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大鼠表皮基底层干细胞体外分离与培养
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　　摘　要：目的　建立简单、可靠的大鼠表皮基底层干细胞体外分离培养方法。方法　取新生大鼠背部皮肤，采用胰酶两步消

化法获得单细胞悬液，Ⅳ型胶原差速贴壁法富集干细胞，将慢黏附细胞作为对照组细胞，均以角质形成细胞无血清培养基培养。

以β１整合素和角蛋白１９（Ｋ１９）双重荧光染色鉴定细胞表型，克隆形成实验检测细胞体外增殖能力。结果　分离培养的细胞为多

角形、呈铺路石样排列，倍增时间约为２４ｈ，细胞形态和生长规律符合基底层干细胞的特征。免疫荧光鉴定显示细胞共表达β１整

合素和Ｋ１９，基底层干细胞克隆形成能力显著强于对照细胞。结论　两步消化联合Ⅳ型胶原差速贴壁法获取基底层干细胞简易

可行，培养的细胞活力好、表型可靠。
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　　表皮干细胞作为一种成体干细胞，是表皮和皮肤附属器的

种子细胞，具有强大的增殖能力和定向分化潜能。表皮干细胞

移植疗法为大面积皮肤缺损、难愈性溃疡以及脱发等病患带来

福音，在再生医学领域具有广阔的应用前景。尽管近年来表皮

干细胞逐渐成为再生医学研究热点，但研究水平尚处于初级阶

段，迄今仍未发现表皮干细胞的特异性分子标志，目前认为β１

整合素、α６整合素、角蛋白１９、角蛋白１５、角蛋白１４和ｐ６３等

蛋白分子的表达与细胞干性有关［１］，但其中任何一种标志物都

不足以确切地鉴定表皮干细胞，需要两种及以上标识物联合鉴

定。表皮干细胞分离、培养的方法繁多，在未采用流式细胞分

选术的文献，所报道表皮干细胞分离方法的稳定性、细胞生物

学特性以及质量控制仍有待改进，多数文献采用单标法鉴定细

胞表型，根据目前对表皮干细胞标志物的认识，单标法鉴定表

皮干细胞存在明显缺陷。本研究旨在用最简单的方法获得表

型可靠的表皮干细胞，为后续表皮干细胞的分化和调控研究奠

定细胞学基础。

１　材料与方法

１．１　材料　１日龄ＳＰＦ级ＳＤ大鼠，雌雄不限，体质量约７～

８ｇ［本研究所实验动物中心提供，生产许可证号：ＳＣＸＫ（渝）

２０１２０００５；使用许可证号：ＳＹＸＫ（渝）２０１２００１０］。

１．２　仪器与试剂　ＣＯ２ 培养箱（ｔｈｅｒｍｏｆｏｒｍａ）。表皮干细胞

分离培养所需试剂有胰蛋白酶（Ｂｉｏｓｈａｒｐ，Ｃａｔ：Ａｍｒｅｓｃｏ０４５８），

人胎盘Ⅳ型胶原（Ｓｉｇｍａ，Ｃａｔ：Ｃ５５３３），细胞无血清培养基（Ｋ

ｓｆｍ）（Ｇｉｂｃｏ，Ｃａｔ：１０７２５），牛垂体提取物（ｂｏｖｉｎｅｐｉｔｕｉｔａｒｙｅｘ

ｔｒａｃｔ，ＢＰＥ）（Ｇｉｂｃｏ，Ｃａｔ：１３０２８０１４），霍乱毒素（Ｍａｃｇｅｎｅ，Ｃａｔ：

ＣＣ１０４），重组大鼠表皮生长因子（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，

ＥＧＦ）（Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ，Ｃａｔ：４００２５），胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，

ＦＢＳ）（Ｇｉｂｃｏ，Ｃａｔ：１００９９１４１），Ｃｈｅｌｅｘ１００Ｓｏｄｉｕｍ（Ｓｉｇｍａ，Ｃａｔ：

Ｃ７９０１）。表型鉴定所需主要抗体包括：小鼠抗人β１整合素单

克隆抗体（ＢＤ，Ｃａｔ：６１０４６８），兔抗小鼠角蛋白１９多克隆抗体

（Ｂｉｏｗｏｒｌｄ，Ｃａｔ：ＢＳ１２０６），四甲基异硫氰酸罗丹明（ＴＲＩＴＣ）标

记山羊抗小鼠ＩｇＧ（中杉金桥，Ｃａｔ：ＺＦ０３１３），异硫氰酸荧光素

（ＦＩＴＣ）标记山羊抗兔ＩｇＧ二抗（中杉金桥，Ｃａｔ：ＺＦ０３１１）以及

ＤＡＰＩ（Ｓｉｇｍａ，Ｃａｔ：Ｄ８４１７）。

１．３　方法

１．３．１　表皮基底层干细胞分离培养　将乳鼠冷冻麻醉后断头
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处死，依次浸泡碘伏（３分钟／次×１次）、７５％乙醇（２分钟／次

×２次）、含１００Ｕ／ｍＬ青霉素／链霉素、０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓

冲液（ＰＢＳ）（１分钟／次×２次）进行消毒。取背部皮肤，去尽皮

下脂肪，修剪成条状（０．５ｃｍ×３．０ｃｍ），漂浮于０．２５％胰酶４

℃过夜消化。次日分离表皮、真皮，轻刮真皮上表面，将刮下物

与剪碎的表皮收集，０．２５％胰酶３７℃消化５ｍｉｎ，随后加入含

１０％螯合血清的 Ｋｓｆｍ终止消化，吹打数十次，２００目滤网过

滤，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，Ｋｓｆｍ培养基（２５μｇ／ｍＬＢＰＥ，１０

ｎｇ／ｍＬＥＧＦ，１０
－１０ ｍｏｌ／Ｌ霍乱毒素，０．０５ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２，１００

Ｕ／ｍＬ青霉素及链霉素）重悬沉淀即得单细胞悬液。接种

２．５×１０６ 个细胞至经Ⅳ型胶原（１００μｇ／ｍＬ）包被的Ｔ２５培养

瓶，３７℃静置１０ｍｉｎ对基底层干细胞进行纯化，吸出尚未贴

壁的细胞作为对照组细胞另行培养［３］，贴壁细胞用ＰＢＳ轻柔

漂洗２次，加入５ｍＬＫｓｆｍ培养基，于３７℃、５％ＣＯ２ 恒温培

养箱中培养，隔日换液。对照组细胞的培养条件与干细胞相

同。表皮基底层干细胞培养约６ｄ传代，０．０２５％胰酶联合

０．２％乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）３７℃消化１０ｍｉｎ，用含１０％螯合

ＦＢＳ的Ｋｓｆｍ终止，以１×１０４ 个／ｃｍ２ 的密度接种
［４］。

１．３．２　荧光免疫细胞化学　六孔板内预先铺设经Ⅳ型胶原包

被的盖玻片（２４ｍｍ×２４ｍｍ），将一代基底层干细胞以４×１０４

个／ｃｍ２ 的密度接种，培养２４ｈ。ＰＢＳ漂洗（５分钟／次×３次，

下同），丙酮冰上固定１５ｍｉｎ，１０％山羊血清３７℃封闭１ｈ，一

抗（Ｋ１９：１∶５０；β１整合素：１∶５０）４℃孵育过夜。ＰＢＳ漂洗，

加入二抗（山羊抗兔ＦＩＴＣ：１∶１００；山羊抗小鼠ＴＲＩＴＣ：１∶

５０）３７℃避光孵育１ｈ，５μｇ／ｍＬＤＡＰＩ室温避光孵育１ｍｉｎ，抗

荧光淬灭封片剂封片，荧光显微镜观察。阴性对照组以ＰＢＳ

代替一抗。

１．３．３　克隆形成实验　原代基底层干细胞和对照细胞消化

后，均以５０００个／孔的细胞密度接种至六孔板（经Ⅳ型胶原包

被），Ｋｓｆｍ培养基培养７～８ｄ，４％多聚甲醛固定，苏木精伊

红（ＨＥ）染色后于显微镜下计数克隆数目（细胞数大于或等于

３２记为一个克隆）
［３］。

１．３．４　生长曲线　一代基底层干细胞以５万个／孔的细胞密

度接种至六孔板（经Ⅳ型胶原包被），共接种１６个孔。接种２ｄ

后每天消化两孔细胞，计数每孔细胞总数，计算平均值和标

准差。

１．３．５　螯合血清的制作方法参照文献［２］。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有

统计意义。

２　结　　果

２．１　细胞形态学观察　单细胞悬液接种至经Ⅳ型胶原包被的

培养瓶，静置１０ｍｉｎ后，约１０％～２０％的细胞贴壁，少数贴壁

细胞（约１０％）在１～２ｄ内伸展，成集落样生长。倒置显微镜

下观察，细胞体积小、核质比大，多角形，折光性强，集落内细胞

形态均一、排列致密，呈典型的铺路石样结构。对固定集落连

续观察发现，表皮基底层干细胞增殖旺盛，与先前文献报道一

致，细胞倍增时间约为２４ｈ，见图１
［５］。

２．２　荧光免疫细胞化学　表皮干细胞缺乏特异性分子标志，

现有研究表明，表皮基底层干细胞高表达黏附分子β１整合

素［３］，同时Ｋ１９也被认为是表皮干细胞的重要标志
［６］，因此，

本实验用β１整合素和 Ｋ１９双标法共同标记干细胞。荧光显

微镜下观察，细胞同时表达β１整合素和Ｋ１９，见图２Ａ、２Ｂ。

２．３　克隆形成实验　细胞在六孔板中培养８ｄ后形成大小不

一的克隆，与对照组细胞相比，基底层干细胞形成克隆的能力

强，克隆体积大（图３Ａ、３Ｂ、３Ｃ）。干细胞典型克隆直径１～２

ｍｍ，边缘平滑，单独出现，克隆内细胞体积小、形态均一，见图

３Ｄ。

２．４　生长曲线　接种前３ｄ细胞数量较稳定，第４天开始以

指数形式增长，基底层干细胞增殖能力强，细胞数约２４ｈ发生

倍增，到第９天因接触抑制细胞增殖减慢进入平台期，见图４。

　　Ａ：培养２ｄ；Ｂ：培养４ｄ；Ｃ：培养６ｄ。

图１　　同一视野原代表皮干细胞生长情况（×２００）

　　Ａ：β１整合素（ＴＲＩＴＣ，红色）；Ｂ：Ｋ１９（ＦＩＴＣ，绿色）；Ｃ：Ａ、Ｂ叠加图；Ｄ：阴性对照组（ＰＢＳ代替一抗）。

图２　　表皮干细胞标志物β１整合素和Ｋ１９双重染色
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　　Ａ：第一代表皮干细胞具有克隆形成能力，典型克隆直径１～２ｍｍ；Ｂ：对照组细胞（慢黏附细胞）形成克隆体积小；Ｃ：表皮干细胞克隆形成能力

显著强于对照组细胞（狀＝３），犘＜０．０１；Ｄ：表皮干细胞克隆边缘平滑，克隆内细胞形态均一、排列致密，呈铺路石结构（×４０）。

图３　　克隆形成实验

图４　　第一代表皮干细胞生长曲线

３　讨　　论

目前认为，表皮干细胞主要分布于表皮基底层、毛囊隆突

以及皮脂腺等部位，不同部位表皮干细胞的生理功能和特征存

在差异。正常情况下，基底层干细胞负责更新、补充脱落的表

皮细胞，属于单能干细胞的范畴；毛囊干细胞维持毛囊细胞和

毛发更新，能够分化成所有皮肤结构，属于多能干细胞；皮脂腺

干细胞参与维持皮脂腺细胞更新。

基底层是表皮的最下层，毗邻基膜，由一层矮柱状细胞紧

密排列而成，基底层干细胞即位于该层次。基底层干细胞具有

自我更新和定向分化的能力，是维持表皮稳态的基础［７］。因为

缺乏特异性分子标志物，现有的细胞分离文献常采用的单标法

鉴定细胞表型说服力有限，本研究从大鼠皮肤分离并纯化基底

层干细胞，用双重荧光共染方法对细胞进行鉴定，克隆形成实

验验证细胞体外增殖能力，成功分离并培养出表型可靠的基底

层干细胞。

自Ｒｈｅｉｎｗａｌｄ等
［８］从人皮肤组织中分离出具有干细胞特

征的角质形成细胞以来，表皮干细胞分离、培养以及纯化技术

得到不断发展：从全层皮肤消化发展为两步消化法先分离表

皮、再从表皮分离干细胞，大大减轻了真皮成纤维细胞的污染；

从依赖血清的培养体系发展为无血清的培养体系，更好地维持

细胞干性；从缺乏有效的纯化手段，到流式细胞分选法、磁珠分

选法、差速贴壁法，以及利用干细胞体积小的物理特点，用滤网

（１１μｍ）过滤筛选表皮干细胞等多种细胞纯化方法的建立
［９］。

由于仪器设备的限制，中国实验室几乎都采用“中性蛋白

酶＋胰酶＋Ⅳ型胶原贴壁法”分离纯化基底层干细胞，在评价

细胞表型时，常采用多种细胞标志物，如Ｋ１９和β１整合素，分

别进行免疫细胞化学染色［１０］。然而根据现有认识，已发现的

标志物都不具有足够特异性［１］，因此，单标法验证细胞表型的

说服力很有限。在表皮干细胞培养基选择方面，主要分为有血

清和无血清培养基两类，对于前者，必须先螯合血清内的钙离

子，否则钙离子将诱导表皮干细胞迅速分化。血清是否是干细

胞培养时理想的添加剂，目前学术界尚无定论，但观点更倾向

于非血清依赖的培养基能更好地维持细胞“干性”［１１］。

本研究立足现实条件，利用表皮干细胞能够快速黏附Ⅳ型

胶原的特点，用胰酶两步消化联合Ⅳ型胶原差速贴壁法分离并

纯化细胞，不依赖血清的Ｋｓｆｍ培养基提供营养支持，实验方

法简单、花费较少，培养的基底层干细胞活力好、表型确切。

胰酶和中性蛋白酶均可用于酶消化法分离表皮，但由于两

种酶作用特点各异，关键操作亦有所不同：中性蛋白酶作用温

和，特异性地作用于连接基底层与基膜的半桥粒，能将表皮完

整的从真皮上撕下，缺点是价格昂贵；胰酶既作用半桥粒又作

用桥粒，破坏基底层与基膜、以及棘层细胞之间的连接，因此皮

肤消化后撕下的表皮层次未必都含有完整的基底层，所以需要

轻刮真皮面，收集残留于真皮面的基底层细胞［１２］。值得注意

的是，此步骤十分关键，若不收集真皮面刮下的组织，则细胞培

养的重复性较差，原因可能是每次随表皮撕下的基底层含量不

同。与中性蛋白酶比较，胰酶性价比高，单次实验的成本不到

前者的千分之一，台盼蓝拒染实验显示活细胞比例大于８５％，

能够满足细胞接种的要求。

作者发现，体外培养的基底层干细胞与Ⅳ型胶原黏附十分

紧密，传代时用常规消化液（０．２５％胰酶＋０．０２％ＥＤＴＡ）作用

１０ｍｉｎ常不能使细胞顺利脱壁，延长消化时间则细胞活力下

降，不易贴壁生长，实践证实０．０２５％胰酶联合０．２％ ＥＤＴＡ

消化１０ｍｉｎ细胞脱壁的情况较好，且子代细胞仍然具备干细

胞表型和增殖能力。此外，传代时机的把握亦十分关键，因为

基底层干细胞呈集落生长，所以不宜简单以细胞汇合率作为判

断传代时机的惟一标准，否则密集处细胞极易衰老，而应在细

胞处于对数生长期时（培养约６～７ｄ）及时传代。

目前，国内多数实验室由于条件限制，将流式细胞分选术

作为常规的细胞纯化方法还不现实。本研究以常规试剂和简

单有效的差速贴壁法，成功从大鼠皮肤基底层分离出表皮干细

胞，降低了表皮干细胞研究的门槛，使后续功能研究的开展成

为可能。
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鼠的抗氧化能力，减轻自由基对脑组织的损伤。这可能是电针

改善 ＡＤ大鼠认知障碍的作用机制之一。

近年来，随着对细胞周期及其调控研究的深入，人们发现

ＡＤ病理改变与细胞周期相关蛋白的异常表达有关。有研究

发现，Ｐ５３为一种肿瘤抑制基因，可被Ａβ激活而诱导ＡＤ的细

胞凋亡。Ｐ５３可能主要通过线粒体途径诱导细胞凋亡，最终凋

亡蛋白酶由线粒体释放进入细胞浆而导致细胞凋亡。本研究

结果显示，模型组大鼠Ｐ５３蛋白表达的细胞数较假手术组多，

提示ＡＤ大鼠脑细胞的Ｐ５３蛋白可能被β淀粉样蛋白激活。

这可能在 ＡＤ脑细胞凋亡过程中起重要作用。电针组大鼠

Ｐ５３蛋白表达的细胞数较模型组少．说明电针可能通过抑制

Ｐ５３蛋白表达，从而减轻ＡＤ的细胞凋亡。

Ｐ５３Ｐ２１ｗａｆｌ信号通路是衰老过程中重要的信号通路。

Ｐ２１在细胞周期调节中的作用机制由ＤＮＡ损伤发生的时期不

同而改变，Ｐ２１不同区域对应于不同的靶位，其 Ｎ端结合并抑

制ＣｙｃｌｉｎＣＤＫ，使蛋白激酶的活性受抑制。阻止细胞从Ｇ１ 进

入Ｓ期。如果ＤＮＡ的损伤发生在Ｓ期之前，Ｐ２１蛋白主要通

过与ＣＤＫＣｙｃｌｉｎ结合并抑制其功能使细胞周期停滞于Ｇ１ 期。

本研究结果显示，模型组大鼠脑细胞内的Ｐ２１蛋白表达高于

假手术组，这与上述细胞衰老过程中细胞周期调控蛋白的变化

一致。电针组大鼠脑组织内Ｐ２１蛋白的表达则低于模型组。

这提示电针可通过下调Ｐ２１蛋白的表达，阻止脑细胞进入衰

老程序而起延缓脑衰老的作用。电针改善 ＡＤ大鼠的学习记

忆能力，可能与抑制Ｐ５３、Ｐ２１表达，减轻脑细胞的损伤有关。

本研究表明，电针治疗ＡＤ有着确切的临床疗效。它的作

用机制可能：（１）通过刺激人体特定的腧穴，激发经络之气，调

整脏腑、经络及大脑的机能，动员机体的内在因素来达到防治

ＡＤ的目的。同时，针刺可能改善脑部血液循环，刺激后使相

应的脑区血流量增加，兴奋大脑皮层，改善脑部供氧需求，促进

衰退神经元的能量代谢。（２）电针通过降低 ＭＤＡ含量，抑制

ＭＤＡ的神经毒性，升高ＳＯＤ活性，提高 ＡＤ大鼠的抗氧化能

力，减轻自由基对脑组织的损伤，，从而促进学习记忆能力的恢

复。（３）电针明显减少ＡＤ模型大鼠脑中Ｐ５３、Ｐ２１表达，减轻

ＡＤ的脑细胞损伤。

综上所述，电针可改善复合型ＡＤ模型大鼠空间学习记忆

能力，明显增高ＳＯＤ活力，减低 ＭＤＡ含量，明显减少ＡＤ模型

大鼠脑中Ｐ５３、Ｐ２１表达，具有提高抗氧化能力，减轻自由基对神

经元的损伤，抗细胞凋亡，保护神经元的作用，这可能是电针改

善Ａβ１４２诱导的ＡＤ大鼠空间学习记忆障碍的可能机制。
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