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整合素与表皮干细胞

Keratinocyte stem cells and integrins

唐红英 综述 ,罗向东 ,伍素华 审校　　(第三军医大学西南医院全军烧伤研究所 ,创伤 、烧伤与复合伤国家重点实验室 ,重庆
400038)

　　皮肤是人体最大的器官 , 表皮位于皮肤最外层 , 是能够自

我更新的组织(约每个月更新 1 次)[1] 。基底层的表皮干细胞

(keratinocyte stem cell , KSC)作为组织特异性干细胞 , 具有强大

的增殖能力 ,是表皮中各类细胞的起源。近年来 , 由于组织工

程化皮肤 、皮肤遗传性疾病病因及肿瘤的基因治疗等方面的研

究 , KSC 日益受到关注 , 成为研究的热点及焦点[2] 。

　　整合素(integrin)介导细胞之间 、细胞与细胞外基质的粘

附。KSC特性的维持依赖于与基底膜的粘附 , 失去粘附的 KSC

则开始启动终末分化过程。因此 ,整合素在 KSC 增殖与分化调

控中的作用成为研究的亮点则顺乎自然。

1　表皮干细胞

　　在形态学上 , 正常皮肤表皮层一般分为 4 层结构 , 从下至

上分别是基底层 、棘粒层 、颗粒层 、角质层。表皮细胞的 90%由

角质形成细胞组成 , 角质形成细胞按其分裂增殖能力分为 3 种

类型 ,即表皮干细胞(KSC)、短暂增殖细胞(transit amplifying cell ,

TAC)有丝分裂后分化细胞(postmitotic differentiating cell , PMDC)。

其中干细胞具有无限的增殖能力 , 体外培养时呈克隆性生长 ,

理论上 1个干细胞可进行 140 次分裂 , 产生 1040个子代细胞[3] 。

　　KSC并不直接分化为终末细胞 , 而是先分裂为 TAC , 再由

TAC 分化为其它终末分化细胞。 TAC 具有短暂的分裂增殖能

力 ,其分裂能力一般在 5 次以内 , 形成的部分克隆细胞数目少

于30 个。 TAC的存在说明组织靠少量的干细胞就可以产生很

多子代细胞 ,满足皮肤组织更新与修复的需要。 PMDC 是终末

分化细胞 , 不具有分裂增殖能力 , 很快进入角质层并逐渐从皮

肤上脱落。皮肤外层角质细胞的死亡脱落与基底干细胞的分

裂保持一定的平衡 ,维持皮肤正常的组织结构和细胞内环境稳

定[ 4] 。

KSC的分裂方式有两种:一是不对称分裂 , 即 1 个 KSC 产

生1 个干细胞(保持干细胞遗传特征)和 1 个定向祖细胞即短

暂增殖细胞(TAC), TAC 分裂为功能专一的分化细胞;二是对称

分裂 , 即干细胞分裂产生两个相同的干细胞或产生两个 TAC ,
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以对急性皮肤损伤进行修复。 干细胞到底以何种方式进行分

裂增殖受很多因素的调节与控制。

KSC 为标记滞留细胞(label-retaining cells , LRCs),用氚标记

的去氧胸腺嘧啶核苷(5HdT)或胸苷的类似物 5-溴-2-脱氧尿苷

(BrdU)注入动物体内 , 随着角质形成细胞的合成 , 这些标记物

可组建到表皮细胞中。此时 ,利用放射自显影术或免疫组织学

技术示踪可观察放射性标记细胞。 TAC 及其它分化细胞由于

分裂较快 , 标记物很快被稀释直至消失 , 而干细胞可以长期探

测到放射活性 , 表明它们在体内分裂很慢 , 通常处于静息状

态[ 5] 。

在形态学上 , KSC 表现为细胞体积小 , 胞内细胞器稀少 , 细

胞内 RNA含量低 , 在组织结构中位置相对固定。 表皮基底层

中有1%～ 10%的基底细胞为干细胞 , 随着年龄的增大 ,表皮干

细胞的数量也随之减少。

2　整合素

　　早在 1977 年 , Green 就发现了悬浮培养的角质形成细胞很

快进入终末分化 , 后来的研究证明 , KSC 与基底膜的粘附是维

持干细胞特性的必备条件。KSC 主要通过整合素介导与基底

膜的粘附。整合素(又称整合蛋白)作为细胞粘附分子家族中

的一员 , 在细胞之间 、细胞与细胞外基质间的粘附及信息传递

中发挥很重要的作用 , 进而调节细胞的生长 、分化 、增殖 , 甚至

肿瘤的转移。整合素是一种由α亚基和 β 亚基按 1∶1 比例以非

共价键聚合形成的异二聚体穿膜蛋白 , 不同的α亚基与不同的

β 亚基组成了多种整合素 ,整合素通过与配体如纤维连接蛋白 、

层粘连蛋白 、细胞粘合素等结合 , 介导细胞与细胞外基质的粘

附 ,调控 KSC 增殖与分化的平衡 , 维持皮肤的新老更替。当皮

肤受损或患病时 ,整合素的表达也会改变[ 6] 。

最近 10年 , 通过特异抗体及基因敲除技术 , 人们对整合素

有了更多的认识。整合素不是单纯的粘附分子 , 它参与一种双

向的信息传递过程:将信息从细胞外基质传递向细胞内部 , 同

时细胞内部的事件也可以影响它们和配体之间的亲和性[7] 。

3　整合素与表皮干细胞

3.1　整合素作为KSC的特异性标记

　　到目前为止 , KSC 尚未找到公认的特异性分子标记 , 被学

术界认可的只有在体呈慢性滞留细胞 , 体外培养呈克隆性生

长 ,但其应用受到限制。其它一些细胞表面蛋白如 β1 整合素 、

α6 整合素 , 角蛋白 K19 、K15 , 转录因子 P63 , 增殖细胞核抗原
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(proliferating cell nuclear antigen , PCNA), 增殖相关抗原 10G7 ,

CD71(转铁蛋白受体)等可作为鉴定KSC 的参考。

3.1.1　β1 整合素(CD29)　　由于KSC 具有与细胞外基质(ex-

tracellular matrix , ECM)快速粘附的特性 , 因此 , 介导细胞与 ECM

粘附的整合素家族在 KSC 中的表达受到关注。 最先被研究的

是 β1 整合素。 Jones等[3]发现 β1 整合素表达水平的高低与细

胞体外克隆形成能力成正相关 , 高表达 β1 整合素的细胞具有

更高的克隆形成能力 , 传代次数显著多于低表达的细胞 , 将其

移植到皮肤缺损创面后能生成完整的上皮层 , 表明 β1 整合素

高表达的细胞富含干细胞。但 β1整合素高表达的细胞占基底

细胞的 20%～ 40%, 而体内研究表明 KSC 只占基底细胞的 1%

～ 10%,说明 β1 整合素高表达的细胞中除了 KSC 外 , 还包含

TAC。进一步研究发现 ,干细胞表面表达的 β1整合素量是短暂

扩增细胞的 2 ～ 3 倍。故结合激光共聚焦显微镜 , 将组织切片

进行 1μm 的断层扫描 , 即在单层细胞水平上观察 , 或结合荧光

活化细胞分离术(fluorescence-activated cell sorting , FACS)和流式

细胞仪(flow cytometry , FCM)就可进一步区别和分离二者[ 8] 。

　　PCNA 在细胞核内合成 , 其量的变化与 DNA 合成一致。

KSC停留在 G0 期 , PCNA为阴性 , TAC 由 G0 、G1 期向 S 期转化 ,

PCNA表达阳性。 研究表明 , CD29+ PCNA-作为检测 KSC 的

指标 ,与鉴定 KSC的基本指标具有良好的相关性[ 9] 。

3.1.2　α6 整合素　　研究表明 ,β1 整合素阳性细胞也高表达

α6 整合素。α6 整合素通过半桥粒介导基底细胞与基底膜的粘

附 ,因此 , α6 整合素也被认为是 KSC 的表面标记。基底层细胞

用荧光标记α6 整合素单抗 , 经流式细胞仪分选为α6 高表达

(α6bri)与α6低表达细胞(α6dim), 两类细胞在相同的条件下分别

进行体外培养 ,结果显示α6bri细胞能分裂增殖形成大小不等的

克隆 , 经过较长时间的体外培养后仍具有分裂增殖能力 , 而

α6dim细胞很快进入终末分化状态 ,不能形成克隆。 但α6bri细胞

与未分类的表皮基底层角质形成细胞相比 , 其分裂增殖能力并

无显著差异 , 提示α6bri细胞包含了 KSC 与 TAC 两类细胞 , 而

α6dim细胞则代表有丝分裂后的分化细胞。进一步应用增殖细

胞表面标志 CD71(转铁蛋白受体)抗体标记α6bri细胞 , 分为

CD71 阳性细胞(α6bri CD71bri)及 CD71 阴性细胞(α6bri CD71dim)。

体外培养 2 周后两类细胞分裂增殖能力无明显差异 ,但经过长

时间的培养后 , α6bri CD71dim细胞显示出更持久的增殖能力和更

高的生长速率 ,每个克隆产生的细胞总数显著多于α6bri CD71bri

细胞及未分类细胞的细胞产量。 流式细胞仪分析结果显示

α6bri CD71dim细胞绝大多数处于 G0 G1 期 , 为静止期细胞 , 符合

KSC细胞的特征;而α6bri CD71bri细胞中 S+G2 M 期细胞数显著

增多 , 具有活跃的细胞周期 , 符合 TAC 的特征[ 10] 。说明应用α6

及CD71 双标法可以有效地鉴别 KSC 与 TAC。 Kaur等[ 11] 根据

细胞表面α6 整合素及增殖相关抗原 10G7 , 采用荧光激活细胞

分离术 , 可将基底细胞分为:①α6bri 10G7dim细胞 ,长期体外培养

具有强大的分裂增殖能力 ,细胞周期分析绝大多数处于 G0 G1

期 ,代表 KSC。 ②α6bri 10G7bri细胞 , 具有短暂的增殖能力 , 细胞

多处于S+G2 M 期 , 为TAC。 ③α6dim10G7bri细胞无增殖能力 , 为

有丝分裂后的分化细胞。说明利用α6 整合素与 10G7 抗原的

单克隆抗体可以区分 KSC 、TAC 及分化的表皮细胞。

3.2　整合素调控KSC的增殖与分化

　　正常皮肤中 ,除了αvβ8 在基底上层表达外 , 其它整合素仅

限于基底层表达。基底层表达的整合素主要有α2β1、α3β1 及

α6β4。另外αvβ5也有表达 , 不过其水平要较前 3 种低得多。 整

合素主要通过与配体的结合实现其功能(表 1)。

表 1　表皮细胞中表达的整合素

整合素 主要配体　　 表达部位 表达量　　

α2β1 胶原 基底层 主要的

α3β1 层粘连蛋白 基底层 主要的

α6β4 层粘连蛋白 基底层 主要的

αvβ5 玻璃结合蛋白 基底层 少

α5β1 纤维粘连蛋白、细胞粘合素 基底层 体外培养、皮肤受损 、病理状态下

αvβ6 纤维粘连蛋白、细胞粘合素 基底层 体外培养、皮肤受损 、病理状态下

α9β1 细胞粘合素 基底层 在伤口愈合时表达上调

αvβ8 玻璃结合蛋白 基底上层 少

3.2.1　β1 整合素　　β1 整合素在 KSC 中高表达 , 通过选取细

胞表面高表达 β1整合素的基底细胞可以富集到干细胞[12] 。β1

整合素通过介导KSC 与基底膜的粘附 , 而抑制 KSC 的分化。若

β1整合素失去功能 , KSC 则脱离干细胞巢 ,进入分化过程。 KSC

多处于静息状态 , 平时很少分裂增殖 ,因而更倾向于在基底层成

簇分布 ,高水平表达β1 整合素有利于保持干细胞的分布状态。

　　基因敲除技术有助于了解某一特定基因的功能。敲除皮

肤特异性 β1整合素基因的小鼠皮肤出现水疱 , 毛发缺失 ,伤口

愈合延迟等 , 基底上层的终末分化细胞数量从 20%上升为

40%,但其分化过程大都正常[ 13] 。

在体外 ,β1失活的角质形成细胞与 ECM 的粘附性大大降

低 ,其终末分化细胞的量 , 比 β1整合素阳性者高出5 倍[ 14] 。在

体内 β1 整合素失活的表皮细胞为何不全部自发地历经终末分

化 ,就像体外悬浮培养的表皮细胞一样 , 原因可能是在体内细

胞间的联系仍在 ,β1整合素通过不同的调控机制介导分化的缘

故[ 15] 。

Zhu 等[ 16]将结构域阴性的 β1 整合素的突变体转染到培养

的人角质形成细胞 ,以干扰其 β1 整合素的功能 , 降低角质形成

细胞的粘附性 ,结果发现转染成功的 KSC 表面 β1 整合素水平

及细胞与 IV 型胶原的粘附性明显降低 , 丝裂原激活蛋白激酶

(mitogen activated protein kinase , MAPK)活性减弱 , 细胞的克隆形

成能力下降 ,增殖潜能降低 , 表现出短暂扩充细胞的特征。 但

通过超表达野生型 β1整合素或激活 MAPK则可上调整合素的

表达 ,恢复其粘附性及增殖潜能。但是否增加 KSC 表面的整合

素水平就能直接增强 KSC 增殖能力仍不清楚。

3.2.2　α6β4 整合素　　α6β4整合素高表达也被认为是小鼠表

皮干细胞的标记[ 13] , 尽管对其作用意义尚存疑问。敲除α6β4

整合素并不影响表皮细胞增殖[ 17] 。如敲除小鼠胚胎干细胞中

α6 或 β4基因 , 小鼠出生后很快死亡 ,伴皮肤及其它复层上皮严

重水疱并缺乏半桥粒。出现水疱的部位仍然保持与基底膜的

粘附性 ,并显示正常的分化。β4 失活的表皮中 , 基底细胞被发

现成簇分布在基底上层的表皮细胞层中 , 这或许说明了脱离与

基底膜粘附的基底细胞会向上层迁移[18] 。
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3.3　整合素参与KSC增殖与分化调控的分子机制

　　整合素不但参与细胞与 ECM 的粘附 , 还影响细胞的增殖

与分化。研究表明[ 16 ,19] ,整合素主要通过 2 条不同的丝裂原激

活蛋白激酶(MAPK)途径调节 KSC 的增殖与分化 , 即 Ras ERK

途径和 JNK途径。整合素如α6β4、α1β1 等与相应的配体结合后

可以不同的方式启动 Ras ERK 途径。如 β4可直接与 Shc结合 ,

而 β1 整合素则通过小窝蛋白等其他分子与 Shc结合 ,使其激活

并与Grb2/Sos复合物结合 , 导致 Ras 被活化 , 进而依次激活

Raf ,MEK 和MAPK , 活化的 MAPK 进入细胞核内 , 作用于相应的

转录因子 , 促进细胞的增殖。 JNK 途径的激活主要由 FAK 和

Rac介导 ,启动胞内的 PAK活化机制 ,通过MEKK 特别是MKK4

的作用发挥 JNK调节细胞的增殖的功能。上述 2 条途径中虽

然都受蛋白酪氨酸磷酸酶的调控并可以激活 MAPK ,但两者在

整合素信号转导中所扮的角色可能有所不同。一般认为 ,前者

可能主要作用于粘附初期的高水平活化 , 而后者可能主要与较

晚期的缓慢而持久的活化有关。另外 , 有证据表明不能激活

Ras ERK途径的整合素仍可与 ECM 结合 ,但此时他们不再刺激

细胞增殖 , 而是促进细胞分化 , 最终结果可能是促进细胞退出

细胞周期。

4　展望

　　自体表皮细胞培养并成功用于创面覆盖 ,开创了以组织工

程技术治疗皮肤缺损的新方法。但因抗感染力弱 , 远期丢失

多 ,尤其是无皮肤附件 , 严重影响患者的生活质量。使用组织

工程皮肤治疗大面积Ⅲ度烧伤的患者 , 关键目标在于维持皮肤

的基本功能 ,使创面完成由解剖修复到功能修复的飞跃。现已

证明 , KSC 具有产生皮肤附属器的能力 , 在环境刺激下 , KSC 具

有很大的可塑性 , 是潜在的多能干细胞。因此 , KSC 有望成为

组织工程的种子细胞 ,通过培养 KSC 构建移植物可能真正达到

迅速和永久覆盖创面的目的 ,以满足临床上严重烧伤患者的需

要[ 19 ,20] 。

　　KSC的研究虽然已多年 , 也取得了不少进展 , 但仍有许多

问题有待解决。如对KSC 的特异性分子标记仍有争议 ,如何在

体外获得大量纯化的KSC ,如何诱导 KSC 增殖并分化发育为表

皮细胞或皮肤附件细胞等 , 对于这些问题的进一步阐明 , 对于

创面修复 、肿瘤控制及某些皮肤病的防治 , 无疑具有积极意义。

KSC 增殖与分化的调控是一个复杂的过程 ,目前研究只是揭开

了冰山的一角。相信随着科技的发展 , 人类将从干细胞研究中

获益匪浅。

　　关键词:整合素;表皮干细胞;增殖分化
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