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本文亮点：

(1) 建立了一种基于人诱导多能干细胞的三维皮肤类器官构建体系，通过阶段性精细调控关键发育

信号通路，成功实现了人皮肤组织在体外的自组织发育，重建了具有毛囊样结构的复杂皮肤组织

模型。该体系的诱导分化过程在时间顺序和组织层级上高度模拟了人体内皮肤及毛囊发育

程序。

(2) 所构建的皮肤类器官可稳定培养超过 130 d，并随时间延长依次形成分层的表皮和真皮样结构、

毛囊样结构及皮脂腺样结构等多种关键皮肤成分，为研究人皮肤发生机制及其在再生医学领域

的应用提供了可靠的体外模型。

Highlights:

(1) A three-dimensional skin organoid construction system based on human induced pluripotent 

stem cells was established. Through stage-specific and finely tuned modulation of key 

developmental signaling pathways, self-organization and development of human skin tissue 

were successfully achieved in vitro, resulting in the reconstruction of a complex skin tissue 

model with hair follicle-like structures. The induction and differentiation process of this system 

closely recapitulates the in vivo developmental programs of human skin and hair follicles in 

both temporal sequence and tissue hierarchy.

(2) The constructed skin organoids could be stably cultured for over 130 days and sequentially 

formed multiple key skin components, including stratified epidermis and dermis, hair 

follicle-like structures, and sebaceous gland-like structures, thereby providing a reliable in vitro 

model for studying human skin morphogenesis and its applications in regenerative medicine.
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【摘要】 　目的　建立一种基于人诱导多能干细胞（hiPSC）的三维皮肤类器官构建体系。　

方法　该研究为基础实验研究。取华中科技大学同济医学院收治的 1名 45岁、男性患者植发手术过

程中遗弃的毛囊组织，获取人原代皮肤成纤维细胞。将人原代皮肤成纤维细胞诱导为 hiPSC，并培养

形成三维聚集体。然后进行如下诱导分化过程：分化第 0天（启动分化当天），将三维聚集体转移至低

粘附培养板中，在添加基质胶、抑制剂SB431542、碱性成纤维细胞生长因子（bFGF）及骨形态发生蛋白

-4的E6培养基中培养，诱导非神经外胚层形成；分化第 3天，在原培养基的基础上补充 1/4原体积的

含抑制剂LDN193189和 bFGF的E6培养基，继续培养，诱导颅神经嵴细胞形成；分化第 6天，在原培养

·论著·皮肤类器官与组织再生·

DOI：10.3760/cma.j.cn 501225-20260205-00074
收稿日期 2026-02-05
引用本文：夏菊紫, 汪振星, 孙谛, 等 . 人诱导多能干细胞皮肤类器官的培养和鉴定[J]. 中华烧伤与创

面修复杂志, 2026, 42(6): 1-10. DOI: 10.3760/cma.j.cn 501225-20260205-00074.
Xia Juzi, Wang Zhenxing, Sun Di, et al. Culture and identification of human skin organoids[J]. Chin J 

Burns Wounds,2026,42(6):1-10.DOI: 10.3760/cma.j.cn 501225-20260205-00074.

··1



中华烧伤与创面修复杂志 2026 年6 月第 42 卷第 6 期　Chin J Burns Wounds, June 2026, Vol. 42, No. 6

基的基础上补充约 1/3原体积的单纯E6培养基，继续培养；分化第 8天和第 10天分别进行半量换液后

继续培养；分化第 12天，将细胞团块接种于低粘附培养板中，加入含基质胶的类器官成熟培养基，诱

导表皮自组装；分化第 15天，进行半量换液后继续培养；分化第 18天，将原培养基更换为添加α-黑色

素细胞刺激素的类器官成熟培养基，继续培养；自分化第21天起，每3天半量换液一次，继续培养。分

化启动后，每天观察 hiPSC向皮肤类器官分化的阶段性形态特征。采用免疫荧光法于分化第 12、20、
35、55、75、90天分别鉴定皮肤类器官的间充质细胞情况、表皮终末分化情况、间充质及上皮结构形成

情况、毛囊干细胞及基底层角质形成细胞相关特征情况、真皮乳头形成情况及毛芽样结构形成情况、

类器官增殖活性。采用组织化学法，鉴定分化第 110天，皮肤类器官的毛囊形成情况及脂质沉积与皮

脂腺样结构形成情况。　结果　分化第 0天，hiPSC 形成的三维聚集体边界清晰、大小均匀；分化第

3天，聚集体表面出现外胚层样结构，伴非上皮样细胞开始外迁；分化第 6~8天，聚集体中的间充质细

胞及神经胶质样细胞逐渐增多；分化第 12~18天，聚集体中形成具有空间异质性的类器官，出现初步

的表皮-真皮样双层结构；分化第60天，可见毛芽样结构形成；分化第80~130天，逐渐出现更成熟的毛

芽样结构和毛囊样结构。免疫荧光法检测显示，分化第 12天，类器官周围可见早期间充质细胞。分

化第20天，类器官外层出现角质形成细胞。分化第35天，类器官中出现真皮样细胞，并与上皮结构形

成明显空间分区；同时存在基底层样细胞群。分化第 55天，检测到真皮乳头样细胞群，其与表皮区域

呈空间邻近分布。分化第 75天，类器官局部可见向内生长的增厚上皮结构，并伴有细胞聚集形成毛

芽样结构；毛芽邻近区域可检测到真皮乳头样细胞群，与上皮结构呈空间邻近分布。分化第 90天，毛

芽区域可见增殖细胞富集。组织化学法检测显示，至分化第 110天，类器官中可见更成熟的毛囊样结

构、毛干样突起、脂质沉积及皮脂腺样结构形成。　结论　本研究成功构建了一种基于 hiPSC的三维

皮肤类器官体系。通过阶段性调控关键信号通路，在体外重建了具有毛囊样结构的复杂皮肤组织模

型。该体系的诱导分化过程高度模拟了人体内皮肤及毛囊的发育程序，为研究人皮肤发生机制及其

在再生医学中的应用，提供了可靠的体外模型。

【关键词】　皮肤；　类器官；　毛囊；　诱导多能干细胞；　组织工程；　细胞分化
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【Abstract】 Objective　 To establish a three-dimensional skin organoid construction 
system based on human induced pluripotent stem cells (hiPSCs). Methods　The study was a basic 
experimental study. human primary skin fibroblasts (Fbs) were obtained from discarded hair follicle 
tissue of a 45-year-old male patient undergoing hair transplant surgery at Tongji Medical College of 
Huazhong University of Science and Technology. According to referenced methods, primary skin Fbs 
were reprogrammed into hiPSCs, which were then cultured to form three-dimensional aggregates. 
The differentiation process was performed as follows. On differentiation day 0 (the day of 
differentiation initiation), three-dimensional aggregates were transferred to low-adhesion culture 
plates and cultured in E6 medium supplemented with Matrigel, the inhibitor SB431542, basic 
fibroblast growth factor (bFGF), and bone morphogenetic protein-4 (BMP-4) to induce non-neural 
ectoderm formation. On differentiation day 3, one-quarter volume of E6 medium containing the 
inhibitor LDN193189 and bFGF was added to the original medium, and culture was continued to 
induce cranial neural crest cell formation. On differentiation day 6, approximately one-third volume 
of plain E6 medium was added to the original medium, and culture was continued. Half-medium 
changes were performed on differentiation days 8 and 10, followed by continued culture. On 
differentiation day 12, cell clumps were seeded into low-adhesion culture plates, and epidermal 
self-assembly was induced using organoid maturation medium containing Matrigel. On 
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differentiation day 15, a half-medium change was performed, and culture was continued. On 
differentiation day 18, the original medium was replaced with organoid maturation medium 
containing α -melanocyte-stimulating hormone (α -MSH), and culture was continued. Starting from 
differentiation day 21, half-medium changes were performed every 3 days, and culture was 
continued. After differentiation initiation, the stage-specific morphological characteristics of hiPSC 
differentiation into skin organoids were observed daily. Immunofluorescence was performed on 
differentiation days 12, 20, 35, 55, 75, and 90 to identify respectively the presence of mesenchymal 
cells, epidermal terminal differentiation, mesenchymal and epithelial structure formation, hair 
follicle stem cell and basal layer keratinocyte-related characteristics, dermal papilla formation and 
hair germ-like structure formation, and organoid proliferative activity. Histochemical staining was 
performed on differentiation day 110 to identify hair follicle formation, as well as lipid deposition 
and sebaceous gland-like structure formation. Results　Microscopic observation revealed that on 
differentiation day 0, hiPSCs formed three-dimensional aggregates with clear boundaries and 
uniform size. On differentiation day 3, surface ectoderm-like structures appeared, accompanied by 
outward migration of non-epithelial cells. On differentiation days 6 – 8, mesenchymal cells and 
neuroglial-like cells gradually increased. On differentiation days 12 – 18, organoids with spatial 
heterogeneity formed, exhibiting preliminary epidermal-dermal bilayer structures. On 
differentiation day 60, hair germ-like structures were observed. On differentiation days 80–130, 
more mature hair germ-like structures and hair follicle-like structures gradually emerged. 
Immunofluorescence detection showed that on differentiation day 12, early mesenchymal cells were 
observed around the organoids. On differentiation day 20, keratinocytes appeared in the outer layer 
of the organoids. On differentiation day 35, dermal-like cells emerged and formed distinct spatial 
compartments with epithelial structures, accompanied by the presence of basal layer-like cell 
populations. On differentiation day 55, dermal papilla-like cell populations were detected and were 
spatially adjacent to epidermal regions. On differentiation day 75, locally ingrowing thickened 
epithelial structures were observed, along with cell aggregation forming hair germ-like structures; 
dermal papilla-like cell populations were detected in regions adjacent to the hair germ and were 
spatially adjacent to epithelial structures. On differentiation day 90, proliferating cell enrichment 
was observed in the hair germ region. Histochemical staining showed that by differentiation day 
110, more mature hair follicle-like structures, hair shaft-like protrusions, lipid deposition, and 
sebaceous gland-like structures were observed in the organoids. Conclusions　 A 
three-dimensional skin organoid system based on hiPSCs was successfully established. Through 
stage-specific regulation of key signaling pathways, a complex skin tissue model with hair 
follicle-like structures was reconstructed in vitro. The induction and differentiation processes of this 
system closely recapitulate the in vivo developmental programs of human skin and hair follicles, 
thereby providing a reliable in vitro model for studying human skin morphogenesis and its 
applications in regenerative medicine.

【Key words】 Skin; Organoids; Hair follicle; Induced pluripotent stem cells; Tissue 
engineering; Cell differentiation

Fund program: National Key Research and Development Program of China (2024YFC
3407600); International (Regional) Cooperation and Exchange Program of the National Natural 
Science Foundation of China (82020108020); Young Scientists Fund of the National Natural Science 
Foundation of China (82322046, 82503043); General Program of National Natural Science 
Foundation of China (82072198); Open Foundation of Hubei Key Laboratory of Regenerative 
Medicine and Multi-disciplinary Translational Research (2026AFB714, 2024zsyx08, 2024KQHM02)

皮肤作为人体最大的器官，通过毛囊、腺体及

神经末梢等附属结构共同维持其屏障保护、体温调

控与感觉感知等关键生理功能［1⁃6］。由于长期暴露

于外界环境，皮肤极易受到机械损伤、炎症刺激及

病理性破坏，因此其功能性重建始终是再生医学与

组织工程领域的重要研究方向［7⁃11］。现有皮肤替代

物仅能实现简单的表皮覆盖，无法重建毛囊等附属

器官，故难以恢复天然皮肤高度复杂、多层级的组

织结构，其临床应用效果因而受到限制［12⁃13］。

目前广泛采用的体外皮肤模型主要基于KC和

Fb构建的二维或空气–液界面培养体系，虽可形成

分层表皮结构，但普遍缺乏毛囊及相关腺体组织，

且难以模拟皮肤发育过程中的细胞间的相互作用

与空间重塑［14⁃15］。动物模型（如鼠模型）虽在皮肤生

物学研究中发挥重要作用，但人与鼠之间在皮肤厚

度、毛囊密度及愈合机制等方面均存在显著差异，
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限制了其对人类疾病与再生机制的准确模拟［16］。

随着类器官技术的发展，基于多能干细胞的三维培

养体系为体外重建复杂皮肤组织提供了新的可

能［17］。已有研究表明，通过精确调控发育相关信号

通路，可在体外诱导多能干细胞协同形成表皮与间

充质结构，并进一步发育出毛囊样组织及多种类型

的皮肤特异性细胞［18］。

基于上述背景，本研究构建了一种来源于人诱

导 多 能 干 细 胞（human induced pluripotent stem 
cells， hiPSC） 的三维皮肤类器官体系，并对其发育

特征与组织组成进行了系统表征，旨在为深入理解

人皮肤发生机制及探索功能性皮肤重建策略提供

可靠的体外模型。

1 材料与方法

本研究经华中科技大学同济医学院（以下简称

本院）医学伦理委员会批准（批号：［2019］IEC
（S864）号），研究方案符合《赫尔辛基宣言》基本原

则。受试者签署知情同意书。用于实验的人毛囊

组织均来源于患者植发手术过程中遗弃组织，样本

采集及研究过程均符合医学伦理学要求。

1. 1 试剂、耗材及仪器来源

Accutase酶消化剂、KnockOutTM DMEM/F12培养

基、KnockOutTM 血清替代物、谷氨酰胺稳定剂、非必

需氨基酸溶液、E6培养基、高级DMEM/F12培养基、

神经基础培养基、无维生素A的B-27添加剂、N2添

加剂均购自美国Gibco公司，Rho相关卷曲螺旋蛋白

激 酶 抑 制 剂 Y-27632、TGF- β Ⅰ 型 受 体 抑 制 剂

SB431542 及骨形态发生蛋白信号通路抑制剂

LDN193189 购自美国 Stemgent 公司，青链霉素双抗

购自北京兰杰柯科技有限公司，bFGF和骨形态发生

蛋白-4 购自美国 PeproTech 公司，基质胶购自美国

Corning 公司，β -巯基乙醇购自美国 Sigma 公司，

Normocin抗生素购自美国 InvivoGen公司。6孔低粘

附培养板和 24 孔低粘附培养板购自美国 Thermo 
Scientific公司。

兔 源 性 CD34 抗 体 、鼠 源 性 δ 样 同 源 蛋 白

1（Delta-like homolog 1，DLK-1）抗体、兔源性Ⅲ型胶

原α1抗体、鼠源性E-钙黏蛋白抗体、兔源性兜甲蛋

白抗体、兔源性细胞角蛋白 15（cytokeratin 5，CK15）
抗体、兔源性 CK5 抗体、兔源性 SRY 盒转录因子

2（SRY-box transcription factor 2，Sox2）抗体、兔源性

P-钙黏蛋白抗体及鼠源性细胞增殖核抗原 Ki67 抗

体、硼二吡咯甲川荧光染料、辣根过氧化物酶标记

的山羊抗小鼠 IgG 多克隆抗体、辣根过氧化物酶标

记的山羊抗兔多克隆抗体及酪胺信号放大技术荧

光三标四色染色试剂盒（包含 Alexa Fluor 488 偶联

酪胺荧光染料、Alexa Fluor 594偶联酪胺荧光染料、

Alexa Fluor647 偶联酪胺荧光染料和 4′，6-二脒基

-2-苯基吲哚等）购自武汉赛维尔生物科技有限

公司。

HERAcell 150i 型二氧化碳培养箱购自美国

Thermo Scientific 公司。eclipse Ts2 型倒置显微镜、

A1 HD25型激光扫描共聚焦显微镜购自日本 Nikon
公司。

1. 2 人皮肤类器官的诱导分化及观察

配制聚集培养基：以 KnockOut™ DMEM/F12 培

养基为基础，添加体积分数 20% 的 KnockOut™血清

替代物、体积分数 1%的谷氨酰胺稳定剂、体积分数

1% 的非必需氨基酸、体积分数 1% 的青链霉素双

抗、物质的量浓度 0. 1 mmol/L 的 β-巯基乙醇及 10 
μmol/L的Y-27632，备用。配制类器官成熟培养基：

将高级DMEM/F12培养基与神经基础培养基按体积

比 1∶1混合为基础，添加体积分数 1%的谷氨酰胺稳

定剂、体积分数 1%的无维生素A的B-27添加剂、体

积分数 0. 5% 的 N2 添加剂、质量浓度 100 μg/mL 的

Normocin 抗生素及物质的量浓度 0. 1 mmol/L 的

β-巯基乙醇，备用。

取本院收治患者（男、45岁）植发手术过程中遗

弃的毛囊组织，常规获取原代皮肤Fb。参考既往研

究，采用转录因子诱导重编程方法将原代皮肤Fb诱

导为 hiPSC［19⁃20］。参考文献［3］，使用 Accutase 酶消

化剂将 hiPSC 分离成单个细胞，用聚集培养基重新

悬浮细胞。以每孔 5×10⁵个细胞的密度接种于 6 孔

低粘附培养板中，置于 37 ℃、体积分数 5%二氧化碳

培养箱中培养48 h，形成三维聚集体。

参考文献［6］进行如下诱导分化过程。分化第

0天（启动分化当天），收集细胞聚集体，转移至新的

6孔低粘附培养板中，每孔加入 3 mL添加体积分数

2% 基质胶、10 μmol/L SB431542、4 ng/mL bFGF 及 5 
ng/mL骨形态发生蛋白-4的E6培养基，诱导三维聚

集体形成非神经外胚层。分化第 3天，在原培养基

的 基 础 上 每 孔 再 加 入 750 μL 添 加 200 nmol/L 
LDN193189、250 ng/mL bFGF 的 E6 培养基，诱导三

维聚集体形成颅神经嵴细胞。分化第 6天，在原培

养基的基础上每孔再加入 2. 25 mL新鲜E6培养基，
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使终体积达 6 mL，继续培养。分化第 8天和第 10天

分别进行半量换液：移除3 mL原培养基后补充3 mL
新鲜E6培养基，继续培养。分化第 12天，将细胞团

块接种于 24 孔低粘附培养板中，每孔加入 1 mL 添

加体积分数 1% 基质胶的类器官成熟培养基，诱导

类器官进行表皮自组装。分化第 15 天进行半量换

液：移除 0. 5 mL 原培养基后补充 0. 5 mL 新鲜的添

加体积分数 1% 基质胶的类器官成熟培养基，继续

培养。分化第 18 天，更换为添加 10 nmol/L α-黑色

素 细 胞 刺 激 素 （alpha-melanocyte-stimulating 
hormone， α-MSH）的类器官成熟培养基。自分化第

21天起，每 3天进行 1次半量换液：移除 0. 5 mL原培

养基后补充 0. 5 mL新鲜的添加 10 nmol/L α-MSH的

类器官成熟培养基，继续培养。分化启动后，于倒

置显微镜 40 倍、100 倍放大倍数下每天观察 hiPSC
向皮肤类器官分化的阶段性形态特征。

1. 3 皮肤类器官的鉴定

于分化第 12、20、35、55、75、90天分别取皮肤类

器官，经 40 g/L多聚甲醛固定后行组织透明化处理，

然后进行免疫荧光法检测。常规加入一抗、二抗，

各时间点所用一抗、二抗如下：分化第 12天的一抗

为兔源性 CD34 抗体，二抗为辣根过氧化物酶标记

的山羊抗兔多克隆抗体；分化第 20天的一抗为兔源

性兜甲蛋白抗体，二抗为辣根过氧化物酶标记的山

羊抗兔多克隆抗体；第 35 天的一抗为鼠源性

DLK-1抗体、鼠源性E-钙黏蛋白抗体及兔源性Ⅲ型

胶原 α1抗体、兔源性 CK15抗体、兔源性 CK5抗体，

前两者二抗为辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠

多克隆抗体，后三者二抗为辣根过氧化物酶标记的

山兔抗兔多克隆抗体；分化第 55天的一抗为兔源性

CK5抗体及兔源性 Sox2抗体，二抗为辣根过氧化物

酶标记的山羊抗兔多克隆抗体；分化第 75天的一抗

为鼠源性Ε-钙黏蛋白抗体、兔源性P-钙黏蛋白抗体

及兔源性 Sox2抗体，前者二抗为辣根过氧化物酶标

记的山羊抗小鼠多克隆抗体，后两者二抗为辣根过

氧化物酶标记的山羊抗兔多克隆抗体；分化第 90天

的一抗为鼠源性E-钙黏蛋白抗体、鼠源性细胞增殖

核抗原Ki67抗体，二抗为辣根过氧化物酶标记的山

羊抗小鼠多克隆抗体，前述一抗和二抗稀释比均为

1∶500。随后，按照酪胺信号放大技术荧光三标四

色染色试剂盒说明书进行操作，对各指标的荧光信

号进行放大［21⁃22］。。分化第 110天，取类器官同前进

行标本固定及透明化处理，采用硼二吡咯甲川荧光

染料进行组织化学染色，用 4′，6-二脒基-2-苯基吲

哚对细胞核进行复染。

对前述标本封片后，于激光扫描共聚焦显微镜

下（40倍、100倍）进行检测。即，于为分化第 12、20、
35、55、75、90、110 天，分别检测类器官的间充质细

胞形成情况、表皮终末分化情况、间充质及上皮结

构形成情况、毛囊干细胞及基底层 KC 相关特征情

况、真皮乳头形成情况及毛芽样结构形情况、类器

官增殖活性、毛囊形成情况、脂质沉积及皮脂腺样

结构形成情况。采用 NIS-Elements 图像处理软件

（日本尼康株式会社）完成皮肤类器官的三维重建。

细胞核阳性染色为蓝色，CD34、DLK-1、兜甲蛋白、

CK15、CK5、E-钙黏蛋白及硼二吡咯甲川荧光阳性

染色为绿色，Ⅲ型胶原α1、CK5、Sox2、P-钙黏蛋白及

细胞增殖核抗原Ki67阳性染色为红色，E-钙黏蛋白

阳性染色为白色。

本研究共进行了 5 次独立皮肤类器官诱导实

验，每批次培养的类器官数量均不少于 30个。本研

究中，以在相应培养时间点出现明确毛芽样结构或

毛囊样结构作为毛囊样结构形成的判定依据。取

代表性成果进行展示。

2 结果

2. 1 hiPSC向皮肤类器官分化的阶段性形态特征

分化第 0 天，hiPSC 形成的三维聚集体边界清

晰、大小相对均匀（图 1A）。分化第 3 天，聚集体表

面出现外胚层样结构，并伴周围非上皮样细胞开始

外迁（图 1B）。随后，聚集体周围逐渐出现非上皮样

细胞的外迁及聚集现象。分化第 6~8天，观察到聚

集体中的间充质细胞及神经胶质样细胞逐渐增多

（图 1C）。分化第 12~18天，聚集体中逐渐形成具有

明显空间异质性的类器官，可见上皮样区域与富含

间充质细胞区域呈现分区分布，并出现初步的表

皮-真皮样双层结构（图 1D）。随后，类器官进一步

发生自组织发育。分化第 60天，可观察到毛芽样结

构形成（图 1E）。分化第 80~130 天期间，类器官中

逐渐出现更成熟的毛芽样结构和毛囊样结构

（图1F）。

2. 2 类器官中表皮-真皮乳头样组织结构的鉴定

分化第 12 天，类器官周围可见 CD34 阳性的早

期间充质细胞（图 2A）。分化第 20 天，类器官外层

可见兜甲蛋白阳性的 KC（图 2B），反映类器官已出

现早期表皮终末分化现象。分化第 35天，类器官中
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出现DLK-1及Ⅲ型胶原α1阳性的真皮样细胞，并与

E-钙黏蛋白阳性的上皮结构形成明显空间分区（图

2C）。同时，可见CK5与CK15共表达的基底层样细

胞群，反映类器官中已形成具有空间分区特征的间

充质及上皮样结构，并出现毛囊干细胞及基底层角

质形成细胞相关特征（图 2D）。分化第 55 天，检测

到 Sox2阳性的真皮乳头样细胞群，其与CK5阳性的

表皮区域呈空间邻近分布，反映类器官中已形成真

皮乳头前体细胞与毛囊相关上皮结构（图2E）。

2. 3 类器官中毛芽形成、毛囊成熟及皮脂生成情

况的鉴定

分化第 75天，类器官局部可见向内生长的增厚

上皮样结构，并伴有 P-钙黏蛋白阳性细胞聚集，形

成毛芽样结构（图 3A）。同时，毛芽邻近区域可检测

到 Sox2阳性真皮乳头样细胞群，并与E-钙黏蛋白阳

性上皮结构呈空间邻近分布（图 3B）。分化第

90天，毛芽区域可见核抗原Ki67阳性的增殖细胞富

集（图 3C）。至分化第 110天，类器官中可见更成熟

的毛囊样结构、毛干样突起、脂质沉积及皮脂腺样

结构形成（图3D）。

3 讨论

本研究构建了一种基于 hiPSC的三维皮肤类器

官体系，通过阶段性调控发育相关信号通路，在体

外实现了表皮与真皮样组织的协同发育，并进一步

形成毛芽样结构及成熟毛囊样附属器官。与传统

二维培养体系或简单皮肤替代模型相比，该类器官

在组织层级、空间构型及细胞多样性方面展现出更

高程度的生物仿生性，能够重建毛囊发生所需的关

键上皮-间充质相互作用微环境［23⁃24］，为研究人皮肤

发育过程提供了重要体外模型。

本研究的诱导策略总体遵循于 2020、2022年分

别在 Nature 及 Nature Protocols 中建立的 hiPSC 来源

皮肤类器官发育框架，在时间进程上亦表现出相近

的毛囊样结构出现与成熟规律［6，18］。相较于既往研

究，本研究进一步对长期培养过程中类器官的阶段

性形态演变、组织形成及毛囊样附属结构成熟过程

进行了较为系统的连续表征，从而强化了该模型在

体外皮肤发育研究中的应用定位［25］。

本研究建立的 hiPSC来源皮肤类器官体系表现

出明显的阶段性发育特征，其时间序列变化与体内

图 1　人诱导多能干细胞向皮肤类器官分化的阶段性形态特征 倒置显微镜。1A.分化第 0天 可见边界清晰的三维聚集体 ×40；1B.分化

第 3天，可见聚集体表面形成外胚层样结构，并伴随周围非上皮样细胞外迁 ×40；1C.分化第 8天，可见间充质细胞及神经胶质样细胞占

比较大 ×40；1D. 分化第 18 天，可见具有明显空间异质性的类器官，上皮样区域与富含间充质细胞区域呈分区分布 ×40；1E. 分化第

60天，可见毛芽样结构形成 ×100；1F.分化第130天，可见更成熟的毛囊样结构 ×100
Figure 1　Stage-specific morphological characteristics of human induced pluripotent stem cells-derived skin organoids

图 2　人诱导多能干细胞诱导分化为表皮-真皮乳头样组织结构的鉴定。2A.分化第 12天，类器官外围出现CD34阳性（绿色）的早期间充

质细胞 Alexa Fluor 488-4′,6-二脒基-2-苯基吲哚 ×40；2B. 分化第 20 天，外层出现兜甲蛋白阳性（绿色）的终末分化角质形成细胞 
Alexa Fluor 488-4′,6-二脒基-2-苯基吲哚 ×40；2C.分化第35天，可见δ样同源蛋白1阳性（绿色）与Ⅲ型胶原蛋白α1阳性（红色）的真皮样

细胞，并与E-钙黏蛋白阳性（白色）的表皮结构形成空间分区 Alexa Fluor 488-Alexa Fluor 594-Alexa Fluor 647-4′,6-二脒基-2-苯基吲哚 
×100；2D.分化第 35天，可见细胞角蛋白 15阳性（绿色）和细胞角蛋白 5阳性（红色）共表达的表皮基底层样细胞 Alexa Fluor 488-Alexa 
Fluor 594-4′,6-二脒基-2-苯基吲哚 ×100；2E.分化第 55天，类器官内 SRY盒转录因子 2阳性（红色）的真皮乳头样细胞群与细胞角蛋白

5阳性（绿色）的表皮区域分布 Alexa Fluor 488- Alexa Fluor 594偶联酪胺荧光染料-4′,6-二脒基-2-苯基吲哚 ×40
Figure 2　Identification of human induced pluripotent stem cells-derived epidermal-dermal papilla-like tissue structures
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皮肤及毛囊发育过程具有一定相似性。分化早期

（分化第 0~12天），聚集体表面首先形成外胚层样结

构，并逐渐出现CD34阳性的早期间充质细胞群，提

示该体系已完成由单一上皮状态向表皮-间充质协

同发育阶段的过渡。随后于分化第 20~35天，类器

官中细胞逐渐形成具有空间分区特征的上皮样区

域与真皮样区域，同时出现 CK5 与 CK15 阳性的基

底层样细胞群以及DLK-1、Ⅲ型胶原α1阳性的真皮

样细胞，表明类器官已初步建立具有层级结构的表

皮-真皮微环境。该阶段形成的空间组织异质性，可

能为后续皮肤附属结构发生提供必要的细胞间相

互作用基础。进一步培养至中后期阶段（分化第

55~75天），类器官中可见 Sox2阳性的真皮乳头样细

胞群与表皮区域形成紧密空间邻近关系，并逐渐出

现 P-钙黏蛋白阳性的毛芽样结构及细胞增殖核抗

原Ki67阳性增殖细胞富集现象，提示类器官已进入

与毛囊发生相关的自组织发育过程，表皮与真皮乳

头样结构之间可能建立了类似体内毛囊诱导阶段

的局部微环境。随着培养继续推进至分化第 110天

后，类器官进一步形成毛囊样结构、毛干样突起及

脂质沉积特征，表明该体系不仅能够启动毛囊发生

程序，还可在长期培养条件下持续推进皮肤附属结

构成熟。整体而言，该阶段性诱导体系在体外重现

了从表面外胚层建立、早期间充质细胞形成到毛囊

样结构逐步成熟的连续发育过程，为研究人皮肤附

属器官发生机制及构建复杂皮肤组织模型提供了

实验基础。毛囊的形成依赖于表皮与真皮来源细

胞之间精细的时空协同调控［26⁃27］。本研究所建立的

人皮肤类器官模型在长期培养过程中逐步呈现毛

芽启动、毛囊成熟及皮脂生成等连续发育事件，表

明该体系能够在体外部分再现人皮肤附属器官的

自然发生程序。同时，在该类器官中观察到多种皮

肤附属结构的同步形成，提示其具备较高的组织复

杂度和功能整合能力，这对于构建更接近生理状态

的人源皮肤模型具有重要意义［28］。

在理想诱导条件下，皮肤类器官通常在分化第

6~8 天后逐步形成具有中央腔体的囊状结构，并自

分化第 12天起出现明显的组织极性，其中间充质细

胞向聚集体一极富集，而另一极呈现更加典型的上

皮囊样形态。这一形态学转变被认为是后续表

皮-真皮相互作用建立的重要前提。然而，在实际操

作过程中，不同 hiPSC 聚集体对诱导信号的响应存

在一定异质性，并非所有类器官均能稳定形成囊状

结构或建立明确极性。在实际诱导过程中，本团队

观察到不同批次类器官在早期形态建成方面存在

一定异质性。部分类器官可逐渐形成具有中央腔

体的囊状结构并建立明显极性，而部分样本则持续

维持相对实质性的组织形态。进一步观察显示，形

成囊状结构的类器官更易出现毛囊样结构；而维持

实质结构的类器官亦可形成毛囊结构，但毛囊样结

构的数量相对较少。上述现象提示，类器官早期组

织构型及内部微环境可能对后续毛囊发生过程产

生一定影响。囊状结构或有助于建立稳定的表

皮-间充质界面，从而提高毛囊诱导的一致性，而实

质型类器官中局部微环境的不均一性可能限制毛

囊数量，但在特定区域可支持长度更长毛囊的形

成。未来有必要结合力学调控、空间约束或微流控

等平台进一步优化类器官形态一致性，并系统解析

不同组织构型下信号梯度与细胞间相互作用的差

异，以提升毛囊生成的可控性与成熟度［29⁃30］。

图 3　人诱导多能干细胞诱导分化为毛芽、毛囊及脂质沉积情况的鉴定 ×100。3A.分化第 75天，类器官表皮局部可见P-钙黏蛋白阳性

（红色）聚集，形成毛芽样结构 Alexa Fluor 594-4′,6-二脒基-2-苯基吲哚；3B.分化第 75天，SRY盒转录因子 2阳性（红色）真皮乳头样细胞

群与E-钙黏蛋白阳性（绿色）上皮结构呈空间邻近分布，即毛囊微环境建立 Alexa Fluor 488-Alexa Fluor 594-4′,6-二脒基-2-苯基吲哚；

3C.分化第 90天，可见毛芽区域存在细胞增殖核抗原Ki67阳性（红色）染色的活跃增殖细胞 Alexa Fluor 594-4′,6-二脒基-2-苯基吲哚；

3D.分化第110天，可见成熟毛囊样结构及硼二吡咯甲川荧光阳性（绿色）脂质沉积 硼二吡咯甲川-4′,6-二脒基-2-苯基吲哚

Figure 3　Identification of human induced pluripotent stem cells-derived hair germ, hair follicle, and lipid deposition
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为增强类器官中的色素相关表现，本研究在分

化第 18天向培养体系中加入 α-MSH。在后续培养

过程中，观察到α-MSH处理条件下的类器官呈现出

较高的毛囊样结构形成趋势，提示α-MSH除可能参

与色素相关调控外，亦可能对毛囊样结构的发生过

程产生一定影响。然而，需要指出的是，本研究目

前主要基于培养过程中的表型观察，尚未设置充分

的阴性或阳性对照，也未结合受体干预、关键信号

通路检测或分子表达分析，从而对其作用机制进行

系统验证。因此，现阶段尚不能据此认定α-MSH对

毛囊形成具有直接促进作用，相关结果更适宜理解

为一种与培养条件相关的观察性现象。未来仍需

结合对照实验、受体阻断及转录组学等分析手段，

对α-MSH其潜在作用路径进行进一步研究［31］。

类器官培养体系普遍面临中央区域缺乏血管

化导致营养与氧气扩散受限，从而引发核心坏死的

共性问题［32⁃33］。本研究构建的皮肤类器官同样观察

到中心区域出现细胞死亡现象。然而，值得注意的

是，该中央坏死并未显著影响类器官整体发育进程

及毛囊样结构的形成。进一步观察显示，由于皮肤

类器官中毛囊样结构主要向类器官内部生长，其内

腔及周边区域仍保留大量存活细胞，并维持活跃的

组织重塑活动。这一独特的空间构型可能在一定

程度上缓冲了中心坏死对皮肤附属器官形成的不

利影响，使关键的表皮-间充质相互作用仍可持续进

行。这提示，与其他实质性类器官相比，皮肤类器

官的囊状结构及向内生长特性可能为其提供相对

有利的内部微环境，从而支持毛囊发生及附属结构

成熟。尽管如此，核心坏死仍可能限制组织进一步

成熟及长期功能维持。未来可通过引入血管内皮

细胞、优化培养体系或结合微流控平台等方式改善

物质交换条件，从而进一步提升皮肤类器官的整体

活性与结构完整性［34⁃35］。

对皮肤类器官进行免疫荧光染色鉴定时，样本

中心区域常表现为染色信号缺失。该问题主要来

源于 2个方面：其一，类器官缺乏血管系统，导致中

央区域长期处于低氧及营养受限状态，从而发生细

胞坏死；其二，随着类器官体积增大，抗体及染色试

剂在致密三维组织中的扩散效率显著降低，限制了

其向深层结构的充分渗透。针对后者，本研究引入

组织透明化处理以改善光学可穿透性及抗体扩散

能力，从而在一定程度上提升了深层组织的成像质

量。与此同时，采用酪胺信号放大技术的免疫荧光

染色进一步增强了弱表达靶标的检测灵敏度，使得

部分关键皮肤标志物得以在三维结构中更清晰地

呈现。因此，在解析类器官深层组织结构及功能表

型时，应综合评估组织层级、分子扩散受限及局部

细胞活性等因素，降低由技术性成像局限所引入的

潜在偏差［36⁃37］。

需要指出的是，本研究目前主要基于形态学观

察、组织学染色及免疫荧光染色结果，对 hiPSC来源

皮肤类器官的组织构成及发育特征进行鉴定。尽

管结果显示该体系可形成分层表皮、真皮样结构、

毛囊样结构及皮脂腺样附属成分，但仅凭上述证据

尚不足以充分证明其已具备成熟而完整的皮肤生

理功能。尤其是在毛发生长周期、皮脂分泌活性及

神经感觉反应等关键功能层面，本研究尚缺乏系统

性的功能学验证。因此，目前更适宜将该模型界定

为具有相应组织结构特征及潜在功能基础的皮肤

类器官，而非已被充分证实具备完整生理功能的成

熟皮肤替代体系。未来仍需结合毛囊周期追踪、皮

脂分泌检测及神经功能评估等实验，对其功能成熟

度进行进一步验证［38⁃40］。

总体而言，本研究建立的 hiPSC 来源皮肤类器

官体系能够在体外重建包含毛囊样结构及皮脂腺

样特征的复杂皮肤组织，为探索人皮肤发生机制、

疾病建模及功能性皮肤再生提供可靠的实验基础，

并为未来人皮肤组织工程及其在再生医学领域的

应用奠定了重要技术框架。
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