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ES细胞源性表皮干细胞与类真皮构成皮肤类似物的分化
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摘 要 :【目的】以 ES细胞源性表皮干细胞为种子细胞构建皮肤类似物 , 探讨其在皮下的分化潜能。【方

法】Hoechst33342 标记 E14- ES细胞 , 经羊膜诱导 4 d 后 , 形成表皮干细胞克隆 , 并以其作为种子细胞 , 取 129

胎鼠成纤维细胞与复合凝胶-明胶海绵复合 , 形成皮肤类似物 , 埋植于 129 小鼠皮下组织。术后 2 周、4 周、6

周、8 周取材 , 做 HE 染色观察 ,β1 整合素、CK15、CK19、CEA、CK18 免疫组化荧光双标和免疫组化观察。【结

果】术后 2 周和 4 周 , 植块内可见单层立方或柱状上皮构成的管状和泡状结构 , 6 周和 8 周后 , 可见角化复

层上皮、毛囊样、汗腺样、皮脂腺样等结构 , 免疫双标结果显示 , 植入 2 周和 4 周 , 带有蓝色核标记的细胞形成

的管状或泡状结构呈 β1 整合素、CK15、CK19、CEA 和 CK18 阳性 , 6 周和 8 周后 , HE 染色中汗腺样结构呈

CEA、CK18 阳性。【结论】ES细胞源性表皮干细胞与类真皮构建的皮肤类似物 , 在同种小鼠皮下有分为角化复

层上皮、汗腺样、毛囊样、皮脂腺样等结构的潜能。
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Differentiation of Skin Analogs Reconstructed with ES Cell- Der ived Epidermal Stem

Cells and Dermal Analog
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Abstract: 【Objective】To explore the differentiation potency of skin analog reconstructed with ES cell- derived

epidermal stem cells and dermal analog in hypodermis. 【Methods】E14- ES cells, labeled with Hoechst 33342, were

cocultured with human amnion. Four days later, epidermal stem cell clones were formed. The skin analog was

reconstructed with ES- derived epidermal stem cells and dermal analog, which reconstructed with 129 mice fetus

fibroblasts and compound gel- gelatin sponge. The skin analogs were transplanted into 129 mice hypodermis. The

differentiation tissues of skin analog were sampled at 2w, 4w, 6w, and 8w. Sections were observed with HE staining,

immunohistochemical and di - labeled immunofluorescence methods to test the expression of β1 integrin, CK15,

CK19, CEA, and CK18. 【Results】 Sections showed tubular or follicular like structure formed with simple or

stratified epithelium at 2 and 4 weeks. Keratinized stratified squamous epithelium, sweat gland- like, sebaceous

gland- like and hair follicle- like structures were observed at 6 week and 8 week after transplantation. Cells labeled

by Hoechst 33342, formed tubular or follicular- like structure, expressed β1 integrin, CK15, CK19, CEA and CK18

positive respectively at 2w and 4w. The sweat glands- like structure expressed CEA and CK18 positive respectively

at 6w and 8w. 【Conclusion】Skin analogs reconstructed with ES- derived epidermal stem cells and dermal analogs

can differentiate into keratinized stratified squamous epithelium, sweat gland- like, sebaceous gland- like and hair

follicle- like structures in hypodermis.

Key words: ES cells; epidermal stem cells; skin appendages; committed differentiation; amnion

[J SUN Yat- sen Univ(Med Sci), 2007, 28(1): 11- 14]

第 28 卷 第 1 期

2007 年 1 月

Vol.28 No.1

Jan. 2007

中山大学学报(医学科学版)

JOURNAL OF SUN YAT-SEN UNIVERSITY(MEDICAL SCIENCES)

DOI:10.13471/j.cnki.j.sun.yat-sen.univ(med.sci).2007.0003



目前组织工程皮肤的种子细胞多采用角质形

成细胞 , 它只能形成表皮 , 不能形成皮肤附属结

构。我们先前的研究表明 ,胚胎干细胞( embryonic

stem cells, ES)细胞经人羊膜诱导后 , 分化为 ES细

胞源性表皮干细胞 , 将其植入裸鼠皮下、腹腔及小

鼠肾被囊内均具有分化角化复层上皮、毛囊样、皮

脂腺样和汗腺样结构的潜能 , 表明 ES细胞源性表

皮干细胞具有相当稳定的分化潜能 [ 1- 4] , 因此以 ES

细胞源性表皮干细胞作为组织工程皮肤的种子细

胞具有重要的研究和应用价值。在胚胎发育的过

程中 , 真皮对表皮及其附属物的发生、分化具有重

要作用 , 真皮中的细胞主要是成纤维细胞 , 具有分

泌细胞外基质和多种生物活性因子的功能 , 我们

用成纤维细胞和明胶海绵与复合凝胶组成类真

皮 ,观察其在皮下对 ES细胞源性表皮干细胞分化

的影响 , 为进一步构建具有皮肤附属结构的组织

工程皮肤打下基础。

1 材料和方法

1.1 材 料

1.1.1 细胞和所用材料 129 小鼠 E14 胚胎干细

胞由中山大学附二院黄绍良教授提供。人羊膜采

自中山大学附一院产房足月妊娠剖腹产的胎膜。

Hoechst33342 ( Sigma 公司 ) ; 成纤维细胞培养基

( 100 mL/L新生牛血清- 高糖 DMEM) ; ES 细胞源

性表皮干细胞维持培养基(专利配方)。

1.1.2 实验动物 孕龄 12.5～14.5 d昆明小鼠;清洁

级 129小鼠,约 20～25 g,清洁级 SD大鼠,约 100 g,

均雌雄不拘,购自中山大学北校区实验动物中心。

1.1.3 免疫组化试剂 Ⅰ抗:小鼠抗人 β1 整合素

单抗(迈新试剂公司 ) , 小鼠抗人 CK19 单抗、兔抗

人癌胚抗原 ( CEA)多抗、小鼠抗人 CK 18、小鼠抗

人 CK15 单抗、Ⅱ抗及 Avidin 结合的 SABC- Cy3

试剂盒均购自博士德试剂公司。

1.1.4 真皮材料 明胶海绵 : 由南京金陵制药厂

生产 , 规格 : 6 cm ×2 cm ×0.5 cm, 批号 : 021211。

剪成 1 cm ×1 cm ×0.2 cm大小 , 孔径大小约为

300～550 μm。

1.1.5 自制复合凝胶 将鼠尾胶原、甲壳糖、透明

质酸、硫酸软骨素(质量比 7 ∶2 ∶0.5 ∶0.5)紫外灯

照射下 , 用 0.05 mol/L的乙酸搅拌融解 2～3 h, 冰

浴条件下加入 0.5 mL 10×DMEM培养基 , NaOH

调 pH 为 7.3,终体积为 4 mL, 4 ℃储存备用。鼠尾

胶原购自广州红十字会医院 , 脱已酰甲壳糖、透明

质酸、6-硫酸软骨素均为 SIGMA公司产品。

1.2 方 法

人羊膜的制备及 ES细胞源性表皮干细胞的

体外诱导分化见参考文献[ 5]。

1.2.1 ES 细胞的核标记 选择生长良好的对数

生长期 ES细胞 , 将培养液换成标记培养液( ES完

全培养液加 Hoechst33342 5～10 ng/mL) , 置体积分

数 5%CO2培养箱中 37 ℃培养箱 1～3 h, 吸弃标记

培养液 , PBS洗 3 次 , 换 ES细胞完全培养液继续

培养。

1.2.2 129 胎鼠皮肤成纤维细胞的培养 孕龄 17

d 至出生前的 129 孕小鼠 , 处死后 , 无菌条件下取

出胚胎 , 去除胚胎头、四肢和内脏 , 剪碎躯干部分

组织 , 加入 2.5 g/L胰蛋白酶消化 1 min, 用含血清

的培养基中止消化 , 离心 , 弃上清 , 用培养基重新

悬浮组织 ,将组织接种入 25 cm2培养瓶 ,体积分数

5%CO2 37 ℃静置培养 , 4～6 d 原代细胞长满 , 消化

传代 , 3～5 代细胞用于实验。

1.2.3 皮肤类似物的构建 将诱导后的 ES 细胞

源性表皮干细胞和成纤维细胞均按 1×105 个/mL

与复合凝胶混匀 , 滴加入明胶海绵 , 每块复合物体

积约 1 cm ×1 cm ×0.1 cm。

1.2.4 皮下移植实验 129 小鼠用 40 g/L水合氯

醛腹腔注射麻醉 (按 1 mL/100 g用药 ) , 固定于手

术台上 , 剃去背部毛 , 消毒后 , 沿背部正中线两侧

距脊柱 1 cm切开皮肤 , 分离皮下组织 , 暴露肌层 ,

将构建的皮肤类似物埋入皮下 , 每只动物埋两块 ,

缝合皮肤 ,动物苏醒后饲养 ,共 8 只动物。

1.2.5 组织学检查 术后 2、4、6、8 周取材 , 每次

取 2 只动物 , 4 块组织 ,用 40 g/L多聚甲醛固定 6～

8 h, 所得标本一半常规石蜡包埋 , 连续切片 6

μm, HE 染色 ;另一半标本 300 g/L蔗糖过夜 , 冰冻

切片 , 免疫组化染色 , 免疫组化染色按 SABC- Cy3

法 , 行 β1 整合素、CK19、CK15、CEA和 CK 18 抗

体免疫组织化学显色 ,β1 整合素浓度为 1∶30, 余

Ⅰ抗浓度均为 1 ∶100; Ⅱ抗浓度为 1 ∶100,

SABC- Cy3 荧光显色。

2 结 果

2.1 体外培养细胞的观察
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图 5 2 周皮下管腔样结构核荧光和 CK19 免疫荧光图

Fig.5 Tubular -like structure labeled by Hoechst 33342

and CK19 positive in hypodermis at 2 week (×200)

A: Hoechst 33342; B: CK19 positive

Hoechst33342 标记 ES细胞 1～3 h 后 , 于荧光

倒置显微镜下可见细胞核被标记为蓝色的细胞克

隆 (图 1) , 人羊膜上诱导 4～5 d 后 , 仍可见生长在

羊膜表面的细胞克隆呈蓝色核标记。培养的胎鼠

皮肤成纤维细胞生长旺盛 ,细胞饱满(图 2)。

2.2 大体观察

术后 2 周时 , 皮下埋植物体积较植入时无显

著变化 , 呈白色 , 有结缔组织包绕 , 4 周后增生的

组织块体积增大明显 , 6 周增大达高峰。

2.3 HE 染色

2 周时植入的类真皮材料已降解吸收 , 2～4 周

多见单层立方或柱状上皮围成的管状和泡状结

构 , 少见复层上皮围成的管腔样结构 , 上皮细胞排

列紧密 , 核染色情况及核与胞浆的比例与正常细

胞相似 , 未见异常增生。6～8 周植块中 , 除上述结

构外 , 还可见复层角化上皮和角化珠、汗腺样、毛

囊样、皮脂腺样(图 3A, B, C, D)等结构 , 与正常小

鼠皮下组织的结构有明显不同(图 4)。

图 1 Hoechst33342 核标记 ES 细胞克隆

图 2 129 胎鼠皮肤成纤维细胞

Fig.1 ES cells labeled with Hoechst 33342 (×100)

Fig.2 Fibroblasts of 129 fetus mouse (×100)

1 2

图 4 正常 129 小鼠皮下组织 HE 染色

Fig.4 Hypodermis of normal 129 mice HE staining (×100)

图 3 皮肤类似物皮下分化

Fig.3 Skin Analogs differentiation in hypodermis HE staining (×200)

A: Keratinized stratified squamous epithelium; B: Sweet gland like-structure; C: Hair follicle-like structure; D: Sebaceous gland-like structure

2.4 免疫组化和免疫荧光双标

2 周组织块中 ,可见单层或复层管状或泡状结

构分别呈核荧光 (图 5A) 和 β1 整合素、CK15、

CK19 双标阳性 (图 5B) , 6 周后核荧光衰减 , 但

HE 染色中汗腺样结构 (图 6A)呈 CEA(图 6B)和 CK18 阳性。

A B C D
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图 6 6 周皮下汗腺样结构呈 CEA 免疫荧光阳性

Fig.6 Sweat gland- like structure expressed CEA positive

in hypodermis at 6 week (×200)

A:normal; B: immunofluorescence

3 讨 论

我们以往的研究 [1- 5]表明 , 利用人羊膜与胚胎

干细胞共培养, 可将其定向诱导为表皮干细胞,表

皮干细胞在裸鼠皮下、腹腔及同种 129 小鼠肾被囊

内具有相同的分化时程,即在 4 周前主要分化为单

层立方或柱状上皮构成的管状和泡状结构 , 4 周后

才分化发育为角化复层上皮、汗腺样、毛囊样和皮

脂腺样等结构。这些结果强烈提示外环境的改变对

ES细胞源性表皮干细胞的固有分化发育过程影响

不大 , ES细胞源性表皮干细胞作为组织工程皮肤

的种子细胞具有重要的研究应用价值。皮肤由表皮

和真皮构成 , 表皮来源于体表外胚层 , 而真皮由中

胚层间充质分化形成,至于其后发育形成的皮肤附

属结构,如汗腺、毛囊和皮脂腺等,都是由表皮的生

发层向深层真皮生长、分化而形成的 , 可见在皮肤

及其附属结构的发育形成过程中,真皮间充质及其

中的成纤维细胞有着重要作用,在真皮替代物中引

入成纤维细胞对于组织工程皮肤的构建具有重要

意义 [6,7], 在真皮支架中加入成纤维细胞使真皮层

具有细胞活性 , 更加接近生理状态 , 并能以活体形

式对移植环境作出反应;使真皮基质结构在成纤维

细胞的作用下有序化;通过成纤维细胞的分泌补充

真皮替代物中缺失的细胞因子和对真皮替代物作

表面修饰,提高真皮替代物诱导创周血管内皮细胞

向其内移行的能力 , 加速血管化速度,提高其促进

表皮细胞的生长、分化和基底膜形成的能力。

我们所构成的皮肤类似物中包含有胶原、硫酸

软骨素、透明质酸、甲壳素等 , 其中胶原、硫酸软骨

素和透明质酸是正常细胞外基质的成分,纯胶原在

体内被酶解的时间很短,加入甲壳糖后降解速度下

降 , 这是因为分子间发生交联作用 , 甲壳糖和胶原

复合后,可以限制胶原酶对胶原的识别以及减少胶

原酶的直接接触 [8] , 透明质酸有利于细胞的吸附、

生长、增殖【9】, 硫酸糖胺多糖有助于皮肤附属结构

的发生 [10] ,同时我们在真皮支架中引入了成纤维细

胞,将复合物埋植在 129小鼠皮下,可见 ES细胞源

性表皮干细胞分化角化复层上皮、汗腺样、毛囊样、

皮脂腺样结构。有研究表明成纤维细胞产生的基质

和各种细胞因子或生长因子 , 包括Ⅰ、Ⅲ型胶原及

纤粘连蛋白、层粘连蛋白、FGF、VEGF等,对真皮的

重建 , 种子细胞的生长、发育、分化、血管长入及基

膜的形成等方面都可能产生重要作用。本研究为将

来构建具有生理功能的人工皮肤奠定了重要的实

验基础。
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