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不同部位喉黏膜间充质细胞的分离培养 *
刘 阳 韩 鹏 梁媛媛 邓志宏△

（第四军医大学西京医院全军耳鼻咽喉头颈外科中心 陕西 西安 710032）

摘要 目的：探讨不同部位喉黏膜间充质细胞的分离、培养方法，为喉部组织工程提供更多的可供选择的种子细胞。方法：收集临

床上喉部手术病人切下的不同部位的喉黏膜，主要是会厌的背侧黏膜和声带的黏膜，各 3 例，共计 6 例。对会厌背侧的黏膜采用

消化培养的方法，对声带部位的黏膜采用组织块培养法。最后通过免疫荧光染色对两种方法所获得的细胞进行鉴定，确定其来源

于喉黏膜的间充质。结果：通过两种方法均可以成功获得相应部位的细胞，免疫荧光染色 vimentin 均呈阳性表达且 CK 均呈阴性

表达，证明了获得的细胞确实是来源于间充质。结论：本实验成功的培养出了喉部不同部位的间充质细胞，为喉部的组织工程提

供了更多的可供选择的种子细胞。
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ABSTRACT Objective: To study isolation and cultivation of mesenchymal cells from the different parts of laryngeal mucosa for
laryngeal tissue engineering. Methods: We collected different parts of the laryngeal mucosa from clinically patients underwent laryngeal
surgery, including epiglottis dorsal mucosa and vocal fold mucosa, each 3 cases, total 6 patients. Digestion method was used for
epiglottis dorsal mucosa and tissue culture method was used for vocal fold mucosa. Two kinds of cells from the different parts of
laryngeal mucosa were identified by immunofluorescence staining. Results: Two kinds of cells from the different parts of laryngeal
mucosa could both be obtained. Immunofluorescence staining also proved that two kinds of cells derived from mesenchyme, which
vimentin was positive and CK was negative. Conclusions: In this experiment, we have successfully cultured mesenchymal cells from
different parts of the laryngeal mucosa, which will offer more alternative laryngeal seed cells for laryngeal tissue engineering.
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前言

根据流行病学调查,喉部疾病的发病率逐年上升。手术是

解决喉部疾病的一个重要手段，特别是目前的微创手术可以在

显微镜下借助激光等手段切除声带癌前病变及早期声带癌，但

病变切除的同时，造成了声带固有层的缺失及术后瘢痕形成，

影响了患者的发音。由此我们可以看出，声带瘢痕已成为我们

迫切需要解决的一个重要问题。
声带瘢痕多是由声带创伤、炎症等造成的，一般发生在固

有层。声带瘢痕的治疗已成为嗓音外科研究的热点和难点，声

带注射是解决此难题的有效途径[1-5]。现有的用于声带注射的细

胞主要是来源于不同部位的间充质干细胞[6-8]，而使用原位的间

充质干细胞还未见报道。为此我们首先对喉部黏膜不同部位的

间充质来源细胞进行分离培养，为后面寻找其中的间充质干细

胞打下实验基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 组织来源 实验所用的组织来源于第四军医大学西京医

院耳鼻咽喉头颈外科喉部手术病人切下的正常黏膜，共 6 例，3
例是会厌背侧黏膜，3 例是声带黏膜，均为男性，年龄在 55-65
岁，供体无传染病及内分泌疾病。手术前与患者谈话并征得其

同意。
1.1.2 主要试剂和实验用品 DMEM/F12 培养基、胰蛋白酶、Ⅰ
型胶原酶（Gibco 公司），PBS（北京百灵克公司），青、链霉素溶

液、胎牛血清（杭州四季青公司），小鼠抗人 Vimentin，CK (1:
100, Chemicon, USA)，细胞培养瓶，培养板，培养皿，离心管（丹

麦 nunc 公司）。
1.2 实验方法
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1.2.1 会厌背侧黏膜的分离和培养 将手术获得的黏膜用含有

双抗的 PBS 冲洗，去除表面的残留物。将黏膜平铺在培养皿底

部，用弯剪去除黏膜表面残留的肌肉及其它组织，用手术刀片

将黏膜切成宽 1 cm 的长条放入离心管中，加入其 3 倍体积的

Dispase 酶。将离心管置于 37℃的 CO2 孵箱中放置 30 min，体

式显微镜下利用显微镊去除上皮，留下固有层。向黏膜固有层

中加入 3 倍体积Ⅰ型胶原酶，用弯剪刀剪成细小的颗粒后置于

离心管中放于 37℃的 CO2 孵箱中消化 50 min，用 100 目筛网

对消化后的组织进行过滤，将滤液接种入培养瓶置于 37℃的

CO2 孵箱中放置 3 d，贴壁后 3 d 换液一次，待细胞培养至 80 %
融合时，用适量的 0.25 %的胰酶消化并按 1:2 的比例传代。
1.2.2 声带黏膜的分离和培养 将手术获得的黏膜用含有双抗

的 PBS 冲洗，去除表面的残留物。将黏膜平铺在培养皿底部，

用弯剪去除黏膜表面残留的肌肉及其它组织。用手术刀片将黏

膜切成小块，长、宽各 0.3 cm 左右放入培养皿中，滴一滴培养

液将培养皿倒置放入 37℃的 CO2 孵箱中孵育 1 h。取出培养皿

小心加入适量培养液，避免贴壁的组织块浮起。3 d 换液一次，

待 1 w 左右细胞爬出后去除组织块，用适量的 0.25 %的胰酶消

化并将细胞接种入培养瓶。贴壁后 3 d 换液一次，待细胞培养

至 80 %融合时，用适量的 0.25 %的胰酶消化并按 1:2 的比例传

代。
1.2.3 免疫荧光染色 准备第四代细胞，以 1×105 /ml 的浓度接

种于 24 孔培养板中，当细胞贴壁生长达 80 %融合时，按照说

明书进行 vimentin 和 CK 的免疫荧光染色。

2 结 果

2.1 细胞形态学观察

2.1.1 会厌背侧黏膜细胞形态 原代培养的会厌背侧黏膜细胞

在 2 d 左右开始贴壁，成短梭形，贴壁 24 h 牢固后细胞伸展成

长梭形，形态类似成纤维细胞，核较大，呈椭圆形。贴壁后细胞

迅速生长，5 d 左右融合至 80 %，以后每 3 d 传代一次，至 14 代

细胞形态及倍增时间无明显改变（图 1）。

图 1 A: 为原代获得的会厌背侧黏膜间充质细胞 B:为 14 代时细胞

至 14 代时细胞形态无明显变化，细胞状态良好。(×40)
Fig 1 A: P0, epiglottis dorsal mucosa mesenchymal cells B: P14
No Differences between P0 and P14, showing cells are in good

condition. (×40)

2.1.2 声带黏膜细胞形态 原代培养的声带黏膜细胞在 2 d 左

右开始贴壁，起初成短梭形，贴壁 24 h 牢固后细胞伸展成长梭

形，但较会厌背侧黏膜细胞和成纤维细胞均更为细长，核较大，

呈椭圆形。贴壁后细胞迅速生长，5 d 左右融合至 80 %，以后每

3 d 传代一次，至 14 代细胞形态及倍增时间无明显改变 （图

2）。

图 2 A: 为原代获得的声带黏膜间充质细胞 B:为 14 代时细胞 至 14

代时细胞形态无明显变化，细胞状态良好。(×40)
Fig 2 A: P0, vocal fold mucosa mesenchymal cells B: P14 No
Differences between P0 and P14, showing cells are in good

condition. (×40)

2.2 免疫荧光染色

两个部位的细胞免疫荧光染色，vimentin 均呈阳性表达，

CK 均无表达（图 3-4）。

图 3 会厌背侧黏膜间充质细胞免疫荧光染色 A: vimentin 呈阳性表

达。 B: CK 无表达。 此结果证明了获得的细胞是来源于间充质且

不含有表皮细胞。(×40)
Fig 3 Immunofluorescence staining of epiglottis dorsal mucosa

mesenchymal cells A: Vimentin was positive. B: CK was negative.
It proved that epiglottis dorsal mucosa cells derived from

mesenchyme without epidermal cells. (×40)

3 讨论

近年来，随着干细胞研究的深入，干细胞作为治疗声带疤

痕的一种新的治疗手段，为我们带来了希望。人们尝试利用骨

髓间充质干细胞[9-10]、肌源性干细胞[11]及脂肪基质干细胞[12-14]等治

疗声带疤痕，然而，尽管以上干细胞在修复声带固有层损伤中取

得一定疗效，但其植入声带组织后，可诱导分化为软骨、骨、脂
肪，甚至出现腺体组织，组织结构差异较大，长期疗效不理想[15]。
因此，寻找取材方便，组织来源、组织结构最接近声带固有层的

组织材料用于声带固有层损伤的修复治疗是我们的目标。

图 4 声带黏膜间充质细胞免疫荧光染色 A: Vimentin 呈阳性表达。
B: CK 无表达。 此结果证明了获得的细胞是来源于间充质且不含有

表皮细胞。(×40)
Fig 4 Immunofluorescence staining of vocal fold mucosa

mesenchymal cells A: Vimentin was positive. B: CK was negative.
It proved that vocal fold mucosa cells derived from mesenchyme

without epidermal cells. (×40)
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我们考虑到以上存在的问题，决定进行原位取材来寻找

新型的间充质干细胞。喉黏膜范围广泛，包括声带、室带、下咽

等区域组织，其中除声带黏膜取材会对发音造成影响外，其它

部位黏膜具有取材方便、相对隐蔽、预后不留瘢痕、不影响发音

等优点。进行干细胞鉴定的前提是获得充足的细胞，而本实验

通过采用常用的细胞培养方法，成功的实现了这一目的，为后

期的细胞鉴定工作打下了良好的基础。
喉部的黏膜主要是分为两类，一类是具有较高韧性的声带

黏膜，一类是喉部的正常黏膜组织。针对喉部不同部位黏膜的

组织结构特点，我们采用了不同的培养方法。声带是我们的发

声器官，因此具有较高的韧性和弹性，组织结构较为致密，所以

我们希望直接分离表皮是十分困难的，只能够采用组织块贴壁

培养法。喉部其它部位的黏膜不具有发声的功能，组织结构较

为疏松，可以采用直接分离上皮的消化培养法。
通过对获得细胞进行形态学观察，我们发现会厌部位的细

胞形态较为规则，更加接近于成纤维细胞，而从声带黏膜所获

得的间充质细胞则更为细长，这很有可能与其声带的发声功能

有着密切的联系。免疫荧光染色的结果，间充质细胞的特异性

抗体呈阳性表达，而表皮细胞的抗体无表达，证明了我们所获

得的喉部两个不同部位的细胞确实是来源于间充质。本文成功

的从喉部的不同部位分离获得了两种具有不同形态的间充质

细胞，为以后原位筛选能够用于喉部组织工程的间充质干细胞

提供了实验基础。
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