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摘 要!"目的# 探讨胚胎干细胞源性的表皮干细胞在腹腔微环境中的分化情况-为研究其在不同微环境中
的分化稳定性和全能性及寻找新的皮肤工程种子细胞奠定基础1 "方法$ 小鼠 23 2%* 细胞与人羊膜共培养 * 4
& 5-定向诱导其分化为表皮样干细胞克隆-它们呈 6% 整合素789%& 和 89%’ 阳性-移植入裸鼠腹腔1 对移植后
细胞的分化情况进行形态学和 82:789%"789%0789%’ 免疫组织化学观察1%结果$ 小鼠胚胎干细胞源性表皮样
干细胞在裸鼠腹腔内 % ; * 周-细胞分化为由单层或复层上皮样细胞构成的管状和泡状结构1 种植 & 周后-除上
述结构外-可见角化复层扁平上皮7毛囊样7汗腺样及皮脂腺样等结构1免疫组化表明汗腺样结构分别呈 82: 和
89%0 阳性-而角化复层扁平上皮的基底层细胞分别呈 89%’ 和 89%" 阳性1 "结论< 初步结果表明小鼠胚胎干细
胞源性表皮样干细胞在腹腔微环境下同样具有分化为角化复层上皮7毛囊样7汗腺样和皮脂腺样结构的潜能1
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皮肤组织工程是组织工程研究的前沿和难点!
人工皮肤替代物的研究是目前进展最快和最有可

能实现商品化#产业化的组织工程产品之一$ 目前
的组织工程皮肤均缺乏皮肤的附属结构缺少正常

皮肤的许多重要功能%排泄和体温调节等&!因此构
建具有皮肤附属结构如毛发#皮脂腺和汗腺的组织
工程皮肤是当前国际上急待解决的重要问题’目前
的组织工程皮肤的种了细胞多采用成体表皮干细

胞!但其只能分化形成表皮 ! (" ) #’我们以前的研究表
明人羊膜与小鼠或人的胚胎干细胞 %*+细胞&共培
养可诱导 *+细胞分化为表皮样干细胞 ! ," - #!后者于
裸鼠皮下能分化为表皮及皮肤附属结构! 但 *+细
胞源性表皮样干细胞是否具有稳定分化为表皮及

皮肤附属物的潜能! 在不同微环境下! 它们的分化
潜能是否发生变化.为此!我们把小鼠 *+细胞源性
表皮干细胞植入腹腔微环境! 研究其分化潜能! 为
研究其分化发育规律和调控机制及寻找新的皮肤

工程种子细胞奠定基础’

( 材料和方法

!" ! 材 料
*+/*(- 小鼠胚胎干细胞由 012345 677892教授

于 (:;< 年在苏格兰的爱丁堡建系 ! < #! 由中山大学
附属第二医院黄绍良教授提供’人羊膜采自中山大
学附属第一医院产房足月妊娠剖腹产的胎膜’ <=
只 >?@> A B 裸小鼠购自中山大学实验动物中心’
C0*0%高糖&#小鼠白血病抑制因子 %@DE&为 FD>!
GH>I@ 公司产品’ 丝裂霉素 G 购自日本协和发酵
工业株式会社’ 小鼠抗人 J( 整合素%KL12M4N95公
司产品&! 小鼠抗人角蛋白 (:%GO(:&P 小鼠抗人角
蛋白 (<%GO(<&# 兔抗人癌胚抗原 %G*?& 为 C?OH
公司产品! 小鼠抗人角蛋白 (=%GO(=& 购自武汉博
士德公司!生物素结合的兔抗小鼠 DNF为 Q9B372公
司产品’
!" # $%&$!’ 小鼠胚胎干细胞的复苏与培养
小鼠 *+ 细胞的培养液为高糖 C0*0 中添加

体积分数 )=R胎牛血清! ) MM7S A @谷氨酰胺! =T (
MM7S A @ J/疏基乙醇! (=U V A @ @DE! (=< V A @ 青霉
素和 (== N A @ 链霉素’ *+/*(- 细胞从 /(:= W液氮
中取出后迅速置于 ,X W水浴中解冻! 待完全融化
后移入预先加有 < M@ 培养液离心管中离心 $ ( <==
2 A M45 Y < M45" 2 Z (< BM %弃上清’加入 *+细胞培
养液混匀! 种植于塑料培养瓶中[ 或加入不含 @DE
的 *+培养液混匀! 接种于经丝裂霉素 G处理的胎
鼠成纤维细胞饲养层上’置体积分数 <R GH) 培养

箱中 ,X W培养’ )- L换液!-; L 传代’观察其细胞
形态’
!" ( 羊膜的制备和体外诱导分化
无菌条件下! 取足月妊娠剖腹产的羊膜! 用含

庆大霉素的生理盐水冲洗干净血污!转移到 C0*0
液中’ 在无菌环境下!按培养板孔径的大小将人羊
膜剪成圆形或半圆的羊膜片!使羊膜上皮面向上全
铺于 U 孔板底’ 然后加入无 @DE 的 *+ 细胞培养
液’ , \内取传代培养 -; L 的 *+细胞! 消化后计
数!按 < Y (=< 接种于铺有羊膜的 U 孔板’ 用无 @DE
的 *+培养基培养!每隔 ( ] ) \换液’ 对照组为无
羊膜培养’
!" ’ 免疫组化鉴定
取诱导分化 - ] < \ 的表皮样干细胞! -= N A @

多聚甲醛固定 ,= M45 !经 K>+洗 , 次!按免疫组化
+?>G 法检测 J( 整合素 # 细胞角蛋白 GO(: 和
GO(<!一抗工作浓度为小鼠抗人 J( 整合素 ( ^ <=[
小鼠抗人 GO(< 及 GO(: 均为 ( ^ (==’ C?> 显色’
!" ) 腹腔内移植
诱导分化 - ] < \ 的表皮样干细胞!以灭菌 K>+

轻轻洗涤 ) ] , 次! 然后吹打表皮样干细胞脱离羊
膜!收集细胞克隆!离心 $ ( === 2 A M45" 2 Z (< BM % ,
M45! =T U< N A @胰酶消化 ( M45!无 @DE C0*0 培养
基混匀! 调整细胞密度至 ( Y (=U A M@! 无菌注射器
移植入裸鼠腹腔!每只 =T < M@’ 对照组为没有经羊
膜诱导的 *+细胞’ 每周取材!连续 :周’ 移植块经
-= N A @多聚甲醛 %86XT -& - W固定 < ] ; L! 常规制
片! 石蜡包埋! 切片 < _M! 6*染色和免疫组化染
色’石蜡切片免疫组化染色采用微波法修复抗原’行
GO(;PGO(=PG*?PJ(整合素和 GO(:抗体组化’

! 结 果

#" ! 诱导后细胞形态学特征与免疫组化检测
生长于小鼠成纤维细胞饲养层的未分化 *+细

胞克隆大小不等!边缘光滑!呈圆形或椭圆形!长轴
与饲养层成纤维细胞的生长方向相同 %图 (?&’ 在
含 @DE 的 *+ 细胞培养液中! *+ *(- 细胞生长旺
盛!呈现巢式生长!集落大多呈圆形或椭圆形!边界
光滑!细胞排列紧密’ 与羊膜共培养 - \后!贴附在
羊膜上皮面的细胞呈集落生长!集落呈大小不一的
圆形或椭圆形!边缘清晰!贴附不牢!易脱落!每孔
平均约有 (== ] (<= 个克隆’ 对照组细胞培养 , \
后大量细胞死亡!残留细胞形态各异!大小不一!不
形成克隆’ 经免疫组化检测!生长于羊膜表面的细
胞克隆呈 J( 整合素强阳性%图 (>&!GO(< 和 GO(:
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图 ! "# 细胞克隆观察和表皮样干细胞克隆免疫组化
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图 = >" 观察表皮样干细胞移植入腹腔 ? 周后的组织结构

$%&’ = >" 043%5%5& 0,)@18 4,1 04* :74:* 1 3641* 1+%81*9 3- 0419 71--0 4* 350+-35434%)5 %54) 3/8)9 %53- 732%4. ? @11<0
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图 A 免疫组化检测移植块中的 B"CDBE!FDBE!G 和 BE!H 的表达

$%&’ A B"CIBE!FJBE!G 358 BE!H @1* 1 410418 /. %99:5),%04)7,19 %04* . 9 14,)80 8 N "$$P
&" 5J+ +R;3+--0./- .1 C(&<=" 5J+ +R;3+--0./- .1 *75.B+3450/ ?S<C" 5J+ +R;3+--0./- .1 *75.B+350/ ?F<E" 5J+ +R;3+--0./- .1 *75.B+350/ ?$
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均呈阳性8图 ?CMEPT

=’ = 裸鼠腹腔内移植
小鼠胚胎干细胞源性表皮样干细胞在裸鼠腹

腔内 ? U " 周形成黄豆大小的移植块V W U D 周后形
成直径 " U W *: 的植块T
=’ A >" 染色
在 ? U " 周的移植块内V 可见单层立方上皮或

复层扁平上皮构成的大小不等的管状或泡状结构V
少数结构由单层柱状上皮构成V 上皮细胞排列紧
密V核染色情况及核与胞浆的比例与正常上皮细胞

相似V未见异常增生T W U D 周后的移植块内V除上
述结构外V 还可见较典型的由基底层X 棘层和表面
角化层构成的角化复层上皮 K图 "&%X 汗腺样 K图
"=%X皮脂腺样K图 "C%X毛囊样K图 "E%等结构T
=’ K 免疫组化检测
在分化 W U D 周后的移植块中分别可见由单层

上皮细胞构成的管泡状结构呈 C(& 和 CY?S 免疫
组化染色阳性 K图 W&V =%V而角化复层扁平上皮的
基底层细胞呈 CY?F 和 CY?$ 阳性K图 WCVE%T

!"#
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! 讨 论

我们的结果表明! 人羊膜可定向诱导 #$% 小
鼠胚胎干细胞分化为表皮样干细胞& 后者呈 ’$ 整
合素()*+, 和 )*+- 阳性.在裸鼠腹腔 + / % 周&主
要分化为由单层立方和单层柱状上皮构成的管状

或泡状结构. , 周后可见角化复层扁平上皮(毛囊
样(汗腺样及皮脂腺样等结构. 腺管样结构有 )01
和 )*+2 的阳性表达&角化复层扁平上皮的基底层
可表达 )*+- 和 )*+3.目前&汗腺还没有特征性的
标记物&在皮肤病理中&人们用腺上皮的标记物如
)01()*2和 )*+2 作为汗腺标记物 ! 4 "&而 )*$- 和
)*$3 分别是表皮干细胞和表皮干细胞开始向角化
复层扁平上皮分化的标记物. 上述结果强烈提示
05 源的表皮样干细胞在腹腔微环境中仍具有分化
为角化复层扁平上皮(毛囊样(汗腺样及皮脂腺样
等结构的潜能.此外&05细胞源性表皮干细胞在裸
鼠腹腔微环境的分化发育过程与我们先前研究的

在裸鼠皮下的分化发育十分相似 ! 2 "&即在种植 % 周
前主要分化为由单层立方或单层柱状上皮构成的

管状或泡状结构& % 周以后才分化发育成角化复层
扁平上皮(毛囊样(皮脂腺样等结构. 这一结果提
示外环境的改变对 05 细胞源性表皮样干细胞的
固有发育分化过程影响不大.
近年有研究表明成体干细胞在条件改变情况

下具有多向分化潜能&可分化为不同胚层来源的细
胞&如骨髓间质干细胞分化为神经细胞(造血干细
胞分化为神经细胞等 ! - ".但过往大量实验胚胎学的
研究证明成体干细胞具有发育的限制性&即成体组
织中的干细胞只能定向分化为其所属的组织成熟

细胞&如造血干细胞能分化发育为血液系统的所有
细胞类型 ! $3 ". 我们的结果表明在腹腔微环境下&05
细胞源性表皮样干细胞能定向分化为角化复层扁

平上皮(汗腺样(毛囊样和皮脂腺样结构. 表明该
干细胞具有相当稳定的分化潜能&至于腹腔中诱导

表皮干细胞分化发育为表皮及皮肤附属结构的影

响因子及其作用机制仍不清楚&有待进一步研究.
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