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　　提　要　目的: 建立一种成纤维细胞的三维培养方法。 方法: 将胶原、成纤维细胞、血清和培养基在正确

的比例下混合 ,便可形成凝胶。结果 :在凝胶中成纤维细胞具有良好的活力 ,使之形成有一定弹性和抗拉伸能

力的凝胶块。 结论: 真皮替代物培养是研究成纤维细胞与细胞外基质间相互作用的良好模型。

　　关键词　成纤维细胞 ;胶原 ;真皮替代物
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　　细胞三维培养的建立 ,是细胞培养技术的一场革

命 ,开创了一门崭新的学科 ,即组织工程学。活性皮肤

替代物 ( Aliving skin equiv alent )对研究细胞的生长、

分化、增生及真表皮间的相互作用具有重要意义 [1 ] ,也

是研制大面积创面覆盖物—— 复合皮的一条重要途

径。而成纤维细胞胶原凝胶 (即真皮替代物 )是这种器

官型培养的基础 [2 ]。

1　材料与方法

1. 1　胶原
　　实验所用胶原为酸溶性鼠尾胶原 ,其主要成分为Ⅰ 型胶

原。 参照文献 [ 1 ]的方法稍有改良进行提取。 离心后冻存于

- 20℃冰柜备用。另取少量用 751紫外分光光度计测得蛋白浓

度为 1. 0～ 1. 5 mg /ml。

1. 2　包皮成纤维细胞的培养
　　应用组织块培养法进行正常包皮成纤维细胞的原代培养。

用含 10%新生牛血清 DM EM( Sigma )进行培养 ,每 3天换液 1

次。 3～ 4周后原代培养细胞生长成细胞单层 ,用 0. 25%胰蛋白

酶消化后 ,按 1∶ 2或 1∶ 3的比例分种传代培养。

1. 3　细胞胶原凝胶的制作
　　①将第 5～ 12代处于指数生长期的细胞用 0. 25%胰蛋白

酶消化后制成悬液 ,计数 ,取 6× 105个细胞离心 ,加入新生牛

血清 0. 5 ml。 ②吸 4 ml鼠尾胶原溶液放入冰浴中的青霉素小

瓶中 ,加 0. 5 ml浓缩 10倍的 DM EM培养基 ,及时混匀 ,平衡

温度后加入 0. 1 ml 1 mol /L NaO H以中和醋酸 ,快速混匀 ,确

定 p H为 7. 4后立即加入新生牛血清细胞悬液 ,快速混合 ,然后

吸到 24孔板中 ,每孔 0. 8 ml,共 6孔。静置 10 min内便很快形

成细胞凝胶 ,加入 10%新生牛血清 DM EM培养基行培养 ,每

周换液 2次 ,每日观察细胞的形态和收缩情况。

1. 4　组织学检查
　　培养 1～ 3周 ,用 Bouin′s液固定 24 h,常规组织切片 ,切片

4μm厚 , HE染色 ,镜下观察。

2　结果

2. 1　细胞的形态与分布
　　成纤维细胞胶原凝胶形成后呈半透明状 ,约 2 h后经胰酶

消化后呈圆形的成纤维细胞表面逐渐伸展延长 ,形成 2个以上

的胞质突起 ,有的似星状 ,表明成纤维细胞已存活生长 ,开始与

胶原纤维发生粘着。随着细胞密度的增加 ,透明度稍降低 ,其质

地与颜色近似真皮组织 ,有一定的弹性和抗拉性 ,不易脆。当凝

胶与培养皿壁分离后则凝胶块收缩如园盘状飘浮在培养基的

液面下 ,在倒置显微镜下可清楚地看到凝胶中各个层次的细胞

及形态。 接种后成纤维细胞在凝胶中的位置是相对固定的 ,其

突起在细胞的两极逐渐伸展延长 ,但突起数目逐渐减少 ,最后

在细胞的两极形成两个较长的突起而成梭形 ,见图 1。而且随着

细胞凝胶的收缩 ,平行排列的细胞变得愈加致密 ,有时互相交

织呈网络状。当细胞密度达到其极限后 (大约培养 2～ 3周后 ) ,

成纤维细胞可以象组织块中的成纤维细胞一样从胶原凝胶中

迁出 ,导致细胞凝胶的贴壁生长。

2. 2　组织切片
　　培养 2周后细胞凝胶做组织学观察 ,发现胶原呈较均一的

淡红色 ,而成纤维细胞均匀地分布于胶原中 ,呈梭形 ,大多数细

胞两极为两个较长的突起 ,极少数细胞有较多的突起 ,细胞较

小 ,胞核呈椭圆形 ,胞浆少 ,见图 2。

16

第 21卷第 1期

1999年 1月
　

第　三　军　医　大　学　学　报

　 AC TA ACADEM IAE M EDICINAE M IL IT ARIS TERTIAE 　
　

Vol. 21, No. 1

Jan. 1999

 

  伍津津 ,男 , 34岁 ,副主任医师 ,副教授 ,博士 ,现在附属大坪医院皮肤科　重庆 , 400042

国家自然科学基金资助项目 , N o. 30500131

DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 1999. 01. 008



图 1　成纤维细胞胶原凝胶培养　 (× 100)

A: 1 d后在例置显微镜下观察 ,可见不同层面的成纤维细胞 ,一般可见 2个以上的细胞突起 ,部分细胞为星状突起

B: 培养一周后成纤维细胞交织成网状 ,一般可见 2个长突 ,少数细胞有 2个以上的突起

Fig 1　 Fibroblasts cultured in collagen gel　 (× 100)

A: Fibr obla sts in diffe rent la yer s could be seen, show ing 2 pro cesses, some in radia ted fo rm ( After 1 d Inver ted micro scope× )

B: Fibroblasts showing ne two rk fo rm , usually with 2 processes( Af ter 1 week)

图 2　成纤维细胞胶原凝胶培养一周后常规组织切

片 ,成纤维细胞均匀分布于凝胶中 ,一般为 2

个突起　 ( HE× 100)

Fig 2　 Fibroblasts evenly distributed in the gel, usu-

ally with 2 processes　 Cultured in colla gen

gel fo r 1 week ( HE× 100)

3　讨论

　　在胶原凝胶中正常皮肤成纤维细胞的形态改变过

程充分反应了细胞与胶原纤维相互作用过程。 在凝胶

形成初期 ,胶原纤维排列是无序的 ,成纤维细胞的胞质

沿这些纤维运动并产生多向性突起 ,细胞呈星状。随着

成纤维细胞与胶原纤维的相互作用 ,胶原纤维排列发

生改变 ,纤维的排列逐渐变为单向性 ,成纤维细胞的胞

质突起也随之逐渐表现为双极性 ,从结构上来看它是

组织样 ( Tissue-like )的 ,有一定的弹性和抗拉伸能

力 [3 ]。

　　培养好的细胞凝胶称之为真皮替代物 ,是进行皮

肤器官型培养和制作复合皮的关键与基础 ,无菌要求

严格。 我们的体会是: ①真皮成纤维细胞、胶原和

NaOH的比例一定要合适。 ②胶原应预置于 0℃冰浴

中。在常温下 NaOH中和胶原醋酸溶液后很快形成凝

胶 ,给混合细胞带来了困难 ,而预置于冰浴中便能显著

延缓凝胶的形成时间。 一般先将胶原溶液预置于冰浴

中 ,加浓缩培养基混合 ,然后去离心细胞 ,用新生牛血

清混悬 ,再用 NaOH快速中和混匀胶原 ,最后加入成

纤维细胞悬液 ,这样便可将细胞均匀地混合于胶原凝

胶中。③成纤维细胞的增生能力要强 ,应选择传代次数

较少的处于指数生长期的细胞。 ④渗透压要在正常范

围内。 ⑤胶原浓度不能过低 ,一般应在 1 mg /ml以上

较好 ,形成的凝胶厚度较厚 ,有利于以后接种表皮

细胞。
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Establishment of dermal equivalent culture model
*

Wu Jinjin, Liu Rongqin, Ye Qinyu, Tang Shuqian, Zhong Baiyu ( Depar tment o f Dermato lo gy , Southwest Hospital,

Third M ili ta ry Medica l Univ er sity , Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objective: To establish a 3D culture model of fibroblasts. Methods: Fibroblasts w ere mixed

with colla gen, serum and medium to fo rm a gel called the dermal equiv alent. Resul ts: The de rmal equiva lent

wa s tissue-like in its component and consistency. Conclusion: The model is useful fo r basic studies on the epi-

dermal- mesenchyma l inte raction, cell g row th , cell differentiation, w ound healing and sca r fo rmation.

　　 Key words　 fibroblast; co llag en; de rmal equiva lent
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原发性胆囊癌转移到双侧卵巢 1例报告

A case report of carcinoma of gallbladder transfer to ovary

王　琳
 
　史常旭　　 (第三军医大学附属西南医院妇产科 )重庆 , 400038

　　原发性胆囊癌多转移至肝、胆总管、胰腺 [1]。我们遇到 1例

原发性胆囊癌患者 ,其邻近脏器无转移 ,却在双侧卵巢形成巨

大转移性癌 ,现报告如下。

1　临床资料

　　患者王某 ,女 , 47岁 ,发现上腹部包块 3月入院。检查:下腹

部扪及实质性包块约 6月孕大 ,无压痛 ,肝脾未扪及。 B超提示

双侧卵巢实性肿瘤 ,子宫正常大小。术前诊断为卵巢癌。于 1998

年 7月 20日在全麻下行剖腹探查术 ,术中发现子宫大小正常 ,

吸出淡黄色腹水 800 ml,左卵巢肿瘤 19 cm× 13 cm× 8 cm ,右

卵巢肿瘤 17 cm× 9 cm× 7 cm,双侧卵巢表面光滑 ,包膜完整 ,

与盆腔无粘连。 术中送小块卵巢组织作冰冻切片检查 ,病理报

告为卵巢腺癌。 探查上腹部时发现胆囊肿大呈实性 ,请肝胆科

医师会诊取右上腹部斜切口行胆囊切除 ,未发现肝及胆总管转

移病灶 ,下腹部行双侧附件及全子宫切除 ,并切除阑尾及大网

膜。 术后 8 d拆线出院。

　　病理检查提示: 胆囊壁内见癌细胞呈乳头状排列 ,并与周

围粘膜有移行过渡。双卵巢见癌组织呈乳头状、腺管状、实团状

分布 ,癌细胞复层柱状 ,核大泡状 ,易见分裂像 ,有大片坏死。双

输卵管组织内均见癌组织 ,大网膜充血水肿 ,宫内膜呈增生改

变 ,宫颈慢性炎 ,阑尾慢性炎。免疫组化染色: ER弱阳性 , PR弱

阳性。 病理诊断: 胆囊乳头状腺癌伴双侧卵巢输卵管转移。

2　讨论

　　卵巢的转移性癌中原发部位多为胃肠道、乳房及子宫肿

瘤 ,来自胆囊者罕见 [2]。本例符合转移性卵巢癌的特点 ,即双侧

卵巢肿瘤均增大呈长圆形 ,表面光滑 ,包膜完整 ,组织学特点与

其原发癌一致 ,均为乳头状腺癌。 卵巢转移癌早期多无临床症

状 ,晚期以腹部包块及腹胀为主诉 ,原发癌的表现并不明显 ,术

前诊断率低。原发性胆囊癌的转移途径以直接扩散至邻近脏器

为主 ,本例可能为经淋巴转移 ,癌细胞转移至腹膜后淋巴结 ,阻

塞淋巴导管的上行通道 ,造成淋巴引流逆向 ,将癌细胞带到腹

主动脉旁和盆腔淋巴结 ,而卵巢的淋巴管和这些淋巴结的位置

非常接近 ,形成卵巢的转移 [2]。当术中怀疑卵巢癌是继发的 ,就

应尽力寻找原发灶 ,对卵巢癌患者应常规探查上腹部 ,以免遗

漏原发或继发癌灶。 转移性卵巢癌预后极差 ,术中应尽可能切

除原发癌及双附件及全子宫 ,术后辅以化疗以延长患者的生命。

　　关键词　卵巢肿瘤 ;肿囊 ;肿瘤转移

　　中图法分类号　 R737. 31
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