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表皮干细胞的分离、纯化培养及鉴定初报
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(西北农林科技大学 陕西省干细胞工程技术研究中心, 陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　采用酶消化法和组织块法对小鼠、奶山羊、奶牛和家猪的表皮干细胞进行了分离、培养。结果表明:

酶消化法适于小鼠表皮干细胞的分离, 所获得的小鼠表皮干细胞在维持了两代之后自发分化为神经样细胞; 奶山

羊和奶牛不论用酶消化法还是组织块法都可以获得大量活力相对较好、表皮干细胞特性维持较久的细胞, 奶山羊

表皮细胞采用Ì 型胶原分选, 用有血清培养液培养, 经免疫细胞化学鉴定为表皮干细胞, 可持续传至少 9 代, 随着

代数增高, 细胞活力减弱。
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　　一般哺乳动物表皮为复层扁平上皮, 由多层角

质形成细胞构成。这些角质形成细胞在基底层有一

个亚群, 即一般认为的表皮干细胞, 它通过对称或不

对称分裂产生短暂扩增细胞 ( t ran sit amp lifying

cells, TA cell) [1 ]。短暂扩增细胞经过几代扩增后便

成为终末分化的表皮角化细胞。表皮是一个可以持

续自我更新的组织, 因此表皮干细胞具有足够的增

殖潜力, 可产生一般哺乳动物机体所需的全部表

皮[2 ]。表皮干细胞不仅在体内平衡和创伤修复中起

关键作用, 而且是肿瘤发生和基因治疗的主要靶

标[3, 4 ]。因此, 自 1975 年R heinw ald 和Green 体外培

养人表皮角质形成细胞获得成功至今, 表皮干细胞

的研究日益受到人们的关注。但由于表皮干细胞数

量少, 缺乏十分确定的特异性分子标记, 体外培养又

容易失去干细胞特性, 分离鉴定也存在一定困难, 加

之以人为材料来源有限, 因此如何获得大量较纯的

表皮干细胞以尽快应用于研究, 成为目前表皮干细

胞研究的瓶颈。本研究采用酶消化法和组织块法, 对

4 种常见哺乳动物的表皮干细胞进行了分离、纯化、

培养, 并对山羊表皮干细胞的分离纯化培养系统进

行了初步探索, 为表皮干细胞的研究奠定了基础。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

1. 1. 1　动　物　昆白系小鼠, 由第四军医大学实验

动物中心提供, 配种后 17～ 18 d 取小鼠胎儿及母鼠

耳朵。1 岁龄关中奶山羊, 来自西北农林科技大学陕

西省干细胞工程技术研究中心试验羊场。奶牛耳部

皮肤和 2 月龄胎猪, 均由杨凌西卜村屠宰场提供。

1. 1. 2　培养基及试剂　M edium 199, Gibco 公司产

品; 表皮生长因子 (EGF) , R & D 公司产品; 氢化可

的松 (H ydroco rt isone)、胰岛素 ( In su lin) , 均为夏丝

生物公司产品; Ì 型胶原 (co llagen Ì ) , F luka 公司

出品; 小牛血清白蛋白第五组分 (BSA F ract ion5) ,

鼎国公司生产; 胰酶 (T ryp sin ) , Sigm a 公司产品;

中性蛋白酶 (D ispase) , Gibco 公司产品; 新生牛血清

(NBS) , 自制; 小鼠单克隆抗体 Β12in tegrin, Α62in te2
grin, p 63, CK214, 胶质纤维酸性蛋白 (GFA P) , 髓鞘

碱性蛋白 (M BP) , 神经微丝蛋白 (N F)及N est in。

1. 2　方　法

1. 2. 1　培养液配制　试验采用 3 种培养液 (基础培

养液皆为M 199)。A 液 (高血清培养液) : 由M 199+

20% NBS+ 5 ΛgömL In su lin + 0. 5 ΛgömL H ydro2
co rt isone 组成, 用于组织块法获得的前 3 代细胞的

培养 (高血清以利于贴壁) ; B 液 (低血清培养液) : 由

M 199+ 10% NBS+ 5 ΛgömL In su lin+ 0. 5 ΛgömL

H ydroco rt isone+ 10 ngömL EGF 组成, 用于酶消化

法和组织块法所获得表皮干细胞 3 代以后细胞的培

养; C 液 (无血清培养液) : 由M 199+ 20% 条件培养
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液+ 1% BSA + 10 ngömL EGF + 10 ngömL IGF +

5 ΛgömL In su lin + 0. 5 ΛgömL H ydroco rt isone 组

成, 其中条件培养液为胎鼠成纤维细胞对数生长期

的培养液经离心、过滤而获得 (成纤维细胞以中和液

培养, 中和液由M 199+ 10% NBS 组成)。3 种培养

液的双抗浓度均为 100 IU ömL。

1. 2. 2　表皮干细胞的制备　1)组织块法制备细胞。

无菌采取成年小鼠、奶山羊和奶牛耳部皮肤, 经剔毛

和含高浓度双抗磷酸盐缓冲液 (PBS) 充分清洗后,

用手术刀切除皮下软骨, 小心分离表皮和真皮。对无

菌剥离的胎鼠和胎猪则去掉头及四肢, 于实体显微

镜下剥取全层皮肤。将获得的表皮组织切割成 0. 3

cm ×0. 3 cm 的小块, 基底面朝下贴于预铺明胶的

60 mm 培养皿。待表皮与皿底贴附紧密而未干时滴

加少量A 液浸润组织块, 37 ℃培养箱中培养 24 h

后添加A 液至正常培养用量, 待组织块周围细胞长

至直径 1～ 2 cm 时, 消化传代。

2)酶消化法制备细胞。无菌采取成年小鼠、奶山

羊和奶牛耳部皮肤, 经剔毛和含高浓度双抗 PBS 充

分清洗后, 切割为 0. 3 cm ×1 cm 的长条形皮肤组

织。对胎鼠和胎猪所剥离的全层皮肤经 PBS 清洗后

也切为条形。将这些条形皮肤组织以 2. 4 IU ömL 中

性蛋白酶在 4 ℃浸泡 12～ 18 h, PBS 冲洗, 轻轻撕

取表皮, 剪碎呈糜状, 以 0. 25% 胰酶- 0. 04% ED 2
TA 消化液在 37 ℃消化 5～ 8 m in, 用中和液中和并

充分吹打, 100 目滤纱过滤, 1 000 röm in 离心 5

m in, 弃上清, 以A 液重悬, 接种于 50 m göL Ì 型胶

原预铺的 6 孔板中, 37 ℃培养箱孵育 10 m in, 吸取

培养液转移至其他培养皿中继续培养作对照, 在原

6 孔板中加入新的A 液后继续培养。

经中性蛋白酶分离的胎鼠表皮组织剥离后余下

的真皮部分剪碎, 以 0. 25% 胰酶- 0. 04% ED TA

消化液在 37 ℃ 消化 3～ 5 m in, 用中和液中和并充

分吹打, 100 目滤纱过滤, 1 000 röm in 离心 5 m in,

弃上清, 以中和液重悬, 接种于玻璃培养皿中, 纯化

1～ 2 代后收集对数生长期细胞的培养液, 以

0. 22 Λm 滤膜过滤, 分装, - 20 ℃冻存, 作为条件培

养液备用。

1. 2. 3　表皮干细胞分离纯化及传代培养　从组织

块法中脱出的细胞视表皮细胞纯化程度, 采取一次

消化或分次消化, 消化液为 0. 25% 胰酶- 0. 04%

ED TA。若无成纤维细胞污染则直接于 37 ℃消化

5～ 8 m in 后离心重悬, 并接种至Ì 型胶原预铺的培

养板或培养皿中, 37 ℃培养箱孵育 10 m in, 筛选已

经贴壁的细胞即为表皮干细胞, 将上层培养液转移

至其他培养皿中继续培养作对照, 在原培养板或培

养皿中 (含有已经贴壁的表皮干细胞) 加入新的A

液后继续培养。若有成纤维细胞污染, 则依据成纤维

细胞与表皮细胞对胰酶敏感程度和贴壁性差异采取

分次消化, 细胞长至 70% 融合率时, 消化传代, 接种

至Ì 型胶原预铺的培养板或培养皿中, 每 2 d 换液

1 次。

对于酶消化法制备的细胞, 因为在原代就已进

行了分选, 一般较纯, 在传代过程中, 若出现成纤维

细胞的污染亦可采取分次消化及贴壁速度差异而获

得较纯的表皮细胞, 同时利用表皮干细胞、短暂扩增

细胞及角化细胞对Ì 型胶原的差速粘附, 初步筛选

相对较纯的表皮干细胞。传代细胞接种于Ì 型胶原

预铺的培养板或培养皿中。

1. 2. 4　表皮干细胞鉴定　从一般形态上观察, 表皮

干细胞体积相对较小较圆, 核质比大, 能够形成较大

的克隆; 从免疫细胞化学角度, 将细胞固定后用免疫

组化染色试剂盒进行常规免疫组化染色, 一抗为小

鼠单克隆抗体 CK214, Β12in tegrin, Α62in tegrin 及

p 63, 二抗为生物素化羊抗鼠 IgG, 3, 32二氨基联苯

胺 (DAB ) 显色, 根据显色情况 5～ 10 m in 即终止显

色, 以终末分化的角质细胞为阴性对照, 光镜下观察

结果。

1. 2. 5　表皮干细胞培养液比较　取第 3 代生长达

60%～ 70% 融合的表皮干细胞, 消化制成单细胞悬

液, 接种于预铺Ì 型胶原的 60 mm 培养皿内, 接种

量为每皿 106, 从第 4 代起以B 液和C 液分别培养,

每代每种培养液各 3 皿, 隔天换液, 观察两种培养液

中细胞的生长情况。

1. 2. 6　生长曲线测定　生长达 60%～ 70% 融合的

表皮干细胞消化制成单细胞悬液, 第 3, 5, 7 代细胞

接种于 24 孔板内, 接种量为每孔 1×104, 隔天计数

3 个孔的细胞数, 求平均值。

2　结果与分析

2. 1　组织块法制备的 4 种哺乳动物表皮干细胞的

比较

成年小鼠耳部表皮及胎鼠表皮组织块贴壁较

牢, 不易随培养液漂起, 但培养过程中发现小鼠组织

块脱出表皮细胞较少。胎猪表皮组织约于 5 d 即可

在组织边缘见到成片细胞长出, 单层细胞之上可见

有圆形克隆形成 (图 1a)。成年奶牛和成年奶山羊耳

部表皮组织块生长情况类似, 都可以脱出成片的明
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显表皮样细胞 (图 1b, c) , 细胞为镶嵌多角形, 呈铺

路石样生长, 只是奶牛表皮组织块脱出细胞的时间

通常比奶山羊稍慢 2 d 左右。

图 1　组织块法制备的表皮干细胞

a. 胎猪表皮第 5 天, 100×; b. 奶牛耳部表皮第 10 天, 100×; c. 奶山羊耳部表皮第 5 天, 50×

F ig. 1　D irect2t issue2cu ltu ring of ep idem al stem cells

a. Ep iderm is from em bryo p ig 5 d, 100×; b. Ep iderm is from cow πs ear 10 d, 100×; c. Ep iderm is from goatπs ear 5 d, 50×

2. 2　酶消化法制备的 4 种哺乳动物表皮干细胞的

比较

由于酶在消化过程中对细胞有损伤作用, 故采

用酶消化法常需要较大的样本量, 但可以在较短时

间内获得大量相对较纯的细胞。小鼠、奶牛和奶山羊

因样本量大, 消化后均可获得大量细胞, 奶山羊的表

皮细胞甚至可持续传至 9 代 (图 2)。胎猪因为受材

料来源限制, 采用酶消化法未得到细胞。

图 2　酶消化法制备的表皮干细胞

a. 小鼠表皮干细胞原代, 50×; b. 奶山羊表皮干细胞 9 代, 100×

F ig. 2　Enzym e2digest ing2cu ltu ring of ep idem al stem cells

a. M ouse ep iderm al stem cell p rim ary passage, 50×; b. Goat ep iderm al stem cell passage 9, 100×

2. 3　表皮干细胞纯化传代过程中两种方法的比较

组织块法难以得到小鼠细胞, 即便有少量细胞

也难以在传代后继续存活, 而酶消化法得到的细胞

可以传两代, 两代之后便发生自发分化, 形态类似神

经细胞; 组织块法得到的奶牛和奶山羊表皮干细胞

偶尔伴有成纤维细胞生长, 不过在首次传代之后便

可得到纯化, 由酶消化法得到的细胞基本较纯。在传

代过程中, 由组织块法制备的细胞与酶消化法制备

的细胞生长情况基本无差异; 两种方法均未产生足

够量的可以传代的胎猪表皮干细胞。

2. 4　免疫细胞化学染色鉴定

对第 7 代奶山羊表皮干细胞进行表皮干细胞特

异性标志的常规免疫细胞化学染色, 发现多数细胞

的 Β12in tegrin, Α62in tegrin, p 63 和 CK214 均为阳性

(图 3)。说明表皮干细胞较纯, 但也有少量细胞为弱

阳性乃至阴性, 说明培养的细胞中还有极少量的非

表皮干细胞存在, 这证明仅以对Ì 型胶原的快速贴

附进行干细胞筛选是不够充分精确的。分离的小鼠

表皮干细胞从第 3 代开始自发分化, 形态类似神经

细胞, 免疫细胞化学鉴定发现该细胞表达 GFA P,

M BP, N F 和 N est in 等神经细胞特异性的表面标

志, 证明其已分化为神经细胞 (图 4)。
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图 3　第 7 代山羊表皮干细胞免疫细胞的化学鉴定

a. Β12in tegrin, 100×; b. CK214, 200×; c. p63, 200×; d. Α62in tegrin, 100×

F ig. 3　 Imm unocytochem ical sta in ing fo r the 7th passage of goat ep iderm al stem cells

a. Β12in tegrin, 100×; b. CK214, 200×; c. p63, 200×; d. Α62in tegrin, 100×

图 4　小鼠表皮干细胞及其自发分化的神经样细胞

a. 小鼠表皮干细胞 1 代, 100×; b～ e. 小鼠表皮干细胞自发分化的神经样细胞免疫细胞化学染色:

b. GFA P, 200×; c. M BP, 100×; d. N F, 100×; e. N estin, 200×

F ig. 4　M ouse ep iderm al stem cells and their self2differen tia ted neural cells:

a. M ouse ep iderm al stem cell passage 1, 100×; b- e. M ouse ep iderm al stem cells self2differen tiated in to

neural cells iden tified by imm unocytochem ical stain ing: b. GFA P, 200×; c. M BP, 100×; d. N F, 100×; e. N estin, 200×
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2. 5　不同培养液对传代细胞的影响

自第 5 代起,B、C 两种培养液的差异逐渐明显,

到第 7 代, C 液中的细胞数量已明显少于B 液 (图

5)。说明有血清培养液优于无血清培养液, 这与张杰

等[5 ]的研究结果一致。

图 5　第 7 代奶山羊表皮干细胞在两种培养液中的生长情况

a. B 培养液中的表皮干细胞, 100×; b. C 培养液中的表皮干细胞, 100×

F ig. 5　T he 7th passage of goat ep iderm al stem cells in tw o k inds of m edia

a. Ep iderm al stem cells in m edium B, 100×; b. Ep iderm al stem cells in m edium C, 100×

2. 6　生长曲线测定

由图 6 可以看出, 接种于Ì 型胶原预铺的培养

板后 6 d 内, 表皮干细胞生长缓慢, 但 6 d 后即迅速

生长, 于 10～ 12 d 达到峰值, 这与 Zhou 等[6 ]的研究

结果完全一致。从 3 代之间的纵向比较来看, 随着代

数增高, 细胞活力明显减弱, 这可能与不适宜培养环

境有关。

图 6　奶山羊表皮干细胞第 3, 5, 7 代生长曲线

F ig. 6　T he grow ing2curve of the 3rd, 5th, 7th passage of goat ep iderm al stem cells

3　讨　论

对于表皮干细胞的研究文献中, 多以儿童的包

皮或胎鼠全层皮肤为实验材料, 而对于常见哺乳动

物牛、羊、猪表皮干细胞的研究报道较少。本研究以

牛、羊皮肤为材料, 不但取材方便, 材料处理比小鼠

简单易行, 而且不论是采用组织块法还是酶消化法

都可以获得足够的原代细胞, 表皮干细胞的形态及

特性至少可维持 9 代。试验中还发现, 小鼠的表皮细

胞培养仅能维持 2～ 3 代, 之后便自发分化为神经细

胞, 与一般文献报道不一致, 这可能是培养体系尚不

适于小鼠表皮干细胞的培养, 导致其自发分化。对于

胎猪的表皮干细胞分离及培养, 鉴于参考资料的匮

乏及材料来源限制, 采用的两种方法均未能获得足

量可以传代的细胞。

本研究在制备不同动物原代表皮细胞时, 比较
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了组织块培养法与酶消化培养法的制备效果, 结果

发现, 小鼠表皮干细胞培养用酶消化法较好, 组织块

法较差; 胎猪表皮干细胞培养以组织块法为佳; 奶牛

和奶山羊类似, 采用两种方法都可以获得较好的效

果, 只不过采用组织块法所需时间较长, 在原代培养

时就需要至少 5 d 才可出现细胞, 要达到传代的量

还需要继续培养 3～ 5 d, 且组织块法培养时常有可

能脱出成纤维细胞, 使表皮细胞受到成纤维细胞污

染, 而酶消化法可以迅速得到大量细胞, 所得细胞相

对较纯, 所以对奶牛和奶山羊建议采取酶消化法制

备细胞。

表皮干细胞特异性分子标记的确定, 一直是此

类研究的难点所在[7 ]。目前, 公认的小鼠表皮干细胞

阳性分子标记有 Β12in tegrin, p 63 [6 ]和 Α62in tegrin。有

争议的标记有 CK214、转移受体 CD 71 [8 ]等。Zhou

等[6 ]还以Hoech st 33342 染色结合 FA CS 技术分选

表皮干细胞。尽管不同物种来源的表皮干细胞所表

达的表面分子标记有一定差异, 如 Β2caten in 在人表

皮干细胞中高表达而在小鼠中并不表达, 但前述几

种标记仍不失为当前表皮干细胞鉴定的重要指标。

本研究中奶山羊表皮干细胞表达 Β12in tegrin, Α62in2
tegrin, p 63 和 CK214, 符合目前所知的表皮干细胞

的特性。

在山羊表皮干细胞的传代培养过程中, 本研究

持续采用Ì 型胶原铺被培养板, 以便于分选表皮干

细胞并促进其贴壁, 基于有无血清两种培养液的对

比情况, 采用有血清培养液进行继代培养, 但从 3,

5, 7 代生长曲线可以看出, 随着代数增高, 细胞活力

逐渐减弱, 这可能是由于培养体系不太适合, 还需要

进一步优化。
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Iso la t ion, pu rif ica t ion, cu ltu re and iden t if ica t ion of ep iderm al stem cells

HAN Ya- t ing,YANG Xue-y i, XU X iao-m ing, SH IM ing-yan ,DOU Zhong-y ing
(S haanx i Cen ter of S tem Cell E ng ineering & T echnology ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he iso la t ion and cu ltu re of pu ta t ive ep iderm al stem cells by w ay of enzym e2digest ing and di2
rect2t issue2cu ltu ring from mou se, goat, m ilk cow and p ig w ere conducted in th is study. R esu lts ind ica ted

that enzym e2digest ing w as mo re su itab le fo r the iso la t ion of mou se ep iderm al stem cells w h ich self2differ2
en t ia ted in to neu ra l cells af ter tw o passages of in v itro cu ltu ring w h ile cells from goat and cow lived mo re

vigo rou sly and m ain ta ined longer characterist ics of ep iderm al stem cells than tho se from mou se and p ig ei2
ther by enzym e2digest ing o r t issue2cu ltu ring. Ep iderm al stem cells from goat w ere selected by co llagen Ì ,

cu ltu red in serum 2con ta in ing m edium , iden t if ied by imm unocytochem ical sta in ing and cou ld be subcu ltu red

to at least passage n ine bu t the cells grew w eaker as the passage con t inued.

Key words: ep iderm al stem cell; iso la t ion; cu ltu re; iden t if ica t ion
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