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成体表皮干细胞的分离培养与鉴定 

谢晓繁 贾赤宇 付小兵 刘虎仙 

【摘要】 目的 探讨成体表皮干细胞体外分离、培养和鉴定的技术方法。为组织工程皮肤的构建提供种 

子细胞。方法 通过中性蛋白酶消化成人包皮获得表皮细胞 ，再通过胰蛋白酶与己 胺四乙酸(EI)TA)消化 

并制成单个表皮细胞悬液，接种至人胎盘 fv 胶原包被 的培养瓶 内．以 Dulbecco改良Eagle培养基／F12 

(DMEM／F1 2，1：1)作为表皮干细胞培养基置培养箱内培养，37(、静置 lO～l 5 min，留用快速贴壁细胞继续 

培养，所得细胞分别以能否呈克隆状生长、流式细胞仪测细胞周期、透射电镜观察其超微结构及 pl一整合素、 

角蛋白19(K1 9)免疫细胞化学染色进行鉴定。结果 人胎盘J＼『型胶原包被的培养瓶内快速贴壁细胞继续培养 

24 h后细胞呈克隆状生长；电镜观察其超微结构示非成熟细胞特征；细胞周期分析示，第 2代中静息期／DNA 

合成前期(G0／G1期)细胞占 86．83 p1整合素、Kl 9免疫细胞化学染色呈阳性。结论 成体表皮干细胞在 

体外得到成功分离与培养。 
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Isolation，culture and identification of adult epidermal stem cell X1E Xiao一 ” ，．，，A Chi—yu，F(， 

Xiao—bing，LH，H“一d'l'~l1． BtLrlzS I)epartment，Xijing Hospital，the Fouz‘，̂ Military Medical University， 

Xi all 71 0032，ShanJ ，China 

[Abstract] Objective I'o explore and establish a new method of isolation，culture．and identification 

of adult epidermal stem eell in vitro for the provision of seed—cells in tissue engineering of skin．M ethods 

Epidermis was obtained by digesting human foreskin with protease and it was dissociated into single cells with 

trypsin and ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)． These single epidermis cells were inoculated onto 

human collagen J＼『coated flasks and cultured at 37 C in a humidifled atmosphere containing 5 CO2．The 

nonadherent cells were rinsed off 1 0⋯1 5 minutes after inoculation．1’he adherent cells were observed under 

phase contrast microscope and electron microscope．and they were identified with immunocytochemical 

methods． Cell cycles of the adherent cells were determined with flow cytometry． Results W ith phase 

contrast microscope，the rapidly adherent cells were observed to form colonies 24 hours after inuculation． 

Immunocytochemistry showed the rapidly adherent cells were positive for B1一intergrin and keratin 1 9．Cell 

cycles showed that about 86．83 cells were in resting state／pre—DNA—synthetic gap (G0／G1 phase)． 

Electron microscopy revealed that the rapidly adherent cells were immature．Conclusion Fhis study shows 

that adult epidermal stern cells could be isolated and cultured in vitro successfully． 

[Key words] adult epidermal stem eell； eell culture； cell isolation； identification 

表皮干细胞不仅维持表皮 日常新陈代谢，而且 

积极参与皮肤损伤后修复。临床上大面积较深度烧 

伤往往导致表皮及真皮毁损，也使皮肤附属器官受 

损，延迟了创而愈合，使功能恢复受限。近年来利用 

干细胞及组织工程皮肤在体残留少量成体干细胞可 

转化为毛囊、汗腺等特点，可达到完全意义上的功能 
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修复。本研究拟探讨成人表皮干细胞体外分离和培 

养的技术及其鉴定方法，以期获得稳定生长的成体 

表皮于细胞，为进一步采用组织工程技术构建皮肤 

组织奠定基础 。 

1 材料与方法 

1，1 实验材料：Dulbecco改良 Eagle培养基／F12 

(DMEM／F1 2培养 基 )、胰 蛋 白酶、乙二胺 四乙 酸 

(EDTA)均购自美国Gibco公司；人胎盘Ⅳ型胶原、 

中性蛋 白酶 (protease)、表皮细胞生长 因子(EGF)、 

氢化町的松、腺嘌呤、牛垂体提取物等均购 自美国 

Sigma公司。胎牛血清(FBS)来 自美国 Hyclone公 

司。鼠抗人口1～整合素单克隆抗体(单抗)、鼠抗人角 

蛋白1 9(K19)单抗、免疫组化试剂盒及异硫氰酸荧 

光素(FITC)标记的羊抗鼠IgG二抗由北京中I1．1生 

物技术有限公司提供。包皮来自空军总医院泌尿外 
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科 2O～35岁行包皮环切术患者，患者均无泌尿系感 

染等疾病。 

1。2 细胞分离和培养方法 

1．2．1 消化液配制：以D—Hanks液配制 2 g／L中 

性蛋白酶溶液、质量分数为 0．25 的胰蛋白酶和质 

量分数为 0．02 的 EDTA，过滤灭菌后于一20 C保 

存备用。 

1．2．2 表皮干细胞培养基配制：用去离子水配制 

DMEM／F12(1：1)，添加体积分数为 1O 的 FBS， 

0．05 mmol／I CaC12，l0~tg／I EGF，25 mg／I 牛垂 

体提取物，1．8×l0 mol／! 腺嘌呤，100 kU／L青 

霉素，1O0 mg／L链霉素，过滤除菌，4 C：保存。 

1．2．3 I＼『型胶原及培养瓶制备：人胎盘I＼『型胶原溶 

于体积分数为 0．1 的醋酸液，终浓度 1O0 mg／L， 

4 C保存备用。用配制好的I＼『型胶原 1～2 ml平铺 

于 25 cm 培养瓶中，过夜，弃上清，4()C干燥箱烘 

干，紫外线照射 2 h消毒备用。 

1．2．4 细胞分离和培养：无菌条件下取包皮环切术 

患者包皮，先用 D—Hanks液洗 2次，浸入含青霉素、 

链霉素的平衡盐溶液 30 min，无菌条件下彻底清 

洗，去除皮下组织，将包皮剪切成约1．0 cm×2．0 cm 

大小的皮片，中性蛋白酶消化，4 C过夜；吸弃上清， 

D Hanks液洗后，仔细分离表皮和真皮层，将表皮 

剪成 1 mm×1 mm，加 0．25 胰蛋白酶和 0．02 

EDTA，37 C、体积分数为 5 的CO。条件下孵育 

15 min，用含血清培养基终止消化，过 800目筛，离 

心(1 000 r／rain)6 min；弃上清，用人表皮干细胞培 

养基重新悬浮细胞，吹打成单细胞悬液，苔盼蓝染 

色，以(1．0～9．0)×10 ／I 接种于预先铺有人胎盘 

IV型胶原的培养瓶内，37 C、5 CO。孵育箱中孵 

育 1O～l5 min后，吸出培养液及未贴壁细胞，吸弃 

未贴壁细胞成分，D Hanks液洗 2次，加入适量新 

鲜表皮干细胞培养基培养，12 h后换液以除去未贴 

壁细胞，以后 2～3 d换液 1次。待细胞融合达到 

7O ～8O 时，以 1：3比例传代。 

1．3 成体表皮干细胞鉴定：①免疫细胞化学染色： 

取第 2代人表皮干细胞爬片，0．O1 mol／L磷酸盐缓 

冲液(PBS)洗 2次，预冷 1：l甲醇 丙酮混合液室 

温固定 30 min，0．01 mol／L PBS洗涤 2次，二步免 

疫组化检测法分别行细胞 K19和 Bl一整合素免疫 

细胞化学染色。同时用 PBS代替一抗作空白对照。 

1．4 成体表皮干细胞周期检测：取第 2代生长良好 

的细胞，0．25 胰蛋 白酶和 0．02 EDTA室温消 

化后制成 1×10。／i 的细胞悬液，预冷至 4 C，用含 

·47· 

4 FBS的 PBS 0．3 ml+0．7 ml无水 乙醇 4 C固 

定 30 min，预冷 PBS漂洗 3次，50 mg／L RNA酶 

0．3 ml 37 C处理3O min，将细胞悬液移人流式细胞 

仪专用试管，加 50 mg／L碘化丙啶(PI)0．4 ml，4 C 

避光染色 3O min，流式细胞仪检测。 

2 结 果 

2．1 培养细胞的生长状况：分离的细胞贴壁 10～ 

l5 min后于倒置相差显微镜下观察，细胞分散较为 

均匀，圆形，细胞体积较小，聚集成团少见，细胞折光 

性较强(彩色插页图 1)；24 h后细胞略伸展为扁平 

的多角形，胞质近中央处有圆形核并开始形成小的 

克隆(彩色插页图 2)；5 d后，细胞连接成片，之间紧 

密相靠、互相衔接，呈铺路石状(彩色插页图 3)。继 

续培养后个别部位有复层生长。 

2．2 成体表皮干细胞的鉴定：①苔盼蓝染色测定细 

胞活力大于95 。②电镜下见细胞体积小、呈圆形、 

核大、细胞器少的典型非成熟细胞特征。③B1～整合 

素、K19免疫细胞化学染色均显示细胞胞浆内出现 

棕黄色着色的阳性表达(彩色插页图4)。①细胞周 

期分析结果显示，第 2代中处于静息期／DNA合成 

前期(GO／G1期)的细胞为 86．83 ，仅有 8．67 处 

于DNA合成期(S期)，4．5 则处于细胞分裂前期 

(G2期 ，图 5)。 
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图5 成体表皮干细胞细胞周期分析 

Figure 5 Analysis On cell cycle of adult epidermal stem cells 

3 讨 论 

表皮干细胞位于基底膜上的基底层，约占基底 

细胞的 l ～10 ⋯，它与基底膜以半桥粒连接，相 

邻细胞以桥粒连接，不仅维持着表皮 日常的新陈代 

谢，还积极参与皮肤损伤后的修复，是皮肤发生、修 

复和重塑的关键性源泉 。I临床上大面积较深度烧 

伤往往导致表皮、真皮以及皮肤附属器官受损，延迟 

了创面愈合，也使功能恢复受限。而利用体内残留少 

量干细胞诱导转化为毛囊、汗腺等，可以达到完全意 
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义．卜的功能修复。由于表皮组织间质少。适合用胰蛋 

白酶进行消化分离，但由于胰蛋白酶对细胞损伤较 

大，且需要tl、『l 过长，故本研究中采用巾 蛋白酶消 

化法，利用其水解表皮 真皮『凸J连接的功能，分离得 

到单一 的皮肤 表皮层 ，再将 表皮层 用胰 蛋 白酶和 

EDTA按比例}昆合行加入一定量的葡萄糖进行消化 

获得单个细胞，这样更利于细胞的保护。利用表皮干 

细胞对 ／V型胶原快速黏附的特 ，进⋯步分离筛选 ， 

从而得到较纯一的表皮干细胞。 

细胞外基质对细胞的黏附、乍长、移行等起重要 

作用∞ 。以往多数学者采用 3T3细胞作为表皮细胞 

培养的滋养层，以克服经酶消化获取的表皮细胞贴 

壁生长困难及抑制成纤维细胞生 K，从而得到， 泛 

应用。但3T3细胞来源少，价格昂贵，因此需选择合 

适 的细胞外基质 。 

不同的细胞外基质对细胞的黏附作用不同，而 

表皮于细胞主要通过表达整合素(a、f{业基)实现其 

对基底膜的黏附，同时也是T细胞维持其特忡的基 

本条件。Bickenback等 ̈对 比观察了小鼠戎皮干细 

胞对基底膜多数成分的黏附性后认为，表皮干细胞 

不仅对Ⅳ型胶原有着更快、更强的黏附，而nI在Ⅳ型 

胶原上生长较好。 此我们使用人胎盘JV型胶原包 

被的培养瓶，让细胞贴壁 10～1 5 min，|{的是避免 

短暂扩充细胞贴壁，南此进行筛选、培养、纯化表皮 

T细胞，结果 明该方法较为实用，且培养 2 d后有 

大量细胞克隆肜成。但要在较纯化的表皮细胞中保 

持其既要增殖又 分化的状态，培养基的选择及培 

养基中 Ca 浓度、外源 EGF含母和『f吐清因素是 

关键。培养基中含平衡盐溶液(BSS)、维持细胞生长 

的非必需氨基酸及I 谷氨酰胺，但无 ( a 。Ca 浓 

度过低会导致所培养表皮细胞乍长缓慢或小生长； 

高含量 Ca。 则加速细胞分化。因此，本实验中筛选 

fn合适的培养基中Ca 浓度(4．5×l0 mmol／i )。 

EGF是一种强有力的促细胞分裂因子， 其受 

体结合后刺激多种培养细胞 mRNA、I)NA以及蛋 

白质的合成。研究表日月EGF在体外刺激了角质形成 

细胞的分裂和在体表皮的再牛 。 清特别足其中 

的凝血酶能激活蝾螈和鼠细胞核重新进入细胞周 

期 ，有 可能促进 已分化的细胞发牛逆分化⋯。为保证 

有效的培养维持。本实验巾选用 EGF l0／xg／I 和 

10％FBS，使成体表皮干细胞多次传代后仍有较高 

的克隆形成率。但迄今为止，对表皮干细胞特异性的 

研究仍未见有关报道。学术界认可 应用广泛的是 

依据其形态学表现为非成熟细胞特征 、较强的 自我 

更新能力(体外培养呈克隆状生长)及对 fi1一整合素 

和K19的特异表达。f31一整合素属整合素家族，研究 

发现(31一整合素不仅介导表皮干细胞与细胞外基质 

的黏附，也调控终末分化启动，因而认为fi1一整合素 

高表达可以是表皮干细胞的标志物之一 。K19表 

达阳性的细胞多分布在毛囊隆突部和基底膜，且具 

有T细胞的慢周期性和强大的增殖特性，而终末分 

化的表皮细胞则袁达 K10。所以K19也被认为是表 

皮 干细胞的标志物 。本实验中采用快速贴壁 

15 min的方法从表皮细胞中分离、培养细胞后再通 

过流式细胞术及细胞免疫化学方法研究，均显示培 

养的细胞 口1一整合素和 K19呈阳性表达，克隆形成 

率高，少数细胞处于增殖活跃期[S期+G2期+有 

丝 分裂期 (M 期)]，近 9O 的细胞处于 GO／G1期 ， 

从而证实培养的细胞为表皮干细胞。 

作为成体组织中具有自我更新和一定分化潜能 

的表皮十细胞，因其取材相对容易、来源丰富，可实 

现个体化治疗，且可避免免疫排斥反应及伦理问题， 

有“f能成为组织工程皮肤的种子细胞，构建出有功 

能修复作用的适于临床使用的皮肤覆盖物，以满足 

I瞄床上严重烧伤患者的需求。本研究中初步实现了 

成体表皮1二细胞的体外分离培养，为体外研究汗腺、 

皮脂腺和功能性的组织工程皮肤构建提供了一定实 

验 基 础 。 
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高渗盐水对缺血／再灌注损伤肝脏血红素加氧酶一1表达的影响 

(正文见5页 ) 

A；光镜下缺血／再灌注组(HE，×400)tB：光镜下高渗盐水预处理组(HE，×400)。C：光镜FZnPP干预组(tie，×400)lD 透射电镜下缺Jilt／再灌注组 

(醋酸铀一枸橼酸铅双染，×5 000) E；透射电镜下高渗盐水预处理组(醋酸铀一枸橼酸铅 染，×5 000)t 

F；透射电镜下ZnPP干预组(醋酸铀 枸橼酸铅双染，×5 000)t个所示为中性粒细胞漫润 

图3 肝脏缺血，再灌注后6 h／l-T脏组织病理学变化 

Figure 3 Pathological change of livers at 6 hours after hepatic ischemia／reperfusion 

成体表皮干细胞的分离培养与鉴定 

图1 分离的细胞贴璧10—15rain(×100) 
Figure 1 Several separate cells adhered to the plate 

10 15minutes after primary culture(×100) 

图3 细胞贴壁生长5 d后 (×100) 

Figure 3 Cells adhered to the plate 5 days after 

primary cultu re(×100) 
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图2 分离的细胞贴壁生长24 h(×100) 
Figure 2 Cells adhered to the plate 24 hours after 

primary culture(x 1 00) 

图4 第2代细胞K1 9(左)、 p1整台素(右)染色 (免疫细胞化学法，×200) 

Figure 4 Cells of second generation strained with K1 9(1eft) 

or intergrin(right．immunocytochemica1．×200) 

～  
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