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·实验研究·

诱导多能干细胞来源表皮干细胞与
人脱细胞羊膜组织相容性研究

周化腾1 王洪顺1 杜伟斌1 翟晓军1

[摘要] 目的:研究诱导多能干细胞(iPSCs)来源的表皮干细胞与人脱细胞羊膜的组织相容性,分析其

构建皮肤替代物的可行性。方法:通过调控类风湿关节炎(RA)、骨形态发生蛋白4(BMP4)、表皮细胞

生长因子(EGF)信号通路,将诱导多能干细胞定向分化为表皮干细胞,随后将该细胞种植于人脱细胞羊

膜,以苏木精-伊红(HE)染色、细胞计数试剂(CCK-8试剂)及扫描电子显微镜检测诱导多能干细胞来源

表皮干细胞与人脱细胞羊膜的生物相容性。结果:诱导多能干细胞来源的细胞具有类似表皮干细胞形

态、表型和基因表达,该细胞培养于人脱细胞羊膜,呈紧密薄片状生长,且增殖力与对照组有显著差异。
结论:诱导多能干细胞来源表皮干细胞与人脱细胞羊膜具有较好的生物相容性,是具有潜力的种子细胞。
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Abstract Objective:Toinvestigatethehistocompatibilityofepidermalstemcellsderivedfrominducedpluripotentstem
cells(iPSCs)withhumanacellularamnioticmembrane,andtoexplorethefeasibilityofusingthesecellstoconstructskin
substitutes.Methods:Byregulatingtherheumatoidarthritis(RA),bonemorphogeneticprotein4(BMP4),andepidermal

growthfactor(EGF)signalingpathways,iPSCsweredirectedtodifferentiateintoepidermalstemcells.Subsequently,the
cellswereimplantedintothehumanacellularamnioticmembrane,andthebiocompatibilityofiPSCsderivedepidermal
stemcellswiththehumanacellularamnioticmembranewasdetectedusinghematoxylin-eosin(HE)staining,Cell-Count-
ing-Kit-8(CCK-8),andscanningelectronmicroscopy.Results:iPSCsdifferentiatedcellshadsimilarmorphology,pheno-
type,andgeneexpressiontoepidermalstemcells.Thecellsgrewinatightandthinsheetlikemannerontheacellularam-
nioticmembrane,andhadsignificantdifferencesinproliferationcomparedtothecontrolgroup.Conclusion:iPSCsderived
epidermalstemcellshavegoodbiocompatibilitywithacellularamnioticmembraneandarepotentialseedcellsforskinsub-
stitutes.
Keywords: inducedpluripotentstemcells;epidermalstemcells;amnioticmembrane;skintissueengineering

  皮肤是保护机体免受物理、化学刺激的屏障,但皮

肤也最容易损伤,每年有超过900万患者因皮肤缺损

而需要手术治疗[1],其中由烧伤、创伤、肿瘤等引起的

大面积皮肤缺损常引发感染、体液丢失、器官衰竭,甚
至导致死亡[2]。组织工程皮肤在皮肤缺损修复方面具

有一定优势,能替代皮肤的部分功能,并有促进创面愈

合的潜力。目前有多种细胞用于皮肤组织工程,包括

角质细胞、间充质干细胞、真皮成纤维细胞等[3]。尽管

如此,寻找理想的皮肤组织工程种子细胞仍然是一项

挑战。在 笔 者 之 前 的 研 究 中,将 诱 导 多 能 干 细 胞

(iPSCs)定向诱导为表达特异性的表皮干细胞,这种诱
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导多能干细胞来源的细胞能够形成新的毛囊间上皮和

毛囊、汗腺等皮肤附件[4],是一种具有潜力的组织工程

种子细胞。本研究将诱导多能干细胞来源表皮干细胞

培养于人脱细胞羊膜,并检测其组织相容性,以进一步

研究诱导多能干细胞来源细胞作为皮肤组织工程种子

细胞的潜力,现报告如下。

1 材料和方法

1.1 实验材料

采用诱导分化的诱导多能干细胞来源表皮干细

胞[4]作为种子细胞,已经免疫荧光、流式细胞仪分析、

RT-PCR检测明确了该细胞的表型和基因表达。经浙

江中医药大学附属江南医院伦理委员会审核通过,筛
选梅毒、乙型肝炎及人类免疫缺陷病毒(HIV)阴性的

自然分娩产妇为捐赠者,并经患者知情同意后获取

胎盘。

1.2 实验方法

1.2.1 脱细胞羊膜制作 无菌条件下,以0.9%无菌

生理盐水清洗胎盘3次,将羊膜自绒毛膜钝性分离,并
以PBS清洗。以0.25%胰酶在37 ℃下消化羊膜

30min,PBS清洗3次至羊膜呈半透明。将羊膜平铺

在透光的无菌玻璃平板上,刮除残余上皮细胞及浆液

性渗出物,PBS清洗3次。将羊膜平铺于硝酸纤维素

膜上冷冻干燥,干燥后的羊膜修剪为5cm×10cm大

小,随后进行真空包装及微波消毒,并于4℃下保存。

1.2.2 诱导多能干细胞来源表皮干细胞培养于人脱

细胞羊膜 羊膜以PBS浸润4h,再以D-KSFM 浸润

2h,使其充分复水。将羊膜修剪为2cm×2cm并置

于12孔板中,每孔加入0.1%明胶浸没,4℃过夜。吸

弃明胶,加入Laminin/D-KSFM 浸没羊膜,室温孵育

3~4h。将诱导11d的诱导多能干细胞来源细胞以

DispaseⅡ消 化 分 离,DMEM 培 养 基 洗2遍,并 以

Tryple-Express进一步消化成单细胞,以适量3T3条

件培养基重悬。随后将该细胞悬液以1×105个/cm2

细胞的密度接种于羊膜上,添加 Y-267232的3T3条

件D-KSFM培养基培养,隔日换液。培养4d后,用
苏木精-伊红(HE)染色检查细胞贴壁及生长情况,对
照组细胞培养于层粘连蛋白铺板的12孔板。

1.2.3 诱导多能干细胞来源表皮干细胞复合羊膜扫

描电子显微镜检测 将复合细胞的羊膜置于0.1%
PBS稀释的2.5%戊二醛磷酸缓冲液中,4℃下固定

过夜。吸弃戊二醛,以PBS洗3次,每次15min。加

入锇酸室温固定40min,PBS洗3次,每次15min。梯

度乙醇脱水,每次10min。吸弃乙醇,加入醋酸异戊醇

继续处理15min。样品于临界点干燥2.5h,进行粘台

及喷金,随后以扫描电子显微镜(TecnaiG2F30,FEI,
美国)检测拍照。

1.2.4 诱导多能干细胞来源表皮干细胞复合人脱细

胞羊膜的增殖力检测 羊膜以D-KSFM 培养基浸泡

复水后,修剪为0.6cm×0.6cm小块并转移到96孔

板中。将Laminin(60μg/mL,Sigma)添加到96孔板

浸没羊膜,并在室温下孵育3h。将分化11d的诱导

多能干细胞来源细胞以 DispaseⅡ消化分离,并以

TrypLEExpress进一步消化为单细胞。以每孔2×
104个细胞的密度将诱导多能干细胞来源细胞接种在

培养皿中,于37℃、95%湿度下培养24h,隔日换液。
分别在细胞接种后的第1,2,3,4,5,6,7天取羊膜组和

对照组的3个复孔,每孔加入10μLCCK-8,37℃条

件下培养1.5h后,酶标仪检测每孔在450nm波长的

吸光度(OD)值,重复检测3次。

1.3 统计学方法

以单因素ANOVA方差检验或配对t检验评估

统计 学 差 异,P<0.05差 异 有 统 计 学 意 义,采 用

GraphpadPrismversion9.5软件进行统计分析。

2 结果

2.1 羊膜的制作

羊膜经胰酶消化后,HE染色结果(图1a)显示羊膜

呈半透明。扫描电子显微镜检测羊膜的微观结构

(图1b)显示羊膜结构完整,表面多孔,说明经过胰酶消

化及机械处理,得到了结构完好的人脱细胞羊膜支架。

图1 经消化后的羊膜(×100)

2.2 诱导多能干细胞来源表皮干细胞培养于人脱细

胞羊膜

接种后第4天,光学显微镜下观察到细胞贴壁于

人脱细胞羊膜并增殖,HE染色结果证实细胞生长于

人脱细胞羊膜(图2b)。接种后第4天,镜下观察诱导

多能干细胞来源表皮干细胞生长于人脱细胞羊膜,扫
描电子显微镜观察到培养于羊膜的诱导多能干细胞来

源表皮干细胞呈高密度的薄片状生长,部分细胞的形

态与表皮干细胞相似,呈特异性的多边形形态(图2)。

图2 诱导多能干细胞来源细胞培养于羊膜(显示诱导

多能干细胞来源细胞在羊膜表面黏附良好)
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2.3 诱导多能干细胞来源表皮干细胞复合人脱细胞

羊膜的增殖力检测

随后对生长于羊膜的诱导多能干细胞来源表皮干

细胞进行CCK-8增殖力检测。如图3所示,前2d细

胞在羊膜上的密度逐渐降低,2d后细胞密度逐渐增

加。对照组细胞生长于Laminin上,接种后细胞密度

也在初始时降低,3d后细胞密度开始增加。接种后

第4天,羊膜上培养的细胞显示出比对照组层粘连蛋

白上培养的细胞更高的增殖能力,说明细胞与羊膜具

有较好的生物相容性。

图3 CCK-8检测羊膜上的诱导多能干细胞

来源细胞的增殖力高于对照组

3 讨论

羊膜是胎盘的主要结构组成之一,其外层为绒毛

膜,内侧为羊水。正常人羊膜呈半透明,厚度为0.02~
0.50mm,且具有一定韧性,其内无血管、神经和淋巴

管[5]。羊膜自外至内分为海绵层、纤维细胞层、致密

层、基底膜及上皮细胞层。研究证实羊膜含有丰富的

Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ、Ⅶ型胶原、纤维粘连蛋白及层粘连蛋白

等成分,适于细胞黏附增殖迁移[6]。羊膜也含有能促

进上皮细胞的分化、移行和增强上皮细胞的黏附性的

成纤维细胞生长因子(FGF)、转化生长因子-β(TGF-

β)等
[7]。同时,研究证实羊膜能减轻炎症反应、缩短炎

症持续时间,可阻止白细胞浸润,抑制多种蛋白酶(如
胰蛋白酶、纤维蛋白酶、组织蛋白酶G、胶原蛋白酶等)
的活性,且含有丰富的溶解酶、裂解体和补体,可以抑

制炎症反应和实质溶解[8]。Akle等[9]和 Andinolfi
等[10]研究显示人羊膜上皮细胞表面不表达β2微球蛋

白及 HLA-A、HLA-B、HLA-C、HLA-DR抗原,同时

表达Ib抗原抑制Ia抗原,这些免疫学特点佐证了羊

膜的低免疫原性。20世纪初期含羊膜的胎膜被移植

于烧伤和溃疡创面,用作临时的敷料覆盖皮肤伤口,随
后羊膜在眼科有着更为广泛的应用[11-12]。羊膜具有减

少炎症反应、促进创面上皮化、减少创面疤痕形成的

作用。
目前有多种基于羊膜的组织工程研究,通过将角

质形成细胞、间充质细胞和成纤维细胞培养于羊膜,用
于修复软骨和气管等[13-14]。在Sanluis等[15]的研究

中,在人脱细胞羊膜两侧分别培养成纤维细胞和表皮

干细胞,形成皮肤和表皮结构的皮肤替代物。Wu
等[16]报道在人脱细胞羊膜上培养的脂肪来源间充质

干细胞用于修复韧带。该类研究显示羊膜作为组织工

程的支架具有很大的潜力,然而目前还没有关于在羊

膜上培养诱导多能干细胞来源细胞的报道。作为一种

具有无限增殖能力和多分化能力的多能干细胞,诱导

多能干细胞具备体细胞所没有的多种优势,在皮肤组

织工程领域也具有很大的潜力。因此,在本研究中将

诱导多能干细胞诱导为表达表皮干细胞特异性基因的

细胞,并将其接种到人脱细胞羊膜支架,以构建用来修

复全层皮肤缺损的皮肤替代物。结果显示诱导多能干

细胞来源表皮干细胞在接种4d后,观察到贴壁生长

于人脱细胞羊膜并形成增殖。CCK-8检测显示,在培

养的前2d接种在羊膜上的细胞数量逐渐减少,但随

后逐渐增加,并在第4天表现出比对照组更高的增殖

力。该结果直接证实了人脱细胞羊膜为诱导多能干细

胞来源细胞提供了更好的增殖环境,此外,笔者猜测前

2d细胞减少可能是由于非表皮干细胞在无类风湿关

节炎的D-KSFM培养基中的凋亡导致。经 HE染色

和扫描电子显微镜证实,种植于羊膜的诱导多能干细

胞来源表皮干细胞呈现紧密排列的薄片状生长,细胞

形态接近于表皮干细胞的多角形且紧密黏附于人脱细

胞羊膜,间接证实了羊膜作为皮肤组织工程支架的生

物相容性。
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