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以兔毛囊干细胞与尿道黏膜干细胞为种子细胞构建组织工程尿道的

比较
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　　［摘要］　目的　比较兔毛囊干细胞与尿道黏膜干细胞的表型及生物学特性，探索毛囊干细胞作为组织工程尿道种子细

胞的可行性。方法　体外分离、培养兔毛囊干细胞和尿道黏膜干细胞，并使用流式细胞仪分选富集直径＜１０μｍ、ｉｎｔｅｇｒｉｎ
α６＋／ＣＤ７１－的干细胞。计算两种干细胞的最大扩增倍数和克隆形成能力，使用流式细胞仪检测两种干细胞 Ｋ１９、ｐ６３、β１ｉｎｔｅ

ｇｒｉｎ的阳性表达率。将富集毛囊干细胞和尿道黏膜干细胞接种在尿道支架上，构建组织工程尿道，应用组织学、荧光染色法观

察体外构建的组织工程尿道的情况。结果　兔毛囊干细胞与尿道黏膜干细胞的最大扩增倍数分别为（６．１±０．８）×１０４倍、
（７．１±１．１）×１０３倍，克隆形成率分别为（１０．１±１．３）％、（４．３±１．１）％。Ｋ１９、ｐ６３、β１ｉｎｔｅｇｒｉｎ在毛囊干细胞中阳性表达率分别

为（９０．５３±６．７７）％、（９３．３１±５．５７）％、（９１．１７±６．９８）％，在尿道黏膜干细胞中阳性表达率分别为（８８．５０±４．９５）％、（９１．６３±

５．８６）％、（９３．３５±６．２８）％。毛囊干细胞与尿道黏膜干细胞在支架上都能形成复层上皮样结构，ＡＥ１／ＡＥ３染色阳性。

结论　兔毛囊干细胞与尿道黏膜干细胞都可以作为种子细胞构建组织工程尿道；在种子细胞获取方面，毛囊干细胞优于尿道
黏膜干细胞。
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　　近年来，尿道的组织工程研究已取得了阶段性

的进展［１２］，表皮细胞［３］、口腔黏膜细胞［４］、脂肪干细

胞［５］和骨髓干细胞［６］等都曾被报道用于构建组织工

程尿道，这些种子细胞各有优势，但来源和数量都相

对有限，需要继续探索新的种子细胞来源。毛囊干

细胞来源相对丰富，获取过程相对容易，且其生物学

特性与表皮干细胞十分相似［７８］。因此，毛囊干细胞

有可能成为尿道组织工程种子细胞的新来源，但目

前鲜有相关报道。本研究拟探讨兔毛囊干细胞作为

尿道组织工程种子细胞的可行性。

１　材料和方法

１．１　实验动物与试剂　健康清洁级２月龄新西兰

雄兔５只，体质量（１．９±０．１）ｋｇ，由南方医科大学

实验动物中心提供［动物生产许可证：ＳＣＸＫ（粤）

２０１１００１５；使用许可证：ＳＹＸＫ（粤）２０１１００７４］。胎

牛血清（ＦＢＳ）、０．２５％胰蛋白酶、高糖ＤＭＥＭ 培养

液、无血清 ＫＳＦＭ 培养液、无钙镁离子的磷酸缓冲

液（ＰＢＳ）均购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；Ⅰ型胶原酶（美国

Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ公司）；Ｋ１９、Ｐ６３、β１ｉｎｔｅｇｒｉｎ鼠抗兔抗

体（美国 Ａｂｃａｍ公司），小鼠抗兔 ＡＥ１／ＡＥ３抗体、

ＦＩＴＣ标记的抗鼠抗体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）。

１．２　干细胞的分离、培养与检测

１．２．１　毛囊干细胞的分离、培养　以戊巴比妥３０

ｍｇ／ｋｇ耳缘静脉注射将兔麻醉后，在无菌条件下取

兔双侧触须部全层皮肤。组织置于含有青霉素的

Ｈａｎｋ’ｓ液中，用 Ｈａｎｋ’ｓ液冲洗３次，钝性分离单

个毛囊组织。采用“二步酶”法从单个毛囊组织中获

取单个细胞，参考文献［３］方法将消化后的单细胞以

２×１０８／Ｌ 密度接种到培养瓶中，置于 ５％ＣＯ２、

３７℃、饱和湿度培养箱中培养，每３ｄ换液，待细胞达

到９０％融合时按１３传代。

１．２．２　尿道黏膜细胞分离、培养　兔麻醉成功后，

切开兔尿道，切取长度为１ｃｍ的全层尿道组织，以

２．５Ｕ／ｍＬＤｉｓｐａｓｅⅡ（美国Ｓｉｇｍａ公司）作用组织，

４℃下浸泡１２～１６ｈ，使用器械分离黏膜上皮，将上

皮置于０．０５％胰蛋白酶０．５３ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（美国

Ｓｉｇｍａ公司）中，３７℃作用１０ｍｉｎ分离黏膜上皮细

胞，ＰＢＳ清洗，１６１×ｇ离心５ｍｉｎ。去上清，按２×

１０８／Ｌ密度接种于培养皿，置于５％ＣＯ２、３７℃、饱和

湿度培养箱中培养，每３ｄ换液，待细胞达到９０％融

合时按１３传代。

１．２．３　干细胞的分选与富集　应用ＢＤＦＡＣＳＡｒｉａ
流式细胞分选仪（美国ＢＤ公司）自带直径１０μｍ的

标准 ｍｉｃｒｏｂｅａｄｓ校准流式细胞仪，并保存设置参

数。调整待分选的细胞悬液体积至１０ｍＬ，细胞密

度为１×１０６／ｍＬ，按１５０比例分别加入Ｉｎｔｅｇｒｉｎ

α６ＰＥ与ＣＤ７１ＦＩＴＣ抗体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），

４℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２次。标记好的细胞上流

式细胞仪，分选收集Ｉｎｔｅｇｒｉｎα６＋／ＣＤ７１－并且直径

小于１０μｍ的细胞群。

１．２．４　细胞最大扩增倍数的计算　细胞扩增能力

的计算公式：Ｘｎ＝ＮＨ／Ｎ１，Ｘｎ 为第ｎ代扩增倍数，

ＮＨ为ｎ代细胞收获数量，Ｎ１为ｎ代细胞接种数量；
总细胞扩增倍数（Ｘ）等于ｎ代及ｎ代以前全部细胞
扩增倍数的乘积，计算公式为：Ｘ＝Ｘｎ×Ｘｎ１…×Ｘ０。

１．２．５　克隆形成率的计算　收集待测细胞，制成单

细胞悬液，以１００／ｃｍ２密度接种于培养皿中，接种２４

ｈ后，吸走未贴壁细胞，显微镜下观察，计数贴壁细

胞，接种１４ｄ后，Ｇｉｅｍｓａ染色，肉眼观察并计数克

隆，计算克隆形成率。

１．２．６　Ｋ１９、ｐ６３、β１ｉｎｔｅｇｒｉｎ 阳性表达率的检

测　以Ｋ１９检测为例，离心收集待测细胞，１％多聚

甲醛固定１５ｍｉｎ后用ＰＢＳ冲洗，加Ｔｒｉｔｏｎ１００作用

１５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗，加鼠抗兔Ｋ１９单克隆抗体（１

１００）４℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗，以ＦＩＴＣ标记的抗

鼠抗体（１１００）４℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗并调整

体积至２００～５００μＬ。以 ＰＢＳ代替一抗，重复以上

步骤设定空白对照。每个样本吸取约１００００个细

胞，上流式细胞仪检测。

１．３　组织工程尿道体外构建与检测

１．３．１　兔皮肤成纤维细胞分离、培养　 按１．２．１项

下方法获得兔全层皮肤，并将其中毛囊与表皮去除，

再将真皮组织剪成直径１～３ｍｍ的组织块，将组织

块按照一定间距铺于直径１０ｃｍ培养皿中，置３７℃、

饱和湿度培养箱中静置３０ｍｉｎ，使组织块更好地贴

壁，再向培养皿加入１０ｍＬＤＭＥＭ 培养液，置培养

箱内培养。每３ｄ换液，待细胞达到９０％融合时按



·３９０　　 · 第二军医大学学报　２０１３年４月，第３４卷

１３传代。

１．３．２　膀胱脱细胞基质支架材料制备　切取兔膀

胱，生理盐水冲净血迹，将兔膀胱置于１０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＰＢＳ（ｐＨ７．０）和０．１％ 叠氮钠（德国 Ｍｅｒｃｋ公司）的

混合溶液中浸泡搅拌过夜，０．４％ 胰蛋白酶（美国

Ｇｉｂｃｏ公司）３７℃消化５ｈ，０．２％戊二醛交联保护

１０ｍｉｎ，４０ｋＵ／ＬＤＮＡ 酶（美国Ｓｉｇｍａ公司）３７℃
浸泡搅拌８ｈ，４％脱氧胆酸钠（美国Ｓｉｇｍａ公司）和

０．１％ 叠氮钠溶液中搅拌６ｈ，反复漂洗，冷冻干燥

后封装，环氧乙烷消毒，保存备用。取膀胱脱细胞基

质支架材料与正常膀胱，经４％多聚甲醛固定。

１．３．３　组织工程尿道构建　将兔皮肤成纤维细胞

按３×１０９／Ｌ密度滴注在膀胱脱细胞基质支架材料

上，５％ＣＯ２、３７℃、饱和湿度培养箱中培养２４ｈ后，

再将毛囊干细胞或尿道黏膜干细胞按１×１０９／Ｌ密

度滴注在支架材料上。将细胞材料复合物置于

ＫＳＦＭ培养液中培养１周，再改用气液交界（ａｉｒｌｉｑ

ｕｉｄｉｎｔｅｒｆａｃｅ）继续培养至１个月。取组织工程尿道

并将其两等分，一部分制备冰冻切片，另一部分经

４％多聚甲醛固定。

１．３．４　组织学观察　将４％多聚甲醛固定的膀胱脱

细胞基质支架材料、正常膀胱和组织工程尿道脱水、

石蜡包埋，５μｍ 厚切片，ＨＥ染色观察。

１．３．５　ＡＥ１／ＡＥ３表达的检测　将组织工程尿道冰

冻组织切片用ＰＢＳ洗涤３次；４％多聚甲醛固定１５

ｍｉｎ；ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理１０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤３次；用

含１０％羊血清的ＢＳＡ封闭，３７℃孵育３０ｍｉｎ；加入

小鼠抗兔 ＡＥ１／ＡＥ３单克隆抗体，４℃冰箱避光过

夜；ＰＢＳ洗涤３次；加入 ＦＩＴＣ标记的兔抗鼠ＩｇＧ

二抗，３７℃孵育３０～６０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤３次；碘化

丙啶避光衬染３０～６０ｓ；ＰＢＳ洗涤３次；暗光下荧

光显微镜下检测。

１．４　统计学处理　使用ＳＡＳ８．２统计软件对实验

数据进行统计学分析。所有实验数据均为重复５次

的结果，以珚ｘ±ｓ表示，两组间比较采用ｔ检验，多组

间比较采用单因素方差分析，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　富集后干细胞最大扩增倍数比较　根据细胞

扩增能力的计算公式计算得出，毛囊干细胞可被连

续培养１２代，最大扩增倍数为（６．１±０．８）×１０４倍；

尿道黏膜干细胞可被连续培养１０代，最大扩增倍数

为（７．１±１．１）×１０３倍。二者差异有统计学意义

（ｎ＝５，Ｐ＜０．０５）。

２．２　富集后干细胞克隆形成率比较　毛囊干细胞

的克隆形成率为（１０．１±１．３）％，尿道黏膜干细胞的

克隆形成率为（４．３±１．１）％，二者差异有统计学意

义（ｎ＝５，Ｐ＜０．０５）。

２．３　富集后干细胞Ｋ１９、ｐ６３、β１ｉｎｔｅｇｒｉｎ阳性细胞

百分率比较　流式分析结果（图１）显示，在富集毛囊

干细胞中 Ｋ１９＋细胞百分率为（９０．５３±６．７７）％，

ｐ６３＋细胞百分率为（９３．３１±５．５７）％，β１ｉｎｔｅｇｒｉｎ
＋

细胞百分率为（９１．１７±６．９８）％；在富集尿道黏膜干

细胞中，Ｋ１９＋细胞百分率为（８８．５０±４．９５）％，ｐ６３＋

细胞百分率为（９１．６３±５．８６）％，β１ｉｎｔｅｇｒｉｎ
＋细胞百

分率为（９３．３５±６．２８）％。两种干细胞中 Ｋ１９＋、

ｐ６３＋、β１ｉｎｔｅｇｒｉｎ
＋细胞百分率差异均无统计学意义

（ｎ＝５，Ｐ＞０．０５）。

图１　毛囊干细胞和尿道黏膜干细胞的Ｋ１９、ｐ６３、β１ｉｎｔｅｇｒｉｎ表达分析

Ｆｉｇ１　Ｋ１９，ｐ６３，ａｎｄβ１ｉｎｔｅｇｒｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈａｉｒｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｅｍｃｅｌｌｓａｎｄｕｒｅｔｈｒａｌｍｕｃｏｓａｓｔｅｍｃｅｌｌｓ

ｎ＝５，珚ｘ±ｓ
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２．４　膀胱脱细胞基质支架材料与正常膀胱的组织

学比较　膀胱脱细胞基质支架材料 ＨＥ染色只显

示伊红染色，视野内未见细胞核结构，说明脱细胞彻

底（图２Ａ）。正常膀胱组织黏膜层与黏膜下层清晰，

组织内细胞及细胞核结构清晰明显（图２Ｂ）。

图２　膀胱脱细胞基质支架材料

与正常膀胱的ＨＥ染色观察

Ｆｉｇ２　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｂｌａｄｄｅｒａｃｅｌｌｕｌａｒ

ｍａｔｒｉｘｇｒａｆｔａｎｄｎｏｒｍａｌｂｌａｄｄｅｒｔｉｓｓｕｅ

Ａ：Ｂｌａｄｄｅｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘｇｒａｆｔ；Ｂ：Ｎｏｒｍａｌｂｌａｄｄｅｒｔｉｓｓｕｅ．

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．５　两种干细胞构建的组织工程尿道组织学比

较　毛囊干细胞与尿道黏膜干细胞体外构建１个月

的组织工程尿道 ＨＥ染色显示，两种干细胞在支架

上都能形成复层上皮样结构，两类细胞所构建的组

织在组织学上结构相似，黏膜下未见明显瘢痕组织

增生（图３）。

图３　两种干细胞体外构建的组织工程尿道ＨＥ染色观察

Ｆｉｇ３　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｕｒｅｔｈｒａｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ

ｗｉｔｈｈａｉｒｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｅｍｃｅｌｌｓａｎｄｕｒｅｔｈｒａｌｍｕｃｏｓａｓｔｅｍｃｅｌｌｓ

Ａ：Ｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｕｒｅｔｈｒａｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｗｉｔｈｈａｉｒｆｏｌｌｉｃｌｅ

ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；Ｂ：Ｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｕｒｅｔｈｒａｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｗｉｔｈ

ｕｒｅｔｈｒａｌｍｕｃｏｓａｓｔｅｍｃｅｌｌｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．６　两种干细胞构建的组织工程尿道的免疫荧光

观察　毛囊干细胞和尿道黏膜干细胞体外构建１个

月的组织工程尿道，上皮组织内均表达 ＡＥ１／ＡＥ３，

可见明显绿色荧光表达（图４）。

图４　两种干细胞体外构建的组织工程尿道

免疫荧光ＡＥ１／ＡＥ３染色观察

Ｆｉｇ４　ＡＥ１／ＡＥ３ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇ

ｉｎｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｕｒｅｔｈｒａｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙｈａｉｒｆｏｌｌｉｃｌｅ

ｓｔｅｍｃｅｌｌｓａｎｄｕｒｅｔｈｒａｌｍｕｃｏｓａｓｔｅｍｃｅｌｌｓ

Ａ：Ｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｕｒｅｔｈｒａｗｉｔｈｈａｉｒｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；Ｂ：

Ｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｕｒｅｔｈｒａｗｉｔｈｕｒｅｔｈｒａｌｍｕｃｏｓａｓｔｅｍｃｅｌｌｓ．

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

３　讨　论

　　近年来，组织工程技术修复尿道缺损的研究受

到广泛关注。已经有研究者分别尝试利用皮肤表皮

细胞以及口腔黏膜细胞成功地构建了组织工程尿道

的上皮组织，并且成功地修复了兔尿道缺损［９１０］。

杨青等［７］研究发现，表皮干细胞与毛囊干细胞有很

强的相似性，二者均可以作为皮肤组织工程的种子

细胞，后者表达的干细胞标记显著高于前者，认为毛

囊干细胞相比表皮干细胞更有优势。同时，由于毛

囊干细胞来自于毛囊，获取容易，利用毛囊干细胞构

建组织工程尿道的研究更有意义。

　　上皮干细胞的收集一般采取的方法是“二步酶

消化法”，该方法操作简单，但所收集的干细胞纯度

较低。张群等［８］曾报道采用差速贴壁法分离培养毛

囊干细胞，获得了相对较高纯度的干细胞；但该方法

操作相对复杂。邓辰亮等［１１］报道了多参数分选表

皮干细胞的方法，即在“酶消化法”的基础上，再次收

集直径小于１０μｍ 同时表达ｉｎｔｅｇｒｉｎα６
＋／ＣＤ７１－

表型的细胞，结果使得干细胞被显著富集。本研究

采用邓辰亮等［１１］的方法分选并富集干细胞，并采用

Ｋ１９［３］、ｐ６３［４］、β１ｉｎｔｅｇｒｉｎ
［３］作为毛囊干细胞与黏膜
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干细胞通用的标记对干细胞进行鉴定，结果发现，富

集后的毛囊干细胞 Ｋ１９＋ 细胞百分率为（９０．５３±

６．７７）％，ｐ６３＋ 细胞百分率为（９３．３１±５．５７）％，

β１ｉｎｔｅｇｒｉｎ
＋细胞百分率为（９１．１７±６．９８）％；而且

本研究中所得的富集毛囊干细胞克隆形成率为

（１０．１±１．３）％，略高于邓辰亮等［１１］分选表皮干细

胞时得到的（７．４９±１．８０）％的克隆形成率。可见该

方法同样适用于毛囊干细胞的分选。

　　李森恺等［１］曾经成功收集培养人尿道黏膜细

胞，发现人尿道上皮细胞体外可连续传９～１０代

（１２传代），生长期５０～６０ｄ。我们在研究中发现，

兔尿道黏膜干细胞体外可以被连续培养１０代（１３
传代），最大扩增倍数为（７．１±１．１）×１０３倍，而兔毛

囊干细胞的最大扩增能力和克隆形成率显著高于尿

道黏膜干细胞，说明毛囊干细胞足以满足组织构建

对种子细胞数量的要求。

　　我们在进一步的研究中还发现，毛囊干细胞与

尿道黏膜构建的组织工程尿道组织学上无明显差

异，免疫荧光实验结果也显示，两种干细胞构建的尿

道组织都表达 ＡＥ１／ＡＥ３；因此，毛囊干细胞不仅可

以从数量上满足组织工程尿道构建的需要，同时也

能从质量上满足组织工程尿道构建的需要。

　　需要指出的是，移植毛囊长出毛发必须依靠毛

囊最小单位，而不是毛囊干细胞［１２］。毛囊单位只在

胚胎发育特定时期的特定条件下才能形成，毛囊、汗

腺的数量在哺乳动物出生前就已经决定［１３］。毛囊

的再生并不容易，长出毛发则更为困难，尤其通过体

外培养的毛囊干细胞形成毛囊组织，需要在特定的

条件下才能形成毛囊［１４］。本研究中虽采用毛囊干

细胞，但并不具备形成毛囊并长出毛发的特殊条件。

因此，移植毛囊干细胞组织工程尿道后导致尿道长

毛的可能性几乎没有。尽管如此，尿道中长毛的情

况是应该被绝对避免的，在后续的研究中还需进一

步观察。
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