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组织块法分离山羊皮肤干细胞研究
Ξ

史明艳,杨学义,赵清梅,韩雅婷,窦忠英
(西北农林科技大学 国家干细胞工程技术研究中心陕西分中心,陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　采用组织块法从表皮和真皮中分离山羊皮肤干细胞,通过形态学观察、免疫组化染色以及克隆形

成率等方法检测两种来源的皮肤干细胞体外生长特性。结果表明,从表皮和真皮中均能分离得到皮肤干细胞;表皮

来源的皮肤干细胞体外可传 11代,真皮来源的皮肤干细胞体外可传 17代; 表皮来源的皮肤干细胞第 1代 K19和

in tegrin2Β1阳性细胞率及克隆形成率分别为 (34. 0±1. 62) % , (37. 5±2. 12) % , (19. 4±1. 77) % ,而真皮来源的皮

肤干细胞分别为 (29. 2±3. 12) % , (33. 0±1. 12) % , (16. 6±2. 60) % ; 表皮来源的皮肤干细胞第 3代 K19和 in te2
grin2Β1阳性细胞率及克隆形成率分别为 (46. 4±1. 82) % , (55. 3±1. 98) % , (25. 3±1. 08) % ,真皮来源的皮肤干细

胞分别为 (53. 7±1. 17) % , (63. 0±1. 12) % , (30. 9±2. 16) % ; 随着传代次数增加,真皮来源的干细胞的体外活力

以及免疫组化染色阳性率、克隆形成率均极显著高于表皮来源的皮肤干细胞 (P < 0. 01)。
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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。M o rris

等[1 ]根据干细胞的慢周期性特点,利用溴化脱氧尿

苷 (B rdU )标记 S 期细胞, 结果发现约 10%的标记

滞留细胞存在于表皮基底细胞层中,而其他绝大多

数标记滞留细胞存在于毛囊外根鞘隆突部位。T ay2
lo r 等[2 ]、O sh im a 等[3 ]利用细胞动力学实验和微嵌

合体技术进一步证实标记滞留细胞位于毛囊隆突

部。这些干细胞不仅具有巨大的增殖潜能,而且可以

上下迁移,参与表皮、毛囊和皮脂腺的形成[4 ]。虽然

皮肤中干细胞的定位问题很明确,但是由于皮肤干

细胞缺乏特异性的干细胞标记物,制约了皮肤干细

胞的体外研究。鉴于皮肤干细胞主要位于表皮基底

层以及毛囊隆突部,而隆突部又主要位于真皮层内,

本研究对山羊皮肤表皮层和真皮层进行了分离,并

对分离的表皮和真皮同时进行组织块培养,以探讨

山羊皮肤干细胞体外分离培养的方法,为山羊皮肤

干细胞的体外研究奠定了基础。

1　材料与方法

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　DM EM öF12、胰蛋白酶为 G IB2
CO 公司产品; 新生牛血清 (NBS)由郑州佰安生物

工程有限公司生产; 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 S IGM A 公司产品; H isto sta inTM 2
P lu s K its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. 5 cm×0. 5 cm ,在净化工作台上用柳

叶刀刮去皮肤表面赃物后,用体积分数 75%酒精消

毒 2次,然后用无钙镁 PBS缓冲液冲洗 3～ 5次,每

次 5 m in。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。将分开的表皮和真皮分别切成

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

(M 199+ 20% NBS+ 5 ΛgömL in su lin+ 0. 5 ΛgömL

氢化可的松+ 青链霉素 100 U ömL ) ,置于体积分数

5% CO 2、饱和湿度、37 ℃的培养箱中培养, 每 3 d
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换液 1次。L eica 显微镜观察照相,记录所分离细胞

的迁移、增殖情况。

1. 2. 2　皮肤干细胞生长曲线的测定　分别取表皮

来源和真皮来源生长良好的第 3 代皮肤干细胞,经

2. 5 göL 胰蛋白酶消化 5 m in 后, 用含体积分数

10%的DM EM 终止消化, 1 000 röm in 离心 8 m in,

弃上清,沉淀加无血清培养液,制成单细胞悬液,以

每孔 1×104 个细胞的接种量接种于 24 孔板中,每

天在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 7 d,未记数细胞每 3 d 换液 1

次。

1. 2. 3　皮肤干细胞的免疫组化染色鉴定　分别取

表皮来源和真皮来源生长良好的第 1和第 3代皮肤

干细胞进行爬片, 细胞生长到 70%融合时, 用 40

göL多聚甲醛 4 ℃固定 20 m in, PBS冲洗。按照H is2
to sta inTM 2P lu s K its 免疫组化染色试剂盒说明进

行 K19和 in tegrin2Β1抗体免疫组化染色,以 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 (N 1)和细胞总数 (N ) , 计算阳性细胞率

(阳性细胞率ö% = N 1öN ×100% )。

1. 2. 4　细胞克隆形成率 (CFE)测定　分别取表皮

来源和真皮来源生长良好的第 1和第 3代皮肤干细

胞稀释成克隆密度 (200 ömL ) [5 ] , 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节的方法固

定, Giem sa 染色,在解剖镜下统计克隆数,计算细胞

克隆形成率 (CFE ) : CFEö% = 克隆数ö接种细胞数
×100% ,克隆的分类按文献[ 6 ]介绍的方法进行。每

次测 6孔,重复 10次。

1. 3　统计分析

数据以 xθ±s 表示,采用D PS 软件对各组数据

进行方差分析。

2　结果与分析

2. 1　皮肤干细胞生长情况

2. 1. 1　表皮来源的皮肤干细胞生长情况　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 时在上皮样细胞层上有细胞

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 2 h

后,光学显微镜下观察可见培养皿底部黏附一层细

胞, 其中约 35%的细胞呈圆形, 立体感强、折光率

高,初步判定为皮肤干细胞,其余细胞体积较大, 24

h 后呈长梭形,且细胞增殖迅速,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。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)。

图 1　表皮来源的皮肤干细胞

a. 第 1代表皮来源的皮肤干细胞 ×100; b. 表皮来源皮肤干细胞克隆 ×100; c. 分化的表皮来源皮肤干细胞 ×200

F ig. 1　Sk in stem cells from ep iderm al

a. T he first passage sk in stem cells com e from ep iderm al ×100; b. T he sk in stem cells clone com e

from ep iderm al×100; c. T he differen tiated sk in stem cells com e from ep iderm al ×200

2. 1. 2　真皮来源的皮肤干细胞生长情况　真皮组

织块培养 24 h 后, 组织块周围迁移出成纤维样细

胞, 2 d 后成纤维样细胞上面出现类似于胚胎干细

胞样的克隆细胞团, 6 d 后消化该细胞并对其进行

传代纯化培养。第 1代细胞培养 2 h 后,在光学显微

镜下观察可见培养皿底部黏附一层细胞, 其中约
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30%的细胞呈圆形,立体感强、折光率高,剩余细胞

体积较大; 2 d 后,细胞基本融合 (图 2 a) ,消化传代。

连续纯化 3代后, 70 %以上的细胞以大小不等的克

隆片存在 (图 2 b) ;细胞传至 17代时,光镜下可见细

胞有明显的分化现象 (图 2 c)。

图 2　真皮来源的皮肤干细胞
a. 第 1代真皮来源的皮肤干细胞 ×100; b. 真皮来源皮肤干细胞克隆 ×100; c. 分化的真皮来源皮肤干细胞 ×200

F ig. 2　Sk in stem cells from derm al
a. T he first passage sk in stem cells com e from derm al×100; b. T he sk in stem cells clone com e from derm al ×100;

c. T he differen tiated sk in stem cells com e from derm al×200

2. 2　组织块法分离的皮肤干细胞生长曲线

由图 3 可以看出,两种来源的皮肤干细胞在接

种前 3 d 生长缓慢, 3～ 5 d 为倍增期, 从第 6 天开

始,表皮来源的皮肤干细胞生长速度减慢,进入平台

期,而真皮来源的皮肤干细胞仍然保持增殖趋势。

2. 3　分离细胞的免疫组化染色鉴定

由表 1 可知, 两种来源的皮肤干细胞均表达

K19、in tegrin2Β1, 且随传代次数的增加, K19、in te2
grin2Β1阳性细胞率逐渐增加; 表皮来源的第 1代皮

肤干细胞 K19、in tegrin2Β1 阳性细胞率均高于真皮

来源的,但随着传代次数的增加,真皮来源的皮肤干

细胞 K19、in tegrin2Β1 阳性细胞率逐渐高于表皮来

源的, 至第 3 代真皮来源的皮肤干细胞 K19、in te2
grin2Β1阳性细胞率极显著高于表皮来源的皮肤干

细胞 (P < 0. 01)。

图 3　第 3代皮肤干细胞生长曲线

F ig. 3　Grow th curve of passage 3 sk in stem cells

表 1　不同代次皮肤干细胞的 K19、in tegrin2Β1阳性细胞率和CFE

T able 1　Po sit ive exp ression of K19 and in tegrin2Β1 and CFE in sk in stem cells

from ep iderm al and derm al in differen t passages %

皮肤干细胞
O rigin

K19阳性细胞率
Po sit ive exp ression of K19

in tegrin2Β1阳性细胞率
Po sit ive exp ression of in tegrin2Β1 CFE

第 1代
T he first
passage

第 3代
T he th ird
passage

第 1代
T he first
passage

第 3代
T he th ird
passage

第 1代
T he first
passage

第 3代
T he th ird
passage

表皮来源
Ep iderm al

34. 0±1. 62 a 46. 4±1. 82 a 37. 5±2. 12 a 55. 3±1. 98 a 19. 4±1. 77 a 25. 3±1. 08 a

真皮来源
D erm al

29. 2±3. 12 b 53. 7±1. 17 b 33. 0±1. 12 b 63. 0±1. 12 b 16. 6±2. 60 b 30. 9±2. 16 b

　　注:同列数据后标不同小写字母为差异极显著 (P < 0. 01)。

N o te: V alues in sam e co lum n m arked w ith differen t letters differ sign ifican tly (P < 0. 01).
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2. 4　分离细胞的克隆形成率

由表 1 可见,表皮组织块分离的第 1 代皮肤干

细胞克隆形成率 ( (19. 4±1. 77) % )极显著高于真

皮组织块 ( (16. 6±2. 60) % ) ; 第 3代真皮组织块分

离的皮肤干细胞克隆形成率为 (30. 9±2. 16) % ,极

显著高于表皮组织的皮肤干细胞克隆形成率

( (25. 3±1. 08) % )。

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[728 ]。鉴于 90 %的标记滞留细胞集中在毛囊隆突

部[1 ] , 而毛囊又位于真皮层内, 本实验采用组织块

法,同时从表皮和真皮分离皮肤干细胞,比较了表皮

来源和真皮来源皮肤干细胞的体外生长特性、传代

能力和克隆形成率。

在皮肤干细胞标志方面,一般都采用K19, in te2
grin2Β1等作为皮肤干细胞检测标志。K19作为标志

的实验基础是标记滞留细胞所在的毛囊隆突部细胞

强表达 K19 [9 ]。隆突部 K19细胞缺乏特异性分化标

志——一种缝隙连接蛋白Connex in43 [10 ] ,这也进一

步支持 K19作为干细胞标志。In tegrin2Β1是区分已

分化和未分化细胞的标志[11 ]。因此, 本实验选用

K19 和 in tegrin2Β1 来鉴定所分离的细胞是否具有

干细胞特征。

本试验结果表明,采用组织块法从表皮和真皮

均能分离得到皮肤干细胞; 从第 3 代细胞生长曲线

可以看出,真皮来源和表皮来源的皮肤干细胞在接

种后前 5 d 内生长走势一致,但真皮来源皮肤干细

胞的增值速度高于表皮来源的;经过倍增期后,真皮

来源的干细胞仍然保持增殖态势,而表皮来源的干

细胞进入平台期,增值速度减慢。第 1代表皮来源皮

肤干细胞的免疫组化染色的阳性细胞率、克隆形成

率均高于真皮来源的,但随着传代纯化的进行,第 3

代真皮来源皮肤干细胞的免疫组化染色的阳性细胞

率、克隆形成率均高于表皮来源的。其原因可能有以

下两点: 第一,真皮层内细胞种类繁多, 所以在第 1

代真皮来源的细胞中干细胞所占的比例相对较少,

但是细胞种类繁多使得真皮来源的细胞更能营造适

合于干细胞生长的微环境[12 ] ,所以随着传代次数的

增加,第 3代真皮来源的皮肤干细胞免疫组化染色

的阳性细胞率、克隆形成率均高于表皮来源的; 第

二,在真皮层内,除毛囊干细胞外,是否还有其他种

类的干细胞,这也可能造成真皮来源皮肤干细胞体

外增殖能力、克隆形成能力、传代能力等均高于表皮

来源的。以上只是作者对导致这一现象原因的浅析,

而其具体原因还有待于进一步研究。
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Study on the iso la t ion of goa t sk in stem cells by exp lan t

SH IM ing-yan ,YANG Xue-y i, ZHAO Qing-m e i, HAN Ya- t ing,DOU Zhong-y ing
(S haanx i B ranch of N a tiona l S tem Cell E ng ineering Cen ter,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he goat sk in stem cells w ere iso la ted and cu ltu red by tw o differen t m ethods of ep iderm al

exp lan t and derm al exp lan t fo r the pu rpo se of comparing the effeciency of the tw o m ethods on the cu lt iva2
t ion and p ro lifera t ion of sk in stem cells in v itro. T he resu ltan t cells w ere ob served and iden t if ied by cell

grow th cu rve, imm noh istochem ical sta in ing and co lony2fo rm ing eff iciency. T he resu lts show ed the sk in

stem cells can be separa ted by bo th m ethods; the sk in stem cells from ep iderm al exp lan t cou ld be subcu l2
tu red 11 t im es bu t the stem cells from derm al exp lan t cou ld be subcu ltu red 17 t im es in v itro in the sam e

cu ltu re condit ion; T he po sit ive exp ression s of K19、in tegrin2Β1 and CFE of sk in stem cells in the first pas2
sage by ep iderm al exp lan t w ere (34. 0±1. 62) % , (37. 5±2. 12) % , (19. 4±1. 77) % respect ively, and tho se

in the first passage by derm al exp lan t w ere (29. 2±3. 12) % , (33. 0±1. 12) % , (16. 6±2. 60) % respect ive2
ly; T he po sit ive exp ression s of K19、in tegrin2Β1 and CFE of sk in stem cells in the th ird passage by ep ider2
m al exp lan t w ere (46. 4±1. 82) % , (55. 3±1. 98) % , (25. 3±1. 08) % respect ively, and tho se in the th ird

passage by derm al exp lan t w ere (53. 7±1. 17) % , (63. 0±1. 12) % , (30. 9±2. 16) % respect ively; and the

stem cells from derm al exp lan t had h igher eff iciency in imm noh istochem ical sta in ing, CFE and subcu ltu re

ab ility w ere h igher than tho se of ep iderm al exp lan t w hen they w ere subcu ltu red in v itro (P < 0. 01).

Key words: exp lan t; goat; sk in stem cell; ep iderm al; derm al; co lony2fo rm ing eff iciency
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T he op t im iza t ion of cu ltu re system fo r bovine IV F em b ryo

ZHANG Zh i-p ing1, ZHANG Jun - tao2, AN Zh i-x ing1, ZHANG X iu1, ZHANG Y ong1

(1 Institu tion of B ioeng ineering ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Colleg e of A n im al H usband ry and V eterinary , H eπnan A g ricu ltu ra l U niversity , Z heng z hou, H eπnan, 450002, Ch ina)

Abstract: T h is study w as conducted to imp rove b lastocyst ra te of bovine em b ryo in v itro. O varies co l2
lected from an abat to ir and oocytes w ere m atu ra ted and fert iliza ted in v itro. T hen em b ryo s w ere grouped

random ly, the effects of d ifferen t serum , cu ltu re m edium (CR 1 and SO F ) and co2cu ltu re and m edium vo l2
um e on em b ryo developm en t w ere compared. T he resu lts show that the op t im ized2 cu ltu re system fo r

bovine em b ryo u sed 0. 5 mL CR 1+ 3 m gömL BSA fo r the first 48 h, then in p lace of the cu ltu re m edium

w ith CR 1+ 7th serum after bovine heat fo r ano ther 120 h. Co2cu ltu re and cum u li cell ho ld ing 48 h after

IV F w as emp loyed in the w ho le cu ltu re cou rse. T h is study go t m ean 44. 9% b lastocyst ra te and th is system

w as stab le by in tegra t ing above resu lts.

Key words: bovine; in v itro fert iliza t ion; em b ryo cu ltu re; b lastocyst; serum
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