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眼表疾病是一类损害眼表功能与结构的疾

病 , 是一组高发病率的复杂性、难治性眼病。对于

严重眼表疾病的治疗 , 一直是眼科学者面临的非

常棘手的问题。目前对眼表疾病的治疗仍受材料

来源的限制 , 尚缺乏有效的治疗方案 , 其根本途径

是获取有效的干细胞 , 使之向结膜上皮细胞分化。

近年来 , 干细胞研究获取了巨大的进展 , 干细胞在

体内外定向分化 , 为眼表疾病的治疗展示了新的

希望[1, 2]。我们设想在适宜的条件下 ,皮肤干细胞能

向结膜上皮分化 , 因此率先对灵长类动物恒河猴
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摘 要 :【目的】探讨皮肤干细胞诱导分化为结膜上皮细胞 , 为组织工程结膜探索一种新型的种子细胞 ,

为严重眼表疾病的治疗奠定基础。【方法】在体外培养纯化鉴定恒河猴皮肤干细胞 , 并用 Hoechst 33342 标记 ,

标记后的皮肤干细胞与结膜上皮细胞进行 Transwell 非接触共培养 10 d, 然后对诱导后的细胞用细胞免疫化

学以及流式细胞术检测结膜上皮细胞的特异性表面标志 , 包括角蛋白 4 和粘蛋白 4, 同时检测细胞的 Hoechst

33342 表达情况。【结果】纯化后的皮肤干细胞比例接近 90%。Hoechst 33342 标记后的皮肤干细胞胞核显示蓝

色荧光。在与结膜上皮细胞共培养 10 d 后 , 皮肤干细胞显示结膜上皮细胞的标志粘蛋白 4 和角蛋白 4 阳性 ,

流式细胞术检测阳性细胞比例分别为 49.9%和 95.6%, 同时细胞还显示胞核的 Hoechst 33342 表达。【结论】灵

长类动物恒河猴的皮肤干细胞 , 在体外的适宜条件下 , 可诱导分化为有结膜上皮细胞特征的细胞。
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Rhesus Monkey Epidermal Stem Cells Labelled by Hoechst 33342 Transdifferentiate to

Conjunctival Epidermal Stem Cells
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Abstract: 【Objective】 To transdifferentiate epidermal stem cells of rhesus monkey to conjunctival epithelial

cells in vitro. To investigate a new kind of seeds of artificial conjunctive. 【Methods】Epidermal stem cells of rhesus

monkey were cultured and separated. The isolated monkey epidermal stem cells were labeled by Hoechst 33342,

and then co- cultured with conjunctival epithelial cells of rhesus monkey for 10 days. The pre - and post - co-

culture epidermal stem cells were characterized with markers of conjunctival epithelial cells, mucin 4 and keratin 4,

by immunocytochemistry and flow cytometry. And the nucleus of stem cells were detected by Hoechst 33342.

【Results】 The isolated epidermal stem cells of rhesus monkey were near 90% . After being labeled by Hoechst

33342, the nucleus of stem cells appeared blue fluorescence. After co- cultured with conjunctival epidermal stem

cells for 10 days, the epidermal stem cells were strongly positive for mucin 4 and keratin 4. and the positive cells

were 49.9% and 95.6% by flow cytometry. At the same time the nuleus of cells expressed Hoechst. 【Conclusion】In

suitable condition, epidermal stem cells of rhesus monkey can transdifferentiate to conjunctival epithelial cells by

co- culturing with conjunctival epithelial cells in vitro.
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的皮肤干细胞进行体外定向诱导分化 , 对诱导前

后的细胞进行鉴定 , 以求探索皮肤干细胞应用于

眼表重建的可能性。

1 材料与方法

1.1 实验试剂

1.1.1 上皮细胞培养所用试剂 参照文献 [ 3]配

制。在 DMEM:F12 (V∶V = 3∶1) 基础培养液中添加

如下成分: 15%胎牛血清、4 mmol/L谷氨酰胺、0.4

mg/L氢化可的松、10-10 mol/L霍乱毒素、5 mg/L转

铁蛋白、1.8 ×10-4mol/L腺嘌呤、2 ×10-11 mol/ L三

碘甲腺原氨酸、5 mg/L胰岛素、10 μg/L表皮生长

因子、105 U/L青霉素和 100 mg/L链霉素。在以上

各种成分中 , DMEM 和 F12 培养基购自美国

GIBCO公司,胎牛血清购自杭州四季清公司 , 其余

成分购自美国 Sigma 公司。

1.1.2 细胞免疫荧光所用抗体 一抗兔抗人 β1

整合素 ( BD Phamigen 公司 ) , 小鼠抗人角蛋白 15

( Chemicon 公司 ) , 兔抗人粘蛋白 4( Santa Cruz 公

司) , 兔抗人角蛋白 4(博士德公司) ;二抗 : FITC标

记山羊抗小鼠抗体 (Sigma 公司), CY3 标记山羊抗

兔抗体(博士德公司)。

1.1.3 其他 Ⅳ型胶原、Hoechst 33342 由美国

Sigma 公司提供。Transwell 双层、非接触、六孔共培

养系统产自 Costa 公司。

1.2 实验动物

健康恒河猴 2 只 , 雌性 , 3 月龄 , 体质量 3.0

kg,检证字号: 2004003, 2004006。由中山大学动物

实验中心提供。

1.3 实验方法

1.3.1 恒河猴皮肤干细胞的培养纯化 用组织块

培养法或消化培养法培养获得恒河猴表皮细胞 ,

Ⅳ胶原吸附 20 min 获得皮肤干细胞 , 并用细胞免

疫化学、RT- PCR 以及流式细胞术鉴定后待用。

1.3.2 Hoechst 33342 标记恒河猴皮肤干细胞

( 1)准备细胞 : 取纯化后的恒河猴皮肤干细胞 , 接

种在培养瓶里 , 用皮肤干细胞培养液在 37 ℃、5%

CO2完全湿度培养箱内培养。( 2) Hoechst 33342标

记细胞:弃去原培养液 ,加入含 10 mg/L的 Hoechst

33342 的皮肤干细胞培养液 37 ℃、5%CO2 完全湿

度培养箱孵育 2 h,然后用无 Ca2+、Mg2+的 PBS溶液

清洗一遍 , 加入皮肤干细胞培养液继续 37 ℃、5%

CO2完全湿度培养箱培养。( 3) Hoechst 33342标记

鉴定 :标记细胞后 , 立即在荧光显微镜下观察细胞

标记情况,用紫外光激发。阳性细胞在紫外光(353～

365 nm)激发下显示蓝色荧光( 480 nm)。

1.3.3 恒河猴结膜上皮细胞的培养 取健康恒河

猴结膜上皮 , 用含 106 U/L庆大霉素的 PBS浸泡

15 min 后 , 剪裁成 1 mm ×1 mm 的小块 , 接种在

培养瓶中 , 在 37 ℃、5% CO2 饱和湿度培养箱内培

养。

1.3.4 Transwell 共培养 利用 Transwell 双层非接

触共培养系统进行体外诱导。在 Transwell 的上层

接种培养的恒河猴原代结膜上皮细胞 , 在下层接

种有 Hoechst 标记的恒河猴皮肤干细胞 , 加入上皮

细胞培养基 ,在 37 ℃、5% CO2、饱和湿度培养箱内

培养 ,隔日换液。共培养 10 d 后 ,对诱导后的细胞

进行鉴定。

1.3.5 皮肤干细胞的鉴定 采用流式细胞仪、细

胞免疫荧光和 RT- PCR 方法。用流式细胞仪查纯

化前后的细胞中 β1 整合素和角蛋白 15 的比例 ,

细胞免疫荧光在制备细胞爬片后采用 β1 整合素

和角蛋白 15 共同标记 , RT- PCR 查 β1 整合素和

角蛋白 15 的特异性序列。

1.3.6 诱导后细胞的鉴定 细胞免疫荧光和流式

细胞术联合鉴定。细胞免疫荧光的抗体选择粘蛋

白 4 和角蛋白 4,流式细胞术检查结膜特异性标志

粘蛋白 4 和角蛋白 4 在诱导前后的变化。

2 结 果

2.1 恒河猴皮肤表皮细胞倒置显微镜观察

消化培养法培养的原代细胞在 24~48 h 贴

壁 , 混杂有成纤维细胞、毛囊等结构 , 细胞生长旺

盛 , 3~4 d 融合 , 传代后细胞约需 3~4 d 达到融合 ,

在传至第 3 代时 , 细胞基本纯化为表皮细胞 , 细胞

形态为多角形 ,排列致密。

2.2 恒河猴皮肤干细胞的鉴定

经Ⅳ型胶原粘附纯化后的快吸附细胞 , 胞体

较慢吸附细胞小 , 形态较圆 , 饱满 , 胞核大 , 胞浆

少。流式细胞仪检测纯化前后的细胞中角蛋白 15

和 β1 整合素表达的比例 : 在纯化前 , 角蛋白 15

阳性细胞的比例为 8%,β1 整合素阳性细胞的比

例为 10.7%; 纯化后 , 角蛋白 15 阳性细胞的比例

为 89.4%,β1 整合素阳性细胞的比例为 88.5%。细

胞免疫荧光法显示纯化后的细胞胞浆同时显示角

蛋白 15 和 β1 整合素阳性颗粒(图 1)。RT- PCR 检
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测显示角蛋白 15 和 β1 整合素均显示明亮的特异 性条带(图 2)。

图 1 细胞免疫荧光鉴定皮肤干细胞 :角蛋白 15 和 β1 整合素

Fig.1 Results of immunocytochemistry: CK15 and integr in β1(×200)

A: positive of integrin β1(CY3); B: positive of CK15(FITC); C: positive of integrin β1 and CK15

A B C

图 2 RT- PCR 鉴定 MESCsβ1 整合素和 CK15 mRNA

Fig.2 Character ization of mRNA of MESCs CK15 and

Integr in β1

M: Marker; 1:GAPDH( 376 bp) ; 2: integrin β1 ( 280 bp) ; 3:

CK15( 400 bp)

2.3 Hoechst33342 标记恒河猴皮肤干细胞

Hoechst33342 标记皮肤干细胞后 , 未见对细

胞有明显毒性 , 细胞无污染、过度死亡、衰老、分化

等情况。标记后 , 立即用倒置相差荧光显微镜观

察 , 在紫外光激发下 , 细胞胞核呈现蓝色荧光 (图

3) ,细胞标记率为 100%。随标记时间延长 ,细胞荧

光逐渐减弱 (图 4) , 但是 , 在实验的 10 d 内 ,

Hoechst 标记细胞胞核都可见蓝色荧光。另外 , 活

细胞在观察过程中 , 被紫外激发光激发后 , 随激发

时间延长 ,胞核荧光明显衰减。

2.4 Transwell 共培养系统诱导皮肤干细胞

Transwell 下层的部分细胞逐渐向终末分化 ,

胞体变大 ,呈现多角形外形 ,排列较为松散。

2.5 诱导后细胞的鉴定

2.5.1 细胞免疫荧光 诱导 10 d 后 , 进行粘蛋白

4 和角蛋白 4 染色 , 阳性对照选取正常第 3 代结

膜上皮细胞。诱导后的皮肤干细胞与第 3 代的结

膜上皮细胞 , 皆显示胞浆角蛋白 4 和粘蛋白 4 阳

性( CY3 标记) , 皮肤干细胞除了显示红色荧光 , 还

显示胞核 Hoechst 33342 的蓝色荧光。在形态上 ,

皮肤干细胞诱导 10 d 后 , 仍部分显示干细胞特

征 , 比第 3 代结膜上皮细胞圆 , 且胞核大 , 胞浆较

少(图 5)。

2.5.2 流式细胞术 收集诱导前后的细胞 , 用流

式细胞仪分析粘蛋白 4、角蛋白 4 阳性细胞的比

例 ,诱导前粘蛋白 4、角蛋白 4 阳性细胞<1%, 诱导

后粘蛋白 4 阳性细胞达 49.9%, 角蛋白 4 阳性细

胞达 95.6%。

3 讨 论

皮肤是人体最大的器官 , 表皮是典型的能够

自我更新的组织 , 小鼠的表皮 7 d 更新一次 , 人的

表皮 60 d 更新一遍。皮肤组织特异性干细胞 , 在

维持表皮的自我更新 , 保持皮肤正常的表皮结构

图 3 Hoechst 33342 标记 MESCs 2 h 后

图 4 Hoechst 33342 标记 MESCs 10 d

Fig.3 MESCs labeled by Hoechst 33342 for 2 h (×50)

Fig.4 MESCs labeled by Hoechst 33342 for 10 d(×100)

3 4
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与功能方面起着重要作用。皮肤干细胞在组织结

构中位置相对稳定 , 主要分布在毛囊隆突部 (皮脂

腺开口处与立毛肌毛囊附着处之间的毛囊外根

鞘)和表皮的基底层[4]。

对皮肤干细胞的纯化有多种方法 , 常用的有

根据细胞的表面抗原应用流式细胞术分选、免疫

磁珠分选法 , 以及根据干细胞的粘附特性用Ⅳ型

胶原分选。Ⅳ型胶原分选法是根据细胞是否能迅

速( 20 min 以内)粘附在 β1 整合素的配体——— Ⅳ

型胶原上,而分离纯化细胞。本研究应用Ⅳ型胶原

分选法 , 同前两种方法相比 , 该方法简便易行 , 对

细胞损伤小。并通过流式细胞仪检测了纯化前后

β1 整合素和角蛋白 15 阳性表达细胞的百分比 ,明

确纯化后干细胞比例接近 90%。

关于皮肤干细胞的表面分子标记仍是一个有

争议的领域。普遍认为β1 整合素可以保持角质细

胞在未分化状态 , 通过 MAP 激酶信号调节角质细

胞和其他细胞的分化。整合素使细胞停留在组织

里正确的位置 , 整合素表达的丧失或改变则导致

干细胞的分化或凋亡[5]。目前,β1 整合素作为克隆

形成细胞的标记已经被用作其他鉴定标记的基

础。为了提高鉴定的灵敏性和特异性,往往采取几

种标记联合应用的方法。角蛋白 15 是最近发现的

在毛囊隆突部表皮干细胞高表达的另一种分子标

记[6]。本研究采用β1 整合素联合角蛋白 15 两种分

子标记, 分别通过细胞免疫荧光、RT- PCR 和流式

细胞术 3 种不同的方法 , 从形态免疫学水平、RNA

水平和蛋白水平检测了这两种标记的表达 , 明确

鉴定了表皮干细胞。

人们的传统观念认为成体干细胞局限于生成

他们所在组织的分化细胞类型。直到 1997 年的核

移植实验发现成体干细胞的胞核能被重新编排发

育程序[7]。自此,一系列实验证实,从一个组织来的

成体干细胞不仅能分化成该组织的分化细胞 , 而

且能被诱导分化成另外一个组织的分化细胞 , 即

成体干细胞的可塑性。这些研究结果打破了成体

干细胞发育限制性这一传统观念。

皮肤干细胞作为一种成体干细胞 , 同样有可

塑性。研究证实 , 在适宜的实验条件下 , 人皮肤干

细胞能转化角膜上皮细胞[8]。与皮肤干细胞、角膜

上皮细胞一样 , 结膜上皮细胞在胚胎起源上也来

源于体表外胚层,具有转化的可能性。我们设计本

研究 , 用灵长类动物恒河猴的皮肤干细胞 , 体外与

恒河猴结膜上皮细胞进行非接触共培养 , 观察在

结膜上皮细胞生长的微环境内 , 皮肤干细胞是否

能向结膜上皮细胞横向分化。本实验选取的结膜

上皮细胞的分子标志是黏蛋白 4 和角蛋白 4。粘蛋

白 4 在胃、肠、胆囊等黏膜组织广泛表达 , 在眼部

的角膜和结膜上皮皆有表达 , 尚无研究表明在皮

肤上皮有表达。而角蛋白 4 是一种细胞骨架蛋白,

特异性表达于结膜上皮[7]。通过对这两种分子标志

的细胞免疫化学和流式细胞术检测 , 证实恒河猴

皮肤干细胞通过 Transwell 共培养系统 , 与结膜上

皮细胞共培养后 , 从不表达这两种蛋白分化为表

达这两种蛋白的细胞 , 为转化为结膜上皮细胞提

供了有力的证据。

在干细胞的横向分化研究中 , 常有关于诱导

后细胞来源的疑问 , 即是否存在共培养系统中诱

导细胞对被诱导细胞的污染 , 转化后的细胞是否

确实来源于干细胞。所以 ,对干细胞的示踪是一个

重要问题。本研究采用 Hoechst 33342 标记细胞胞

核。Hoechst 33342 是一种 DNA染色剂 ,主要与 A-

T碱基对结合。Hoechst 几乎能染所有的细胞胞核 ,

对细胞毒性小[10]。目前 , Hoechst 33342 被广泛应用

于标记胚胎干细胞、神经干细胞、骨髓间充质干细

胞、皮肤干细胞等 [10,11]。Hoechst 33342 标记细胞在

荧光显微镜下可以直接观察细胞 , 对细胞毒性小 ,

标记细胞阳性率高 ( 100%) , 不需筛选阳性细胞 ;

缺陷是 :①细胞在活体观察时 , 经激发光激发后 ,

图 5 Hoechst 33342 标记 MESCs 诱导 10 d 后 , 粘蛋白 4

染色阳性

Fig.5 Induction of MESCs labeled by Hoechst33342 for

10 days, positive of mucin 4(×200)

A:Nuleus labeled by Hoechst; B:cytoplasm is positive for mucin 4

(Cy3); C:A and B (Hoechst+Cy3); D:positive control: 3 passage of

conjunctiva epithelial cells

A B

C D
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[1]

[2]
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[4]

荧光逐渐减弱 ;②皮肤干细胞能逐渐排出 Hoechst

33342, 标记的细胞荧光随标记时间延长而逐渐减

弱。但是 ,在本实验进行的 10 d 内 ,皮肤干细胞的

Hoechst 虽有衰减 ,仍保持了胞核的蓝色荧光。

本研究通过把带有 Hoechst 33342 标记的恒

河猴皮肤干细胞在体外横向诱导分化为结膜上皮

细胞 , 为组织工程结膜提供了新型的种子细胞 , 并

为严重结膜损伤眼表疾病的治疗展示了曙光。
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