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毛乳头细胞凝集性生长对诱导毛囊样结构形成能力的影响
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　　提　要:目的　以细胞外基质成分纤维连接蛋白促进培养的人头皮毛乳头细胞凝集性生长行为 , 观察毛乳头细胞的

凝集性生长对诱导毛囊形成能力的影响。方法　传代培养的人头皮毛乳头细胞经细胞外基质纤维连接蛋白预处理后 , 促

进形成凝集性生长团 ,再与毛囊上皮细胞共同移植于裸鼠皮下 , 分别于 8、12 周进行组织学检查 , 观察毛囊形成及分化程

度。结果　8 周后纤维连接蛋白预处理的毛乳头细胞组可见有毛囊样结构形成 , 未处理组仅见松散细胞团;12 周后两组

均可见有毛囊样结构形成 ,但纤维连接蛋白预处理组较未处理组诱导形成毛囊样结构分化更成熟;真皮成纤维细胞组未

见有毛囊样结构形成。结论　毛乳头细胞的凝集性生长特性对其诱导毛囊形成的能力有密切的关系 , 细胞呈凝集性生长

后 ,其生物学功能增强。
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Effects of aggregative growth pattern of cultured dermal papilla cells on the ability to

induce development of hair follicles
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　　Abstract:Objective　To investigate the effects of aggregative growth pattern of cultured dermal papilla cells on

the ability to induce development of hair follicles.Methods　Aggregative clusters of cultured dermal papilla cells in-

duced with fibronectin were implanted togetherwith follicular epithelial cells into nude mice subcutaneously.At 8 and

12 weeks after implantation , the development and the differentiation of hair follicles were observed histologically.Re-

sults　At 8 weeks , formation of hair follicle-like structures was found in group of dermal papilla cells pretreated with

fibronectin , but only sparse cellular clusters in group of dermal papilla cells unpretreated with fibronectin were found.

At 12 weeks , however , formation of hair follicle-like structures was found in both groups , but the differentiation de-

gree of hair follicles in the group pretreated with fibronectin developed more mature than that in the group unpretreated

with fibronectin.No formation of hair follicle-like structures was found in the group of dermal fibroblasts.Conclusion

　Cultured dermal papilla cells in aggregative growth pattern could significantly promote the ability to induce the de-

velopment of hair follicles , and the aggregative growth behavior of cultured dermal papilla cells may promote cellular

biological functions.

　　Key words:dermal papilla cell;hair follicle reconstitution;extracellular matrix;nude mice

　　毛乳头细胞系毛囊真皮成分的一组高度特异化的

成纤维细胞 ,在体内聚集形成毛乳头。它在毛囊的生

长发育形成及周期调控中起着重要的作用 ,研究表明

体外传代培养的小鼠毛乳头细胞仍保留有在体内诱导
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毛囊形成的能力
[ 1]
,这为进行毛囊重建提供了实验依

据。培养中的毛乳头细胞表现出一种细胞融合前呈复

层凝集性生长(aggregative growth pattern)的特性 ,而且

还发现随着传代的增加 ,其凝集性生长的特性逐渐消

失 ,同时细胞诱导毛囊形成的能力也消失;所以我们推

测细胞的凝集性生长特性与诱导毛囊形成的能力有密

切的联系 。我们在实验中发现细胞外基质成分纤维连

接蛋白能明显促进培养的毛乳头细胞呈凝集性生长 ,所

以 ,本研究通过经纤维连接蛋白处理的培养人头皮毛乳
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头细胞与毛囊上皮细胞共同在裸鼠体内移植 ,观察凝集

性生长对毛乳头细胞诱导毛囊形成能力的影响。

1　材料与方法

1.1　主要试剂
　　DMEM培养基 、纤维连接蛋白(Gibco公司), 胶原酶 D(Sig-

ma公司), Dispase(分离酶 , Sigma公司),裸鼠(第三军医大学实

验动物中心提供), 广谱细胞角蛋白单克隆抗体(北京中山生物

技术公司), S-P免疫组化试剂盒(福州迈新公司)。

1.2　毛乳头细胞的分离与培养
　　按照酶消化法[2] 稍加改进 , 主要步骤为整形外科获取的头

皮全层标本经无菌清洗 ,分离出皮下脂肪层 ,剪成 0.5 cm 宽的皮

条, 经质量浓度 0.5% Dispaes 4 ℃消化过夜 , D-Hanks 液清洗 , 挤

出毛干 ,将脂肪层剪成再经质量浓度 0.2%胶原酶 D 37 ℃消化 6

～ 8 h , 游离出毛乳头 ,经离心清洗 ,分离得到毛乳头 , 接种于含体

积分数 15%新生小牛血清的 DMEM培养基中 , 37 ℃, 5%CO2 条

件下培养 ,约 1周后细胞融合, 传代后即可用于实验。

1.3　毛囊上皮细胞分离
　　在分离毛乳头过程中 , 经分离酶消化后挤出的毛囊 , 收集

后用 D-Hanks 液离心清洗 2次 , 再用质量浓度 0.125%胰蛋白酶

+0.02%EDTA 液 37 ℃消化 15 ～ 20 min , 将毛囊上皮细胞消化

游离 ,收集游离上皮细胞 , 计数浓度 , 备用。毛囊上皮细胞悬液

主要成分为外根鞘细胞和毛母质细胞。

1.4　真皮成纤维细胞培养
　　采用组织块法 ,头皮标本分离出真皮层 , 小块培养 , 收集细

胞 ,计数浓度 , 备用。

1.5　毛乳头细胞凝集性生长培养
　　取第 2代细胞 , 配成 2×106 ml细胞悬液 1.0 ml于 25 ml培

养瓶中 ,加入纤维连接蛋白 0.3 mg , 37 ℃孵育 20 min , 再加入含

体积分数 15%新生小牛血清 DMEM 培养基 2.0 ml , 37 ℃, 5%

CO2 条件下培养 , 在这种条件下 , 纤维连接蛋白能诱导毛乳头

细胞形成明显的凝集性生长团 , 待凝集性生长明显时 , 用刮匙

铲下细胞团 ,收集备用。

1.6　裸鼠移植实验
　　选 4～ 6周鼠龄的裸鼠 , 6只 , 分 3 组 , 各组 2 只 , 每组 4 点 ,

雌雄不拘 ,在无菌条件下 , 常规消毒 ,按 8%戊巴比妥钠 0.1 ml/

10 g 剂量 ,裸鼠腹腔内注射 , 动物麻醉后 , 于裸鼠尾端背部两侧

分别用眼科剪轻轻剪开表皮和真皮约 0.3 cm 长切口 , 再用眼科

镊沿皮肤与皮下筋膜之间进行钝性分离 ,形成 1 个约 0.4 ～ 0.5

ml的囊腔 , 将毛乳头细胞或真皮成纤维细胞(1×107)和毛囊上

皮细胞(2×107)混合注入囊内 , 缝合。实验分 3组:①凝集性生

长的毛乳头细胞+毛囊上皮细胞。 ②非凝集性生长的毛乳头

细胞+毛囊上皮细胞;③真皮成纤维细胞+毛囊上皮细胞。

1.7　结果观察
　　移植后分别于 8、12 周切下移植部位皮肤及皮下组织标

本 ,常规石蜡切片 , HE 染色 ,光镜下观察;同时进行细胞角蛋白

免疫组化染色。

2　结果

2.1　大体观察
　　移植部位直到动物处死前 ,未见有明显的毛发生长 ,但约 4

周后可见局部有色素沉着区 ,表明移植物存活 。

2.2　组织学观察
2.2.1　凝集性生长的毛乳头细胞组　　移植 8 周后 ,移植区皮

下可见大量的细胞团样结构 ,细胞团大小不均 ,有的由2～ 3层上

皮细胞呈同心圆排列 ,有的细胞团由 1～ 2 层细胞组成 ,中心无角

化物质 ,细胞团外层未见明显的包膜形成(图 1);移植 12 周后,

移植区可见大量结构更紧密的细胞同心圆结构, 大小不均一 , 形

态各异(图 2),分化较好的结构由 4～ 5 层上皮样细胞呈同心圆

排列 , 中心为一些散在细胞 ,这些结构初具毛囊样结构形态 , 尚

可见一些无序排列的索条状毛干样结构 , 其外周有包膜(图 3),

较移植后 8周 , 毛囊样结构分化发育更成熟。但和正常人毛囊

结构相比较 ,所形成的毛囊样结构明显发育分化不完善。

图 1　细胞处理组 8周 ,可见上皮细胞呈松散的 1～ 2层同心圆结

构　(HE×100)

Fig 1　Cocenric circle structure of epithelia in sparse 1-2 layers in

pretreated group at 8 weeks　(HE×100)

图 2　细胞处理组 12周 ,可见大量致密的多层同心圆毛囊样结构 ,

外有包膜包裹　(HE×100)

Fig 2　Hair follicle-l ike structure of multilayer compact concentric

circle coated with envelope in pretreated group at 12 weeks　

(HE×100)
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图 3　细胞处理组 12周 ,分化发育较好的毛囊样结构, 细胞呈多层的同

心圆排列　(HE×200)

Fig 3　Well differentiated hair follicle-like structure of cells in multilayer com-

pact concentric circle in pretreated group at 12 weeks　(HE×200)

2.2.2　非凝集性生长毛乳头细胞组　　移植 8 周后 ,移植区皮

下可见一些松散的细胞密集区 ,未见有明显的上皮细胞呈同心

圆排列结构;移植 12 周后 , 移植区可见一些由 1 ～ 2 层或 2 ～ 3

层的上皮样细胞呈同心圆排列结构 ,中心为嗜伊红染色的角化

物质 , 这些毛囊样结构不规则 , 同心圆中央有囊样结构(图 4),

分化较好的毛囊 ,其形态结构明显较凝集性生长的毛乳头细胞

组分化不成熟。免疫组化显示呈同心圆样的结构(图 5)。

图 4　细胞未处理组 12周 ,可见上皮细胞呈松散的 1～ 2层同心圆

结构 ,有的中央呈囊样 　(HE×100)

Fig 4　Concentric circle structure of epithelia in sparse 1-2 layers , with

cystoid structure in the centre in unpretreated group at 12 weeks　

(HE×200)

图 5　免疫组化显示呈同心圆样的结构　(S-P×100)

Fig 5　Concentric circle structure revealed by immunohistochemical

method　(S-P×100)

2.2.3　真皮成纤维细胞组　　移植 8 、12 周后 , 移植区皮下未

见有同心圆细胞团样结构形成 ,仅见一些细胞散在分布。

3　讨论

　　以往研究表明在体外胶原凝胶上以毛囊上皮细胞

和毛乳头细胞进行毛囊三维立体重建 ,亦能形成细胞

团样结构 ,但未见有毛囊同心圆样特异分化结构出现;

在裸鼠体内以含小鼠毛囊胚芽的混合上皮细胞与毛乳

头细胞共同移植重建毛囊 ,可以形成分化较好的毛囊

结构
[ 3]
。表明毛乳头细胞能促进诱导毛囊胚芽分化 、

发育形成毛囊结构。

　　从体内毛囊再生研究发现 ,将去毛球部的毛囊置

于体内 ,毛囊的真皮鞘细胞可以聚集重新形成毛乳头 ,

诱导毛囊生长
[ 4 , 5]
,在毛囊胚芽形成过程中 ,也是真皮

细胞聚集成团后形成毛乳头 ,才能促进毛囊的发育形

成
[ 6]
。所以 ,毛囊真皮细胞聚集形成毛乳头是毛囊形

成的关键 ,毛乳头的凝集性生长特性在体内 、体外的表

现相一致 。

　　我们用培养的人头皮毛乳头细胞与毛囊上皮细胞

混合移植 ,在裸鼠体内能形成毛囊样结构 ,证实毛乳头

细胞具有诱导重建毛囊样结构的能力 ,这是它区别于

真皮成纤维细胞的一个生物学功能 ,而且发现经纤维

连接蛋白处理后的毛乳头细胞形成凝集性生长状态

时 ,其诱导毛囊形成的能力明显增强 ,表明培养的毛乳

头细胞凝集性生长特性与其诱导毛囊形成的生物学功

能密切相关 ,或者说毛乳头细胞呈凝集性生长状态 ,其

细胞的活性增强 。

　　毛乳头细胞聚集的机制尚不十分清楚 ,但在体内 ,

细胞的聚集与血小板源性生长因子(PDGF-A)、Wnt 、

Shh(sonic hedgehog)等信号分子相关
[ 7]
,其中 ,PDGF 能

刺激真皮鞘细胞增殖并向毛囊基底部迁移;而Wnt 、

Shh能诱导真皮鞘细胞向毛乳头细胞转换。最近还发

现在体内钙粘蛋白-11在毛乳头细胞凝集中起重要作

用
[ 8]
。在体外细胞培养中 ,我们发现毛乳头细胞在凝

集性生长状态下 ,其合成细胞外基质的功能增强 ,表明

细胞活性增加
[ 9]
,这些细胞外基质可能又反馈性的促

进细胞的凝集。在毛囊周期中 ,毛乳头的细胞外基质

呈周期性的消长变化 ,这种变化与毛乳头的功能变化

相一致 ,表明细胞外基质在维持毛乳头细胞诱导毛囊

形成功能中起重要作用。
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开胸术后机械通气患者呼吸道的管理

Management of respiratory tract in patients with mechanical ventilation after chest

surgery

彭　洁　　(第三军医大学大坪医院野战外科研究所全军胸外科中心 , 重庆 400042)

　　开胸术后患者呼吸功能都有不同程度的下降 , 在短时间内

有发生呼吸功能不全的可能 , 术后适当运用机械通气 , 是防止

呼吸衰竭的重要措施 ,我院胸心外科 ICU自 1998 年 8月至 2002

年 8月开胸术后患者应用机械通气共 203 例 , 现将呼吸道管理

体会介绍如下。

1　资料与方法

1.1　临床资料
　　本组病例男 136 例 , 女 67 例 , 年龄 2 ～ 78 岁。其中肺手术

61 例 ,食管手术65 例 ,心脏手术77 例 ,气管插管160 例 , 气管切

开 43例 , 呼吸机应用时间最长 132 d ,最短 4 h ,死亡 6 例。

1.2　呼吸道的管理
1.2.1　人工气道的固定　　气管插管固定要牢固 , 应用防水

胶布或寸带双固定 , 气管导管要用硬牙垫固定 , 以免打折 、扭

曲。气管切开者用寸带固定好外套管 , 寸带在颈部的松紧度要

适宜 ,以仅容小手指为宜。

1.2.2　保持呼吸道通畅防止气道阻塞　　机械通气患者定时

吸痰 , 吸痰时可致血氧饱和度降低 ,在吸引前可增加吸氧浓度

60%～ 100%, 连续吸痰不超过 3次 , 每次吸引时间不超过 15 s。

注意防止气道阻塞 , 在监护时应做到:①通气管道应暴露于监

　　作者简介:彭　洁(1973-),女 ,重庆市人 ,护师 ,主要从事临床护理方面的研

究。电话:(023)68757241

　　收稿日期:2003-11-10;修回日期:2004-02-27

护者视野之内 ,经常检查 , 管道内积水要及时排除。 ②气管导

管必须配有足够长度和硬度的牙垫 , 并与导管一起可靠固定。

③导管气囊在进食前一定要充气。 ④保持气道内的湿化和恒

温 ,防止痰液干燥和粘膜坏死。 ⑤吸痰时动作轻柔 , 避免粘膜

损伤出血。

1.2.3　机械通气中呼吸的监测

1.2.3.1　监测呼吸机的性能　　如声音 、节律等 ,防止脱落 、漏

气 、梗阻等意外发生。观察呼吸机工作参数是否正常。如潮气

量 、吸呼比 、呼吸频率 、气道压力 、吸氧浓度。根据血气分析的

数据调节各项参数 ,保持氧分压和二氧化碳分压在正常水平。

1.2.3.2　观察患者生命体征　　注意观察患者的意识 、面色 、

末梢循环 、心率 、血压 、双肺呼吸音 、呼吸同步情况等 , 如有异常

及时寻找原因予以纠正。

1.2.4　气道的湿化和保温

1.2.4.1　蒸汽湿化　　通过呼吸机的恒温湿化器来达到替代

鼻咽部加温湿化的功能 ,温度一般控制在 32 ～ 35 ℃[ 1] , 用于湿

化的应为蒸馏水 ,以免盐份结晶在管道内沉积 。

1.2.4.2　雾化吸入　　根据病情在呼吸机雾化器中加入相应

的抗生素和祛痰剂进行雾化。常用的方法是生理盐水 20 ml+

庆大霉素针 8万 U+α-糜蛋白酶 4 000 万 U或生理盐水 20 ml+

沐舒坦针 15 mg , 3 次 d ,每次 10 ～ 15 min。

1.2.4.3　气管内注入　　定时向气管内注入湿化液 , 30 ～ 60

min间断注入 2 ～ 3 ml , 每日总量应控制在 250～ 300 ml[ 1] 。

1.2.5　预防感染　　①加强口腔护理:2次 d ,采用 1∶5 000 呋
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