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无血清无滋养层培养的人角质形成细胞 

生物学特征 

周慨武 罗奇志 宋华培 黄丽华 赵雄飞 

【摘要】 目的 建 一种人角喷形成细胞(HKC)无血清、无滋养层培养方法，观察用该方法培 

养的 HKC的 物学特 征 方法 取 5～l0岁儿童及 20～30岁成人 (各 5例 )环切术 后包皮 ，分为 

儿童组 和成人组 采H{ 步消 化法 分离人包皮标 本 ，检测其 原代 HKC获得 数；用 KC无血清 培养液 

培 养．光镜 F脱察 HKC形态 ；荧 光显做 镜 F鉴定 HKC．ji：观察其 乍长速 度 ；用噻 唑蓝 (MTT)法 检测 

HKC十 长曲线 ．流式细胞 仪检删 细胞 周期 结果 儿童 组原代 HKC扶得 数 为(1．780 4-0．0l0)× 

l0 ／era ，较 成人绀 (1．490 4-0．120)×l0 ／t·nl 高(P <0．01) HKC形态学观察见刚 分离的 HKC为 

透亮 的小 圆形细胞 ．台盼蓝染 色约 94％细 胞拒染 ，多次传代 的 HKC贴壁速 度 、贴壁率及 透亮 度 明显 

增加 ；荧光 做镜 卜见细胞胞浆 强黄绿色荧 光，细胞 核 木着色 ，证 明其 为 KC 儿 童组 HKC传代次 

数 为(I1．0 4-1．2)次，较成人组(9．2 4-0．8)次高(P <0．05) HKC生长曲线 无明 潜伏期 ，细胞增殖 

速 度快 ，扩增倍数高 ( l期细胞 为 36．15％ ．G2期 细胞为 25．17％ ．S期细 胞为 38．68％ ，细 胞增殖指 

数 为 63．85％ 结论 无 血清 、无滋养层培 养．是一 种较理想 的培 养 HKC的 法 
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【Abstract】 Objective To estahlish all optimal method for serum．free and feeder layer．free culture of 
human keratinD(·ytes an(1 to i『1、estigate thei r hiologieal characteristics． Methods The keratinocvtes were 

harveste rl from human foreskin of 5 eh_llh，en(aged 5一l0¨)antl 5 aduhs(aged 20—30 vr)． l'he san1Dles 

were isolated hv two—step digestion alltl the quantities of primar、 }mrvested HKCs were determined． The 

HKCs wele then cnlturetl in KCS serun1．free cnhure medium．The morphology of HKCs were observe(1 un(ter 

light nlit roscope． Fhe HKCs antl thei~grow_l1g speed were o[,servetl antl identifietl under fluorescent miero— 

s(‘ope．’l'he growth eurve of H KCs was deter le~1 with MTT method ． and the cell cv le was determined with 

flow evtometr', Results The nunlher of harvested HKCs from (·hildren『(1．780 4-0．0l0)×l0 ／cn1 1 

was obviously higher than thai from aduhs (1．490 4-0．120)×l0 ／(-in 1．(P <0 01)．Freshly isolated 

primary HKCs were round and transparent，antl 94％ of them were tr)【】an hlue resi stant．The adherent speed 

and rate antl l Lit·ent degree of Ilmltipl~passaged H KCs increaset1 rnllowetl hv each passage．Under the fluo． 

rescent n1it’rost ope．the cells exhibite~l strong Kelly fluoreseenee in the cytoplasm and with no staining in the 

nucleolus，thus the cells were identifie~l as}lKCs． The HKCs from ehildren forskin (·ould be Dassaged )r 

olore times[(11．0 4-1．2)times]than that from adults[(9．2 4-0．8)times]，(P <0．05)．There was no 

clear sign of ineubatiun perind in the growth curve of H KCs．and both rellular proliferating speed and rate of 

proliferation were high． l'he pereentage of cells in G1．G2 and S phase and the proliferation index was 36
． 

15％ ．25．17 ，38．68％ and 63．85％ ．respe~·tively． Conclusion Serum．free anti feeder laver．free(·ul— 

ture seems to l'e an i(1eal methotl f0r the ciiltiration of H KCs 

【Key words】 Keratnio~·ytes； (；ell euhure techniques； Biologi<-al characteristic 

角质形成细胞 (keratinocytes，KC)培养技术应用 

越来越广泛 ，KC的有 血清 、有滋养层培养技术已经 

非常成熟，但凶其所含生长凶子和激素的变化大，且 
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· 论 著 · 

血清成分极为复杂 ，其中有不利于细胞生长的成分 ， 

这些因素均会影响 KC的生 长调节机制 、细胞 因子 

的释放 、特殊抗原和受体的表达等研究结果 ，同时滋 

养层细胞会干扰医学研究结果 ，其抗 原性也 不利 于 

组织工程皮肤的临床应用 故笔者建立了人角质形 

成细胞(HKC)无血清 、无滋养层培养法 ，并动态观察 

了用该方法培养的 HKC的生物学特征。 
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4．HKC 生长速 度 ：儿童组 HKC传 代 次数 为 

(1 1．0±1．2)次，较成人组 (9．2±0．8)次高 ，两组 比 

较，差异有统计学意义(P <0．05) 两组原代细胞 

增殖速度缓慢 ，融合时问较长 ；第 2～3代细胞增殖 

迅速，融合时间较短 ；第 4～7代细胞增殖速度最快 ， 

并且 比较稳定 ；第 8代以后细胞增殖速度减慢 ，甚至 

长时间不能融合 、 

5．HKC生长 曲线：用 本方 法培 养的 HKC牛长 

曲线没何明 潜 伏期，接种在 K—SFM 中的 HKC可 

以迅速度过延缓期 ，进入快速增殖纠 ，第 7天细胞基 

本融合后增殖减缓 

6．细胞 周期 ：( 1期细胞周期 为 36．15％，G2期 

细胞为25．1 7％ ，s期细胞为 38．68％ ，细胞增殖指数 

为 63．85％ 

讨 论 

l975年 Rheinwaht等 ：采川 3T3滋养层细胞和 

含血清培养基建立 了较成熟 的 KC培养方法 ，至 今 

仍被广泛应朋 随着对 KC研 究的深入 ，人们 已注 

意到培养的 KC可产生 、释放多种细胞 因子 ，这些 

L大J子在移植下创面的 KC分裂 、成熟和迁移的过程 

中可能发挥 着重要作用 ’ 无 清培养可以方便 、 

精确地研究 KC生长 、增殖 、分化的渊节机制 ，进 一 

步探讨影响 KC培养和移植的有 火 素，以及 KC在 

创伤愈合l11的作用和 与其他细胞的相互作用 

KC较难在体外培养，主要是基于 KC难以传代 

和难以避免被 Fh污染 ，这 在无 清培 养时更加明 

显 国内常fL}j胰蛋白酶消化法 分离 KC，胰蛋 白酶既 

可破坏桥粒，又能破坏 半桥粒结构 ，不易完整地 获取 

表皮并 导致 Fb污染 、胰蛋 白酶义 Hf消化分解细胞 

膜大分子蛋白，使膜通透性升高 ，细胞水肿 ，活 力下 

降，导致细胞增殖缓慢 和传代受限 ttispase酶仅作 

用于表皮一真皮结合处的半桥粒 ，在胰蛋 白酶消化前 

使用，可以去除真皮 ，降低 Fb污染 的可能性：用不 

加血清的培养基配制 dispase酶可以明显提高 KC的 

活力，而且埘 dispase酶的活性 无明 影响一 

无 血清培养的 KC传代非常 闻难，成功传代 的 

关键在于把握好传代时机和消化时 间，首次 传代对 

于 KC是否能长期存活尤为重要，原代培 养的 KC生 

长分为 3个期 ：延缓期 、增殖期 和停滞期 。 首次传 

代一般在 KC增殖 早期，但此时细胞刚度过延缓期 ， 

脆弱易损一而在 KC增殖后期，细胞 贴壁紧密，若 消 

化时间不足 ，细 胞不易从瓶壁 脱落：若 消化时 间过 

长 ，待细胞完全从瓶壁脱 落，则细胞膜 已受损 ，细胞 

活力下降，死细胞增 多 笔者将传代时机选择在细 

胞 70％融合时 ，即细胞增殖后期 ?此时细胞对损伤 

的承受能力较强 ，同时采用残余的少量胰蛋 白酶消 

化，待细胞收缩 变圆 、部 分开始脱落 时立 即终 止消 

化，较好地解决了传代问题?KC是一种群体依赖性 

非常强 的细胞 ，如细胞接种密度太低，则 KC很难增 

殖融合成片，而混杂的少许 FI】则大量增殖 ，抑制 KC 

的增殖 ：笔者在 原代培养和首次传代培养时，均采 

用高密度接种 ，这样有利于受损的 KC迅速适应体 

外培养环境并得以修复 ，这一点对于顺利地进行 KC 

的原代培养和续代培养也很重要一 

本实验观察到，南不同年龄正常人的包皮标本 

分离得到的 HKC最高传代次数不同 ，通常可以稳定 

传 8～12代一来 自儿童的 HKC和来 自成人的 HKC 

比较 ，前者体外稳定传代次数高于后者 ，这可能是由 

于儿童的 HKC具有更 强的增殖潜能 ，或儿童 HKC 

巾角质形成干细胞的比率较高所致?笔者用本方法 

培养的 HKC生长曲线和文献中有 清培养的 HKC 

生长曲线 比较 ，前者没有明显的潜伏期 ，可直接进入 

增殖期 ，而后者有 2～4 d的潜 伏期 ，说明前者更适 

合 HKC的体外培养：用 K—SFM培养的 HKC可以在 

体外稳定传 8～l 2代，稳定培养 2～3个月，细胞形 

态和生长速度无明显变化，优于有血清培 养法 ：无 

血清 KC培养基有两类 ，一类是含 BPE的 K—SFM，另 
一 类是不含 BPE的 DK—SFM BPE具有较强的致有 

丝分裂作用 ，可促进 KC增殖 ，有利于原代和传代培 

养：笔者存 HKC原代培 养和首 次传代培养时均采 

用 含 BPE的 K—SFM：虽 应用不 含 BPE的 DK—SFM 

苒‘次传代很难成活，但它能够胜任传代细胞的培养 

和继续传代，由于其成分较前者更为明确 和稳定 ，故 

笔者在后续实验中采用不含 BPE的 DK—SFM 用此 

尢血清培养基培养 KC，6 CIn 标本可分离得到 1× 

10 个 HKC，接种 2个直径 10 CIn培养皿 ，5 d即可初 

次传代，按 1：3传代 ，30 d可传 6代，以此类推 ，30 d 

后其面积可以扩增 l4 000倍左有一与文献[7]报道 

的有血清 、有滋养层培养 3～4周扩增 10 000倍 的 

KC比较 ，扩增速度 和倍数明显升高，从理论上讲，可 

以更快地覆盖大面积烧伤患者 的创 面，提高其治愈 

牢 ． 
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严重烧伤后右股动脉感染致假性动脉瘤一例 

徐 国士 王野 朱志 军 池 一 凡 

患 男，42岁 ．汽油火 烧 伤，总 fjl 90％ ．其中浅 Ⅱ度 

80％ 、深 Ⅱ度 2％ 、Ⅲ度 8％T13S 伤后 l h收 入笔 者单位 

人院前 曾 小院急 诊科 0腹股 沟处 II 常 皮肤抽 取 股 

动脉 血仃I(IL气 分析 检查 ，̈ I【lf 咳处" 侧 股静脉穿刺 置管 

(进 管 l7 t·III)，人院后 抗 休克 、抗感 染 、f 养之持 等综合 治 

疗 ．患者平稳度过休 豇 l】上】后拔除静脉 导管 ．拭 于培 养结 

果为多蠹耐约金翦色葡 萄球 闲(MRS、)感染 伤 后 l4 d患 

80％．rBSA创面愈合 ， 仃股 静脉穿刺 部他 观红 肿 伴疼 

痛，体温 升高 』ra部给予 5()g／l 硫 酸镁 敷，全 身应 抗 

素 ．但效果 伤后 2l tl，忠 者 岐静脉 昝刺部 似红 肿明 

显 ．有搏动感 ．给 予硒郫切开Ijl流 ．引⋯睛 包脓液约 l 5 m【， 

许辟J儿 I 林油纱布填 褒 2 l后换约 ．患 局部疼 痛术减轻 ． 

体温存 39．0。【：左 伤后25 l仓f 1细 胞 20．1×l0 ／L、中件 

粒细胞 0．84，̂j部 B超 结 果提示 ：“ffJ!lJ股 动脉似 十牛动脉 瘤 

( 径 4 t·III) 、l，日仵氯眩 麻醉 F． ，删腹股 沟探 查 术， 

术中 见f州殳动脉前 距 “髂 外动脉 10 ·III处仃一 处约 1．5 

(-m×0 8 『̈1破}=fli．周 何 1个 4(-Fn×4 『̈J×4 l̈1炎性 隙 ． 

内有少 晴红 包脓淑 清创 ．取 股动脉前壁破 损处 

织活榆 』{：做细 菌培 养 和约物 敏感 试验 ．结 [果 示 MRSA感 

染 先后川体积分数 3％过 氯化 氢、0．5 g／l 洗必泰 、0．5 g／l 

新霉素溶 液反复冲洗 术 局部 隙 ， Jf腹 膜，暂 时阻 断 彳彳 

侧髂 总动脉 ，截取I司flJ!Il大 隐静脉近心端 约 !c·Ill，纵行 剖开彤 

成 2('111×l t 的静脉组织片 ，』H 9-0尢损 J 龙线连续缝合 

修补 0股动脉前擘 破损 处 35 rain后松 髂 总动 脉 

断钳，经柃 股动脉修补处九渗漏 ， 动脉搏 动 良好 ，逐 

层缝合切 【l，旨橡皮管rjI流 术后患 并』 川万 r 霉 素和美洛 

培南抗感染 ， M输 m浆 、红 细胞 和 t蚩 I，t．Jf：加 强 肠 内营 

棒 术后 3 rl患行仍高烧 退 ， ¨嘲f纠 帅， 下肢肿 胀 

llf次行 B超检查示 ·雌动 脉通畅 ， 岐静脉 部分受 阻 ，切 【j 

J芝下有积液 遂 以部分拆线 敞Jf【JJ̈ ，0川1脓液约 20 II1l， 

以碘仿纱 条换 药 ，患并 体湍仍 波动 38．5～39．5℃ 术后 

第 6天 下，卜，患 行 股 【』J r1处突然涌川鲜 【0【约 I 500 n l，测 

f 为 80／50 IllIII Hg(1 Illlll IIg：0．1 33 kI'a)，、 HH Hj无菌纱 布 

加 包扎 存氯胺 酬麻醉 急 诊 术探 ．见右股 动脉 }} 

片 L卜约 5 rIII处均订 炎性浸 润，补片近心端 裂开 ，动 脉前壁 

破溃约 1．0“n×0．5 t‘ITI m断 侧髂总动脉 ，取 直弪 1．0 c·lit 

人造m管 l 2 t，Ill，行人造 m僻 -7髂 外动 脉和股动 脉端侧 吻合 

搭桥术 ，j：端 m管吻 合处用 腹膜 盖 ，F端 l仉管 吻合处川 仃 

作符 化：2660l1 岛 If『 阪院烧伤整形科 (徐闰 t=、下野 、朱 

志军 )+心脏外科 (池一凡 ) 

机的邻近肌 }訇瓣覆盖 清除 股动脉坏 死部分并缝扎 ．冲 

洗许检查有无漏血 ，待有 足背 动脉搏 动 良好 ．缝 合 n并放 

置负 引流符 术后第 1个 24 h引流m淡红 色血性液约 50 

IllI，第 2个 24 h引f{：约 l0 mI．第 3天 引j{{约 l～2 ml 拔 除 

压引流管 ．患苦体温呈弛张热 第 4天将存股切 n大 部分 

缝线拆除 ．敞 开切 口巾段 ．并用碘 仿纱 条覆盖 暴露 的人造 血 

竹 ．换药 2～3次／n 由于 渗 液 较 多 ，多 次 细 菌 培 养均 为 

MRSA． 此 ff『L管搭桥 术后 仍给 万^霉 素 和美洛培 南抗感 

， J{：增加 [__】服氟康唑预防真 菌感-染 第 5天开始患 者体 温 

恢复到 37．0～38．0℃ ．停止全身应JL}j抗，1 素 ．加强换 药一存 

股{=JJ口逐渐缩小 ，部分 肉芽组 织生 长 盖包绕 人造 血管 

j‘搭桥术后 29 d在硬膜外麻醉下转 移f 股 切LJ外侧双蒂 皮 

瓣(18 、Fn×l0 t·Fn)修复 殳创 口．1剧 后拆线 ，l0 d后患荇 

院 1年后 随访 ，患者行下肢功能恢复 良好 

讨论 大面积烧伤后并发静脉感染以前曾有报道 ，并 

发大动脉感染 至破裂大 m者较 为罕 。 结合 本例的 

治疗情况 ，笔者有 以下 几点 体会 ：(1)静脉穿刺和抽取 血标本 

时 ，必须严格 无菌操 作 ，尽可能不经过 创面穿刺 血管 ，以免引 

起局部 和l札管壁的感 染 (2)抽 收动 脉 m标本 后 ，应 即压 

边穿刺部化不 少于 5 rain，防止 局部形 成 血肿 而 为感染 留下 

隐患 本例患者 入院前有 股 动 、静 脉 穿刺 史，不排 除局 部 

血和继发感染的 可能 (3)修补破 裂的动脉 壁时 ，应在 无 

菌环境和有生机的 组织 问进 行，如 局部 已经感 染 ，血取 一块 

ff『L运 良好 、抗 感染能力强的带蒂肌肉组织瓣 覆盖修 补的动脉 

管壁，同时感染部位充分引流，才能提高于术成功率 

为了挽救患 生命 和保 留其 肢体 ，存 感染区行 人造 血管 

搭桥术是不得 而为之 ．笔者认 为手术成功的要点 如 F：(1) 

IIIL管搭桥』 、卜吻合 口处川健 康 、血运 良好 的组织 瓣有效 覆 

盖 (2),fl-股切rI处 及时敞开 ，有效 地引流 J{ 针 埘性使用 抗 

素 ，控 制了感染的发展 (3)术后加强营养支持 ，迅速 提高 

患者血浆篮 {水平 ，增 强 了免疫 力，有 利 于控 制感 染 和促进 

刨面愈合 
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