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准静态平面均匀流场条件下游离皮片体外培养效果评价
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　　［摘要］　目的　观察并评价准静态平面均匀流场不同灌注频次对游离人皮肤标本的培养效果。
方法　将４ｍｍ游离包皮皮片置于准静态平面均匀流场中，按随机数字表法分为２组：实验组采用高频
次灌注，对照组采用低频次灌注；培养１２ｄ后进行ＰＡＳ染色、ＶＧ染色观察基底膜、细胞形态及真皮胶原
纤维的变化情况；采用ＨＥ染色，ＴＵＮＥＬ法观察２组皮片中细胞数目及细胞凋亡的变化情况；利用溶解
氧测量仪模拟测量培养基中溶解氧的含量。结果　肉眼观察见对照组皮片呈坏死特征性变化；ＰＡＳ、
ＶＧ染色结果显示对照组表真皮严重分离，基底膜结构消失，胶原纤维堆积；实验组染色细胞数为（２４９．３５±
１３．００），显著高于对照组［（３７．５０±９．１８），Ｐ＜０．００１］；实验组细胞凋亡率为（９．９１±３．８９）％，显著低于对
照组［（５９．７３±８．０４）％，Ｐ＜０．００１］；高频次灌注溶解氧水平高于低频次灌注。结论　准静态平面均匀
流场条件下，高频次灌注对人皮肤游离标本的体外培养作用更佳。
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　　由于皮肤组织结构和功能的复杂性，目前组织工
程技术只能实现皮肤结构、功能的部分替代，而在体外

进行皮肤器官的直接培养，可以克服人工皮肤组织工

程技术的不足，保持皮肤局部器官的相对完整，利用皮

肤组织的生长、变化进行体外观察，用于皮肤病发病机

制、药代学、毒理学及创伤愈合等方面的研究［１－２］。准

静态平面均匀流场是本课题组发明的一种新型灌注培

养装置［３］，采用计算流体动力学的模拟分析，优化了

装置结构的设计，解决了营养供应的均匀性问题。该

设备先后用于成纤维细胞的成骨分化［４］，组织工程真

皮的生长代谢［５］，以及游离鼠皮皮片的培养研究［６］，

通过实验获得了流场应用时的一些基本实验参数。为

了建立成熟稳定的人体皮肤标本的体外研究模型，仍

需要探索更加合理的培养方案。本研究利用两种不同

频次的灌注液流，通过组织形态学观察比较了两组游

离皮片结构及细胞功能的变化情况。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　ＤＭＥＭ高糖培养基购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司，注射
用青霉素与链霉素（哈药集团制药）胎牛血清购自美

国 Ｇｉｂｃｏ公司，多聚甲醛购自重庆北碚化学试剂厂，苏
木精染色液、伊红染色液、中性树胶购自北京中杉金桥

生物技术有限公司，盐酸酒精分化液、碳酸锂溶液购自

重庆川东化工有限公司化学试剂厂，高效切片石蜡购

自上海华永石蜡有限公司，ＶａｎＧｉｅｓｏｎ染色液、过碘
酸雪夫染色液购自北京索莱宝科技有限公司，柠檬酸
盐缓冲液、３０％Ｈ２Ｏ２溶液、牛血清白蛋白、ＤＡＰＩ、抗荧
光淬灭剂购自碧云天生物公司，ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测
试剂盒购自德国Ｒｏｃｈｅ公司。
１．２　主要仪器
　　自制准静态平面均匀流场培养系统、皮片打孔器、
超净工作台购自苏州安泰公司，ＣＯ２培养箱购自香港
力康生物公司，ＢＡＮＴＥ８２１溶解氧测量仪购自上海般
特仪器有限公司，荧光显微镜购自日本 ＯＬＹＭＰＵＳ公

司，恒温摊片烤片机购自常州中威电子公司，恒温培养

箱购自上海一恒公司，石蜡切片机购自德国Ｌｅｉｃａ公司。
１．３　实验方法
１．３．１　培养液配制培养基溶液总量配比　　ＤＭＥＭ
高糖液体培养基４５０ｍＬ＋胎牛血清 ５０ｍＬ＋氢化可的松
０．２ｍｇ＋表皮细胞生长因子５μｇ＋人重组胰岛素６０Ｕ＋
脯氨酸１７．５ｍｇ。
１．３．２　流场装置组成及运行原理　　准静态平面均
匀流场样机主要由３部分构成，储液瓶、蠕动泵和培养
盒（图１）。其核心部件培养盘位于培养盒内，通过培
养盘的结构设计使得游离皮片处于气液界面，营养供

应均匀，所受的剪切力大小一致。连接硅胶管后，培养

基在蠕动泵的驱动下由储液瓶进入静压槽，通过挡板

到达培养板下面的培养区，再越过溢流坝经泄流沟流

入培养盒，最后多余的培养基又会重新回流到储液瓶，

整个流场回路完全封闭［６］。

１．３．３　标本处理方法及灌注培养分组方案　　实验
所用包皮环切组织于本院泌尿外科门诊手术获得。在

无菌工作台上，将标本用 ７５％酒精棉球消毒灭菌，用
眼科剪修剪皮下结缔组织，用准备好的打孔钳制取

４ｍｍ大小的圆形皮片数枚，置于ＰＢＳ液体中备用（图
１Ｂ、Ｃ）。连接组装两套灭菌过的灌注系统部件，分别
加入ＤＭＥＭ高糖培养基 ５００ｍＬ，将游离皮片置于改
良后的２４孔规格培养板上，表皮朝上。把培养装置放
于 ３７℃、５％ＣＯ２孵箱中培养。设置流速８０ｍＬ／ｍｉｎ，
实验组灌注频次设定为运行４ｍｉｎ，间停２ｍｉｎ；对照组
灌注频次设定为运行１ｈ，间停５ｈ。两组皆于培养后
３、６、９、１２ｄ作为取材时间点。
１．３．４　ＰＡＳ染色　　标本取材后浸入 ４％多聚甲醛
固定液中，常规脱水、浸蜡、包埋，制成石蜡标本，切片

后经脱蜡、水合后，２０℃下 １％高碘酸溶液中氧化
５ｍｉｎ，水洗，预冷Ｓｃｈｉｆｆ氏液避光染色１５ｍｉｎ，偏重亚
硫酸钠分化浸洗，苏木精染色，脱水，透明，封片。显微

镜下观察拍照。
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Ａ：灌注设备；Ｂ：４ｍｍ游离皮片；Ｃ：打孔钳

图１　准静态平面均匀流场及培养标本制作
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１．３．５　ＶＧ染色　　石蜡切片用 Ｗｅｉｇｅｒｔ氏铁苏木精
染液染色２ｍｉｎ，１％盐酸酒精分化，再经ＶａｎＧｉｅｓｏｎ氏
染液染色１ｍｉｎ，９５％乙醇急速分化，二甲苯透明，中性
树胶封片，显微镜下观察拍照，染色后胶原纤维呈鲜红

色，肌纤维呈黄色，细胞核呈蓝色。

１．３．６　ＨＥ染色　　将石蜡标本连续 ５μｍ厚度切
片，苏木精伊红（ＨＥ）染色。中性树胶封片，显微镜下
拍照。每张切片于高倍镜下随机选取 ５个视野进行
细胞计数并进行统计分析。

１．３．７　ＴＵＮＥＬ荧光染色　　石蜡切片经脱蜡、水合
后，参照ＴＵＮＥＬ试剂盒说明书进行荧光染色。在荧光
显微镜下采集图片。每张切片于高倍镜下计数

ＴＵＮＥＬ阳性细胞，计算凋亡百分比，并统计分析。绿
色荧光即为 ＴＵＮＥＬ凋亡阳性细胞。
１．３．８　溶解氧模拟检测　　在不计游离皮片真实营
养消耗的情况下，模拟检测两种灌注频次下培养液中

溶解氧含量的变化情况。先将两套装有５００ｍＬ培养
基的培养装置置于３７℃，５％ＣＯ２孵箱中静置１ｈ。然
后打开溶解氧测量仪校准仪表，将电极端插入培养基

溶液中，设置培养所用流速及灌注频次。于静置时及

灌注后１４、２８、４２、５６ｍｉｎ，２、３、４、５、６ｈ，采集数据并绘
制溶解氧变化曲线。

１．４　统计学分析　
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示。数
据来源于３次以上独立性试验，两组比较采用双因素
方差分析，Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　肉眼形态学观察
　　肉眼可见对照组皮片在培养后的各个时间点颜色
逐渐加深，皮片皱缩，１２ｄ时，皮片呈现坏死特征。轻
触皮片弹性较差，表真皮有分离迹象。实验组在培养

后，仍能保持颜色鲜活，弹性度良好。见图２。
２．２　ＰＡＳ染色情况
　　基底膜染色结果显示，实验组保持了基底膜带的
完整性，无中断或分离现象，表皮与真皮连接紧密；而

对照组标本表真皮出现严重分离，无法识别基底膜结

构，基底层附近细胞数目稀少，皮肤结构和功能遭到破

坏。见图３。
２．３　ＶＧ染色情况
　　ＶＧ染色可见实验组真皮胶原纤维排列方向不
一，显得疏松而富有弹性，与原始未经过培养的游离皮

片染色结构相近。而对照组培养 １２ｄ后出现胶原纤
维着色变淡，向下沉淀堆积，分布不均，走行多以水平

方向为主。见图４。
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图２　肉眼观察两组皮片标本不同培养时间的形态变化
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２．４　ＨＥ染色、ＴＵＮＥＬ凋亡检测情况
　　ＨＥ染色结果见图５，实验组游离皮片经过１２ｄ的
体外培养，表真皮内染色细胞数为（２４９．３５±１３．００），
与原始０ｄ皮片（３１５．００±１０．８０）比较，差异无统计学
意义（Ｐ＜０．０５）；表皮基底层细胞过度分化，排列紊乱，
但无显明空泡化现象。而对照组染色细胞数较０ｄ皮
片明显减少［（３７．５０±９．１８），Ｐ＜０．００１］，染色变淡，细

胞核固缩，空泡化严重。ＴＵＮＥＬ凋亡检测主要反映两
组皮片的存活状态。原始０ｄ皮片中细胞凋亡水平较
低，培养１２ｄ后由于营养、环境、温度的变化，两组皮
片细胞凋亡水平都有所增加，表皮层为细胞凋亡集中

区域，见图５。１２ｄ时对照组细胞凋亡率为（５９．７３±
８．０４）％，显著高于实验组［（９．９１±３．８９）％，Ｐ＜０．００１］。
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２．５　培养基中溶解氧检测情况
　　通过３次模拟检测培养基的办法，获得溶解氧的
浓度值，绘制曲线图（图６）。在１ｈ内，观察到溶解氧
数值处于相对稳定的状态，差异性不大。然而在对照

组灌注间停的５ｈ内，溶解氧数值明显下降约５０％，实
验组溶解氧数值未出现较大波动。
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图６　两组培养基中溶解氧模拟检测情况比较

３　讨论

　　近年来，随着实验动物３Ｒ原则的倡导与实施，传
统的动物实验面临严峻挑战，替代方法技术的研究应

用得到了重视和发展。目前比较成熟的方法包括离体

器官实验和体外细胞培养实验。取自于人体的鲜活皮

肤标本保留了组织的原始架构和多种细胞的功能布

局，能够比较真实地呈现体外的生理反应［７－８］。而准

静态平面均匀流场采用灌注式及气液界面培养更近似

于人体的生理环境。二者结合起来无论从结果的可靠

性还是研究花费方面等方面的考虑，都会为基础医学

及药物的研发带来广阔前景。并且体外实验模型的成

功建立有希望替代动物实验，于体外即可探讨某些新

发明药物的药理作用［９］。

　　本实验我们拟在灌注频次上探讨液流对游离包皮
皮片存活的影响，希望为游离皮片的体外培养提供真

实可靠的理论依据。本实验设计了高、低两种灌注频

次，结果低频次灌注组培养物出现表皮结构分离，真皮

胶原纤维变性，细胞数目减少，凋亡细胞比例上升等情

况，明显不及高频次灌注方案。该研究表明尽管低频

次灌注方案曾成功用于新生鼠皮皮片的体外培养［６］，

但对游离包皮皮片的培养并不适合。其原因可能如

下：第一，由于对照组灌注间歇期较长，实际上只相当

于传统的静态培养，而静态培养在培养三维形态的组

织时具有多种局限性。例如在三维组织中团块物质受

到扩散限制，ｐＨ值，溶解氧，代谢物和葡萄糖达到临界

浓度梯度，使得培养环境控制不良，同时培养物细胞对

刺激性应答反应性降低［１０］。这就要求进行三维组织

培养时，培养物的厚度应在 １～２ｍｍ之间［１１］，否则难

以保证体外存活的时间。而包皮组织不同于一般组织

工程的三维组织，不仅结构致密，而且偏厚，所以局部

营养的扩散及传输必然受到限制。第二，我们通过对

两组培养基的模拟检测，结果显示对照组灌注间歇期

内溶解氧含量为２～４ｍｇ／Ｌ，明显低于实验组。低氧环
境已被证明可诱导细胞凋亡和自噬的发生，并可刺激

干细胞增殖［１２－１４］。对照组细胞凋亡明显，说明与溶解

氧水平降低具有密切关系。实验组通过提高灌注频

次，促进了营养的供应和废物的清除，增强了团块物质

的传递，维持了培养基的溶氧水平，延长了游离人体皮

肤组织的体外存活时间。而且在培养时间内未发生因

蠕动泵频繁运转而出现硅胶管磨损破裂的情况。

　　由于影响体外器官培养的因素还有很多，除了灌
注式生物反应器的机械运行参数，还与培养基成

分［１５－１６］、环境温度［１７］、ｐＨ值、溶解氧浓度［１２］、剪切

力［１８］等有关。在本次实验中，实验组在培养期内也出

现了表皮层角化过度，基底层细胞数目减少的现象，因

此如果要建立稳定的皮肤病药用或创伤愈合模型，仍

需进一步摸索培养条件。
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