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Isolation and culture of human submandibular gland stem/progenitor cells

Wang Chun-yu1, 2, Huang Gui-lin1, Zhang Ni-ni1, Zhang Yue-rong1, Song Qing-gao1, Pan Guang-hua1, Fang Ning3

Abstract
BACKGROUND: Recently, scholars have verified that salivary gland cells that have adult stem cell characteristics exist in salivary
gland tissues. However, these stem cells mainly focus in animal salivary gland. There are a few studies concerning biological
characteristics of human salivary gland stem cells.
OBJECTIVE: To isolate and culture human salivary gland stem/progenitor cells in vitro, and to investigate the biological
characteristics of these cells.
METHODS: Human salivary gland stem/progenitor cells were harvested from submendubular glands of the legally abortion fetus
for monoclonal culture. Epithelial cell marker cytokeratin 19 (CK19) and Laminin were analyzed by immunohistochemistry. Surface
markers CD29, CD90.1 and CD117 expressions were detected by flow cytometric analysis. Growth curve of human salivary gland
stem/progenitor cells was drawn, and proliferation ability in vitro was evaluated.
RESULTS AND CONCLUSION: The human salivary gland stem/progenitor cells expressed intracellular Laminin and CK19. Flow
cytometric analysis results revealed that the percentage of cells positive for CD90.1, CD29 and CD117 were 99.69%, 98.83% and
67.27%. The cells had perfect ability of proliferation, clonality and passage in vitro. These indicate that these cells from fetus
submandibular glands have the characteristics of tissue stem cells.

Wang CY, Huang GL, Zhang NN, Zhang YR, Song QG, Pan GH, Fang N. Isolation and culture of human submandibular gland
stem/progenitor cells.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(45): 8464-8468.
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摘要

背景：近年来国内外学者研究证实了唾液腺组织中的确存在一类具有成体干细胞特性的唾液腺细胞，但是这类干细胞的研究

多集中在动物的唾液腺，而人类唾液腺干细胞的生物学特征研究较少。

目的：体外分离、培养人唾液腺干/祖细胞，并观察其生物学特征。

方法：从流产胎儿下颌下腺中分离、单克隆培养获得人唾液腺干 /祖细胞，应用免疫荧光染色方法检测上皮细胞标志 CK19，
Laminin的表达，流式细胞术检测CD29，CD90.1和 CD117的表达。绘制人唾液腺干/祖细胞生长曲线，评价体外增殖能力。

结果与结论：人唾液腺干/祖细胞胞浆表达上皮细胞标志 CK19及 Laminin；流式细胞术结果显示，CD90.1，CD29及 CD117
的表达率分别为 99.69%，98.83%及 67.27%；体外培养也表现出高增殖能力、克隆形成能力和较高的传代数等组织干细胞

特性。提示人胎儿下颌下腺中能分离出具有组织干细胞特性的细胞。

关键词：胎儿下颌下腺；人唾液腺干/祖细胞；分离培养；体外；生物学特征
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0 引言

唾液腺功能障碍性疾病导致的唾液分泌

障碍目前治疗效果不理想[1-2]。近年来，人们发

现在制造动物组织损伤模型的成年动物中能

分离获得成体干/祖细胞[3-7]。作者在前期的研

究中也证实了Sprague-Dawlye大鼠唾液腺成

体干细胞的存在[8-9]。但是这类干细胞的研究多

集中在动物的唾液腺，而人类唾液腺干细胞的

生物学特征研究较少。本试验以合法流产胎儿

下颌下腺作为唾液腺干细胞获取的来源，观察

人类成体干/祖细胞的生物学特征，以期为唾液

腺功能障碍性疾病的干细胞移植治疗打下基

础。

1 材料和方法

设计：体外细胞培养，免疫组织化学染色，

流式细胞学检测，细胞增殖曲线绘制。

时间及地点：于2009-09/2010-02在遵义

医学院贵州省细胞工程重点实验室完成。

材料：合法流产胎儿(8个月，♀)的下颌下

腺1例，由遵义县南白镇卫生院提供，胎儿家属

同意捐赠，符合医学伦理学要求。

主要试剂：兔抗人CK19多克隆抗体、羊抗

兔IgG-Texas Red购自Santa Cruz公司，兔抗人

层粘连蛋白多克隆抗体购自博士德公司，

CD29-PE、CD90.1-FITC、CD117-PE、小鼠

IgG1-FITC、小鼠IgG1-PE购自BD公司。
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实验方法：

胎儿下颌下腺干/祖细胞的分离和培养：无菌条

件下切取合法流产胎儿(8个月，♀)下颌下腺，

在无菌的含200 U/mL青霉素的PBS液中清洗

3次，仔细去除下颌下腺包膜、神经、血管及

结缔组织；将腺体剪成0.5~1.0 mm3大小的糊

状，加入乙二醇双 (2-氨基乙醚 )四乙酸液

30 mL，孵育37 ℃，20 min，1 200 r/min离
心5 min；弃上清液，加入含胶原酶及透明质

酸酶的消化液30 mL，37 ℃消化1 h；待细胞

从组织块中离散, 吸管轻轻吹打后，100 μm
不锈钢网过滤，收集滤液，离心1 200 r/min，
4 ℃，5 min；去上清，收集离心后的细胞，

加入标准培养液(Williams’E培养基、体积分数

10%的胎牛血清、表皮生长因子、L-谷氨酰胺、

胰岛素、地塞米松、青霉素、链霉素)混匀、

调整 细胞 密 度为 1×105~1×106 L-1接种 于

25 cm2塑料培养瓶中，待细胞融合80%后作细

胞的传代培养。

胎儿下颌下腺细胞原代培养12 d后，将培

养瓶中生长较快的细胞集落于倒置显微镜下标

记其位置；弃除原有培养液，用PBS轻轻冲洗

贴壁细胞以去除残留的培养基，于标记点加入

50 μL的0.25%胰蛋白酶-0.02%乙二胺四乙酸

液，倒置显微镜下观察集落细胞变圆，加入4 mL
标准培养液终止胰蛋白酶作用；轻轻吹打成单

细胞悬液，调整细胞浓度为1.0×105 L-1，接种

于25 cm2塑料培养瓶，37 ℃，体积分数5%的

CO2，饱和湿度条件下传代培养；培养9 d后，

将培养瓶中增殖迅速的类上皮细胞集落于倒置

显微镜下作标记，重复上面的步骤消化集落细

胞，经细胞计数，作梯度稀释，按10×103 L-1，

5×103 L-1分别接种于96孔板，37℃，体积分数

5%CO2，饱和湿度条件下培养；13 h后，倒置

显微镜下观察并标记单个细胞的培养孔，以后

隔日在倒置显微镜下观察其集落形成情况并换

液；13 d后，挑选一有标记且形成单一集落的

记号孔消化并传代培养，从而形成类上皮单克

隆细胞系，将其命名为人唾液腺干 /祖细胞

(human submandibular gland progenitor cells,
hSGPs)。

免疫荧光染色方法：取第4代hSGPs消化，调

整浓度为1×107 L-1行细胞爬片培养，第3天待细

胞贴附于玻片后，PBS漂洗5 min×3次，40 g/L
多聚甲醛室温固定20 min。取出爬片，PBS漂
洗5 min×3次；滴加3 g/L Triton-X100室温下作

用15~20 min，PBS漂洗5 min×3次；加封闭液

于室温下孵育30 min，PBS冲洗5 min×3次，轻

轻甩掉玻片上的液体；分别滴加兔抗人CK19
抗体和兔抗人Laminin抗体，空白对照组加

PBS，37℃孵育60 min，PBS漂洗5 min×3次；

标记抗CK19抗体、抗Laminin抗体的样本和对

照组均加IgG-Texas Red标记的羊抗兔抗体，

避光条件下，37 ℃孵育30 min，PBS冲洗

5 min×3次；4，6-联米-2-苯基吲哚二盐酸复

染细胞核，37 ℃避光孵育10 min，PBS冲洗

5 min×3次；抗荧光衰退封片剂封固，Olympus
荧光显微镜下观察。

流式细胞仪分析：将第6代hSGPs消化后调

整浓度为 (1.0~2.0)×109 L-1，取细胞悬液

100 μL加入3 μL荧光标记单抗CD29-PE；另

取100 μL细胞悬液按组合方案分别加入3 μL
荧光标记单抗CD90.1-FITC，CD117-PE，混

匀，室温避光孵育20 min，1 000 r/min离心

5 min；弃上清，重新悬浮细胞，每管加入2 mL
含1 g/L叠氮钠的PBS，混匀，1 000 r/min离
心5 min；弃上清，振荡悬浮细胞，每管加入

200 μL 10 g/L的多聚甲醛，混匀，4 ℃避光

放置，24 h内上机分析。同型对照抗体为荧

光素标记的小鼠IgG。上述荧光素标记的细胞

样品用Becton Dickinson流式细胞仪荧光检

测分析。

生长曲线绘制：选取对数生长期的第6代
hSGPs和第4代人下颌下腺细胞，消化离心，

制取单细胞悬液，分别以1.0×107 L-1密度接种

至24孔板中，每天取3孔细胞计数，计算均值，

连续观察，以培养时间为横轴，细胞数为纵轴，

绘制生长曲线。

主要观察指标：①hSGPs中CK19，Laminin
的表达。②hSGPs中CD29，CD90.1，CD117
的表达率。③hSGPs体外培养的增殖能力。

设计、实施、评估者：实验设计为通讯作

者，实施为所有作者，评估为通讯作者及第一、

三作者。

2 结果

2.1 原代下颌下腺细胞传代培养后形成的类

上皮细胞集落 胎儿下颌下腺细胞原代培养中

生长较快的细胞集落，经消化传代培养9 d，见

增殖迅速的类上皮细胞集落形成。细胞呈辅路

石样排列，细胞形态为短梭状，其核浆比例明

显大于其他细胞，生长速度也较其他细胞快，

见图1。
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99.69%

98.83%

67.27%

2.2 类上皮集落细胞在96孔板中的单克隆培养 上述

类上皮细胞集落经消化后，梯度稀释并分别按不同浓度

接种于96孔板，13 h后在倒置显微镜下标记单细胞孔，

3 d后即见贴壁生长的单细胞分裂成4个类上皮细胞。培

养10~13 d后，可形成由一个祖细胞增殖而来的克隆团。

呈类圆形、排列成“铺路石”样，细胞形态较单一、呈

短梭状或类圆形，见图2。在对其传代培养中，20代内

未见明显的细胞学形态特征改变。

2.3 CK19和Laminin免疫荧光染色结果 hSGPs胞浆

表达上皮细胞标志CK19及Laminin，见图3，4，用PBS
替代一抗的空白对照未见阳性信号，为红色荧光。

2.4 流式细胞术检测表型 hSGPs高表达CD90.1，
CD29，分别为99.69% 和98.83%，而CD117也高达

67.27%，见图5。

2.5 hSGPs与人下颌下腺细胞生长曲线的比较

hSGPs接种后24 h即出现细胞增殖，第2天进入对数生

长期，持续至第7天细胞增殖能力减弱，但保持缓慢上

升趋势，未显明显平台期。群体倍增时间为36.00 h，延
迟时间为33.6 h。人下颌下腺细胞接种后第3天进入对数

生长期，持续至第6天进入平台期。群体倍增时间为

50.00 h，延迟时间为44.00 h，饱和密度为9.52×107 L-1，

Figure 4 Immunofluorescent staining for human salivary
gland stem/progenitor cells with antibody of Laminin
(Fluorescence microscope, ×1 000)

图 4 hSGPs上 Laminin免疫荧光染色(荧光显微镜，
×1 000)

Figure 1 Epithelium-like cells clusters appeared after
subculture of human submandibular gland cells
(×100)

图 1 人下颌下腺细胞集落传代培养后形成的类上皮细胞
集落(×100)

Figure 2 A single colony was achieved with one
epithelium-like stem/progenitor cell after 13 d
culture (×40)

图 2 类上皮细胞接种 13 d后 1个类上皮干/祖细胞形成的
单克隆细胞团(×40)

Figure 3 Immunofluorescent staining for human salivary
gland stem/progenitor cells with antibody of
cytokeratin 19 (Fluorescence microscope, ×400)

图 3 hSGPs上 CK19免疫荧光染色(荧光显微镜，×400)

Figure 5 CD90.1, CD29 and CD117 expression in human
salivary gland stem/progenitor cells detected by flow
cytometry

图 5 流式细胞术检测 hSGPs中 CD90.1，CD29，CD117
的表达
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见图6。

3 讨论

有学者在胰腺和肝脏损伤模型中发现了具有多向

分化潜能的组织干细胞后 [10-13]，人们认识到同是内胚

层来源的唾液腺器官可通过组织损伤模型激发干细胞

的增殖。并在结扎鼠下颌下腺总导管后，成功分离出

具有高增殖能力和克隆形成能力的唾液腺干/祖细胞，

同时在体外诱导培养中能分化成有肝细胞和胰腺细胞

表型的细胞[5，14]。近年来国内外学者也研究证实了唾

液腺组织中的确存在一类具有成体干细胞特性的唾液

腺细胞[15-18]。但是，这类干细胞的研究多集中在动物的

唾液腺，而人类唾液腺干细胞的生物学特征却少有研究。

现多数论文报道了下颌下腺干/祖细胞具有很强的

集落形成能力[5，19-21]。在实验中应用其集落形成能力，

在选择性消化增殖能力强的原代细胞集落后，将其低密

度接种于多个培养瓶中传代培养，发现生长密集，细胞

呈辅路石样排列的细胞集落，集落内细胞形态较为单

一，为短梭状或类圆形，其核浆比例明显大于其他细胞。

继而选择性消化该集落后，经有限稀释法得到一个由祖

细胞增殖而来的细胞集落，消化传代后将其命名为

hSGPs。
CK19是一种上皮细胞特异性的骨架蛋白。hSGPs

免疫荧光染色鉴定CK19阳性，说明hSGPs为上皮源性。

Laminin是一种形成基膜的细胞外基质蛋白，在其他组

织衍生的干细胞中至今还未发现其表达的报道。然而在

发生唾液腺的幼稚上皮中，Laminin存储在胞浆中没有

分泌出来[22]。所以，Laminin具有在人和啮齿动物胚胎

期唾液腺的干/祖细胞胞质中表达，胚胎期后消失的特

征。在本实验中hSGPs胞浆中强阳性表达Laminin。由

此可以推断，从胎儿下颌下腺中分离并培养的hSGPs
具有唾液腺前体细胞特征。

CD29属整合素的β亚基，整合素是广泛存在于细胞

膜上的跨膜糖蛋白类受体，是细胞与细胞外基质间信号

传递的桥梁，在细胞的黏附、铺展、生长、分化中发挥

着关键性作用[23]。Jiang等[24]证实人唾液腺祖细胞中表

达整合素亚基β1(CD29)。同时CD29表达水平的高低与

细胞体外克隆形成能力成正比[25]。hSGPs高表达CD29，
表明作者培养的hSGPs具有高黏附、高增殖等组织干细

胞的特性。作者对其单克隆化培养的成功，亦证实其体

外较强的克隆形成能力。而生长曲线绘制结果表明：第

6代hSGPs与第4代人下颌下腺细胞相比，hSGPs具有

延迟时间短，对数生长期明显左移，群体倍增时间短，

倍增区间长，无明显饱和浓度等连续细胞系的特征。

hSGPs未显示平台期，考虑与hSGPs多层重叠生长有

关，在实验中对hSGPs集落进行消化时能很好地观察到

hSGPs呈双层甚至3层重叠生长。这也更进一步印证了

hSGPs的高增殖能力。CD90.1抗原是小鼠T细胞的分化

抗原。1999年Petersen等[26]首先阐释大鼠骨髓细胞能分

化为肝卵圆细胞时, 即把CD90.1作为界定骨髓干细胞

的标志物。现已证实它在造血干细胞、胎肝的祖细胞和

唾液腺祖细胞中表达[19，27-28]。CD117是干细胞因子的受

体，表达于未分化的造血前体细胞，是 常用的造血干

细胞标志之一。现已证明CD117阳性的唾液腺细胞能维

持较高的传代数和具有分化能力[5，14，29]。在实验中对

hSGPs行流式细胞检测分析，结果显示，hSGPs高表达

CD90.1、CD29分别为99.69%和98.83%，而CD117也
高达67.27%。提示CD117表达阳性的细胞可能为一种

更为原始的细胞，即下颌下腺干细胞，其同时与祖细胞

共表达CD90.1和CD29。
总之，本实验结果表明，hSGPs不但表达CK19，

Laminin，同时也高表达CD29，CD90.1和 CD117。体

外培养也表现出高增殖能力、克隆形成能力和较高的传

代数等组织干细胞特性。初步可以认为，人唾液腺干/
祖细胞与Sprague-Dawlye大鼠等动物的唾液腺干/祖细

胞的生物学特征是相似的。同时，唾液腺干/祖细胞也可

用作同是内胚层细胞发育而来的肝脏、胰腺疾病的细胞

替代治疗提供干细胞来源[30-31]。
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课题的创新点：唾液腺干/祖细胞具有很强的增殖能力

和集落形成能力，在实验中对增殖能力强的原代细胞集落进

行选择性消化和低密度培养，增加了寻找唾液腺干细胞的可

能性，同时也降低了成体细胞的干扰。最后通过克隆化培养，

获得了 hSGPs。

课题评估的“金标准” ：目前唾液腺干/祖细胞的鉴定

尚无公认的金标准。国内外学者在对动物的唾液腺细胞进行

培养时发现，表达 CD90.1，CD29，CD117，Sca-1等表

面标记的唾液腺细胞具有高增殖能力、克隆形成能力和分化

能力等组织干细胞特性。因此推断唾液腺中有干/祖细胞的

存在。

设计或课题的偏倚与不足：正常组织中干细胞数量极

少，分离不易。通过克隆化培养获得的 hSGPs数量还十分

有限，难以满足临床的需要。此外在缺乏完全模拟人体内微

环境的培养体系中，如同其他组织来源的成体干细胞一样，

在体外增殖一段时间后，势必会走向分化。第 6代 hSGPs
的 CD117表达率为 67.27%，考虑其向低一级细胞分化有

关。因此，如何获得数量充足的 hSGPs，以及其在体外的

扩增和体内外的分化等均有待进一步深入研究。

提供临床借鉴的价值：国外学者在被放射线破坏的鼠下

颌下腺中注射少量 CD117阳性的鼠下颌下腺干细胞，能长

期恢复腺体的形态和功能。暗示唾液腺干细胞在体内具有自

我更新和向功能腺细胞分化的能力，间接证明了其在临床运

用的可行性。现国外多数研究已证实了唾液腺干/祖细胞具

有向肝脏和胰腺细胞系分化的潜能，因而有潜力同时成为胰

腺、肝脏组织工程重建和细胞替代治疗的理想种子细胞来

源。相对于从肝脏和胰腺器官中提取干细胞而言，它具有损

伤小，操作方便和安全的优势。
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