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　　摘　要：目的　体外分离培养人包皮成纤维细胞（ＨＦＦ），探讨其成骨、成脂、成软骨分化潜能，为骨创伤或其他修复治疗提供

新的种子细胞来源。方法　采用机械法结合酶消化法分离、培养 ＨＦＦ。取第３代细胞用免疫细胞化学法检测其波形蛋白（Ｖｉｍ

ｅｎｔｉｎ）和角蛋白１９（ＣＫ１９）的表达。通过向成骨、成脂、成软骨细胞诱导分化（诱导培养基根据说明书配制），鉴定其多向分化潜

能。结果　原代细胞２４ｈ内完全贴壁，细胞形态不规则，多为圆形或多角形，传代后细胞形态均一，基本为长梭形，鱼群样、漩涡

样生长。免疫细胞化学结果显示该细胞表达Ｖｉｍｅｎｔｉｎ，不表达ＣＫ１９，经诱导可以向成骨、成脂、软骨细胞方向分化。结论　ＨＦＦ

在特定条件能多向分化，其本身也参与骨折愈合的全过程，加之来源方便，增殖能力强，有望为骨折或较大骨缺损患者修复治疗及

组织工程学提供理想种子细胞。
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　　真皮成纤维细胞是来源于中胚层间质细胞的终末分化细

胞［１］，分布广泛，取材方便，是创伤修复中的主要细胞之一［２］。

之前普遍认为真皮成纤维细胞没有分化潜能，只能用于皮肤移

植等简单的创面修复，近来有相关研究表明真皮成纤维细胞在

特定条件下可以向成骨、成脂、成软骨、胰岛细胞、心肌细胞等

方向分化。Ｈａｎｎａ等
［３］的动物实验已经证明真皮成纤维细胞

可以作为诱导性多潜能干细胞（ｉＰＳ）的种子细胞用于治疗镰刀

形红细胞贫血。本实验选取人包皮成纤维细胞作为研究对象

并对其进行免疫学鉴定及成骨、成脂、成软骨细胞方向诱导分

化，以期为骨创伤或组织工程学种子细胞的来源提供稳定的诱

导培养体系。

１　材料与方法

１．１　标本来源　经患者及家属知情同意，无菌条件下取本院

附属医院泌尿外科正常成年男性包皮环切术后废弃包皮组织。

患者无其他器质性疾病。

１．２　主要实验试剂　０．４％ Ⅰ型胶原酶、０．４％中性蛋白酶、

０．１２５％胰蛋白酶－０．０２％乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）购自美国

Ｓｉｇｍａ公司，完全培养液（ＬＤＭＥＭ 培养液中含１０％胎牛血

清、１％Ｌ谷氨酰胺、１００Ｕ／ｍＬ的青霉素、链霉素）购自美国

Ｇｉｂｉｃｏ公司。免疫细胞化学小鼠抗人波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）、角

蛋白１９（ＣＫ１９）单克隆抗体、二步法抗兔（鼠）通用型免疫组织

化学试剂盒购自基因科技（上海）有限公司，成骨、成脂、成软骨

细胞诱导培养基购自美国Ｃｙａｇｅｎ公司。

１．３　细胞分离培养　于超净台中将包皮组织用含１００Ｕ／ｍＬ

双抗的磷酸盐缓冲液（ＤＰＢＳ）清洗３～５次，剪切成５ｍｍ左右

的组织片，用０．４％的中性蛋白酶于３７℃消化２５～３０ｍｉｎ，剪

去表皮及皮下组织，将真皮组织剪为糊状后用０．４％Ⅰ型胶原

酶３７℃水浴摇床中消化２ｈ，完全培养基终止消化，２００目钢

网过滤，１５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，倒掉上清，加入完全培养基

重悬细胞，按２×１０４／ｃｍ２ 的密度接种于７５ｍＬ培养瓶中，放

置于含５％ＣＯ２、３７℃饱和湿度孵箱中培养。首次换液在培养

２４ｈ后，以后每隔２～３ｄ换液１次。待原代细胞生长融合达
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８０％～９０％时，倒掉培养基，用ＤＰＢＳ清洗后，加入０．１２５％胰

蛋白酶－０．０２％ ＥＤＴＡ３７℃ 消化３０ｓ至１ｍｉｎ，倒置相差显

微镜下观察，待胞质回缩，细胞变圆时加入完全培养基终止消

化，离心并弃上清液，完全培养基重悬细胞并按照１∶２的比例

进行传代，置于上述孵箱中培养。

１．４　细胞形态及生长特点　细胞在原代培养２４ｈ后倒置显

微镜下首次观察细胞形态，以后每天观察，并拍照记录生长

情况。

１．５　免疫细胞化学法检测Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和ＣＫ１９的表达　将第３

代细胞用０．１２５％胰蛋白酶消化后按２×１０４／ｃｍ２ 在无菌小培

养皿中爬片，培养至细胞融合约７０％～８０％时取出细胞爬片，

以小鼠抗人 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和 ＣＫ１９单克隆抗体作为一抗，二抗

（ＩｇＧ）为兔鼠通用型，采用 ＡＢＣ法进行免疫细胞化学检测，Ｄ

ＰＢＳ代替一抗，作为阴性对照。

１．６　细胞体外定向诱导分化　待第３代细胞生长融合至

８５％左右，常规消化、离心重悬细胞，按３×１０４／ｃｍ２ 的密度接

种于６孔板，待细胞生长融合至８０％～９０％进行如下诱导

培养。

１．６．１　向成骨诱导分化　吸去完全培养液，每孔加入２ｍＬ

的成骨细胞分化诱导培养液（完全ＬＤＭＥＭ 培养液１７５ｍＬ、

２０ｍＬ胎牛血清、２０μＬ地塞米松、４００μＬ维生素Ｃ、２ｍＬβ磷

酸甘油、１％的双抗和１％谷氨酰胺）进行诱导。此后，每隔３ｄ

更换成骨分化诱导液１次。分化诱导２１ｄ后，吸去培养液，

ＰＢＳ洗涤２次，４％甲醛固定，１％茜素红进行钙结节染色，光学

显微镜下观察、拍照。

１．６．２　向成脂诱导分化　吸去完全培养液，每孔加入２ｍＬ

的成脂细胞分化诱导培养液 Ａ（完全 ＬＤＭＥＭ 培养液１７５

ｍＬ、２０ｍＬ胎牛血清、２００μＬ地塞米松、２００μＬ３异丁基１甲

基黄嘌呤、２００μＬ吲哚美辛、４００μＬ胰岛素、１％双抗和１％谷

氨酰胺），诱导３ｄ后再换为含成脂分化诱导培养液Ｂ（完全Ｌ

ＤＭＥＭ培养液１７５ｍＬ、２０ｍＬＦＢＳ、４００μＬ胰岛素、１％双抗

和１％谷氨酰胺），２４ｈ后换为诱导液 Ａ，如此循环４次后，最

后用诱导分化培养基Ｂ继续维持７ｄ，每３天换液１次。经诱

导后见脂肪空泡形成，吸去培养液，ＰＢＳ洗涤２次，４％甲醛固

定，油红Ｏ染色，光学显微镜下观察、拍照。

１．６．３　向成软骨诱导分化　取第３代生长融合至８５％左右

且生长状态良好的成纤维细胞，常规消化、离心，ＤＰＢＳ洗剂，

重新离心，离心后细胞团块约２ｍｍ，注意保持细胞团不被打

散，加入成软骨诱导培养基（基础培养基１９４ｍＬ、维生素 Ｃ

６００μＬ、地塞米松２０μＬ、丙酮酸钠２００μＬ、脯氨酸２００μＬ、

ＴＧＦβ３２ｍＬ、胰岛素转铁蛋白硒纳添加物２ｍＬ置于３７℃、

５％ＣＯ２ 饱和湿度孵箱中，３ｄ换１次成软骨诱导培养液，换液

时轻弹离心管壁使细胞团块脱壁悬浮，每次换液加诱导培养基

１ｍＬ。常规诱导３周后弃培养基，ＤＰＢＳ清洗２次，４％多聚

甲醛固定３０ｍｉｎ，石蜡包埋切片，脱蜡蒸馏水冲洗。阿利辛蓝

染色液浸染３０ｍｉｎ，终止染色、镜检、拍照。

２　结　　果

２．１　细胞的形态及生长特点　ＨＦＦ细胞为贴壁生长的长梭

型细胞，２４ｈ后贴壁，原代细胞呈多角形集落样生长，细胞体

积较小，贴壁３ｄ以后体积较大，胞质丰富，胞核清晰。传代后

细胞生长均一，基本未见三角形细胞，多以长梭形为主，鱼群

样，漩涡样生长，第３～５天增殖明显。见图１、２。

　图１　　ＨＦＦ原代第３天　　图２　　ＨＦＦ第一代第３天

　　Ａ：加入小鼠抗人Ｖｉｍｅｎｔｉｎ单克隆抗体细胞呈阳性表达［箭头所指为Ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性表达（棕红色）］；Ｂ：ＰＢＳ代替一抗未见ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达；Ｃ：加

入小鼠抗人ＣＫ１９单克隆抗体细胞阴性表达；Ｄ：ＰＢＳ代替一抗ＣＫ１９阴性表达。

图３　　ＨＦＦｖｉｍｅｎｔｉｎ及ＣＫ１９表达情况（光学显微镜×１００）

　　Ａ：ＨＦＦ成骨诱导２１ｄ后进行茜素红染色阳性（箭头所指）；Ｂ：ＨＦＦ成脂诱导２１ｄ后油红Ｏ染色呈阳性；Ｃ：ＨＦＦ成软骨诱导２１ｄ后阿利新蓝

染色阳性。

图４　　ＨＦＦ多向诱导分化（×１００）
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２．２　Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和ＣＫ１９的表达　细胞免疫化学法检测真皮成

纤维细胞特异性标志物 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达阳性，对照组为阴性，

ＨＦＦ不表达表皮细胞特异性标志物ＣＫ１９，见图３。

２．３　体外诱导　ＨＦＦ细胞向成骨、成脂、成软骨细胞分化 向

成骨方向诱导：成骨诱导１周可见钙盐及钙结节出现，随着诱

导时间延长，钙盐沉积增加。诱导培养至３周末进行茜素红染

色可见细胞外基质中存在大量钙结节（图４Ａ）。向成脂方向诱

导中：成脂诱导中细胞体积逐渐变大，至１周左右出现小脂滴，

随着诱导时间延长脂滴增多，３周末出现脂肪细胞，油红Ｏ染

色阳性（图４Ｂ）。向成软骨诱导：见细胞团块由之前的２ｍｍ

增加至３．５ｍｍ 左右，经包埋、切片，阿利辛蓝染色阳性（图

４Ｃ）。

３　讨　　论

骨折是最简单最常见的骨创伤，其最常见的愈合过程经血

肿形成期、纤维骨痂形成期、骨性骨痂形成期、改造塑形期几个

阶段，成纤维细胞参与骨折愈合的全过程，发挥了极其重要的

作用［４］。并且，在骨折愈合后骨断端却没有瘢痕形成，不存在

成纤维细胞，因此有学者推断成纤维细胞有可能分化成了骨细

胞，成纤维细胞可能也具备多向分化潜能。

成纤维细胞起源于间充质细胞，主要存在于体内疏松结缔

组织中，广泛分布于人体，在组织创伤修复中起主要作用。成

纤维细胞取材方便，体外培养增殖能力强，不易老化，被视为有

效且数量大的“种子细胞库”［５］。以往的观点认为成纤维细胞

是终末分化细胞，不具备多向分化潜能，科学家们将成纤维细

胞作为种子细胞，利用导入基因的方法产生诱导多能干细胞。

２００７年Ｏｋｉｔａ等
［６］、Ｙｕ等

［７］分别将Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４、ｃＭｙｃ、Ｏｃｔ４基

因和 Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏｇ、Ｌｉｎ２８基因导入真皮成纤维细胞，成

功诱导出多能干细胞，此后众多科学家将不同的基因组合导入

成纤维细胞，添加不同试剂，使多能干细胞转化率和有效性明

显提高［８］。目前对成纤维细胞的认识和应用又达到一个新的

层面，Ｂｒｅｎｄｅｌ等
［９］的研究表明，成纤维细胞在一定条件下可

以向其他细胞分化，具有多向分化潜能。最近，有更多的学者

发现成纤维细胞的多向分化潜能，Ｃｈｅｎ等
［１０］的报告也表明成

纤维细胞能够分化成其他细胞。Ｙａｍａｎａｋａ
［１１］的实验也证实

成纤维细胞能够向三胚层组织细胞分化。上述实验均已经证

明成纤维细胞具有多向分化潜能。因此，当骨折较严重或骨折

块缺损时就可以用成纤维细胞诱导分化成骨以取代自体骨或

异体骨移植，从而减少手术创伤和排斥反应，目前所面临的问

题是成纤维细胞在怎样的环境下可以诱导分化为成骨、成脂、

成软骨等细胞，为了探讨这一问题，进行了本实验。

本实验分离出的 ＨＦＦ细胞为贴壁生长的长梭型细胞，贴

壁２４ｈ后以多角形为主，细胞体积较小，贴壁３ｄ以后及传代

后体积较大，胞质丰富，胞核清晰，呈漩涡状或鱼群状生长。

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ作为成纤维细胞的相对特异性标志
［１２］，通过免疫细

胞化学法对其鉴定呈阳性表达，而表皮细胞的标志物ＣＫ１９不

表达，说明分离出的细胞为成纤维细胞。根据 Ｈｅｎｇ等
［１３］、

ｔｅｎｎｉｎｇ等
［１４］、Ｅｓｔｅｓ等

［１５］的研究表明成软骨细胞的诱导需要

添加地塞米松、ＴＧＦβ、抗坏血酸以及ＢＭＰ６等。邓丹等
［１６］对

脂肪来源干细胞的研究中也提到相关诱导液的添加物，本课题

组前期研究中［１７］亦用到诱导培养基。本实验参照干细胞诱导

分化研究，进行多向诱导分化。所用诱导培养基均为市场所

售，根据说明书具体配制，应用即可。参照干细胞的诱导条件

对 ＨＦＦ细胞进行３周的成骨、成脂和成软骨诱导分化，分别用

茜素红、油红Ｏ和阿利辛蓝进行染色，结果呈阳性，说明培养

体系成立，为骨创伤或组织工程修复种子细胞的来源提供了一

定的科学基础。成软骨诱导培养过程中，需注意勿将细胞团块

摇散，每次换液前加入ＴＧＦβ３，成脂诱导过程中注意两种培养

基不同成分勿混淆，整个细胞培养过程中严格注意操作，防止

污染。

创伤和烧伤是日常生活常见的皮肤损伤，愈合后常留有瘢

痕，影响患者功能、美观，造成心理压力。本实验进行了向成

骨、成脂、成软骨方向的诱导分化，其他实验也未见诱导成纤维

细胞向上皮细胞分化，如果提供特定的微环境，真皮成纤维细

胞是否可以向上皮细胞分化。如果可以，皮肤组织损伤则可以

达到无瘢痕愈合，为瘢痕的治疗提供新的希望和前景。
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面积收缩率大于或等于９０％时，判断为创面愈合
［６］。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析。计

量数据以狓±狊表示。干预前创面面积指标比较，方差齐时采

用单因素方差分析，方差不齐时采用 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检验分

析。干预后的各项检测指标的组间比较进行重复测量方差分

析。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

干预期间，观察组各时相点创面收缩率均显著高于对照

组，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。实验第３０天时，观察组创

面达愈合标准。见表１。

表１　　创面面积收缩率变化情况（狓±狊，狀＝３９）

组别
创面收缩率（％）

１０ｄ ２０ｄ ２５ｄ ３０ｄ

观察组 ２５．７１±１．６９５１．２７±２．７９７４．４５±３．３６９３．３３±１．９６

对照组 １５．０２±１．０６３２．１８±１．２９５１．５３±１．６４６６．７６±２．０２

３　讨　　论

溃疡型淋巴结核由于脓腔壁与周围正常组织粘连较重，且

与脓腔相连的窦道具有深、长、多的特点，如需完全彻底清除病

灶，患者将承受手术范围大、组织损伤程度重、易伤及神经血管

等风险，因此临床上一般不主张手术治疗［７］。目前对溃疡型淋

巴结核的治疗多采用早期积极抗结核治疗及全身支持治疗，后

期局部脓腔穿刺抽液及腔内注入异烟肼、链霉素等疗法，但此

方法因为结核病灶未清除，留有残腔，局部引流不完全，且易合

并感染，很难取得满意效果［８］。

封闭负压吸引技术是一种利用负压吸引装置与医用高分

子泡沫材料连接，间歇地或持续地在创面处产生低于大气压的

压力，从而促进创面愈合的物理疗法，具有疗效明显、操作简便

和成本低廉等优点，在慢性难愈性创面治疗中得以广泛应

用［９］。本研究结果表明，观察组创面收缩率显著高于对照组

（犘＜０．０１），说明封闭负压吸引技术对溃疡型淋巴结核创面的

愈合具有显著的促进作用，其原因在于封闭负压吸引技术对创

面及创周组织的血流量和组织缺氧程度的影响不同。郑敏

等［１０］在对猪的新鲜和肉芽创面模型研究时发现，持续负压下

局部血流量迅速增加，峰值可达到基线血流的４倍。同时，封

闭负压吸引技术可降低创面氧分压，在创面周围形成局部缺氧

环境，迅速诱导血管内皮生长因子 ｍＲＮＡ的表达
［１１］，促进血

管生长，增加创面血供，利于组织修复。显然，这些因素决定了

观察组创面愈合的速度优于对照组。

利福霉素是一种强效抗结核药物，具有高效杀灭结核杆菌

的作用。局部使用利福霉素，药物浓度高，可有效杀灭局部组

织及渗出物中的结核杆菌，消除炎性反应［１２］。本研究通过观

察创面面积收缩率发现观察组创面愈合的速度明显优于对照

组，这说明持续利福霉素溶液冲洗创面，可始终保持药液在创

面的有效浓度，持续发挥杀菌作用。反观对照组，创面的利福

霉素药液会很快被外层敷料吸附及渗出液稀释，而迅速降低，

不能发挥持续的杀菌作用。

综上所述，封闭负压引流和利福霉素联合干预疗法可迅速

地增加创面血流量、提高创面血管化程度，减轻炎性反应，显著

促进溃疡型淋巴结核创面的愈合，具有广泛的临床应用前景。
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