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摘要 目的：筛选适合充当组织工程皮肤的种子细胞，比较原代培养的人原代上皮角质形成细胞和永生化的上皮角质形成细胞

HaCaT 的增值能力。方法：将两种细胞（小儿包皮环切术后的组织培养表皮角质形成细胞，永生化的上皮角质形成细胞 HaCaT），

分别接种于 96 孔板，通过 MTT 检测细胞 1，3，5，7，9，11 天的生长情况；当两种细胞融合至 60%时分别取 1×106 个细胞，通过流

式细胞检测细胞的周期。结果：永生化的上皮角质形成细胞 HaCaT 每隔一天即可传代一次，原代上皮角质形成细胞每 3 天传代一

次；细胞周期：永生化上皮角质形成细胞 HaCaT 的 G1 期和 S 期的比例高于原代上皮角质形成细胞。生长曲线：MTT 检测两种细

胞 1,3,5,7,9,11 的生长情况，永生化的上皮角质形成细胞 HaCaT 的生长速度明显高于原代上皮角质形成细胞。结论：永生化上皮

角质形成细胞 HaCaT 的增殖能力要高于原代培养的上皮角质形成细胞。
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ABSTRACT Objective: To compare proliferation capacity of human primary keratinocytes and immortalized epiderm cell line

HaCaT. Methods: Getting normal skin biopsy samples (sampleswere obtained from foreskin circumcision) to culture keratinocytes,
immortalized epidrem cell line Hacat, two kinds of cells were seeded in 96 well plates, cells growth curve were detected by MTT, when
two kinds cells mixed 60% taking 1× 106 cells by flow cytometry to detect cell cycle. Results: Immortalized epiderm cell line Hacat can
be passaged once every other day, human primary keratinocytes can be passaged every three days. Cell cycle: immortalized epiderm
HaCat G1 phase and S phase was higher than primary keratinocytes. Growth curve: MTT detected two kinds cells 1,3,5,7,9,11 growth
situation, immortalized epiderm cell line HaCat grow faster than primary keratinocytes. Conclusion: Immortalized epiderm HaCat
proliferation ability better than primary keratinocytes.
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前言

随着组织工程学的发展，用人表皮角质形成细胞构建的组

织工程皮肤已经注册成产品，并且利用体外构建的皮肤模型进

行刺激性和腐蚀性检测也取得很大的进展.但是原代的上皮角

质形成细胞获取困难，培养周期长，增殖缓慢；而永生化的上皮

角质形成细胞 HaCaT 具有无限增值的能力，获取容易，培养简

单，增殖快。我们拟比较原代的上皮角质形成细胞和永生化的

上皮角质形成细胞 HaCaT 的增殖能力，为以后体外进行化妆

品，药品等检测模型奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

小 儿 包 皮 环 切 术 后 的 组 织 。 K-SFM（Keratinocyte
Serum-Free Medium，GIBCO 公 司）DMEM (GIBCO 公 司 )，
0.25%胰酶（Sigma 公司）0.2%EDTA(Sigma 公司)。MTT（Sigma
公司）。
1.2 方法
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1.2.1 人的原代角质形成细胞的分离培养[1] 取新生儿包皮或青

少年包皮环切术后组织，处理前用 75%乙醇浸泡半分钟；将包

皮组织转入培养皿中，用加入抗生素的 PBS 清洗，再用眼科剪

和眼科镊去除皮下组织，将组织用手术刀切割为 2mm×10mm
的条状，用 4.5u/ml 的 Dispase4℃消化 18 小时。将表皮与真皮

分离，收集表皮，用 0.25%胰酶消化 10 分钟，反复吹打以获得

单细胞悬液，待细胞离心后加入角质形成细胞培养基 K-SFM，

当原代细胞长满 70%-80%时，用 0.25%胰酶消化传代。
1.2.2 永生化的上皮角质形成细胞的培养[2] 永生化的上皮角质

形成细胞 HaCaT（购自武汉大学细胞典藏中心）用含 10%的胎

牛血清的 DMEM 培养，细胞长满 70%-80%时用 0.25%的胰酶

消化传代。
1.2.3 人原代上皮角质形成细胞的周期检测[3]

取第二代人上皮角质形成细胞，在 75cm2 培养瓶中待细胞

长满至 70%，流式细胞仪检测细胞周期，并分析检测结果。
1.2.4 永生化的上皮角质形成细胞 HaCaT 的周期检测[3]

将传代后的细胞接种在 75cm2 的培养瓶中待细胞长满至

70%，流式细胞仪检测细胞周期，并分析检测结果。
1.2.5 原代上皮角质形成细胞生长曲线的测定[2]

取第二代人上皮角质形成细胞，将细胞消化，制备成单细

胞悬液，用计数板计数，调整细胞悬液浓度为 1×104cells／ml，
接种于 96 孔板，每孔 4000 个细胞，用 MTT 的方法检测

1,3,5,7,9,11 天细胞的生长情况。
1.2.6 永生化的上皮角质形成细胞 Hacat 生长曲线的测定[2]

将消化好的细胞，制备成单细胞悬液，用计数板计数，调整

细胞悬液浓度为 1×104cells／ml，接种于 96 孔板，每孔 4000
个 细 胞 ， 用 和 上 皮 角 质 形 成 细 胞 相 同 的 检 测 方 法 检 测

1,3,5,7,9,11 天细胞的生长情况。

2 结果

2.1 第二代上皮角质形成细胞的生长状态观察和永生化上皮

角质形成细胞 HaCaT 的生长状态观察

培养的上皮角质形成细胞处于良好的生长状态，细胞为多

角形，长满后呈现典型的铺路石样，细胞每 3 天可以传一代。永

生化的上皮角质形成细胞 HaCaT 生长较快，和上皮角质形成

细胞的相比形态相似，也为多角形，长满后也会形成典型的铺

路石状，细胞每隔一天就可传代一次。

2.2 原代上皮角质形成细胞和永生化的上皮角质形成细胞 Ha-
CaT 的周期检测结果的比较

2.3 原代上角质形成细胞和永生化的上皮角质形成细胞 Ha-
CatT 生长曲线的比较

图 4 上皮角质形成细胞和永生化表皮细胞 HaCaT 的生长

曲线

Fig.4 Keratinocytes and immortalized epiderm cell line HaCaT
growth curve

3 讨论

长久以来，药物、化妆品等的安全性或有效性检测中都是

以小动物为实验对象，但是利用动物得到的检测结果具有很大

的差异，用于人体的化妆品用动物来检测其安全性，其结果本

身就不令人信服。但是进行人体实验 ，干扰因素大，志愿者少。
由于动物保护组织呼声的加强，欧洲议会与欧盟理事会已经达

成协议，决定从 2009 年起在欧盟范围内禁止在动物身上进行

化妆品的检测实验，也不允许成员国从国外进口和销售违反上

述禁令的化妆品[4]。
1994 年法国 SkinEthic 实验室与 L'Oréal 合作成功构建了

表皮模型 Episkin Model[5]利用此模型检测化学物质的皮肤毒

性，结果表明，其在检测的灵敏度、特异性和准确性等方面都接

近，甚至高于动物实验. 2000 年构建的 EpiDermTM[6]来进行皮肤

腐蚀性的检测，后来美国将该模型注册为 EpiDermTM 检测模型,
随后，相继又出现了许多皮肤检测模型，为取代动物实验奠定

了基础[7-9]。
这些检测模型都是利用的人原代的上皮角质形成细胞构

建的体外检测模型，但是上皮角质形成细胞获取较困难，培养

周期较长，细胞的稳定性难保证，用于细胞培养的培养基价格

昂贵；永生化的上皮角质形成细胞 HaCaT 具有无限增殖的能

力，获取容易，培养简单，稳定性好，培养基的价格低廉，并且与

上皮角质形成细胞具有相似的生物学特征[10]。通过上述的比较

我们发现永生化的上皮角质形成细胞 HaCaT 的生长速度快，

增值能力高于原代上皮角质形成细胞，为以后构建含永生化的

上皮角质形成细胞 HaCaT 组织工程皮肤检测模型来替代动物

实验进行化妆品，药品等物质奠定了基础，并且能保证模型的

稳定性，缩短检测周期，提高检测效率。
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