
进 ,使之更方便实用。下面总结的是有关封接前的两个

关键技术环节与我们的做法。

3. 1　电极位置显示

　　“盲法”技术目前国内成功开展的尚不多 ,究其原

因主要是电极在推进过程中电极位置显示方法与技术

尚不成熟 ,电极接触神经元的成功率低 ,导致记录成功

率不高。我们的工作采用了经过一定程度改进的电极

定位显示方法 ,使成功率保持在令人基本满意的水平。

这项技术的特点是: 电极周围环境的较小变化即可通

过电阻值变化又可同时通过电流曲线的变化来指示 ,

精确而直观。在实验中我们体会到 ,电阻与电流曲线的

任一微小变化 ,都可反映出电极所处的位置。一旦电阻

突然变大 ,将电极再推进少许 ,电阻值又不发生明显变

化 ,此时即可认为电极已与细胞膜处在理想的接触位

置上。

3. 2　脑片准备

　　脑片无论是来自胎鼠还是来自成年鼠 ,其实验成

功率并无明显差别 ,但在实验设计许可的情况下 ,尽量

选择 3～ 5周龄的大鼠较好 ,这样可减少脑片准备的难

度。进入浴槽的脑片 ,最好先在显微镜下观察大体结构

是否完整、清晰。 另外 ,为避免无谓地在同一脑片进行

反复的封接尝试 ,随时确定脑片神经元是否处在良好

的生理状态非常必要。 我们发现如电极在接近胞膜过

程中 ,电阻增大不明显 ,且又较快变小 ,细胞的状态可

能不是最佳。接连出现这样情况 ,应考虑更换脑片。要

保持细胞的状态 ,必须减少不必要的损害 ,注意准备和

记录过程中 ACSF的灌流。我们采用了自己设计的浴

槽 ,其特色是:整体容积小 ,网底容积更是控制在最小

限度 ;网连同脑片可任意调整位置。优点是脑片得到有

效灌流的同时 ,脑片稳定性好 , ACSF更换速度快 ,操

作方便。

　　关键词　脑片 ;封接 ;膜片钳方法
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毛囊真皮鞘成纤维细胞的培养

Culture of f ibroblasts in dermal sheath hair follicle

钟白玉 ,吕中法 ,刘荣卿 ,伍津津　　 (第三军医大学附属西南医院皮肤科 ,重庆 400038)

　　【提要】　目的: 为了解真皮鞘成纤维细胞的生物学特征。方法:采用酶消化法、组织块法分别进行毛囊真

皮鞘成纤维细胞培养。结果: 2种方法均获成功。培养的真皮鞘成纤维细胞具有聚集生长的特征 ,胞体较大 ,

一般有 2个突起 ;酶消化培养法操作简便、省时 ,但容易混有其它成纤维细胞 ;组织块法培养的细胞虽然培养

速度较慢 ,但纯度较高。 结论:组织块法是进行毛囊真皮鞘成纤维细胞研究较理想的培养方法。

　　脱发在临床上十分常见 ,一些难治性脱发如早秃

　　作者简介:钟白玉 ,男 , 1958. 09. 25生 ,四川省邻水县人 ,主管技师 ,

主要从事皮肤病理方面的研究 ,发表论文 11篇。 电话:
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目前尚无有效的治疗方法。 一些研究显示毛乳头细胞

在诱导毛囊再生和毛发生长周期的调控中起重要作

用 ,已有报告毛乳头细胞在体内条件下可诱导出完整

的毛囊 ,并且长出毛干 [1 ]。真皮鞘是围绕毛囊最外层的

真皮源性组织 ,有研究认为真皮鞘细胞是毛乳细胞的
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储备细胞
[2 ]
。本文用酶消化法、组织块法分别对真皮鞘

成纤维细胞进行培养 ,现报告如下。

1　材料与方法

1. 1　头皮标本的采集和处理
　　全层头皮 (死后 6 h内 )取自肾移植尸体。存放于 D-Hank 's

液中 ,在净化工作台中剃除头发 , 75%酒精擦 2遍 , D-Hank 's

液反复冲洗 3遍 ,每次 3～ 5 min,去除皮下筋膜后剪成 0. 3～

0. 5 cm宽的皮条 ,从真皮与皮下组织交界处剪开。

1. 2　真皮鞘成纤维细胞的培养
1. 2. 1　酶消化法　　把上述皮下组织部分置入 0. 5% ( PBS配

制 )的分离酶 ( Sigma产品 )中 , 4°C消化 18 h。 D-Hank 's液冲洗

2遍 ,用镊子挤出毛囊的上皮部分 ,置入 0. 2% ( DM EM配制 )

胶原酶 D( DM EM、胶原酶均为 Sigma产品 )消化 , 37°C直至真

皮鞘消化成游离细胞 ,而毛乳头尚未开始消化时为止 ,约需 6～

8 h。用 D-Hank 's液 2 000 r /min离心 3次 ,每次 3 min,然后加

入 DM EM ,低速离心 200～ 300 r /min、 3 min,取上清计数 ,按

1× 105 /瓶 ,接种到 25 ml培养瓶中进行真皮鞘成纤维细胞的培

养。

1. 2. 2　组织块培养法　　参照 Katsuoka法 [3 ] ,略加改进。 取

部分上述分离的皮下组织 ,将毛囊从皮下组织中拔出 ,在解剖

显微镜下机械分离出毛囊的上皮部分和真皮鞘 ,用 7号针头

(将针尖变成 90°)将真皮鞘下部侧面切一小口 ,轻轻挤出毛乳

头 ,从蒂部切断 ,把去毛乳头的真皮鞘剪成粟粒大小的组织块 ,

或把整个真皮鞘直接涂布在 25 ml培养瓶 (鼠尾胶原处理过 )

上进行真皮鞘成纤维细胞的培养。

1. 3　细胞传代及计数
　　真皮鞘成纤维细胞融合后 ,用 0. 25%胰酶消化传代、计数、

并将其接种到 24孔板中 ,隔日计数 ,共 7个时相点 ,绘成生长

曲线。

2　结果

2. 1　酶消化法
　　胶原酶消化后的真皮鞘成纤维细胞 , 12 h后大部分细胞即

贴壁 ,长出细胞突起 ,无明显的停滞期即进入指数生长阶段。

2. 2　组织块法
　　组织块培养法细胞生长缓慢 ,有明显的停滞期 ,约需 10 d

左右 ,细胞才开始从组织块中长出 ,随着生长细胞的增多 ,生长

速率逐渐加快 ,在第 18天左右细胞进入指数生长阶段。

2. 3　真皮鞘成纤维细胞的特征
　　真皮鞘成纤维细胞成以梭形为主 ,当细胞密度较低时呈聚

集性生长的特征 ,一般有 2个胞质突起 ,少数可有 3～ 4个胞质

突起 ,胞体狭长、胞浆较少 ,随后细胞向四周呈放射状生长 ,融

合后呈平行排列 ,传代在 10代内细胞形态变化不明显。

2. 4　生长曲线
　　根据各时相点测得的细胞数绘成生长曲线图 ,见图 1。

图 1　真皮鞘成纤维细胞生长曲线图

3　讨论

　　毛囊各种细胞成分的培养是进行毛囊细胞生物学
研究的基础 ,我们用酶消化法和组织块法对真皮鞘成

纤细胞的培养均获成功 ,酶消化法具有细胞生长速度

快、培养时间短、工作量相对较小等优点 ,但容易有成

纤维细胞污染 ,实验中我们发现 ,该法培养的真皮鞘成

纤维细胞中 ,带 3～ 4个胞质突起的细胞较组织块法

多 ,是否为头皮成纤维细胞污染尚需进一步鉴定。组织

块法培养的真皮鞘成纤维细胞虽然速度较慢 ,但其生

长的细胞形态、大小比较一致 ,与 Katsuoka等 [3 ]报告

的基本一致。
　　真皮鞘成纤维细胞在胚胎发育、形态学和生物学
行为特征上与毛囊的毛乳头细胞是紧密相关的 ,它们

都具有聚集生长的特征 ,胞体相对较头皮成纤维细胞

者大 ,胞质突起较少 ,一般只有 2个。 免疫组化发现这

2种细胞均有 α-平滑肌肌动蛋白表达 ,而其它成纤维

细胞则没有 [4 ] ,真皮鞘成纤维细胞和毛乳头细胞的这

些特征很可能与其功能相关 ,有研究发现真皮鞘成纤

维细胞在合适的条件下 ,可被诱导形成毛乳头 ,进而诱

导毛囊形成 ,揭示真皮鞘成纤维细胞在毛囊细胞生物

中起着重要作用
[2 ]
。
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