）
F: TGGCCAACGGAACAGAACTT
R: ATAAGGGTCTTCGCCCAGC

248 59

CD44（>XM_001927095.4）
F: CCTTTTCTCTCAAATCCAGGAAC
R: TCCATTTCAAAACCAGAATGTCCC

134 58

CD73（>XM_001927095.4）
F: AGCAGCATTCCTGAAGATCCA
R: TCCTGAGGGGCTCGTAACTG

532 59

CD90（>NM_001146129.1）
F: CTCTCTTGCTAACAGTCTTGCAG
R: GTGGTATTCTCATGGCGGCAG

109 60

PPAR-γ（>XM_013981982.2）
F: CCAGGACTACCAAAGTGCCAT
R: CCCACAGACACGGCATTCA

133 60

LPL（>NM_214286.1）
F: CGACGACGCAGATTTTGTAGAC
R: GAGCTGGTCCACATCTCCAAG

190 59

AGC1（>XM_021098299.1）
F: TCAGGAGAAGAGATGCCAACAG
R: CTCACACAGCTTCTGGTCTGC

120 59

Col2a1（>XM_021092611.1）
F: TGGACGCCATGAAGGTTTTCT
R: ACTTACCGGTGTGTTTCGTG

411 58

Col1a1（>XM_021067155.1）
F: TCTGACTGGAAGAGCGGAGA
R: AGTGACGCTGTAGGTGAAGC

435 59

ALP（>NM_213870.1）
F: TGGAAGGTGCTGAAAATGCTTTGA
R: ATAGACCACTGGACACTTCCC

212 58

A~F：罗盘山猪 ADSCs P0、P5、P10、P15、P20、P23 细胞形态。

图 1  罗盘山猪 ADSCs 形态图（40×）
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P16 细胞克隆结果显示，低代次细胞在相同培养条件下

形成的细胞团数量比高代次细胞形成的细胞团数量多，

并且细胞在形成克隆团的过程中形态未发生变化；P10

和 P16 细胞在形成克隆团后，形态和体积发生变化，细

胞克隆团的密度较稀疏（图 5A~C）。细胞克隆形成率

计算结果显示，细胞代次越低，克隆形成率越高、克隆

团数量越多、细胞活力越好，P4、P10、P16 迁移率分

别 为 60%±1.15%、44.33%±2.60% 和 31.33%±1.45%，

3 个代次间克隆形成率存在显著差异（图 5D）。

2.6 ADSCs 伤口愈合能力检测    细胞划痕结果显示，细

胞代次越低，伤口愈合时间越短、速度越快，P4 细胞在

12 h 基本完全愈合，P10 和 P16 细胞在 12 h 时还未完全

愈合，且高代次细胞在划痕 12 h 后变得较稀疏，伤口愈

合能力下降（图 6A）。细胞迁移率计算结果显示，P4、

图 2  免疫荧光检测罗盘山猪 ADSCs 表面标志物（100×）
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M：DL700 DNA 相对分子质量标准；1：GAPDH；2：CD29；3：CD44；4：CD73；
5：CD90；6：CD34。

图 3  RT-PCR 检测罗盘山猪 ADSCs 标志基因表达
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A：罗盘山猪 ADSCs 生长曲线；B：罗盘山猪 ADSCs 群体倍增时间，* 表示差异显著（P<0.05）。

图 4  罗盘山猪 ADSCs 生长能力测定
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A~C：罗盘山猪 ADSCs 第 4、10、16 代克隆团形态（40×）；D：罗盘山猪 ADSCs 克隆形成率，** 表示差异极显著（P<0.01）。

图 5  罗盘山猪 ADSCs 克隆形成能力检测
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A：罗盘山猪第 4、10、16 代 ADSCs 划痕变化（40×）；B：罗盘山猪第 4、10、16 代 ADSCs 迁移率，** 表示差异极显著（P<0.01）。

图 6  罗盘山猪 ADSCs 伤口愈合能力检测
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P10、P16 细胞迁移率分别为 81.63%±0.34%、73.23%±

0.91% 和 42.02%±0.88%，不同代次间的细胞迁移率存

在极显著差异，代次越低，细胞迁移率越大、迁移能力

越强（图 6B）。

2.7 ADSCs 体外诱导分化能力检测

2.7.1 成骨细胞诱导分化    对罗盘山猪 ADSCs 加入 1.1.4

中成骨细胞诱导液，21 d 后只有诱导组细胞形态发生

变化，细胞聚集成团；用茜素红染色试剂进行染色，

对照组未被着色，诱导组被染色液染成红色（图 7A、

7B）。RT-PCR 检测结果显示，诱导组细胞表达与成

骨细胞有关的标志基因 Col1a1 和 ALP，对照组不表达

Col1a1 基因和 ALP 基因（图 7C）。       

2.7.2 成软骨细胞诱导分化    对罗盘山猪 ADSCs 加入

1.1.4 中成软骨细胞诱导液，观察细胞形态变化，21 d

后细胞形态发生变化，细胞聚集、有细胞团出现。用阿

利新蓝染色试剂进行染色，诱导组细胞被染成蓝色，对

照组未着色（图 8A、8B）。RT-PCR 检测结果显示，

诱导组表达与成软骨细胞有关的 AGC1 基因和 Col2a1

基因，对照组不表达 AGC1 基因和 Col2a1 基因（图

8C）。

2.7.3 成脂肪细胞诱导分化    对罗盘山猪 ADSCs 加入

1.1.4 中成脂肪细胞诱导液，14 d 后用油红 O 染色试剂

进行细胞染色，对照组未出现染色反应，诱导组被染成

橘红色（图 9A、9B）。RT-PCR 检测结果显示，诱导
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组表达成脂细胞相关基因 PPAR-γ 和 LPL，对照组不表

达 PPAR-γ 和 LPL（图 9C）。

2.8 ADSCs 染色体数量及形态观察    罗盘山猪 ADSCs

染色体数量观察结果显示，染色体数量为 38 条，其中

包含 18 对常染色体和一对性染色体（图 10A）。罗

盘山猪 ADSCs 染色体形态观察结果显示，罗盘山猪

ADSCs 染色体数目为 2n=38。分裂后期染色体形态有

中着丝粒染色体（M）、近中着丝粒染色体（SM）、

近端着丝粒染色体（ST）和端着丝粒染色体（T），

4 种 不 同 类 型 染 色 体 占 比 分 别 为 42.11%、26.32%、

15.79%、15.79%（图 10B）。

3 讨  论 

本 研 究 通 过 胶 原 酶 消 化 法 体 外 分 离 罗 盘 山 猪

ADSCs，发现 ADSCs 形态呈螺旋式，低代次细胞生长

状态较好、传代间隔短，随着细胞代次的不断增加，细

胞形态由长梭形逐渐转变为短圆形，细胞密度显著降低，

20 代以后细胞空隙增大，并有黑色斑点出现。有研究

利用 I 型胶原酶，使用组织块贴壁法成功体外分离出猪

ADSCs，接种 24 h 后的细胞形态呈梭形或者长三角形，

3 d 后细胞形态转变为纺锤形 [14]，本研究结果与前人研

究具有一致性。

Dariolli 等 [15] 通过分离猪皮下脂肪来源间充质干细

胞（Porcine Subcutaneous Adipose-derived Mesenchymal 

Stem Cells，pASCs），使用流式细胞术分析猪脂肪间

充干细胞表面标志物，结果表明脂肪间充质干细胞能够

表达 CD29、CD44、CD90、CD31，不表达与造血干

细胞相关的 CD34、CD45 基因。有研究对猪脂肪组织

和脐带华通胶来源的间充质干细胞进行了比较分析，利

用流式细胞术鉴定间充质干细胞表面标志物，结果显

示，猪脂肪组织和脐带华通胶来源的间充质干细胞均表

达阳性标志物 CD73、CD90、CD105，不表达阴性标

A：对照组茜素红染色（40×）；B：诱导组茜素红染色（100×）；C：M 为 DL600 DNA 相对分子质量标准；1：GAPDH；2：诱导组 Col1a1；3：诱导组 ALP；4：对照组

Col1a1；5：对照组 ALP。

图 7  罗盘山猪 ADSCs 成骨细胞诱导分化

A B

100 μm 20 μm

M 1 2 3 4 5C

bp
600
500
400

300

200

100

A：对照组阿利新蓝染色（40×）；B：诱导组阿利新蓝染色（100×）；C：M：DL700 DNA 相对分子质量标准；1：GAPDH；2：诱导组 AGC1；3：诱导组 Col2a1；4：对照

组 Sox9；5：对照组 Col2a1。

图 8  罗盘山猪 ADSCs 成软骨细胞诱导分化
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志物 CD34、CD45[16-17]。本研究通过胶原酶消化法体外

分离罗盘山猪 ADSCs，利用免疫荧光技术和 RT-PCR

检测罗盘山猪 ADSCs 表面标志物，结果显示，罗盘山

猪 ADSCs 能够表达阳性表面标志物 CD29、CD44、

CD73、CD90，不表达阴性标志物 CD34，本研究结果

与前人研究结果一致，表明体外成功分离出罗盘山猪脂

肪 ADSCs。

本研究通过生长曲线计数、细胞克隆形成率和细胞

划痕伤口愈合试验鉴定罗盘山猪 ADSCs 体外增殖能力，

结果表明罗盘山猪 ADSCs 在体外具有较强的增殖能力，

随着代次的不断增加，ADSCs 增殖能力逐渐降低。有

研究通过对比猪和人类 ADSCs 生物学特性，发现低代

次猪和人类 ADSCs 的增殖能力以及细胞活力均高于高

代次 [18]，高元慧等 [19]、黄邓高等 [20] 在对近交系五指山

猪脂肪间充质干细胞分离培养后发现，低代次细胞形态

为成纤维样细胞样、细胞涡旋式生长、增殖效率较高、

状态良好，细胞传至 P13 后，形态逐渐转变为不规则状、

长梭形状消失、细胞折光率下降、细胞出现衰老症状。

本研究发现罗盘山猪 ADSCs 体外增殖特性在 P20 以后

逐渐下降，这与前人研究基本一致。

本研究在体外环境下对罗盘山猪 ADSCs 添加成脂

细胞、成骨细胞和成软骨细胞诱导液，分别在 7、14、

21 d 后出现特征性变化，使用油红 O 染色液、茜素红

染色液和阿利新蓝染色液后，表现出颜色反应，表明罗

盘山猪在体外具有较强的诱导分化能力。有研究对来源

于皮下脂肪细胞的间充质干细胞进行诱导分化，成脂诱

导 9 d、成骨诱导 14 d、成软骨诱导 14 d 后，出现特征

性表现，成脂分化率达 90% 以上 [21-22]。Farooqui[23] 等

研究了低氧环境下猪脂肪间充质干细胞的体外增殖与分

化潜能，在诱导一定时间后分别用油红 O 染色液和茜

A：罗盘山猪 ADSCs 染色体核型形态（100×）；B：罗盘山猪 ADSCs 染色体核型配对。

图 10  罗盘山猪 ADSCs 染色体核型分析
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A：对照组油红 O 染色（40×）；B：诱导组油红 O 染色（100×）；C：M 为 DL700 DNA 相对分子质量标准；1：GAPDH；2：诱导组 PPAR-γ；3：诱导组 LPL；4：对照组

PPAR-γ；5：对照组 LPL。

图 9  罗盘山猪 ADSCs 成脂肪细胞诱导分化
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素红染色液对其进行染色，细胞呈现较强的成脂、成骨

诱导特征，表明在低氧环境下猪脂肪间充质干细胞也具

有较强的分化潜力。

综上，猪 ADSCs 具有较强的体外增殖能力和诱导

分化潜能，建议在猪 ADSCs 生物学特性研究以及组织

工程学研究时，以低代次细胞为主要研究对象，具有较

高研究价值。

4 结  论 

本试验成功分离出罗盘山猪 ADSCs，并对其生物

学特性进行了有效鉴定。ADSCs 在体外环境下具有较

强的增殖能力和多向分化潜能，能够分化为脂肪细胞、

软骨细胞和成骨细胞。核型分析结果表明，ADSCs 具

有正常二倍体核型，能够保持遗传稳定性。本试验为罗

盘山猪种质资源的保护与保存、罗盘山猪 ADSCs 鉴定

以及组织工程学研究提供了参考依据。
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