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要#目的
!

体外建立正常人表皮角质形成细胞和黑素细胞直接接触的共培养体系%方法
!

分别培养角质形成细胞和黑

素细胞!体外建立角质形成细胞和黑素细胞直接接触的共培养模型!采用四甲基偶氮唑盐"

+22

#比色法'紫外分光光度计检测'

左旋多巴"

@&*E

#

O

#染色'免疫组织化学染色及透射电镜观察对共培养体系中的黑素细胞和角质形成细胞进行生物学鉴定%结果

!

单独培养时!角质形成细胞呈圆形'-铺路石样.生长!黑素细胞呈两极或多级树突状生长&角质形成细胞和黑素细胞按一定比例

混合培养后!

.

种细胞均迅速增殖!黑素细胞树突多为
3

!

;

个!与数十个角质形成细胞呈团块状生长!形成类似黑素单元的结构%

共培养体系中的黑素细胞和角质形成细胞具备正常的生物学功能%结论
!

角质形成细胞和黑素细胞直接接触的共培养体系为黑

素细胞提供了更接近生理状态的体外研究模型%

关键词#黑素细胞&角质形成细胞&共同培养技术&生物学鉴定法
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黑素细胞体外培养对研究黑素合成的过程及其调节因素)

色素性疾病的发病机制与治疗以及黑色素肿瘤的发病机制等

提供了重要途径'人表皮中每一个黑素细胞与周围大约
3B

个

角质形成细胞构成+表皮黑素单元,#生理情况下基底层角质形

成细胞通过分泌一些生长因子或细胞外基质成分#直接或间接

地对黑素细胞形态功能)黑素合成和转运等活动进行调节(

7&.

*

'

既往对体外黑素细胞的研究常采用单独培养的方式#忽略了生

长因子对黑素细胞的调节作用#不能完全模拟黑素细胞的体内

生理状况'本研究拟建立黑素细胞与角质形成细胞直接接触

的混合培养模型#模拟+表皮黑素单元,的结构#以建立更符合

黑素细胞生理学特点的培养模型#并对混合培养体系中黑素细

胞的基本生物学特性进行了观察'
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材料与方法
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主要试剂
!
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黑素细胞培养基)人黑色素细胞生长添

加剂
.

$

PLNOIN$TOIEK
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M
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##

T$N$IQ.
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%$成

分!牛垂体提取物)胎牛血清)牛胰岛素)碱性成纤维细胞生长

因子及氢化可的松%)

7;,

角质形成细胞培养基)人角质形成细

胞生 长 添 加 剂 $

PLNOI Z$%OQFIEK

"

Q$

M

%EUQP HL

##

T$N$IQ
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%$成分!牛脑垂体提取物)表皮生长因子)氢化可的松)

胰岛素及转铁蛋白%购自
'OHKOC$0FETE

M

FKOT

公司&

Y/+:7B,-

培养基)胎牛血清购自
!

"

KTEI$

公司&
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)左旋多巴)胰蛋白

酶)脱氧胆酸钠购自
1F

M

NO

公司&四甲基偶氮唑盐$

N$QP

"

TQPF&
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"

TQ$Q%O[ETFLN
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%)台盼蓝购自
\F<KE

公司&抗
1&7--

蛋

白单克隆抗体)抗人黑色素瘤蛋白
,;

$

PLNOIN$TOIENO<TOKZ

,;

#

!+0,;

%单克隆抗体)抗角蛋白单克隆抗体)即用型链霉素

抗生物素蛋白
&

过氧化物酶$

HQ%$

#

QORFCFI&

#

$%EHFCOH$

#

1/

%免疫组

织化学试剂盒)二氨基联苯胺$

3

#

3c&CFONFIE<$I[FCFI$

#

*)0

%显

色试剂购自北京中杉金桥生物技术有限公司'
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正常人角质形成细胞的培养(
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取本院皮肤科门诊
7

名
7-

岁男孩包皮环切术后包皮标本#制备角质形成细胞的单

细胞悬液#将单细胞悬液按接种于
.;N@

培养瓶$细胞密度为

;>7-

; 个"瓶%#置于
3J_

)

;D'4

.

孵箱中培养'

.,P

后第
7

?BJ

重庆医学
.-7.

年
3

月第
,7

卷第
8

期

'

基金项目#重庆市自然科学基金资助项目$

'12'.--?00;373

%'

!

#
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通讯作者$

2$T

!$

-.3

%

B8JB..,?

&

6&NOFT
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UOI

M"

FI

M
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次换液#以后每
3

天换液
7

次'细胞生长至
J-D

!

8-D

融合

时传代'

A=C

!

正常人表皮黑素细胞的分离与培养
!

取本院皮肤科门诊

7

名
8

岁男孩包皮环切术后包皮标本#按文献(

;&B

*报道的方法

制备黑素细胞单细胞悬液#将单细胞悬液接种于
.;N@

培养

瓶$细胞密度为
;>7-

; 个"瓶%#

3J_

)

;D '4

.

培养#

.,P

后第

7

次换液#以后每
3

天换液
7

次'细胞生长至
J-D

!

8-D

融合

时传代'如有成纤维细胞污染#可在培养液中加入
7--

#

M

"

N@

\,78

选择性培养以除去成纤维细胞#一般传代
.

次即可得到

纯黑素细胞'

A=D

!

黑素细胞与角质形成细胞直接接触共培养体系的建立与

生物学功能鉴定

A=D=A

!

黑素细胞与角质形成细胞直接接触共培养体系的建立

将培养至第
3

代的角质形成细胞用完全角质形成细胞培养基

$

7;,

培养基
9!a\1

%重悬#以
;>7-

, 个"
N@

的细胞密度接

种于
B

孔板中#

;D'4

.

)

3J_

培养
.,P

使细胞充分贴壁#将培

养至第
3

代的黑素细胞用完全黑素细胞培养基$

.;,

培养基
9

!+\1&.

%重悬#以
;>7-

3 个"
N@

的细胞密度接种于已有角质

形成细胞贴壁生长的
B

孔板中#使黑素细胞与角质形成细胞的

接种比例为
7e7-

#共培养所用的培养基为完全黑素细胞培养

基与完全角质形成细胞培养基的混合液$混合比例为
7e.

%

(

J

*

#

于
;D'4

.

)

3J_

条件下培养#每
.

天换液
7

次'

A=D=B

!

细胞生长率的测定
!

取处于对数生长期的共培养细

胞#利用差别胰酶处理法#分离黑素细胞和角质形成细胞#

-=.;D

胰蛋白酶
3J_

消化
;NFI

#即可见大部分黑素细胞悬

浮#吸出悬浮液#培养板中再加入
-=.;D

胰蛋白酶#

3J_

消化

;

!

JNFI

后即见角质形成细胞悬浮#吸出悬浮液#离心
;NFI

$离心半径
8KN

#

8--%

"

NFI

%#调整细胞密度为
;>7-

, 个"
N@

#

按
.--

#

@

"孔接种于
?B

孔板#于
3J_

)

;D'4

.

培养'从接种

.,P

开始#每日随机取
B

个孔进行
+22

比色试验#共
7-C

#以

时间$

C

%为横轴#每日平均吸光度$

O<HE%<OIK$

#

)

%值为纵轴绘

制细胞生长曲线'同时检测单独培养的黑素细胞生长率'

A=D=C

!

左旋多巴$

T$RE*E

#

O

#

@&*E

#

O

%染色
!

取处于对数生长

期的共培养细胞#利用差别胰酶处理法获取黑素细胞悬液#调

整细胞密度为
;>7-

; 个"
N@

#将其接种于盖玻片上#置培养皿

中
3J_

)

;D '4

.

培养#生长达到
J-D

融合时#终止培养#

;D

甲醛固定细胞
3-NFI

#加入
-=7D @&*E

#

O

#

3J_

染色
3P

#再用

7-D

甲醛固定
.- NFI

#

\F$NHO

染液复染
7- NFI

#去离子水

冲洗'

A=D=D

!

酪氨酸酶活性和黑素含量的测定
!

参照文献(

8&?

*报

道的方法#取处于对数生长期的共培养细胞#利用差别胰酶处

理法获取黑素细胞悬液#离心
7;NFI

$离心半径
8KN

#

7;--%

"

NFI

%#收获大约
7>7-

J 个细胞#加入
7N@-=;D

脱氧胆酸钠#

,_

离心
.-NFI

$离心半径
7-KN

#

7----%

"

NFI

%#紫外分光光

度计检测
)

,J;

值'酪氨酸酶活性以每个细胞
)

,J;

值占空白对

照组细胞
)

,J;

值的百分率来表示'收获大约
7>7-

J 个细胞

$方法同上%#加入
7NET

"

@5O4!

#

8-_

水浴
3-NFI

使细胞团

块完全溶解#加入双蒸水将
5O4!

的终浓度稀释至
-=.NET

"

@

#紫外分光光度计测定
)

,--

值'黑素含量以每个细胞
)

,--

值

占空白对照组细胞
)

,--

值的百分率来表示'

A=D=E

!

共培养细胞中
1&7--

蛋白)

!+0&,;

及角蛋白的检测

!

取处于对数生长期的共培养细胞#利用差别胰酶处理法获取

黑素细胞悬液#调整细胞密度为
;>7-

; 个"
N@

#将其接种于含

有盖玻片的培养皿中#达到
J-D

融合时#终止培养#用预冷的

磷酸盐缓冲溶液洗
.

次#纯丙酮固定
3-NFI

#按
1/

试剂盒)

*)0

显色试剂盒说明书进行操作'

A=D=F

!

透射电镜观察
!

取处于对数生长期的共培养细胞#利

用差别胰酶处理法获取黑素细胞悬液#收集约
7>7-

J 个细胞#

于环氧树脂管内离心
7-NFI

$离心半径
8KN

#

7---%

"

NFI

%#去

除上清液#按电镜标本制作方法进行固定)脱水)包埋)固化及

染色#透射淤电镜下进行观察'

B

!

结
!!

果

B=A

!

正常人表皮角质形成细胞的培养
!

细胞悬液在
3J_

)

;D'4

.

孵箱中培养#

7.P

后即可见部分细胞贴壁#

.,P

后换

液#未贴壁细胞被吸除#留下的细胞大部分是小圆形细胞和短

梭形细胞#有小部分较大的多角形细胞和大圆形细胞$培养中

逐渐浮起而随换液洗脱%'小圆形细胞和短梭形细胞贴壁后开

始生长#约
3C

后可见细胞成小岛状聚集#有透明的细胞从细

胞团边缘长出#透明细胞常有
7

!

3

个较清楚的核仁'生长
J

!

7-C

#细胞呈亚融合状态#融合部分在相差显微镜下观察#可见

细胞成+铺路石,样排列#细胞透明#呈多角形#大小及透光度较

一致#见封
.

图
7

'

B=B

!

正常人表皮黑素细胞的培养
!

细胞悬液在
3J _

)

;D

'4

.

孵箱中培养#

7.P

后即可见部分细胞贴壁#

.,P

后换液#

未贴壁细胞被吸除#留下的细胞大部分胞体圆而小#有
.

个对

称突起#突起长短不等#胞浆透明#无颗粒#细胞分散或
.

!

3

个

邻近&少数胞体大#呈多角形#有
3

个或
3

个以上树突的黑素细

胞#伸展充分#有的突起很长#胞浆及树突内密集的紫红色颗

粒'可用快速胰蛋白酶$

-=.;D

%消化法去除角质形成细胞&加

入
\,787--

#

M

"

N@

培养
7

!

.C

可去除成纤维细胞#一般重复

.

次即可分离出纯黑素细胞#见封
.

图
.

'

B=C

!

黑素细胞与角质形成细胞直接接触共培养体系的建立与

生物学鉴定

B=C=A

!

黑素细胞与角质形成细胞直接接触共培养体系的建立

!

黑素细胞与角质形成细胞以
7e7-

比例混合培养
3

!

,C

后#

.

种细胞均迅速增殖#黑素细胞的树突多为
3

!

;

个#与数

十个角质形成细胞呈团块状生长#黑素细胞树突与角质形成细

胞直接接触#形成类似表皮黑素单元的结构#见封
.

图
3

'

B=C=B

!

共培养体系中黑素细胞生物学功能鉴定
!

取处于对数

生长期的共培养细胞#利用差别胰酶处理法分别获取黑素细胞

和角质形成细胞悬液#

+22

法测定细胞生长率#见封
.

图
,

#

观察发现!单独培养的黑素细胞最初生长缓慢#第
3

天开始生

长速度加快#进入对数生长期#第
J

天细胞增殖近
8-D

融合后

生长减缓#进入平台期&共培养黑素细胞增殖速度较单独培养

时快#约培养第
7-

天进入平台期&共培养角质形成细胞第
3

天

进入对数生长期'将黑素细胞接种于盖玻片上#用
-=7D @&

*E

#

O

染色后#胞浆及树突呈灰黑色#染色结果阳性#见封
3

图
;

左上图'紫外分光光度计测定黑素细胞反应生成的多巴色素

的吸光度
)

,J;

值为
-=7.7-

#酪氨酸酶活性为
7.3=;D

&

)

,--

值

为
-=7-7;

#黑素含量为
7B;=JD

'抗
1&7--

蛋白免疫组织化学

染色结果显示黑素细胞胞浆及树突呈棕黄色阳性着色#见封
3

图
;

右上图&抗
!+0&,;

免疫组织化学染色结果显示胞浆及

树突无着色'透射电镜观察#细胞膜完整#胞膜表面可见较多

树突#细胞核旁可见
%

)

,

期的黑素小体#胞浆周边可见已黑素

-JJ
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.-7.

年
3
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,7

卷第
8

期



化的
"

)

&

期的黑素小体#在伸出树突里可见成熟的
&

期黑素

小体#见封
3

图
;

左下图'

B=C=C

!

共培养体系中角质形成细胞生物学功能鉴定
!

抗角蛋

白免疫组化染色结果显示角质形成细胞胞浆呈棕黄色阳性着

色#见封
3

图
;

右下图'

C

!

讨
!!

论
!

既往人们常采用单独培养的方式对黑素细胞进行研究#然

而黑素细胞体内的生物学行为依赖于角质形成细胞及其他细

胞分泌的细胞因子的作用(

7-

*

#单独黑素细胞培养已不能满足

体外研究其生物学功能的需要#因此#本研究建立体外稳定的

黑素细胞与角质形成细胞共培养体系#尝试模拟黑素细胞体内

生存环境#以探讨各种干预因素对黑素细胞的调控作用'

角质形成细胞定植需要的时间长于黑素细胞#且呈集落

样)小片状生长'预先接种角质形成细胞#

7

!

.C

后再接种黑

素细胞#比
.

种细胞同时混合接种更符合细胞各自的生长特

性#更利于细胞的生长(

77&7.

*

'对于黑素细胞和角质形成细胞

最初接种比例#各家报道不一#有
7e.

)

7e3

)

7e7-

)

7e.-

等#

经过反复实验发现#不同的接种比例适用于不同的研究目的'

观察黑素细胞的树突与周围角质形成细胞接触方式时#可选择

7e.-

的接种比例&若希望快速获得大量黑素细胞#则采用

7e.

&如果研究目的是希望尽可能模拟生理状态#观察各种因

素对黑素细胞的调节作用#则接种比例
7e7-

最佳(

73&7;

*

'

本研究首先从正常人表皮中分离出角质形成细胞和黑素

细胞#然后将黑素细胞与角质形成细胞以
7e7-

混合进行直接

接触培养后#观察发现黑素细胞和角质形成细胞以明显快于单

独培养时的速度分裂增殖#黑素细胞发展为多级的树突状#形

态较单独培养的黑素细胞形态更接近体内的形态#与数十个角

质形成细胞呈团块状生长#形成类似表皮黑素单元的结构'通

过
@&*E

#

O

染色#黑素含量)酪氨酸酶活性)免疫组织化学检测

及透射电镜观察等对共培养体系中的黑素细胞形态及功能进

行研究#证实黑素细胞为正常无间变细胞#黑素和酪氨酸酶合

成功能正常'角蛋白免疫组织化学结果表明所培养的角质形

成细胞为正常细胞'这说明黑素细胞和角质形成细胞直接接

触的混合培养方式能得到更接近体内生理状态的大量黑素细

胞#且细胞生物学功能正常#黑素细胞与角质形成细胞直接接

触混合培养模型的构建所需时间较短$约
.

周左右%#操作相对

简单#使人们能够在一个类似生理环境的系统中对黑素细胞和

角质形成细胞的相互作用以及各种调节因素的作用机制进行

研究'
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