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人角质形成细胞库的建立

李　伟 ,伍津津 ,吴国选 ,朱堂友 ,鲁元刚　　(第三军医大学大坪医院野战外科研究所皮肤科 ,重庆 400042)

　　提　要:目的　探索人皮肤表皮细胞分离 、培养 、传代 、冻存及复苏技术 。方法　采用细胞培养技术及免疫组化染色

鉴定技术。结果　采用细胞培养技术体外分离培养了小儿包皮表皮细胞 , 培养的表皮角质形成细胞 , 经冻存 、复苏后 , 此

角质形成细胞仍既能增殖 ,又能分化 , 生长状态与新鲜分离的角质形成细胞相类似。结论　酶消化法是快速大量培养表

皮细胞的简便易行的方法。
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Construction of human skin keratinocytes bank
LIWei , WU Jin-jin , WUGuo-xuan , ZHU Tang-you , LU Yuan-gang(Department of Dermatology , Institute of Surgery Research , Dap-
ing Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400042 , China)

　　Abstract:Objective　To establish human skin keratinocytes bank in vitro.Methods　Human keratinocytes

were isolated , cultured , subcultured , stored in liquid nitrogen , and recovered utilized.The condition of growth after

passage , recovery and viability were observed and identified by immunocytochemical(ABC)method.Results　The

keratinocytes were subcultured at least 3 passages with more than 1×10
12
over the original plating number.After fro-

zen storage and recovery , the keratinocytes also proliferated and differentiated well , and showed similar growth behav-

ior as primarily cultured keratinocytes.Conclusion　The keratinocytes bank can be established by easy and feasible

technique under routine laboratory culture conditions.

　　Key words:human keratinocyte;cell culture;cell bank

　　角质形成细胞是构成皮肤表皮的主要细胞 ,其增

殖 、分化维系着表皮正常结构和生理功能 。角质形成

细胞的体外培养技术是建立角质形成细胞库必不可少

的步骤 ,也是构建双层组织工程皮肤的先决条件。目

前培养的表皮细胞膜片已成功地用于覆盖大面积烧伤

创面 ,但由于培养周期过长 ,使临床等皮的时间大为延

长 ,影响了其应用
[ 1 ～ 3]

。因此缩短培养周期 ,提高培养

效率是当前亟待解决的问题 ,我们采用中性蛋白酶和

胰蛋白酶联合消化皮肤 ,获得了大量的基底层细胞 ,探

索出了适宜表皮细胞快速大量培养的方法。该方法不

仅为组织工程皮肤的研究奠定了前期工作基础 ,也为
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皮肤相关疾病的研究提供了条件。

1　材料与方法

1.1　材料
1.1.1　器材　　一次性塑料培养瓶 50 ml(美国),常规手术器

械(上海), 塑料冻存管 2 ml , 0.22 μm 微孔滤器。

1.1.2　试剂　　胶原酶 D(Roche公司),分离酶(SIGMA公司),

标准胎牛血清(郑州), 胰岛素(徐州万邦生化制药有限公司),

氢化可的松(中国上海信谊药厂), 胰蛋白酶(Sigma), 分离酶

(Sigma), 二甲基亚砜(Merck),表皮细胞生长因子(Sigma)。

1.1.3　角质形成细胞培养液的配制　　DMEM 10 g , NaHCO3

3.7 g ,HEPES 2.4 g ,胎牛血清 200 ml ,青霉素 100 000 U , 链霉素

100 000 , EGF10 μg , 胰岛素 120 U ,氢化可的松 1 mg , 超纯水加至

1 000 ml , 用 1 mol L NaOH 调 pH值至 7.0～ 7.2 , 0.22μm 孔滤膜

过滤除菌 , 90 ml 瓶分装 , -20 ℃贮存备用 。

1.1.4　仪器　　二氧化碳孵箱 SHEL LAB 公司 TC2323 型;超

净工作台由苏净集团苏州安泰空气技术有限公司提供;倒置显

微镜系重庆光学仪器厂;万分之一电子天平系 Start Orios BS110s

型;低温高速离心机由武汉科学仪器厂提供;普通离心机系上

海医用分析仪器厂;一次性培养瓶购自 Sigma 公司;水纯化系统
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由美国Milli-Q Biocel Millipore Corporation 提供。

1.2　方法
1.2.1　培养瓶的处理　　用鼠尾胶原均匀地涂布于培养瓶底

部 ,室温下静置 20 min ,用 D-Hanks 液 5 ～ 10 ml ,冲洗培养瓶 , 中

和酸性胶原。

1.2.2　角质形成细胞的分离培养方法[4] 　　标本取自 3～ 9 岁

儿童包皮(由重庆市儿童医院激光科提供)。将标本剪成 0.3

cm×2 cm的皮条 , 加 0.25%分离酶浸没组织 , 4 ℃冰箱中消化

16 ～ 18 h , 用眼科镊揭下表皮 ,加 0.25%胰蛋白酶 2～ 3 ml ,在 37

℃孵箱中消化 30 min;DMEM 终止消化 , 用吸管小心反复吹打 ,

200 目筛网过滤 , 1 500 r min 5 min , 弃上清 , 加角质形成细胞培

养基于其中 ,制成细胞混悬液 , 台盼蓝活细胞计数 , 按 2×106 

瓶(50 ml培养瓶)接种于瓶底涂有鼠尾胶原的培养瓶中 , 置于

36.5 ℃, 5%CO2 下培养 , 4 h 后细胞开始贴壁 , 伸出触角后即可

更换培养基 ,以后每天更换培养基 , 15 d 左右长满后可传代。

1.2.3 　角质形成细胞的传代　　细胞约 70%融合后 , 加

0.125%胰蛋白酶 、0.1%EDTA 混合液 2 ml于培养瓶中 , 4 ℃冰

箱中消化 8 ～ 16 h , 当细胞变圆 、细胞间隙增大时 , 用 10 ml

DMEM终止消化 , 1 000 r min 离心 5 min×2 遍 ,以洗去 EDTA , 加

入角质形成细胞培养液 ,吹打 、分散细胞 ,制成细胞悬液 , 按 1×

106 瓶(50 ml培养瓶)接种于瓶底涂有鼠尾胶原的培养瓶中 , 置

于 36.5 ℃, 5%CO2 下培养 , 5～ 7 d 左右后可再传代。

1.2.4　角质形成细胞的冻存与复苏　　用 0.125%胰蛋白酶 、

0.1%EDTA混合液 2 ml消化 、分散接近长满的单层的角质形成

细胞 , 1 500 r min 离心 5 min , 去除上清 , 反复 2 次 , 将细胞重新

悬浮于角质形成细胞培养基中 , 加入无菌的二甲基亚砜至

10%,混匀后置于塑料冻存管内密封 , 逐渐降温 , 于-196 ℃液

氮中保存。

　　复苏时 , 将细胞从液氮中取出 , 迅速置于 37 ℃的水浴内。

融化后 , 1 500 r min 离心 5 min ,去除上清 , 加入新的角质形成细

胞培养基 , 反复 2 次 , 将细胞重新悬浮于角质形成细胞培养基

中 ,再离心 1 次即可继续培养。

1.2.5　角质形成细胞的鉴定　　倒置显微镜下进行形态观

察。角质形成细胞接种到预铺胶原的玻片上培养 10 d , 丙酮固

定。应用ABC 法免疫组化染色鉴定。 一抗为抗角蛋白多克隆

抗体 , 二抗为生物素标记的羊抗鼠 IgG , 底物为 DAB , 最后用苏

木素染色细胞核 、封片。

2　结果

2.1　人皮肤角质形成细胞的分离
　　用中性蛋白酶和胰蛋白酶联合消化皮肤 , 真 、表皮很容易

分离 ,产生的表皮含有完整的基底细胞层 , 再经胰酶消化 ,即可

获得全部的基底细胞。

2.2　人皮肤角质形成细胞的培养
　　从我们的实验看 ,接种后 4 h 即有少量的角质形成细胞贴

壁 , 10 h 形成集落 ,并互相连接 , 第 3～ 6 天为缓慢生长期 , 第 6

～ 10 天细胞开始加速生长 , 第 10～ 14天细胞成倍增长 ,为细胞

快速增长期 ,第 15 天以后细胞又转为缓慢增长 , 为细胞平台期

(图 1)约 15 d 左右可融合成片 , 铺满整个瓶底。光镜下见角质

形成细胞成多角形或不规则形 , 如“铺路石”样。细胞核较大 ,

内含 1～ 2个核仁 , 细胞质内含有较多颗粒。

2.3　人皮肤角质形成细胞的传代
　　用0.125%胰蛋白酶联合 0.1%EDTA 消化约70%融合后的

角质形成细胞 , 4 ℃冰箱中消化 1 ～ 4 h , 当角质形成细胞变圆 ,

之间连接变得松弛时 ,用 10 ml DMEM 终止消化 , 用吸管把角质

形成细胞吹打下来 , 制成细胞悬液 , 1 000 r min 离心 5 min×2

遍 ,以洗去 EDTA ,角质形成细胞培养液重悬 , 接种至涂有鼠胶

原有培养瓶中 ,接种 6 h 后 , 角质形成细胞形成集落;接种后 24

h ,有较大的典型的集落形成。

图 1　人皮肤表皮细胞生长曲线

Fig 1　Growth curve of epidermic cells in human skin

2.4　角质形成细胞的动态变化
　　原代培养的角质形成细胞以 2×106 瓶(50 ml培养瓶)接种

于瓶底涂有鼠尾胶原的 50 ml培养瓶中 , 4 h 后细胞开始贴壁 ,

伸出触角后即可更换培养基 , 以后每天更换培养基;消化法接

种的角质形成细胞第 2 天可见到细胞贴壁生长 , 形成数个细胞

集落 ,并互相连接 , 第 3～ 6天为缓慢生长期 ,第 6～ 10 天细胞开

始加速生长 , 第 10 ～ 14 天细胞成倍增长 , 为细胞快速增长期 ,

第 15天以后细胞又转为缓慢增长 ,为细胞平台期(图 1)约 15 d

左右可融合成片 ,铺满整个瓶底。细胞计数平均为 15×108 瓶

(50 ml培养瓶)。传代的角质形成细胞培养约 5 ～ 7 d 后 , 细胞

平均数也为 15×108 瓶(50 ml培养瓶)。 据此我们推算出角质

形成细胞的动态增变化。

2.5　人皮肤角质形成细胞的复苏
　　将冻存的角质形成细胞复苏后接种至涂有胶原的培养瓶中 ,

置于 36.5 ℃, 5%CO2 下培养,大约5 d左右长满单层。此时细胞的

生长状态与原代相类似 ,表明此冻存 、复苏的方法是可行的。

2.6　角质形成细胞的鉴定
　　在光镜下观察到角质形成细胞成多角形或不规则形 , 如

“铺路石”样 ,从形态学上可确定为角质形成细胞。培养细胞呈

多角形 , 抗角蛋白抗体染色阳性 , 证明了我们培养的细胞为角

质形成细胞。
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3　讨论

　　表皮主要是由处于不同增殖 、分化阶段的角质形

成细胞和少量的非角质形成细胞组成。表皮内具有分

裂增殖能力的细胞是基底层细胞和下层棘细胞 ,即生

发层。细胞悬液中含基底细胞越多 ,生长情况越好
[ 5]
。

另外 ,避免成纤维细胞污染也是培养角质形成细胞的

关键 。因此 ,消化皮肤 、分离基底层细胞及避免成纤维

细胞污染 ,是培养角质形成细胞重要步骤
[ 6]
。

　　通常单用胰蛋白酶消化皮肤的方法消化皮肤 、分

离角质形成细胞 ,组织形态学观察显示:单用胰蛋白酶

消化皮肤后 ,真表皮分离不完整 ,基底层细胞松散 ,不

连续 ,部分基底细胞仍粘附在真皮表面 。另一种是用

中性蛋白酶和胰蛋白酶联合消化皮肤 ,这是我们自己

摸索出来的方法 。由于胰蛋白酶的分离作用主要是分

离基底细胞及其上面的细胞 ,它既破坏桥粒以破坏半

桥粒结构 。消化时间过长 ,会有部分基底细胞丢失;消

化时间过短 ,则真 、表皮分离不完全 ,混有成纤维细胞

污染 ,因此需要严格控制消化时间。中性蛋白酶主要

分解Ⅳ型胶原和纤维粘连蛋白
[ 7]
,只破坏半桥粒结构 ,

这样可获得含有完整基底层细胞的表皮 ,从而避免了

基底细胞的丢失 。

　　角质形成细胞的培养可以追溯到本世纪 40年代 ,

许多研究者探索这种细胞的生长规律 ,做了大量的工

作 ,但因技术条件的限制 ,表皮细胞培养研究进展缓

慢。正常角质形成细胞除基底层外 ,均属于终末分化

细胞 。培养时 ,贴壁差 ,增殖力低 ,生活力弱 ,生长条件

要求高 ,传代次数有限 ,易被混杂的成纤维细胞的过度

增殖而掩盖 ,故常在培养时向培养基内添加一些激素 、

生长因子等干预因素进行处理
[ 8]
。

　　角质形成细胞属于贴附生长细胞 ,其生长和贴附

受多种因素的限制。角质形成细胞培养难以成功的原

因之一就是其贴壁困难。鼠尾胶原主要为 Ⅰ型胶原 ,

在机体内胶原蛋白作为细胞外间质的主要成分与其它

成分以特定的形式排列结合 ,形成细胞外间质的网状

结构 。这种结构对于体外培养的细胞起到锚定和支持

作用 ,并为角质形成细胞增殖生长提供适当的微环境。

　　自首次以 3T3细胞为滋养层成功地培养了角质形

成细胞以来 ,这方面研究最大的改进是:①向培养基中

加入表皮细胞生长因子;②向培基中加入能增加细胞

内 cAMP水平的试剂 ,如霍乱毒素等 。我们接种后 4 h

即有少量的角质形成细胞贴壁 ,10 h形成集落 ,并互相

连接 ,第3 ～ 6天为缓慢生长期 ,第 6 ～ 10天细胞开始

加速生长 ,第 10 ～ 14天细胞成倍增长 ,为细胞快速增

长期 ,第 15天以后细胞又转为缓慢增长 ,为细胞平台

期 ,约 15 d左右可融合成片 ,铺满整个瓶底 。

　　角质形成细胞经中性蛋白与胰蛋白酶联合消化

后 ,易从培养瓶上吹打下来 ,但培养时不易贴壁 、生长

差。我们探索出此项规律后 ,接种至涂有鼠胶原有培

养瓶中 ,接种6 h 后 ,角质形成细胞形成集落;接种后

24 h ,有较大的典型的集落形成。因此 ,我们认为 ,中

性蛋白酶和胰蛋白酶联合消化法是分离角质形成细胞

的理想方法 ,具有重要的科学意义:①缩短分离时间;

②可以分离所有的基底细胞;③避免了成纤维细胞污

染的问题;④加速了原代培养细胞的融合时间 。

　　我们以包皮环切后的儿童包皮为实验对象 ,在体

外成功地进行了角质形成细胞的分离 、培养 、传代 、冻

存及复苏。实践证明该方法具有获得细胞数量多 、增

殖速度快 、生长稳定 、传代效果好 、无成纤维细胞污染 、

简便易行及经济适用等优点。我们采用此方法冻存了

大量的 、具有生命力的 、既能增殖又能分化的角质形成

细胞。从形态学等方面对其进行了鉴定 ,成功地培养

出了皮肤角质形成细胞。
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