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　　提　要　目的: 为了提高分离毛乳头的效率和培养细胞的成功率 ,建立一种新的培养方法。方法: 采用 0.

2%胶原酶直接消化人头皮毛囊下部的真皮组织 ,对分离出来的真皮鞘细胞和毛乳头细胞分别用 DM EM培

养基进行培养。结果:消化法显著降低了劳动强度 ,提高了培养成功率 ,加快了毛乳头细胞的生长。结论: 消化

法是一种简捷快速的、高效的培养毛乳头细胞的方法。

　　关键词　毛乳头细胞 ;真皮鞘细胞 ;细胞培养

　　中图法分类号　 R758. 61

　　毛囊真皮成分在诱导毛囊发育、形成以及维持毛

发的周期性生长中具有重要作用 ,早期通过对大鼠触

须毛囊的研究发现触须生长依赖于毛乳头或其相邻真

皮鞘的完整和空间定位。在人类 ,毛乳头细胞中存在着

雄激素受体 ,因而它也是研究雄激素介导毛囊生长的

有益对象。自 1981年 Jahoda
[1 ]成功培养大鼠触须毛乳

头细胞以来 ,已培养了人头皮毛囊、胡须与腋毛毛囊、

小鼠触须与体毛毛囊、羊体毛与触须毛囊、大鼠体毛等

的毛乳头细胞。然而 ,通常培养毛乳头细胞时均采用显

微解剖法分离毛乳头 ,这种方法存在着劳动强度大、效

率低、毛乳头不易贴壁和细胞生长缓慢等显著缺点。近

来我们探索出一种新方法 ,直接用胶原酶 D消化分离

毛乳头 ,提高了效率和培养成功率 ,明显改善了毛乳头

细胞的生长 ,现报告如下。

1　材料与方法

1. 1　标本来源和处理
　　标本统一取自肾移植用尸体的枕部头皮 ,头皮外观正常。

头皮经无菌处理后用双抗 D-Hanks液反复冲洗 3遍 ,然后剪成

0. 3 cm～ 0. 5 cm宽的皮条 ,再从真皮皮下组织的交界处剪开 ,

用显微外科镊挟住毛囊下部远端 ,顺毛囊方向将毛囊下部从皮

下组织中拔出 ,再用眼科镊轻轻挤压毛囊球部 ,将毛囊下部的

上皮组织挤出。

1. 2　胶原酶消化法
　　大多数带有毛乳头的真皮鞘直接用 0. 2%胶原酶 (宝灵曼

公司 ) DMEM( Sigma公司 )培养基 [含有 10%小牛血清 (本院烧

伤研究所生产 ) ]消化。镜下控制消化时间 ,当消化到蒂部时 ,终

止消化 ,大约需 2 h。 D-Hanks液离心 3次后加 10%小牛血清

DM EM培养基适量 ,低速离心 ( 200～ 300) r /min 5 min,上层悬

液即真皮鞘细胞 ,按 1× 105 /瓶直接接种于 25 ml培养瓶中 ,底

层混悬液在双目解剖显微镜 (带有自制光源 ,光线自镜底射上 )

下 (放大 25倍 )用眼科镊逐一将毛乳头捡出 ,置 25 ml培养瓶或

24孔板中做悬浮培养 ,每瓶接种 30个以上或每孔 10个毛乳

头。　　　

1. 3　显微解剖分离法
　　参照文献 [ 1, 2]进行。

　　均用 10%新生牛血清 DMEM培养基培养 ,每周换液 2次 ,

但悬浮培养时第 1、 2次换液时间为 5 d。

2　结果

2. 1　胶原酶消化法
　　经胶原酶 D消化后毛乳头基本上是完整的 ,呈圆形或椭圆

形 ,接种后过夜观察便可见细胞从毛乳头组织中迁出 ,见图 1,

贴壁后细胞生长较快 ,呈放射状向四周生长 ,见图 2,开始形态

不规则 ,象毛乳头中的细胞一样有很多颗粒和条纹 ,呈多角形 ,

约 2周后细胞便融合。3代以后细胞中颗粒和条纹逐渐消失 ,多

角形细胞逐渐减少。融合后的细胞不象成纤维细胞那样呈束状

平行排列 ,而大致由多个细胞集团组成 ,形成明显的多层化细

胞团块 ,团块间细胞为单层 ,见图 3,毛乳头细胞的这种显著多

层化凝集能力 ,至少能保留至第 7代。

2. 2　显微解剖分离法
　　每小时仅能分离 15个左右 ,分离下来的毛乳头较大 ,见图

1,在 24孔中或 25 ml培养瓶中进行悬浮培养时仅少数毛乳头出

现贴壁生长 ,有 5 d～ 10 d的贴壁期 ,细胞长出后前 3周因细胞

数少生长很慢 ,约 6周～ 8周后方能融合传代。悬壁培养 5 d后未

能贴壁的毛乳头 ,加入尼龙膜覆盖毛乳头 ,细胞可从毛乳头中

迁出生长到尼龙膜上。
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图 1　毛乳头
a:解剖分离 (× 100); b: 胶原酶消化分离 ;接种后已过夜 ,细胞呈放射状生长 (× 100)

Fig 1　 Dermal papilla
a: Isolated by micr odissec tion (× 100)　 b: Isolated by dig estion with co llag enase D; cell with

r adiated-like g row th afte r pla ted overnight (× 100)

图 2　毛乳头的细胞呈放射状向四周生长 (× 100)

Fig 2　 The dermal papilla cells radiate out f rom explant to surrounding　 (× 100)

图 3　培养 5代后的毛乳头细胞仍有很强的凝集生长倾向 ,并形成了多层细胞团　 ( HE× 100)

Fig 3　 The dermal papilla cells still showed a striking tendency to form multi-layered aggregates
at cell confluence af ter 5 passages ( HE× 100)

3　讨论

　　胶原酶消化法分离毛乳头 ,一是显著提高了效率 ,

降低了劳动强度。在显微镜下分离毛乳头 ,既消耗时

间 ,效率低 ,劳动强度又大 ,此外 ,操作者还要有熟练灵

巧的显微操作技能
[3～ 5 ]
。二是提高了毛乳头贴壁生长

率。传统的毛乳头细胞培养都是采用悬浮培养法 ,贴壁

率低 ,我们认为这与毛乳头组织的比重和培养基差不

多有很大关系 ,因为加盖尼龙膜后毛乳头细胞可以从

组织中迁出长至尼龙膜上。另外一个因素是与基底膜

的完整性有关。经胶原酶 D(主要是 I型胶原酶活性 )

消化后 , 24 h的贴壁率达 90%以上 ,表明基底膜和部

分毛乳头组织的细胞外基质经蛋白水解后解除了毛乳

头细胞向外生长的限制因素使其能自由地迁出 ,或者

是暴露甚至激活了毛乳头中的某些结构 ,从而促进其

贴壁生长。 Jahoda
[ 1]在解剖分离毛乳头时有意轻微损

伤其结构以提高其贴壁率。三是显著加快了毛乳头细

胞的生长。与 Chiu[ 4]和 War ren [3 ]报道的在显微解剖分

离毛乳头之前或之后用分离酶或胶原酶处理 ,加速了

细胞的迁出和生长的结果一致。

　　消化的时机也好掌握 ,在倒置显微镜下观察 ,消化

至真皮鞘完全成了游离细胞 ,毛乳头消化到了蒂部即

可。我们认为由于真皮鞘的毛细管作用 ,消化液不能进

入其内从而使毛乳头不会被首先消化。

　　真皮鞘细胞以往采用组织法培养 ,但值得注意的

是在拔出毛囊时应将真皮鞘全层拔出 ,因为内层玻璃
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膜是没有细胞的。真皮鞘成纤维细胞从组织中迁出的

时间都较长 ,约 10 d,形态上是典型的成纤维型细胞 ,

没有明显的凝集生长倾向和形成多层细胞团的能力。

而胶原酶消化也具有很大优点 ,容易直接获得大量的

细胞。
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A more eff icient method for isolation and culture of human scalp dermal
papilla cells

 

Wu Jinjin, Liu Rongqin, Ye Qingyu, Zhong Baiyu, Tang Shuqian ( Depa r tment o f Derma tolog y, South west Hospital ,

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

　　 Abstract　Objective: T o seek a new method fo r iso lation and culture of human scalp derma l papilla

cells. Methods: After the derma l sheath o f lowe r pa rt o f hair follicles w as entirely dig ested w ith co llag enase

D into fr ee derma l papillae, the isolated derma l sheath cells we re cultur ed in DM EM m edium. Results: This

method o f dig estion ma rkedly reduced w ork lo ad, raised culture success ra te and improved cell adhesion and

g rowth. Conclusion: Th e method of digestion is a simple, quick and efficient me thod fo r isolation and culture

of human sca lp de rmal papilla cells.

　　 Key words　 papilla cell; de rmal shea th cell; cultur e
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内绕 2周 ,将牙片结扎固定。然后进行常规牙髓治疗。最后按全

冠要求准备牙体 ,调磨过高过徒之牙尖 ,降低 面减少 力 ;取

模后完成金属全冠修复。

2　结果

　　 52例 63只牙术后随访 8个月至 3年 ,戴冠后无症状 ,能正常

咀嚼 ,疗效为优良 , 40只牙 ,占 63. 5% ;戴冠后因疼痛复诊 1～ 3

次 ,经抗炎、镇痛、封闭、磨改调整咬 后 ,症状消失 ,咀嚼功能

恢复正常 ,疗效为良好 , 21只牙 ,占 33. 3%。戴冠后根尖炎反复

发作 ,疼痛 ,不能咀嚼 ,拔除患牙 , 2只 ,占 3. 2%。原根尖骨质吸

收 20只牙 ,戴冠后 6个月至 2年 , X线片检查根尖病变缩小 13只

牙 ;原牙龈瘘管 9只牙治疗后全部愈合。本组干髓牙折裂后全冠

修复成功率 96. 8% ,失败率 3. 2%。

3　讨论

　　全冠修复法处理干髓术后牙折的评价:一般认为牙干髓术

后折裂应拔除 [1 ] ,但我们初步的临床实践表明 ,折裂牙经钢丝

环扎、牙髓治疗加金属冠修复 ,大多数患牙能被保存并恢复咀

嚼功能。本组 52例 63只牙处理后随访 8个月至 3年。经临床及 X

线综合观察 ,成功率 96. 8% ,高于文献 [2 ]报道 ,疗效甚为满意。

本法不需特殊设备 ,操作简单易行 ,效果可靠 ,便于推广。

　　影响疗效的因素: 杜绝口腔细菌污染至关重要。牙折裂后

根周通过裂隙与口腔相通 ,细菌经此侵入可能造成感染。但只

要封闭裂隙及清除髓腔感染灶 ,就可避免牙周组织感染 ,即使

原有感染 ,了能恢复。保持折裂牙片稳定不移位 ,既能保证成功

的牙髓治疗及修复效果 ,又可避免咬 时复裂 ,导致治疗失败。

适应症及治疗方式选择对疗效影响有一定意义 ,根尖有骨吸收

者 ,根管治疗处理牙髓较干髓术效果可靠。

　　注意事项: 裂牙片的复位、固定及牙髓处理是治疗中 3个关

键。折裂牙片复位项准确 ,钢丝结扎紧贴牙面 ,环绕 2周 ,结应扭

紧 ,防止咬时复裂。牙髓治疗后 ,应确切降低 面 ,减少咬 力 ,

避免创伤 ,促进根尖病变愈合。治疗前常规 X线片检查根尖 ,以

利选择适应症、牙髓处理方式和判断预后。全冠修复质量也是

重要环节。要求颈部与牙体贴合 ,邻接关系良好 , 面勿存在高点。

　　关键词　牙髓治疗 ;牙折 ;修复

　　中图法分类号　 R783
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