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大鼠毛囊干细胞的纯化培养鉴定及其生物学特性

黄恩毅!，杨* 恬&，陈* 伟&，杨* 力! * * （ !重庆大学生物工程学院国家“!!! 计划”基地，重庆 %"""%%；&第三军医大学基础医
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* * 摘* 要：目的* 采用免疫磁珠法（+,-./ 0,1234.5 ,54.+,436 5377 8/-4.21，9,-./ :;<=）分离纯化培养大鼠 <>(% ?毛囊干细

胞，并研究其生物学特性。方法* 显微分离获得毛囊 @A713区，消化成单细胞悬液并进行 <>(% 抗体标记和磁珠标记，使细
胞悬液通过分选柱，分别收集 <>(% ?细胞和 <>(% B细胞，检测细胞活性后进行细胞培养并绘制细胞生长曲线。扫描电镜

观察毛囊干细胞表面形态，透射电镜观察干细胞内部结构形态。免疫细胞化学检测培养细胞中 !! #整联蛋白、<>(% 和 "C#
整联蛋白的表达。结果* 用 9,-./ :;<=法有效分离并成功培养 <>(% ?毛囊干细胞，分选后的细胞仍具有较好的活性，细

胞生长曲线表明，<>(% ?毛囊干细胞增殖速度快，增殖期长，而 <>(% B细胞则较快进入平台期。培养的 <>(% ?细胞中干细

胞标记物 !! #整联蛋白、<>(% 和 "C#整联蛋白的表达均强于 <>(% B细胞。获得电镜观察毛囊干细胞表面形态学特征及内

部结构特征资料。结论* 9,-./ :;<=法能有效分离获得的 <>(% ?毛囊干细胞，该细胞具有良好的生物学性能。
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! ! 目前研究表明，毛囊干细胞位于毛囊外根鞘的隆
突区，即 "#$%& 区［’ ( )］。毛囊干细胞具有多向分化潜

能，是表皮、皮脂腺和毛囊细胞更新和修复的细胞来

源，该细胞是近年来干细胞生物学研究的热点之一，对

毛囊干细胞的研究有助于阐明秃发、皮肤创伤愈合、附

属器官再生及皮肤肿瘤的发生机制等问题。目前国内

外研究中由于对组织内毛囊干细胞缺乏有效的分离方

法，故很难获得纯度高、活性好的毛囊干细胞，阻碍了

该领域研究的深入发展。如何获得具有良好生物学性

能的干细胞，是目前毛囊干细胞研究急需解决的问题。

免疫磁珠分选（*+%,&-./ +/-.0+-&1 /&$$ 234-.,%，5678）
技术为近年来发展起来的细胞分选的新方法，该方法

应用免疫学、细胞生物学、磁力学的原理，是一种高度

特异性细胞分选技术。与其他分选方法相比，9+4.3
5678具有分离效率高，细胞活性好，操作简便等优
点。本实验运用该方法有效分离获得大鼠毛囊干细胞

并成功培养，并对分选后的细胞进行细胞动力学和形

态学的研究。

!" 材料与方法

’: ’! 材料
’: ’: ’! 实验动物 ! ! 健康清洁级 8; 大鼠 < 只，雌雄不限，
= >? 1龄，体质量 @A >)A %（第三军医大学实验动物中心提供）。
’: ’: @! 主要仪器及试剂! ! 主要仪器：9+4.3 5678（5.$-&,B.，
德国）。主要试剂：牛血清白蛋白（C86）（D3/E&，美国）；FG8H5
培养基（I."/3，美国）；;.2J+2&!（D3/E&，瑞士）；胰蛋白酶（I."G
/3，美国）；小鼠抗大鼠 7;)< 单克隆抗体（86KL6，美国）；+,-.G
MN 磁珠（5.$-&,B.，德国）；58分选柱（5.$-&,B.，德国）；场发射
扫描电子显微镜（HNO K30+ <PP: HNIG8N5）；8MGQPP@ 小鼠抗大
鼠免疫组化试剂盒（北京中山生物技术公司）；;6C 显色试剂
盒（北京中山生物技术公司）。

’: @! 方法
’: @: ’! 缓冲液的配制 ! ! FG8H5 培养基 ’PP *$，C86 P: A %，
PR @ *3$ S T N;L6 ’ *$ 混匀后抽滤备用。
’: @: @! 毛囊细胞悬液的制备! ! 颈椎脱臼法处死大鼠，=AU
酒精消毒后，眼科剪剪下大鼠触须处皮肤，解剖显微镜下用针

头将毛囊连同结缔组织鞘一起分离出来，P: @AU ;.2J+2&!< V
消化 )P *.,，终止消化后显微镜下将毛囊从结缔组织鞘中分离
出来，P: @A U胰酶 )= V消化 A *.,，吹打后过 <PP 目细胞筛获
得毛囊单细胞悬液。

’: @: )! 免疫磁珠分选 7;)< W毛囊干细胞! ! 毛囊单细胞悬液
离心后去上清，加入 )P "$ 缓冲液重悬细胞，加入 ’P "$ 7;)<
单抗，混匀后 < V 避光标记 )P *.,，缓冲液 A *$ 洗涤，
’ @PP 4 S *.,，) *.,，弃上清，洗涤两次。加 )P "$ 缓冲液重悬细
胞，加入 @P "$ +,-.GMN 磁珠，混匀后 < V避光标记 @P *.,。缓
冲液 A *$洗涤，’ @PP 4 S *.,，) *.,，离心去上清，APP "$ 缓冲液
重悬细胞。APP "$缓冲液洗柱，细胞悬液过柱，) X APP "$ 缓冲
液洗柱收集 7;)< (细胞。移柱出磁场，APP "$ 缓冲液洗柱，用
活塞将 7;)< W细胞推出。

’: @: <! 7;)< W细胞和 7;)< (细胞的培养! ! 将 7;)< W细胞和

7;)< (细胞分别接种到 ’@ 孔板中，加入 FG8H5培养基培养，每
@ 天换 ’ 次液。
’: @: A! 免疫组化检测培养的 7;)< W细胞和 7;)< (细胞 #’ G整
联蛋白、7;)< 和 $YG整联蛋白的表达 ! ! #’ G整联蛋白、7;)<
和 $YG整联蛋白均为毛囊干细胞的标记物。细胞用 < U多聚甲
醛固定，按本室常规进行免疫组化（86C7）染色。以 MC8 代替
一抗设立空白对照。

’: @: Y! 细胞活性检测 ! ! 纯化前后分别取 A "$ 细胞悬液与
A "$ P: <U台盼蓝溶液混合后，滴入血球计数板置于显微镜下
观察。不着色、发亮的为存活细胞，呈蓝色、胞体膨大者为死

亡细胞，计数细胞总数及活性细胞百分比。

’: @: =! 细胞的生长曲线! ! 分选得到的 7;)< W细胞和 7;)< (

细胞分别计数，接种到 <? 孔板中，接种密度 A X ’P) S孔，每天取
) 个孔，计数后算出平均值，根据计数结果绘制生长曲线。
’: @: ?! 7;)< W 细胞扫描电镜观察 ! ! 经 5678 分离收集的
7;)< W细胞和 7;)< (细胞离心后去除上清，均匀涂抹在包被了

多聚赖氨酸的盖玻片上，@P *.,后 MC8轻轻冲洗两编，@: AU戊
二醛和 ’U锇酸双重固定，梯度乙醇脱水，醋酸异戊酯置换，临
界点干燥，真空镀膜后扫描电镜观察并照相。

’: @: Q! 7;)< W 细胞透射电镜观察 ! ! 经 5678 分离收集的
7;)< W细胞和 7;)< (细胞离心后去除上清，@: AU戊二醛和 ’U
锇酸双重固定，丙酮脱水，环氧树脂包埋，超薄切片，电镜观察。

#" 结果

@: ’! 分选后细胞培养情况
! ! 接种 @< E后，细胞开始贴壁生长。接种 <? E 后，7;)< W细

胞开始形成小克隆，细胞形态均一，小而圆，折光性强，活性好；

而 7;)< (细胞形态不均一，折光性差，有较多死细胞（图 ’6、
C）。培养到第 A 天时，7;)< W细胞呈典型的克隆样生长，细胞

间联系紧密，呈典型铺路石状；而 7;)< (细胞虽然也有少数细

胞能形成克隆，但部分细胞已经开始分化，体积增大，部分细胞

发生回缩，活力下降（图 ’7、;）。

!!! !" # !$
6：培养 @ 1的 7;)< W细胞；C：培养 @ 1的 7;)< (细胞；7：培养 A 1的 7;)< W细胞；;：培养 A 1的 7;)< (细胞

图 !" 分选后细胞培养情况"（T5 X’PP）
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$# $" 免疫细胞化学检测
" " 相同条件下分别检测原代培养 % & 的 ’()* + 细胞和

’()* ,细胞 !-.整联蛋白、"! .整联蛋白和 ’()* 的表达。这些
抗体均为毛囊干细胞的标记物。/01 代替抗体设空白对照。

结果表明，!-.整联蛋白在整个 ’()* +细胞膜上均有表达，但在

’()* ,细胞膜上只有零星表达（图 $2、0），"! .整联蛋白在
’()* ,细胞上的表达明显弱于在 ’()* +细胞上的表达（图 $’、
(）。’()* 在 ’()* ,细胞中只有很弱的表达（图 $3、4）。

!! !"

!!# !$ %

!&

2：!-.整联蛋白在 ’()* +细胞中的表达；0：!-.整联蛋白在 ’()* ,细胞中的表达；’："!.整联蛋白在 ’()* +细胞中的表达；(："!.整联蛋
白在 ’()* ,细胞中的表达；3：’()* 在 ’()* +细胞中的表达；4：’()* 在 ’()* ,细胞中的表达

图 !" 毛质干细胞标记物在分选后培养 # $细胞中的表达"（120’ 5 $66）

$# )" 细胞活性检测
" " 统计 - 次实验结果，纯化前毛囊细胞活力平均为（77# 8 9
$# )）:，纯化后 ’()* +细胞活力平均为（*6# 8 9 !# -）:，’()* ,

细胞活力平均为（-6# 6 9 *# 6）:。

$# )" 细胞的生长曲线
" " ’()* +细胞和 ’()* ,细胞前 ) 天增殖均比较缓慢，其中
’()* +细胞增殖期较长，第 !6 天达到高峰，之后进入平台期，
’()* ,细胞增殖相对缓慢，第 8 天达到高峰，之后进入平台期
（图 )）。
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图 %" &’%( )细胞和 &’%( *细胞的生长曲线

$# *" ’()* +细胞扫描电镜观察结果

" " 扫描电镜下可见完整的 ’()* +圆形细胞，细胞表面见扁平

隆凸，表面黏附有数量不等的圆形磁珠（直径约 %6 ;<）。磁珠
只能与表达 ’()* 的毛囊干细胞相结合（图 *）。

图 (" 黏附着磁珠的 &’%( )细胞"（13= 5*6 666）

$# %" ’()* +细胞透射电镜观察结果

" " 透射电镜下可见 ’()* +细胞细胞核较大，核仁明显，细胞

质少，核质比例大，细胞器少，呈幼稚细胞的典型形态（图 %）。

!*



图 !" #$%& ’细胞透射电镜观察

%" 讨论

! ! 在毛囊的形态发生和毛发的周期性生长过程中，
毛囊干细胞起着至关重要的作用，它呈现出多能性，能

形成一系列皮肤中的分化细胞：表皮、皮脂腺以及毛囊

中 " 种不同类型的上皮细胞［#］，该细胞对毛发再生及
促进皮肤损伤后功能与结构的完全修复有重要意义。

迄今，由于缺乏有效的分离方法，虽然可以分离出具有

较高纯度的毛囊干细胞，但是很难将纯化出来的细胞

培养成活。故如何获得一定量高纯度、活性好，保持低

分化状态的毛囊干细胞，是目前研究急需解决的问题。

对毛囊干细胞分选、纯化可以排除培养体系中其他细

胞对目标细胞的影响，为更好地对毛囊干细胞进行深

入研究提供条件，有利于研究干细胞中对细胞命运起

重要作用的信号途径和基因，同时为获得一定量性质

相似的干细胞提供保证，是建立毛囊干细胞系的基础。

! ! 目前，毛囊干细胞的分选主要有两种方法：差速贴
壁法和免疫法。差速贴壁法主要是利用干细胞与比其

他类型的细胞贴壁速度快的特点进行分选。国内有少

量关于用该法分选人毛囊干细胞和大鼠表皮干细胞的

报道［$ % &］，但该法分选精度底，实验重复性差，并非理

想的分选方法。免疫法是利用干细胞表面表达的特殊

抗原，即干细胞标记物来实现分选的目的。目前常用

的鼠类毛囊干细胞标记物有 !’ (整联蛋白，角蛋白 ’)，
"*(整联蛋白，+,&’，-*. 和 +,.#［"］，其中 +,.# 是目
前最好的分选标记物之一。免疫法主要包括流式细胞

仪分选法和免疫磁珠分选法。国外虽然有文献报道用

流式细胞仪从小鼠背皮分选 "*/01 +,&’213角质形成干

细胞，却无分选后细胞培养成活的报道［)］。我们尝试

使用 45016 78+9 法分选原位组织里的干细胞并获得
了理想的结果；首次成功培养了用免疫法分选出的毛

囊上皮型干细胞，并进行了细胞动力学和形态学的研

究，检测了分选前后细胞的活性，培养并绘制细胞生长

曲线，对细胞进行免疫组化检测；应用了扫描电镜观察

毛囊干细胞的形态。电镜照片上磁珠清晰可见，不仅

证明了我们分选的有效性，也为毛囊干细胞研究提供

重要资料。我们还用透射电镜观察干细胞内部结构，

观察到 +,.# :细胞细胞核较大，核仁明显，细胞质小，

核质比例大，细胞器少，呈幼稚细胞的典型形态。我们

的研究结果表明，+,.# :细胞与 +,.# %细胞相比，克

隆形成能力更强，并且细胞形态均一，细胞形态趋于圆

形，体积比 +,.# %细胞小，在培养过程中形态保持较

好。培养的 +,.# %细胞也有克隆出现，原因可能是这

个细胞群中混杂有少量的 +,.# :细胞。细胞生长曲

线表明，+,.# :毛囊干细胞增殖速度快，增殖期长，而

+,.# %细胞则较快进入平台期。分选组织中的干细胞

时，胰酶的消化，实验耗时较长，均会对细胞造成一定

损伤，因此分选组织中的细胞不能像分选血液系统中

的细胞那样保持很高的细胞活力。干细胞的标记物

"*(整联蛋白、!’ (整联蛋白和 +,.# 在 +,.# :细胞中

的表达均强于 +,.# %细胞。由于在干细胞分化过程

中，标记物的表达是一个逐渐减弱的过程，这些标记物

在 +,.# %细胞中弱表达说明了 +,.# %细胞是分化程

度较高的细胞。

! ! 本研究不仅证明了 45016 78+9 法可有效地从大
鼠毛囊中分离出活性好的毛囊干细胞，更重要的是首

次成功培养了免疫法分选获得的上皮型毛囊干细胞，

为下一步建立毛囊干细胞系奠定了重要基础。
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