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体外人表皮细胞对胰蛋白酶耐受的探讨 *
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摘要 目的：观察人表皮细胞对胰酶消化的耐受能力，通过不同细胞恢复贴壁时间不同来探索分离和纯化表皮细胞的新方法，并

探讨胰酶耐受细胞的干性表达，及其与 muse细胞的可能相关性。方法：中性蛋白酶及胰酶消化获取表皮细胞，用 0.25%的胰酶悬
浮表皮细胞，以 3.0× 105/mL的细胞密度种植于 12孔板，每间隔半小时或 1小时终止胰酶 1孔，其中胰酶作用时间最长达 46小
时。记录不同细胞贴壁时间、生长状态，并在接种后第 7天，对贴壁细胞进行 Nestin、Sox10抗体免疫细胞化学染色。结果：随着胰
酶作用时间的延长，贴壁细胞数目递减，细胞贴壁所用时间也延长。所有孔中最早出现的贴壁细胞为树突状细胞，这些细胞开始

生长缓慢，大约 4天后生长迅速，10天后部分孔出现鱼群样细胞团。部分孔经 Nestin、SOX10抗体的免疫细胞化学染色结果均为
阳性，其中以 Nestin抗体较明显。结论：人表皮细胞对胰酶消化的耐受能达 46小时，从形态学观察判断，黑素细胞贴壁早于角质
形成细胞，大多数贴壁后细胞增殖力强，干细胞表面标记显示部分阳性。
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The Tolerance of Human Epidermal Cells to Trypsinization in Vitro*

To observe the tolerance of human epidermal cells to trypsinization in vitro. Search for new method of sep-
arating and purifying epidermal cells according to the different adherent time, and investigate the tolerant cells express the markers of
stem cells, and the correlation with muse cells. The single epidermal cells were obtained by separating the epidermis from a
foreskin, then liberating single cells from the epidermis. In these procedures, the dispase II and trypsin were used respectively. The ob-
tained epidermal cells were resuspended in 0.25% trypsin solution and then seeded in 12-well dishes in density of 3.0× 105 cells /ml.
Each well was neutralized by bovine serum at different time points, with an interval after every half an hour or one hour, up to 46 h. To
record the time of different cell attachment, and observe the growth state of cells. The adherent cells at 7th day after seeding accepted im-
munocytochemical staining with the antibodies of Nestin, Sox10, respectively. With prolonged trypsinization, the adherent cells
decreased, the time to attach to wells prolonged. The earliest adherent cells in all wells were dendritic cells, which proliferated slowly at
first, then rapidly after 4 days. At the tenth day, some cells arranged in patterns resembling schools of fish. Some cells showed positive
stainings with antibodies of nestin, sox10, respectively. Human epidermal cells could be tolerant to trypsogen for 46 hours.
According to the shape of cells, the earliest adherent cells were melanocytes with strong proliferation ability, other than keratinocytes.
Some cells showed positive markers of stem cells.
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前言

胰蛋白酶(简称胰酶)在贴壁细胞的消化过程中有着非常重
要的作用，贴壁细胞在胰酶的作用下脱离培养容器底壁，制备

成单细胞悬液，用于细胞的传代、冻存等。细胞培养中使用的胰

酶浓度从 0.025%到 0.5%不等，不同细胞对胰酶作用的反应不

一样，人们利用这样的特性来分离纯化不同种类的细胞[1,2]。在

本次实验中，我们通过胰酶消化原代细胞的时间变化，观察人

表皮细胞对胰蛋白酶的耐受，并对细胞的生长进行观察。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 包皮 包皮环切术中获取(患者为 25岁健康男性)。
1.1.2 试剂 中性蛋白酶（sigma），0.25%的胰酶 /0.53 mmol/L

EDTA (吉诺生物公司)，人黑素细胞培养基（Medium 254，
M254）及黑素细胞生长添加成份（HMGS）(Cascade公司），人表
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皮细胞培养基及角质形成细胞生长添加成份(HKGS) (Cascade

公司），胎牛血清 （四季青），Anti-Nestin 单抗 (Millipore
MAB5326) 、Anti-S0X10（abcam ab27655），GTVisionTM Ⅲ抗

鼠 /兔通用型免疫组化检测试剂盒 (上海基因科技有限公司)。
1.2 方法
1.2.1 表皮单细胞悬液制备 碘伏浸泡包皮标本 10分钟，磷

酸盐缓冲液（PBS，含 400 u/ml青霉素和 400 u/ml链霉素）冲

洗，修剪去除皮下组织，将表真皮剪成约 5 mm× 3 mm的细条；

中性蛋白酶（PBS溶解并稀释到终浓度为 1 mg/ml）37℃消化
1.5小时，分离表真皮，获取表皮，0.25%的胰酶 /EDTA 37℃消

化 10分钟，吹打，中和，经 200目细胞筛网过滤，获得单细胞悬

液，分成两部分：分别用于胰酶不同时间段处理和常规细胞培

养。

1.2.2 未培养细胞的胰酶处理 表皮单细胞悬液离心，弃上

清，0.25%的胰酶重悬，吹打均匀后，分别滴加到 12孔板（预先

加有盖玻片）中，每孔约 0.5 mL，37℃孵育，在胰酶处理第 0.5、
1.0、1.5、2、2.5、3.0、3.5、4.0、4.5、5.0、5.5、6.0、18、19、20、21、22、
23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、43、44、45、46 小时，分别用

含 200 滋L胎牛血清和 1 ml的 M254（含 HMGS）的混合液中

和，每次中和后培养板继续在 37℃孵育。
1.2.3 常规细胞培养 表皮单细胞悬液离心，弃上清，培养基

M254（含 HMGS）重悬，吹打均匀后调整细胞浓度，接种到培养

瓶中，24小时换液，以后每 2天换液一次。大约第 6天，包含黑

素细胞、角质形成细胞和成纤维细胞的混合培养，达到 80%以

上融合。

1.2.4 培养后细胞的胰酶处理 将 80%以上融合的 25 cm2培

养瓶，加 1.5 mL的 0.25%胰酶，37℃消化 10分钟，细胞全部脱

离瓶壁，离心细胞成团。6 mL的 0.25%胰酶重悬细胞，后续操作

与 1.2.2小节的未培养细胞的胰酶处理步骤相同，但最长消化

时间为 12小时。
1.2.5 免疫细胞化学染色 取出细胞爬片，PBS润洗，4%多聚
甲醛固定 10分钟，PBS冲洗，0.1%的 triton-100溶液细胞通透
5分钟，PBS冲洗，20%的胎牛血清室温下封闭 20-30分钟，PBS

冲洗，分别加抗体 Nestin（1:200稀释）、Sox10（1:1000稀释），37

度孵育 1小时，PBS冲洗，含 HRP的通用型二抗 37℃孵育 30

分钟，PBS冲洗，二氨基联苯胺 (3,3'diaminobenzidine,DAB)显

色，显微镜下观察，PBS终止显色，摄片。

2 结果

2.1 胰酶对表皮细胞的影响
2.1.1 胰酶消化对人表皮原代细胞体外培养的影响 胰酶中

和后 48小时，消化时间为 0.5小时的孔，贴壁的角质形成细胞

比黑素细胞多（图 1-a），而消化时间超过 2.0小时的孔，以黑素

细胞贴壁占优势（图 1-b）；消化时间大于 18小时的孔贴壁的

均为黑素细胞（图 1-c，1-d），随着消化时间的延长，贴壁细胞的

数量越来越少，细胞贴壁需要的时间也相应延长，其中消化时

间大于 29小时的孔，在中和后第 3天才开始出现贴壁细胞，大

部分细胞贴壁后，仍具有较强的增殖分裂能力 （图

2-a，2-b，2-c），在中和后第 10 天左右，多个孔出现鱼群样细胞

团（图 2-d）。总之，胰酶消化时间达半小时的孔，角质形成细胞

恢复贴壁的量比黑素细胞多，当胰酶消化时间 2小时以上，贴

壁的黑素细胞的量比角质形成细胞多，且黑素细胞恢复贴壁的

速度比角质形成细胞快。当消化时间达 18小时，在中和后 48

小时才开始有细胞贴壁，而消化时间达 29小时，在中和后 3天

才有细胞贴壁(人表皮原代细胞胰酶处理中和后不同时间点贴
壁细胞的种类和大致数量见表 1)。

图 1胰酶消化时间不同的细胞，培养第 3天。
随着胰酶消化时间的延长，贴壁细胞数减少，角质形成细胞减少。1-a:
胰酶消化半小时，贴壁的角质形成细胞数比黑素细胞多；1-b:胰酶消化
5小时，贴壁的细胞以黑素细胞为主；1-c和 1-d:分别为消化 18和 30
小时的细胞，贴壁细胞逐渐减少，且均为黑素细胞。（× 100倍）
Fig.1 Culture for 3 days after being trypsinization for different time

With prolonged trypsinization, the adherent cells decreased, and adherent
keratinocyte decreased.1-a: trypsinization for half an hour, more adherent

keratinocyte than melanocyte;1-b: trypsinization for 5 hours, the main
adherent cells are melanocyte;1-c and 1-d: trypsinization for 18 hours and
30 hours respectively, the adherent cells decreased, and all are melanoytes.

(× 100)

图 2胰酶消化 18小时，不同培养时段的细胞
2-a:培养第 3天，贴壁的均为黑素细胞；2-b:第 7天，出现少量角质形
成细胞；2-c:第 10天，黑素细胞和角质形成细胞增殖迅速，在大量的黑
素细胞中，夹杂角质形成细胞集落；2-d:第 10天，部分孔内黑素细胞呈

现为鱼群样。（× 100倍）
Fig.2 Culture for different time after being trypsinization for different time
2-a: culture for 3days, all the adherent cells are melanoytes; 2-b: on the 7th

day ,a small group of keratinocyte show up; 2-c: on the 10th day,
melanocyte and keratinocyte proliferated fast, among the melanocyte ,

included some keratinocyte groups; 2-d: on the 10th day, part of
melanocyte arranged in patterns resembling schools of fish.(× 100)
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2.1.2 胰酶消化对人表皮细胞继代培养的影响 培养后细胞

胰酶消化和未培养细胞相类似，细胞贴壁所需时间更短，大部

分孔在中和后第 7天左右有部分成纤维细胞出现，但未见细胞

团样细胞生长。

2.2 免疫细胞化学染色结果
SOX10抗体染色见核区棕色颗粒分布（图 3-a）；Nestin抗

体染色见黑素细胞内不同程度的棕色颗粒，以两个树突的黑素

细胞更为明显(图 3-b)。

3 讨论

传统的差别胰酶消化方法是根据不同表皮细胞对胰酶的

敏感性不同,相同浓度的胰酶消化，黑素细胞脱离培养物容器

底壁所需的时间比角质形成细胞短，这种方法在表皮细胞的分

离和纯化过程中起着非常重要的作用。近年来，随着肿瘤干细

胞的提出，各种肿瘤干细胞和肿瘤的生物学特性的关系研究得

到人们的关注，并逐渐深入肿瘤干细胞的分离和鉴定的实验探

索[3-6]。有实验室通过差别胰酶消化这种简单、低成本的方法，收

集乳腺肿瘤干细胞，和其他方法相比较具有一定的优势，或者

和其他方法相结合，例如荧光活性细胞分选机技术，作为预收

集肿瘤干细胞的方法。于是有人提出将差别胰酶消化的方法运

用到收集实体肿瘤干细胞中[7,8]。在本实验中，根据表皮细胞对

胰酶的耐受性不同，在较长时间（>4小时）胰酶消化中和后，黑

素细胞恢复贴壁能力更快，短时间内贴壁的均为黑素细胞，这

种细胞对胰酶耐受性的不同对早期分离纯化黑素细胞和角质

形成细胞有一定意义。

日本有学者提出 Muse 细胞 (Multilineage-differentiating

stress enduring cells)，一种从间质组织像骨髓、脂肪组织、真皮

和器官连接等组织中分离得到，能够从单细胞向三个胚层分

化，具有自我更新能力的多潜能细胞[9]。这种细胞起初作为压力

耐受细胞（stress-tolerant cells）被识别，将骨髓间质干细胞和成

纤维细胞长时间置于胰酶中或低营养状态，大部分细胞死亡，

仅小部分压力耐受细胞存活，并证实了 muse细胞具有干细胞

特性,可以作为诱导多潜能干细胞的细胞来源[10,11]。并有实验通过

分离成纤维细胞中的 muse细胞，比较了 muse细胞和非 muse

细胞经重编程诱导产生多潜能干细胞的结果，表明了多潜能干

细胞诱导产生过程中的精英机制学说 [12-14]。有人报道了通过

LTT(long-term trypsin incubation)方法从鼠和人骨骼肌中收集

卫星细胞，卫星细胞是骨骼肌干细胞，能使受损的肌肉再生，实

验者通过不同时间的胰酶处理来比较卫星细胞的获得率，发现

胰酶消化 3小时左右能最大效率的获得卫星细胞，简单获得卫

星细胞的方法对于肌肉再生的研究具有重大意义，而且这种方

法对于那些细胞表面标记不是很明确或者收集方法不完善的

干细胞来说有着重要的提示作用[15,16]。

在本次实验中，胰酶消化的部分时间段(20小时左右)的细

胞在培养后呈现细胞团样快速增殖,通过免疫细胞化学染色观

察到这些细胞有 Nestin、Sox10这两种蛋白表达。Nestin是一种

中间丝蛋白，在增殖的神经嵴前体细胞中表达，被认定为一种

干细胞标记物[17]，免疫组化证实了黑色素瘤中也有 Nestin的表

达，而且在黑素瘤细胞中的表达量受 Sox10的调控。Sox家族多

表达在干细胞或未分化的细胞前体[18]，Cook等人报道了 Sox10

是重要的生黑素转录因子，高表达于黑素细胞前体[19,20]。表明了

长时间胰酶消化后贴壁的细胞具有干细胞或者说细胞前体的

表达特性。这种长时间的胰酶消化作用，是否对活性好、增殖能

力强的细胞具有筛选作用，还是这些细胞中含表皮细胞中的

muse细胞需进一步探讨。
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