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摘 要
:

【目的】探讨人胚胎干细胞源性表皮样干细胞的分化潜能
,

为研究其分化的调控机制及寻找新的人

皮肤组织工程种子细胞奠定基础
。

【方法 l 将人胚胎干细胞与人羊膜共培养 4 d
,

定向诱导其分化为表皮样干细

胞克隆
,

用胰酶消化后移植裸鼠皮下 20 d
、

30 d 及 50 d
。

对移植后细胞的分化情况进行了形态学和免疫组织化学

观察分析
。

[结果 )人胚胎干细胞源性表皮样干细胞在裸鼠皮下 2 0 ~ 3 0 d 后
,

细胞分化为由单层或复层上皮样细

胞构成的管状或泡状结构
,

它们可分别呈 C E A 和 C 1K 8 阳性
。

种植 50 d 后
,

除上述结构外
,

可见角化复层扁平上

皮
、

毛囊样
、

汗腺样及皮脂腺样等结构
。

【结论」研究结果提示人胚胎干细胞源性表皮样干细胞具有分化为角化

复层扁平上皮及毛囊样
、

汗腺样和皮脂腺样等结构的潜能
。
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表皮干细胞是表皮及皮肤附属结构的干细胞
,

具有 自我更新并不断自我增殖和分化的能力
`” ,

在

皮肤的再生修复过程中起重要作用
〔“ ’ 。

最近的研究

表明
,

出生后表皮干细胞不仅位于表皮基底层
,

还

存在于毛囊隆突部 ( B ul g e
)

,

前者只向表皮分化
,

后

者可向表皮
、

毛囊及皮脂腺分化
`3 〕。

在胚胎发育过

程中
,

表皮及附属器由表皮外胚层分化形成
,

而真

皮来自中胚层
。

我们的研究已表明
,

在体外人羊膜
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可高效定向诱导人胚胎干细胞分化为表皮样干细

胞
4̀ ’ 。

在此基础上
,

本研究旨在探讨人胚胎干细胞

( h u m a n e m b钾o n i c S t e m C e l l S
,

h E S c e l l s ) 源性的表

皮样干细胞的分化潜能
,

观察其是否具有向表皮及

其毛囊
、

汗腺及皮脂腺等附属结构分化的潜能
。

为

研究其分化发育的规律和调控机理及寻找新的人

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 ( C H E Z )由中山大学第二附属医

院干细胞研究中心黄绍 良教授提供
【“ ’ 。

细胞培养试

剂
:

高糖 D M E M ( D
u lb e e e o ’ 5 m o d iif e d E a g l e

’ 5 m e d i
-

u m
,

h i g h g lu 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 t o钾 fa e to r ,

L IF ) 购 自 G IB C O B R L 公

司
。

非必需氨基酸
,

胎牛血清
,

L
一

谷氨酞胺
,

0
.

25 %

胰蛋 白酶为 H y Clon
e
公司产品

。

月
一

琉基乙醇为

iS gm a
公司产品

。

丝裂霉素 C 购 自日本发酵株式会

社
。

兔抗人癌胚抗原 ( C
a r e i n o e m b叮 o n i e a n ti g e n ,

C E A ) 和 小 鼠抗人角蛋 白 18 ( Cy t o k e r a ti n 一s
,

c K 18) 为 D A KO 公司产品
。

生物素结合的大鼠抗小

鼠的 I gG 为 V ec t or 公司产品
。

其余试剂为国产分析

纯
。

孕小鼠
、

B A L B / C
裸鼠

。

由中山大学中山医学

院实验动物中心提供
。

1
.

2 人胚胎干细胞的培养

h F S 细胞完全培养液为高糖 D M EM
,

补加 2 0 0

m L / )L 冶牛血清
,

10
“
U / L 白血病抑制因子 ( LI )F

,

0
.

! m m ol / L 月
一

琉基乙醇
,

2 m m ol / L L
一

谷氨酞胺
,

0
.

1 m m ol / L 非必需氨基酸
,

1驴 U / L 青霉素和 100

g / L 链霉素
。

置体积分数为 5 % c 0
2

培养箱中 37

℃培养
。

4 8 h 换液
,

s d 传代
`, 〕。

l
,

3 羊膜制备

按照本实验室的方法
`4 ’
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 M EM 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
,

大约可全部或一半覆盖培养孔底面积
,

使羊膜上皮

面向土铺布全孔底或半孔底
,

无羊膜设为对照组
。

然后加人无 IL F 的 hE S 细胞培养液
。

在 3 d 内可接

种细胞
。

1
.

4 体外诱导分化及皮下种植

取脱离饲养层培养的 h E S
,

按细胞数 5 x 10
9 / L

接种到铺有羊膜 (实验组 ) 或无羊膜 (对照组 ) 的培

养孔 中
,

加入无 u F 的 h E S 细胞培养液
,

隔天换

液
。

共培养 4 d 后
,

将羊膜上皮面的细胞克隆经胰

酶消化后移植到裸鼠皮下
,

20 d
、

30 d 和 50 d 后取

材
。

1
.

5 H E 染色和免疫组织化学检测

裸鼠皮下 的移植块
,

放人 4 0 9 / L 多聚甲醛

( p H 7
.

4 )
,

在 4 ℃ 固定 5 一 s h
,

石蜡包埋
,

切片厚 5

林m
。

进行 H E 和免疫组化染色
,

免疫组化染色前先

脱蜡人水
,

0
.

01 m d / L 柠檬酸液 ( p H 6
.

0) 经微波

抗原修复后
,

行 C EA 及 C K 18 抗体组织化学
。

2 结 果

2
.

1 裸鼠皮下种植

h E S 源性 的表皮样干细胞在裸 鼠皮下的生长

情况因个体差异很大
,

有的无移植块生长 ; 生长较

好 的
,

约于 1周后可见黄豆大小的隆起
,

30 d 后隆

起增大
。

2
.

2 H E 染色

在 20 d 一
30 d 的移植块内

,

可见单层立方上皮

或单层柱状上皮构成的大小不等的管状或泡状结

构 (图 I A )
。

在 50 d 的移植块内
,

除上述结构外
,

还

可见较典型的由基底层
、

棘层和表面角化层构成的

角化复层上皮 (图 I B
,

C )
,

毛囊样 (图 I D )
、

汗腺样

(图 I E )及皮脂腺样结构 (图 I F )
。

在管泡状结构中
,

上皮细胞排列紧密
,

核染色情况及核与胞质的比例

与正常上皮细胞相似
,

未见异常增生
。

2
.

3 免疫组化检测

在 20 d
,

30 d 和 50 d 移植块内分别可 见呈

C E A (图 Z A ) 及 e K 一s (图 Z B )免疫组化染色阳性由

单层上皮细胞构成的管泡状结构
。

3 讨 论

研究 h E S源性的表皮样干细胞的分化潜能
,

又寸

将来构建有功能 的皮肤有重要 的理论和应 用价

值
。

我们模拟皮肤的分化发育过程
,

把 h E S 源性的

表皮样干细胞植人裸鼠皮下
,

使其在真皮与皮下组

织的微环境作用
,

观察其分化潜能
。

我们的结果表

明
,

人羊膜诱导人胚胎干细胞源性表皮样干细胞在

裸鼠皮下 20 d 一
30 d

,

主要分化为由单层立方或单

层柱状上皮构成的管状
、

泡状结构
。

在植人 50 d 后
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图 1 R E 染色示 h E S 源性的表皮样干细胞植入裸鼠皮下的分化
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才可见角化复层扁平上皮
,

还有毛囊样
、

皮脂腺样

和汗腺样结构
。

目前
,

汗腺还没有特异性的标记物
,

在皮肤病理中
,

人们用腺上皮的标记物如
: C E A

、

C K S 和 C K 18 作为汗腺标记物
。

在我们的实验中观

察到腺管样结构中可表达 C E A 和 C1K 8
。

上述结果

强烈提示 h E S 源性的表皮样干细胞具有分化为角

化复层上皮
、

毛囊样
、

皮脂腺样和汗腺样结构的潜

能
。

此外
,

我们的结果也表明
,

人胚胎干细胞源性表

皮样干细胞在裸鼠皮下的分化时程较长
。

即使在植

人 50 d 的植块内仍可见由单层立方上皮或柱状上

皮构成的大小不一的管泡状结构
。

表皮干细胞需要

较长的发育时间才能分化发育为表皮及附属结构
,

这与皮肤在体内的发育相似
。

已有研究表明
,

人皮

肤及附属结构的发育需时约半年
` 6’ 。

虽然本实验没有采用细胞示踪技术结合免疫

组化的双标技术取得直接证据来证明移植块组织

中的这些皮肤样结构来源于 hE S 细胞源性表皮样

干细胞
,

但在移植块内的组织
,

绝大部分是上皮细

胞构成的管泡状结构
,

角化复层扁平上皮较厚
,

由

多层细胞构成
,

而毛囊样
、

皮脂腺样结构都比较

大
。

这些结构与成年裸鼠皮肤及皮下组织中的相关

结构差异较大
。

提示这些结构很可能来源于 hE s 细

胞源性表皮样干细胞
。

目前
,

用来追踪细胞的理想

方法是用性染色体标记
。

选用带 Y 染色体的细胞

植人雌性动物体内
,

通过原位杂交 ( F ls )H 结合免

疫荧光双标法来追踪带 Y 染色体的细胞在体内的

生长发育和分化情况
。

在实验胚胎学中观察到来自

中胚层
,

由结缔组织构成的真皮直接影响表皮外胚

层细胞的迁移
、

分化
、

豁附
、

生长和皮肤附属结构的

形成
`7 ’ 。

例如
:
将鸡翅原基下的中胚层换成足的中

胚层
,

那么
,

在鸡翅原基的部位就会发育为足 ; 相

反
,

足原基的部位就会长出翅
。

另外
,

将决定羽毛或

磷的中胚层移植到胚胎眼前房
,

可使角膜产生羽毛

或鳞
。

另有研究表明
: 细胞外基质各种成分

,

如
:
胶

原
、

蛋白聚糖
、

弹性蛋白
、

勃蛋白等调节表皮干细胞

的分裂
、

增殖及定向分化
。

至于在真皮中诱导表皮

分化为皮肤不同附属结构的影响因子及作用机制

仍不清楚
,

有研究提示真皮的胶原
、

硫酸糖胺多糖
、

层薪蛋白及硫酸乙酞肝素等细胞外基质影响表皮

的分化
〔日’ 。
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·

简 讯
·

2 0 0 3 年中国医药科技十大新闻评选揭晓

北京 12 月 2 9 日电
“
30 2 杯

”
2 00 3 中国医药科技十大新闻评选今天揭晓

,

SA R S 防治科学研究
、

载人航天医学保障以及疾病

相关基因研究获重要进展等新闻入选
:

①我国在 SA R S 病原学
、

临床诊断
、

中西医结合与血清治疗
,

以及动物模型
、

疫苗
、

生物

防护装置等方面取得可喜进展
。

②航天医学在航天员选拔
、

航天环境适应性训练
、

心理训练以及航天医监医保全过程跟踪等

方面取得系列成果
,

为我国首次载人航天提供了强有力的医学保障
。

③我国疾病相关基因研究获重要进展
,

有关论文发表在

国际权威杂志上 ; ③解放军 3 0 2 医院发现我国汉族人两个基因与白种人 lH v 抗性基因遗传突变频率和多态性方面有所不同 ;

④中科院昆明植物所成功研制世界上第一个通过严格科学验证的抗艾滋病重要制剂
“

复方 s H’
’

; ⑤两种肿瘤基因药物获国家

一类新药证书 ;⑥国际
“

人类蛋白质组计划
”

正式启动
,

我国科学家领衔其中的
“

人类肝脏蛋白质组 汁划
” ;⑦我国参与了全球最

大的心血管病监测写作研究
,

覆盖 了我国 16 个省区市 5 0 0 万人群 ; ⑧中科院上海神经科学研究所神经科学系列研究取得重大

进展 ;⑨两项中医药获国家一类新药证书 ;L我军野战卫生装备研制实现跨越式发展
。

来源
:

中国青年报 2 00 3
一

12
一

29


