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#摘要$
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目的
!

探讨最适合人毛囊干细胞体外培养及扩增的纤维连接蛋白"
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%铺层浓度'方法
!

将新鲜
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稀释至所需要的
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'使用酶消化法分离人毛囊细胞!将原代人毛

囊干细胞在不同浓度铺层的培养皿中的细胞增值能力和克隆形成率进行统计分析!获得最适合人毛囊干细胞体外

培养的铺层浓度'结果
!

接种同一样本相同数量细胞!做克隆效率测定!在原代培养第
3

天做
4;C=<6

染色!结果显

示
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" 铺层的培养皿中克隆团小!数量少#
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" 铺层的克隆团大!数量多#
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" 和
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" 铺层

的克隆团较小!数量不多'取
!&

个样本!分别对
@

个
,0

铺层浓度的克隆效率进行统计分析!
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" 铺层的克

隆效率最高'在不同
,0

铺层浓度条件下!细胞扩增能力也不同!
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" 铺层浓度细胞扩增能力最强!与其他
'

个浓度比较!差异均有统计学意义"
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" 与其余
'

个浓度差异均无统计学意义"
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" 的
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铺层浓度效果最佳'

#关键词$
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毛囊干细胞#

!

外根鞘#

!

组织工程#

!

纤维连接蛋白#
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细胞培养
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毛囊具有循环更新的能力#这种能力是由毛囊组织中的干

细胞#即毛囊干细胞$

[,1)

&所产生*

!

+

)有研究报道#毛囊干

细胞不仅对于皮肤及其附属结构有着再生和修复作用#还能在

体外被诱导成骨,软骨,脂肪,肌肉和神经细胞#有望在未来被

应用于各类组织的修复*

".'

+

)但是毛囊干细胞#尤其是其在体

外的培养和扩增还无特别有效的方法%提高毛囊干细胞在体外

培养过程中干性$

<GC=IC<<

&和增殖能力是其研究的基础问题)

细胞体外贴壁培养#影响细胞增殖和生物学特性的
"

个主要因

素!一是培养皿$板&的铺层#二是培养液)以往的研究主要通

过
'A'

细胞作为饲养层$铺层&从而改善毛囊干细胞在体外的

环境%但是作为小鼠来源的
'A'

细胞容易混入所饲养的毛囊

干细胞中#在未来人体应用时带来安全和伦理隐患)纤维连接

蛋白$

,0

&是皮肤基底膜的主要成分之一#具有促进多种细胞

黏附,细胞迁移和生长的作用#其对表皮角质形成细胞黏附的

促进作用要强于
&

型胶原和层粘连蛋白*

@

+

)使用
,0

作细胞

铺层#从理论上可模拟体内环境下细胞与细胞外基质接触的状

态#为毛囊干细胞提供统一的类似生理状态下的生长环境#可

能为一种有效的手段#避免
'A'

作为滋养层所带来的伦理学

问题)因此#本研究旨在寻找最适合人毛囊干细胞黏附的
,0

铺层浓度#这也是人毛囊干细胞体外培养研究的一个关键技术

问题)报道如下)
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材料与方法
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&仪器!去离子水系统 $
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国&%恒温
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培养箱$

,B5=61K;CIG;H;K

#美国&%隔水式电热恒

温培养箱$上海跃进医疗器械厂#中国&%离心机$

A8C5=B

#美

国&%微量精密天平秤$

1G65GB5;F<

#德国&%精密天平秤$
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基金项目!国家自然科学基金项目$
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作者简介%吴巍#女#博士#主治医师#主要从事毛囊干细胞的实验研究)

!
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通讯作者#
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#中国&%倒置相差显微镜$
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F<

#日本&%荧光显微镜

$

0;QBI

#日本&%超净工作台$苏州安泰空气技术有限公司#中

国&%冰箱$海尔#中国&%

"@

孔板$

\],6EKBI

#美国&%

@

孔板$

\]

,6EKBI

#美国&%

?

孔板$

\],6EKBI

#美国&%

!&K=

培养皿$

\]

,6EKBI

#美国&%

!#=2

离心管$

\],6EKBI

#美国&%

#&=2

离心

管$

\],6EKBI

#美国&%

&%""
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针头滤器 $

S;EE;

7

B5C

#美国&%

@&

$

=

滤网$

\],6EKBI

#美国&%显微外科手术器械$上海手术

器械厂#中国&%电动移液器$

TCIKBI<

#英国&%

"̂

粒度计数仪

$

\CKQ=6I)BFEGC5

#美国&)$

"

&试剂!

[F=6I,;M5BICKG;I

$

\]

#

美国&%中性蛋白酶$

];<

7

6<C

#

-BK8C

#德国&%胰蛋白酶,荧光封

片剂$

4;MKB

#美国&%无血清角质细胞培养基$

_.1,S

#美国&#添

加表皮生长因子和牛垂体添加物,

,!"

培养液$

4;MKB

#美国&%

胎牛血清$

[

N

KEBIC

#美国&%维生素,

2.

谷氨酰胺$

1;

J

=6

#美

国&%青霉素$上海新先锋药业有限公司#中国&%链霉素$华北制

药股份有限公司#中国&%腺嘌呤,氢化可的松,胰岛素$

1;

J
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#

美国&%各类抗体)

$%/
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方法

$%/%$

!

,0

的配制方法和实验分组
!

在无菌操作下#将
,0

粉

末溶于
9\1

中配制终浓度为
!&&

$

J
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=2

#共
!2

#

@`

保存#使

用期限为
!

个月#每次铺层时#新鲜
,0

稀释至所需的
@

个浓

度!
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,0

铺盘
!

在培养皿内加入
!&&

$

2

"

K=

" 的
,0

溶液#

摇晃培养皿至液体均匀铺满皿底%将培养皿放入
@`

冰箱
?&

=;I

或者过夜%负压吸除
,0

溶液#置入
'(`

温箱
@

!

?8

#封

口待用$

!

周内使用&)

$%/%'

!

人毛囊外根鞘细胞的获取与原代培养
!

手术$整形外

科除皱手术或毛发移植术&获取的健康者头皮样本浸泡于添加

双抗的
]S/S

#

@`

下保存不超过
?8

)头皮样本采用氯霉素

及
9\1

反复冲洗#在解剖显微镜下#剔除皮下脂肪组织#应用

手术刀将头皮分剪成$

&%"#a&%"#

&

K=

" 的小组织块#加入用

]S/S

稀释的
!"%#=

J

"

=2

中性蛋白酶
'

#

@`

过夜%用显微

镊子将表皮完整地去除#然后将完整的生长期毛囊从真皮中拔

出#使用
9\1

冲洗#以防止表皮细胞或真皮细胞的污染)为了

得到毛囊单细胞悬液#将取下的毛囊用
&%&#W

胰酶
X&%&"W

/]A*

在
'( `

下消化
!# =;I

#然后用含有
!&W ,\1

的

]S/S

液终止消化)反复吹打后#将细胞悬液通过
@&

$

=

滤

网得到单细胞悬液#并将细胞悬液
?&&5

"

=;I

离心
#=;I

#弃上

清液#加入新鲜
_.1,S

培养液#重悬细胞#计数)按照
!a

!&

@

"

K=

" 的接种密度将细胞种入无铺层的
?

孔板中#放入含

#W

二氧化碳的
'(`

培养箱培养)

$%/%1

!

无滋养层无血清培养基
_.1,S

培养人毛囊干细胞及

其传代扩增
!

将消化所得的原代毛囊细胞按照
!a!&

@

"

K=

" 接

种于事前铺层好的
@

孔板中#采用无血清的角化上皮细胞培养

基
_.1,S

培养)当细胞扩增到
3&W

汇合时#以
&%&#W

胰酶

消化细胞#

'(`!

!

'=;I

#使用
!&W ,\1

终止消化#刮下细胞

后收集细胞悬液离心$

?&&5

"

=;I

#

#=;I

&#弃上清液#加入新鲜

_.1,S

培养液#重悬细胞#计数)按照同样的接种密度将细胞

种入事前铺层的培养皿中)放入含
#W

二氧化碳的
'(`

培养

箱培养#按照同样方法传代直至细胞停止扩增为止)

$%/%2

!

细胞计数
!

使用毛囊细胞培养基重悬细胞#将细胞混

匀后#吸出
!&

$

2

用血细胞计数板计数
'

次取平均值)每次传

代时采用血细胞计数板计数
'

次#取平均值)

$%/%)

!

4;C=<6

染色
!

取
4;C=<6

染料
'%3

J

#置玛瑙乳钵中#

加少量甲醇研磨#逐渐加甲醇至
'(#=2

#溶解后再加
!"#=2

纯甘油#于
'(`

温箱保温
@38

%在此期间摇动数次#放置
!

!

"

周过滤#制成
4;C=<6

储存液$

!&a

&)使用前#临时配置
4;C=.

<6

工作液!取
!=2

储存液加入
$=29\1

#混匀后方可使用)

吸干培养皿内培养液#

9\1

漂洗
!

次#加入
@W

多聚甲醛溶液

室温下固定
!&=;I

#吸除固定液后加入
4;C=<6

工作液
!&&

$

2

"

K=

"

#室温下静置
!&

!

!#=;I

后吸出工作液#

9\1

漂洗
'

!

#

次#晾干)

$%/%.

!

克隆效率
!

将同一样本的毛囊细胞原代按照
!&&&

"

K=

" 接种在不同
,0

浓度铺层的
"@

孔板中#

_.1,S

培养第
3

天时#负压吸出培养液#

9\1

冲洗一遍#加新鲜配制的
@W

多聚

甲醛室温固定
!&

!

!#=;I

#吸除固定液后加入
4;C=<6

工作液

!&&

$

2

"

K=

"

#室温下静置
!&

!

!#=;I

后吸出工作液#

9\1

漂洗

'

!

#

次#镜下计数细胞形成的集落数#同一个样本在每一个不

同的
,0

浓度种
'

孔#取
'

孔集落数的平均值作为该样本浓度

的集落数值#分别将各个浓度的集落数平均值记录下来#通过

公式#增值能力
b

9&c]3

细胞数

接种的细胞数 a!&&W

#计算出不同浓度

,0

铺层条件下所得的细胞克隆效率)

$%/%O

!

细胞增殖能力
!

将同一样本的毛囊细胞原代按照
!a

!&

@

"

K=

" 接种在不同
,0

浓度铺层的培养皿中#

_.1,S

培养第

3

天时#用
&%&#W

胰酶消化细胞#计数细胞数量$计数
'

次取平

均值作为
9&c]3

的细胞数&#通过公式分别计算出不同浓度

,0

铺层的增殖能力)

$%/%(

!

免疫荧光鉴定
!

负压吸除毛囊细胞培养液#加入
'(`

预热的
@W

多聚甲醛溶液#室温固定
!&=;I

%

9\1

漂洗
'

次#每

次
'=;I

%

!&W

羊血清$或兔血清&室温封闭
'&=;I

%加入
!

抗

@`

孵育过夜%

9\1

漂洗
'

次#每次
#=;I

%加入
"

抗#

'(`

孵育

?&=;I

%

9\1

漂洗
'

次#每次
#=;I

%

[BCK8<G'''@"

$

!d!&&&

&

核衬染
!&<

或者
]*9R

$

!d#&&

&核衬染
!&<

#

9\1

漂洗
#=;I!

次%荧光封片剂封片#荧光显微镜观察及拍摄照片)

$%'

!

统计学处理
!

采用
1911!'%&

统计软件进行分析#使用

S6II.O8;GIC

N

2

检验#统计量为
9

#

H

$

&%&#

为差异有统计学

意义)

/

!

结
!!

果

/%$

!

人毛囊干细胞的获取与原代培养
!

经酶消化后#所获得

的细胞接种于不同
,0

浓度铺层的培养皿#

"&=;I

可见有部分

细胞贴壁#大约在
"@8

后#大多数细胞已经贴壁#呈圆形#没有

伸展#在第
"

!

'

天#贴壁细胞逐渐伸展#绝大多数细胞最终形

成铺路石样的细胞#细胞较小#呈圆形或多角形#核浆比例小#

胞核圆#细胞形成小的克隆团#但有极少量细胞呈椭圆形或梭

形生长#

#

!

(:

迅速生长成较大克隆团)见图
!

)

图
!

!

不同浓度
,0

铺层对人毛囊干细胞体外培养的影响

/%/

!

细胞克隆效率检测
@

种不同浓度
,0

铺层
!

接种同一样

本相同数量细胞#做克隆效率检测#在原代培养第
3

天做
4;.

C=<6

染色#结果显示#

&I

J

"

K=

" 的铺层的培养皿中克隆团小#

-

"??!

-

检验医学与临床
"&!#

年
?

月第
!"
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!"

期
!
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数量少%

!&I

J

"

K=

" 铺层的克隆团大#数量多%

"&&I

J

"

K=

" 和
#

$

J

"

K=

" 铺层的克隆团较小#数量不多)取
!&

个样本#分别对

@

个
,0

铺层浓度的克隆效率进行统计分析#结果表明#

!&I

J

"

K=

" 铺层的克隆效率最高)见图
"

)

/%'

!

不同
,0

浓度对人毛囊干细胞扩增能力的影响
!

在不同

,0

铺层浓度条件下#细胞扩增能力也不同#经统计分析提示#

!&I

J

"

K=

" 铺层浓度细胞扩增能力最强#与其他
'

个浓度比

较#差异均有统计学意义$

H

$

&%&#

&#

"&&I

J

"

K=

" 与其他
'

个

浓度差异均无统计学意义$

H

%

&%&#

&)见图
'

)

图
"

!

不同浓度
,0

铺层对人毛囊干细胞克隆效率的影响

图
'

!

不同浓度
,0

铺层对人毛囊干细胞体外扩增的影响

'

!

讨
!!

论

!!

为了满足组织工程构建等对种子细胞数量的要求#寻找一

种可以促进人毛囊细胞体外增殖但保持良好生物学性能的培

养方法显得十分重要)

以往的研究报道中较常用的是用抑制过的
'A'

细胞作滋

养层,

,*]

作为培养基$其中添加很多细胞生长所需的营养物

质&培养毛囊干细胞的培养方法*

#

+

)但是由于
'A'

是小鼠细

胞#可能混入最终获得的人毛囊干细胞#因此在伦理学和免疫

排斥等方面都有不容忽视的问题)而以人成纤维细胞作为滋

养层要求成纤维细胞应在有丝分裂的后期#其技术更不易掌

控#很难为每次传代提供非常标准统一的滋养层条件*

?.(

+

)

本组前一部分研究采用无血清,无滋养层的培养方法#但

发现在该种培养体系过程中#

)_!#

,

,1A

,

)_!$

等人毛囊干细

胞标志物阳性
>-1

细胞会迅速减少#这可能是本组所采用的

_1,S

无血清培养基不能提供毛囊干细胞所需的体外生长环

境*

3.!&

+

)因此#本组使用改良该种培养方法#满足人毛囊干细

胞临床应用的需求)影响体外培养细胞生长有
"

个主要因素!

一是培养皿$板&的铺层#二是培养液)因此#本组首先采用对

表皮类细胞黏附及增殖较为有效的
,0

来改善其铺层)皮肤

基底层主要由
&

型胶原,

,0

,层粘连蛋白$

E6=;I;I

&等组成)其

中
,0

作为皮肤基底膜的主要成分之一#能与细胞表面特异性

受体以及细胞外基质中其他大分子结合#对细胞与细胞外基质

之间的黏附以及细胞外基质有序结构的组建起重要作用*

!!

+

)

,0

是一种大型的糖蛋白#存在于所有脊椎动物#分子含糖

@%#W

!

$%#W

#糖链结构依组织细胞来源及分化状态而异)

,0

可将细胞连接到细胞外基质上)

,0

以可溶形式存在于血

浆及各种体液中%以不溶形式存在于细胞外基质及细胞表面)

前者总称血浆
,0

%后者总称细胞
,0

)每条
,0

肽链约含
"

@#&

个氨基酸残基#整个肽链由
'

种类型$

(

,

'

,

)

&的模块

$

=B:FEC

&重复排列构成)具有
#

!

(

个有特定功能的结构域#

由蛋白酶敏感的肽段连接)这些结构域中有些能与其他
/)S

$如胶原,蛋白聚糖&结合#使细胞外基质形成网络%有些能与细

胞表面的受体结合#使细胞附着
/)S

)

,0

肽链中的一些短肽

序列为细胞表面的各种
,0

受体识别与结合的最小结构单位)

如在
,0

肽链中央与细胞相结合的模块中存在
-4]

$

*5

J

.4E

N

.

*<

7

&序列#是细胞表面某些整合素受体识别与结合的位点*

!"

+

)

大量文献报道显示
,0

可以促进多种细胞黏附,增

殖*

!'.!@

+

)由于表皮类干细胞均坐落于基底膜上#只有在发生

分化后逐渐与基底膜分离#向上迁移*

!#

+

)有研究者利用这一

特征将未分选的表皮角质形成细胞悬液接种于包被有
&

型胶

原,纤维粘连蛋白,层粘连蛋白等的培养皿上进行分选*

!?

+

)结

果提示#在
&

型胶原上黏附
"&=;I

后收获的细胞占全部基底

层细胞的
!&W

%纤维粘连蛋白上黏附
#=;I

后获得的细胞占全

部基底层细胞的
"3W

%快速黏附于层粘连蛋白上的细胞克隆

形成能力没有明显增加)人毛囊干细胞主要富集于人毛囊隆

突部外跟鞘*

!(.!3

+

)所以本组实验选择
,0

作为铺层#观察其是

否促进
>-1

细胞的黏附和增殖#结果表明
,0

铺层比不铺层

促进人毛囊
>-1

细胞黏附,增殖)由此认为#人
,0

铺层可以

作为一种有效的促进人毛囊干细胞黏附,增殖的方法#可代替

'A'

滋养层#避免传统方法使用
'A'

滋养层培养人毛囊干细

胞有异种细胞混入的一系列问题)

,0

的常用浓度为
#

$

J

"

K=

"

#但是在使用该浓度时发现细

胞黏附虽然较快#但是细胞形态变大#老化明显#且不呈克隆样

生长)所以本实验降低了
,0

浓度#并且比较了
@

个不同数量

级
,0

浓度对人毛囊干细胞黏附和增殖能力的影响#取得最佳

,0

浓度范围)但是
,0

的常用浓度
#

$

J

"

K=

" 不如
!&I

J

"

K=

"

适合毛囊干细胞的生长#这个原因尚有待于进一步研究)
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较高#

)*!"#

在鳞癌和腺癌的阳性率差异无统计学意义$

H

%

&%&#

&#无法判断特定病理类型的
01)2)

)

综上所述#本组认为
)+,-*"!.!

与
)/*

检测组合对

01)2)

有较高的诊断价值#不仅可用于临床
01)2)

的诊断#

还可用于特定病理类型
01)2)

的鉴别诊断)
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