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摘 要
:

【目的】探索体外定向诱导人胚胎干细胞 (h E s 细胞 )分化为表皮样干细胞的条件
,

为研究其定向分化

机理及寻找新的皮肤组织工程种子细胞奠定基础
。

[方法】将人胚胎干细胞单独 (对照组 )或与人羊膜上皮面向上全

铺或半铺布半孔底共培养 4 一 s d
,

观察其形态变化并分别用 田 整合素
,

c 1K 5 及 c 1K 9 免疫组化检测人胚胎干细胞

向表皮样干细胞的分化
。

【结果】人胚胎干细胞与人羊膜共培养 4 一
s d 后

,

在人羊膜上皮面形成表皮样干细胞集

落
,

表达高水平的表皮干细胞特异标记物 田 整合素
、

c 1K 5 和 c 1K 9
。

在无羊膜覆盖处
,

细胞贴壁生长
,

形成单层表

皮样细胞
,

细胞呈多边形
,

排列紧密
,

大部分细胞表达 即 整合素
。

对照组大量细胞死亡
,

未见 印 整合素阳性细胞
。

【结论】在体外人羊膜可定向诱导人胚胎干细胞分化为表皮样干细胞
,

并提示在羊膜上皮面的细胞克隆可能是表皮

样干细胞
,

而贴壁生长的细胞可能大部分是表皮样瞬间放大细胞
。
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胚胎干细胞 (
e m b叮o n i e s t e m 。 e l l s

,

E s c e ll s
) 是

从胚泡的内细胞团或桑棋胚分离获得的全能干细

胞 ; 近年国内外学者先后建立多种动物和人的 E S

细胞系
11 一 , ’ 。

由于 E S 细胞在体内能分化为包括生殖

细胞在内的来源于 3 个胚层的所有组织细胞
,

为人

类某些疾病的替代治疗带来新的曙光
。

如何诱导

E S 细胞定向分化为单一的
、

特定的细胞是 目前研

究的焦点
,

这不仅为组织工程和组织器官的替代治

疗提供新的种子细胞
,

而且为体外研究细胞分化发

育规律及其基因调控提供实验模型
。

已有研究表

明
,

在体外
,

E S 细胞可诱导分化为神经元
,

造血细

胞
,

成骨细胞
,

软骨细胞
,

心肌细胞
,

血管内皮细胞

等多种类型的细胞
,

但人胚胎干细胞 ( hu m an e m
-

b尽 o n i C s t e m e e ll s ,

h E s e e l l s ) 分化为表皮样干细胞

未见报道
。

我们在成功建立中国人胚胎干细胞系 (hC ian

h u m a n e m b汀 o n i e s t e m e e ll s ,

C H E e el l s )和人羊膜可

诱导小鼠 E S 细胞定向分化为表皮样干细胞的基础

上 【3, 4 ’ ,

研究 h E S 细胞定向诱导分化为表皮样干细

胞的条件
,

为研究其分化调控的机理及寻找新的皮

肤组织工程种子细胞奠定基础
。

1 材料和方法

1
.

1 材 料

人胚胎干细胞的 CH E Z 由中山大学附属第二

医院干细胞研究中心黄绍良教授提供
L, ’

。

细胞培养

试 剂
:
高 糖 D M E M (D

u l b e e e o ’ 5 m o d i if e d Ea
gl

e ’ 9

m e d i u m
,

h i gh g l u e o s e
)

,

人白血病抑制因子 (h
u m a n

l e u k e m i a i n h ib i to斗 fa e t o r ,

u F ) 购自 G IB C OB RL 公

司
。

非必需氨基酸
,

胎牛血清
,

L
一

谷氨酞胺
,

胰蛋白

酶为 H y C l o n e
公司产品

。

刀琉基乙醇为 S i gm a
公司

产品
。

丝裂霉素 C 购自日本发酵株式会社
。

小鼠抗

人 的单 克 隆抗体 S S EA
一

1
、

S S E A
一

4
、

rT a 一

l
一

6 0
、

G C T M
一

2 由美国芝加哥大学 D r
.

B ur
e e L a h n

惠赠
。

新

生牛血清购自杭州四季清公司
。

小鼠抗人 即 整合

素为 p h a

mr i n g e n
公司产品

。

小鼠抗人 CK 15
,

CK 1 9

为 D AK O 公司产品
。

生物素结合的兔抗小鼠的 I g G

为 V e e to :
公司产品

。

1
.

2 人胚胎干细胞的培养及鉴定

hE S 细胞完全培养液为高糖 DM EM
,

补加 2 0 0

m L / L 胎牛血清
,

10 x 10 , U / L 白血病抑制因子

( L IF )
,

0
.

1 m m o l / L 刀琉基乙醇
,

2 m m o l / L L
一

谷氨

酞胺
,

0
.

1 m m o l / L 非必需氨基酸
,

10 x 10
4
U / L 青

霉素和 10 0 9 / L 链霉素
。

置体积分数为 5 % C 0
2

培

养箱中 37 ℃培养
。

细胞用 40 m g / L 多聚甲醛 ( p H

7
.

4 )在 4 ℃下固定 3 0 m i n
,

按免疫组化 S AB C 法检

测阶段特异性胚胎抗原 (SS E A
一

1
、

SS E A
一

4 )
、

肿瘤抵

制抗原 ( Tar
一

1
一

60) 及 生殖 细胞肿瘤基质抗原

(G C T M
一

2) 的表达
,

第一抗体工作浓度为 1 :
50

。

核型

分析
:
加人秋水仙碱后

,

用低渗氯化钾破膜
,

经冰醋

酸
一

甲醇固定
,

进行 iG e m sa 染色
,

并进一步显带
。

1
.

3 羊膜制备

按照文献 【4] 的方法在无菌条件下
,

取健康足

月妊娠剖腹产的羊膜
。

用含庆大霉素的 P B S 反复冲

洗去除血污后
,

转移到 D ME M 液中
。

依培养板孔径

的大小将人羊膜剪成圆形或半圆形的羊膜片
,

大约

可完全或一半覆盖培养孔底面积
,

使羊膜上皮面向

上铺布全孔底或半孔底
,

无羊膜为对照组
。

然后加

人无 ll F 的 h E S 细胞培养液
。

在 3 d 内可接种细

胞
。

1
.

4 体外诱导分化

取脱离饲养层培养的 hE S 细胞
,

按细胞数 s x

10 “ / L 接种到铺有羊膜 (实验组 ) 或无羊膜 (对照

组 )的培养孔中
,

加人无 U F 的 h E S 细胞培养液
,

隔

天换液
。

1
.

5 免疫组化鉴定

取体外诱导第 4 一 5 天的细胞用 40 m g / L 多聚

甲醛 ( p H 7
.

4 ) 在 4 ℃下 固定 3 0 m i n
,

经 p B s 洗 3

次
。

按免疫组化 SA B C 法检测 印 整合素
、

细胞角蛋

白 c K 1 5 及 CK 19
。

第一抗体工作浓度分别是
:
小鼠

抗人 p l 整合素 1 : 5 0 ;小鼠抗人 C K 15 及 C K 1 9 均为

1 : 10 0
。

2 结 果

2
.

1 皿S 细胞的形态学及鉴定

在饲养层上 hE S 细胞呈巢式生长
,

集落较扁
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平
,

呈圆形
,

椭圆形或不规则形
,

细胞排列紧密
,

核

大
,

胞浆少
。

h E S 细胞集落分别呈 sS E A
一

4
、

T ar
一

1
一

60
、

G C T M
一

2 免疫反应阳性和 S S E A
一

l 为阴性
。

在 阳性

对照组中
,

小 鼠 1E 4 胚胎干细胞呈 SS E A
一

1 阳性
。

染

色体核型分析 e H E Z 为 4 6
,

x x (图 l )
。

2
.

2 诱导后细胞形态学特征

共培养 4 一 s d 后
,

贴附在羊膜上皮面上的细

胞呈集落生长
,

形成许多大小形态不一的克隆
,

多

为圆形或椭圆形
。

克隆贴附不牢
,

易脱落
。

在半铺孔

未被羊膜覆盖处
,

可见单层上皮样细胞
,

胞体较大
,

多边形
,

排列紧密
,

边界清晰
,

胞核饱满居中 (图

2 )
。

培养到 6 一 7 d
,

细胞逐渐死亡脱落
。

对照组细

胞培养 3 d 后
,

大量细胞死亡
,

残留细胞形态各异
,

大小不一
,

不形成单层上皮样细胞
。

2
.

3 免疫组化检测

生长在羊膜上皮面的细胞克隆呈现 印 整合素

强阳性
,

C K 19 和 C K巧 阳性
。

生长在无羊膜覆盖处

的上皮样细胞呈强弱不一 的 印 整合素阳性反应

(图 2 )
,

而在上述对照组中染色呈 阴性
。

3 讨 论

胚胎干细胞是全能干细胞
,

具有分化为机体所

有组织细胞的潜能
。

已有研究表明
,

胚胎干细胞可

定向诱导分化为造血细胞
、

神经细胞
、

心肌细胞

等
。

至于能否定向诱导为表皮样细胞尚未见报道
。

19 9 6 年
,

B a g u t ti 等
`, ’
用 小鼠 E s 细胞形成拟胚体

后
,

在 2 一 巧 d 及 lZ d 分别有细胞角蛋 白 C K S 和

e K r g
,

e K l o 和 e K 14 的表达
。

我们的结果表明
,

人

羊膜可定向诱导人胚胎干细胞分化为表皮样干细

胞
,

呈 p l 整合素强阳性
,

C K 1 9 和 e K 1 5 阳性
。

表皮的角质形成细胞可分为表皮干细胞
、

瞬间

放大细胞
、

有丝分裂后细胞和终末分化细胞
`6 ’ 。

表

皮干细胞具有高度的自我更新能力
,

对维持表皮的

再生和修复具有重要功能
。

过去的观点认为表皮干

细胞位于表皮的基底层
,

呈 即 整合素呈强阳性
。

新

近的研究表明
,

表皮干细胞位于毛囊上部皮脂腺与

立 毛肌之间的毛囊隆突部位 vlI
,

在无毛皮肤 (前掌

和后掌 )则位于覆盖真皮乳突表面的基底层
“ ’ 。

表

皮干细胞呈 印 整合素强 阳性
`61 ,

并表达 c K巧 和

C K 19 阳性
`.7 9 ’ 。

位于毛囊隆突部位的表皮干细胞可

向表面迁移形成角化细胞
,

向深部迁移可分化为毛

囊和皮脂腺 ! 7】
。

至于能否分化为汗腺至今仍然不清

楚
。

基于生长在羊膜上皮表面的人胚胎干细胞具有

较强的克隆形成能力
,

并呈 即 整合素强 阳性
,

C K巧 和 CK 19 阳性
,

表 明它们可能是表皮样干细

胞
。

至于生长在无羊膜覆盖处的贴壁生长
、

排列紧

密的多边形细胞
,

呈强弱不一的 印 整合素阳性
,

提

示它们的大部分细胞在没有羊膜覆盖的培养孔底

部贴壁生长
,

促使其向 TA 细胞分化
。

它们的生长

分化情况与 iM hc el 等
9̀ ,
的人表皮细胞的培养结果

相似
。

在个体发育过程中
,

诱导分化是在胚胎正常发

育过程中最重要
、

最基本的现象
。

细胞分化是高度

有序的
,

是基因表达在时空差异上引起的
,

在不同

发育阶段
,

不同组织
,

不同部位的细胞表现出不同

的形态
,

不同的生长方式和不同的功能
。

这种差异

还受到细胞外环境的影响和调控
。

人羊膜从早期胚

泡开始
,

一直包围胚泡的外胚层或胚胎的表皮
,

它

可能对外胚层或表皮的分化发育有重要影响
。

研究

表明
,

人羊膜的基膜含有 W型
、

V型胶原和层粘连

蛋白
,

人羊膜的上皮细胞分泌碱性成纤维细胞生长

因子
,

表皮生长因子
,

p 转移生长因子
,

白细胞介素
一

1
,

4
,

6
,

8
,

内皮素等多种细胞因子
’̀ ” ,

川
。

这些 因子

具有促进表皮生长
,

加速伤口愈合的作用
,

W型胶

原具有维持表皮样干细胞的干细胞特性并促进干

细胞集落的形成
。

上述成分可能与人胚胎干细胞定

向分化为表皮样干细胞有关
。

至于人羊膜中哪种或

哪些 因素能诱导人胚胎干细胞定向分化为表皮样

干细胞尚待进一步研究
。

我们在实验中观察到
,

那

些没有跟羊膜直接接触的人胚胎干细胞能分化为

表皮样细胞
,

这提示
,

人羊膜分泌的可溶性物质可

能对人胚胎干细胞向表皮样干细胞分化有重要作

用
。

在体内
,

人羊膜没有直接接触外胚层或胚体的

体表
,

如果它对后者的发育分化有影响的话
,

也可

能是其分泌的可溶性物质经羊水起作用
。

我们的实

验初步可得出下列结论
:
人羊膜诱导 hE S 细胞分化

为上皮样细胞
,

在羊膜上皮面有上皮样干细胞形

成
。

(本文图 1
,

2 见插页 1
.

F i g
.

l
,

2
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i
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P a g e l )

参考文献
:

汇l ] Ev a n s M J
,

aK
u
fm

a n M H
.

E s t a
b li

s h m e n t in e u l t u re
o f

p l u ir p o t e n t e e
ll

s

ofr m m o u s e e m b叮 0 5 〔J ]
.

N a t u
re

,

1 98 1
,

2 9 2 (5 8 19 )
: 15 4

.

[2 ] 仆
o m o s o n J A

,

I t
s k o v i t z E J

,

s h
a p ior 5 5

, 。 t a
z

.

E m b叮 o n i e

(下转第 10 3 页 t o p a
罗 1 0 3 )



第 2期 梁玉香
,

等
.

H
一

89 和 w
o rt m an in n

对霍乱毒素促进受损视网膜节细胞存活作用的影响 10 3

活
`” ’ ,

还可通过磷酸化
c a s p a s e g 和 FK H R L I 直接或

间接抑制死亡相关基因表达
,

而起抗凋亡作用
`川

。

P I3
一

K 抑制剂 w o r tm a n n i n 能部分阻断 e T x
对损伤后

R G C S 的促存活作用
,

说明 C xT 对损伤后 RG C S 的

促存活作用与 PI 3
一

K 激活亦有关系
,

因此
,

我们实

验中的 C xT 促进受损 R G C s 的存活 的作用可能是

通过
c A M P 激活 P K A

一

C R E B 或 / 和 IP 3
一

K
一

A kt 两个

通路实现 的
。

H
一

89 的作用要比 wo
rt m an in n 的作用

强大一些
,

前者几乎是完全抑制而后者是部分抑

制
,

说 明 PI 3
一

K
一

A kt 通路极 有 可 能是 一 部分是

PK A
一

CR E B 的下 游信号途径
:
即 CxT 升高视网膜

c A M P 后
,

通过激活 PK A
一

CR E B通路
,

然后作用于

PI 3
一

K
一

A kt 和其它 的信号转导通路而实现对受损

R G sC 的促存活作用
。

由于胞内信号系统的相互作

用十分复杂
, 。 A M P 是否还通过其它途径起作用

,

尚

待进一步深人研究
。
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