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人表皮干细胞体外诱导分化为汗腺样上皮细胞的研究"
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"摘要#

!

目的
!

探讨体外人表皮干细胞向汗腺样上皮分化的影响条件!并对诱导成的管腔样结构进行鉴定&方法
!

将人表

皮干细胞接种到复方壳多糖真皮基质上和胶原凝胶中!加入不同浓度的表皮生长因子"

234

%!体外垂直震荡培养!进行三维培养

和定向诱导分化!采用
52

染色'免疫荧光等手段观察表皮干细胞定向分化为汗腺样上皮的条件及形态'表型改变&结果
!

$6

!

1%,

7

(

89

的
234

可诱导组织工程真皮上的表皮干细胞向真皮内生长并可出现腺样结构&

52

染色该结构!显示为单层细胞连

接为环状!中间见明显的腔隙!细胞质嗜酸性&利用
:;$(

荧光染色!在激光共聚焦显微镜下观察到细胞团中央有管腔结构!同时

此结构表达
:;$/

'癌胚抗原"

:2<

%&结论
!

体外培养的人表皮干细胞接种在组织工程真皮上!在一定浓度的
234

诱导条件下!

能形成管腔样结构!该管腔样结构在形态学'组织学上与在体汗腺分泌部细胞相似&

"关键词#
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临床上由于各种原因#如皮肤全层大面积烧伤)缺损和其

他伴有汗腺发育和功能异常的疾病$如先天性外胚层发育不良

等&#导致的汗腺结构和功能缺失#排汗及体温调节能力受限#

严重影响了患者的生活质量*尽管近年来组织工程化皮肤用

于临床治疗#可以解决创面覆盖的问题#已取得了显著效果#但

迄今为止#还未研制出带有皮肤附件$如汗腺)毛囊等&的组织

工程化皮肤#无法达到皮肤功能的重建'

$

(

*表皮干细胞$

2K:

&

是皮肤组织特异性干细胞#位于表皮基底层#在维持表皮更新#

保持细胞恒定等方面起着重要作用*

2K:

具有多向分化潜

能#体内证实能够向皮肤附属器及表皮分化*若能在体外诱导

2K:

向汗腺分化#将为研究带汗腺的组织工程皮肤提供重要

实验依据*本院自行研制的复方壳多糖组织工程真皮基质凝

胶是一种组织工程培养模型*利用此三维培养模型#本实验拟

加入影响细胞生长和分化的因素#如表皮生长因子$

234

&等#

以促进凝胶中的
2K:

向汗腺样上皮分化*进而寻找出
2K:

向汗腺样上皮分化的合适培养条件#并对出现的管腔样结构进

行形态鉴定*

?

!

资料与方法

?&?

!

一般资料
!

包皮标本取材于
1%%(

年
6

月至
1%$%

年
0

月

在本院皮肤科医学美容门诊行包皮环切术的青年男性
1%

例#

平均年龄$

1'&6)T1&0'

&岁#所有取材均取得患者同意并签署

知情同意书#本研究通过本院伦理委员会审查 $批号为

1%%/%'$1

&*

?&@

!

主要试剂及仪器
!

;.K4S

培养基#

"

型胶原$美国
K#

7

.

8C

公司&#中性分离酶$瑞士
="HDA

公司&#胰蛋白酶$美国
5

M

.

HF",A

公司&#胎牛血清$

4UK

&#杜尔伯科改良伊格尔培养基

VS2S

$美国
3#NH"

公司&#

234

$美国
K#

7

8C

公司&#壳多糖#兔

抗人
:2<

抗体#鼠抗人
:;$/

)

$(

抗体#羊抗鼠
W

7

3.4W?:

抗体

$北京中杉公司&#激光共聚焦显微镜$德国
9A#HC

公司&*

?&A

!

方法

?&A&?

!

鼠尾胶原的制备
!

冻存
'%%

7

左右大白鼠鼠尾
'

根#

于
-6X

乙醇溶液中解冻
$D

%去皮#

V.5C,L+

液冲洗
'

遍#抽出

尾腱#剪碎成泥#溶于无菌的
$X

冰醋酸
16%89

中#

0Y

保存

0/D

以上#其间反复振荡%

'%%%J

"

8#,

离心
$D

#取上清液%所

-(1$

重庆医学
1%$-

年
0

月第
0)

卷第
$%

期

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

/$1%$100

&*

!

作者简介$王元元$
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&#主治医师#博士#主要从事表皮干细胞的研究*
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得物位乳白色半透明黏稠液体#

0Y

贮存备用#测得浓度为
1%

8

7

"

89

$湿质量&*

?&A&@

!

复方壳多糖组织工程皮肤的制备及诱导条件的优化
!

应用酶消化法进行人成纤维细胞的培养#按照文献所述方法获

得人表皮干细胞'

1

(

*在冰浴条件下按比例混匀醋酸鼠尾胶原)

壳多糖)硫酸软骨素)透明质酸)弹性蛋白及浓缩
VS2S

%用

$Z

氢氧化钠调节
I

5

值至
-&1

!

-&0

%在凝胶中加入成纤维细

胞#细胞量达到
$%

6

"

89

%吸入
10

孔板培养板中#每孔
$89

#放

入孵箱内待形成凝胶后#每孔轻轻加入
$

代表皮干细胞
$89

$浓度为
/[$%

6

"

89

&于凝胶上#最后再加入角质化细胞生长培

养基$

;3S

&#置
'-Y

)

6X:\

1

"

(6X

空气)

(%X

以上湿度孵箱

培养#每天换液
$

次%培养
'!

后#用不锈钢筛网支架抬高
'

88

#行气液界面培养#每日垂直振荡#振荡频率为
-6

次"分#振

幅为
1H8

%隔日添加下列因素!

2346

)

$%

)

$6

)

1%,

7

"

89

#每组

按
'

复孔进行实验%培养
$)!

后#用
0X

多聚甲醛固定后行

52

染色#观察皮肤生长情况#选取合适的浓度*

?&A&A

!

复方壳多糖组织工程凝胶的制备及鉴定
!

在冰浴条件

下按比例混匀醋酸鼠尾胶原)壳多糖)硫酸软骨素)透明质酸)

弹性蛋白及浓缩
VS2S

%用
$Z

氢氧化钠调节
I

5

值至
-&1

!

-&0

%在凝胶中加入
$

代表皮干细胞#细胞量同前%吸入
10

孔板

培养板中#每孔
$89

#放入孵箱内待形成凝胶后#再加入

;3S

#置
'-Y

)

6X:\

1

"

(6X

空气)

(%X

以上湿度孵箱培养#

每天换液
$

次%每日垂直振荡#振荡频率为
-6

次"分#振幅为
1

H8

%加入上述定向诱导分化条件筛选出的合适浓度*对复方

壳多糖组织工程凝胶进行如下鉴定!$

$

&按常规进行
52

染

色%$

1

&免疫荧光观察!将凝胶置于
0X

多聚甲醛中固定
1D

#磷

酸盐缓冲液$

]UK

&漂洗
68#,['

次%加一抗工作液'

:;$(

)

:;$/

)癌胚抗原$

:2<

&(#湿盒内
'-Y

孵箱内放置
'%8#,

#

]UK

漂洗
68#,['

次%加入荧光标记的抗体羊抗鼠
W

7

3.4W?:

$̂ $%%

#湿盒内
'-Y

孵箱内放置
'%8#,

#

]UK

漂洗
68#,['

次%缓冲甘油封片%将制备的样品放在激光扫描共聚焦显微镜

的载物台上#在倒置显微镜下寻找细胞后转到激光光源进行扫

描%$

'

&透射电镜扫描观察*

@

!

结
!!

果

@&?

!

组织工程皮肤定向诱导分化的条件
!

各组
234

作用于

组织工程皮肤时#均可见皮肤熟化程度较高#表皮分化良好#表

真皮结合较好#但
6,

7

"

89234

未见明显的表皮细胞向凝胶

内生长%

$%,

7

"

89234

时表皮细胞向凝胶内生长#但未见明

显的管腺样结构*

$6,

7

"

89

及
1%,

7

"

89234

作用于组织工

程皮肤时#可见表皮细胞向真皮基质凝胶内生长#并出现管腺

样结构#见图
$

*

!!

<

!

2346,

7

"

89

%

U

!

234$%,

7

"

89

%

:

!

234$6,

7

"

89

%

V

!

2341%,

7

"

89

*

图
$

!!

不同浓度的
234

作用于组织工程皮肤%

[1%%

&

@&@

!

管腔样结构的鉴定

@&@&?

!

组织学观察
!

组织切片
52

染色可见凝胶内的细胞

成团生长形成管腔样结构#管腔结构的管壁由单层细胞构成#

中间可见较大腔隙#细胞质红染#部分细胞核位于基底部#颜色

较深#部分细胞形态可见腔面窄)基底部大#排列有一定的极

性#与汗腺分泌部管状结构相似#见图
1

*

!!

<

!

[$%%

%

U

!

[0%%

*

图
1

!!

)%

$

8

冰冻切片
52

染色

!!

<

!抗
.:;$/

阳性%

U

!抗
.:;$/

阳性%

:

!抗
:2<

抗体阳性*

图
'

!!

:9KS

扫描下免疫荧光观察

@&@&@

!

免疫荧光观察
!

2K:

和汗腺细胞均表达的
:;$(

#在

:9KS

扫描下#利用抗
.:;$(

抗体观察凝胶中细胞的形态*发

现有细胞聚集成团#形成管腔样结构#管腔结构由单层细胞构

成的管壁和中央空腔组成#与汗腺分泌部的管状结构相似$图

'<

&*管腔样结构抗
.:;$/

$图
'U

&和抗
.:2<

$图
':

&免疫荧

光染色均表达阳性*

A

!

讨
!!

论

!!

汗腺是皮肤重要的附属器之一#汗腺发育起始于胚胎的第

$$

周左右#

'$

周左右便停止发育'

'

(

*

2K:

是汗腺发育的基

础#成人时大部分定位于毛囊隆突部*有学者提出的隆突激活

假说认为#当干细胞所处的微环境发生改变时#细胞外的某些

信息便可以通过整合素等传递给干细胞#以触发其跨膜信号转

导#激活干细胞的分化多潜能性'

0

(

*所以
2K:

存在向毛囊上

皮细胞)皮脂腺细胞)表皮基底细胞)汗腺腺上皮细胞分化的
0

条可能途径*更多的实验也证明了隆突激活假说的正

确性'

6.(

(

*

2K:

的增殖与分化受到干细胞+壁龛$

Z#HDA

&,的调控*干

细胞+壁龛,即干细胞所处的微环境#通过细胞与细胞)细胞与

细胞外基质两种方式调控着干细胞的增殖与分化*本研究认

为#

234

是
2K:

维持自我更新和分化的基础#不同浓度的

234

可能导致干细胞不同的转归*一方面#低浓度的
234

在

体外维持干细胞未分化状态中起着重要作用#是培养
2K:

必

不可少的培养基添加物*目前常用的表皮干细胞培养基如

;K4S

)

2

I

#F#EA

中
234

的浓度为
6,

7

"

89

*另一方面#

234
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年
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月第
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卷第
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期



能促使干细胞的分化*有研究表明#表皮细胞不仅能表达

234

#同时也能表达其受体#呈自分泌作用#在表皮的组织学结

构中#从表皮基底层到棘细胞层细胞均包含有表皮细胞生长因

子受体'

$%

(

#且
234

受体在表皮成层期方能检出#并随胚龄延

展而表达增多#这样就为采用
234

诱控干细胞分化提供了理

论依据*从组织发育学的角度讲#表皮及皮肤附属器同源$外

胚层&#即皮肤附属器由表皮增生并分化而成*可以认为汗腺

的发生#实质上是在胚胎发生期由某种或多种因素诱导表皮干

细胞定向分化为汗腺细胞的过程#表皮干细胞充当着不断完善

汗腺组织的角色'

$$

(

*

KD#L#

*

#

等'

$1

(将含表皮干细胞的人角质形

成细胞#接种于成纤维细胞与胶原材料的复合物中#进行三维

培养#发现高浓度
234

$大于
$6,

7

"

89

&能够诱导人工真皮内

出现汗腺导管样结构*邓辰亮等'

$'

(用高浓度的
234

$

6%,

7

"

89

)

$%%,

7

"

89

&对二维培养的人表皮细胞进行诱导分化#发

现人表皮干细胞增殖能力明显#并表达汗腺相对特异性的标志

Z52.$

及
Z;::.$

*

在本研究中#利用
234

诱导组织工程皮肤上的
$

代表皮

干细胞#可见表皮细胞向真皮基质凝胶内生长#出现的管腔样

结构由一至两层细胞构成#中央有腔隙*将胶原凝胶中诱导的

管腔样结构利用冰冻切片
52

染色后观察#该结构由单层细

胞构成#胞核较大#偏向基底部#胞浆嗜酸性*细胞间的结合不

紧密#没有明显的基底膜及肌上皮细胞#但与正常外泌汗腺分

泌细胞
52

染色有相似性*免疫荧光利用
2K:

与腺上皮细胞

共表达的细胞表面分子标记
:;$(

来染色凝胶中的细胞#发现

细胞均有染色#其中可见细胞聚集成团形成管腔样#同时构成

管腔样结构的细胞
:;$/

和
:2<

染色均为阳性表达*综合

52

染色)免疫荧光及透射电镜结果分析#本研究认为#所诱导

的管腔样结构中的细胞与汗腺腺上皮分泌部细胞从形态学上

有一定的相似性*

目前有大量证据表明了
234

在汗腺的发生及维持上的重

要作用*

<

M

NC

M

等'

$0

(报道了
234

在顶浆汗腺液中及外分泌

汗腺液中的存在*

KC

7

C

等'

$6

(证实
234

分布在汗腺分泌部#发

现在人发育及成熟的汗腺中高度表达
234

活性受体*研究者

证实在外分泌汗腺的真皮导管中#

234

受体呈高水平表达'

$)

(

*

产后应用
234

治疗
_

性连锁无汗性外胚叶发育不良$

_9.

52V

&

BCNN

M

鼠时#诱导出鼠爪部功能性汗腺的形成*反之#降

低
BCNN

M

鼠中
234=

的表达#则
234

诱导的上述功能性汗腺

无法形成'

$-

(

*

从本研究的结果来看#低浓度的
234

$

6

!

$%,

7

"

89

&能够

使真皮凝胶上的表皮细胞分层良好#但未能促进细胞向凝胶内

生长%较高浓度的
234

$

$6

!

1%,

7

"

89

&可以促进表皮细胞向

真皮基质凝胶内生长#并出现管腔样结构*该结果与有关研究

有一致性'

$1

(

*但
234

是如何诱导干细胞出现分化并形成管

腔样结构#具体机制仍然需要下一步的研究*
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