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鸡脂肪源间充质干细胞的分离与鉴定

唐小洪，叶亚琼，李道通，马浩然，欧阳丹，陈　健，马勇江，张　媛，李玉谷
（华南农业大学 兽医学院，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】建立鸡脂肪源间充质干细胞的分离与鉴定方法．【方法】用Ｉ型胶原酶消化法分离天露黄鸡脂肪间充
质干细胞（ＡＭＳＣｓ），ＣＣＫ８检测细胞生长活力，ＲＴＰＣＲ鉴定其特异性标记物，化学法对其进行成脂和成骨分化诱
导．【结果和结论】原代及传代的细胞呈成纤维细胞样形态，并能传代至１０代，其活力无明显变化；细胞生长曲线呈
Ｓ型；ＲＴＰＣＲ检测显示ＡＭＳＣｓ的特异性标志物ＣＤ７１、ＣＤ４４和ＣＤ２９表达呈阳性，而属于造血干细胞的特异性标志
物ＣＤ３４和ＣＤ４５呈阴性；ＡＭＳＣｓ通过不同诱导液被成功诱导分化为成骨细胞和脂肪细胞，在成脂分化过程中有脂
滴形成，油红Ｏ染色呈阳性，过氧化物酶体增殖物激活受体基因 γ（ＰＰＡＲγ）和脂肪酸基因（ＦＡＳ）的 ｍＲＮＡ表达量
升高；在成骨分化过程中有钙结节形成，茜素红染色呈阳性，碱性磷酸酶（ＡＬＰ）活性检测对照组与诱导组比较差异
显著（Ｐ

!

００５），ＡＬＰ基因和骨形态发生蛋白基因（ＢＭＰ２）的ｍＲＮＡ表达量升高．研究表明，鸡ＡＭＳＣｓ具有分化为
多种细胞的潜能．
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　　间充质干细胞（Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）
属于成体干细胞，是一种具有自我更新能力和多向

分化潜能的细胞，具有低免疫原性［１３］和定向迁移能

力［４６］等特点，从而受到生物学领域和生物医学界的

青睐．ＭＳＣｓ最初由 Ｆｒｉｅｄｅｎｓｔｅｉｎ等［７］在人骨髓中发

现，并证明其在体外可以分化为成骨细胞和脂肪细

胞．ＭＳＣｓ不仅存在于骨髓，还广泛分布于其他组织
中，脂肪组织已经被证明是一种重要的 ＭＳＣｓ来源，
国际脂肪应用技术协会在２００４年将这种ＭＳＣｓ称为
脂肪间充质基质细胞（Ａｄｉｐｏｓｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｒｏｍａｌ
ｃｅｌｌｓ，ＡＭＳＣｓ）．目前大部分的研究集中在人以及鼠、
兔等哺乳动物，而有关禽类 ＡＭＳＣｓ的报道甚少．本
试验选取天露黄鸡内脏表面脂肪中的 ＭＳＣｓ为研究
对象，对其进行分离培养、增殖能力检测及分化能力

鉴定，为家禽干细胞的研究和临床应用提供基础

材料．

１　材料与方法

１．１　材料
４０日龄天露黄鸡由华南农业大学家禽实验基地

（广州）提供．
１．２　主要试剂

ＤＭＥＭ、胎牛血清为美国 Ｇｉｂｃｏ公司产品，Ⅰ型
胶原酶、地塞米松、抗坏血酸、β－甘油磷酸钠、吲哚
美辛、３－异丁基 －１－甲基黄嘌呤、胰岛素为美国
Ｓｉｇｍａ公司产品，ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ为美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司产品，Ｔａｇ酶、反转录试剂盒为 ＴａＫａＲａ公司产品，
引物由上海杰瑞基因公司合成，ＣＣＫ８试剂盒、碱性
磷酸酶（ＡＬＰ）检测试剂盒为碧云天生物技术研究所
产品．
１．３　鸡ＡＭＳＣｓ的分离和培养

４０日龄健康天露黄鸡，喉部放血处死，无菌条件
下取其内脏表面脂肪，去除肉眼可见的纤维成分和

血管，在含 １０００Ｕ双抗的 ＤＭＥＭ中浸泡 １０ｍｉｎ，
ＤＭＥＭ液漂洗３次，充分剪碎，加入１ｇ／ＬⅠ型胶原
酶于３７℃恒温箱中消化２ｈ，期间每１０ｍｉｎ充分摇
匀１次，加入等量含体积分数为１０％的胎牛血清的
高糖ＤＭＥＭ培养基，２００目滤网过滤，１５００ｒ／ｍｉｎ离

心１０ｍｉｎ，去除上层未消化的脂肪组织及油脂，沉淀
重悬，ＤＭＥＭ洗 ３次．用含体积分数为 １０％胎牛血
清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００Ｕ／ｍＬ链霉素的高糖ＤＭＥＭ
重悬，以１×１０４～５×１０４ｍＬ－１细胞密度接种至六孔板
中．放入３７℃、体积分数为５％ ＣＯ２培养箱中培养，
２４ｈ后首次半量换液，之后每３ｄ换液．细胞达８０％融
合后，用０２５％胰酶消化，１∶３传代接种．
１．４　鸡ＡＭＳＣｓ的生长曲线测定

以第３代细胞为标本，制备单细胞悬液，调整密
度为１×１０４ｍＬ－１，接种于９６孔板，每孔１００μＬ．２４
ｈ后，每天固定时间取５孔加入 ＣＣＫ８溶液１０μＬ，
置３７℃培养箱孵育２ｈ．用酶联免疫检测仪以４５０
ｎｍ波长检测各孔光密度值（Ｄ４５０ｎｍ）．
１．５　鸡ＡＭＳＣｓ特异性标记物的ＲＴＰＣＲ鉴定

选择生长良好的第３代细胞接种于六孔板，待
细胞融合达８０％后，使用Ｔｒｉｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，反转
录成 ｃＤＮＡ，用于 ＰＣＲ扩增．从 ＮＣＢＩ中查询 ＣＤ２９、
ＣＤ４４、ＣＤ７１、ＣＤ３４、ＣＤ４５基因序列进行片段扩增．引
物由杰瑞生物技术服务有限公司合成．引物序列、产
物大小见表１．
　　ＰＣＲ反应体系２０μＬ：１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２５μＬ，
Ｔａｑ酶０１μＬ，ｄＮＴＰｍｉｘ２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１０９μＬ，上、
下游引物各１μＬ，ｃＤＮＡ２５μＬ．ＰＣＲ反应程序：９５
℃预变性５ｍｉｎ；９５℃ 变性３０ｓ，最佳退火温度５７～
６２℃ ４５ｓ，７２℃ 延伸４５ｓ，３０个循环；７２℃延伸１
ｍｉｎ，产物４℃保存．取ＰＣＲ产物５μＬ和１μＬＬｏｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ混匀，用质量浓度为２０ｇ／Ｌ的琼脂糖凝胶进
行电泳，用紫外透射仪检测目的基因的表达情况．
１．６　鸡ＡＭＳＣｓ向脂肪细胞和成骨细胞的诱导及鉴定
１．６．１　成脂分化诱导　取第３代鸡 ＡＭＳＣｓ接种于
２４孔板，待细胞融合达８０％后，改用成脂分化诱导培
养基（含高糖 ＤＭＥＭ，体积分数为１０％ 胎牛血清，１
μｍｏｌ／Ｌ地塞米松，０１ｍｍｏｌ／Ｌ吲哚美辛，０５ｍｍｏｌ／Ｌ
异丁基甲基黄嘌呤，１０μｇ／ｍＬ胰岛素，１００Ｕ／ｍＬ青
霉素，１００μｇ／ｍＬ链霉素）诱导 ３周，每 ３ｄ换液 １
次，对照组加普通培养液．镜下观察细胞形态变化，３
周后吸出诱导培养基，ＰＢＳ清洗２次，用体积分数为
４％的多聚甲醛固定１０ｍｉｎ，油红 Ｏ染色３０ｍｉｎ，镜
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检、拍照．
１．６．２　成骨分化诱导　取第３代鸡 ＡＭＳＣｓ接种于
２４孔板，待细胞融合达８０％后，改用成骨分化诱导
培养基（含高糖ＤＭＥＭ，体积分数为１０％ 胎牛血清，
０１μｍｏｌ／Ｌ地塞米松，３００μｍｏｌ／Ｌ抗坏血酸，１０

ｍｍｏｌ／Ｌβ－甘油磷酸钠）诱导 ４周，每 ３ｄ换液 １
次，对照组加普通培养液．镜下观察细胞形态变化，４
周后吸出诱导培养基，ＰＢＳ清洗２次，用体积分数为
４％的多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，茜素红 Ｓ染色１０ｍｉｎ，
镜检、拍照．

表１　ＲＴＰＣＲ检测引物
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｓｅｄｉｎＲＴＰＣＲ

基因 引物序列（５′３′）　　　　　　　 片段大小／ｂｐ 退火温度／℃
ＣＤ２９ Ｆ：ＡＡＴＣＧＴＡＡＧＡＴＡＧＧＴＧＣＴＧ １５４ ６０

Ｒ：ＧＡＴＡＡＴＡＡＡＧＧＴＣＡＡＴＧＧＧＧ

ＣＤ４４ Ｆ：ＣＡＴＧＴＧＧＡＧＡＡＡＡＡＴＧＧＴＣＧ １７８ ６０

Ｒ：ＡＴＧＧＡＴＴＧＡＴＴＣＧＴＧＧＧＡＴＡ

ＣＤ７１ Ｆ：ＡＡＧＣＡＧＣＴＣＴＣＡＧＧＣＴＧＡＣＣ １１６ ６０

Ｒ：ＣＴＣＣＣＧＣＡＣＴＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴ

ＣＤ３４ Ｆ：ＧＡＡＡＡＧＴＴＣＧＧＡＡＴＣＡＡＡＴＣＣＣＴＣＧ １８５ ５９

Ｒ：ＴＡＧＴＧＧＴＣＴＴＣＡＴＣＣＡＧＣＣＴＣＴＧＴＣ

ＣＤ４５ Ｆ：ＡＴＴＣＴＴＧＧＴＧＴＴＣＴＴＧＡＴＴＧＴＴＧ １７５ ５８

Ｒ：ＣＡＧＴＴＴＣＴＣＴＧＡＡＧＧＴＡＴＴＧＧＣＴ

ＰＰＡＲγ Ｆ：ＣＣＡＣＡＡＧＣＧＧＡＧＡＡＧＧＡＧＡＡＧ １２８ ５７

Ｒ：ＡＧＣＧＧＧＡＡＧＧＡＣＴＴＴＡＴＧＴＡＴＧＡＧ

ＦＡＳ Ｆ：ＧＡＣＣＣＡＣＣＡＣＧＴＣＣＣＴＧＡＣＡＴＴＧ １９３ ６０

Ｒ：ＧＧＴＴＴＣＧＴＡＧＧＣＴＣＣＴＣＣＣＡＴＣＣ

ＡＬＰ Ｆ：ＧＴＧＡＡＡＧＣＡＣＣＴＧＴＡＡＣＡＡＡＧＡＴ １５３ ６０

Ｒ：ＡＴＴＧＣＡＧＴＣＡＧＡＧＣＡＣＡＣＡＡＡＡＣ

ＢＭＰ２ Ｆ：ＣＧＣＴＴＡＣＧＣＴＧＴＴＴＧＴＧＴＴＴＣＧ １９２ ６２

Ｒ：ＧＧＴＧＧＡＧＧＴＧＧＴＴＣＡＣＴＴＧＧＡ

１．６．３　碱性磷酸酶活性检测　取第３代细胞，以每
孔１×１０４的密度接种于六孔板中，分别成骨分化诱
导３、５、７、９、１４ｄ后，按碱性磷酸酶活性检测试剂盒
要求进行检测．
１．６．４　ＲＴＰＣＲ检测过氧化物酶体增殖物激活受体
基因γ（ＰＰＡＲγ）、脂肪酸基因（ＦＡＳ）、碱性磷酸酶基
因（ＡＬＰ）和骨形态发生蛋白基因（ＢＭＰ２）ｍＲＮＡ的
表达　取第３代细胞，以每孔１×１０４的密度接种于
六孔板中，分别成骨、成脂分化诱导１、２、４周后，利
用ＲＴＰＣＲ方法检测脂肪细胞、成骨细胞特异性基因
的表达情况，即成脂分化诱导过程中试验组与对照

组ＰＰＡＲγ和 ＦＡＳｍＲＮＡ的表达情况，成骨分化诱导
过程中试验组与对照组ＡＬＰ、ＢＭＰ２ｍＲＮＡ的表达情
况．从ＮＣＢＩ中查询 ＰＰＡＲγ、ＦＡＳ、ＡＬＰ、ＢＭＰ２基因序
列进行片段扩增．引物由杰瑞生物技术服务有限公
司合成．引物序列、产物大小见表１．
１．６．５　统计学分析　试验数据采用ＳＰＳＳ１８０软件
进行单因素方差分析和 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ法进行各组间组

内多重比较，以Ｐ＜００５作为差异性显著判断标准．

２　结果
２．１　形态学观察

倒置显微镜下，刚接种的原代细胞呈椭圆形（图

１Ａ）悬浮于培养基中，２４ｈ后可见少量贴壁细胞，细
胞多为单个，形态呈三角形、梭形，此时第１次换液，
换液后２～３ｄ，可见数个大小不等的细胞克隆，长梭
形外观，７～９ｄ细胞集落相互融合超过 ８０％（图
１Ｂ）、呈漩涡状或放射状．第７天可第１次传代，经胰
酶消化后的ＡＭＳＣｓ呈圆形，传代６ｈ内完全贴壁伸
展，呈成纤维细胞样形态．
２．２　鸡ＡＭＳＣｓ的生长曲线

鸡ＡＭＳＣｓ生长曲线形态呈“Ｓ”形．由生长曲线
可见鸡ＡＭＳＣｓ增殖过程经历了潜伏期、对数期以及
平台期，在２２～３４ｈ进入快速增殖期，约６０ｈ进入
对数生长期，第６天之后细胞生长速度减缓，进入平
台期．表明体外培养的鸡 ＡＭＳＣｓ能够进行自我更新

３　第５期 　　　　　唐小洪，等：鸡脂肪源间充质干细胞的分离与鉴定 　　　



和增殖，易于进行体外扩增培养（图２）．

Ａ：刚分离的原代细胞；Ｂ：培养７ｄ的原代细胞

图１　培养不同时间的鸡脂肪源间充质干细胞
Ｆｉｇ．１　Ｃｈｉｃｋｅｎａｄｉｐｏｓｅｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｃｕｌ

ｔｕｒｅｄｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄｓ

图２　鸡脂肪源间充质干细胞的生长曲线
Ｆｉｇ．２　Ｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆｃｈｉｃｋｅｎａｄｉｐｏｓｅｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ

ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ

２．３　鸡ＡＭＳＣｓ特异性标记物的ＲＴＰＣＲ鉴定
参考目前文献［８］报道的间充质干细胞普遍表达

的基因，从ＮＣＢＩ收录的信息中查询到了３种已提交
的鸡的基因序列 ＣＤ２９、ＣＤ４４和 ＣＤ７１．利用这３条
基因序列设计了特异性引物进行ＲＴＰＣＲ扩增．试验
结果（图３）表明分离培养的ＡＭＳＣｓ均表达有上述３
种基因．
２．４　鸡ＡＭＳＣｓ的成骨分化诱导
　　在成骨诱导过程中对照组细胞形态无明显改

变，未见钙沉积．试验组成骨分化时细胞形态明显改
变，７ｄ后可见部分细胞由长梭形逐渐变为多角形，
细胞聚集，细胞汇合后呈多层重叠生长，细胞局部堆

积成灶状，１４ｄ后可以观察到类似钙结节的物质出
现，随着诱导时间的延长，钙盐沉积增加，２１ｄ后进
行茜素红Ｓ染色可见红色钙结节（图４）．ＡＬＰ活性
检测显示对照组与试验组差异显著（Ｐ＜００５），试验
组的ＡＬＰ活性随时间的变化明显增高，而对照组细
胞的ＡＬＰ活性变化不明显（表 ２）．ＲＴＰＣＲ结果显
示，与对照组相比，成骨诱导１４和２８ｄ后，ＡＬＰｍＲ
ＮＡ和 ＢＭＰ２ｍＲＮＡ表达量均增高（Ｐ＜００５）（图５
Ａ、５Ｂ）；相较于诱导１４ｄ时，诱导２８ｄ时ＡＬＰｍＲＮＡ
与ＢＭＰ２ｍＲＮＡ水平亦明显增加（Ｐ＜００５）．

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ５００；１：ＣＤ２９，１５４ｂｐ；２：ＣＤ４４，１７８ｂｐ；３：ＣＤ７１，

１１６ｂｐ．

图３　鸡脂肪源间充质干细胞特异性标记物的ＲＴＰＣＲ检测
Ｆｉｇ．３　Ｓｐｅｃｉｆｉｃｍａｒｋｅｒｓｏｆｃｈｉｃｋｅｎａｄｉｐｏｓｅｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ

ｓｔｅｍｃｅｌｌｓｂｙＲＴＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

图４　鸡脂肪源间充质干细胞的成骨诱导
Ｆｉｇ．４　Ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｉｎｄｕｃｔｉｏｎｓｏｆｃｈｉｃｋｅｎａｄｉｐｏｓｅｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎ

ｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ

表２　鸡脂肪源间充质干细胞成骨分化过程中的ＡＬＰ活性１）

Ｔａｂ．２　ＡＬＰａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｄｕｒｉｎｇｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｃｈｉｃｋｅｎａｄｉｐｏｓｅｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ

Ｕ·ｇ－１·Ｌ－１

组别
成骨诱导分化时间／ｄ

０ ３ ５ ７ ９
对照组 ７８５．４±２１１．３ ８２５．２±１９８．１ ８８５．７±３１０．４ ９０５．６±３０１．９ ８４５．３±２５７．５
试验组 ８１４．３±２７０．１ １４４６．２±４２０．５ １７３５．８±４３５．８ ２２０７．９±５２７．７ ２９９１．２±７３５．４

　１）ｎ＝４，表中数据为 珋ｘ±ＳＤ，：与对照组比较差异显著（Ｐ＜００５，Ｄｕｎｃａｎ’ｓ法）．
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：与对照组相比差异显著（Ｐ＜００５，Ｄｕｎｃａｎ’ｓ法）；▲：与诱导中期相比差异显著（Ｐ＜００５，Ｄｕｎｃａｎ’ｓ法）．

Ａ：ＡＬＰｍＲＮＡ的相对表达量；Ｂ：ＢＭＰ２ｍＲＮＡ的相对表达量．

图５　鸡脂肪源间充质干细胞成骨分化过程中基因表达的变化（通过条带灰度值比较）
Ｆｉｇ．５　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｕｒｉｎｇｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｃｈｉｃｋｅｎａｄｉｐｏｓｅｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ

２．５　鸡ＡＭＳＣｓ的成脂分化诱导
在成脂分化诱导过程中对照组细胞形态无明显

变化，油红Ｏ染色未见胞质有明显着色．试验组细胞
在脂肪细胞诱导液加入５ｄ后，细胞体积增大，此后
胞质中有小的圆形透亮的脂滴出现，随着诱导时间

的延长，脂滴逐渐增多，互相融合，体积增大，折光性

增强．第７天见较多脂滴且环状排列（图６Ａ），第２０

天油红Ｏ染色呈阳性（图６Ｂ）；ＲＴＰＣＲ结果显示，
鸡ＡＭＳＣｓ成脂诱导 ７ｄ和 １４ｄ后与对照组相比，
ＰＰＡＲγ和 ＦＡＳ的 ｍＲＮＡ表达量均明显升高（Ｐ＜
００５）（图 ７），与诱导 ７ｄ时相比，诱导 １４ｄ时
ＰＰＡＲγ和 ＦＡＳ的 ｍＲＮＡ水平亦明显增加（Ｐ＜
００５）．说明 ＡＭＳＣｓ在成脂诱导体系下向脂肪细胞
分化．

Ａ：成脂分化诱导７ｄ的细胞形态；Ｂ：成脂分化诱导２０ｄ油红Ｏ染色的细胞形态．

图６　鸡脂肪源间充质干细胞的成脂诱导
Ｆｉｇ．６　Ａｄｉｐｏｇｅｎｉｃｉｎｄｕｃｔｉｏｎｓｏｆｃｈｉｃｋｅｎａｄｉｐｏｓｅｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ

：与对照组相比差异显著（Ｐ＜００５，Ｄｕｎｃａｎ’ｓ法）；▲：与诱导中期相比差异显著（Ｐ＜００５，Ｄｕｎｃａｎ’ｓ法）．

Ａ：ＦＡＳｍＲＮＡ的相对表达量；Ｂ：ＰＰＡＲγｍＲＮＡ的相对表达量

图７　鸡脂肪源间充质干细胞成脂分化过程中基因表达的变化（通过条带灰度值比较）
Ｆｉｇ．７　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｕｒｉｎｇａｄｉｐｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｃｈｉｃｋｅｎａｄｉｐｏｓｅｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ
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３　讨论
鸡是一种重要的模式动物，是全基因组测序的

家禽之一，可用于胚胎学、免疫学、肿瘤学、细胞生物

学、病毒学、基因调控等研究．随着干细胞的广泛应
用，继胚胎干细胞之后，脐带血来源的间充质干细

胞、骨髓间充质干细胞等成体干细胞已成为创伤医

学、遗传医学、再生医学、组织工程学等多种学科的

研究热点．２００１年 Ｚｕｋ等［９］分离获得了 ＡＭＳＣｓ．此
后，许多试验证明ＡＭＳＣｓ体外定向诱导可以向心肌
细胞、成骨细胞、脂肪细胞、软骨细胞和神经细胞等

方向分化［１０１２］，以及具有低免疫原性和低移植排斥

性［３，１３］．ＡＭＳＣｓ所具备的这些优点使其成为干细胞
研究的热点和多种学科的一个种子细胞．虽然目前
的研究已经比较深入，但对鸡 ＡＭＳＣｓ的研究甚少．
因此，高效分离培养及鉴定鸡 ＡＭＳＣｓ方法的建立显
得十分有价值．

本试验通过酶消化法分离、提取ＡＭＳＣｓ．经过体
外培养、贴壁筛选及纯化，建立了一种简单高效的分

离培养鸡ＡＭＳＣｓ的方法．结果显示，适当提高胶原
酶浓度及延长消化时间有助于纤维结缔组织与脂肪

组织的分离，能增加原代细胞的收获数量．此外，原
代培养鸡ＡＭＳＣｓ的脂肪来源十分重要，与皮下脂肪
相比内脏脂肪分离获得鸡 ＡＭＳＣｓ的数量更多、纯度
更高．分离纯化的鸡 ＡＭＳＣｓ贴壁生长，形态上表现
为成纤维细胞样．第１次传代后４～５ｄ可进行再次
传代，以后每３ｄ按１∶３传代 １次，可连续传代 １０
次，细胞增殖速度及表型无明显变化．据报道，来源
于鸡真皮的ＭＳＣｓ可连续传代１５次［１４］，而来源于鸡

脐带的ＭＳＣｓ可连续传代３０次［１５］，与本试验结果有

差异，可能是由于组织来源和年龄的不同，而造成传

代能力不一样．从生长曲线可以看出，鸡 ＡＭＳＣｓ有
着较快的增殖速度，活性比较高．ＲＴＰＣＲ检测细胞
特异性标记物，其中 ＣＤ２９、ＣＤ４４及 ＣＤ７１的表达呈
阳性，而造血干细胞表面标志 ＣＤ４５、ＣＤ３４的表达呈
阴性，与文献报道的ＡＭＳＣｓ表型相符［８，１５］．从这些结
果可判断该细胞为间充质干细胞，排除了造血干细

胞来源的可能．
大量研究表明 ＡＭＳＣｓ在体外经过化学诱导后，

能分化为具有大量脂滴的脂肪细胞．ＰＰＡＲγ基因特
异性表达于脂肪细胞中，且随着脂肪细胞的分化其

表达量上调，是脂肪细胞分化过程中的决定性因

子［１６］．在 ３Ｔ３Ｌ１和 ＭＥＦｓ细胞基因敲除试验中，
ＰＰＡＲγ基因被敲除可导致其成脂分化能力的丧

失［１７］．Ｍｉｃｈａｌｉｋ等［１８］研究表明，ＰＰＡＲγ是脂肪细胞
分化的相关基因，可以促进脂滴的聚集．ＦＡＳ在脂肪
细胞分化的后期高表达，参与脂肪细胞中脂滴的生

成，同样是脂肪细胞分化过程中的决定性因子［１９］．在
本试验中，从鸡脂肪组织中获得的 ＭＳＣｓ，经胰岛素、
吲哚美辛、地塞米松和３－异丁基 －１－甲基黄嘌呤
诱导后分化为脂肪细胞，细胞内有脂滴形成，ＲＴ
ＰＣＲ结果显示 ＰＰＡＲγ基因和 ＦＡＳ基因的 ｍＲＮＡ表
达量升高．以上结果说明，本试验中分离获得的鸡
ＡＭＳＣｓ具有诱导分化为脂肪细胞的潜能．ＡＬＰ的活
性与成骨细胞的分化相关，活性增高表明细胞处于

高分化状态，因此可将 ＡＬＰ活性的增高作为体外试
验中成骨细胞分化的指标［２０２１］．ＢＭＰ２是特异性的骨
生长因子，可以增加细胞内 ＡＬＰ活性及 ＡＬＰｍＲＮＡ
的量，使其定向分化为成骨细胞［２２］．在本试验中，从
鸡脂肪组织中获得的ＭＳＣｓ，经抗坏血酸、β－甘油磷
酸钠和地塞米松诱导后，ＡＬＰ活性增加，细胞基质发
生钙化，同时ＢＭＰ２和ＡＬＰ的ｍＲＮＡ表达升高，且随
着时间的延长其表达量增加，促使 ＡＭＳＣｓ向成骨细
胞分化．以上结果说明，本试验中分离获得的鸡 ＡＭ
ＳＣｓ具有诱导分化为成骨细胞的潜能．

总之，我们建立了一种体外分离、培养鸡 ＡＭＳＣｓ
的方法，并对该细胞进行了比较全面的鉴定，为鸡

ＡＭＳＣｓ的进一步研究奠定了基础．
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