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抗氧化剂对皮肤角质细胞体外寿命的影响

周 燕 欧阳安力 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 考察了抗氧化剂对鼠角质细胞体外培养寿命的影响。实验发现在角质细胞的体外培养过程中添加抗氧

化剂有利于延长细胞的寿命，其中效果最好的是巯基乙醇，其次为过氧化氢酶和 ,GH，但在体外培养过程中，角质

细胞生长速率仍然逐渐下降。实验还发现，添加抗氧化剂可在一定程度上提高角质细胞的克隆形成率，减缓细胞

衰老速率。同时，通过考察鼠表皮角质细胞衰老动力学，获得了对应于不同抗氧化剂的细胞衰老动力学常数。

关键词 角质细胞，抗氧化剂，体外寿命，细胞衰老

中图分类号 I"!4J! 文献标识码 6 文章编号 !%%%34%5!（$%%$）%#3%54%3%7

大面积烧伤病人及皮肤病患者的临床治疗对皮

肤组织的需求一直很大，但临床上能够获得的供体

皮肤组织十分有限，组织工程的发展为解决这一问

题开辟了美好的前景。!&F# 年 82--A 等人首先培养

成功人工皮肤组织［!］，并用于皮肤缺损患者的治

疗［$ K 4］，成为烧伤治疗领域里的一个里程碑。现在

已有公司开发出了商品化的皮肤组织［7］，这些皮肤

都是由皮肤细胞和不同的基质材料构成，构建皮肤

组织时需要大量的成纤维细胞和角质细胞等种子细

胞，所以皮肤种子细胞的培养是当前皮肤组织工程

中一个十分重要的研究课题。经过几十年的发展，

成纤维细胞的培养技术已经日臻完善，但角质细胞

培养仍然是一个难题，这是由角质细胞的特性所决

定的。角质细胞是一种定向干细胞［#］，很容易分化，

而且寿命很短。文献报道，氧化损伤是加速细胞衰

老的一种重要机理，但具体添加抗氧化剂对皮肤角

质细胞体外寿命有何影响尚未见报道。

! 材料与方法

!"! 原代角质细胞的分离［#］

取新生 !E 的 ,E 小鼠皮肤，用含有 $%%DL0M 庆

大霉素的 NO, 清洗 4 遍，F#P酒精清洗 $ 遍，再用

NO, 清洗 $ 遍。将皮肤组织加入到 $%%DL0M 的中性

蛋白酶（,>Q0;）中（中性蛋白酶的量约为被消化皮肤

组织体积的 4 倍），7R下消化 !"S，使真皮和表皮分

离，然 后 将 表 皮 剪 碎，用 %J$#P 的 胰 酶（,>Q0;）L
%J%$P =H96（胰酶L=H96 消化液的体积大约为被消

化组织体积的 4 倍）作用 !%0>A，并用等量的小牛血

清中和胰酶活性。!#% 目筛网过滤，除去皮肤碎块。

$%%%2L0>A 离心 #0>A，倒去上清，NO, 清洗 $ 遍，加入

角质细胞培养基。

!"$ 角质细胞培养基

基础 培 养 基 为 TUHO!#4，补 加 !%AQL0M =8:
（T-2CV），#!QL0M 胰 岛 素，%J7!QL0M 氢 化 可 的 松，

!0QL0M 转铁蛋白，! W !%X #0()LM 乙醇胺，$%%DL0M 庆

大霉素。为了考察抗氧化剂的影响，分别在开始时

向培 养 基 中 添 加 !%% DL0M 过 氧 化 氢 酶，#% DL0M
,GH，# W !%X #0()LM 巯基乙醇（如无特殊说明，试剂均

购自 ,>Q0;）。

!"% 细胞培养传代［#］

当细胞生长到 5%P K F%P融合时用胰酶L=H96
进行消化，当细胞变圆、脱落后加入等量小牛血清中

和胰酶活性，用 $%%%2L0>A 的速度离心 #0>A 后倒去

上清，NO, 清洗 $ 遍，加入培养基。细胞接种量为 $
W !%7 C-))@LC0$，每个 $#C0$ 的培养瓶（+Y+U）中加培

养基 #0M，在 4FR、#P UG$ 的培养箱（Z=’UG）中培



养，每 ! 天换液 " 次。

!"# 细胞 $%（$&’()*+,&- .&(/),-01）的测定

细胞计数通过血球计数板来完成，每代末期的

#$（集落倍增数）是通过公式

#$ % &’()
培养后的总细胞 * 不能形成克隆的细胞( )总克隆数

来计算。实验结果是 ! 次相互独立实验的平均值。

寿命的延长比例 %（#$+,-.’/.0+,- * #$1’,-2’&）3#$1’,-2’&

!"2 克隆形成率

细胞用 " 4 "5! 16&&7389 的接种密度接种到 :;
孔板中，每孔 5<=89，培养末期计数克隆数。克隆形

成率 % 克隆数3接种量 4 "55>，每 "5 个以上的细胞

为一个克隆。实验结果是 ! 次相互独立实验的平均

值。

!"3 456!6半乳糖苷酶染色

衰老的角质细胞可以通过!?半乳糖苷酶染色阳

性来判别［@］。在每代的培养末期，细胞用 #AB 缓冲

液洗 ) 遍，然后在室温下用 !>的福尔马林固定 ! C
=8.,。再用 #AB 缓冲液和双蒸水清洗，加入新鲜配

制的 BD?!?半乳糖苷酶染色液："8(389 E?F+&（#2’?
86(+），:588’&39 柠 檬 酸，") 88’&39 磷 酸 钠，

= 88’&39 亚铁氰化钾，= 88’&39 铁氰化钾，"=5 88’&3
9 氯化钠，) 88’&39 氯化镁，在 !@G下过夜。计数细

胞中蓝色细胞的比例，每个样品中最少计数 @55 个

细胞，衰老细胞的比例就是蓝色细胞的比例。实验

结果是 ! 次相互独立实验的平均值。

7 结果和讨论

7"! 抗氧化剂对角质细胞体外培养的影响

从图 "（+）中可以发现角质细胞培养过程中添

加抗氧化剂有利于细胞增殖。原代培养中，这种作

用不明显，但随着体外培养时间的延长，抗氧化剂的

作用就逐渐表露出来。和对照组相比，添加了抗氧

化剂的实验组，细胞增殖倍数明显增加。在实验中，

巯基乙醇是最利于细胞生长的，其次是过氧化氢酶，

然后是 BH$。细胞在培养的前 ! 代都还实现了增

殖，但第 : 代细胞已经是负增殖。由于 #$ 是从细

胞分裂次数的角度考察细胞寿命的一个指标，因此

图 "（I）中出示了抗氧化剂对角质细胞 #$ 的影响。

通过和对照组比较，可以发现在体外培养过程中，添

加抗氧化剂后均在不同程度上延长了细胞寿命（表

"）。

图 " 不同抗氧化剂对角质细胞体外生长的影响

J.(K" LM6 6NN61- ’N +,-.’/.0+,-7 ’, -M6 O62+-.,’1P-67’(2’Q-M

DK F2’Q-M 1R2S6；AK TR8R&+-.S6 #$ 1R2S6

表 ! 添加不同抗氧化剂，角质细胞寿命延长的比例

8*/)9 ! 8:9 ),;961’*- ,-<=9*19（>）&; ?9=*+,-&<@+9 (-.9=
.,;;9=9-+ *-+,&A,.*-+1

D,-.’/.0+,- U621+V-’6-M+,’& T+-+&+76 BH$

9.N6?7V+, .,126+76（>） "W<! X "<! Y<! X 5<W )<W X 5<!

7"B 抗氧化剂对角质细胞体外生长速率的影响

由图 ) 可见，在体外培养过程中角质细胞的生

长速率逐渐下降，这也正是角质细胞体外培养困难

的一个体现。实验中发现，添加了抗氧化剂的实验

组，细胞生长速率都大于对照组，原代时添加了过氧

化氢酶的细胞生长最快，而传代后添加巯基乙醇的

实验组生长最快。

图 ) 抗氧化剂对角质细胞生长速率的影响

J.(K) LM6 6NN61- ’N +,-.’/.0+,-7 ’, -M6 (2’Q-M 2+-6 ’N -M6 O62+-.,’1P-6

7"# 抗氧化剂对角质细胞克隆形成率的影响

图 ! 给出了抗氧化剂对角质细胞克隆形成率的

"!W= 期 周 燕等：抗氧化剂对皮肤角质细胞体外寿命的影响



影响。每代培养结果均表明添加巯基乙醇后克隆形

成率最大。虽然添加了 !"# 的实验组，其克隆形成

率大于添加过氧化氢酶组，但得到的细胞却少于后

者，说明添加 !"# 后虽然接种细胞中具有增殖潜能

的细胞数量较多，但其增殖能力却较低。而相反，在

添加了过氧化氢酶的实验组，虽然前体细胞量少，但

每个前体细胞都具有更高的增殖潜能，或说明其前

体细胞保持了更加原始的特性。

图 $ 抗氧化剂对角质细胞克隆形成率的影响

%&’($ )*+ +,,+-. /, 01.&/2&301. /1 4%5 /, .*+ 6+70.&1/-8.+9

!"# 抗氧化剂对角质细胞衰老的影响

!:半乳糖苷酶染色是目前比较通用的一种判定

细胞衰老的方法。如图 ; 所示，在培养过程中添加

了抗氧化剂后，衰老细胞的比例小于对照组，这说明

添加了抗氧化剂后，细胞的衰老受到了一定的抑制，

因而可以获得更多的细胞增殖倍数。

接下来我们又研究了角质细胞衰老动力学，将

细胞的衰老比例和细胞的 <# 进行关联，实验结果

如图 = 所示。发现原代细胞传代后，衰老细胞的比

例和 <# 几乎成线性关系，说明每个 <# 中衰老细胞

的比例基本保持恒定。拟合得到的直线的斜率就是

; 种条件下的角质细胞衰老动力学常数，>?+7-0@./+.*01/A

B CDE（F）G<#，>-0.0A09+ B HD;（F）G<#，>!"# B HDI（F）G
<#，>-/1.7/A B JDK（F）G<#，由此可以定量说明抗氧化

剂对减缓角质细胞衰老速率的影响及其程度。

代谢过程中氧自由基积累是造成细胞衰老的一

个重要原因，!&..A+ 等人发现在衰老过程中有氧自由

基积累［J］；L/1 M’A&1&-6& 等人发现当细胞生长在高氧

浓度下时，细胞复制过程中端粒酶的缩短速率大大

增加，即当细胞生长在这种环境中时它的衰老速率

大大加快［EN］。本文发现抗氧化剂能减缓细胞衰老

速率，可能正是因为抗氧化剂在一定程度上抑制了

端粒酶的缩短速度。前期实验证明，当将角质细胞

图 ; 抗氧化剂对细胞衰老的影响

%&’(; )*+ +,,+-. /, 01.&/2&301.9 /1 .*+ -+AA 0’&1’

图 = 角质细胞体外衰老比例和 <# 的关系

%&’(= )*+ 7+A0.&/19*&@ O+.P++1 .*+ 9+1+9-+1. 6+70.&/1-8.+

@+7-+1.0’+ 013 <#

在低氧浓度下进行培养时，能显著延长细胞寿命，同

时增殖了更多的倍数［EE］。本文实验结果进一步证

实，在角质细胞体外培养过程中，氧化损伤是加速细

胞衰老的一个重要因素。添加抗氧化剂在一定程度

上延缓了角质细胞的衰老，细胞增殖了更多的倍数。

由于目前几种商品化的角质细胞无血清培养基，均

没有添加适当的抗氧化剂，本文结果提示在角质细

胞无血清培养基研究和优化过程中有必要添加巯基

乙醇等一类抗氧化剂。
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欢迎订阅《生物技术通讯》

《生物技术通讯》是军事医学科学院生物工程研究所主办的关于生物技术的中央级专业性学术刊物（国内统一刊号 X4AA1
C??F‘a，国际标准刊号 2554 A@@R1@@@?），是国家科技部中国科技论文统计与分析源期刊、中国学术期刊综合评价数据库来源期

刊。本刊主要报道生物技术（生物工程）及所有相关学科领域的最新科研成果与进展。主要栏目有：研究报告、技术方法、研

究简报、专论、综述、论坛、讲座、经验交流等。读者对象主要为从事生物技术及其在生物医学、工业、农业、环保等领域应用的

科研、教学、管理人员，大专院校相关专业师生及有关工程技术人员，以及其他对生物技术感兴趣的人员。欢迎订阅、欢迎供

稿、欢迎刊登广告。

《生物技术通讯》为大 AF 开本双月刊，V@ 页高档轻涂纸印制，每期定价 A@ 元，全年 F@ 元。国内外公开发行，国内邮发代

号：V?1ARF，国外发行代号：U(ACBB。编辑部办理邮购业务。

邮政编码：A@@@DA，地址：北京丰台东大街 ?@ 号
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BBF! 期 周 燕等：抗氧化剂对皮肤角质细胞体外寿命的影响


