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摘  要 

目的：探讨对胰蛋白酶敏感性不同的口腔黏膜角化细胞在体外培养过程中活性的不同，筛选最具增殖能

力的口腔黏膜角化细胞。方法：体外培养口腔黏膜角化细胞，传代过程中使用0.25%胰蛋白酶消化细胞，

针对作用时间在4 min、5 min、6 min后脱离培养皿的细胞进行收集后分为A组、B组、C组，分别进行

传代培养，通过显微镜观察细胞形态并计算细胞集落数；用CCK8法检测细胞的增殖能力。结果：B组最

快到达生长对数期，细胞增殖能力最强，且细胞集落形成率最高，与其他组比较P < 0.05，差异具有统

计学意义。结论：在口腔黏膜角化细胞传代过程中，0.25%胰蛋白酶消化时间5 min后进行接种培养可

获得活性较强的角化细胞。 
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Abstract 
Objective: To investigate the different activities of oral mucosa keratinocytes with different sensi-
tivity to trypsin in vitro culture, and to screen the oral mucosa keratinocytes with the most proli-
ferative ability. Methods: Oral mucosa keratinocytes were cultured in vitro. During the passage, 
0.25% trypsin was used to digest the cells. The cells separated from the culture plate after 4 min, 5 
min and 6 min were collected and divided into groups A, B and C. The proliferation ability of cells 
was measured by CCK8 method. Results: Group B reached the logarithmic stage of growth the 
fastest, the cell proliferation ability was the strongest, and the cell colony formation rate was the 
highest, compared with other groups, P < 0.05, the difference was statistically significant. Conclu-
sion: During the passage of oral mucosa keratinocytes, the active keratinocytes could be obtained 
by inoculation and culture after 0.25% trypsin digestion for 5 min. 
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1. 引言 

临床上，口腔肿瘤切除、腭裂术后、牙龈切除及烧灼伤等因素易造成大面积口腔黏膜缺损，如何成

功修复此类缺损显得尤为重要，在组织工程领域，种子细胞的获取显得尤为重要，获得高增殖高活性的

种子细胞是整个组织工程的重中之重[1]，口腔黏膜角化细胞(Oral Keratinocytes)体外保持增殖能力有限，

同时基于其具有“Haiflick 极限”，细胞增殖能力随着传代次数的增多而降低[2]，研究表明，不断优化口

腔粘膜角化细胞的培养体系[3] [4]可使口腔黏膜角化细胞传代次数增多，随着干细胞研究的发展[5]，在

诱导因子作用下[6]，胚胎干细胞诱导成体细胞[7]成为了获取体细胞的新思路[8]，基于胚胎干细胞的多能

性[9]，通过胚胎干细胞获得口腔黏膜细胞也有了一定进展[10] [11]。虽然近几年国内对口腔黏膜角化细

胞相关研究较多[12]，但如何获得强增殖能力的口腔黏膜角化细胞却鲜有报道[13]，如何筛选出增殖能力

较强的口腔黏膜角化细胞还没有相关研究。本实验目的是通过胰蛋白酶的不同消化时间来筛选出增殖能

力较强的角化细胞，从而为口腔黏膜角化细胞的相关研究提供最具增殖能力的“种子细胞”。 

2. 材料和方法 

2.1. 材料 

1) 细胞来源：智齿拔除伴牙龈修整获得的口腔角化黏膜上皮组织，经胰蛋白酶处理获得原代细胞。 
2) 主要试剂和仪器：胰蛋白酶(HyClone，美国)，角化细胞培养液(KSFM，Gibico，美国)，Dispase (Stem 

Cell，美国)，Cell Counting Kit-8 (CCK8)，酶标仪(BIO-RAD，美)，倒置显微镜(Olympus，日本)。 

2.2. 方法 

2.2.1. 正常角化细胞原代培养及传代 
在患者知情同意的前提下，无菌条件下收集健康人拔智齿时切除的牙龈黏膜，患者年龄 < 30 岁。将
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取下的黏膜组织用加有双抗(青霉素浓度 100 U/ml，链霉素浓度为 0.1 mg/ml)的 PBS 溶液反复冲洗 7~8 次

防止污染，然后加入浓度为 1 mg/ml 的 Dispase 中性蛋白酶 2 ml，4℃条件下处理 16~18 h [14]。用镊子将

经过中性蛋白酶处理后的组织块的表层上皮及上皮下层分开，并将分离后的上皮层用眼科剪剪成 0.5 x 0.5 
mm 大小的上皮组织，并用混合消化液(0.25%胰蛋白酶：0.02% EDTA = 1:1)于 37℃振荡消化 6~9 min。
加含有胎牛血清的培养基终止消化，用吸管吹打成单细胞悬液。1000 rpm 离心 5 min 并弃上清，用 KSFM
重悬并加入六孔板，2 ml/孔，将载有以上细胞悬液的培养皿置细胞培养箱中培养 1 周，获得口腔黏膜角

化细胞的原代细胞[15]。传代时以 1:6 比例传代，加胰蛋白酶分别消化 4 min (A 组)、5 min (B 组)、6 min 
(C 组)后收集细胞，以 1000 rpm 离心 5 min，加 12 ml KSFM 培养基重悬并加入六孔板，2 ml/孔。 

2.2.2. 倒置显微镜观察细胞 
在倒置显微镜下每天观察 A、B、C、三组细胞贴壁生长情况，将以上三组细胞传代 1 周后计数培养

皿每孔中的集落数，将 50 个细胞以上的细胞集落设为一个集落，通过以下公式计算细胞集落形成百分率，

集落形成百分率 = 集落数/每皿接种的单细胞个数 × 100%。 

2.2.3. 细胞增殖能力检测(Cell Counting Kit-8) 
将标记为 A、B、C 三组的口腔黏膜角化细胞单细胞悬液，加入 96 孔板，每组设 3 个复孔，每孔放

入细胞数为 3 × 103个细胞，在每孔中每 24 h 加入 10 ul CCK8 试剂，将细胞培养 1 h 后再测定三组细胞在

450 nm 波长的 OD 值，最后绘制 1~6 天细胞的生长曲线。 

2.2.4. 统计方法 
独立样本 T 检验通过 SPSS19.0 统计软件进行各组差异计算，P < 0.05 为差异有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. 倒置显微镜观察 

各组细胞集落形成百分率不同，其中 B 组细胞集落形成百分率最高，A、C 组少量细胞集落形成。

细胞集落形成百分率比较：图 1 所示，B 组培养的细胞集落形成最多，图 2 示 B 组细胞集落形成率最高，

其他组与其比较 P < 0.05，具有显著性差异。 
 

 
Figure 1. The adherent growth of cells in group B is better than that in the other two groups, and the formation of cell colo-
nies was the largest 
图 1. B 组细胞贴壁生长情况优于其他两组，细胞集落形成最多 
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Figure 2. Analysis of the percentage of cell colony formation in each group, *P < 0.05) 

图 2. 各组细胞集落形成百分率的分析(*P < 0.05) 

3.2. 各组细胞增殖能力 

CCK8 检测结果如图 3 所示，B 组 OD 值在细胞接种后第 24 h 后明显高于其它组，在接种后第 4 天

进入对数生长期，细胞增殖能力比其他组更强。 
 

 
Figure 3. Cell proliferation ability and growth curve 
图 3. 细胞增殖能力及生长曲线 

4. 讨论 

口腔黏膜角化细胞培养的细胞来源多是在健康人拔智齿时取龈黏膜上皮[16] [17]或在种植牙手术[18] 
[19]、龈切术时获取[20]口腔黏膜角化细胞的有组织块培养法[21]及消化法两种。组织块培养法由于组织

块的原代细胞培养时间较长，且并非每一块组织块都有细胞爬出，所以多数学者选用酶消化法获取黏膜

细胞[22]，本实验通过酶消化法顺利获得了口腔黏膜角化细胞，在细胞传代过程中发现，胰蛋白酶处理 4 
min 后就可见部分细胞脱离培养皿，说明此类细胞对胰蛋白酶较为敏感，有些细胞在 5 min 脱离培养皿，

还有些细胞在 6 min 才脱离培养皿呈现悬浮状态。在角化细胞培养过程中，有些对胰蛋白酶敏感的细胞

已经脱离培养皿呈悬浮状态，如果继续在胰蛋白酶作用下浸泡，势必会影响其细胞表面受体的活性，影

响其进一步的传代活性及后续的增殖能力。本试验中，为了检测这些细胞的活性，通过计算细胞集落数

发现，与胰蛋白酶作用 5 min 后获得的细胞，其细胞集落形成百分率最高，说明其细胞活性较其他组最

强，可在短时间内完成细胞贴壁生长，并快速增殖从而聚集生长(如图 1)；通过 CCK8 法检测细胞的增殖

能力发现，与胰蛋白酶作用 5 min 后获得的细胞可迅速达到细胞对数生长期，细胞增殖能力比其他组更

强。 
胰蛋白酶为肽链内切酶，对精氨酸和赖氨酸肽链具有选择性水解作用，可使天然蛋白、变性蛋白、

纤维蛋白和黏蛋白等水解为多肽或氨基酸。Walia [23]曾根据胰蛋白酶消化乳腺癌细胞时间的不同获得了

两中不同的乳腺癌细胞，其中对胰蛋白酶敏感型的细胞成瘤能力是胰蛋白酶抵抗型的 80 多倍，说明细胞
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的增殖能力可通过对胰蛋白酶敏感性的高低来判断。 
在本实验中，口腔黏膜角化细胞对胰蛋白酶敏感性不同，则其活力或许存在差异，本实验中对不同

时期胰蛋白酶消化后获得的细胞进行增殖能力检测，为获得较强活性的口腔黏膜角化细胞提供了新思路。 
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