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　　提　要　目的:观察毛囊真皮鞘成分和上皮成分细胞间的相互作用和相互影响。方法: 采用细胞三维培

养技术将分段毛囊上皮细胞分别与毛乳头细胞、真皮鞘细胞及真皮成纤维细胞进行器官型培养来重建表皮

和毛囊。结果: 在真皮成纤维细胞凝胶上培养的毛囊间表皮细胞、上段、下段和球部细胞重建出了表皮 ,而上

段细胞形成的表皮最厚 ,球部细胞形成的表皮最薄 ;在毛囊真皮鞘细胞胶原凝胶上时上段和下段细胞重建出

了毛囊结构。结论: 首次成功地证明毛囊真皮鞘细胞在体外培养的条件下仍具有诱导毛囊形成的能力 ,也表

明了毛囊上段和下段细胞在真皮鞘细胞的诱导下具有向毛囊球部细胞分化的能力 ,为隆突激活假说提供了

有力的证据。

　　关键词　毛囊 ;干细胞 ;细胞培养 ;真皮替代物

　　中图法分类号　 R753. 3; R322. 995

　　毛囊是由多种细胞组成的皮肤附属器官 ,分上皮

部分和真皮部分 ,上皮部分至少包括 7种不同的细胞

系 ,有外根鞘、内根鞘、鞘小皮、毛发皮质和髓质 ;真皮

部分包括真皮鞘和毛乳头。毛囊的生长具有周期性 ,而

毛囊真皮成分在诱导和维持毛囊的生长、再生以及毛
发增长方面具有很重要的作用 ,因而它是一个研究真、
表皮间相互作用的很好模型 [1, 2 ]。目前尚未见在体外培

养条件下采用毛囊的真、表皮游离细胞重建出一个新
毛囊的报道 ,本研究利用毛囊真皮鞘细胞制成间质细

胞凝胶 ,再培养毛囊上皮细胞 ,重建出了毛囊结构。

1　材料与方法

1. 1　毛囊各种细胞的分离和培养
1. 1. 1　毛囊真皮鞘细胞、毛乳头细胞和头皮 (或包皮 )真皮成

纤维细胞的培养参见文献 [3 ]报道 ,取第 5代毛乳头细胞、第 15

代真皮鞘细胞及真皮成纤维细胞用于实验。各取 1. 5× 105个细

胞 ,梯度离心后分别加入 0. 5 ml小牛血清备用。

1. 1. 2　吸 4 ml鼠尾胶原 (浓度为 1. 0～ 1. 5 g / L)于冰浴中的青

霉素小瓶中 ,加入 0. 5 ml浓缩 10倍的 DM EM培养基 ,及时混

匀 ,立即加 1 mo l / L NaOH 0. 5 ml,迅速混匀 ,确定 pH为 7. 4左

右后立即加入一种细胞的小牛血清细胞悬液 ,快速混合 ,制成

间质细胞凝胶 ,如制作无细胞凝胶 ,只加 0. 5 ml新生牛血清作

对照用。然后吸到 24孔板中 ,每孔加 0. 8 ml,这样每种细胞凝胶

和无细胞凝胶每一次都可制出 6孔凝胶 ,室温下静置 30 min便

形成了 2～ 3 mm厚的凝胶 ,加入 1 ml含 10%新生牛血清

DM EM培养基 ,平衡培养 1～ 3 d。当凝胶收缩到 0. 8～ 1. 1 cm

时 ,加入一自行设计的玻璃导管 (内径为 0. 8或 1. 0 cm,高均为

1. 0 cm ) ,压住胶原凝胶以防止它继续收缩并形成了一小室。立

即准备加入滋养细胞和上皮细胞。

1. 1. 3　提前 1 d准备滋养细胞。包皮或头皮真皮成纤维细胞半

融合时 (约 4× 105～ 5× 105个细胞 )倒掉旧培养基 ,加入丝裂霉

素 C ( 6. 7 mg /L )培养基 3 ml, 37℃ ,孵育 10 h,然后换液 , D-

Hanks液洗 2遍 ,加入培养基 ,培养 1 d,以准备传代。

1. 1. 4　头皮标本剃发后用 75%酒精反复擦两遍 , D-Hanks液

扳复冲洗后剪成 0. 3～ 0. 5 cm大小的小皮片 ,再从真皮和皮下

组织交界处剪开。加入 0. 5%分离酶 ( 0. 01 mo l /L PBS配成 ) ,

4℃ ,消化 16～ 18 h。同时将滋养细胞传代 ,接种到间质细胞胶

原凝胶上 ,每孔接种 4× 104个细胞。

1. 1. 5　将皮片移入 D-Hanks液中 ,分离表皮与真皮 ,再从表皮

上剪下毛囊 ,从真皮中挤出尚未游离出的毛囊 ,此段为毛囊上

段 ;从皮下组织中分出毛囊下部 ,再在解剖显微镜下逐一从毛

球部上方切成毛囊下段和毛球部。0. 125%胰蛋白酶+ 0. 02%

EDTA消化毛囊各段和毛囊间表皮 , 37℃下各段消化时间如

下: 毛囊间表皮 25～ 30 min,毛囊上段 20～ 25 min毛囊下段 15

～ 20 min,球部 15 min。用 5%新生牛血清 D-Hanks液中止消

化 ,分别吹散细胞 ,过筛 ,计数 ,离心。

1. 2　毛囊器官型培养方法
　　将上述各段部分细胞接种到已准备好的间质细胞胶原凝

胶上 ,与 4种间质细胞凝胶组合共 16孔 ,每孔加 5× 105个细胞 ,

加入常规培养基 (加有 EGF10μg /L ,氢化可的松 0. 4 mg /L ,胰

岛素 5 mg /L ) 1 ml培养 ,每 2天换液 1次。浸没培养 1周 ,待角朊

细胞融合后进行气液界面培养 ,在真皮替代物下加入用不锈钢

筛网制成的衬垫 ,再培养 2周。

1. 3　组织学检查
　　每种培养组织一半用 Bouin 's液固定 ,常规石蜡切片 , HE

染色。另一半用 2. 5%戊二醛固定 , JEM-2000 EX电镜观察。

2　结果

　　与无细胞凝胶相比 ,当角朊细胞培养在成纤维细胞、真皮

鞘细胞和毛乳头细胞胶原凝胶上时 ,上皮细胞的生长、形态发

生了非常显著的改善 ,尤其是表皮细胞在 4种间质细胞凝胶上 ,

上段细胞、下段细胞在成纤维细胞与毛乳头细胞凝胶上 ,球部

细胞在包皮成纤维细胞凝胶上形成相似于活体皮肤的表皮结
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构。毛囊各段细胞形成的表皮基底层是立方形的 ,而不是扁平

形 ,这不同于表皮细胞重建的表皮 ,其基底层是扁平形的。比较

而言 ,上段细胞形成的表皮最厚 ,与表皮细胞形成的表皮相当 ,

而球部细胞的表皮最薄 ,只有 3～ 4层 ,见图 1;从间质细胞来看 ,

成纤维细胞凝胶上和真皮鞘细胞凝胶上形成的表皮较厚 ,毛乳

头细胞凝胶上形成的表皮较薄。

图 1　毛囊上皮细胞 (A: 上段毛囊外根鞘细胞 ; B:球部细胞 )在头皮真皮成纤维细胞凝胶上重建的表皮　 ( HE× 100)

Fig 1　 Outer root sheath kerat inocytes from the superior follicles (A) and bulb matrix cells (B) reconstructed

a epidermis, when plated on foreskin dermal f ibroblast-populated collagen gel　 ( HE× 100)

　　尤其重要的是在上段和下段毛囊细胞与真皮鞘细胞器官

型培养中毛囊上皮细胞形成了一肉眼可见的长形毛囊组织 ,组

织切片示外层由近 10层同心圆的上皮细胞组成且处于同一分

化水平 ,中间层细胞有 2层 ,形态上似内根鞘细胞 ,胞浆嗜伊红 ,

中央为角化物质 ,似毛发纤维 ,内含色素颗粒 ,其中以下段毛囊

细胞形成的毛囊结构最典型 ,见图 2,电镜观察角朊细胞间有桥

粒 ,但中央无致密中线 ,缺乏紧密连接和缝隙连接 ,细胞内有丰

富的成束的张力微丝 ,见图 3。在胶原凝胶上毛囊间表皮细胞和

上段毛囊细胞可层化 ,只 3～ 5层细胞 ,基底似立方形 ,表面可形

成薄角质层 ,见图 4。而下段和球部细胞不易层化。

图 2　下段毛囊细胞在真皮鞘细胞凝胶上培养　 ( HE× 100)

Fig 2　Outer root sheath kerationcytes f rom the inferior follicles reformed two hair follicle-like structures

when cultured on dermal sheath cell-populated collagen gel　 ( HE× 100)

图 3　上段毛囊细胞在胶原凝胶上形成的表皮结构　 ( HE× 100)

Fig 3　 Outer root sheath kerat inocytes f rom the superior follicles were cultured on cell-f ree

collagen gel and formed epidermis　 ( HE× 100)

图 4　毛囊样结构电镜观察　 (× 20 000)

Fig 4　 The reconstructed follicle-like structure observed by TEM　 (× 20000)

3　讨论

　　组织工程学是近年发展起来的一门新型科学 ,涉

及到细胞生物学、生物力学、生物医学工程等许多学

科。利用细胞在基质中的正常生长、分化 ,进而形成组

织或器官 ,替换已损伤的组织和器官是现代细胞和组

织工程研究的主要内容 ,使医学进入了细胞治疗和制

造器官与组织的时代 ,因而临床上有着广泛的应用前

景。而毛囊是皮肤生物学中进行组织工程学研究的一

个很理想的器官 ,利用毛囊的各种细胞重建毛囊和皮
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肤的研究 ,对阐明毛囊干细胞的定位、毛囊生物钟、伤

口有毛愈合及肿瘤发生等有重要意义 ,临床上对治疗

大面积创面价值很大 ,并使伤口出现有毛愈合成为可

能 ,是今后临床研究的一个方向。

　　通过毛囊间表皮细胞和毛囊上皮细胞与毛囊间质

细胞及成纤维细胞的器官型培养表明 ,这些间质细胞

对上皮细胞具有促进增生作用和诱导分化的能力。本

结果表明了尤其在包皮或头皮真皮的成纤维细胞胶原

凝胶上培养时 ,上段毛囊外根鞘细胞具有高度增生潜

能和较好的分化能力 ;球部细胞表现出差的增生潜能 ,

有力地支持了隆突激活假说
[4, 5 ]
。在毛囊各段细胞的重

建表皮中 ,基底层细胞是立方形的 ,但没有呈栅栏状排

列 ,与 Lima t
[6 ]的结果相同。其中最具特征性意义的是

在与真皮鞘细胞的器官型培养中出现了毛囊结构 ,尤

其是下段毛囊所形成的结构接近体内毛囊 ,大小基本

上相等 ,而毛乳头细胞未能诱导出毛囊结构。

　　迄今为止尚无体外毛囊游离细胞和间质细胞 (成

纤维细胞和毛乳头细胞等 )器官型培养诱导出毛发结

构的报道 [2, 7, 8 ] ,而体内移植研究表明 ,毛乳头细胞具

有诱导毛囊形成和毛囊生长的能力
[9 ]
。 Jahoda

[10 ]
在大

鼠触须真皮鞘中混合培养毛乳头细胞、真皮鞘细胞和

毛母质生发细胞 ,再插入胶原凝胶中 ,有明显富含毛发

透明蛋白的内根鞘层细胞和毛发纤维形成。比较成功

的是新近报道的在成纤维细胞胶原凝胶与游离的表皮

片间加入完整的毛乳头 [7 ] ,只有在移植以裸鼠身上后

诱导了毛囊类似结构形成 ,有毛发纤维产生 ,而第一代

毛乳头细胞没有表现出这种诱导能力。表皮和外根鞘

细胞在胶原凝胶或基质凝胶中与间质细胞共同培养 ,

有两个特殊结构形成 ,一是球形体 ,一是钉状突结构 [ 10 ]。

　　真皮鞘细胞在胚胎发育、形态学和生物学行为特

征上是与毛乳头细胞紧密相关的 ,至今所有诱导试验

中未发现它有诱导毛囊形成或毛发生长的能力 ,但与

毛母质生发细胞同时移植于大鼠耳时 ,有毛囊形成 ,说

明它需要在适当的表皮信号的诱导下才能转变为毛乳

头细胞 [10 ]。本研究首次成功地在器官型培养中证实了

真皮鞘细胞体外培养能诱导毛囊结构的形成 ,而且对

毛囊上段和下段都具有诱导作用。说明它在体外培养

的条件下仍保留有诱导毛囊形成的能力 ,或许这种能

力需要在毛囊角朊细胞信号诱导下才能表现出来 ,但

未发现它具有诱导表皮细胞形成毛囊的作用。

　　毛囊干细胞在毛囊生长的更替中起重要作用 ,目

前有关它的定位还不清楚。传统认为它在毛球部 ,近来

孙同天等提出了隆突激活假说 ,此假说能较好地解释

以下几点
[ 11]

:①毛囊的生长周期 ;②整个毛球部切除

后毛囊为什么能再生的现象 ;③毛囊生长早期对化学

致癌物易感性高于休止期 ;④为什么毛母质细胞培养

难以成活。但是目前还没有直接的证据证明毛囊干细

胞就在隆突部。本研究表明上段和下段毛囊细胞具有

形成毛囊的能力 ,也就是说毛囊上段和下段细胞通过

与真皮鞘细胞的相互作用 ,在器官型培养中形成了毛

囊结构。这为隆突激活假说提供了一个有力的证据。
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Histological characterization of reconstructed hair foll icles
 

Wu Jinjin, Liu Rongqin, Ye Qingyu, Tang Shuqian, Zhong Baiyu ( Depa rtm ent o f Derma tolog y , Southw est Hospital,

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

　　 Abstract　Objective: T o observ e dermal-epidermal interactions betw een the epithelium and mesench yme

of the human hair follicle. Methods: U sing o rg anotypic culture model, we combined differ ent subpopula tion

kera tinocy tes with dermal papilla cells, dermal sheath cells and fibroblasts to r econstruct hair follicles and

epide rmis. Results: K era tinocy tes f rom interfo llicula r epidermis and thr ee pigm ents o f hair follicle r econ-

structed epidermis wh en cultur ed on fibroblast-populated co llagen gel. The epidermis r econstructed by the

superio r follicle cells w as thicker while tha t by bulb cells w as thinner. The superior and inferio r fo llicle cells

r econstituted a hair fo llicle structure wh en g rew on derma l sheath cell-populated gel. Conclusion: This is the

fir st repo rt pr esenting tha t derma l shea th cells still induce the formation o f hair fo llicle in vitro and the superi-

or and inferior follicle cells can differentia te to bulb matrical cells under induction o f dermal sheath cells,

which st rong ly suppor ts the bulg e-activ ation hypo thesis.

　　 Key words　 hair fo llicle; stem cell; culture; de rmal equiv alent

　* 　 This pr oject w as suppo rted by the Nationa l Natura l Science Foundation of China　 No. 39500131

二尖瓣置换术后腹主动脉血栓栓塞一例报告

A case of mitral valve replacement accompanied thromboemboli in the

aorta abdominalis

廖克龙
 
　曾会昌　 王明荣　 杨军民　　 (第三军医大学附属西南医院胸心外科 )重庆 , 400038

　　患者女性 , 28岁 ,因劳力性心悸、气促 16年 ,加重伴双下肢

水肿 2个月入院。诊断为风湿性二尖瓣狭窄伴关闭不全、主动脉

瓣轻度关闭不全、心房纤颤、心功能Ⅲ 级。于 1996年 4月 15日行

二尖瓣置换术、三尖瓣环缩术。术前心脏彩超及术中探查均未

发现左房血栓。手术顺利 ,术后第 2天拔除心包及纵隔引流管并

开始口服华法令 ,第 3天凝血酶原时间调整至对照的 1. 5倍 ,第 4

天患者用力解大便后突感双下肢剧痛、麻木。查体: 双下肢皮肤

苍白、温度较上肢低 ,双侧股动脉及足背动脉搏动消失。急诊行

腹主动脉造影 ,发现第 3腰椎以下腹主动脉不显影 ,诊断为腹主

动脉血栓栓塞。于当晚急诊行腹主动脉切开取栓术 ,在第 3腰椎

平面腹主动脉及左髂总动脉开口处分别取出 2. 0 cm× 1. 2 cm,

2. 1 cm× 0. 5 cm血栓各一枚 ,术毕患者双下肢疼痛消失、温度

正常 ,双侧股动脉及足背动脉搏动恢复 ,取栓术后 25 d痊愈出

院。取出血栓送病理检查 (病理号 961913) ,证实其诊断符合腹

主动脉、左髂总动脉混合血栓改变。

讨论

　　血栓栓塞是心脏瓣膜置换术后的严重并发症 ,处理不及时

可引起栓塞器官梗死或肢体坏死 ,严重者危及患者的生命。有

报道心脏瓣膜置换术后血栓栓塞多发生在术后较晚的时期 ,多

因服用抗凝剂不及时或剂量偏小而产生 ,二尖瓣置换较主动脉

瓣置换的血栓栓塞发生率高 [1, 2 ]。瓣膜置换术后 4 d发生血栓栓

塞很少见。本例二尖瓣置换术后第 4天发生腹主动脉与左侧髂

总动脉血栓栓塞 ,其原因未能明确 ,可能与左房内小的附壁血

栓在用力后发生脱落有关。血栓栓塞一经发生应立即依据临床

表现、选择性血管造影等明确栓塞部位 ,为治疗提供依据 ,较大

的血栓栓塞内科溶栓效果不确实 ,应首选手术治疗。本例患者

经血管造影后急诊行血栓摘除术 ,取得了较好的疗效。

　　关键词　二尖瓣置换术 ;血栓栓塞

　　中图法分类号　 R654. 2
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