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1 2 定 向诱 导人 睫 MSC 丧 皮细胞 仆化 

将 细胞 分为对照 组 、实验 组 刈照组 采用 通 

L DMEN培择 摹培 养，宴验 组 录用 智 ＆皮 长 园子 

t EGF}0 02 g／ml、胰 岛索 0 Ol g／mI 维甲 醴(黄 

国 SignI 公 司 1 0 0I p．g／ml 氯 化钙 0 0I 5 g／L的 

L—DMEM培养基培 养 诱导 7 d后进 行槛测 

1 3 观察细 胞的 形甚生化 

直用倒 谊丰}l兰 徽镜 (日 01wupu 公 司)每 

日观察细 胞的牛长情况 和形态 变化 

1 4 免嫂组织化 学法检测 人骨髓 MSC巾 P63利r 

谱 细胞角蛋 白(PCK)的表达 

磷酸 盐缓 冲 液 (PBS)清 洗 细胞 ．以 体 穰 仆敬 

95坼 乙 醇 用 定 10 rain．再 采 用 I'ris缓 冲 盐 溶 液 

(TBS)洗涤 3状 每 次 3 min 滴加 30 g／I 过 氧 化物 

腾阻断 剂室 温 孵育 10 rain TBS洗 涤 3次 、每 状 

mi．滴加 正常非免瞧 诂物 血清 窜{=!；=l孵 育 J0 min，再 

舒别商加 鼠抗 人 P63抗 体 鼠抗 人 PCK抗体 (均 为 

I：200．幅 4'1l娅新 生 物技 术有 限 公 - )．宝 温孵 育 1 

h．TBS洗涤 ．滴加 生物 索标记 的羊抗 鼠二 机 窜il, 

育 10|11⋯ FBS洗 涤 滴 』J̈链 霉茼 抗生 物 索．过 氧 化 

物酶溶液举 温孵 育 10 mln rBS洗 涤 一氨基 联苯 

胺显色 苏术素 疆染 ．水性 封片 剂封片 

2 结果 

2 1 人骨髓 MSll的丹高墙养 干̈扩增 

目髓 墨 Percoll 胞 分离液 分离 雁 吖以看 判 明 

回 

姓的 4层 ． F分 别 为 L-DbIEM 培 诈渍 、 个 

接细忸 层 Pert：oil细 胞讣离 滟 邗红缃 胞屋 个段 

细胞接种 24 h鼯换漉 ．市 步量 MSC蛐啭 呈 }匕较均 

一 的成 卦雏细 胞械【圉 I )．未 畸的细 胞谭讨 按械 

敞除去 培养 3 d的细 咆增殖缓 慢 后逐渐 加 把，培 

养7～1 5 】达80％ ～9O％融合．细胞舢台 排列辛 

旋涡状 (图 1 b) 传代 细胞 “ 3 x10 个／ml”侏 度 

接种 4～5 d f达到 80％ ～90 、融 合 传代 后钿咆形 

态趟 于均 

2 2 几书髓 MSC的 形志观察 

镜 下观察 到 随蕾培养时 阿帅延 长．蛮 ≈组细胞 

民棱 爰渐转 业为 南嘲Jl=三 形态 规则 {阳 1 )． 

很少 里旋涡状排 列 ，增 碹能 力州显 减弱 对 照纽细 

胞形 态未 见明显改变 ．持续 呈k梭形 

2 3 免痘组 纵 化学 法 帻测 凡 哥髓 MSC 的 P63邗 

PCK的裹谜 

实验绀部 舒细 胞 P65秆 PCK早棕 黄 色Ⅲ H．表 

达【图 2a．h)．对皑组 来 m性 细胞(圉 2t 

3 讨论 

啦肤 缺 患 者南 丁哪取 fl体 皮时具 有损 忻雌 

特制 硅九 识皮 肤缺摘患 肯的刨 面攫盖与修 复 亢 

昆『 睐医师倍感 棘手的 r 题 随着蛐 织 程 肤 研 

究 的 起 和小断拓 展 ]=细胞 技 术为懈决 遮 难 题 

带来 丁新 的希 望 Mst肄 靛镯 的 自我 更 新能 力 

和多 向仆化潜能 ．且取 材 方便 ，免癌排 斥 匣廊小 增 

E 
目 I 诱 ∞ T № § 化 《显m x2㈨ ：“接 24 h № 雌 b 

l： 开； 《 ． d 邹№ ．爿】碓面J 
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殖能力强以及有利于外源性基因的导人和表达等 ， 

是临床细胞移植治疗和构建组织工程皮肤较为理想 

的种子细胞。已有关于 MSC在体 内可分化为表皮 

细胞的报道 】。本研究结果表明，人骨髓 MSC在 

体外也可向表皮细胞分化。 

对第 3代人骨髓 MSC采用流式细胞仪进行鉴 

定 的结果显示 ，CD14／CD45、CD34／CD45、人 白细胞 

抗原 DR(HLA．DR)表达均呈阴性 ，极晚(激活)抗原 

1(VLA．1)弱 阳性 ，CD44／CD105呈 阳性。细胞周期 

检测 结 果 显示 ，第 3代 MSC G0／G1期 细 胞 约 为 

85．7％、S+G2+M期细胞占14．3％，符合人骨髓 

MSC的特点 ，同时还成功地在体外诱导其分化为脂 

肪细胞和成骨细胞 。 

不少学者认为，MSC的分化与微环境 的“壁龛” 

密切相关 。因此笔者模拟体内皮肤微环境配制了特 

殊的诱导液 ，除保 持人骨髓 MSC的增殖能力外 ，还 

可促进它向表皮细胞分化。在含体积分数 10％FCS 

的 L-DMEM培养基 中加入 EGF、胰 岛素、氯化钙等 

物质 ，其中 EGF能促进细胞的生长和分化  ̈；外源 

性钙离子在蛋白转录和转录后水平的调节 中发挥着 

重要作用  ̈，因此添加氯化钙可 以提高外源性钙离 

子浓度 。 

本研究结果显示 ，诱导后部分人骨髓 MSC由长 

梭形逐渐转变为扁 圆形或形态不规则 ，近似于表皮 

细胞。免疫组织化学法检测结果显示 ，诱导后的人 

骨髓 MSC表 达 P63和 PCK。Pellegrini等  ̈认 为 

P63是表皮干细胞的特异性标志物 ，而 PCK则是公 

认 的表皮细胞的重要标志物。因此在表皮细胞标志 

物方面 ，笔者选用了 P63和 PCK，以便从不同角度检 

测细胞的分化情况。本研究的诱导剂不仅启动了人 

骨髓 MSC向表皮祖细胞分化 ，还可 以向终末的表皮 

细胞分化。 

由于本研究未进行定量分析 ，因此不清楚具体 

的诱导分化时效 ，同时还需行体内动物实验来验证 

分化后的细胞能否形成 表皮 ，这些均有待进一步研 

究。总之 ，人骨髓 MSC体外可诱导分化成不同阶段 

的表皮细胞 ，表皮祖细胞具有较强的增殖能力 ，可进 

一 步分化为皮肤附属器细胞，有利于创面的愈合和 

功能的恢复 ，对今后组织工程和干细胞治疗有潜在 

的应用价值。 
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