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眼表包括健康的眼表上皮细胞和完整的泪

膜。其中 ,眼表上皮细胞又包括角膜上皮细胞和结

膜上皮细胞 , 二者的健康状态不仅可保障正常的

眼表 , 还有维持完整泪膜的重要作用。此外 , 结膜

上皮细胞既可分泌大量的电解质、水和黏蛋白参

与构成泪膜 , 又可从泪膜中吸收电解质、水和其他

复合物 , 从而调节泪膜的成分 [1]。当结膜受到物理

或化学损伤时 , 不但破坏眼表上皮的完整性和分

泌功能 , 还可造成结膜的粘连和瘢痕形成。目

前 , 虽然有自体结膜移植、唇黏膜移植、异体羊

膜移植等治疗方法的报告[2]。但是自体结膜来源受

限 , 唇黏膜和异体羊膜缺乏结膜组织的功能 , 效

果欠佳。因此 , 我们采用组织工程学技术 , 利用

皮肤干细胞体外诱导分化构建人工生物结膜 , 尝

人皮肤干细胞体外诱导分化构建人工结膜的实验
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摘 要 :【目的】观察皮肤干细胞在结膜去细胞基质上的生长和分化情况 , 探讨利用皮肤干细胞及结膜去

细胞基质构建人工结膜的可能性。【方法】将体外分离培养的1～2 代人皮肤干细胞接种于人结膜去细胞基质

上 , 在体外观察细胞的分化情况。标本分别行 HE 染色、人上皮细胞角蛋白 CK19 单克隆抗体、结膜上皮细胞特

异性标记蛋白 CK8 抗体、CK13 抗体、MUC5A/C抗体免疫组化鉴定。【结果】皮肤干细胞在结膜去细胞基质等

模拟的体外微环境下可形成类似结膜上皮细胞的复层增生 , 并有类结膜上皮细胞特异性标记蛋白表达 , 呈

CK8 抗体、CK13 抗体、MUC5A/C抗体表达阳性。【结论】利用皮肤干细胞可在体外模拟的微环境下分化构建

人工结膜 , 用于结膜移植眼表重建。
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Transdifferentiation of Skin Stem Cell in Reconstructing Ar tificial Conjunctiva
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(Corneal Department, Zhongshan Ophthalmic Center, SUN Yat- sen University, Guangzhou 510060, China)

Abstract:【Objective】 To observe the differentiation and development of skin stem cells on conjunctival

extracellular matrix (ECM) and to discuss the possibility of reconstructing artificial conjunctiva with skin stem cells

as the seed cells.【Methods】Pieces of human skin were obtained during operation. And pieces of human conjunctival

ECM without epithelium were prepared. The human skin stem cells of the first generation to the second generation

were implanted on the human conjunctival ECM. The compound membrane were sliced and underwent

immunohistochemistry with human CK8, CK13, MUC5A/C antibody corresponding to the specific surface marker to

human conjunctival epithelium, and human dermatic epithelial cell keratin CK19 monoclonal antibody. 【Results】

Since the 3rd day of culture, the cultured human epithelial cells formed a monolayer , after 7 days formed

multiplayer, and histological examination showed intact multiplayer epithelium were human CK8, CK13 antibody and

human MUC5A/C antibody positive.【Conclusion】Conjunctival epithelium can be reconstructed from skin stem cell,

which may be an alternative for constructing autogenous bioengineered conjunctiva for the clinical therapy of ocular

reconstruction.
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试解决该问题。

1 材料和方法

1.1 材 料

人皮肤材料均取自于人包皮环切术切除的包

皮。上皮细胞培养液参照文献[3]配制。在 DMEM:

F12(V∶V = 3∶1)基础培养液中添加如下成分:15 mL/

100 mL胎牛血清、4 mmol/L 谷氨酰胺、0.4 μg/mL

氢化可的松、5 μg/mL转铁蛋白、5 μg/mL胰岛素、

10 ng/mL表皮生长因子、100 U/mL 青霉素和 100

μg/mL链霉素。DMEM和 F12 培养基、Ⅱ型组织酶

(Dispase Ⅱ)、2.5 g/L胰酶、购自美国 GIBCO 公司,

胎牛血清购自杭州四季清公司,表皮生长因子购自

上海生物工程有限公司 , 其余购自美国 Sigma 公

司。人上皮细胞角蛋白 CK19 单克隆抗体、人结膜

上皮细胞角蛋白 CK8 抗体、人结膜上皮细胞角蛋

白 CK13 抗体 ,购自福州迈新生物技术开发有限公

司。人结膜杯细胞黏蛋白 MUC5A/C抗体 , 购自美

国 Sigma 公司。荧光 FITC标记试剂、荧光 CY3 标

记试剂,购自美国 Sigma 公司。

1.2 人皮肤干细胞的分离和培养

取无菌手术获得的包皮皮片 , 用加有 1×103

U/mL青霉素不含钙镁的 PBS冲洗 3 次, 剪除皮下

组织 , 并剪成 2 mm×4 mm皮条 , 浸泡于 2.5 g/L

DispaseⅡ, 置于 4 ℃过夜。次日 , 用眼科镊撕取表

皮皮片 , D- Hank’s 液冲洗 3 次 , 并用眼科显微剪

将其剪成 1 mm×1 mm碎片 , 加入2.5 g/L胰酶 , 37

℃消化 5～10 min, 用滴管吹打使细胞脱落 , 加入上

皮细胞培养液中止消化 , 200 目细胞筛过滤得细胞

悬液 , 收集细胞悬浮液,置于离心管内 ,以 1 500 r/

min 离心 5 min,获得消化下来的皮肤上皮细胞。将

其以 1×106 /mL接种于Ⅳ型胶原( 100 μg/mL)铺底

的培养瓶 ,于体积分数 5%CO2 37 ℃细胞培养箱待

细胞贴壁 2 h 后 , 去除未贴壁细胞 , 加入新的上皮

细胞培养液,培养 1～2 d 换液 1 次。取 1～2 代细胞

作为种子细胞。

1.3 人结膜去细胞基质的制备

将尸体眼取得的结膜用含 1×103 U/mL 青霉

素 , 2.5 mg/L两性霉素无钙镁 PBS浸泡约 30 min,

2.5 g/L DispaseⅡ, 37 ℃消化 1～2 h, 再用 2.5 g/L

胰酶、0.2 g/L EDTA37 ℃消化5～10 min, 完全去除

上皮细胞 , 1 g/L戊二醛室温交联约 5 min, 之后用

DNA酶 37 ℃消化 4 h, PBS冲洗 3 次 ,- 20 ℃冻存

待用。

1.4 人结膜组织匀浆上清液的制备和提取

将尸体眼取得的结膜用含 1×103 U/mL 青霉

素 , 2.5 mg/L两性霉素无钙镁 PBS冲洗 3 次 , 用眼

科剪充分剪碎 ,置于- 30℃～- 40℃( 48 h) , 常温完全

解冻(反复 3 次) ,高速匀浆 ,以3 000 r/min 离心 25

min,取上清液透析 48 h, 将获得的透析液过滤除

菌、分装 , - 20℃冻存待用。

1.5 人皮肤干细胞在人结膜去细胞基质上的生长

和分化

将冻存的人结膜去细胞基质常温解冻 ,用 PBS

反复冲洗 3 次,吸尽基质膜表面残留的水分 ,取 1～

2 代人皮肤干细胞 , 将细胞密度调整至1×104 /mL

接种于结膜去细胞基质膜上, 待细胞贴壁 2 h 后 ,

去除残留的细胞悬液 , 加含 100 g/L人结膜组织匀

浆上清液的上皮细胞培养液 , 体积分数 5%CO2
37℃细胞培养箱培养 , 隔天换液。取培养后 3、7、

14 d 的基质膜标本行冰冻切片, 并行 HE 染色、人

CK8 抗体、人 CK13 抗体、人 MUC5A/C抗体行免疫

组化鉴定 , 用荧光 FITC标记试剂、荧光 CY3 标记

试剂分别标记。

2 结 果

2.1 皮肤干细胞的分离和体外培养

将分离的皮肤上皮细胞接种于Ⅳ型胶原( 100

μg/mL)铺底的培养瓶 , 约 30 min 后有部分细胞贴

壁 , 并呈多角形伸展 , 细胞胞体较小 , 胞核大而圆 ,

核浆比例大,该细胞为皮肤干细胞。经 2 h 后干细

胞聚集成岛状成长(图 1A)。原代皮肤干细胞经 2

周左右可达 80%融合 , 可行消化传代 , 传代后细胞

生长约 7～10 d 后即可消化传代。

2.2 皮肤干细胞爬片免疫组化鉴定结果

人 CK19 单克隆抗体染色阳性 , 人 CK8、CK13

单克隆抗体不显色(图 1B)。

2.3 结膜去细胞基质膜 HE 染色结果

可见该基质膜为与结膜厚度相近的组织膜 ,

且无残留的细胞成分(图 1C) , 故可作为皮肤干细

胞的载体膜体外构建人工结膜 , 从而避免了残留

结膜上皮细胞对该试验的干扰。

2.4 皮肤干细胞在结膜去细胞基质膜上的生长

和分化
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接种于结膜去细胞基质膜的皮肤干细胞约

1～2 h 后可贴壁 , 去除残留的细胞悬液后 , 该复合

基质膜呈半透明 , 培养 3 d 后干细胞在基质膜表

面形成大片单层细胞膜片(图 1D) , 此时改为气液

接触培养 , 7 d 后干细胞呈复层增生。取培养 7～

14 d 后的复合基质膜行冰冻切片 , 分别行 HE 染

色、人 CK8、CK13、MUC5A/C抗体染色、荧光标记 ,

可见该复合基质膜表面细胞呈复层生长约 3～5

层 , CK8、CK13、MUC5A/C抗体染色均呈阳性 (图

1E～H)。

图 1 人皮肤干细胞培养、鉴定、在结膜去细胞基质膜上的接种

Fig.1 Culture, identification, and implantation of human skin stem cell

A: Cultured skin stem cell in vitro, 2 hours later the cell aggregated island proliferation. The cell is polygonal and the cytoplasmic nuclear

ratio is higher (inverted microsco, ×200); B: CK19 antibody immunohistofluorescence identification of skin stem cell, the cytoplasma were labeled

by FITC, the nucleus were labeled by Hoecheste33528 (confocal microscopy,×400); C: Conjunctival extracellular matrix (ECM) without epithelium

(HE, ×200); D: 3 days later after skin stem cell were implanted on the conjunctival ECM, the cell proliferated monolayer (inverted microscope, ×

200); E: 7 days later after skin stem cell were implanted on the conjunctival ECM, the cell proliferated stratified (FS. HE ×200); F: 7 days later

after skin stem cell were implanted on the conjunctival ECM and CK8 antibody immunohistofluorescence identification , the cell were labeled by

FITC (fluorescence microsco, ×200); G: 7 days later after skin stem cell were implanted on the conjunctival ECM and CK13 antibody

immunohistofluorescence identification, the cell were labeled by FITC (fluorescence microscope, ×200); H: 7 days later after skin stem cell were

implanted on the conjunctival ECM and MUC5A/C antibody immunohistofluorescence identification, the cell were labeled by CY3 (fluorescence

microscope, ×200); I: Normal conjunctiva (paraffin section, HE,×200)

A B C

D E F

G H I

3 讨 论

作用于结膜的内源性和外源性损伤均可引起

结膜瘢痕化和眼表功能紊乱[4]。眼表重建不仅可恢

复正常的眼表上皮结构 , 还有助于重建完整的泪

膜 , 从而恢复眼表的生理功能 , 其中结膜的重建对

于恢复泪膜的生理功能起着重要的作用。20 世纪

70 年代 Straud[5 ]曾将结膜冷冻干燥后行同种异体

结膜移植术,他认为虽然 , 冷冻干燥的结膜细胞结

构被破坏后,抗原性明显降低 ,但这种结膜因其细

胞结构存在, 移植后虽不发生急性免疫排斥反应,
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但仍可能存在慢性免疫排斥反应。因此,探索出既

保留正常结膜形态结构、生理功能、低抗原性的结

膜替代材料成为眼表重建中需解决的重要难题。

3.1 生物工程学进步为研究的深入提供了机会

各种组织中存在着多潜能的成体干细胞,具有

以同一胚层或跨胚层的形式向多种类型组织分化

发育的能力 [6,7] ,而这种能力与细胞所处的微环境

有关。本研究利用皮肤干细胞作为种子细胞 ,结膜

去细胞基质为载体 , 在体外模拟结膜增殖、分化的

微环境 , 从而诱导有多项分化潜能的皮肤干细胞

向同一胚层来源的结膜上皮细胞分化。该去细胞

基质膜由于去除了细胞成分 , 大大降低了抗原性 ,

可用于组织修复移植。去细胞基质是一种细胞外

的大分子超复合结构,主要由胶原蛋白、蛋白多糖

及糖蛋白 3 种成分组成。有学者发现,去细胞基质

在创伤的修复过程中起着至关重要的作用,它并非

一种被动无活性的结构支架,而是一种活泼的动态

物质,可影响细胞分化、增殖、粘附及形态变化等一

系列生物学过程[8,9] 。去细胞基质不仅起支架和连

接作用,也在调节参与创面愈合的各种生长因子和

细胞功能上发挥作用[10 ] 。

3.2 微环境对干细胞诱导的影响

本研究正是利用结膜去细胞基质对皮肤干细

胞的微调控作用及创伤修复的作用构建人工结

膜,以用于眼表重建。该方法不但提供细胞增殖的

载体 , 而且构建了类似结膜上皮细胞在体内分化

的微环境,从而保障细胞可靠的定向分化。实验结

果显示 , 诱导后的皮肤干细胞可在结膜去细胞基

质膜上复层生长并分化为类结膜上皮细胞 , 表达

结膜上皮细胞特异性标记蛋白 , 呈 K8、K13、

MUC5A/C阳性。但由于实验中采用标本的冰冻切

片行免疫组化鉴定 , 组织切片中细胞排列较为疏

松。据文献报道,结膜组织中单层的结膜上皮细胞

表达特异性角蛋白 K8, 复层上皮细胞表达特异性

角蛋白 K13[11]。结膜杯状细胞分泌黏蛋白 , 并表达

MUC5A/C抗体[12]。结合该实验的结果可判断体外

构建的人工结膜与正常结膜组织具有较高的相似

性。

3.3 临床应用前景

基于本研究的结果 , 在临床可考虑利用患者

自身皮肤干细胞体外诱导构建人工结膜用于眼表

重建移。因该合成的生物结膜不仅可提供健康的

结膜组织成分 , 以恢复其形态结构和生理功能 , 还

可降低其抗原性从而保障移植的成功。因此,该方

法在临床治疗由于物理或化学等因素造成的结膜

损伤具有良好的前景。但关于该生物膜在体外构

建中细胞诱导分化的机制及在动物体内的诱导分

化情况还有待于我们进一步的试验研究。
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