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皮肤来源间充质干细胞对内皮祖细胞募集效应的体外观察

陈俊颖!

"解放军第 5"6 医院病理科!重庆 6######

!!$摘!要%!目的!细胞的募集趋化与归巢被认为是间充质干细胞"7/89#修复重建受损组织的重要机制!本研究拟通过体外

实验观察皮肤来源间充质干细胞对在血管化中发挥重要作用的内皮祖细胞"(.89#的募集效应& 方法!分离与培养胎鼠皮肤7/89

和大鼠(.89!利用免疫组织化学法!分别检测二者的 /:;<$ 与8=8'6 表达'并利用体外迁移实验!观察 7/89是否影响 (.89的迁

移& 结果利用免疫组织化学检测!7/89和(.89可以分别表达 /:;<$ 与8=8'6'利用双室培养系统发现!7/89可明显促进(.89的

迁移!且阻断 /:;<$ 表达后!这种促进效应得到抑制"!>#4#?#& 结论!体外实验证实了7/89可以促进(.89的募集趋化&

!!$关键词% 间充质干细胞'内皮祖细胞'募集'体外

!!$中图分类号% '5"@4"A ! $文献标识码% *! $文章编号% $%B"<?#6"""#$$##%<#?@A<#6

!

$作者简介% 陈俊颖"$@B% C#!女!重庆市人!主治医师!博士!主要从

事临床及基础病理方面的研究& (<DEF3(G3HIJ4KELLHM$%54N2D

! $收稿日期% "#$$<#A<""!!$修回日期% "#$$<#@<$?

!""#$%&'"&()*+,#-).#,/#&#*$01/23&%#/$#33&'*-#$-4)%/#*%'"#*,'%0#3)235-'6#*)%'-$#33&)*.)%-'
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":ILEJSDIQS2G.ESK232RH!5"6SK O29LFSE32G.T*!8K2QRUFQR6#####!8KFQE#

!!78&%-2$%( 98:#$%).#!'INJPFSDIQSF9N2Q9FVIJIV EQ FDL2JSEQSDINKEQF9DG2JDI9IQNKHDE39SIDNI339"7/89# S2JILEFJEQV N2Q9SJPNS

VEDERIV SF99PI94,KF99SPVHWE9S22X9IJYIFGDI9IQNKHDE39SIDNI339L3EHFDL2JSEQSJ23I9FQ NKID2SEZF92GIQV2SKI3FE3LJ2RIQFS2JNI339

"(.89# FQ YFSJ24;#%0',&!,KI9[FQ 7/892GGISE3JESEQV JES(.89WIJIF923ESIV EQV NP3SPJIV4,KIIZLJI99F2Q92G/:;<$ EQV 8=8'6 WIJI

VISINSIV XHFDDPQ2KF9S2NKIDF9SJH47FRJESF2Q IZLIJFDIQS9WIJIP9IV S22X9IJYIWKISKIJ7/89EGGINSSKIDFRJESF2Q 2G(.894<#&43%&!*N<

N2JVFQRS2SKIJI9P3S92GFDDPQ2KF9S2NKIDF9SJH! 7/89EQV (.89NEQ IZLJI99/:;<$ EQV 8=8'6 JI9LINSFYI3H47/89NEQ LJ2D2SISKIDFRJESF2Q

2G(.89EQV FGSKI/:;<$ IZLJI99F2Q WE9X32N[IV!SKF9LJ2D2SFQRIGGINSW2P3V XI9PLLJI99IV "!>#4#?#4='*$34&)'*!\SF9N2QGFJDIV SKES

7/89NEQ LJ2D2SINKID2SEZF92G(.89FQ YFSJ24

!!>#1?'-,&( DI9IQNKHDE39SIDNI339'IQV2SKI3FE3LJ2RIQFS2JNI339'JINJPFSDIQS'FQ YFSJ2

!!皮肤组织工程的首要要素是种子细胞的选择!干

细胞技术的迅速发展为种子细胞的选择提供了良好的

契机$$%

& 近年来皮肤来源间充质干细胞"DI9IQNKHDE3

9SIDNI339!7/89#作为组织工程种子细胞来源的研究

逐渐受到关注& 在骨髓和外周血中存在组织定向分化

的干细胞群体!它们可以被募集迁移至损伤组织部位!

增殖)分化后修复受损组织$"%

& 已经有实验证实

7/89复合支架材料进行修复皮肤缺损中!能促进其血

管化$5<?%

& 组织工程皮肤中的种子细胞 7/89可能是

启动缺损修复的主要因素!以募集宿主细胞参与血管

化为其主要修复方式!在募集宿主细胞的过程中多种

趋化因子可能协同发挥作用$%%

& 因此本实验拟以血

管化中发挥重要作用的内皮祖细胞"IQV2SKI3FE3LJ2<

RIQFS2JNI339!(.89#和皮肤来源 7/89为研究对象!体

外实验观察 7/89对 (.89募集效应!并初步讨论以

7/89为种子细胞的组织工程皮肤的促愈合机制&

@A材料与方法

$4$!材料

!!实验动物为]F9SEJ孕大鼠"第三军医大学实验动物中心提

供#& 细胞培养试剂(:7(7和胎牛血清"OHN32QI公司#'胰蛋

白酶"/FRDE公司#'兔抗鼠 /:;<$ 抗体"9EQSENJP 公̂司#!兔多

克隆8=8'6 抗体"*XNED公司#'O'.标记的山羊抗兔 \R)"中

杉公司 #' :F\<ENT:T"723INP3EJ.J2XI9公司 #' ;\,8<TINSFQ<

0(*<$"/FRDE公司#& 嵌套微孔底膜培养皿")FXN2公司#&

$4"!胎鼠皮肤7/89的分离与培养

!!将孕鼠在分娩前 $ V脱臼处死!B?_酒精浸泡消毒!剪开子

宫取出胎鼠!用 .̀ /缓冲液冲洗后剪下胎鼠背部的全部皮肤!

用 #4"?_胰酶消化 $ K后!加入培养液!" ?## JaDFQ离心? DFQ!

弃上清& 毛玻璃研磨!制成单细胞悬液& 细胞计数以 $4# b

$#

?

aND

"接种于培养瓶中!培养条件为 :7(加 $#_胎牛血清!

5B c!?_8-

"

!培养 "6 K后全量换液!去除未贴壁的细胞!以后

每隔 5 V换液 $ 次& 大约 $" V后!原代细胞培养长满大部分瓶

底后!#4"?_胰酶消化!然后按 $

!

5 的比例进行传代接种培养&

倒置相差显微镜逐日观察细胞形态!贴壁及生长情况!以第 "

代细胞进行后续实验&

$45!大鼠内皮祖细胞的培养

!!利用贴壁筛选和密度梯度离心结合法& 大鼠脱臼处死!无

*A@?*
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菌条件下取双侧股骨)胫骨!:<OEQ[+9液冲洗骨髓!"## 目筛网

过滤!制成单细胞悬液!按等比例缓慢滴加悬液于淋巴细胞分

离液上方"密度 $4#A# [RaT#!" ?## JaDFQ离心 $? DFQ& 吸出单

个核细胞层!离心后接种于纤连蛋白包被的 "6 孔板& 配制完

全培养液(:7(7培养液中加入胎牛血清""#_#)1();""#

!

RaT#)X;);""

!

RaT#'调整细胞浓度为 " b$#

?

aDT& 置于

5B c)?_8-

"

培养箱中培养& 培养第 5 天换液!用 :<OEQ[+9

液洗掉未贴壁的细胞!加入新培养液继续培养& 倒置显微镜观

察细胞形态!$ 周后收集贴壁细胞!以摄取 ENT:T和 0(*<$ 进

行鉴定& 取培养 B V的(.89进行后续实验&

$46!8=8'6 和 /:;<$ 的表达

!!采用免疫组织化学法检测& 将细胞种植于玻片上 "6 K后!

取细胞片用 6_多聚甲醛固定 $# DFQ!经 .̀ / 漂洗后!用 $#_

山羊血清室温封闭 5# DFQ& 分别在 7/89和 (.89加入兔抗

/:;<$ 抗体和8=8'6 抗体!同时设立阴性对照!6 c过夜& .̀ /

漂洗 5 次后!加入 $

!

"## 稀释的 O'.标记的山羊抗兔 \R)

5B c 5# DFQ& 最后利用:*̀ 试剂盒进行显色!常规封片&

$4?!细胞迁移能力检测

!!采用趋化试验法检测& 在,JEQ9WI33培养小室中进行!孔径

A

!

D& 分为 5 组进行实验(趋化组)拮抗组和对照组& 下室内

仅加入 ?##

!

3培养基!不种植7/89的作为对照组& 另外 " 组!

在 "6 孔板孔内先分别加入 ?##

!

3浓度为 $ b$#

?

aDT的7/89!

作为趋化系统下室& 以正常的7/89作为趋化组!以加入/:;<$

中和抗体"$4#

!

RaDT#来拮抗 /:;<$ 的趋化作用为拮抗组& 然

后将,JEQ9WI33放入 "6 孔内!三组的上室内均加入 $##

!

3浓度

为 $ b$#

?

aDT的(.89悬液!5B c)?_8-

"

培养箱中培养过夜&

之后用棉签小心刮除未迁移过膜的细胞!6_多聚甲醛固定

"# DFQ!)FID9E染色 $? DFQ!光学显微镜下观察!计算迁移的细

胞数& 每组设 5 个复孔!每孔取 ? 个视野计数!取平均值& 结

果采用 /.// $$4# 软件进行"检验分析&

BA结果

"4$!间充质干细胞培养

!!原代细胞接种 $" d"6 K 后!部分细胞开始贴壁!并出现形

态改变!由圆形改为纺锤形'至第 6 天大部分细胞贴壁延伸!呈

成纤维细胞样集落生长!大约 $# d$" V 接近融合& 传代 7/89

" d6 K即开始贴壁!细胞突起逐渐伸展!"6 K 完成贴壁!大约 B

V长满瓶底!形态主要呈纺锤形"图 $E#&

"4"!内皮祖细胞培养

!!普通倒置显微镜下动态观察可见!细胞在培养的第 B 天时

呈典型的纺锤形的单层细胞!呈条索状或管状分布"图 $X#&

摄取ENT:T和摄取0(*<$ 均为阳性&

"45!8=8'6 和 /:;<$ 的表达

!!利用免疫组化染色!结果显示在皮肤 7/89的细胞质和细

胞膜中可表达 /:;<$"图 "E#'在(.89的细胞质和细胞膜中!均

有8=8'6 的表达"图 "X#&

"46!(.89迁移结果

!!7/89能显著诱导(.89迁移!趋化组迁移细胞数"$#5 e%#

个!显著高于对照组数"65 eA#个"!>#4#?#& 加入 /:;<$ 中

和抗体后能显著拮抗 7/89对 (.89的诱导作用!拮抗组细胞

迁移数为"%? e6#个!!>#4#?"图 5#&

CA讨论

!!近年来随着组织工程皮肤的研究进展!角质形成

E(第 " 代间充质干细胞'X(原代内皮祖细胞培养第 B 天

图 @A皮肤间充质干细胞和内皮祖细胞培养"图示标尺为 BDD

!

/#

E(7/89表达 /:;<$'X((.89表达8=8'6

图 BA细胞免疫组织化学检测"图示标尺为 BDD

!

/#

*@@?*
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(与趋化组比较!!>#4#?

图 CA!E=&细胞迁移实验

细胞和成纤维细胞作为传统的种子细胞在应用过程中

暴露出免疫排斥)取材和体外培养困难等问题& 7/89

因来源广泛!分离培养容易!且易于外源基因的导入和

表达!在体内局部及全身因素作用下可被诱导分化为

皮肤细胞!因此目前其作为种子细胞的价值值得被广

泛认可& 但关于其发挥修复机制方面的研究仍然较

少& 有研究表明 7/89可以分化为皮肤角质形成细

胞)皮脂腺细胞)滤泡上皮细胞)树突状细胞)内皮细胞

等!可作为分化的终末功能细胞参与创伤愈合$B%

& 也

有研究表明7/89分泌的生长因子可能是加速皮肤创

伤愈合的重要原因& TFP 等$A%研究发现骨髓间充质干

细胞表达转化生长因子<

"

$)表皮生长因子)血管内皮

生长因子)表皮生长因子)成纤维细胞生长因子等!这

些因子在调节细胞表型和创面改建中起着重要的作

用& 除此之外!亦有观点认为 7/89的主要功能是提

供一种适宜环境!从而募集宿主自体干细胞参与修复

过程!即细胞的募集趋化与归巢被认为是 7/89修复

重建受损组织的重要机制$@%

&

!!在创伤愈合过程中创伤部位可能产生新生血管!

新生的血管为创伤部位提供氧)营养物质和生物活性

物质!因此对创伤修复起到重要作用& 创伤后的新生

血管由 (.89参与形成!随后内皮细胞迁移!形成毛细

血管$$#%

& 因此推测 7/89可能是促进 (.89趋化)迁

移并参与血管化的重要因素& /E3Y23FQF等$$$%认为人皮

肤来源7/89可以通过旁分泌方式影响内皮功能!这

种方式可能是由于 7/89在条件培养基下释放 1();

增加!进而影响人主动脉内皮细胞的 8E

" f浓度和 +-

产物!因此与修复过程中的内皮细胞迁移的调控机制

有关& (REQgE等$$"%将一种人 7/891?6a" 种植在 \Q<

SIRJEDESJFZ支架上!" 周后发现1();和 X;);分泌明

显增加!裸鼠皮肤损伤修复实验也证实细胞种植组的

血管化明显强于没有细胞的单纯支架组&

!!细胞的趋化是干细胞参与后续生物学效应的启动

步骤!对局部干细胞的募集十分关键& 8=8趋化因子

受体 6"8=8'6#与其唯一特异配体 /:;<$ 构成 /:;<

$a8=8'6 轴!在胚胎发育)免疫和炎性反应)造血干细

胞动员和归巢)艾滋病及肿瘤等生理病理过程中发挥

重要作用& 近来研究发现!/:;<$a8=8'6 轴在组织修

复中趋化循环干细胞到达损伤部位)促进干细胞存活

及横向分化等方面也扮演着重要角色$$5%

& 有研究表

明骨髓7/89分泌的 /:;<$

#

能促进小鼠皮肤血管增

生和放射伤口的愈合$$6%

& 本实验中!利用免疫组织化

学检测!7/89和 (.89可以分别表达 /:;<$ 与 8=<

8'6!表明二者具有趋化的潜能& 利用双室培养系统

发现!7/89可以明显促进 (.89的迁移!并且阻断

/:;<$ 表达后!这种促进效应得到抑制!表明 7/89所

表达的 /:;<$ 是内皮祖细胞有效的趋化因子!可促进

体外细胞迁移& 这些结果提示 /:;<$a8=8'6 轴可能

在皮肤种子细胞促进 (.89趋化)迁移并参与血管化

中发挥重要作用& /:;<$a8=8'6 轴所介导的7/89对

(.89体内细胞动员效应有待进一步实验研究&
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!个案与短篇!

达芬奇机器人手术器械的清洗与灭菌

周娅颖!魏静蓉!张琦霞!易!斌!

"第三军医大学西南医院设备器材科消毒供应中心!重庆 6###5A#

!!$关键词% 机器人手术系统'手术器械'清洗'灭菌

!!$中图分类号% '$@B45@''%$" !$文献标识码% `! $文章编号% $%B"<?#6"""#$$##%<#%#$<#$

!!机器人手术系统是微创外科发展的时代产物!在腔镜手术

的基础上延伸了外科医生的手)眼功能!能更微观和精准地进

行手术操作!被广泛应用于胸心外科)普通外科)泌尿外科和妇

产科等多个专科领域& 目前达芬奇机器人手术系统":E1FQNF

/PJRFNE3/H9SID#已成为发达国家跨入微创时代的主流手术系

统$$%

& 我院于 "#$# 年 " 月引进达芬奇机器人开展了胆囊切

除)胃切除)前列腺手术)妇科腹腔镜手术等共 $## 余例& 为保

障机器人手术的正常开展及每一环节的适应性和无缝连接!本

文就机器人手术器械的清洗与灭菌体会报告如下&

@A机器人辅助手术系统的应用

!!:E1FQNF机器人手术系统并非是在某种程序控制下能自

动完成手术的机器人!它仅仅是在外科医生的操纵下辅助医生

完成手术的辅助系统$"%

& 它包括按照人体工程学原理设计的

医生控制台)6 个机器人手臂系统)$ 个机械臂操控高清晰度立

体腔镜)机械臂控制的高准确度 (QV2]JF9S仿真手腕器械$5%

&

手术时!医生坐在操作台前!观察放大 "# 倍的患者体内器官组

织的三维影像!术者的手术操作被手术机器人转化为数字信

息!传递给机械臂!通过控制机械臂来完成手术操作$6%

& 完全

由机械手代替了人手操作!避免手术医生与患者直接接触!减

少感染发生的几率&

BA机器人手术器械的功能及特点

!!:E1FQNF机器人手术系统是腔镜技术发展的高级产物!其

手术步骤及术中用物与腔镜手术相似& 在腹部手术中仍需建

立气腹以扩展手术视野!因此应配备金属穿刺鞘)超声刀)分叉

光缆).j器械线)双极电凝线)单极电凝线)器械套管封帽等&

另外还需准备与机器人系统配套使用的(QV2]JF9S仿真手腕器

械及三维成像的内窥镜& (QV2]JF9S仿真手腕器械是安装在机

!

$收稿日期% "#$$<#%<"#!!$修回日期% "#$$<#B<$#

器人臂杆上的,左手-),右手-和,助手-!包括手术常用的剪

刀)抓钳)针持)分离钳)无创组织镊等& 其结构均由分离杆)器

械轴)销轴)尖端效应器或末端效应器)器械保护套等 ? 部分组

成"图 $#& 主要用于手术中抓起)切割组织!钝性和锐性分离)

!"#$%!"$

&'()*
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图 @A!*,'F-)&%仿真手腕器械的组成
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