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离、鉴定及体外分化的特点，为将来源于自体皮肤的 

多能干细胞用于创面移植修复及构建具备生理功能 

的人工皮肤提供实验依据。 

1 对象与方法 

1．1 标本来源 

选取笔者单位妇产科孕 18～29周 5例流产胎 

儿的正常皮肤标本 。另取本科因瘢痕或溃疡需行手 

术患者的正常皮肤标本 ：1岁半 ～8岁患儿 5例 ，其 

中男 3例、女 2例 ，年龄 (4．0±2．6)岁；19—59岁中 

青年患者6例，其中男 3例、女 3例，年龄(39．0± 

15．2)岁 ；65～81岁老年患者 6例 ，其中男 4例、女 2 

例，年龄 (71．0±6．1)岁。取上 述标 本 (1 cm ×1 

cm)时供者或家属均知情 同意。 

1．2 主要仪器与试剂 

倒置相差显微镜 (日本 Olympus公 司)、激光共 

聚焦显微镜(德国 Zeiss公司)。干细胞培养基(美 

国Gibco公司)由含体积分数 2％B27、100 U／ml青 

霉素、100 U／ml链霉素、20 g／L成纤维细胞生长因 

子(FGF)2、20 g／L表皮生长因子 (EGF)、10 g／L 

转化生长因子B(TGF．B)的DMEM／F1 2培养液 

(1：1)组成。体积分数 10％胎牛血清(FCS)购自美 

国 Hyclone公司。一抗(美国 Sigma公司)：原癌基 

因c-myc(1：200)、兔抗人巢蛋白(1：300)、信号转导 

和转录激活因子 3(STAT3，1：200)、端粒体逆转录 

酶(TERT，1：300)、纤维连接蛋白(1：300)、神经元 

特异性 烯醇 酶 (NSE，1：500)、神经 胶质酸 性蛋 白 

(GFAP，1：200)、小鼠抗人神经纤维 (NF，1：200)以 

及 平滑肌肌动蛋白( 一SMA，1：200)。二抗(美国 

Sigma公 司)：兔 抗小 鼠异硫 氰 酸荧 光素 (FITC)． 

IgG、羊抗兔 cy3-IgG、羊抗兔 FITC—IgG。油红 (上 海 

生工生物工程有限公司)；hoechst 33258(美国 Sigma 

公司)。 ’ 

1．3 细胞分离、培养与检测 

参照文献[5，6]稍加修改，采用预冷的磷酸盐 

缓冲溶液(PBS)、DMEM／F12培养液依次冲洗 4种 

标本 2次，去除皮下组织将其剪成浆状，以2．5 g／L 

胰蛋白酶于37℃下消化2 h，采用含体积分数 10％ 

FCS的DMEM／FI2培养液终止消化。于离心半径 

20．4 cm，1 500 r／min离心 5 min(条件下同)，去上 

清液，加入冷 PBS同法 吹打 、离心 1次；DMEM／FI2 

培养液吹打、振荡后用 300目细胞筛网过滤、离心。 

添加干细胞培养基 10 ml吹打 、振荡后接种到 25 ml 

培养瓶[(1～2)×10 个／瓶]，置于37℃、体积分数 

5％CO，培养箱(条件下同)中培养，每隔 3 d半量换 

液，2周后收集悬浮细胞，转移到新的培养瓶中培 

养。悬浮细胞克隆增多、直径较大时传代，前2代传 

代比例 1：1，第 3代以后为 1：2。传代之前，于倒置 

相差显微镜下观察并计数每瓶细胞克隆数，共测定 

5次取平均值；每瓶细胞于 200倍激光共聚焦显微 

镜下任选 10个视野(克隆数 >50个)，测量其中每 

个细胞克隆的最大直径，取平均值。 

1．4 细胞体外分化及检测 

将第 2代细胞克隆接种于右旋多聚赖氨酸包被 

的平皿中，加入适量含体积分数 1％FCS、体积分数 

2％B27的DMEM／FI2培养液，于培养箱中培养7～ 

10 d。 

1．4．1 免疫细胞化学检测 将细胞采用 40 g／L 

多聚甲醛固定 10 min，PBS冲洗 2次。以含体积分 

数0．5％TritonX．100的PBS 37℃孵育细胞 10 min， 

PBS冲洗。采用含体积分数5％FCS的PBS 37℃孵 

育细胞 30 min，晾干，加入一抗 100 1，以PBS作为 

空白对照，4℃下过夜。用含体积分数 5％FCS的 

PBS冲洗 3次、5 min／次 ，加入二抗 100 l，室温避光 

孵育 30 min，以含体积分数 5％FCS的 PBS冲洗 3 

次。加入 5 m g／L hoechst 33258染 核 5 min，蒸馏水 

冲洗 3次后 ，立即于激 光共 聚焦显微镜下观察神经 

元细胞 标 志 物 NSE、NF及 神 经 胶 质 细胞 标 志物 

GFAP和平滑肌 细胞标 志物 Ot-SMA的表达 。其 中 

FITC激发绿色荧光 、波长 488 nm；cy3激发红 色荧 

光 、波长 534 nm；hoeehst 33258激发蓝色荧光 、波长 

405 nm。 

1．4．2 油红染色鉴定脂肪细胞 将 0．3 g油红 

溶于 100 ml体积分数 60％的异丙醇，4℃下静置过 

夜，摇匀过滤。除 FCS体积分数为 5％外，培养条件 

基本同常规培养。第2代细胞培养 15～20 d。将细 

胞固定后加入过滤的油红于室温下染色 1 h，立即在 

倒置相差显微镜下观察 (阳性 细胞表现为胞质呈透 

亮的橘红色 )。在镜下任意选取 5个视野 ，每个视 

野计数 500个细胞 ，计算阳性分化率。 

1．5 单个细胞克隆培养 、分化及检测 

取第 2代细胞克隆，离心、去上清液，添加干细 

胞培养基 3 ml后用吸管反复吹打、振荡，尽量使细 

胞离散成单个 ，反复稀释为 10个／ml后 ，将细胞接 

种于96孔培养板，置于培养箱中培养24 h。于倒置 

相差显微镜下标记单个细胞培养孔，1个月后计算 

其克隆形成率。向形成克隆的培养孔里加入含体积 

分数 10％FCS、体积分数 2％B27的 DMEM／FI2培 
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41．1％ 、25．5％ 、17．7％ 、15．2％。克隆增殖细胞接 

种到包被的平皿中分化培养 7～15 d，免疫细胞化学 

染色显示 ，部分克隆增殖细胞 NSE、GFAP、Ot—SMA呈 

阳性表达 ，油红染色显示仅少数细胞呈阳性表达 ；同 

时克 隆团明显表达巢蛋 白、纤维 连接蛋 白、c—myc、 

STA I13及 TERT。 

3 讨 论 

本研究采用限制性干细胞无血清培养基 ，从胎 

儿 、患儿 、中青年患者 、老年患者的正常皮肤标本 中 

筛选 出悬浮细胞克隆。这些克隆在体外血清的作用 

下能向神经元细胞 、神经胶质细胞 、平滑肌细胞和脂 

肪细胞分化 ，单个细胞克隆亦具有克隆形成及多 向 

分化潜能。由于它们具有干细胞多向分化 、克隆增 

殖的生理特性 ，表明其很可能是来源于皮肤的多能 

干细胞 。 

本研究分离出的干细胞胞质表达 间质细胞分泌 

的一种 细胞外 基质 蛋 白——纤 维连 接蛋 白，而将 

dispase酶消化 获取 的表皮 用该法培养未得到悬 浮 

细胞克隆 ，提示该 干细胞 很可能来 源于真皮基质 。 

有报道称 ，从鼠的皮肤 中分离出的间质干细胞能贴 

壁生长 ，但它并不表达巢蛋白 ；而笔者筛选的 

细胞呈悬浮克隆样生长 ，亦表达巢蛋 白。由此表明， 

本研究分离到的细胞是一种不 同于以往间质干细胞 

的新型皮肤真皮多能干细胞。 

TERT与染色体 DNA的合成和 细胞 的持续 增 

殖有关 ；c—myc与 干 细胞 增 殖 分化 的信 号调 控 有 

关 ，它一般不在 成熟 细胞中表达 ；STAT3是一 种 

核 转 录 因 子，它 与 胚 胎 干 细 胞 的 多 能 性 有 关 。 

STAT3基因敲除的胚 胎干细胞不具 有多 向分化 潜 

能  ̈。本研究分离的细胞表达上述蛋 白，表明这些 

细胞具有多能干细胞多 向分化 、不易老化 的分子基 

础 。 

本研究 中，皮肤原代培养获得 的克隆数及直径 

比较结果为 ：胎儿 >患儿 >中青年患者 >老年患者。 

由此表明，年龄对真皮多能干细胞的数量和增殖能 

力有一定的影响。笔者观察到，胎儿 、患儿 、中青年 

患者和老年患者正常皮肤来源的干细胞分别有向神 

经元细胞 、神经胶质细胞和脂 肪细胞分化 的优 势。 

这提示 ，真皮多能干细胞用于特定组织 的替代治疗 

需考虑供体的年龄因素。胎儿创面无瘢痕愈合和老 

年患者创面延迟愈合可能与真皮多能干细胞的质和 

量有关 ，尚待进一步研究 。 

临床上难治性创面往往伴有皮肤 、脂肪 、神经甚 

至肌 肉、骨骼的毁损 。本实验分离的干细胞可分泌 

与组织修复有关的纤维连接蛋 白，而且具有多向分 

化能力 ，提示来源于皮肤的多能 干细胞在全层皮肤 

缺损的难治性创面的移植治疗中可能有应用价值。 

临床实践表明，真皮的重建能改善皮肤创面愈合后 

的功能与外观。虽 然已有各种人 工真皮应 用于临 

床 ，但大多数仍是一种组 织再生支架 ，并不具有 感 

觉 、排汗等生理功能。因此必须选择合适 的种子细 

胞和支架材料构建真皮再生模板，使之尽可能重建 

皮肤生理功能。本实验分离的具有多向分化潜能的 

真皮干细胞 ，有望成为一种较为理想的、可用于构建 

生理活性真皮的种子细胞 。 
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