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角膜缘基质诱导毛囊干细胞角膜上皮样转分化的研究

姜自玲!，杨) 力!，连小华&，杨) 恬&，杨) 柯& ) ) （ !重庆大学生物工程学院国家“!!! 计划”基地，重庆 %"""%%；&第三军医大
学基础医学部细胞生物学教研室，重庆 %"""(’）

) ) 摘) 要：目的) 体外诱导培养毛囊干细胞角膜上皮样分化。方法 ) 体外分离培养毛囊干细胞，然后用角膜缘基质组
织匀浆液对其进行诱导培养，并用免疫细胞化学（ *++）法检测诱导前后 !,#-./012-.、+3(%、4!& 的变化；56#7+5 方法检测
细胞诱导前后 4!& 的 859:表达情况；流式细胞分析（;+<）检测毛囊干细胞角膜上皮样分化的阳性率。结果) 体外培
养的毛囊干细胞保持高增殖的状态，!,#-./012-.、+3(% 于细胞质表达。经过 !" = 的诱导培养，可见 4!& 于细胞质阳性表
达；56#7+5结果显示毛囊干细胞经诱导后 4!& 的 859:明显表达；;+< 结果亦显示毛囊干细胞经诱导培养后有较高比
率的 4!& 阳性细胞。结论) 毛囊干细胞经角膜缘组织匀浆液体外诱导可成功地分化为角膜上皮样细胞。
) ) 关键词：毛囊干细胞；角膜上皮细胞；转分化
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) ) 毛囊干细胞（IG-2 PHCC-MC0 O/08 M0CCO）是位于毛囊
ZJC10区的一群具有慢周期性、高度增殖潜能和无限自
我更新能力的未分化或低分化细胞。该细胞体外克隆

形成能力强，在受到损伤或某些生长因素刺激后可产

生短暂增殖细胞（6:细胞）以维持组织的自我更新和
修复。[OI-8G等［!］用遗传工程学的方法进行了表达
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"半乳糖苷酶的小鼠毛囊研究，证实毛囊干细胞的
ZJC10定位，同时也提出毛囊 ZJC10 部位的干细胞不仅
在毛囊周期性生长中起重要作用，同时也是表皮自我

更新的细胞来源。由毛囊干细胞分裂产生的短暂增殖

细胞亦可上行至皮脂腺，在维持皮脂腺方面发挥了重

要作用［&，(］。近年来，对毛囊及其周期［%］的研究发展

十分迅速，因此对毛囊的了解及其干细胞的定位也更

加清楚。而致力于毛囊干细胞的体外鉴定纯化以期最

终建系的研究也已经开始［$］。

) ) 角膜的损伤修复由于存在角膜来源有限以及异体
排斥等问题，因此部分实验室转向经由细胞转分化途

径以期获得新的角膜来源。目前，国内外角膜修复相

关的转分化研究均取得了不同程度的进展［, _ ’］。

) ) 本实验基于本室以往的研究［? _ !!］，于体外用角膜
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缘组织匀浆液诱导培养毛囊 !"#$% 细胞使其转分化为
角膜上皮样细胞，为组织工程和角膜的临床修复提供

了新的思路。

!" 材料与方法

&’ &( 实验动物
( ( ) * + ,龄 -.大鼠 / 只，体质量 /0 * 10 $。1 月龄新西兰大
白兔 / 只，体质量 /’ 2 3$。雌雄不限，均购自第三军医大学实
验动物中心。

&’ /( 主要试剂及仪器
( ( .4546 7&/培养基、胎牛血清、胰蛋白酶（89:#;<%，美国）；
=>-74培养基（?@!A;，美国）；腺嘌呤、.@BCDB% 酶（-@$ED，美国）；
FG22/H 抗修!（武汉博士德）；山羊抗鼠 =&/ 多克隆抗体、鼠抗
"H>@<I%$J@<多克隆抗体、兔抗鼠 :.1K多克隆抗体（-D<ID :J"L，美
国）；->M N22& 兔抗鼠免疫组化试剂盒、->M N22/鼠抗免疫组化试
剂盒、->M N221 兔抗羊免疫组化试剂盒（北京中山）；5?7；氢化可
的松；谷氨酰胺；胰岛素；2’ &O的 PJ@I;<>Q &22。
( ( 含 &2O胎牛血清的 .454 6 7&/ 培养基（补充 0 E$ 6 R胰岛
素，&2 #$ 6 R 5?7，/ EE;# 6 R谷氨酰胺，/K E$ 6 R腺嘌呤，0 #$ 6 R
氢化可的松，&2O胎牛血清）。
( ( 烘箱；超净工作台；R%@AD 倒置显微镜和体式显微镜；S@3;<
相差显微镜；PT%JE; 孵箱；电泳仪、凝胶成像系统（U@;>GD,，美
国）；7DABAD#@!"J流式细胞仪（U%AI;< .@A3@<B;<，中国香港）。
&’ 1( 方法
&’ 1’ &( 毛囊 !"#$%细胞的培养及鉴定
&’ 1’ &’ &( 培养及传代( ( 详细培养步骤见文献［N］。
&’ 1’ &’ /( 免疫组化方法( ( 取爬片培养的 !"#$% 细胞，MU- 漂
洗 0 E@< V 1 次，丙酮固定 &2 E@<，然后严格按照 ->M 免疫组化
试剂盒说明操作，分别检测 :.1K、"H>@<I%$J@< 以及 =&/ 的表达
情况，以 MU-代替一抗做阴性对照，.FU显色。
&’ 1’ /( 条件培养基的制备( ( 取兔眼的角膜层（撕去巩膜），
用剪刀剪取角膜缘 / * 1 EE宽的组织并剪碎，分批次将剪碎的
组织挑入匀浆器中，吸取 .454 6 7&/ 培养基浸润之，进行充分
匀浆。将全部组织匀浆后，吸取匀浆液置于离心管中离心

（& 222 J 6 E@<，0 E@<），然后抽滤上清液，抽滤后重新添加一定
量的 .454 6 7&/ 培养基，得新鲜的条件培养基。
&’ 1’ 1( 毛囊 !"#$%细胞的诱导转分化( ( 培养的毛囊 !"#$%细
胞用新鲜制备的含有角膜缘组织匀浆液的条件培养基进行诱

导培养。诱导培养的毛囊 !"#$%细胞需每天更换新制备的条件
培养基。

&’ 1’ K( 毛囊 !"#$%细胞诱导转分化后的鉴定( ( 光镜下观察
毛囊 !"#$% 细胞的形态变化，并按照 &’ 1’ & 中所述方法检测
=&/ 蛋白的表达情况。
&’ 1’ 0( 诱导后 GP>M:G检测 =&/ 的表达( ( 于诱导后 &2 ,提
取诱导后细胞的总 GSF，GP>M:G检测 =&/ 的基因表达情况。
( ( GSF的提取：将诱导培养前后的细胞各一瓶取出，MU-洗。
按照 PJ@C"J% G%D$%<I 说明书提取细胞的总 GSF。核酸蛋白定
量仪检测 GSF纯度及含量。
( ( 逆转录：/0 ## 反应体系为：0 V GP U"WW%J 0 ##，,SPM混合物
&’ /0 ##，GSDB% 7J%% ,8/X &1’ ++ ##（诱导前），GSF 样品 /’ &) ##
（诱导前），GSDB% 7J%% ,8/X &0’ )2 ##（诱导后），GSF样品&’ 10 ##

（诱导后），GSF酶抑制剂 2’ /0 ##，4>4RY逆转录酶&’ / ##，X#@$;
（,P）& ##。反应条件为 12 Z &2 E@<，K0 Z 12 E@<，NN Z 0 E@<，
0 Z 0 E@<，共 &个循环。反应产物于 [)2 Z保存。
( ( M:G反应：上游引物 M&：0\>?FFF::?F???P??FPF:P?:>
1\；下游引物 M/：0\>PP??F?F::?P?F???FPFF?>1\。/0 ##
M:G反应体系为：&2 V M:G U"WW%J /’ 0 ##，,SPM 2’ 0 ##，M&

2’ 0 ##，M/2’ 0 ##，CW"高保真聚合酶 2’ &/0 ##，4$/ ] &’ 0 ##，GP
产物 /’ 0 ##，灭菌蒸馏水 &H’ +)0 ##。采取降落 M:G 方法［&/］。
取 0 ##扩增产物在 &O琼脂糖凝胶上电泳，溴化乙锭染色鉴定
GP>M:G产物，结果用 U@;>GD,凝胶成像系统照相。
&’ 1’ H( 流式细胞分析检测诱导后转分化的阳性细胞率( ( 取
诱导后 &2 ,的细胞用 MU-漂洗，1 E@< V / 次。2’ &/0O胰酶消
化至绝大部分细胞悬浮后加入终止液终止消化，并吹打制悬，

然后转移至离心管中离心。弃上清，加 & E# MU-重新制悬并移
入 5M 管中再次离心，弃上清。加破膜剂 PJ@I;<> Q&22 破膜
&2 E@<，加 MU-漂洗并离心 / * 1 次。加一抗，作用 &0 * /2 E@<。
加 MU-漂洗并离心 / * 1 次。加二抗，作用 &0 * /2E@<。加 MU-
漂洗并离心 / 次，然后加 MU-再次制悬，细胞悬液体积为 /22 *
122 ##，上机检测。

#" 结果

/’ &( 毛囊 !"#$%细胞的培养及鉴定
/’ &’ &( 毛囊 !"#$%细胞的培养( ( 组织块法培养的毛囊在培
养第 1 * K 天可见毛囊 !"#$% 周围有细胞爬出生长。细胞体积
小，呈圆形或多边形，核大，核仁明显，细胞器少（图 &F）。细胞
融合后可进行细胞传代。传代后细胞克隆样生长，克隆形成率

高，细胞之间紧密相连，呈铺路石样生长（图 &U）。

!!

!"
F：组织块法培养 K ,；U：传代培养 & ,

图 !" 毛囊 $%&’(细胞鉴定"（倒置显微镜 V &22）
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%$ !$ %# 毛囊 &’()*细胞的鉴定# # 免疫细胞化学分别检测毛
囊干细胞标记物 !+,-./*)0-.、12"3 以及角膜上皮细胞标记物
4!%。!+,-./*)0-.、12"3 阳性表达提示培养的细胞呈低分化状
态，具有毛囊干细胞的特性。4!% 为阴性表达（图 %）。

!!

!"
5：!+,-./*)0-.；6：12"3

图 !" 毛囊 #$%&’细胞 !()*+,’&-*+、./01 免疫细胞化学

检测的阳性表达结果"（7,8 9 %::）

%$ %# 诱导后细胞爬片免疫细胞检测结果
# # 结果显示经过 !: ; 的诱导培养，!+,-./*)0-.、12"3 逐渐转
为阴性表达，而部分细胞逐渐开始表达角蛋白 4!%，结合形态
学观察结果分析，说明毛囊 &’()* 细胞经诱导培养后有部分细
胞转分化为角膜上皮样细胞（图 "）。

图 0" 毛囊 #$%&’细胞诱导后 23! 阳性表达"（7,8 9 !::）

%$ "# <=,81<结果
# # <=,81<结果显示毛囊干细胞经诱导后明显表达角蛋白
4!%，在泳道 ! 可见 4!% 的大小为 %": &>（图 3）。

! " #

$%% &’!
(%% &’!
)%% &’!
#%% &’!
"%% &’!

"#)% &’

?：2@5标准；!：诱导后 4!% A<@5；%：诱导前 4!% A<@5

图 1" 45)6.4检测毛囊 #$%&’细胞诱导前后 23! 的表达

%$ 3# 流式细胞检测结果
# # 流式结果显示毛囊干细胞经诱导后 4!% 阳性细胞率为
BB$ CDE，而诱导前阳性细胞率与对照相比无显著差异（图 F）。
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5、6、1分别为诱导前的细胞闪点图示、空白对照图示和结果图示；

2、G、H分别为诱导后的细胞闪点图示、空白对照图示和结果图示

图 7" 诱导前后细胞 23! 蛋白的流式结果

0" 讨论

# # 角膜的透明及功能的完整取决于角膜各层组织的
结构和代谢的正常，角膜上皮组织对此起着相当重要

的作用。而如果角膜上皮大面积缺损，则角膜缘干细

胞所提供的再生不足以完成角膜上皮的修复以维持角

膜的完整功能，此时就需要进行临床角膜移植，但是目

前移植又存在来源不足、免疫排斥［!"］等诸多问题亟待

解决。

C"%!



! ! 目前国内外角膜的转分化研究都有不同程度的进
展：角膜缘分别在完整羊膜和裸露羊膜上培养，探索缘

上皮表型的维持与羊膜诱导的关系，研究表明，裸露羊

膜上添加 "#" 因子虽不能阻止但可延缓角膜的分
化［$］；鼠源胚胎干细胞体外诱导培养后移植到活体眼

部术后 %& ’损伤角膜表面可完全再上皮化［(］；另外成
体干细胞的多潜能性在转分化方面的研究也有不同程

度的进展［)］。

! ! 近年来，对干细胞可塑性的研究证实了成体干细
胞通常具有多向分化潜能，不仅可以维护、修复，甚至

重建其所在的组织器官，还可跨系和跨胚层分化为其

他组织的细胞，这就为组织工程提供了新的思考方向。

毛囊干细胞亦具有多向分化潜能，*+’,-. 等［/］实验证
实毛囊干细胞定位于毛囊隆突区，并提出毛囊隆突区

细胞不仅维持毛囊的周期性更新，同时亦可向上迁移

分化维持表皮的自我更新。而且由毛囊干细胞分裂产

生的 #0细胞亦可上行至皮脂腺处形成皮脂腺幼稚细
胞以维持皮脂腺的正常代谢。而且本室以往的研究证

明：毛囊干细胞具有转分化潜能。如果采用自身来源

丰富的干细胞作为种子细胞来修复角膜上皮损伤，则

有很大的优越性。而毛囊干细胞不仅来源丰富，而且

取材容易，且由于是自身来源则较少存在免疫排斥现

象，符合我们所期望的各项条件［/&］。

! ! 本实验采用角膜缘基质的组织匀浆液对毛囊
12345细胞进行诱导培养。角膜缘基质作为角膜干细
胞的微环境，含有各种可对角膜干细胞的增殖、分化起

重要调控作用的因子，可对毛囊干细胞的转分化起到

很好的调控作用。实验结果显示，诱导 /6 7 后可见诱
导培养的部分毛囊 12345 细胞阳性表达角膜上皮细胞
特异性因子角蛋白 8/%，说明该部分毛囊 12345细胞在
诱导培养过程中已成功地转分化为角膜上皮样细胞。

本研究以及本室杨柯、余瑾等以往的研究证明，毛囊干

细胞经适当诱导可分化为角膜上皮样细胞。而在诱导

过程中毛囊干细胞保持相当高的阳性分化率，9#:;<9
结果显示毛囊干细胞经诱导后明显表达角膜上皮标记

性因子 8/%［/=］，而流式细胞分析结果也显示诱导 /6 7
后 8/% 阳性细胞率可达 >>?以上，这提示：角膜缘基
质的组织匀浆液在毛囊干细胞向角膜上皮细胞的定向

转分化提供了类似体内的角膜缘微环境中的因子，促

进了毛囊干细胞向角膜上皮细胞的转分化。这为在体

接种种子细胞持续微环境诱导并最终治疗眼表疾病提

供了理论基础，具有一定的临床应用前景。我们还进

一步开展了在体原位修复研究工作，目前已有初步的

进展，为以后更加深入的研究和将来的临床应用打下

了基础。
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