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大鼠表皮干细胞中0／．促黑素细胞激素及其受体的表达

徐苗苗 邓先见 姚波 高成 王强 王永飞 刘倩 程勇

【摘 要】 目的 观察体外培养的大鼠表皮十细胞( ESC)中0【促黑素细胞激素( a—MSH)及黑皮

质素受体 l ( MCl R)的表达情况： 方法 采用改良Ⅳ型胶原快速黏附法培养大鼠ESC，倒置相差显

微镜下观察细胞生长形态变化，并采用免疫荧光法和流式细胞仪分别观察ESC标志物细胞角蛋白19

( CKl 9)和整合素B，、整合素Ot 。和CD71表达，通过免疫荧光法检测ESC中0【一MSH的表达以及ESC

标志物与MCl R共染的表达： 结果 (1)倒置相差显微镜下可见，接种10 r ai n后即有细胞贴壁；培

养2～3 d时有小克隆形成；培养4～5 d，细胞增殖明显加快，克隆逐渐增大；培养7～8 d，细胞生长至

70％～80％融合，呈铺路石状，折光性好：(2)免疫荧光法检测结果显示所分离的细胞均表达ESC标

志物CKl 9和整合索B．，流式细胞仪检测结果显示所分离的细胞整合素d。阳性表达率为88．1％，

CD7l 阳性表达率为1．3％：综上，所培养的细胞鉴定为ESC。( 3)免疫荧光法检测结果显示ESC表

达d．MSH，f - J时CKl 9-q MCl R、整合素d。与MCl R荧光双染也呈阳性表达。 结论体外培养的大

鼠ESC可以表达C1一MSH及MCl R：

【关键词】 表皮； 十细胞； 受体，黑皮质素，1型； 黑素细胞刺激激素

表皮十细胞( ESC)作为皮肤组织的特异性十细胞，主要

分布于表皮基底层、毛囊隆突及皮脂腺等部位，是皮肤及其

附属器产生、创面修复和重塑的关键条件”：研究湿示，

仅促黑素细胞激素(a—MSH)不仪能促进皮肤黑素生成、维持

色素代谢平衡，还具有抗炎、抗菌、退热、营养神经、保护心血

管功能、影响动物生物学行 为、调节神经内分泌等作用3。

近年来关于d—MSH对皮肤胶原代谢、炎症反应及细胞凋亡

等病理生理调控作用的研究日趋增多，而黑皮质素受体1

( MCl R)是广泛分布于皮肤等多种组织巾的一种d—MSH特

异性受体。

本研究采用Ⅳ型胶原快速 黏附法分离培养大鼠ESC，检

测ESC中Ot —MSH及MCl R的表达情况，以期为进一步研究

Ot—MSH能否调控ESC的增殖和分化，从而参与创面修复过

程等提供新的实验线索和思路。

1 材料与方法

1．1 动物及主要材料

新生l d龄无特殊病原体级SD大鼠75只，体质量约

10 g，雌雄不限，由第i 军医大学大坪医院野战外科研究所动

物中心提供。
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限定性KC无血清培养基( DK—SFM)及FBS均购自美因

Gi b(：o公司，2．5 g／L胰蛋F1酶购自美国Bi osharp公司，人胎

盘Ⅳ型胶原购自美周Si gma公司：兔抗小鼠细胞角蛋白19

( CKl 9)多克隆抗体购自美围Bi owor l d公司，小鼠抗人整合

素6，单克隆抗体购A美闰BD公司，小鼠抗大鼠整合素0I 。

单克隆抗体购自美围Ant i geni x公司，小鼠抗大鼠CD71和大

鼠I gG20t同型对照均购自美国Bi oLegend公司，7一氨基放线

菌素D(7．AAD)购自巾围爱必信(上海)生物科技有限公司，

山羊抗大鼠MCl R多克隆抗体购自美国Sant a Cruz公司，兔

抗大鼠a—MSH多克隆抗体购自英国Abcam公司，花青素3

标记的山羊抗兔I gG二抗购自美国Rockl and公司，四 甲基异

硫氰酸罗丹明( TRI TC)标记的山羊抗小鼠I gG二抗购自北京

巾杉金桥生物技术有限公司，异硫氰酸荧光素( FI TC) 标记的

驴抗兔I gG二抗和驴抗小鼠I gG二抗、TRI TC标记的驴抗山

羊I gG二抗均购自美国I nvi t r ogen公司。二氧化碳培养箱购

自美国Thermo Forma公司，倒置相差显微镜和荧光显微镜购

自日本Ol ympus公司，激光扫描共聚焦显微镜购自德国Car l

Zei ss公司。

1．2 方法

1．2．1 大鼠ESC的分离与培养 陆续剪取75只大鼠背

部全层皮肤制作标本。参照 文献[ 4]Ⅳ型胶原快速黏 附法并

进行改良，2．5 g／L胰蛋白酶消化皮肤，4℃过夜。次日分离

表皮、真皮，胰蛋白酶再次37℃消化表皮5 mi n，用含体积分

数10％FBS的EMEM培养液终止消化，过滤，以离心半径

12 cm、1 000 r／mi n离心5 mi n后弃上清液。用DK—SFM培养

液调整细胞浓度，将2．5 X106个细胞接种于100斗g／mLⅣ

型胶原包被的T25培养瓶(底面积为25 cm2)中，于37℃、体

积分数5％二氧化碳培养箱中孵育10 mi n。吸弃未贴壁细

胞，PBS清洗2次，之后每隔l d定期换液。倒置相差显微镜

下观察细胞生长形态变化。细胞生长至70％～80％融合时

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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常规消化传代，取第2代细胞进行后续实验。

1．2．2 免疫荧光法检测ESC标志物 Ⅳ型胶原包被6张

24 mmX24 mm盖玻片，置于6孔板中。将细胞以每孑L 2×

105个接种于盖玻片上培养48 h。PBS清洗，丙酮冰上同定

15 mi n．体积分数10％的驴血清及体积分数10％山羊血清常

温封闭l h。加入兔抗小鼠CKl 9一抗(稀释比为l ：50)、小

鼠抗人整合素13．一抗(稀释比为l：50)，4℃孵育过夜。次

Lt，加入FI TC标记的驴抗兔I gG二抗(稀释比为 l：400)、

TRI TC标记的山羊抗小鼠l gG二抗(稀释比为l ：50)，37℃

孵育1 h，5 I xg／mL 4’，6一二脒基一2．苯基吲哚孵育5 r ai n，PBS

代替一抗作阴性对照j 抗荧光淬灭封片剂封片，激光 扫描共

聚焦湿微镜下观察。本实验重复3次。

1．2．3 流式细胞仪检测ESC标志物PBS漂洗细胞后，

以离心半径12 cm，l 000 r／rai n离心5 r ai n，分别取l ×106个

细胞重新悬浮于100“L小鼠抗大鼠整合素oc。一抗稀释液

和大鼠l gG2ct同型对照(稀释比均为l ：10)及小鼠抗大鼠

CD71一抗稀释液和大鼠 l gG2ct同型对照(稀释比均为

l ：200)，4℃孵育30 rai n，加入仡青素3标记的山羊抗兔I gG

二抗(稀释比为1：500)，4 oC避光孵育30 rai n后，加入5̈ L

7- AAD避光孵育5 rai n，流式细胞仪检测。本实验重复3次。

1．2．4 免疫荧光法检测ESC巾Ⅱ一MSH的表达及ESC标志

物与MCl R共染的表达 方法同1．2．2．、检测Or．一MSH的

表达：分别加入兔抗大鼠d．MSH一抗(稀释比为l ：100)，4℃

孵育过夜，再加入FI TC标记的驴抗兔l gG二抗(稀释比为

l ：400)。MCl R与ESC标志物CKl 9共染：分别加入山羊抗

大鼠MCl R一抗(稀释比为1：50)、兔抗小鼠CKl 9一抗(稀

释比为l ：50)，4 oC孵育过夜，再加入TRI TC标记的驴抗山羊

l gG二抗(稀释比为l ：400)、FI TC标记的驴抗兔l gG二抗(稀

释比为l ：400)；MCl R与ESC标志物整合素0c。共染：分别加

入山羊抗大鼠MCl R一抗(稀释比为1：50)、小鼠抗大鼠整合

素0【。一抗(稀释比为1：40)，4 qc孵育过夜，再加入TRI TC标

记的驴抗山羊I gG二抗(稀释 比为l：400)、FI TC标记 的驴抗

小鼠I gG二抗(稀释比为l：400)。本实验重复3次。

2 结果

2．1 原代培养细胞的形态学观察

倒置相差显微镜下可见，接种10 rai n后即有细胞贴壁；

培养2～3 d，即有小克隆形成，细胞呈不规则椭网形；培养

4～5 d，细胞增殖明显加快，克隆逐渐增大；培养7～8 d，细

胞生长至70％～80％融合，呈铺路石状，折光性好。见罔1。

2．2 免疫荧光法及流式细胞仪检测ESC标志物

激光扫捕共聚焦显微镜显示，本实验分离培养的细胞可

同时表达CKl 9及整合素13．。见罔2。流式细胞仪检测显

示，分离培养的细胞高表达整合素0【。，阳性率为88．1％；低

表达CD7l ，阳性率为1．3％。

综上，经鉴定本实验分离培养的细胞为ESC。

回

图1 原代培养细胞形态 倒置相差显微镜×100、a．接种10 r ai n即 有细胞贴 壁；b．培养4—5 d．克隆增大；c，．培养7～8 cI ，细胞生长融合

度较高 ，呈铺路 石状，折光 性好

注：四甲基异硫氰酸罗丹明(TRI TC)染色阳性细胞呈红色荧光，异硫氰酸荧光素( FI TC)染色阳性细胞呈绿色荧光，4 7，6-二脒基一2一苯基吲哚

( DAPI )染色阳性细胞核呈蓝色荧光

图2 激光扫描共聚焦显微镜观察大鼠表皮干细胞标志物整合素p。和细胞角蛋白19(CKl 9)的表达．a．大多数细胞中整合素p，呈阳性

表达(一)，主要表达位于细胞膜TRI TC×400；b．细胞质中的CKl 9呈强阳性表达(一+) FI TC×400；(。．细胞 核DAPI染色(一) DAPI X

400：d．罔2a、b、c合成图．可见细胞同时表达整合素pl 和CKl 9(一) TRI TC- FI TC-DAPI×400

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



注：异硫氰酸荧光素( F[TC)染色阳性细咆呈绿色荧j 匕．4’．6-二眯基一2一苯基吲哚( DAP! )染色阳性细胞核呈蓝色荧光

圈3 荧光缸微镜榆测大鼠表皮f细胞中“促黑素细胞激素( a—MSH)的表达 a．细胞质中的a—MSH呈强阳性表达(·) FI TC×200

} ) ．细胞核DAPI 染色( +)DAPI X200；n罔3a、b合成罔．可皑细胞表达“- MSH(，) FI’FC-DAPI X200

注：阴甲基异硫氰酸罗丹明(TRI TC)染色阳性细胞呈红色荧光，异硫氰酸荧光素( FI TC)染色阳性细胞呈绿色荧光．4 7，6．二脒基．2．苯基吲哚

( DAPI )染色阳性细胞核呈蓝色荧光

图4 激光扫描共聚焦艟 傲镜观察大鼠表皮干细胞标志物与黑 皮质素受体1(MCl R)其染的表达 a．细胞中MCl R呈阳性表达(一)，主

要位下细胞膜TRI TCX400：b细胞质中的细胞角蛋白19(CKl 9) 呈强阳性表达(，) FI TC X400；c-．细胞核DAPI染色(，)DAP[ X

400；d．图4a、b、r合成网，可见细胞同时表达MCl R和CKl 9(一) TRI TC．FI TC．DAPl X400；e．细胞中MCl R呈阳性表达(一)．主要位于细

胞膜TRITC X200；f．细胞质中整合索Ⅱ。呈阳性表达( -) FI TC×200：g细胞核DAPI染色( +)DAPI ×200；h．图4e、f、g合成罔，可见

细胞同时表达MC】R和整合素n。( - ) TRI TC．FI TC．DAPl X200

2．3 免疫荧光法检测ESC中Ot ．MSH及ESC标志物与

MCl R共染的表达

在荧光显微镜和激光扫描 共聚焦显微镜下观察到，ESC

表达d—MSH．同时CKl 9与MCI R、整合素0【。与MCI R荧光

双染也呈阳性表达。见罔3，4。

3 讨论

ESC是皮肤组织特有的干细胞，可自我更新．具有强大

的增殖能力和多向分化潜能，不仅维持皮肤13常的新陈代谢

及内环境稳态，且与创面修复密切相关。5。仅一MSH是一种

南1 3个氨基酸残基组成的内源性神经免疫调节肽，其特异

性受体MCl R是一种经过7次跨膜的G蛋白耦联型受体。

近年来研究表明，MCl R在多种类型的皮肤组织细胞中均有

表达，并与d—MSH有高度的亲和性6。d—MSH与MCl R结

合后以旁分泌和自分泌的方式，通过促进细胞分化、抗纤维

化、抑制炎症反应和细胞凋亡等途径参与皮肤病理生理的调

控过程。。8。I l o等9采用谱系追踪法研究显示，皮肤受到

损伤后ESC即从基底层壁龛内及毛囊部迁移到创面， 增殖分

化成KC，参与创面修复过程。研究表明，皮肤中毛囊和基底

层正是表达MCl R的细胞富集的部位“’。Muf f l ey等“证

实在小鼠皮肤损伤模型中，伤后3、7 d在伤口边缘上皮移行

区基底部的KC中有a—MSH和MCl R表达，而伤后14、2l d

仅在毛囊组织中检测到二者表达。d—MSH及MCl R在伤口

中的这种时空表达变化，与ESC被动员并向创面迁移的规

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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律‘12。”。 吻合。

笔者推测a—MSH也可通过旁分泌和自分泌的方式对

ESC促进创面修复、维持皮肤正常组织结构和细胞内环境稳

定等生物学行为进行调控。本实验室以新生SD大鼠背部皮

肤为材料，经ESC特异性标志物整合素B，／CKl 9、整合素d。／

CD7l抗体双标记鉴定⋯4，确认成功分离培养出ESC后，通

过免疫荧光法检测ESC中ot—MSH以及ESC标志物与MCl R

共染的表达。结果显示ESC中d．MSH、MCl R染色均呈阳

性，证实培养的大鼠ESC同时表达d．MSH和MCl R。这为后

续研究“一MSH对ESC在皮肤病理生理过程中是否具有调控

作用奠定了基础。
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【摘要 】 目的探讨携带皮下穿支血管对五瓣成形术治疗患者四肢蹼状瘢痕挛缩的影响。

方法2008年10月一2013年6月，笔者单位收治23例烧伤后四肢关节部位蹼状瘢痕挛缩伴严重功

能障碍患者，关节伸展度110～160。。给予五瓣成形术整复，瘢痕瓣切取中寻找发自肌肉或肌间隔进

入瘢痕瓣深筋膜层的穿支血管，结扎瘢痕瓣尖端l ／3处影响其移位的穿支血管，保留靠近蒂部2／3处

的穿支血管。 结果 术中瘢痕瓣皮下穿支血管的m现率较高，其中胴窝及腋窝处皮下穿支血管出

现率较肘部高，五瓣成形中央倒“v”形瓣皮下穿支血管出现率较其他瘢痕瓣高。术后5 d，21例患者

皮瓣存活；1例患者肘部i 角瓣尖端因张力较大部分坏死，经换药后痊愈；l例患者胭窝瘢痕表皮薄，

缝线处瘢痕瓣表皮坏死破溃，经换药后愈合。术后20例患者随访2～20个月，瘢痕瓣色泽、质地好，

无关节再次挛缩僵硬，关节伸展度170～180。，恢复正常生活能力。 结论 对蹼状瘢痕行五瓣成形

术整复时携带瘢痕瓣皮下穿支血管，可避免瘢痕瓣尖端坏死，提高瘢痕瓣成活率，优化整复质量。该

手术操作较简便、血供可靠，值得临床推广应用。

【关键词】 瘢痕；外科皮瓣；创面修复；穿支血管
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