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-20 ℃不结冰抗冻液保存人体皮的实验研究

An experimental study on preservation of human split thickness skin samples with

-20 ℃non-freezing composite cryoprotective solution

王锡华 ,吴　军 ,张　宁 ,陈希炜 ,周立新 ,肖光夏　　(第三军医大学附属西南医院烧伤研究所 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　对研制的-20 ℃不结冰的抗冻液-20 ℃保存人体皮的效果进行探讨。方法　测定皮肤琥珀酸脱氢酶(SDH)、
皮肤组织块培养生长年 、人-鼠皮肤移植成活率及成活期 、表皮细胞与淋巴细胞混合培养 、HLA-DR及 CD86 抗原测定等方法 ,对该抗

冻液保存人体皮的保存效果 、抗原性变化进行研究。结果　该抗冻液保存人体皮(-20 ℃条件下)2 月内皮肤质量仍较好。冷冻皮
肤免疫原性下降 ,但 HLA-DR表达没有显著变化 ,而 CD86 表达显著降低。结论　 ①该方法可保存人体皮 2 月。 ②冻存皮肤的抗原

性下降的原因与 CD86 抗原分子减少有关。

　　低温保存活体皮肤延迟应用已成为大面积深度烧
伤治疗的有效手段之一。虽然用液氮保存皮肤取得了
比较好的效果 ,但因其要求有液氮容器及定期补充液
氮 ,费时费力 ,且成本高 ,又不便于运输 ,而不利于皮肤
保存的普及。冰晶是冷冻损伤的关键因素

[ 1]
。若能设

计一种简便易行 、在较低温度不结冰的低温保护剂来保
存皮肤 ,则可能避免冰晶所致的损伤 。根据这种设想 ,
我们用多种抗冻剂相互组合 ,经大量的筛选 ,提出了一
种-20 ℃条件下不结冰的抗冻液(-20 ℃NFCS),并观
察该抗冻液对人体皮的保存效果及抗原性的变化 。

1　材料与方法

1.1　人体皮的保存及复温
　　0.3～ 0.4 mm 的断层人体皮在 4 ℃经-20 ℃NFCS 渗透 10

min后 , 置于-20 ℃保存(BCD203A , 三洋冰箱 , 日本)。对照组
为传统液氮保存。使用前用大量 37 ℃的 0.01 mol L PBS 快速

复温。

1.2　人体皮的保存效果检测
　　人体皮保存 1周 , 1、2、3 月 , 复温后 , 测定皮肤的活力。 包
括皮肤的琥珀酸脱氢酶(SDH)活性(按改良 Hershey 法[ 2])、皮肤

组织培养的生长率 、人-鼠皮肤移植第 7 天的成活率。

1.2.1　皮肤组织块培养　　0.3 cm×0.3 cm 的皮块的真皮面

贴于培养平皿上 , 加 DMEM F12完全培养基 , 1 周后观察皮块周

围有无上皮细胞生长。计算能生长上皮细胞的皮块占接种贴
壁皮块的百分率。

1.2.2　人-鼠皮肤移植实验　　250～ 300 g Wistar大鼠 ,麻醉后
于背部造成 3×4 cm 创面 , -20 ℃及液氮储存皮肤移植于创面

上。第 7 天观察移植皮肤存活率。以移植物发红 、起水疱 、结

痂 、变硬视为排斥 , 记录皮片 80%以上被排斥时的时间。

1.3　-20 ℃及液氮保存皮肤的抗原性测定
　　体外用表皮细胞与异体淋巴细胞混合培养实验 , 在体用人
-鼠皮肤移植实验 , 并用免疫组织化学及图像分析测定表皮细

胞膜表面的HLA-DR与 CD86 的表达。以新鲜皮肤为对照。
1.3.1　表皮细胞与人外周血淋巴细胞混合培养(MSLR)　　参

照文献[ 3] 。用3H-TdR掺入 ,收获细胞 , 用液体闪烁计数仪测定
cpm 值。

1.3.2　细胞涂片及免疫组化　　用涂片离心机将表皮细胞制
成细胞量为 2×105 张的细胞涂片 , HLA-DR 和 CD86 免疫组化

按ABC 法[ 4]进行 。用图像分析仪测定每个高倍视野内的阳性
细胞的光密度值。

2　结果

2.1　-20 ℃保存人体皮的效果 ,见表 1

表 1　保存时间与人体皮的活力

-20 ℃保存组 液氮保存组

储存时间 SDH(%) 皮块培养生长率(%) 移植成活率(%) SDH(%) 皮块培养生长率(%) 移植成活率(%)

0 d(正常皮) 100 100 78.5±4.12 100 100 78.5±4.12

1周 87.14±3.83＊ 81.13±7.04 72.5±5.89＊# 80.64±7.50 79.44±7.82 62.0±11.11#

1月 61.24±6.73＊ 77.34±7.94 58.5±10.29＊# 78.23±13.39 76.55±8.76 63.5±10.02#

2月 50.71±5.40＊ 69.22±8.49 52.0±8.23＊# 71.94±7.22 76.72±6.61 61.0±11.25#

3月 37.63±7.66＊ 0 0 74.93±6.97 74.61±8.63 62.0±12.51#

＊:P<0.05组间比较;#:P<0.05与正常皮比较
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　　-20 ℃保存组SDH 活力随时间延长而下降 , 保存 1周 SDH

活力比液氮组高 , 而 1 周后各时相点 SDH 均较液氮组低;

-20 ℃保存 2 月内及液氮保存 3 月内皮肤均可生长出上皮细

胞。 -20 ℃保存 1周移植成活率与新鲜皮相差不显著 ,但随时

间延长移植成活率下降。
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2.2　冷冻保存皮肤的抗原性变化 ,见表 2

表 2　冻存人体皮抗原性变化

正常皮 -20 ℃保存组 液氮保存组

MSLR(cpm) 30 912±2 805 23 775±2 660# 23 608±2 069#

移植成活期(d) 12.4±1.8 14.6±1.1# 15.2±0.8#

HLA-DR(Dλ) 14 207±3 254 14 404±1 423　 14 482±2 782　

CD86(Dλ) 　9 228±824 　 8 101±1 980# 8 428±1 513#

#:P<0.05与正常皮比较

　　-20 ℃和液氮保存皮肤的表皮细胞刺激异体淋巴细胞增
殖反应明显比新鲜皮组弱 , 而前两组之间没有显著性差异;表

皮细胞涂片免疫组化经图像分析仪测定 , HLA-DR 在正常组 、
-20 ℃及液氮保存组的表达没有显著性差异。而 CD86 在

-20 ℃组 、液氮组的表达比正常组显著低 , 而前两组没有显著
性差异;-20 ℃组及液氮组比新鲜皮移植成活期延长 , 而前两

者没有显著性差异。

3　讨论

3.1　-20 ℃NFCS 保存皮肤的优 、缺点

　　该抗冻液对人体皮-20 ℃保存 2月内的皮肤质

量较好 ,皮块培养能生长 ,移植成功率高 ,是一种简便
易行的皮肤保存方法。传统液氮保存 ,要求有液氮容
器及液氮来源 ,要定期补充液氮 ,费时费力 ,且成本高 ,
不利于皮肤保存的普及。而该方法只需普通冰箱 ,设
备简单 ,方法简便 、省时省力 ,成本低廉 。适用于一些
基层单位短时间内储皮 ,或保存手术中剩余的自体皮 ,
短期内使用。其缺点是-20 ℃保存人体皮活力随保
存时间的延长而下降 。原因有待于进一步研究。
3.2　冷冻保存皮肤抗原性下降与CD86分子减少有关

　　文献[ 5]研究已表明 ,冻存皮肤移植排斥显著推
迟 ,皮肤中引起移植排斥反应的 Langerhans细胞(LC)
数目并没有改变 ,其机制不清 。HLA-DR 在皮肤中主

要分布于 LC与内皮细胞
[ 6]
。本实验的免疫组化显示 ,

-20 ℃、液氮保存的皮肤与正常的新鲜皮之间 HLA-
DR抗原表达均没有显著性差异 。而-20 ℃及液氮保
存皮肤的 CD86 抗原显著低于正常皮 ,提示了冷冻保
存后皮肤的免疫原下降可能与冷冻后皮肤 LC 膜表面

CD86抗原的丢失有关 。文献[ 7]研究发现 , T-细胞与
APC细胞相互作用 ,需要T-细胞表面的 TCR与APC表

面的MHC-抗原多肽的识别作为第一信号 ,T-细胞表面
的CD28与APC的 CD86相结合作为第二信号 ,如缺乏
CD86-CD28的共刺激途径将导致 T-细胞克隆无能。
　　关键词:皮肤保存;低温保护剂;组织培养;HLA-DR抗原;

CD86抗原
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金属冠桥铸造技术的部分改进

Modification of techniques for casting crown and bridge

温秀杰 ,练　兴 ,刘鲁川　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所口腔科 , 重庆 400042)

　　提　要:目的　通过对传统的铸造技术进行部分改进 ,以提高铸件组织面的光洁度 、减少桥体的变形。方法　选择需冠 、桥修
复的病人 40例 , 为实验组;用琼脂复制上述 30例桥体模型 , 作为对照组。结果　实验组的铸件组织面光洁程度明显高于对照组 , 而
实验组的桥体变形程度显著低于对照组。结论　本实验对传统铸造技术所作的部分改进方法能在一定程度上改善铸件组织面的
光洁程度和降低桥体的变形。

　　桥体变形 、组织面不光滑一直是影响铸件就位的
主要因素之一

[ 1 , 2]
。本实验针对这一因素 ,介绍了对传
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统的铸造技术所作的部分改进方法 。

1　材料和方法

1.1　材料
　　选择需冠 、桥修复的病人 40 例(年龄 15 ～ 41 岁 , 男 22 例 ,
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