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人胎儿皮肤皮脂腺细胞和外泌汗腺细胞的 

分离培养及鉴定 

陶克 陈璧 谢松 涛 

【摘要】 目的 建立人胎儿皮肤皮脂腺 、外泌汗腺细胞的体外分离培养与鉴定方法。 方法 

通过分离人胎儿皮肤皮脂腺腺体和外泌汗腺腺管，以DMEM／F12(1：1)为基础培养基，分别添加不同 

浓度的胎牛血清 、表皮生长 因子 、L一谷氨酰胺 、氢化可 的松 、霍乱毒 素 、青 霉素 、链霉 素、重组 人表皮 生 

长因子、三碘甲状腺氨酸、胰岛素、转铁蛋白、亚硒酸钠作为皮脂腺细胞培养基及外泌汗腺细胞培养 

基，置入37 aC、体积分数 5％CO，孵箱中进行原代及传代培养。倒置相差显微镜下观察人胎儿皮肤 

皮脂腺 、外 泌汗腺 细胞 的形 态及 变 化 ，并进 行 细胞 克隆 形成 率 测定 。采 用 油红 染色 和 细胞 角蛋 白 

(CK)4．62、上皮膜抗原 (EMA)免疫组织化学染色对传代培 养的皮脂腺 、外泌汗 腺细胞进行 鉴定 。 

结果 分离的人胎儿皮脂腺腺体和外泌汗腺腺管可以在体外贴壁生长繁殖；其皮脂腺细胞的克隆形 

成率为 2．7％ ，明显低于人胎儿角质形成细胞 (8．O％ ，P <0．O1)。人外 泌汗腺 细胞 的克隆形 成率为 

7．3％ ，与人胎儿角质形成细胞(7．7％)比较差异无统计学意义(P>0．05)。油红染色显示，皮脂腺 

细胞含有少量脂质小滴 ，CK4．62、EMA免疫组织化学染色均 为阳性 -夕 泌汗腺细胞 CK7、CK19免疫组 

织化学染色均为阳性。 结论 用酶消化法和显微分离法可体外分离人胎儿皮肤皮脂腺 、外泌汗腺 

细胞，两者均具备上皮细胞的标志和生物学特点，但皮脂腺细胞增殖速度较为缓慢。 

【关键词】 细胞培养技术； 胎儿； 皮脂腺细胞； 外泌汗腺细胞 
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【Abstract】 Objective To explore the preliminary methods of in vitro isolation，culture and identifica— 
tion of sebocytes and eccrine sweat gland cells from human fetal skin． Methods Human fetal skin was di— 

gested with dispase or type II collagenase，and then by micro—sieving to isolate human sebaceous gland and 

eccrine sweat gland cells．DMEM／F1 2 (1：1)was used as the basic culture medium．supplemented with fe— 

tal bovine serum，recombinant human epidermal growth factor，L—glutamine，Hydrocortisone，choleratoxin
， 

penicillin and streptomycin as the medium for sebocytes，or fetal bovine serum ，recombinant human epider— 

mal growth factor，t riiodothyronine，hydrocortisone，insulin，transferrin ，sodium selenite to the medium for 

eccrine sweat gland duct cells．Primary cultures and subcultures were incubated at 37 ℃ in humidified at— 

mosphere of 5％ CO2／95％ oxygen． Cell morphology was observed by inverted phase contrast microscopy， 

and the cultured cells were identified with eell clone efficiency determination．The cultured sebocytes were i— 

dentified with oil red staining and CK4．62，Epithelia Membrane Antigen(EMA)immunohistochemistry stai— 

ning．The cultured eccrine sweat gland duct cells were identified with CK7．CK19 immunohistochemistrv stai— 

ning． Results The isolated sebocytes and eccrine sweat gland cells from human fetal skin could grow bv 

adhering to the wall and proliferate in vitro．The cell clone efficiency of human fetal sebocytes was 2
． 7％ ． 

which was obviously lower than that of human fetal keratinocytes(8．0％ ．P <0．O1)．There was no obvious 

difference in the eell clone efficiency between human fetal eccrine sweat gland cells(7．3％ )and human fe— 

tal keratinocytes(7．7％ ，P >0．05)．The results of oil red staining indicated that a small quantity of lipid 

droplets in sebocytes，and immunohistochemistry staining of CK4．62．EMA were positive in subculture sebo— 

cytes．The immunohistochemistry staining of CK7，CK19 was positive in subculture eccrine sweat gland duct 

cells． Conclusion In vitro cultured human fetal sebocytes and eccrine sweat gland duct cells displayed 

the markers and biological characteristics of epithelial lineage．but human fetal sebocytes proliferated more 

slowly． 

【Key words】 Cell culture techniques； Fetus； Sebocytes； Eccrine sweat gland cells 
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内的皮肤附属器受损或丧失 ，不但延迟 了创面的愈 

合，而且创面愈合后皮肤缺乏皮脂滋润而易干燥破 

裂。近年来研制的组织工程皮肤虽然能尽快覆盖创 

面促进愈合，但因其不能重建毛囊 、皮脂腺和汗腺等 

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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皮肤附属器 ，难 以达到完全意义上的“功能愈合”。 

皮脂腺细胞和汗腺细胞体外培养模型 的建立，将有 

助于进一步了解皮脂腺 和汗腺细胞的生物学特点， 

揭示其功能活性 ，为构建具有皮肤附属器 的新型组 

织工程皮肤奠定基础。为此 ，笔者对人胎儿皮肤 的 

皮脂腺和外泌汗腺细胞的分离与体外培养方法及生 

长特征进行 了探讨 ，以期为体外研究皮脂腺 、汗腺功 

能和功能性组织工程皮肤的构建奠定基础 。 

材 料 与 方 法 

一

、主要试剂及标本来源 

DMEM／FI2(1：1)培 养 基、霍 乱毒 素 、dispase 

酶 、脱氧核糖核酸酶 、转铁蛋 白、亚硒酸钠均购 自美 

国 Gibco公司；重组 人表皮生长因子 (recombination 

human epidermal growth factor，rhEGF)、胰 蛋 白酶 

(1：250)、细胞角蛋白(CK)4．62抗体 、Ⅱ型胶原酶、 

L一谷氨酰胺 、三碘 甲状腺氨 酸 、胰 岛素 均购 自美国 

Sigma公 司，胎 牛血清购 自杭州 四季青生物工 程材 

料有限公司，抗上皮膜抗原 (epithelial membrane an． 

tigen，EMA)、CK7、CK19抗体 购 自美 国 ADI公 司 ， 

氢化可的松、链霉素、青霉素为华北制药股份有限公 

司产品。油红 、异丙醇 、多聚甲醛为西安化学试剂厂 

产品。人胎儿皮肤取 自笔 者单位正常 引产的孕 20 

～ 28周胎儿的面部和头部皮肤(家属均知情同意)。 

二、技术与方法 

1．人胎儿皮肤皮脂腺 的分离和体外原代培养 ： 

取胎儿头部皮肤，洗去胎脂后 用 2．5 g／L洗必泰液 

浸泡 10 min，无菌等渗盐水反复冲洗后 ，在无菌条件 

下剪去毛发，去除皮下脂肪 ，剪成 3 mm×5 mm的皮 

片 ，放人加有 2．5 g／L dispase酶 的无菌培养皿中，于 

4℃过夜 。次 日，用无菌镊分离表皮与真皮 ，将带有 

毛囊 、皮脂腺的表皮置人 0．2 g／L脱氧核糖核酸 酶 

中，置 37℃孵箱 内，15 min后移人 DMEM／F12培养 

液中 (含 有 体 积 分 数 10％ 胎 牛 血 清 、10 &g／L 

rhEGF、3．4 mmol／L L-谷氨酰胺 、0．4 g／L氢化可的 

松 、10 mol／L霍 乱 毒素 、100 U／ml青 霉 素、100 

nq g／L链霉素)。在 30倍显微镜下 ，取完整的皮脂腺 

腺体放人直径 35 mm的无菌培养皿中，每个培养皿 

内放置 2～3个腺 体 ，加入适 量 的上 述培养 液，置 

37℃、体积分数 5％CO 孵箱内培养 ，换液每 2～3 d 

1次。倒置显微镜 (日本 Olympus公司)下观察细胞 

生长情况 。当原代细胞覆盖培养皿底面超 过 60％ 

～ 70％融合时 ，按表皮细胞传代培养方法 ，进行人胎 

儿皮脂腺细胞的常规传代培养。 

2．人胎儿皮肤外泌汗腺的分离和原代培养 ：胎 

儿头部皮肤经前述步骤处理后 ，剪成 5 mm×5 mm 

小 片，加入 5 ml DMEM／F12培养液(含 2 g／LⅡ型胶 

原酶 、体积分数 5％ 胎牛血清 、100 U／ml青霉 素和 

100 mg／L链霉素 )，在 37℃ ，体积分数 5％CO 孵箱 

中过夜。次日，在 50倍显微镜下剪取完整的汗腺腺 

体，用 40 l微量移液器吸取汗腺，放人含体积分数 

10％胎牛血清的 DMEM／F12培养液的培养皿中 ，然 

后再 移 人 含 有 体 积 分数 5％ 胎 牛 血 清 、10 p,g／L 

rhEGF、2×10 mmol／L三碘甲状腺氨酸 、0．4 g／L 

氢化可 的松 、10 ng／L胰 岛素 、10 ng／L转铁 蛋 白、 

1×10 mol／L亚硒酸钠 的 DMEM／F12培养液 (汗 

腺培养液 )600 Ixl的培养皿 中，置上述条件 的孵箱 

内培养 ，待汗腺 贴壁后 ，补加 2 ml汗腺培养液继续 

培养 ，换液每 2～3 d 1次。倒置显微镜下观察细胞 

生长情况 。当培养 的人胎 儿皮肤外泌 汗腺 细胞约 

60％ ～70％融合后 ，按表皮细胞传代培养方法 ，进行 

常规传代培养 。 

3．免疫组织化学染色 ：取第 2代皮脂腺细胞和 

外泌汗腺细胞爬片，待形成明显克隆后用 40 g／L多 

聚甲醛室温 下固定 10 min，亲和素．生物 素复合物 

(ABC)标记法对皮脂腺细胞行 CK4．62、EMA染色 ； 

对外泌汗腺细胞作角蛋白 CK7、CK19染色 ，以角质 

形成细胞作对照。 

4．油红染色：将培养的皮脂腺细胞用磷酸盐缓 

冲液(PBS)冲洗后 ，以体积分数 为 60％异丙醇固定 

5 min，油红溶液染 色 10 min，经前述浓度的异丙醇 

和 自来水清洗后 ，苏木 素液染色 10 min。以角质形 

成细胞作对照。 

5．细胞克隆测定：将第 2代皮脂腺、外泌汗腺细 

胞 ，以 200个／：fL的密度接种于 6孔培养板 ，培养 3 

周后行姬姆萨染色，计算克隆数及克隆形成率。以 

角质形成细胞作对照。 

三 、统计学处理 

所得数据采用 Excel软件处理，结果 以 x±s表 

示 ，行 x 及 t检验。 

结 果 

1．人胎儿皮脂腺细胞生长特点 ：倒置显微镜下 

可见完整 的人胎儿皮脂腺腺体。约有 10％ ～20％ 

左右的皮脂腺腺体有细胞生长。培养 6～8 d后皮 

脂腺腺体开始长出皮脂腺细胞 (图 1)，培养 12～14 

d已形成单层细胞，21 d左右生长成 1～2 cm 的片 

状细胞单层。原代和传代培养的细胞类似角质形成 

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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征。之后 Xia等 将人全层皮肤 剪成小块 ，加 入适 

量 dispase酶，4℃过夜后分离表皮与真皮层 ，将带 

有皮脂腺腺体的表皮放入 1．2 g／L的脱氧核糖核酸 

酶中，37℃孵育 15 min后 移入含体积分数 10％胎 

牛血清的培养基中，显微镜下可分离出表皮内侧完 

整的皮脂腺腺体。将该腺体放入 3T3成纤维细胞滋 

养层中，用含胎牛血清 、rhEGF、氢化 可的松 、霍乱毒 

素 、L．谷氨酰胺 和抗生 素的 DMEM／FI2(3：1)培养 

基中培养，原代的皮脂腺细胞可从皮脂腺腺体小叶 

周围长 出，经传代 3次后获得较多细胞。近年来 ，人 

皮脂腺细胞的体外培养有了很大进步，Lee 将皮脂 

腺先经胶原酶处理后 ，移入无血清的 WE培养基 中 

培养。Fujie等 用文献[3]的方法培养皮脂腺原代 

细胞 ，至少传 3代，然后用无血清的角质形成细胞培 

养基在没有滋养层的情况下传到第6代。近年来有 

报道 ，在 DMEM／FI2中添加胎牛血清 、rhEGF、角质 

形成细胞生长 因子 、L-谷氨酰胺 、霍乱毒 素和抗 生 

素 ，或者在 MCDB 153培养基中添加霍乱毒素 、牛 

垂体提取物 、rhEGF、碱性成纤维 细胞生长 因子 、氢 

化可 的松 、胰 岛素 、胎 牛血 清 和抗 生素 的培 养 体 

系 ’ ，可明显促进皮脂腺细胞的生长和增殖。 

应用 dispase酶处理人胎儿皮肤标本后，表皮和 

真皮易于分离，在显微镜下即可看到完整的皮脂腺 

腺体。进行显微分离 时，器械 的尖端易被毛囊外层 

的结缔组织鞘消化而成 的黏性物质干扰 ，应用脱氧 

核糖核酸酶处理可以抑制此黏性物质的产生 ，便于 

分离 。本实验 中培养 的人胎儿皮脂腺 细胞经 

CK4．62和 EMA免疫组织化学染色均为阳性 ，尤其 

是后者可以特异性地作 为已分化 的人皮脂腺细胞 的 

标志。随着分化 的进行，人皮脂腺细胞表达特征性 

蛋白即人多形性上 皮黏蛋 白、皮脂 腺抗原和 CK7、 

CKI3、CK4、CKI9，但不表达 CK1和 CK2；皮脂腺细 

胞也表达低水平的外皮蛋白，同时形成少量的角化 

包被 引。 

由于外泌汗腺 为无分支 的管状结构 ，具有相对 

简单的结构和功能 ，因而成 为研究外泌腺体分泌和 

重吸收的重要模型。Collie等于 1985年首先利用胶 

原酶处理囊性纤维化患者和正常人的活检标本后分 

离到外泌汗腺 ，移至塑料或铺有胶原 的器皿底部后 

可以长出细胞 ，在无血清培养基中可逐 渐形成单层 

以至多层的细胞膜片。之后随着对汗腺细胞研究的 

不断深入，显微分离和胶原酶消化相结 合的方法 已 

经成为其原代培养的基本方法；基础培养基从最初 

的 RPMII640或 Williams E，发展到 MCDB 170及 目 

前的 DMEM／FI2培养基。同时在添加胎牛或新生 

牛血清的 DMEM／FI2培养基中加以适量胰 岛素 、氢 

化可的松 、rhEGF、霍乱毒素、亚硒酸钠 、三碘 甲状原 

氨酸培养体系已被越来越多的研究者采用 。已 

有研究表明，根据免疫组织化学染色特征 ，人汗腺分 

泌部细胞 CK7、CKI9染色阳性，而导管部细胞仅 

CKI9染色为阳性 。 

笔者的研究结果提示，采用 dispase酶或Ⅱ型胶 

原酶消化法和显微分离法可分离人胎儿皮肤中的皮 

脂腺和外泌汗腺细胞。经鉴定，其分别具备人皮脂 

腺细胞和汗腺细胞的特性和标志 ，能初步实现人胎 

儿皮脂腺细胞和外泌汗腺细胞 的体外分离培养 ，为 

体外研究皮脂腺 、汗腺功 能和“功 能性组 织工程皮 

肤”的构建奠定 了一定的基础。 
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