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摘要:采用组织块法从山羊耳部皮肤基底层分离表皮干细胞 ,并通过形态学观察 、免疫组化染色以

及克隆形成率等方法检测山羊表皮干细胞在 DMEM/F12和 F12两种不同培养体系中的体外生长

特性 。结果表明 , DM EM/F12是一种适合表皮干细胞体外增殖培养的培养基 ,在此培养体系中细

胞可传代至 11代。
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Abstract:The epiderm al stem cells we re iso lated from goat ear skin by epidermal explant and cul-
tured in DMEM/F12 and F12 tw o different g roups .T he resultant cells w ere observed and ident i-
f ied by cell g row th curve , im mnohistochemical staining and colony-forming ef ficiency.The results

show ed that DM EM/F12 w as a good cell cul ture medium fo r the epiderm al stem cells and the epi-
dermal stem cells can survive to the 11 subcul ture in vi tro.
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　　皮肤作为哺乳动物最大的器官 ,一生都在进行

不断的更新 , 这表明皮肤中必然存在干细胞 。

Morris等[ 1]根据干细胞的慢周期性特点 ,利用溴化

脱氧尿苷(BrdU)标记 S 期细胞 ,发现约 10%的标

记滞留细胞存在于表皮基底细胞层中。鉴于前人的

研究成果 ,本试验对山羊耳部组织进行表皮层和真

皮层分离 ,并对分离的表皮组织做组织块培养 ,探讨

山羊表皮干细胞体外分离培养方法 ,旨在为山羊表

皮干细胞的体外研究奠定基础 。

1　材料和方法

1.1　材料

1.1.1　试验动物　关中奶山羊(2 ～ 3.5 岁),由国

家干细胞工程技术研究中心陕西分中心试验动物养

殖场提供。

1.1.2　主要试剂　DMEM/F12 、胰蛋白酶为 GIB-

CO公司产品;牛血清白蛋白(BSA)购自北京鼎国

生物技术发展中心;表皮生长因子(EGF)为 R&D

公司产品;青霉素 、链霉素由哈尔滨制药六厂生产;

胰岛素为Sigma公司产品;HistostainTM-Plus Ki ts

免疫组化染色试剂盒购自北京中山生物技术有限公

司 。

1.2　方法

1.2.1　山羊皮肤干细胞的分离　取关中奶山羊耳

部皮肤样本 0.5cm ×0.5 cm ,在净化工作台上用柳

叶刀刮去皮肤表面脏物后 ,用体积分数 75%的酒精
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消毒 2次 ,然后用无钙镁 PBS 缓冲液冲洗 3 ～ 5次 ,

每次 5 min 。取上述处理好的皮肤样本在解剖镜下将

表皮与真皮层分开。将分开的表皮切成 0.2 cm ×

0.2 cm的小块 ,贴于直径为 5.5 cm 玻璃平皿中(表皮

面朝上),每皿 3 ～ 4块 ,加适量培养基(M199+20%

NBS+5 m g/ L Insulin+0.5 mg/L 氢化可的松+青

链霉素 100×103 U/L),置于体积分数 5%的 CO 2 、

饱和湿度 、37℃的培养箱中培养 ,每 3 d 换液 1次 。

Leica 显微镜观察照相 ,记录所分离细胞的迁移 、增

殖情况。传代细胞分 2组 , A 组加山羊表皮干细胞

培养液A 、B组加入山羊表皮干细胞培养液 B ,每2 d

换液 1次 ,观察细胞生长状况 。

1.2.2　表皮干细胞培养液配制　(1)培养液 A:

DM EM/F12+2%(体积分数)BSA +5 mg/L Insu-

lin +0.5m g/ L Hydroco rtisone +10μg/L EGF +

10μg/ L IGF-1+10%条件培养液;(2)培养液 B:

F12 +2%BSA +5 mg/L Insulin+0.5 m g/ L H y-

drocort isone +10μg/L EGF +10μg/ L IGF-1 +

10%条件培养液 。

1.2.3　表皮干细胞生长曲线的测定　分别取 A 、B

组第 3代生长良好的表皮干细胞 ,经 2.5 g/L 胰蛋

白酶消化 5 min 后 ,用含体积分数 10%的 DM EM

终止消化 ,1000 r/min离心 8 min ,弃上清 ,沉淀加无

血清培养液 ,制成单细胞悬液 ,以每孔 1×10
4
个细

胞的接种量接种于 24孔板中 ,每天显微镜下观察细

胞的生长情况 ,并记数 3孔 ,计算平均值 ,连续记数

7d ,未记数细胞每 3 d换液 1次。

1.2.4　表皮干细胞的免疫组化染色鉴定　分别取

A 、B组第3代生长良好的表皮干细胞进行爬片 ,细胞

生长到 70%融合时 , 用 40g/L 多聚甲醛 4℃固定

20min ,PBS冲洗。按照 Histostain TM-Plus Kits免疫

组化染色试剂盒说明进行 K19和 Integrin-β1抗体免疫

组化染色 ,于 100倍视野下 ,每孔随机取3个视野 ,计数

每个视野内的阳性细胞数(N1)和细胞总数(N)比值 ,

计算细胞阳性率(阳性率=N1/N×100%)。

1.2.5　细胞克隆形成率(CFE)测定　分别取 A 、B

组第 3代生长良好的表皮干细胞稀释成克隆密度

(200×103 个/L)[ 2] ,然后以每孔 100个细胞的接种

量接种于 3.5 cm 6孔塑料培养板中 ,无血清培养基

培养 ,7 ～ 9 d后 ,用 1.2.3中的方法固定 , Gimsa 染

色 ,在解剖镜下统计克隆数 ,计算细胞形成(CFE):

CFE=克隆数/接种细胞数×100%,克隆的分类按

文献[ 3]介绍的方法进行。每次测 6孔 ,重复 10次。

1.2.6　统计分析　数据以  x±s表示 ,采用 DPS 软

件对各组数据进行方差分析 。

2　结果与分析

2.1　山羊表皮干细胞生长情况

表皮组织块培养至第 5 天时 ,组织块周围迁移

出上皮样细胞 ,贴壁生长 , 7 ～ 8 d时在上皮样细胞

层有细胞克隆生长 , 10 d 后消化该细胞即为第 1代

细胞 ,第 1代细胞接种于 IV 胶原包被的培养皿中 ,

培养 2h 后 ,光学显微镜下观察可见培养皿底部粘

附 1层细胞 ,其中约 35%的细胞呈圆形 、立体感强 、

折光率高 ,初步判定为表皮干细胞 ,其余细胞体积较

大 ,24 h后呈长梭形 ,且该细胞增殖迅速 ,初步判定

为真皮成纤维细胞;3 d后 ,细胞基本融合(图 1-a)。

连续纯化 3代后 , 55%以上的细胞以大小不等的克

隆片存在(图 1-b),且细胞体积小 ,核大而明显 ,可

见明显的双核细胞和分裂相细胞。在 A 组细胞传

至 11代时 ,光镜下可见细胞有明显的分化现象(图

1-c),而 B组细胞只能传 8代 。

a.第 1代表皮干细胞(100×);b.表皮干细胞克隆(100×);c.分化的表皮干细胞(200×)

图 1　山羊表皮干细胞

2.2　表皮干细胞生长曲线

由图 2可以看出 , A 、B 2组表皮干细胞在接种

前 3 d生长缓慢 ,3 ～ 5 d为倍增期 ,从第 6 天开始 ,B

组细胞生长速度减慢 ,进入平台期 ,而 A 组细胞仍
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然保持增殖趋势 。

图 2　第 3 代表皮干细胞生长曲线

2.3　山羊皮干细胞克隆形成率

从表 1可以看出 , A 组表皮干细胞克隆形成率

21.9%,极显著高于 B组的 16.6%(P<0.01);A 组

克隆维持时间为 13.9d ,而 B 组为 8.5 d , 2 组之间

差异极显著(P<0.01)。

2.4　毛囊干细胞 K19和 Integrin-β1强阳性表达率

免疫组化染色结果显示(表 1),2组培养体系中

表皮干细胞均表达 K19 和 Integ rin-β1。A 组 K19

和 Integ rin-β1阳性率为 42.4%和 53.3%, B 组为

29.2%和 31.0%,2组之间差异极显著(P<0.01)。

表 1　不同组别表皮干细胞的 CFE和

K19 、Integrin-β 1阳性率

组别 CFE/ %
克隆维持

时间/ d

K19阳性细胞

率/ %

Integ rin-β 1

阳性细胞率/ %

A

B

21.9±0.27A

16.6±0.23B

13.9±0.20A

8.5±0.28 B

42.4±1.82A

29.2±3.12B

53.3±1.88A

31.0±1.16B

　注:同列数据后标不同大写字母为差异极显著(P<0.01)

3　讨论

目前 ,国外学者分离皮肤干细胞的方法主要是

酶消化法 ,然后利用细胞外基质来富集皮肤干细

胞[ 4 , 5] 。鉴于 10%的标记滞留细胞存在于表皮基底

细胞层中
[ 1]
,本试验采用组织块法 ,从表皮基底细胞

层中分离表皮干细胞 , 并比较了表皮干细胞在

DM EM/F12和 F12 为基础培养液中体外生长特

性 、克隆形成率 、传代能力以及干细胞标志检测。

在表皮干细胞标志方面 ,一般都采用 K19 , In-

teg rin-β1等作为表皮干细胞检测标志。K19作为

标志的试验基础是标记滞留细胞所在的毛囊隆突部

细胞强表达 K19[ 6] 。隆突部 K19 细胞缺乏特异性

分化标志 ———一种缝隙连接蛋白 Connexin43[ 7] ,这

也进一步支持 K19 作为干细胞标志 。 Integrin-β1

是区分已分化和未分化细胞的标志[ 8] 。因此 ,本试

验选用 K19和 Integ rin-β1来鉴定所分离的细胞是

否具有干细胞特征 。

文献资料显示 ,表皮干细胞的培养都采用无血

清培养体系[ 9] 。无血清培养体系可通过添加某种适

当的生长因子或一组生长因子 ,选择性地促进某一

类细胞的生长。本研究在参照前人的基础上 ,设计

出以 DM EM/F12和 F12为基础培养液的无血清培

养体系 ,检测山羊表皮干细胞在 2种培养体系中的

增殖生长状况。细胞生长曲线 、传代次数 、克隆形成

率 、K19 和 Integrin-β1 阳性表达率等结果显示 ,

DM EM/F12组明显高于 F12组 ,说明 DM EM/F12

基础培养液更适合表皮干细胞的体外生长 。
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