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表皮干细胞标记物在仿刺参正常
和再生体壁中的表达研究
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摘 要：为探究仿刺参表皮再生的机制和再生修复过程中的表皮细胞来源，采用免疫荧光方法，观察β1

整合素，α6整合素，角蛋白19 (ck19) 3种表皮干细胞标记物在仿刺参正常及创伤后再生不同时间段的

体壁中的表达情况。结果表明，ck19在对照组和试验组仿刺参体壁中均呈阳性，并且随着再生的进行，

阳性细胞数量和分布区域均有变化。创伤第1天阳性细胞向创伤面上缘迁移，细胞数量同对照组；第3

天阳性细胞数量显著下降；第5天阳性细胞数量最多；第7天阳性细胞数量有所下降；11天、13天阳性细

胞的数量较第7天稍有增加；第19天阳性细胞数量同对照组，但排列很分散。β1整合素和α6整合素在

正常及创伤后再生的体壁中均未见阳性信号出现。结合石蜡切片观察结果进行比较分析认为被 ck19

标记的细胞是参与仿刺参体壁表皮再生的干细胞和短暂扩增细胞，仿刺参表皮再生的机制属于新建再

生。
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Studies on the Expression of Identification Makers of Epidermal Stem Cell in the Natural
and Regenerate Body Wall of Apostichopus japonicus

Li Xia, Wang Weiwei, Li Qiang, Qin Yanjie
(Key Laboratory of Marine Bio-resources Restoration and Habitat Reparation in Liaoning Province,

Dalian Ocean University, Dalian 116023, Liaoning, China)
Abstract: In order to study the mechanism of epidermis regeneration in A. japonicus, and the origination of
epidermal cells.The expressions of identification markers of stem cells, the β1 integin, α6 integin and keratin
19(ck19), were studied in the natural and regenerate body wall of sea cucumber through Immunofluorescence
method. Results showed that ck19 expression was positive both in the control group and the experimental
group. At 1 day of wounding, the cells which expressed ck19 moved towards the edges of the wound surface,
and the number of these kinds of cells were similar to those in the control group. At 3 days of wounding, the
number of cells positively expressed ck19 decreased significantly compared with those in control. At day 5,the
number of the positive cells showed the peak value, and then reduced at 7 days of wounding. The numbers of
cells which expressed ck19 showed a kind of increasing at 11 and 13 days compared with those at 7 days. And
at day 19, the positive cells were disperse, and the number of them showed no significant differences with those
in control.β1 integin and α6 integin were not expressed both in wounding and control body wall of sea
cucumber. These data, which combined with the results of histochemical, suggested that the cells labeled with
ck19 were the epidermal stem cells and the short-term expanded cells, and they involved in the regeneration of
epidermis of body wall. The mechanism of epidermis regeneration in A. japonicus is the Epimorphosis.
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0 引言

仿刺参(Apostichopus japonicus Selenka)属棘皮动

物门，海参纲，是中国北方主要的经济种类之一。关于

仿刺参组织及器官的再生国内外有许多研究，很多学

者研究了海参纲动物肠[1-2]，纵肌[3]和居维尔氏小管[4]再

生的外部形态，组织结构 [5-9]和细胞功能 [1,4,9]等。李霞

等[10]研究了仿刺参体壁表皮再生组织学及超微结构的

观察。用表皮干细胞标志物标记仿刺参的研究尚未见

报道。β1整合素，α6整合素，角蛋白 19(ck19)是哺乳

动物表皮干细胞的标记物 [11]。尤其是β1 整合素和

ck19常被用来作为表皮干细胞的鉴定指标[12-13]。韩雅

婷等[14]报道奶山羊的表皮干细胞主要表达β1整合素，α

6和 p63。赵志力等[15]研究了人胎儿不同发育时期皮

肤中 ck19、β1整合素的表达特征，认为人胎儿期表皮

基底层增殖细胞主要为表皮干细胞和短暂扩充细胞。

周鹏翔等[16]研究了 ck19在Ⅲ度烧伤创面原位再生修

复过程中的表达，并探讨了其修复的可能机制。水生

动物的表皮干细胞及其标记物的研究尚未见报道。W

为此，笔者采用免疫荧光法研究了仿刺参体壁在创伤

不同阶段 ck19，β1整合素及α6整合素3种表皮干细胞

标记物的表达及表达区域的变化情况，并与石蜡切片

观察结果进行比较，目的在于寻找体壁再生过程中表

皮细胞的来源，探讨仿刺参体壁再生的机制。

1 材料与方法

1.1 材料

试验用仿刺参（30头）于 2010年 3月取自旅顺龙

王塘海区，为自然生长个体，平均体长8~12 cm。取回

后暂养在大连海洋大学海水增养殖重点开放实验室

90 L的塑料水槽中，饲养用水为砂滤海水，每天定时定

量换水1次，并投喂人工配合饵料。

1.2 方法

1.2.1 人工创伤的形成 取仿刺参于冰上麻醉 30 min，

用无菌解剖刀在其背部体壁疣足间刮除深褐色角质层

和上皮细胞层，露出乳白色结缔组织。形成面积约

5 mm×5 mm的创伤面。将创伤后的仿刺参放回水槽

中继续饲养，此为实验组。对照组没有经过创伤处

理。于创伤后1、3、5、7、11、13、19天分别取样，每次随

机取3头，实验进行19天。

1.2.2 冰冻切片的制作 将对照组和实验组仿刺参浸泡

在 1 L MgSO4(0.54 mol/L)海水溶液中麻醉 2 h。取背

部体壁（对照组）和创伤处体壁（试验组）组织修切成

8 mm3小块，用冷冻包埋剂(OCT)包埋，放入-20℃冰箱

保存。Leica CM1900 型冷冻切片机切片，厚度为

5 μm。

1.2.3 免疫荧光染色 冰冻切片经丙酮固定后晾干，分

别滴加 20 μL 抗人 ck19 (1:50, Abcam)或β1 整合素(1:

50, Thermo)的单克隆抗体，于37℃下孵育45 min，0.01

mol/L pH 7.4 的 PBS 浸洗 3 次，每次 5 min。滴加 20

μL异硫氰酸荧光素(FITC)标记的羊抗小鼠 IgG抗体

(1:256, SIGMA)，于 37℃下孵育 45 min，用 PBS浸洗 3

次，每次5 min。甘油封片后用Olympus荧光显微镜观

察，用PBS替代单克隆抗体作为阴性对照。

冰冻切片经丙酮固定后，直接滴加 20 μL FITC标

记的抗人α6整合素(1:50, Abcam)单克隆抗体，于 37℃
下孵育45 min，用PBS浸洗3次，每次5 min，荧光显微

镜观察。

1.2.4 石蜡切片的制作 取样方法同 1.2.2。组织块用

Bouin's液固定，常规石蜡包埋切片，厚度为5 μm，H·E

染色，Olympus显微镜观察拍照。

2 结果与分析

2.1 3种标记物在对照组体壁表皮中的表达

对照组的仿刺参体壁中，β1整合素和α6整合素检

测结果呈阴性，ck19在体壁表皮中呈阳性表达，被标

记的细胞均匀的分布于上皮组织下的结缔组织上层处

(图 1-a)。石蜡切片观察，仿刺参体壁的角质层，上皮

层，结缔组织层界限分明，但上皮组织和结缔组织之间

没有基膜。角质层约占表皮层的1/3，上皮细胞排列整

齐为 4~5层，结缔组织靠近上皮层处有一层由着色较

深的细胞组成的细胞带(图2-a)。

2.2 3种标记物在试验组再生体壁表皮中的表达

试验组的仿刺参体壁中，β1整合素和α6整合素检

测结果呈阴性，ck19在再生体壁中呈阳性表达，并且阳

性细胞数量和分布区域随再生过程都有明显变化。

创伤后 1天，位于结缔组织中被 ck19标记的细胞

（阳性细胞）向创伤面附近聚集，使得创面附近的阳性

细胞数量增加，但细胞总数和对照组相近(图1-c)。石

蜡切片观察创面无表皮细胞，结缔组织中有成团经HE

染色后呈深蓝色的细胞聚集，并向创伤面迁移(图2-b)。

创伤后3天，结缔组织中被ck19标记的阳性细胞数

量减少(图1-d)。石蜡切片观察发现上皮细胞增厚至2~3

层，角质层未形成（图2-c），深蓝色细胞数量大幅减少。

创伤后5天，阳性细胞数量较第3天显著增多，且

Key words: Apostichopus japonicus; Body Wall; Immunofluorescence; β1 Integin; α6 Integin; Keratin
19(ck19)
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a. ck19在正常海参体壁结缔组织内的表达×200示被 ck19标记的细胞；b.正常海参体壁阴性对照×200；c.创伤 1天后CK19的表

达×200示创伤面；d.创伤3天后 ck19的表达×200示创伤面；e.创伤5天后 ck19的表达×200；f.创伤7天后 ck19的表达×200 g；创伤11

天后ck19的表达×200；h.创伤19天后ck19的表达×200

图1 ck19在仿刺参体壁中的表达
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a.正常仿刺参体壁组织；b.手术后1天，创面仅见结缔组织；c.手术后3天，结缔组织表面出现上皮细胞；d.手术后5天，深染细胞从结

缔组织向表皮聚集成团；e.手术后7天，细胞团消失，深染细胞减少；f.手术后11天，深染细胞呈层状分布；g.手术后13天，同11天；h.

手术后 19天，深染细胞均匀分布为上皮细胞。C.角质层；EP.上皮细胞；CT.结缔组织；CM.细胞团；REP.再生上皮；CSD.深染细胞；

DIS.结缔组织游离端

图2 仿刺参体壁再生的组织学

·· 53



www.caaj.org李 霞等：表皮干细胞标记物在仿刺参正常和再生体壁中的表达研究

更加向创面集中(图 1-e)。石蜡切片观察此时表皮中

出现角质层，深蓝色细胞数量较第3天增多，呈团状从

结缔组织向表皮聚集(图2-d)。

创伤后 7天，创面下阳性细胞数量较第 5天减少

(图 1-f)，且阳性表达区域逐渐分散。石蜡切片观察结

缔组织中的细胞团消失，深蓝色细胞较第 5天数量减

少。角质层厚度与对照组相似，结构完整，上皮细胞达

3-4层(图2-e)。

创伤后 11、13天，阳性细胞数量较第 7天略有增

加，分布较分散(图1-g)。石蜡切片观察深蓝色细胞成

层状分布，上皮细胞排列仍显凌乱(图2-f)。

创伤后19天，体壁中阳性细胞数量同正常仿刺参

体壁，但排列分散(图 1-h)。石蜡切片观察，深蓝色细

胞数量减少，分散分布在结缔组织中。上皮细胞层较

13天时的增厚达 4~5层，细胞排列有序，结缔组织均

匀，结构同正常仿刺参(图2-g)。

3 讨论

3.1 整合素在表皮干细胞研究中的意义

β1整合素具有使表皮干细胞与其周围的细胞外

基质和基膜黏附的特性，为干细胞的分化、增殖提供适

当的微环境，β1整合素表达降低表明该干细胞脱离基

膜并进入了分化，对于表皮干细胞的分离、鉴定及功能

特性的研究有重要意义[17]。在表皮基底层细胞中，同

时也有整合素α6β1、α6β4的表达，整合素α6β4是组成

半桥粒的成分，在表皮细胞锚着基膜中起着重要作用，

因而α6整合素也可作为相对特异标识分子，应用于表

皮干细胞的鉴定[18]。实验中发现，对照组和试验组仿刺

参体壁表皮中均不表达整合素β1和α6，分析认为这个

现象与仿刺参表皮和结缔组织之间没有基膜有关[19]。

陈秋实等[20]在研究海参损伤修复的过程中CD151基因

大量表达，CD151可能通过与整合素结合，在上皮细

胞增殖、迁移和分化过程中起到重要作用。但本文中

β1整合素，α6整合素均未见阳性表达，所以CD151所

连接的整合素可能不是2种以上。

3.2 角蛋白在表皮干细胞鉴定中的应用

角蛋白作为表皮细胞特有的一类蛋白，在细胞分

化的不同阶段表达的性质不同，如有丝分裂后细胞表

达 ck14，终末分化细胞表达 ck10，表皮干细胞和短暂

扩增细胞表达 ck19[3]。自从 1995年Michel等[3]采用双

标记方法证明毛囊里的 ck19表达阳性细胞正是[3H]

胸腺嘧啶核苷标记滞留细胞以来，ck19单克隆抗体就

被广泛用于检测表皮干细胞[21-24]。仿刺参在对照和试

验组体壁表皮中 ck19均呈阳性表达，说明在正常和再

生体壁中存在表皮干细胞和短暂扩增细胞。荧光观察

和石蜡切片观察发现被荧光标记的阳性细胞和H.E染

色后呈深蓝色的细胞所在位置及变化趋势一致，推测

它们是同一细胞。而后者数量和位置上的变化表明参

与仿刺参体壁创伤面的修复。

3.3 仿刺参体壁表皮再生的机制

孙晓庆等对皮肤再生的发生机制进行的研究表明，

干细胞首先形成短暂扩增细胞，而短暂扩增细胞再经过

几次到几十次不等的分裂后定向分化为表皮细胞[25]。通

过对本实验结果的分析认为仿刺参的表皮创伤修复过

程为，创面形成后位于结缔组织中的表皮干细胞和短暂

扩增细胞向创伤面边缘进行迁移，部分分化为上皮细

胞，所以在第3天当伤口处有薄层上皮细胞出现时，阳性

细胞数量减少。但为维持干细胞群的数量，干细胞会分

裂增殖。至第5天时，上皮细胞达3~4层，结缔组织中的

阳性细胞数量达最多，并聚集在创伤面处。以后细胞的

分裂和分化趋于平衡，阳性细胞数量又减少，最后同对

照组的情况，表皮再生过程基本完成。

在研究海参再生的过程中，研究者们提出了变形

再生(Morphallaxis)、新建再生(Epimorphosis)以及 2种

再生机制结合的3种再生模式。变形再生是指自切排

脏后的残留组织经过重新分配，重新改造形成一个功

能完善的组织器官，新建再生是指再生过程中发生细

胞分裂，产生新细胞。Dolmatov等[26]研究的海参体壁

纵肌的再生过程、Gibson 等 [27]研究的无足类海参

(Leptosynapta)体壁横切后的肠再生都属于变形再生

的机制。而海参中大多数的再生过程是属于变形再生

和新建再生的结合。如 H. glaberrima 肠的再生、H.

forskali 居维尔氏小管的再生 [28]均属于 2 种机制的结

合。本实验采用免疫荧光法并辅助石蜡切片方法观察

仿刺参表皮再生的过程，认为表皮细胞的再生主要是

通过干细胞的分裂、分化、迁移来完成的，应属新建再

生的模式。

4 结论

对照组和试验组仿刺参体壁表皮中均不表达整合

素β1和α6。而ck19在仿刺参对照组和试验组体壁表皮

中均呈阳性表达。荧光观察和石蜡切片观察发现被荧

光标记的阳性细胞和H.E染色后呈深蓝色的细胞所在位

置及变化趋势一致，表明这些细胞参与仿刺参体壁创伤

面的修复。仿刺参的表皮再生过程属于新建再生。
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