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钙离子对鼠角质细胞生长和分化的影响

于海强 周 燕 华 平 谭文松"

（华东理工大学生物反应器工程国家重点实验室，上海 $%%$4F）

摘 要 利用无血清培养基培养角质细胞，研究了 G;$ H 对鼠角质细胞生长和分化的影响。实验结果表明，培养基

中钙离子最佳浓度为 %I$00()JK。在此浓度下，细胞克隆形成率达到 !%I"L，细胞的贴壁率达到 $"IFL，细胞的分

化比例和老化比例分别为 #I7L和 $5I4L；当 G;$ H 浓度达到 %I500()JK 以上时，则会引起角质细胞显著的分化和老

化。
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皮肤组织中的角质细胞是一种定向干细胞，在

体外培养过程中很容易发生分化和衰老，导致体外

寿命很短，因此如何在体外大量扩增具有活性和功

能的角质细胞一直是皮肤组织工程中亟待解决的课

题。表皮细胞中的钙离子梯度（基底层最低，颗粒层

最高）说明钙离子对角质细胞的生长和分化起了重

要的调节作用［!］。许多学者发现钙离子是人角质细

胞发生分化的必要条件，参与许多分化过程，例如角

质细胞的层化、桥粒的组装以及转谷氨酰氨酶的活

化。早在 !&"4 年 ,/-N-A 等人研究发现培养基中的

钙离子浓度高于 %I400()JK 时将会抑制人角质细胞

的增殖以及会诱导人角质细胞发生终端分化［$］。但

钙离子对鼠角质细胞生长、分化以及老化的影响却

未曾报道过。本文从细胞贴壁率、克隆形成率、细胞

的分化、增殖倍数和老化方面考察了 G;$ H 对鼠角质

细胞生长、分化、扩增以及老化的影响。

! 材料与方法

!"! 原代角质细胞的分离

小鼠皮肤原代角质细胞的分离按文献［4］方法。

所得 原 代 细 胞 以 !I% O !%# C-))@J0K 的 密 度 接 种

$#C0$ 培养方瓶（+P+G）中。每瓶（+P+G）加液 #0K，

在 4FQ、#L GR$ 的培养箱（S=’GR）中培养，每 4 天

换液 ! 次。

!"# 细胞传代培养

当细胞长满方瓶底面积的 F#L时，加入 !I#0K
的 %I$#L胰酶进行消化。当细胞变圆、脱落后加入

等量小 牛 血 清 终 止 胰 酶 活 性。细 胞 悬 液 用 $%%%
2J0>A的速度离心 #0>A 后倒去上清，TU, 清洗 $ 遍，

加入无血清培养基。该角质细胞无血清培养基以

VGWU!#4 为基础培养基，添加 $%%DJ0K 庆大霉素和

!%AXJ0K =8:（V-2CY），#!XJ0K 胰岛素，%I7!XJ0K 氢

化可的松，!0XJ0K 转铁蛋白和 ! O !%Z #0()JK 乙醇胺

（如无特殊说明，试剂均购自 ,>X0;）。

!"$ 细胞贴壁率测定

细胞以 4 O !%# C-))@J0K 的密度接种到 &5 孔板

（+P+G）中，每孔加液 %I$0K，$7[ 后计游离细胞数，

计算贴壁率。贴壁率 \（接种细胞数3游离细胞数）J
接种细胞数 O !%%L，取 4 组实验数据的平均值。

!"% 克隆形成率测定

细胞以 %I" O !%4 C-))@JC0$ 的密度接种到含有 %、

%I$、%I5、!I%00()JK G;$ H 浓度的方瓶（+P+G）中，培

养末期计数克隆数目，每 !% 个以上的细胞为一个克

隆，实验结果为 4 个 ! C0$ 的方瓶底面积上所形成

的克隆数目的平均值。克隆形成率 \ 克隆数J接种

量 O !%%L。

!"& 角质细胞分化的测定［#］

角质细胞的终端分化可以通过角质化衣壳（G(3



!"#"$% $!&$’()*）所占总细胞的比例来测定，这种角质

化的衣壳对十二烷基磺酸钠（+,+）和二硫苏糖醇

（,--）的混合溶液有耐抗性。细胞培养末期，胰酶

消化、计数各个 ./0 1 浓度下的细胞总量，然后在各

离心管中加入 234 含有 56 +,+、0733(’84 ,-- 的

9:+ 溶液，;7<水浴中加热 573"!，离心、计数，最终

得到各 ./0 1 浓度下的角质化衣壳个数。角质细胞

的终端分化比例 = 角质化衣壳个数8总细胞数目 >
5776。

!"# 角质细胞老化的测定

角质细胞的老化可以通过!?半乳糖苷酶染色法

来测定［@］。发生老化的细胞能够在胞内产生!?半乳

糖苷酶，这种酶能与染色液中的!?半乳糖苷呈阳性

反应，在显微镜下观察呈绿色。不同 ./0 1 浓度下培

养细胞先用 9:+ 洗 0 次，A6甲醛固定，然后再用含

有 533(’84 BC.’0 的 9:+ 洗 5 次，最后加入 +D?!?C/’
染色 液（52733(’84 E/.’，033(’84 BC.’0，233(’84
F$（.E）0，@733(’84 柠檬酸，53C834 2?溴?@?氯?A?吲
哚?,?半乳糖苷），AG<下过夜。0@H 之后在显微镜下

观察计数，每次至少数 277 个细胞，染色呈阳性的细

胞在显微镜下观察呈绿色。老化细胞比例 = 阳性细

胞数目8总计细胞数 > 5776。

$ 结 果

$"! %&$’ 对角质细胞形态的影响

以 7IJ > 57A K$’’*8 K30 细胞密度接种角质细胞

至不同钙离子浓度的培养基中，每隔 0% 换液 5 次，

培养 L % 后，观察其形态并利用相差显微镜进行拍

照。实验发现 ./0 1 浓度对角质细胞形态有较明显

的影响，当培养基中 ./0 1 浓度为 5I733(’84 时，所形

成的细胞集落较小，大部分细胞的形态发生明显的

变化，细胞体积变大，细胞被拉长，呈椭圆形，这可能

是胞内产生了许多特异性的分化蛋白和胞内蛋白丝

所致（图 5,）。当培养基中 ./0 1 浓度为 7IL33(’84
时，几乎一半的细胞形态发生了明显的变化，形态变

化与上述基本相似（图 5.）。只有当培养基中 ./0 1

浓度为 7I733(’84 和 7I033(’84 时，大多数细胞的形

态保持完好，呈鹅卵石状，并且形成的细胞集落比较

大（图 5D、:）。

$"$ %&$’ 对角质细胞贴壁率的影响

实验中发现随着培养基中 ./0 1 浓度不断升高，

贴壁率也不断增加（图 0）。当培养基中 ./0 1 浓度达

到 5I733(’84 时，角质细胞的贴壁率达到 25IA6。

而培养基中不含 ./0 1 时，角质细胞的贴壁率只有

50IA6，这说明 ./0 1 能大大促进角质细胞的贴壁。

$"( %&$’ 对角质细胞克隆形成率的影响

实验结果表明钙离子浓度的变化对角质细胞克

隆形成 率 有 较 大 的 影 响（图 A）。克 隆 形 成 率 在

5I733(’84 ./0 1 浓度时为最小，只有 0I2J6，而 在

7I033(’84 ./0 1 浓度时达到最大，为 57I26。在 7 和

7IL33(’84 ./0 1 浓度下分别为 2IG6和 2I2G6。

$") %&$’ 对角质细胞增殖的影响

实验结果表明钙离子浓度对角质细胞增殖倍数

有较大的影响（图 @）。当 ./0 1 浓度为 7 和 7I033(’8
4 时，其增殖倍数分别为 5AIG 和 5LI@，而当 ./0 1 浓

度为 7IL 和 5I733(’84 时，其扩增倍数只有 JI2 和

5I7。

$"* %&$’ 对角质细胞分化的影响

通过角质化衣壳细胞比例的测定可定量了解细

胞分化的程度，实验结果表明即使在低 ./0 1 浓度（7
和 7I033(’84）下仍然产生了含角质化衣壳的细胞，

但比例较小，分别为 @I;6和 2I@6。而当 ./0 1 浓度

为 7IL 和 5I733(’84 时，含有角质化衣壳的细胞比

例明显增多，分别达到 5LIJL6和 0AIJ56（图 2），说

明高钙离子浓度促使角质细胞发生终端分化。

$"# %&$’ 对角质细胞老化的影响

!?半乳糖苷酶染色实验表明，./0 1 浓度对细胞

老化的影响很大。当 ./0 1 浓度为 7IL 和 5I733(’84
时，分别有 25IA6 和 GJI56 的细胞发生老化。当

./0 1 浓度为 7I7 和 7I033(’84 时，分别只有 5@IA6
和 0LIA6的细胞发生了老化（图 L）。

图 5 角质细胞在不同钙离子浓度下培养 L% 后的形态

F"CM5 -H$ 3(N)H(’(CO (# PH$ Q$N/P"(!(KOP$* "! PH$ 3$%"R3 S"PH

%"##$N$!P K(!K$!PN/P"(!* (# ./0 1（L %/O*）

DM7I7 33(’84 ./0 1 ；:M7I0 33(’84 ./0 1 ；

.M7IL 33(’84 ./0 1 ；,M5I7 33(’84 ./0 1 ；
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图 ! 钙离子对角质细胞贴壁率的影响
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图 6 钙离子对角质细胞克隆形成率的影响
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图 7 钙离子对角质细胞增殖倍数的影响
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图 ; 钙离子对角质细胞分化的影响
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! 讨 论

本文实验结果表明，培养基中钙离子浓度对角

质细胞有重要的影响。角质细胞的增殖调控是一个

图 < 钙离子对角质细胞老化的影响

"#$%< &’( ())(*+ ,) *-.*#/0 ,1 +’( 5(1(5*(1*( ,) 3(2-+#1,*4+(5

复杂的过程，它主要受到生长因子、细胞分化程度以

及细胞贴壁等因素的制约。=2((1 等人发现胞内

*>?@ 水平的提高可以促进皮肤角质细胞的增殖［;］。

A’#+)#(.: 等人也发现胞外钙离子浓度的变化既能促

进鼠外周淋巴细胞和肝细胞内 *>?@ 水平的提高又

能启动 BC> 的合成［<］。胞内钙离子的浓度显著降

低会抑制 BC> 和蛋白质的合成以及阻遏一些营养

大分子向核内运输。胞外钙离子的浓度太高（大于

DE600,.FG）会抑制角质细胞的增殖和诱导细胞的终

端分化，并且伴随着转谷氨酰胺酶、苞壳蛋白（ H1I
J,./*2#1）、兜甲蛋白（G,2#*2#1）的大量表达，而苞壳蛋

白、兜甲蛋白是角质化衣壳的一部分，转谷氨酰胺酶

能催化谷氨酰胺和赖氨酸之间的交联反应，最终形

成角质化衣壳［K L M］。N,1(5 等人也发现胞外钙离子

浓度提高可以促进桥粒的形成，而桥粒的形成可以

促进角质细胞的层化和终端分化［O］。本文所得克隆

形成率结果也表明一定的胞外钙离子浓度（小于

DE!00,.FG）可以促进角质细胞的增殖，当胞外钙离

子的浓度达到 PED00,.FG 时，细胞的形态呈明显的

变化，丧失了扩增能力，大部分细胞发生了层化和终

端分化。?#Q-3,［PD］等人研究发现角质细胞的老化

伴随着其端粒酶活性的丧失以及不可逆转的生长抑

制。当胞外钙离子浓度升高时，通过钙离子受体、磷

脂酶 R 等一系列级联反应，引起 H@6（三磷肌醇）水

平的升高，从而引起钙离子从内质网释放出来，胞内

钙离子浓度显著提高，最终将阻遏一些细胞周期控

制物的合成和抑制端粒酶的活性，致使细胞周期终

止在 =P 与 S 和 S 与 =! 之间，从而造成细胞的老化。

本文实验中!I半乳糖苷酶染色结果表明，胞外钙离

子浓度对角质细胞的老化有显著影响。
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S#*+,9"# E%2,0%*&0*, 公司 封底 镇江东方生物工程公司 文前彩插!
G209* 诊断公司 封二 北京五洲东方科技公司 中心彩插"
SI%$*&. 公司 封三 \61’R 公司 中心彩插#
U+2#*I" 公司 文前彩插" 宁波新芝生物科技公司 文后黑白插"
U+2#*I" 公司 文前彩插# 上海保兴生物设备公司 文后彩插"

上海中贸展览服务有限公司 文前彩插$ U+2#*I" 公司 文后黑白插#
江苏达森集团 文前彩插% 上海联环生物工程公司 文后黑白插$

上海理工大学高机公司 文前彩插& 常州三环生物工程公司 文后彩插#

<AW> 期 于海强等：钙离子对鼠角质细胞生长和分化的影响


