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【摘要】 寻找合适的种子细胞是口腔颌面部骨组织再生领域亟需解决的重要科学问题。脂肪干细胞在组织

与器官修复和再生中的应用已有较多研究，近年来，去分化脂肪细胞在骨组织工程领域也显露了广阔的应用

前景。去分化脂肪细胞表达干细胞相关标志，且具有向脂肪细胞、成骨细胞、软骨细胞、神经细胞、心肌细胞

和内皮细胞等多向分化的潜能，此外，去分化脂肪细胞还具有获取方式微创、增殖能力强、同质性高等优势。

目前，去分化脂肪细胞在基于支架及无支架骨组织工程中应用的研究结果均能证实其促进骨再生的有效性，

但其细胞学研究仍面临一些挑战，包括细胞培养纯度尚不够高、表型特性不完全明确和去分化机制不明晰

等。相信随着分离、培养、鉴定以及定向诱导其成骨分化的方法不断发展完善，去分化脂肪细胞有望在未来

成为口腔颌面部骨组织工程领域中优异的种子细胞。
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【Abstract】 The identification of suitable seed cells represents a critical scientific problem to be solved in the field of
oral and maxillofacial bone tissue regeneration. The application of adipose⁃derived stem cells (ASCs) in tissue and organ
repair and regeneration has been studied extensively. In recent years, dedifferentiated fat (DFAT) cells have also shown
broad application prospects in the field of bone tissue engineering. DFAT cells express stem cell⁃related markers and
have the potential to differentiate into adipocytes, osteoblasts, chondrocytes, nerve cells, cardiomyocytes and endothelial
cells. In addition, DFAT cells also have the advantages of minimally invasive acquisition, strong proliferation and high
homogeneity. Currently, all studies involving the application of DFAT cells in scaffold⁃based and scaffold⁃free bone tis⁃
sue engineering can confirm their effectiveness in promoting bone regeneration. However, cytological research still faces
some challenges, including relatively low cell culture purity, unclear phenotypic characteristics and undefined dediffer⁃
entiation mechanisms. It is believed that with the continuous development and improvement of isolation, culture, identi⁃
fication and directional induction of osteogenic differentiation methods, DFAT cells are expected to become excellent
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随着再生医学的飞速发展，组织工程技术和

基于干细胞的再生疗法在口腔颌面部骨组织重建

领域取得了较大进展。骨组织工程包括三个基本

组成部分：生物支架、种子细胞和骨诱导因子［1］，寻

找能够高效产生功能性成骨细胞的最佳种子细胞

是骨组织再生领域亟需解决的重要科学问题。

骨髓间充质干细胞（bone marrow mesenchymal
stem cells，BMSCs）在骨组织工程中应用较广，但

其需通过侵入性手术获取，而脂肪组织具有细胞

储备量大、较易获取等优点［2］，是组织工程领域理

想的种子细胞来源之一，脂肪干细胞已被广泛应

用于骨组织工程研究。近年来，脂肪组织来源的

去分化脂肪细胞被证实具有增殖能力强、同质性

高、多向和多系分化潜能等优势，其对于骨再生的

重要意义也开始受到研究者的关注［3⁃5］。成脂分化

以往被认为是一个不可逆转的终末过程，1986年

Sugihara等［6］首次报道了通过“天花板培养法”成功

培养去分化脂肪细胞，后续有研究证实去分化脂

肪细胞表达干细胞相关标志［7⁃8］，且具有向脂肪细

胞、成骨细胞、软骨细胞、神经细胞等多向分化的

潜能［3, 9⁃12］。本文对去分化脂肪细胞的来源、特征

及其相较于脂肪干细胞的优势、在骨组织工程中

的研究进展等进行介绍，并分析了去分化脂肪细

胞目前所面临的挑战，为其在口腔颌面部骨组织

工程中的应用提供参考。

1 去分化脂肪细胞的来源

脂肪组织是最易获得间充质干细胞的组织来

源，根据脂肪组织在体内分布部位的不同，可分为

皮下脂肪、内脏脂肪和骨髓脂肪；根据构成脂肪组

织的主体脂肪细胞类型不同，又可分为白色、棕色

和米色脂肪组织。体外培养的去分化脂肪细胞来

源于白色脂肪组织中最丰富的细胞类型——成熟

脂肪细胞［13］。

1986年，Sugihara等［6］首次利用脂肪细胞在水

介质中的浮力，创建了从白色脂肪组织中分离培

养成熟脂肪细胞的“天花板培养法”，即将脂肪细

胞接种于倒置的完全充满培养基的培养瓶中，利

用成熟脂肪细胞的浮力使其附着在倒置培养瓶的

顶部内表面，在培养过程中，一些成熟脂肪细胞释

放脂滴，形态逐渐趋向于多房状、成纤维细胞样的

外观，而这些成纤维细胞样细胞即被称为去分化

脂肪细胞。培养 7 d后，将培养瓶翻转 180°，即可

按常规贴壁细胞的培养法对去分化脂肪细胞进行

后续培养。

研究者已证实了来自不同物种的脂肪细胞均

具有去分化能力［14⁃17］，且发现脂肪细胞去分化会经

历以下阶段：从载脂的圆形细胞变为不含脂滴的

成纤维细胞的形态学变化；重新表达前体脂肪细

胞标志基因，并获得增殖能力。

2 去分化脂肪细胞的特征及优势

在过去的数十年里，脂肪干细胞在再生医学

领域受到了广泛的关注，相比于 BMSCs，其具有提

取方法侵入性较小、提取率更高、增殖能力更强等

优点［2, 18］。去分化脂肪细胞与脂肪干细胞相同，也

来源于脂肪组织，有研究报道，可从人类颊脂垫中

微创分离出去分化脂肪细胞，该方法仅需一个 2 cm
的口内切口即可获取脂肪组织培养得到去分化脂

肪细胞［19］。获取去分化脂肪细胞的方式不仅微创

且不影响美观，去分化脂肪细胞还具有增殖能力

强、同质性高、多向和多系分化潜能等优势，使其具

有成为骨组织工程中优势种子细胞的巨大潜力。

2.1 增殖能力强

有研究者从 18例供者中提取皮下脂肪组织成

功获取了去分化脂肪细胞，从小于 1 g的人体皮下

脂肪组织中即可分离出 5 × 104个成熟脂肪细胞，

原代培养后能够获得多达 3 × 107个去分化脂肪细

胞。传代后，第 2代去分化脂肪细胞的倍增时间为

65 h，而第 10代为 48 h，且第 11代去分化脂肪细胞
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仍保持增殖能力，细胞衰老频率较低。该研究的

供者年龄从 4~81岁不等，显示了去分化脂肪细胞

在不同年龄供者中均具有良好的可得性，尽管来

源于 70岁以上供者的去分化脂肪细胞的增殖能力

有所下降［20］。有研究将去分化脂肪细胞与脂肪干

细胞的增殖能力进行比较，发现在接种后的第 3天

起，去分化脂肪细胞的增殖能力均显著高于脂肪

干细胞［3］。综上，去分化脂肪细胞具有易于获取且

增殖能力强的独特优势，有望成为具有良好可行

性的骨再生种子细胞。

2.2 同质性高

脂肪组织被胶原酶消化并离心后可分为 3层，

从上至下分别为漂浮细胞部分、透明液体部分及

基质血管部分（stromal vascular fraction，SVF）。表

层的漂浮细胞部分中，约 97%为充满脂滴的单核

成熟脂肪细胞，约 3%为被破坏的失去脂滴的成熟

脂肪细胞［21］。表层漂浮细胞接种于培养瓶后可通

过“天花板培养法”获得去分化脂肪细胞，而脂肪

干细胞则是从底层的 SVF中培养获得。SVF中含

有多种细胞类型［10, 22］，流式细胞分析显示，同一脂

肪组织来源的脂肪干细胞通常混杂有平滑肌细

胞、淋巴细胞、单核细胞和内皮细胞，相比之下，去

分化脂肪细胞则几乎不表达上述混杂细胞的标志

物［20］。由此可见，脂肪干细胞来源于异质细胞群

体，而去分化脂肪细胞的来源则更加单一，具有更

高的同质性。去分化脂肪细胞的高度同质性使其

在应用过程中具有更高的可预测性，用于细胞治

疗时的安全性和有效性也更有保障。

2.3 具有多向、多系分化潜能

已有研究证实去分化脂肪细胞可以在体外重

新分化为脂肪细胞［23］，而在适当的条件培养基诱

导下，去分化脂肪细胞还可以分化为骨细胞或软

骨细胞［9, 24⁃26］。去分化脂肪细胞不仅具有多向分化

潜能，还具有分化为三个胚层（内胚层、中胚层和

外胚层）中任何一层的潜力，即多系分化潜能，其

已被证实具有向心肌细胞、神经细胞和内皮细胞

分化的潜能［4, 11, 12］。

与脂肪干细胞和 BMSCs 相比，去分化脂肪细

胞具有更高的成骨分化潜力。Watson等［27］从同一

名肥胖患者的皮下脂肪组织中分离出脂肪干细胞

和去分化脂肪细胞进行成骨诱导，结果显示去分

化脂肪细胞的成骨分化潜能强于脂肪干细胞。从

颊脂垫分离出的去分化脂肪细胞与脂肪干细胞具

有相似的多向分化特征，但前者比后者具有更高

的成骨潜力［28］。Sakamoto等［29］比较了人去分化脂

肪细胞和 BMSCs在成骨诱导培养基（osteogenic in⁃
duction medium，OIM）中培养后的成骨分化能力，

发现去分化脂肪细胞较 BMSCs成骨标志物 Runx2
和骨钙素的表达更高，碱性磷酸酶（alkaline phos⁃
phatase，ALP）活性更高，钙沉积更明显，证实去分

化脂肪细胞具有更高的成骨潜力。去分化脂肪细

胞成骨分化能力更强的原因可能是由于脂肪干细

胞和 BMSCs均来源于异质性细胞群体，而去分化

脂肪细胞来源于成熟脂肪细胞，具有高度同质性，

因此被诱导为成骨细胞的能力更优。

3 去分化脂肪细胞在骨组织工程中的应用

目前骨组织工程技术包括基于支架的策略和

无支架策略。在基于支架的策略中，支架材料通

过支持细胞附着、增殖和随后的骨再生在组织工

程中发挥关键作用，这种方法的主要缺点是支架降

解产物对细胞的副作用及支架材料成型困难［3, 30］。

近年来，无支架策略在再生领域引起了研究人员

的注意。

3.1 去分化脂肪细胞在支架式骨组织工程中的应用

Kikuta等［31］将去分化脂肪细胞接种在 β⁃磷酸

三钙（β⁃tricalcium phosphate，β⁃TCP）/Ⅰ型胶原海

绵支架中，并在OIM中培养 2周，构建组织工程骨

移植到兔胫骨缺损处，在植入的组织工程骨中观

察到了新骨形成，而仅植入β⁃TCP/I型胶原海绵支

架的对照组几乎无新骨产生，在移植后 4周和 8周

时，去分化脂肪细胞组的骨密度和骨小梁数值均

显著高于对照组。有学者在“天花板培养法”的基

础上进化出了一种新的去分化脂肪细胞培养方

法，即网状培养法［32］，将通过该方法获得的去分化

脂肪细胞以及脂肪干细胞分别进行成骨诱导后，

分别接种到胶原支架中并移植到小鼠背部皮下，

证实去分化脂肪细胞具有与脂肪干细胞相似的高

成骨分化潜能和骨再生能力。上述研究初步表明

去分化脂肪细胞可能是骨组织工程的潜力种子细

胞来源，但在促进体内成骨方面，其相较于脂肪干

细胞的优势并不显著，且对于口腔颌面部骨组织

再生的针对性不强。

Yanagi等［5］将三维培养获得的球形去分化脂

肪细胞团与可吸收胶原复合，移植到大鼠颅骨缺

损模型骨缺损部位，观察其体内成骨效果，并与传

统二维培养获得的单层去分化脂肪细胞的成骨效

果进行比较，发现前者能够更好地促进成骨细胞
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分化和新骨形成。由于三维球体培养相比于二维

单层培养能够更准确地模拟生物体内环境，未来

可能需要更多研究探索三维球形去分化脂肪细胞

与不同的支架材料相结合后的骨再生效果，为再

生治疗提供更有效的策略。

为了更好地研究去分化脂肪细胞在口腔颌面

部骨组织缺损修复中的作用，Sugawara等［33］构建了

大鼠牙周组织缺损模型，将大鼠去分化脂肪细胞

复合到环状胶原蛋白支架中，移植至牙周组织缺

损处，4周后可观察到新生牙槽骨的形成，甚至在

暴露的牙根表面可观察到少量新生牙骨质样结

构。在一项去分化脂肪细胞修复大鼠三壁牙周骨

缺损的研究中［34］，去分化脂肪细胞与聚乳酸乙醇

酸共聚物（poly lactic⁃co⁃glycolic acid，PLGA）支架复

合后移植至大鼠上颌第一磨牙近中三壁牙周骨缺

损处，micro⁃CT显示该实验组的骨再生率明显高于

未植入支架组和单独植入 PLGA 支架组。Akita
等［35］将大鼠去分化脂肪细胞和脂肪干细胞接种于

PLGA支架上，验证其在大鼠下颌骨牙周开窗缺损

模型中的成骨效果，发现去分化脂肪细胞复合

PLGA支架组的牙骨质、牙槽骨生成量明显大于脂

肪干细胞复合 PLGA支架组或单独使用 PLGA支架

的对照组。

上述研究证实了去分化脂肪细胞在修复口腔

颌面部骨缺损中的优秀效果，但其体内实验研究

对象均为大鼠，而大鼠本身具有较高的骨再生能

力和较强的骨组织自我修复能力［3］，因此为了更好

地评估去分化脂肪细胞的骨缺损修复能力，Akita
等［4］选用了成年小型猪建立Ⅱ度根分叉病变模型，

将负载自体去分化脂肪细胞的胶原基质移植于实

验动物的第二前磨牙根分叉骨质缺损处，结果显

示负载自体去分化脂肪细胞的胶原移植组动物患

牙附着丧失减少，组织学上观察到新生牙骨质、牙

槽骨，并形成了定向良好的牙周韧带样纤维，且实

验动物体内未发现畸胎瘤。该研究进一步证实了

去分化脂肪细胞在牙周骨再生治疗中的安全性和

有效性。

3.2 去分化脂肪细胞在无支架骨组织工程中的

应用

细胞片技术是近年来迅速发展起来的一种无

支架组织工程技术，其通过使用非酶解方法获得

种子细胞，并利用细胞自身分泌的细胞外基质作

为载体来保留细胞周围的微环境。细胞片技术避

免了支架材料降解成分对组织和细胞的损伤，也

不受组织缺损形状的影响，显示出可控、定向放置

的优势。目前，多种细胞片已用于牙周组织的再

生治疗，并观察到良好的骨再生效果［36⁃37］。

最近的一项研究［3］运用细胞片技术比较了去

分化脂肪细胞和脂肪干细胞修复 SD大鼠牙槽骨缺

损的效果，结果显示两种细胞具有相似的成骨、成

脂分化能力和集落形成能力，但去分化脂肪细胞

的增殖能力更强，且去分化脂肪细胞片的成骨相

关标记物如Runx2和ALP表达水平更高，体内实验

显示两种细胞片都促进了大鼠骨缺损的修复，去

分化脂肪细胞片组的骨体积分数（bone volume den⁃
sity，BV/TV）显著高于脂肪干细胞片组，这一发现

提示去分化脂肪细胞片可能是修复牙周骨缺损的

理想种子细胞。当然，今后还应在不同的动物模

型中多方面评估去分化脂肪细胞片的骨再生

能力。

4 挑战与展望

尽管去分化脂肪细胞研究在过去几年中取得

了初步的进展，但仍面临许多挑战，包括细胞培养

纯度尚不够高、表型特性不完全明确和去分化机

制不明晰等。在去分化脂肪细胞分离培养过程

中，少数浮力与之相似的其他类型细胞也可能与

成熟的脂肪细胞一起被分离，导致去分化脂肪细

胞培养时混杂其他细胞。为获得接近 100%纯净度

的去分化脂肪细胞群，可能还需要配合使用一些

特定的细胞分选技术，如荧光激活细胞分选和磁

性活化细胞分选技术等解决去分化脂肪细胞培养

的纯度问题。有关去分化脂肪细胞研究的另一大

挑战是确定去分化脂肪细胞的独特表型特征，未

来需要进一步建立去分化脂肪细胞的表面标记

谱，以区别于其他干细胞。脂肪细胞去分化受一

系列转录因子和信号网络的调控［38⁃39］，细胞间的串

扰以及包括渗透压和温度在内的外部环境因素的

作用也可以影响脂肪细胞的去分化［40⁃41］。目前去

分化脂肪细胞的去分化机制尚不清楚，触发脂肪

细胞去分化的因素和培养条件仍需要深入研究。

综上，寻找能够高效产生功能性成骨细胞的

最佳种子细胞来源是实现口腔颌面部骨再生策略

在临床成功应用的关键因素，去分化脂肪细胞是

一个高度均质的细胞群体，在体外和体内都具有

高增殖能力和多向分化的潜能，而脂肪组织可以

作为一个储备量大、取材较为方便的细胞库。此

外，已有研究证实利用生物活性因子，如生长因
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子［42］、miRNAs［43］可促进脂肪干细胞的成骨分化，

将来或许可进一步探索这些策略应用于去分化脂

肪细胞中的成骨效果，从而优化去分化脂肪细胞

相关的骨组织工程技术。相信随着去分化脂肪细

胞的分离、培养、鉴定以及定向诱导其成骨分化的

方法不断发展完善，去分化脂肪细胞在未来有望

成为口腔颌面部骨组织工程领域中优异的种子细

胞，进一步促进骨组织工程技术在口腔颌面部骨

缺损修复中的临床应用。
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