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Ｂｅａｇｌｅ 犬上皮细胞原代培养鉴定及脂肪干细胞
诱导成肌的实验研究

刘杰　傅强

　　【摘要】　目的　探讨犬脂肪干细胞（ＡＤＳＣｓ）诱导成肌细胞及犬表皮细胞的原代培养方法的可
行性。 方法　取雄性 Ｂｅａｇｌｅ犬腹股沟处皮下脂肪组织和犬口腔黏膜上皮组织，使用酶消化法行 ＡＤ唱
ＳＣｓ和表皮细胞原代培养，并对所培养的细胞表面标志进行相关鉴定；取第 １代培养至对数生长期细
胞分为实验组 Ａ和对照组 Ｂ两组，诱导剂为 １０ μｍｏｌ／Ｌ的 ５唱氮杂胞苷（５唱ａｚａ），每日倒置显微镜下观
察细胞形态变化，并在诱导的第 ７、１４、２１、２８天行细胞免疫荧光和流式细胞仪检测其成肌细胞特异性
抗原 ｄｅｓｍｉｎ和 ｍｙｏｓｉｎ的表达情况。 结果　成功从犬腹股沟部皮下脂肪组织和犬口腔黏膜上皮组织
中分离、培养出 ＡＤＳＣｓ和表皮细胞。 上皮细胞生长较缓慢，原代需培养 ２０ ｄ方能达到１００ ｍｍ培养皿
的 ８０％左右，传代后生长速度明显加快，一般 １０ ｄ就能达到 １００ ｍｍ培养皿的 ８０％；细胞鉴定采用国
际上上皮类组织比较常用的 ＡＥ１／ＡＥ３来鉴定，荧光及流式结果让人满意。 在倒置显微镜下观察细胞
形态变化显示：诱导组细胞诱导 ３周呈现成肌细胞特有的漩涡样生长形态，在诱导的第 ４周单个细胞
表现出多核化；免疫荧光和流式细胞仪检测显示：ｄｅｓｍｉｎ和 ｍｙｏｓｉｎ的表达率在诱导 ２８ ｄ时达最高，分
别为 ５９畅４％和 ５６畅１％，而诱导前和对照组细胞均呈阴性表达。 结论　总之，由于经济及技术方面存
在诸多问题，以至于国内使用犬作为实验动物的很少，且从犬取材获取相应细胞的实验国内少见。 本
实验通过诱导培养获得成肌细胞，通过原代培养获得上皮细胞，可用做组织工程化尿道修复的种子
细胞。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｂｅａｇｌｅ ｄｏｇｓ ａｄｉｐｏｓｅ唱ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
（ ＡＤＳＣｓ ） ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎｔｏ ｍｙｏｂｌａｓｔｓ ａｎｄ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ ′ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ．
Methods　Ａｄｉｐｏｓｅ ａｎｄ ｏｒａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｂｅａｇｌｅ ｄｏｇｓ ，ａｎｄ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ
ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎｔｏ ＡＤＳＣｓ ａｎｄ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ．Ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ｓｌｏｗｌｙ ｔｏ ａｂｏｕｔ ８０％ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｄｉｓｈ
ｐａｓｓａｇｅｄ ｌｉｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ； ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｕｎｄｅｒ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｄａｉｌｙ ；
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗｅｒｅ ｕｔｉｌｉｚｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＡＥ １／
ＡＥ３畅Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｔｉｇｅｎ ＣＤ９０，ＣＤ１０５ ａｎｄ ＣＤ３４ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ
ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．ＡＤＳＣｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｐａｓｓａｇｅ ｗｉｔｈ ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃ ｇｒｏｗｔｈ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ， ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉａ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ５唱ａｚａｃｙｔｉｄｉｎｅ （５唱ａｚａ） ａｎｄ ｂａｓｉｃ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉａ ｗｅｒｅ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｆｏｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｌａｓｔｅｄ ｆｏｒ ７ ｄ，１４ ｄ，２１ ｄ ａｎｄ ２８ ｄ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ
ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｐｈａｓｅ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ， ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ
ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗｅｒｅ ｕｔｉｌｉｚｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｙｏｂｌａｓｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｔｉｇｅｎｓ ｄｅｓｍｉｎ ａｎｄ ｍｙｏｓｉｎ ．
Results　ＡＤＳＣｓａｎｄ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ，ａｎｄ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｔｏ ｂｅ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ．Ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｇｒｏｗ ｓｌｏｗｌｙ．Ｏｎ ｔｈｅ ２０ｔｈ ｄａｙ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ，ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃａｎ ａｃｈｉｅｖｅ ａｂｏｕｔ ８０％ ｏｆ ｔｈｅ
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１００ ｍｍ ｃｕｌｔｕｒｅ ｄｉｓｈ．Ａｆｔｅｒ ｐａｓｓａｇｅ ｇｒｏｗｔｈ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｆａｓｔｅｒ，ｉｔ ｎｅｅｄｓ １０ ｄａｙ ｔｏ ａｃｈｉｅｖｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｒｅａ．Ｉｔ
ｗａｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌ ＇ｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｔｉｇｅｎｓ唱
ＡＥ１／ＡＥ３ ｉｓ ｓａｔｉｓｆａｃｔｏｒｙ．Ｏｎ ｔｈｅ ２１ｔｈ ｄａｙ ｏｆ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ，ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ “ｓｗｉｒｌ”ｍｏｒｐｈｏｌｇｙ，
ａｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ４ｔｈ ｗｅｅｋ ｏｆ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ，ｍｕｌｔｉｎｕｃｌｅａｔｉｏｎ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ．Ｉｔ ｗａｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ
ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｄｅｓｍｉｎ ａｎｄ ｍｙｏｓｉｎ ｗｅｒｅ ５９畅４％ ａｎｄ ５６畅１％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
ｏｎ ｔｈｅ ２８ｔｈ ｄａｙ ｏｆ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｅｆｏｒｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ．
Conclusions　Ｉｎ ｓｈｏｒｔ，ｂｅｃａｕｓｅ ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｍａｎｙ ｐｒｏｂｌｅｍｓ ｏｆ ｅｃｏｎｏｍｉｃ ａｎｄ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ａｓｐｅｃｔｓ ，ｓｏ ｔｈａｔ ｄｏｇｓ ｉｎ
ｄｏｍｅｓｔｉｃ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｒｅ ｎｏｔ ｃｏｍｍｏｎ．Ｂｅａｇｌｅ ｄｏｇｓ ＡＤＳＣｓ ｃａｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎｔｏ ｍｙｏｂｌａｓｔｓ ，ｅｐｉｄｅｒｍａｌ
ｃｅｌｌｓ′ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｓ ｉｎ ａｃｃｏｒｄａｎｃｅ ｗｉｔｈ ｐｅｒｔｉｎｅｎｔ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ．

【Key words】　Ａｎｉａｍｌｓ，ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ；　Ｍｙｏｂｌａｓｔｓ；　Ｂｅａｇｌｅ ｄｏｇｓ；　Ａｄｉｐｏｓｅ唱ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ

　　尿道重建仍然是泌尿外科临床治疗中的一个难题。 目前对复杂性尿道狭窄患者的治疗往往需要通过
游离组织来进行替代修复重建。 以往文献中口腔颊黏膜、舌黏膜乃至结肠黏膜等均已有过成功治疗报
道

［１唱３］ 。 组织工程的出现为这些问题的解决提供了一种可行的方法。 组织工程主要由种子细胞、支架材料
和细胞因子三部分组成。 国际上常用的修复方法无外乎两种，即单纯支架材料修复缺损和复合种子细胞的
支架材料修复缺损，后者在修复面积较大，深度较深的缺损方面具有明显优势。 种子细胞选择是组织工程
化尿道修复的关键所在。 目前国内应用脂肪组织分离培养干细胞及使用口腔黏膜上皮细胞分离培养上皮
细胞有相关报道［４］ ，但以犬为实验动物的鲜有报道。 本实验对 Ｂｅａｇｌｅ 犬脂肪干细胞（ＡＤＳＣｓ）进行了分离和
体外培养，并实现了向肌细胞方向诱导分化；以及对 Ｂｅａｇｌｅ犬表皮细胞进行了原代培养及鉴定，旨在为使用
犬进行组织工程化尿道修复提供可靠的种子细胞。

材料与方法

一、材料
１畅实验动物：饲养 ２ 年的雄性 Ｂｅａｇｌｅ犬，体重 １０畅２ ｋｇ，由上海交通大学附属第六人民医院动物实验中

心提供，实验动物机构许可证号 ＳＹＫＫ（沪）２００９唱００２５。 动物级别：Ⅱ级。 以上动物均以正常饲料喂养。
２畅实验试剂：５唱氮杂胞苷（５唱ａｚａ）（Ｓｉｇｍａ，美国）、Ⅰ型胶原酶 （Ｓｉｇｍａ，美国）；低糖 ＤＭＥＭ 培养液（含

１０％胎牛血清、５０ ｍｇ／Ｌ维生素 Ｃ、３９４ ｍｇ／Ｌ谷氨酞胺、１００ Ｕ／ｍｌ青霉素、１００ Ｕ／ｍｌ链霉素）；胎牛血清、山羊
血清、马血清及 ０畅２５％胰蛋白酶＋０畅０５ ｍｍｏｌ／Ｌ ＥＤＴＡ （ＧＩＢＣＯ公司）；无钙镁离子的磷酸缓冲液（ＰＢＳ）（自
行配制）；Ⅰ型胶原酶（Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ 公司）；ｄｉｓｐａｓｅ唱Ⅱ（Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ 公司）；Ｋ唱ＳＦＭ 无血清培养基（ＧＩＢＣＯ 公
司）；Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ唱１００。

３畅抗体：小鼠抗犬 ＣＤ９０、ＣＤ１０５、ＣＤ３４ 单克隆抗体；ＦＩＴＣ标记的小鼠抗犬 ｄｅｓｍｉｎ和 ｍｙｏｓｉｎ 单克隆抗体
（Ａｂｃｏｍ，英国）；小鼠抗犬 ＡＥ１／ＡＥ３单克隆抗体 （Ａｂｃｏｍ，英国）；ＦＩＴＣ 标记的小鼠抗犬 ＡＥ１／ＡＥ３ 单克隆抗
体（Ａｂｃｏｍ，英国）；ＦＩＴＣ标记的兔抗小鼠 ＩｇＧ二抗（Ａｂｃｏｍ，英国）。

４畅实验仪器：ＣＯ２ 培养箱 （ＵＳＡ）；超净工作台 （苏州安泰空气技术有限公司）；ＴＤＬ唱４０Ｂ低速离心机（上
海安亭科学仪器厂）；精密天平（Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）；倒置相差显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本）；水浴箱（Ｓｈｅｌｌａｂ，ＵＳＡ）；试管
振荡仪（Ｋｉｋａ，马来西亚）；ＬＳＮ２５１０ 激光共聚焦显微镜（Ｚｅｉｓｓ，德国）；ｅｃｌｉｐｓｅ ＴＳ１００ 倒置相差显微镜（Ｎｉｋｏｎ，
日本）。
二、实验方法
１畅ＡＤＳＣｓ诱导成肌：（１）取材：静脉全麻 Ｂｅａｇｌｅ 犬，消毒腹股沟部皮肤 ３ 遍。 无菌条件下切取腹股沟处

皮下少量脂肪组织。 撑开犬上下颚，消毒口腔黏膜，无菌条件下切取 ２ ｃｍ×２ ｃｍ口腔黏膜组织。 取好的组
织立即放入冷的加双抗的 ＰＢＳ中，然后放入 ４ ℃冰箱备用。

（２）ＡＤＳＣｓ的原代培养：取先前取好的脂肪组织块，０畅２５％氯霉素溶液漂洗数次，ＰＢＳ 冲洗 ３ 次；转移至
无菌培养皿中，眼科剪剪碎；转移至 ５０ ｍｌ离心管中，加入等体积 ０畅１％Ⅰ型胶原酶，３７ ℃、１３０ ｒ／ｍｉｎ 振荡消
化 ６０ ｍｉｎ，１５００ ｒ／ｍｉｎ（离心机半径 １５畅２ ｃｍ）离心 １０ ｍｉｎ；去除上层组织，加入 ＰＢＳ 制成悬液；１００ 目不锈钢
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滤网滤除组织碎片；取滤液１５００ ｒ／ｍｉｎ（离心机半径１５畅２ ｃｍ）离心 ５ ｍｉｎ，重悬细胞，并以１５００ ｒ／ｍｉｎ（离心机
半径 １５畅２ ｃｍ）再次离心 ５ ｍｉｎ；弃上清液，沉淀以含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养液重悬，以 １ ×１０５ ／ｍｌ细胞
浓度接种于 １００ ｍｍ培养皿中，ＣＯ２ 孵育箱中培养；４８ ｈ见细胞贴壁后首次换液，每 ３ ｄ换液 １次。

（３）ＡＤＳＣｓ细胞分组培养：细胞传代按 １∶２接种至 １００ ｍｍ 培养皿，并分为实验组（Ａ组）即诱导组和对
照组（Ｂ组）即空白组；两组细胞分别培养，其中 Ａ组培养基中加入 ５唱ａｚａ＋５％的马血清＋５％的胎牛血清，５唱
ａｚａ的浓度为 １０ μｍｏｌ／Ｌ；Ｂ 组培养基使用 １０％胎牛血清，其他培养条件一致，并在同一时间行传代及鉴
定等。

（４）ＡＤＳＣｓ的流式细胞仪鉴定：取 ＡＤＳＣｓ培养至第 １ 代处于对数生长期细胞，消化后调整细胞浓度为 １
×１０６ ／ｍｌ，制备细胞悬液行流式细胞仪检测 ＡＤＳＣｓ 相关抗原 ＣＤ９０、ＣＤ１０５ 以及 ＣＤ３４，排除造血干细胞的
污染。

（５）免疫荧光检测实验各组细胞成肌细胞特异性抗原表达情况：分别取 ＡＤＳＣｓ诱导前、对照组及诱导后
细胞，０畅２５％胰蛋白酶消化后制成细胞悬液，制备细胞爬片；待细胞达８０％融合后，取出玻片，ＰＢＳ洗涤３ 次；
４％多聚甲醛固定 １５ ｍｉｎ；Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ唱１００ 行破膜处理 １０ ｍｉｎ；ＰＢＳ 洗涤 ３ 次；用含 １０％羊血清的 ＢＳＡ 封闭，
３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ；加入小鼠抗犬 ｄｅｓｍｉｎ 和 ｍｙｏｓｉｎ 单克隆抗体，４ ℃冰箱避光过夜；ＰＢＳ 洗涤多次（一般≥
２０ ｍｉｎ）；加入 ＦＩＴＣ标记的兔抗鼠 ＩｇＧ二抗，３７ ℃孵育 ３０ ～６０ ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤多次（一般≥２０ ｍｉｎ）；碘化丙啶
避光衬核 ３０ ～６０ ｓ；ＰＢＳ洗涤 ３次；暗光下荧光显微镜下检测。 检测过程中以犬腓肠肌来源的肌细胞作为阳
性对照，皮肤成纤维细胞作为阴性对照；分别取实验各组第 ７、１４、２１、２８ 天的细胞行肌细胞特异性抗原
ｄｅｓｍｉｎ 和 ｍｙｏｓｉｎ的免疫荧光检测。

（６）流式细胞仪检测实验各组细胞成肌细胞特异性抗原表达率：分别取 ＡＤＳＣｓ 诱导前以及对照组和诱
导组不同诱导时间的细胞约 ２ ×１０６ 个，行 ｄｅｓｍｉｎ 和 ｍｙｏｓｉｎ 的流式细胞仪检测。 胰蛋白酶消化后制备细胞
悬液，１５００ ｒ／ｍｉｎ（离心机半径１５畅２ ｃｍ）离心 ５ ｍｉｎ，去上清液；ＰＢＳ 重悬细胞，１５００ ｒ／ｍｉｎ（离心机半径 １５畅２
ｃｍ）离心 ５ ｍｉｎ；４％多聚甲醛室温固定细胞 ４５ ｍｉｎ，１５００ ｒ／ｍｉｎ（离心机半径 １５畅２ ｃｍ）离心 ５ ｍｉｎ；ＰＢＳ重悬细
胞，１５００ ｒ／ｍｉｎ（离心机半径 １５畅２ ｃｍ）离心 ５ ｍｉｎ；用含 ０畅１％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ唱１００ 的 ＰＢＳ 重悬细胞，常温放置
１５ ｍｉｎ，１５００ ｒ／ｍｉｎ（离心机半径 １５畅２ ｃｍ）离心 ５ ｍｉｎ；分别向两个离心管中加入 ＦＩＴＣ 标记的小鼠抗犬
ｄｅｓｍｉｎ 和 ｍｙｏｓｉｎ单克隆抗体，室温孵育 １ ｈ，加 ＰＢＳ至１ ｍｌ，并 １５００ ｒ／ｍｉｎ（离心机半径 １５畅２ ｃｍ）离心５ ｍｉｎ，
弃上清；１ ｍｌ ＰＢＳ重悬，上机检测。

２畅上皮细胞原代培养：（１） ｉ３Ｔ３ 滋养层细胞的制备：在已形成单层 ３Ｔ３ 细胞的培养皿中加入１０ ｍｇ／ｍｌ
的丝裂霉素溶液 ５ ｍｌ，置于３７ ℃、５％ ＣＯ２ 、饱和湿度细胞培养箱４ ｈ，使 ３Ｔ３细胞丧失分裂增殖能力（ｉ３Ｔ３），
即可作为口腔黏膜细胞的滋养层细胞使用。

（２）上皮细胞原代培养：取先前取好的上皮组织，０畅２５％氯霉素溶液漂洗数次约 ２０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 冲洗 ３ 次；
使用眼科剪剔除皮下组织，然后剪成１ ｃｍ×２ ｍｍ的方条状组织，转移至盛有 １０ ｍｌ ｄｉｓｐａｓｅ唱Ⅱ离心管中，４ ℃
冰箱过夜消化或 ＣＯ２ 培养箱 ３７ ℃消化 ２ ｈ。 次日取处理好的组织 ＰＢＳ冲洗３遍，使用两把纤维镊子撕取上
皮组织，弃去上皮下组织。 将黏膜上皮剪碎放入胰酶溶液，在 ３７ ℃下振荡消化１５ ｍｉｎ，加入含胎牛血清的
ＤＭＥＭ，终止胰酶作用；滤出细胞悬液。 以 １５００ ｒ／ｍｉｎ（离心机半径１５畅２ ｃｍ）离心 ５ ｍｉｎ，去除上清液，加 ＰＢＳ
６ ｍｌ，摇匀，再以相同转速离心 １次，去上清液，分别接种于含被丝裂霉素抑制后的 ３Ｔ３ 细胞（ ｉ３Ｔ３）的培养皿
中。 并加入 ＫＳＦＭ培养液和含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 各 ４ ～５ ｍｌ。 放入 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 、饱和湿度细胞培养
箱。 接种后第 ４天换培养液，以后每 ２ ｄ换液 １次。

（３）免疫荧光检测表皮细胞特异性标志蛋白表达：取第一代细胞行上皮细胞特异性抗原免疫荧光检测。
使用前述的 ＡＤＳＣｓ细胞免疫荧光方法检测 ＡＥ１／ＡＥ３的表达情况。 使用 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 衬核，并在暗光下荧
光显微镜下检测。

（４）流式细胞仪检测表皮细胞特异性抗原表达率：取第一代细胞约（２ ～４） ×１０６ 个，行 ＡＥ１／ＡＥ３ 单克隆
抗体的流式细胞仪检测。 方法如前所述。
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结　　果

一、ＡＤＳＣｓ诱导成肌结果
１畅光镜下细胞形态记录：ＡＤＳＣｓ原代培养 ４８ ｈ后可观察到少量贴壁细胞，７２ ｈ可见更多细胞贴壁并呈

现“集落样生长”（图 １）。 诱导前及空白组培养 １周的 ＡＤＳＣｓ细胞光镜观察可见细胞呈短梭形，高倍光镜下
可见细胞分布均匀、形态较一致（图 ２，３）。 诱导 ３ 周的 Ａ组细胞观察，可见“成肌细胞”在第 ３ 周时较前增
多，细胞初步呈现漩涡状生长（图 ４），同时期 Ｂ组细胞变化不大（图 ５）；诱导 ４周的 Ａ组细胞观察可见光镜
下细胞漩涡状生长更明显，并呈现成肌细胞的“多核化现象”（图 ６）。

　　２畅流式细胞仪 ＡＤＳＣｓ细胞鉴定：取培养至第 １ 代处于对数生长期细胞行干细胞相关指标 ＣＤ９０ 鉴定，
行 ＣＤ３４鉴定排除造血干细胞污染，结果显示：高表达 ＣＤ９０ 和 ＣＤ１０５，表达率为 ９４畅２％和 ９０畅７％；ＣＤ３４ 表
达率为 ０畅６％，可认为无表达此标志，该结果与文献符合［５］ （图 ７ ～９）。
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　　３畅免疫荧光检测实验各组 ＡＤＳＣｓ细胞成肌细胞特异性抗原表达结果：培养２８ ｄ 的 Ｂ组，成肌细胞特异
性抗原 ｄｅｓｍｉｎ和 ｍｙｏｓｉｎ均呈阴性表达，与阴性对照成纤维细胞类似（图 １０，１１）；诱导组 Ａ组细胞可在第 １４
天可检测到 ｄｅｓｍｉｎ和 ｍｙｏｓｉｎ 的荧光表达，在第 ２１ 天 ｄｅｓｍｉｎ 和 ｍｙｏｓｉｎ的荧光表达率和荧光感光度明显增强
（图 １２，１３），第 ４周时达到峰值（图１４，１５）；Ｂ组则是在第 １４天及更长的培养时间均未检测到 ｄｅｓｍｉｎ和ｍｙ唱
ｏｓｉｎ的荧光表达（图 １６，胞核因 ＰＩ染色呈红色荧光）。

　　４畅流式细胞仪检测实验各组 ＡＤＳＣｓ细胞成肌细胞特异性抗原表达率：诱导前细胞 ｄｅｓｍｉｎ 和 ｍｙｏｓｉｎ 的
阳性表达率分别为 １畅８％和 １畅２％（图 １７）；Ａ组在诱导的 ２１ ｄ时 ｄｅｓｍｉｎ和 ｍｙｏｓｉｎ达到 ４０畅２％和 ４５畅４％（图
１８）；在诱导的 ２８ ｄ时 ｄｅｓｍｉｎ和 ｍｙｏｓｉｎ 达到峰值为 ５９畅４％和 ５６畅１％（图 １９）；Ｂ 组在培养７ ｄ以及更长的时
间时 ｄｅｓｍｉｎ和 ｍｙｏｓｉｎ表达率一直维持在 １畅８％和 １畅２％左右。
二、上皮细胞原代培养及鉴定结果
１畅黏膜上皮细胞原代培养 ７２ ｈ后可观察到少量贴壁（图 ２０）。 取培养 １０ ｄ的黏膜上皮细胞光镜观察

可见细胞呈圆形或类圆形，ｉ３Ｔ３细胞被上皮细胞挤到周围，４０ 倍光镜下可见细胞分布均匀、形态较一致，呈
铺路石样，高倍镜下见细胞呈类圆形、单核（图 ２１）；培养 ２０ ｄ能达到全皿 ８０％左右。

２畅上皮细胞的细胞免疫荧光鉴定：通过免疫荧光染色并利用激光扫描共聚焦显微镜观察 ＡＥ１／ＡＥ３ 表
达，结果可见获得的细胞表达 ＡＥ１／ＡＥ３阳性，细胞质见绿色荧光 （胞核因 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色呈蓝色荧光）
（图 ２２ ～２５）。
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　　３畅上皮细胞的流式细胞仪鉴定：取培养至第 １代处于对数生长期细胞行细胞相关指标 ＡＥ１／ＡＥ３ 鉴定，
以不加一抗的细胞做空白对照组，结果显示：前者高表达 ＡＥ１／ＡＥ３，表达率为 ８７畅１％；而后者表达率较低，仅
为 ２畅６％；该结果与文献符合［６］ （图 ２６，２７）。

讨　　论

在组织工程和细胞治疗研究领域，胚胎干细胞（ＥＳＣ）由于来源有限而且受伦理道德问题困扰，目前不具
有临床应用的可行性

［６唱７］ 。 在临床应用性较好的成体干细胞中，骨髓干细胞（ＢＭＳＣ）是研究的热点，已经应
用于多种疾病的治疗中

［７唱８］ 。 自从 ２００１ 年 Ｚｕｋ 等［９］
首次报道在成体脂肪中发现干细胞以来，ＡＤＳＣｓ 就开始

成为另一个希望所在。 研究发现 ＡＤＳＣｓ具有和 ＢＭＳＣ相似的形态、生长特性、分子表型和多向分化能力，且
脂肪组织与骨髓均来自于胚胎中胚层，并且都含有支持成熟组织的基质成分。 ＡＤＳＣｓ 还具有免疫抑制的特
性，这使其没有免疫排斥风险，可以用于自体移植、同种异体移植和异种移植［１０］ 。 从取材来源说，ＢＭＳＣ 来
源有限，每个成人只能抽取 １０ ～２０ ｍｌ骨髓，抽取骨髓创伤大，给患者造成痛苦，其广泛应用受到限制；而常
规抽脂术获取的每 ２５０ ～５００ ｍｌ脂肪中含有已超过１ ×１０９

个干细胞
［１１］ 。 国外多项研究已证实：脂肪来源的

干细胞具备向多种细胞分化的潜能，已经通过实验证明其具有向成骨、神经、软骨和肌细胞转化的能力［１２］ 。
这也是本课题选用该细胞作为种子细胞的原因。
本实验取犬皮下（腹股沟处）脂肪组织，原代培养时采用宋小飞等［５］的纯化培养，实验中剔除血管等其

他组织，保证了原代培养的细胞杂质细胞较少。 本实验选用了三种表面标志：ＣＤ１０５、ＣＤ９０ 和 ＣＤ３４。 众所
周知，ＣＤ３４ 为造血干细胞表面标志，ＣＤ９０ 为国外文献报道的 ＡＤＳＣｓ 表达较高的表面标志［１３］ 。 实验结果显
示 ＣＤ３４低表达，ＣＤ９０高表达，结果与国外文献类似［１０］ 。
本实验参照 Ｒａｎｇａｐｐａ 等［１４］的方法采用浓度为 １０ μｍｏｌ／Ｌ的 ５唱ａｚａ 诱导培养 ４ 周后进行免疫细胞化学

鉴定，结果表明：在第 １４天诱导组细胞可检测到肌细胞特异性蛋白 ｄｅｓｍｉｎ和 ｍｙｏｓｉｎ的荧光表达，在第 ２１ 天
ｄｅｓｍｉｎ 和 ｍｙｏｓｉｎ的荧光表达率和荧光感光度明显增强，第 ４ 周时达到峰值；空白对照组未检测到 ｄｅｓｍｉｎ 和
ｍｙｏｓｉｎ的荧光表达。 流式细胞仪的鉴定进一步证明了该结果。
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上皮细胞培养方面经验介绍如下：本实验前期实验中多次使用犬包皮组织，发现犬包皮组织生长有透
明细硬毛，ｄｉｓｐａｓｅ唱Ⅱ ４ ℃消化过夜处理后表皮组织呈絮状，按原代培养步骤最后未及细胞结构，故改用犬口
腔黏膜上皮。 表皮培养较其他细胞培养难，需注意以下几点：（１）整个上皮原代培养对无菌要求较高，各个
步骤均应严格遵循无菌操作规则，这主要包括实验室以及使用的仪器设备的无菌和操作过程尽力避免细胞
培养液中细菌浓度超标。 （２）前期实验使用无饲养层的空皿培养，首先细胞贴壁困难，贴壁成功的实验细胞
生长非常慢，生长至 １个月时仍未达到 １００ ｍｍ培养皿的 ５０％，多次培养结果一致；后改用含 ｉ３Ｔ３ 饲养层的
培养皿培养，细胞生长繁殖能力明显增加；但较其他细胞（如成纤维细胞，ＡＤＳＣｓ 等）上皮细胞生长较缓慢，
原代需培养 ２０ ｄ方能达到 １００ ｍｍ培养皿的 ８０％左右，传代后生长速度明显加快，一般 １０ ｄ就能达到 １００
ｍｍ培养皿的 ８０％；一开始呈小集落样生长，后向周围生长扩散，最后长满全皿。 （３）上皮细胞贴壁紧密，消
化处理需时间较长。 多次传代中需使用细胞刷等仪器辅助细胞脱壁。 （４）培养基选择建议使用含有 １∶１的
ＫＳＦＭ与 ＤＭＥＭ培养基。 细胞鉴定采用国际上上皮类组织比较常用的 ＡＥ１／ＡＥ３来鉴定，荧光及流式结果让
人满意。 总之，本实验通过诱导培养获得成肌细胞，通过原代培养获得上皮细胞，可为组织工程化尿道修复
提供可靠的种子细胞。
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