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摘要

組織工程是一門新興的領域，極具發展性及前瞻性，它結合了醫

學、細胞學、生理學、生化學、免疫學及醫學工程等相關領域，綜合

而獨立發展為組織工程。以前認為只有胚胎細胞才有能力發展成為體

細胞，但是研究人員最近在成年人體內發現其他已經發育的組織內含

有母幹細胞，能夠培養並分化為有限的幾種組織，如骨髂、軟骨、神

經及脂肪細胞，而人類抽脂手術後的抽取液即有此母幹細胞存在，整

形外科醫師可以廢物利用，利用自體組織來培養出特殊的細胞，既可

做學術研究，亦可能於未來使用於臨床工作上，來克服一些組織缺乏

或血液循環太差的重建整形外科手術上的難題。

林聖哲醫師於 2000年赴美 UCLA進修組織工程領域，已學成抽

脂液母幹細胞的分離、純化、培養的技術，想再進一步從事特殊免疫

生化染色及定量研究，期於數年內運用此技術使用於人體，此一組織

工程計劃特點為不使用骨髓組織，以避免細胞取得不易及捐贈區疼痛

的問題，而改用美容門診常見抽脂手術的抽脂液做為母幹細胞的來

源，利用特殊的肌肉刺激劑來分化出骨髂肌細胞，利用光學顯微鏡來

觀察其形態的變化，利用免疫組織生化法來檢查 MyoD1 Myosin

Heavy Chain 的存在，並用 Axioskop2儀器加以照相存檔及定量化，

最後利用 cDNA 及 RT-PCR 的方法來進一步證實肌肉細胞分化的比

率及正確性。

在實驗的 negative control對照組方面，一組為把處理過的抽脂液

培養在一般的培養液中做為對照，另一組把人體纖維母細胞放在實驗

細胞分化促進液中，看能不能長出骨髂肌細胞。在實驗的 Positive

Control 方面，我們把以前研究學者研發的骨髓母細胞和商品化的人

類肌肉細胞放在肌肉分化促進液中培養，並用同一套分析方法去比較
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及證實與本實驗脂肪抽取液分離的母幹細胞所分化的肌肉細胞的相

同性與相異處。
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目的

林聖哲博士於 2000年赴 UCAL組織工程實驗室研究一年，已熟

悉此源自抽脂液的母幹細胞培育方式，將把它使用於培養成骨髓肌細

胞，以期有一天正式使用於先天或後天的肌肉系統疾病或損傷患者身

上，利用培養的骨髓肌細胞替代損傷或功能不佳的肌肉來達到以細胞

基礎的治療方式，提供除了外科科外另一修復及重建肌肉功能的方

法。
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過程

人體脂肪抽取液是在整形外科門診抽脂手術中取得，在局部麻醉

下，以 Tumesence 方法執行，局部麻醉劑內有 1% Xylocaine，

epinephrine (1:105) 和生理食鹽水，抽脂機為傳統負壓機械式吸脂

機，以 Tumesence方法可以減少流血量，避免太多血液細胞雜混抽取

液，細胞較不易破壞，並減低萃取母幹細胞的困難度。

處理過的脂肪抽取液(Processed Lipo-Aspirate, PLA)

    首先請助理將脂肪抽取液由手術室儘快送到實驗室，先用等體積

的 Phosphate Buffered Saline (PBS)多次沖洗及激烈搖盪混合，濾掉血

液成份，再加上等體積 0.075% collagenase (37℃, 30分鐘)來分解殘留

血液細胞，再利用 Dulbecro’s Modified Eagles Medium (DMEM)來中

和 Collagenase，分裝成 50cc的試管，並於 1200xg下離時 10分鐘，

以取得高濃度的 stromal vascular fracture (SVF)萃取物，接著再度用

DMEM溶解 SVF，此時需用 100 µm的尼龍濾網過濾細胞殘存物，再

放到 Control Medium (DMEM,10% FBS,1% Antibiotic/Antimycotic

solution)中，於 37℃/5% CO2 的 incubator中放過隔夜天再把欲培養的

細胞懸浮液用 PBS沖洗以除去 non-adherent RBC，此時的萃取液稱為

Processed Lipo-Aspirate (PLA).

加入肌肉細胞分化促進液(Myogenic Medium, MM)

    把 1x104個細胞培養在 35mm的培養皿上，加入Myogenic Medium

(DMEM,10%FBS,5%Horse Serum,50µm hydrocortisone 和 1%

Antibiotice/Ant-mycotic solution)，每週換分化促進液兩次，共六週，

每天以光學顯微鏡觀察細胞形態的變化。

免疫組織生化法
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    每 5x103個細胞培養在一小格(共八小格的培養皿)，每一週做免

疫組織生化法一次，方法為把一小格培養皿用 PBS濕潤兩次，用 4%

Paraformaldehyde於 4℃下固定 2分鐘，再加上 3% H2O2  5分鐘來阻

斷 endogenous peroxides的活性，並加上 Blocking Buffer (BBPSB， 1%

Horse Serum 0.1% Triton/x-100) 30分鐘來阻斷 non-specific epitope，接

著加入 monoclonal antibody to human MyoD1 或 human fast twitch

skeletal muscle myosin heavy chain 於 4℃中過夜，隔天用 BB再度清

洗，並加上 Horse Anti-mouse IgG Biotinylated Secondary Antibody

(1:250 dilutim)兩小時，Secondary antibiotics用 Vectastain ABC Kit，

最後用 hematoxyline 3分鐘來加強對比染色。

定量分析

    利用 Axioskop 2顯微鏡照相系統在 200 倍下計算染有MyoD1或

Myosin heavy chain 的細胞比率，以 one-way analysis of variance

(ANOVA) 做統計分析。

CDNA和 RT-PCR的方法

用 superscript Ⅱ Enzyme 把培養肌肉細胞的 RNA反轉合成為 oligo

d(T)-Primed cDNA，等量的 cDNA 用以做為 templates for PCR

amplification (50µl Reaction volume)。Primer Pairs如下：

MyoD1: 5’-AAGCGCCATCTCTTGAGGTA-3’

    和 5’-GCGCCTTTATTTTGATCACC-3’

Myosin Heavy Chain:

       5’-TGTGAATGCCAAATGTGCTT-3’

    和 5’-GTGGAGCTGGGTATCCTTGA-3’

經 35個 amplification週期後取出樣品在 agarose gel中分析，預期分

子大小：MyoD1為 500bp，而Myosin Heavy Chain為 750bp。
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Negative Control

         1. Human Fibroblast + Myogenic Media

         2. Process Lipo-Aspirate + Control Medium

Positive Control

         1.Human Skeletal Muscle Cell

         2.Bone Marrow-derived Stem Cell + Myogenic Medium
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心得

在重建整形外科領域中，組織缺損的重建或塑型常因適當組織捐

贈的困難取得，捐贈區的後遺症及血液循環不良的因素影響而受到限

制，組織工程技術的研發提供我們臨床工作者一個新的思維模式。如

果能莘取具有再度分化能力的母幹細胞，加以引導培養出我們所需的

特殊細胞，亦可達到治療的功效。理論上只有胚胎母幹細胞可以利用

於多源性細胞的分化，一為胚胎母幹細胞，但基於道德的考慮及細胞

的合法控制，只能用於動物實驗；另一為自體母幹細胞，它就沒有這

些限制，尤其是來自骨髓的自體母幹細胞，已經在世界很多研究機構

成功地培養，並得到卓越的突破性發展。人體骨髓源自於胚胎時期的

中胚層，富含造血母細胞和間質，我們以前對造血細胞了解較多，但

較少研究間質的重要性及用處，其實這些間質含有源自中胚層的母幹

細胞，已被研究學家成功地培養分化出脂肪、軟骨、骨髂及肌肉細胞，

但由骨髓間質所衍生的母幹細胞數目較少(<0.0005%)，且需要在體外

長時間培養及繁殖，才能使用於臨床，這些步驟不僅耗時、花錢且有

細胞汙染的可能性，且捐贈者會長期疼痛，因此其他組織來源的自體

母幹細胞一直被尋找著，其中脂肪組織和骨髓一樣源自胚胎期的中胚

層，一樣富含多樣性的間質細胞群，其細胞取得容易，可以利用需要

治療的患者本身的細胞，不必借用他人細胞以避免外來組織的排斥問

題，且手術時只需局部麻醉，可抽取的母幹細胞較多，捐贈區較不疼

痛，這些經過處理過的脂肪抽取液可以在體外穩定的繁殖和低程度的

老化，利用免疫螢光法及流量細胞測量法發現，大部份經處理過的脂

肪抽雙液源自中胚層，另參雜有一些內皮細胞、平滑肌細胞及

Pericytes，經特殊溶解分離及純化後加上專屬的培養液亦與骨髓母幹

細胞一樣可以分化為骨髂、軟骨、脂肪及骨髂肌細胞，此技術在近年



10

來於美國 UCLA 及匹茲堡大學正積極的研究，並在技術上有重大突

破，將陸續發表在世界著名雜誌，林聖哲博士於 2000年赴 UCAL組

織工程實驗室研究一年，已熟悉此源自抽脂液的母幹細胞培育方式，

將把它使用於培養成骨髓肌細胞，以期有一天正式使用於先天或後天

的肌肉系統疾病或損傷患者身上，利用培養的骨髓肌細胞替代損傷或

功能不佳的肌肉來達到以細胞基礎的治療方式，提供除了外科科外另

一修復及重建肌肉功能的方法。
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建議

在醫學方面

  1.結合組織工程，創造另外一種以細胞為基礎的肌肉修補方式。

  2.利用美容手術抽脂手術的丟棄物(抽脂液)加入廢物利用，達到研

究新科技的目的。

在組織工程方面

  1.把基礎醫學的技術有效的應用到臨床上。

  2.比較脂肪來源的母幹細胞和骨髓來源的母幹細胞培養分化的肌

肉細胞有何異同?
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未來展望

    本年度的目標為建立一套實驗的基本操作手冊，並提高肌肉細胞

的分化成功率，如有時間會把此技術培養幹細胞於可分解的生醫材料

上(Biodegradable Material)，如 Poly-glycolic Acid, Poly Lactic Acid 或

Collagen上。

    未來會再做動物實驗，並等無菌技術及安全性更提高以後，將使

用於先天性肌肉病變和後天性肌肉損壞的病人身上，以提供除了手術

方法外，另一以細胞為基礎的組織工程療法。
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            來去UCLA─夢想之旅        林聖哲

人生有夢，逐夢踏實，從小生活在殷實的城市─嘉義，總是羡慕

同學得以因打少棒而出國，但也目睹了嘉義七虎少棒鍛羽波廉波特時

社會的人情冷暖，及長總以為若能學有所成，回故鄉開業，得以幫助

故鄉人，即是此生最大志願了。然而在台大當完整形外科總住院醫師

後，因成大醫院剛成立，再加上邱浩遠主任的精神感召，故得以”轉

進”成大，繼續服務於大學醫院，沒有成為開業醫。初入成大，一切

從頭來，沒有基本病人群，又沒知名度，因此先一頭鑽入醫工所唸書，

師事周有禮教授，民國89年初，當還沈醉在所做的”顏面表情動態分

析”論文為SCI雜誌所接受的喜悅時，又喜上加喜，接獲UCLA來函同

意我赴美進修一年。當時會選擇 UCLA的原因很多，但最主要的因素

有二：一為我從小就是LA Lakers的球迷；二為 UCLA同意我從事二

十一世紀最 Hito的研究— 組織工程，一年後的今天回想起來，這個

抉擇是絕對正確的，因為 Lakers在美國職業籃球二連霸，我們全家

得以躬逢盛會，而且UCLA在我進修半年後發表了全世界第一篇利用

脂肪抽取術分離出的 Stem Cells來分化為骨髂、軟骨、肌肉及脂肪

細胞，雖然未能掛名其中，但有幸在論文修改其間，幫忙補充一些資

料，也是與有榮焉。

我把這一年(89.8.14~90.8.13)在 UCLA進修的情形分為四個階

段：

一、 蠻荒期(前二個月)

出國前因博士班畢業及出國申請作業兩頭忙，所以無法做太多行

前準備作業，記得一家五口出國前的行李只有兩大箱，還被友人譏笑

比出國短期旅行還精簡，後來勉強湊了一人一箱就直奔天使之城— 洛

杉磯，前兩個月為了 UCLA的行政作業，房事相關的水電、瓦斯、電

話、垃圾，社會安全卡的申請，小孩就學及買車，忙到體重直降，大
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有不如歸去之感。因為我們不是美國居民又沒有 Credit就算你有合

法簽證(J-1 and J-2)，在美國生活也是大不易，再加上以前在成大

醫工所並沒有組織工程的課程可修，剛入行，不論在知識上或技術上

都大不如人，挫折感很重，真不好意思說自已是 M.D加上 Ph.D.,幸

好在同事Min的幫忙及鼓歷勵下，才得以漸入佳境，日起有功。

二、 成長期：(前二個月到前四個月)

經二個月的奮戰後，總算把一些細胞學、生化學、基因學的程度

提昇到聽得懂，並可以加入討論的地步，但在每週一的4小時研究報

告及討論會，仍受限於英文表達能力及敏捷度的限制，只能偶而插

話，但 UCLA的醫師及醫工所教授也漸漸了解，來自台灣的我在臨床

經驗及手術技巧也稱得上優良，因此會不時停下來詢問我的意見，那

種受重視的感覺直到現在都還感激莫名。這時在實驗操作上，也漸漸

由只能到比佛利山美容外科診所拿脂肪抽取物的車伕，升格為幫忙分

離Stem Cell的”二廚”，並擁有獨立的incubator空間可以自己培養

自己想要的細胞，甚至偶而可以充當”大廚”，獨立分離出 Adipo-

Derived Stem Cell供同事分化成其他細胞。

三、 成熟期：(中間六個月)

由於細胞培養的能力已被認證通過，所以得以有多餘的時間去開

一些國議醫學會及參加專為 UCLA整形外科住院安排的 Instruction

Courses, 如利用黃金比例的原則用陶土塑造臉形課程及繪畫課，由

其中了解到 UCLA對住院醫師訓練課程的多樣性及精緻度。此時也被

委以重任，尋求利用除了 Collagenase 外的物理方法來分離 Stem

Cell，並成功地利用超音波在固定的頻率和能量下，分離出 Stem

Cell，現仍在UCLA的REBAR實驗室繼續研發中。

四、 整理期：(後兩個月)

如同服役中由”破百之日”倒數饅頭般的心情，收拾行囊準備歸國

的時間漸漸接近，UCLA的秘書 Jessica也帶來了一個令人高興又難
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以回答的問題，UCLA想讓我多留一年，但只有少許生活津貼，為了

尋求這個問題的解答，我們全家開了數次家庭會議，雖然小孩已漸漸

習慣美式教育，但他們還是很懷念台灣，而且終究他們還是要回台灣

唸書，而我呢?或許多一年會讓我的研究之路更充實，但積蓄即將用

盡，未來的一年成大勢必將我停薪(留不留職仍未定)，而我們又不像

日本友人 Yoshi，第一年日本政府給全薪，第二年給 70%，且基於公

平原則及未事先報備下，我們決定如期返國，在 LA長榮機場櫃檯還

被 Check-In的地勤人員笑說，那天是我們一年期機票有效期間的最

後一天。當決定回國時，心情輕鬆很多，不過也感覺時間不多，必須

把以前作的實驗方法及流程更詳細記錄下來，並從根本做起，親自調

配各種 Induction Media(此工作原為研究助理的工作)，以免回國後

無法調配出與UCLA一樣的藥劑，而使細胞培養的工作功虧一潰。

回國不到一個月，發生911紐約雙子星大廈撞機的恐怖事件，連

忙聯絡在 LA的友人，直到全部聯絡上才安心，因為那些飛機大部份

飛往 LA。在我們安全返台三個月的此時，我們由衷感激在這段期關

不論在生活上或工作上給我們全家有形或無形的支持的美國親友，原

諒我不能一一寫出您們的名字，就算寫出，您們大部份也看不懂中

文，但別忘了我幫您們取的中文姓名以及我給您們的中文印章，那些

內含著我們全家無比的感激與思念。

後記：

感謝UCLA整形外科同仁對我及成大醫院的愛戴及支持，其中Dr.

William Shaw已於十月底飛來成大擔任外科客座教授；Dr. Marc

Hedrick將於十二月中中華民國整形外科年會時來成大做專題演；Dr.

Kawamoto亦預於明年三月中受邀來訪，這些行程及內容容後再撰文敘

述。
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