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小鼠皮肤器官培养模型的建立及存活状况的研究

Establishment of the mouse skin organ culture model and the study of the viability of

cells in the cultured skin piece

崔志鸿 ,杨　恬 ,高强国　　(第三军医大学基础医学部细胞生物学教研室 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　检测皮肤器官培养模型中细胞的生长及存活状况 ,建立稳定的小鼠皮肤体外培养模型。方法　将小

鼠皮肤培养于 transwell的内室 ,培养液加至皮肤的表真皮交界处 , 于培养后的 2 , 4 , 8 d 取皮片固定 、切片后于光镜 、共聚焦

显微镜及透射式电镜下进行观察。结果　培养 2 , 4 d的皮片与未经培养的皮片在形态结构与细胞的存活数量上没有显著

差异;培养 8 d 的皮片光镜下的形态结构没有发生明显改变 , 但共聚焦显微镜下 , 细胞存活数量有所下降 ,透射式电镜下细

胞的超微结构显示胞质及线粒体肿胀 ,溶酶体增多等退化性改变。结论　体外培养 4 d 以下的皮肤与在体生长的皮肤在

形态结构及细胞生长方面没有显著差异 , 可以作为体外研究的良好模型。

　　器官培养(organ culture)是指从供体取得器官或器

官组织块后 ,不进行组织分离而直接在体外的一定环
境中培养 ,保持其原有器官中细胞的结构和联系并生

存[ 1] 。器官培养的目的和技术与单层细胞培养不同 ,
器官培养主要强调器官组织的相对完整性 ,可以利用

器官培养对器官组织的生长 、变化进行体外观察 ,并可
以通过改变体外条件研究外加因子对器官组织的影

响。皮肤的器官培养最早开始于 1954年 , Li等
[ 2 ,3]
于

20世纪 90 年代初对皮肤的器官培养方法进行了改

进 ,确立了一系列鉴定皮片生存状况的指标 ,如判定皮
片中细胞活性的共聚焦显微镜观察方法 、判断皮片中
细胞增殖状况的 3H-TdR掺入等方法 ,从而使皮肤的器

官培养成为一项稳定的培养技术 ,从此得到较为广泛
的应用[ 4 ～ 6] 。皮片的存活状态是皮肤器官培养的重要

指标 ,但目前仍缺乏切实有效的检测手段 。本研究利
用共聚焦显微镜结合透射式电镜及光镜的观察确定培

养皮片的存活状况 ,期望建立稳定的小鼠皮肤器官培
养模型 ,以用于进一步的皮肤学研究。

1　材料及方法

1.1　小鼠皮肤的器官培养
　　4 d 昆明小鼠(第三军医大学实验动物中心提供), 75%乙

醇充分消毒全身 , D-Hanks液反复冲洗数次 , 用锋利的剪刀剪下

背部皮肤 , 修去皮下结缔组织 , D-Hanks液反复冲洗数次 , 用锋

利的刀片将剪下的皮肤修剪成 2 mm×3 mm 大小的皮片 , 将皮

片接种在器官培养专用的 Tanswell(Felcon)的内室中 , 从 Tran-

swell的外室中加入培养液 , 培养用液为 RPMI1640 培养基
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(Giebco),内含 2%胎牛血清(Hyclone), 4 U/ml胰岛素 , 0.4 μg/ml

氢化可的松 , 20 mmol/ L Hepes(Amersco), 2 mmol/ L L-谷氨酰胺 ,

培养液应加至皮片的表真皮交界处 , 将 Transwell置于 5%CO2、

37 ℃培养箱中培养 ,每 48 h 换液 1次 , 于培养的0 、2、4、8 d 分别

取3 块皮片 ,常规石蜡切片 , HE 染色 ,于光镜下观察皮肤及毛

囊的结构。

1.2　培养皮片的共聚焦显微镜观察
　　取培养 2 、4 、8 d 的小鼠皮片各 3 个标本 , PBS 洗 3 次 , 于

37 ℃温箱中用 5 μmol/ L BCECF(2′, 7′-bis(carboxyethyl)-5(6)-

carboxyfluorescein)(Sigma)及 5 μmol/ L PI(propidium iodide)(Sig-

ma)于 pH9.6共同孵育 30 min , PBS 洗 3 次 , 立即进行连续冰冻

切片 ,切片厚度为 50 μm ,于共聚焦显微镜 CLSM(confocal laser

scanning microscope)上进行观察 ,未培养的皮片做对照。

1.3　培养皮片的透射电镜观察
　　取培养 2、4、8 d 的小鼠皮片各 3 个标本 , 置于预冷的蜡板

上 ,用预冷的锋利刀片切成 1 mm×1 mm×1 mm 大小的组织块 ,

立即投入新鲜的预冷 3%戊二醛中 4 ℃固定 2 h , 0.1 mol/ L PBS

4 ℃洗 3次 , 再用 1%锇酸 4 ℃固定 30 min , 0.1 mol/ L PBS 4 ℃

洗3 次 ,梯度丙酮脱水 , 环氧树脂 618包埋 ,超薄切片 , 醋酸铅及

枸橼酸铅染色 ,透射电镜下观察 , 未培养的皮肤切片做对照。

2　结果

2.1　培养皮片的光镜观察
　　皮片在培养 8 d后仍保持良好的皮肤及毛囊结构 , 毛囊有

显著增长 ,与未培养的正常皮片相比 , 整体结构并无明显破坏 ,

结缔组织也十分完整。

2.2　培养皮片的共聚焦显微镜观察
　　BCECF和 PI 是两种荧光染料 , 其中 , BCECF 专染活细胞 ,

在共聚焦显微镜下它将活细胞染为红色 , 而 PI 不能将活细胞

着色 ,但它可以穿透死细胞的细胞膜 , 将死细胞的核着色 ,在共

聚焦显微镜下死细胞呈绿色。

　　共聚焦显微镜图像显示:在未经培养的皮片上 , 细胞大多

是染为红色的活细胞 , 染为绿色的细胞极少 , 分布在皮片边缘

及毛囊的髓质部位(图 1A);培养 2 、4 d 的皮片的存活状况良
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好 ,皮片中的大部分细胞都被染为红色 , 染为绿色的死细胞分

布部位与未培养皮片相同 , 也集中在皮片边缘及毛囊的髓质

(图 1B)。活/死细胞的比例与未培养的皮片的比例相当。培养

8 d 的皮片细胞存活率仍然很高 , 死细胞大多仍集中在皮片边

缘及毛囊髓质部位 ,但毛囊的毛母质及外根鞘等部位出现少量

死细胞(图 1C), 死/活细胞的比值上升。

A:4 d小鼠在体皮肤;B:培养 4 d的皮片;C:培养 8 d的皮片

图 1　培养小鼠皮片的激光共聚焦扫描观察(bar:20μm)

2.3　培养皮片的透射电镜观察
　　未经培养的正常皮肤的毛囊外根鞘细胞表现出典型的快

速增殖的细胞的形态(图 2A):细胞核大 ,占据了整个细胞 80%

以上的空间 , 细胞质的量很少 , 膜相结构不明显 , 胞间连接清

晰 ,有些细胞处于有丝分裂期;培养 2 d 及 4 d的皮肤的毛囊外

根鞘细胞的电镜下的形态与未培养的皮肤超微结构相近(图

2B), 细胞核仍然占据了细胞空间的很大比例 ,膜相结构没有明

显破坏 ,但与正常皮肤相比胞间连接变得较模糊;培养 8 d 的皮

肤毛囊外根鞘细胞与正常细胞相比则有了很大变化(图2C), 表

现出一些退化性变化:胞质出现肿胀 , 线粒体肿胀 , 溶酶体增

多 ,少量质膜结构破坏 , 有些细胞内还出现少量脂滴 , 这些都是

细胞即将死亡的标志。

A:4 d小鼠在体皮肤;B:培养 4 d的皮片;C:培养 8 d的皮片

图 2　培养小鼠皮片的透射式电镜观察　(TEM×3 300)

3　讨论

　　由于离体组织没有血液系统供应养分 ,要维持组

织细胞的生长需要 ,营养和氧气仅能靠自然渗透来维
持 ,为使器官组织正常生长 ,而中心的细胞不发生坏

死 ,组织的厚度和直径不应太大 , 对皮肤而言 , Li
等[ 2 ,3]的报道称应在 2 mm×5 mm 或更小。器官组织

内部还需要有足够的氧气渗入 ,一般采用两种方法达
到这一目的:一是将组织块放置在气液界面 ,使组织块

在吸收培养液养分的同时可以吸收氧气;二是提高培养
环境的氧分压 ,某些研究者甚至推荐使用 95%O2 和 5%

CO2的气体环境
[ 7] 。在本研究中 ,我们采用了 2 mm×3

mm大小的组织块 ,并采用Transwell 达到将组织块提高

到气液界面培养的方法来满足器官培养的基本需要。
　　在本研究中 ,我们在前人研究的基础上 ,建立了光

镜 、电镜 、共聚焦显微镜相结合综合评定皮肤器官培养
的生存状况的方法 。BCECF 和 PI 是两种荧光染料 ,

BCECF 可以特异性地结合在活细胞的细胞表面 ,而 PI

则可以穿透死细胞不完整的细胞膜 ,与核物质结合。

Li等
[ 2 , 3]
首先应用这两种荧光染料通过共聚焦显微镜

检测器官培养的组织块中细胞的存活状况。此后这种

方法被普遍应用于器官培养物的检测 ,成为一项重要
的指标。
　　在本研究的结果中我们发现 ,培养 8 d的皮片在

共聚焦显微镜下活细胞的比例仍然很高 ,似乎存活状
况良好 。但在透射式电镜下可以看到 ,虽然很多细胞
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仍然存活 ,但其中的结构已发生一些变化 ,不能代表正

常的皮肤细胞。我们提出 ,需要用共聚焦显微镜结合
电镜的方法考察皮片培养中细胞的存活状况 ,共聚焦

显微镜可以全面观察细胞的存活状况 ,电镜可以观察
到局部细胞超微结构的变化。

　　通过共聚焦显微镜观察我们发现 ,未经培养的皮
片中死细胞集中在毛囊的髓质和皮片的边缘 ,髓质的
细胞在活体动物中已经角质化死亡 ,皮片边缘的死细

胞是取材时被器具所伤。透射式电镜的观察表明 ,未
经培养的皮片中的细胞活性良好 ,外根鞘细胞增殖旺

盛 ,可以观察到分裂相。培养 2 d和 4 d的皮片的情况

与未经培养的皮片类似 ,说明在培养的前 4 d ,皮片存

活状况几生长状况良好 。共聚焦显微镜观察到培养
8 d的皮片中死细胞比例有所增加 ,透射式电镜观察

的结果发现培养 8 d的皮片中细胞的超微结构发生了

巨大的变化 ,线粒体体积增大 ,内有清晰的嵴 ,溶酶体

增多 ,少量质膜结构破坏 ,有些细胞内还出现少量脂
滴 ,这些都是细胞即将发生死亡特征[ 6] ,所以培养 8 d

以上的皮肤已不能代表正常皮肤的状态 ,不应用做皮
肤体外模型。
　　关键词:皮肤;器官培养;激光共聚焦显微镜;透射式电镜

　　中图法分类号:R-332;R322.99　　　文献标识码:B
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　　(上接 1689页)
脱出 、穿刺部位出血 、导管堵塞 、局部感染各 2 例 , 长程置管病

例出现的静脉炎 、导管部分脱出 、穿刺部位出血 、导管堵塞 、局

部感染各 1例。从 PICC 主要应用目的与并发症的关系分析可

以看到 , 71 例用于肠外营养的置管病人出现静脉炎 、导管部分

脱出各 2例 , 穿刺部位出血 1例 、导管堵塞和局部感染各 3 例;

20 例用于联合化疗的置管病人出现静脉炎 3 例 , 穿刺部位出血

和局部感染各 1例。

3　讨论

　　对本组110例行 PICC 的患者所发生的并发症进行分析 , 发

现每一种并发症的发生都各有特点 ,并有自身的一些主要诱发

因素。

　　静脉炎:静脉炎是 PICC 使用过程中主要的并发症之一[ 1] ,

从置管时间看在置管近期静脉炎的发生高于置管后期静脉炎

的发生 ,从 PICC 主要应用目的分析可看出静脉炎在 PICC 应用

于化疗病人中的发生率较高。就其原因 , 可能是在穿刺送管过

程中用力过猛或长期使用化疗药物的化学性 、高浓度及酸碱性

刺激血管内膜 ,从而导致静脉炎的发生。还有报道表明静脉炎

还可能与病人的特殊体质及导管材料有关[ 2] 。 所以在穿刺送

导管的过程中动作一定要轻柔 ,不可强行插入 , 以免造成错位 、

机械性损伤和静脉阻塞。

　　导管阻塞:导管阻塞主要发生在 PICC 用于肠外营养中 , 因

营养液较粘稠 ,如输入后没有及时冲洗管道或冲洗不完全就容

易引起导管阻塞。并且封管技术不过关也可能造成凝血堵塞。

对这 5例导管堵塞的患者 , 我们采用了尿激酶溶栓方法进行处

理 , 3例堵塞的导管重新疏通 , 其余 2 例效果不佳 , 予以拔管。

所以对于导管堵塞 ,尿激酶溶栓方法是一种较为有效的挽救方

法 ,但必须是及早发现堵塞情况 , 并尽快给予处理 , 才能取得较

好效果。

　　导管部分脱出及穿刺部位出血:责任护士必须充分掌握病

人的身体状况 , 如有心脏病 、高血压 、出凝血异常等应慎行

PICC。对已经置管的病人应坚持精心护理 , 并加强健康教育 ,
教会病人如何进行自我护理。

　　感染:文献[ 3] 报道 , 皮肤的污染是诱发感染的主要因素。

因此 , 必须注意穿刺点皮肤的清洁和消毒 , 注重操作过程中的

无菌观念。在置管后必须密切观察穿刺点皮肤局部情况 ,如有

穿刺点局部红肿等应立即予以处理 ,并尽量选用透气性好的透

明敷料。

　　其它问题:在使用过程中还发现 PICC 导管具有自身的一

些缺点:PICC 管腔细 ,进入中心静脉途径长 , 其输液速度较慢。

文献[ 3] 报道 5-French 导管最大平均流速为 325 ml/h , 4-French
导管最大平均流速为 275 ml/ h , 因此不适宜急救过程中的快速

补液。即使对输液量较大的非危重患者也需借助输液泵加快

流速 ,否则由于输液时间过长而影响患者休息 。

　　关键词:PICC;并发症;护理对策

　　中图法分类号:R197.39　　　文献标识码:B
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