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与人汗腺细胞共培养的人骨髓问充质 

干细胞表型转化中细胞外信号 

调节激酶通路的作用 

欧阳云淑 贾赤宇 戚可名 付 小兵 

【摘要】 目的 观察人骨髓间充质干细胞(MSC)与热休克的人汗腺细胞(SGC)间接共培养后， 

其表型转化情况及细胞外信号调节激酶(ERK)通路所起的作用。 方法 体外分离和培养人 MSC、 

SGC，采用二步免疫细胞化学法鉴定其均为纯化的 SGC、MSC。将原代培养的 SGC于 47℃下行热休 

克处理后收集上清液。将第 3代 MSC作为实验对象并分组。对照组：行常规培养；SGC上清液组：采 

用含体积分数 30％SGC上清液、体积分数 1％胎牛血清、1 x 10 U／L青霉素和 0．1 g／L硫酸链霉素的 

DMEM／F12培养基培养 ；SGC上清液 +表皮生 长 因子 (EGF)组 、SGC上 清液 +PD98059组 同 SGC上 

清液组 处理后 ，分别添加 50 t．Lg／L EGF、10 p,mol／L PD98059继续培养 。培养 7 d时用流式细胞术 检测 

各组 细胞 中细胞 角蛋 白(CK)7、癌胚抗原 (CEA)的阳性表达 率 ，以蛋 白质 印迹法检测 ERK和磷 酸化 

ERK(pERK)的表达水平。 结果 SGC上清液 组 CK7、CEA阳性 表达率 分 别为 (5．76±0．10)％ 、 

(2．01±0．09)％ ；SGC上清 液 +EGF组 分 别为 (7．31±0．21)％ 、(7．27 4-0．12)％ ；SGC上 清液 + 

PD98059组分别为(1．63±0．11)％ 、(1．54±0．07)％ 。与对照组 比较 ，前 两组两项 指标 均 明显升高 

(P <0．01)，后一组却与之相近。各组细胞 均表达 ERK；但 pERK水平以 SGC上 清液 +EGF组最高 ， 

其次为 SGC上清液组 ，SGC上清 液 +PD98059组 和对照组 几乎无表 达。 结论 人 MSC、SGC间接 

共培养可诱导 MSC表型转化，ERK通路参与该过程并起着积极作用。 

【关键词】 间质干细胞； 细胞外信号调节 MAP激酶类； 热休克； 汗腺细胞 
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【Abstract】 Objeetive To study the cellular phenotype conversion of human mesenchymal stem cells 
(MSCs)cocultured with human sweat gland cells(SGCs)and the contribution of extracellular signal—regula— 

ted kinase(ERK)pathway in the process． Methods MSC and SGC were isolated，amplified，and identi— 

fled with two—step immunohistochemistry method．The primary SGCs were heat—shocked at 47 ℃ ．Then the 

supernatants were collected immediately and 24hr later．The 3rd passage of MSCs were divided into contro1． 

SGC supernatant(cells were cultured in DMEM／Fl2 medium containing 30％ SGC supernatant)．SGCsuper— 

natant+EGF(cells were cultured in DMEM／F12 medium containing 30％ SGC supernatant and 50 p,g／L 

EGF)，and SGC supernatant+PD98059(cells were cultured in DMEM／F12 medium containing 30％ SGC 

supernatant and 10 p,mol／L PD98059)groups．The positive expression of CK7and CEA in MSCs were detec— 

ted on the 7 th post—stimulation day(PSD)by flow cytometry．The expression of ERK and phosphorylated 

ERK were determined with W estern blotting． Results The positive expression rate of CK7 and CEA was 

(5．76±0．10)％ ，(2．01±0．09)％ in SGC supernatant group；(7．31±0．21)％ and(7．27±0．12)％ in 

SGC supernatant+EGF group；and(1．63±0．11)％ ，(1．54±0．07)％ in SGC supernatant+PD98059 

group；they were all obviously higher than that in control group(P <0．01)．Moreover，ERK expression was 

observed in all groups．The expression of pERK in SGC supernatant+EGF group was higher than that in SGC 

supernatant group，but almost no expression of pERK was found in the SGC supernatant+PD98059 and con— 

trol groups． Conclusion Indirect coculture of MSCs with SGCs can induce the phenotype conversion of 

MSCs through ERK pathway． 

【Key words】 Mesenchymal stem cell； Extracellular signal regulated MAP kinases； Heat shock； 
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深度烧伤患者的汗腺重建是现代创伤修复关注 

的问题 ，间充质干细胞 (MSC)以其丰富的来源 、相 

对简单的分离培养方法和多 向分化潜能 ，成为解决 

这一难题的研究热点。目前普遍认为，MSC中存在 

3个胚层的全部基 因，作为诱导剂或与 目标细胞共 

培养 ，可以启动相关基因的表达而实现跨胚层的横 

向分化，而丝 裂原活化蛋 白激酶(MAPK)通路对该 

过程的信号转导有重要 意义⋯。众多研究表明，在 

MSC向成骨细胞 、脂肪细胞 、心肌细胞和神经 元分 

化的过程中，有 1条或多条 MAPK通路被激活，而且 

通路相关激酶的活化水平与 MSC表型改变的程度 

密切相关 ’ 。本研究 旨在观察人骨髓 MSC与热休 

克的人汗腺细胞 (SGC)间接共培养时 ，其表型转化 

情 况，并 通 过 激 活 或 阻 断 细胞 外 信 号 调 节 激 酶 

(ERK)通路 ，观察对 MSC表型转化的影响 ，由此判 

断该过程的信号转导途径。 

材料与方法 

一

、主要材料来源 

骨髓标本取 自本院胸外科 因局限纵隔肿物行开 

胸切除术患者(男 ，17岁 )的健康肋骨；皮肤标本取 

自本科行重睑成形术患者 (女 ，16岁)的部分健康上 

眼睑皮 ，患者均知情同意。三碘甲状腺原氨酸 、半琥 

珀酰氢化 可的松 、PD98059、兔抗人 ERK和磷酸化 

ERK(pERK)抗体均购 自美国 Sigma公司。表皮生 

长因子(EGF)、DMEM／F12培养基(比例为 1：1)、胰 

蛋白酶 、胰岛素一转铁蛋白一亚硒酸钠 、特级胎牛血清 

及 Ⅱ型胶原酶均购 自美国 Gibco BRL公司。小鼠抗 

人 CD34、CD44、CD105、细胞角蛋 白(CK)7、CK18、 

癌胚抗原(CEA)单克隆抗体 ，辣根过氧化物酶标记 

的羊抗小鼠、羊抗兔 IgG二抗 ，浓缩型二氨基联苯胺 

(DAB)试 剂盒 ，异硫 氰酸荧 光素标记 的羊抗 小 鼠 

IgG二抗均购 自北京中山生物技术有限公司。青霉 

素和硫酸链 霉素购 自石家庄华北制药股份 有限公 

司。转膜滤纸购自美国 Bio．Rad公司。硝酸纤维素 

(CN)膜购 自美国 Millipore公司。 

二 、检测指标 

1．MSC的分离 、培养和 鉴定：无菌条件 下刮除 

肋骨骨膜后 ，以含体积分数 10％胎 牛血清 、1 X 10 

U／L青霉素和 0．1 g／L硫酸链霉素的 DMEM／F12培 

养基反复冲洗骨髓腔。收集冲洗液接种于 25 ml培 

养瓶，置 于 37℃ 、体积分数 5％ CO：的细胞培养箱 

(条件下同)内培养。24 h后更换培养液，弃去未贴 

壁细胞 ，以后每 2～3天更换 1次培养液。细胞生长 

达 80％融合时 ，以 2．5 g／L胰蛋 白酶消化后按 1：3 

传代 ，留取 第 3代 细 胞 备 用。 同时 以小 鼠抗 人 

CD34、CD44、CD105单克隆抗体为一抗 ，用二步免疫 

细胞化学法检测表达情况。 

2．SGC的分离 、培养和鉴 定：无菌 条件下采用 

D—Hank液反复漂洗眼睑皮肤标本 ，去除脂肪和凝血 

后 ，剪成 1 mm X 1 mm的小块 ，加入 3 ml含 2 g／LⅡ 

型胶原酶 、体积分数 5％胎牛血清 、1 X 10 U／L青霉 

素和 0．1 g／L硫酸链霉素的 DMEM／F12培养基 ，置 

于细胞培养箱 内过夜 。次 日在空气消毒的环境 中， 

于 50倍倒 置相差显微镜下用 50 l微量移液器吸 

取单个汗腺至含 600 l SGC培养液 (含体积分数 

5％胎牛血清 、10 g／L EGF、2~mol／L三碘 甲状腺 

原氨酸 、0．4 mg／L半琥珀酰氢化可的松 、10 mg／L胰 

岛素一转铁蛋白一亚硒酸钠 、1 X 10 U／L青霉素及 0．1 

g／L硫 酸链霉 素 的 DMEM／F12培养基 )的培养 皿 

(直径 60 mm)中常规培养。待细胞贴壁后补加 2 ml 

SGC培养液继续培养 ，以后每 2～3天更换 1次培养 

液。细胞生 长达 80％ 融 合 时，以小 鼠抗 人 CK7、 

CK18、CEA单克隆抗体为一抗 ，用二步免疫细胞化 

学法检测表达情况。 

3．与 SGC共培养的 MSC的表型转化及 ERK通 

路在其中作用 的检测 ：对生长 达 80％ 融合 的原代 

SGC进行热休克处理 ：在 47℃恒温摇床中放置 30 

min后，置于细胞培养箱 中冷却 1～2 h。收集热休 

克处理 后即刻 、24 h的培养上清液 ，均匀混合后 以 

微孔滤器过滤，存于 一20℃冰箱备用。取生长接近 

60％融合 的第 3代 MSC，分为对照组 、SGC上清液 

组 、SGC上清液 +EGF组 和 SGC上清液 +PD98059 

组。对照组细胞常规培养；其余 3组加入含体积分 

数 30％SGC上清液 、体积分数 1％胎牛血清 、1 X 10 

U／L青霉素 和 0．1 g／L硫酸链霉 素 的 DMEM／F12 

培养基 ，并且后两组再 分别 添加 50 g／L EGF和 

10~mol／L PD98059继续培养。每天观察各组细胞 

的形态变化，培养 7 d时采用流式细胞术检测各组细 

胞中 CK7、CEA的阳性表达率，均重复测定 3次；以蛋 

白质印迹法定性检测 ERK和 pERK的表达水平。 

三 、统计学处理 

数据 以 ±s表示 ，采用 SPSS 1 1．0统计软件包 

进行 t检验 。 

结 果 

1．培养 24 h时可见少量 MSC贴 壁呈梭形 (图 

1)。几天后通过间断摇动培养瓶和更换培养液，去 Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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CK17，联合检测以上几项指标可以作为 SGC鉴定的 

依据 。本 实验 中原 代培 养 的 SGC表 达 CK7、 

CK18和 CEA，可以认为是纯化的 SGC。 

MSC具有 自我更新 和多向分化潜能 ，在机体损 

伤时它们可归巢至受损部位 ，通过直接分化为同类 

型细胞或提供适 合组织更新 的微环境而促进其 修 

复 ，损伤环境 中可能含有促进 MSC横向分化的因 

素 ⋯。本实验观 察 了热休 克后 SGC的上 清液对 

MSC表型转化 的影响。加入 SGC上清 液培养 7 d 

时，细胞 的 CK7和 CEA阳性表达率 明显高 于对 照 

组。这表明 SGC在热损伤时会释放出某些因子 ，参 

与 MSC向 SGC分化。 

机体损伤的微环境 中包含 了 MSC分化启动信 

号 ，但通过何种途径传递到细胞 内是大家关 注的问 

题。 目前 比较 明 确 的 信 号 转 导 通 路 包 括 Wnt、 

N0tch／delta／jagged、Ca“和 MAPK通路 ，其中 MAPK 

通路又以在真核细胞 中的高度保守性及可介导细胞 

分化 、生长、分裂和实现功能协调而受到重视。已经 

发现的 MAPK通路有 5条 ：ERK 1／2、c—Jun氨基末 

端激酶(JNK)s1／2／3、p38'~／13／'V／8、ERK 3／4和 

ERK5，它们可被如生长因子 、炎性细胞 因子(肿瘤 

坏死因子等)、热休克 、物理化学因素、缺氧 、紫外线 

等胞外信号激活，引起激酶序列磷酸化 ，并作用于相 

应的转录因子 ，启动 目的基因的转录⋯ 。 

诸多研究表明，类似的信号转 导通路参与相同 

胚层的细胞分化 ，如 Wnt、细胞骨架张力 、Notch／del— 

ta／jagged、过氧化物酶体增殖物激活受体 (PPAR)̂y 

等通路均参与了 MSC分化为骨、软骨和脂肪细胞的 

过程 。MSC与 SGC 同属 于外 胚 层 细胞 ，鉴 于 

ERK通路在 MSC分化为神经细胞过程 中的重要作 

用 ，从而选择该通路来研究 MSC转化为 SGC的 

信号调控机 制。PD98059是 ERK通路 中 MAPK激 

酶 (MEK)1的特异性抑制剂 ，它的工作浓度为 10～ 

50 Ixmol／L，本实验选用 了 10 Ixmol／L。在激动剂方 

面选择了 EGF，它能引起 erbB1／2的磷 酸化 而激活 

ERK途径 ，在 汗腺形 成的过程 中发挥着 重要作 

用 。EGF浓度为 15～100 Ixg／L时可诱导婴儿角 

质 形 成 细胞 分 化 为 汗 腺，对 细 胞 基 本无 不 良影 

响 ，因此我们选用了 50 Ixg／L的 EGF来诱导 MSC 

向 SGC分化。 

本研究采用 蛋 白质印迹 法测定 MSC中 pERK 

水平 ，以明确 ERK通路 的活化情况 ，同时应用 EGF、 

PD98059分别激活和抑制该通路 ，观察它们对 MSC 

表型转化的影响。结果表明，热休克 SGC的上清液 

能引起 MSC中 ERK通路 的激 活并伴有 CK7、CEA 

阳性表达率升高 ，应用 EGF进 一步激活此通路 后 

CK7和 CEA阳性细胞 明显增多；而 PD98059能抑制 

ERK通路的激活 ，并使 CK7和 CEA阳性表达率显 

著降低。这表明，ERK通路在 MSC分化为 SGC的 

过程 中具有重要作用 ，对该通路 的调节可能会影 响 

MSC的分化方向和程度。若能在体 内促使 MSC适 

度地分化为 SGC，在皮肤的功能重建上将有 非常重 

要 的意义 。 
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