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小鼠毛囊来源间充质干细胞体外诱导成软骨的细胞标记物★ 

宾志文，陈丽霞 

 

Cell surface markers during chondrogenic indution of mesenchymal stem cells derived from 

mouse hair follicle in vitro    

Bin Zhi-wen, Chen Li-xia 

文章亮点： 

结果表明小鼠毛囊来源的间充质干细胞能诱导形成软骨样细胞；CD54 和 CD166 以及硫酸黏多糖可作为对小鼠毛囊

来源的间充质干细胞向软骨细胞分化的监测指标。 

 

Abstract 

BACKGROUND: Mesenchymal stem cells derived from mouse hair follicle possess multipotential differentiation ability. 

There have been few reports describing cell surface marker during chondrogenic induction process of mesenchymal 

stem cells derived from mouse hair follicle in vitro.  

OBJECTIVE: To investigate cell morphology, cell surface markers and sulfate glycosaminoglycan level during 

chondrogenic induction of mesenchymal stem cells derived mouse hair follicle.  

METHODS: IRC newborn mouse skin stem cells were in vitro isolated and cultured. Then cells were cultured with 

chondrogenic culture medium for 7 and 14 days for determination of indices. 

RESULTS AND CONCLUSION: After treated with chondrogenic medium, the counts of CD44
+
 cells did not increase 

dramatically and the level of sulfate glycosaminoglycan was not changed, but the counts of CD54
+
 cells and CD166

+
 cells 

were significantly increased and the levels of corresponding sulfate glycosaminoglycans showed the same increasing 

tendency. These results suggest that mesenchymal stem cells derived from mouse hair follicle could differentiate into 

chondrocyte-like cells under the induction of medium; CD44 could not be used as the cell surface marker of chondrogenic 

differentiation of mesenchymal stem cells derived from mouse hair follicle, while CD54 and CD166 as well as 

corresponding sulfate glycosaminoglycans are competent for cell surface from marker of chondrogenic differentiation of 

mesenchymal stem cells derived from mouse hair follicle. 

 

Bin ZW, Chen LX. Cell surface markers during chondrogenic induction of mesenchymal stem cells derived from mouse 

hair follicle in vitro.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(32): 5973-5977.      

[http://www.crter.org/crter-2012-qikanquanwen.html] 

 

摘要 

背景：小鼠毛囊来源的间充质干细胞有很强的多向诱导分化能力，但少有研究关注其在诱导分化为软骨细胞过程中

的细胞表面标记物。 

目的：观察小鼠毛囊来源的间充质干细胞分化为软骨细胞过程中的形态、细胞表面标记物和硫酸黏多糖含量的变化。 

方法：体外分离培养 ICR 新生小鼠皮肤干细胞，用成软骨细胞诱导液诱导培养 7，14 d 观察各项指标。  

结果与结论：经成软骨细胞诱导液处理后，小鼠毛囊来源的间充质干细胞中 CD44(+)细胞数量无明显增加, 硫酸黏

多糖含量无变化，CD54(+)细胞和 CD166(+)细胞则显著增加，两者硫酸黏多糖含量亦明显升高。表明小鼠毛囊来源

的间充质干细胞能诱导形成软骨样细胞；CD44 不能作为小鼠毛囊来源的间充质干细胞向软骨细胞分化的细胞表面

标记物；CD54 和 CD166 以及硫酸黏多糖可作为对小鼠毛囊来源的间充质干细胞向软骨细胞分化的监测指标。 

 

关键词：间充质干细胞；小鼠；毛囊；软骨；细胞表面标记物；CD54；CD166；干细胞 
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0  引言 

 

颞下颌关节的关节软骨、关节盘的破坏以及退行性

变是临床颌面外科多见病之一。颞下颌关节是人体惟一

的联动关节，其特殊的解剖结构导致特征性的外伤后并

发症，对患者的预后及生活质量的影响有特殊意义
[1]
。

因此，解决颞下颌关节的关节软骨和关节盘的重建，

是不容忽视的问题。目前许多学者致力于软骨代用品

的研究，然而，尚未有理想材料能达到有足够坚韧度，

形变1 000%以上不发生断裂的要求
[2]
；同时，软骨代

用品能否正常刺激滑膜分泌关节液，是否会导致关节

液成分的改变以及在达到要求坚韧度的同时，能否充

分缓冲应力保护颅底不受损伤等问题仍需进一步深入

研究
[3-5]

，因此软骨的组织工程再生研究就显得更具意

义。 

皮肤毛囊来源的间充质干细胞属于成体干细胞，是

毛囊中的原始细胞，主要位于毛囊上皮及间充质，以毛球

部和毛囊外根鞘的隆突部为主，具有慢周期性、未分化性、

自我更新和体外增殖能力强的特点。其在体内处于静止

状态，但在体外培养内环境作用下表现出惊人的增殖能

力
[6-8]

，是一个巨大的干细胞储存库。近年来发现皮肤毛

囊来源的间充质干细胞可以参与皮肤的创伤愈合过程， 

分化成表皮、毛囊、皮脂腺甚至脂肪、骨组织、神经以

及角膜上皮
[9-12]

。同时，因其易于获得、创伤小、数量

多的特点，使之受到了许多学者的重视，是目前组织工

程研究的热点。 

目前骨髓间充质干细胞的细胞表面标记物已有大

量研究，包括CD44、CD54、CD105
[13]

、CD71、CD73
[14]

 

和CD271等
[15]

，本实验拟通过标记CD44、CD54和

CD166来明确其能否作为小鼠皮肤毛囊来源的间充质

干细胞向软骨细胞分化过程中的特征性标记物
[16-17]

，并

通过sulfate GAGs的定量分析来判断软骨样细胞的形

成。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞学观察性实验。 

时间及地点：2011-03/2012-01在广西医科大学基

础实验室完成。 

材料： 

实验动物：ICR新生小鼠由广西医科大学实验动物中

心提供，许可证号：SYXK(桂)2005-0027。 

试剂与仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

间充质干细胞的分离及培养：皮肤干细胞的分离步骤

遵从Tomal
[18]

文献：新生小鼠脱臼处死，于体积分数

75%乙醇中浸泡15 min, 在无菌条件下，取下小鼠背

部皮肤，与200 U/mL的Dispase Ⅱ反应，4 ℃冰箱过

夜。第2天，将上皮和脂肪组织去除，将剩余组织剪成

2 mm×4 mm的小片，用10倍于组织体积的0.2%胶原

酶反应，37 ℃，1 h。用含血清的DMEM终止反应，

吹打后，用100目金属滤器滤去胶原酶，PBS稀释上清

液，以1 500 r/min高速离心5 min，2次。待细胞完全

融合时，进行传代，传代密度为1×10
4
/cm

2
。体外扩增

到第2代后，进行细胞诱导。 

观察成软骨诱导培养基中细胞形态变化：将诱导组第2

代细胞以2×10
3
/cm

2
的密度接种于10 mm的DMEM培养

基中，另加入3%PBS，10 μg/L的成纤维细胞生子因子，

0.1 μmol/L地塞米松，50 μmol/L抗坏血酸维生素C，    

5 μg/L 转化生长因子β3，24 h后，保留貼附细胞，每两

三天换1次液
[19]

。对照组为第2代细胞接种后在含体积分

数10% FBS的DMEM培养液常规培养。用倒置显微镜观

察7 d的细胞形态。 

CD44、CD54和CD166的免疫荧光检测：将诱导组第3

代细胞以2.5×10
3
/cm

2
的密度移至分别含有抗CD44抗

体，抗CD54抗体，和抗CD166 抗体的DMEM/F-12溶

液中，在冰冻条件下反应30 min后，加入二抗Alexa 

Fluor 488抗马IgG抗体和Alexa Fluor 594抗兔IgG抗体， 

DAPI核染色，继续反应30 min，PBS冲洗，用流式细胞

仪对含不同表面标记物的细胞进行分筛，细胞标记物定

试剂及仪器 来源 

DMEM 培养基                                                 

Dispase Ⅱ、胶原酶、维生素 C,  

地塞米松, 成纤维细胞生长因子    

1,9-二甲基亚甲蓝( 1,9- 

 dimethylmethylene blue, DMMB) 

DMEM/F-12、Alexa Fluor 488 二抗、 

转化生长因子 β3            

CD44 单克隆抗体                                

 

CD54 单克隆抗体                                        

CD166 单克隆抗体                                           

盐酸胍                                                       

4',6-二脒基-2-苯基吲哚 

(4',6-diamidino-2-phenylindole, 

DAPI，RTD2856 )  

荧光显微镜(Power BX-26)、 

倒置显微镜(GX41)                       

Thermo，美国 

Sigma 

 

 

 

Invitrogen 

 

Santa Cruz Biotechnology, 

 CA, USA 

eBioscience, CA, USA 

Millipore, MA, USA    

上海欧伟达 

Roche 

 

 

Olympus 
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量测量，用荧光显微镜观察。 

测定硫酸黏多糖含量：通过测定硫酸黏多糖含量来确

定软骨组织形成量
[20]

。第7，10天时，将2 mL细胞原

液，DMMB16 mg/L，适量体积分数5%乙醇和0.2 mol/L

盐酸胍混合，调至pH 3.0，震荡30 min, 进行络合反应。

反应结束后，滤出沉淀物，加入4 mol/L盐酸胍，10%

丙烷-1-醇，调至pH 6.8，用分光密度仪定量检测硫酸

黏多糖。 

主要观察指标：①间充质干细胞生长方式及形态变

化。②不同细胞表面标记物的免疫荧光检测结果。③不

同表面标记物细胞的sulfate GAGs的检测结果。 

   

2  结果 

 

2.1  间充质干细胞生长方式及形态变化  见图1，在经

诱导液培养7 d后，95%细胞为聚集贴壁生长，胞体呈

椭圆形，体积较小，核大，为典型幼稚软骨细胞形态，

60~100个/目，增殖力旺盛。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  不同细胞表面标记物的免疫荧光检测结果  见图

2，3。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

经免疫荧光染色后，所有皮肤层细胞中均可见细胞

表面标记物的表达：CD54(+)细胞和CD166(+)细胞较

CD44(+)细胞表达广泛。流式细胞仪显示：CD44(+)细

胞无明显增加，仅为3.9%，CD54(+)细胞和CD166(+)

细胞则显著多于前者，分别为35.1%和28.6%，可见，

CD54(+)细胞和CD166(+)细胞在皮肤组织中表达较

CD44(+)细胞更显著。 

2.3  不同表面标记物细胞的sulfate GAGs的检测结果

见图4，5。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

Figure 1  Morphology of mesenchymal stem cells derived from 
mouse hair follicle after treated with chondrogenic 
culture medium for 7 d 

图 1  成软骨培养液处理下的小鼠毛囊来源的间充质干细胞 

Figure 3  Mesenchymal stem cells derived from mouse fair 
follicle were immunostained by CD44, CD54 and 
CD166 antibodies. Dotted lines mean the basement 
membrane. Arrows mean the cells expressing the 
specific cell surface markers, epi means epidermal 
layer, and der means dermal layer 

图 3  ICR 新生小鼠 MHf-MSC 的 CD44，CD54 和 CD166 的
免疫荧光染色图，虚线表示基底膜，epi 为上皮层，der
为皮肤层；箭头为细胞表面标记物 

    CD166(-) 

Figure 2  The flow cytometry of cells with CD44, CD54 and 
CD166 antibodies 

图 2  CD44(+)细胞和、CD54(+)细胞和 CD166(+)细胞的流
式细胞图 

Figure 4  Aggregated form of chondrocyte-like cells with 
seversl cell surface markers after 14 d of induced 
culture 

图 4  诱导培养 14 d 不同细胞标记物的软骨样细胞的聚集状
态 

Control        CD44(+)        CD54(+)      CD166(+) 

CD44(-)        CD54(-)      CD166(-) 

CD44(+)                     CD54(+)               
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图4为经流式细胞仪对不同抗体标记的细胞分筛后，

继续诱导液培养至14 d时，软骨样细胞在培养皿中的聚集

状态：CD44(+)细胞无增加，CD54(+)细胞和CD166(+)

细胞显著增加，尤以CD54(+)细胞最多；由图5可知，

CD54(+)细胞和CD166(+)细胞的sulfate含量高于CD44(+)

细胞(P < 0.05)，可推知CD54(+)细胞和CD166(+)细胞向

软骨细胞分化的概率高于CD44(+)细胞。 

 

3  讨论 

 

毛囊干细胞超微结构及生化特征均具有分化细胞的

特点：体积小，细胞器少，克隆形成能力高，细胞周期慢，

无限次分裂
[21]

。毛囊干细胞的分化需经3个阶段：毛囊干

细胞、短暂增殖细胞有丝分裂后分化细胞。目前尚未证明，

其是否是真正的同源干细胞或干细胞的前体细胞
[22]

。

Bajpai等
[23]

发现毛囊干细胞有多向分化潜能，但其本身向

不同组织分化时的速度各不相同，会因周围环境变化而

变化，包括pH值，温度以及细胞因子浓度。Tomal等
[18]

已证明小鼠和人类的干细胞表面标记物完全一致，因此

本实验采用小鼠为实验对象所得的结果具有较高的参

考价值。 

骨髓干细胞表面有多种标记物，CD44、CD54、

CD105、CD71、CD73、CD271，STRO-1
[24]

，其可以

作为筛选不同分化潜能的干细胞的方法。然而，少有实

验关注毛囊干细胞的表面标记物，Yamada等
[25]

证明

CD44是脂肪干细胞表面标记物，因此本实验采用

CD44，CD54以及CD166为观察对象，研究其在软骨细

胞分化过程的变化，进而确定其能否成为毛囊干细胞向

软骨细胞定向分化的监测指标。结果显示，在诱导培养

14d后，CD44(+)细胞并无明显增加，含量仅为3.9%，

而CD54(+)细胞和CD166(+)细胞则有显著增加，可见

CD44(+)细胞的含量与软骨形成不成正比关系，甚至可

以推断CD44(+)细胞与软骨形成无直接关联。前期研究

证实CD44(+)细胞有向脂肪细胞、成骨细胞和成软骨细

胞分化的能力，当分化为脂肪细胞时，其含量最高
[26]

，

但合并本实验结果考虑，可能CD44(+)细胞向脂肪细胞

分化的能力强于向软骨细胞分化的能力，因此其应优先

用作脂肪细胞的表面标记物，而非软骨细胞标记物。早

期研究证实CD54和CD166均与细胞增殖和转化有密切

关系，合并本实验结果，可推知CD54和CD166可作为

小鼠毛囊来源的间充质干细胞向软骨细胞增殖分化的

表面标记物。 

黏多糖是构成细胞外环境的主要大分子，硫酸黏多

糖与核心蛋白以共价键结合构成蛋白多糖，后者牢固地

附着于细胞表面，存在于细胞间质内。Sanchez-Adams

等
[27]

发现用转化生长因子β1和 骨形态发生蛋白2诱导

山羊毛囊干细胞时，随着软骨细胞不断分化，硫酸黏多

糖含量也有明显增加。本实验采用改进的硫酸黏多糖含

量检测方法来确定软骨形成量
[28]

，改进之处在于：加入

了盐酸胍，将pH值调至3.0，提高了DMMB与硫酸黏多

糖所形成络合物的稳定性，可在空气中放置4 d；控制

DMMB的浓度为16 mg/L，防止因DMMB过剩，影响检

测结果的准确性；盐酸胍可以将DNA从核蛋白中解离，

避免了DNA与DMMB的反应(DNA-DMMB络合物的吸

收波长与硫酸黏多糖-DMMB络合物的吸收波长相同)，

保证检测结果不受干扰
[29-30]

。图3可见CD44(+)细胞的

硫酸黏多糖含量无增加，而CD54(+)细胞和CD166(+)

细胞均显著增加，表明CD54(+)细胞和CD166(+)细胞已

逐渐分化为软骨细胞，而CD44(+)细胞则无向成软骨细

胞分化的趋势，此与前述内容的结果一致。 

结论：CD44不能作为毛囊干细胞向软骨细胞分化的

细胞表面标记物；CD54、 CD166以及硫酸黏多糖的数

量与软骨细胞及软骨形成成正性关系，可作为观察毛囊

干细胞向软骨细胞分化的监测指标。 
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来自本文课题的更多信息--  

作者贡献：设计、实施、评估者为本文作者。 

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他

经济组织直接或间接的经济或利益的赞助。 

伦理要求：实验过程中对动物的处置应符合 2009

年《Ethical issues in animal experimentation》相关动

物伦理学标准的条例。 

文章概要： 

文章要点：观察小鼠毛囊来源的间充质干细胞分化

为软骨细胞过程中的形态、细胞表面标记物和硫酸黏多

糖含量的变化。 

关键信息：结果表明小鼠毛囊来源的间充质干细胞

能诱导形成软骨样细胞；CD54 和 CD166 以及硫酸黏多

糖可作为对小鼠毛囊来源的间充质干细胞向软骨细胞分

化的监测指标。 

研究的创新之处：实验研究了小鼠毛囊来源间充质

干细胞诱导体外成软骨的细胞标记物，并通过细胞形态

关系、细胞表面标记和硫酸黏多糖检测对多种方法进行

了评价，技术方法具有一定的先进性。 


