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巢蛋白在人真皮成纤维细胞中的表达

乔! 薇! 陈东明’! 秦荣生! 赵! 霞
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! !【摘要】! 目的! 探讨巢蛋白（&’()*&）在人皮肤真皮组织成纤维细胞（+,-.) /-0+& ,’10*( 2*3143.+()(，567）中的表达。!
方法! 采用体外培养、免疫组织 8细胞化学技术检测巢蛋白在 9 例成人皮肤真皮组织及体外培养 %、:、;、"#、"< 代龄皮肤真皮
成纤维细胞中的表达，计数分析人皮肤真皮组织成纤维细胞中巢蛋白 =成纤维细胞数量，权重法分析体外培养成纤维细胞各

代间巢蛋白的表达差异。! 结果! 人皮肤真皮组织中，巢蛋白 =成纤维细胞表达数量占成纤维细胞总数（>? : @ %? #）A，其数
量为（"#%? % @ 9;? B）个 8 00<。与人皮肤真皮组织巢蛋白 =成纤维细胞的表达数量相比，体外培养的真皮成纤维细胞中巢蛋

白 =成纤维细胞数量明显升高，并出现代龄之间的差异（! C #? #:），其中第 ;、"# 代细胞表达量高于第 :、"< 代细胞，第 % 代细
胞最少（! C #? #:）。! 结论! 在人皮肤真皮组织成纤维细胞中存在着巢蛋白 =成纤维细胞。体外培养条件下，人皮肤真皮巢

蛋白 =成纤维细胞数量增加，提示体外培养作为刺激因子可能使成纤维细胞反分化为其前体细胞，作为干细胞标志物的巢蛋

白有可能成为用于成纤维前体细胞鉴定的标志物之一。
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! ! 成纤维细胞是皮肤组织工程中主要的细胞成
分，在重建和维持真皮组织结构中充当着不可替代

的角色，体外培养成纤维细胞主要应用于人工真皮

的构建和注射除皱等皮肤组织工程技术。巢蛋白

（&’()*&）出现在具有分裂能力的早期原始细胞中，
被广泛认为是干细胞的标志物之一［"］，并作为一种

具有多分化潜能细胞的标志物，一方面它体现了细

胞的分化状态和分裂能力，另一方面巢蛋白在组织

再生过程中也发挥着重要作用［<］。最近报道在胎

儿胰腺、胎儿肝脏等部位都有巢蛋白的表达［%］。巢

蛋白在人皮肤组织中主要定位于表皮、汗腺、皮脂

腺、血管内皮细胞及少量成纤维细胞中［%］。<##" 年
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!"#$等［%］报道在皮肤中分离出巢蛋白阳性细胞。
本文旨在利用细胞培养、免疫组织 &细胞化学技术定
量研究巢蛋白在人皮肤真皮组织成纤维细胞中的表

达，为鉴定筛选皮肤组织工程用成纤维细胞提供线

索。

’( 材料与方法

’) ’( 实验材料及分组
’) ’) ’ ( 实验材料( * 例标本取自我院美容门诊眼
部整形手术的女性患者，基本情况见表 ’。在无菌
条件下，将皮肤组织分为 + 部分，一部分经 %,多聚
甲醛固定，石蜡包埋，切片（% !#），用于免疫组化；
另一部分用于体外培养，采用组织块培养法进行原

代培养［-］，待细胞长成单层，./, 左右融合后，
/0 +-,胰蛋白酶消化，传代。第 1、-、2、’/、’+ 代以
’ 3 ’/- 个 & #4的细胞密度接种，进行细胞爬片，+% 5
后收片，%,多聚甲醛固定后，备用。

表 !" # 例女性标本基本情况

编号 年龄（岁） 部位

’ %6 下眼睑

+ 1/ 上眼睑

1 1/ 下眼睑

% 1’ 下眼睑

- 1+ 下眼睑

* 16 上眼睑

’) ’) +( 实验分组( 人皮肤真皮组织成纤维细胞组；
体外培养人皮肤真皮组织成纤维细胞组，其中又分

为 1、-、2、’/、’+ 代共 - 组。
’) +( 免疫组织 &细胞化学染色
兔抗人巢蛋白多克隆抗体购置于 789:;7<=

公司，石蜡切片"抗浓度为 ’> .//，细胞爬片"抗浓
度为 ’> %//，?@A6/// 试剂盒由北京中杉金桥生物技
术有限公司购置，BCD（EF$#FG"HIGJFEFGI，二氨基联
苯胺）显色，细胞中出现棕黄色为阳性染色。

’) 1( 统计学处理
’) 1) ’( 计数方法
’) 1) ’) ’( 人皮肤真皮组织中巢蛋白 K成纤维细胞

计数方法( 光镜下（’/ 3 %/），每例标本检测 ’// 个
成纤维细胞，计算巢蛋白 K成纤维细胞的百分比；应

用武汉产目镜格式显微测微尺，每样本检测 ’/ 个视
野，按细胞数（个）& ##+ L细胞总数 & G M /0 //- 的公
式计算成纤维细胞和巢蛋白 K成纤维细胞个数（G L
视野数，/) //- L格式目镜测微尺的面积）。
’) 1) ’) +( 体外培养人皮肤真皮组织成纤维细胞中

巢蛋白 K成纤维细胞含量计数方法( #依据着色深
度分级，深棕黄色为$级，浅棕黄色为%级，黄色为
"级，无着色为阴性。在高倍镜下（’/ 3 %/）每例标
本检测 ’// 个细胞。&采用权重法［*］将每例标本
中的巢蛋白含量换算成数值。’// 个细胞的巢蛋
白 K表达含量 L“$”细胞个数 3 1 K“%”细胞个
数 3 + K“"”细胞个数 3 ’。

+( 结果

+) ’( 巢蛋白在人皮肤真皮组织成纤维细胞中的表达
巢蛋白在 * 例人皮肤真皮组织少部分成纤维细

胞的胞浆中均有表达（图 ’）。在人皮肤真皮组织
中，巢蛋白 K成纤维细胞占成纤维细胞总数（60 - N
10 /）,，成纤维细胞的数量为（’ /-*) 2 N +-/0 6）
个 & ##+，其中内源性巢蛋白 K成纤维细胞的数量为

（’/10 1 N *20 %）个 & ##+。

+) +( 巢蛋白在体外培养不同代龄人皮肤真皮组织
成纤维细胞中的表达

巢蛋白在 * 例体外培养人皮肤真皮成纤维细胞
的胞浆中有表达，并主要集中于核周围（图 +）。

图 ! " 人皮肤真皮组织中巢

蛋白 $成纤维细胞

(巢蛋白 $成纤维细胞

免疫组织化学染色，苏木素复

染" % &’’

图 & " 体外培养第 ( 代巢蛋

白 $成纤维细胞

)细胞胞浆内着深棕黄色为

!级；*细胞胞浆内着浅棕黄

色为"级；+细胞胞浆内着黄

色为#级

免疫组织化学染色，苏木素复

染" % &’’

( ( 巢蛋白 K成纤维细胞在体外培养各代龄之间表

达数量存在显著性差异（! L -6) *%，" L /) ///）。第
-、2、’/、’+ 代细胞表达巢蛋白的细胞数量较第 1 代
细胞显著增加（# L ’%) ’*6、’.) %**、’2) .2’、’*) 62.，
"值均 O /) /-），其中第 2、’/ 代龄巢蛋白 K成纤维

细胞数量最多，第 -、’+ 代次之，第 1 代最少。巢蛋
白 K成纤维细胞在体外培养各代龄中表达含量也存

在差别（! L 6) .2，" L /) ///）。第 -、2、’/、’+ 代细
胞中巢蛋白表达强度较第 1 代细胞显著增加（ # L
-0 21%、.0 +-.、*0 2-1、%0 -’*，" 值均 O /0 /-），其中第
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! 和 "# 代龄巢蛋白 $成纤维细胞表达含量最高，第

% 和 "& 代次之，第 ’ 代最低。巢蛋白在成纤维细胞
中含量变化与数量变化一致（表 &）。
表 !" 体外培养不同代龄人皮肤真皮组织巢蛋白 #

成纤维细胞表达百分比及含量（! $ "）

代龄 百分比（(） 含量

’（) * +）! &,- %# . /- ," ’,- /’ . "0- !’
%（) * +）" /#- ## . "%- 0" "&!- +! . %0- ,+
!（) * +）# 0+- /’ . &- %+ "+/- ’’ . ’,- "%
"#（) * +）$ 0,- %# . ,- 0’ ",,- ## . ,+- "/
"&（) * +）% 0"- ## . 0- #" "#!- /’ . ’#- "/

!，"值 ! * %0# +,，" * ## ### ! * 0# /!，" * ## ###
$，"值 $& 1 " * ",# "+0，" 2 ## #% $& 1 " * %# !,’，" 2 ## #%

$’ 1 " * "/# ,++，" 2 ## #% $’ 1 " * /# &%/，" 2 ## #%
$, 1 " * "!# /!"，" 2 ## #% $, 1 " * +# !%’，" 2 ## #%
$% 1 " * "+# 0!/，" 2 ## #% $% 1 " * ,# %"+，" 2 ## #%
$’ 1 & * ,# &0!，" 2 ## #%
$, 1 & * ’# !#&，" 2 ## #%

’3 讨论

组织工程人工真皮须在无菌条件下进行构建，

人工真皮是以透明质酸、胶原、脱细胞真皮或者其它

载体材料为基质，使体外扩增的成纤维细胞长入其

中，而后用于临床。组织工程自体皮肤成纤维前体

细胞注射除皱技术则是以自体皮肤真皮组织为材

料，进行体外培养，扩增得到成纤维前体细胞后，回

注于皮下，达到填充皮肤凹陷，舒缓消除皱纹的目

的，该技术的应用在美容界取得效果［!］。

有多位学者以巢蛋白作为标志物在皮肤组织中

分离 出 皮 肤 来 源 的 前 体 细 胞（ 456)789:6;98
<:9=>:4?:4，@AB@），这些细胞在体外一定条件下可以
诱导分化为神经元细胞或其他类型中胚层细

胞［/ C "#］。本研究室近期报道，在人皮肤真皮组织中

存在少量的巢蛋白 $成纤维细胞［’］，这些研究都为

成纤维前体细胞的鉴定提供相关线索。

本研究结果表明，在体外培养真皮成纤维细胞

中存在着巢蛋白 $成纤维细胞，其数量比内源性巢

蛋白 $成纤维细胞数量增多，并出现不同代龄间的

差异，其中第 ! 和 "# 代巢蛋白 $成纤维细胞数量最

多，其含量与数量变化一致。提示第 ! C "# 代的成
纤维细胞分裂增殖和再生能力强，这可能是由于体

外培养作为刺激因素使成纤维细胞脱分化，“返祖”

到其前体细胞［""］。成纤维前体细胞较之终末成纤

维细胞具有更强的分裂增殖和参与修复损伤的能

力，因此，这样的成纤维前体细胞用于组织工程，能

够保持高度的细胞增殖分裂活性，最大限度地行使

生物学功能，完成填充和修复的任务。

利用蛋白分子标记构建真皮组织工程种子细胞

筛选平台，势必使种子细胞的质量更有保证，应用效

果更为满意。巢蛋白在体外培养成纤维细胞中的高

表达印证了该细胞的前体细胞活性和强大的增殖能

力，巢蛋白可能作为一个重要的蛋白分子在维持成

纤维细胞前体状态中发挥作用，可能成为筛选和鉴

定成纤维前体细胞的标志性蛋白。检测巢蛋白的表

达有望成为筛选优质皮肤组织工程种子细胞的重要

手段，为真皮成纤维前体细胞在皮肤组织工程中的

应用提供理论依据。
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