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摘要 目的 探讨大鼠骨髓间充质干细胞( BMSCs) 在改性

聚乳酸-Ⅰ型胶原复合支架上向表皮干细胞分化的可行性。

方法 体外诱导改性聚乳酸-Ⅰ型胶原复合支架荷载的大鼠

骨髓间充质干细胞向表皮干细胞分化，免疫组织化学法检测

表皮干细胞标志物 CK19 和整合素 β1 的表达。结果 诱导

液作用 2 周后，免疫组织化学法检测到改性聚乳酸-Ⅰ型胶

原复合支架荷载的大鼠 BMSCs 中大量阳性双表达 CK19 和

整合素 β1。结论 改性聚乳酸-Ⅰ型胶原复合支架荷载的大

鼠 BMSCs 仍具有向表皮干细胞分化的潜能，此支架具备作

为组织工程皮肤支架材料的条件。
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组织工程的研究包括种子细胞和支架材料，支

架材料不仅仅是对种子细胞的支撑，而是对整个细

胞外基质的仿生，是组织工程形成的关键所在。因

此支架材料的选择是组织工程皮肤发展的重要因

素。聚乳酸作为生物材料被广泛应用于组织工程的

各个组织、器官，但其表面疏水性、性脆、降解速率较

慢等缺点制约了其发展，因此对聚乳酸进行必要的

改性已成为目前研究的热点。实验利用 I 型胶原对

改性的聚乳酸表面进行包被，研究其对大鼠骨髓间

充质干细胞向表皮干细胞分化的影响，为组织工程

皮肤寻找一种合适的支架材料。重建含有皮肤附属

器，具备完整皮肤结构和功能的全层皮肤，实现创面

的完美修复。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 实验动物 4 ～ 6 周龄清洁级 SD 大鼠，体重

135 ～ 186 g，由安徽医科大学附属省立医院动物中

心提供。实验过程中对动物的处置符合动物伦理学

标准。
1． 1． 2 主要仪器与试剂 ECO-170 型 CO2 培养箱

购于德国 New Brunswick Scientific 公司; CKX41 型

倒置 相 差 显 微 镜 购 于 日 本 Olympus 公 司; FACS-
CAnto 型流式细胞仪购于美国 BD 公司; SW-CJ-2FD
型双人单面净化工作台购于苏州净化设备有限公

司; L-DMEM 培养基购于 Hyclone 公司; 胎牛血清购

于 Gibco 公司; FITC-CD29 /PE-CD45 大鼠荧光抗体

购于 BioLegend 公司; PE-CD31 大鼠荧光抗体购于

美国 BD 公司; FITC-CD44 大鼠荧光抗体购于美国

Antigenix 公司; 表皮细胞生长因子( EGF) 购于美国

Pepro Tech 公司; 兔抗大鼠 CK19 和整合素 β1 抗体

购于武汉博士德生物工程有限公司; DouSPTM 免疫

组化双染试剂盒购于福州迈新生物技术开发有限公

司; 聚乳酸购于济南岱罡生物科技有限公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 大鼠 BMSCs 的分离、培养 大鼠腹腔麻醉

后引颈处死，医用酒精浸泡 10 min; 无菌条件下取出

两侧股骨和胫骨，剪去骨两端露出骨髓，用 10 ml L-
DMEM 液冲出骨髓。充打均匀后移入离心管，置水

平离心机中，1 500 r /min 离心 20 min，弃去上清液，

再用细胞培养液重悬沉淀的细胞; 以 2 × 106 /ml 的

细胞密 度 接 种 于 25 cm2 的 一 次 性 培 养 瓶 中，置

37℃、5% CO2 的孵箱中培养。24 h 后首次换液，以

后每 3 d 换液，待细胞融合于瓶底后消化传代。留

取第 3 代备用。观察细胞生长特性并记录不同时期

细胞图片。
1． 2． 2 大鼠 BMSCs 的鉴定 取培养的第 3 代细

胞，制成 4 份含有 2 × 104 个细胞的悬液 200 μl，按

说明书步骤分别滴加带有流式荧光标记的 FITC-
CD29 抗 体、PE-CD31 抗 体、FITE-CD44 抗 体、PE-
CD45 抗体，室温避光孵育 0. 5 h 后上机检测细胞表

面抗原分子 CD29、CD31、CD44、CD45 的表达率，并

记录细胞流式图。
1． 2． 3 改性聚乳酸-Ⅰ型胶原复合支架的制备 将

孔隙率 0. 9，孔径 100 ～ 150 μl，黏度 1. 02，分子量 10
万的聚乳酸支架，切割成 4 mm × 4 mm × 2 mm 片

状，以三蒸水超声波振荡清洗 30 min，自然干燥。经
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37℃环氧乙烷熏蒸消毒后浸入质量份数为 0. 01 的

NaOH 溶液中 2 h，取出后用 PBS 缓冲液清洗 5 min，

再浸入 50% 的乙醇溶液中 2 h、取出用 PBS 缓冲液

清洗 5 min 后浸入适量的 1 ∶ 10 多聚赖氨酸溶液中

24 h 后取出自然干燥备用。将上述改性的聚乳酸

浸入浓度为 2. 5 × 10 －3 的Ⅰ型胶原的醋酸水溶液

( 醋酸水溶液浓度为 0. 3% ) 中，在 － 53℃ 下真空干

燥 12 h，取出后紫外线消毒 1 h，在无菌 PBS 液中洗

30 min，换 3 次液后再浸泡在 DMEM 培养液中 3 h，

自然干燥，紫外线照射 30 min 后密封备用。
1． 2． 4 诱导分化及鉴定 无菌条件下拆开密封备

用的支架，浸泡于细胞培养液中 2 h; 用含胰酶和

EDTA 的消化液常规消化铺满瓶底的第三代大鼠

BMSCs，收集细胞悬液至离心管，1 500 r /min 离心

10 min，弃去上清，用含有 EGF 的诱导液重悬细胞;

取出浸泡好的支架，PBS 冲洗后置于六孔板中，将上

述细胞悬液滴加于支架上，使悬液没过支架。置

37℃、含 5% CO2 的培养箱中孵育; 2 周后，小心取

出 6 孔板中的支架，PBS 冲洗 3 次，每块支架上滴加

1 ml 含 EDTA 的胰酶溶液，1 min 后终止消化，尽量

冲出支架内细胞，1 500 r /min 离心 10 min，500 μl
营养液重悬，滴加在预先备好的无菌防脱盖玻片上;

培养箱中静置 6 h 后取出，PBS 冲洗盖玻片 3 次，丙

酮固定 10 min，按免疫组化双染试剂盒说明书步骤

操作，检测 CK19 及整合素 β1 表达情况。光学显微

镜拍照记录。

2 结果

2． 1 BMSCs 的分离、培养 原代 BMSCs 首次贴壁

后可表现为梭型、星型、多角形、角质型等，细胞体积

不均一。前 3 d 细胞生长基本处于静止期，3 d 后镜

下可见几处成团的细胞克隆簇，团簇边缘为均匀的

向外的放射状细胞，团簇的细胞密度不断增大，同时

向外扩张，直至与另一细胞团融合，约 13 d 左右可

铺满瓶底，此时传第一代。传代后细胞均匀铺于瓶

底，无原代细胞的团簇形成，生长较原代快，约 7 ～
10 d 可铺满瓶底，细胞大小均一，多呈梭型，镜下立

体感增强，见图 1。
2． 2 流式细胞仪检测 将上机细胞数达 105 个以

上的流式细胞仪分析结果汇总，计算平均值。研究

发现 细 胞 表 面 抗 原 分 子 CD29 的 平 均 表 达 率 为

94. 8%，CD31 的平均表达率为 1. 7%，CD44 的平均

表达率为 93. 2%，CD45 的平均表达率为 1. 3%。每

项指标选取一张流式直方图附载，见图 2。

2． 3 复合支架的微观结构 改性后的聚乳酸三维

支架色泽纯白，透光度、亲水性增加，免疫原性降低，

与 I 型胶原复合后，可增加其细胞黏附性，扫面电镜

观察，见图 3，其含有多角度斜面可增加细胞黏附数

量，对细胞的生长、增殖、分化和迁徙起着重要的作

用。
2． 4 免疫组化检测 CK19 广泛存在于胞质，而整

合素 β1 大量表达在细胞膜表面。实验观察几乎所

有细胞胞质呈红色，说明几乎所有细胞均表达角蛋

白 CK19，而胞膜显紫黑色表达整合素 β1 的细胞约

占总细胞数的 93. 6%，即大量细胞角蛋白 CK19 和

整合素 β1 均呈双表达阳性结果，见图 4。

图 1 体外培养的大鼠骨髓间充质干细胞形态学观察 × 100

A: 原代体外培养第 7 天大鼠骨髓间充质干细胞; B: 体外培养第

7 天的第三代大鼠骨髓间充质干细胞

3 讨论

BMSCs 是全能干细胞，具备分化为多种胚层来

源的组织细胞的功能，但不具有分化成为完整个体

的潜能，所以很好的规避了伦理学的限制，又因其取

材方便，体外培养扩增技术成熟，已成为目前组织工

程皮肤研究方面首选的种子细胞［1］。通过多表型

细胞标志物，结合形态结构及功能特性的排除法可

以完成其鉴定。BMSCs 不表达造血细胞标志 CD45
和内皮细胞标志 CD31，但表达干细胞标志物 CD29
和CD44［2 － 3］。CD29、CD44的 大 量 表 达 和CD45、
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图 2 大鼠第三代骨髓间充质细胞表面 CD 抗原分子流式表达图

A: FITC 标记的 CD29; B: FITC 标记的 CD44; C: PE 标记的 CD31; D: PE 标记的 CD45

图 3 改性聚乳酸-Ⅰ型胶原支架表面及内部电镜扫描图 × 1 000

CD31 的低量表达可用于鉴别 BMSCs。使用流式荧

光抗体直接标记细胞表面 CD 抗原分子可减少二抗

标记的误差; 利用细胞学研究最精确的流式细胞仪

检测分析，结果为 CD29 的表达率约为 94% 左右，

CD31 的表达率约为 2% 左右，CD44 的表达率约为

92% 左 右 ，CD45 的 表 达 率 约 为1. 8% 左 右。与 文

图 4 免疫组化双染法检测 CK19 和整合素 β1 双表达的细胞 × 400

献［4 － 6］结果一致，说明培养的第三代细胞为 BMSCs，
且纯度较高。钟晓红 等［7］以大鼠为模型，通过对大

鼠创面直接注射 BMSCs 的方法研究其可促进糖尿

病创面的愈合，并提高创面愈合的质量，减少瘢痕增

生。本实验在方法上予以突破，研究大鼠 BMSCs 在

支架上是否仍具有向表皮干细胞分化的能力，旨在
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为 BMSCs 寻找一种合适的载体，为真正的组织工程

皮肤的研发打下基础。
组织工程支架材料的要求是降解无毒性、良好

的生物相容性和细胞亲和性，通过表面仿生技术对

高分子合成支架进行必要的改性，再用自然高分子

材料加以修饰可改变其表面的微观结构，增强其组

织相容性，细胞黏附性，促进细胞的增值． 因此复合

高分子材料无疑已成为目前研究的重点［8］。聚乳

酸在体内经三羧酸循环分解为 CO2 和 H2O 而排出

体外。另因其易于加工，机械性能和降解速率可调，

组织相容性良好，造价低廉，可规模化生产等优点已

成为目前组织工程研究中最常用的支架材料，但其

表面的疏水性限制其在组织工程皮肤领域中的发

展。改性的聚乳酸表面复合 I 型胶原，既保持了 I
型胶原生物相容性好易于细胞黏附、生长、增殖的特

性，又具备聚乳酸的力学性能。实验将该复合支架

作为研究对象，观察其是否会使 BMSCs 丧失分化为

表皮干细胞的能力。
检测表皮干细胞的标志物主要有整合素、角蛋

白( keratins) 、增殖细胞核抗原( PCNA) 等［9］。整合

素 β1 是一种位于细胞膜表面的糖蛋白受体分子，其

表达水平与表皮干细胞的增殖能力成正相关。表皮

干细胞表面高表达整合素 β1，而有丝分裂后细胞及

终末分化细胞不表达整合素 β1。角蛋白是表皮细

胞的结构蛋白，在细胞内形成广泛的网状结构，能较

精细的反应细胞的增殖分化状态，不同分化程度的

表皮细胞表达不同的角蛋白。增殖活跃的表皮细胞

强表 达 CK19，而 终 末 分 化 的 表 皮 细 胞 不 表 达

CK19［10］。龙剑虹 等［11］利用含有适宜浓度 EGF 的

培养基对 BMSCs 进行诱导分化，通过检测 CK19 和

整合素 β1 双表达的细胞，证明 BMSCs 具有向表皮

干细胞分化的能力。本实验发现大鼠 BMSCs 在改

性聚乳酸-Ⅰ型胶原复合支架荷载的诱导下，大量双

阳性表达 CK19 和整合素 β1，说明改性聚乳酸-Ⅰ型

胶原复合支架荷载的大鼠骨髓间充质干细胞仍具有

向表皮干细胞的分化的能力，证明该复合支架具备

与大鼠 BMSCs 共同构建组织工程人工皮肤的初步

条件。
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The differentiation of rat bone marrow mesenchymal
stem cells on scafold

He Bin，Wang Minggang，Zhao Liping，et al
( Dept of Burns and Pastic Surgery，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To investigate the feasibility of Rat bone marrow mesenchymal stem cells ( BMSCs) differen-
iated into epidermal cells on modified poly L acid and type collagen Ⅰ composites scafold ( PLA -Ⅰ ) ． Methods
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Differentiation of rat BMSCs on PLA-Ⅰ into epidermal stem cells in vitro by EGF induced cell culture solution．
Two-signed of immunohistochemistry identifed CK19 and intergrin β1 markers epidermal stem cells． Results After

two weeks of EGF induced cell culture solution，expression of CK19 and intergrin β1 was highly at rat BMSCs on

PLA-Ⅰ． Conclusion Rat BMSCs still have the potential to differentiate into epidermal cells on PLA-Ⅰ，which can
be used as a vehicle for tissue engineering skin．
Key words modified poly-L-acid; type collagen Ⅰ; stem cells

柠檬醛诱导急性早幼粒细胞白血病细胞株 NB4 凋亡机制的研究
宋 琴，夏海龙

摘要 目的 探讨柠檬醛诱导急性早幼粒细胞白血病细胞

株 NB4 凋亡的机制。方法 不同浓度的柠檬醛处理 NB4 细

胞 48 h 后，RT-PCR 法检测凋亡相关基因 Bcl-2 及 Bax 的

mRNA 表达变化，流式细胞仪检测细胞 caspase-3 及核因子

kappaB ( NF-κB) 表达的变化。结果 随着柠檬醛浓度增

加，RT-PCR 结果显示受测细胞的 Bax mRNA 表达增强，Bcl-2
mRNA 表 达 减 弱; 流 式 细 胞 仪 检 测 结 果 显 示 受 测 细 胞 的

caspase-3 表达增加，NF-κB 表达下降。结论 降低 NF-κB、
Bcl-2 表达及促进 Bax、caspase-3 表达可能是柠檬醛诱导 NB4
细胞株凋亡的机制之一。
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柠檬醛是中草药山苍子挥发油( 香精油) 的主

要成分，广泛用于香料原料、食品添加剂和食品防

霉。有研究［1 － 2］发现柠檬醛对细菌及真菌有较好的

抑制作用，尤其对黄曲霉有较好抑制作用，此外国外

有文献［3 － 5］报道柠檬醛对多种肿瘤细胞株具有抑制

增殖并诱导凋亡作用，提示柠檬醛具有良好的抗肿

瘤前景。该课题组前期研究［6 － 7］表明柠檬醛可抑制

急性早幼粒细胞白血病细胞株 NB4 增殖并诱导其

凋亡。该研究旨在通过对细胞凋亡相关分子进行检

测来探讨柠檬醛诱导 NB4 细胞凋亡的可能机制。

1 材料与方法

1． 1 主要试剂 急性早幼粒细胞白血病细胞株
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NB4 由瑞金医院上海血液学研究所陈赛娟院士惠

赠; 柠檬醛购自 Sigma 公司，纯度≥95. 0% ; RPMI
1640 培养基购自 Hyclon 公司; caspase-3、NF-κB 抗

体购自美国 Santa Cruz 公司; TRIzol Reagent 试剂购

自 Invitrogen 公司; 逆转录试剂盒、PCR 试剂盒购自

Fermentas 公司产品。引物由上海生工有限公司合

成。
1． 2 细胞培养 白血病细胞株 NB4 于 5% CO2、
37℃、饱和湿度条件下，用含 10% 胎牛血清的 RPMI
1640 培养液培养，待处于对数生长期，台盼蓝拒染

法检测活力 ＞ 95%，维持细胞浓度在( 1 ～ 5 ) × 105 /
ml 备用。
1． 3 RT-PCR 法检测 Bcl-2 及 Bax 的表达 不同

浓度柠檬醛( 0、5、10、20 mg /L) 作用 NB4 细胞 48
h，同时设置乙醇对照组，以 TRIzol 法提取各组细胞

总 RNA，取 1 μg 逆转录成 cDNA，进行 RCR 反应。
反应条件: 95℃ 5 s; 94℃ 30 s，56℃ 40 s，72℃ 50 s。
35 个循环; 72℃ 5 min。以 GAPDH 作为内参。GAP-
DH 上游引物: 5'-CAAGGTCATCCATGACAACTTTG-
3'，下 游 引 物: 5'-GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG-
3'，产 物 长 度 496 bp; Bcl-2 上 游 引 物: 5'-TGG-
GAAGTTTCAAATCAGC-3'，下游引物: 5'-GCATTCT-
TGGACGAGGG-3'，产物长度 298 bp; Bax 上游引物:

5'-GCAAACTGGTGCTCAAGG-3'，下 游 引 物 5'-
ACTCCCGCCACAAAGA-3'，产物长度 187 bp。然后

各取 PCR 产物 5 μl，加 6 × Loading Buffer 1 μl，经

2%琼脂糖凝胶( 含 EB 0. 5 mg /L 电泳，电压为 90
V，时间 40 min，用紫外透射分析仪观察并拍照。通

过 Tanon 凝胶图像分析系统分析各条带灰度值，计

算 Bcl-2、Bax 相对于 GAPDH 的相对表达量。实验

重复 3 次。
1． 4 流式细胞仪检测 caspase-3 及 NF-κB 的表达
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