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包皮成纤维细胞的生物学特性研究 

黎晓莉，张 雁，吴 宏 

(重庆医科大学干细胞与组织工程研究室，组织胚胎学教研室，重庆 40oO16) 

【摘 要】目的：探讨人包皮成纤维细胞的生物学特性，为人胚胎生殖细胞(Human embrv0nic gern1 cells，hEG cel1)长期 

体外培养打下基础。方法：探索分离包皮成纤维细胞的方法；采用免疫细胞化学法、M1Tr法、流式细胞术等对人包皮成纤维细胞 

进行生长形态观察，纯度鉴定 ，生长曲线及细胞周期检测 ，并就不同浓度丝裂霉素作用不同时间对人包皮成纤维细胞生长的影 

响进行研究。结果：0．25％胰酶，4℃消化过夜(12～16 h)较 37℃，5％cO 孵育 2 h更容易分离表皮和真皮；包皮成纤维细胞波形 

蛋白染色呈强阳性 ，纯度达 95％以上；细胞生长曲线没有明显的滞留期，在 1～6 d处于快速增殖期，第 7 d开始处于平台期；细 

胞周期大多数处于G0，G 期，细胞周期与细胞生长曲线保持一致。丝裂霉素抑制包皮成纤维细胞增殖的适宜浓度及时间为12．5 

l作用 2．5 h。结论：包皮成纤维细胞的生物学特性表明其可以作为人 EG细胞长期体外培养的饲养层。 
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【Abstract】0龟如玩 e：T0 study the bi0logic characters 0f human f0reskin 6bmblasts(HFF)to lay the f0undation f0r a l0ng—te珊 

culture fbr human embryonic gerrn cel1s in vi ． ds：The method 0f sep啪 ting HFF was investigated．By immun0Hcyt0chemical 

meth0d，MTT and now cytometry，we investigated the morphology and tlle purity of HFF，study the ceU gmwth cunre and ceu 

cycle of HFF，aJ1d the e脆cts 0f di rent c0ncentrations of mitomycin 【ln gr0 h 0f HFF at di rent times．觑 ls 括：Epidern1is 

and demlis were more easily separated after ovemight d唔estion(12～16 h)in 0．25％ Trypsin at 4℃，c0mpared witll incubation r 

2 h in 5％ C02 at 37℃．Vimentin was strongly p0sitive stained with the purity 0f 95 percent． I1leI℃ was no 0bvious stIlanded 

period．The r印id pr0life“nion period was in l～6 d of cell gmwth cunre．The platf0Hn stage began at 7 d．Maj0rity 0f the ceUs 

were in Gl／G0 phases．The cell cycle corresp0nded t0 cell growth cunre．Mi10mycin C(MMC)inhibited tlle pmliferation of HFF 

at 1 2．5 ml over 2．5 h of MMC treatment．( 竹eZ钆s 0竹：Its biolo cal chalracters sh0wed that HFF can be used as feeder 

layer f0r in—vitm cultured human embryonic gerrn cells。 

【Key words】Biologic chamcteristics；F0I℃skin F．bmblast；Feeder layer 

包皮由于来源广泛。取材方便且不涉及伦理道 

德的限制，在生命科学领域得到了广泛研究，目前 

已经成功用于皮肤组织工程。在人胚胎组织工程领 

域，已用做来源于囊胚内细胞团(Inner cell mass，ICM) 

人胚胎干细胞(Human embryonic stem cell，hES cel1) 

体外培养的饲养层并取得成功【lJ。但是将其用作来 

源于人原始生殖细胞 (Primordial germ cells，PGCs) 

的胚胎生殖细胞(Human embry0nic germ cells，hEG 

cel1)体外培养的饲养层却未见报道。已有的研究证 

明 成纤维细胞能分泌成纤维细胞生长因子 (Fibmb． 
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last growth fact0r，FGF)、白血病抑制因子(IJeukemi 

a_inhibit0ry factor，U 、干细胞生长因子(Stem gr(】wth 

factor，SGF)和其它一些未知的细胞因子及一些细 

胞外基质等。它能为胚胎干细胞提供生长的环境和 

信号，起到既促进增殖又抑制分化的二重作用。故 

本实验 旨在对包皮成纤维 细胞 的生物学特性进行 

进一步研究 ．以证实在不添加任何细胞 因子的条件 

下，包皮成纤维细胞能作为人 EG细胞体外培养的 

饲养层．为人 EG细胞建系及进一步研究打下基础。 

l 材料与方法 

1．1 实验材料及标本 

1．1．1 主要试剂 高糖 DMEM培 养基(Dulbecco’smodmed 
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Eagle’s medium，)购 自美 国Gihco公司；胎牛血清购 自杭州 

四季青公司；L一谷胺酰胺购自美国Hyclone公司；I型胶原酶 

购自美国Invitmgen公司，胰蛋白酶购 自美国sigma公司；鼠 

抗人波形蛋白抗体 、sP试剂盒及 DAB显色试剂盒购自北京 

中杉公司；丝裂霉素购 自德国 Roche公司 ；M ITr购 自美国 

Amresco公司。 

1．1．2 标本 收集 4～5岁儿童包皮环切术后包皮(重庆医科 

大学附属儿童医院提供1。 

1．2 实验方法 

1．2．1 包皮成纤维细胞的原代培养 (1)无菌条件下取儿童 

包皮环切术后包皮，用无菌 PBs清洗 3次；(2)剪去皮下组织， 

将皮片置于 0．25％胰酶 、4℃消化过夜(12～16 h)或者 37℃， 

5％c0 孵箱孵育 2 h；(3)用眼科镊采取机械法分离表皮与真 

皮；(4)将真皮片用无菌 PBs清洗 3次后用眼科剪将其剪成 

约 1 mm 大小组织块 ；(5)将组织块移人离心管中，加入 

0．2％I型胶原酶溶液吹打均匀，37℃，5％c0 孵箱消化 4 h， 

经 15O目不锈钢滤网过滤消化液 ；(6)收集消化液 ，l 0oO 

r／min离心 5 min，弃上清，以同样的方法再离心 1次；(7)用 

含 10％胎牛血清(Fcs)的DMEM培养液重新悬浮细胞混匀， 

台盼兰染色计数，以1×10 个／ml接种于 T25培养瓶，在37℃、 

含 5％C0 孵箱中培养 ，每 3 d换培养液。 

1．2．2 包皮成纤维细胞的传代、冻存及复苏 (1)传代：原代 

培养 7～10 d待细胞长满瓶底的75％即可传代。向 T25培养 

瓶中加入 2 ml 0．25％胰酶，待大部分细胞收缩变圆即加入等 

量含10％Fcs的DMEM终止消化，将消化液离心(1 0()0 r／min× 

5 min)后用含 l0％Fcs培养液重新悬浮，按 l：3的比例传代 

培养。以后每 3 d按同样方法传代。(2)冻存：取对数生长期 

的包皮成纤维细胞 ，冻存前 24 h换液，消化后离心(1 000 r／ 

min×5 min)2次，收集细胞并计数，按(3—6)×10 个 ，ml细 

胞冻存 ，每支冻存管加入 l ml冻存细胞液。冻存液为 70％的 

DMEM，2O％Fcs，l0％DMs0。按常规方法冻存。(3)复苏：复 

苏时将冻存管取出后立即移人 37 恒温水浴箱中，快速溶解， 

解冻后用 DMEM洗涤离心(1【)(】O r／min×5 min)2次 ，以除去 

DMs0。复苏细胞按 1×lO 个 ／m1接种于 rI125培养瓶内。 

1．2．3 包皮成纤维细胞纯度鉴定 取 P3代细胞制备细胞爬 

片，并对该细胞进行波形蛋白(vimentin)的免疫细胞化学染 

色：取出细胞爬片，4％的多聚甲醛固定 20min，PBS清洗；0．3％ 

H O 室温孵育 10 min，PBs清洗；滴加正常山羊血清封闭液， 

室温孵育 30 min，勿洗 ；滴加一抗(抗 Vimentin单克隆抗体 ， 

稀释度为 1：50)，4℃湿盒过夜，PBs清洗；滴加生物素标记 

的二抗(通用型，稀释度为 1：200)，室温孵育 30 min，PBS清 

洗；滴加辣根过氧化物酶，室温孵育20 min，PBs清洗；DAB 

显色；苏木素复染，脱水，透明，封片。以PBs代替一抗作为阴 

性对照。 

1．2．4 包皮成纤维细胞生长曲线测定 取 P3、P9、P15、P20、 

P25、P30代细胞以5×10 个 ，m1接种在 96孔板，各代细胞均 

复种 6孔，分别于培养的第 1～7 d用 M1Tr法检测波长为 450 

nm处 0D值并绘制生长曲线图。 

1．2．5 包皮成纤维细胞的细胞周期测定 消化 P3、P9、P15、 

P20、P25、P30代细胞，收集制成单细胞悬液，70％冰乙酸固定 

过夜，PBS洗涤2次，加入 2O0 l牛胰核糖核酸酶(1 m 1)， 

37℃水浴孵育 30 min．力口人碘化丙啶染色液(50 咖 1)避光 

反应 30 min，流式细胞仪检测，Multicycle软件分析。 

1．2．6 不同浓度丝裂霉素作用不同时间对人包皮成纤维细 

胞生长的影响 分别以 10、l2．5、15、l7．5、20 g，m1浓度丝 

裂霉素作用包皮成纤维细胞 2、2．5、3、3．5、4 h，消化后接种到 

96孔板，每孔加入 20O l，细胞密度为 2×10 个 ／ml。每种 

细胞浓度种植4个复孔。再培养4 d。在培养的第 1～4d均 

定时用 M rr法检测波长为450 nm处 0D值。 

1．2．7 统计学处理 用 sAs软件进行多因素方差分析。数据 

以均数±标准差(；±s)表示，尸<0．O5为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 不同条件下酶消化对包皮分离和成纤维细胞生长的影 

响 

0．25％胰酶、4cc消化过夜(12～16 h)及 37cC，5％cO 孵育 

2 h对比，0．25％胰酶、4℃消化过夜更容易彻底分离表皮与真 

皮(图1，2)，获得更纯的成纤维细胞。0．2％I型胶原酶消化 4 h 

其细胞活力佳，生长快。 

2．2 包皮成纤维细胞生长形态观察 

包皮成纤维细胞呈贴壁生长，形成漩涡状、栅栏状或放 

射状有序排列；细胞形态多样，梭形 、不规则星形 、多边形，胞 

质向外伸出伪足；细胞核呈卵圆形，居中。偶见双核。原代培 

养约 2 h开始贴壁，12 h细胞贴壁并伸展。其间有少量上皮样 

细胞。传代培养开始贴壁时间约为 20 min，原代细胞经传代 

后上皮样细胞逐渐减少，到第 3代时已基本消失(图3)。 

2-3 包皮成纤维细胞鉴定 

取 P3代细胞免疫细胞化学染色显示 ：95％以上的细胞 

Vimentin染色均呈阳性。阳性信号呈棕黄色细密颗粒，呈细 

丝状位于胞浆。细胞的形态结构和生长情况表明培养的细胞 

为较纯净的包皮成纤维细胞(图4)。 

2．4 包皮成纤维细胞生长曲线检测 

MTT法检测 P3、P9、P15、P20、P25、P30代细胞处于停滞 

期时间极短，在第 l～6 d均处于指数生长期，增殖能力旺盛 

(图 5)。 

2．5 包皮成纤维细胞的细胞周期检测 

P3、P9、P15、P20、P25、P30细胞周期大多数处于Go，G 期 

(表 1)。 

2．6 不同浓度丝裂霉素作用不同时间对包皮成纤维细胞生 

长的影响 

经不同浓度丝裂霉素作用不同时间筛选后发现浓度为 

12．5 ml作用 2 h可以达到既无细胞明显增殖又无死亡的 

效果(表 2)。 

3 讨 论 

人 EG细胞作为胚胎生殖系来源的多能干细胞在发育 

生物学和干细胞生物学上具有其独特的重要意义，它的研究 

与应用极大的推动了细胞生物学、发育生物学 、遗传学等基 
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图 1 4 。c 消化 过 夜 后 去 除表 皮 的皮 片 ， x 1 0 0 ( H E 染 色 ) 图 2 3 7
~

C ， 5 ％ C O ! 孵 育 2 h 去 除表皮 的 皮 片 。 × 2 0 0 ( H E 染 色 )

图 3 l
，

3 代 包皮 成 纤 维 细 胞 x 2 0 0 。 未染 色

— ◆ 一 P 3

— ■ 一 P 9

图 5 P 3 ～ P 3 0 细 胞 生 长 曲线 图

表 1 P 3 ～ P 3 0 代 包 皮 成 纤维 细胞 的细 胞 周 期 ( ％ )

础 学科 的发 展 ， 同时 可用 于 研 究胚 胎 发 育及 疾 病 的发 生 、 移植

治疗 、 基 因治疗 、 药 物 筛选 和 新 药 开 发 等 。 但 自 1 9 9 8 年 美 国

科 学 家先 后 从 I C M 及 P G C s 中分 离得 到 人 E s 细 胞 和 人 E G

细 胞 以 来 l-{ '4 1
， 人 E s 细 胞 的研 究热 潮 远 远 超 过 人 E G 细 胞 ， 究

其 原 因 为人 E G 细 胞 培养 条 件 苛刻 ， 难 以 获 得 能长期 在 体外

培 养 的细胞 系 ， 因此 优 化人 E G 细胞 培 养体 系必 将推 动其深

入 研 究 。

饲 养层 是 体外 成 功 培 养人 E G 细 胞 的必 要 条件 ， 因 此 寻

找适 合人 E G 细 胞体 外培 养 的 饲养 层 是 人 E G 细 胞 成 功 建系

图 4 P 3 代 包 皮成 纤维细 胞 激 形 蛋 白染色 阳性 ， x J 0 0 0

并 用 于 实 际 的关 键 。 目前 在胚 胎 干 细胞 的 培 养及 建 系过 程 中

通 常采用 S T O 细 胞 系或是小 鼠胚胎成纤维细胞 M o ll s P ． e m b r y
—

o n i e f i h r o h l a s t ，M E F )等 作 为饲 养 层 13 ． 5 I
， 但 小 鼠来 源 的饲 养 层

细胞 可 能 给 培 养 体 系带 来 异 源 蛋 白和 遗 传物 质 及 逆 转 录病

毒M 等 ， 给培养 体系造 成 污染 ， 成 为 限 制胚 胎 干 细 胞 临床应 用

的瓶 颈 I ’I
。 因此 ， 有必 要 建立 人 源 性 的饲养层 细胞 。 M a t s u i 等I ”

发 现 同 源 同龄 胎 儿 成 纤 维 细 胞 所 模 拟 的 体 外 培 养 条 件 与

P G C s 细胞 在 体 内生 长 的环 境 最 为接近 ， 更 有 利 于 E G 细胞 的

生 长 ， 其 分 泌 物 与 P M E F 相 比 ， 更 有 助 于 激 活靶 细 胞 并 能 刺

激其细胞 表 面 c
一 ¨ 受体 表 达 ， 促 进 P G C s 的 增殖 。 但其 来 源

有悖 于 伦理 道 德 ， 受到严 格 限制 。 K u e h 等[9 1发 现 F G F ： 对 人 E s

细 胞 的 自 我 更 新 起 关 键 性 作 用 。 F G F ： 通 过 激 活

P [ 3 K ／A k t ／P K B 信号 传 导 途 径 发 挥 作用 。 M a r k 等 J ，
嗵 过 实验 发

现 在 无 饲 养层 培养体系 中 ，外 源性 F G F l 的量 随着培 养时间增

加 而 衰减 ， 培 养体 系 不 能稳 定 表达 F G F ：， 从 而 不 能 维 持 人 E G

细胞 的生 物 学 特征 。 因此 寻找 自身能稳 定 表 达 人 E G 细 胞 自

我 更新所 需 细 胞 因子 的培 养体系 是 人 E G 细胞 建 系 的关键 。

包皮 由 于 来 源 广 泛 ， 取 材 方 便 ， 被 广 泛 用 作 皮 肤 组 织 工

程 的种 子 细胞 ． 形 成皮 肤 替代物 ， 治疗 各种 皮肤 缺损 。 同时 由

于 分 离 培 养 的包 皮 成纤 维 细 胞增 殖 能 力旺 盛 ， 能 持 续 分 泌 多

种 细胞 因子 维 持 干 细 胞 的 生 物 学 特 性 ， 且 避 免 了胚 胎 来源 的

材 料 及 妇科 手 术取 材 ， 不 涉 及 伦 理 道 德 问 题 ， 被 用 做人 胚 胎

干 细 胞 的 饲 养 层 ⋯ I
。 但 用 其作 为人 E G 细 胞 饲 养层 在 国 内外

均 未 见 报道 。 我 们 的实验 旨在通 过 对 包 皮成 纤 维细胞 生 物学

特性 的研 究 验 证 其 是 否 能 做 为人 E G 细 胞 体外 培 养 的饲 养

层 。 实验结 果 显 示 0 ． 2 5 ％ 胰 酶 、 4 qC 消化过 夜 ( 1 2 — 16 h )是 最适

合 分离 表皮 与真皮 的 条件 。 包皮 成 纤 维 细 胞 体外培 养到 4 0

代 仍保持 旺 盛 的增 殖 能 力 。 P 3 代包 皮 成纤 维 细 胞 的波形 蛋

白染 色鉴 定 结 果 显 示 细 胞 纯 度 达 到 9 5 ％ 以 上 。 P 3 、 P 9 、 P 1 5 、

P 2 0 、 P 2 5 、 P 3 0 代细 胞 的细 胞周期 大 多数处 于 G 。，G 、期 ， 为细胞
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与对照组(对照组 0 d的 0D值为 1．247±O．o04)比较， P>0．05 

进入 s期做准备。P3、P9、P15、P20、P25、P30代细胞的生长曲 

线没有明显的滞留期，在 1～6 d都处于快速增殖期，第 7 d 

开始处于平台期 ，细胞周期与细胞生长曲线保持一致。丝裂 

霉素浓度太高作用时间太长会导致细胞的死亡，浓度太低作 

用时间太短又不能抑制细胞的增殖。选择适宜的浓度和作用 

时间使丝裂霉素在抑制细胞的增殖能力同时能保持细胞的 

黏附性和分泌功能是成功制备饲养层的关键，我们用不同浓 

度的丝裂霉 素 c作 用不同时间筛选后发现浓度为 12．5 

ml作用 2．5 h抑制饲养层增殖效果好，不导致饲养层细 

胞死亡，且可以存活约 2周。包皮成纤维细胞 P3～P3O代均 

适宜作饲养层。综上包皮成纤维细胞生物学特性表明其作为 

人 EG细胞的饲养层是可行而有效的。 
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